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(57)【要約】
　本発明は、単離された生体試料におけるトリパノソー
マ・クルージ（Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ　ｃｒｕｚｉ）
（シャーガス病の原因）に対する抗体の検出に好適なＪ
Ｌ７抗原の変異型に関する。これらの抗原は、ＪＬ７特
異的アミノ酸配列を含み、当該ＪＬ７特異的配列は、配
列番号２の２つのコピーからなり、当該２つのコピーの
それぞれは、配列番号２に対して少なくとも９０％のア
ミノ酸相同性を有し、さらなるトリパノソーマ・クルー
ジ特異的アミノ酸配列が当該ポリペプチド中に存在しな
い。本発明はさらに、トリパノソーマ・クルージに対す
る抗体の検出に有用なポリペプチドの組成物であって、
Ｔ．クルージポリペプチド１Ｆ８、クルジパイン、ＫＭ
Ｐ－１１、およびＰＡＲ－２のうちの少なくとも１つと
共に、上記において特徴付けられたＪＬ７抗原を含む組
成物にも関する。さらに、本発明は、ＪＬ７抗原を製造
する方法、ならびに当該ＪＬ７ポリペプチドを使用して
Ｔ．クルージ抗体を検出するための診断方法にも関する
。それに加えて、本発明は、当該ＪＬ７ポリペプチドま
たはトリパノソーマ・クルージポリペプチドの組成物を
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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であって、前記ポリペプチドがＪＬ
７特異的アミノ酸配列を含み、前記ＪＬ７特異的アミノ酸配列が、配列番号２で表される
配列の２つのコピーからなり、前記２つのコピーのそれぞれが、配列番号２で表される配
列に対して少なくとも９０％のアミノ酸相同性を有し、さらなるトリパノソーマ・クルー
ジ特異的アミノ酸配列が、前記ポリペプチド中に存在しない、前記ポリペプチド。
【請求項２】
　配列番号２で表される配列の前記２つのコピーが、お互いに直接隣接していても、また
はＪＬ７特異的アミノ酸配列に存在しないリンカー配列によって隔てられていてもよい、
請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項３】
　トリパノソーマ・クルージＪＬ７特異的アミノ酸配列が、配列番号４で表される配列か
らなる、請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項４】
　単離された生体試料におけるトリパノソーマ・クルージ抗原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、請求項１～３のいずれか一項に記載のポリペプチドと
、１Ｆ８、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少
なくとも１つのトリパノソーマ・クルージポリペプチドとを含む、前記組成物。
【請求項５】
　可溶性で免疫反応性のトリパノソーマ・クルージＪＬ７ポリペプチドを製造する方法で
あって、
　ａ）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ＪＬ７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と、
　ｂ）前記トリパノソーマ・クルージＪＬ７ポリペプチドの発現ステップと、
　ｃ）前記トリパノソーマ・クルージＪＬ７ポリペプチドの精製ステップと
を含む、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・クルージに対して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トリパノソーマ・クルージＪＬ７ポリペ
プチド、または請求項５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ＪＬ７
ポリペプチド、または請求項４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
が、前記トリパノソーマ・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、前記方法。
【請求項７】
　単離された試料においてトリパノソーマ・クルージ抗原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ＪＬ
７ポリペプチド、または請求項４に記載の組成物、または請求項５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ＪＬ７ポリペプチドと混和することによって、免疫反
応混和物を形成すること、
　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前記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こと、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こと、
を含む、前記方法。
【請求項８】
　請求項７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
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検出する方法であって、前記免疫反応が、
　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ＪＬ７ポ
リペプチドと、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ＪＬ７ポリペプ
チド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ＪＬ７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させること、
　ｂ）第１のトリパノソーマ・クルージＪＬ７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ＪＬ７ポリペプチドを含む免疫反応混和物を形成すること、ここ
で前記バイオアフィン結合対に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ＪＬ７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
維持すること、
　ｄ）固相から液相を分離すること、および、
　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
の存在を検出すること、
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。
【請求項９】
　前記第１のトリパノソーマ・クルージＪＬ７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ＪＬ７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８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１０】
　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ＪＬ７ポリペプチド、または請
求項４に記載の組成物、または請求項５の方法によって得られるトリパノソーマ・クルー
ジＪＬ７ポリペプチドの使用。
【請求項１１】
　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ＪＬ７ポリペプチド、
または請求項４に記載の組成物、または請求項５の方法によって得られるトリパノソーマ
・クルージＪＬ７ポリペプチドを含む、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】
　トリパノソーマ・クルージ（Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ　ｃｒｕｚｉ）は、シャーガス病
と呼ばれる熱帯性の寄生虫病を引き起こす鞭毛原生動物である。シャーガス病の過程にお
いて、感染患者は、典型的には、急性期と、その後に、軽症から生命に危険を及ぼすまで
の幅広い範囲で変わる症状を有する慢性期を経る。患者は、初期段階においてのみ、抗寄
生虫治療の効果がある。患者によっては、死に至る心臓または腸の合併症を発症する。
【０００２】
　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「Ｒａｕｂｗａｎｚｅｎ」）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。シャーガス病のさらなる拡大を防ぐた
めに、特に、メキシコ、中南米、および合衆国南部のような主な感染地域では、寄生虫の
存在およびＴ．クルージに対する抗体について、献血および血液をベースとする医療製品
を検査することは重要である。
【０００３】



