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(57)【要約】
　本発明は、対象の試料中におけるＣ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）のコアポリペプチドの検
出方法であって、（ａ）前記試料を塩基および陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤と
接触させるステップと、（ｂ）前記試料中の前記ＨＣＶのコアポリペプチドを検出するス
テップと、を含む方法に関する。本発明はさらに、前記試料を塩基および陽イオン性界面
活性剤を含む表面活性剤と接触させるステップを含む、ＨＣＶの検出のために対象の試料
を予備処理するための方法、ならびに塩基および陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤
を含む試料中のＨＣＶを検出するための予備処理試薬に関し、前記表面活性剤は非イオン
性界面活性剤をさらに含む。さらに、本発明はさらに、本発明の方法に関するキット、使
用および装置に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象の試料中のＣ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）のコアポリペプチドの検出方法であって、
　（ａ）前記試料を塩基および陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤と接触させるステ
ップであり、一実施形態では、前記陽イオン界面活性剤が４級アンモニウム界面活性剤で
あるステップと、
　（ｂ）前記試料中の前記ＨＣＶの前記コアポリペプチドを検出するステップと、を含む
方法。
【請求項２】
　前記表面活性剤が、非イオン性界面活性剤、一実施形態ではアルキルグリコシド、さら
なる実施形態ではオクチルグリコシド（ｎ－オクチル－β－Ｄ－グルコシド、ＣＡＳ番号
２９８３６－２６－８）をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記試料を還元剤と接触させるステップを含まない、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記試料をカオトロピック剤と接触させるステップを含まない、請求項１から３のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記コアポリペプチドを検出化合物、一実施形態では検出抗体と接触させるステップを
さらに含む、請求項１または４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記ＨＣＶコアポリペプチドを検出する前記ステップが、サンドイッチ免疫測定法での
前記ＨＣＶコアポリペプチドを検出するステップを含む、請求項１から５のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項７】
　前記塩基がブレンステッド－ローリー塩基であり、一実施形態では水酸化ナトリウムま
たは水酸化カリウムであり、さらなる実施形態では水酸化カリウムである、請求項６に記
載の方法。
【請求項８】
　前記試料を前記塩基および前記表面活性剤と同時に接触させる、請求項１から７のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項９】
　ＨＣＶの検出のために対象の試料を予備処理するための方法であって、前記試料を塩基
および陽イオン性界面活性剤と接触させるステップを含む方法。
【請求項１０】
　試料中におけるＨＣＶを検出するための予備処理試薬であって、塩基および陽イオン性
界面活性剤を含む表面活性剤を含み、前記表面活性剤が非イオン性界面活性剤をさらに含
む試薬。
【請求項１１】
　１．３％（ｗ／ｖ）から２％（ｗ／ｖ）の濃度の前記陽イオン性界面活性剤および少な
くとも０．２５％（ｗ／ｖ）、一実施形態では０．２５％（ｗ／ｖ）から２．５％、さら
なる実施形態では０．３％（ｗ／ｖ）から１．５％（ｗ／ｖ）の濃度の前記非イオン性界
面活性剤を含む、請求項１０に記載の予備処理試薬。
【請求項１２】
　試料中のＨＣＶを検出するためのキットであって、塩基および陽イオン性界面活性剤を
含む表面活性剤を含み、前記表面活性剤が非イオン性界面活性剤をさらに含むキット。
【請求項１３】
　前記ＨＣＶに特異的に結合する少なくとも１つ、一実施形態では少なくとも２つの結合
化合物をさらに含む、請求項１２に記載のキット。
【請求項１４】
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　ＨＣＶを検出するための免疫測定法で使用するために、対象の試料の予備処理のための
塩基および陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤を含む組成物の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、対象の試料中のＣ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）のコアポリペプチドの検出方法
であって、（ａ）前記試料を塩基および陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤と接触さ
せるステップと、（ｂ）前記試料中の前記ＨＣＶのコアポリペプチドを検出するステップ
と、を含む方法に関する。本発明はさらに、ＨＣＶの検出のために対象の試料を予備処理
するための方法であり、前記試料を塩基および陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤と
接触させるステップを含む方法、ならびに試料中のＨＣＶを検出するための予備処理試薬
であって、塩基および陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤を含み、前記表面活性剤が
非イオン性界面活性剤をさらに含む予備処理試薬に関する。さらに、本発明はさらに、本
発明の方法に関するキット、使用および装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）はフラビウイルス科ヘパシウイルス属の小さなエンベロー
プウイルスであり、ゲノムとして＋鎖の１本鎖ＲＮＡを含む。ＨＣＶ粒子中において、コ
アタンパク質はＲＮＡゲノムと関連し、ウイルス糖タンパク質Ｅ１およびＥ２を含む膜に
よって囲まれたキャプシド様構造を形成する。ＨＣＶは、少なくとも６個または７個の遺
伝子型を含み、非Ａ非Ｂ型肝炎としても知られるＣ型肝炎の病原体として同定された。
【０００３】
　ＨＣＶ感染の診断は通常、血液から得られた試料で実施し、典型的にはウイルスコアタ
ンパク質を免疫学的に検出するか、または抗ＨＣＶ抗体を検出するか、またはその両方、
あるいはＰＣＲによってウイルスゲノムを検出する。ＨＣＶを検出するため、特にＨＣＶ
コアポリペプチドを検出するための免疫測定法で全般的に重要なことは、感染後のあらゆ
る相における感染試料を確実に検出する一方、例えば、疑陽性のような偽結果の数が可能
な限り少ない、高感度で特異性の高い試験を提供することである。さらに、干渉に対する
感受性はまた、不明瞭または偽結果を招くことが多く、さらに高価で時間のかかる調査が
必要となるので望ましくない。当業界で使用される免疫学的方法には、界面活性剤および
／またはカオトロピック剤の存在下での酸性もしくは中性処理の様々な組み合わせ（欧州
特許出願公開第０９６７４８４Ａ１号、欧州特許出願公開第１０２０７２７Ａ１号、欧州
特許出願公開第１６９１１９８Ａ１号）または測定法の感受性を増強するためにウイルス
粒子を分解することを目的とした、試料もしくはそれらからペレットにしたウイルスのカ
オトロピック剤によるアルカリｐＨでの処理（特開１９９９－１７８１７４Ａ号公開；欧
州特許出願公開第２３２７９８７Ａ２号、；Ｔａｎａｋａら（１９９５）、Ｊ　Ｈｅｐａ
ｔｏｌ　２３：７４２）が含まれる。同じ目的で、高い塩濃度も使用された（欧州特許出
願公開第１０８３４２８Ａ２号）。しかし、酸処理は、可逆的な変性の原因となり、ウイ
ルス粒子の少なくとも部分的な再集合が起こり得る。さらに、潜在的に混入している血液
試料のイムノグロブリンも復元する可能性があり、したがって、効果的に除去されない。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　したがって、本発明の目的は、先行技術、特に、特異性の増強および／または干渉に対
する感受性の減少に関する欠点を少なくとも部分的に回避する、ＨＣＶを検出するための
改善された手段および方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　この課題は、独立項の内容を用いて、本発明の手段および方法によって解決する。好ま
しい実施形態は、単独の状態で、または任意の組み合わせで実現することができ、従属項
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に列記されている。
【０００６】
　したがって、本発明は、対象の試料中のＣ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）のコアポリペプチ
ドの検出方法であって、
　（ａ）前記試料を塩基および陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤と接触させるステ
ップと、
　（ｂ）前記試料中の前記ＨＣＶのコアポリペプチドを検出するステップと、を含む方法
に関する。
【発明を実施するための形態】
【０００７】
　以下で使用したように、用語「有する（ｈａｖｅ）」、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」
または「含む（ｉｎｃｌｕｄｅ）」またはそれらの任意の文法的変化形は非排他的に使用
される。したがって、これらの用語はいずれも、これらの用語によって導かれる特徴の他
に、この文脈で記載された実体にさらなる特徴が存在しない状況および１つまたは複数の
さらなる特徴が存在する状況を意味していてもよい。一例として、表現「ＡはＢを有する
（Ａ　ｈａｓ　Ｂ）」、「ＡはＢを含む（Ａ　ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ　Ｂ）」および「Ａは
Ｂを含む（Ａ　ｉｎｃｌｕｄｅｓ　Ｂ）」はいずれも、Ｂの他に、その他の要素がＡに存
在しない状況（すなわち、Ａは単独で排他的にＢからなる状況）ならびにＢの他に、要素
Ｃ、要素ＣおよびＤまたはさらに他の要素などの１つまたは複数のさらなる要素が実体Ａ
に存在する状況を意味する。
【０００８】
　さらに、以下で使用するように、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、さらなる可能性を制限することなく、任意選択の特徴と併せて使用さ
れる。したがって、これらの用語によって導かれる特徴は、任意選択の特徴であり、けっ
して特許請求の範囲を制限するものではない。本発明は、当業者によって認識されるよう
に、代わりの特徴を使用することによって実施することができる。同様に、「本発明の実
施形態において」または類似の表現によって導かれる特徴は、本発明のさらなる実施形態
に関していかなる制限もすることなく、本発明の範囲に関していかなる制限もすることな
く、このように導かれた特徴と本発明のその他の任意選択の、もしくは任意選択ではない
特徴とを一緒にする可能性に関していかなる制限もすることなく、任意選択の特徴を意図
するものである。さらに、別途指示しない限り、用語「約」は、関連分野において一般的
に受け入れられている技術精度を有する指示した値に関し、一実施形態では指示した値±
２０％に関する。
【０００９】
　本発明のＨＣＶのコアポリペプチドの検出方法は、一実施形態ではインビトロ方法であ
る。さらに、上記で明確に言及したステップに加えてステップを含んでいてもよい。例え
ば、さらなるステップは、例えば、ステップａ）のための試料を得るステップ、またはス
テップｂ）において測定値もしくは修正した測定値を計算するステップに関していてもよ
い。さらに、前記ステップの１つまたは複数は、自動化設備によって実施してもよい。
【００１０】
　したがって、一実施形態では、ＨＣＶのコアポリペプチドの検出方法は以下のステップ
、
　（ａ）試料を塩基と接触させ、それによって試料を前記塩基と相互作用させる反応混合
物を生成するステップ、
　（ｂ）前記試料を陽イオン性界面活性剤と接触させ、任意選択で前記反応混合物を中和
するステップ、
　（ｃ）前記コアポリペプチドに特異的に結合する少なくとも２つの結合化合物、捕捉化
合物である前記少なくとも２つの結合化合物の少なくとも１つおよび検出化合物である前
記少なくとも２つの結合化合物の少なくとも１つを添加するステップ、
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　（ｄ）前記反応混合物を前記結合化合物と混合することによって免疫反応混合物を形成
するステップ、
　（ｅ）前記免疫反応混合物を、前記試料中に存在する前記コアポリペプチドが少なくと
も２つの結合化合物と免疫反応して免疫反応生成物を形成することができるのに十分な期
間維持するステップ、ならびに
　（ｆ）前記免疫反応生成物のいずれかの存在および／または濃度を検出するステップを
含む。
【００１１】
　当業者によって理解されるように、対象の試料中のウイルスのコアポリペプチドの検出
は通常、ウイルスの存在の指標となる。したがって、ＨＣＶのコアポリペプチドの検出方
法は、一実施形態では、対象の試料中のＨＣＶの検出方法であって、
　（ａ）前記試料を塩基および陽イオン性界面活性剤と接触させるステップと、
　（ｂ）前記試料中の前記ＨＣＶのコアポリペプチドを検出するステップと、それによっ
て
　（ｃ）前記ＨＣＶを検出するステップと、を含む方法である。
【００１２】
　一実施形態では、前述の方法において、コアポリペプチドは、大きさを区別しない検出
方法、すなわち、一実施形態では、検出した分析物の分子量を検出せずに前記コアポリペ
プチドの特徴を検出する方法によって検出する。したがて、一実施形態では、前述の方法
は、サンドイッチ免疫測定法、特に、２抗体サンドイッチ免疫測定法、例えば、サンドイ
ッチＥＬＩＳＡまたはサンドイッチＥＣＬＩＡを含む。
【００１３】
　用語「ウイルス」は当業者によって理解されている。用語「Ｃ型肝炎ウイルス」または
「ＨＣＶ」は、当業者にも公知のヘパシウイルス属のメンバーに関する。一実施形態では
、ＨＣＶはＳｍｉｔｈら（２０１４年）、Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ　５９（１）：３１８に
記載されたＨＣＶの１つである。さらなる実施形態では、ＨＣＶは、特にジェンバンク受
託番号：ＮＣ＿００４１０２．１　ＧＩ：２２１２９７９２で表記されるゲノムを有する
ＨＣＶ遺伝子型１であり、特にジェンバンク受託番号：ＮＣ＿００９８２３．１　ＧＩ：
１５７７８１２１２で表記されるゲノムを有するＨＣＶ遺伝子型２であり、特にジェンバ
ンク受託番号：ＮＣ＿００９８２４．１　ＧＩ：１５７７８１２１６で表記されるゲノム
を有するＨＣＶ遺伝子型３であり、特にジェンバンク受託番号：ＮＣ＿００９８２５．１
　ＧＩ：１５７７８１２０８で表記されるゲノムを有するＨＣＶ遺伝子型４であり、特に
ジェンバンク受託番号：ＮＣ＿００９８２６．１　ＧＩ：１５７７８１２１０で表記され
るゲノムを有するＨＣＶ遺伝子型５であり、特にジェンバンク受託番号：ＮＣ＿００９８
２７．１　ＧＩ：１５７７８１２１４で表記されるゲノムを有するＨＣＶ遺伝子型６であ
り、特にジェンバンク受託番号：ＥＦ１０８３０６．２　ＧＩ：７６３９０７３４４で表
記されるゲノムを有するＨＣＶ遺伝子型７、特に遺伝子型７ａである。さらなる実施形態
では、ＨＣＶは特にジェンバンク受託番号：ＮＣ＿００４１０２．１　ＧＩ：２２１２９
７９２で表記されたゲノムを有するＨＣＶ遺伝子型１である。
【００１４】
　本発明の方法の文脈で使用した用語「接触させること」は、当業者によって理解されて
いる。一実施形態では、この用語は本発明の化合物、特に塩基を試料またはさらなる化合
物と物理的と接触させ、それによって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。一実施形態では、用語「試料を塩基と接触させること」は、本明細書で規定し
た試料を塩基と接触させること、すなわち、試料または希釈液で希釈した試料を塩基と接
触させることに関し、前記希釈液には本明細書で規定した塩基は含まれない。したがって
、一実施形態では、任意選択で沈殿ステップの前に遠心分離によって試料からペレットを
得ること、および前記ペレットを塩基と接触させることは、試料を本発明による塩基と接
触させることではない。本明細書では、用語「反応混合物」は、第１の化合物を第２の化
合物と、例えば、塩基を試料と接触させ、前記第１および第２の化合物を反応させる任意
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の混合物に関する。
【００１５】
　本明細書では、用語「塩基」は、水性溶液中のｐＨの上昇を誘導する化合物に関する。
一実施形態では、塩基はブレンステッド－ローリー塩基である。さらなる実施形態では、
塩基は水性溶液中において水酸化イオンを含むかまたは発生させる化合物である。さらな
る実施形態では、塩基は、水酸化アルカリ金属、例えば、ＬｉＯＨ、ＮａＯＨ、ＫＯＨも
しくはＲｂＯＨまたは水酸化アルカリ土類金属、例えば、Ｂｅ（ＯＨ）２、Ｍｇ（ＯＨ）

