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(57)【要約】
本発明は、対象からの試料中の非エンベロープウイルス
のカプシドポリペプチドを検出するための方法であって
、以下の工程：（ａ）前記の試料を塩基と接触させ、そ
して（ｂ）前記の試料中の前記のウイルスのカプシドポ
リペプチドを検出する；を含む方法に関する。さらに、
本発明は、ウイルスの検出のために対象からの試料を前
処理するための方法であって、前記の試料を塩基と接触
させることを含む方法に関する。さらに、本発明は、前
記の方法に関するキット、使用およびデバイスに関する
。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象からの試料中の非エンベロープウイルスのカプシドポリペプチドを検出するための
方法であって、以下の工程：
　（ａ）前記試料を塩基と接触させる工程、および
　（ｂ）前記試料中の前記ウイルスのカプシドポリペプチドを検出する工程；
を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記カプシドポリペプチドの検出が、捕捉化合物により固体表面に少なくとも１種類の
カプシドポリペプチドを捕捉することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　さらに前記カプシドポリペプチドを検出化合物と接触させることを含む、請求項１また
は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記捕捉化合物および／または検出化合物が、（ｉ）アルカリ処理されたカプシドポリ
ペプチドに、または（ｉｉ）アルカリ処理されたカプシドポリペプチドおよびアルカリ処
理されていないカプシドポリペプチドに特異的に結合する結合化合物である、請求項２ま
たは３に記載の方法。
【請求項５】
　前記ウイルスの前記検出が、前記ウイルスをサンドイッチ免疫アッセイで検出すること
を含む、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記試料が、便試料または体液の試料である、請求項１～５のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項７】
　前記塩基が、水酸化ナトリウムまたは水酸化カリウムである、請求項１～６のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記試料の塩基との前記接触が、前記試料を少なくとも１０．５のｐＨでインキュベー
トすることを含む、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記試料の塩基との前記接触が、前記試料を前記塩基の存在下で少なくとも２分間イン
キュベートすることを含む、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記カプシドポリペプチドの検出が、ウイルスのＶＰ１、ＶＰ２およびＶＰ３カプシド
ポリペプチドの少なくとも１つを検出することを含む、請求項１～９のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項１１】
　前記非エンベロープウイルスが、パルボウイルス科のウイルス、一態様において霊長類
エリスロパルボウイルス１（パルボウイルスＢ１９）である、請求項１～１０のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項１２】
　非エンベロープウイルスのカプシドポリペプチドの検出のために対象からの試料を前処
理するための方法であって、前記試料を塩基と接触させることを含む、前記方法。
【請求項１３】
　試料中の非エンベロープウイルスのカプシドポリペプチドを検出するためのキットであ
って、塩基および前記ウイルスに特異的に結合する少なくとも１種類の結合化合物を含む
、前記キット。
【請求項１４】
　非エンベロープウイルスのカプシドポリペプチドを検出するための免疫アッセイにおけ
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る使用のために対象の試料を前処理するための；または免疫アッセイにより対象の試料中
の非エンベロープウイルスのカプシドポリペプチドを検出するための塩基の使用。
【請求項１５】
　試料中の非エンベロープウイルスのカプシドポリペプチドを検出するための分析デバイ
スであって、分析ユニットを試料処理ユニットと共に含み、前記の分析ユニットが、以下
の工程：
　（ａ）前記試料処理ユニットに適用された試料を塩基と接触させる工程、および
　（ｂ）前記試料中の前記のウイルスのカプシドポリペプチドを検出する工程；
を実施させるために適合している、前記分析デバイス。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、対象からの試料中の非エンベロープウイルスのカプシドポリペプチドを検出
するための方法であって、以下の工程：（ａ）前記の試料を塩基と接触させ、そして（ｂ
）前記の試料中の前記のウイルスのカプシドポリペプチドを検出する；を含む方法に関す
る。さらに、本発明は、ウイルスの検出のために対象からの試料を前処理するための方法
であって、前記の試料を塩基と接触させることを含む方法に関する。さらに、本発明は、
前記の方法に関するキット、使用およびデバイスに関する。
【背景技術】
【０００２】
　非エンベロープウイルスは、ほとんどのエンベロープウイルスとは対照的に、それらの
頑強性およびそれらが熱、酸、界面活性剤等を含む環境的影響に比較的非感受性であるこ
とが知られている。結果として、非エンベロープウイルスの存在を検出するために、ウイ
ルスの構成分子を得るために非エンベロープウイルスを分解することは困難であることが
知られている。
【０００３】
　非エンベロープウイルスの群の一例であるパルボウイルスは、カプシド中にパッケージ
ングされた線状非分節一本鎖ＤＮＡゲノムを有する小さい非エンベロープウイルスである
。パルボウイルスのカプシドは、本質的に２～４種類のカプシドタンパク質（それぞれＶ
Ｐ１～ＶＰ２またはＶＰ１～ＶＰ４と呼ばれる）からなる。カプシドタンパク質は、ウイ
ルスのゲノム中のオープンリーディングフレームから発現され、その内の少なくとも一部
は、全てのＶＰタンパク質に関して同一であり、従ってＶＰタンパク質は、アミノ酸配列
において部分的に同一である。パルボウイルスは、広い範囲のｐＨ値、溶媒、および温度
に非感受性であるそれらのカプシドの並外れた安定性に関して知られている（例えば、Yu
an and Parrish (2001), Virology 279: 546）。
【０００４】
　ヒトに感染するエリスロパルボウイルス属の一員である霊長類エリスロパルボウイルス
１型（パルボウイルスＢ１９）は、“第５病”としても知られている伝染性紅斑の原因因
子である。その疾患の症状は、発熱、頭痛、吐き気、および下痢のようなウイルス感染の
古典的症状を含む。これらの後に、通常は、特に頬における赤い発疹（典型的には法令線
、額、および口は含まない）；ならびに体幹および／または四肢における赤い発疹が生じ
る。妊婦におけるパルボウイルスＢ１９感染は、それが胎児における胎児水腫および貧血
症の発現をもたらし得るため、特に重大である。
【０００５】
　パルボウイルスＢ１９感染の免疫学的診断は、通常は血液試料中で実施され、ウイルス
カプシドタンパク質を検出する。用いられる方法は、アッセイの感度を増大させるための
ウイルス粒子の分解を目的とした試料の酸性前処理を含む（国際公開第２００８／０７２
２１６号）。カオトロピック塩も、同じ目的のために用いられる（ＪＰ　２００７－２７
８９０２）。しかし、酸処理は、可逆的変性を引き起こし、ウイルス粒子の少なくとも部
分的な再構築を可能にする。さらに、血液試料由来の混同する（ｃｏｎｆｏｕｎｄｉｎｇ
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）可能性のある免疫グロブリンも再生する可能性があり、従って、効果的に除去されない
。カオトロピック塩は、検出反応を妨げる可能性があり、除去された場合、カプシドおよ
び交絡因子（ｃｏｎｆｏｕｎｄｅｒｓ）の再生を可能にする。さらに、それらの使用は、
ステンレス鋼モジュールを含むデバイスにおいて、それらが腐食を引き起こし得るため、
重大である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】国際公開第２００８／０７２２１６号
【特許文献２】ＪＰ　２００７－２７８９０２
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Yuan and Parrish (2001), Virology 279: 546
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　従って、パルボウイルスを検出するための向上した手段および方法を提供することが、
本発明の目的である。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　この課題は、本発明の手段および方法により、独立項の特徴を用いて解決される。分離
された様式で、またはあらゆる任意の組み合わせで実現され得る好ましい態様が、従属項
において列挙されている。
【００１０】
　従って、本発明は、対象からの試料中の非エンベロープウイルスのカプシドポリペプチ
ドを検出するための方法であって、以下の工程：
　（ａ）前記試料を塩基と接触させる工程、および
　（ｂ）前記試料中の前記ウイルスの前記カプシドポリペプチドを検出する工程；
を含む前記方法に関する。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　以下で用いられる際、用語“有する”、“含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）”もしくは“含む
（ｉｎｃｌｕｄｅ）”またはそれらのあらゆる任意の文法上のバリエーションは、非排他
的方式で用いられている。従って、これらの用語は、これらの用語により導入される特徴
に加えて、さらなる特徴がこの文脈において記載される実体中に存在しない状況、ならび
に１以上のさらなる特徴が存在する状況の両方を指すことができる。例として、表現“Ａ
はＢを有する”、“ＡはＢを含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）”および“ＡはＢを含む（ｉｎ
ｃｌｕｄｅｓ）”は、両方とも、Ｂに加えて他の要素がＡ中に存在しない状況（すなわち
、唯一かつ排他的にＢからなる状況）およびＢに加えて１以上のさらなる要素、例えば要
素Ｃ、要素ＣおよびＤ、またはさらに他の要素が実体Ａ中に存在する状況の両方を指すこ
とができる。
【００１２】
　さらに、以下において用いられる際、用語“好ましくは”、“より好ましくは”、“最
も好ましくは”、“詳細には”、“より詳細には”、“具体的には”、“より具体的には
”または類似の用語は、任意の特徴と合わせて、さらなる可能性を制限することなく用い
られている。従って、これらの用語により導入される特徴は、任意の特徴であり、特許請
求の範囲を制限することは決して意図されていない。本発明は、当業者が認識しているで
あろうように、代替の特徴を用いることにより実施されることができる。同様に、“本発
明の一態様において”または類似の表現により導入される特徴は、任意の特徴であること
が、本発明のさらなる態様に関する一切の制限なしで、本発明の範囲に関する一切の制限
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なしで、かつそのような方式で導入される特徴を本発明の他の任意の、または任意ではな
い特徴と組み合わせる可能性に関する一切の制限なしで意図されている。さらに、別途特
筆されない限り、用語“約”は、示された値±２０％に関する。
【００１３】
　本発明の非エンベロープウイルスのカプシドポリペプチドを検出するための方法は、一
態様において、インビトロ法である。さらに、それは、上記で明確に言及された工程に加
えて工程を含むことができる。例えば、さらなる工程は、例えば、工程ａ）に関する試料
を得ること、または工程ｂ）において測定値もしくは修正された測定値を計算することを
に関することができる。さらに、前記の工程の１以上は、自動化された設備により実施さ