(4) JP 2017-533913 A 2017.11.16

10

20

30

40

50

　現在では、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。
【０００４】
　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。
【０００５】
　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。
【０００６】
　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いる。例えば、Ｓｉｌｖｅｉｒａら（Ｔｒｅｎ
ｄｓ　ｉｎ　Ｐａｒａｓｉｔｏｌｏｇｙ　２００１，Ｖｏｌ．１７　Ｎｏ．６，ｐ．２８
６－２９１）は、いくつかの研究所によって単離された、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について記載している。これらの遺伝子のいくつかは、反復ア
ミノ酸配列モチーフを示すタンパク質を結果として生じる縦列反復配列を有する。
【０００７】
　Ｔ．クルージに対する抗体の検出のために血清学的アッセイにおいて広く使用される抗
原のうちの１つは、ＪＬ７（ＵｎｉＰｒｏｔデータベースのエントリ：Ｑ４ＣＳ８７）で
あり、同義語ＦＲＡ、Ａｇ１、およびＨ４９によっても記載されている（レビューについ
ては、例えば、Ｃｏｔｒｉｍら　１９９５，Ｍｏｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｐａｒａｓｉｔｏ
ｌ　７１，８９－９８およびＵｍｅｚａｗａら　１９９９，Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂ
ｉｏｌ，１５５４－１５６０を参照のこと）。Ｓｉｌｖｅｉｒａら（上記）も、ＥＬＩＳ
Ａアッセイにおいて使用するための様々な追加のＴ．クルージ抗原のいくつかの混合物に
おいて、ＦＲＡ（ＪＬ７）について記載している。しかし、特異的ＪＬ７関連ポリペプチ
ドについては開示されていない。
【０００８】
　Ｖａｌｉｅｎｔｅ－Ｇａｂｉｏｕｄら（Ｅｘｐ．Ｐａｒａｓｉｔｏｌ．２０１１，１２
７，ｐ．６７２－６７９）は、Ｔ．クルージＦＲＡ（ＪＬ７）タンパク質の免疫原性およ
び抗原性に対する反復の効果について論じている。ヒト感染血清から満足のいくＥＬＩＳ
Ａ信号を得るために、４つの反復性の反復配列を使用することが推奨されている。しかし
、アッセイの特異度の問題は、取り扱われておらず、特異的ＪＬ７ポリペプチドは開示さ
れていない。
【０００９】
　上記において言及したＪＬ７配列に基づく全ての抗原変異型は、菌株とＴ．クルージの
分離株との間において高度に保存される６８のアミノ酸の反復配列を有する。ＪＬ７は、
６８のアミノ酸による上記モチーフの約３．５の反復配列を含む、２２６のアミノ酸によ
る推定上のカルパインシステインペプチダーゼである（図１を参照のこと）。しかしなが
ら、いくつかの同一のまたは非常に類似する反復配列を有する抗原は、しばしば、抗Ｔ．
クルージ抗体の存在について分析される試料中に存在するＩｇＭまたはＩｇＧ分子あるい
はリュウマチ性因子の非特異的結合によって引き起こされる干渉を受ける傾向にある。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　したがって、干渉感度に関する欠点を克服する、遺伝子組み換えＪＬ７抗原組成物およ
びトリパノソーマ・クルージによる感染を検出するための診断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】
【００１１】
　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。特許請求
される抗原および組成物ならびに診断方法は、高い特異度および感度ならびに信頼性高い
再現性を有する免疫診断的解決策を提供する。
【００１２】
　本発明は、単離された生体試料におけるトリパノソーマ・クルージＪＬ７抗原に対する
抗体の検出に好適なＪＬ７抗原の変異型に関する。これらの抗原は、ＪＬ７特異的アミノ
酸配列を含み、当該ＪＬ７特異的配列は配列番号２の２つのコピーからなり、当該２つの
コピーのそれぞれは、配列番号２に対して少なくとも９０％のアミノ酸相同性を有し、さ
らなるトリパノソーマ・クルージ特異的アミノ酸配列が当該ポリペプチド中に存在しない
。本発明はさらに、トリパノソーマ・クルージに対する抗体の検出にとって有用なポリペ
プチドの組成物であって、Ｔ．クルージポリペプチド１Ｆ８、クルジパイン、ＫＭＰ－１
１、およびＰＡＲ－２のうちの少なくとも１つと共に、上記において特徴付けられたＪＬ
７抗原を含む組成物に関する。さらに、本発明は、ＪＬ７抗原を製造する方法、ならびに
当該ＪＬ７ポリペプチドを使用したＴ．クルージ抗体を検出するための診断方法に関する
。それに加えて、本発明は、当該ＪＬ７ポリペプチドまたはトリパノソーマ・クルージポ
リペプチドの組成物を含む試薬キットに関する。
開示されるアミノ酸配列の説明
　配列番号１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１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。
【００１３】
【化１】