２もしくはＣａ（ＯＨ）２である。別の実施形態では、塩基は最大で４、一実施形態では
最大で３、さらなる実施形態では最大で２のｐＫＢ値を有する。さらなる実施形態では、
塩基は水酸化ナトリウムまたは水酸化カリウム、特に水酸化カリウムである。
【００１６】
　一実施形態では、試料を塩基と接触させることは、前記試料を少なくとも１０．５のｐ
Ｈで、さらなる実施形態では少なくとも１１．６のｐＨで、さらなる実施形態では、少な
くとも１１．７５のｐＨで、一実施形態では、少なくとも１１．９で、さらなる実施形態
では少なくとも１２で、さらなる実施形態では少なくとも１２．１でインキュベートする
ことを含む。当業者によって理解されるように、強アルカリｐＨで長時間インキュベート
することは、コアポリペプチドを含むポリペプチドの加水分解の原因となり得る。したが
って、一実施形態では、試料は最大で１４のｐＨで、さらなる実施形態では最大で１３．
２のｐＨで、さらなる実施形態では最大で１３でインキュベートする。別の実施形態では
、試料は１１．７５から１２．７５のｐＨで、一実施形態では１１．９から１２．６、さ
らなる実施形態では１２から１２．５でインキュベートする。一実施形態では、水性溶液
のｐＨはＤＩＮ　ＥＮ　ＩＳＯ　１０５２３（２０１２年４月）によって判定する。さら
なる実施形態では、試料を塩基と接触させることは、試料を上記で指示したｐＨの緩衝液
と、一実施形態では、上記で指示したｐＨで少なくとも１ｐＫＢを有する緩衝液化合物を
含む緩衝液と接触させることである。
【００１７】
　一実施形態では、試料を塩基と接触させることは、前記試料を、一実施形態では塩基の
水性溶液と接触させることを含み、前記溶液中の前記塩基の濃度は０．１ｍｏｌ／ｌから
１ｍｏｌ／ｌ、一実施形態では０．１５ｍｏｌ／ｌから０．５ｍｏｌ／ｌ、一実施形態で
は０．２ｍｏｌ／ｌから０．３ｍｏｌ／ｌ、一実施形態では約０．２５ｍｏｌ／ｌ、一実
施形態では０．２５ｍｏｌ／ｌである。一実施形態では、試料および塩基の溶液は、この
ような場合、約２：１（試料：塩基溶液）の比で、さらなる実施形態では２：１（試料：
塩基溶液）の比で混合する。したがって、一実施形態では、試料を塩基と接触させること
は、前記塩基を前記試料に対して最終濃度が０．０５ｍｏｌ／ｌから０．１７ｍｏｌ／ｌ
になるまで、一実施形態では０．０７ｍｏｌ／ｌから０．０９ｍｏｌ／ｌまでになるまで
添加することを含む。
【００１８】
　一実施形態では、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５
分間、さらなる実施形態では少なくとも９分間インキュベートすることを含む。当業者に
よって理解されるように、強アルカリｐＨでの長時間インキュベーションは、コアポリペ
プチドを含むポリペプチドの加水分解の原因となり得る。したがって、一実施形態では、
試料は塩基の存在下で２時間未満、一実施形態では１時間未満、さらなる実施形態では３
０分未満インキュベートする。したがって、一実施形態では、試料は塩基の存在下で５分
から６０分間、一実施形態では６分から２０分間、さらなる実施形態では９分から１５分
間インキュベートする。
【００１９】
　したがって、一実施形態では、試料を塩基と接触させることは、試料を１１．７５から
１２．７５のｐＨで５分から６０分間、一実施形態では６分から２０分間、さらなる実施
形態では９分から１５分間インキュベートすることを含む。別の実施形態では、試料を塩
基と接触させることは、試料を１１．９から１２．６のｐＨで５分から６０分間、一実施
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形態では６分から２０分間、さらなる実施形態では７分から１５分間インキュベートする
ことを含む。さらなる実施形態では、試料を塩基と接触させることは、試料を１２から１
２．５のｐＨで５分から６０分間、一実施形態では６分から２０分間、さらなる実施形態
では９分から１５分間インキュベートすることを含む。
【００２０】
　本発明のコアポリペプチドの検出方法はさらに、一実施形態では、前記試料を塩基と接
触させる前、後および／または同時に試料を表面活性剤と接触させることを含む。一実施
形態では、試料は前記塩基および前記表面活性剤と同時に接触させる。当業者によって理
解されるように、用語「同時に接触させること」は、一実施形態では、試料、塩基および
表面活性剤が共通の溶液中で、少なくとも本明細書の他のところで規定したような塩基に
よる試料の処理時間存在させるような方法で、試料を塩基および表面活性剤と接触させる
処理に関する。したがって、同時処理は、塩基を塩基処理後に中和し、形式上それ以上存
在しない場合を含むものとする。用語「表面活性剤」は、本明細書では、両親媒性を有し
、それらを含む液体の表面張力を低下させる化合物または化合物の混合物に関する。本明
細書では、用語「界面活性剤」は広義に使用され、表面活性剤の特性を有する化合物また
は混合物に関する。一実施形態では、表面活性剤は陽イオン性界面活性剤を含む。陽イオ
ン性界面活性剤は当業界では公知で、限定はしないが、４級アンモニウム界面活性剤を含
む。一実施形態では、陽イオン性界面活性剤は、ヘキサデシル－トリメチルアンモニウム
塩であり、一実施形態ではヘキサデシル－トリメチルアンモニウムクロリド（ＨＴＡＣ、
ＣＡＳ番号１１２－０２－７）である。さらなる実施形態では、表面活性剤は、非イオン
性界面活性剤をさらに含み、すなわち、表面活性剤は陽イオン性および非イオン性界面活
性剤の混合物である。一実施形態では、非イオン性界面活性剤はアルキルグリコシドであ
り、さらなる実施形態ではｎ－アルキルグリコシドであり、さらなる実施形態ではオクチ
ルグリコシド（ｎ－オクチル－β－Ｄ－グルコシド、ＣＡＳ番号２９８３６－２６－８）
である。一実施形態では、表面活性剤は前記陽イオン性界面活性剤および前記非イオン性
界面活性剤からなる。
【００２１】
　一実施形態では、試料を塩基と接触させることは、前記試料を１０℃から５０℃の温度
、一実施形態では２０℃から４５℃、さらなる実施形態では３０℃から４０℃、さらなる
実施形態では３７±３℃の温度でインキュベートすることを含む。
【００２２】
　理解されるように、特に使用した結合化合物（複数可）の性質に応じて、塩基処理した
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有利であり得る。したがって、
一実施形態では、方法は、ステップｂ）においてコアポリペプチドを検出する前に塩基を
中和するさらなるステップを含む。しかし、中和はまた、例えば、塩基処理した試料を塩
基処理後強度に希釈する場合、および／または使用した結合化合物（複数可）がアルカリ
条件に非感受性の場合は不必要であろう。一実施形態では、試料は７±２のｐＨまで、一
実施形態では７±１．５まで、さらなる実施形態では７±１のｐＨまで中和する。当業者
ならば、水溶液中の塩基を中和するための適切な方法を知っている。一実施形態では、中
和は適切なｐＨで緩衝された緩衝液化合物を添加することによって、一実施形態では少な
くとも１部の０．２ｍｏｌ／ｌ緩衝液、さらなる実施形態では０．２ｍｏｌ／ｌリン酸緩
衝液、さらなる実施形態では０．２ｍｏｌ／ｌリン酸カリウム緩衝液を２部の試料／塩基
混合物に添加することによって達成する。一実施形態では、上記の０．２ｍｏｌ／ｌ緩衝
液のｐＨは５．５から７．５、さらなる実施形態では６から７、さらなる実施形態では約
６．５、さらなる実施形態では６．３から６．５である。一実施形態では、中和は、試料
を本発明の結合化合物と接触させる前に実施する。さらなる実施形態では、本発明の結合
化合物（複数可）は、中和用に使用した中和溶液中に含まれ、すなわち、中和は前記ＨＣ
Ｖを結合ポリペプチドと接触させている間に実施する。
【００２３】
　一実施形態では、試料中に存在するポリペプチドは、前記試料を塩基で処理する前に試
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料から除去しない。一実施形態では、変性ポリペプチドはアルカリ処理後、特に塩基の中
和後に除去しない。さらなる実施形態では、変性ポリペプチドはカオトロピック剤を添加
することによって可溶化しない。しかし、本発明では、アルカリ処理後または処理中に穏
やかな表面活性剤を添加すること、一実施形態では、本明細書の他のところで規定した１
つまたは複数の界面活性剤を含む表面活性剤を添加することを想定する。
【００２４】
　本明細書では、用語「検出する」とは、試料中で検出すべきＨＣＶのコアポリペプチド
の少なくとも１つの特徴を、一実施形態では免疫学的特徴を定性的または定量的に検出す
ることを意味する。本発明による特徴は、一実施形態では、例えば、前記特徴に特異的に
結合する結合化合物によって試料中のコアポリペプチドの検出を容易にするコアポリペプ
チドの構造的特徴である。一実施形態では、前記特徴は同定を、さらなる実施形態では、
免疫学的手段によるコアポリペプチドの定量を容易にする。典型的に使用できる特徴は、
試料中に存在するその他の化学化合物からの前記コアポリペプチドの識別を容易にする特
徴である。一実施形態では、コアポリペプチドの検出によって、方法の検出限界を上回る
力価でコアポリペプチドが試料中に存在するかしないかを確立する。所与の方法の検出限
界を確立する方法は、当業者には公知であり、例えば、希釈測定実験が含まれる。さらな
る実施形態では、検出は、試料中のコアポリペプチドまたはＨＣＶの量または力価の半定
量的または定量的検出である。定量的検出では、コアポリペプチドまたはＨＣＶの絶対的
または正確な量を検出するか、あるいはコアポリペプチドまたはＨＣＶの相対的量を検出
する。相対的量は、正確な量が検出できない、または検出してはならない場合に検出する
ことができる。前記場合において、コアポリペプチドまたはＨＣＶが存在する量が、第２
の量、一実施形態では予め測定された量における前記コアポリペプチドまたはＨＣＶを含
む第２の試料に対して増加または減少しているかどうかを検出することができる。
【００２５】
　当業者によって理解されるように、コアポリペプチドの検出方法は、選択した測定形式
に左右される。一実施形態では、測定法は、分析物、例えば、ＨＣＶ、そのキャプソメア
またはそのコアポリペプチドが固相表面に結合した捕捉化合物に結合しており、捕捉され
た分析物の量が、前記捕捉された分析物を下回る本明細書で規定した検出化合物の結合に
よって検出されるサンドイッチ測定法である。一実施形態では、捕捉および／または検出
化合物は抗体であり、サンドイッチ測定法はサンドイッチ免疫測定法である。当業者によ
って理解されるように、一実施形態では、分析物の検出可能な特徴は分析物上に１つを上
回って存在していてもよく、このような場合、捕捉化合物および検出化合物はいずれも前
記特徴を認識することができるか、または捕捉化合物が第１の特徴を認識し、検出化合物
が第２の、すなわち、構造的に異なる特徴を認識する。しかし、分析物の特異的に検出可
能な特徴は分析物上に１つのみ存在していてもよく、このような場合、一実施形態では、
捕捉化合物が第１の特徴を認識し、検出化合物が第２の、すなわち、構造的に異なる特徴
を認識する。
【００２６】
　一実施形態では、検出されたＨＣＶおよび／またはコアポリペプチドの特徴は、前記Ｈ
ＣＶのコアポリペプチドに含まれるエピトープである。ＨＣＶの文脈における用語「コア
ポリペプチド」は、ウイルス粒子中のウイルスＲＮＡに結合するポリペプチドに関連して
当業者には公知であり、このような理由で、コアポリペプチドはまた「キャプシドポリペ
プチド」または「キャプシドタンパク質」と呼ばれるが、ＨＣＶはその他のほとんどのウ
イルスで知られている定型のキャプシド構造を形成しない。したがって、一実施形態では
、用語コアポリペプチドは、ウイルスコアの主要な構造成分であるポリペプチドに関し、
一実施形態では、コアの構造成分は、構造的に正常なコアを形成するため、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な成分である。さらなる実施形態では、コア
ポリペプチドは、キャプシドまたはキャプシド様構造当たり少なくとも５コピーで、一実
施形態では、キャプシドまたはキャプシド様構造当たり少なくとも１０コピーでウイルス
コア中に存在するポリペプチドである。さらなる実施形態では、ＨＣＶのコアポリペプチ
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ドは、特に配列番号１または２のアミノ酸配列を含む、ウイルスコアポリペプチドｐ２１
またはｐ１９である。
【００２７】
　本発明の方法は、上記で規定したようなＨＣＶのコアポリペプチドを検出することを含
み、したがって、前記方法で検出すべき「分析物」は、一実施形態では、前記コアポリペ
プチドである。当業者によって理解されるように、方法はさらに、さらなる分析物、例え
ば、１つまたは複数のさらなるコアポリペプチド（複数可）を検出することを含んでいて
もよい。また当業者によって理解されるように、分析物としてのウイルスコアポリペプチ
ドの検出は、一実施形態では、前記コアポリペプチドのオリゴマーを検出することを含ん
でいてもよく、かつ／または完全なキャプシドを検出することを含んでいてもよい。
【００２８】
　一実施形態では、コアポリペプチドの検出は、試料を結合化合物と接触させることを含
む。本明細書では、用語「結合化合物」は、本発明の分析物に結合する化学分子、一実施
形態では、コアポリペプチドに関する。一実施形態では、結合化合物は、有機分子または
その複合体であり、さらなる実施形態では、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。一実施形態では、結合化合物は抗体、特にモノクローナル抗体である。
したがって、本明細書では、用語「免疫反応生成物」は、一実施形態では、少なくとも１
つの抗体と本発明のコアポリペプチド、特にＨＣＶコアポリペプチドとの特異的な複合体
に関する。一実施形態では、結合化合物は、分析物および結合化合物を含む複合体の検出
を可能にするために十分な親和性で本発明の分析物に間接的または直接的に結合する。一
実施形態では、分析物／結合化合物複合体の解離定数（Ｋｄ）は最高１０－７ｍｏｌ／ｌ
、さらなる実施形態では、最高１０－８ｍｏｌ／ｌ、さらなる実施形態では、最高１０－