れることができる。従って、ある態様において、非エンベロープウイルスのカプシドポリ
ペプチドを検出するための方法は、以下の工程を含む：
　（ａ）試料を塩基と接触させ、それにより試料が前記の塩基と相互作用することを可能
にする反応混合物を作製し、
　（ｂ）場合により前記の反応混合物を中和し、
　（ｃ）前記のカプシドポリペプチドに特異的に結合する少なくとも２種類の結合化合物
を添加し、前記の少なくとも２種類の結合化合物の１種類は、捕捉化合物であり、前記の
少なくとも２種類の結合化合物の１種類は、検出化合物であり、
　（ｄ）前記の反応混合物を前記の結合化合物と混合することにより、免疫反応混合物を
形成し、
　（ｅ）前記の免疫反応混合物を、前記の試料中に存在する前記のカプシドポリペプチド
が少なくとも２種類の結合化合物と免疫反応して免疫反応産物を形成することを可能にす
るために十分な期間の間維持し、そして
　（ｆ）前記の免疫反応産物のいずれかの存在および／または濃度を検出する。
【００１４】
　当業者には理解されるであろうように、対象の試料中のウイルスのカプシドポリペプチ
ドの検出は、通常はウイルスの存在を示すであろう。従って、非エンベロープウイルスの
カプシドポリペプチドを検出するための方法は、一態様において、以下の工程を含む、対
象からの試料中の非エンベロープウイルスを検出するための方法である：
　（ａ）前記の試料を塩基と接触させ、
　（ｂ）前記の試料中の前記のウイルスのカプシドポリペプチドを検出し、そして、それ
により、
　（ｃ）前記のウイルスを検出する。
【００１５】
　一態様において、前記の方法において、カプシドポリペプチドは、非サイズ判別検出法
、すなわち、一態様において、検出される分析物の分子量を検出することなく前記のカプ
シドポリペプチドの特徴を検出する方法により検出される。従って、一態様において、前
記の方法は、サンドイッチ免疫アッセイ、特に二重抗体サンドイッチ免疫アッセイ、例え
ばサンドイッチＥＬＩＳＡまたはサンドイッチＥＣＬＩＡを含む。
【００１６】
　用語“ウイルス”は、当業者により理解されている。用語“非エンベロープウイルス”
は、最も外側の覆いとしてカプシドを有するウイルスに関し；従って、一態様において、
非エンベロープウイルスは、脂質膜により取り囲まれていないウイルスである。一態様に
おいて、非エンベロープウイルスは、レオウイルス、カリシウイルス（Ｃａｌｃｉｖｉｒ
ｕｓ）、ピコルナウイルス、パルボウイルス、サーコウイルス、ポリオーマウイルス、パ
ピローマウイルス、またはアデノウイルスである。一態様において、非エンベロープウイ
ルスは、ヒト病原性ウイルスである。従って、さらなる態様において、非エンベロープウ
イルスは、ヒト病原性レオウイルス、ヒト病原性カリシウイルス（Ｃａｌｃｉｖｉｒｕｓ
）、ヒト病原性ピコルナウイルス、ヒト病原性パルボウイルス、ヒト病原性サーコウイル
ス、ヒト病原性ポリオーマウイルス、ヒト病原性パピローマウイルス、またはヒト病原性
アデノウイルスである。
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【００１７】
　一態様において、非エンベロープウイルスは、パルボウイルス科のウイルスである。一
般に“パルボウイルス”とも呼ばれる用語“パルボウイルス科”は、当業者には既知であ
る。ウイルスの科であるパルボウイルス科は、２つの亜科を含む：アンビデンソウイルス
属（Ａｍｂｉｄｅｎｓｏｖｉｒｕｓ）、ブレビデンソウイルス属（Ｂｒｅｖｉｄｅｎｓｏ
ｖｉｒｕｓ）、ヘパンデンソウイルス属（Ｈｅｐａｎｄｅｎｓｏｖｉｒｕｓ）、イテラデ
ンソウイルス属（Ｉｔｅｒａｄｅｎｓｏｖｉｒｕｓ）、およびペンスチルデンソウイルス
属（Ｐｅｎｓｔｙｌｄｅｎｓｏｖｉｒｕｓ）を含むデンソウイルス亜科；ならびにアムド
パルボウイルス属（Ａｍｄｏｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ）、アベパルボウイルス属（Ａｖｅｐ
ａｒｖｏｖｉｒｕｓ）、ボカパルボウイルス属（Ｂｏｃａｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ）、コピ
パルボウイルス属（Ｃｏｐｉｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ）、デペンドパルボウイルス属（Ｄｅ
ｐｅｎｄｏｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ）、エリスロパルボウイルス属（Ｅｒｙｔｈｒｏｐａｒ
ｖｏｖｉｒｕｓ）、プロトパルボウイルス属（Ｐｒｏｔｏｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ）、テト
ラパルボウイルス属（Ｔｅｔｒａｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ）を含むパルボウイルス亜科。従
って、用語“パルボウイルス科のウイルス”は、ゲノムの類似性に基づいて前記のウイル
スのファミリーの一員として分類された、または分類可能であるウイルスに関する。一態
様において、ウイルスは、パルボウイルス亜科のウイルスである。さらなる態様において
、ウイルスは、エリスロパルボウイルス属のウイルスである。さらなる態様において、ウ
イルスは、霊長類エリスロパルボウイルス１型（パルボウイルスＢ１９）である。
【００１８】
　本発明の方法の文脈において用いられる用語“接触させること”は、当業者により理解
されている。一態様において、その用語は、本発明の化合物、特に塩基を試料と、または
さらなる化合物と物理的に接触させ、それにより化合物およびさらなる化合物を相互作用
させることに関する。本明細書で用いられる際、用語“反応混合物”は、第１化合物を第
２化合物と、例えば塩基を試料と接触させ、前記の第１および第２化合物が反応すること
を可能にするあらゆる混合物に関する。
【００１９】
　用語“塩基”は、本明細書で用いられる際、水溶液中のｐＨの増大を誘導する化合物に
関する。一態様において、塩基は、ブレンステッド・ローリー塩基である。さらなる態様
において、塩基は、水酸化物イオンを含む、または水溶液中で水酸化物イオンを生じる化
合物である。さらなる態様において、塩基は、アルカリ金属水酸化物、例えばＬｉＯＨ、
ＮａＯＨ、ＫＯＨ、もしくはＲｂＯＨ；またはアルカリ土類金属水酸化物、例えばＢｅ（
ＯＨ）２、Ｍｇ（ＯＨ）２、もしくはＣａ（ＯＨ）２である。別の態様において、塩基は
、高くても４、一態様において高くても３、さらなる態様において高くても２のｐＫＢ値
を有する。さらなる態様において、塩基は、水酸化ナトリウムまたは水酸化カリウムであ
る。
【００２０】
　一態様において、試料を塩基と接触させることは、前記の試料を少なくとも１０．５の
ｐＨで、さらなる態様において少なくとも１１のｐＨで、さらなる態様において少なくと
も１１．５のｐＨで、さらなる態様において少なくとも１１．７のｐＨでインキュベート
することを含む。当業者により理解されているであろうように、強アルカリ性のｐＨにお
ける長期のインキュベーションは、カプシドポリペプチドを含むポリペプチドの加水分解
を引き起こし得る。従って、一態様において、試料は、高くても１４、さらなる態様にお
いて高くても１３のｐＨでインキュベートされる。他の態様において、試料は、１２±１
．５のｐＨで、一態様において１１．５±１のｐＨで、さらなる態様において１１．５±
０．５のｐＨでインキュベートされる。一態様において、水溶液のｐＨは、ＤＩＮ　ＥＮ
　ＩＳＯ　１０５２３（２０１２年４月）に従って決定される。従って、一態様において
、試料を塩基と接触させることは、試料を上で示されたｐＨの緩衝液、一態様において少
なくとも１つのｐＫＢを上で示されたｐＨにおいて有する緩衝化合物を含む緩衝液と接触
させることである。
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【００２１】
　一態様において、試料を塩基と接触させることは、試料を塩基の存在下で少なくとも２
分間、一態様において少なくとも５分間、さらなる態様において少なくとも９分間インキ
ュベートすることを含む。当業者により理解されているであろうように、強アルカリ性の
ｐＨにおける長期のインキュベーションは、カプシドポリペプチドを含むポリペプチドの
加水分解を引き起こし得る。従って、一態様において、試料は、塩基の存在下で２時間未
満、一態様において１時間未満、さらなる態様において３０分未満インキュベートされる
。従って、一態様において、試料は、塩基の存在下で２分間～６０分間、一態様において
５分間～２０分間、さらなる態様において９分間～１５分間インキュベートされる。
【００２２】
　従って、一態様において、試料を塩基と接触させることは、試料を１２±１．５のｐＨ
で２分間～６０分間、一態様において５分間～２０分間、さらなる態様において９分間～
１５分間インキュベートすることを含む。別の態様において、試料を塩基と接触させるこ
とは、試料を１１．５±１のｐＨにおいて２分間～６０分間、一態様において５分間～２
０分間、さらなる態様において７分間～１５分間インキュベートすることを含む。さらな
る態様において、試料を塩基と接触させることは、試料を１１±０．５のｐＨにおいて２
分間～６０分間、一態様において５分間～２０分間、さらなる態様において９分間～１５
分間インキュベートすることを含む。
【００２３】
　一態様において、試料を塩基と接触させることは、前記の試料を１０℃～５０℃、一態
様において２０℃～４５℃、さらなる態様において３０℃～４０℃の温度において、さら
なる態様において３７±３℃の温度においてインキュベートすることを含む。
【００２４】
　理解されるであろうように、特に用いられる結合化合物（単数または複数）の性質に応
じて、塩基で処理された試料を結合化合物と接触させる前に塩基を中和することが、好都
合である可能性がある。従って、一態様において、方法は、工程ｂ）においてカプシドポ
リペプチドを検出する前に塩基を中和するさらなる工程を含む。しかし、中和は、例えば
塩基で処理された試料が塩基処理の後に強く希釈される場合、および／または用いられる
結合化合物（単数または複数）がアルカリ性条件に非感受性である場合には、不要であっ
てもよい。一態様において、試料は、８±２のｐＨまで、一態様において７±２のｐＨま
で、さらなる態様において７±１のｐＨまで中和される。当業者は、塩基を水溶液中で中
和するための適切な方法を知っている。一態様において、中和は、適切なｐＨにおいて緩
衝された緩衝化合物を添加することにより成し遂げられる。一態様において、中和は、試
料が本発明の結合化合物に接触させられる前に実施される。さらなる態様において、本発
明の結合化合物（単数または複数）は、中和のために用いられる中和溶液中に含まれ、す
なわち、中和が実施される一方で、前記のウイルスを結合ポリペプチドと接触させる。
【００２５】
　一態様において、変性したポリペプチドは、アルカリ処理後に、特に塩基を中和した後
に試料から除去されない。さらなる態様において、変性したポリペプチドは、カオトロピ
ック剤、特にカオトロピック界面活性剤、例えばドデシル硫酸ナトリウムの添加により可
溶化されない。しかし、本発明により、アルカリ処理後に、弱い、一態様において非イオ
ン性の界面活性剤が、例えば固体表面の湿潤を確実にするために添加される。
【００２６】
　本明細書で用いられる際、用語“検出する”は、試料中の検出されるべきウイルスのカ
プシドポリペプチドの少なくとも１つの特徴、一態様において免疫学的特徴を定性的また
は定量的に検出することを指す。本発明に従う特徴は、一態様において、試料中のカプシ
ドポリペプチドの検出、例えば前記の特徴に特異的に結合する結合化合物による検出を促
進するカプシドポリペプチドの構造的特徴である。一態様において、前記の特徴は、免疫
学的手段によるカプシドポリペプチドの同定、さらなる態様において定量化を容易にする
。典型的な使用可能な特徴は、試料中に存在する他の化学化合物からの前記のカプシドポ
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リペプチドの識別を容易にする特徴である。一態様において、カプシドポリペプチドの検
出は、カプシドポリペプチドが試料中に方法の検出限界より上の力価で存在するかまたは
存在しないかを確立する。所与の方法に関する検出限界を確立する方法は、当業者には既
知であり、例えば希釈滴定実験を含む。さらなる態様において、検出は、試料中のカプシ
ドポリペプチドまたはウイルスの量または力価を半定量的または定量的に検出することで