【００１４】
　配列番号２は、抗原ＪＬ７ｓｈｏｒｔ１を示しており、配列番号１のアミノ酸位置１～
６８としても示される。
【００１５】
【化２】

【００１６】
　配列番号３は、抗原ＪＬ７ｓｈｏｒｔ２を示しており、配列番号１のアミノ酸位置６９
～１３６としても示される。
【００１７】
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【化３】

【００１８】
　配列番号４は、配列番号２および３の組み合わせに対応する抗原ＪＬ７ｓｈｏｒｔ１＋
２を示しており、配列番号１のアミノ酸位置１～１３６としても示される。
【００１９】

【化４】

【００２０】
　配列番号５は、配列番号１のアミノ酸位置１３７～２２６に対応する抗原ＪＬ７ｓｈｏ
ｒｔ３＋４を示している。
【００２１】

【化５】

【００２２】
　配列番号６は、配列番号１のアミノ酸位置１３７～２０４に対応する抗原ＪＬ７ｓｈｏ
ｒｔ３を示している。
【００２３】

【化６】

【００２４】
　配列番号７は、本発明によるポリペプチドのＮ末端に、または好ましくは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
を容易にするために使用される。
【００２５】
【化７】

【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】完全ＪＬ７アミノ酸配列における反復配列の構造。上側：４つ全ての反復配列が
、アミノ酸相同性（太字）および差違（通常の下線文字）を示すように揃えられている。
下側：ＪＬ７変異型およびそれらの反復配列ドメインの相対位置の概略図。ＪＬ７ｓｈｏ
ｒｔ１＋２は、本発明によるＪＬ７抗原を表している。
【図２】ＪＬ７、ＪＬ７ｓｈｏｒｔ１、ＪＬ７ｓｈｏｒｔ２、ＪＬ７ｓｈｏｒｔ１＋２、
およびＪＬ７ｓｈｏｒｔ３＋４の遠紫外線ＣＤスペクトルを示す図である。当該スペクト
ルは、２０℃において、サーモスタット式セルホルダーにおいてＪａｓｃｏ－７２０分光
偏光計により記録した。タンパク質濃度は、０．１ｃｍのキュベットにおいて０．２ｍｇ
／ｍｌであった。緩衝液は、ｐＨ７．５の１０ｍＭのリン酸カリウムであった。帯域幅は
、１ｎｍであり、解像度は、１ｎｍであり、走査速度は、２秒の応答において５０ｎｍ／
分であった。スペクトルは、８回記録し、信号対雑音比を向上させるために平均を取った
。当該信号は、モル楕円率（ｄｅｇ・ｃｍ２／ｄｍｏｌで与えられる）に変換した。ＪＬ
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７およびＪＬ７ｓｈｏｒｔ１＋２のスペクトルは、高含有量のα－螺旋構造要素（２０８
ｎｍおよび２２２ｎｍの信号帯域）を有するタンパク質を指している。ＪＬ７ｓｈｏｒｔ
１、ＪＬ７ｓｈｏｒｔ２、およびＪＬ７ｓｈｏｒｔ３＋４のスペクトルは、高度な不規則
構造を有するタンパク質を表している（２００ｎｍ付近の信号帯域）。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　Ｔ．クルージＪＬ７抗原およびそのアミノ酸配列の特性は、現状技術水準において広く
記載されている。しかしながら、複数の反復配列を有する抗原によって引き起こされるＴ
．クルージ診断アッセイが、より干渉を受けやすい問題は、十分には対処されていない。
例えば、分析される試料中に存在するリュウマチ性因子を伴う非特異的ＩｇＭ分子または
非特異的ＩｇＧは、陽性試験結果を生じ、本当は当該試料は陰性として検出されるべきで
あるのに、あたかも抗Ｔ．クルージ抗体が試料中に存在するかのような振る舞う場合、干
渉に対する当該高い脆弱性は、誤った陽性結果を生じ得る。誤った陽性結果は、アッセイ
の特異度における望ましくない減少を生じる。しかしながら、規制当局は、感染病パラメ
ータに対する診断方法において、高度な特異度を要求する。
【００２８】
　驚くべきことに、本発明者らは、依然として試料の抗体によって結合されるのに十分な
抗原特性を有しつつも、誤った陽性結果を生じない、ＪＬ７変異型を特定した。当該完全
なＪＬ７ポリペプチドは、６８のアミノ酸のモチーフの約３．５の反復配列を有する。疑
問は、１つの反復配列で、好適な診断用希少試薬を提供するのに十分であるか否かであっ
た。反復配列１および２（それぞれ、ＪＬ７ｓｈｏｒｔ１（配列番号２）およびＪＬ７ｓ
ｈｏｒｔ２（配列番号３）として指定される）が、別々の抗原として発現した場合、短く
された変異型のいずれも、陽性試料の全てを正しく検出することができなかった（表２）
。同じことが、ＪＬ７ｓｈｏｒｔ３＋４（配列番号５に示される）と呼ばれる、約１．５
の反復配列からなる短くされた変異型に対しても当てはまった。しかしながら、例えば配