９ｍｏｌ／ｌである。一実施形態では、結合化合物は、コア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ために十分な親和性で本発明のコアポリペプチドに間
接的または直接的に結合する。一実施形態では、結合化合物は本発明の分析物、特にコア
ポリペプチドに特異的に結合する化合物である。一実施形態では、結合化合物は、（ｉ）
アルカリ処理コアポリペプチドまたは（ｉｉ）アルカリ処理コアポリペプチドおよび非ア
ルカリ処理コアポリペプチドに特異的に結合し、したがって、一実施形態では、結合化合
物は本明細書の他のところで規定したアルカリ処理によって変性しないコアポリペプチド
の１エピトープに結合する。さらなる実施形態では、結合化合物は、近接した（直鎖）エ
ピトープ、すなわち、分析物、例えば、コアポリペプチドのアミノ酸配列中で近接してい
るアミノ酸によって形成されるエピトープに結合する。したがって、一実施形態では、結
合化合物は、分析物の立体構造的エピトープに結合しない結合化合物である。一実施形態
では、（ｉ）アルカリ処理コアポリペプチドまたは（ｉｉ）アルカリ処理コアポリペプチ
ドおよび非アルカリ処理コアポリペプチドに特異的に結合する結合化合物は、本明細書で
以下に記載した方法によって同定した結合化合物である。一実施形態では、少なくとも１
つの結合化合物は、ＨＣＶコアタンパク質のアミノ酸１５７～１６９に対応する、一実施
形態では、配列番号１のアミノ酸１５７～１６９に対応するエピトープに結合する。さら
なる実施形態では、少なくとも１つの結合化合物は、ＨＣＶコアタンパク質のアミノ酸１
０１～１１２に対応する、一実施形態では、配列番号１のアミノ酸１０２～１１２に対応
するエピトープに結合する。一実施形態では、少なくとも１つの結合化合物は、ＨＣＶコ
アタンパク質のアミノ酸１５７～１６９に対応する、一実施形態では、配列番号１のアミ
ノ酸１５７～１６９に対応するエピトープに結合し、少なくとも１つのさらなる結合化合
物はＨＣＶコアタンパク質のアミノ酸１０２～１１２に対応する、一実施形態では配列番
号１のアミノ酸１０２～１１２に対応するエピトープに結合する。
【００２９】
　当業者が理解するように、用語「特異的に結合すること」またはその文法的変化形は、
試料中に存在するその他の化合物、典型的には生体分子は本発明のリガンド、特に結合化
合物にあまり結合しないことを示すために使用され、一実施形態では、この用語は化学化
合物、例えば、干渉化合物の、分析物との相互作用に関与しない結合化合物の領域への結
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合を排除しない。一実施形態では、結合化合物の分析物以外の化合物への結合のレベルは
それぞれ、分析物に対する親和性の最高でも１０％以下、５％以下、２％以下または１％
以下である結合親和性で生じる。
【００３０】
　一実施形態では、コアポリペプチドの検出は、コアポリペプチドの捕捉化合物を用いた
固相表面への捕捉を含む。本明細書では、用語「捕捉化合物」は、本明細書の他のところ
で規定した固相表面に付着した、または付着するように適応した結合化合物に関する。当
業者によって理解されるように、捕捉化合物は、前記捕捉化合物を試料と接触させる前、
同時または後に固相表面に付着させることができる。一実施形態では、捕捉化合物は、前
記捕捉化合物を試料と接触させるのと同時に、例えば、前記試料、前記捕捉化合物および
前記固相表面を混合することによって、このような場合ビーズの形態であってもよい固相
表面に付着させる。当業者が理解するように、固相表面に結合した捕捉化合物を試料と接
触させることは、存在するならば、前記試料に含まれるその他の化合物から、前記捕捉化
合物に結合した分析物を特異的に分離することを可能にする。結合化合物、例えば、生体
分子、典型的にはポリペプチドの固相表面への付着方法は、当業界では周知であり、例え
ば、疎水性相互作用、ビオチン化および固定したストレプトアビジンによる結合、共有結
合、抗体－抗原相互作用など、またはこれらの相互作用の組み合わせによる結合を含む。
一実施形態では、捕捉化合物はまた、捕捉複合体であってもよい。一実施形態では、捕捉
化合物は抗体である。さらなる実施形態では、捕捉化合物はモノクローナル抗体である。
別の実施形態では、捕捉化合物は抗体、すなわち捕捉抗体、特にモノクローナル抗体であ
る。一実施形態では、捕捉抗体はビオチンに共有結合している。
【００３１】
　一実施形態では、コアポリペプチドの検出は、前記コアポリペプチドを検出化合物と接
触させることを含む。本明細書では、用語「検出化合物」は、本明細書の他のところで規
定した指示物に結合した結合化合物に関する。一実施形態では、検出化合物は固相表面に
は結合しておらず、固相表面に結合するように適応してもいない。一実施形態では、検出
化合物は、本発明の分析物、一実施形態では、コアポリペプチドに直接結合する化合物で
ある。一実施形態では、検出化合物はまた、検出複合体であってもよい。当業者であれば
、選択した指示物に応じて、結合化合物または結合複合体がどのように指示物に結合する
か知っている。一実施形態では、検出化合物中の結合剤および指示物の間の結合は共有結
合である。一実施形態では、検出化合物は抗体、すなわち検出抗体である。さらなる実施
形態では、検出化合物はモノクローナル抗体である。別の実施形態では、検出化合物は、
ルテニウムイオンを含む複合体、例えば、トリス（２，２’－ビピリジル）ルテニウム（
ＩＩ）複合体に共有結合した抗体、特にモノクローナル抗体である。
【００３２】
　一実施形態では、捕捉化合物の結合化合物および検出化合物の結合化合物は同一ではな
い。一実施形態では、少なくとも１つの捕捉化合物または結合化合物は、ＨＣＶコアタン
パク質のアミノ酸１５７～１６９に対応する、一実施形態では、配列番号１のアミノ酸１
５７～１６９に対応するエピトープに結合する。さらなる実施形態では、少なくとも１つ
の検出化合物または結合化合物は、ＨＣＶコアタンパク質のアミノ酸１０１～１１２に対
応する、一実施形態では、配列番号１のアミノ酸１０２～１１２に対応するエピトープに
結合する。一実施形態では、少なくとも１つの捕捉化合物は、ＨＣＶコアタンパク質のア
ミノ酸１５７～１６９に対応する、一実施形態では、配列番号１のアミノ酸１５７～１６
９に対応するエピトープに結合する。さらなる実施形態では、少なくとも１つの検出化合
物は、ＨＣＶコアタンパク質のアミノ酸１０１～１１２に対応する、一実施形態では、配
列番号１のアミノ酸１０２～１１２に対応するエピトープに結合する。一実施形態では、
少なくとも１つの捕捉化合物は、ＨＣＶコアタンパク質のアミノ酸１５７～１６９に対応
する、一実施形態では、配列番号１のアミノ酸１５７～１６９に対応するエピトープに結
合し、少なくとも１つの検出化合物はＨＣＶコアタンパク質のアミノ酸１０２～１１２に
対応する、一実施形態では配列番号１のアミノ酸１０２～１１２に対応するエピトープに
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結合する。
【００３３】
　用語「指示物」は、本明細書では、前記指示物を含む分子または複合体の存在を検出可
能にするために適応した化合物に関する。典型的には、指示物は検出可能な特性、典型的
には光学的または／および酵素的特性を有する。しかし、前記検出可能な特性とは放射活
性を発する特性であることも想定される。
【００３４】
　用語「光学的特性」とは、本明細書では、光学的機器によって検出することができる任
意の特性に関する。具体的に、光学的に測定可能な特性は、反射特性、透過特性、放射特
性、散乱特性、蛍光特性、リン光特性、回折特性および偏光特性からなる群から選択され
る少なくとも１つの特性であってもよく、または含んでいてもよい。本発明によって想定
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。一実施形態では、本明
細書で言及した光学的に測定可能な特性は、光吸収、光放射、減光またはそれらに関連し
た特性などの光学的に検出できる化学化合物の特性を意味する。本明細書で使用したよう
な光学的に測定可能な特性の検出には、以前に検出可能ではなかった特性の存在の検出、
以前に検出した特性が存在しないことの検出、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範囲に相関するシグナル強度の変化の検出が包含
されることも理解されよう。用語「光学的に測定可能な特性」とはまた、一実施形態では
、電気発生化学発光としても知られる電気化学発光に関することも理解される。
【００３５】
　用語「酵素的特性」とは、本明細書では、生物学的触媒を用いて基質から検出可能な生
成物が生成したことの指示物の特性に関する。したがって、酵素的特性は典型的には、前
記指示物中に前記酵素的特性を有するポリペプチドの存在によって付与される。典型的に
は、酵素的特性は、ホスファターゼ活性（例えば、アルカリホスファターゼ）、ペルオキ
シド活性（例えば、セイヨウワサビペルオキシダーゼ）およびグリコシダーゼ活性（例え
ば、ベータ－ガラクトシダーゼ）からなる群から選択される少なくとも１つの酵素活性で
ある。酵素活性の典型的な基質は当業界では周知である。典型的には、前記酵素活性は、
本明細書で上記で規定したような測定可能な光学的特性を有する生成物を生成するか、ま
たは／および前記酵素活性は、電気的機器によって測定可能な生成物を生成する。
【００３６】
　本明細書では、用語「固相表面」は、本発明の捕捉化合物を結合するために適応した、
および、例えば、物理的手段によって、試料から分離するために適応した任意の適切な固
相表面に関する。一実施形態では、前記固相表面はビーズ、一実施形態では、マイクロビ
ーズ、例えば、磁性または常磁性マイクロビーズの表面である。一実施形態では、前記表
面は、例えば、捕捉化合物の部分構造に結合する分子に共有的または非共有的に付着する
ことによって、捕捉化合物の結合を改善するために適応している。捕捉化合物の部分構造
に結合する典型的分子は、例えば、抗体、ストレプトアビジン、ニッケルイオン複合体な
どである。さらなる実施形態では、固相表面は、前記捕捉化合物に、共有および／または
非共有結合によって、例えば、疎水性相互作用によって結合する。したがって、一実施形
態では、前記固相表面はマルチクラスタプレートの表面である。一実施形態では、マルチ
クラスタプレートの表面は、捕捉化合物の結合の親和性および／または能力が増大するよ
うに予備処理されている。適切な予備処理は当業界では公知である。
【００３７】
　用語「試料」は、本明細書では、本発明のＨＣＶ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。一実施形態では、試料は、本発明のコアポリペプチド、特にＨＣＶコ
アポリペプチドを含むことが疑われる試料である。一実施形態では、試料は、体液の試料
、組織もしくは器官の試料、または洗浄／リンスした液体の試料、または外部もしくは内
部の体表面から得られたスワブもしくはスメアであるか、または含む。一実施形態では、
糞便、尿、唾液、脳脊髄液、血液、血清、血漿または涙液の試料は、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、スパチュラ、リンス／洗浄液、
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穿孔生検装置、針もしくはランセットによる腔の穿刺の使用または外科的器具によって得
ることができる。しかし、一実施形態では、泌尿生殖器官、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摩擦、スワブまたは生検を含む周知の技術によって得
られた試料はまた、本発明の試料として含まれる。無細胞液は、均質化などの溶解技術お
よび／または濾過または遠心分離などの分離技術によって体液または組織または器官から
得ることができる。一実施形態では、試料は、本発明のＨＣＶおよび／またはＨＣＶコア
ポリペプチドを含むことが知られている体液、すなわち、一実施形態では、血液、血漿、
血清、唾液などから得られる。試料はさらに、本発明の方法を実施するために処理しても
よいことを理解されたい。詳細には、細胞は当業界で公知の方法および手段によって試料
から除去することができる。一実施形態では、試料は、イムノグロブリン、一実施形態で
は、血液、血清または血漿試料、さらなる実施形態では、血清または血漿試料を含む試料
である。
【００３８】
　用語「対象」は、本明細書では、動物、一実施形態では哺乳類、さらなる実施形態では