ある。定量的検出に関して、カプシドポリペプチドもしくはウイルスの絶対量もしくは正
確な量が検出されると考えられ、またはカプシドポリペプチドもしくはウイルスの相対量
が検出されるであろう。相対量は、正確な量が検出されることができない、または検出さ
れないものとする場合に検出され得る。前記の場合、カプシドポリペプチドまたはウイル
スが存在する量が、第２の、一態様において予め決定された量の前記のカプシドポリペプ
チドまたはウイルスを含む第２試料に関して増大したかまたは減少したかが、検出される
ことができる。
【００２７】
　当業者には理解されるであろうように、カプシドポリペプチドの検出は、選択されるア
ッセイ形式に依存するであろう。一態様において、アッセイは、サンドイッチアッセイで
あり、ここで、分析物、例えばウイルス、そのカプソマー、またはそのカプシドポリペプ
チドが、固体表面に結合した捕捉化合物に結合し、ここで、捕捉された分析物の量は、本
明細書において下記で明記されている検出化合物の前記の捕捉された分析物への結合によ
り検出される。一態様において、捕捉および／または検出化合物は、抗体であり、サンド
イッチアッセイは、サンドイッチ免疫アッセイである。当業者には理解されるであろうよ
うに、一態様において、分析物の検出可能な特徴は、分析物上に一度より多く存在するこ
とができ；そのような場合、捕捉化合物および検出化合物は、両方とも前記の特徴を認識
することができ；または、捕捉化合物は、第１の特徴を認識し、かつ検出化合物は、第２
の、すなわち構造的に異なる特徴を認識する。しかし、分析物の特異的な検出可能な特徴
は、分析物上に一度だけ存在することができ；そのような場合、一態様において、捕捉化
合物は、第１の特徴を認識し、かつ検出化合物は、第２の、すなわち構造的に異なる特徴
を認識する。
【００２８】
　一態様において、検出されるウイルスおよび／またはカプシドポリペプチドの特徴は、
前記のウイルスのカプシドポリペプチド中に含まれるエピトープである。用語“カプシド
ポリペプチド”は、本明細書で用いられる際、本発明のウイルスのカプシド中に検出可能
な量で含まれるあらゆるポリペプチドに関する。さらなる態様において、カプシドポリペ
プチドという用語は、ウイルスカプシドの構造的構成要素であるポリペプチドに関し、こ
こで、一態様において、カプシドの構造的構成要素は、構造的に正常なカプシドを形成す
るために、および／または感染性ウイルス粒子を形成するために必要とされる構成要素で
ある。さらなる態様において、カプシドポリペプチドは、ウイルスカプシド中にカプシド
あたり少なくとも５コピー、一態様においてカプシドあたり少なくとも１０コピー存在す
るポリペプチドである。一態様において、ウイルスは、パルボウイルスであり、カプシド
ポリペプチドは、ウイルスのＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３、およびＶＰ４カプシドポリペプチ
ドの少なくとも１つである。従って、一態様において、本発明のパルボウイルス科のウイ
ルスのカプシドポリペプチドを検出するための方法は、ウイルスのＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ
３、およびＶＰ４カプシドポリペプチドの少なくとも１つを検出することを含む。
【００２９】
　本発明の方法は、非エンベロープウイルス、一態様において上記で明記されたようなパ
ルボウイルス科のウイルスのカプシドポリペプチドを検出することを含み；従って、前記
の方法において検出されるべき“分析物”は、一態様において、前記のカプシドポリペプ
チドである。当業者には理解されるであろうように、本発明の方法は、さらに、さらなる
分析物、例えば１種類以上のさらなるカプシドポリペプチド（単数または複数）を検出す
ることを含むことができる。当業者には理解されるであろうように、分析物としてのウイ
ルスカプシドポリペプチドの検出は、一態様において、前記のカプシドポリペプチドのオ
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リゴマーの検出を含み、かつ／または完全なカプシドの検出を含むことができる。
【００３０】
　一態様において、カプシドポリペプチドの検出は、試料を結合化合物に接触させること
を含む。本明細書で用いられる際、用語“結合化合物”は、本発明の分析物に、一態様に
おいてカプシドポリペプチドに結合する化学分子に関する。一態様において、結合化合物
は、有機分子またはその複合体であり、さらなる態様において、生物学的高分子、特にポ
リペプチドまたはその複合体である。一態様において、結合化合物は、抗体、特にモノク
ローナル抗体である。従って、本明細書で用いられる際、用語“免疫反応産物”は、一態
様において、少なくとも１つの抗体および本発明のカプシドポリペプチドの間の特異的複
合体に関する。一態様において、結合化合物は、間接的または直接的に、本発明の分析物
に、分析物および結合化合物を含む複合体の検出を可能にする十分な親和性で結合する。
一態様において、分析物／結合化合物の解離定数（Ｋｄ）は、高くても１０－７ｍｏｌ／
Ｌ、さらなる態様において高くても１０－８ｍｏｌ／Ｌ、さらなる態様において高くても
１０－９ｍｏｌ／Ｌである。一態様において、結合化合物は、間接的または直接的に、本
発明のカプシドポリペプチドに、カプシドポリペプチドおよび結合化合物を含む複合体の
検出を可能にする十分な親和性で結合する。一態様において、結合化合物は、本発明の分
析物に、特にカプシドポリペプチドに特異的に結合する化合物である。一態様において、
結合化合物は、（ｉ）アルカリ処理されたカプシドポリペプチドに、または（ｉｉ）アル
カリ処理されたカプシドポリペプチドおよびアルカリ処理されていないカプシドポリペプ
チドに特異的に結合し；従って、一態様において、結合化合物は、本明細書の他の箇所で
明記されているようなアルカリ処理により変性していないカプシドポリペプチドのエピト
ープに結合する。さらなる態様において、結合化合物は、分析物、例えばカプシドポリペ
プチドの連続した（線状）エピトープ、すなわちアミノ酸配列中で連続しているアミノ酸
により形成されるエピトープに結合する。従って、一態様において、結合化合物は、分析
物の立体構造エピトープに結合しない結合化合物である。一態様において、（ｉ）アルカ
リ処理されたカプシドポリペプチドに、または（ｉｉ）アルカリ処理されたカプシドポリ
ペプチドおよびアルカリ処理されていないカプシドポリペプチドに特異的に結合する結合
化合物は、本明細書において以下で記載される方法により同定される結合化合物である。
【００３１】
　当業者は理解するであろうように、用語“特異的に結合すること”またはその文法上の
バリエーションは、試料中に存在する他の化合物、典型的には生体分子が、本発明のリガ
ンド、特に結合化合物に有意に結合しないことを示すために用いられ；一態様において、
これは、化学化合物、例えば干渉化合物の、分析物との相互作用に関わらない結合化合物
の領域への結合を排除しない。一態様において、結合化合物の分析物以外の化合物への結
合のレベルは、結果として分析物に対する親和性の高くてもそれぞれ１０％以下、５％以
下、２％以下、または１％以下である結合親和性をもたらす。
【００３２】
　一態様において、カプシドポリペプチドの検出は、カプシドポリペプチドを捕捉化合物
により固体表面に捕捉することを含む。本明細書で用いられる際、用語“捕捉化合物”は
、本明細書の他の箇所で明記されているような固体表面に取り付けられている、または取
り付けられるのに適合している結合化合物に関する。当業者には理解されるであろうよう
に、捕捉化合物の固体表面への取り付けおよび前記の固体表面に結合した捕捉化合物の試
料との接触は、前記の捕捉化合物により結合された分析物を、（存在する場合）前記の試
料中に含まれる他の化合物から特異的に分離することを可能にする。結合化合物、例えば
生物学的分子、典型的にはポリペプチドを固体表面に取り付ける方法は、当該技術で周知
であり、例えば疎水性相互作用による結合、ビオチン化および固定されたストレプトアビ
ジンを介した結合、共有結合、抗体－抗原相互作用等、またはこれらの相互作用の組み合
わせを含む。一態様において、捕捉化合物は、捕捉複合体であることもできる。一態様に
おいて、捕捉化合物は、抗体である。さらなる態様において、捕捉化合物は、モノクロー
ナル抗体である。別の態様において、捕捉化合物は、抗体、すなわち捕捉抗体、特にモノ
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クローナル抗体である。一態様において、捕捉抗体は、ビオチンに共有結合している。
【００３３】
　一態様において、カプシドポリペプチドの検出は、前記のカプシドポリペプチドを検出
化合物と接触させることを含む。本明細書で用いられる際、用語“検出化合物”は、本明
細書の他の箇所で明記されているような指示体に結合した結合化合物に関する。一態様に
おいて、検出化合物は、固体表面に結合しておらず、固体表面に結合するのに適合してい
ない。一態様において、検出化合物は、本発明の分析物に、一態様においてカプシドポリ
ペプチドに直接結合する化合物である。一態様において、検出化合物は、検出複合体であ
ることもできる。当業者は、選択される指示体に応じてどのように結合化合物または結合
複合体を指示体に結合させるかを知っている。一態様において、検出化合物中の結合剤お
よび指示体の間の結合は、共有結合である。一態様において、検出化合物は、抗体、すな
わち検出抗体である。さらなる態様において、検出化合物は、モノクローナル抗体である
。別の態様において、検出化合物は、ルテニウムイオンを含む錯体、例えばトリス（２，
２’－ビピリジル）ルテニウム（ＩＩ）錯体に共有結合した抗体、特にモノクローナル抗
体である。
【００３４】
　一態様において、捕捉化合物で構成される結合剤および検出化合物の結合化合物は、同
一ではない。
　用語“指示体”は、本明細書で用いられる際、前記の指示体を含む分子または複合体の
存在を検出可能にするのに適合している化合物に関する。典型的には、指示体は、検出可
能な特性、典型的には光学的および／または酵素的特性を有する。しかし、前記の検出可
能な特性が、放射線を発する特性であることも、想定されている。
【００３５】
　用語“光学的特性”は、本明細書で用いられる際、光学機器により検出されることがで
きるあらゆる特性に関する。具体的には、光学的に決定可能な特性は、以下の特性からな
る群から選択される少なくとも１つの特性であることができ、またはそれを含むことがで
きる：反射特性、透過特性、放射特性、散乱特性、蛍光特性、燐光特性、回折特性、およ
び偏光特性。本発明により想定されるさらなる光学的特性は、色、蛍光、発光、または屈
折である。一態様において、本明細書で言及される光学的に決定可能な特性は、光学的に
検出されることができる化学化合物の特性、例えば光吸収、光放射、再発光（ｌｉｇｈｔ
　ｒｅｍｉｓｓｉｏｎ）、またはそれと関係する特性を指す。本明細書で用いられる光学
的に決定可能な特性の検出は、以前に検出不能であった特性の存在の検出、以前に検出さ
れている特性の非存在の検出、および特性の定量的変化の検出、すなわち少なくとも１つ
の光学的特性の変化の程度に相関する信号強度の変化の検出を包含することは、理解され
るであろう。用語“光学的に決定可能な特性”は、一態様において、電気発生化学発光と
しても知られている電気化学発光にも関することは理解されている。
【００３６】
　用語“酵素的特性”は、本明細書で用いられる際、生物学的触媒作用により基質から検
出可能な生成物を生成する指示体の特性に関する。従って、酵素的特性は、典型的には前
記の指示体中の前記の酵素的特性を有するポリペプチドの存在により与えられる。典型的
には、酵素的特性は、以下の酵素活性からなる群から選択される少なくとも１種類の酵素
活性である：（例えばアルカリホスファターゼにおける）ホスファターゼ活性、（例えば
ホースラディッシュペルオキシダーゼにおける）ペルオキシダーゼ活性、および（例えば
ベータ－ガラクトシダーゼにおける）グリコシダーゼ活性。酵素活性に関する典型的な基
質は、当該技術で周知である。典型的には、前記の酵素活性は、本明細書において上記で
明記された決定可能な光学的特性を有する生成物を生成し、または／かつ前記の酵素活性
は、電気機器により決定可能である生成物を生成する。
【００３７】
　本明細書で用いられる際、用語“固体表面”は、本発明の捕捉化合物に結合するのに適
合しており、かつ例えば物理的手段により試料から分離されるのに適合しているあらゆる