列番号４など、当該６８のアミノ酸モチーフの２つの反復配列が、一緒に隣接して存在す
る場合、３．５の反復配列を有する完全なＪＬ７ポリペプチドを使用して初めは陽性と診
断された試料は、結局、実際には誤った陽性試料であることが判明した。その一方で、配
列番号２に示される６８のアミノ酸反復配列を２つ有するＪＬ７ポリペプチドは、真の陽
性試料を陽性として、すなわち、Ｔ．クルージに対する抗体を含むとして、信頼性高く正
しく検出することができた。
【００２９】
　したがって、本発明は、ＪＬ７特異的アミノ酸配列を含む、単離された生体試料におけ
るトリパノソーマ・クルージＪＬ７抗原に対する抗体の検出に好適なポリペプチドであっ
て、当該ＪＬ７特異的配列が、配列番号２の２つのコピーからなり、当該２つのコピーの
それぞれが、配列番号２に対して少なくとも９０％のアミノ酸相同性を有し、さらなるト
リパノソーマ・クルージ特異的アミノ酸配列が当該ポリペプチド中に存在しない、ポリペ
プチドに関する。本発明により、配列番号２の当該２つのコピーは、さらなるアミノ酸が
当該２つのコピーの間に存在しないように、お互いに直接隣接していてもよい。代替手段
として、それらは、ＪＬ７特異的配列には存在しないリンカー配列によって隔てられてい
てもよい。
【００３０】
　配列番号２のこれら２つのコピーは、完全に同一である必要はないが、両方の配列は、
配列番号２に対して少なくとも９０％のアミノ酸相同性を示さなければならない。例えば
、配列番号４（ＪＬ７ｓｈｏｒｔ１＋２）は、配列番号２（ＪＬ７ｓｈｏｒｔ１）および
配列番号３（ＪＬ７ｓｈｏｒｔ２）を含む。配列番号２は、単純に、配列番号２に対して
１００％のアミノ酸相同性を示し、配列番号３は、６８のアミノ酸のうち６６のアミノ酸
が配列番号２と同一であり、結果として、９７％のアミノ酸相同性である。別の例として
、図１に示される反復配列３（配列番号６）は、配列番号２と比べて６のアミノ酸位置に
おいて異なり、結果として、９１％のアミノ酸相同性である（６２／６８）。したがって
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、本発明により、ＪＬ７ポリペプチドは、ＪＬ７特異的部分が、配列番号２および３、あ
るいは配列番号２および６、あるいは配列番号３および６からなる、アミノ酸配列を含む
。好ましい様式において、当該ＪＬ７特異的部分は、配列番号２および３の組み合わせで
ある配列番号４からなる。
【００３１】
　明瞭にするなら、６２、６３、６４、６５、６６、または６７のアミノ酸より短い長さ
のＪＬ７特異的アミノ酸配列も（この場合、当該短くされたＪＬ７断片の残りのアミノ酸
残基は全て、配列番号２と同一である）、配列番号２に対して少なくとも９０％のアミノ
酸相同性という要件を満たす（例えば、６２／６８＝９１％）。別の実施形態において、
配列番号２に対するアミノ酸相同性の要件は、少なくとも９５％である。好ましくは、当
該短くされたＪＬ７断片の欠失は、Ｎ－およびＣ末端アミノ酸残基に関してであり、ＪＬ
７配列番号２配列のコア部分は、完全なままである。
【００３２】
　ＪＬ７特異的アミノ酸配列は別として、さらなるトリパノソーマ・クルージ特異的アミ
ノ酸配列が本発明によるポリペプチド中に存在しないことは、重要である。明瞭にするな
ら、明確に説明されるものの域を超えるさらなるＪＬ７特異的アミノ酸配列は、当該ポリ
ペプチドに存在しない。したがって、配列番号１において開示される全長ＪＬ７は、本発
明に包含されない。本発明を明瞭にするなら、例えば、配列番号２に示される配列モチー
フの２つの反復配列を既に有する例えば配列番号４などのいくつかの分子も、同じポリペ
プチド鎖上に存在し得ない。
【００３３】
　本発明により、ＪＬ７特異的配列が配列番号２の２つのコピーからなり、それぞれが、
配列番号２に対して少なくとも９０％のアミノ酸相同性を有するという前提条件が満たさ
れる限り、そのようなＪＬ７抗原の変異型も想到される。ある実施形態において、当該ア
ミノ酸相同性は、配列番号２に対して少なくとも９５％である。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、または担体部分の共有結
合によって修飾されたＪＬ７ポリペプチドでもある。用語「変異型」は、翻訳後に修飾さ
れたタンパク質、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、ある
いは、クローニング、発現、精製、およびフォールディングを容易にする融合タンパク質
にも関する。
【００３４】
　ＪＬ７変異型、ＪＬ７抗原、ＪＬ７ポリペプチド、またはＪＬ７抗原性ポリペプチドも
しくはタンパク質なる用語は、本明細書において同じ意味において使用される。トリパノ