霊長類、さらなる実施形態ではヒトに関する。一実施形態では、本発明による対象は、Ｈ
ＣＶに感染したことが疑われる対象、したがって、一実施形態では、対象は、当業者に公
知で、本明細書の他のところで規定したようなＨＣＶ感染の少なくとも１つ、さらなる実
施形態では、少なくとも２つの症状を示す対象である。しかし、対象は、ＨＣＶに感染し
たと診断された対象の性交渉相手、親族、家族、同僚、友達および／または保護者も想定
される。
【００３９】
　用語「抗体」には、本明細書では、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的抗体（例えば、２特異的抗体）および本明細書の他のところで規
定したような所望する結合活性を示せば抗体断片も含む。一実施形態では、抗体はモノク
ローナル抗体である。一実施形態では、抗体は完全長抗体または抗体断片である。
【００４０】
　重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に応じて、抗体（イムノグロブリン）は異なるクラ
スに割り当てることができる。イムノグロブリンには５つの主要なクラス、ＩｇＡ、Ｉｇ
Ｄ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭがあり、これらのいくつかはさらにサブクラス（アイソ
タイプ）、例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２
に分類することができる。イムノグロブリンの異なるクラスのサブユニット構造および３
次元配置はよく知られており、全般的に、例えば、Ａｂｂａｓら、Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ａ
ｎｄ　Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、４編、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ，Ｃｏ．（２０
００年）に記載されている。抗体は、抗体と１つまたは複数のその他のタンパク質または
ペプチドの共有または非共有関係によって形成された大きな融合分子の一部であってもよ
い。
【００４１】
　用語「完全長抗体」、「完全な抗体」および「全抗体」は、以下に定義した抗体断片で
はなく、実質的に完全な形態の抗体を意味するために、本明細書では同義に使用される。
この用語は詳細には、Ｆｃ領域を含有する重鎖を有する抗体を意味する。「抗体断片」に
は、一実施形態では、それらの抗原結合領域を含む、完全な抗体の一部が含まれる。抗体
断片の例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２およびＦｖ断片、ダイアボディ、直鎖
抗体、１本鎖抗体分子、ナノボディ、および抗体断片から形成された多特異的抗体が含ま
れる。抗体のパパイン消化によって、それぞれが単一の抗原結合部位を有する「Ｆａｂ」
断片と呼ばれる２つの同一の抗原結合断片、および名前が容易に結晶化する能力を表して
いる残部の「Ｆｃ」断片が生じる。ペプシン処理によって、２つの抗原結合部位を有し、
まだ抗原と架橋結合することができるＦ（ａｂ’）２断片が生じる。「Ｆｖ」は、完全な
抗原結合部位を含有する最小限の抗体断片である。一実施形態では、２本鎖Ｆｖ種は、し
っかりと非共有結合した１つの重鎖および１つの軽鎖可変ドメインの２量体からなる。１
本鎖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は、軽鎖お
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よび重鎖が２本鎖Ｆｖ種におけるものと類似した「２量体」構造で結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って架橋結合することができる。この配置中におい
て、各可変ドメインの３つの高頻度可変領域（ＨＶＲ）が相互作用して抗原結合部位を決
定する。集合的に、６つのＨＶＲは抗原結合特異性を抗体に付与する。しかし、１つの可
変ドメイン（または１抗原に特異的なＨＶＲを３つだけ含むＦｖの半分）は、全結合部位
よりも親和性は低いが、抗原を認識し結合する能力を有する。用語「ダイアボディ」とは
、２つの抗原結合部位を備えた抗体断片を意味し、この断片は同じポリペプチド鎖（ＶＨ
－ＶＬ）中において軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に連結した重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含
む。同じ鎖の２つのドメインの間の対形成を可能にするには短すぎるリンカーを使用する
ことによって、ドメインは別の鎖の相補的ドメインと対形成し、２つの抗原結合部位を生
成するようにさせる。ダイアボディは２価または２特異性であってもよい。ダイアボディ
は、例えば、欧州特許第０４０４０９７号、国際公開第１９９３／０１１６１号パンフレ
ット、Ｈｕｄｓｏｎら、Ｎａｔ．Ｍｅｄ．９（２００３年）１２９～１３４およびＨｏｌ
ｌｉｎｇｅｒら、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　９０（１９９３年）６４４４～６４４８により完全
に記載されている。トリアボディおよびテトラボディはまた、Ｈｕｄｓｏｎら、Ｎａｔ．
Ｍｅｄ．９（２００３年）１２９～１３４に記載されている。
【００４２】
　本明細書では、用語「モノクローナル抗体」とは、実質的に均一な抗体集団から得られ
た抗体を意味し、すなわち、集団に含まれる個々の抗体は、微量で存在する可能性がある
、突然変異、例えば、天然に生じる突然変異以外は同一である。したがって、修飾語「モ
ノクローナル」は別々の抗体の混合物ではない抗体の特質を示す。ある種の実施形態では
、こ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、分析物結合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
析物結合ポリペプチド配列の選択を含む方法によって得られた。例えば、選択方法は、ハ
イブリドーマクローン、ファージクローンまたは組換えＤＮＡクローンの集団などの複数
のクローンからの特有のクローンの選択であってもよい。選択された標的結合配列は、例
えば、標的への親和性を改善するため、標的結合配列をヒト化するため、細胞培養におけ
る産生を改善するため、インビボにおけるその免疫原性を軽減するため、多特異的抗体を
生成するなどのためにさらに変化させることができ、変化させた標的結合配列を含む抗体
はまた本発明のモノクローナル抗体であることを理解されたい。異なる決定基（エピトー
プ）を対象とする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
ナル抗体調製物の各モノクローナル抗体は、抗原上の単一の決定基を対象とする。モノク
ローナル抗体調製物は、その特異性に加えて、典型的にその他のイムノグロブリンに汚染
されていないという利点がある。
【００４３】
　抗体またはその断片は、例えば、Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ「Ａｎｔｉｂｏｄｉ
ｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」ＣＳＨ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、１９８８年において記載されている方法を使用することによっ
て得ることができる。モノクローナル抗体は、マウスミエローマ細胞の免疫した哺乳類か
ら得られた脾臓細胞への融合を含む、Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ、Ｎａｔ
ｕｒｅ　２５６（１９７５年）、４９５およびＧａｌｆｒｅ、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ
．７３（１９８１年）、３で最初に記載された技術によって調製することができる。
【００４４】
　一実施形態では、本発明のコアポリペプチドの検出方法はさらに、前記試料をさらなる
化合物と接触させることを含む。塩基による処理と同時に使用することができるさらなる
化合物は、限定はしないが、ハロゲン化アルカリ金属、一実施形態では塩化アルカリ金属
、特に塩化カリウムを、一実施形態では０．１ｍｏｌ／ｌから１ｍｏｌ／ｌ、一実施形態
では０．２ｍｏｌ／から０．５ｍｏｌ／ｌ、さらなる実施形態では約０．３７５ｍｏｌ／
ｌ、さらなる実施形態では０．３７５ｍｏｌ／ｌの濃度で含むことができる。さらに、一
実施形態では、本発明のコアポリペプチドの検出方法はさらに、塩基による処理後に、前
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記試料を、緩衝液、例えば、リン酸カリウム緩衝液のような検出測定法、特に免疫学的測
定法で通常使用されるさらなる化合物、陰イオン性、非イオン性および／または双性イオ
ン性界面活性剤を含むさらなる界面活性剤、保存剤、ポリペプチドまたはそれらの混合物
、例えば、ウシ血清アルブミン、イムノグロブリンなどと接触させることを含む。
【００４５】
　一実施形態では、本発明のコアポリペプチドの検出方法は、試料をスルフヒドリル化合
物と接触させることを含まない。さらなる実施形態では、本発明のコアポリペプチドの検
出方法は、試料を還元剤と接触させることを含まない。用語「スルフヒドリル化合物」は
、本明細書では、少なくとも１つのＳＨ基を含む化合物、一実施形態では有機化合物、例
えば、ジチオスレイトール、β－メルカプトエタノール、β－メルカプトエチルアミン、
β－メルカプトエタンスルホン酸などに関する。用語「還元剤」は当業者によって理解さ
れている。一実施形態では、この用語はポリペプチドの－Ｓ－Ｓ－基を還元する薬剤に関
する。
【００４６】
　さらなる実施形態では、本発明のコアポリペプチドの検出方法は、試料を尿素などのカ
オトロピック剤と接触させることを含まない。用語「カオトロピック剤」は、本明細書で
は、高分子、特に、ポリペプチドの３次構造を破壊する化合物に関する。一実施形態では
、本発明によれば、陽イオン性界面活性剤および非イオン性界面活性剤はカオトロピック
剤ではない。
【００４７】
　有利なことに、ほとんどのその他のポリペプチドとは対照的に、ＨＣＶ、特にＨＣＶコ
アポリペプチドは強アルカリ処理の後でも可溶性のままであることが本発明の基礎実験で
見いだされた。したがって、アルカリ予備処理は、干渉化合物のシグナルを低減し、した
がって偽陽性の結果を排除することによってＨＣＶ抗原測定法の特異性を改善することが
見いだされた。
【００４８】
　上記の定義は必要に応じて変更を加えて以下に適用する。さらに以下でなされた追加の
定義および説明も、必要に応じて変更を加えて本明細書で記載した実施形態全てに適用す
る。
【００４９】
　本発明はさらに、ＨＣＶの検出のために対象の試料を予備処理するための方法であって
、前記試料を塩基および陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤と接触させることを含む
方法に関する。
【００５０】
　対象の試料を予備処理するための方法はまた、明確に言及したステップに加えてステッ
プを含んでいてもよい。さらに、方法は、一実施形態では、インビトロ方法である。
　本発明はまた、塩基および陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤を含み、前記表面活
性剤が非イオン性界面活性剤をさらに含む、試料中のＨＣＶを検出するための予備処理試
薬に関する。
【００５１】
　用語「予備処理試薬」は、本明細書では、前記試料を結合化合物と接触させる前に試料
を予備処理するために使用した指示成分の溶液、一実施形態では水溶液に関する。当業者
によって理解されるように、用語「予備処理」は、典型的には検出方法の任意選択の操作
ステップ、例えば、実際の検出ステップの前に前記検出ステップの結果を改善する目的で
実施される本発明の診断方法に関する。したがって、さらなる予備処理ステップは、例え
ば、組織試料の均質化、血液試からの血液細胞の除去などに関していてもよい。
【００５２】
　一実施形態では、本明細書でさらに詳細に上記で規定したように、塩基はアルカリ金属
またはアルカリ土類金属塩基であり、一実施形態では水酸化ナトリウム、水酸化カリウム
または水酸化リチウムであり、一実施形態では水酸化ナトリウムまたは水酸化カリウムで
