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(57)【要約】
本発明は、食物アレルゲンを含むアレルゲンの現地迅速
検出に有用なアレルゲン検出分子及びデバイスを提供す
る。本発明の１つの態様は、試料中の１種又は複数種の
アレルゲンを検出するための方法であって、（ａ）アレ
ルゲンを含有する疑いのある試料を取得するステップ、
（ｂ）（ａ）の試料を１種又は複数種の緩衝液で消化す
るステップ、（ｃ）上記消化試料を検出分子と接触させ
るステップ、（ｄ）上記接触試料を励起手段で処理する
ステップ、（ｅ）上記検出分子及び上記アレルゲンの相
互作用を可視化するステップを含む方法である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
シグナル発生ポリヌクレオチド配列を設計する方法であって、
　（ａ）第１のポリヌクレオチドのエネルギー計算又は構造計算を実施し、目的のエネル
ギー値及び構造特徴のうちの少なくともいずれか一方を有する配列のサブセットを選択す
るステップ、
　（ｂ）選択されたポリヌクレオチドのサブセットの１つ又は複数のメンバーの５’末端
に、長さが４～１８ヌクレオチドの配列を付加することにより第２のポリヌクレオチドを
生成するステップであって、付加されたポリヌクレオチドの少なくとも一部分が、前記第
１のポリヌクレオチドの逆相補鎖である配列を含むステップ、
　（ｃ）（ｂ）で得られた配列の三次元の構造を分析するステップ、及び
　（ｄ）（ｃ）の分析に基づいて、前記５’末端及び３’末端を互いに結合させる閉ステ
ム－ループ構造を形成し、最も低いΔＧを有するシグナル発生ポリヌクレオチド配列を選
択するステップ
を含む方法。
【請求項２】
試料中の１種又は複数種のアレルゲンを検出するための方法であって、
　（ａ）アレルゲンを含有する疑いのある試料を取得すること、
　（ｂ）（ａ）の試料を１種又は複数種の緩衝液で消化すること、
　（ｃ）消化した試料を検出分子と接触させること、
　（ｄ）接触させた試料を励起手段で処理すること、及び
　（ｅ）前記検出分子及び前記アレルゲンの相互作用を可視化すること
を含む方法。
【請求項３】
前記検出分子が核酸を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
前記核酸がアプタマーである、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
前記アプタマーがフルオロフォア及びクエンチャーを含み、これらは、前記クエンチャー
が前記フルオロフォアの蛍光を消光するのに十分な程度に近傍にある、請求項４に記載の
方法。
【請求項６】
前記フルオロフォア及び前記クエンチャーが、前記アプタマーの配列の反対端に連結され
ており、前記配列の５’末端の５～２０個の核酸塩基残基が、ヘアピン構造を形成可能な
前記配列の３’末端の５～２０個の核酸塩基残基に少なくとも８０％相補性であることに
より、前記クエンチャーが、前記フルオロフォアの蛍光を消光するのに十分な程度に前記
フルオロフォアの近傍に配置される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
前記検出分子がリンカー配列を更に含み、前記リンカー配列は、５～２０核酸塩基長であ
り、前記アプタマーの配列の５’末端にアニーリングされ、前記アプタマーの配列の５’
末端と少なくとも８０％の相補性を有し、前記アプタマー配列がフルオロフォアを含み、
前記リンカー配列がクエンチャーを含むか、又は前記アプタマー配列がクエンチャーを含
み、前記リンカー配列がフルオロフォアを含む、請求項４に記載の方法。
【請求項８】
前記アレルゲンに対する前記検出分子の結合が、前記クエンチャーを前記フルオロフォア
から分離させることにより、前記フルオロフォアの蛍光検出が可能になる、請求項５に記
載の方法。
【請求項９】
前記アレルゲンに対する前記検出分子の結合が、前記検出分子の二次構造の変化を引き起
こす、請求項８に記載の方法。
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【請求項１０】
前記１種又は複数種の緩衝液が、Ｋ緩衝液及びＴ緩衝液を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項１１】
前記緩衝液がＴ緩衝液である、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
食品試料中のアレルゲンを検出するためのデバイスであって、
　（ａ）試料を処理するためのカートリッジを保持するように構成されている支持本体、
　（ｂ）試料収集チャンバ、
　（ｃ）タンパク質抽出チャンバ、
　（ｄ）検出チャンバ、及び
　（ｅ）表示ウィンドウ
を含むデバイス。
【請求項１３】
試料中のアレルゲンを検出するためのデバイスであって、
　（ａ）試料を収集及び処理するためのカートリッジ、
　（ｂ）蛍光励起を提供するための手段、
　（ｃ）蛍光発光をフィルタリングするための光フィルタ、
　（ｄ）前記アレルゲン及び検出分子を混合するための検出チャンバ、
　（ｅ）検出されたシグナルをデジタル化するための手段を含む、蛍光発光を検出するた
めの検出器、及び
　（ｆ）前記検出されたシグナルを受信し、前記アレルゲンの検出を示すための表示ウィ
ンドウ
を支持するように構成されている本体を含むデバイス。
【請求項１４】
前記カートリッジが、試料収集機構、収集チャンバ、タンパク質抽出膜、及び１つ又は複
数の検出チャンバを含む、請求項１３に記載のデバイス。
【請求項１５】
１対の検出チャンバを含む、請求項１４に記載のデバイス。
【請求項１６】
前記カートリッジが使い捨てである、請求項１３に記載のデバイス。
【請求項１７】
蛍光励起を提供するための手段が、前記支持本体に設置されている１対の発光ダイオード
（ＬＥＤ）により提供され、前記１対の各ＬＥＤが、前記１対の検出チャンバの対応する
検出チャンバに隣接している、請求項１４に記載のデバイス。
【請求項１８】
前記光フィルタが、１対の検出チャンバに隣接して位置しており、蛍光を、前記１対の検
出チャンバから前記光フィルタを通して前記検出器に伝達するように構成されている、請
求項１３に記載のデバイス。
【請求項１９】
前記アレルゲンの検出を示すための１対の表示ウィンドウを更に含み、前記１対の表示ウ
ィンドウが、前記１対の検出チャンバに対応する、請求項１８に記載のデバイス。
【請求項２０】
前記１対の検出チャンバの一方の検出チャンバが、陰性対照を提供し、前記１対の検出チ
ャンバの他方の検出チャンバが、前記アレルゲンを検出する、請求項１９に記載のデバイ
ス。
【請求項２１】
前記カートリッジが、前記検出チャンバ内への前記試料の進入に先立って、消化緩衝液を
試料混合チャンバに送るためのシリンジポンプを含む、請求項１３に記載のデバイス。
【請求項２２】
前記シリンジポンプが、流体導管を介して前記混合チャンバ及び前記検出チャンバと流体