ソーマ・クルージ（＝Ｔ．クルージ）特異的抗原またはＴ．クルージポリペプチドなる用
語も同義語として理解され、それぞれが、ＵｎｉＰｒｏｔなどの国際タンパク質配列デー
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し、またアミノ酸配列を意味する。
【００３５】
　通常、Ｔ．クルージ感染の全ての段階を検出するために、いくつかの異なるＴ．クルー
ジ抗原が、Ｔ．クルージ抗体を検出するためのアッセイにおいて適用される。したがって
、本発明のさらなる態様は、単離された生体試料におけるトリパノソーマ・クルージ抗原
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、上記において指定されるよ
うなＪＬ７ポリペプチドと、１Ｆ８、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少なくとも１つのトリパノソーマ・クルージポリペプチドとを含
む組成物である。これらの追加の抗原に由来するアミノ酸配列は、当技術分野において既
知であり、ＵｎｉＰｒｏｔなどの公的に利用可能なデータベースから取得可能である；例
えば、１Ｆ８（ＵｎｉＰｒｏｔエントリ：Ｑ４Ｄ１Ｑ２）（ＦＣａＢＰ、ＴＣ２４、また
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はＴＣ２８としても知られる）；クルジパイン（ＵｎｉＰｒｏｔエントリ：Ｑ９ＴＷ５１
）（クルザイン、ｇｐ５１／５７、Ａｇ　１６３Ｂ６としても知られる）；ＫＭＰ－１１
（ＵｎｉＰｒｏｔエントリ：Ｑ９Ｕ６Ｚ１）；ＰＡＲ２（ＵｎｉＰｒｏｔエントリ：Ｑ０
１５３０）（ＰＦＲ２としても知られる）など。
【００３６】
　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、追加のＴ．クルージポリペプチドの１Ｆ８、クルジパイン、Ｋ
ＭＰ－１１、およびＰＡＲ２のそれぞれは、別々のポリペプチド鎖上に発現するか、別々
のポリペプチド鎖として化学的に合成される。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。
【００３７】
　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。
【００３８】
　さらに、本発明は、上記においてより詳しく説明される、可溶性で免疫反応性のトリパ
ノソーマ・クルージＪＬ７ポリペプチドを製造する方法であって、
　ａ）トリパノソーマ・クルージＪＬ７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ＪＬ７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ＪＬ７ポリペプチドの精製ステップ
を含む方法にも関する。
【００３９】
　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、上記において開示されるトリパノソーマ・クルージＪ
Ｌ７ポリペプチド、または上記において定義される方法によって得られるトリパノソーマ
・クルージＪＬ７ポリペプチド、またはまさにその説明されたトリパノソーマ・クルージ
ポリペプチドの組成物が、当該トリパノソーマ・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、方法である。
【００４０】
　さらなる別の実施形態は、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、本発明によるトリパノソーマ・クルージＪＬ７ポリペプチド、または
既に説明した組成物、または本明細書の先行の段落において説明した方法によって得られ
るトリパノソーマ・クルージＪＬ７ポリペプチド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、当該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当該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、当該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。
【００４１】
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　さらなる態様において、本発明によるイムノアッセイ方法は、シャーガス病診断に対し
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である。
【００４２】