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あり、さらなる実施形態では水酸化カリウムである。また、一実施形態では、予備処理試
薬中における塩基の濃度は０．１ｍｏｌ／ｌから１ｍｏｌ／ｌ、一実施形態では０．１５
ｍｏｌ／ｌから０．５ｍｏｌ／ｌ、一実施形態では０．２ｍｏｌ／ｌから０．３ｍｏｌ／
ｌ、一実施形態では約０．２５ｍｏｌ／ｌ、一実施形態では０．２５ｍｏｌ／ｌである。
それらに含まれる表面活性剤および界面活性剤の実施形態は、本明細書で前述した。一実
施形態では、予備処理試薬は１．３％（ｗ／ｖ）から２％（ｗ／ｖ）の濃度の陽イオン性
界面活性剤および少なくとも０．２５％（ｗ／ｖ）、一実施形態では０．２５％（ｗ／ｖ
）から２．５％、さらなる実施形態では、０．３％（ｗ／ｖ）から１．５％（ｗ／ｖ）の
濃度の前記非イオン性界面活性剤を含む。一実施形態では、予備処理試薬は３倍濃度の薬
剤であり、すなわち、１部の予備処理試薬を２部の非予備処理試薬で、例えば、一実施形
態では、２部の試料で希釈し、前記試料は適切な希釈剤で希釈していてもよく、またはさ
らなる実施形態では未希釈の試料である。一実施形態では、予備処理試薬は本明細書の他
のところで規定したスルフヒドリル（－ＳＨ）基を含む化合物を含まず、一実施形態では
還元剤を含まない。一実施形態では、予備処理試薬はハロゲン化アルカリ金属、一実施形
態では塩化アルカリ金属、特に塩化カリウムを含む。一実施形態では、前記ハロゲン化ア
ルカリ金属は、予備処理試薬中に０．５ｍｏｌ／ｌから２ｍｏｌ／ｌ、一実施形態では１
ｍｏｌ／ｌから１．５ｍｏｌ／ｌ、さらなる実施形態では、約１．１２５ｍｏｌ／ｌ、さ
らなる実施形態では１．１２５ｍｏｌ／ｌの濃度で含まれる。
【００５３】
　本発明はまた、試料中のＨＣＶを検出するためのキットであって、塩基および陽イオン
性界面活性剤を含む表面活性剤を含み、前記表面活性剤は非イオン性界面活性剤をさらに
含むキットに関する。
【００５４】
　用語「キット」とは、本明細書では、一緒に包装してもよい、またはしなくてもよい本
発明の前述の化合物、手段または試薬の集合体を意味する。キットの構成成分は、別々の
バイアルに（すなわち、別々の部分のキットとして）含めてもよく、または、特に結合剤
、２つ以上の構成成分は単一のバイアルで提供してもよい。さらに、本発明のキットは、
一実施形態では、本明細書で前述した方法を実行するために使用するべきものであること
を理解されたい。一実施形態では、成分は全て、前述した方法を実行するためにすぐに使
える状態で提供されることが想定される。さらに、キットは、一実施形態では、前記方法
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使用者用取扱説明書によ
って提供することができる。さらに、取扱説明書は、本発明のキットを使用して前述の方
法を実施した時に得られる結果を解釈するための指示を含んでいてもよい。キットは、表
面活性剤、一実施形態では本明細書で規定した表面活性剤、特に陽イオン性界面活性剤お
よび非イオン性界面活性剤を含む表面活性剤を含む。一実施形態では、塩基および表面活
性剤は同じ容器、さらなる実施形態では同じ溶液中に含まれる。さらなる実施形態では、
キットに含まれる塩基は、本明細書で上記で規定した予備処理試薬に含まれる。一実施形
態では、キットはさらに、少なくとも２つの結合化合物を含み、少なくとも１つの結合化
合物は捕捉化合物であり、少なくとも１つの結合化合物は検出化合物である。一実施形態
では、キットに含まれる少なくとも１つの捕捉化合物はビオチン標識を含む。別の実施形
態では、キットに含まれる少なくとも１つの検出化合物はルテニウム標識を含む。また、
一実施形態では、キットはさらに、中和手段、例えば、緩衝液を含む。
【００５５】
　さらに、本発明は、ＨＣＶを検出するための免疫測定法で使用するために対象の試料を
予備処理するための塩基および陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤を含む組成物の使
用に関し、本発明は、免疫測定法によって対象の試料中のＨＣＶを検出するための塩基お
よび陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤を含む組成物を含む組成物の使用に関する。
【００５６】
　本明細書の他のところで規定したように、前記使用は、一実施形態では、試料を予備処
理するため、またはＨＣＶを検出するために、還元剤および／またはカオトロピック剤の
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使用を含まない。
【００５７】
　さらに、本発明はまた、試料中のＨＣＶのコアポリペプチドを検出するための分析装置
であって、試料処理ユニットを備えた分析ユニットを含み、前記分析ユニットが以下のス
テップ：
　（ａ）前記試料処理ユニットに適用した試料を塩基および陽イオン性界面活性剤を含む
表面活性剤と接触させるステップと、
　（ｂ）前記試料中の前記ＨＣＶのコアポリペプチドを検出するステップと、を実施する
ために適応している分析装置に関する。
【００５８】
　一実施形態では、分析ユニットの試料処理ユニットは制御ユニットに接続しており、前
記制御ユニットは前記で規定したような実施すべきステップを指示するように適応してい
る。
【００５９】
　用語「装置」は、本明細書では、検出結果を入手可能にするために、互いに作動的に接
続した前述の手段を少なくとも含む手段のシステムに関する。試料を塩基および陽イオン
性界面活性剤を含む表面活性剤と接触させるために、およびコアポリペプチドを検出する
ために好ましい手段は、本発明の方法に関連して上記で開示している。操作方法で手段を
接続する方法は、装置に含めた手段の種類に左右される。一実施形態では、この手段には
単一の装置に含まれる。
【００６０】
　一実施形態では、試料処理ユニットは、試料のための容器を含む。容器は試料と直接接
触していてもよく、または試料を受け入れるさらなる手段のための容器であってもよく、
さらなる手段は、例えば、試料または多数の試料を適用することができるマルチウェルプ
レートであってもよい。さらに、試料処理ユニットは、一実施形態では、塩基および陽イ
オン性界面活性剤を含む表面活性剤を、例えば、乾燥形態で、または投与手段に接続した
レザーバー、例えば、ポンプに接続した管中に含む。任意選択で、試料処理ユニットは、
試料を前記塩基と接触させた後で、試料中のｐＨを低下させるための中和手段を含むこと
ができる。一実施形態では、試料処理ユニットは、少なくとも１つの検出化合物を、例え
ば、乾燥形態で、または投与手段に接続したレザーバー、例えば、ポンプに接続した管中
に含む。さらなる実施形態では、試料処理ユニットは、混合手段および反応混合物の温度
を調整するための手段を含む。
【００６１】
　一実施形態では、検出の結果は、使用者による視覚的検査によって、または適切な装置
で検出測定を実施することによって得ることができる。一実施形態では、本発明の装置の
分析ユニットはさらに、本発明のコアポリペプチドを検出するための、一実施形態では本
発明のコア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。本発明による検出ユ
ニットとして適切な手段は、当業者には公知であり、例えば、測光装置を含む。一実施形
態では、分析装置は、分析物の電気化学的検出のための分析装置であり、さらに少なくと
も１つの電極、一実施形態では、少なくとも１つの動作している電極を含む。当業者によ
って理解されるように、分析装置は追加の電極、例えば、計数電極および／または参照電
極を含んでいてもよく、分析装置はまた、複合型計数電極／参照電極を含んでいてもよい
。適切な電極の実施形態は当業者には公知である。一実施形態では、少なくとも動作して
いる電極は、装置の試料容器中に、または上記で規定したような試料を受け入れるための
さらなる手段中に含まれる。
【００６２】
　一実施形態では、本発明の装置はさらに、検出ユニットに接続したデータ出力ユニット
を含む。データ出力ユニットは、一実施形態では、検出ユニットによって得られた出力デ
ータに適応している。適切なデータ出力ユニットは当業者には公知で、コアポリペプチド
が検出閾値を上回って検出されたことを表す指示ランプまたはディスプレイなどの単純な
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出力ユニットを含む。しかし、出力ユニットはまた、評価装置に対するインターフェイス
であってもよく、前記インターフェイスは、データを伝達するいかなる種類の手段であっ
てもよく、ＵＳＢのようなケーブル接続、ワイアレスＬＡＮ、ブルーテゥースなどのワイ
アレス接続、またはインスタントメッセージ、電子メールなどによって伝達されるデータ
などの間接的接続が含まれる。
【００６３】
　一実施形態では、本発明の装置は、分析システムの一部であり、前記分析システムはさ
らに、評価装置を含む。当業者によって理解されるように、評価装置は、例えば、評価ユ
ニットとして本発明の装置と同じ筐体中に含まれていてもよく、または別々の装置であっ
てもよい。一実施形態では、評価装置は本発明の装置の出力ユニットからの出力データを
受け取り、前記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つまたは複数の対照検出
反応で測定された値に関するデータの補正、統計計算、例えば、２つ以上の並行した検出
反応の平均の計算、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、
リスト中におけるデータの編集などを含むことができる。一実施形態では、評価装置はさ
らに、データ記憶ユニットを含む。さらなる実施形態では、前記データ記憶ユニットは、
例えば、参照値を参照値データベース中に含む。さらに、一実施形態では、データ記憶ユ
ニットは、上記で規定したように、本発明の装置から受け取った出力データを記憶するよ
うに適応している。
【００６４】
　一実施形態では、前記ウイルスのコアポリペプチドを自動的に検出するための手段を適
用する場合、前記の自動的に作動する手段によって得られたデータは、診断を確立するた
めに（すなわち、ＨＣＶに感染した対象を同定するために）、例えば、コンピュータプロ
グラムによって処理することができる。検出のための典型的な手段は、上記の本発明の方
法に関する実施形態に関連して開示する。このような場合、手段は、システムの使用者が
取扱説明書によって与えられる指示および解釈によって量の測定結果およびその診断値を
結びつけるように、作動的に関連づけられている。当業者であれば、さらに独創的な技能
がなくても手段を結びつける方法に気づくだろう。典型的な装置は、専門医の特別な知識
がなくても適用できる装置、例えば、試料を添加することだけが必要な試験紙または電子
装置である。結果は、パラメトリックな診断生データ、好ましくは絶対量もしくは相対量
の出力として与えられてもよい。これらのデータは医師による解釈を必要とすることを理
解されたい。しかし、出力が処理された診断生データを含み、その解釈に専門医を必要と
しない、専門的なシステム装置も想定される。装置のさらなる実施形態は、本発明の方法
に従って上記で言及した分析ユニット／装置（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、固相支持体、プラズモン表面共鳴装置、Ｎ
ＭＲ分光器、質量分析器など）または評価ユニット／装置を含む。
【００６５】
　本発明はさらに、プログラムが分析装置、コンピュータまたはコンピュータネットワー
ク上で実行されるとき、本明細書に含まれる１つまたは複数の実施形態において本発明に
よる方法を実施するためのコンピュータによって実行可能な指示を含むコンピュータプロ
グラムを開示し提案する。具体的には、コンピュータプログラムはコンピュータによって
読み取り可能なデータ媒体上に記憶させることができる。したがって、具体的には、上記
で指示したような方法ステップの１つ、複数または全てすらも、コンピュータまたはコン
ピュータネットワークを使用することによって、好ましくはコンピュータプログラムを使
用することによって実施することができる。
【００６６】
　本発明はさらに、プログラムが分析装置、コンピュータまたはコンピュータネットワー
ク上で実行されるとき、本明細書に含まれる１つまたは複数の実施形態において本発明に
よる方法を実施するために、プログラムコード手段を有するコンピュータプログラム製品
を開示し提案する。具体的には、プログラムコード手段はコンピュータによって読み取り