(4) JP 2016-536018 A 2016.11.24

10

20

30

40

50

連通しており、シリンジの出口から前記混合チャンバまで伸長する第１の導管が、流体を
前記シリンジに引き込む際に、前記混合チャンバから前記シリンジへと流体が逆流するこ
とを防止するように構成されている第１の一方向バルブを含む、請求項２１に記載のデバ
イス。
【請求項２３】
前記検出チャンバから前記シリンジまで伸長する第２の流体導管を更に含み、前記第２の
流体導管が、流体を前記シリンジから運び出す際に、流体が前記検出チャンバ内へと流れ
ることを防止するように構成されている第２の一方向バルブを含む、請求項２２に記載の
デバイス。
【請求項２４】
前記混合チャンバが、前記試料を混合するための混合スクリュー、及び試料の一部を取得
し、前記混合チャンバ内に運び込むための針を有する中空ドリルビットを含む、請求項２
１に記載のデバイス。
【請求項２５】
前記カートリッジが、前記混合スクリュー及び前記ドリルビットの両方を駆動するための
モータを含む、請求項２４に記載のデバイス。
【請求項２６】
前記モータが、前記カートリッジから取り外し可能であり、再使用可能である、請求項２
５に記載のデバイス。
【請求項２７】
前記第２の流体導管に疎水性フィルタを更に含む、請求項２３に記載のデバイス。
【請求項２８】
前記デバイスが、取手により接続されている１対のローブを有する砂時計形状を有し、一
方のローブが、カートリッジを可逆的に保持するように構成されており、他方のローブが
、前記検出チャンバのための筺体及び前記表示ウィンドウのための表面を提供する、請求
項１３に記載のデバイス。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、アレルゲンを検出するための方法、デバイス、及び分子に関する。
【背景技術】
【０００２】
　アレルギーは、全世界で何百万もの人々、合衆国では約１５００万人に影響を及ぼして
いる重大な医学的状態であり、その中には多くの小児が含まれている。アレルギー反応で
は、免疫系が、アレルゲンを誤って脅威として標的とし、それを攻撃する。アレルギー反
応は、皮膚、消化器系、胃腸管、呼吸器系、循環系、及び心血管系に影響を及ぼす場合が
あり、幾つかのアレルギー反応では、複数の臓器系が影響を受ける。アレルギー反応は、
軽症から重症又は生死に関わるものまで様々である。重篤な症状には、呼吸困難、低血圧
、胸痛、意識消失、及びアナフィラキシーが含まれ得る。アレルギーを有する人々は、現
在、特定のアレルゲンを含有する可能性のあるあらゆる食品を回避することにより、自身
のアレルギーを管理している。こうした制限は、患者の生活の質に大きな影響を及ぼし、
食品のアレルゲン含有を正しく評価する方法は依然として存在しない。合衆国では、３分
に１人が、食物アレルギーの症状で緊急処置室に搬送されている。アレルゲンの存在を迅
速に決定する方法があれば、有益性は大きいであろう。患者自身が食品を試験して、アレ
ルゲン含有を正確に及び直ちに決定することが可能な携帯デバイスは、詳細な情報を得た
うえで食べるか否かを決断するために有益であろう。
【０００３】
　ＭｃＫａｙの特許文献１には、食物アレルゲンを検出するための食事用マットであって
、吸収材料、及び上記マットの別々の領域に塗布されている化学試薬の小さなスポットで
形成されている食事用マットが教示されている。食品がアレルギー原因物質を含有してい
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れば、化学試薬の外観が変化し、食品中にアレルギー原因物質が存在することを指し示す
ことになる。検出限界及び検出特異性は、スポットに使用される化学試薬次第である。欠
点としては、固形食品を分析する場合、固形食品とスポット試薬との反応時間が長いため
、偽陰性を示す可能性が高いということである。
【０００４】
　Ｊｕｎｇらの特許文献２及び特許文献３には、１つ又は複数のアレルゲン指標を分析す
るように構成されているマイクロ流体チップで試料を処理し、１つ又は複数の検出ユニッ
トでアレルゲン指標を検出し、１つ又は複数の表示ユニットで結果を表示することより、
アレルゲンを検出する方法が教示されている。この検出システムは、マイクロ流体チップ
、試薬送達ユニット、遠心分離ユニット、分析ユニット、検出ユニット、表示ユニット、
及び記録ユニットを含む。このデバイスは、携帯できるほど小型ではない。
【０００５】
　Ｓｃｏｔｔらの特許文献４には、食物アレルゲンを検出するための携帯デバイスであっ
て、筺体、試料入口ポート、試料に含まれている可能性のあるアレルゲンの存在を示すた
めの手段、及び上記試料に含まれている可能性のあるアレルゲンに対する抗体を含み、上
記抗体が検出可能なタグで標識されているアレルゲン検出チップを含む携帯デバイスが教
示されている。
【０００６】
　Ｒｏｙｄｓの特許文献５には、食品試料中の有害汚染物質の存在を特定するための食品
試験デバイスであって、使い捨ての試料容器；ブレードアッセンブリを含む機械的液化装
置；及び有害汚染物質に対する親和性を有し、液化食品試料中の有害汚染物質を検出し、
有害汚染物質を認識すると視覚的な合図を生成することが可能な試薬を有する試験供給区
画を含むデバイスが教示されている。
【０００７】
　アプタマー、並びにアプタマーを使用して食品中のタンパク質を検出するためのデバイ
ス及び方法が、以下のものを含む幾つかの特許及び特許出願（それらの各々は、参照によ
り本明細書に組み込まれる）に開示されている：Ｋｉｍらの特許文献６には、官能化ポリ
ジアセチレン分子センサーのマイクロアレイが教示されている；Ｂｒｕｎｎｅｒらの特許
文献７には、アプタマーに基づく抗ＣＥＴＰ抗体誘導抗原を使用して、アテローム性動脈
硬化症を治療するための方法が教示されている；及びＲａｓｏｏｌｙらの特許文献８には
、「電気的浸透」（ランダム抵抗ネットワークによる電気の流れ）と呼ばれる物理的原理
を使用して、半導体での生体分子結合を電気的に検出するための方法及びシステムが教示
されている。１つの実施形態では、標的分子と結合する捕捉分子は、アプタマーであって
もよい。Ｌｏｗｅｒｙ，Ｊｒ．らの特許文献９には、分析物を収集及び検出するためのＮ
ＭＲシステム及び方法が教示されている。Ｙｏｋｏｔａらの特許文献１０には、内因性カ
イロミクロンを使用することにより標的遺伝子発現を抑制するために核酸を送達するため
のシステムであって、上記核酸がアプタマーであってもよいシステムが教示されている。
Ｈｅｒｚｏｇらの特許文献１１には、ペプチドＹＹ（ＰＹＹ）の発現レベルが低減されて
いるトランスジェニック動物、及び上記トランスジェニック動物を使用して、アプタマー
のライブラリーをスクリーニングし、ＰＹＹのアゴニスト及びアンタゴニストを特定する
ための方法が教示されている。Ｌｉｅｂｅｒらの特許文献１２には、分析物を検出するた
めの蛍光に基づくナノスケールワイヤバイオセンサーデバイス及び方法であって、アプタ
マーが、上記ナノスケールワイヤに対して間接的に固定されていてもよいデバイス及び方
法が開示されている。Ｈｏｒｎｂｅｃｋらの特許文献１３には、カルシノーマ及び／又は
白血病で特定された新規のチロシンリン酸化部位を検出及び定量化するための側方流動デ
バイスが教示されている。Ｍａｔａらの特許文献１４には、血清レチノール、レチノール
結合タンパク質（ＲＢＰ）、及び／又はトランスサイレチン（ＴＴＲ）の活性又は利用能
を調節することができる巨大分子及び他の分析物を検出するためのバイオセンサーが教示
されている。Ｇｏｒｄｏｎらの特許文献１５には、捕捉剤の組み合わせを使用することを
含み、捕捉剤がアプタマーであってもよい、試料中にある少量のタンパク質アイソフォー
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ム（例えば、選択的スプライシング、又は異なる疾患タンパク質アイソフォーム、又は分
解産物による）を検出するための方法、試薬、及び装置が教示されている。Ｖｕｋｉｃｅ
ｖｉｃらの特許文献１６には、硬骨及び軟組織の欠損及び障害を診断及び治療するための
、骨形態形成タンパク質（ＢＭＰ）、例えば、ＢＭＰ－１プロコラーゲンｃ－プロテイナ
ーゼの核酸バイオセンサーが教示されている。
【０００８】
　アナフィラトキシンＣ５ａ－（補体因子５ａ）－結合アプタマーが、Ｂｕｃｈｎｅｒら
の特許文献１７、特許文献１８、及び特許文献１９に記載されている。また、Ｂｕｃｈｎ
ｅｒらの特許文献２０には、ＣＸＣケモカインストロマ細胞由来因子－１（ＳＤＦ－Ｉ）
に結合するアプタマーが記載されている。
【０００９】
　分子ビーコン（ＭＢ）は、フルオロフォア部分及びクエンチャー部分を両方とも含み、
スイッチのように作用するヘアピン型オリゴヌクレオチドである。閉じた状態では、フル
オロフォア及びクエンチャーは共に近傍にあり、蛍光は、共鳴エネルギー移動により消光
される（「スイッチオフ」）。構造変化によりヘアピン構造が開き、フルオロフォアがク
エンチャーと離れると、クエンチャーはもはや消光することができず、蛍光は回復する（
「スイッチオン」）。ＭＢは、感度が高く、優れた分子認識特異性を有するプローブを必
要とする検出デバイス及び診断アッセイに特に有用である。それらは、非常に標的特異的
であり、ヌクレオチドが１でも異なると核酸標的配列は無視される。ＭＢの他の利点は、
以下の通りである：（１）高感度であり、リアルタイムモニタリングが可能である；（２
）バックグラウンドシグナルが低く、２００倍を超える蛍光増強が可能である；（３）Ｍ
Ｂでは、過剰な未ハイブリダイズプローブからプローブ－標的ハイブリッドを単離するこ
とが不可能又は望ましくない場合、「分離せずに検出する」ことが可能である。ＭＢのル
ープ－ステム構造がもたらす特異性は、様々な生物学的環境で使用可能であることが実証
されている。本明細書で開示されている組成物、方法、及びデバイスは、溶液中（ｉｎ　
ｖｉｔｒｏ）でのＲＮＡ－ＤＮＡ相互作用の研究、タンパク質－ＤＮＡ相互作用の研究、
生体系内での測定、及びバイオセンサーの設計に応用可能である。例えば、本明細書に記
載の組成物は、ＰＣＲ中にＤＮＡ／ＲＮＡ増幅をリアルタイムでモニタリングすること等
のｉｎ　ｖｉｔｒｏ研究；臨床診断用の迅速で信頼性の高い突然変異検出（非特許文献１
）；スペクトル核型決定（非特許文献２）：ＤＮＡ粘着末端対合（ＳＥＰ）分析；ＲＮＡ
の細胞内局在性及び細胞輸送経路の可視化（非特許文献３）に使用することができる。
【００１０】
　例示的な分子ビーコンは、非特許文献４に概説されており、以下の文献に記載されてい
る：Ｌｉｔｍａｎらの特許文献２１、この文献には、癌に関連するマイクロＲＮＡ（ｍｉ
ＲＮＡ）配列、並びにアプタマー及び分子ビーコンを使用したそれらの検出が教示されて
いる；Ｍｅｙｅｒｓらの特許文献２２、この文献には、新規のプロテインキナーゼ、セリ
ン／トレオニンプロテインキナーゼ、セリン／トレオニンホスファターゼ、プロリルオリ
ゴペプチダーゼ、トリプシン、セリンプロテアーゼ、及びユビキチンカルボキシ末端ヒド
ロラーゼファミリーメンバーが教示されており、明細書では、それらは「５３０７０、１
５９８５、２６５８３、２１９５３、ｍ３２４０４、１４０８９、及び２３４３６」と呼
ばれており、概して、アプタマー又は分子ビーコンを使用してそれらを検出する方法が開
示されている；及びＫａｐｅｌｌｅｒ－Ｌｉｂｅｒｍａｎｎらの特許文献２３、この文献
には、３つの新規とされているプロテインキナーゼファミリーメンバーが教示されており
、明細書では、それらは「２５０４、１５９７７、及び１４７６０」と呼ばれており、概
して、アプタマー又は分子ビーコンを使用したそれらの検出が開示されている。
【００１１】
　迅速で正確なアレルゲン検出用の携帯可能な及び再使用可能なデバイスの必要性が依然
として存在している。単一のデバイスを用いて複数のアレルゲンを検出する必要性も依然
として存在している。
【先行技術文献】
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【特許文献】
【００１２】
【特許文献１】米国特許第５，８２４，５５４号明細書
【特許文献２】米国特許出願公開第２００８／０１８２３３９号明細書
【特許文献３】米国特許第８，６１７，９０３号明細書
【特許文献４】米国特許出願公開第２０１０／０２１００３３号明細書
【特許文献５】米国特許第７，５２７，７６５号明細書
【特許文献６】米国特許第８，６３３，１４０号明細書
【特許文献７】米国特許第８，６１８，０４６号明細書
【特許文献８】米国特許第８，６１４，４６６号明細書
【特許文献９】米国特許第８，５６３，２９８号明細書
【特許文献１０】米国特許第８，５０７，４５８号明細書
【特許文献１１】米国特許第８，２３６，９３３号明細書
【特許文献１２】米国特許第８，２３２，５８４号明細書
【特許文献１３】米国特許第７，９７７，４６２号明細書
【特許文献１４】米国特許第７，９７３，０７９号明細書
【特許文献１５】米国特許第７，８５５，０５７号明細書
【特許文献１６】米国特許第７，８５０，９６４号明細書
【特許文献１７】国際公開第２００９／０４０１１３号
【特許文献１８】国際公開第２０１０／１０８６５７号
【特許文献１９】国際公開第２０１３／１０４５４０号
【特許文献２０】国際公開第２００９／０１９００７号
【特許文献２１】米国特許第８，１８８，２５５号明細書
【特許文献２２】米国特許第７，２８２，３６０号明細書
【特許文献２３】米国特許第６，７３０，４９１号明細書
【非特許文献】
【００１３】
【非特許文献１】Ｘｉａｏら、（２００９年）Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｄｅｔｅｃｔ
ｉｏｎ　ｏｆ　Ｓｉｎｇｌｅ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ　ｖ
ｉａ　ａ　Ｓｉｎｇｌｅ，Ｓｅｌｆ－Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ，Ｔｒｉｐｌｅ－ｓｔ
ｅｍ　ＤＮＡ　Ｐｒｏｂｅ．Ａｎｇｅｗ　Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．４８巻（
２４号）：４３５４～４３５８頁
【非特許文献２】Ｋｏｓｔｒｉｋｉｓら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、１９９８年、２７９巻：１２
２８頁
【非特許文献３】Ｔａｎら、（２００５年）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｅａｃｏｎｓ　ｆｏ
ｒ　Ｂｉｏａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．Ａｎａｌｙｓｔ　１３０
巻：１００２～１００５頁
【非特許文献４】Ｌｅｕｎｇら、２０１１年（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ、２０１２年、４０巻（３号）：９４１～９５５頁）
【発明の概要】
【００１４】
　本発明は、種々のタイプの試料中でのアレルゲン検出に使用するためのデバイス、方法
、及び検出分子を提供する。
　本発明の１つの態様は、試料中の１種又は複数種のアレルゲンを検出するための方法で
あって、（ａ）アレルゲンを含有する疑いのある試料を得るステップ、（ｂ）１種又は複
数種の緩衝液で（ａ）の試料を消化するステップ、（ｃ）上記消化試料を検出分子と接触
させるステップ、（ｄ）上記接触試料を励起手段で処理するステップ、及び（ｅ）上記検
出分子及び上記アレルゲンの相互作用を可視化するステップを含む方法である。
【００１５】
　本発明の別の態様は、試料中のアレルゲンを検出するためのデバイスである。上記デバ
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イスは、以下の部品を支持するように構成されている本体を含む：（ａ）上記試料を収集
及び処理するためのカートリッジ；（ｂ）蛍光励起を提供するための手段；（ｃ）蛍光発
光をフィルタリングするための光フィルタ；（ｄ）上記アレルゲン及び検出分子を混合す
るための検出チャンバ；（ｅ）検出シグナルをデジタル化するための手段を含む、蛍光発
光を検出するための検出器；及び（ｆ）上記検出シグナルを受け取り、上記アレルゲンの
検出を示すための表示ウィンドウ。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】本発明の１つの実施形態による検出デバイス１０の概略図である。
【図２Ａ】本発明の検出デバイスの別の実施形態で使用されるカートリッジ１４００の概
略図である。この図には、シリンジプランジャー１４０８をシリンジ１４０６のバレルに
押し込んだ時のカートリッジ内の流体の流れの方向が示されている。流体（消化緩衝液Ｄ
）は、一方向バルブ１４２２から混合チャンバ１４１０に注入される。
【図２Ｂ】図２Ａの同じカートリッジ１４００の概略図である。この図には、シリンジプ
ランジャー１４０８をシリンジ１４０６のバレルから引き出した時のカートリッジ内の流
体の流れの方向が示されている。流体は、検出チャンバ１４２６から第２の一方向バルブ
１４２４を介してシリンジ１４０６のバレルへと引き出されて戻る。
【図３】その前部ローブと後部ローブ（それぞれ、２０１５及び２０２５）との間に配置
されている把持ハンドル２０１７を有する砂時計型の基本形状をしている検出デバイス２
０００の別の実施形態を示す図である。
【図４】コア配列２０２、フルオロフォア２０４、クエンチャー２０６、及びリンカー配
列２０８を含むシグナル発生ポリヌクレオチドＳＰＮ－Ａ＊２００により表わされる検出
分子の第２の配列を示す図である。
【図５】ヘアピン型シグナル発生ポリヌクレオチドＳＰＮ－Ｅ３００により表わされる検
出分子とその標的分子リゾチームとの反応を示す図である。また、アプタマーコア配列３
０２、フルオロフォア３０４、およびクエンチャー３０６が示されている。
【図６】二量体シグナル発生ポリヌクレオチドＳＰＮ－Ｅ＊４００（アニーリングされた
リンカー配列４０８を含む）により表わされる検出分子とその標的分子リゾチームとの反
応を示す図である。また、アプタマーコア配列４０２、フルオロフォア４０４、およびク
エンチャー４０６が示されている。
【図７Ａ】一般的なシグナル発生ポリヌクレオチド５００と分子標的としてのリゾチーム
との反応を示す図である。シグナル発生ポリヌクレオチド５００は、フルオロフォア５０
４が連結されているコア配列５０２を有する。また、シグナル発生ポリヌクレオチド５０
０は、クエンチャー５０６が連結されているリンカー配列５０８を含む。リンカー配列５
０８が、コア配列５０２にアニーリングされると、それによりクエンチャー５０６がフル
オロフォア５０４の近傍に配置されるリゾチームがコア配列５０２に結合すると、ヘアピ
ンを有する二次構造が形成され、それによりリンカー配列５０８が放出され、クエンチャ
ー５０６は、もはやフルオロフォア５０４の蛍光を消光しなくなる。
【図７Ｂ】一般的なヘアピン型シグナル発生ポリヌクレオチド６００と分子標的としての
リゾチームとの反応を示す図である。シグナル発生ポリヌクレオチド６００は、フルオロ
フォアが５’末端に連結されており、クエンチャー６０６が３’末端に連結されているコ
ア配列６０２を有する。コア配列６０２は、クエンチャー６０６をフルオロフォア６０４
に十分に接近させて、その蛍光を消光するヘアピン区画を有する。リゾチームがコア配列
６０２に結合すると、ヘアピン構造が崩れ、クエンチャー６０６はフルオロフォア５０４
から離れ、クエンチャー６０６は、もはやフルオロフォア６０４の蛍光を消光しなくなる
。
【図８】ＳＰＮ－Ｅによるリゾチームの蛍光検出のグラフである（５１９ｎｍの光学濃度
対リゾチーム濃度）。
【図９Ａ】様々な濃度のリゾチームを有する３つの試料の、ＳＰＮ－Ｅ＊によるリゾチー
ムの蛍光検出の範囲を示す棒グラフである（５１９ｎｍの光学濃度）。
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【図９Ｂ】様々なピコグラム量のリゾチームを含む３つの試料並びに卵白及びＢＳＡを含
む試料の、ＳＰＮ－Ｅによるリゾチームの蛍光検出の範囲を示す棒グラフである（５１９
ｎｍの光学濃度）。卵白は、むろんリゾチームを含有する。
【図１０】ミルク又はＢＳＡと混合したリゾチームを有する２つの試料を含む、様々な濃
度のリゾチームを有する４つの試料の、ＳＰＮ－Ｅ＊によるリゾチームの蛍光検出の範囲
を示す棒グラフである（５１９ｎｍの光学濃度）。
【図１１Ａ】卵白のみ又はタンパク質溶液と混合した卵白を様々に希釈した一連の７つの
試料の、ＳＰＮ－Ｅ＊によるリゾチームの蛍光検出の範囲を示す棒グラフである（５１９
ｎｍの光学濃度）。卵白は、むろんリゾチームを含有する。
【図１１Ｂ】希釈卵白のみ又はタンパク質溶液（ＢＳＡ）と混合した希釈卵白の、ＳＰＮ
－Ｅによるリゾチームの蛍光検出の範囲を示す棒グラフである（５１９ｎｍの光学濃度）
。卵白は、むろんリゾチームを含有する。
【図１２】リゾチームに対するＳＰＮ－Ｅの特異的結合を実証する棒グラフである。卵白
は、むろんリゾチームを含有する。
【図１３Ａ】ＳＰＮ－Ａ＊によるピーナッツアレルゲンａｒａ　ｈ１の蛍光検出のグラフ
である（５１９ｎｍの光学濃度対ピーナッツバター濃度）。
【図１３Ｂ】１試料当たり様々な濃度のＳＰＮ－Ａ＊を含有する一連の試料の、ＳＰＮ－
Ａ＊によるピーナッツアレルゲンａｒａ　ｈ１の蛍光検出を示すグラフである（５１９ｎ
ｍの光学濃度対リゾチーム濃度）。
【図１４Ａ】ＳＰＮ－Ａ＊をピーナッツバターの試料と混合した後の時間の関数としての
、ＳＰＮ－Ａ＊によるピーナッツアレルゲンａｒａ　ｈ１の蛍光検出のグラフである（５
１９ｎｍの光学濃度）。ＢＳＡの対照グラフは、比較のために示されている。
【図１４Ｂ】ＳＰＮ－Ｅをリゾチームの試料と混合した後の時間の関数としての、ＳＰＮ
－Ｅによるリゾチームの蛍光検出のグラフである（５１９ｎｍの光学濃度）。ＢＳＡの対
照グラフは、比較のために示されている。
【図１５】１０％、２０％、及び４０％エタノール（ＥｔＯＨ）を含有するＰＢＳ系緩衝
液で抽出された総タンパク量を示すヒストグラムである。ＧＦは、グルテンを含まないこ
とを意味する。
【図１６】Ｔｒｉｓ塩基ｐＨ８．０、５ｍＭ　ＥＤＴＡ、及び２０％エタノールを含有す
るＴｒｉｓ系緩衝液（ＤＯＴＳ緩衝液）並びにＮｅｏｇｅｎ（登録商標）緩衝液でのグル
テン回収を示すヒストグラムである。
【図１７Ａ】改変Ｔｒｉｓ系緩衝液Ａ、Ｃ、及びＤでのグルテン回収（ｐｐｍ）を示す図
である。
【図１７Ｂ】改変Ｔｒｉｓ系緩衝液Ｂ、Ｅ、及びＦでのグルテン回収（ｐｐｍ）を示す図
である。
【図１８Ａ】Ｔｒｓｉ系緩衝液Ａ＋及びＮｅｏｇｅｎ（登録商標）抽出緩衝液でのグルテ
ン回収を示す図である。
【図１８Ｂ】Ｔｒｓｉ系緩衝液Ａ＋及びＮｅｏｇｅｎ（登録商標）抽出緩衝液でのグルテ
ン回収を示す図である。
【図１９】Ｔｒｓｉ系緩衝液Ａ＋及びＮｅｏｇｅｎ（登録商標）抽出緩衝液でのミルクア
レルゲン回収を示す図である。試料は、試験用に１：１０に希釈した。Ｔｒｉｓ緩衝液Ａ
＋では、ベーキング前にスパイクした場合のミルクアレルゲンの回収は１０％であり、ベ
ーキング後にスパイクした場合の回収は１００％であることが示されている。
【図２０Ａ】Ｔｒｓｉ系緩衝液Ａ＋及びＮｅｏｇｅｎ（登録商標）緩衝液でのベーキング
後のアレルゲン回収を示す図である。
【図２０Ｂ】Ｔｒｓｉ系緩衝液Ａ＋及びＮｅｏｇｅｎ（登録商標）緩衝液でのベーキング
前のアレルゲン回収を示す図である。
【図２１Ａ】ＰＢＳ系緩衝液：Ｐ＋緩衝液及びＰ－緩衝液でのベーキング前のアレルゲン
回収を示す図である。
【図２１Ｂ】ＰＢＳ系緩衝液：Ｐ＋緩衝液及びＰ－緩衝液緩衝液でのベーキング後のアレ
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ルゲン回収を示す図である。
【図２２Ａ】Ｅｌｕｔｉｏｎ　ＥＬＩＳＡキットでの回収率と比較した、ＰＢＳ系Ｋ緩衝
液でのアレルゲン回収率を示す図である。Ｋ緩衝液でのベーキング前の回収率を示す。
【図２２Ｂ】Ｅｌｕｔｉｏｎ　ＥＬＩＳＡキットでの回収率と比較した、ＰＢＳ系Ｋ緩衝
液でのアレルゲン回収率を示す図である。Ｋ緩衝液でのベーキング後の回収率を示す。
【図２３】Ｔｒｉｓ系Ｔ緩衝液及びＰＢＳ系Ｋ緩衝液間のカシューアレルゲン回収の比較
を示す図である。この実験では、バニラプリンを食品マトリックスとして使用した。
【図２４】ＰＢＳ系Ｐ＋緩衝液中での卵白に対するＭＢ６結合親和性を示す図である。Ｐ
＋緩衝液は、卵白に対するＳＰＮの結合親和性を低下させることが示されている。
【図２５】Ｐ＋緩衝液及びＰ－緩衝液中での卵白に対するＳＰＮ　ＭＢ－５結合の蛍光検
出のプロットである。ゼラチンの影響は、ＭＢ－５の結合にとって重要ではないことが示
されている。
【図２６Ａ】Ｋ緩衝液中での卵白に対するＭＢ６結合親和性を示す図である。Ｋ緩衝液は
、ＳＰＮの結合親和性を増加させることが示されている。
【図２６Ｂ】Ｋ緩衝液中での卵白に対するＭＢ４結合親和性を示す図である。Ｋ緩衝液は
、ＳＰＮの結合親和性を増加させることが示されている。
【図２７Ａ】ＰＢＳ系Ｋ緩衝液中での純粋な卵白タンパク質に対するＭＢ５結合親和性を
示す図である。
【図２７Ｂ】Ｔｒｉｓ系Ｔ緩衝液中での純粋な卵白タンパク質に対するＭＢ５結合親和性
を示す図である。
【図２８Ａ】チョコレートケーキにスパイクしたリゾチームのＭＢ６検出を示す棒グラフ
である。
【図２８Ｂ】チョコレートケーキにスパイクしたリゾチームのＭＢ４検出を示す棒グラフ
である。
【図２９Ａ】卵を含有する食品中にあるリゾチームのＭＢ６検出を示す棒グラフである。
【図２９Ｂ】卵を含有する食物中にあるリゾチームのＭＢ４検出を示す棒グラフである。
【図３０Ａ】純粋なピーナッツ粉末に対するＭＢ７結合の蛍光検出のグラフである。
【図３０Ｂ】ＭＢ７は、１ｐｐｍというより低いレベルでピーナッツ（Ｐ）粉末と特異的
に結合するが、マグケーキ（ＭＣ）マトリックスにスパイクすると、卵白（ＥＷ）又はオ
ボムコイド（ｏｖｏ）とは結合しないことを示す図である。
【図３１Ａ】純粋なピーナッツ粉末に対するＭＢ９結合の蛍光検出のグラフである。
【図３１Ｂ】ＭＢ９は、１ｐｐｍというより低いレベルでピーナッツ（Ｐ）粉末と特異的
に結合するが、マグケーキ（ＭＣ）マトリックスにスパイクすると、卵白（ＥＷ）又はオ
ボムコイド（ｏｖｏ）とは結合しないことを示す図である。
【図３２Ａ】ベーキング前のケーキ及びベーキング後のケーキにスパイクした低ｐｐｍレ
ベルのピーナッツのＭＢ７検出を示す図である。
【図３２Ｂ】図３２ＡのＭＢ７検出をｐｐｍに変換した棒グラフである。
【図３３Ａ】ベーキング前のケーキ及びベーキング後のケーキにスパイクした低ｐｐｍレ
ベルのピーナッツのＭＢ９検出を示す図である。
【図３３Ｂ】図３３ＡのＭＢ９検出をｐｐｍに変換した棒グラフである。
【図３４】ＥＬＩＳＡアッセイでのピーナッツ回収率と比較した、Ｋ緩衝液でのＭＢ７及
びＭＢ９回収率を示すヒストグラムである。
【図３５Ａ】プレッツェル及びアイスクリーム等の加工食品中の希釈ピーナッツアレルゲ
ンのＭＢ７検出を示すヒストグラムである。
【図３５Ｂ】プレッツェル及びアイスクリーム等の加工食品中の希釈ピーナッツアレルゲ
ンのＭＢ９検出を示すヒストグラムである。
【図３６Ａ】ＰＢＳ系Ｋ緩衝液中での純粋なピーナッツタンパク質に対するＭＢ９結合親
和性を示す図である。
【図３６Ｂ】Ｔｒｉｓ系Ｔ緩衝液中での純粋なピーナッツタンパク質に対するＭＢ９結合
親和性を示す図である。
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【図３７Ａ】時点０分～時点３０分のＭＢ７検出シグナルの比較を示す図である。
【図３７Ｂ】時点０分～時点３０分のＭＢ９検出シグナルの比較を示す図である。
【図３８Ａ】様々な試料サイズのトゥインキー（ＴＷＩＮＫＩＥ（商標））中のミルクア
レルゲン回収を示すヒストグラムである。
【図３８Ｂ】様々な試料サイズのプリン中のミルクアレルゲン回収を示すヒストグラムで
ある。
【図３８Ｃ】様々な試料サイズの牛挽肉にスパイクしたミルクアレルゲン回収を示すヒス
トグラムである。
【図３９】様々なサイズのトゥインキー（ＴＷＩＮＫＩＥ（商標））中でのリゾチームに
対するＭＢ５結合親和性を示す図である。試料サイズが増加すると、ＭＢ５結合が低下し
得ることが示されている。
【図４０Ａ】様々な分離装置（ＧＭ：ｇｅｎｔｌｅＭＡＣ；ＭＭ：ｍｉｎｉＭＡＣ；低：
Ｃｏｎｔｉｕｕｍ分離装置　低ワット；高：Ｃｏｎｔｉｕｕｍ分離装置　高ワット）を使
用した、鶏肉からのミルクアレルゲン回収を示す図である。
【図４０Ｂ】様々な分離装置を使用した、トゥインキー（ＴＷＩＮＫＩＥ（商標））から
のミルクアレルゲン回収を示す図である。
【図４０Ｃ】様々な分離装置を使用した、糖衣からのミルクアレルゲン回収を示す図であ
る。
【図４１】様々な分離装置を使用したＭＢ５結合を示す棒グラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　上述の及び他の目的、特徴、及び利点は、添付の図面に示されているような本発明の特
定の実施形態の以下の説明から明白になるであろう。概略図は、必ずしも正しく縮尺され
ていない。むしろ、ある操作原理を示す際には誇張されている。
【００１８】
　別様に定義されていない限り、本明細書で使用される技術用語及び科学用語は全て、本
発明が属する当業者が一般的に理解するものと同じ意味を有する。本明細書に記載のもの
と類似の又は等価な方法及び物質を、本発明が特徴とする方法の実施又は試験に使用する
ことができるが、好適な方法及び物質は、下記の詳細な説明、例、及び請求項に記載され
ている。種々の特徴が参照番号を使用して説明されている場合、同様の機能を有する特徴
を説明するために、類似の参照番号が使用されている。
【００１９】
　分析デバイスを使用して食品安全性を保証することは、その確実性を満たすという地点
にまだ到達していない。特に、多種多様な既知アレルゲンを検出するための、単純だが正
確で高感度な迅速検出スキームに基づく携帯デバイスは、依然として開発されていない。
食品安全性管理の状況における、アプタマーに基づく分析のより最近の概説の１つによる
と、非常に多様な市販の分析ツールがアレルゲン検出用に開発されているものの、それら
のほとんどは、イムノアッセイに依存していることが示されていた。更に、このグループ
の成分用にアプタマーを選択した研究が現れつつあることが示されていた（Ａｍａｙａ－
Ｇｏｎｚａｌｅｚら、Ｓｅｎｓｏｒｓ　２０１３年、１３巻、１６２９２～１６３１１頁
、この文献は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）。
【００２０】
　本明細書に記載の方法及びデバイスは、アレルゲンを検出するための、核酸に基づく検
出分子の使用を企図するものである。幅の広い構想では、本明細書に記載の方法及びデバ
イスは、食品安全性に加えて、例えば、民間背景及び戦場背景における疾患の医学的診断
、環境モニタリング／管理、及び生物兵器を検出するための軍事利用等の種々様々な場面
で、試料中の任意のタンパク質含有量を検出するために使用することができる。更に幅広
い応用では、本発明の方法及びデバイスは、核酸に基づく検出分子が結合するあらゆる生
体分子を検出するために使用することができる。幾つかの非限定的な例として、この検出
方法及びデバイスは、癌マーカーのスポット検出、現場診断（化学薬品との接触、外傷性
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頭部損傷等）、第三世界での応用（ＴＢ、ＨＩＶ検査等）、急患診療（脳卒中マーカー、
頭部損傷等）、及びその他多数に使用することができる。
【００２１】
　下述のように、そのような核酸に基づく検出分子の１つの特定の種類は、アプタマーで
ある。アプタマーは、ＳＥＬＥＸプロセス（以下に記載されている）という反復手法を使
用して、本質的にあらゆる分子標的（又はその部分）に対して生成することができるため
、本発明者らは、アプタマーが検出分子のコア配列を提供するために特に好適であること
を認識している。そのようなアプタマーは、それらの標的に対する親和性及び結合特異性
が高い。また、本発明者らは、シグナル発生ポリヌクレオチド（以下に詳しく説明されて
いる）の生成にコア配列としてアプタマーを使用することにより、種々のリポーター分子
を便利に結合させることが可能になることを認識している。また、アプタマーコア配列に
基づくシグナル発生ポリヌクレオチドの生産コストが比較的低いことは、本明細書に記載
のセンサーデバイス等の生体分子センサーの、単純だが効果的である検出アッセイの開発
という目的に関して有利である。最後に、本発明者らは、食品安全性を保証するために周
囲温度で高感度に再現性よく反復して使用することのできる単純で携帯可能なセンサーで
の使用に特に好適である、シグナル発生ポリヌクレオチド等のアプタマーに基づく検出配
列を使用して、種々の食品マトリックス中のアレルゲン検出を簡易に実施することができ
ることを認識している。
【００２２】
　非限定的な例では、アナフィラキシー毒性アレルゲンであるβ－コングルチン、Ｌｕｐ
　ａｎ　１に特異的な一本鎖ＤＮＡアプタマーのｉｎ　ｖｉｔｒｏ選択プロセスが報告さ
れている（Ｎａｄａｌら、（２０１２年）ＤＮＡ　Ａｐｔａｍｅｒｓ　ａｇａｉｎｓｔ　
ｔｈｅ　Ｌｕｐ　ａｎ　１　Ｆｏｏｄ　Ａｌｌｅｒｇｅｎ．ＰＬｏＳ　ＯＮＥ　７巻（４
号）：ｅ３５２５３）。手短に言えば、ルピナスに由来するβ－コングルチンサブユニッ
トが精製され、磁気ビーズと化学的に架橋された。ペプチド質量フィンガープリント法を
使用して、ビーズ表面のβ－コングルチンの存在が確認された。ホスホロチオエート化順
方向プライマー及びＴ７遺伝子６エキソヌクレアーゼを使用して、１０１４の集団多様性
を有するＤＮＡライブラリー貯留が増幅され、一本鎖９３量体ＤＮＡ配列が生成された。
ライブラリー貯留は、タンパク質結合磁気ビーズと共にインキュベートされた。ＰＣＲを
使用してＳＥＬＥＸの各ラウンドがモニタされ、タンパク質結合ビーズから開放されたＤ
ＮＡの量が、非結合ビーズから得られたものと比較された。酵素結合オリゴヌクレオチド
アッセイ（ＥＬＯＮＡ）及び表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）を使用して、進化がモニタさ
れた。１５ラウンドのＳＥＬＥＸ後、増幅されたＤＮＡがクローニングされ、配列決定さ
れ、コンセンサスモチーフが特定され、それらのモチーフに対する親和性及び特異性が評
価され、それらの二次構造が予測された。得られたアプタマーは、競合ＥＬＯＮＡを使用
して、β－コングルチンルピナスアレルゲンの検出及び定量化が評価された。このように
して、３．６×１０－７のＫＤを有する独自の９３量体が選択され、１．７×１０－９の
ＫＤを有する１１量体に短縮された（Ｎａｄａｌら、（２０１３年）Ｐｒｏｂｉｎｇ　ｈ
ｉｇｈ－ａｆｆｉｎｉｔｙ　１１－ｍｅｒ　ＤＮＡ　ａｐｔａｍｅｒ　ａｇａｉｎｓｔ　
Ｌｕｐ　ａｎ　１　（β－ｃｏｎｇｌｕｔｉｎ）．Ａｎａｌ．Ｂｉｏａｎａｌ．Ｃｈｅｍ
．４０５巻：９３４３～９３４９頁）。この短縮１１量体は、グアニン豊富であり、スタ
ッキングしたグアニン四分子で構成されるＧ－四本鎖構造へと折り畳むと予測され、この
構造は、グアニン間のフーグスティーン型水素結合により、及び四分子間に位置する陽イ
オンとの相互作用により安定化されている。最近、各単量体アプタマーがドナー／アクセ
プター部分により隣接されている、短縮１１量体抗β－コングルチンアプタマーの高親和
性二量体形態を使用して、Ｌｕｐ　ａｎ　１を迅速かつ高感度に検出するための、蛍光共
鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ）を活用した高感度法が報告された。上記二量体形態は、標
的が存在しないと、励起フルオロフォアから近位の第２のフルオロフォアへのＦＲＥＴに
より蛍光発光を生じさせる。しかしながら、β－コングルチンを付加すると、特異的相互
作用により、二重アプタマー構造に変化が生じて、蛍光発光の増加がもたらされる。この
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方法は、非常に特異的及び高感度であり、検出限界は１５０ｐＭであり、食品中の毒性β
－コングルチンサブユニットを、室温にてたった１分間で直接検出するための効果的なツ
ールを提供する（Ｍａｉｒａｌら、ＦＲＥＴ－ｂａｓｅｄ　ｄｉｍｅｒｉｃ　ａｐｔａｍ
ｅｒ　ｐｒｏｂｅ　ｆｏｒ　ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　Ｌｕｐ
　ａｎ　１　ａｌｌｅｒｇｅｎ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　
Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ、（２０１４年）５４巻：２０７～２１０頁）。
【００２３】
　本明細書に記載のデバイスを使用して検出することができるアレルゲンファミリーには
、ピーナッツ、ツリーナッツ（ｔｒｅｅ　ｎｕｔ）等の豆果、卵、ミルク、大豆、スパイ
ス、種、魚、甲殻類、小麦グルテン、米、果物、及び野菜に由来するアレルゲンが含まれ
る。アレルゲンは、粉末に存在してもよく、又は食事に存在してもよい。このデバイスは
、これらアレルゲンの有無を確認すること、並びにこれらアレルゲンの量を定量化するこ
とが可能である。
【００２４】
　実施形態の幾つかでは、８種の主要な食物アレルゲン（つまり、小麦、卵、ミルク、ピ
ーナッツ、ツリーナッツ、魚、甲殻類、及び大豆）の検出を目標とするアプタマーを設計
及び試験することができる。８種の主な食物アレルゲンは、食物アレルギーの９０％を占
める。高い選択性、特異性、及び安定性を有するアプタマーを選択し、検出分子として更
に標識する。
【００２５】
　本発明のデバイス及び方法は、試料中の病原性微生物を検出及び特定することができる
。検出することができる病原体には、細菌、酵母、真菌、ウイルス、及びウイルス様生物
が含まれる。病原体は、動物及び植物に疾患を引き起こす場合があり、食物、水、土壌、
又は他の供給源を汚染する場合があり、又は軍事分野では生物兵器として使用される場合
がある。本デバイスは、これら病原体を検出及び特定することが可能である。
【００２６】
　別の重要な応用には、医療を施すための、例えば、疾患を診断し、疾患進行を病期分類
し、ある治療に対する応答をモニタするための、本発明の方法及びデバイスの使用を含む
。
【００２７】
　食品安全の分野以外への拡張応用には、軍事組織による戦場での使用；抗生物質及び生
物学的薬物の試験；殺虫剤及び肥料等の製品の試験；栄養補助食品、種々の食品成分、及
びカフェイン及びニコチン等のバルクで調製される添加剤の環境試験；並びに個体が、著
しいレベルの個々のアレルゲンに暴露されているか否かを決定するための、唾液、皮膚、
及び血液等の臨床試料の試験が含まれる。
【００２８】
　本発明の組成物
　本明細書には、アレルゲンを検出するためのアッセイ、デバイス、及び／又はキットを
設計、調製、使用、及び製造するための化合物、組成物、及び方法が記載されている。
【００２９】
　本明細書で使用される場合、用語「アレルゲン」は、対象体の免疫反応を引き起こすか
、誘発するか、又は引き金を引く化合物、物質、又は組成物を意味する。そのため、アレ
ルゲンは、典型的には抗原と呼ばれる。
【００３０】
　試料中のそのようなアレルゲンの検出を可能にするように、１種又は複数種のアレルゲ
ンと相互作用可能な若しくは相互作用する、及び／又は結合可能な若しくは結合するあら
ゆる分子を、本明細書中では、「アレルゲン検出分子」又は「検出分子」と呼ぶ。
【００３１】
　検出デバイス及びカートリッジ
　本発明の１つの態様は、カートリッジを使用する検出デバイスである。１つの実施形態
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では、本発明の検出デバイスは、様々な食品試料中の微量濃度のアレルゲンを特異的に検
出することができる携帯型の製品である。
【００３２】
　幾つかの実施形態では、検出デバイスは、単純で迅速な（５分未満）１段階実施用に設
計されている。
　幾つかの実施形態では、検出デバイスは、特定のアレルゲン専用の使い捨てカートリッ
ジが、そのカートリッジに特有のアレルゲンを検出するためのデバイスに配置されるよう
に設計されている。
【００３３】
　図１を参照すると、検出デバイス１０の１つの実施形態が示されている。このデバイス
は、プラスチック又は他の好適な支持材料で形成されていてもよい主支持本体１２を有す
る。主支持本体１２には、本体１２の作用表面の適所にカートリッジ１４を保持するため
の手段が提供されている。これから、カートリッジの１つの一般的な実施形態を説明し、
その後、カートリッジ１４００の別の実施形態を説明することにする。カートリッジ１４
は、アレルゲンの存在を試験しようとする食品試料Ｓ等の試料を保持するための収集チャ
ンバ１６を含む。ある実施形態では、カートリッジ１４は使い捨てである。ある実施形態
では、収集チャンバ１６には、試料を消化するためのある容積の緩衝液が提供されている
。緩衝液の容積は、約１００μＬから約５００μＬまでの範囲であってもよい。また、デ
バイス１０には、マイクロ真空ポンプ（図示せず）、プローブ２０、及びプローブホルダ
（図示せず）の組み合わせを含んでいてもよい試料収集機構１８が含まれている。また、
カートリッジ１４は、抽出膜２２を有するタンパク質抽出チャンバを含む。真空ポンプは
、抽出膜２２を通して抽出されるタンパク質の流速を増加させるために使用することがで
きる。また、２つの検出チャンバ２４ａ及び２４ｂが使い捨てのカートリッジに含まれて
いる。検出チャンバ２４ａは、陰性対照を保持し、検出チャンバ２４ｂは、アレルゲン等
の目的とする分子標的の存在を示すシグナルを発するためのシグナル発生ポリヌクレオチ
ドを保持する。
【００３４】
　発光ダイオード（ＬＥＤ）２６ａ及び２６ｂが、本体１２によりカートリッジ１４に隣
接して支持されている。ＬＥＤ２６ａ及び２６ｂは本質的に同一のものであり、シグナル
発生ポリヌクレオチドのフルオロフォアを励起させるのに適切な励起波長の光を提供する
。ＬＥＤ２６ａ及び２６ｂの光路は、それらの対応する検出チャンバ２４ａ及び２４ｂに
向かっている。
【００３５】
　また、検出チャンバ２４ａ及び２４ｂから放射される蛍光を受信し、目的の波長（複数
可）のみを透過させるフィルタ２８、及び光電子増倍管（ＰＭＴ）シグナルを有用な読出
しに変換する（つまり、蛍光出力を測定し、それをデジタル信号に変換する）ためのプロ
セッサを含む対応する蛍光検出器３０ａ及び３０ｂが、本体１２によりカートリッジ１４
の外部に支持されている。その後、デジタル信号に対応するデータは、ユーザインタフェ
ーススクリーンとして機能する対応する表示ウィンドウ３２ａ及び３２ｂに提供される。
図１に示される本例では、表示ウィンドウは両方とも、測定が「陰性」であることを表示
している。これは、対照が、その目的機能を果たしており、試料の分析が、試験中のアレ
ルゲンをいかなる有意義なレベルでも含有しないことを示している。
【００３６】
　ある実施形態では、デバイス１０の長さは、およそ１０ｃｍの長さである。プローブ２
０から得られた試料は、収集チャンバ１６へと移される。プローブ２０は、多数の試料（
最大２００ｍｇまでのおよそ５つの試料）を得るために使用される。デバイスが作動して
いない時は、収集プローブ２０は、見えないようにデバイス１０内部に隠されており、電
子的コマンド又は手動のいずれかにより露出することになる。
【００３７】
　提供されていてもよい他の特徴には、これらに限定されないが、以下のものが含まれる
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：例えば、食品のコア試料を得るためのドリル。試料収集プローブには、任意選択でカバ
ーが提供されていてもよい。
【００３８】
　幾つかの実施形態では、収集チャンバは、１００～５００μＬの消化緩衝液を含有する
のに十分な容積を有する。収集チャンバに移された食品標本は、小型ドリルを使用して均
質化されることになる。消化緩衝液は、２％Ｔｗｅｅｎ（登録商標）、塩濃度（０ｍｍｏ
ｌ／Ｌ、２００ｍｍｏｌ／Ｌ、又は１ｍｏｌ／ＬのＮａＣｌ）、及び脱脂粉乳（０～２５
％）を有するＰＢＳ又はＴＲＩＳから選択してもよい。消化を促進するために、コラゲナ
ーゼ等のプロテイナーゼを提供することにより、酵素による消化を追加することが望まし
い場合がある。
【００３９】
　幾つかの実施形態では、１つ又は複数のタンパク質抽出膜を使用してもよく、消化され
た溶液は、タンパク質抽出膜に移されることになる。溶液は、精製タンパク質を収集する
膜を通過して流れるであろう。膜は、０．５ｎＭ～０．５μＭの細孔を有し、２００ＫＤ
ａよりも小型のタンパク質を分離することができるであろう。タイミングが重要であるた
め、真空を使用して流速を増加させてもよい。幾つかの好適なタンパク質抽出カラムが知
られており、過度な実験を行うことなく、本デバイスのある実施形態に使用するように構
成することができる。消化された後、食品標本は、タンパク質抽出膜から２つの検出チャ
ンバ２４ａ及び２４ｂへと流れる。陰性対照チャンバ２４ａは、クエンチャー分子のみで
標識されている検出分子（例えば、アプタマー）を含有し、他方のチャンバ２４ｂは、蛍
光マーカー及びクエンチャー分子の両方で標識されているシグナル発生ポリヌクレオチド
（ＳＰＮ）を含有する。精製タンパク質が各検出チャンバに入ったら、対応するＬＥＤ２
６ａ及び２６ｂは、光を放射してフルオロフォアの励起を誘発させることになる。
【００４０】
　幾つかの実施形態では、任意の食品試料の分析に十分なアレルゲンタンパク質（例えば
、最低でも２ｍｇ／ｍｌの総タンパク質）を回収するユニバーサルタンパク質抽出緩衝液
。
【００４１】
　他の実施形態では、複数の食品マトリックスで効率的であるはずであるアルキメデス型
スクリュー及び真空ポンプ等の食品試料採取機構用の種々の選択肢を試験してもよい。こ
れらの機構は、種々の食品テキスチャーで試験し、迅速で単純な１段階手順用に最適化す
ることになるであろう。１つの実施形態では、図面及び下記に記載のように、アルキメデ
ス型スクリュー機構が、最大の可能性を有する。試料を収集している間、針の内部にある
ドリルビットがモータにより回転し、スクリューポンプとして機能することになる。ドリ
ルビットの「チップクリーニング」作用は、標的試料の小片を捕捉し、それらを収集針か
ら混合チャンバの中間部分へと運搬する役目を果たす。２５　２０の異なる食品マトリッ
クスから０．５ｇの試料を取得することに成功したら成功と言えるであろう。食品マトリ
ックスの幾つかの例は、表７に列挙されている。
【００４２】
　分子から放射された光は、特定のフィルタを通過するであろう。フィルタを通過して伝
達された光は捕捉され、デジタル信号に変換され、それがユーザインタフェースを作動さ
せることになる。対照チャンバは、陰性シグナルを生成するはずである試薬を含有するこ
とになり、それがバックグラウンドになるであろう。
【００４３】
　幾つかの実施形態では、表示ウィンドウ３２ａ及び３２ｂの各々は、試験した試料がア
レルゲンを含有するか否かを表示することになるスクリーンを含んでいてもよい。幾つか
の実施形態では、検出デバイスは、１つ又は複数のデータベースと、直接的に又は無線で
、操作可能に接続されていることが有利な場合がある。ユーザの設定に基づいて、収集し
たデータを、他と共有することができる。幾つかの場合では、データは、他のユーザ又は
ヘルスケア分野のユーザと共有することができる。
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【００４４】
　デバイス１０は、最小限の維持しか必要としないように設計されている。ＬＥＤ２６ａ
及び２６ｂ並びにフィルタ２８は、予測では、定期的に、例えば年１回取り替えを必要と
するであろう。
【００４５】
　上述したように、本発明の検出デバイスに使用されるカートリッジ１４００の別の実施
形態を、これから図２Ａ及び２Ｂを参照して説明する。簡潔に示すために、この実施形態
のカートリッジには、図１に示されているような１対の検出チャンバが示されていない。
しかしながら、当業者であれば、過度な実験を行わずに、図１に示されているような１対
の検出チャンバを含むように図２Ａ及び２Ｂのカートリッジ実施形態を改変することがで
きるであろう。同様に、図２Ａ及び２Ｂのカートリッジ１４００は、図１に示されている
他のカートリッジ特徴を含むように構成することができ、当業者であれば、そのような改
変及び応用が本発明の範囲内であることを認識するであろう。例えば、検出チャンバ（複
数可）がカートリッジの外部に又は別のカートリッジに配置されているデバイスの他の実
施形態を設計することができる。カートリッジ１４００の機能は、その構成部品の説明と
同時に記載されるであろう。
【００４６】
　ここで図２Ａ及び２Ｂを参照すると、本発明の検出デバイスのある実施形態で使用され
るカートリッジ１４００が示されている。カートリッジ１４００の主本体は、キャリアプ
レート１４０２により提供される。キャリアプレート１４０２は、デバイスと共に使用さ
れる緩衝液及び他の試薬と適合するように選択されたプラスチックで成型されていてもよ
い。キャリアプレート１４０２により支持されている部品は、下記で説明するが、一体的
に成型された圧入ボタン構成等の、公知の取り付け及び接続手段によりキャリアプレート
１４０２に取り付けられている。プロセッサとアクチュエータとの通信用の電気部品間の
接続は、例えば、従来法により作製することができる。有利には、キャリアプレート１４
０２は、検出デバイスの主支持本体（図示せず）にある対応する部分と接続するように構
成されている複数のコネクタ１４０４を含む。そのようなコネクタ１４０４は、射出成形
等のプロセスによりキャリアプレート１４０２を製造するプロセス中に形成してもよい。
【００４７】
　また、キャリアプレート１４０２には、プランジャー型シリンジ１４０６が取り付けら
れている。プランジャー１４０８は、シリンジ１４０６のバレルから引き出されると、キ
ャリアプレート１４０２の縁部を越えて伸長する。シリンジ１４０６の目的は、消化緩衝
液Ｄを混合チャンバ１４１０内に注入するための手段を提供することである。本実施形態
では、混合チャンバ１４１０は、図２Ａ及び２Ｂに示されている向きでキャリアプレース
１４０２の上半分の実質的に中心に位置している。ある実施形態では、プランジャー１４
０８をシリンジバレル内へと押し込むことにより、シリンジ１４０６を物理的に作動させ
る。他の実施形態では、シリンジ１４０６は、プロセッサ（図示せず）の制御で自動的に
作動する。カートリッジのある別の実施形態における、バルブ及びシリンジを制御するた
めのプロセッサ－アクチュエータシステムの設計は、当業者の能力内にある。
【００４８】
　混合チャンバ１４１０内には、アルキメデス型ミキサ（スクリューポンプとしても知ら
れている）が設けられている。ミキサは、混合チャンバ１４１０の内容物のらせん混合運
動を伝達するためのらせん型コンベヤの形態の、スクリュー１４１４を有するスピンドル
１４１２を含む。スピンドル１４１２は、モータコネクタ１４１６を介して接続されてい
るモータ（図示せず）により回転する。
【００４９】
　ある実施形態では、カートリッジ１４００は使い捨てであり、混合チャンバに動力を供
給するモータ（図示せず）は、カートリッジ１４００を廃棄する前にモータコネクタ１４
１６から取り外され、新しいカートリッジに取り付けて、モータを保存することが可能な
モジュール型ユニットである。ある実施形態では、検出デバイスには、使用したカートリ
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ッジが取り外され、新しいカートリッジと交換される間、モータを検出デバイスの本体の
適所に保持するモータブラケット、クランプ、又はホルダが設けられている。
【００５０】
　スピンドル１４１２の端部には、末端が針１４２０である中空ドリルビット１４１８が
接続されている。針１４２０は、試料Ｓに突き刺さるのに十分なゲージである。有利には
、針を固定するチャック１４１９は調整可能であり、したがって、種々の材料から試料を
得るために種々のゲージの針を受け入れることができる。同様に、チャック１４１９は、
種々の異なるサイズのドリルビットも受け入れることができる。中空ドリルビット１４１
８が作動すると、試料Ｓの部分は、ドリルビット１４１８の内部を通って針１４２０から
混合チャンバ１４１０の内部へと運搬される。試料Ｓの部分が混合チャンバ１４１０に移
送された後。
【００５１】
　消化緩衝液Ｄは、シリンジ１４０６のプランジャー１４０８を押し込むことにより（矢
印が示すように）、混合チャンバ１４１０へと運搬される。シリンジ１４０６から混合チ
ャンバ１４１０の右側ポートへと伸長する消化緩衝液導管には、第１の一方向バルブ１４
２２が設けられている。この第１の一方向バルブ１４２２は、消化緩衝液及び混合チャン
バ１４１０の他の内容物がシリンジ内へ逆流することを防止する。消化緩衝液Ｄは、試料
を分解して、カートリッジ１４００の検出アッセイがそのために設計されている標的生体
分子を放出させる。混合期間はプロセッサ（図示せず）によりプログラムされていてもよ
く、その混合期間後、混合チャンバ１４１０の左側ポートは、プロセッサによりプログラ
ムされており、消化試料が、第２の導管を通って検出チャンバ１４２６へと運搬されるよ
うに開放される（ある実施形態では、プロセッサは、モジュール型モータを使用する実施
形態で上述したものと同様の様式で、カートリッジ１４００を廃棄する前に取り外すこと
ができるモジュール型ユニットである）。他の実施形態では、プロセッサも使い捨てであ
り、カートリッジ１４００と共に廃棄される。他の実施形態では、プロセッサは含まれて
おらず、導管内の流体の移動は、もっぱら、第１及び第２の一方向バルブ１４２２及び１
４２４と連動してプランジャー１４０８の押し込み及び延伸によりもたされる陽圧及び陰
圧により誘導される。例えば、図２Ａの矢印で示されているように、シリンジから混合チ
ャンバ１４１０への消化緩衝液Ｄの移動は、シリンジ１４０６のバレル内へとプランジャ
ー１４０８を押し込むことにより達成され、一方向バルブ１４２２は、上述のように逆流
を防止する。
【００５２】
　ここで図２Ｂを参照すると、矢印は、シリンジ１４０６のプランジャー１４０８がシリ
ンジバレルから引き出される際の流体の移動を示す。流体は、検出チャンバ１４２６から
一方向バルブ１４２４を通ってシリンジ１４０６のバレルへと引き出されることが分かる
。特に、一方向バルブ１４２２は、流体が、混合チャンバ１４１０からシリンジ１４０６
へと流れることを防止する。
【００５３】
　また、混合チャンバ１４１０から検出チャンバ１４２６に至る導管には、消化試料に存
在する夾雑物の少なくとも幾つかを除去するための精製フィルタ１４２８が設けられてい
る。そのような夾雑物には、例えば、核酸又はその消化断片が含まれていてもよい。その
ような夾雑物は、アッセイ本来の機能に有害な効果を示す場合がある。別の実施形態では
、各々が、種々の異なるタイプの試料中に存在する場合のある特定の種類の夾雑物を除去
するため選択される、複数のそのような精製フィルタが設けられていてよい。
【００５４】
　検出チャンバ１４２６から出ていく導管には、検出チャンバからの気体は逃すが、検出
チャンバ１４２６からの流体が流れることを防止する疎水性フィルタ１４３０が設けられ
ている。
【００５５】
　カートリッジ１４００は、導管が、戦略的に配置されたフィルタ１４２８及び１４３０
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並びに一方向バルブ１４２２及び１４２４と循環ループを形成するという独特な構成であ
るため、シリンジプランジャー１４０８を、何回かのサイクルで引出し及び押込み、十分
な試料材料を検出チャンバ１４２６に確実に送達することが可能になる。更に、試料の移
送には、精密ステッピングモータ／制御モータが１つあれば十分である。別の設計では、
消化緩衝液を送達するのに１つのモータを必要とし、試料を検出チャンバ内へと引き出す
のに別のモータを必要とするであろう。追加のモータがあると、サイズ、重量、コスト、
及び検出デバイスに必要な電力が増加するため、図２Ａ及び２Ｂに示されている設計の有
益性は高い。
【００５６】
　本発明の１つの実施形態による検出デバイスのカートリッジ１４００を作動させると、
試料収集針１４２０が標的試料Ｓ内に挿入されることにより分析が開始される。試料を収
集している間、針１４２０の内部にあるドリルビット１４１８がモータにより回転し、そ
れによりスピンドル１４１２及びスクリュー１４１４が回転する。ドリルビット１４１８
の「チップクリーニング」作用は、標的試料Ｓの小片を捕捉し、それらを収集針から混合
チャンバ１４１０の中間部分へと運搬する役目を果たす。
【００５７】
　標的試料Ｓの小片が収集され、混合チャンバ１４１０に送達されたら、シリンジプラン
ジャー１４０８が押し込まれる。これにより、消化緩衝液Ｄが、一方向バルブ１４２２か
ら混合チャンバ１４１０内へと入れられる。第２の一方向バルブ１４２４が、検出チャン
バ内への逆流を防止する向きに配置されていることに留意すべきであり、その機能は下記
で再度説明するものとする。消化緩衝液Ｄが混合チャンバ１４１０に送達されると、混合
モータは、所定の時間及び速度プロファイルに従ってスピンドル１４１２を回転させて、
試料Ｓを適切に均質化し、目的の構成生体分子を放出させる。混合モータは、モータコネ
クタ１４１６に取り付けられており、この同じモータが、ドリルビット１４１８を回転さ
せる。
【００５８】
　試料Ｓを消化及び均質化した後、それを精製フィルタ１４２８を介して検出チャンバ１
４２６内へと通過させる。これは、シリンジプランジャー１４０８を引き出すことにより
達成してもよい。しかしながら、この操作を行っている間、一方向バルブ１４２２は、材
料が混合チャンバから出て逆流することを阻止する役目を果たし、一方向バルブ１４２４
は、精製フィルタ１４２８に陰圧をかけるために開放され、それにより試料Ｓは検出チャ
ンバ１４２６内へと引き出される。疎水性フィルタ１４３０は、上述したように、邪魔な
気体を逃しつつ、試料Ｓの漏出防止を可能にする。試料Ｓが検出チャンバ１４２６に存在
する場合、分析ユニットは、試料Ｓの調査を実施し、測定値をユーザに報告することがで
きる。
【００５９】
　図２Ａ及び２Ｂに示されているカートリッジ１４００の他の実施形態には、図１に示さ
れているデバイスの実施形態で上述されているような１対の検出チャンバが含まれる。
　他の実施形態には、シリンジ１４０６を引いて、混合チャンバ１４１０内部を減圧し、
それにより針から試料を「吸引する」ことになる吸引機構が含まれていてもよい。
【００６０】
　また、他の実施形態には、試料Ｓが、気体（空気）又は流体によりシリンジ型デバイス
からチャンバ内へと押し込まれるポンプ機構が含まれていてもよい。
　また、他の実施形態には、収集針からかえし（ｂａｒｂ）を自動展開し、その後標的試
料片を保持して混合チャンバ内へと収集針を後退させるためのバネ式フック又はもり型機
構が含まれていてもよい。この手法は、「生検銃」として知られている既存の医療デバイ
スの機能と同様である。
【００６１】
　ここで図３を参照して、検出デバイスの更なる実施形態を説明する。この検出デバイス
２０００の実施形態には、ユーザが片手を使用して取り扱うために便利なエルゴノミック
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ス設計が施されており、２０１５に一般的に示されている前方ローブを有する砂時計型又
はバーベル型に構成されている。前方ローブ２０１５は、カートリッジ２１４０と接続す
るための手段を有する。取り付けると、カートリッジ２１４０が、前向きローブ２０１５
の可視部の大半を占める。前向きローブ２０１５は、試料コレクター２０２０が、分析の
必要な試料Ｓに向かうように伸長させることができる。砂時計型の狭小部分は、把持ハン
ドル２０１７としての機能を提供する。ユーザがオーバーハンド握り（ｏｖｅｒｈａｎｄ
　ｇｒｉｐ）で握ると、ハンドル２０１７の前方近傍にある、デバイス２０００に位置す
るコントロールパネル２０１９を親指で自由に操作することができる。２０２５に一般的
に示されている後方ローブは、デバイス２０００内部にあるため視界から隠されている検
出チャンバを支持するものである。後方ローブ２０２５の外側表面は、分析結果を示すデ
ィスプレイモニタ２０３２を含む。
【００６２】
　この実施形態のデバイス２０００は、連続様式での多試料分析を伴う分析作業に特に好
適である。例えば、この実施形態は、多ロットの所与の製品が分析される品質管理試験で
の使用に望ましいであろう。エルゴノミックス設計であるため、長期間の使用でもユーザ
の不快感は最小限である。デバイス２０００は試料Ｓに向かって伸長し、試料Ｓの部分は
、試料コレクター２０２０により収集され、カートリッジ２１４０の混合チャンバで処理
される。標的分子が試料マトリックスから放出され、検出チャンバに運搬され、分析結果
が、ディスプレイモニタ２０３２に表示される。ある実施形態では、単純な肘屈曲の動作
で、デバイス２０００が、試料収集位置から、分析結果を見るのに好適な位置へと十分に
移動することになるように、右利き又は左利きのいずれのユーザでも見やすくディスプレ
イモニタ２０３２の向きを調整することができる。
【００６３】
　アレルゲン
　本発明によると、アレルゲンには、食品に由来するもの、環境に由来するもの、又は家
庭内ペットの鱗屑等の非ヒトタンパク質に由来するものが含まれる。
【００６４】
　食物アレルゲンには、これらに限定されないが、以下のものに含まれるタンパク質が含
まれる：ピーナッツ、エンドウ、ヒラマメ、及び豆等の豆果、並びに豆果関連植物ルピナ
ス、アーモンド、カシュー、クルミ、ブラジルナッツ、ハシバミ／ヘーゼルナッツ、ピー
カン、ピスタチオ、ブナの実、バターナッツ、クリ、チンカピングリ、ココナッツ、ギン
ナン、レイシナッツ、マカダミアナッツ、ナンガイナッツ（ｎａｎｇａｉ　ｎｕｔ）、及
び松果等のツリーナッツ、卵、魚、カニ、ザリガニ、ロブスター、小エビ、及びエビ等の
甲殻類、ハマグリ、カキ、ムール貝、及びホタテ貝等の軟体動物、ミルク、大豆、小麦、
グルテン、トウモロコシ、牛肉、豚肉、羊肉、及び鶏肉等の肉類、ゼラチン、亜硫酸塩、
ごま、ヒマワリ、及びケシの実等の種子、並びにコリアンダー、ニンニク、及びマスター
ド等の香辛料、果物、セロリ等の野菜、並びに米。例えば、ルピナス、ヒマワリ、又はケ
シ等の植物に由来する種子は、種付パン等の食品に使用してもよく、又はパン若しくはペ
ストリーを作るために使用される粉末を作るために粉砕してもよい。
【００６５】
　最近の総説には、病原体、アレルゲン、不純物、毒素、及び他の禁止汚染物質を管理し
て食品安全性を保証するための、アプタマーを使用して開発された分析戦略が記載されて
いる。（Ａｍａｙａ－Ｇｏｎｚａｌｅｚら、Ａｐｔａｍｅｒ－Ｂａｓｅｄ　Ａｎａｌｙｓ
ｉｓ：Ａ　Ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ　Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ　ｆｏｒ　Ｆｏｏｄ　Ｓａｆｅ
ｔｙ　Ｃｏｎｔｒｏｌ、Ｓｅｎｓｏｒｓ、２０１３年、１３巻：１６２９２～１６３１１
頁；Ａｍａｙａ－Ｇｏｎｚａｌｅｚら、Ａｐｔａｍｅｒ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｔｏ　ｃｏｅ
ｌｉｃ　ｄｉｓｅａｓｅ－ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇ　ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ　ｐｒｏｔｅ
ｉｎｓ：Ｔｏｗａｒｄｓ　ａ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ｇｌｕｔｅｎ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
　ｓｙｓｔｅｍ．、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．、２０１３年提出）。また、グルテンの検出方
法は、Ａｍａｙａ－ＧｏｎｚａｌｅｚらのＰＣＴ国際公開第ＰＣＴ／ＥＳ２０１３／００
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０１３３号、２０１３年６月２８日に記載されている。
【００６６】
　シーフードアレルゲンは、典型的には、タラのパルブアルブミン及び甲殻類のトロポミ
オシンを含む筋肉タンパク質の群に属する。アルギニンキナーゼ及びミオシン軽鎖等の他
のアレルゲンも、アレルギー誘発に重要な役割を果たす場合がある。トロポミオシンは、
甲殻類及び軟体動物間の分子的及び臨床的交差反応性の原因である主なアレルゲンであり
、イエダニ及び昆虫等の他の吸入無脊椎動物の原因アレルゲンであると考えられる。
【００６７】
　検出分子：アプタマー
　本発明の検出分子には、これらに限定されないが、１種又は複数種のアレルゲンと会合
可能又は結合可能な任意の１種又は複数種の分子が含まれる。
【００６８】
　幾つかの実施形態では、本発明の検出分子は、１つ又は複数のアプタマーを含む。
　本明細書で使用される場合、「アプタマー」は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ選択又は同じことだ
がＳＥＬＥＸ（指数関数的増幅によるリガンドの系統的進化）の反復ラウンドにより、低
分子、タンパク質、核酸等の種々の分子標的に、並びに細胞、組織、及び生物にさえ結合
するように遺伝子操作された核酸種である。核酸アプタマーは、古典的なワトソン－クリ
ック型塩基対以外の相互作用により、分子に対する特異的結合親和性を有する。核酸アプ
タマーは、ファージディスプレイにより生成されるペプチド又はモノクローナル抗体（ｍ
Ａｂ）のように、選択した標的に特異的に結合し、結合することにより、それらの標的が
機能する能力を阻止することが可能である。また、幾つかの場合では、アプタマーは、ペ
プチドアプタマーであってもよい。本明細書で使用される場合、「アプタマー」は、特に
核酸アプタマーを指す。
【００６９】
　「化学的抗体」と呼ばれることが多いアプタマーは、抗体と同様の特徴を有する。典型
的な核酸アプタマーは、サイズがおよそ１０～１５ｋＤａ（２０～４５ヌクレオチド）で
あり、少なくともナノモルの親和性でその標的と結合し、近縁関係にある標的を区別する
。
【００７０】
　アプタマーは、一価であってもよく又は多価であってもよい。アプタマーは、単量体、
二量体、三量体、四量体、又はより高次の多量体であってもよい。個々のアプタマーモノ
マーを連結して、多量体アプタマー融合分子を形成することができる。非限定的な例とし
て、二量体アプタマーを形成するように、ランダムアプタマーの５’側領域及び３’側領
域の両方に相補的な配列を含む連結オリゴヌクレオチド（つまり、リンカー）を設計して
もよい。三量体又は四量体のアプタマーの場合、ランダムアプタマーの３’側領域に相補
的な配列を含み、したがってハイブリダイゼーションにより多量体アプタマー融合体を生
成するように、小型の三量体又は四量体（つまり、ホリデイジャンクション様）ＤＮＡナ
ノ構造体を遺伝子操作することになるであろう。加えて、３～５又は５～１０のｄＴ豊富
なヌクレオチドを遺伝子操作して、アプタマー結合モチーフ間の一本鎖領域としてのリン
カーポリヌクレオチドにすることができる。これにより、複数のアプタマーの可撓性及び
自由度が提供され、細胞リガンド又は受容体との多価性相互作用を調整し相乗効果が生み
だされる。
【００７１】
　或いは、ビオチン化アプタマーをストレプトアビジンと混合することにより、多量体ア
プタマーを形成することもできる。
　本明細書で使用される場合、用語「多量体アプタマー」又は「多価アプタマー」は、複
数の単量体ユニットを含むアプタマーを指し、単量体ユニットは、各々がそれ自体アプタ
マーであってもよい。多価アプタマーは、多価性の結合特徴を有する。多量体アプタマー
は、ホモ多量体であってもよく、又はヘテロ多量体であってもよい。用語「ホモ多量体」
は、同じ種類の複数の結合ユニットを含む多量体アプタマーを指す。つまり、各ユニット
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は、同じ標的分子の同じ結合部位に結合する。用語「ヘテロ多量体」は、異なる種類の複
数の結合ユニットを含む多量体アプタマーを指す、つまり、各結合ユニットは、同じ標的
分子の異なる結合部位に結合するか、又は各結合ユニットは、異なる標的分子の結合部位
に結合する。したがって、ヘテロ多量体は、異なる結合部位で１つの標的分子と結合する
多量体アプタマーを指していてもよく、又は異なる標的分子と結合する多量体アプタマー
を指していてもよい。また、異なる標的分子と結合するヘテロ多量体を、多重特異的多量
体と呼ぶこともある。
【００７２】
　核酸アプタマーは、一連の連結ヌクレオシド又はヌクレオチドを含む。用語「核酸」は
、その最も幅広い意味では、ヌクレオチドのポリマーを含む任意の化合物及び／又は物質
を含む。これらポリマーは、ポリヌクレオチドと呼ばれることが多い。本発明の例示的な
核酸分子又はポリヌクレオチドには、これらに限定されないが、以下のものが含まれる：
Ｄ型又はＬ型のいずれでもよい核酸、リボ核酸（ＲＮＡ）、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）
、トレオース核酸（ＴＮＡ）、グリコール核酸（ＧＮＡ）、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、ロ
ックド核酸（β－Ｄ－リボ立体構造を有するＬＮＡ、α－Ｌ－リボ立体構造を有するα－
ＬＮＡ（ＬＮＡのジアステレオマー）、２’－アミノ官能性を有する２’－アミノ－ＬＮ
Ａ、及び２’－アミノ官能性を有する２’－アミノ－α－ＬＮＡを含むＬＮＡ）、又はそ
れらのハイブリッド。
【００７３】
　当業者であれば、用語「ＲＮＡ分子」又は「リボ核酸分子」は、自然界で発現又は見出
されるようなＲＮＡ分子だけでなく、本明細書に記載のような又は当技術分野で知られて
いるような１つ又は複数のリボヌクレオチド／リボヌクレオシド類似体又は誘導体を含む
ＲＮＡの類似体及び誘導体も包含することを認識するであろう。厳密に言えば、「リボヌ
クレオシド」は、ヌクレオシド塩基及びリボース糖を含み、「リボヌクレオチド」は、１
つ、２つ、又は３つのリン酸部分を有するリボヌクレオシドである。しかしながら、本明
細書で使用される場合、用語「リボヌクレオシド」及び「リボヌクレオチド」は等価であ
ると考えることができる。ＲＮＡは、核酸塩基構造、リボフラノシル環が修飾されていて
もよく、又はリボース－リン酸骨格が修飾されていてもよい。
【００７４】
　核酸アプタマーは、リボ核酸、デオキシリボ核酸、又はリボ核酸及びデオキシリボ核酸
の混合物であってもよい。アプタマーは、一本鎖のリボ核酸、デオキシリボ核酸、又はリ
ボ核酸及びデオキシリボ核酸の混合物であってもよい。
【００７５】
　幾つかの実施形態では、アプタマーは、少なくとも１つの化学的修飾を含む。幾つかの
実施形態では、化学的修飾は、糖位置における核酸の化学的置換、リン酸位置における化
学的置換、及び塩基位置における化学的置換から選択される。他の実施形態では、化学的
修飾は、修飾ヌクレオチドの組込み；３’キャッピング；高分子量の非免疫原性化合物と
の結合；親油性化合物との結合；及びリン酸骨格へのホスホロチオアートの組込みから選
択される。好ましい実施形態では、高分子量の非免疫原性化合物は、ポリアルキレングリ
コールであり、より好ましくはポリエチレングリコール（ＰＥＧ）である。別の分子、通
常は薬物又は治療用タンパク質にＰＥＧを共有結合するプロセスは、ＰＥＧｙｌａｔｉｏ
ｎとして知られている。ＰＥＧｙｌａｔｉｏｎは、ＰＥＧの反応性誘導体を標的分子と共
にインキュベーションすることにより日常的に達成されている。薬物又は治療用タンパク
質にＰＥＧを共有結合で結合することにより、作用剤が宿主の免疫系から隠蔽され、それ
により免疫原性及び抗原性の低減を提供することができ、作用剤の流体力学的サイズ（溶
液中でのサイズ）を増加させ、腎臓クリアランスを低減することにより、その循環時間を
延長することができる。また、ＰＥＧｙｌａｔｉｏｎは、疎水性の薬物及びタンパク質に
水溶解性を提供することができる。
【００７６】
　別の好ましい実施形態では、３’キャップは、逆位デオキシチミジンキャッピング（ｉ
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ｎｖｅｒｔｅｄ　ｄｅｏｘｙｔｈｙｍｉｄｉｎｅ　ｃａｐ）である。
　幾つかの実施形態では、Ｐ（Ｏ）Ｏ基が、Ｐ（Ｏ）Ｓ（「チオアート」）、Ｐ（Ｓ）Ｓ
（「ジチオアート」）、Ｐ（Ｏ）ＮＲ２（「アミダート」）、Ｐ（Ｏ）Ｒ、Ｐ（Ｏ）ＯＲ
’、ＣＯ、又はＣＨ２（「ホルムアセタール」）、又は３’－アミン（－ＮＨ－ＣＨ２－
ＣＨ２－）に置換されており、式中各Ｒ又はＲ’が独立してＨ又は置換若しくは非置換ア
ルキルである核酸アプタマーが提供される。連結基は、－Ｏ－、－Ｎ－、又は－Ｓ－連結
により、隣接するヌクレオチドと結合させることができる。核酸アプタマーの連結は、全
て同一であることが必要であるとは限らない。
【００７７】
　非限定的な例として、核酸アプタマーは、Ｄ－リボース核酸残基又はＬ－リボース核酸
残基を含んでいてもよく、また、以下のものを含むがそれらに限定されない少なくとも１
つの修飾リボヌクレオシドを含んでいてもよい：２’－Ｏ－メチル修飾ヌクレオシド、５
’ホスホロチオアート基を含むヌクレオシド、コレステリル誘導体又はドデカン酸ビスデ
シルアミド基に連結された末端ヌクレオシド、ロックドヌクレオシド、脱塩基ヌクレオシ
ド、逆位デオキシリボヌクレオシド又は逆位リボヌクレオシド、２’－デオキシ－２’－
フルオロ修飾ヌクレオシド、２’－アミノ修飾ヌクレオシド、２’－アルキル修飾ヌクレ
オシド、モルホリノヌクレオシド、ホスホルアミダート、又はヌクレオシドを含む非天然
塩基、又はそれらの任意の組み合わせ。或いは、核酸アプタマーは、少なくとも２個の修
飾リボヌクレオシド、少なくとも３個、少なくとも４個、少なくとも５個、少なくとも６
個、少なくとも７個、少なくとも８個、少なくとも９個、少なくとも１０個、少なくとも
１５個、又は少なくとも２０個以上の、最大で分子の全長にわたる修飾リボヌクレオシド
を含んでいてもよい。修飾は、核酸分子中のそのような複数の修飾デオキシリボヌクレオ
シド又は修飾リボヌクレオシドの各々で同じである必要はない。
【００７８】
　核酸に基づく検出分子は、核酸塩基（当技術分野では単に「塩基」と呼ばれることが多
い）修飾又は置換を含んでいてもよい。本明細書で使用される場合、「未修飾」又は「天
然」核酸塩基には、プリン塩基アデニン（Ａ）及びグアニン（Ｇ）、並びにピリミジン塩
基チミン（Ｔ）、シトシン（Ｃ）、及びウラシル（Ｕ）が含まれる。修飾核酸塩基には、
以下のもの等の他の合成及び天然核酸塩基が含まれる：５－メチルシトシン（５－ｍｅ－
Ｃ）、５－ヒドロキシメチルシトシン、キサンチン、ヒポキサンチン、２－アミノアデニ
ン、アデニン及びグアニンの６－メチル及び他のアルキル誘導体、アデニン及びグアニン
の２－プロピル及び他のアルキル誘導体、２－チオウラシル、２－チオチミン、及び２－
チオシトシン、５－ハロウラシル及びシトシン、５－プロピニルウラシル及びシトシン、
６－アゾウラシル、シトシン、及びチミン、５－ウラシル（プソイドウラシル）、４－チ
オウラシル、８－ハロ、８－アミノ、８－チオール、８－チオアルキル、８－ヒドロキシ
ル、並びに他の８－置換アデニン及びグアニン、５－ハロ、特に５－ブロモ、５－トリフ
ルオロメチル、並びに他の５－置換ウラシル及びシトシン、７－メチルグアニン及び７－
メチルアデニン、８－アザグアニン及び８－アザアデニン、７－デアザグアニン及び７－
ダアザアデニン、並びに３－デアザグアニン及び３－デアザアデニン。更なる核酸塩基に
は、以下のものが含まれる：米国特許第３，６８７，８０８号明細書に開示されているも
の、Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、Ｈｅｒｄｅｗｉｊｎ，Ｐ．編　
Ｗｉｌｅｙ－ＶＣＨ、２００８年に開示されているもの；Ｔｈｅ　Ｃｏｎｃｉｓｅ　Ｅｎ
ｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　Ｏｆ　Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ａｎｄ　Ｅｎｇｉｎｅ
ｅｒｉｎｇ、８５８～８５９頁、Ｋｒｏｓｃｈｗｉｔｚ、Ｊ．Ｌ編　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅ
ｙ＆Ｓｏｎｓ（１９９０年）に開示されているもの、Ｅｎｇｌｉｓｃｈら、Ａｎｇｅｗａ
ｎｄｔｅ　Ｃｈｅｍｉｅ，Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｅｄｉｔｉｏｎ、１９９１年、
３０巻、６１３頁に開示されているもの、及びＳａｎｇｈｖｉ，ＹＳ、第１５章、ｄｓＲ
ＮＡ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、２８９～３０２頁、Ｃｒ
ｏｏｋｅ、Ｓ．Ｔ．及びＬｅｂｌｅｕ，Ｂ．編、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ、１９９３年により