(11) JP 2018-528418 A 2018.9.27

10

20

30

40

50

適切な固体表面に関する。一態様において、前記の固体表面は、ビーズ、一態様において
マイクロビーズ、例えば磁気または常磁性マイクロビーズの表面である。一態様において
、前記の表面は、例えば捕捉化合物の部分構造に結合する分子を共有結合的または非共有
結合的に取り付けることにより捕捉化合物の結合を向上させるように適合している。捕捉
化合物の部分構造に結合する典型的な分子は、例えば抗体、ストレプトアビジン、錯体形
成したニッケルイオン等である。さらなる態様において、固体表面は、前記の捕捉化合物
に、共有結合および／または非共有結合により、例えば疎水性相互作用により結合する。
従って、一態様において、前記の固体表面は、マルチクラスタープレートの表面である。
一態様において、マルチクラスタープレートの表面は、捕捉化合物の結合に関する親和性
および／または能力を増大させるために前処理されている。適切な前処理は、当該技術で
既知である。
【００３８】
　用語“試料”は、本明細書で用いられる際、本発明のウイルスまたはその構成部分を含
むことが疑われる試料に関する。一態様において、試料は、本発明のウイルスのカプシド
ポリペプチドを含むことが疑われる試料である。一態様において、試料は、体液の試料、
組織もしくは器官からの試料、または外部もしくは内部体表面から得られた洗浄／すすぎ
液もしくはスワブもしくはスメアの試料であるか、またはそれを含む。一態様において、
便、尿、唾液、脳脊髄液、血液、血清、血漿、または涙液の試料が、本発明の方法による
試料として包含される。試料は、ブラシ、（綿）スワブ、スパーテル、すすぎ／洗浄液、
パンチ生検デバイスの使用、針もしくはランセットによる腔の穿刺により、または外科用
器具により得られることができる。しかし、一態様において尿生殖路、肛門周囲領域、肛
門管、口腔、上部気道消化管および表皮からのかき落とし、スワブまたは生検を含む周知
の技法により得られた試料も、本発明の試料として含まれる。無細胞流体は、体液または
組織もしくは器官から、溶解技法、例えばホモジナイゼーションにより、および／または
分離技法、例えば濾過もしくは遠心分離により得られることができる。一態様において、
試料は、本発明のウイルスおよび／またはウイルスカプシドポリペプチドを含むことが知
られている体液、すなわち、一態様において、血液、血漿、血清、唾液等から得られる。
試料は、本発明の方法を実施するためにさらに処理されることができることは、理解され
るべきである。特に、細胞は、当該技術で既知の方法および手段により試料から除去され
ることができる。一態様において、試料は、免疫グロブリンを含む試料、一態様において
血液、血清、または血漿試料である。
【００３９】
　用語“対象”は、本明細書で用いられる際、動物、一態様において哺乳類、さらなる態
様において霊長類、さらなる態様においてヒトに関する。一態様において、本発明に従う
対象は、パルボウイルスに感染していることが疑われる対象であり；従って、一態様にお
いて、対象は、少なくとも１つ、さらなる態様において少なくとも２つの、当業者に既知
であるような、そして本明細書の他の箇所で明記されているようなパルボウイルス感染の
症状を示している対象である。しかし、対象が、子供の親戚、家族の一員、遊び仲間、お
よび／または保護者であることも、想定されており、ここで、前記の子供は、パルボウイ
ルスに感染していることが診断されたものである。
【００４０】
　用語“抗体”は、本明細書で用いられる際、モノクローナル抗体、少なくとも２つの完
全な抗体から形成された多特異性抗体（例えば二特異性抗体）、および抗体断片を、それ
らが本明細書の他の箇所で明記されている所望の結合活性を示す限り含む。一態様におい
て、抗体は、モノクローナル抗体である。一態様において、抗体は、完全長抗体または抗
体フラグメントである。
【００４１】
　それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に応じて、抗体（免疫グロブリン）は、異
なるクラスに割り当てられることができる。免疫グロブリンの５つの主なクラス：ＩｇＡ
、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、およびＩｇＭが存在し、これらのいくつかは、さらに下位ク