　本発明はさらに、いわゆる二重抗原サンドイッチ形式ＤＡＧＳ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方法に関する。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、好ましく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。
【００４３】
　この方法は、
　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Ｊ
Ｌ７ポリペプチドと、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ＪＬ７ポ
リペプチド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Ｊ
Ｌ７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ＪＬ７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ＪＬ７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ＪＬ７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。
【００４４】
　当該説明したサンドイッチ法の好ましい様式において、第１のトリパノソーマ・クルー
ジＪＬ７ポリペプチドは、ビオチン部分を有しており、第２のトリパノソーマ・クルージ
ＪＬ７ポリペプチドは、その信号を検出することができる電気化学ルミネセンス性ルテニ
ウム錯体で標識される。
【００４５】
　本発明はさらに、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、全てが上記において本明細書において詳細に説明される、トリパノソーマ・ク
ルージＪＬ７ポリペプチドの使用、またはＴ．クルージ特異的ポリペプチドの組成物の使
用、または上記において定義される遺伝子組み換え製造方法によって得られるＪＬ７ポリ
ペプチドの使用も網羅する。
【００４６】
　本発明の別の態様は、本発明によるトリパノソーマ・クルージＪＬ７ポリペプチド、ま
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たは上記において詳細に説明される製造方法によって得られるＪＬ７ポリペプチド、また
はＪＬ７ポリペプチドの組成物と、１Ｆ８、クルジパイン、ＫＭＰ－１１、およびＰＡＲ
２から選択される少なくとも１つのさらなるＴ．クルージ抗原とを含む、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。
【００４７】
　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。
【００４８】
　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。
【実施例１】
【００４９】
トリパノソーマ・クルージＪＬ７抗原変異型のクローニングおよび精製
　免疫診断試験におけるその適用に好適な、Ｔ．クルージＪＬ７抗原の最小サイズを調査
するために、１つまたは２つの反復ユニットからなるいくつかの変異型を作製した。
【００５０】
　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。当該ベクターをＮｄｅＩおよびＸｈｏＩで消化し、それ
ぞれのＴ．クルージ抗原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が、本発明の配列プロトコルに示されている。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７）を有した。配列番号を表１にまとめる
。
【００５１】
　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、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、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（５０ｍ
Ｍ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４０ｍ
Ｍまで上げた。次いで、２５０ｍＭの濃度のイミダゾールを適用することによって、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。
【００５２】
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【表１】