(23) JP 2016-536018 A 2016.11.24

10

20

30

40

50

開示されているもの。
【００７９】
　アプタマーに好適なヌクレオチドの長さは、約１５から約１００ヌクレオチド（ｎｔ）
までの範囲であり、種々の他の好ましい実施形態では、長さが、１５～３０ｎｔ、２０～
２５ｎｔ、３０～１００ｎｔ、３０～６０ｎｔ、２５～７０ｎｔ、２５～６０ｎｔ、４０
～６０ｎｔ、２５～４０ｎｔ、３０～４０ｎｔ、２２、２３、２４、２５、２６、２７、
２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、又は４０
ｎｔのいずれか、又は４０～７０ｎｔである。しかしながら、配列は、アプタマーと本明
細書に記載の距離にある２つの標的との相互作用を受け入れることができるように、十分
な可撓性を持つように設計することができる。
【００８０】
　幾つかの実施形態では、核酸アプタマーは、二本鎖特徴を示す１つ又は複数の領域を含
む。そのような二本鎖領域は、内部自己相補性から生じてもよく、又は第２の若しくは更
なるアプタマー若しくはオリゴヌクレオチド分子との相補性から生じてもよい。幾つかの
実施形態では、二本鎖領域は、長さが４～１２、４～１０、及び４～８の塩基対の範囲で
あってもよい。幾つかの実施形態では、二本鎖領域は、５、６、７、８、９、１０、１１
、又は１２の塩基対の範囲であってもよい。幾つかの実施形態では、二本鎖領域は、ステ
ム領域を形成してもよい。二本鎖特徴を有するそのような伸長ステム領域は、核酸アプタ
マーを安定させる役目を果たすことができる。本明細書で使用される場合、用語「二本鎖
特徴」は、２つの核酸分子の任意の長さにわたって、それらの配列が、その長さの５０パ
ーセントを超える塩基対合（標準又は非標準）を形成することを意味する。
【００８１】
　アプタマーを更に修飾して、ヌクレアーゼ及び他の酵素活性からの保護をもたらしても
よい。アプタマー配列は、当技術分野で知られている任意の好適な方法により修飾するこ
とができる。例えば、ホスホロチオアートを骨格に組み込んでもよく、５’－修飾ピリミ
ジンを、ＤＮＡアプタマーのｓｓＤＮＡの５’端部に組み込んでもよい。ＲＮＡアプタマ
ーの場合、リボース骨格の２’－ＯＨ基を、例えば２’－デオキシ－ＮＴＰ又は２’－フ
ルオロ－ＮＴＰで置換したもの等の修飾ヌクレオチドを、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ突然
変異体を使用してＲＮＡ分子に組み込むことができる。ヌクレアーゼに対するこれら修飾
アプタマーの耐性は、それらを、精製ヌクレアーゼ又はマウス血清由来のヌクレアーゼの
いずれかと共にインキュベートすることにより試験することができ、アプタマーの完全性
は、ゲル電気泳動法により分析することができる。
【００８２】
　幾つかの実施形態では、そのような修飾核酸アプタマーは、修飾ヌクレオチドの全体が
合成であってもよく、又は修飾ヌクレオチドのサブセットが合成であってもよい。修飾は
、同一であってもよく、異なっていてもよい。ヌクレオチドは全てが修飾されていてもよ
く、全てが同一の修飾を含んでいてもよい。ヌクレオチドは全てが修飾されていてもよい
が、異なる修飾を含んでいてもよい。例えば、同じ塩基を含むヌクレオチドは全てが、１
つのタイプの修飾を有していてもよく、他の塩基を含むヌクレオチドは、異なるタイプの
修飾を有していてもよい。例えば、プリンヌクレオチドは全てが１つのタイプの修飾（又
は未修飾）を有していてもよく、ピリミジンヌクレオチドは全てが、別の異なるタイプの
修飾（又は未修飾）を有している。このように、オリゴヌクレオチド、又はオリゴヌクレ
オチドのライブラリーは、本明細書に開示されている修飾の任意の組み合わせを使用して
生成される。
【００８３】
　検出方法の幾つかの非限定的な例には、以下のものが含まれる：ＣＣＲＦ－ＣＥＭ細胞
（ＣＣＬ－１１９　Ｔ細胞、ヒト急性リンパ芽球性白血病）及びＲａｍｏｓ細胞（ＣＲＬ
－１５９６、Ｂ細胞、ヒトバーキットリンパ腫）の細胞表面分子に選択的なアプタマー結
合金ナノ粒子（ＡＣＧＮＰ）を使用して癌細胞を直接検出するためのアッセイ（Ｍｅｄｌ
ｅｙら、Ｇｏｌｄ　Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ－Ｂａｓｅｄ　Ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ
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　Ａｓｓａｙ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｄｉｒｅｃｔ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃａｎｃｅ
ｒｏｕｓ　Ｃｅｌｌｓ．、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．２００８年、８０巻：１０６７～１０７
２頁）；標的分析物と結合すると、赤色分散ナノ粒子へと迅速分解を起こすアプタマー結
合金ナノ粒子（ＡｕＮＰ）の使用（Ｌｕら、第１４章：Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ／Ｄ
ｉｐ　Ｓｔｉｃｋ，ｉｎ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　ａｎｄ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ａｐｔ
ａｍｅｒｓ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ、Ｇｕｎｔｅｒ　Ｍａｙｅｒ
（編）、５３５巻：２２３～２３９頁）；及びヒト血清中でＩｇＥを超高感度で検出する
ための、サンドイッチ増幅要素としてアプタマー－ＡｕＮＰ結合体を使用する微分パルス
ボルタンメトリー（ＤＰＶ）に基づくバイオセンサー（１～１０，０００ｎｇ／ｍＬの範
囲にわたり、ＬＯＤが０．５２ｎｇ／ｍＬと低い）（Ｗａｎｇら、Ａｐｔａｍｅｒ－Ａｕ
　ＮＰｓ　ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ－ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄ　ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｂｌ
ｕｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｉｍｍ
ｕｎｏａｓｓａｙ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ、Ｔａｌａｎｔａ、２０１０年４月１５日、８
１巻（１～２号）：６３～６７頁）。
【００８４】
　しかしながら、多くの電気化学的バイオセンサーに共通する少なくとも１つの欠点は、
リアルタイム検出ではなく、分析物溶液との長期間インキュベーションを必要とするオフ
ライン測定という性質を持つことである（Ｐｉｌｌｏｌｉら、Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　
ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｉｎｔｅｇｒａｔｉ
ｎｇ　ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ａｐｐｌｉｅｄ　ｔｏ　ｆｏｏｄ－ａｌ
ｌｅｒｇｅｎ　ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ．Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ、６月　２０１３年、４７巻：１２～２６頁）。
【００８５】
　検出分子：抗体
　幾つかの実施形態では、本発明の検出分子は、抗体を含む。本明細書で使用される場合
、用語「抗体」は、最も幅広い意味で使用されており、具体的には、モノクローナル抗体
、ポリクローナル抗体、多特異的抗体（例えば、少なくとも２つの完全抗体で形成される
二重特異性抗体）、及び所望の生物活性を示す限りダイアボディ等の抗体断片を含むが、
それらに限定されない種々の実施形態を包含する。抗体は、主にアミノ酸に基づく分子で
あるが、糖部分等の１つ又は複数の修飾を更に含んでいてもよい。
【００８６】
　「抗体断片」は、好ましくはその抗原結合領域を含む、完全抗体の一部を含む。抗体断
片の例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、及びＦｖ断片；ダイアボディ；直鎖抗
体；単鎖抗体分子；並びに抗体断片で形成される多特異的抗体が含まれる。抗体をパパイ
ン消化すると、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる、各々が単一の抗原結合部位を有する２つの同
一の抗原結合性断片が産生される。また、残りは「Ｆｃ」断片を産生する。この名称は、
それが容易に結晶化され得ることを反映している。ペプシン処理すると、２つの抗原結合
部位を有し、依然として抗原と架橋することが可能なＦ（ａｂ’）２断片が産出される。
検出分子は、これら断片の１つ又は複数を含んでいてもよい。本明細書の目的では、「抗
体」は、重鎖及び軽鎖可変ドメイン並びにＦｃ領域を含んでいてもよい。
【００８７】
　「天然抗体」は、通常、２つの同一の軽鎖（Ｌ）及び２つの同一の重鎖（Ｈ）で構成さ
れる、約１５０，０００ダルトンのヘテロ四量体糖タンパク質である。各軽鎖は、１つの
共有結合ジスルフィド結合により重鎖と結合しており、免疫グロブリンアイソタイプが異
なると重鎖のジスルフィド結合の数は異なる。また、各重鎖及び軽鎖は、規則的に離間し
た鎖内ジスルフィド架橋を有する。各重鎖は、一方の末端に可変ドメイン（ＶＨ）を有し
、その後に幾つかの定常ドメインを有する。各軽鎖は、一方の末端に可変ドメイン（ＶＬ
）及び他方の末端に定常ドメインを有し、軽鎖の定常ドメインは、重鎖の第１の定常ドメ
インとアラインしており、軽鎖可変ドメインは、重鎖の可変ドメインとアラインしている
。
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【００８８】
　本明細書で使用される場合、用語「可変ドメイン」は、抗体によって配列が非常に異な
り、その特定の抗原に対する各特定の抗体の結合及び特異性に使用される特異的抗体ドメ
インを指す。本明細書で使用される場合、用語「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び抗原結合
部位を含む抗体断片を指す。この領域は、非共有結合で強固に結合されている１つの重鎖
及び１つの軽鎖可変ドメインの二量体からなる。
【００８９】
　あらゆる脊椎種に由来する抗体「軽鎖」は、それらの定常ドメインのアミノ酸配列に基
づき、カッパ及びラムダと呼ばれる明白に異なる２つのタイプの１つに帰属させることが
できる。抗体は、それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に応じて、異なるクラスに
帰属させることができる。５つの主要クラスの完全抗体が存在する：ＩｇＡ、ＩｇＤ、Ｉ
ｇＥ、ＩｇＧ、及びＩｇＭ。これらの幾つかは、サブクラス（アイソタイプ）、例えば、
ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ、及びＩｇＡ２に更に分類されてもよ
い。
【００９０】
　「単鎖Ｆｖ」又は「ｓｃＦｖ」は、本明細書で使用される場合、ＶＨ抗体ドメイン及び
ＶＬ抗体ドメインの融合タンパク質を指し、これらドメインは、共に連結されて単一のポ
リペプチド鎖になっている。幾つかの実施形態では、Ｆｖポリペプチドリンカーにより、
ｓｃＦｖは、抗原と結合するための所望の構造を形成することが可能になる。
【００９１】
　用語「ダイアボディ」は、２つの抗原結合部位を有する小型の抗体断片を指し、この断
片は、同じポリペプチド鎖中に、軽鎖可変ドメインＶＬに接続された重鎖可変ドメインＶ
Ｈを含む。同じ鎖中の２つのドメイン間の対合が可能にならない程度に短いリンカーを使
用することにより、ドメインを、別の鎖の相補的ドメインと対合させ、２つの抗原結合部
位を生成させる。ダイアボディは、例えば、欧州特許第４０４，０９７号明細書；国際公
開第９３／１１１６１号；及びＨｏｌｌｉｎｇｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ、９０巻：６４４４～６４４８頁（１９９３年）により詳細に記載されて
いる。これらの文献の各々の内容は、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込まれる
。
【００９２】
　用語「モノクローナル抗体」は、本明細書で使用される場合、実質的に均質な細胞（又
はクローン）の集団から得られる抗体を指し、つまり、集団を構成する個々の抗体は、モ
ノクローナル抗体の産生中に生じる可能性のある変異体を除いて、そのような変異体の存
在は、一般的に少量であるが、同一であり及び／又は同一のエピトープに結合する。典型
的には様々な決定基（エピトープ）に対する様々な抗体を含むポリクローナル抗体の調製
とは対照的に、各モノクローナル抗体は、抗原の単一の決定基に対する。
【００９３】
　「モノクローナル」という修飾語は、抗体が実質的に均質な集団から得られているとい
う特徴を示し、任意の特定の方法による抗体の産生を必要とすると解釈されるべきではな
い。本明細書のモノクローナル抗体には、重鎖及び／又は軽鎖の部分が、特定の種に由来
するか又は特定の抗体クラス又はサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一又は相同
性であり、鎖（複数可）の残りが、別の種に由来するか又は別の抗体クラス又はサブクラ
スに属する抗体並びにそのような抗体の断片の対応する配列と同一又は相同性である「キ
メラ」抗体（免疫グロブリン）が含まれる。
【００９４】
　非ヒト（例えば、マウス）抗体の「ヒト化」型は、含まれている非ヒト免疫グロブリン
由来の配列が最小限であるキメラ抗体である。おおむね、ヒト化抗体は、レシピエントの
抗体に由来する超可変領域の残基が、所望の特異性、親和性、及び能力を有するマウス、
ラット、ウサギ、又は非ヒト霊長類等の非ヒト種の抗体（ドナー抗体）に由来する超可変
領域の残基に置換されているヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）である。
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【００９５】
　抗体に関して本明細書中で使用される場合、用語「超可変領域」は、抗原結合に関与す
るアミノ酸残基を含む抗体の抗原結合ドメイン内の領域を指す。超可変領域内に存在する
アミノ酸が、相補性決定領域（ＣＤＲ）の構造を決定する。本明細書で使用される場合、
「ＣＤＲ」は、その標的抗原又はエピトープに相補的な構造を含む抗体の領域を指す。
【００９６】
　幾つかの実施形態では、本発明の組成物は、抗体模倣体であってもよい。用語「抗体模
倣体」は、抗体の機能又は効果を模倣し、それらの分子標的と特異的に高親和性で結合す
るあらゆる分子を指す。したがって、抗体模倣体には、ナノボディ等が含まれる。
【００９７】
　幾つかの実施形態では、抗体模倣体は、アフィボディ分子、アフィリン、アフィティン
（ａｆｆｉｔｉｎ）、アンチカリン、アビマー、ＤＡＲＰｉｎ、フィノマー（Ｆｙｎｏｍ
ｅｒ）、及びクニッツ（Ｋｕｎｉｔｚ）、及びドメインペプチドを含むが、それらに限定
されない、当技術分野で知られているものであってもよい。他の実施形態では、抗体模倣
体は、１つ又は複数の非ペプチド領域を含んでいてもよい。
【００９８】
　本明細書で使用される場合、用語「抗体変異体」は、天然抗体と比較して、それらのア
ミノ酸配列、組成、又は構造に幾つかの差異を含む、構造及び／又は機能が抗体と類似す
る生体分子を指す。
【００９９】
　モノクローナルであろうと又はポリクローナルであろうと、抗体の調製は、当技術分野
で既知である。抗体を産生するための技術は、当技術分野で周知であり、例えば、Ｈａｒ
ｌｏｗ及びＬａｎｅ「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
」、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、１９
８８年、並びにＨａｒｌｏｗ及びＬａｎｅ「Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、１９９９年に記載されている。
【０１００】
　１つの実施形態では、上述のような抗体、抗体断片、それらの変異体又は誘導体を含む
検出分子は、アレルゲンに対して特異的な免疫反応性を示す。また、抗体又は抗体の断片
を含む検出分子は、アレルゲンの標的部位に結合することができる。
【０１０１】
　本発明の抗体は、それらの標的分子（複数可）により、それらの生成に使用された抗原
により、それらの機能により（アゴニストとしてか又はアンタゴニストとしてか）、及び
／又はそれらが機能する細胞ニッチにより特徴付けることができる。
【０１０２】
　抗体機能の測定は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｉｎ　ｖｉｖｏにて、正常な生理的状態下に
おいて標準物質に対して行ってもよい。また、測定は、抗体の存在又は非存在に対して行
ってもよい。そのような測定方法には、ウエスタンブロット、酵素結合免疫吸着アッセイ
（ＥＬＩＳＡ）、活性アッセイ、リポーターアッセイ、ルシフェラーゼアッセイ、ポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）アレイ、遺伝子アレイ、及びリアルタイム逆転写酵素（ＲＴ）
ＰＣＲ等の、組織又は血清若しくは血液等の流体での標準的測定が含まれる。
【０１０３】
　検出分子抗体は、アレルゲンタンパク質の又はアレルゲンタンパク質に沿った任意の数
の位置で結合又は相互作用してもよい。企図されているアレルゲン抗体標的部位には、上
記アレルゲンを検出するためのありとあらゆる考え得る部位が含まれる。
【０１０４】
　本発明の検出分子化合物は、１つ又は複数のアレルゲン標的部位に結合（可逆的に又は
不可逆的に）することにより、それらの効果を発揮する。理論により束縛されることは望
まないが、抗体の結合部位である標的部位は、タンパク質又はタンパク質ドメイン若しく
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は領域により形成されることが最も多い。しかしながら、標的部位には、糖、脂質、核酸
分子、又は結合エピトープの任意の他の形態等の生体分子も含まれ得る。
【０１０５】
　本発明の検出分子抗体、並びにそれらを生成するために使用される抗原は、主にアミノ
酸に基づく分子である。これら分子は、「ペプチド」、「ポリペプチド」、又は「タンパ
ク質」であってもよい。
【０１０６】
　本明細書で使用される場合、用語「ペプチド」は、２から５０までの又はそれを超える
アミノ酸を有するアミノ酸に基づく分子を指す。より小さなペプチドには、２アミノ酸の
分子を指す「ジペプチド」、及び３アミノ酸の分子を指す「トリペプチド」という特別な
指示名称が適用される。５０を超える連続したアミノ酸を有するアミノ酸に基づく分子は
、ポリペプチド又はタンパク質とみなされる。
【０１０７】
　用語「アミノ酸」は、あらゆる天然Ｌ－アルファ－アミノ酸並びに非天然アミノ酸を指
す。アミノ酸は、以下のような１文字表記又は３文字表記のいずれかにより特定される：
アスパラギン酸（Ａｓｐ：Ｄ）、イソロイシン（Ｉｌｅ：Ｉ）、トレオニン（Ｔｈｒ：Ｔ
）、ロイシン（Ｌｅｕ：Ｌ）、セリン（Ｓｅｒ：Ｓ）、チロシン（Ｔｙｒ：Ｙ）、グルタ
ミン酸（Ｇｌｕ：Ｅ）、フェニルアラニン（Ｐｈｅ：Ｆ）、プロリン（Ｐｒｏ：Ｐ）、ヒ
スチジン（Ｈｉｓ：Ｈ）、グリシン（Ｇｌｙ：Ｇ）、リジン（Ｌｙｓ：Ｋ）、アラニン（
Ａｌａ：Ａ）、アルギニン（Ａｒｇ：Ｒ）、システイン（Ｃｙｓ：Ｃ）、トリプトファン
（Ｔｒｐ：Ｗ）、バリン（Ｖａｌ：Ｖ）、グルタミン（Ｇｌｎ：Ｑ）、メチオニン（Ｍｅ
ｔ：Ｍ）、及びアスパラギン（Ａｓｎ：Ｎ）。ここでは、アミノ酸がまず列挙され、その
後の括弧内にそれぞれ３文字コード又は１文字コードが列挙されている。
【０１０８】
　抗体：製造
　本発明の抗体は、当技術分野で知られているか又は本出願に記載されている方法により
産生されるポリクローナル、又はモノクローナル、又は組換えであってもよい。
【０１０９】
　幾つかの実施形態では、本発明の抗体は、当業者により知られている検出可能な標識で
検出するために標識されていてもよい。標識は、放射性同位元素、蛍光化合物、化学発光
化合物、酵素、又は酵素コファクター、又は当技術分野で知られている任意の他の標識で
あってもよい。幾つかの態様では、所望の抗原に結合する抗体は、標識されていないが、
一次抗体に特異的に結合する標識二次抗体との結合により検出することができる。
【０１１０】
　本発明の抗体には、これらに限定されないが、以下のものが含まれる：ポリクローナル
、モノクローナル、多特異性、ヒト、ヒト化、又はキメラ抗体、単鎖抗体、Ｆａｂ断片、
Ｆ（ａｂ’）断片、Ｆａｂ発現ライブラリーにより産生される断片、抗イディオタイプ（
抗Ｉｄ）抗体（例えば、本発明の抗体に対する抗Ｉｄ抗体）、細胞内で産生される抗体（
つまり、細胞内抗体）、及び上記のもののいずれかのエピトープ結合性断片。本発明の抗
体は、鳥類及び哺乳類を含む任意の動物起源に由来してもよい。好ましくは、そのような
抗体は、ヒト、ネズミ科動物（例えば、マウス及びラット）、ロバ、ヒツジ、ウサギ、ヤ
ギ、モルモット、ラクダ、ウマ、又はニワトリ起源である。本発明の抗体は単一特異的で
あってもよく、又は多特異的であってもよい（例えば、二重特異的、三重特異的、又はそ
れより高次の多重特異的）。多特異性抗体は、本発明のペプチドの異なるエピトープに特
異的であってもよく、又は本発明のペプチド、及び異種性ペプチド又は固体支持材料等の
異種性エピトープの両方に特異的であってもよい。（例えば、以下の文献を参照されたい
：国際公開第９３／１７７１５号；国際公開第９２／０８８０２号；国際公開第９１／０
０３６０号；国際公開第９２／０５７９３号；Ｔｕｔｔ，Ａ．ら、Ｔｒｉｓｐｅｃｉｆｉ
ｃ　Ｆ（ａｂ’）３　ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ　ｔｈａｔ　ｕｓｅ　ｃｏｏｐｅｒａｔｉ
ｖｅ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｖｉａ　ｔｈｅ　ＴＣＲ／ＣＤ３　ｃｏｍｐｌｅｘ　ａｎｄ
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　ＣＤ２　ｔｏ　ａｃｔｉｖａｔｅ　ａｎｄ　ｒｅｄｉｒｅｃｔ　ｒｅｓｔｉｎｇ　ｃｙ
ｔｏｔｏｘｉｃ　Ｔ　ｃｅｌｌｓ．Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９９１年７月１日；１４７巻
（１号）：６０～９頁；米国特許第４，４７４，８９３号明細書；第４，７１４，６８１
号明細書；第４，９２５，６４８号明細書；第５，５７３，９２０号明細書；第５，６０
１，８１９号明細書；及びＫｏｓｔｅｌｎｙ，Ｓ．Ａ．ら、Ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　
ａ　ｂｉｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｕｓｅ　ｏｆ　ｌｅｕｃ
ｉｎｅ　ｚｉｐｐｅｒｓ．Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９９２年３月１日；１４８巻（５号）
：１５４７～５３頁）。例えば、抗体は、本発明のペプチド配列の反復ユニットを含むペ
プチドに対して産生されてもよく、又は本発明の２つ以上のペプチド配列を含むペプチド
に対して産生されてもよく、又はそれらの組み合わせであってもよい。
【０１１１】
　非限定的な例として、マスト細胞結合ＩｇＥ抗体に対するアレルゲン結合を競合的に阻
害し、それによりマスト細胞脱顆粒を阻害するヘテロ二価リガンド（ＨＢＬ）系が設計さ
れている（Ｈａｎｄｌｏｇｔｅｎら、Ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　ａ　Ｈｅｔｅｒｏｂｉｖａｌ
ｅｎｔ　Ｌｉｇａｎｄ　ｔｏ　Ｉｎｈｉｂｉｔ　ＩｇＥ　Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ　ｏｎ　
Ｍａｓｔ　Ｃｅｌｌｓ、Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ＆Ｂｉｏｌｏｇｙ、２０１１年９月２３日、
１８巻（９号）：１１７９～１１８８頁）。
【０１１２】
　幾つかの実施形態では、抗体は、アレルゲンの任意の領域から調製することができる。
本発明では、抗体を生成するためのペプチドは、好ましくは、長さが少なくとも４、少な
くとも５、少なくとも６、少なくとも７、より好ましくは、少なくとも８、少なくとも９
、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３、少なくとも１４
、少なくとも１５、好ましくは約５～約５０アミノ酸、より好ましくは長さが約１０～約
３０アミノ酸、更により好ましくは長さが約１０～約２０アミノ酸の配列を含む。
【０１１３】
　より大型のポリペプチド又はタンパク質が抗体の生成に使用される、本発明のある実施
形態では、それらは、長さが好ましくは少なくとも５０、少なくとも５５、少なくとも６
０、少なくとも７０、少なくとも８０、少なくとも９０、又はそれを超えるアミノ酸であ
る。
【０１１４】
　本発明のモノクローナル抗体は、当業者に知られている十分に確立された方法を使用し
て調製することができる。１つの実施形態では、モノクローナル抗体は、ハイブリドーマ
技術を使用して調製される（Ｋｏｈｌｅｒ，Ｇ．ら、Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ　ｃｕｌｔｕ
ｒｅｓ　ｏｆ　ｆｕｓｅｄ　ｃｅｌｌｓ　ｓｅｃｒｅｔｉｎｇ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｏｆ
　ｐｒｅｄｅｆｉｎｅｄ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ．、Ｎａｔｕｒｅ、１９７５年８月７
日：２５６巻（５５１７号）：４９５～７頁）。ハイブリドーマ法では、典型的には、マ
ウス、ハムスター、又は他の適切な宿主動物を、免疫作用剤（例えば、本発明のペプチド
）で免疫して、その免疫作用剤に特異的に結合することになる抗体を産生するか又は産生
可能なリンパ球を誘発させる。或いは、リンパ球をｉｎ　ｖｉｔｒｏで免疫してもよい。
その後、ポリエチレングリコール等の好適な融合剤を使用して、リンパ球を不死化細胞株
と融合して、ハイブリドーマ細胞を形成する（Ｇｏｄｉｎｇ，Ｊ．Ｗ．ら、Ｍｏｎｏｃｌ
ｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ
．Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ．１９８６年；５９－１０３１）。不死化細胞株は、通
常、形質転換された哺乳動物細胞、特に、げっ歯動物、ウサギ、ウシ、及びヒト起源のミ
エローマ細胞である。通常、ラット又はマウスミエローマ細胞株が使用される。ハイブリ
ドーマ細胞は、好ましくは、未融合の不死化細胞の増殖又は生存を阻害する１種又は複数
種の物質を含有する好適な培養培地で培養してもよい。例えば、親細胞が、酵素ヒポキサ
ンチングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ）を欠如し
ている場合、ハイブリドーマ用の培養培地は、典型的には、ヒポキサンチン、アミノプテ
リン、及びチミジンを含むであろう（「ＨＡＴ培地」）。これらの物質は、ＨＧＰＲＴ欠
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損細胞の増殖を防止する。
【０１１５】
　好ましい不死化細胞株は、効率的に融合し、選択された抗体産生細胞による安定した高
レベルの抗体発現を支援し、ＨＡＴ培地等の培地に感受性であるものである。より好まし
い不死化細胞株は、マウスミエローマ系統であり、例えば、Ｓａｌｋ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔ
ｅ　Ｃｅｌｌ　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　Ｃｅｎｔｅｒ、サンディエゴ市、カリフォル
ニア州、及びアメリカ培養細胞系統保存機関、マナッサス市、バージニア州から取得する
ことができる。ヒトモノクローナル抗体を産生するためのヒトミエローマ及びマウス－ヒ
トヘテロミエローマ細胞株も記載されている（Ｋｏｚｂｏｒ，Ｄ．ら、Ａ　ｈｕｍａｎ　
ｈｙｂｒｉｄ　ｍｙｅｌｏｍａ　ｆｏｒ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｍ
ｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９８４年１２月；
１３３巻（６号）：３００１～５頁；Ｂｒｏｄｅｕｒ，Ｂ．ら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　
Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉ
ｃａｔｉｏｎｓ．Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ．１９８７年
；３３巻：５１～６３頁）。
【０１１６】
　その後、ハイブリドーマ細胞が培養されている培養培地を、モノクローナル抗体の存在
についてアッセイしてもよい。好ましくは、ハイブリドーマ細胞により産生されたモノク
ローナル抗体の結合特異性（つまり、特異的免疫反応性）は、免疫沈降法により、又はラ
ジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）若しくは酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）等のｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ結合アッセイにより決定される。そのような技術及びアッセイは、当業者に知ら
れている。モノクローナル抗体の結合特異性は、例えば、スキャチャード分析により決定
することができる（Ｍｕｎｓｏｎ，Ｐ．Ｊ．ら、Ｌｉｇａｎｄ：ａ　ｖｅｒｓａｔｉｌｅ
　ｃｏｍｐｕｔｅｒｉｚｅｄ　ａｐｐｒｏａｃｈ　ｆｏｒ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔ
ｉｏｎ　ｏｆ　ｌｉｇａｎｄ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｙｓｔｅｍｓ．Ａｎａｌ　Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ．１９８０年９月１日；１０７巻（１号）：２２０～３９頁）。
【０１１７】
　所望のハイブリドーマ細胞を特定した後、クローンを限界希釈手順によりサブクローン
し、標準的な方法により増殖させる。この目的に好適な培養培地には、例えば、ダルベッ
コ変法イーグル培地又はＲＰＭＩ－１６４０培地が含まれる。或いは、ハイブリドーマ細
胞は、哺乳動物中の腹水としてｉｎ　ｖｉｖｏで増殖させてもよい。
【０１１８】
　サブクローンが分泌したモノクローナル抗体を、例えば、プロテインＡセファロース、
ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動法、透析、又はアフィニティ
ークロマトグラフィー等の従来の免疫グロブリン精製手順により培養培地又は腹水から単
離又は精製してもよい。
【０１１９】
　また、別の実施形態では、本発明のモノクローナル抗体は、米国特許第４，８１６，５
６７号明細書に記載のもの等の組換えＤＮＡ法により作製してもよい。この文献は、参照
によりその全体が本明細書に組み込まれる。本発明のモノクローナル抗体をコードするＤ
ＮＡは、従来の手順を使用して容易に単離及び配列決定することができる（例えば、マウ
ス抗体の重鎖及び軽鎖をコードする遺伝子と特異的に結合可能なオリゴヌクレオチドプロ
ーブを使用することにより）。本発明のハイブリドーマ細胞は、ＤＮＡの好ましい供給源
としての役目を果たす。単離したら、ＤＮＡを発現ベクターに配置し、その後それを、サ
ルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、又は形質転換しなければ免
疫グロブリンタンパク質を産生しないミエローマ細胞等の宿主細胞に形質移入して、組換
え宿主細胞中でのモノクローナル抗体の合成を得る。また、ＤＮＡを、例えば、相同性マ
ウス配列の代わりにヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード配列を代用することにより（
米国特許第４，８１６，５６７号明細書）、又は免疫グロブリンコード配列、非免疫グロ
ブリンポリペプチドのコード配列の一部若しくは全てに共有結合で連結することにより修
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飾してもよい。そのような非免疫グロブリンポリペプチドを、本発明の抗体の定常ドメイ
ンの代わりに用いてもよく、又は本発明の抗体の１つの抗原結合部位の可変ドメインの代
わりに用いて、キメラ二価抗体を作成してもよい。
【０１２０】
　また、別の実施形態では、本発明の抗体は、当業者に知られている種々の手順により産
生してもよい。ポリクローナル抗体をｉｎ　ｖｉｖｏで産生する場合、遊離ペプチド又は
キャリア結合ペプチドのいずれかを、例えば腹腔内注射及び／又は皮内注射して、ウサギ
、ラット、マウス、ヒツジ、又はヤギ等の宿主動物を免疫する。注射物質は、典型的には
、約１００μｇのペプチド又はキャリアタンパク質を含有するエマルジョンである。また
、宿主種に応じて、種々のアジュバントを使用して、免疫学的応答を増加させてもよい。
アジュバントには、これらに限定されないが、以下のものが含まれる：フロインド（完全
及び不完全）、水酸化アルミニウム等の鉱物ゲル、リソレシチン等の界面活性物質、プル
ロニックポリオール、ポリアニオン、ペプチド、油乳剤、キーホールリンペットヘモシニ
アン、ジニトロフェノール、及びＢＣＧ（カルメット－ゲラン菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　Ｃ
ａｌｍｅｔｔｅ－Ｇｕｅｒｉｎ））及びコリネバクテリウム・パルブム（Ｃｏｒｙｎｅｂ
ａｃｔｅｒｉｕｍ　ｐａｒｖｕｍ）等の他の有用なヒトアジュバント。そのようなアジュ
バントも、当技術分野で周知である。有用な抗体力価をもたらすために、例えば約２週間
の間隔で幾つかのブースター注射が必要である場合があり、力価は、例えば、固体表面に
吸着された遊離ペプチドが使用されるＥＬＩＳＡアッセイにより検出することができる。
免疫動物に由来する血清中の抗体の力価は、抗体の選択により、例えば、当技術分野で周
知の方法により、ペプチドを固体支持体に吸着させ、選択した抗体溶出することにより増
加させることができる。
【０１２１】
　抗体、変異体、及びそれらの断片を含む検出分子は、ハイスループットディスカバリ法
を使用して選択及び産生することができる。１つの実施形態では、合成抗体、変異体、及
びそれらの断片を含む検出分子は、ディスプレイライブラリーの使用により産生される。
用語「ディスプレイ」は、本明細書で使用される場合、タンパク質又はペプチドが所与の
宿主の表面に発現又は「提示」されることを指す。用語「ライブラリー」は、本明細書中
に使用される場合、固有のｃＤＮＡ配列のコレクションを指す。ライブラリーは、少ない
場合で２個の固有ｃＤＮＡから数千億個までの固有ｃＤＮＡを含んでいてもよい。好まし
い実施形態では、合成抗体を含む検出分子は、抗体ディスプレイライブラリー又は抗体断
片ディスプレイライブラリーを使用して産生される。用語「抗体断片ディスプレイライブ
ラリー」は、本明細書中に使用される場合、各メンバーが、抗体の少なくとも１つの可変
領域を含む抗体断片をコードするディスプレイライブラリーを指す。そのような抗体断片
は、好ましくはＦａｂ断片であるが、単鎖可変断片（ｓｃＦｖ）等の他の抗体断片も同様
に企図される。Ｆａｂ抗体断片ライブラリーでは、コードされた各Ｆａｂは、Ｆａｂ断片
の相補性決定領域（ＣＤＲ）の可変ループ内に含まれるアミノ酸配列を除いて同一であっ
てもよい。別の又は更なる実施形態では、個々のＶＨ及び／又はＶＬ領域内のアミノ酸配
列も同様に異なっていてもよい。
【０１２２】
　ディスプレイライブラリーは、これらに限定されないが、酵母、バクテリオファージ、
細菌、及びレトロウイルスを含む、幾つかの考え得る宿主で発現させることができる。使
用することができる更なるディスプレイ技術には、リボソームディスプレイ、マイクロビ
ーズディスプレイ、及びタンパク質－ＤＮＡ連結技術が含まれていてもよい。好ましい実
施形態では、Ｆａｂディスプレイライブラリーは、酵母又はバクテリオファージで発現さ
れる（本明細書では「ファージ」又は「ファージ粒子」とも呼ばれる。発現されると、Ｆ
ａｂは、ファージ又は酵母の表面を修飾し、そこで所与の抗原と相互作用することができ
る。アレルゲンを含む抗原又は所望の標的部位に由来する抗原を使用して、その抗原に対
して最も高い親和性を有する抗体断片を発現するファージ粒子又は酵母細胞を選択しても
よい。その後、結合した抗体断片のＣＤＲをコードするＤＮＡ塩基配列を、結合した粒子
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又は細胞を使用して配列決定することにより決定することができる。１つの実施形態では
、抗体の発生にはポジティブ選択が使用される。本明細書で使用される場合、用語「ポジ
ティブ選択」は、標的部位を含む抗原に対する親和性に基づいて、抗体及び／又はそれら
の断片をディスプレイライブラリーから選択するプロセスを指す。幾つかの実施形態では
、抗体の発生にはネガティブ選択が使用される。本明細書で使用される場合、用語「ネガ
ティブ選択」は、抗体を産生するための標的部位を欠如する抗原を使用して、抗体発生中
に所与のディスプレイライブラリーから抗体及び／又はその断片を除外するプロセスを指
す。幾つかの実施形態では、ディスプレイライブラリーを使用して抗体発生における選択
を複数ラウンド行う間に、ポジティブ選択及びネガティブ選択を両方とも使用する。
【０１２３】
　酵母ディスプレイでは、Ｃｈａｏら（Ｃｈａｏ，Ｇ．ら、Ｉｓｏｌａｔｉｎｇ　ａｎｄ
　ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｈｕｍａｎ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｕｓｉｎｇ　ｙｅａｓ
ｔ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｄｉｓｐｌａｙ．Ｎａｔ　Ｐｒｏｔｏｃ．２００６年；１巻（２号
）：７５５～６８頁）に記載のように、様々な抗体断片をコードするｃＤＮＡを酵母細胞
に導入し、そこでそれらを発現させ、抗体断片を細胞表面に「提示」させる。酵母表面提
示では、発現された抗体断片は、酵母アグルチニンタンパク質、Ａｇａ２ｐを含む更なる
ドメインを含有する。このドメインは、表面に発現されたＡｇａ１ｐとジスルフィド結合
を形成することにより、抗体断片融合タンパク質を酵母細胞の外側表面に結び付けること
を可能にする。結果として、特定の抗体断片に覆われた酵母細胞がもたらされる。抗体断
片が各々固有の配列を有する、これら抗体断片をコードするｃＤＮＡのディスプレイライ
ブラリーをまず使用する。これら融合タンパク質を、所望の抗原性標的ペプチドと相互作
用することができる、何百万個もの酵母細胞の細胞表面に発現させ、細胞と共にインキュ
ベートする。標的ペプチドは、好適な抗体断片との結合がうまくいった後で、効率的な細
胞選別を可能にする化学基又は磁気基で共有結合的に又は別様に修飾してもよい。回収は
、磁気活性化細胞選別法（ＭＡＣＳ）、蛍光活性化細胞選別法（ＦＡＣＳ）、又は当技術
分野で知られている他の細胞選別法により行うことができる。酵母細胞の部分集団を選択
したら、対応するプラスミドを分析して、ＣＤＲ配列を決定することができる。
【０１２４】
　バクテリオファージディスプレイ法では、典型的には、ｆｄ、Ｆ１、及びＭ１３ビリオ
ンを含む糸状ファージが使用される。そのような株は、非細胞溶解性であり、宿主の継続
的な増殖及びウイルス力価の増加が可能である。本発明の抗体の作製に使用することがで
きるファージディスプレイ法の例は、以下の文献に記載されているものが含まれる：Ｍｉ
ｅｒｓｃｈら（Ｍｉｅｒｓｃｈ，Ｓ．ら、Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：
Ｃｏｎｃｅｐｔｓ，ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ａｎｄ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ｃｏｎｓｉｄｅ
ｒａｔｉｏｎｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ．２０１２年８月；５７巻（４号）：４８６～９８頁）
、Ｂｒａｄｂｕｒｙら（Ｂｒａｄｂｕｒｙ，Ａ．Ｒ．ら、Ｂｅｙｏｎｄ　ｎａｔｕｒａｌ
　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ｔｈｅ　ｐｏｗｅｒ　ｏｆ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｄｉｓｐｌａ
ｙ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ．Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２０１１年３月；２９
巻（３号）：２４５～５４頁）、Ｂｒｉｎｋｍａｎら（Ｂｒｉｎｋｍａｎｎ，Ｕ．ら、Ｐ
ｈａｇｅ　ｄｉｓｐｌａｙ　ｏｆ　ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ－ｓｔａｂｉｌｉｚｅｄ　Ｆｖ　
ｆｒａｇｍｅｎｔｓ．Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．１９９５年５月１１日；１
８２巻（１号）：４１～５０頁）；Ａｍｅｓら（Ａｍｅｓ，Ｒ．Ｓ．ら、Ｃｏｎｖｅｒｓ
ｉｏｎ　ｏｆ　ｍｕｒｉｎｅ　Ｆａｂｓ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ａ　ｃｏｍｂｉ
ｎａｔｏｒｉａｌ　ｐｈａｇｅ　ｄｉｓｐｌａｙ　ｌｉｂｒａｒｙ　ｔｏ　ｆｕｌｌ　ｌ
ｅｎｇｔｈ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓ．Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．
１９９５年８月１８日；１８４巻（２号）：１７７～８６頁）；Ｋｅｔｔｌｅｂｏｒｏｕ
ｇｈら（Ｋｅｔｔｌｅｂｏｒｏｕｇｈ，Ｃ．Ａ．ら、Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｕｍ
ｏｒ　ｃｅｌｌ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｓｉｎｇｌｅ－ｃｈａｉｎ　Ｆｖ　ｆｒｏｍ　ｉｍ
ｍｕｎｉｚｅｄ　ｍｉｃｅ　ｕｓｉｎｇ　ｐｈａｇｅ－ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｌｉｂｒａｒ
ｉｅｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｒｅ－ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｗｈｏｌｅ　ａｎｔ
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ｉｂｏｄｉｅｓ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅｓｅ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｆｒａｇｍｅｎｔｓ．Ｅｕ
ｒ　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９９４年４月；２４巻（４号）：９５２～８頁）；Ｐｅｒｓ
ｉｃら（Ｐｅｒｓｉｃ，Ｌ．ら、Ａｎ　ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ｖｅｃｔｏｒ　ｓｙｓｔ
ｅｍ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｉ
ｂｏｄｉｅｓ　ｏｒ　ｔｈｅｉｒ　ｆｒａｇｍｅｎｔｓ　ａｆｔｅｒ　ｓｅｌｅｃｔｉｏ
ｎ　ｆｒｏｍ　ｐｈａｇｅ　ｄｉｓｐｌａｙ　ｌｉｂｒａｒｉｅｓ．Ｇｅｎｅ．１９９７
年３月１０日；１８７巻（１号）：９～１８頁）；ＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＧＢ９１／０１１
３４号；ＰＣＴ出願国際公開第９０／０２８０９号；国際公開第９１／１０７３７号；国
際公開第９２／０１０４７号；国際公開第９２／１８６１９号；国際公開第９３／１１２
３６号；国際公開第９５／１５９８２号；国際公開第９５／２０４０１号；並びに米国特
許第５，６９８，４２６号明細書；第５，２２３，４０９号明細書；第５，４０３，４８
４号明細書；第５，５８０，７１７号明細書；第５，４２７，９０８号明細書；第５，７
５０，７５３号明細書；第５，８２１，０４７号明細書；第５，５７１，６９８号明細書
；第５，４２７，９０８号明細書；第５，５１６，６３７号明細書；第５，７８０，２２
５号明細書；第５，６５８，７２７号明細書；第５，７３３，７４３号明細書、及び第５
，９６９，１０８号明細書。これらの文献の各々は、参照によりそれらの全体が本明細書
に組み込まれる。
【０１２５】
　バクテリオファージでの抗体断片発現は、断片をコードするｃＤＮＡを、ウイルスコー
トタンパク質を発現する遺伝子に挿入することにより実施することができる。糸状バクテ
リオファージのウイルスコートは、一本鎖ゲノムによりコードされている５つのコートタ
ンパク質で構成されている。コートタンパク質ｐＩＩＩは、典型的にはＮ末端での抗体断
片発現に好ましいタンパク質である。抗体断片発現がｐＩＩＩの機能を妨害する場合、ウ
イルス機能は、野生型ｐＩＩＩの共発現により回復する場合がある。そのような発現は、
ウイルスコートに発現される抗体断片の数を減らすことになるが、標的抗原による抗体断
片への接近を増強することができる。或いは、ウイルスタンパク質並びに抗体断片タンパ
ク質の発現は、複数のプラスミドにコードされていてもよい。この方法を使用すると、感
染性プラスミドの全体サイズを低減させ、形質転換効率を増強させることができる。
【０１２６】
　上述のように、高親和性の抗体又は抗体断片を発現する宿主を選択した後、抗体又は後
退断片に由来するコード領域を単離し、ヒト抗体を含む抗体全体又は任意の他の所望の抗
原結合性断片を生成するために使用し、例えば、下記に詳述するような、哺乳動物細胞、
昆虫細胞、植物細胞、酵母、及び細菌を含む、任意の所望の宿主で発現させることができ
る。
【０１２７】
　高親和性抗体をコードするＤＮＡ配列を、親和性成熟として知られているプロセスの更
なる選択ラウンドにかけて、突然変異させてもよい。用語「親和性成熟」は、本明細書で
使用される場合、抗体をコードするｃＤＮＡ配列又は抗体断片をコードするｃＤＮＡ配列
を、突然変異及び選択の連続ラウンドにかけて、所与の抗原に対する親和性が増加した抗
体を産生する方法を指す。好ましい実施形態では、このプロセスは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで
実施される。これを達成するために、エラープローンＰＣＲを使用してＣＤＲコード配列
の増幅を実施して、これらに限定されないが、点突然変異、領域突然変異、挿入突然変異
、及び欠失突然変異を含む突然変異を含有する数百万個のコピーを生成することができる
。本明細書で使用される場合、用語「点突然変異」は、ヌクレオチド配列内の１つのヌク
レオチドが、異なるヌクレオチドに変更されている核酸突然変異を指す。本明細書で使用
される場合、用語「領域突然変異」は、２つ以上の連続ヌクレオチドが、異なるヌクレオ
チドに変更されている核酸突然変異を指す。本明細書で使用される場合、用語「挿入突然
変異」は、１つ又は複数のヌクレオチドが、ヌクレオチド配列に挿入されている核酸突然
変異を指す。本明細書で使用される場合、用語「欠失突然変異」は、１つ又は複数のヌク
レオチドが、ヌクレオチド配列から除去されている核酸突然変異を指す。挿入突然変異又
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は欠失突然変異は、コドン全体の完全な置換、又は開始コドンの１つ若しくは２つのヌク
レオチドを変更することにより、あるコドンを別のコドンに変更することが含まれていて
もよい。
【０１２８】
　ＣＤＲをコードするｃＤＮＡ配列に対して突然変異誘発を実施して、ＣＤＲ重鎖及び軽
鎖領域に単突然変異を有する数百万個の突然変異を生成することができる。別の手法では
、親和性を向上させる可能性が最も高いＣＤＲ残基のみにランダム突然変異を導入する。
こうした新しく生成された突然変異ライブラリーを使用して、標的ペプチドに対する親和
性が更に高い抗体断片をコードするクローンをスクリーニングするプロセスを繰り返すこ
とができる。突然変異及び選択のラウンドを継続することにより、益々より高い親和性を
有するクローンの合成が促進される（Ｃｈａｏ，Ｇ．ら、Ｉｓｏｌａｔｉｎｇ　ａｎｄ　
ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｈｕｍａｎ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｕｓｉｎｇ　ｙｅａｓｔ
　ｓｕｒｆａｃｅ　ｄｉｓｐｌａｙ．Ｎａｔ．Ｐｒｏｔｏｃ．２００６年；１巻（２号）
：７５５～６８頁）。
【０１２９】
　Ｆａｂ及びｓｃＦｖ等の抗体及び抗体断片を産生するために使用することができる技術
例には、以下の文献に記載のものが含まれる：米国特許第４，９４６，７７８号明細書及
び第５，２５８，４９８号明細書；Ｍｉｅｒｓｃｈら（Ｍｉｅｒｓｃｈ，Ｓ．ら、Ｓｙｎ
ｔｈｅｔｉｃ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｃｏｎｃｅｐｔｓ，ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ａｎｄ
　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ．２０１２年８
月；５７巻（４号）：４８６～９８頁）、Ｃｈａｏら（Ｃｈａｏ，Ｇ．ら、Ｉｓｏｌａｔ
ｉｎｇ　ａｎｄ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｈｕｍａｎ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｕｓｉ
ｎｇ　ｙｅａｓｔ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｄｉｓｐｌａｙ．Ｎａｔ　Ｐｒｏｔｏｃ．２００６
年；１巻（２号）：７５５～６８頁）、Ｈｕｓｔｏｎら（Ｈｕｓｔｏｎ，Ｊ．Ｓ．ら、Ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｏｆ　ｓｉｎｇｌｅ－ｃｈａｉｎ　Ｆｖ　ａｎ
ａｌｏｇｓ　ａｎｄ　ｆｕｓｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏ
ｌ．１９９１年；２０３巻：４６～８８頁）；Ｓｈｕら（Ｓｈｕ，Ｌ．ら、Ｓｅｃｒｅｔ
ｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｓｉｎｇｌｅ－ｇｅｎｅ－ｅｎｃｏｄｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕ
ｌｉｎ　ｆｒｏｍ　ｍｙｅｌｏｍａ　ｃｅｌｌｓ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．１９９３年９月１日；９０巻（１７号）：７９９５～９頁）；及びＳｋ
ｅｒｒａら（Ｓｋｅｒｒａ，Ａ．ら、Ａｓｓｅｍｂｌｙ　ｏｆ　ａ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａ
ｌ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ　Ｆｖ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｉｎ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃ
ｈｉａ　ｃｏｌｉ．Ｓｃｉｅｎｃｅ．１９８８年５月２０日；２４０巻（４８５５号）：
１０３８～４１頁）。これらの文献の各々は、参照によりそれらの全体が本明細書に組み
込まれる。
【０１３０】
　ヒトにおける抗体のｉｎ　ｖｉｖｏ使用及びｉｎ　ｖｉｔｒｏ検出アッセイを含む幾つ
かの用途には、キメラ、ヒト化、又はヒト抗体を使用することが好ましい。キメラ抗体は
、マウスモノクローナル免疫グロブリンに由来する可変領域及びヒト免疫グロブリン定常
領域を有する抗体等の、抗体の異なる部分が、異なる動物種に由来する分子である。キメ
ラ抗体を産生するための方法は、当技術分野で知られている。（Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓ．
Ｌ．、Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｏｍａｓ　ｐｒｏｖｉｄｅ　ｎｏｖｅｌ　ｃｈｉｍｅｒｉｃ　
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．Ｓｃｉｅｎｃｅ．１９８５年９月２０日；２２９巻（４７１９号
）：１２０２～７頁；Ｇｉｌｌｉｅｓ，Ｓ．Ｄ．ら、Ｈｉｇｈ－ｌｅｖｅｌ　ｅｘｐｒｅ
ｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｕｓｉｎｇ　ａｄａｐｔ
ｅｄ　ｃＤＮＡ　ｖａｒｉａｂｌｅ　ｒｅｇｉｏｎ　ｃａｓｓｅｔｔｅｓ．Ｊ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．１９８９年１２月２０日；１２５巻（１～２号）：１９１～２
０２頁；及び米国特許第５，８０７，７１５号明細書；第４，８１６，５６７号明細書；
及び第４，８１６，３９７号明細書。これらの文献は、参照によりそれらの全体が本明細
書に組み込まれる）。
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【０１３１】
　ヒト化抗体は、所望の抗原と結合し、非ヒト種に由来する１つ又は複数の相補性決定領
域（ＣＤＲ）及びヒト免疫グロブリン分子に由来するフレームワーク領域を有する非ヒト
種に由来する抗体分子である。多くの場合、ヒトフレームワーク領域のフレームワーク残
基を、ドナー抗体のＣＤＲ及びフレームワーク領域の対応する残基と置換して、抗原結合
を変更、好ましくは向上させる。こうしたフレームワーク置換は、当技術分野で周知の方
法により、例えば、ＣＤＲ及びフレームワーク残基の相互作用をモデリングして、抗原結
合に重要なフレームワーク残基を特定することにより、及び配列を比較して、特定位置の
非通常フレームワーク残基を特定することにより特定される。（米国特許第５，６９３，
７６２号明細書及び第５，５８５，０８９号明細書；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ，Ｌ．ら、Ｒｅ
ｓｈａｐｉｎｇ　ｈｕｍａｎ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅｒａｐｙ．Ｎａｔ
ｕｒｅ．１９８８年３月２４日；３３２巻（６１６２号）：３２３～７頁。これらの文献
は、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込まれる）。
【０１３２】
　抗体は、以下のものを含む、当技術分野で知られている種々の技術を使用してヒト化す
ることができる：例えば、ＣＤＲ移植（欧州特許第２３９，４００号明細書；ＰＣＴ出願
国際公開第９１／０９９６７号；米国特許第５，２２５，５３９号明細書；第５，５３０
，１０１号明細書；及び第５，５８５，０８９号明細書）；ベニアリング（ｖｅｎｅｅｒ
ｉｎｇ）又はリサーフェイシング（ｒｅｓｕｒｆａｃｉｎｇ）（欧州特許第５９２，１０
６号明細書；欧州特許第５１９，５９６号明細書；Ｐａｄｌａｎ，Ｅ．Ａ．Ａ　ｐｏｓｓ
ｉｂｌｅ　ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ　ｆｏｒ　ｒｅｄｕｃｉｎｇ　ｔｈｅ　ｉｍｍｕｎｏｇｅ
ｎｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｖａｒｉａｂｌｅ　ｄｏｍａｉｎｓ　ｗｈｉｌ
ｅ　ｐｒｅｓｅｒｖｉｎｇ　ｔｈｅｉｒ　ｌｉｇａｎｄ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｐｅｒ
ｔｉｅｓ．Ｍｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９９１年４月～５月；２８巻（４～５号）：４８
９～９８頁；Ｓｔｕｄｎｉｃｋａ，Ｇ．Ｍ．ら、Ｈｕｍａｎ－ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　ｍ
ｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｒｅｔａｉｎ　ｆｕｌｌ　ｓｐｅｃｉｆｉ
ｃ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｂｙ　ｐｒｅｓｅｒｖｉｎｇ　ｎｏｎ－ＣＤＲ
　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ－ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ　ｒｅｓｉｄｕｅｓ．Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．１９９４年６月；７巻（６号）：８０５～１４頁；Ｒｏｇｕｓｋａ，
Ｍ．Ａ．ら、Ｈｕｍａｎｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｕｒｉｎｅ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ｖａｒｉａｂｌｅ　ｄｏｍａｉｎ　ｒｅｓｕｒ
ｆａｃｉｎｇ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．１９９４年２月１
日；９１巻（３号）：９６９～７３頁）；及び鎖シャッフリング（米国特許第５，５６５
，３３２号明細書）。これらの文献の各々は、参照によりそれらの全体が本明細書に組み
込まれる。
【０１３３】
　完全なヒト抗体は、外来性タンパク質に対する免疫反応を回避又は緩和するため、ヒト
患者の治療処置に特に望ましい。ヒト抗体は、ヒト免疫グロブリン配列に由来する抗体ラ
イブラリーを使用して、上述の抗体ディスプレイ法を含む、当技術分野で知られている様
々な方法により作製することができる。米国特許第４，４４４，８８７号明細書及び第４
，７１６，１１１号明細書；並びにＰＣＴ出願国際公開第９８／４６６４５号、国際公開
第９８／５０４３３号、国際公開第９８／２４８９３号、国際公開第９８／１６６５４号
、国際公開第９６／３４０９６号、国際公開第９６／３３７３５号、及び国際公開第９１
／１０７４１号も参照されたい。これらの文献の各々は、参照によりそれらの全体が本明
細書に組み込まれる。
【０１３４】
　また、ヒト抗体は、機能的な内因性免疫グロブリンは発現することはできないが、ヒト
免疫グロブリンポリヌクレオチドを発現することができるトランスジェニックマウスを使
用して産生することができる。例えば、ヒト重鎖及び軽鎖免疫グロブリンポリヌクレオチ
ド複合体を、ランダムに、又は相同組換えにより、マウス胚幹細胞に導入してもよい。或
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いは、ヒト重鎖及び軽鎖ポリヌクレオチドに加えて、ヒト可変領域、定常領域、及び多様
性領域をマウス胚幹細胞に導入してもよい。マウス重鎖及び軽鎖免疫グロブリンポリヌク
レオチドは、相同組換えによるヒト免疫グロブリン遺伝子座の導入とは別に又は同時に、
機能性を失うように退化させてもよい。特に、ＪＨ領域のホモ接合欠失は、内因性抗体産
生を妨げる。修飾胚幹細胞を増殖させ、胚盤胞にマイクロインジェクションして、キメラ
マウスを産生する。その後、キメラマウスを飼育して、ヒト抗体を発現するホモ接合性の
子孫を生み出す。トランスジェニックマウスを、通常の方法を用いて、選択した抗原、例
えば、本発明のポリペプチドの全体又は部分で免疫する。
【０１３５】
　したがって、そのような技術を使用すれば、有用なヒトＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、Ｉｇ
Ｄ、及びＩｇＥ抗体を産生することが可能である。ヒト抗体を産生するための技術の概説
は、Ｌｏｎｂｅｒｇ及びＨｕｓｚａｒ（Ｌｏｎｂｅｒｇ，Ｎ．ら、Ｈｕｍａｎ　ａｎｔｉ
ｂｏｄｉｅｓ　ｆｒｏｍ　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｍｉｃｅ．Ｉｎｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．１９９５年；１３巻（１号）：６５～９３頁）を参照されたい。ヒト抗体及びヒ
トモノクローナル抗体を産生するための技術、並びにそのような抗体を産生するためのプ
ロトコールの詳細な考察は、以下の文献を参照されたい：ＰＣＴ出願国際公開第９８／２
４８９３号；国際公開第９２／０１０４７号；国際公開第９６／３４０９６号；国際公開
第９６／３３７３５号；米国特許第５，４１３，９２３号明細書；第５，６２５，１２６
号明細書；第５，６３３，４２５号明細書；第５，５６９，８２５号明細書；第５，６６
１，０１６号明細書；第５，５４５，８０６号明細書；第５，８１４，３１８号明細書；
第５，８８５，７９３号明細書；第５，９１６，７７１号明細書；第５，９３９，５９８
号明細書；第６，０７５，１８１号明細書；及び第６，１１４，５９８号明細書。これら
の文献の各々は、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込まれる。加えて、Ａｂｇｅ
ｎｉｘ，Ｉｎｃ．社（フリーモント、カリフォルニア州）、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄｅｓｉｇ
ｎ　Ｌａｂｓ，Ｉｎｃ．社（マウンテンビュー、カリフォルニア州）、及びＧｅｎｐｈａ
ｒｍ社（サンホゼ、カリフォルニア州）等の企業が、上述の技術に類似した技術を使用し
て、選択した抗原に対するヒト抗体を提供する業務を行うことができる。
【０１３６】
　本発明の抗体分子を、動物、細胞株、化学合成、又は組換え発現により産生したら、そ
れを、免疫グロブリン又はポリペプチド分子を精製するための、当技術分野で知られてい
る任意の方法、例えば、クロマトグラフィー（例えば、イオン交換クロマトグラフィー、
特に特異性抗原であるプロテインＡに対する親和性による親和性クロマトグラフィー、及
びサイズ分類カラムクロマトグラフィー）、遠心分離、溶解度の差異、又はタンパク質を
精製するための任意の他の標準的技術により精製（つまり、単離）することができる。加
えて、本発明の抗体又はその断片を、本明細書に記載の又はそうでなければ当技術分野で
知られている異種性ポリペプチド配列に融合して、精製を容易にしてもよい。
【０１３７】
　検出分子の変異体
　アミノ酸に基づく検出分子は、完全なポリペプチド、複数のポリペプチド、又はポリペ
プチドの断片として存在していてもよく、それらは、１つ又は複数の核酸、核酸の断片、
又は前述のもののいずれかの変異体により、独立してコードされていてもよい。本明細書
で使用される場合、「ポリペプチド」は、ほとんどの場合ペプチド結合で共に連結されて
いることが多いアミノ酸残基（天然又は非天然）のポリマーを意味する。この用語は、本
明細書で使用される場合、任意のサイズ、構造、又は機能のタンパク質、ポリペプチド、
及びペプチドを指す。幾つかの場合、コードされたポリペプチドは、約５０アミノ酸より
も小さく、そのようなポリペプチドは、ペプチドと名付けられる。ポリペプチドがペプチ
ドである場合、その長さは、少なくとも約２、３、４、又は少なくとも５のアミノ酸残基
になるであろう。したがって、ポリペプチドには、遺伝子産物、天然ポリペプチド、合成
ポリペプチド、相同体、オルソログ、パラログ、断片、及び前述のものの他の等価物、変
異体、及び類似体が含まれる。ポリペプチドは、単分子であってもよく、二量体、三量体
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、又は四量体等の多分子複合体であってもよい。また、ポリペプチドは、単鎖又は複数鎖
のポリペプチドを含んでいてもよく、結合又は連結されていてもよい。用語ポリペプチド
は、１つ又は複数のアミノ酸残基が、対応する天然アミノ酸の人工的化学類似体であるア
ミノ酸ポリマーにも適用される場合がある。
【０１３８】
　本発明のある実施形態によると、検出分子の変異体が提供される。
　用語「ポリペプチド変異体」は、天然配列又は参照配列とアミノ酸配列が異なる分子を
指す。アミノ酸配列変異体は、天然配列又は参照配列と比較して、アミノ酸配列内のある
位置に置換、欠失、及び／又は挿入を有していてもよい。通常、変異体は、天然配列又は
参照配列に対して少なくとも約５０％の同一性（相同性）を有し、好ましくは、天然配列
又は参照配列に対して、少なくとも約８０％、より好ましくは少なくとも約９０％の同一
性（相同性）を有するであろう。
【０１３９】
　用語「ポリヌクレオチド変異体」は、天然配列又は参照配列と核酸配列が異なる分子を
指す。核酸配列変異体は、天然配列又は参照配列と比較して、アミノ酸配列内のある位置
に置換、欠失、及び／又は挿入を有していてもよい。通常、変異体は、天然配列又は参照
配列に対して少なくとも約５０％の同一性（相同性）を有し、好ましくは、天然配列又は
参照配列に対して、少なくとも約８０％、より好ましくは少なくとも約９０％の同一性（
相同性）を有するであろう。
【０１４０】
　幾つかの実施形態では、「変異模倣体」が提供される。本明細書で使用される場合、用
語「模倣変異体」は、活性化配列を模倣することになる１つ又は複数のアミノ酸（又は核
酸）を含有するものである。例えば、グルタマートは、リン酸化トレオニン及び／又はリ
ン酸化セリンの模倣体としての役目を果たすことができる。或いは、模倣変異体は、不活
化、又は模倣体を含有する不活化産物をもたらす場合があり、例えば、フェニルアラニン
は、チロシンの不活化置換としての作用する場合があり、又はアラニンは、セリンの不活
化置換として作用する場合がある。本発明の検出分子のアミノ酸配列（又は核酸配列）は
、天然アミノ酸（又は核酸）を含んでいてもよい。或いは、検出分子は、天然及び非天然
アミノ酸又は非天然核酸）を含んでいてもよい。
【０１４１】
　用語「アミノ酸配列変異体」は、天然配列又は開始配列と比較して、アミノ酸配列に幾
つかの差異がある分子を指す。用語「核酸配列変異体」は、天然配列又は開始配列と比較
して、核酸配列に幾つかの差異がある分子を指す。配列変異体は、アミノ酸配列内のある
位置に置換、欠失、及び／又は挿入を有していてもよい。「天然」配列又は「開始」配列
を、野生型配列と混同してはならない。本明細書で使用される場合、天然配列又は開始配
列は、比較することができる元の分子を指す相対的な用語である。「天然」又は「開始」
配列又は分子は、野生型（自然界に見出されるその配列）であってもよいが、野生型の配
列である必要はない。
【０１４２】
　通常、変異体は、天然配列に対して少なくとも約７０％の相同性を有し、好ましくは、
天然配列に対して、少なくとも約８０％、より好ましくは少なくとも約９０％の相同性を
有するであろう。
【０１４３】
　「相同性」は、アミノ酸配列又は核酸配列に適用される場合、配列をアラインし、必要
に応じてギャップを導入して、最大の相同性パーセントを達成した後の、第２の配列の配
列中の残基と同一である候補配列中の残基のパーセントとして定義される。アラインメン
トの方法及びコンピュータプログラムは、当技術分野で周知である。相同性は、同一性パ
ーセントの計算に依存するが、計算に導入されるギャップ及びペナルティのため、値が異
なる場合があることが理解される。
【０１４４】