(12) JP 2018-528418 A 2018.9.27

10

20

30

40

50

ラス（イソ型）、例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１、およびＩ
ｇＡ２に分けられることができる。免疫グロブリンの異なるクラスのサブユニット構造お
よび三次元立体配置は、周知であり、例えばAbbas et al., Cellular and Mol. Immunolo
gy, 第４版, W.B. Saunders, Co. (2000)において一般的に記載されている。抗体は、抗
体の１以上の他のタンパク質またはペプチドとの共有結合的または非共有結合的会合によ
り形成されるより大きい融合分子の一部であることができる。
【００４２】
　用語“完全長抗体”、“完全抗体”および“抗体全体”は、本明細書において、その実
質的に完全な形態であり下記で定義されるような抗体フラグメントではない抗体を指すた
めに互換的に用いられている。その用語は、特にＦｃ領域を含有する重鎖を有する抗体を
指す。“抗体フラグメント”は、完全な抗体の部分を含み、一態様においてその抗原結合
領域を含む。抗体フラグメントの例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、およびＦｖ
フラグメント；ダイアボディ；線状抗体；単鎖抗体分子、ナノボディ、および抗体フラグ
メントから形成される多特異性抗体を含む。抗体のパパイン消化は、それぞれが単一の抗
原結合部位を有する“Ｆａｂ”フラグメントと呼ばれる２つの同一の抗原結合フラグメン
トおよび残りの“Ｆｃ”フラグメントを生成し、その名前は、その容易に結晶化する能力
を反映している。ペプシン処理は、２つの抗原組み合わせ（ａｎｔｉｇｅｎ－ｃｏｍｂｉ
ｎｉｎｇ）部位を有し、なお抗原を架橋することができるＦ（ａｂ’）２フラグメントを
生じる。“Ｆｖ”は、完全な抗原結合部位を含有する最小限の抗体フラグメントである。
一態様において、２鎖Ｆｖ種は、１つの重鎖および１つの軽鎖可変ドメインの密着した非
共有結合的会合での２量体からなる。短鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）種において、１つの重鎖およ
び１つの軽鎖可変ドメインが、軽鎖および重鎖が２鎖Ｆｖ種における構造に類似した“２
量体”構造で会合することができるように、柔軟なペプチドリンカーにより共有結合的に
連結されていることができる。それぞれの可変ドメインの３つの超可変領域（ＨＶＲ）が
相互作用して抗原結合部位を定めているのは、この立体配置においてである。まとめると
、６つのＨＶＲは、抗体に抗原結合特異性を与える。しかし、単一の可変ドメイン（また
は抗原に特異的な３つのＨＶＲのみを含むＦｖの半分）でさえも、（結合部位全体よりは
低い親和性においてではあるが）抗原を認識して結合する能力を有する。用語“ダイアボ
ディ”は、２つの抗原結合部位を有する抗体フラグメントを指し、そのフラグメントは、
同じポリペプチド鎖（ＶＨ－ＶＬ）中で軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に連結された重鎖可変
ドメイン（ＶＨ）を含む。同じ鎖上での２つのドメインの間の対合を可能にするには短す
ぎるリンカーを用いることにより、そのドメインは、別の鎖の相補的ドメインと対になり
２つの抗原結合部位を作り出すことを強いられる。ダイアボディは、二価または二重特異
性であることができる。ダイアボディは、例えば欧州特許第０　４０４　０９７号；国際
公開第１９９３／０１１６１号；Hudson et al., Nat. Med. 9 (2003) 129-134；およびH
ollinger et al., PNAS USA 90 (1993) 6444-6448においてより完全に記載されている。
トリアボディ（Ｔｒｉａｂｏｄｉｅｓ）およびテトラボディ（ｔｅｔｒａｂｏｄｉｅｓ）
も、Hudson et al., Nat. Med. 9 (2003) 129-134において記載されている。
【００４３】
　用語“モノクローナル抗体”は、本明細書で用いられる際、実質的に均質な抗体の集団
から得られる抗体を指し、すなわち、その集団中に含まれる個々の抗体は、可能性のある
変異、例えば微量存在し得る自然発生変異を除いて同一である。従って、修飾語句“モノ
クローナル”は、別々の抗体の混合物ではないものとしての抗体の性質を示す。特定の態
様において、そのようなモノクローナル抗体は、典型的には分析物に結合するポリペプチ
ド配列を含む抗体を含み、ここで、その分析物に結合するポリペプチド配列は、複数のポ
リペプチド配列からの単一の分析物に結合するポリペプチド配列の選択を含むプロセスに
より得られた。例えば、選択プロセスは、複数のクローン、例えばハイブリドーマクロー
ン、ファージクローン、または組み換えＤＮＡクローンのプールからの独特のクローンの
選択することができる。選択された標的結合配列は、さらに、例えば標的に関する親和性
を向上させるために、標的結合配列をヒト化するために、細胞培養におけるその産生を向
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上させるために、インビボでのその免疫原性を低減するために、多特異性抗体を作り出す
ために、等で変更されることができること、そして変更された標的結合配列を含む抗体も
、本発明のモノクローナル抗体であることは、理解されるべきである。異なる決定基（エ
ピトープ）に対して向けられた異なる抗体を含むポリクローナル抗体調製物とは対照的に
、モノクローナル抗体調製物のそれぞれのモノクローナル抗体は、抗原上の単一の決定基
に対して向けられている。それらの特異性に加えて、モノクローナル抗体調製物は、典型
的にはそれらに他の免疫グロブリンが混入していない点で有利である。
【００４４】
　好都合には、本発明の基礎となる研究において、アルカリ処理は非エンベロープウイル
スのカプシド、例えばパルボウイルスのカプシドを分解させ、これらのカプシドポリペプ
チドを検出する方法における信号強度における増大を引き起こすことが分かった。さらに
、カプシドポリペプチドは、ほとんどの他のポリペプチドとは対照的に、強アルカリ性処
理の後でさえも可溶性のままである。従って、アルカリ前処理は、カプシドポリペプチド
の特異的信号を増大させ、一方で干渉化合物の信号は減少させることが見出された。
【００４５】
　上記でなされた定義は、必要な変更を加えて以下に適用される。さらに下でなされる追
加の定義および説明も、本明細書において記載される全ての態様に、必要な変更を加えて
適用される。
【００４６】
　本発明は、さらに、前記の試料を塩基と接触させることを含む、ウイルスの検出のため
に対象からの試料を前処理するための方法に関する。
　対象からの試料を前処理するための方法は、明確に言及された工程に加えて工程を含む
こともできる。さらに、方法は、一態様において、インビトロ法である。一態様において
、検出されるべきウイルスは、非エンベロープウイルスであり、さらなる態様において、
本明細書において上記で明記されたパルボウイルス科のウイルスである。
【００４７】
　本発明は、試料中のウイルスを検出するためのキットであって、塩基および少なくとも
１種類の、一態様において少なくとも２種類の前記のウイルスに特異的に結合する結合化
合物（単数または複数）を含むキットにも関する。
【００４８】
　用語“キット”は、本明細書で用いられる際、一緒に包装されることができる、または
できない本発明の前記の化合物、手段または試薬の集合を指す。キットの構成要素は、別
々のバイアルに（すなわち、別々の部分のキットとして）含まれていることができ、また
は（特に結合剤）単一のバイアル中で提供されることもできる。さらに、本発明のキット
は、本明細書において上記で言及された方法を実施するために用いられるべきであること
は、理解されるべきである。一態様において、全ての構成要素が上記で言及された方法を
実施するために使用準備済の様式で提供されることが、想定されている。さらに、キット
は、一態様において、前記の方法を実施するための指示を含有する。指示は、紙または電
子形態の取扱説明書により提供されることができる。加えて、説明書は、本発明のキット
を用いて前記の方法を実施した際に得られた結果を解釈するための指示を含むことができ
る。一態様において、キットは、少なくとも２種類の結合化合物を含み、ここで、少なく
とも１種類の結合化合物は、捕捉化合物であり、かつここで、少なくとも１種類の結合化
合物は、検出化合物である。一態様において、キットに含まれる少なくとも１種類の捕捉
化合物は、ビオチン標識を含む。別の態様において、キットに含まれる少なくとも１種類
の検出化合物は、ルテニウム標識を含む。また、一態様において、キットは、さらに中和
手段、例えば緩衝剤を含む。一態様において、検出されるべきウイルスは、非エンベロー
プウイルスであり、さらなる態様において、本明細書において上記で明記されたパルボウ
イルス科のウイルスである。
【００４９】
　さらに、本発明は、非エンベロープウイルスを検出するための免疫アッセイにおける使
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用のために対象の試料を前処理するための塩基の使用に関し；そして、本発明は、免疫ア
ッセイにより対象の試料中の非エンベロープウイルスを検出するための塩基の使用に関す
る。
【００５０】
　さらに、本発明は、（ｉ）アルカリ処理されたカプシドポリペプチドに、または（ｉｉ
）アルカリ処理されたカプシドポリペプチドおよびアルカリ処理されていないカプシドポ
リペプチドに特異的に結合する結合化合物を同定するための方法であって、以下の工程を
含む方法に関する：
　ａ１）前記の結合化合物をアルカリ処理されたカプシドポリペプチドに接触させ、
　ａ２）工程ａ１）の前記の結合化合物の前記のアルカリ処理されたカプシドポリペプチ
ドへの結合を検出し、
　ｂ１）前記の結合化合物を、アルカリ処理されていないカプシドポリペプチドに、そし
てアルカリ処理されたカプシドポリペプチドに接触させ、
　ｂ２）工程ｂ１）の前記の結合化合物の前記のアルカリ処理されたカプシドポリペプチ
ドへの結合を検出し、
　ｃ）工程ａ２）における前記の結合化合物の結合を、工程ｂ２）における前記の結合化
合物の結合に対して比較し、そして
　ｄ）（ｉ）アルカリ処理されたカプシドポリペプチドに、または（ｉｉ）アルカリ処理
されたカプシドポリペプチドおよびアルカリ処理されていないカプシドポリペプチドに特
異的に結合する結合化合物を、工程ｃ）の比較に基づいて同定する。
【００５１】
　さらに、本発明は、（ｉ）アルカリ処理されていないカプシドポリペプチドに、または
（ｉｉ）アルカリ処理されたカプシドポリペプチドおよびアルカリ処理されていないカプ
シドポリペプチドに特異的に結合する結合化合物を同定するための方法であって、以下の
工程を含む方法に関する：
　ａ１）前記の結合化合物をアルカリ処理されていないカプシドポリペプチドに接触させ
、
　ａ２）工程ａ１）の前記の結合化合物の前記のアルカリ処理されていないカプシドポリ
ペプチドへの結合を検出し、
　ｂ１）前記の結合化合物を、アルカリ処理されていないカプシドポリペプチドに、そし
てアルカリ処理されたカプシドポリペプチドに接触させ、
　ｂ２）工程ｂ１）の前記の結合化合物の前記のアルカリ処理されていないカプシドポリ
ペプチドへの結合を検出し、
　ｃ）工程ａ２）における前記の結合化合物の結合を、工程ｂ２）における前記の結合化
合物の結合に対して比較し、そして
　ｄ）（ｉ）アルカリ処理されたカプシドポリペプチドに、または（ｉｉ）アルカリ処理
されたカプシドポリペプチドおよびアルカリ処理されていないカプシドポリペプチドに特
異的に結合する結合化合物を、工程ｃ）の比較に基づいて同定する。
【００５２】
　本発明の結合化合物を同定するための方法は、一態様において、インビトロ法である。
さらに、それらは、上記で明確に言及された工程に加えて工程を含むことができる。例え
ば、さらなる工程は、例えば最初にカプシドポリペプチドに結合する結合化合物を同定す
ることに；またはカプシドポリペプチドおよびアルカリ処理されたカプシドポリペプチド
を提供することに関することができる。さらに、前記の工程の１以上は、自動化された設
備により実施されることができる。
【００５３】
　一態様において、カプシドポリペプチドは、非エンベロープウイルスの、さらなる態様
において、本明細書において上記で明記されたパルボウイルス科のウイルスのカプシドポ
リペプチドである。従って、一態様において、前記の結合化合物のアルカリ処理されてい
ないカプシドポリペプチドへの、かつ／またはアルカリ処理されたカプシドポリペプチド
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への結合の検出は、本質的に本明細書における上記の記載および実施例における記載に従
って実施される。当業者には理解されるであろうように、本発明の結合化合物を同定する
ための方法は、本質的に競合アッセイであり、ここで、アルカリ処理されたカプシドポリ
ペプチドは、結合化合物への結合においてアルカリ処理されていないカプシドポリペプチ
ドと競合する。従って、アルカリ処理された、およびアルカリ処理されていないカプシド
ポリペプチドは、一態様において、アルカリ処理を除いて同一である。
【００５４】
　従って、（ｉ）アルカリ処理されたカプシドポリペプチドに、または（ｉｉ）アルカリ
処理されたカプシドポリペプチドおよびアルカリ処理されていないカプシドポリペプチド
に特異的に結合する結合化合物を同定するための前記の方法において、結合化合物は、工
程ａ２）における前記の結合化合物の結合が工程ｂ２）における前記の結合化合物の結合
と有意に異なっていない場合、アルカリ処理されたカプシドポリペプチドに特異的に結合
すると同定される。しかし、結合化合物は、工程ａ２）における前記の結合化合物の結合
が工程ｂ２）における前記の結合化合物の結合よりも有意に高い場合、アルカリ処理され
たカプシドポリペプチドに、かつアルカリ処理されていないカプシドポリペプチドに特異
的に結合すると同定される。さらなる態様において、前記の結合化合物の結合は、可能性
のある結合化合物／カプシドポリペプチド複合体を前記の結合化合物が由来する化合物の
クラスを一般的に認識する化合物、例えば抗マウス抗体と接触させることにより検出され
る。
【００５５】
　対応して、（ｉ）アルカリ処理されていないカプシドポリペプチドに、または（ｉｉ）
アルカリ処理されたカプシドポリペプチドおよびアルカリ処理されていないカプシドポリ
ペプチドに特異的に結合する結合化合物を同定するための前記の方法において、結合化合
物は、工程ａ２）における前記の結合化合物の結合が工程ｂ２）における前記の結合化合
物の結合と有意に異なっていない場合、アルカリ処理されていないカプシドポリペプチド
に特異的に結合すると同定される。しかし、結合化合物は、工程ａ２）における前記の結
合化合物の結合が工程ｂ２）における前記の結合化合物の結合よりも有意に高い場合、ア
ルカリ処理されたカプシドポリペプチドに、かつアルカリ処理されていないカプシドポリ
ペプチドに特異的に結合すると同定される。さらなる態様において、前記の結合化合物の