【実施例２】
【００５３】
分光計測
　円偏光二色性分光法（ＣＤ）は、タンパク質における二次構造を評価するための最適の
方法である。アミド範囲（１９０～２５０ｎｍ）における楕円率は、タンパク質骨格にお
ける規則的な反復要素、すなわち、二次構造を反映する。
【００５４】
　近紫外ＣＤスペクトルは、サーモスタット式セルホルダーを備えるＪａｓｃｏ－７２０
分光偏光計によって記録し、モル楕円率に変換した。緩衝液は、ｐＨ７．５の１０ｍＭの
リン酸カリウムであった。経路長は０．１ｃｍであり、タンパク質濃度は、０．２ｍｇ／
ｍｌであった。帯域幅は１ｎｍであり、走査速度は、１ｎｍの解像度において５０ｎｍ／
分であり、応答は２秒であった。信号対雑音比を向上させるために、スペクトルは、８回
測定して平均した。
【００５５】
　図２は、ＪＬ７、ＪＬ７ｓｈｏｒｔ１、ＪＬ７ｓｈｏｒｔ２、ＪＬ７ｓｈｏｒｔ１＋２
、およびＪＬ７ｓｈｏｒｔ３＋４の遠紫外線ＣＤスペクトルを示している。ＪＬ７および
ＪＬ７ｓｈｏｒｔ１＋２のスペクトルは、高含有量のα－螺旋構造要素（２０８ｎｍおよ
び２２２ｎｍの信号帯域）を有するタンパク質を指し示している。ＪＬ７ｓｈｏｒｔ１、
ＪＬ７ｓｈｏｒｔ２、およびＪＬ７ｓｈｏｒｔ３＋４のスペクトルは、高度な不規則構造
を有するタンパク質を表している（２００ｎｍ付近の信号帯域）。
【００５６】
　したがって、よく構造化された変異型ＪＬ７ｓｈｏｒｔ１＋２がイムノアッセイにおい
て最も良好な結果を示した（実施例４および表２）という調査結果は一貫している。本発
明者らは、より短い変異型ＪＬ７ｓｈｏｒｔ１、ＪＬ７ｓｈｏｒｔ２、およびＪＬ７ｓｈ
ｏｒｔ３＋４は、試料の抗体によって結合されることができる、重要な認識可能なエピト
ープを維持する三次元構造を維持することができないと仮定する。ＪＬ７ｓｈｏｒｔ１＋
２は、配列番号２のアミノ酸配列の２つの完全な反復配列を有しないより短い変異型ＪＬ
７ｓｈｏｒｔ１、ＪＬ７ｓｈｏｒｔ２、およびＪＬ７ｓｈｏｒｔ３＋４と比べてより良好
なアクセス可能な方式において、試料の抗体に対する関連するエピトープを提示する。
【実施例３】
【００５７】
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Ｔ．クルージＪＬ７抗原変異型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、それぞれビオチンおよびルテニ
ウム標識コンジュゲーションに対して、５：１および１５：１に調節した。反応緩衝液は
、５０ｍＭのリン酸カリウム（ｐＨ８．５）、１５０ｍＭのＫＣｌ、０．５ｍＭのＥＤＴ
Ａであった。当該反応を室温において３０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】
【００５８】
免疫診断試験における遺伝子組み換えＴ．クルージＪＬ７抗原変異型の干渉に対する免疫
学的反応性および脆弱性の評価
　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。
【００５９】
　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。
【００６０】
　本発明による遺伝子組み換えＴ．クルージＪＬ７抗原変異型を、二重抗原サンドイッチ
（ＤＡＧＳ）イムノアッセイ形式において対毎に評価した。例えば、ＪＬ７－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１００ｎｇ／
ｍｌの濃度において、ＪＬ７－ルテニウム錯体コンジュゲートと共に評価した。使用した
試料体積は３０μｌであった。抗Ｔ．クルージ陰性ヒト血清を対照として使用した。抗Ｔ
．クルージ陽性ヒト血清を使用して各変異型の抗原性を評価した。
【００６１】
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【表２】