(37) JP 2016-536018 A 2016.11.24

10

20

30

40

50

　「相同体」とは、アミノ酸配列又は核酸配列に適用される場合、第２の種の第２の配列
と実質的な同一性を有する他の種の対応する配列を意味する。
　用語「類似体」は、それぞれ、１つ又は複数のアミノ酸又は核酸の変更、例えば、残基
の置換、付加、又は欠失のため異なるが、親ポリペプチド又は親ポリヌクレオチドの特性
を依然として維持するポリペプチド変異体又はポリヌクレオチド変異体を含むことが意図
されている。
【０１４５】
　用語「誘導体」は、用語「変異体」と同義的に使用され、参照分子又は開始分子に対し
て、任意の様式で修飾又は変更がなされた分子を指す。
　本発明では、変異体及び誘導体を含む、アミノ酸又は核酸に基づく幾つかのタイプの検
出分子が企図される。これらには、置換、挿入、欠失、及び共有結合による変異体及び誘
導体が含まれる。したがって、置換、挿入、及び／又は付加、欠失、及び共有結合による
修飾を含む検出分子は、本発明の範囲内に含まれる。
【０１４６】
　タンパク質の場合、例えば、配列タグ又は１つ若しくは複数のリジン等のアミノ酸を、
本発明のペプチド配列に（例えば、Ｎ末端又はＣ末端に）付加してもよい。配列タグは、
ペプチド精製又は局在化に使用することができる。リジンは、ペプチド溶解性を増加させ
るか又はビオチン化を可能にするために使用することができる。或いは、任意選択で、ペ
プチド又はタンパク質のアミノ酸配列のカルボキシ末端及びアミノ末端の領域に位置する
アミノ酸残基を欠失させて、短縮配列を提供してもよい。或いは、例えば、可溶性であり
、固体支持体に結合されるより大型な配列の一部として配列を発現させる等、配列の用途
に応じて、あるアミノ酸（例えば、Ｃ末端残基又はＮ末端残基）を欠失させてもよい。
【０１４７】
　「置換変異体」は、天然又は開始配列中の少なくとも１つのアミノ酸残基又は少なくと
も１つのヌクレオシド（又はヌクレオチド）が取り除かれ、異なるアミノ酸又はヌクレオ
シド（又はヌクレオチド）が同じ位置のその場所に挿入されているものである。分子中の
１つのアミノ酸又はヌクレオシド（又はヌクレオチド）のみが置換されている場合、置換
は単一であってもよく、２つ以上のアミノ酸又はヌクレオシド（又はヌクレオチド）が同
じ分子中で置換されている場合、置換は複数であってもよい。
【０１４８】
　本明細書で使用される場合、ポリペプチドの状況における用語「保存的アミノ酸置換」
は、通常、同様のサイズ、電荷、又は極性を有する異なるアミノ酸を有する配列中に存在
するアミノ酸の置換を指す。
【０１４９】
　ペプチド又はタンパク質中の保存的置換の例には、イソロイシン、バリン、及びロイシ
ン等の無極性（疎水性）残基を別の無極性残基に置換することが含まれる。同様に、保存
的置換の例には、アルギニン及びリジン間、グルタミン及びアスパラギン間、並びにグリ
シン及びセリン間等の、１つの極性（親水性）残基を別の極性残基に置換することが含ま
れる。加えて、リジン、アルギニン、又はヒスチジン等の塩基性残基を別の塩基性残基に
置換すること、又はアスパラギン酸又はグルタミン酸等の１つの酸性残基を別の酸性残基
に置換することが、保存的置換の更なる例である。非保存的置換の例には、イソロイシン
、バリン、ロイシン、アラニン、メチオニン等の無極性（疎水性）アミノ酸残基を、シス
テイン、グルタミン、グルタミン酸、又はリジン等の極性（親水性）残基に置換すること
、及び／又は極性残基を無極性残基に置換することが含まれる。
【０１５０】
　「挿入変異体」は、１つ又は複数のアミノ酸又はヌクレオシド（又はヌクレオチド）が
、天然配列又は開始配列の特定の位置のアミノ酸又はヌクレオシド（又はヌクレオチド）
と直接隣接して挿入されている変異体である。アミノ酸又はヌクレオチドと「直接隣接し
ている」とは、アミノ酸のアルファ－カルボキシ官能基又はアルファ－アミノ官能基のい
ずれかに接続されていることを意味し、ポリヌクレオチドのそのヌクレオシド又はヌクレ
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オチドの５’又は３’に直接接続されていることを意味する。
【０１５１】
　「欠失変異体」は、天然配列又は開始配列中の１つ又は複数のアミノ酸又はヌクレオシ
ド（又はヌクレオチド）が取り除かれているものである。通常、欠失変異体は、分子の特
定の領域の１つ又は複数のアミノ酸又はヌクレオシド（又はヌクレオチド）が欠失してい
るものであろう。
【０１５２】
　用語「誘導体」は、本明細書で参照される場合、天然又は開始タンパク質又はポリヌク
レオチドを、有機タンパク質性又は非タンパク質性誘導体化剤で修飾することを含む。ま
た、タンパク質誘導体は、翻訳後修飾を含んでいてもよい。共有結合修飾は、伝統的には
、分子の標的アミノ酸又はヌクレオシド（又はヌクレオチド）残基を、選択した原子又は
残基と反応可能な有機誘導体化剤と反応させることにより、又はタンパク質の場合は、選
択した組換え宿主細胞中で機能する翻訳後修飾の機序を利用することにより導入される。
そのような修飾は、当技術分野の通常技術内にあり、過度な実験作業を行わずに実施され
る。
【０１５３】
　共有結合誘導体には、具体的には、タンパク質が、非タンパク質性ポリマーと共有結合
で結合されている融合分子が含まれる。非タンパク質性ポリマーは、通常、親水性合成ポ
リマー、つまり、合成でなければ自然界には見出されないポリマーである。しかしながら
、自然界に存在し、組換え法又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ法により産生されるポリマーは、自然
界から単離されるポリマーと同様に有用である。親水性ポリビニルポリマー、例えば、ポ
リビニルアルコール及びポリビニルピロリドンは、本発明の範囲以内に入る。特に有用な
のは、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール等のポリビニルアルキルエン
エーテルである。タンパク質は、米国特許第４，６４０，８３５号明細書；第４，４９６
，６８９号明細書；第４，３０１，１４４号明細書；第４，６７０，４１７号明細書；第
４，７９１，１９２号明細書、又は第４，１７９，３３７号明細書に記載のように、ポリ
エチレングリコール、ポリプロピレングリコール、又はポリオキシアルキレン等の種々の
非タンパク質性ポリマーと連結されていてもよい。これらに文献の各々は、参照により全
体が本明細書に組み込まれる。
【０１５４】
　「特徴」は、分子の特徴的なアミノ酸又はヌクレオシド（又はヌクレオチド）配列に基
づく要素と規定される。本発明のある実施形態の検出分子の特徴には、表面発現特徴、局
所的立体構造の形状、折り畳み構造、ループ、ハーフループ（ｈａｌｆ－ｌｏｏｐ）、ド
メイン、ハーフドメイン（ｈａｌｆ－ｄｏｍａｉｎ）、部位、末端、又はそれらの任意の
組み合わせが含まれる。
【０１５５】
　本明細書で使用される場合、用語「表面発現特徴」は、最外側表面に出現するタンパク
質又はポリヌクレオチドの成分を指す。
　本明細書で使用される場合、用語「局所的立体構造の形状」は、タンパク質又はポリヌ
クレオチドの限定可能な空間内にある構造的な発現特徴を意味する。
【０１５６】
　本明細書で使用される場合、用語「折り畳み構造」は、エネルギー最小化で得られるア
ミノ酸又はヌクレオシド（又はヌクレオチド）配列の立体構造を意味する。折り畳み構造
は、二次又は三次レベルの折り畳みプロセスで生じ得る。タンパク質の二次レベルの折り
畳み構造の例には、ベータシート及びアルファヘリックスが含まれる。タンパク質の三次
レベルの折り畳み構造の例には、エネルギー力の集結又は分離により形成されるドメイン
及び領域が含まれる。このようにして形成される領域には、疎水性及び親水性ポケット等
が含まれる。
【０１５７】
　ポリペプチド及びポリヌクレオチドに関して本明細書で使用される場合、用語「ターン
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」は、ポリペプチド又はポリヌクレオチドのバックボーンの方向を変更し、１つ、２つ、
又は３つ以上のアミノ酸又はヌクレオシド（又はヌクレオチド）残基が関与していてもよ
い屈曲を意味する。
【０１５８】
　本明細書で使用される場合、用語「ループ」は、配列のバックボーンの方向を逆転させ
、４つ以上のアミノ酸又はヌクレオシド（又はヌクレオチド）残基を含む、ポリペプチド
又はポリヌクレオチドの構造的特徴を指す。Ｏｌｉｖａらは、少なくとも５つの種類のタ
ンパク質ループを特定している（Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ．２６６巻（４号）：８１４～８３
０頁；１９９７年）。
【０１５９】
　タンパク質を参照する際に本明細書で使用される場合、用語「ハーフループ」は、少な
くとも半分の数のアミノ酸残基をそれが由来するループとして有する、ループであると特
定された部分を指す。ループは、必ずしも偶数のアミノ酸残基を含むとは限らない場合が
あることが理解される。したがって、ループが奇数のアミノ酸を含有するか又は含むと特
定された場合、奇数ループのハーフループは、ループの整数部分又は次の整数部分を含む
ことになる（ループのアミノ酸数／２＋／－０．５アミノ酸）。例えば、７アミノ酸のル
ープであると特定されたループは、３個のアミノ酸又は４個のアミノ酸のハーフループを
もたらす場合がある（７／２＝３．５＋／－０．５は、３又は４）。
【０１６０】
　本明細書で使用される場合、用語「ドメイン」は、１つ又は複数の特定可能な構造的又
は機能的な特徴又は特性（例えば、結合能力、分子相互作用の部位としての役目）を有す
るポリペプチド又はポリヌクレオチドのモチーフを指す。
【０１６１】
　本明細書で使用される場合、アミノ酸又はヌクレオシド（又はヌクレオチド）に基づく
実施形態に関する用語「部位」は、「アミノ酸残基」及び「核酸残基」と同義的に使用さ
れる。部位は、本発明のポリペプチド又はポリヌクレオチドに基づく分子内で修飾、遺伝
子操作、変更、誘導体化、変異されていてもよいポリペプチド又はポリヌクレオチド内の
位置を表わす。
【０１６２】
　本明細書で使用される場合、用語「末端」は、ポリペプチド又はポリヌクレオチドの端
部を指す。そのような端部は、ポリペプチド又はポリヌクレオチドの最初の部位又は最後
の部位のみに限定されず、末端領域の追加アミノ酸又はヌクレオシド（又はヌクレオチド
）を含んでいてもよい。本発明のポリペプチドに基づく分子は、Ｎ末端（遊離アミノ基（
－ＮＨ２）を有するアミノ酸で終了する）及びＣ末端（遊離カルボキシル基（－ＣＯＯＨ
）を有するアミノ酸により終了する）を両方とも有することを特徴とする場合がある。本
発明のタンパク質は、幾つかの場合、ジスルフィド結合又は非共有結合力により一緒にな
った複数のポリペプチド鎖（多量体、オリゴマー）で構成されている。こうした種類のタ
ンパク質は、複数のＮ末端及びＣ末端を有するであろう。或いは、ポリペプチドの末端は
、場合によっては、有機結合体等の非ポリペプチド基づく部分で始まる又は終わるように
修飾されていてもよい。本発明のポリヌクレオチドに基づく分子は、５’末端及び３’末
端を両方とも有することを特徴とする場合がある。
【０１６３】
　特徴のいずれかが、本発明の分子の要素であると特定又は規定された場合、これらの特
徴の幾つかの操作及び／又は修飾はいずれも、移動、交換、逆転、欠失、無作為化、又は
複製することにより実施することができる。更に、特徴の操作は、本発明の分子に対する
修飾と同じ結果をもたらすことができると理解される。例えば、ドメインの欠失を含む操
作を行えば、全長分子より短いものをコードするように核酸を修飾した場合と同様に、分
子の長さの変更がもたらされるであろう。
【０１６４】
　修飾及び操作は、指定部位突然変異誘発等の当技術分野で知られている方法により達成
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することができる。その後、得られた修飾分子の活性を、本明細書に記載したもの等のｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏアッセイ若しくはｉｎ　ｖｉｖｏアッセイ、又は当技術分野で知られてい
る任意の他の好適なスクリーニングアッセイを使用して試験してもよい。
【０１６５】
　同位体変異体
　本発明の検出分子は、同位体である１つ又は複数の原子を含有していてもよい。本明細
書で使用される場合、用語「同位体」は、１つ又は複数の追加の中性子を有する化学元素
を指す。１つの実施形態では、本発明の化合物は、重水素化されていてもよい。本明細書
で使用される場合、用語「重水素化」は、１つ又は複数の水素原子が重水素同位体で置換
されている物質を指す。重水素同位体は、水素の同位体である。水素の核は、１つのプロ
トンを含有するが、重水素核は、プロトン及び中性子を両方とも含有する。検出分子は、
安定性等の化合物の物理的特性を変更するために、又は化合物を、診断及び実験応用で使
用できるようにするために重水素化されている場合がある。
【０１６６】
　結合体及び組み合わせ
　本発明では、本発明のある実施形態の検出分子、抗原、及び／又は抗体は、１つ又は複
数の相同性又は非相同性の分子と複合体を形成してもよく、結合してもよく、又は組み合
わせてもよいことが企図されている。本明細書で使用される場合、「相同性分子」は、開
始分子と比べて構造又は機能の少なくとも１つが類似している分子を意味し、「非相同性
分子」は、開始分子と比べて構造又は機能の少なくとも１つが異なる分子である。したが
って、構造的相同体は、構造が実質的に類似している分子である。それらは同一であって
もよい。機能的相同体は、機能が実質的に類似している分子である。それらは同一であっ
てもよい。
【０１６７】
　本発明の検出分子は、結合体を含んでいてもよい。本発明のそのような結合体には、タ
ンパク質（例えば、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）、低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）、
高密度リポタンパク質（ＨＤＬ）、又はグロブリン）；炭水化物（例えば、デキストラン
、プルラン、キチン、キトサン、イヌリン、シクロデキストリン、又はヒアルロン酸）；
又は脂質等の天然物質又はリガンドが含まれる。また、リガンドは、合成ポリマー、例え
ば、合成ポリアミノ酸、オリゴヌクレオチド（例えば、アプタマー）等の組換え又は合成
分子であってもよい。ポリアミノ酸の例には、以下のものが含まれる：ポリリシン（ＰＬ
Ｌ）、ポリＬ－アスパラギン酸、ポリＬ－グルタミン酸、スチレン－マレイン酸無水物コ
ポリマー、ポリ（Ｌ－ラクチド－ｃｏ－グリコリド）コポリマー、ジビニルエーテル－マ
レイン酸無水物コポリマー、Ｎ－（２－ヒドロキシプロピル）メタクリルアミドコポリマ
ー（ＨＭＰＡ）、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、ポリビニルアルコール（ＰＶＡ）
、ポリウレタン、ポリ（２－エチルアクリル酸）、Ｎ－イソプロピルアクリルアミドポリ
マー、又はポリホスファジン。ポリアミンの例には、以下のものが含まれる：ポリエチレ
ンイミン、ポリリシン（ＰＬＬ）、スペルミン、スペルミジン、ポリアミン、擬似ペプチ
ド－ポリアミン、ペプチド模倣ポリアミン、デンドリマーポリアミン、アルギニン、アミ
ジン、プロタミン、陽イオン性脂質、陽イオン性ポルフィリン、ポリアミンの四級塩、又
はアルファヘリックスペプチド。
【０１６８】
　本発明のある実施形態の検出分子は、以下のものと結合するように設計されていてもよ
い：他のポリヌクレオチド、色素、挿入剤（例えば、アクリジン）、架橋剤（例えば、プ
ソラレン、ミトマイシンＣ）、ポルフィリン（ＴＰＰＣ４、テキサフィリン、サフィリン
）、多環式芳香族炭化水素（例えば、フェナジン、ジヒドロフェナジン）、人工エンドヌ
クレアーゼ（例えば、ＥＤＴＡ）、アルキル化剤、ホスファート、アミノ、メルカプト、
ＰＥＧ（例えば、ＰＥＧ－４０Ｋ）、ＭＰＥＧ、［ＭＰＥＧ］２、ポリアミノ、アルキル
、置換アルキル、放射性同位体標識マーカー、酵素、ハプテン（例えば、ビオチン）、輸
送／吸収促進剤（例えば、アスピリン、ビタミンＥ、葉酸）、合成リボヌクレアーゼ、タ
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ンパク質、例えば糖タンパク質又はペプチド、例えば、コリガンドに対する特異的親和性
を有する分子、又は抗体、例えば、癌細胞、内皮細胞、又は骨細胞等の指定の細胞タイプ
と結合する抗体、ホルモン及びホルモン受容体、脂質、レクチン、炭水化物、ビタミン、
コファクター、又は薬物等の非ペプチド種。
【０１６９】
　アレルゲンを標識するか又はアレルゲンに目印を付けることを可能にするように、結合
部分を検出分子抗体に付加してもよい。そのような標識／目印分子には、これらに限定さ
れないが、ユビキチン、蛍光分子、ビオチン、アビジン、ストレプトアビジン、西洋ワサ
ビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、及びジゴキシゲニンが含まれる。
【０１７０】
　幾つかの実施形態では、検出分子は、他の検出分子と組み合わせてもよい。
　幾つかの実施形態では、検出分子は、以下のもの等の検出可能作用剤を含んでいてもよ
い：種々の有機低分子、無機化合物、ナノ粒子、酵素又は酵素基質、蛍光物質、発光物質
（例えば、ルミノール）、生物発光物質（例えば、ルシフェラーゼ、ルシフェリン、及び
エクオリン）、化学発光物質、放射性物質（例えば、１８Ｆ、６７Ｇａ、８１ｍＫｒ、８
２Ｒｂ、１１１Ｉｎ、１２３Ｉ、１３３Ｘｅ、２０１Ｔｌ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、
３Ｈ、又は９９ｍＴｃ（例えば、ペルテクネタート（テクネタート（ＶＩＩ）、ＴｃＯ４
）として）、及び造影剤（例えば、金（例えば、金ナノ粒子）、ガドリニウム（例えば、
キレート化Ｇｄ）、酸化鉄（例えば、超常磁性酸化鉄（ＳＰＩＯ）、単結晶酸化鉄ナノ粒
子（ＭＩＯＮ）、及び超微小超常磁性酸化鉄（ＵＳＰＩＯ））、マンガンキレート化合物
（例えば、Ｍｎ－ＤＰＤＰ）、硫酸バリウム、ヨウ素化造影剤（イオヘキソール）、マイ
クロバブル、又はペルフルオロカーボン）。そのような光学的に検出可能な標識には、限
定ではないが、以下のものが含まれる：例えば、４－アセトアミド－４’－イソチオシア
ナトスチルベン－２，２’－ジスルホン酸；アクリジン及び誘導体（例えば、アクリジン
及びアクリジンイソチオシアナート）；５－（２’－アミノエチル）アミノナフタレン－
１－スルホン酸；（ＥＤＡＮＳ）；４－アミノ－Ｎ－［３－ビニルスルホニル）フェニル
］ナフタルイミド－３，５ジスルホナート；Ｎ－（４－アニリノ－ｌ－ナフチル）マレイ
ミド；アントラニルアミド；ＢＯＤＩＰＹ；ブリリアントイエロー；クマリン及び誘導体
（例えば、クマリン、７－アミノ－４－メチルクマリン（ＡＭＣ、クマリン１２０）、及
び７－アミノ－４－トリフルオロメチルクマリン（クマリン１５１））；シアニン色素；
シアノシン；４’，６－ジアミニジノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）；５’５’
’－ジブロモピロガロール－スルホンフタレイン（ブロモピロガロールレッド）；７－ジ
エチルアミノ－３－（４’－イソチオシアナトフェニル）－４－メチルクマリン；ジエチ
レントリアミンペンタアセタート；４、４’－ジイソチオシアナトジヒドロ－スチルベン
－２，２’－ジスルホン酸；４，４’－ジイソチオシアナトスチルベン－２，２’－ジス
ルホン酸；５－［ジメチルアミノ］－ナフタレン－１－スルホニルクロリド（ＤＮＳ、ダ
ンシルクロリド）；４－ジメチルアミノフェニルアゾフェニル－４’－イソチオシアナー
ト（ＤＡＢＩＴＣ）；エオシン及び誘導体（例えば、エオシン及びエオシンイソチオシア
ナート）；エリトロシン及び誘導体（例えば、エリトロシンＢ及びエリトロシンイソチオ
シアナート）；エチジウム；フルオレセイン及び誘導体（例えば、５－カルボキシフルオ
レセイン（ＦＡＭ）、５－（４，６－ジクロロトリアジン－２－イル）アミノフルオレセ
イン（ＤＴＡＦ）、２’，７’－ジメトキシ－４’，５’－ジクロロ－６－カルボキシフ
ルオレセイン、フルオレセイン、イソチオシアン酸フルオレセイン、Ｘ－ローダミン－５
－（及び－６）－イソチオシアナート（ＱＦＩＴＣ又はＸＲＩＴＣ）、及びフルオレスカ
ミン）；２－［２－［３－［［１，３－ジヒドロ－１，１－ジメチル－３－（３－スルホ
プロピル）－２Ｈ－ベンズ［ｅ］インドール－２－イリデン］エチリデン］－２－［４－
（エトキシカルボニル）－１－ピペラジニル］－１－シクロペンテン－１－イル］エテニ
ル］－１，１－ジメチル－３－（３－スルホルプロピル）－１Ｈ－ベンズ［ｅ］インドリ
ウム水酸化物、Ｎ，Ｎ－ジエチルエタンアミンとの分子内塩、化合物（１：１）（ＩＲ１
４４）；５－クロロ－２－［２－［３－［（５－クロロ－３－エチル－２（３Ｈ）－ベン
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ゾチアゾール－イリデン）エチリデン］－２－（ジフェニルアミノ）－１－シクロペンテ
ン－１－イル］エテニル］－３－エチルベンゾチアゾリウムペルクロラート（ＩＲ１４０
）；マラカイトグリーンイソチオシアナート；４－メチルウンベリフェロンオルトクレゾ
ールフタレイン；ニトロチロシン；パラローザニリン；フェノールレッド；Ｂ－フィコエ
リトリン；ｏ－フタルジアルデヒド；ピレン及び誘導体（例えば、ピレン、ピレンブチラ
ート、及びサクシニミジル１－ピレン）；ブチラート量子ドット；リアクティブレッド４
（ＣＩＢＡＣＲＯＮＴＭブリリアントレッド３Ｂ－Ａ）；ローダミン及び誘導体（例えば
、６－カルボキシ－Ｘ－ローダニン（ＲＯＸ）、６－カルボキシローダミン（Ｒ６Ｇ）、
リサミンローダミンＢ　塩化スルフォニルローダミン（Ｒｈｏｄ）、ローダミンＢ、ロー
ダミン１２３、ローダミンＸイソチオシアナート、スルホロダミンＢ、スルホロダミン１
０１、スルホロダミン１０１の塩化スルホニル誘導体（テキサスレッド）、Ｎ，Ｎ，Ｎ’
，Ｎ’－テトラメチル－６－カルボキシローダミン（ＴＡＭＲＡ）　テトラメチルローダ
ミン、及びテトラメチルローダミンイソチオシアナート（ＴＲＩＴＣ））；リボフラビン
；ロゾール酸；テルビウムキレート誘導体；シアニン－３（Ｃｙ３）；シアニン－５（Ｃ
ｙ５）；シアニン－５．５（Ｃｙ５．５）、シアニン－７（Ｃｙ７）；ＩＲＤ７００；Ｉ
ＲＤ８００；Ａｌｅｘａ６４７；Ｌａ　Ｊｏｌｔａ　Ｂｌｕｅ；フタロシアニン；及びナ
フタロシアニン。
【０１７１】
　幾つかの実施形態では、検出可能な作用剤は、活性化されると検出可能になる検出不能
な前駆体（例えば、テトラジン－フルオロフォア構築体（例えば、テトラジン－ＢＯＤＩ
ＰＹ　ＦＬ、テトラジン－オレンジグリーン４８８、又はテトラジン－ＢＯＤＩＰＹ　Ｔ
ＭＲ－Ｘ）又は酵素活性化可能な蛍光発光剤（例えば、ＰＲＯＳＥＮＳＥ（商標）（Ｖｉ
ｓＥｎ　Ｍｅｄｉｃａｌ社）））であってもよい。幾つかの実施形態では、検出不能な前
駆体は、例えば、フルオレセイン及びＤＡＢＣＹＬの組み合わせ等のフルオロフォア及び
クエンチャーの組み合わせを含む。フルオロフォア及びクエンチャー対を選択するための
指針は、Ｄｉｄｅｎｋｏ，Ｖｌａｄｉｍｉｒ　Ｖ．編、Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｅｎｅ
ｒｇｙ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｒｏｂｅｓ：ｄｅｓｉｇｎｓ
　ａｎｄ　ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ．３３５巻、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ社、２００６年のＳ．Ａ．
Ｅ．Ｍａｒｒａｓ　Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅ　ａｎｄ　Ｑｕ
ｅｎｃｈｅｒ　Ｐａｉｒｓ　ｆｏｒ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉ
ｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｂｅｓに記載されており、この文献は、参照に
より全体が本明細書に組み込まれる。酵素標識組成物を使用することができるｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏアッセイには、これらに限定されないが、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）
、免疫沈降アッセイ、免疫蛍光法、酵素免疫測定法（ＥＩＡ）、ラジオイムノアッセイ（
ＲＩＡ）、及びウエスタンブロット分析が含まれる。
【０１７２】
　シグナル発生ポリヌクレオチド
　ある実施形態によると、分子標的に対して高親和性で特異的に結合すると検出可能にな
るポリヌクレオチド配列が提供される。そのようなポリヌクレオチド配列は、上述のよう
なＳＥＬＥＸプロセスを使用して生成することができる。
【０１７３】
　あるタイプの例示的なシグナル発生ポリヌクレオチドでは、配列の５’末端が、蛍光分
子に結合されており、３’末端が、５’末端と結合する５～２０ヌクレオチド長の逆方向
相補配列を担持する。これにより、配列が折り畳むと、ステム－ループ構造が形成される
。クエンチャー分子は、３’末端に結合される。当業者であれば、クエンチャーが５’末
端に結合され、フルオロフォアが３’末端に結合される別の構成が可能であることを認識
するであろう。そのような別のシグナル発生ポリヌクレオチドは、当業者であれば、過度
な実験を行わずに本明細書の文脈で調製することができる。
【０１７４】
　分子標的としてのリゾチームと結合するためのステム－ループ構造を用いて設計された
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例示的なシグナル発生ポリヌクレオチドを、下記に記載することにする。
　ある実施形態では、５’末端のフルオロフォア分子は、Ｇヌクレオチド残基により引き
起こされる消光を防止するために、Ｔヌクレオチド残基に結合されている。
【０１７５】
　より高い融解温度（Ｔｍ）は回避されるべきであることを鑑みると、シグナル発生ポリ
ヌクレオチドが、分子標的と結合するための熱力学有利性を有するためには、２つの鎖の
Ｔｍ又はΔＧは、分子標的の結合親和性よりも低いことが必要であろう。好ましい分子標
的結合を保持するために、Ｍｇ＋２又はＫ＋を加えて平衡をシフトさせてもよい。最大で
約３７ｍＭのＫＣｌを加えることにより、所与のシグナル発生ポリヌクレオチドの平衡は
、分子標的の結合が有利になる方向にシフトし、最大で約５ｍＭのＭｇＣｌ２を加えるこ
とにより、平衡は、二本鎖構造が保持される方向にシフトし、それにより分子標的に対す
るシグナル発生ポリヌクレオチドの親和性は低下するであろう。
【０１７６】
　ステム－ループ構造を作成するのに、２つの逆相補鎖が反対側にある必要はない。逆相
補鎖は、５’末端に付加／アニーリングしてもよい。配列は、構造を物理的に妨害するの
に十分な長さを有していなければならない。二本鎖結合は、分子標的と結合するために必
要な二次構造折り畳みの形成を妨げる必要がある。
【０１７７】
　ある実施形態では、シグナル発生ポリヌクレオチドは、フルオロフォアに連結されてい
るコア配列、及びクエンチャーに連結されているより短いアニーリングリンカー配列を有
するか、又はその逆である二量体性の物体である。
【０１７８】
　ある実施形態では、シグナル発生ポリヌクレオチド配列は、２’－Ｏ－メチル修飾で化
学的に修飾されている。そのような修飾は、分子標的の結合に関する結合親和性及び感度
にそれほど影響しないが、安定性を増強すると予想される。
【０１７９】
　本発明の標的：アレルゲン
　本発明は、アレルゲンと結合する検出分子（それら自体は、単量体又は多量体）を提供
する。上述のように、検出分子は、核酸に基づいていてもよく、又はアミノ酸に基づいて
いてもよい。
【０１８０】
　幾つかの実施形態では、検出分子の標的は、アレルゲンタンパク質又はその変異体であ
る。幾つかの実施形態では、検出分子は、それら自体がアレルゲンと結合するタンパク質
又は他の生体分子と結合又は会合するように設計されていてもよい。
【０１８１】
　本発明によると、理論により束縛されることは望まないが、検出分子は、完全に又は部
分的にアレルゲンと結合してもよい。
　幾つかの実施形態では、アレルゲンは、食物アレルゲンである。食物に関連するアレル
ゲンタンパク質の例には、これらに限定されないが、以下のものが含まれる：ブラインシ
ュリンプ（Ｂｒｉｎｅ　ｓｈｒｉｍｐ）（Ａｒｔ　ｆｒ　５）、カニ（Ｃｈａ　ｆ　１）
、北海エビ（Ｎｏｒｔｈ　Ｓｅａ　Ｓｈｒｉｍｐ）（Ｃｒａ　ｃ　１、　Ｃｒａ　ｃ　２
、Ｃｒａ　ｃ　４、Ｃｒａ　ｃ　５、Ｃｒａ　ｃ　６、Ｃｒａ　ｃ　８）、アメリカロブ
スター（Ｈｏｍ　ａ　１、Ｈｏｍ　ａ　３、Ｈｏｍ　ａ　６）、ショウナンエビ（ｗｈｉ
ｔｅ　ｓｈｒｉｍｐ）（Ｌｉｔ　ｖ　１、Ｌｉｔ　ｖ　２、Ｌｉｔ　ｖ　３、Ｌｉｔ　ｖ
４）、オニテナガエビ（ｇｉａｎｔ　ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ　ｐｒａｗｎ）（Ｍａｃ　ｒ
　１）、シュリンプ（Ｍｅｔ　ｅ　１、Ｐｅｎ　ａ　１、Ｐｅｎ　ｉ　１）、甘エビ（ｎ
ｏｒｔｈｅｒｎ　ｓｈｒｉｍｐ）（Ｐａｎ　ｂ　１）、イセエビ（Ｐａｎ　ｓ　１）、ブ
ラックタイガーエビ（Ｐｅｎ　ｍ　１、Ｐｅｎ　ｍ　２、Ｐｅｎ　ｍ　３、Ｐｅｎ　ｍ　
４、Ｐｅｎ　ｍ　６）、狭ツメザリガニ（ｎａｒｒｏｗ－ｃｌａｗｅｄ　ｃｒａｙｆｉｓ
ｈ）（Ｐｏｎ　ｉ　４、Ｐｏｎ　ｉ　７）、ワタリガニ（ｂｌｕｅ　ｓｗｉｍｍｅｒ　ｃ
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ｒａｂ）（Ｐｏｒ　ｐ　１）、家畜牛（Ｂｏｓ　ｄ　４、Ｂｏｓ　ｄ　５、Ｂｏｓ　ｄ　
６、Ｂｏｓ　ｄ　７、Ｂｏｓ　ｄ　８、Ｂｏｓ　ｄ　９、Ｂｏｓ　ｄ　１０、Ｂｏｓ　ｄ
　１１、Ｂｏｓ　ｄ　１２）、大西洋ニシン（Ｃｌｕ　ｈ　１）、コイ（ｃｏｍｍｏｎ　
ｃａｒｐ）（Ｃｙｐ　ｃ　１）、バルトタラ（Ｇａｄ　ｃ　１）、タイセイヨウタラ（Ｇ
ａｄ　ｍ　１、Ｇａｄ　ｍ　２、Ｇａｄ　ｍ　３）、及びタラ（Ｇａｄ　ｃ　１）、ニワ
トリ（Ｇａｌ　ｄ　１、Ｇａｌ　ｄ　２、Ｇａｌ　ｄ　３、Ｇａｌ　ｄ　４、Ｇａｌ　ｄ
　５）、バラムンダ（Ｌａｔ　ｃ　１）、メグリム（Ｌｅｐｉｄｏｒｈｏｍｂｕｓ　ｗｈ
ｉｆｆｉａｇｏｎｉｓ）（Ｌｅｐ　ｗ　１）、シロザケ（Ｏｎｃ　ｋ　５）、タイセイヨ
ウサケ（Ｓａｌ　ｓ　１、Ｓａｌ　ｓ　２、Ｓａｌ　ｓ　３）、ニジマス（Ｏｎｃ　ｍ　
１）、モザンビークティラピア（Ｏｒｅ　ｍ　４）、食用ガエル（Ｒａｎ　ｅ　１、Ｒａ
ｎ　ｅ　２）、タイヘイヨウイワシ（Ｓａｒ　ｓａ　１）、メヌケ（ｏｃｅａｎ　ｐｅｒ
ｃｈ）（Ｓｅｂ　ｍ　１）、キハダマグロ（Ｔｈｕ　ａ　１、Ｔｈｕ　ａ　２、Ｔｈｕ　
ａ　３）、メカジキ（Ｘｉｐ　ｇ　１）、アワビ（Ｈａｌ　ｍ　１）、ヒメリンゴマイマ
イ（ｂｒｏｗｎ　ｇａｒｄｅｎ　ｓｎａｉｌ）（Ｈｅｌ　ａｓ　１）、イカ（Ｔｏｄ　ｐ
　１）、パイナップル（Ａｎａ　ｃ　１、Ａｎａ　ｃ　２）、アスパラガス（Ａｓｐａ　
ｏ　１）、大麦（Ｈｏｒ　ｖ　１２、Ｈｏｒ　ｖ　１５、Ｈｏｒ　ｖ　１６、Ｈｏｒ　ｖ
　１７、Ｈｏｒ　ｖ　２０、Ｈｏｒ　ｖ　２１）、バナナ（Ｍｕｓ　ａ　１、Ｍｕｓ　ａ
　２、Ｍｕｓ　ａ　３、Ｍｕｓ　ａ　４、Ｍｕｓ　ａ　５）、バナナ（Ｍｕｓｘｐ１）、
米（Ｏｒｙ　ｓ　１２）、ライ麦（Ｓｅｃ　ｃ　２０）、小麦（Ｔｒｉ　ａ　１２、Ｔｒ
ｉ　ａ　１４、Ｔｒｉ　ａ　１８、Ｔｒｉ　ａ　１９、Ｔｒｉ　ａ　２５、Ｔｒｉ　ａ　
２６、Ｔｒｉ　ａ　３６、Ｔｒｉ　ａ　３７）、トウモロコシ（コーン）（Ｚｅａ　ｍ　
１４、Ｚｅａ　ｍ　２５）、キーウィフルーツ（Ａｃｔ　ｃ１、Ａｃｔ　ｃ　２、Ａｃｔ
　ｃ　５、Ａｃｔ　ｃ　８、Ａｃｔ　ｃ　１０、Ａｃｔ　ｄ　１、Ａｃｔ　ｄ　２、Ａｃ
ｔ　ｄ　３、Ａｃｔ　ｄ　４、Ａｃｔ　ｄ　５、Ａｃｔ　ｄ　６、Ａｃｔ　ｄ　７、Ａｃ
ｔ　ｄ　８、Ａｃｔ　ｄ　９、Ａｃｔ　ｄ　１０、Ａｃｔ　ｄ　１１）、カシュー（Ａｎ
ａ　ｏ　１、Ａｎａ　ｏ　２、Ａｎａ　ｏ　３）、セロリ（Ａｐｉ　ｇ　１、Ａｐｉ　ｇ
　２、Ａｐｉ　ｇ　３、Ａｐｉ　ｇ　４、Ａｐｉ　ｇ　５、Ａｐｉ　ｇ　６）、ピーナッ
ツ（Ａｒａ　ｈ　１、Ａｒａ　ｈ　２、Ａｒａ　ｈ　３、Ａｒａ　ｈ　４、Ａｒａ　ｈ　
５、Ａｒａ　ｈ　６、Ａｒａ　ｈ　７、Ａｒａ　ｈ　８、Ａｒａ　ｈ　９、Ａｒａ　ｈ　
１０、Ａｒａ　ｈ　１１、Ａｒａ　ｈ　１２、Ａｒａ　ｈ　１３）、ブラジルナッツ（Ｂ
ｅｒ　ｅ　１、Ｂｅｒ　ｅ　２）、和カラシ（ｏｒｉｅｎｔａｌ　ｍｕｓｔａｒｄ）（Ｂ
ｒａ　ｊ　１）、菜種（Ｂｒａ　ｎ　１）、キャベツ（Ｂｒａ　ｏ　３）、カブ（Ｂｒａ
　ｒ　１、Ｂｒａ　ｒ　２）、ピーマン（Ｃａｐ　ａ　１ｗ、Ｃａｐ　ａ　２）、ピーカ
ン（Ｃａｒ　ｉ　１、Ｃａｒ　ｉ　４）、クリ（Ｃａｓ　ｓ　１、Ｃａｓ　ｓ　５、Ｃａ
ｓ　ｓ　８、Ｃａｓ　ｓ　９）、レモン（Ｃｉｔ　Ｉ　３）、タンジェリン（Ｃｉｔ　ｒ
　３）、甘果オレンジ（ｓｗｅｅｔ　ｏｒａｎｇｅ）（Ｃｉｔ　ｓ　１、Ｃｉｔ　ｓ　２
、Ｃｉｔ　ｓ　３）、ハシバミ（Ｃｏｒ　ａ　１、Ｃｏｒ　ａ　２、Ｃｏｒ　ａ　８、Ｃ
ｏｒ　ａ　９、Ｃｏｒ　ａ　１１、Ｃｏｒ　ａ　１２、Ｃｏｒ　ａ　１３、Ｃｏｒ　ａ　
１４）、マスクメロン（Ｃｕｃ　ｍ　１、Ｃｕｃ　ｍ　２、Ｃｕｃ　ｍ　３）、ニンジン
（Ｄａｕ　ｃ　１、Ｄａｕ　ｃ　４、Ｄａｕ　ｃ　５）、ソバ（ｃｏｍｍｏｎ　ｂｕｃｋ
ｗｈｅａｔ）（Ｆａｇ　ｅ　２、Ｆａｇ　ｅ　３）、ダッタンソバ（ｔａｒｔａｒｉａｎ
　ｂｕｃｋｗｈｅａｔ）（Ｆａｇ　ｔ　２）、イチゴ（Ｆｒａ　ａ　１、Ｆｒａ　ａ　３
、Ｆｒａ　ａ　４）、大豆（Ｇｌｙ　ｍ　１、Ｇｌｙ　ｍ　２、Ｇｌｙ　ｍ　３、Ｇｌｙ
　ｍ　４、Ｇｌｙ　ｍ　５、Ｇｌｙ　ｍ　６、Ｇｌｙ　ｍ　７、Ｇｌｙ　ｍ　８）、ヒマ
ワリ（Ｈｅｌ　ａ１、Ｈｅｌ　ａ　２、Ｈｅｌ　ａ　３）、クログルミ（Ｊｕｇ　ｎ　１
、Ｊｕｇ　ｎ　２）、セイヨウグルミ（Ｅｎｇｌｉｓｈ　ｗａｌｎｕｔ）（Ｊｕｇ　ｒ　
１、Ｊｕｇ　ｒ　２、Ｊｕｇ　ｒ　３、Ｊｕｇ　ｒ　４）、栽培レタス（Ｌａｃ　ｓ　１
）、レンズマメ（Ｌｅｎ　ｃ　１、Ｌｅｎ　ｃ　２、Ｌｅｎ　ｃ　３）、レイシ（Ｌｉｔ
　ｃ　１）、青花ルピナス（ｎａｒｒｏｗ－ｌｅａｖｅｄ　ｂｌｕｅ　ｌｕｐｉｎ）（Ｌ
ｕｐ　ａｎ　１）、リンゴ（Ｍａｌ　ｄ　１、Ｍａｌ　ｄ　２、Ｍａｌ　ｄ　３、Ｍａｌ