結合は、可能性のある結合化合物／カプシドポリペプチド複合体を前記の化合物が由来す
る化合物のクラスを一般的に認識する化合物、例えば抗マウス抗体と接触させることによ
り検出される。
【００５６】
　当業者には上記から理解されるであろうように、結合化合物を同定するための両方の方
法が、アルカリ処理されたカプシドポリペプチドおよびアルカリ処理されていないカプシ
ドポリペプチドの両方に結合する結合化合物を同定するために適している。やはり当業者
には理解されるであろうように、アルカリ処理されたカプシドポリペプチドに結合する結
合化合物が同定されるであろう場合、それに関するアルカリ処理されていないカプシドポ
リペプチドにも結合するかどうかの知識は、必要とされず、工程ｂ１）～ｃ）は、上記で
明記された（ｉ）アルカリ処理されたカプシドポリペプチドに、または（ｉｉ）アルカリ
処理されたカプシドポリペプチドおよびアルカリ処理されていないカプシドポリペプチド
に特異的に結合する結合化合物を同定するための方法から省略されることができる。従っ
て、本発明は、以下の工程を含む、アルカリ処理されたカプシドポリペプチドに結合する
、一態様において特異的に結合する結合化合物を同定するための方法にも関する：
　ａ１）前記の結合化合物をアルカリ処理されたカプシドポリペプチドに接触させ、
　ａ２）工程ａ１）の前記の結合化合物の前記のアルカリ処理されたカプシドポリペプチ
ドへの結合を検出し、そして
　ｂ）工程ａ２）における結合の検出に基づいてアルカリ処理されたカプシドポリペプチ
ドに結合する結合化合物を同定する。
【００５７】
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　さらに、本発明は、試料中の非エンベロープウイルスのカプシドポリペプチドを検出す
るための分析デバイスであって、分析ユニットを試料処理ユニットと共に含み、前記の分
析ユニットが以下の工程：
　（ａ）前記の試料処理ユニットに適用された試料を塩基と接触させ、そして
　（ｂ）前記の試料中の前記のウイルスのカプシドポリペプチドを検出する；
を実施させるために適合している分析デバイスにも関する。
【００５８】
　一態様において、分析ユニットの試料処理ユニットは、制御装置ユニットに接続されて
おり、前記の制御装置ユニットは、上記で明記された工程が実施されるように方向付ける
ために適合している。
【００５９】
　用語“デバイス”は、本明細書で用いられる際、検出の結果が得られることを可能にす
るように互いに作動的に（ｏｐｅｒａｔｉｖｅｌｙ）連結された前記の手段を少なくとも
含む手段のシステムに関する。試料を塩基と接触させるための、およびカプシドポリペプ
チドを検出するための好ましい手段は、上記で本発明の方法と関連して開示されている。
どのようにその手段を作動する様式で連結するかは、デバイス中に含まれる手段のタイプ
に依存するであろう。一態様において、手段は、単一のデバイスに含まれる。
【００６０】
　一態様において、試料処理ユニットは、試料のための容器を含む。容器は、直接試料と
接触していることができ、または試料を受けるさらなる手段のための容器であることもで
き、ここで、さらなる手段は、例えばマルチウェルプレートであることができ、それに対
して試料または多数の試料が適用されることができる。さらに、試料処理ユニットは、一
態様において、塩基を、例えば乾燥形態で、または投与手段に接続されたリザーバー、例
えばポンプに接続された配管中に含む。場合により、試料処理ユニットは、試料を前記の
塩基に接触させた後に試料中のｐＨを下げるための中和手段を含むことができる。一態様
において、試料処理ユニットは、少なくとも１種類の検出化合物を、例えば乾燥形態で、
または投与手段に接続されたリザーバー、例えばポンプに接続された配管中に含む。さら
なる態様において、試料処理ユニットは、混合のための手段および反応混合物の温度を調
節するための手段を含む。
【００６１】
　一態様において、検出の結果は、使用者による目視検査により、または適切なデバイス
において検出測定を実施することにより得られることができる。一態様において、本発明
のデバイスの分析ユニットは、さらに、本発明のカプシドポリペプチドを検出するための
、一態様において本発明のカプシドポリペプチドの量を検出するための検出ユニットを含
む。本発明に従う検出ユニットとして適切な手段は、当業者には既知であり、例えば測光
デバイスを含む。
【００６２】
　一態様において、本発明のデバイスは、さらに検出ユニットに接続されたデータ出力ユ
ニットを含む。データ出力ユニットは、一態様において、検出ユニットにより得られたデ
ータを出力するために適合している。適切なデータ出力ユニットは、当業者には既知であ
り、カプシドポリペプチドが検出閾値より上で検出されたことを示す単純な出力ユニット
、例えば表示ランプまたはディスプレーを含む。しかし、出力ユニットは、評価デバイス
へのインターフェイスであることもでき、ここで、前記のインターフェイスは、例えばケ
ーブル接続、例えばＵＳＢ、無線接続、例えば無線ＬＡＮ、ｂｌｕｅｔｏｏｔｈ等、また
は間接接続、例えばインスタントメッセージ、ｅメール等によるデータ転送を含む、デー
タを転送するあらゆる種類の手段であることができる。
【００６３】
　一態様において、本発明のデバイスは、分析システムの一部であり、前記の分析システ
ムは、さらに評価デバイスを含む。当業者には理解されるであろうように、評価デバイス
は、本発明のデバイスと同じ筺体中に、例えば評価ユニットとして含まれることができ、
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または別個のデバイスであることができる。一態様において、評価デバイスは、本発明の
デバイスの出力ユニットから出力データを受け取り、前記の出力データの評価を提供する
論理演算を実施するようにプログラムされたマイクロプロセッサーを含む。出力データの
評価は、例えば１以上の対照検出反応において測定された値に関するデータの補正、統計
計算、例えば２以上の並行した検出反応の平均値の計算、希釈因子に関するデータの補正
、出力データの参照値に対する比較、リストにおけるデータの編集等を含むことができる
。一態様において、評価デバイスは、さらにデータ記憶ユニットを含む。さらなる態様に
おいて、前記のデータ記憶ユニットは、参照値を、例えば参照値データベース中に含む。
さらに、一態様において、データ記憶ユニットは、上記で明記された本発明のデバイスか
ら受け取った出力データを記憶するために適合している。
【００６４】
　前記のウイルスのカプシドポリペプチドを自動的に検出するための手段が適用される態
様において、前記の自動的に作動する手段により得られたデータは、例えば診断（すなわ
ち、非エンベロープウイルスに感染した対象の同定）を確立するためにコンピュータープ
ログラムにより処理されることができる。検出のための典型的な手段は、上記の本発明の
方法に関する態様と関連して開示されている。そのような場合、手段は、システムの使用
者が説明書において与えられる指示および解釈により量の決定の結果およびその診断的価
値をまとめるという点で、作動的に連結されている。当業者は、どのようにその手段をそ
れ以上の独創的な技能を用いずに結び付けるかを理解しているであろう。典型的なデバイ
スは、専門の臨床医の特定の知識を用いずに適用されることができるデバイス、例えば単
に試料の装填のみを必要とする試験細片または電子デバイスである。結果は、パラメータ
ー的診断生データの出力として、好ましくは絶対量または相対量として与えられることが
できる。これらのデータは、臨床医による解釈を必要とするであろうことは、理解される
べきである。しかし、出力が処理された診断生データを含み、その解釈が専門の臨床医を
必要としないエキスパートシステムデバイスも、想定されている。デバイスのさらなる態
様は、上記で本発明の方法に従って言及された分析ユニット／デバイス（例えばポリペプ
チドを特異的に認識するリガンドに結合したバイオセンサー、アレイ、固体支持体、表面
プラズモン共鳴デバイス、ＮＭＲ分光計、質量分析計等）または評価ユニット／デバイス
を含む。
【００６５】
　本発明は、さらに、プログラムが分析デバイス、コンピューターまたはコンピューター
ネットワーク上で実行される際に本明細書に含まれている（ｅｎｃｌｏｓｅｄ）態様の１
以上において本発明に従う方法を実施するためのコンピューターで実行可能な指示を含む
コンピュータープログラムを開示および提案する。具体的には、コンピュータープログラ
ムは、コンピューターで読み取り可能なデータ媒体上に記憶されていることができる。従
って、具体的には、上記で示された方法工程の１つ、１より多く、または全てさえも、コ
ンピューターまたはコンピューターネットワークを用いることにより、好ましくはコンピ
ュータープログラムを用いることにより実施されることができる。
【００６６】
　本発明は、さらに、プログラムが分析デバイス、コンピューターまたはコンピューター
ネットワーク上で実行される際に本明細書に含まれている態様の１以上において本発明に
従う方法を実施するためのプログラムコード手段を有するコンピュータープログラム製品
を開示および提案する。具体的には、プログラムコード手段は、コンピューターで読み取
り可能なデータ媒体上に記憶されていることができる。
【００６７】
　さらに、本発明は、データ媒体であって、コンピューターまたはコンピューターネット
ワーク中に、例えばコンピューターまたはコンピューターネットワークのワーキングメモ
リーまたはメインメモリー中に読み込まれた後に本明細書で開示されている態様の１以上
に従う方法を実行することができるその上に記憶されたデータ構造を有するデータ媒体を
、開示および提案する。
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【００６８】
　本発明は、さらに、プログラムがコンピューターまたはコンピューターネットワーク上
で実行される際に本明細書で開示されている態様の１以上に従う方法を実施するために機
械で読み取り可能な媒体上に記憶されているプログラムコード手段を有するコンピュータ
ープログラム製品を提案および開示する。本明細書で用いられる際、コンピュータープロ
グラム製品は、取引可能な製品としてのプログラムを指す。製品は、一般に任意の形式で
、例えば紙の形式で、またはコンピューターで読み取り可能なデータ媒体上に存在するこ
とができる。具体的には、コンピュータープログラム製品は、データネットワーク上で配
布されることができる。
【００６９】
　最後に、本発明は、本明細書で開示されている態様の１以上に従う方法を実施するため
の、コンピューターシステムまたはコンピューターネットワークにより読み取り可能な指
示を含有する変調されたデータ信号を提案および開示する。
【００７０】
　好ましくは、本発明のコンピューターで実施される側面に関して、本明細書で開示され
ている態様の１以上に従う方法の方法工程の１以上または方法工程の全てさえも、コンピ
ューターまたはコンピューターネットワークを用いることにより実施されることができる
。従って、一般に、データの提供および／または操作を含む方法工程の全てが、コンピュ
ーターまたはコンピューターネットワークを用いることにより実施されることができる。
一般に、これらの方法工程は、方法工程の全てを、典型的には手作業を必要とする方法工
程、例えば試料の提供および／または実測を実施する特定の側面を除いて、含むことがで
きる。
【００７１】
　具体的には、本発明は、さらに以下のものを開示する：
　－少なくとも１個のプロセッサーを含むコンピューターまたはコンピューターネットワ
ーク、ここで、プロセッサーは、本記載において記載されている態様の１つに従う方法を
実施するために適合している；
　－本記載において記載されている態様の１つに従う方法を実施するために適合している
コンピューターで読み込み可能なデータ構造、ここで、データ構造はコンピューター上で
実行される；
　－コンピュータープログラム、ここで、コンピュータープログラムは、本記載において
記載されている態様の１つに従う方法を実施するために適合しており、ここで、プログラ
ムは、コンピューター上で実行される；
　－本記載において記載されている態様の１つに従う方法を実施するためのプログラム手
段を含むコンピュータープログラム、ここで、コンピュータープログラムは、コンピュー
ター上で、またはコンピューターネットワーク上で実行される；
　－先行する態様に従うプログラム手段を含むコンピュータープログラム、ここで、プロ
グラム手段は、コンピューターに読み取り可能な記憶媒体上に記憶されている；
　－記憶媒体、ここで、データ構造は、記憶媒体上に記憶されており、ここで、データ構
造は、コンピューターの、またはコンピューターネットワークの主記憶装置および／また
は作業用記憶装置中に読み込まれた後に本記載において記載されている態様の１つに従う
方法を実施するために適合している；ならびに
　プログラムコード手段を有するコンピュータープログラム製品、ここで、プログラムコ
ード手段は、プログラムコード手段がコンピューター上またはコンピューターネットワー
ク上で実行される場合、本記載において記載されている態様の１つに従う方法を実施する
ために記憶媒体上に記憶されることができ、または記憶されている。
【００７２】
　さらに、本発明は、非エンベロープウイルスによる対象の感染症を診断するためのデバ
イス、キットまたは組成物の製造のための塩基の使用に関する。
　本発明の発見を要約すると、以下の態様が、好ましい：
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　１．対象からの試料中の非エンベロープウイルスのカプシドポリペプチドを検出するた
めの方法であって、以下の工程：
　（ａ）前記の試料を塩基と接触させ、そして
　（ｂ）前記の試料中の前記のウイルスのカプシドポリペプチドを検出する；
を含む方法。
【００７３】
　２．態様１の方法であって、前記のカプシドポリペプチドの検出が、捕捉化合物により
、一態様において捕捉抗体により固体表面に少なくとも１種類のカプシドポリペプチドを
捕捉することを含む方法。
【００７４】
　３．態様１または２の方法であって、前記の方法が、さらに前記のカプシドポリペプチ
ドを検出化合物、一態様において検出抗体と接触させることを含む方法。
　４．態様１～３のいずれか１態様の方法であって、前記の捕捉抗体および／または前記
の検出抗体がモノクローナル抗体である方法。
【００７５】
　５．態様２～４のいずれか１態様の方法であって、前記の捕捉化合物および／または検
出化合物が、（ｉ）アルカリ処理されたカプシドポリペプチドに、または（ｉｉ）アルカ
リ処理されたカプシドポリペプチドおよびアルカリ処理されていないカプシドポリペプチ
ドに特異的に結合する結合化合物である方法。
【００７６】
　６．態様１～５のいずれか１態様の方法であって、前記のウイルスの前記の検出が、前
記のウイルスをサンドイッチ免疫アッセイで検出することを含む方法。
　７．態様１～６のいずれか１態様の方法であって、前記の試料が、便試料または体液の
試料、一態様において便、尿、唾液、脳脊髄液、血液、血清、または血漿試料である方法
。
【００７７】