(18) JP 2019-523863 A 2019.8.29

10

20

30

40

50

可能なデータ媒体に記憶させることができる。
【００６７】
　さらに、本発明は、コンピュータまたはコンピュータネットワーク、コンピュータまた
はコンピュータネットワークの作業メモリまたはメインメモリなどに読み込まれた後に、
本明細書で開示した１つまたは複数の実施形態による方法を実行することができる、デー
タ構造が記憶されたデータ媒体を開示し提案する。
【００６８】
　本発明はさらに、プログラムがコンピュータまたはコンピュータネットワーク上で実行
されるとき、本明細書で開示した１つまたは複数の実施形態による方法を実施するために
、機械によって読み取り可能な媒体に記憶されたプログラムコード手段を有するコンピュ
ータプログラム製品を提案し開示する。本明細書では、コンピュータプログラム製品とは
、取引可能な製品としてのプログラムを意味する。製品は全般的に、紙形式またはコンピ
ュータによって読み取り可能なデータ媒体上などの任意の形式で存在することができる。
具体的には、コンピュータプログラム製品は、データネットワーク上に配布することがで
きる。
【００６９】
　最後に、本発明は、本明細書で開示した１つまたは複数の実施形態による方法を実施す
るために、コンピュータシステムまたはコンピュータネットワークによって読み取り可能
な指示を含有する変調されたデータシグナルを提案し開示する。
【００７０】
　一実施形態では、本発明のコンピュータで実行される態様について、本明細書で開示し
た１つもしくは複数の実施形態による方法の１つもしくは複数の方法ステップまたは方法
ステップの全てすらもコンピュータまたはコンピュータネットワークを使用することによ
って実施することができる。したがって、全般的に、データの提供および／または操作を
含む方法ステップのいずれも、コンピュータまたはコンピュータネットワークを使用する
ことによって実施することができる。全般的に、これらの方法ステップは、典型的には、
試料の準備および／または実際の測定を実施するある種の態様などの手作業を必要とする
方法ステップを除いて、方法ステップのいずれも含むことができる。
【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つのプロセッサーを含むコンピュータまたはコンピュータネットワークで
あって、プロセッサーが本記載において記載した実施形態の１つによる方法を実施するた
めに適応しているコンピュータまたはコンピュータネットワーク、
　本記載で記載した実施形態の１つによる方法を実施するために適応しているコンピュー
タで読み込み可能なデータ構造であって、コンピュータ上で実行されるデータ構造、
　本記載で記載した実施形態の１つによる方法を実施するために適応しているコンピュー
タプログラムであって、コンピュータ上で実行されるプログラム、
　本記載で記載した実施形態の１つによる方法を実施するためのプログラム手段を含むコ
ンピュータプログラムであって、コンピュータまたはコンピュータネットワーク上で実行
されるコンピュータプログラム、
　前記実施形態によるプログラム手段を含むコンピュータプログラムであって、プログラ
ム手段がコンピュータに読み取り可能な記憶媒体に記憶されているコンピュータプログラ
ム、
　データ構造が記憶媒体に保存されており、データ構造がコンピュータまたはコンピュー
タネットワークのメインおよび／または作業用記憶中に読み込まれた後で、本記載で記載
した実施形態の１つによる方法を実施するために適応している記憶媒体、ならびに
　プログラムコード手段を有するコンピュータプログラム製品であって、プログラムコー
ド手段がコンピュータまたはコンピュータネットワーク上で実行されるならば、本記載で
記載した実施形態の１つによる方法を実施するために、プログラムコード手段を記憶媒体
上に記憶させることができるか、または記憶されている、コンピュータプログラム製品。
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【００７２】
　さらに、本発明は、ＨＣＶによる対象の感染を診断するための装置、キットまたは組成
物を製造するための塩基および陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤を含む組成物の使
用に関する。
【００７３】
　本発明の発見をまとめて示すと、以下の実施形態が詳細に想定される。
　１．対象の試料中のＣ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）のコアポリペプチドの検出方法であっ
て、
　（ａ）前記試料を塩基および陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤と接触させるステ
ップと、
（ｂ）前記試料中の前記ＨＣＶのコアポリペプチドを検出するステップと、を含む方法。
【００７４】
　２．前記試料を前記塩基および前記表面活性剤と同時に接触させる、実施形態１の方法
。
　３．前記方法がさらに、前記コアポリペプチドを検出化合物、一実施形態では検出抗体
と接触させるステップを含む、実施形態１または２の方法。
【００７５】
　４．コアポリペプチドの前記検出が、少なくとも１つのコアポリペプチドを捕捉化合物
によって、一実施形態では捕捉抗体によって固相表面に捕捉するステップを含む、実施形
態１から３のいずれか１つの方法。
【００７６】
　５．前記捕捉抗体および／または前記検出抗体がモノクローナル抗体である、実施形態
４の方法。
　６．前記捕捉化合物および／または検出化合物が（ｉ）アルカリ処理コアポリペプチド
または（ｉｉ）アルカリ処理コアポリペプチドおよび非アルカリ処理コアポリペプチドに
特異的に結合する結合化合物である、実施形態３から５のいずれか１つの方法。
【００７７】
　７．前記コアポリペプチドの前記検出が、サンドイッチ免疫測定法での前記コアポリペ
プチドの検出を含む、実施形態１から６のいずれか１つの方法。
　８．前記試料が体液の試料であり、一実施形態では尿、唾液、脳脊髄液、血液、血清ま
たは血漿試料である、実施形態１から７のいずれか１つの方法。
【００７８】
　９．前記試料が免疫グロブリンを含む試料であり、一実施形態では血液、血清または血
漿試料である、実施形態１から８のいずれか１つの方法。
　１０．前記塩基がブレンステッド－ローリー塩基であり、一実施形態では水溶液中にお
いて追加の水酸化イオンを含むかまたは生成する化合物であり、さらなる実施形態では水
酸化アルカリ金属または水酸化アルカリ土類金属である、実施形態１から９のいずれか１
つの方法。
【００７９】
　１１．前記塩基が最大で４、一実施形態では最大で３、さらなる実施形態では最大で２
のｐＫＢ値を有する、実施形態１から１０のいずれか１つの方法。
　１２．前記塩基が水酸化ナトリウム、水酸化カリウムまたは水酸化リチウムであり、一
実施形態では水酸化ナトリウムまたは水酸化カリウムであり、さらなる実施形態では水酸
化カリウムである、実施形態１から１１のいずれか１つの方法。
【００８０】
　１３．前記試料と塩基との前記接触が、１部の前記塩基の０．２５ｍｏｌ／ｌ溶液を２
部の前記試料に添加することを含む、実施形態１から１２のいずれか１つの方法。
　１４．前記試料と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５分
間、一実施形態では、少なくとも９分間インキュベートすることを含む、実施形態１から
１３のいずれか１つの方法。
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【００８１】
　１５．前記試料と塩基との前記接触が、前記試料を少なくとも１１．７５のｐＨで、一
実施形態では少なくとも１１．９で、さらなる実施形態では少なくとも１２で、さらなる
実施形態では少なくとも１２．１でインキュベートすることを含む、実施形態１から１４
のいずれか１つの方法。
【００８２】
　１６．前記試料と塩基との前記接触が、前記試料を１１．７５から１２．７５のｐＨで
、一実施形態では１１．９から１２．６のｐＨで、さらなる実施形態では１２から１２．
５のｐＨでインキュベートすることを含む、実施形態１から１６のいずれか１つの方法。
【００８３】
　１７．前記試料と塩基との前記接触が、前記試料を前記ｐＨで少なくとも５分間、一実
施形態では、少なくとも９分間インキュベートすることを含む、実施形態１から１６のい
ずれか１つの方法。
【００８４】
　１８．前記試料と塩基との前記接触が、前記試料を１０℃から５０℃の温度で、一実施
形態では２０℃から４５℃で、さらなる実施形態では３０℃から４０℃で、さらなる実施
形態では３７±３℃の温度でインキュベートすることを含む、実施形態１から１７のいず
れか１つの方法。
【００８５】
　１９．前記方法が、ステップｂ）において前記ウイルスを検出する前に前記塩基を中和
するさらなるステップを含む、実施形態１から１８のいずれか１つの方法。
　２０．前記中和が、少なくとも１部の緩衝液０．２ｍｏｌ／ｌ、一実施形態ではリン酸
緩衝液０．２ｍｏｌ／ｌを２部の試料／塩基混合物に添加することを含む、実施形態１か
ら１９のいずれか１つの方法。
【００８６】
　２１．前記方法が、前記コアポリペプチドを検出化合物と接触させる前、または間に、
前記塩基を中和するさらなるステップを含む、実施形態３から２０のいずれか１つの方法
。
【００８７】
　２２．前記陽イオン性界面活性剤が４級アンモニウム界面活性剤である、実施形態１か
ら２１のいずれか１つの方法。
　２３．前記４級アンモニウム界面活性剤が、ヘキサデシルトリメチルアンモニウム塩で
あり、一実施形態ではヘキサデシル－トリメチルアンモニウムクロリド（ＨＴＡＣ、ＣＡ
Ｓ番号１１２－０２－７）である、実施形態２２の方法。
【００８８】
　２４．前記表面活性剤が非イオン性界面活性剤、一実施形態ではアルキルグリコシド、
さらなる実施形態ではオクチルグリコシド（ｎ－オクチル－β－Ｄ－グルコシド、ＣＡＳ
番号２９８３６－２６－８）をさらに含む、実施形態２２または２３の方法。
【００８９】
　２５．前記試料と塩基の前記接触および前記試料と表面活性剤の前記接触が同時に実施
される、実施形態２２から２４のいずれか１つの方法。
　２６．変性ポリペプチドを前記塩基を中和する前記さらなるステップ後に試料から除去
しない、実施形態１から２５のいずれか１つの方法。
【００９０】
　２７．前記対象が哺乳類、一実施形態では霊長類、さらなる実施形態ではヒトである、
実施形態１から２６のいずれか１つの方法。
　２８．前記対象がＨＣＶに感染していると疑われる対象である、実施形態１から２７の
いずれか１つの方法。
【００９１】
　２９．前記方法がスルフヒドリル基を有する化合物を試料に添加することを含まない、
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一実施形態では前記試料の構成物を還元することを含まない、実施形態１から２８のいず
れか１つの方法。
【００９２】
　３０．前記方法が前記試料とカオトロピック剤との接触を含まない、実施形態１から２
９のいずれか１つの方法。
　３１．前記試料と塩基および陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤との接触を含む、
ＨＣＶの検出のために対象の試料を予備処理するための方法。
【００９３】
　３２．塩基および陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤を含み、前記表面活性剤が非
イオン性界面活性剤をさらに含む、試料中におけるＨＣＶを検出するための予備処理試薬
。
【００９４】
　３３．前記塩基が水酸化ナトリウム、水酸化カリウムまたは水酸化リチウムであり、一
実施形態では水酸化ナトリウムまたは水酸化カリウムであり、さらなる実施形態では水酸
化カリウムである、実施形態３２の予備処理試薬。
【００９５】
　３４．前記予備処理試薬における前記塩基の濃度が０．１ｍｏｌ／ｌから１ｍｏｌ／ｌ
、一実施形態では０．１５ｍｏｌ／ｌから０．５ｍｏｌ／ｌ、一実施形態では０．２ｍｏ
ｌ／ｌから０．３ｍｏｌ／ｌ、一実施形態では約０．２５ｍｏｌ／ｌ、一実施形態では０
．２５ｍｏｌ／ｌである、実施形態３２または３３の予備処理試薬。
【００９６】
　３５．前記予備処理試薬が１．３％（ｗ／ｖ）から２％（ｗ／ｖ）の濃度の前記陽イオ
ン性界面活性剤および少なくとも０．２５％（ｗ／ｖ）、一実施形態では０．２５％（ｗ
／ｖ）から２．５％、さらなる実施形態では、０．３％（ｗ／ｖ）から１．５％（ｗ／ｖ
）の濃度の前記非イオン性界面活性剤を含む、実施形態３２から３４のいずれか１つの予
備処理試薬。
【００９７】
　３６．前記陽イオン界面活性剤が４級アンモニウム界面活性剤であり、一実施形態では
、ヘキサデシルトリメチルアンモニウム塩であり、一実施形態ではヘキサデシル－トリメ
チルアンモニウムクロリド（ＨＴＡＣ、ＣＡＳ番号１１２－０２－７）である、実施形態
３２から３５のいずれか１つの予備処理試薬。
【００９８】
　３７．前記非イオン性界面活性剤がアルキル－グリコシド、さらなる実施形態ではオク
チルグリコシド（ｎ－オクチル－β－Ｄ－グルコシド、ＣＡＳ番号２９８３６－２６－８
）である、実施形態３２から３６のいずれか１つの予備処理試薬。
【００９９】
　３８．前記予備処理試薬がハロゲン化アルカリ金属、一実施形態ではＫＣｌまたはＮａ
Ｃｌ、さらなる実施形態ではＫＣｌを含む、実施形態３２から３７のいずれか１つの予備
処理試薬。
【０１００】
　３９．前記予備処理試薬が前記ハロゲン化アルカリ金属を０．５ｍｏｌ／ｌから２ｍｏ
ｌ／ｌ、一実施形態では０．７５ｍｏｌ／ｌから１．７５ｍｏｌ／ｌ、さらなる実施形態
では１ｍｏｌ／ｌから１．２５ｍｏｌ／ｌ、さらなる実施形態では約１．１２５ｍｏｌ／
ｌ、さらなる実施形態では１．１２５ｍｏｌ／ｌの濃度で含む、実施形態３８の予備処理
試薬。
【０１０１】