(45) JP 2016-536018 A 2016.11.24

10

20

30

40

50

　ｄ　４）、カッサバ（Ｍａｎ　ｅ　５）、クワ（Ｍｏｒ　ｎ　３）、アボカド（Ｐｅｒ
ｓ　ａ　１）、グリーンビーンズ（Ｐｈａ　ｖ　３）、ピスタチオ（Ｐｉｓ　ｖ　１、Ｐ
ｉｓ　ｖ　２、Ｐｉｓ　ｖ　３、Ｐｉｓ　ｖ　４、Ｐｉｓ　ｖ　５）、エンドウ（Ｐｉｓ
　ｓ　１、Ｐｉｓ　ｓ　２）、アプリコット（Ｐｒｕ　ａｒ　１、Ｐｒｕ　ａｒ　３）、
セイヨウミザクラ（ｓｗｅｅｔ　ｃｈｅｒｒｙ）（Ｐｒｕ　ａｖ　１、Ｐｒｕ　ａｖ　２
、Ｐｒｕ　ａｖ　３、Ｐｒｕ　ａｖ　４）、セイヨウスモモ（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　ｐｌｕ
ｍ）（Ｐｒｕ　ｄ　３）、アーモンド（Ｐｒｕ　ｄｕ　３、Ｐｒｕ　ｄｕ　４、Ｐｒｕ　
ｄｕ　５、Ｐｒｕ　ｄｕ　６）、モモ（Ｐｒｕ　ｐ　１、Ｐｒｕ　ｐ　２、Ｐｒｕ　ｐ　
３、Ｐｒｕ　ｐ　４、Ｐｒｕ　ｐ　７）、ザクロ（Ｐｕｎ　ｇ　１）、セイヨウナシ（Ｐ
ｙｒ　ｃ　１、Ｐｙｒ　ｃ　３、Ｐｙｒ　ｃ　４、Ｐｙｒ　ｃ　５）、トウゴマ（Ｒｉｃ
　ｃ　１）、赤ラズベリー（ｒｅｄ　ｒａｓｐｂｅｒｒｙ）（Ｒｕｂ　ｉ　１、Ｒｕｂ　
ｉ　３）、ゴマ（Ｓｅｓ　ｉ　１、Ｓｅｓ　ｉ　２、Ｓｅｓ　ｉ　３、Ｓｅｓ　ｉ　４、
Ｓｅｓ　ｉ　５、Ｓｅｓ　ｉ　６、Ｓｅｓ　ｉ　７）、イエローマスタード（ｙｅｌｌｏ
ｗ　ｍｕｓｔａｒｄ）（Ｓｉｎ　ａ　１、Ｓｉｎ　ａ　２、Ｓｉｎ　ａ　３、Ｓｉｎ　ａ
　４）、トマト（Ｓｏｌａ　Ｉ　１、Ｓｏｌａ　Ｉ　２、Ｓｏｌａ　Ｉ　３、Ｓｏｌａ　
Ｉ　４）、ジャガイモ（Ｓｏｌａ　ｔ　１、Ｓｏｌａ　ｔ　２、Ｓｏｌａ　ｔ　３、Ｓｏ
ｌａ　ｔ　４）、リョクトウ（Ｖｉｇ　ｒ　１、Ｖｉｇ　ｒ　２、Ｖｉｇ　ｒ　３、Ｖｉ
ｇ　ｒ　４、Ｖｉｇ　ｒ　５、Ｖｉｇ　ｒ　６）、ブドウ（Ｖｉｔ　ｖ　１）、ナツメ（
Ｃｈｉｎｅｓｅ　ｄａｔｅ）（Ｚｉｚ　ｍ　１）、アナカーディム・オシデンタール（Ａ
ｎａｃａｒｄｉｕｍ　ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｅ）（Ａｎａ　ｏ　１．０１０１、Ａｎａ　
ｏ　１．０１０２）、オアピウム・グラウェオレーンス（Ａｐｉｕｍ　ｇｒａｖｅｏｌｅ
ｎｓ）（Ａｐｉ　ｇ　１．０１０１、Ａｐｉ　ｇ　１．０２０１）、ダウクス・カロタ（
Ｄａｕｃｕｓ　ｃａｒｏｔａ）（Ｄａｕ　ｃ１．０１０１、Ｄａｕ　ｃ１．０１０２、Ｄ
ａｕ　ｃ１．０１０３、Ｄａｕ　ｃ１．０１０４、Ｄａｕ　ｃ１．０１０５、Ｄａｕ　ｃ
１．０２０１）、シトラス・シネンシス（Ｃｉｔｒｕｓ　ｓｉｎｅｎｓｉｓ）（Ｃｉｔ　
ｓ３．０１０１、Ｃｉｔ　ｓ３．０１０２）、グリシン・マックス（Ｇｌｙｃｉｎｅ　ｍ
ａｘ）（Ｇｌｙ　ｍ１．０１０１、Ｇｌｙ　ｍ１．０１０２、Ｇｌｙ　ｍ３．０１０１、
Ｇｌｙ　ｍ３．０１０２）、レンス・クリナリス（Ｌｅｎｓ　ｃｕｌｉｎａｒｉｓ）（Ｌ
ｅｎ　ｃ１．０１０１、Ｌｅｎ　ｃ１．０１０２、Ｌｅｎ　ｃ１．０１０３）、ピスム・
サティブム（Ｐｉｓｕｍ　ｓａｔｉｖｕｍ）（Ｐｉｓ　ｓ１．０１０１、Ｐｉｓ　ｓ１．
０１０２）、リコペルシコン・サティブム（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ　ｓａｔｉｖｕｍ
）（Ｌｙｃ　ｅ２．０１０１、Ｌｙｃ　ｅ２．０１０２）、フラガリア・アナナッサ（Ｆ
ｒａｇａｒｉａ　ａｎａｎａｓｓａ）（Ｆｒａ　ａ３．０１０１、Ｆｒａ　ａ３．０１０
２、Ｆｒａ　ａ３．０２０１、Ｆｒａ　ａ３．０２０２、Ｆｒａ　ａ３．０２０３、Ｆｒ
ａ　ａ３．０２０４、Ｆｒａ　ａ３．０３０１）、マルス・ドメスティカ（Ｍａｌｕｓ　
ｄｏｍｅｓｔｉｃａ）（Ｍａｌ　ｄ１．　０１０１、Ｍａｌ　ｄ１．０１０２、Ｍａｌ　
ｄ１．０１０３、Ｍａｌ　ｄ１．０１０４、Ｍａｌ　ｄ１．０１０５、Ｍａｌ　ｄ１．０
１０６、Ｍａｌ　ｄ１．０１０７、Ｍａｌ　ｄ１．０１０８、Ｍａｌ　ｄ１．０１０９、
Ｍａｌ　ｄ１．０２０１、Ｍａｌ　ｄ１．０２０２、Ｍａｌ　ｄ１．０２０３、Ｍａｌ　
ｄ１．０２０４、Ｍａｌ　ｄ１．０２０５、Ｍａｌ　ｄ１．０２０６、Ｍａｌ　ｄ１．０
２０７、Ｍａｌ　ｄ１．０２０８、Ｍａｌ　ｄ１．０３０１、Ｍａｌ　ｄ１．０３０２、
Ｍａｌ　ｄ１．０３０３、Ｍａｌ　ｄ１．０３０４、Ｍａｌ　ｄ１．０４０１、Ｍａｌ　
ｄ１．０４０２、Ｍａｌ　ｄ１．０４０３、Ｍａｌ　ｄ３．０１０１ｗ、Ｍａｌ　ｄ３．
０１０２ｗ、Ｍａｌ　ｄ３．０２０１ｗ、Ｍａｌ　ｄ３．０２０２ｗ、Ｍａｌ　ｄ３．０
２０３ｗ、Ｍａｌ　ｄ４．０１０１、Ｍａｌ　ｄ４．０１０２、Ｍａｌ　ｄ４．０２０１
、Ｍａｌ　ｄ４．０２０２、Ｍａｌ　ｄ４．０３０１、Ｍａｌ　ｄ４．０３０２）、プル
ヌス・アビウム（Ｐｒｕｎｕｓ　ａｖｉｕｍ）（Ｐｒｕ　ａｖ１．０１０１、Ｐｒｕ　ａ
ｖ１．０２０１、Ｐｒｕ　ａｖ１．０２０２、Ｐｒｕ　ａｖ１．０２０３）、及びプルヌ
ス・ペルシカ（Ｐｒｕｎｕｓ　ｐｅｒｓｉｃａ）（Ｐｒｕ　ｐ４．０１０１、Ｐｒｕ　ｐ
４．０２０１）；並びにそれらの任意の変種。食物に関連するアレルゲンの名前は、ＩＵ



(46) JP 2016-536018 A 2016.11.24

10

20

30

40

50

ＩＳアレルゲン命名法小委員会により系統的に命名及び列挙されている（Ｉｎｔｅｒｎａ
ｔｉｏｎａｌ　Ｕｎｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｉｅｓ　
Ａｌｌｅｒｇｅｎ　Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ　Ｓｕｂ－Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ，Ｌｉｓｔ
　ｏｆ　ｉｓｏａｌｌｅｒｇｅｎｓ　ａｎｄ　ｖａｒｉａｎｔｓを参照）。
【０１８２】
　食物アレルゲンに加えて、検出分子は、空気中に浮遊している微粒子／アレルゲン及び
他の環境アレルゲンを検出することができる。アレルゲンを含有する試料は、以下のもの
から得ることができる：植物（例えば、雑草、芝草、木、花粉）、動物（例えば、ネコ、
イヌ、ウシ、ブタ、ヒツジ、ウマ、ウサギ、ラット、モルモット、マウス、及びアレチネ
ズミ等の哺乳動物の鱗屑、尿、唾液、血液、又は他の体液に見出されるアレルゲン）、真
菌／カビ、昆虫（例えば、ハチ、ジガバチ、及びスズメバチ等の刺咬昆虫、及びユスリカ
科（ｃｈｉｒｎｏｍｉｄａｅ）（ユスリカ（ｎｏｎ－ｂｉｔｉｎｇ　ｍｉｄｇｅ））、並
びにイエバエ、ショウジョウバ、シープブローハエ（ｓｈｅｅｐ　ｂｌｏｗ　ｆｌｙ）、
アメリカオビキンバエ、コクゾウムシ、カイコ、ミツバチ、ユスリカの幼虫、ハチミツガ
の幼虫、ゴミムシダマシ、ゴキブリ、及びテニブリオ・モリトール（Ｔｅｎｉｂｒｉｏ　
ｍｏｌｉｔｏｒ）カブト虫の幼虫；クモ、及びイエダニ等のダニ）、ゴム（例えば、ラテ
ックス）、金属、化学薬品（例えば、薬物、タンパク質洗剤添加物）、並びに自己アレル
ゲン及びヒト自己アレルゲン（例えば、Ｈｏｍ　ｓ　１、Ｈｏｍ　ｓ　２、Ｈｏｍ　ｓ　
３、Ｈｏｍ　ｓ　４、Ｈｏｍ　ｓ　５）（Ａｌｌｅｒｇｅｎ　Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ
：Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｕｎｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｏ
ｃｉｅｔｉｅｓ　Ａｌｌｅｒｇｅｎ　Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ　Ｓｕｂ－Ｃｏｍｍｉｔ
ｔｅｅ、Ｌｉｓｔ　ｏｆ　ａｌｌｅｒｇｅｎｓ　ａｎｄ　Ａｌｌｅｒｇｅｎ　Ｎｏｍｅｎ
ｃｌａｔｕｒｅ：Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｕｎｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇ
ｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｉｅｓ　Ａｌｌｅｒｇｅｎ　Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ　Ｓｕｂ
－Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ、Ｌｉｓｔ　ｏｆ　ｉｓｏａｌｌｅｒｇｅｎｓ　ａｎｄ　ｖａｒｉ
ａｎｔｓを参照）。
【０１８３】
　本発明の検出分子及びデバイスを使用して検出することができる植物由来のアレルゲン
タンパク質の例には、これらに限定されないが、以下のものが含まれる：アッシュ（Ｆｒ
ａ　ｅ　１）、ヒノキ（Ｃｈａ　ｏ１、Ｃｈａ　ｏ　２）、スギ（Ｃｒｙ　ｊ１、Ｃｒｙ
　ｊ　２）、イトスギ（Ｃｕｐ　ａ　１）、セイヨウヒノキ（ｃｏｍｍｏｎ　ｃｙｐｒｅ
ｓｓ）（Ｃｕｐ　ｓ　１、Ｃｕｐ　ｓ　３）、マウンテンシダー（ｍｏｕｎｔａｉｎ　ｃ
ｅｄａｒ）（Ｊｕｎ　ａ　１、Ｊｕｎ　ａ　２、Ｊｕｎ　ａ　３、Ｊｕｎ　ｓ　１）、プ
リッキィジュニペル（ｐｒｉｃｋｌｙ　ｊｕｎｉｐｅｒ）（Ｊｕｎ　ｏ　４）、イースタ
ンレッドシダー（ｅａｓｔｅｒｎ　ｒｅｄ　ｃｅｄａｒ）（Ｊｕｎ　ｖ　１、Ｊｕｎ　ｖ
　３）、ハルガヤ（ｓｗｅｅｔ　ｖｅｒｎａｌ　ｇｒａｓｓ）（Ａｎｔ　ｏ　１）、サフ
ランクロッカス（ｓａｆｆｒｏｎ　ｃｒｏｃｕｓ）（Ｃｒｏ　ｓ　１、Ｃｒｏ　ｓ　２）
、バミューダグラス（Ｂｅｒｍｕｄａ　ｇｒａｓｓ）（Ｃｙｎ　ｄ　１、Ｃｙｎ　ｄ　７
、Ｃｙｎ　ｄ　１２、Ｃｙｎ　ｄ　１５、Ｃｙｎ　ｄ　２２ｗ、Ｃｙｎ　ｄ　２３、Ｃｙ
ｎ　ｄ　２４）、カモガヤ（ｏｒｃｈａｒｄ　ｇｒａｓｓ）（Ｄａｃ　ｇ　１、Ｄａｃ　
ｇ　２、Ｄａｃ　ｇ　３、Ｄａｃ　ｇ　４、Ｄａｃ　ｇ　５）、ヒロハノウシノケグサ（
ｍｅａｄｏｗ　ｆｅｓｃｕｅ）（Ｆｅｓ　ｐ　４）、シラゲガヤ（ｖｅｌｖｅｔ　ｇｒａ
ｓｓ）（Ｈｏｌ　Ｉ　１、Ｈｏｌ　Ｉ　５）、大麦（Ｈｏｒ　ｖ　１、Ｈｏｒ　ｖ　５）
、ライグラス（ｒｙｅ　ｇｒａｓｓ）（Ｌｏｌ　ｐ　１、Ｌｏｌ　ｐ　２、Ｌｏｌ　ｐ　
３、Ｌｏｌ　ｐ　４、Ｌｏｌ　ｐ　１１）、バヒアグラス（ｂａｈｉａ　ｇｒａｓｓ）（
Ｐａｓ　ｎ　１）、カナリアクサヨシ（ｃａｎａｒｙ　ｇｒａｓｓ）（Ｐｈａ　ａ　１、
Ｐｈａ　ａ　５）、オオアワガエリ（Ｐｈｌ　ｐ　１、Ｐｈｌ　ｐ　２、Ｐｈｌ　ｐ　４
、Ｐｈｌ　ｐ　５、Ｐｈｌ　ｐ　６、Ｐｈｌ　ｐ　７、Ｐｈｌ　ｐ　１１、Ｐｈｌ　ｐ　
１２、Ｐｈｌ　ｐ　１３）、ナツメヤシ（Ｐｈｏ　ｄ　２）、ケンタッキーブルーグラス
（Ｋｅｎｔｕｃｋｙ　ｂｌｕｅ　ｇｒａｓｓ）（Ｐｏａ　ｐ　１、Ｐｏａ　ｐ　５）、ラ