　８．態様１～７のいずれか１態様の方法であって、前記の試料が、免疫グロブリンを含
む試料、一態様において血液、血清、または血漿試料である方法。
　９．態様１～８のいずれか１態様の方法であって、前記の塩基が、ブレンステッド・ロ
ーリー塩基であり、一態様において水酸化物イオンを含む、または水溶液中で水酸化物イ
オンを生じる化合物であり、さらなる態様においてアルカリ金属水酸化物またはアルカリ
土類金属水酸化物である方法。
【００７８】
　１０．態様１～９のいずれか１態様の方法であって、前記の塩基が、高くても４、一態
様において高くても３、さらなる態様において高くても２のｐＫＢ値を有する方法。
　１１．態様１～１０のいずれか１態様の方法であって、前記の塩基が、水酸化ナトリウ
ムまたは水酸化カリウムである方法。
【００７９】
　１２．態様１～１１のいずれか１態様の方法であって、前記の試料の塩基との前記の接
触が、前記の試料を少なくとも１０．５、一態様において少なくとも１１、さらなる態様
において少なくとも１１．５、さらなる態様において少なくとも１１．７のｐＨでインキ
ュベートすることを含む方法。
【００８０】
　１３．態様１～１２のいずれか１態様の方法であって、前記の試料の塩基との前記の接
触が、前記の試料を前記の塩基の存在下で少なくとも２分間、一態様において少なくとも
５分間、さらなる態様において少なくとも９分間インキュベートすることを含む方法。
【００８１】
　１４．態様１～１３のいずれか１態様の方法であって、前記の試料の塩基との前記の接
触が、前記の試料を１０℃～５０℃、一態様において２０℃～４５℃、さらなる態様にお
いて３０℃～４０℃の温度において、さらなる態様において３７±３℃の温度においてイ
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ンキュベートすることを含む方法。
【００８２】
　１５．態様１～１４のいずれか１態様の方法であって、前記の方法が、工程ｂ）におい
て前記のウイルスを検出する前に前記の塩基を中和するさらなる工程を含む方法。
　１６．態様１～１５のいずれか１態様の方法であって、前記のカプシドポリペプチドの
検出が、前記のウイルスのカプシド中に存在するポリペプチドを検出することを含み、一
態様においてウイルスのＶＰ１、ＶＰ２およびＶＰ３カプシドポリペプチドの少なくとも
１つを検出することを含む方法。
【００８３】
　１７．態様１～１６のいずれか１態様の方法であって、前記の方法が、前記のウイルス
を結合ポリペプチドと接触させる前に、または接触させている間に前記の塩基を中和する
さらなる工程を含む方法。
【００８４】
　１８．態様１～１７のいずれか１態様の方法であって、変性したポリペプチドが、前記
の塩基を中和する前記のさらなる工程の後に試料から除去されない方法。
　１９．態様１～１８のいずれか１態様の方法であって、前記のウイルスの検出が、非サ
イズ判別検出法により実施される方法。
【００８５】
　２０．態様１～１９のいずれか１態様の方法であって、前記の非エンベロープウイルス
が、パルボウイルス科のウイルスであり、さらなる態様において、パルボウイルス亜科の
ウイルスである方法。
【００８６】
　２１．態様１～２０のいずれか１態様の方法であって、前記の非エンベロープウイルス
が、エリスロパルボウイルス属のウイルスである方法。
　２２．態様１～２１のいずれか１態様の方法であって、前記の非エンベロープウイルス
が、霊長類エリスロパルボウイルス１（パルボウイルスＢ１９）である方法。
【００８７】
　２３．態様１～２２のいずれか１態様の方法であって、前記の対象が哺乳類、一態様に
おいて霊長類、さらなる態様においてヒトである方法。
　２４．態様１～２３のいずれか１態様の方法であって、前記の対象が、非エンベロープ
ウイルスに、さらなる態様においてパルボウイルス科のウイルスに感染していることが疑
われる対象である方法。
【００８８】
　２５．非エンベロープウイルスの検出のために対象からの試料を前処理するための方法
であって、前記の試料を塩基と接触させることを含む方法。
　２６．試料中の非エンベロープウイルスを検出するためのキットであって、塩基および
前記のウイルスに特異的に結合する少なくとも１種類、一態様において少なくとも２種類
の結合化合物（単数または複数）を含むキット。
【００８９】
　２７．態様２６のキットであって、前記のキットが前記の結合化合物の少なくとも２種
類を含み、少なくとも１種類の結合化合物が、捕捉化合物であり、少なくとも１種類の結
合化合物が、検出化合物であるキット。
【００９０】
　２８．態様２７のキットであって、前記の少なくとも１種類の捕捉化合物が、ビオチン
標識を含むキット。
　２９．態様２７または２８のキットであって、前記の少なくとも１種類の検出化合物が
、ルテニウム標識を含むキット。
【００９１】
　３０．態様２６～２９のいずれか１態様のキットであって、少なくとも１種類の結合化
合物が、抗体、一態様においてモノクローナル抗体であるキット。
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　３１．態様２７～３０のいずれか１態様のキットであって、前記の捕捉化合物の少なく
とも１種類および前記の検出化合物の少なくとも１種類が、抗体、一態様においてモノク
ローナル抗体であるキット。
【００９２】
　３２．非エンベロープウイルスを検出するための免疫アッセイにおける使用のために対
象の試料を前処理するための塩基の使用。
　３３．免疫アッセイにより対象の試料中の非エンベロープウイルスを検出するための塩
基の使用。
【００９３】
　３４．（ｉ）アルカリ処理されていないカプシドポリペプチドに、または（ｉｉ）アル
カリ処理されたカプシドポリペプチドおよびアルカリ処理されていないカプシドポリペプ
チドに特異的に結合する結合化合物を同定するための方法であって、以下の工程を含む方
法：
　ａ１）前記の結合化合物をアルカリ処理されていないカプシドポリペプチドに接触させ
、
　ａ２）工程ａ１）の前記の結合化合物の前記のアルカリ処理されていないカプシドポリ
ペプチドへの結合を検出し、
　ｂ１）前記の結合化合物を、アルカリ処理されていないカプシドポリペプチドに、そし
てアルカリ処理されたカプシドポリペプチドに接触させ、
　ｂ２）工程ｂ１）の前記の結合化合物の前記のアルカリ処理されていないカプシドポリ
ペプチドへの結合を検出し、
　ｃ）工程ａ２）における前記の結合化合物の結合を、工程ｂ２）における前記の結合化
合物の結合に対して比較し、そして
　ｄ）（ｉ）アルカリ処理されていないカプシドポリペプチドに、または（ｉｉ）アルカ
リ処理されたカプシドポリペプチドおよびアルカリ処理されていないカプシドポリペプチ
ドに特異的に結合する結合化合物を、工程ｃ）の比較に基づいて同定する。
【００９４】
　３５．態様３４の方法であって、工程ａ２）における前記の結合化合物の結合が工程ｂ
２）における前記の結合化合物の結合よりも有意に高い場合、（ｉ）アルカリ処理された
カプシドポリペプチドに、または（ｉｉ）アルカリ処理されたカプシドポリペプチドおよ
びアルカリ処理されていないカプシドポリペプチドに特異的に結合する結合化合物が同定
される方法。
【００９５】
　３６．試料中の非エンベロープウイルスのカプシドポリペプチドを検出するための分析
デバイスであって、分析ユニットを試料処理ユニットと共に含み、前記の分析ユニットが
、以下の工程：
　（ａ）前記の試料処理ユニットに適用された試料を塩基と接触させ、そして
　（ｂ）前記の試料中の前記のウイルスのカプシドポリペプチドを検出する；
を実施させるために適合している分析デバイス。
【００９６】
　３７．試料中の非エンベロープウイルスのカプシドポリペプチドを検出するための分析
デバイスであって、分析ユニットを試料処理ユニットと共に含み、前記の分析ユニットが
、制御ユニットに接続されており、前記の制御ユニットが、以下の工程：
　（ａ）前記の試料処理ユニットに適用された試料を塩基と接触させ、そして
　（ｂ）前記の試料中の前記のウイルスのカプシドポリペプチドを検出する；
が実施されるように方向付けるために適合している分析デバイス。
【００９７】
　３８．態様３６または３８の分析デバイスおよび評価デバイスを含む分析システム。
　図の短い説明
　本発明のさらなる任意の特徴および態様が、以下の好ましい態様の記載において、好ま
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しくは従属項と合わせてより詳細に開示されるであろう。ここで、それぞれの任意の特徴
は、分離された様式で、ならびに当業者が理解しているであろうようなあらゆる任意の実
行可能な組み合わせで実現されることができる。本発明の範囲は、好ましい態様により制
限されない。態様の側面が、図において模式的に描写されている。
【図面の簡単な説明】
【００９８】
　図において：
【図１】図１は、（ｉ）アルカリ処理されたカプシドポリペプチドまたは（ｉｉ）アルカ
リ処理されたカプシドポリペプチドおよびアルカリ処理されていないカプシドポリペプチ
ドビオチン化ウイルス様粒子を認識する抗体に関するスクリーニングの原理を示す。Ａ）
プレスクリーニング；Ｂ）プレスクリーニング後、アルカリ処理されたカプシドポリペプ
チドおよびアルカリ処理されていないカプシドポリペプチドを認識する抗体の結合；Ｃ）
アルカリ処理されていないカプシドポリペプチドのみを認識する抗体の結合。（１）：ビ
オチン化ウイルス様粒子、（３）：ルテニル化（ｒｕｔｈｅｎｙｌａｔｅｄ）抗マウス検
出抗体、（２）：候補抗体（結合化合物）、（４）アルカリ処理されたカプシドポリペプ
チド。
【実施例】
【００９９】
　実施例１
　モノクローナル抗パルボウイルスＢ１９カプシド抗体の生成
　ａ）マウスの免疫処置
　ＮＭＲＩマウスが、最初にＣＦＡ（完全フロイントアジュバント）と共に配合された１
００μｇの組み換えＢ１９ウイルス様粒子（ＶＬＰ）（Ｄｉａｒｅｃｔ，フライブルク、
ドイツ）で腹腔内に免疫された。免疫処置のために用いられた組み換えＢ１９　ＶＬＰは
、Ｂ１９カプシドタンパク質ＶＬＰ１およびＶＬＰ２で構成されていた。２回のさらなる
腹腔内免疫処置工程が、６および１０週間後に、ＩＦＡ（不完全フロイントアジュバント
）と混合されたマウスあたり１００μｇのＢ１９　ＶＬＰの適用により行われた。続いて
、マウスは、５０μｇのＢ１９　ＶＬＰの静脈内投与によりブーストされ、３および２日
後に、動物は屠殺され、脾臓細胞が分離され、融合のために用いられた。
【０１００】
　ｂ）融合およびクローニング
　脾臓細胞の骨髄腫細胞との融合が、ポリエチレングリコールを用いる標準的な手順によ
り実施された。簡潔には、おおよそ１×１０８個の脾細胞が、おおよそ２×１０７個の骨
髄腫細胞（Ｐ３ｘ６３－Ａｇ８．６５３）とＲＰＭＩ－１６４０中で混合され、遠心分離
された（１０分間、２５０×ｇ）。細胞は、ＲＰＭＩ－１６４０で１回洗浄され、再度遠
心分離された。その後、１ｍＬのＰＥＧ（ポリエチレングリコール）が細胞のペレットに
添加され、ピペット操作により混合された。１分後、３７℃の水浴中で、５ｍｌのＲＰＭ
Ｉ－１６４０が滴加され、懸濁液が混合され、ＲＰＭＩ－１６４０を３０ｍｌまで補充さ
れ、遠心分離された（１０分間、１８０×ｇ）。細胞は、選択培地（１０％ＦＣＳ、１０
０Ｕ／ｍＬ　ＩＬ－６、２ｍＭ　Ｌ－グルタミン、１００μＭ　ＮＥＡＡ、１ｍＭピルビ
ン酸ナトリウム、２４μＭ　２－メルカプトエタノール、１×アザセリン／ヒポキサンチ
ン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を補われたＲＰＭＩ－１６４０）中で再懸濁された。
３７℃で２４時間の培養後、細胞は、９６ウェル細胞培養プレート中にまかれた。おおよ
そ１０日後、一次培養物が、（下記のように）特異的抗体の産生に関してアッセイされた
。選択された一次培養物が、フローサイトメーター（ＦＡＣＳＡｒｉａ，ＢＤ　Ｂｉｏｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ）を用いる単一細胞選別によりクローニングされた。細胞のクローンは、
１０％ＦＣＳ、５０Ｕ／ｍＬ　ＩＬ－６、２ｍＭ　Ｌ－グルタミン、１００μＭ　ＮＥＡ
Ａ、１ｍＭピルビン酸ナトリウムおよび２４μＭ　２－メルカプトエタノールを補われた
ＲＰＭＩ－１６４０中で増殖した。確立されたモノクローナルハイブリドーマ細胞株は、
下記のように特異性に関して再検査された。
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【０１０１】
　ｃ）Ｂ１９　ＶＬＰに結合する抗体に関するスクリーニング（ＥＬＩＳＡ）
　ハイブリドーマ細胞の培養上清中の抗体の特異性の決定のため、組み換えストレプトア
ビジン（ＭｉｃｒｏＣｏａｔ、ベルンリート、ドイツ）でプレコートされた９６ウェルプ
レートが、３００ｎｇ／ｍＬのビオチン化Ｂ１９　ＶＬＰで室温（ＲＴ）で１時間コート
された。続いて、プレートは、０．９％　ＮａＣｌ／０．０５％　Ｔｗｅｅｎ－２０（登
録商標）で洗浄された。洗浄後、１００μＬ／ウェルのアッセイされるべき抗体溶液（培
養上清）が添加され、室温で１時間インキュベートされた。０．９％　ＮａＣｌ／０．０
５％　Ｔｗｅｅｎ－２０（登録商標）による洗浄後、１００μＬ／ウェルのホースラディ
ッシュペルオキシダーゼ標識されたポリクローナルヒツジ抗マウスＦｃγ抗体のＦ（ａｂ
’）２フラグメント（１００ｎｇ／ｍＬ）が、結合した試料抗体の検出のために添加され
た。室温で１時間のインキュベーション後、プレートは上記のように洗浄された。最後に
、１００μＬ／ウェルのＡＢＴＳ（登録商標）（Ｒｏｃｈｅ）が添加された。室温で３０
分間のインキュベーション後、吸光度が４０５ｎｍおよび４９２ｎｍにおいて測定された
。
【０１０２】
　このスクリーニングは、ＥＬＩＳＡにおいてＢ１９　ＶＬＰに結合する抗体の選択につ
ながった。この抗体の選択は、下記のアッセイにおいてさらに特性付けられた。
　ｄ）Ｂ１９　ＶＬＰに結合する抗体に関するスクリーニング（Ｅｌｅｃｓｙｓ）
　試料のアルカリ性条件下でのインキュベーションは、結果としてウイルスカプシドの解
離およびカプシドタンパク質の少なくとも部分的なアンフォールディングをもたらす。従
って、アッセイのための適切な抗体は、好ましくは抗原の線状かつ構造的ではないエピト
ープに対して向けられている（図１Ａ参照）。第１ラウンドにおいて、ビオチン化ウイル
ス様粒子（１）およびルテニル化抗マウス検出抗体（３）を含む抗体スクリーニングアッ
セイが、候補抗体（２）に関してスクリーニングするために用いられた。
【０１０３】
　第２ラウンドにおいて、適切な候補は、アルカリ性条件下で予めインキュベートされた
ウイルス様粒子を検出するそれらの能力に関して試験された（４）（図１ＢおよびＣ）。
これらの実験において、遊離のＮａＯＨまたはＨＣｌで前処理されたウイルス様粒子は、
固相に結合しているビオチン化された未処理のウイルス様粒子と競合する。アッセイ設計
に適している抗体は、両方の抗原に結合し、結果として低下した信号をもたらすはずであ
り（図１Ｂ）、一方で立体構造特異的抗体は、影響を受けないはずである（図１Ｃ）。
【０１０４】
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【表１】