　４０．前記予備処理試薬が３倍に濃縮された試薬である、実施形態３２から３９のいず
れか１つの予備処理試薬。
　４１．前記予備処理試薬がスルフヒドリル基を含む化合物を含まず、一実施形態では還
元剤を含まない、実施形態３２から４０のいずれか１つの予備処理試薬。
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【０１０２】
　４２．塩基および陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤を含み、前記表面活性剤が非
イオン性界面活性剤をさらに含む、試料中におけるＨＣＶを検出するためのキット。
　４３．前記キットがさらに前記ウイルスに特異的に結合する少なくとも１つ、一実施形
態では少なくとも２つの結合化合物（複数可）を含む、実施形態４２のキット。
【０１０３】
　４４．前記塩基および前記表面活性剤が同じ溶液中に含まれる、実施形態４３のキット
。
　４５．前記塩基が実施形態３２から４１のいずれか１つに記載の予備処理試薬に含まれ
る、実施形態４２または４３のキット。
【０１０４】
　４６．前記結合化合物の少なくとも２つを含み、少なくとも１つの結合化合物が捕捉化
合物であり、少なくとも１つの結合化合物が検出化合物である、実施形態４２から４５の
いずれか１つのキット。
【０１０５】
　４７．前記少なくとも１つの捕捉化合物がビオチン標識を含む、実施形態４２から４６
のいずれか１つのキット。
　４８．前記少なくとも１つの検出化合物がルテニウム標識を含む、実施形態４２から４
７のいずれか１つのキット。
【０１０６】
　４９．少なくとも１つの結合化合物が抗体であり、一実施形態ではモノクローナル抗体
である、実施形態４２から４８のいずれか１つのキット。
　５０．前記捕捉化合物の少なくとも１つおよび前記検出化合物の少なくとも１つが抗体
であり、一実施形態ではモノクローナル抗体である、実施形態４２から４９のいずれか１
つのキット。
【０１０７】
　５１．前記捕捉化合物の少なくとも１つが、ＨＣＶコアタンパク質のアミノ酸１５７～
１６９に対応する、一実施形態では、配列番号１のアミノ酸１５７～１６９に対応するエ
ピトープに結合し、前記検出化合物の少なくとも１つがＨＣＶコアタンパク質のアミノ酸
１０２～１１２に対応する、一実施形態では配列番号１のアミノ酸１０２～１１２に対応
するエピトープに結合する、実施形態４２から５０のいずれか１つのキット。
【０１０８】
　５２．前記キットがさらに中和溶液を含む、実施形態４２から５１のいずれか１つのキ
ット。
　５３．前記捕捉化合物および検出化合物の少なくとも１つが前記中和溶液に含まれる、
実施形態４２から５２のいずれか１つのキット。
【０１０９】
　５４．ＨＣＶを検出するための免疫測定法で使用するために、対象の試料を予備処理す
るための塩基および陽イオン性界面活性剤を含む表面活性剤を含む組成物の使用。
　５５．免疫測定法によって対象の試料中のＨＣＶを検出するために、塩基および陽イオ
ン性界面活性剤を含む表面活性剤を含む組成物の使用。
【０１１０】
　５６．試料中のＨＣＶのコアポリペプチドを検出するための分析装置であって、試料処
理ユニットを備えた分析ユニットを含み、前記分析ユニットが以下のステップ：
　（ａ）前記試料処理ユニットに適用した試料を塩基および陽イオン性界面活性剤を含む
表面活性剤と接触させるステップ、および
　（ｂ）前記試料中の前記ＨＣＶのコアポリペプチドを検出するステップを実施するため
に適応している分析装置。
【０１１１】
　５７．試料中のＨＣＶのコアポリペプチドを検出するための分析装置であって、試料処
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理ユニットを備えた分析ユニットを含み、前記分析ユニットが制御ユニットに接続してお
り、前記制御ユニットが実施するべき以下のステップ：
　（ａ）前記試料処理ユニットに適用した試料を塩基および陽イオン性界面活性剤を含む
表面活性剤と接触させるステップ、および
　（ｂ）前記試料中の前記ウイルスのコアポリペプチドを検出するステップを指示するた
めに適応している分析装置。
【０１１２】
　５８．実施形態５６または５７の分析装置および評価装置を含む、分析システム。
　本発明のさらに任意選択の特徴および実施形態は、実施形態例の次の記載、特に、従属
項と併せてより詳細に開示される。ここで、当業者なら気づくように、それぞれの任意選
択の特徴は、単独の状態で、ならびに任意の実現可能な組み合わせで実現することができ
る。本発明の範囲は、提供した実施例によっては制限されない。
【実施例】
【０１１３】
　実施例１
　方法
　組換えＤＮＡ技術
　ＤＮＡを操作するために、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．ら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｌｏｎ
ｉｎｇ：Ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ；Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ
ｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９８９年に記載されたような標準的方法を使用した。分子生物学的試
薬は、製造者の指示に従って使用した。
【０１１４】
　遺伝子およびオリゴヌクレオチドの合成
　所望する遺伝子セグメントは、Ｇｅｎｅａｒｔ　ＧｍｂＨ（Ｒｅｇｅｎｓｂｕｒｇ、Ｇ
ｅｒｍａｎｙ）で化学合成によって調製された。合成した遺伝子断片は、増殖／増幅のた
めに大腸菌プラスミドにクローニングした。サブクローニングした遺伝子断片のＤＮＡ配
列は、ＤＮＡ配列決定によって検証した。あるいは、短い合成ＤＮＡ断片は、化学的に合
成したオリゴヌクレオチドをアニーリングすることによって、またはＰＣＲを介して構築
した。それぞれのオリゴヌクレオチドは、ｍｅｔａｂｉｏｎ　ＧｍｂＨ（Ｐｌａｎｅｇｇ
－Ｍａｒｔｉｎｓｒｉｅｄ、Ｇｅｒｍａｎｙ）によって調製された。
【０１１５】
　基本的／標準的哺乳類発現プラスミドの説明
　所望する遺伝子／タンパク質（例えば、完全長抗体重鎖、完全長抗体軽鎖またはＮ末端
にオリゴグリシンを含有するＦｃ鎖）の発現のために、以下の機能要素を含む転写単位を
使用した：
　イントロンＡを含むヒトサイトメガロウイルスの前初期エンハンサーおよびプロモータ
ー（Ｐ－ＣＭＶ）、
　ヒト重鎖イムノグロブリン５’非翻訳領域（５’ＵＴＲ）、
　マウスイムノグロブリン重鎖シグナル配列、
　発現するべき遺伝子／タンパク質（例えば、完全長抗体重鎖）、および
　ウシ成長ホルモンポリアデニル化配列（ＢＧＨｐＡ）。
【０１１６】
　発現するべき所望する遺伝子を含む発現単位／カセットの他に、基本的／標準的哺乳類
発現プラスミドは、
　大腸菌におけるこのプラスミドの複製を可能にするベクターｐＵＣ１８の複製開始点、
および
　大腸菌にアンピシリン耐性を付与するベータ－ラクタマーゼ遺伝子を含有する。
【０１１７】
　タンパク質の測定
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　精製したポリペプチドのタンパク質濃度は、２８０ｎｍでの光学密度（ＯＤ）を測定し
て、ポリペプチドのアミノ酸配列をベースにして計算したモル吸光係数を使用するか、ま
たは比色ＢＣＡ方法を使用して判定した。
【０１１８】
　モノクローナル抗体
　モノクローナル抗体は、当業者に公知の標準的ハイブリドーマ技術または組換え核酸技
術によって調製した。
【０１１９】
　選択したモノクローナル抗体の１つは、以下の実施例における捕捉化合物として使用し
、ＨＣＶコアタンパク質のアミノ酸１５７～１６９のエピトープに結合する。非常に類似
したエピトープが既に欧州特許第１３０８５０７号に開示されている。検出化合物として
、アミノ酸１０２～１１２のエピトープ、欧州特許第０９６７４８４号および欧州特許第
１３０８５０７号でも記載されたエピトープに関連するエピトープに結合することができ
るモノクローナル抗体を選択した。マウスを免疫するために、ＨＣＶ遺伝子型１によって
コードされた完全なポリタンパク質を開示するジェンバンク受託番号Ｐ２６６６４．３、
ＧＩ：１３０４５５による遺伝子型ＩａのＨＣＶコア抗原配列を使用した。特に、国際公
開第０３／０００８７８Ａ２号パンフレット、米国特許出願公開第２００９／０２９１８
９２Ａ１号、国際公開第２０１３／１０７６３３Ａ１号パンフレットで開示された手法に
従う大腸菌ＳｌｙＤとの組換え融合タンパク質として、アミノ酸１１０～１７１のいずれ
かのペプチドを免疫のために使用した。さらなるアプローチにおいて、ＫＬＨ（キーホー
ルリンペットヘモシアニン）に結合させたアミノ酸８２～１１７の複数のペプチドを公知
の方法によって免疫のために使用した。
【０１２０】
　実施例２
　抗体の標識
　ビオチンおよびルテニウム部分それぞれの抗体への結合
　当業者が十分に精通している最先端の手法に従って抗体を得て精製した。
【０１２１】
　その標識の前に、検出抗体のみを精製した。Ｆ（ａｂ’）２断片を得るため、および干
渉を受けやすいＦｃ断片を排除するために、ペプシンによって切断した（方法はＩｍｍｕ
ｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｉｎ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｔ
ｉｆｉｃ　１９８７年においてＡ．ＪｏｈｎｓｔｏｎｅおよびＲ．Ｔｈｏｒｐｅによって
記載されている）。精製したＦ（ａｂ’）２断片はさらに、ホモ２機能性架橋剤スベリン
酸ジサクシニミジル（ＤＳＳ）と重合させ、Ｓ４００ゲル濾過クロマトグラフィーを行い
、最適な大きさのＦ（ａｂ’）２ポリマーを集めた（原理は独国特許第３６４０４１２号
に記載されている）。
【０１２２】
　結合のために、全般的に抗体のリジンε－アミノ基をＮ－ヒドロキシ－サクシニミド活
性化化合物によって標的化した。タンパク質濃度１０ｍｇ／ｍｌで、抗体をＮ－ヒドロキ
シ－サクシニミド活性化ビオチン化試薬およびＮ－ヒドロキシ－サクシニミド活性化ルテ
ニウム標識試薬それぞれと反応させた。ビオチン化またはルテニウム標識試薬の標識／タ
ンパク質比はそれぞれ、５：１または１５：１であった。反応緩衝液はリン酸カリウム５
０ｍＭ（ｐＨ８．５）、ＫＣｌ１５０ｍＭであった。反応は室温で１５分間実施し、Ｌ－
リジンを最終濃度が１０ｍＭになるまで添加することによって停止した。標識の加水分解
による不活性化を回避するために、それぞれの保存溶液は乾燥ＤＭＳＯ（Ｓｉｇｍａ－Ａ
ｌｄｒｉｃｈ、Ｇｅｒｍａｎｙ）中で調製した。結合反応後、未反応の遊離ビオチン／標
識は、粗抗体コンジュゲートをゲル濾過カラム（Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　２００ＨＩ　Ｌｏａ
ｄ）に通過させるか、透析によって除去した。
【０１２３】
　実施例３
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　プロトタイプＥｌｅｃｓｙｓＨＣＶコア抗原測定法
　ＥｌｅｃｓｙｓＨＣＶコア抗原プロトタイプ測定法の特異性は、自動化されたｃｏｂａ
ｓ（登録商標）ｅ６０１分析器（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　ＧｍｂＨ）で、
約２５００人の血液ドナーを用いて評価した。
【０１２４】
　測定は、サンドイッチ測定法形式で実施した。ｃｏｂａｓ（登録商標）ｅ６０１分析器
におけるシグナル検出は、電気化学発光に基づいた。このサンドイッチ測定法において、
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をコーティングし
た磁性ビーズの表面に固定する。検出抗体はシグナル部分として複合体化したルテニウム
陽イオンを有する。分析物の存在下で、ルテニウム複合体は固相に架橋され、ｃｏｂａｓ
（登録商標）ｅ６０１分析器の測定セルに含まれるプラチナ電極で励起した後、６２０ｎ
ｍで光を放射する。シグナル出力は任意の光単位である。測定は、いくつかの供給元から
購入したＨＣＶコア抗原が陽性および陰性のヒト血清および血漿試料で実施した。
【０１２５】
　実験によるＨＣＶコア抗原測定法は、以下のとおり実行した。正常ヒト血清、ＨＣＶ抗
原陽性試料または血液ドナー試料の５０μｌおよび界面活性剤を含有する予備処理試薬Ｐ
Ｔ（リン酸カリウム２００ｍＭ、ｐＨ５．０、ＫＣｌ１．１２５Ｍ、１．５％ヘキサデシ
ルトリメチルアンモニウムクロリド（ＨＴＡＣ）、０．５％オクチルグリコシド）２５μ
ｌを９分間一緒にインキュベートして抗原を放出させ、同じ測定法緩衝液Ｒ１およびＲ２
（リン酸カリウム１００ｍＭ、ｐＨ７．０、ＫＣｌ２２５ｍＭ、０．５％タウロデオキシ
コール酸ナトリウム、０．３％ツビッタージェント３－１４、０．１％オキシピリオン、
０．０１％メチルイソチアゾリノン、０．２％ウシ血清アルブミン、０．２％ウシＩｇＧ
、ＭＡＫ３３－ＩｇＧ１５０μｇ／ｍｌ、ＭＡＫ３３－Ｆ（ａｂ’）２－ポリ５０μｇ／
ｍｌ、ＭＡＫ　ＩｇＧ２ｂ／Ｆａｂ２ａ－ポリ５０μｇ／ｍｌ）中で捕捉抗体－ビオチン
コンジュゲート２μｇ／ｍｌの３５μｌおよび検出抗体ルテニウム標識コンジュゲート１
μｇ／ｍｌの４０μｌを添加した。９分間のインキュベーション時間を追加した後、スト
レプトアビジンをコーティングした常磁性微粒子５０μｌを添加し、さらに９分間インキ
ュベートした。その後、ＨＣＶコア抗原を検出した（これらの実験で生成した電気化学発
光シグナルを介して）。
【０１２６】
　表１のデータは、ＨＣＶ抗原陽性試料および正常試料の区別を示す。さらに、１０００
カウントを上回るシグナルを有する血液ドナー試料は全て、試料を干渉しているものと考
えられる。
【０１２７】
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【表１】