(47) JP 2016-536018 A 2016.11.24

10

20

30

40

50

イムギ（Ｓｅｃ　ｃ　１、Ｓｅｃ　ｃ　５、Ｓｅｃ　ｃ　３８）、セイバンモロコシ（Ｊ
ｏｈｎｓｏｎ　ｇｒａｓｓ）（Ｓｏｒ　ｈ　１）、コムギ（Ｔｒｉ　ａ　１５、Ｔｒｉ　
ａ　２１、Ｔｒｉ　ａ　２７、Ｔｒｉ　ａ　２８、Ｔｒｉ　ａ　２９、Ｔｒｉ　ａ　３０
、Ｔｒｉ　ａ　３１、Ｔｒｉ　ａ　３２、Ｔｒｉ　ａ　３３、Ｔｒｉ　ａ　３４、Ｔｒｉ
　ａ　３５、Ｔｒｉ　ａ　３９）、トウモロコシ（Ｚｅａ　ｍ　１、Ｚｅａ　ｍ　１２）
、ハンノキ（Ａｌｎ　ｇ　１、Ａｌｎ　ｇ　４）、アオゲイトウ（ｒｅｄｒｏｏｔ　ｐｉ
ｇｗｅｅｄ）（Ａｍａ　ｒ　２）、ブタクサ（Ａｍｂ　ａ　１、Ａｍｂ　ａ　２、Ａｍｂ
　ａ　３、Ａｍｂ　ａ　４、Ａｍｂ　ａ　５、Ａｍｂ　ａ　６、Ａｍｂ　ａ　７、Ａｍｂ
　ａ　８、Ａｍｂ　ａ　９、Ａｍｂ　ａ　１０、Ａｍｂ　ａ　１１）、ブタクサモドキ（
ｗｅｓｔｅｒｎ　ｒａｇｗｅｅｄ）（Ａｍｂ　ｐ　５）、オオブタクサ（ｇｉａｎｔ　ｒ
ａｇｗｅｅｄ）（Ａｍｂ　ｔ　５）、ヨモギ（ｍｕｇｗｏｒｔ）（Ａｒｔ　ｖ　１、Ａｒ
ｔ　ｖ　２、Ａｒｔ　ｖ　３、Ａｒｔ　ｖ　４、Ａｒｔ　ｖ　５、Ａｒｔ　ｖ　６）、テ
ンサイ（Ｂｅｔａ　ｖ　１、ｂｅｔａ　ｖ　２）、ヨーロッパシラカンバ（Ｅｕｒｏｐｅ
ａｎ　ｗｈｉｔｅ　ｂｉｒｃｈ）（Ｂｅｔ　ｖ　１、Ｂｅｔ　ｖ　２、Ｂｅｔ　ｖ　３、
Ｂｅｔ　ｖ　４、Ｂｅｔ　ｖ　６、Ｂｅｔ　ｖ　７）、カブ（Ｂｒａ　ｒ　５）、クマシ
デ（ｈｏｒｎｂｅａｍ）（Ｃａｒ　ｂ　１）、クリ（Ｃａｓ　ｓ　１）、ニチニチソウ（
ｒｏｓｙ　ｐｅｒｉｗｉｎｋｌｅ）（Ｃａｔ　ｒ　１）、シロザ（ｌａｍｂ’ｓ－ｑｕａ
ｒｔｅｒ）、アカザ（ｐｉｇｗｅｅｄ）（Ｃｈｅ　ａ　１、Ｃｈｅ　ａ　２、Ｃｈｅ　ａ
　３）、アラビカコーヒーノキ（Ｃｏｆ　ａ　１、Ｃｏｆ　ａ　２、Ｃｏｆ　ａ　３）、
ハシバミ（Ｃｏｒ　ａ　６、Ｃｏｒ　ａ　１０）、ヘーゼルナッツ（Ｃｏｒ　ａ１．０４
、Ｃｏｒ　ａ２、Ｃｏｒ　ａ８）、ヨーロッパブナ（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　ｂｅｅｃｈ）（
Ｆａｇ　ｓ　１）、アッシュ（Ｆｒａ　ｅ　１）、ヒマワリ（Ｈｅｌ　ａ　１、Ｈｅｌ　
ａ　２）、パラゴムノキ（ｐａｒａ　ｒｕｂｂｅｒ　ｔｒｅｅ）（Ｈｅｖ　ｂ　１、Ｈｅ
ｖ　ｂ　２、Ｈｅｖ　ｂ　３、Ｈｅｖ　ｂ　４、Ｈｅｖ　ｂ　５、Ｈｅｖ　ｂ　６、Ｈｅ
ｖ　ｂ　７、Ｈｅｖ　ｂ　８、Ｈｅｖ　ｂ　９、Ｈｅｖ　ｂ　１０、Ｈｅｖ　ｂ　１１、
Ｈｅｖ　ｂ　１２、Ｈｅｖ　ｂ　１３、Ｈｅｖ　ｂ　１４）、カナムグラ（Ｊａｐａｎｅ
ｓｅ　ｈｏｐ）（Ｈｕｍ　ｊ　１）、イボタノキ（ｐｒｉｖｅｔ）（Ｌｉｇ　ｖ　１）、
メルクリアリス・アヌア（Ｍｅｒｃｕｒｉａｌｉｓ　ａｎｎｕａ）（Ｍｅｒ　ａ　１）、
オリーブ（Ｏｌｅ　ｅ　１、　Ｏｌｅ　ｅ　２、Ｏｌｅ　ｅ　３、Ｏｌｅ　ｅ　４、Ｏｌ
ｅ　ｅ　５、Ｏｌｅ　ｅ　６、Ｏｌｅ　ｅ　７、Ｏｌｅ　ｅ　８、Ｏｌｅ　ｅ　９、Ｏｌ
ｅ　ｅ　１０、Ｏｌｅ　ｅ　１１）、ヨーロッパホフォルンビーム（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　
ｈｏｐｈｏｒｎｂｅａｍ）（Ｏｓｔ　ｃ　１）、カベイラクサ（Ｐａｒｉｅｔａｒｉａ　
ｊｕｄａｉｃａ）（Ｐａｒ　ｊ　１、Ｐａｒ　ｊ　２、Ｐａｒ　ｊ　３、Ｐａｒ　ｊ　４
）、パリエタリア・オフィシナリス（Ｐａｒｉｅｔａｒｉａ　Ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ）
（Ｐａｒ　ｏ　１）、ヘラオオバコ（Ｐｌａｎｔａｇｏ　ｌａｎｃｅｏｌａｔａ）（Ｐａ
ｌ　Ｉ　１）、カエデバスズカケノキ（Ｌｏｎｄｏｎ　ｐｌａｎｅ　ｔｒｅｅ）（Ｐｌａ
　ａ　１、Ｐｌａ　ａ　２、Ｐｌａ　ａ　３）、スズカケノキ（Ｐｌａｔａｎｕｓ　ｏｒ
ｉｅｎｔａｌｉｓ）（Ｐｌａ　ｏｒ　１、Ｐｌａ　ｏｒ　２、Ｐｌａ　ｏｒ）、ホワイト
オーク（ｗｈｉｔｅ　ｏａｋ）（Ｑｕｅ　ａ）、ロシアアザミ（Ｒｕｓｓｉａｎ　ｔｈｉ
ｓｔｌｅ）（Ｓａｌ　ｋ　１、Ｓａｌ　ｋ　２、Ｓａｌ　ｋ　３、Ｓａｌ　ｋ　４、Ｓａ
ｌ　ｋ　５）、トマト（Ｓｏｌａ　Ｉ　５）、ライラック（Ｓｙｒ　ｖ　１、Ｓｙｒ　ｖ
　５）、ロシアアザミ（Ｓａｌ　ｋ　１）、ヘラオオバコ（Ｅｎｇｌｉｓｈ　ｐｌａｎｔ
ａｉｎ）（Ｐｌａ　ｌ１）、ブタクサ（Ａｍｂｒｏｓｉａ　ａｒｔｅｍｉｓｉｉｆｏｌｉ
ａ）（Ａｍｂ　ａ８．　０１０１、Ａｍｂ　ａ８．０１０２、Ａｍｂ　ａ９．０１０１、
Ａｍｂ　ａ９．０１０２）、ヘラオオバコ（Ｐｌａｎｔａｇｏ　ｌａｎｃｅｏｌａｔａ）
（Ｐｌａ　ｌ１．０１０１、Ｐｌａ　ｌ１．０１０２、Ｐｌａ　ｌ１．０１０３）、カベ
イラクサ（Ｐａｒｉｅｔａｒｉａ　ｊｕｄａｉｃａ）（Ｐａｒ　ｊ　３．０１０）、バミ
ューダグラス（Ｃｙｎｏｄｏｎ　ｄａｃｔｙｌｏｎ）（Ｃｙｎ　ｄ１．０１０１、Ｃｙｎ
　ｄ１．０１０２、Ｃｙｎ　ｄ１．０１０３、Ｃｙｎ　ｄ１．０１０４、Ｃｙｎ　ｄ１．
０１０５、Ｃｙｎ　ｄ１．０１０６、Ｃｙｎ　ｄ１．　０１０７、Ｃｙｎ　ｄ１．０２０
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１、Ｃｙｎ　ｄ１．０２０２、Ｃｙｎ　ｄ１．０２０３、Ｃｙｎ　ｄ１．０２０４）、シ
ラゲガヤ（Ｈｏｌｃｕｓ　ｌａｎａｔｕｓ）（Ｈｏｌ　Ｉ１．０１０１、Ｈｏｌ　Ｉ１．
０１０２）、ホソムギ（Ｌｏｌｉｕｍ　ｐｅｒｅｎｎｅ）（Ｐｈｌ　ｐ１．０１０１、Ｐ
ｈｌ　ｐ１．０１０２、Ｐｈｌ　ｐ４．０１０１、Ｐｈｌ　ｐ４．０２０１、Ｐｈｌ　ｐ
５．０１０１、Ｐｈｌ　ｐ５．０１０２、Ｐｈｌ　ｐ５．０１０３、Ｐｈｌ　ｐ５．０１
０４、Ｐｈｌ　ｐ５．０１０５、Ｐｈｌ　ｐ５．０１０６、Ｐｈｌ　ｐ５．０１０７、Ｐ
ｈｌ　ｐ５．０１０８、Ｐｈｌ　ｐ５．０２０１、Ｐｈｌ　ｐ５．０２０２）、ライムギ
（Ｓｅｃａｌｅ　ｃｅｒｅａｌｅ）（Ｓｅｃ　ｃ２０．０１０１、Ｓｅｃ　ｃ２０．０２
０１）、ベツラ・ベルコサ（Ｂｅｔｕｌａ　Ｖｅｒｒｕｃｏｓａ）（Ｂｅｔ　ｖ１．　０
１０１、Ｂｅｔ　ｖ１．０１０２、Ｂｅｔ　ｖ　１．０１０３、Ｂｅｔ　ｖ　１．０２０
１、Ｂｅｔ　ｖ　１．０３０１、Ｂｅｔ　ｖ１．０４０１、Ｂｅｔ　ｖ　１．０４０２、
Ｂｅｔ　ｖ　１．０５０１、Ｂｅｔ　ｖ　１．０６０１、Ｂｅｔ　ｖ　１．０６０２、Ｂ
ｅｔ　ｖ１．０７０１、Ｂｅｔ　ｖ１．０８０１、Ｂｅｔ　ｖ１．０９０１、Ｂｅｔ　ｖ
１．１００１、Ｂｅｔ　ｖ１．１１０１、Ｂｅｔ　ｖ１．１２０１、Ｂｅｔ　ｖ　１．１
３０１、Ｂｅｔ　ｖ１．１４０１、Ｂｅｔ　ｖ１．１４０２、Ｂｅｔ　ｖ１．１５０１、
Ｂｅｔ　ｖ１．１５０２、Ｂｅｔ　ｖ１．１６０１、Ｂｅｔ　ｖ１．１７０１、Ｂｅｔ　
ｖ　１．１８０１、Ｂｅｔ　ｖ１．１９０１、Ｂｅｔ　ｖ１．２００１、Ｂｅｔ　ｖ１．
２１０１、Ｂｅｔ　ｖ１．２２０１、Ｂｅｔ　ｖ１．２３０１、Ｂｅｔ　ｖ１．２４０１
、Ｂｅｔ　ｖ　１．２５０１、Ｂｅｔ　ｖ１．２６０１、Ｂｅｔ　ｖ１．２７０１、Ｂｅ
ｔ　ｖ１．２８０１、Ｂｅｔ　ｖ１．２９０１、Ｂｅｔ　ｖ１．３００１、Ｂｅｔ　ｖ１
．３１０１、Ｂｅｔ　ｖ　６．０１０１、Ｂｅｔ　ｖ６．０１０２）、セイヨウシデ（Ｃ
ａｒｐｉｎｕｓ　ｂｅｔｕｌｕｓ）（Ｃａｒ　ｂ１．０１０１、Ｃａｒ　ｂ１．０１０２
、Ｃａｒ　ｂ１．０１０３、Ｃａｒ　ｂ１．０１０４、Ｃａｒ　ｂ１．０１０５、Ｃａｒ
　ｂ１．０１０６、Ｃａｒ　ｂ１．０１０６、Ｃａｒ　ｂ１．０１０６、Ｃａｒ　ｂ１．
０１０６、Ｃａｒ　ｂ１．０１０７、Ｃａｒ　ｂ１．０１０７、Ｃａｒ　ｂ１．０１０８
、Ｃａｒ　ｂ１．０２０１、Ｃａｒ　ｂ１．０３０１、Ｃａｒ　ｂ１．０３０２）、セイ
ヨウハシバミ（Ｃｏｒｙｌｕｓ　ａｖｅｌｌａｎａ）（Ｃｏｒ　ａ１．０１０１、Ｃｏｒ
　ａ１．０１０２、Ｃｏｒ　ａ１．０１０３、Ｃｏｒ　ａ１．０１０４、Ｃｏｒ　ａ１．
０２０１、Ｃｏｒ　ａ１．０３０１、Ｃｏｒ　ａ１．０４０１、Ｃｏｒ　ａ１．０４０２
、Ｃｏｒ　ａ１．０４０３、Ｃｏｒ　ａ１．０４０４）、ヨウシュイボタ（Ｌｉｇｕｓｔ
ｒｕｍ　ｖｕｌｇａｒｅ）（Ｓｙｒ　ｖ１．０１０１、Ｓｙｒ　ｖ１．０１０２、Ｓｙｒ
　ｖ１．０１０３）、スギ（Ｃｒｙｐｔｏｍｅｒｉａ　ｊａｐｏｎｉｃａ）（Ｃｒｙ　ｊ
２．０１０１、Ｃｒｙ　ｊ２．０１０２）、及びホソイトスギ（Ｃｕｐｒｅｓｓｕｓ　ｓ
ｅｍｐｅｒｖｉｒｅｎｓ）（Ｃｕｐ　ｓ１．０１０１、Ｃｕｐ　ｓ１．０１０２、Ｃｕｐ
　ｓ１．０１０３、Ｃｕｐ　ｓ１．０１０４、Ｃｕｐ　ｓ１．０１０５）；並びにそれら
の任意の変種。
【０１８４】
　ルピナスは、ルピナス属に属するマメ科の草本である。ヨーロッパでは、ルピナスの粉
末及び種子は、パン、クッキー、ペストリー、パスタ、ソース、並びにミルク又は大豆の
代替としての飲料、及び無グルテン食品に広く使用されている。最近、国際免疫学会連合
（ＩＵＩＳ、Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｕｎｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃ
ａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｉｅｓ）アレルゲン命名法小委員会は、β－コングルチンをＬｕｐ　
ａｎ　１アレルゲンと命名した。（Ｎａｄａｌら、（２０１２年）ＤＮＡ　Ａｐｔａｍｅ
ｒｓ　ａｇａｉｎｓｔ　ｔｈｅ　Ｌｕｐ　ａｎ　１　Ｆｏｏｄ　Ａｌｌｅｒｇｅｎ．ＰＬ
ｏＳ　ＯＮＥ　７巻（４号）：ｅ３５２５３）、及びより最近では、Ｌｕｐ　ａｎ　１（
β－コングルチン）に対する高親和性１１量体ＤＮＡアプタマーが報告された（Ｎａｄａ
ｌら、（２０１３年）Ｐｒｏｂｉｎｇ　ｈｉｇｈ－ａｆｆｉｎｉｔｙ　１１－ｍｅｒ　Ｄ
ＮＡ　ａｐｔａｍｅｒ　ａｇａｉｎｓｔ　Ｌｕｐ　ａｎ　１（β－ｃｏｎｇｌｕｔｉｎ）
．Ａｎａｌ．Ｂｉｏａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．４０５巻：９３４３～９３４９頁）。
【０１８５】
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　本発明の検出分子及びデバイスを使用して検出することができるダニ由来のアレルゲン
タンパク質の例には、これらに限定されないが、以下のものが含まれる：ダニ（Ｂｌｏ　
ｔ　１、Ｂｌｏ　ｔ　３、Ｂｌｏ　ｔ　４、Ｂｌｏ　ｔ　５、Ｂｌｏ　ｔ　６、Ｂｌｏ　
ｔ　１０、Ｂｌｏ　ｔ　１１、Ｂｌｏ　ｔ　１２、Ｂｌｏ　ｔ　１３、Ｂｌｏ　ｔ　１９
、Ｂｌｏｔ　ｔ　２１）；コナヒョウダニ（Ａｍｅｒｉｃａｎ　ｈｏｕｓｅ　ｄｕｓｔ　
ｍｉｔｅ）（Ｄｅｒ　ｆ　１、Ｄｅｒ　ｆ　２、Ｄｅｒ　ｆ　３、Ｄｅｒ　ｆ　７、Ｄｅ
ｒ　ｆ　１０、Ｄｅｒ　ｆ　１１、Ｄｅｒ　ｆ　１３、Ｄｅｒ　ｆ　１４、Ｄｅｒ　ｆ　
１５、Ｄｅｒ　ｆ　１６、Ｄｅｒ　ｆ　１７、Ｄｅｒ　ｆ　１８、Ｄｅｒ　ｆ　２２、Ｄ
ｅｒ　ｆ　２４）；デルマトファゴイデス・ミクロセラス（Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉ
ｄｅｓ　ｍｉｃｒｏｃｅｒａｓ）（イエダニ）（Ｄｅｒ　ｍ　１）；ヤケヒョウヒダニ（
Ｅｕｒｏｐｅａｎ　ｈｏｕｓｅ　ｄｕｓｔ　ｍｉｔｅ）（Ｄｅｒ　ｐ　１、Ｄｅｒ　ｐ　
２、Ｄｅｒ　ｐ　３、Ｄｅｒ　ｐ　４、Ｄｅｒ　ｐ　５、Ｄｅｒ　ｐ　６、Ｄｅｒ　ｐ　
７、Ｄｅｒ　ｐ　８、Ｄｅｒ　ｐ　９、Ｄｅｒ　ｐ　１０、Ｄｅｒ　ｐ　１１、Ｄｅｒ　
ｐ　１４、Ｄｅｒ　ｐ　１５、Ｄｅｒ　ｐ　２０、Ｄｅｒ　ｐ　２１、Ｄｅｒ　ｐ　２３
）；オイログリフス・マイネイ（Ｅｕｒｏｇｌｙｐｈｕｓ　ｍａｙｎｅｉ）（イエダニ）
（Ｅｕｒ　ｍ　２、Ｅｕｒ　ｍ　２、Ｅｕｒ　ｍ　３、Ｅｕｒ　ｍ　４、　Ｅｕｒ　ｍ　
１４）；貯蔵庫ダニ（ｓｔｏｒａｇｅ　ｍｉｔｅ）（Ａｃａ　ｓ　１３、Ｇｌｙ　ｄ　２
、Ｌｅｐ　ｄ　２、Ｌｅｐ　ｄ　５、Ｌｅｐ　ｄ　７、Ｌｅｐ　ｄ　１０、Ｌｅｐ　ｄ　
１３、Ｔｙｒ　ｐ　２、Ｔｙｒ　ｐ　３、Ｔｙｒ　ｐ　１０、Ｔｙｒ　ｐ　１３、Ｔｙｒ
　ｐ　２４）、コナヒョウヒダニ（Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅｓ　ｆａｒｉｎａｅ
）（Ｄｅｒ　ｆ１．　０１０１、Ｄｅｒ　ｆ１．０１０２、Ｄｅｒ　ｆ１．０１０３、Ｄ
ｅｒ　ｆ１．０１０４、Ｄｅｒ　ｆ１．０１０５、Ｄｅｒ　ｆ２．０１０１、Ｄｅｒ　ｆ
２．０１０２、Ｄｅｒ　ｆ２．０１０３、Ｄｅｒ　ｆ２．０１０４、Ｄｅｒ　ｆ２．０１
０５、Ｄｅｒ　ｆ２．０１０６、Ｄｅｒ　ｆ２．０１０７、Ｄｅｒ　ｆ２．０１０８、Ｄ
ｅｒ　ｆ２．０１０９、Ｄｅｒ　ｆ２．０１１０、Ｄｅｒ　ｆ２．０１１１、Ｄｅｒ　ｆ
２．０１１２、Ｄｅｒ　ｆ２．０１１３、Ｄｅｒ　ｆ２．０１１４、Ｄｅｒ　ｆ２．０１
１５、Ｄｅｒ　ｆ２．０１１６、Ｄｅｒ　ｆ２．０１１７）、ヤケヒョウヒダニ（Ｄｅｒ
ｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅｓ　ｐｔｅｒｏｎｙｓｓｉｎｕｓ）（Ｄｅｒ　ｐ１．　０１０
１、Ｄｅｒ　ｐ１．０１０２、Ｄｅｒ　ｐ１．０１０３、Ｄｅｒ　ｐ１．０１０４、Ｄｅ
ｒ　ｐ１．０１０５、Ｄｅｒ　ｐ１．０１０６、Ｄｅｒ　ｐ１．０１０７、Ｄｅｒ　ｐ１
．０１０８、Ｄｅｒ　ｐ１．０１０９、Ｄｅｒ　ｐ１．０１１０、Ｄｅｒ　ｐ１．０１１
１、Ｄｅｒ　ｐ１．０１１２、Ｄｅｒ　ｐ１．０１１３、Ｄｅｒ　ｐ１．０１１４、Ｄｅ
ｒ　ｐ１．０１１５、Ｄｅｒ　ｐ１．０１１６、Ｄｅｒ　ｐ１．０１１７、Ｄｅｒ　ｐ１
．０１１８、Ｄｅｒ　ｐ１．０１１９、Ｄｅｒ　ｐ１．０１２０、Ｄｅｒ　ｐ１．０１２
１、Ｄｅｒ　ｐ１．０１２２、Ｄｅｒ　ｐ１．０１２３、Ｄｅｒ　ｐ２．０１０１、Ｄｅ
ｒ　ｐ２．０１０２、Ｄｅｒ　ｐ２．０１０３、Ｄｅｒ　ｐ２．０１０４、Ｄｅｒ　ｐ２
．０１０５、Ｄｅｒ　ｐ２．０１０６、Ｄｅｒ　ｐ２．０１０７、Ｄｅｒ　ｐ２．０１０
８、Ｄｅｒ　ｐ２．０１０９、Ｄｅｒ　ｐ２．０１１０、Ｄｅｒ　ｐ２．０１１１、Ｄｅ
ｒ　ｐ２．０１１２、Ｄｅｒ　ｐ２．０１１３）、オイログリフス・マイネイ（Ｅｕｒ　
ｍ２．　０１０１、Ｅｕｒ　ｍ２．０１０２）、サヤアシニクダニ（Ｌｅｐｉｄｏｇｌｙ
ｐｈｕｓ　ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ）（Ｌｅｐ　ｄ２．　０１０１、Ｌｅｐ　ｄ２．０１０
１、Ｌｅｐ　ｄ２．０１０１、Ｌｅｐ　ｄ２．０１０２、Ｌｅｐ　ｄ２．０２０１、Ｌｅ
ｐ　ｄ２．０２０）及びイエニクダニ（Ｇｌｙｃｙｐｈａｇｕｓ　ｄｏｍｅｓｔｉｃｕｓ
）（Ｇｌｙ　ｄ２．０１０１、Ｇｌｙ　ｄ２．０２０１）；及びそれらの任意の変種。
【０１８６】
　本発明の検出分子及びデバイスを使用して検出することができる動物由来のアレルゲン
タンパク質の例には、これらに限定されないが、以下のものが含まれる：家畜ウシ（Ｂｏ
ｓ　ｄ　２、Ｂｏｓ　ｄ　３、Ｂｏｓ　ｄ　４、Ｂｏｓ　ｄ　５、Ｂｏｓ　ｄ　６、Ｂｏ
ｓ　ｄ　７、Ｂｏｓ　ｄ　８）、イヌ（Ｃａｎ　ｆ　１、Ｃａｎ　ｆ　２、Ｃａｎ　ｆ　
３、Ｃａｎ　ｆ　４、Ｃａｎ　ｆ　５、Ｃａｎ　ｆ　６）、家畜ウマ（Ｅｑｕ　ｃ　１、
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Ｅｑｕ　ｃ　２、Ｅｑｕ　ｃ　３、Ｅｑｕ　ｃ　４、Ｅｑｕ　ｃ　５）、ネコ（Ｆｅｌ　
ｄ　１、Ｆｅｌ　ｄ　２、Ｆｅｌ　ｄ　３、Ｆｅｌ　ｄ　４、Ｆｅｌ　ｄ　５ｗ、Ｆｅｌ
　ｄ　６ｗ、Ｆｅｌ　ｄ　７、Ｆｅｌ　ｄ　８）、マウス（Ｍｕｓ　ｍ　１）、モルモッ
ト（Ｃａｖ　ｐ　１、Ｃａｖ　ｐ　２、Ｃａｖ　ｐ　３、Ｃａｖ　ｐ　４、Ｃａｖ　ｐ　
６）、ウサギ（Ｏｒｙ　ｃ　１、Ｏｒｙ　ｃ　３、Ｏｒｙ　ｃ　４）ラット（Ｒａｔ　ｎ
　１）、乳牛（Ｂｏｓ　ｄｏｍｅｓｔｉｃｕｓ）（Ｂｏｓ　ｄ　２．０１０１、Ｂｏｓ　
ｄ　２．０１０２、Ｂｏｓ　ｄ　２．０１０３）、及びウマ（Ｅｑｕｕｓ　ｃａｂａｌｌ
ｕｓ）（Ｅｑｕ　ｃ２．０１０１、Ｅｑｕ　ｃ　２．０１０２）；並びにそれらの任意の
変種。
【０１８７】
　本発明の検出分子及びデバイスを使用して検出することができる昆虫由来のアレルゲン
タンパク質の例には、これらに限定されないが、以下のものが含まれる：ネッタイシマカ
（ｙｅｌｌｏｗ　ｆｅｖｅｒ　ｍｏｓｑｕｉｔｏ）（Ａｅｄ　ａ　１、Ａｅｄ　ａ　２、
Ａｅｄ　ａ　３）、東洋ミツバチ（Ｅａｓｔｅｒｎ　ｈｉｖｅ　ｂｅｅ）（Ａｐｉ　ｃ　
１）、オオミツバチ（ｇｉａｎｔ　ｈｏｎｅｙｂｅｅ）（Ａｐｉ　ｄ　１）、ミツバチ（
Ａｐｉ　ｍ　１、Ａｐｉ　ｍ　２、Ａｐｉ　ｍ　３、Ａｐｉ　ｍ　４、Ａｐｉ　ｍ　５、
Ａｐｉ　ｍ　６、Ａｐｉ　ｍ　７、Ａｐｉ　ｍ　８、Ａｐｉ　ｍ　９、Ａｐｉ　ｍ　１０
、Ａｐｉ　ｍ　１１、Ａｐｉ　ｍ　１２）、ハトダニ（ｐｉｇｅｏｎ　ｔｉｃｋ）（Ａｒ
ｇ　ｒ　１）、チャバネゴキブリ（Ｇｅｒｍａｎ　ｃｏｃｋｒｏａｃｈ）（Ｂｌａ　ｇ　
１、Ｂｌａ　ｇ　２、Ｂｌａ　ｇ　３、Ｂｌａ　ｇ　４、Ｂｌａ　ｇ　５、Ｂｌａ　ｇ　
６、Ｂｌａ　ｇ　７、Ｂｌａ　ｇ　８、Ｂｌａ　ｇ　１１）、マルハナバチ（ｂｕｍｂｌ
ｅ　ｂｅｅ）（Ｂｏｍ　ｐ　１、Ｂｏｍ　ｐ　４、Ｂｏｍ　ｔ　１、Ｂｏｍ　ｔ　４）、
カイコガ（Ｂｏｍｂ　ｍ　１）、ミッジ（ｍｉｄｇｅ）（Ｃｈｉ　ｋ　１０、Ｃｈｉ　ｔ
　１、Ｃｈｉ　ｔ　１．　０１、Ｃｈｉ　ｔ　２、Ｃｈｉ　ｔ　２．　０１０１、Ｃｈｉ
　ｔ　２．　０１０２、Ｃｈｉ　ｔ　３、Ｃｈｉ　ｔ　４、Ｃｈｉ　ｔ　５、Ｃｈｉ　ｔ
　６、Ｃｈｉ　ｔ　６．　０１、Ｃｈｉ　ｔ　７、Ｃｈｉ　ｔ　８、Ｃｈｉ　ｔ　９）、
ネコノミ（Ｃｔｅ　ｆ　１、Ｃｔｅ　ｆ　２、Ｃｔｅ　ｆ　３）、スズメバチ（ｙｅｌｌ
ｏｗ　ｈｏｒｎｅｔ）（Ｄｏｌ　ａ　５）、北米産スズメバチ（ｗｈｉｔｅ　ｆａｃｅ　
ｈｏｒｎｅｔ）（Ｄｏｌ　ｍ　１、Ｄｏｌ　ｍ　２、Ｄｏｌ　ｍ　５）、ヌカカ（ｂｉｔ
ｉｎｇ　ｍｉｄｇｅ）（Ｆｏｒ　ｔ　１、Ｆｏｒ　ｔ　２）、サバンナツェツェバエ（Ｓ
ａｖａｎｎａｈ　Ｔｓｅｔｓｅ　ｆｌｙ）（Ｇｌｏ　ｍ　５）、ナミテントウ（Ｈａｒ　
ａ　１、Ｈａｒ　ａ　２）、セイヨウシミ（Ｌｅｐ　ｓ　１）、チャタテムシ（Ｌｉｐ　
ｂ　１）、オーストラリアキバハリアリ（Ａｕｓｔｒａｌｉａｎ　ｊｕｍｐｅｒ　ａｎｔ
）（Ｍｙｒ　ｐ　１、Ｍｙｒ　ｐ　２、Ｍｙｒ　ｐ　３）、ワモンゴキブリ（Ｐｅｒ　ａ
　１、Ｐｅｒ　ａ　３、Ｐｅｒ　ａ　６、Ｐｅｒ　ａ　７、Ｐｅｒ　ａ　９、Ｐｅｒ　ａ
　１０）、ノシメマダラメイガ（Ｐｌｏ　ｉ　１、Ｐｌｏ　ｉ　２）、ジガバチ（Ｐｏｌ
　ａ　１、Ｐｏｌ　ａ　２、Ｐｏｌ　ａ　５、Ｐｏｌ　ｅ　１、Ｐｏｌ　ｅ　４、Ｐｏｌ
　ｅ　５、Ｐｏｌ　ｆ　５、Ｐｏｌ　ｇ　１、Ｐｏｌ　ｇ　５、Ｐｏｌ　ｍ　５、Ｐｏｌ
ｙ　ｐ　１、Ｐｏｌｙ　ｓ　５、Ｖｅｓ　ｖｉ　５）、地中海アシナガバチ（Ｍｅｄｉｔ
ｅｒｒａｎｅａｎ　ｐａｐｅｒ　ｗａｓｐ）（Ｐｏｌ　ｄ　１、Ｐｏｌ　ｄ　４、Ｐｏｌ
　ｄ　５）、トロピカルファイアーアント（ｔｒｏｐｉｃａｌ　ｆｉｒｅ　ａｎｔ）（Ｓ
ｏｌ　ｇ　２、Ｓｏｌ　ｇ　３、Ｓｏｌ　ｇ　４）、ヒアリ（Ｓｏｌｅｎｏｐｓｉｓ　ｉ
ｎｖｉｃｔａ）（レッドインポートファイアーアント（ｒｅｄ　ｉｍｐｏｒｔｅｄ　ｆｉ
ｒｅ　ａｎｔ））（Ｓｏｌ　Ｉ　１、Ｓｏｌ　Ｉ　２、Ｓｏｌ　Ｉ　３、Ｓｏｌ　Ｉ　４
）、ブラックファイアーアント（ｂｌａｃｋ　ｆｉｒｅ　ａｎｔ）（Ｓｏｌ　ｒ　２、Ｓ
ｏｌ　ｒ　３）、ブラジルファイアーアント（Ｂｒａｚｉｌｉａｎ　ｆｉｒｅ　ａｎｔ）
（Ｓｏｌ　ｒ　２、Ｓｏｌ　ｒ　３）、ウマバエ（ｈｏｒｓｅｆｌｙ）（Ｔａｂ　ｙ　１
、Ｔａｂ　ｙ　２、Ｔａｂ　ｙ　５）、マツノギョウレツケムシガ（ｐｉｎｅ　ｐｒｏｃ
ｅｓｓｉｏｎａｒｙ　ｍｏｔｈ）（Ｔｈａ　ｐ　１、Ｔｈａ　ｐ　２）、カリフォルニア
サシガメ（Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ　ｋｉｓｓｉｎｇ　ｂｕｇ）（Ｔｒｉａ　ｐ　１）、ヨ
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ーロッパスズメバチ（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　ｈｏｒｎｅｔ）（Ｖｅｓｐ　ｃ　１、Ｖｅｓｐ
　ｃ　５）、ベスパ・マグニフィカ（Ｖｅｓｐａ　ｍａｇｎｉｆｉｃａ）（スズメバチ）
（Ｖｅｓｐ　ｍａ　２、Ｖｅｓｐ　ｍａ　５）、ベスパ・マンダリニア（Ｖｅｓｐａ　ｍ
ａｎｄａｒｉｎｉａ）（オオスズメバチ）（Ｖｅｓｐ　ｍ　１、Ｖｅｓｐ　ｍ　５）、黄
蜂（ｙｅｌｌｏｗ　ｊａｃｋｅｔ）（Ｖｅｓ　ｆ　５、Ｖｅｓ　ｇ　５、Ｖｅｓ　ｍ　１
、Ｖｅｓ　ｍ　２、Ｖｅｓ　ｍ　５）、ヨーロッパクロスズメバチ（Ｖｅｓｐｕｌａ　ｇ
ｅｒｍａｎｉｃａ）（黄蜂）（Ｖｅｓ　ｐ　５）ベスプラ・スクアモサ（黄蜂）（Ｖｅｓ
ｐｕｌａ　ｓｑｕａｍｏｓａ）（Ｖｅｓ　ｓ　１、Ｖｅ　ｓ　ｓ５）、キオビクロスズメ
バチ（Ｖｅｓｐｕｌａ　ｖｕｌｇａｒｉｓ）（黄蜂）（Ｖｅｓ　ｖ　１、Ｖｅｓ　ｖ　２
、Ｖｅｓ　ｖ　３、Ｖｅｓ　ｖ　４、Ｖｅｓ　ｖ　５、Ｖｅｓ　ｖ　６）、チャバネゴキ
ブリ（Ｂｌａｔｔｅｌｌａ　ｇｅｒｍａｎｉｃａ）（Ｂｌａ　ｇ　１．０１０１、Ｂｌａ
　ｇ　１．０１０２、Ｂｌａ　ｇ　１．　０１０３、Ｂｌａ　ｇ　１．０２、Ｂｌａ　ｇ
　６．０１０１、Ｂｌａ　ｇ　６．０２０１、Ｂｌａ　ｇ　６．０３０１）、ワモンゴキ
ブリ（Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａ　Ａｍｅｒｉｃａｎａ）（Ｐｅｒ　ａ１．　０１０１、Ｐ
ｅｒ　ａ１．０１０２、Ｐｅｒ　ａ１．０１０３、Ｐｅｒ　ａ１．０１０４、Ｐｅｒ　ａ
１．０２、Ｐｅｒ　ａ３．０１、Ｐｅｒ　ａ３．０２０１、Ｐｅｒ　ａ３．０２０２、Ｐ
ｅｒ　ａ３．０２０３、Ｐｅｒ　ａ７．０１０１、Ｐｅｒ　ａ７．０１０２）、モンスズ
メバチ（Ｖｅｓｐａ　ｃｒａｂｏ）（Ｖｅｓ　ｐｃ　５．０１０１、Ｖｅｓ　ｐｃ　５．
０１０１）、ベスパ・マンダリナ（Ｖｅｓｐａ　ｍａｎｄａｒｉｎａ）（Ｖｅｓｐ　ｍ　
１．０１、Ｖｅｓｐ　ｍ　１．０２）；並びにそれらの任意の変種。
【０１８８】
　本発明の検出分子及びデバイスを使用して検出することができる真菌／カビ由来のアレ
ルゲンタンパク質の例には、これらに限定されないが、以下のものが含まれる：アルテル
ナリア・アルテルナータ（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ　ａｌｔｅｒｎａｔａ）（アルタナリア
腐敗真菌）（Ａｌｔ　ａ　１、Ａｌｔ　ａ　３、Ａｌｔ　ａ　４、Ａｌｔ　ａ　５、Ａｌ
ｔ　ａ　６、Ａｌｔ　ａ　７、Ａｌｔ　ａ　８、Ａｌｔ　ａ　１０、Ａｌｔ　ａ　１２、
Ａｌｔ　ａ　１３）、アスペルギルス・フラブス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｆｌａｖｕ
ｓ）（真菌）（Ａｓｐ　ｆｌ　１３）、アスペルギルス・フミガーツス（Ａｓｐｅｒｇｉ
ｌｌｕｓ　ｆｕｍｉｇａｔｕｓ）（真菌）（Ａｓｐ　ｆ　１、Ａｓｐ　ｆ　２、Ａｓｐ　
ｆ　３、Ａｓｐ　ｆ　４、Ａｓｐ　ｆ　５、Ａｓｐ　ｆ　６、Ａｓｐ　ｆ　７、Ａｓｐ　
ｆ　８、Ａｓｐ　ｆ　９、Ａｓｐ　ｆ　１０、Ａｓｐ　ｆ　１１、Ａｓｐ　ｆ　１２、Ａ
ｓｐ　ｆ　１３、Ａｓｐ　ｆ　１５、Ａｓｐ　ｆ　１６、Ａｓｐ　ｆ　１７、Ａｓｐ　ｆ
　１８、Ａｓｐ　ｆ　２２、Ａｓｐ　ｆ　２３、Ａｓｐ　ｆ　２７、Ａｓｐ　ｆ　２８、
Ａｓｐ　ｆ　２９、Ａｓｐ　ｆ　３４）、アスペルギル・ニガー（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕ
ｓ　ｎｉｇｅｒ）（Ａｓｐ　ｎ　１４、Ａｓｐ　ｎ　１８、Ａｓｐ　ｎ　２５）、アスペ
ルギル・オリザ（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅ）（Ａｓｐ　ｏ　１３、Ａｓｐ
　ｏ　２１）、アスペルギル・ベルシコロル（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｖｅｒｓｉｃｏ
ｌｏｒ）　（Ａｓｐ　ｖ　１３）、カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉ
ｃａｎｓ）（酵母）（Ｃａｎｄ　ａ　１、Ｃａｎｄ　ａ　３）、カンジダ・ボイジニイ（
Ｃａｎｄｉｄａ　ｂｏｉｄｉｎｉｉ）（酵母）（Ｃａｎｄ　ｂ　２）、クラドスポリウム
・クラドスポリオイデス（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ　ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ
）（Ｃｌａ　ｃ　９、Ｃｌａ　ｃ　１４）、クラドスポリウム・ヘルバルム（Ｃｌａｄｏ
ｓｐｏｒｉｕｍ　ｈｅｒｂａｒｕｍ）（Ｃｌａ　ｈ　２、Ｃｌａ　ｈ　５、Ｃｌａ　ｈ　
６、Ｃｌａ　ｈ　７、Ｃｌａ　ｈ　８、Ｃｌａ　ｈ　９、Ｃｌａ　ｈ　１０、Ｃｌａ　ｈ
　１２）、クルブラリア・ルナタ（Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ　ｌｕｎａｔ）（異名：コクリ
オボルス・ルナツス（Ｃｏｃｈｌｉｏｂｏｌｕｓ　ｌｕｎａｔｕｓ））（Ｃｕｒ　ｌ　１
、Ｃｕｒ　Ｉ　２、Ｃｕｒ　Ｉ　３、Ｃｕｒ　Ｉ　４）、エピコックム・プルプラセンス
（Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ　ｐｕｒｐｕｒａｓｃｅｎｓ）（土壌菌）（Ｅｐｉ　ｐ　１）、フ
ザリウム・カルモラム（Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｃｕｌｍｏｒｕｍ）（Ｎ．Ａ．）、フザリウ
ム・プロリフェラツム（Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ）（Ｆｕｓ　ｐ　
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４）、ペニシリウム・ブレビコンパクツム（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ　ｂｒｅｖｉｃｏｍ
ｐａｃｔｕｍ）（Ｐｅｎ　ｂ　１３、Ｐｅｎ　ｂ　２６）、ペニシリウム・クリソゲナム
（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｕｍ　ｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ）（Ｐｅｎ　ｃｈ　１３、Ｐｅｎ　ｃ
ｈ　１８、Ｐｅｎ　ｃｈ　２０、Ｐｅｎ　ｃｈ　３１、Ｐｅｎ　ｃｈ　３３、Ｐｅｎ　ｃ
ｈ　３５）、ペニシリウム・シトリヌム（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ　ｃｉｔｒｉｎｕｍ）
（Ｐｅｎ　ｃ　３、Ｐｅｎ　ｃ　１３、Ｐｅｎ　ｃ　１９、Ｐｅｎ　ｃ　２２、Ｐｅｎ　
ｃ　２４、Ｐｅｎ　ｃ　３０、Ｐｅｎ　ｃ　３２）、ペニシリウム・クルストスム（Ｐｅ
ｎｉｃｉｌｌｉｕｍ　ｃｒｕｓｔｏｓｕｍ）（Ｐｅｎ　ｃｒ　２６）、ペニシリウム・オ
キサリクム（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ　ｏｘａｌｉｃｕｍ）（Ｐｅｎ　ｏ　１８）、スタ
キボトリス・カルタルム（Ｓｔａｃｈｙｂｏｔｒｙｓ　ｃｈａｒｔａｒｕｍ）（Ｓｔａ　
ｃ　３）、トリコフィトン・ルブルム（Ｔｒｉｃｈｏｐｈｙｔｏｎ　ｒｕｂｒｕｍ）（Ｔ
ｒｉ　ｒ　２、Ｔｒｉ　ｒ　４）、トリコフィトン・トンスランス（Ｔｒｉｃｈｏｐｈｙ
ｔｏｎ　ｔｏｎｓｕｒａｎｓ）（Ｔｒｉ　ｔ　１，　Ｔｒｉ　ｔ　４）、シロシベ・クベ
ンシス（Ｐｓｉｌｏｃｙｂｅ　ｃｕｂｅｎｓｉｓ）（Ｐｓｉ　ｃ　１，　Ｐｓｉ　ｃ　２
）、ササクレヒトヨダケ（Ｃｏｐ　ｃ　１、Ｃｏｐ　ｃ　２、Ｃｏｐ　ｃ　３、Ｃｏｐ　
ｃ　５、Ｃｏｐ　ｃ　７）、ロドトルラ・ムシラギノサ（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｍｕ
ｃｉｌａｇｉｎｏｓａ）（Ｒｈｏ　ｍ　１、Ｒｈｏ　ｍ　２）、マラセジア・フルフール
（Ｍａｌａｓｓｅｚｉａ　ｆｕｒｆｕｒ）（Ｍａｌａｆ２、Ｍａｌａｆ３、Ｍａｌａｆ４
）、マラセジア・シンポジアリス（Ｍａｌａｓｓｅｚｉａ　ｓｙｍｐｏｄｉａｌｉｓ）（
Ｍａｌａｓ１、Ｍａｌａｓ５、Ｍａｌａｓ６、Ｍａｌａｓ７、Ｍａｌａｓ８、Ｍａｌａｓ
９、Ｍａｌａｓ１０、Ｍａｌａｓ１１、Ｍａｌａｓ１２、Ｍａｌａｓ１３）、及びアルテ
ルナリア・アルテルナータ（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ　ａｌｔｅｒｎａｔ）（Ａｌｔ　ａ１
．０１０１、Ａｌｔ　ａ１．０１０２）；並びにそれらの任意の変種。
【０１８９】
　更なるアレルゲンの例には、これらに限定されないが、以下のものが含まれる：
センチュウ（Ａｎｉ　ｓ　１、Ａｎｉ　ｓ　２、Ａｎｉ　ｓ　３、Ａｎｉ　ｓ　４）、ム
シ（Ａｓｃ　ｓ　１）、軟体サンゴ（Ｄｅｎ　ｎ　１）、ゴム（ラテックス）（Ｈｅｖ　
ｂ　１、Ｈｅｖ　ｂ　２、Ｈｅｖ　ｂ　３、Ｈｅｖ　ｂ　５、Ｈｅｖ　ｂ　６、Ｈｅｖ　
ｂ　７、Ｈｅｖ　ｂ　８、Ｈｅｖ　ｂ　９、Ｈｅｖ　ｂ　１０、Ｈｅｖ　ｂ　１１、Ｈｅ
ｖ　ｂ　１２、Ｈｅｖ　ｂ　１３），オベチェ（ｏｂｅｃｈｅ）（Ｔｒｉｐ　ｓ　１）、
及びパラゴムノキ（Ｈｅｖｅａｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ）（Ｈｅｖ　ｂ６．０１、Ｈｅ
ｖ　ｂ６．０２０１、Ｈｅｖ　ｂ６．０２０２、Ｈｅｖ　ｂ６．０３、Ｈｅｖ　ｂ８．０
１０１、Ｈｅｖ　ｂ８．０１０２、Ｈｅｖ　ｂ８．０２０１、Ｈｅｖ　ｂ８．０２０２、
Ｈｅｖ　ｂ８．０２０３、Ｈｅｖ　ｂ８．０２０４、Ｈｅｖ　ｂ１０．０１０１、Ｈｅｖ
　ｂ１０．０１０２、Ｈｅｖ　ｂ１０．０１０３、Ｈｅｖ　ｂ１１．０１０１、Ｈｅｖ　
ｂ１１．０１０２）；並びにそれらの任意の変種。
【０１９０】
　幾つかの実施形態では、本方法及びデバイスは、病院での臨床食物アレルギー又はアレ
ルギー検査に使用して、患者がアレルギーを示す食物／アレルゲン（複数可）を特定する
ことができる。加えて、本発明の携帯デバイスは、食物／環境アレルギーを有する人々が
、例えば、家庭で市販の食品を試験するための、又はレストランで注文した料理を検査す
るための持ち運び試験装置として使用することができる。食品試料は、生鮮食品、冷凍食
品、冷却食品、又は動物由来の肉及び／又は野菜を含む加工食品であってもよい。
【０１９１】
　本発明の標的：病原体
　幾つかの実施形態では、本発明は、試料中の病原性微生物と結合する検出分子を提供す
る。検出分子は、上記で考察されているように、病原性微生物に特異的な１つ又は複数の
標的タンパク質と結合するように設計されている核酸分子（好ましくは、アプタマー）で
ある。標的タンパク質は、病原体により分泌される分子、表面タンパク質、病原体が攻撃
する宿主で誘導されるタンパク質、又は標的タンパク質の部分であってもよい。本発明は
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、細菌、酵母、真菌、胞子、ウイルス、又はプリオン等の多数の異なるタイプの病原性微
生物の検出及び特定を可能にする。
【０１９２】
　本明細書で使用される場合、用語「病原体」は、あらゆる疾患誘発物質（特に、ウイル
ス又は細菌又は他の微生物）を意味する。
　幾つかの態様では、本方法及びデバイスは、試料中の病原性微生物の、非常に迅速で、
特異性及び感度の高い検出及び特定を提供する。本発明は、医療、市民の安全、軍事目的
、又は政府使用に使用することができる。
【０１９３】
　本発明によると、病原性微生物は、病原性細菌である。ある実施形態では、病原性細菌
は、以下のもの等のヒト病原性細菌である：例えば、バチルス・アントラシス（Ｂａｃｉ
ｌｌｕｓ　ａｎｔｈｒａｃｉｓ）、ボルデテラ・パータシス（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｐ
ｅｒｔｕｓｓｉｓ）、ボレリア・ブルグドルフェリ（Ｂｏｒｒｅｌｉａ　ｂｕｒｇｄｏｒ
ｆｅｒｉ）、ブルセラ・アボルタス（Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ａｂｏｒｔｕｓ）、ブルセラ・
カニス（Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｃａｎｉｓ）、ブルセラ・メリテンシス（Ｂｒｕｃｅｌｌａ
　ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ）、ブルセラ・スイス（Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｓｕｉｓ）、カンピ
ロバクター・ジェジュニ（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ　ｊｅｊｕｎｉ）、クラミジア・
トラコマーティス（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）、クラミドフィラ（
Ｃｈｌａｍｙｄｏｐｈｉｌａ）、クロストリジウム・ボツリヌム（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕ
ｍ　ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ）、クロストリジウム・ディフィシレ（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
　ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ）、クロストリジウム・パーフリンジェンス（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉ
ｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）、クロストリジウム・テタニ（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
　ｔｅｔａｎｉ）、コリネバクテリウム・ジフテリア（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ
　ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａ）、エンテロコッカス・フェカリス（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ
　ｆａｅｃａｌｉｓ）、エンテロコッカス・フェシウム（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆ
ａｅｃｉｕｍ）、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、腸毒性大腸菌（Ｅｎｔ
ｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、腸毒性大腸菌（Ｅｎ
ｔｅｒｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ　Ｅ．　Ｃｏｌｉ）、大腸菌Ｏ　１７５：Ｈ７、フランシ
セラ・ツラレンシス（Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ）、ヘモフィルス
・インフルエンザ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ）、ヘリコバクター・
ピロリ（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）、レジオネラ・ニューモフィラ（Ｌ
ｅｇｉｏｎｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌａ）、レプトスピラ・インターロガンス（Ｌ
ｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎｔｅｒｒｏｇａｎｓ）、リステリア・モノサイトゲネス（Ｌｉ
ｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）、マイコバクテリウム・レプレ（Ｍｙｃｏ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌｅｐｒａｅ）、マイコバクテリウム・ツベルクローシス（Ｍｙｃ
ｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、マイコプラズマ・ニューモニア（
Ｍｙｃｏｌａｓｍａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ）、ナイサリア・ゴノレア（Ｎｅｉｓｓａｒｉ
ａ　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅ）、ナイセリア・メニンギティディス（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ
　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｅｓ）、シュードモナス・エルギノーサ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａ
ｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、リケッチア・リケッチイ（Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ　ｒｉｃ
ｋｅｔｔｓｉｉ）、サルモネラ・チフィ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉ）、サルモ
ネラ・チフィリウム（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）、シゲラ・ソネ
イ（Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｓｏｎｎｅｉ）、スタフィロコッカス・アウレウス（Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）、スタフィロコッカス・エピデルミデス（Ｓｔａｐ
ｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）、スタフィロコッカス・サプロフィテ
ィクス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ）。
【０１９４】
　幾つかの態様では、病原体は、以下のもののメンバー等の病原性ウイルスであってもよ
い：例えば、パピローマウイルス、パルボウィルス、アデノウイルス、ヘルペスウイルス
、痘苗ウイルス、アレナウイルス、コロナウイルス、ライノウイルス、ＲＳウイルス、イ
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ンフルエンザウイルス、ピコルナウイルス、パラミクソウイルス、レオウイルス、レトロ
ウイルス、ラブドウィルス、又はヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、ポリオーマウイルス
、ポックスウイルス、ヘパドナウイルス、アストロウイルス、カリチウイルス、フラビウ
イルス、トガビウイルス（Ｔｏｇａｖｉｖｉｒｕｓ）、ヘペビウイルス（Ｈｅｐｅｖｉｖ
ｉｒｕｓ）、オルトミクソウイルス、ブンヤウイルス、又はフィロウイルス、
　病原体は、以下のもの等の状態の原因物質である真菌であってもよい：例えば、白癬、
ヒストプラスマ症、ブラストミセス症、アスペルギルス症、クリプトコックス症、スポロ
トリコーシス、コクシジオイド症、パラコクシジオイデス症、ムコール症、カンジダ症、
皮膚糸状菌症、プロトテコーシス、粃糠疹、菌腫、パラコクシジオイデス症、フェオフィ
ホ真菌症、シュードアレシェリア症、砂毛症、又はニューモシスティス。
【０１９５】
　幾つかの実施形態では、病原体は、植物の病気を引き起こす植物病原菌であってもよい
。植物の病気を引き起こす病原体には、真菌、細菌、原生生物、ウイルス、卵菌、ウイル
ス様生物、ウイロイド、フィトプラズマ、原生動物、及び線虫が含まれる。植物の病気を
引き起こす真菌の大多数は、子嚢菌綱及び担子菌綱に含まれる。重要な細菌性植物病原菌
には、バークホルデリア（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ）、プロテオバクテリア（Ｐｒｏｔ
ｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、シュードモナス・シリンゲ病原型（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　
ｓｙｒｉｎｇａｅ　ｐｖ）、及びフィトプラズマ（ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ）が含まれる
。非限定的な例として、植物病原菌には、以下のものが含まれる：キサントモナス・アク
ソノポディス（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ　ａｘｏｎｏｐｏｄｉｓ）（柑橘類潰瘍病を引き
起こす）、Ｐ．パチライジ（Ｐ．ｐａｃｈｙｒｈｉｚｉ）（大豆さび病を引き起こす）、
未培養細菌（ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ）（枯死性黄化病を引き起こす
）、テヌイウイルス（トウモロコシ縞葉枯病を引き起こす）、フィトフトラ・ラモラム（
Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ　ｒａｍｏｒｕｍ）（水生菌）（オーク突然死を引き起こす）
、カンジダタス・リベリバクター・アシアティクス（Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｌｉｂｅｒ
ｉｂａｃｔｅｒ　ａｓｉａｔｉｃｕｓ）（カンキツグリーニング病を引き起こす）、及び
ピアス病菌（Ｘｙｌｌｅｌｌａ　ｆａｓｔｉｄｉｏｓａ）（ピアス病を引き起こす）。
【０１９６】
　幾つかの実施形態では、病原体は、動物に感染可能な動物病原体であってもよい。動物
病原体には、これらに限定されるが、以下のものが含まれる：クラミドフィラ・アボルタ
ス（Ｃｈｌａｍｙｄｏｐｈｉｌａ　ａｂｏｒｔｕｓ）、バチルス・アントラシス（Ｂａｃ
ｉｌｌｕｓ　ａｎｔｈｒａｃｉｓ）、ブタ回虫（Ａｓｃａｒｉｓ　ｓｕｕｍ）、アスペル
ギルスフミガーツス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｆｕｍｉｇａｔｕｓ）、アスペルギルス
・テレウス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｔｅｒｒｅｕｓ）、他のアスペルギルス種、アス
ツレラ・マルトシダ（ａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、ボルデテラ・ブロ
ンキセプチカ（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ）、バベシア・カ
バリ（Ｂａｂｅｓｉａ　ｃａｂａｌｌｉ）、バベシア・トラウトマンニ（Ｂａｂｅｓｉａ
　ｔｒａｕｔｍａｎｎｉ）、バベシア・モタシ（Ｂａｂｅｓｉａ　ｍｏｔａｓｉ）、アス
ツレラ・マルトシダ（ａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、ブラストミセス・
デルマティティディス（Ｂｌａｓｔｏｍｙｃｅｓ　ｄｅｒｍａｔｉｔｉｄｉ）、ネオスポ
ラ・カニナム（Ｎｅｏｓｐｏｒａ　ｃａｎｉｎｕｍ）、アイメリア種、エーリキア・ルミ
ナンチウム（Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ　ｒｕｍｉｎａｎｔｉｕｍ）、ウシウイルス性下痢ウイ
ルス（ＢＶＤＶ又はＢＶＤ）；ブルータングウイルス（ＢＴＶ）；口蹄疫ウイルス（ＦＭ
ＤＶ）；悪性カタル熱（ＭＣＦ）；ヒツジヘルペスウィルス－２（ＯｖＨＶ－２）；アル
セラフィンヘルペスウィルス－１（ＡＨＶ１）；ブタ生殖器呼吸器症候群ウイルス（ＰＲ
ＲＳＶ又はＰＲＲＳ）；牛疫ウイルス（ＲＰＶ）；ブタ水疱病ウイルス（ＳＶＤＶ又はＳ
ＶＤ）；ブタ水疱疹ウイルス（ＶＥＳＶ）；水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）；ウシヘル
ペスウィルス－１（ＢＨＶ－１又はＢＨＶ）；パラポックス（ＰＰＤＸ又はＰＰｏｘ）；
及びウシ丘疹性口内炎ウイルス（ＢＰＳＶ）。
【０１９７】
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　幾つかの実施形態では、検出分子は、病原性微生物の特定の属、種、又は株に特異性を
示す。
　幾つかの実施形態では、本発明は、試料中の病原体を検出及び特定するために使用する
ことができる。幾つかの実施形態では、試料は、食品試料、飲料試料、水試料、土壌試料
、植物試料、農業試料、動物試料、生物試料、外科生検、医薬品試料、又はパーソナルケ
ア試料である。
【０１９８】
　幾つかの実施形態では、本発明は、食品汚染を検出し、食品安全を管理するために、食
品産業で使用することができる。本発明によると、検出分子は、食品試料中の微生物（例
えば、腐敗微生物及び病原性微生物）を検出及び特定することができる。
【０１９９】
　幾つかの実施形態では、食品試料は、食物であってもよく、又は食品であってもよい。
試料は、生の成分であってもよく、完成した食品であってもよく、又は製造若しくは貯蔵
の環境から採取してもよい。非限定的な例として、食品試料は、生肉若しくは肉製品、乳
製品（例えば、チーズヨーグルト）、野菜若しくは野菜に基づく製品（例えば、サラダ）
、乳児用調合乳、又は缶食品であってもよい。
【０２００】
　幾つかの実施形態では、試料は、ビール等の飲料試料、又はビールの醸造中に採取した
試料であってもよい。言いかえれば、本発明は、ビール腐敗細菌等の微生物の存在を検出
するために使用することができる。幾つかの態様では、飲料は、飲料水を含む。したがっ
て、本発明は、飲料水中の病原体汚染を検出するために使用することができる。
【０２０１】
　幾つかの実施形態では、病原性微生物の存在を動物試料中で検出することができる。動
物試料は、以下のものを含む哺乳動物試料を有する任意の生物に由来していてもよい：ヒ
ト、家畜（例えば、ヒツジ、ウシ、ウマ、ブタ、ヤギ、ラマ、エミュー、ダチョウ、又は
ロバ）、鳥類（例えば、ニワトリ、シチメンチョウ、ガチョウ、アヒル、又は狩猟鳥）、
魚類（例えば、サケ又はチョウザメ）、実験動物（例えば、ウサギ、モルモット、ラット
、又はマウス）、伴侶動物（例えば、イヌ又はネコ）、又は野生動物。
【０２０２】
　１つの実施形態では、試料は、眼ケア製品、例えば、コンタクトレンズ液又は抗ヒスタ
ミン点眼剤等のパーソナルケア製品であってもよい。
　幾つかの実施形態では、試料は、医薬品製剤（例えば、薬物）であってもよい。
【０２０３】
　幾つかの実施形態では、病原性微生物の存在を植物試料中で検出することができる。本
発明によると、植物試料は、葉、根、花、種子、果実、茎、又は植物の任意の部分であっ
てもよい。試料は、それらに限定されないが、路地農作物又は温室栽培植物を含むあらゆ
る植物を指す。また、本発明は、野生植物（つまり、人工的に栽培されていない植物）か
ら得られる植物試料を包含する。
【０２０４】
　幾つかの実施形態では、病原性微生物の存在は、これらに限定されないが以下のものを
含む環境試料中で検出することができる：空気試料、農業試料（植物試料及び作物試料を
含む）、水試料、及び土壌試料。水試料は、例えば、これらに限定されないが、飲料水、
貯蔵下水、海水、湖、地下水、川、及び他の水源から得ることができる。本発明で開示さ
れている方法は、家庭使用、地方自治体使用、又は政府使用に応用することができる。
【０２０５】
　幾つかの実施形態では、本発明による検出分子を製造プラントで使用して、そこで使用
されている設備の又は設備中の病原性微生物の存在を検出することができる。
　幾つかの実施形態では、本発明は、研究室でのツールとして使用することができる。例
えば、検出分子は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞培養中の病原体汚染を検出することができる。
【０２０６】
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　本発明には公衆衛生応用での使用を見出し得ることが想起される。例えば、検出分子を
使用して、国内の／世界的な感染性疾患において病原性微生物の存在を検出することがで
きる。
【０２０７】
　本発明は、生物学的病原体及び毒素を戦場にて検出、収集、及び特定するための、軽量
で低価格な１人で持ち運びできるデバイスを提供することも想起される。１つの実施形態
では、本発明のデバイス及び方法は、生物学的作用物質の存在を検出し、標的種を特定す
ることができる。
【０２０８】
　本発明の標的：疾患タンパク質
　アレルゲンタンパク質及び病原性タンパク質に加えて、本発明は、疾患関連タンパク質
等の他の標的分子と結合して、疾患及び障害を診断、病期分類する検出分子を提供する。
疾患関連タンパク質は、分泌ポリペプチド及びペプチド（例えば、循環分子）；細胞表面
タンパク質（例えば、受容体）；特定の疾患状態で発現又は過剰発現されるバイオマーカ
ー；アイソフォーム；疾患状態にしか存在しない特定のタンパク質の誘導体及び／又は変
異体；障害を引き起こす突然変異タンパク質；及びウイルス感染等の宿主の臨床状態を引
き起こす別の生物に由来するタンパク質であってもよい。検出分子は、標的タンパク質の
エピトープ又は試験するタンパク質のオリゴペプチドのセグメントに特異的に結合するよ
うに設計されている核酸分子（好ましくは、アプタマー）であってもよい。核酸に基づく
検出分子は、診断用タンパク質又はその部分に結合し、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断の分野にお
いて、特に、例えば、戦場及び難民キャンプ地でのポイントオブケア（ＰＯＣ）診断の分
野において、迅速で低価格なアッセイ及びデバイスを提供する。
【０２０９】
　非限定的な例として、本発明による分泌循環タンパク質には、増殖中の腫瘍細胞、炎症
関連マーカー、ホルモン、サイトカイン、代謝産物、及びウイルス感染症、細菌感染症、
又は真菌感染症に由来する可溶性分子を指し示すバイオマーカーが含まれる。例えば、サ
イトカイン感知マイクロウェルが開発されており、蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ）
に基づくアプタマービーコンを使用して、ＩＦＮ－γが検出された（Ｔｕｌｅｕｏｖａら
、Ｍｉｃｒｏｐａｔｔｅｒｎｉｎｇ　ｏｆ　Ａｐｔａｍｅｒ　Ｂｅａｃｏｎｓ　ｔｏ　Ｃ
ｒｅａｔｅ　Ｃｙｔｏｋｉｎｅ－Ｓｅｎｓｉｎｇ　Ｓｕｒｆａｃｅｓ．Ｃｅｌｌｕｌａｒ
　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ、２０１０年、３巻（４
号）：３３７～３４４頁）。
【０２１０】
　また、非限定的な例として、本発明による細胞表面タンパク質は、受容体、細胞表面マ
ーカー、微生物抗原、又は受容体リガンドである。
　幾つかの実施形態では、診断用の標的タンパク質は、対象体（ヒト及び動物を含む）に
由来する生体試料から得られる。生体試料は、体液、組織、組織生検（例えば、外科生検
）、皮膚スワブ、単離細胞集団、又は細胞調製物であってもよい。体液試料は、血液、血
清、血漿、髄液、脳脊髄液、滑液、羊水、涙液、気管支肺胞洗浄液、痰、膣液、精液、咽
頭洗浄液、鼻洗浄液、唾液、尿、並びに組織、器官、及び細胞の溶解産物、又は他の供給
源から選択される少なくとも１つであってもよい。幾つかの態様では、細胞集団及び細胞
調製物中の細胞は、初代細胞及びｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養細胞コレクションを含む。他の態
様では、細胞集団は、疾患細胞（例えば、癌細胞）を含有している。ある実施形態では、
細胞集団及び細胞調製物中の細胞は、動物細胞、植物細胞、ウイルス細胞、細菌細胞、及
び真菌細胞から選択される。
【０２１１】
　本発明によると、検出方法及びデバイスは、標的分子の存在、非存在、又は量を決定す
るために使用することができ、上記標的分子は、臨床状態に関連する標的分子であり、上
記検出可能な部分の量は、対象体に臨床状態が存在することを指し示す。非限定的な例と
して、本発明の方法は、ウイルス感染、例えば、Ｂ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）、Ｃ型肝炎
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ウイルス（ＨＣＶ）、サイトメガロウィルス（ＣＭＶ）、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ
）、エプスタイン－バーウイルス（ＥＢＶ）、ヘルペスウイルス、ポリオウイルス、及び
インフルエンザウイルス（ヒト及びトリの両方）の検出に使用することができる。また、
以下のもの等の細菌感染の検出に使用することができる：リステリア（Ｌｉｓｔｅｒｉａ
）、スタフィロコッカス・アウレウス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　Ａｕｒｅｕｓ）
、メチシリン耐性スタフィロコッカス・アウレウス（ＭＲＳＡ）、コリネバクテリウム・
ジフテリエ（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　Ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａｅ）（ジフテリア
を引き起こす）、大腸菌、Ｂ群連鎖球菌（Ｇｒｏｕｐ　Ｂ　ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
）（ＧＢＳ）、Ａ群連鎖球菌（Ｇｒｏｕｐ　Ａ　ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、マイコ
バクテリウム・ツベルクローシス（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　Ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓ
ｉｓ）（結核（ＴＢ）を引き起こす）、サルモネラ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、ビブリオ
・コレラエ（Ｖｉｂｒｉｏ　Ｃｈｏｌｅｒａｅ）、カンピロバクター（Ｃａｍｐｙｌｏｂ
ａｃｔｅｒ）、ブルセラ症、ナイセリア・メニンギティディス（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　Ｍ
ｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ）（髄膜炎菌を引き起こす）、ストレプトコッカス・ニューモニ
エ（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ）、及びカンジダ（Ｃａｎｄｉｄ
ａ）。
【０２１２】
　本明細書に記載の組成物及び方法は、例えば、アレルギー、臓器特異的疾患、寄生虫症
、並びに炎症性及び自己免疫性疾患を含む、ＮＦ－［カッパ］Ｂ活性化不全に関連する不
要な又は有害な免疫応答の治療又は予防に有用である。アレルギーの例には、以下のもの
が含まれる：季節性呼吸アレルギー、花粉症等の空気アレルゲンに対するアレルギー、血
清ＩｇＥを低減することにより治療可能なアレルギー、及び好酸球増加症、喘息、湿疹、
動物アレルギー、食物アレルギー、慢性じんま疹、ラテックスアレルギー、アレルギー性
鼻炎、アトピー性皮膚炎、又はアレルギー脱感作により治療可能なアレルギー。本発明の
検出分子を使用して診断することができる他の臨床状態には、これらに限定されないが、
以下のものが含まれる：癌（例えば、固形腫瘍、カルシノーマ、肉腫、リンパ腫、白血病
、胚細胞腫、芽細胞腫、又は転移）、炎症性疾患（クローン病、慢性炎症性眼疾患、慢性
炎症性肺疾患、及び慢性炎症性肝臓疾患、自己免疫溶血性貧血、特発性白血球減少症、潰
瘍性大腸炎、皮膚筋炎、強皮症、混合性結合組織疾患、過敏性腸症候群、全身性エリテマ
トーデス（ＳＬＥ）、多発性硬化症、重症筋無力症、ギラン－バレー症候群（抗リン脂質
抗体症候群）、原発性粘液水腫、甲状腺中毒、悪性貧血、自己免疫萎縮性胃炎、完全脱毛
症、アジソン病、インスリン依存性糖尿病（ＩＤＤＭ）、グッドパスチャー症候群、ベー
チェット症候群、シェーグレン症候群、関節リウマチ、交感性眼炎、橋本病／甲状腺機能
不全、セリアック病／疱疹状皮膚炎、成人発症性特発性上皮小体機能低下（ＡＯＩＨ）、
筋萎縮性側索硬化症、及び脱髄疾患原発性胆汁性肝硬変、混合性結合組織疾患、慢性活動
性肝炎、多内分泌腺不全、白斑、セリアック病、慢性活動性肝炎、クレスト症候群、皮膚
筋炎、拡張型心筋症、好酸球性筋痛症候群、後天性表皮水疱症（ＥＢＡ）、巨細胞性動脈
炎、グレーブス病／超甲状腺炎、強皮症、慢性特発性血小板減少性紫斑病、末梢神経障害
、糖尿病性神経障害、ヘモクロマトーシス、ヘノッホ－シェーンライン紫斑病、特発性Ｉ
ｇＡ腎症、インスリン依存性糖尿病（ＩＤＤＭ）、ランバート－イートン症候群、リニア
ＩｇＡ皮膚症、心筋炎、ナルコレプシー、壊死性脈管炎、新生児狼瘡症候群（ＮＬＥ）、
ネフローゼ症候群、類天疱瘡、天疱瘡、多発性筋炎、原発性硬化性胆管炎、乾癬、急速進
行性糸球体腎炎（ＲＰＧＮ）、ライター症候群、及び敗血症）、遺伝的障害、自己免疫疾
患（例えば、多発性硬化症、関節炎自己免疫性肝炎、クローン病、１型真性糖尿病、炎症
性腸疾患、多発性硬化症、乾癬、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、重症筋無力症、ス
ティフマン症候群、甲状腺炎、シデナム舞踏病、慢性関節リウマチ、強直性脊椎炎、自己
免疫再生不良性貧血、自己免疫溶血性貧血、チャーグストラウス疾患、強皮症、ヴェーゲ
ナー肉芽腫症、及びウィスコットアルドリッチ症候群）、代謝障害、脳疾患、及び心疾患
。また、本発明により治療又は予防することができる他の不要な免疫反応には、血友病の
抗第ＶＩＩＩ因子抗体又は糖尿病の抗インスリン抗体等の、組換え治療剤に対する抗体が
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含まれる。
【０２１３】
　短鎖一本鎖ＤＮＡ抗トロンビンアプタマーが公知であり、特徴付けられている（Ｈａｍ
ａｇｕｃｈｉら、Ａｐｔａｍｅｒ　Ｂｅａｃｏｎｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｄｉｒｅｃｔ　Ｄ
ｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉ
ｓｔｒｙ　２００１年、２９４巻：１２６～１３１頁；Ｗａｎｇら、Ｕｌｔｒａｓｅｎｓ
ｉｔｉｖｅ　ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　
ｂｙ　ａｐｔａｍｅｒ-Ａｕ　ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　ｂ
ａｓｅｄ　ｏｎ　ａ　ｄｏｔ－ｂｌｏｔ　ａｓｓａｙ．Ｃｈｅｍ．Ｃｏｍｍｕｎ．、２０
０８年、２５２０～２５２２頁）。１つのそのような抗トロンビンアプタマーのヌクレオ
チド配列は、５’ＧＧＴＴＧＧＴＧＴＧＧＴＴＧＧ３’（配列番号１０）である。ハイブ
リダイゼーションの熱力学と活性化の速度との間に強い逆相関性があることが示されてお
り。アプタマー内のトロンビン結合四本鎖をあらかじめ組織しておくことにより、応答速
度が大幅に増加した。したがって、トロンビンの添加１分以内の活性が３倍になるように
アプタマービーコンを設計することができた。（Ｈａｌｌら、Ｋｉｎｅｔｉｃ　Ｏｐｔｉ
ｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　Ｐｒｏｔｅｉｎ－Ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ　Ａｐｔａｍｅｒ
　Ｂｅａｃｏｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
、２００９年、１０３巻（６号）：１０４９～１０５９頁；この文献は、参照によりその
全体が本明細書に組み込まれる）。
【０２１４】
　幾つかの態様では、生体試料中の標的タンパク質を検出するための方法は、コンパニオ
ン診断として使用することができる。特定の疾患に関連するバイオマーカーが患者に存在
すること及び／又は存在しないことは、特定の治療に価値のある情報を提供するであろう
。医師は、患者の治療結果を予測し、患者のために最も有効な治療計画をしつらえること
ができる。
【０２１５】
　他の実施形態では、本発明は、対象体の病期及び進行並びに治療計画の効力をモニタす
るために、つまり治療に対する対象体の応答をモニタするために使用することができる。
　したがって、本発明は、戦場等の軍事状況並びに民間状況で使用することができる。携
帯デバイス及び使い捨てのカートリッジを採用することより使用が容易になり、本発明の
迅速検出は、需要が大きい創傷感染症及び感染性疾患等の疾患の現場診断を満たす。
【０２１６】
　本発明の標的：他の分子
　幾つかの実施形態では、本発明は、非タンパク質標的分子、例えば、ガングリオシド、
脂質、リン脂質、炭水化物、低分子（例えば、マイコトキシン及び抗生物質）、ハプテン
、及び核酸（ＤＮＡ又はＲＮＡ）に結合する検出分子を提供する。
【０２１７】
　幾つかの態様では、本発明の検出分子は、低分子結合アプタマーであってもよい。幾つ
かの態様では、低分子結合アプタマーは、環境中に残留する殺虫剤及び肥料の存在を検出
するように応用されてもよい。低分子結合アプタマーは、殺虫剤、肥料、及び他の塩化芳
香族汚染物質を認識することができる。そのような検出により、使用後に残留する殺虫剤
及び肥料の除去が支援されるであろう。
【０２１８】
　殺虫剤の例には、これらに限定されないが、以下のものが含まれる：有機リン系殺虫剤
（例えば、ホレート、プロフェノホス、イソカルボホス、及びオメトアート）；カルバマ
ート系殺虫剤；有機塩素系殺虫剤（例えば、ＤＤＴ及びクロルデン）；ピレスロイド系殺
虫剤；及びスルホニル尿素系除草剤（例えば、ニコスルフロン、トリフルスルフロンメチ
ル）。
【０２１９】
　他の態様では、低分子結合アプタマーを使用して、試料中の毒素、例えば、シリアル及
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びワイン等の幅広く多様な日用食品を汚染する低分子マイコトキシンの存在を検出するこ
とができる。低分子結合検出分子（好ましくは、アプタマー）を応用して、メタボロミク
ス及び創薬等の他の分野で使用することができる。
【０２２０】
　他の態様では、低分子結合アプタマーを使用して、ツタウルシ、トウヨウウルシ、セイ
ヨウウルシ、又はドクウルシに見出されるウルシオール等の非食品毒素を検出することが
でき、そのような毒素は、ウルシオール誘導性接触皮膚炎を引き起こす。ウルシオールは
、それ自体はタンパク質でないが、ハプテンとして作用し、接触した皮膚細胞の膜内在性
タンパク質と化学的に反応し、結合し、その形状を変化させる。影響を受けた細胞は、正
常な身体部分として認識されないため、Ｔ細胞媒介性免疫応答が刺激される。
【０２２１】
　ユニバーサル標的抽出緩衝液
　幾つかの実施形態では、ユニバーサルタンパク質抽出緩衝液を使用して、任意の食品マ
トリックスを分析するのに十分な標的タンパク質（例えば、アレルゲン）（最低２ｍｇ／
ｍｌ　総タンパク質）を回収することができる。幾つかの実施形態では、ユニバーサルタ
ンパク質抽出緩衝液の調合物は、室温にて最小限の時間（１分未満）でタンパク質を抽出
することができる。緩衝液は、食品試料採取、均質化、及びろ過を含むことになる抽出プ
ロトコールに組み込まれていることが必要な場合がある。抽出プロトコールは、様々な食
品マトリックスにて長期間にわたって効率的及び反復可能であるように実施することがで
きる。このユニバーサル調合物は、試験する食品に及ぼす影響を最小限に抑え、およそ０
．５ｇの食品しか採取せずに、試料中の濃度が非常に低いことが予想される微量のアレル
ゲンの検出を可能にするように試みることが、臨床的に重要であろう。この最適化された
タンパク質抽出プロセスは、任意の食品マトリックス中でのアレルゲン検出を可能にする
、迅速で正確なユニバーサルプロトコールを提供するであろう。
【０２２２】
　キット及びパッケージング
　キット。本発明の検出分子、化合物、及び組成物は、他の成分又は試薬と組み合わされ
ていてもよく、又は商業販売又は流通用のキット又は他の市販製品の成分として調製され
ていてもよい。
【０２２３】
　キットには、化合物又は組成物と共に、キットの投与及び／又は使用に関する説明書が
含まれている。また、キットには、以下のもの：シリンジ、バッグ、又はボトルの１つ又
は複数が含まれていてもよい。
【０２２４】
　パッケージング。本発明の検出分子の製剤及び／又は組成物は、製剤がＰＶＣ含有及び
ＰＶＣ非含有容器及び容器密閉機構と適合するため、任意の許容される容器密閉機構を使
用し、種々の医薬的に又は診断的に許容される容器での使用に包装することができる。許
容される容器の例には、これらに限定されないが、アンプル、並びに事前充填用のシリン
ジ及びカートリッジ等が含まれる。
【０２２５】
　或いは、製剤は、患者への投与前に２つの区画を混合することができるように、混合バ
ックの１つの区画に凍結乾燥アプタマーを含み、上記混合バックの別の区画に許容される
溶媒を含んでいてもよい。許容される容器は、当技術分野で周知であり、商業的に入手可
能である。好ましくは、製剤は、ブチルゴム栓を有する１型ガラスバイアルに保存されて
いる。液体形態の製剤は、冷却環境で保管されていてもよい。或いは、凍結乾燥製剤は、
室温で保管してもよく、又は冷却若しくは冷凍されていてもよい。
【０２２６】
　好ましくは、製剤は無菌である。「無菌」製剤は、本明細書で使用される場合、無菌状
態にされており、その後は微生物学的汚染に曝されていない製剤を意味する。つまり、無
菌組成物を保持する容器は易感染性ではない。無菌組成物は、概して、アメリカ食品薬品
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局の医薬品適正製造基準（「ｃＧＭＰ」）規制に従って、医薬品製造業者により調製され
る。
【０２２７】
　幾つかの実施形態では、無菌医薬製剤は、無菌処理技術を使用して調製することができ
る。無菌性は、無菌物質及び管理作業環境を使用することにより維持される。容器及び装
置は全て、好ましくは熱減菌により充填前に無菌化される。その後、組成物をフィルタに
通し、ユニットを充填すること等により、容器を無菌状態下で充填する。したがって、製
剤を容器に無菌充填することにより、最終滅菌の熱応力を回避することができる。
【０２２８】
　幾つかの実施形態では、製剤は、最終的に湿熱を使用して滅菌される。最終滅菌を使用
すると、医薬製剤を含有する最終密閉容器内の生存可能な微生物を全て破壊することがで
きる。典型的には、オートクレーブを使用して、最終的にパッケージングされた薬物製品
の最終熱減菌を達成する。最終製品の最終滅菌を達成するための医薬品工業における典型
的なオートクレーブサイクルは、１２１℃で少なくとも１０分間である。
【０２２９】
　均等物及び範囲
　当業者であれば、本明細書に記載の本発明による特定の実施形態には多くの均等物があ
ることを認識、又は日常的な実験作業を行なうだけで確認することができるであろう。本
発明の範囲は、上記の記載に限定されるとは意図されておらず、むしろ添付の特許請求の
範囲に示されている通りである。
【０２３０】
　特許請求の範囲では、「１つの」、「その」及び「前記」等の冠詞は、状況と矛盾しな
い限り、又は状況からそうではないことが明らかでない限り、１つ又は複数を意味するこ
とができる。群の１つ又は複数のメンバー間に「又は」を含む請求項又は記載は、状況と
矛盾しない限り、又は状況からそうではないことが明らかでない限り、群のメンバーの１
つ、２つ以上、又は全てが、所与の産物又はプロセスに存在するか、使用されるか、又は
他の態様で関連する場合に該当するとみなされる。本発明は、群の厳密に１つのメンバー
が、所与の産物又はプロセスに存在するか、使用されるか、又は他の態様で関連する実施
形態を含む。本発明は、群メンバーの２つ以上又は全てが、所与の産物又はプロセスに存
在するか、使用されるか、又は他の態様で関連する実施形態を含む。
【０２３１】
　また、用語「含む」は、非限定的であることが意図されており、追加の要素又はステッ
プの介在を許容するが、それを必要とはしないことに留意されたい。したがって、用語「
含む」が本明細書で使用される場合、用語「からなる」も包含又は開示される。
【０２３２】
　範囲が示されている場合、終点は含まれるものとする。更に、別様の指定がない限り、
又は状況及び当業者の理解からそうではないことが明らかでない限り、範囲として表され
ている値は、本発明の様々な実施形態に示されている範囲内の任意の特定の値又は部分範
囲を、状況が明白にそうではないことを示さない限り、範囲の下限の単位の１０分の１ま
でとみなすことができる。
【０２３３】
　用語「約」が使用される場合、示されている値の＋／－１０％を反映することが理解さ
れる。加えて、従来技術内に分類される本発明の任意の特定の実施形態は、請求項の任意
の１つ又は複数から明示的に除外される場合があることが理解されるべきである。そのよ
うな実施形態は、当業者に知られているとみなされるため、除外されることが明示的にそ
こに示されなくとも、除外される場合がある。本発明の組成物の任意の特定の実施形態（
例えば、任意の核酸；任意の生産方法；任意の使用方法等）、は、従来技術の存在に関す
るか否かに関わりなく、理由の如何によらず、任意の１つ又は複数の請求項から除外する
ことができる。
【０２３４】
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　引用情報源、例えば、本明細書で引用されている参考文献、刊行物、データベース、デ
ータベースエントリー、及び技術は全て、引用の際に明示的に示されていなくとも、参照
により本出願に組み込まれる。引用情報源の記載と本出願の記載とが矛盾する場合、本出
願の記載が優先するものとする。セクション及び表の表題は、限定的であることが意図さ
れていない。
【０２３５】
　実施例
　実施例１：検出システム
　本発明の検出システムの１つの実施形態は、図１に示されている。
【０２３６】
　このデジタル検出デバイスは、食品回収機構、ドリル又は浸軟部材、フロースルーを促
進するための任意選択のポンプ又は真空、１つ又は複数の励起手段（例えば、ＬＥＤ）、
励起手段から放射された光を受け取る１つ又は複数のフィルタ、測定機構、及びユーザイ
ンタフェーススクリーンを備える。
【０２３７】
　デバイスのカートリッジ又は使い捨て若しくは交換可能な部分は、カバーを有していて
もよい１つ又は複数の収集プローブ、アレルゲン特異的カートリッジ、１つ又は複数の励
起手段（例えば、ＬＥＤ光）、及び１つ又は複数のフィルタを備えていてもよい。
【０２３８】
　実施例２：シグナル発生ポリヌクレオチドとしてのアプタマーの設計
　この概念証明例では、２つの既知アプタマー配列を使用して、３つの異なるシグナル発
生ポリヌクレオチドを設計した。Ａｒａ　ｈ　１タンパク質アレルゲンに対するアプタマ
ーは、ＴｒａｎらのＳｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｐｔａｍｅｒｓ　ａｇａｉｎｓｔ　Ａ
ｒａ　ｈ　１　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｏｒ　ＦＯ－ＳＰＲ　ｂｉｏｓｅｎｓｉｎｇ　ｏｆ　
ｐｅａｎｕｔ　ａｌｌｅｒｇｅｎｓ　ｉｎ　ｆｏｏｄ　ｍａｔｒｉｃｅｓ．Ｂｉｏｓｅｎ
ｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ、２０１３年、４３巻、２４５～２５
１頁に記載されている（この文献は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）。
このアプタマーの配列は、以下に示されている。
【０２３９】
　５’ＣＧＣＡＣＡＴＴＣＣＧＣＴＴＣＴＡＣＣＧＧＧＧＧＧＧＴＣＧＡＧＣＴＧＡＧＴ
ＧＧＡＴＧＣＧＡＡＴＣＴＧＴＧＧＧＴＧＧＧＣＣＧＴＡＡＧＴＣＣＧＴＧＴＧＴＧＣＧ
ＡＡ３’（配列番号１）
　配列番号１の初期アプタマーを修飾して、５’Ｔ残基を付加し、フルオロフォア－クエ
ンチャー対の機能を向上させた。その後、フルオレセインを、以下に示されているように
５’Ｔ残基に結合した。
【０２４０】
　５’フルオレセインＴＣＧＣＡＣＡＴＴＣＣＧＣＴＴＣＴＡＣＣＧＧＧＧＧＧＧＴＣＧ
ＡＧＣＴＧＡＧＴＧＧＡＴＧＣＧＡＡＴＣＴＧＴＧＧＧＴＧＧＧＣＣＧＴＡＡＧＴＣＣＧ
ＴＧＴＧＴＧＣＧＡＡ３’（配列番号２）
　３’ダブシルクエンチャーを有する９ヌクレオチドのリンカーを、配列番号２のＴ修飾
アプタマーの５’末端の最初の１０残基に相補的になるよう、以下に示されているように
設計した。
【０２４１】
　３’ダブシルＡＧＣＧＴＧＴＡＡ５’（配列番号３）
　その後、この９ヌクレオチドのリンカー（配列番号３）を、主修飾抗ピーナッツアレル
ゲンアプタマー配列（配列番号２）の５’末端にアニーリングして、フルオレセインフル
オロフォアをダブシルクエンチャー部分の近傍に配置した。ピーナッツアレルゲンＡｒａ
　ｈ　１の検出用に構築されたシグナル発生ポリヌクレオチドの構造は、以下に示されて
いる。
【０２４２】
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【化１】