【００６２】
　表２に、表１に一覧される全てのＴ．クルージＪＬ７抗原変異型（ＪＬ７ｓｈｏｒｔ３
を除く）の免疫学的活性を示す。
　表２の全ての試料を、製造元の取扱説明書に従って、いくつかのＴ．クルージ抗原を使
用するがＪＬ７は使用しない市販のシャーガス病アッセイ（Ｂｉｏｋｉｔ　Ｓ．Ａ．のｂ
ｉｏｅｌｉｓａ　Ｃｈａｇａｓ）によって試験した。
【００６３】
　バイエルン赤十字からの血液ドナー（ｎ＝９９８）を含む特異度研究では、バイエルン
（ドイツ）は、シャーガス病の風土病地域ではなく、承認されたｂｉｏｅｌｉｓａ　Ｃｈ
ａｇａｓ（Ｂｉｏｋｉｔ　Ｓ．Ａ．）も非反応性であったという事実から、抗Ｔ．クルー
ジ抗体に対して４つの試料が誤った反応性であると予想されることが明らかとなった。
【００６４】
　試料が反応性であるかまたは非反応性であるかを決定するために、平均バックグラウン
ド信号を特定し（陰性試料の平均）、当該平均バックグラウンド信号の４．５倍（平均×
４．５）としてカットオフ値を算出した。
【００６５】
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　試料が反応性であるかまたは非反応性であるかを特定するための閾値としての当該カッ
トオフ値は、個別に、アッセイ条件に応じて選択される。そのような手順は、当業者に既
知である。それに加えて、絶対信号カウントは、当該信号カウントを所定のカットオフ値
で割ることによって正規化することができる（データは示されず）。したがって、陽性、
すなわち反応性試料は、１を超える（＞１）正規化された値として現れ、非反応性試料に
よる結果は、０と１の間の値を有するであろう。
【００６６】
　再び表２を参照すると、Ｔ．クルージＪＬ７抗原変異型の反応性が、完全反復ユニット
の数に強く依存していることは明らかである。そのため、当該孤立した繰り返しユニット
１または２、ならびに短くされたユニット４と融合された繰り返しユニット３は、著しく
減少した抗原性を示した。干渉に対するその脆弱性も、直ちに著しく減少すると思われる
。これとは対照的に、変異型ＪＬ７ｓｈｏｒｔ１＋２の場合のように２つの完全な繰り返
しユニットの融合は、完全なＪＬ７分子の場合と同様に全体の抗原性を維持し、同時に陰
性および陽性試料を正しく識別する。４つの干渉試料のうちの２つは、測定された信号に
おいて著しい減少を示した。ＪＬ７特異的部分が配列番号２の２つの反復配列のみからな
るＪＬ７変異型（ならびに配列番号２に対して、少なくとも９０％、ある実施形態では少
なくとも９５％のアミノ酸配列相同性を有する変異型）の使用は、抗Ｔ．クルージイムノ
アッセイの特異度をかなり増加させる。

【図１】 【図２】
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