【０１０５】
　表１に関して、未変性のＶＬＰが固相に結合したＶＬＰと調べられるべき抗体への結合
に関して有効に競合する場合、信号の低減に関する結果は、１００％の“信号の低減”に
設定される。抗体２．０５３を見ると、未変性のＶＬＰは固相に結合したＶＬＰに対して
完全に置き換わることが理解できる（１００％の信号の低減）。一方で、（１．４Ｍ　Ｎ
ａＯＨにより処理された）変性したＶＬＰが抗体２．０５３への結合に関して未変性の固
相に結合したＶＬＰと競合する場合、信号は、５７％までしか低減しない。これは、この
抗体に関して、変性したＶＬＰは、未変性のＶＬＰと完全には競合しないことを意味する
。換言すると、抗体２．０５３は、変性したＶＬＰを有効に認識せず、または変性したＶ
ＬＰをより小さい程度までしか認識せず、従って、ＮａＯＨによる前処理後のウイルス抗
原検出アッセイにおける結合構成要素としてはそれほど適切ではない。対照的に、例えば
抗体２．０６１は、ＮａＯＨで変性したＶＬＰが抗体２．０６１への結合に関して未変性
のＶＬＰと完全に（１００％）競合することができるため、ＶＬＰの両方のバリアントに
有効な様式で結合する。
【０１０６】
　これらの結果から、抗体２．０６１、２．０６８、２．０８１および２．１０６（なら
びにより低い程度で２．１１１および２．１２７）が、（ｉ）アルカリ処理されたカプシ
ドポリペプチドに、または（ｉｉ）アルカリ処理されたカプシドポリペプチドおよびアル
カリ処理されていないカプシドポリペプチドに結合する抗体として同定された。
【０１０７】
　ｅ）選択された抗Ｂ１９モノクローナル抗体の中規模生成
　選択されたｍＡｂは、対応するハイブリドーマをＣｅｌｌＬｉｎｅバイオリアクター（
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Ｉｎｔｅｇｒａ）中に蒔くことにより生成された。生成は、バイオリアクターの製造業者
の指示に従って実施された。
【０１０８】
　実施例２
　ビオチンおよびルテニウム部分のモノクローナル抗体へのカップリング
　選択されたクローンからの細胞培養上清は、３工程のクロマトグラフィー手順：最初に
、プロテインＡに対する親和性クロマトグラフィー、次いで、イオン交換クロマトグラフ
ィー、最後に、微量のウシＩｇＧを除去するための負親和性（ｎｅｇａｔｉｖｅ－ａｆｆ
ｉｎｉｔｙ）クロマトグラフィーに従って精製され、あるいは、仕上げ工程が、サイズ排
除クロマトグラフィーを適用することにより実施された。
【０１０９】
　融合ポリペプチドのリジンεアミノ基が、５～３０ｍｇ／ｍＬのタンパク質濃度で、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分子をそれぞれ用いて
修飾された。標識／タンパク質比は、それぞれの抗体に応じて２：１から１０：１（ｍｏ
ｌ：ｍｏｌ）まで変動した。反応緩衝液は、５０ｍＭリン酸カリウムｐＨ８．４、１５０
ｍＭ　ＫＣｌであった。反応は、室温で１５分間実施され、緩衝されたＬ－リジンを１０
ｍＭの終濃度になるように添加することにより停止された。標識の加水分解による不活性
化を回避するため、それぞれのストック溶液は、乾燥ＤＭＳＯ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉ
ｃｈ、ドイツ）中で調製された。反応緩衝液中の５％までのＤＭＳＯ濃度は、試験された
全ての融合タンパク質により十分に許容された。カップリング反応の後、未反応の遊離の
標識は、粗製タンパク質コンジュゲートをゲル濾過カラム（例えば：Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　
２００　ＨｉＬｏａｄ）に通すことにより除去された。
【０１１０】
　実施例３
　アルカリ前処理によるパルボウイルスＢ１９検出アッセイの感度の増大
　パルボウイルスＢ１９アッセイの感度が、自動化されたＥｌｅｃｓｙｓ（登録商標）２
０１０およびｃｏｂａｓ　ｅ　４１１分析器（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　Ｇ
ｍｂＨ）において評価された。Ｅｌｅｃｓｙｓ（登録商標）は、Ｒｏｃｈｅグループの登
録商標である。測定は、二重抗体サンドイッチ形式で試料のプレインキュベーションを用
いて実施された。
【０１１１】
　Ｅｌｅｃｓｙｓ（登録商標）２０１０およびｃｏｂａｓ　ｅ　４１１における信号検出
は、電気化学発光に基づいている。ビオチンコンジュゲート（すなわち捕捉抗体）は、ス
トレプトアビジンコートされた磁気ビーズの表面上に固定され、一方で検出抗体は、錯体
形成したルテニウム陽イオン（酸化還元状態２＋および３＋の間で切り替わる）を信号伝
達部分として有する。特異的分析物の存在下で、発色性ルテニウム錯体は、固相に対して
架橋され、白金電極での励起後に６２０ｎｍにおいて光を発する。信号出力は、相対光単
位（ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｌｉｇｈｔ　ｕｎｉｔ）においてである。
【０１１２】
　様々なｐＨでの試料のプレインキュベーションの作用が、２構成要素前処理により評価
された。構成要素１（ＰＴ１）は、ＨＣｌもしくはＮａＯＨを異なる濃度で、または対照
として等張ＮａＣｌを含有し、構成要素２（ＰＴ２）は、界面活性剤および還元剤を含有
する。後者の構成要素は、変動しない。９分間のプレインキュベーション後、試薬緩衝液
（２００ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．０１％メ
チルイソチアゾリノン、０．２０％　Ｔｗｅｅｎ２０、０．３０％ウシ血清アルブミン、
ｐＨ６．８）ならびにビオチン化およびルテニル化抗体が、添加される。アルカリ性条件
下（試薬３～５）でのプレインキュベーションは、結果として対照実験（試薬１）と比較
して信号の増大をもたらし、それは、反応性試料（＃２～７）における酸性前処理と比較
可能であるか、またはより優れている。加えて、非特異的交差干渉性試料（＃８）の信号
は、試薬３～５においてバックグラウンド（試料＃１）に対して低減し、一方で酸性前処
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理は、非特異的相互作用由来の信号を減少させない。アルカリ前処理のプラスの作用は、
ｐＨ＞１０．５（試薬３～５）に関して明らかであり、一方でより低いプレインキュベー
ションｐＨ（試薬６）は、結果として信号の増大および非特異的信号の抑制をもたらさな
い。
【０１１３】
【表２】

【０１１４】
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