【０２４３】
　配列番号２及び３をアニーリングすることにより調製したシグナル発生ポリヌクレオチ
ドは、本明細書ではＳＰＮ－Ａ＊と表記される二量体である。ＳＰＮ－Ａ＊の二次構造は
、図４に示されている。シグナル発生ポリヌクレオチド２００の部分の構成は、コア配列
２０２、フルオロフォア２０４、クエンチャー２０６、及びリンカー配列２０８である。
【０２４４】
　同様に、シグナル発生ポリヌクレオチドを、ＴｒａｎらのＳｅｌｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ
　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＤＮＡ　Ａｐｔａｍｅｒｓ　ｆｏｒ　Ｅｇ
ｇ　Ｗｈｉｔｅ　Ｌｙｓｏｚｙｍｅ．Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　２０１０年、１５巻（３号）
、１１２７～１１４０頁に記載されている卵白リゾチームに対するアプタマーの配列に基
づいて設計した（この文献は、参照により本明細書に組み込まれる）。このアプタマーの
配列は、以下に示されている。
【０２４５】
　５’ＧＣＡＧＣＴＡＡＧＣＡＧＧＣＧＧＣＴＣＡＣＡＡＡＡＣＣＡＴＴＣＧＣＡＴＧＣ
ＧＧＣ３’（配列番号４）
　配列番号４の初期アプタマーを修飾して、５’Ｔ残基を付加し、フルオロフォア－クエ
ンチャー対の機能を向上させた。その後、フルオレセインを、以下に示されているように
５’Ｔ残基に結合した。
【０２４６】
　５’フルオレセインＴＧＣＡＧＣＴＡＡＧＣＡＧＧＣＧＧＣＴＣＡＣＡＡＡＡＣＣＡＴ
ＴＣＧＣＡＴＧＣＧＧＣ３’（配列番号５）
　３’－ダブシルクエンチャーを有する１０ヌクレオチドのリンカーを、配列番号５のＴ
修飾アプタマーの５’末端の最初の１０残基に相補的になるよう、以下に示されているよ
うに設計した。
【０２４７】
　３’ダブシルＡＣＧＴＣＧＡＴＴＣ５’（配列番号６）
　その後、この１０ヌクレオチドのリンカー（配列番号６）を、主修飾抗リゾチームアプ
タマー配列（配列番号５）の５’末端にアニーリングして、フルオレセインフルオロフォ
アをダブシルクエンチャー部分の近傍に配置した。リゾチームの検出用に構築されたシグ
ナル発生ポリヌクレオチドの構造は、以下に示されている。
【０２４８】

【化２】

【０２４９】
　配列番号５及び６をアニーリングすることにより調製した二量体シグナル発生ポリヌク
レオチドは、本明細書ではＳＰＮ－Ｅ＊と表記される。ＳＰＮ－Ｅ＊とリゾチームとの反
応は、図６に概略的に示されている。シグナル発生ポリヌクレオチドＳＰＮ－Ｅ＊４００
の部分の構成は、コア配列４０２、フルオロフォア４０４、クエンチャー４０６、及びリ
ンカー配列４０８である。リゾチームと結合することにより、ヘアピン構造が崩れ、フル
オロフォア４０４がクエンチャー４０６から遠ざかり、それによりフルオロフォア４０４
は、励起されると蛍光を発することが可能になることが分かる。
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【０２５０】
　第３のシグナル発生ポリヌクレオチドを、上述の配列番号４のアプタマー配列に基づい
て設計した。５’Ｔ残基を配列番号４に追加し、３’末端を、配列番号４の初期アプタマ
ー配列の５’末端の最後の５核酸塩基に相補的な５核酸塩基の区画に付加することにより
修飾した。その後、５’－フルオレセイン及び３’ダブシル部分を連結して、以下に示さ
れている配列（配列番号７）を生成した。この配列には、追加した５核酸塩基の区画、及
び初期アプタマー配列の５’末端の最初の５核酸塩基（追加した５’Ｔ残基を含まない）
に下線が引かれている。
【０２５１】
　５’フルオレセインＴＧＣＡＧＣＴＡＡＧＣＡＧＧＣＧＧＣＴＣＡＣＡＡＡＡＣＣＡＴ
ＴＣＧＣＡＴＧＣＧＧＣＧＣＴＧＣＤＡＢＣＹＬ３’（配列番号７）
　このシグナル発生ポリヌクレオチドは、本明細書ではＳＰＮ－Ｅと表記されるヘアピン
体である。５’末端及び３’末端の下線が引かれている残基は、図５の左端構造（コア配
列３０２）に示されているようなヘアピン二次構造を形成するように相補的であることが
認識されるであろう。この構造では、フルオロフォア３０４及びクエンチャー３０６が互
いに近傍に配置され、クエンチャー３０６によりフルオロフォア３０４が消光される。シ
グナル発生ポリヌクレオチドがリゾチームに結合すると、右端構造のコア配列３０２に示
されているように、シグナル発生ポリヌクレオチド３００の２つの末端のハイブリダイゼ
ーションが崩壊し、フルオロフォア３０４がクエンチャー３０６から分離することにより
、フルオロフォア３０４の活性化をもたらすことができる。
【０２５２】
　実施例３：標的分子の検出に際してヘアピン型シグナル発生ポリヌクレオチドの蛍光測
定値を得るための手順
　この例では、蛍光測定値を取得し、それにより、タンパク質等の分子標的の存在を特定
及び定量化する際のシグナル発生ポリヌクレオチドの有効性を決定するための１つの手順
が記載される。この手順は、例えば、ＳＰＮ－Ｅ等のヘアピン型シグナル発生ポリヌクレ
オチド、並びにＳＰＮ－Ｅ＊及びＳＰＮ－Ａ＊等の二量体シグナル発生ポリヌクレオチド
の検出に有用である。
【０２５３】
　目的タンパク質を、再蒸留水で適切な濃度に希釈する。シグナル発生ポリヌクレオチド
を、１０ｍＭ　ＴＲＩＳ－ＨＣｌ、ｐＨ７．５で２００μＭに希釈する。この溶液を、３
分間９９℃に加熱し、その後室温に冷却する。ＴＲＩＳ－ＨＣｌの代わりに、ＰＢＳ、又
はｐＨ８．３のトリス（ヒドロキシアミノ）メタン－グリシン－カリウム緩衝液（ＴＧＫ
緩衝液）を使用してもよい。タンパク質溶液を、９６ウェルプレートのウェルに添加し、
その後、マルチピペットを使用して、できるだけ手早くシグナル発生ポリヌクレオチドを
各ウェルに添加する。その後、蛍光測定値を、２分間隔で４０分間測定する。
【０２５４】
　実施例４：二量体シグナル発生ポリヌクレオチドの蛍光測定値を得るための手順
　この例では、蛍光測定値を取得し、それにより、タンパク質等の分子標的の存在を特定
及び定量化する際のシグナル発生ポリヌクレオチドの有効性を決定するための手順が記載
される。この手順は、例えば、ＳＰＮ－Ａ＊及びＳＰＮ－Ｅ＊等の部分的に二本鎖のシグ
ナル発生ポリヌクレオチドの検出に有用である。
【０２５５】
　シグナル発生ポリヌクレオチドＳＰＮ－Ａ＊及びＳＰＮ－Ｅ＊のコア配列（それぞれ、
配列番号２及び５）を、１０ｍＭ　ＴＲＩＳ－ＨＣｌ、ｐＨ７．５に、各々２００μＭの
濃度となるように再懸濁する。その後、それら溶液を、約９５℃から約１００℃までの温
度範囲内で５分間加熱する。その後、対応する１０核酸塩基のＤＡＢＣＹＬ連結鎖（ＳＰ
Ｎ－Ａ＊及びＳＰＮ－Ｅ＊の場合、それぞれ配列番号３及び６）を添加し、混合物を、３
０分間暗所で室温に冷却してアニーリングを促進させる。３０分後、シグナル発生ポリヌ
クレオチド混合物を１００μＭに希釈する。
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【０２５６】
　連続希釈したリゾチームを、表１に記載のように調製する。
【０２５７】
【表１】

【０２５８】
　連続希釈したピーナッツバターＰＢＳ溶液を、表２に記載のように調製する。
【０２５９】

【表２】

【０２６０】
　また、ＰＢＳで１：１に希釈した生全卵白（試料Ｅ１）から開始して、希釈卵白を調製
する。その後、この元の調製物を１：１０に希釈して試料Ｅ２を生成し、それを１：１０
０に希釈して試料Ｅ３を生成し、それを１：１０００に希釈して試料Ｅ４を生成する。
【０２６１】
　１つの実験では、６０μＬのタンパク質溶液を９６ウェルプレートに添加し、その後、
濃度が５０μＭのシグナル発生ポリヌクレオチドを６０μＬ添加した。対照には、シグナ
ル発生ポリヌクレオチドのみ（ウェル８及び９）、緩衝液（ウェル１０）、及びウシ血清
アルブミンと混合したシグナル発生ポリヌクレオチド（ＢＳＡ－ウェル１１及び１２）が
含まれていた。９６ウェルプレートにおける試料の配置は、下記の表３に示されている。
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【０２６２】
【表３】

【０２６３】
　この実験の結果は、タンパク質及びシグナル発生ポリヌクレオチドの濃度を減少させる
ことができることを示した。シグナル発生ポリヌクレオチドの開始濃度を、２００μＭか
ら１００μＭに低減させた。また、スキムミルクを含む混合タンパク質溶液（ＰＢＳで０
．１ｍｇ／ｍＬ及び０．０１ｍｇ／ｍＬに希釈）を調査した。また、卵白と同じように（
上述）希釈した卵黄を含む更なる対照を加えた。卵白及び卵黄の更なる混合物を調製した
（１：２、１：２０、及び１：２０，０００）。シグナル発生ポリヌクレオチドをタンパ
ク質溶液と混合した２分以内に蛍光測定値を取得することが有利であった。シグナル発生
ポリヌクレオチド＋ＢＳＡ対照のサンプリングを３回繰り返して、安定対照が存在したこ
とを確認した。種々の濃度のシグナル発生ポリヌクレオチドが調査されている場合、対応
する濃度のシグナル発生ポリヌクレオチド＋ＢＳＡ対照試料を同時に評価してもよい。試
料のプレート全体を測定して、蛍光シグナルの安定性を確認することが有利である。
【０２６４】
　実施例５：シグナル発生ポリヌクレオチドの概念実証実験
　実施例４に記載の予備実験に基づいて開発した基本プロトコールを下記に記載する。
　基本プロトコール
　タンパク質試料を、ＰＢＳで指定の濃度に希釈する。シグナル発生ポリヌクレオチド溶
液を、１０ｍＭ　ＴＲＩＳ－ＨＣｌ、ｐＨ７．５で２００μＭの濃度に調製し、３分間９
９℃に加熱し、その後２０分間室温に冷却する。容積が６０μＬのタンパク質溶液を、９
６ウェルプレートのウェルに添加する。シグナル発生ポリヌクレオチドを、タンパク質試
料の添加後できるだけ素早くウェルに添加する。蛍光測定値を直ちに記録する。測定値は
全て、４９５ｎｍの励起波長を用いて２５℃にて測定し、発光は、５１９ｎｍの蛍光ピー
クをモニタする。シグナル発生ポリヌクレオチドは、ＴｒｉＬｉｎｋ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｉｅｓ社（サンディエゴ、カリフォルニア州）が合成し、純品リゾチームは、Ｐ
ｉｅｒｃｅ社（Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社）から入手し、ＢＳＡは、Ｓｉｇｍ
ａ　Ａｌｄｒｉｃｈ社から入手した。
【０２６５】
　シグナル発生ポリヌクレオチドＳＰＮ－Ｅ＊及びＳＰＮ－Ｅによるリゾチームの検出
　アッセイを実施して、用量曲線を得た（１試料当たり、１２μＭのシグナル発生ポリヌ
クレオチドＳＰＮ－Ｅの検出）。結果は、図８に示されており、ＳＰＮ－Ｅが、０．６ｎ
ｇ／ｍＬから１２００ｎｇ／ｍＬまで範囲の濃度のリゾチームを検出することを示してい
る。これは、１試料当たり５０ｐｇ未満のリゾチームに相当する。
【０２６６】
　図９Ａにプロットされているデータは、１００μＭ濃度のＳＰＮ－Ｅ＊が、５ｎｇ／ｍ
Ｌ濃度のリゾチームを検出し、検出レベルを３ｐｇ／試料に増加させることを示す。図９
Ｂにプロットされているデータは、ＳＰＮ－Ｅを使用すると、１：２０に希釈した未処理
卵白中のリゾチームを検出することができたことを示す（試料サイズは３０μＬであった
）。ＳＰＮ－Ｅの場合、陰性対照タンパク質としてのＢＳＡで発生したシグナルは最小限
であった。
【０２６７】
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　図１０にプロットされているデータは、１００μＭのＳＰＮ－Ｅ＊による混合タンパク
質溶液中のリゾチームの検出は、このタンパク質をミルク又はＢＳＡと混合しても著しく
は変化しないことを示す。
【０２６８】
　図１１Ａにプロットされているデータは、ＳＰＮ－Ｅ＊を使用すると、混合されている
タンパク質に関わらず、微量レベルの卵白を検出することができることを示す。１００μ
ＭのＳＰＮ－Ｅ＊は、１：２０，０００に希釈した卵白を検出することができる（試料サ
イズ３０μＬ）。卵白を卵黄又はミルクと混合しても、ＳＰＮ－Ｅ＊が卵白の存在を検出
する能力を著しく減少させることはなかった。図１１Ｂにプロットされているデータは、
ＳＰＮ－Ｅも、混合されているタンパク質に関わらず、卵白を検出することができること
を示す。ＳＰＮ－Ｅの濃度を減少させても、１：２０に希釈した卵白を依然として検出す
ることができる（図示せず図示せず。試料サイズ３０μＬ）。卵白を対照タンパク質ＢＳ
Ａと混合しても、検出は、著しく低減することはなかった。
【０２６９】
　特異的結合を評価することを目的とした別の実験では、リゾチーム及び卵白を両方とも
、ＳＰＮ－Ｅの短鎖アンチセンス鎖を含む対照シグナル発生ポリヌクレオチドで処理した
。図１２に示されているように、タンパク質試料を対照シグナル発生ポリヌクレオチドで
処理しても、シグナルは検出されなかった。
【０２７０】
　シグナル発生ポリヌクレオチドＳＰＮ－Ａ＊によるピーナッツアレルゲンＡｒａ　ｈ１
の検出
　この実験では、ＳＰＮ－Ａ＊が、ピーナッツバター（低脂肪Ｓｋｉｐｐｙ（商標））中
のピーナッツアレルゲンＡｒａ　ｈ１を検出する能力を試験した。ピーナッツバターは、
炒ったピーナッツ並びに他の成分を含有する。およそ１ｍｇのピーナッツバターをつまよ
うじに取り、１ｍＬのＰＢＳで希釈した。加熱又は遠心分離ステップは関与しなかった。
図１３Ａ及び１３Ｂに示されているデータは、ＳＰＮ－Ａ＊が、０．１μｇ／ｍＬから１
ｍｇ／ｍＬまでの範囲の濃度のピーナッツバター中のＡｒａ　ｈ１アレルゲンを検出した
ことを示す。
【０２７１】
　ＳＰＮ－Ａ及びＳＰＮ－Ｅの蛍光シグナルの安定性
　ＳＰＮ－Ａ及びＳＰＮ－Ｅの蛍光シグナルの安定性を決定した。図１４Ａに示されてい
るように、ＳＰＮ－Ａの蛍光シグナルは、タンパク質試料と混合した約２０分後に約３０
％減少した。シグナルは、少なくとも３時間、比較的安定していた。図１４Ｂには、ＳＰ
Ｎ－Ｅの場合と同様なプロットが示されており、ＳＰＮ－Ｅの蛍光シグナルが、タンパク
質試料と混合した後、約１２％減少したことが観察された。シグナルは、少なくとも２時
間安定していた。
【０２７２】
　ＥＬＩＳＡに対するシグナル発生ポリヌクレオチドの優位性
　シグナル発生ポリヌクレオチドは、広範囲の濃度で使用することができ、低くとも６μ
Ｍ及び高くとも１００μＭの濃度で効果的に結合することが示された。検出時間は瞬時で
あり、検出シグナルは、少なくとも２時間安定している。リゾチームシグナル発生ポリヌ
クレオチドの１つは、０．６ｎｇ／ｍＬと低い濃度でリゾチームを検出することが示され
た。
【０２７３】
　シグナル発生ポリヌクレオチドは、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液中で、並びにＰ
ＢＳ中でリゾチームを検出可能である。
　両タイプ（ステム－ループ構造、並びにアニーリングされたリンカー配列を有する一本
鎖構造）のシグナル発生ポリヌクレオチドが、食品マトリックス中のタンパク質を検出可
能であった。リゾチームを検出するように設計したシグナル発生ポリヌクレオチド（ＳＰ
Ｎ－Ｅ及びＳＰＮ－Ｅ＊）は、卵白、卵白及び卵黄の混合物、スキムミルクと混合した卵
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白、及びＢＳＡと混合した卵白中でリゾチームを検出可能である。
【０２７４】
　Ａｒａ　ｈ１を検出するように設計したシグナル発生ポリヌクレオチドは、ピーナッツ
バター中のこのアレルゲンを検出可能であることが示された。
　実験は全て室温で実施し、それにより、シグナル発生ポリヌクレオチドは、室温で安定
していることが示された。
【０２７５】
　表４には、上述の実験から得られた一連のパラメータが示されており、分子標的を検出
するためのシグナル発生ポリヌクレオチドの使用が、現在より広く用いられているＥＬＩ
ＳＡ技術よりも有利であることが示されている。これらパラメータは、シグナル発生ポリ
ヌクレオチドに基づく検出アッセイが、ＥＬＩＳＡ技術よりも明白に有利であり、ＥＬＩ
ＳＡ技術に取って代わり得ることを示している。
【０２７６】
【表４】