【０１２８】
　実施例４
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　アルカリ予備処理を含むＥｌｅｃｓｙｓＨＣＶコア抗原プロトタイプ測定法
　様々なアルカリｐＨでの試料の予備インキュべーションの効果は、実施例３で記載した
ようなＰＴのリン酸カリウムの代わりに様々なＫＯＨ濃度を使用することによって評価し
た。免疫学的反応を最適化するために、Ｒ１およびＲ２の緩衝液の塩濃度および緩衝液の
ｐＨをさらに変化させた。測定は、実施例３で記載したように実施した。結果を表２Ａお
よびＢに示す。
【０１２９】
　０．１５Ｍ以下のＫＯＨ濃度は、非特異的な交差干渉試料シグナル全てを抑制するには
十分ではない。０．５Ｍ以上のＫＯＨ濃度はバックグラウンドシグナルおよびマトリック
ス効果を増大させ、アルカリｐＨのように測定感度を低下させる傾向があり、Ｒ１および
Ｒ２における緩衝液塩濃度が増加することによって影響を打ち消すことがほとんどできな
くなる。したがって、試料の予備処理中のｐＨは、特に少なくとも１１．６であるか、ま
たは１１．６を上回ってもよい。低いバックグラウンドシグナルは、ＨＣＶ抗原陽性試料
における高いシグナルノイズ（Ｓ／Ｎ）比を実現し、測定法感度を保護するために非常に
重要である。表２Ａ／Ｂのデータから、ｐＨ６．５またはｐＨ６．３でリン酸カリウム２
００ｍＭを含有するＲ１およびＲ２のための緩衝液ならびにＫＯＨ０．２５Ｍを含有する
ＰＴは最良の結果を示した。
【０１３０】
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【表２】

【０１３１】
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【表３】

【０１３２】
　実施例５
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　アルカリ予備処理後の様々な種類の血漿試料で得られたｐＨ
　アルカリ予備処理後のヒト血漿試料のｐＨに対する抗凝固薬の効果を調べるために、ヒ
ト試料を含有する１０種類の異なる種類の血漿試験管を使用した。試料およびＰＴ（ＫＣ
ｌ１．１２５Ｍ、１．５％ＨＴＡＣ、０．５％オクチルグリコシド、ＫＯＨ０．２５Ｍ）
を上記の実施例で記載したのと同じ比２：１で混合し、得られたｐＨを測定した（表３）
。全種類の血漿について得られたｐＨは、ｐＨ１１．９から１２．３の範囲で見いだされ
た。
【０１３３】
【表４】

【０１３４】
　実施例６
　予備処理試薬の保存安定性
　診断試薬またはキットの長期保存は通常２～８℃で実施する。実施例３で示した予備的
に最適なＰＴでは、この温度で２、３日保存した後に沈殿が認められた。
【０１３５】
　予備処理組成物の最適なものを表４に示す。ＫＯＨ、オクチルグリコシドおよびヘキサ
デシルトリメチルアンモニウムクロリド（ＨＴＡＣ）の濃度を変化させ、実施例３で示し
たリン酸カリウム２００ｍＭ、ｐＨ６．５を含有するＲ１およびＲ２のための予備的に最
適な緩衝液を含むＨＣＶ　Ａｇプロトタイプ測定法で評価した。高濃度のオクチルグリコ
シド（０．７５％および１％）の条件のみで、沈殿の排除を引き起こした。
【０１３６】
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【表５】

【０１３７】
　実施例６
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　試料予備処理中の還元剤のＨＣＶＡｇ検出に対する影響
　欧州特許出願公開第２３２７９８７Ａ２号は、ＨＣＶコア抗原を検出するための２ステ
ップ試料予備処理反応の第２のステップにおける還元剤の使用を開示している。第１のス
テップは、アルカリ剤、カオトロピック剤および非イオン性界面活性剤からなる試薬で実
施する。
【０１３８】
　ｃｏｂａｓ（登録商標）ｅ６０１分析器でＥｌｅｃｓｙｓＨＣＶコア抗原プロトタイプ
測定法のＰＴ中にＤＴＴ５０ｍＭを使用することによって（欧州特許出願公開第２３２７
９８７Ａ２号で開示されたような最終的予備処理試料におけるのと同程度のＤＴＴ濃度を
導く）、測定感度は実質的に低下する（表５）。この実験のためにＲ１およびＲ２で使用
した測定緩衝液は、リン酸カリウム２００ｍＭ、ｐＨ６．５、ＫＣｌ２２５ｍＭ、０．５
％タウロデオキシコール酸ナトリウム、０．３％ツビッタージェント３－１４、０．１％
オキシプリオン、０．０１％メチルイソチアゾリノン、０．２％ウシ血清アルブミン、０
．２％ウシＩｇＧを含有した。ＰＴはＫＯＨ０２５Ｍ、ＫＣｌ１．１２５Ｍ、１．５％Ｈ
ＴＡＣ、０．７５％オクチルグリコシドからなった。
【０１３９】
【表６】

【０１４０】
　実施例７
　表面活性剤のＨＣＶＡｇ検出に対する影響
　実施例４による実験は、１．５％ＨＴＡＣおよび０．７５％オクチルグリコシドの存在
下、ならびに界面活性剤の非存在下での予備処理を使用して実施した。シグナル強度およ
び取得率は、代表的な試料について測定した。表６から導き出すことができるように、界
面活性剤の非存在下では、実施例４によるアルカリ／界面活性剤処理で得られたシグナル
の一部分のみを回復することができる。
【０１４１】
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【０１４２】
　実施例８
　ＥｌｅｃｓｙｓＨＣＶＡｇプロトタイプの抗体陽転感度
　アルカリＰＴ（Ｒ１／Ｒ２緩衝液およびＰＴ、実施例４参照）を含むＥｌｅｃｓｙｓＨ
ＣＶＡｇプロトタイプの感受性をさらに評価し、実施例３で記載したＰＴ（Ｒ１／Ｒ２緩
衝液およびＰＴ、実施例３参照）およびＥｌｅｃｓｙｓ抗ＨＣＶＩＩと比較するために、
市販の抗体陽転パネルを試験した。Ｅｌｅｃｓｙｓ抗ＨＣＶＩＩは、ウイルスタンパク質
は検出しないが、ＨＣＶの感染後の体の免疫応答の結果として産生される抗ＨＣＶ抗体を
検出する免疫測定法である。ＨＣＶＡｇ測定法両方のために、試料シグナルを正常な陰性
試料のシグナルの３倍によって除して定義した予備的な実験カットオフ指数（ＣＯＩ）を
選択した。
【０１４３】
　ＥｌｅｃｓｙｓＨＣＶＡｇプロトタイプ変種はいずれも、ほぼ同程度で、ＨＣＶ感染の
空白時間、すなわち、ＨＣＶに対する抗体が患者の免疫系によってまだ生成されていない
感染後の時点におけるＨＣＶコア抗原を検出することができる。
【０１４４】
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【表８－１】

【０１４５】
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