【０２７７】
　実施例６：アレルゲン検出及び診断デバイスに有用な他のアプタマー
　本開示のデバイス及び方法に有用なアプタマー配列は他にもある。例えば、免疫グロブ
リンＥ（ＩｇＥ）並びにルピナス及びグリアジンタンパク質アレルゲンに対するアプタマ
ーが報告されている。例示的な配列は、以下に示されている。
【０２７８】
　Ｌｕｐ　ａｎ　１（β－コングルチン）に対する１１量体のＳＧＱアプタマーは、ヌク
レオチド配列：５’ＧＧＴＧＧＧＧＧＴＧＧ３’（配列番号８）を有する。（Ｎａｄａｌ
ら、２０１３年、Ａｎａｌ．Ｂｉｏａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．４０５巻：９３４３～９３４９
頁を参照。この文献は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）。
【０２７９】
　特異的にグリアジンを認識及び結合することが可能な一本鎖ＤＮＡアプタマーは、ヌク
レオチド配列：５’ＡＡＡＣＴＡＣＴＡＡＣＴＡＧＧＴＡＡＧＡＴＣＡＣＧＣＡＧＣＡＣ
ＴＡＡＡＣＧＡＣＧＴＡＧＴＴＧＣＣＡ３’（配列番号９）を有する（Ｐｉｎｔｏら、２
０１４年、Ｌａｂｅｌ－ｆｒｅｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｇｌｉａｄｉｎ　ｆｏｏ
ｄ　ａｌｌｅｒｇｅｎ　ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｂｙ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ａｐｔａ－ＰＣ
Ｒ．Ａｎａｌ．Ｂｉｏａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．４０６巻（２号）：５１５～２４頁。この文
献は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）。
【０２８０】
　また、アトピー性アレルギー疾患に関連する既知のバイオマーカーである免疫グロブリ
ンＥ（ＩｇＥ）を標的とするアプタマーが設計されている。ヒト血清中の免疫グロブリン
Ｅ（ＩｇＥ）を検出するための、アプタマーに基づく水晶振動子微量天秤（ＱＣＭ）バイ
オセンサー及び抗体基づく水晶振動子微量天秤（ＱＣＭ）バイオセンサーの性能を比較す
ると、アプタマーに基づくバイオセンサーの検出限界がより低いことを観察することがで
きた。抗ＩｇＥアプタマー（Ｄ１７．４）の塩基配列は、５’ＧＧＧＧＣＡＣＧＴＴＴＡ
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Ｔ－ＣＣＧＴＣＣＣＴＣＣＴＡＧＴＧＧＣＧＴＧＣＣＣＣ３’（配列番号１１）と特定さ
れた（Ｙａｏら、Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ａ　Ｑｕａｒｔｚ　Ｃｒｙｓｔａｌ　
Ｍｉｃｒｏｂａｌａｎｃｅ　Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ　ｗｉｔｈ　Ａｐｔａｍｅｒｓ　ａｓ　
Ｂｉｏ－ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ　Ｅｌｅｍｅｎｔ．Ｓｅｎｓｏｒｓ　２０１０年、１０
巻：５８５９～５８７１頁；この文献は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる
）。ＩｇＥに対する別のＤＮＡアプタマーが、以下の配列を有するように設計された：５
’ＧＣＧＣＧＧＧＧＣＡＣＧＴＴＴＡＴＣＣＧＴＣＣＣＴＣＣＴＡＧＴＧＧＣＧＴＧＣＣ
ＣＣＧＣＧＣ３’（配列番号１２）（Ｗａｎｇら、Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｐｒｏｔ
ｅｃｔｉｏｎ　ａｓｓａｙ：ａ　ｎｏｖｅｌ　ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ　ａｓｓａｙ　ｐ
ｌａｔｆｏｒｍ　ｔｏｗａｒｄ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ａｐｔａｍｅｒ　ｓｅ
ｎｓｏｒｓ　ｆｏｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．２０１１年、Ｎｕｃｌｅｉ
ｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、３９巻（１８号）ｅ１２２）。
【０２８１】
　実施例７：消化緩衝液の最適化
　ＳＰＮアレルゲン検出プラットフォームを生成する際の最初のステップは、任意の食品
マトリックス中のアレルゲン検出を可能にする迅速で正確なユニバーサルプロトコールを
用いて、タンパク質抽出プロセスを最適化及び統合することである。種々の抽出緩衝液プ
ロトコールには、還元剤、遮断剤、洗浄剤、及び界面活性剤が含まれるであろう。
【０２８２】
　ユニバーサルな試料採取に好適な化学薬品を試験及び最適化する（表５にリスト列挙さ
れている）。この目的に使用することができる緩衝液は、表６に列挙されている。
【０２８３】
【表５】

【０２８４】
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【表６】

【０２８５】
　アレルゲンタンパク質毎に少なくとも３回の異なるＥＬＩＳＡアッセイで試験すること
により、これら試験緩衝液を、食物アレルゲン分野において現在主にＥＬＩＳＡ試験用に
使用されている既知の抽出緩衝液と比較する。最適な抽出緩衝液は、ＥＬＩＳＡアッセイ
の最適化で試験されていることが知られている最大２０種の異なる食品マトリックス（ベ
ーキング品、ソーセージ、スープ、アイスクリーム等、表７）並びにより難しい食品マト
リックス（サラダドレッシング、醤油、及びチョコレート）を試験及び比較することにな
る系統的プロセスにより選択することができる。マトリックスの均一性は、ｇｅｎｔｌｅ
ＭＡＣ分離装置のタンパク質抽出プログラムを使用することにより確立されるであろう。
【０２８６】
　選択プロセスの例として、約０．５ｍｇの食品試料に、処理（ベーキング、煮沸、フラ
イ等）の前後に、既知量のアレルゲンをスパイクする。全タンパク質抽出並びに特定アレ
ルゲン回収を試験及び記録して、様々な抽出緩衝液の効率を比較する。測定値は、全タン
パク質抽出量及び特定アレルゲンの相対的回収率（スパイクした量の％）になるであろう
。結果は、市販のＥＬＩＳＡアッセイの３つの異なる抽出緩衝液と比較して、３つの異な
る緩衝液中での処理前後の全タンパク質、特定アレルゲン回収（卵、小麦、ピーナッツ、
魚、甲殻類、ミルク、カシュー、大豆等）を比較する表になるであろう。
【０２８７】
　最適な緩衝液を選択したら、均質化プロセスを加速することにより、抽出時間を減少さ
せる。これは、ブレードの位置及びサイズを変更することにより、混合ＲＰＭを増加させ
ることにより、及び緩衝液対試料比を減少させることにより達成することができる。加え
て、市販のＰＥＳポリエーテルスルホン、ＰＣＴＥ（ポリカルボナート）、又はポリビニ
リデンジフルオリド（ＰＶＤＦ）等の低タンパク結合性フィルタで均質化溶液をろ過する
ことにより、残屑粒子並びにより大型のタンパク質複合体を除去する。
【０２８８】
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【表７－２】



(72) JP 2016-536018 A 2016.11.24

10

20

30

40

【表７－３】
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【表７－４】
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【表７－５】

【０２８９】
　列挙した食品マトリックスに由来する全タンパク質を、様々な抽出緩衝液を使用して抽
出し、全タンパク質回収率を、ＢＣＡタンパク質キット（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉ
ｆｉｃ　Ｐｉｅｒｃｅ社）を使用して試験し、様々な抽出緩衝液での特定アレルゲン回収
率を、ＥＬＩＳＡアッセイキット（Ｅｌｕｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社　Ｎｅ
ｏｇｅｎ社及びＢｉｏＣｈｅｃｋ社）で試験し、ＳＰＮ結合と比較する（ＧｌｏＭａｘ検
出システム）ことになるであろう。
【０２９０】
　実施例８：デバイス試料採取機構の確立及び最適化
　試験及び最適化プロセスを確立して、高脂肪で高度に加工されている食品からタンパク
質を抽出し、タンパク質抽出時間を１分未満に減少させるという目的を達成する。
【０２９１】
　高脂肪、酸、又は食品着色料を含有する幾つかの食品マトリックスは、タンパク質抽出
が難しいが、非特異的結合を低減することになる幾つかの化学薬品（ゼラチン、ＢＳＡ、
又はスキムミルク）を抽出緩衝液に導入し、フィルタの細孔径を小さくしてより大型の分
子を除去し、界面活性剤濃度を増加させて脂肪含量を克服し、試料対緩衝液比を増加させ
ること等を行うことになる。処理時間を減少させると、フィルタを閉塞させ、検出機構に
干渉するおそれがある残屑及びタンパク質複合体がより多く発生する可能性がある。その
後、ミキサのｒｐｍを増加させることにより、緩衝液のｐＨを上昇／低下させることによ
り、並びにフィルタの細孔径を増加させることにより、消化プロセスを最適化する。これ
らの変更は、時間を考慮する状況でなされるであろう。
【０２９２】
　市販のＥＬＩＳＡアッセイの３つの異なる抽出緩衝液と比較して、３つの異なる緩衝液
中での処理前後の全タンパク質量、特定アレルゲン回収（全８個のアレルゲン）を比較す
る表を作成する。この表は、少なくとも２０個の異なる食品マトリックスからの平均回収
率を表示することになる（表７を参照）。この比較表に基づいて、更なる分析及び最適化
のために、最も高い全収量及び特異的回収率を示す抽出緩衝液を決定する。
【０２９３】
　実施例９：８種の食物アレルゲン用の検出アプタマーの選択及び最適化
　ＭＢのシグナル伝達能力及びアプタマーのタンパク質結合特異性を組み合わせて、食物
アレルゲンに結合し、食物アレルゲン存在のシグナルを発生させることになるシグナル発
生ポリヌクレオチド（ＳＰＮ）を生成するために、本出願に記載のＳＥＬＥＸを使用して
、食物アレルゲンアプタマーのｉｎ　ｖｉｔｒｏスクリーニング及び選択を行うことにな
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るであろう。アプタマーの各々について５つの異なる配列の解離定数を試験する。これら
５つの配列は、特定のアレルゲンタンパク質のポジティブ選択及び他の７種のアレルゲン
タンパク質のネガティブ選択の両方により選択されるであろう。本発明者らが選択するこ
とになるタンパク質は、折り畳まれているタンパク質、及び変性したタンパク質を両方と
も含むであろう。１０ラウンドの選択後に残った配列を更に分析して、Ｋｄ親和性、シグ
ナル対バックグラウンド比、ＬＯＤ、標的化、及びＥＣ５０／ＩＣ５０を決定することに
なる。低ナノモル範囲（＜３００ｎＭ）のＫｄを有する最上位５つの配列を、更なる分析
に選択することになる。Ｋｄは、好ましくは、ＦｏｒｔｅＢｉｏにより評価することにな
るが、必要に応じて、ドットブロット、ゲルシフトアッセイ、又はフローサイトメトリを
含む他の手段を試みる。Ｋｄが低いほど、結合親和性は高く、感度が増加することになる
。
【０２９４】
　ＳＥＬＥＸ選択プロセスを、ＥＬＩＳＡアッセイ製造業者から購入し、特定アレルゲン
の標準物質としてＡＯＡＣにより承認されている粗タンパク質試料で実施する。このタン
パク質は、純品、処理、及び変性アレルゲンタンパク質の混合物である。これにより、タ
ンパク質の様々な形態全てに結合することになるアプタマーの選択が可能になる。アプタ
マーは、選択性を増加させるために、他の７種のアレルゲンのいずれに対してもネガティ
ブ選択にかけられるであろう。
【０２９５】
　主要８種の食物アレルゲンの各々に対して特異的なアプタマー配列を選択したら、その
アプタマーの配列を、ＭＢ構造に組み込むことになるであろう。アプタマー配列は、ＭＢ
のループ配列として設計し、結果的にＳＰＮ分子となるであろう。タンパク質が存在する
と、タンパク濃度に応じて、ＳＰＮの蛍光シグナルが変化するであろう。
【０２９６】
　様々なＳＰＮの結合感度及び特異性を評価及び最適化するために、それらの結合親和性
を、様々な食品マトリックス（表７を参照）で試験し、ＥＬＩＳＡキット試験と比較する
ことになる。緩衝液中のＭｇＣｌ２：ＫＣｌ比を変更し、選択したアプタマーの結合親和
性及び選択性を最適化する。ＭｇＣｌ２が存在すると、Ｔｍがより高くなり、ステム－ル
ープ構造の形成が有利となり、ＮａＣｌ又はＫＣｌを添加すると、活性ＳＰＮタンパク結
合が有利となる。また、非操作アプタマーを試験し、選択後の操作アプタマーと比較する
。結合親和性が低い場合、隣接配列の長さを変化させ、二重らせんに化学修飾又はミスマ
ッチを加えて、非結合構造を増加／減少させる。こうした修飾がうまくいかない場合、選
択した配列から異なる配列を選択して操作する。
【０２９７】
　このプロセスにより、８種のアレルゲン（つまり、小麦、卵、ミルク、ピーナッツ、ツ
リーナッツ、魚、甲殻類、及び大豆）全てに対する配列全てを選択し、最上位の５つの配
列を、それらのＫｄ値に基づいて評価することになり、それを、８種のアレルゲンの各々
に対するＳＰＮとして操作する。これら配列の結合親和性は、非操作配列と比べて著しく
高くはないであろう。
【０２９８】
　実施例１０：デバイス試料採取機構の確立及び最適化
　試料採取機構を更に最適化して、信頼性が高く、再現性があり、様々な食品マトリック
ス間で精度が高い食品試料採取を確実なものにする。
【０２９９】
　試料採取プロセス
　食品試料の分析は、標的試料に試料収集プローブを挿入することにより開始される。試
料を収集している間、針の内部にあるドリルビットがモータにより回転し、スクリューポ
ンプ（アルキメデス型スクリューとしても知られている）として機能する。ドリルビット
の「チップクリーニング」作用は、標的試料の小片を捕捉し、収集針から混合チャンバの
中間へとそれらを移送する役目を果たす。この機構は、１回転で特定量の食品を試料採取
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するように最適化されるであろう。くり抜き能力は、広範な食品のテキスチャーで試験し
、最適化されるであろう。
【０３００】
　消化及びタンパク質抽出
　標的試料の小片が収集され、混合チャンバに送達されたら、シリンジポンププランジャ
ーが押し込まれる。これにより、消化緩衝液が混合チャンバ内へと注入される。これによ
り、消化緩衝液が、一方向バルブ１４２２から混合チャンバ内へと注入される。一方向バ
ルブ１４２４は、検出チャンバ内への逆流を防止する向きに配置されており、その機能は
ステップ３で説明されるであろう。消化緩衝液が混合チャンバに送達されると、混合モー
タは、所定の時間及び速度プロファイルに従って混合スピンドルを回転させ、試料を適切
に均質化し、目的の構成生体分子を放出させる。駆動モータが、モータ取り付け地点に取
り付けられており、これは、第１のステップ中でドリル用ビットスクリューポンプを回転
させるものと同じモータである。
【０３０１】
　混合ユニットのＲＰＭ、トルク、並びにブレード配置を最適化して、様々な食品テキス
チャーの十分な均質化を確実にすることになる。抽出緩衝液と食品試料との比率を振って
、食品試料を希釈せずに、高レベルのタンパク質を抽出することになる。
【０３０２】
　ろ過
　試料を消化及び均質化したら、以前に押し込んだシリンジポンププランジャーを引く出
すことにより、それを精製フィルタを介して検出チャンバ内へと通過させなければならな
い。しかしながら、この時、一方向バルブ１４２４は、材料が混合チャンバから出て逆流
することを阻止する役目を果たし、一方向バルブ１４２２は、精製フィルタに陰圧をかけ
るために開放され、それにより試料は検出チャンバ内へと引き出される。疎水性フィルタ
が、検出チャンバの出口に設置されており、あらゆる邪魔なガスを通過させつつ、目的試
料の漏出を防止する。試料が検出チャンバに存在すれば、分析ユニットは、試料の調査を
実施し、測定値をユーザに報告することができる。
【０３０３】
　ろ過ユニットは、残屑を除去することができるだけでなく、アレルゲンタンパク質を濃
縮することもできる。ほとんどの食物アレルゲンは、７０ＫＤａ未満である。閾値が１０
０ＫＤａである膜を使用して、本発明者らは、本発明者らの試料中のアレルゲンタンパク
質を大幅に濃縮することになるが、それには、極めて高い圧力（１００ｐｓｉ）が必要と
なるであろう。様々な細孔径（０．２、０．１、０．０３、及び０．０１ｕｍ）を有する
フィルタを試験し、逆浸透膜と比較することになる。
【０３０４】
　フィルタ及び一方向バルブが戦略的に配置されている独自構成の循環ループは、シリン
ジポンププランジャーを、数サイクルにわたって引き出し及び押し込んで、十分な試料物
質が検出チャンバに送達されることを確実にすることができることを意味する。また、試
料の輸送には、混合モータは別として、たった１つの追加の精密ステッピングモータ／制
御モータしか必要としないことを意味する。そうでなければ、消化緩衝液を送達するのに
１つのモータが必要とされ、試料を検出チャンバ内へと引き出すのに別のモータが必要と
されるであろう。各々に追加モータがあると、デバイス全体のサイズ、重量、コスト、及
び電力消費が増加するため、この有益性は重要である。
【０３０５】
　第１のステップで試料が収集されたら、その後のステップは全て、分析ユニットの制御
下で自動的に実施されるように設計されており、更なるユーザとのやりとりは必要とされ
ない。
【０３０６】
　こうした最適化により、単一ステップであり、測定が正確で、再現性のある機構である
食品試料採取機構が確立される。タンパク質抽出は、１分以内に終わるであろう。
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　実施例１１：シグナル発生ポリヌクレオチドの設計
　以下の方法を使用して、シグナル発生ポリヌクレオチドを遺伝子操作する。
【０３０７】
　まず設計用のポリヌクレオチドを選択する。その後、選択したポリヌクレオチドの三次
元折り畳みを、ｍＦＯＬＤソフトウェア（Ｍｉｃｈａｅｌ　Ｚｕｋｅｒ＆Ｎｉｃｋ　Ｍａ
ｒｋｈａｍ（著作権）、Ｒｅｎｓｓｅｌａｅｒ　Ｐｏｌｙｔｅｃｈｎｉｃ　Ｉｎｓｔｉｔ
ｕｔｅ、Ｔｈｅ　ＲＮＡ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ、Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ａｒｔｓ　ａｎ
ｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｓｔａｔｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　
ａｔ　Ａｌｂａｎｙ内、ＳＵＮＹ　Ａｌｂａｎｙ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ＩＴ　Ｇｒｏｕｐ
が支援）を使用して実施する。
【０３０８】
　その後、４～１８又は４～１２のヌクレオチド配列を、初期折り畳み分析を行ったポリ
ヌクレオチドの３’に付加する。この付加ヌクレオチド配列は、部分的に又は全体が、初
期ポリヌクレオチドの５’末端の配列に逆方向相補的である配列である。
【０３０９】
　その後、最初のポリヌクレオチド及び付加ポリヌクレオチドを含む、その結果生じたシ
グナル発生ポリヌクレオチドの三次元構造を、ｍ－ＦＯＬＤで分析する。熱力学パラメー
タ又は構造パラメータの選択を含む場合があるｍＦＯＬＤ分析に基づき、選択候補を選択
する。幾つかの実施形態では、更なる試験のために選択された完全ポリヌクレオチド配列
は、５’末端及び３’末端が互いに結合されている閉ステム－ループ構造を形成し、ΔＧ
が最も低いポリヌクレオチド配列である。
【０３１０】
　実施例１２：様々な抽出緩衝液を使用したタンパク質抽出及びアレルゲン回収の試験
　実施例７に提案されているように、様々な化学成分を有する様々な消化／抽出緩衝液を
、アレルゲン検出用の独占所有できる抽出緩衝液を見出すために試験及び比較した。この
ユニバーサル抽出緩衝液は、タンパク質抽出及びアレルゲン回収を最大化することができ
る。ユニバーサル抽出緩衝液は、任意のアレルゲン及びあらゆる食品（例えば、加工前又
は加工後）に適用可能であろう。加えて、ユニバーサル抽出緩衝液は、シグナル発生ポリ
ヌクレオチド（ＳＰＮ）結合親和性を向上させ、非特異性の結合を最小限に抑え、信号雑
音比を増加させることができる。
【０３１１】
　系統的な実験を設計して、様々な抽出緩衝液の全タンパク質抽出及び特定アレルゲン回
収を比較した。Ｔｒｉｓ系緩衝液、ＰＢＳ系緩衝液、及びＮｅｏｇｅｎ（登録商標）ＥＬ
ＩＳＡ抽出緩衝液を試験し、互いに比較した。実験で使用した緩衝液は、表８に列挙した
。最大のタンパク質回復及びＳＰＮ検出性能を達成するために、Ｔｒｉｓ系緩衝液及びＰ
ＢＳ系緩衝液に様々な改変を実施して、緩衝液条件を最適化した。
【０３１２】
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【表８】

【０３１３】
　実験のセットアップ：様々な濃度のアレルゲン（例えば、グルテン）を、ベーキング前
又はベーキング後のケーキにスパイクした。また、普通のパン、無グルテン（ＧＦ）パン
、及び無グルテンケーキを食品源として使用し、様々な試験抽出緩衝液を用いてアレルゲ
ン回収を試験した。様々な抽出緩衝液を食品試料に添加した（緩衝液の配合は、上記の表
に記載されている通りであった）。１：２０（０．５ｇの試料及び１０ｍｌの緩衝液）、
１：１０（０．５ｇｒの試料及び５ｍｌの緩衝液）、１：５（０．５ｇｒの試料及び２．
５緩衝液）を始めとして、様々な試料対緩衝液比を試験した。また、本発明者らは、試料
サイズを増加させ、緩衝液を２．５ｍｌで一定に維持しようと試みた。食品試料は、２．
５ｍｌ緩衝液中０．５、１、１．５、２、及び２．５ｇｒであった。緩衝液を有する食品
試料を、ｇｅｎｔｌｅＭＡＣ又は手持ちホモジナイザーを使用して均質化した。均質化さ
れた溶液は、室温で１５分間放置して堆積物を沈降させるか、又は５０００ｒｐｍで５分
間遠心分離したかのどちらかであった。上澄み水溶液を収集し、更なる分析用に新しいチ
ューブに移した。全タンパク質抽出物を、ＢＣＡ　ｐｉｅｒｃｅキットを使用して、又は
全窒素試験（試験ストリップ）で試験した。特定アレルゲン回収率は、市販のＥＬＩＳＡ
キットを使用して試験した。卵及びピーナッツ試料について、特異的ＳＰＮを同様に試験
した。
【０３１４】
　比較すると、ＰＢＳ系緩衝液では、図１５に示されているように、βメルカプトエタノ
ールを付加しても、全タンパク質抽出は増加しなかったが、１０％ＥｔＯＨを付加すると
、全タンパク質抽出が増加した。
【０３１５】
　様々なｐＨ値及び添加剤を有するＴｒｉｓ系緩衝液を、Ｎｅｏｇｅｎ（登録商標）グル
テン抽出緩衝液と比較した。結果は、ｐＨ８．０、５ｍＭ　ＥＤＴＡ、及び２０％ＥｔＯ
Ｈを有するＴｒｉｓ緩衝液が（図１６ではＤＯＴＳ緩衝液と表記されている）、Ｎｅｏｇ
ｅｎ（登録商標）グルテン抽出緩衝液と比較して、より良好なグルテン回収率をもたらし
たことを示した。更に、ベーキング後のグルテン回収は、Ｔｒｉｓ緩衝液（ｐＨ８．０、
５ｍＭ　ＥＤＴＡ、及び２０％ＥｔＯＨ、ＤＯＴＳ緩衝液として）を用いると２００％増
加したが、Ｎｅｏｇｅｎ（登録商標）緩衝液（図１６）では回収されなかった。更に、こ
の比較は、いずれかの緩衝液で１：５０に希釈した後のベーキング前のものから回収され
たグルテンは、希釈され過ぎて検出することができないことを示唆した。また、ｐＨ８．
０の１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ緩衝液は、ｐＨ７．４のＴｒｉｓ緩衝液よりも良好であり、Ｅ
ＤＴＡ（５ｍＭ）及び１０％ＥｔＯＨを添加すると、全タンパク質抽出が向上したことが
示されている。
【０３１６】
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　抽出緩衝液を更に最適化するために、Ｔｒｉｓ系緩衝液を、表５）に列挙されているよ
うな様々な塩及び添加剤で更に改変した。各改変Ｔｒｉｓ系ｐＨ８．０緩衝液の成分は、
表９に示されている。
【０３１７】
【表９】

【０３１８】
　図１７には、緩衝液Ａ～Ｆを使用したグルテン回収が示されている。その後、緩衝液Ａ
を更に改変して、ゼラチン濃度を０．５％に減少させた。そのように減少させたことによ
り、より容易にろ過を行うことができる。この改変緩衝液は、緩衝液Ａ＋と表記されてい
る。試験では、ベーキング前及びベーキング後のケーキを、４０μｇ／１００μｌグルテ
ンでスパイクした。ベーキングしたものを、緩衝液Ａ＋又はＮｅｏｇｅｎ（登録商標）抽
出緩衝液のいずれかで抽出し、抽出試料を、検出用のＥＬＩＳＡキットの線形範囲に入る
ように、試料に応じて１：１０、１：１００、又は１：１０００の比率で希釈した。図１
８（Ａ及びＢ）は、緩衝液Ａ＋のみが、スパイクしたグルテンの約７～１０％を回収する
ことができることを示していた。図５は、緩衝液Ａ＋を使用したミルクアレルゲンの回収
率を示していた。緩衝液Ａ＋を使用した場合、ミルクアレルゲンをスパイクしたベーキン
グ前のもの及びベーキング後のもののそれぞれ１０％及び１００％が回収された。Ｎｅｏ
ｇｅｎ（登録商標）ＥＬＩＳＡ抽出緩衝液は、緩衝液Ａ＋と同様の回収率をもたらした（
図１９）。
【０３１９】
　緩衝液Ａ＋の抽出能力を、グルテン、甲殻類、カシュー、ピーナッツ、大豆、及びミル
ク等の他の一般的なアレルゲンを用いて試験し、Ｎｅｏｇｅｎ　ＥＬＩＳＡ緩衝液と比較
した。結果は、図２０（Ａ及びＢ）に示されている。
【０３２０】
　別の一連の試験では、ＰＢＳ系緩衝液を、表５に列挙されている様々な塩及び添加剤を
用いて更に改変した。改変ＰＢＳ系緩衝液を、Ｐ＋緩衝液又はＰ－緩衝液と表記した。Ｐ
＋緩衝液及びＰ－緩衝液の成分は、表１０に列挙されている。
【０３２１】
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【表１０】

【０３２２】
　Ｐ＋緩衝液及びＰ－緩衝液によるアレルゲン回収を、ベーキング前ものもの及びベーキ
ング後のものを用いて試験した。図２１Ａ及び２１Ｂは、それぞれベーキング前ものもの
及びベーキング後のものでのアレルゲン回収率を示していた。
【０３２３】
　ＰＢＳ緩衝液を更に改変して、アレルゲン回収率を増加させた。改変には、ＭｇＣｌの
濃度を低下させること、及び別の塩ＫＣｌを添加することが含まれる。Ｋ緩衝液と表記さ
れている改変ＰＢＳ系緩衝液の成分は、表１１に列挙されている。
【０３２４】

【表１１】

【０３２５】
　試験結果によると、Ｋ緩衝液は、アレルゲン回収率を著しく増加させることができ、試
験したあらゆるアレルゲン及び食品源全て（例えば、ベーキング前及びベーキング後）に
適用可能であることが示唆される（表１２を参照）。
【０３２６】
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【表１２】

【０３２７】
　Ｅｌｕｔｉｏｎ　ＥＬＩＳＡ緩衝液（Ｅｌｕｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社　
Ｎｅｏｇｅｎ社、及びＢｉｏＣｈｅｃｋ社）と比較すると、Ｋ緩衝液は、Ｅｌｕｔｉｏｎ
緩衝液と同等の抽出能力を有する（図２２Ａ及びＢ）。
【０３２８】
　Ｔｒｉｓ系緩衝液は、通常、オリゴヌクレオチド結合実験に好ましいという事実を考慮
して、Ｋ緩衝液中のＰＢＳ成分をＴｒｉｓ　ｐＨ　８．０と置換して、Ｔ緩衝液を生成す
る。Ｔ緩衝液中の成分は、表１３に列挙されている。アレルゲン回収並びにＳＰＮ結合に
対するＴｒｉｓ塩基の影響を試験した。図２３では、Ｋ緩衝液、Ｔ緩衝液、及びＥｌｕｔ
ｉｏｎ　ＥＬＩＳＡ緩衝液でのカシューアレルゲン回収を比較した。
【０３２９】
【表１３】

【０３３０】
　実施例１３：様々な抽出緩衝液を使用したＳＰＮ結合親和性の試験
　様々な抽出緩衝液のアレルゲン回収率を試験した後、ＳＰＮ媒介性アレルゲン検出用の
ユニバーサル抽出緩衝液を開発するために、様々な緩衝液で回収したアレルゲンに対する
シグナルポリヌクレオチド（ＳＰＮ）結合親和性を試験及び比較した。
【０３３１】
　リゾチームＳＰＮ（ＭＢ４、ＭＢ５、及びＭＢ６）を使用して、一連の結合アッセイを
実施した。実験手順：食品試料を上述のように均質化し、概して２．５ｍｌの緩衝液を０
．５食品試料に添加した。試料を均質化し、遠心分離した。２５ｕｌの試料を、９６平底
ウェルプレートに添加した。特異的ＳＰＮを、１００ｕＭ濃度に再懸濁し、２５ｕｌのＳ
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ＰＮをプレートに添加した。終濃度は５０ｕＭであった。試料を、青色レーザを使用する
ＧｌｏＭａｘ（登録商標）Ｐｒｏｍｅｇａ（登録商標）プレートリーダで直ちに測定した
。（検出は、緩衝液のみ及びスパイク無しのバックグラウンドを差し引いたＦＩＴＣの強
度として定量化した）。
【０３３２】
　シグナルポリヌクレオチドＭＢ４、ＭＢ５、及びＭＢ６の配列は、下記に示されている
：
　ＭＢ４：５’フルオレセイン－ＴＧＣＡＧＣＴＡＡＧＣＡＧＧＣＧＧＣＴＣＡＣＡＡＡ
ＡＣＣＡＴＴＣＧＣＡＴＧＣＧＧＣＴＧＣＡ－ダブシル－３’（配列番号１３）
　ＭＢ５：５’フルオレセイン－ＴＧＣＡＧＣＴＡＡＧＣＡＧＧＣＧＧＣＴＣＡＣＡＡＡ
ＡＣＣＡＴＴＣＧＣＡＴＧＣＧＧＣＣＴＧＣＡ－ダブシル－３’（配列番号１４）
　ＭＢ６：５’フルオレセイン－ＴＧＣＡＧＣＴＡＡＧＣＡＧＧＣＧＧＣＴＣＡＣＡＡＡ
ＡＣＣＡＴＴＣＧＣＡＴＧＣＧＧＣＧＣＴＧＣＡ－ダブシル－３’（配列番号１５）
　図２４及び２５には、卵白に対するＭＢ６結合親和性に対する、Ｐ＋緩衝液及びＰ－緩
衝液の影響が比較されている。Ｐ＋緩衝液及びＰ－緩衝液の結合曲線が類似していること
は（図２５）、抽出緩衝液中のゼラチンの存在は、タンパク質抽出に非常に重要であるが
、ゼラチンの影響は、ＳＰＮの結合には重要ではないことを示唆する。図１０に示されて
いるように、Ｐ＋緩衝液は、卵白に対するＳＰＮの結合親和性を減少させる。しかしなが
ら、この結果は、Ｋ緩衝液が、卵白に対するＳＰＮの結合親和性を増加させることができ
ることを示唆する（図２６）。Ｔ緩衝液中の純粋な卵白タンパク質に対するＳＰＮ結合親
和性と比較して、Ｋ緩衝液は、より低いリゾチームレベルの検出を可能にすることができ
る（図２７）。同様に、Ｔ緩衝液は、チョコレートケーキ（図２８）、及びトゥインキー
（ＴＷＩＮＫＩＥ（商標））等の卵を含有する食品（図２９）にスパイクしたより低レベ
ルのリゾチームの検出を可能にする。
【０３３３】
　また、Ａｒａ　Ｈ１　ＳＰＮ（ＭＢ７及びＭＢ９）の結合親和性を、Ｋ緩衝液で試験し
た。シグナルポリヌクレオチドＭＢ７及びＭＢ９は、それぞれ以下の配列を有するように
設計した。
ＭＢ７：５’フルオレセイン－ＴＣＧＣＡＣＡＴＴＣＣＧＣＴＴＣＴＡＣＣＧＧＧＧＧＧ
ＧＴＣＧＡＧＣＴＧＡＧＴＧＧＡＴＧＣＧＡＡＴＣＴＧＴＧＧＧＴＧＧＧＣＣＧＴＡＡＧ
ＴＣＣＧＴＧＴＧＴＧＣＧＡＡ　ＴＧＴＧＣＧＡ　ダブシル－３’（配列番号１６）
ＭＢ９：５’フルオレセイン－ＴＣＧＣＡＣＡＴＴＣＣＧＣＴＴＣＴＡＣＣＧＧＧＧＧＧ
ＧＴＣＧＡＧＣＴＧＡＧＴＧＧＡＴＧＣＧＡＡＴＣＴＧＴＧＧＧＴＧＧＧＣＣＧＴＡＡＧ
ＴＣＣＧＴＧＴＧＴＧＣＧＡＡ　ＡＡＴＧＴＧＣＧＡ　ダブシル－３’（配列番号１７）
　ＭＢ７及びＭＢ９は両方とも、ピーナッツアレルゲンと特異的に結合することができる
が、卵白及びオボムコイドには結合しない（ＭＢ７は図３０Ａ並びにＢ、及びＭＢ９は図
３１Ａ並びにＢ）。
【０３３４】
　また、食品マトリックス中のピーナッツアレルゲンに対するＭＢ７及びＭＢ９結合親和
性に対するＫ緩衝液の影響を試験した。様々な量のピーナッツ粉末を、ベーキング前又は
ベーキング後のいずれかのマグケーキマトリックスにスパイクした。Ｋ緩衝液を使用して
アレルゲンを回収し、抽出した試料を、ＳＰＮ（つまり、ＭＢ７又はＭＢ９）検出前に希
釈した。図３２（Ａ及びＢ）は、ＭＢ７が、抽出緩衝液としてＫ緩衝液を使用した場合、
ベーキング前又はベーキング後のケーキにスパイクした低ｐｐｍレベルを検出することが
できることを示していた。同様に、図３３（Ａ及びＢ）に示されているように、ＭＢ９も
、抽出緩衝液としてＫ緩衝液を使用した場合、ベーキング前又はベーキング後のケーキに
スパイクした低ｐｐｍレベルを検出することができる。ＥＬＩＳＡアッセイ検出によるア
レルゲン回収率と比較して、ＭＢ７及びＭＢ９は両方とも、Ｋ緩衝液を抽出緩衝液として
使用した場合、ピーナッツ回収率を著しく増加させる（図３４）。
【０３３５】
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　商業的に加工された食品も試験した。結果は、ＭＢ７及びＭＢ９は、Ｋ緩衝液を抽出緩
衝液として使用した場合、プレッツェル及びアイスクリーム等の加工食品中の希釈ピーナ
ッツアレルゲンを検出することができることを示す（図３５）。
【０３３６】
　また、純粋なピーナッツタンパク質に対するＭＢ９結合親和性に対するＫ緩衝液及びＴ
緩衝液の影響を比較するための試験を実施した。図３６に示されるように、Ｔ緩衝液は、
より低いＡｒａＨ１レベルの検出を可能にすることができる。
【０３３７】
　その後、本発明者らは、様々な反応時間でＳＰＮ検出シグナルを更に試験し、０分での
即時検出シグナルが、３０分時点でのシグナルとそれほど変わらないことを見出した。図
３７Ａ及びＢは、ＭＢ７及びＭＢ９の即時検出シグナルが、３０分時点でのシグナルと類
似することを示していた。
【０３３８】
　実施例１４：ＳＰＮ結合親和性に対する物理的妨害の影響の試験
　その後、本発明者らは、試料サイズ、タンパク質試料の調製方法、及び物理的なプログ
ラム、及びアレルゲン回収に対するそれらの影響、及びアレルゲンに対するＳＰＮ結合親
和性を更に試験した。
【０３３９】
　実験手順
　食品試料及びサイズ：０．５ｇ、１ｇ、１．５ｇ、及び２ｇのトゥインキー（ＴＷＩＮ
ＫＩＥ（商標））、バニラプリン、及びスパイクした牛肉を試験に使用した。
【０３４０】
　分離装置：ＧｅｎｔｌｅＭＡＣ、ｍｉｎｉＭＡＣ、低ワット及び高ワットの連続分離装
置を使用して食品試料を処理した。ｇｅｎｔｌｅＭＡＣのタンパク質プログラムを使用し
て、タンパク質試料を調製した。
【０３４１】
　抽出緩衝液：実施例１１及び１２で考察されているＴ緩衝液を、タンパク質抽出及びア
レルゲン回収に使用した。
　ろ過：残屑を除去し、試料を濃縮し、特定サイズのタンパク質を濃縮するために、試料
を処理した後、ろ過手順を実施した。
【０３４２】
　試験結果
　全ての試料サイズでミルクアレルゲン回収に著しい差はないことが示されている（図３
８Ａ～Ｃ）。しかしながら、リゾチームに対するＭＢ５結合は、より大きな試料サイズで
低下した（図３９）。
【０３４３】
　様々な分離装置及びタンパク質プログラムを試験した。結果は、様々な食品間で変動性
が高いことを示唆する。例えば、使用する分離装置が異なると、鶏肉、トゥインキー（Ｔ
ＷＩＮＫＩＥ（商標））、及び糖衣からのミルクアレルゲン回収も異なる（図４０Ａ～Ｃ
）。リゾチームに対するＭＢ５の結合は、他の分離装置と比較して、ｇｅｎｔｌｅＭＡＣ
を用いた場合に、最も高かった。しかしながら、低ワットＣｏｎｔｉｕｕｍ分離装置は、
ｇｅｎｔｌｅＭＡＣとそれほど変わらなかった（図４１）。
【０３４４】
　実施例１５：８種の食物アレルゲン用に選択及び設計されたシグナルポリヌクレオチド
　食物アレルゲンを検出することができるアプタマーに基づくシグナルポリヌクレオチド
をスクリーニング、選択、及び遺伝子操作する際の基本実験設計は、実施例９及び１１に
記載されている。そのような選択及び設計手順の後、ＳＥＬＥＸ法に基づくｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏスクリーニング実験を実施し、カウンタ標的（非標的タンパク質の組み合わせ）より
も、卵、グルテン、ミルク、大豆、魚、ピーナッツ、カシュー、及び甲殻類を含むアレル
ゲン標的に対して結合するアプタマーを選択し、標的食物アレルゲンを検出するそれらの
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能力について更に遺伝子操作した。
【０３４５】
　実験プロセス
　種々のＲＮＡライブラリーを使用し、２３℃にて、１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ［ｐＨ８］、
５ｍＭ　ＥＤＴＡ、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１０ｍＭ　ＭｇＣｌ２、０．１％ＳＤＳ、０
．１％ゼラチン、１％ＮＰ－４０（Ｔｅｒｇｉｔｏｌ）、０．５％デオキシコラートナト
リウムを含む選択緩衝液中での結合能力について選択した。所与の選択ラウンドは、ＲＮ
Ａライブラリーメンバーをいずれかの緩衝液のみでインキュベート（ネガティブ選択）す
ることから始め、その後応答しなかった（つまり、切断しなかった）ライブラリーの部分
を収集した。各ラウンドの第２の部分（必要な場合）は、前のネガティブ選択ステップに
由来する非応答分子を、非陽性標的（カウンタとして）の完全な組み合わせと共に、又は
再び第２のネガティブ選択を行うために選択緩衝液のみと共にインキュベートすることを
含んでいた。もう一度、非応答性（非切断）分子を収集するであろう。各ラウンドの最終
ステップは、前のステップに由来する物質を、陽性標的（必要に応じて、アレルゲンの各
々）と共に緩衝液中でインキュベートし、その後、応答物質（つまり、切断されたＲＮＡ
）を収集することを含む。各ラウンドの後で、逆転写によるｃＤＮＡの生成、ＰＣＲによ
るライブラリー増幅、及び転写によるＲＮＡライブラリーの再生成を行った。多様なラン
ダム配列の初期ライブラリーを、再度、プロジェクトに応じて、様々な連続ラウンドの選
択（つまり、ネガティブ、カウンタ、及びポジティブ選択）にかけ、増幅されたライブラ
リーを３つの画分に分割して、並列評価を実施した。並列評価は、増幅ライブラリーの３
分の１を選択緩衝液のみに、別の３分の１を選択緩衝液中のカウンタ標的複合体に、及び
増幅ライブラリーの最後の３分の１を緩衝液中の標的アレルゲンに同時に接触させること
を含む。標的アレルゲン及びカウンタ標的の両方と無差別に反応するか、又は標的アレル
ゲンが存在しなくとも依然として応答を生成するあらゆる残留ＲＮＡ分子を、更なる分析
のために特定し、廃棄した。
【０３４６】
　並列評価後の増幅ＲＮＡライブラリーを、ＰＡＧＥゲル評価に供した。４０ｐｍｏｌｅ
の増幅ライブラリーを、選択緩衝液中の陰性標的（緩衝液のみ）、カウンタ標的、又は標
的アレルゲンのいずれかと別々に接触させた。２３℃で５分間インキュベーションした後
、陽性応答（つまり、切断）物質を示すライブラリーを収集し、エタノール沈殿し、逆転
写し、配列決定及びバイオインフォマティクス分析のためにＰＣＲ増幅した。
【０３４７】
　選択されたアプタマー
　一連のアプタマー配列を選択し、カシュー、ピーナッツ、魚、ミルク、大豆、グルテン
、卵、及び甲殻類を含む８種の異なる食物アレルゲンを検出するためのシグナルポリヌク
レオチドとして更に設計を行った。６つの異なるシグナルポリヌクレオチドを、それぞれ
、カシュー、ピーナッツ、魚、卵、及びグルテンを検出するために選択し、５つを、それ
ぞれ、ミルク、大豆、及び甲殻類を検出するために選択した。これらシグナルポリヌクレ
オチドの配列は、表１４に列挙されている。表１４にＳＰＮとして表示されているアプタ
マー（各シグナルポリヌクレオチドの結合領域）に加えて、プライマー対を含む元の配列
が、表１４にＲｉｂｏ－ＳＰＮとして表示されているシグナルポリヌクレオチド（つまり
、リボスイッチ配列）を設計するための開始配列として列挙されている。その後、各食物
アレルゲンについて選択されたアプタマーの５’端部及び３’末端の１つ又は両方のいず
れかを更に修飾して、結合親和性を最適化する。また、修飾配列の幾つかは、表１４に含
まれており、ＳＰＮ－ｃｏｍｐと表示されている。５’末端にフルオレセイン（例えば、
ＦＩＴＣ／ＦＡＭ分子）及び３’端部にクエンチャーを有することが意図されている修飾
配列は、本明細書に記載のようにアレルゲン検出を試験することになるシグナルポリヌク
レオチドである。また、実施例１０に記載の設計手順に従って、各々の設計されたシグナ
ルポリヌクレオチドの三次元構造を予測する。熱力学データは全て、表１５を参照された
い。
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