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(57)【要約】
本出願は、インフルエンザAおよび/もしくはインフルエ
ンザBを検出するための方法、ならびに/または病原性イ
ンフルエンザA亜型と季節性インフルエンザA亜型を区別
するための方法を記載する。これらの好ましい様式の多
くは、インフルエンザAおよび/またはインフルエンザB
の存在を検出するために、汎特異的抗体（即ち、インフ
ルエンザ型内の全ての株または少なくとも複数の株と反
応する抗体）を使用し、かつ病原性インフルエンザA亜
型と季節性インフルエンザA亜型を区別するために、イ
ンフルエンザAに対する汎特異的抗体と組み合わせて、P
DZドメインを使用する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の工程を含む、インフルエンザAを検出する方法：
　（a）対象由来の試料を、インフルエンザAの病原性亜型のNS1タンパク質のPLに特異的
に結合するPDZドメインと接触させる工程；
　（b）試料における病原性インフルエンザA亜型の存在または不在を決定するために、試
料における病原性インフルエンザAのNS1タンパク質に対するPDZドメインの特異的な結合
の存在または不在を検出する工程；
　（c）患者試料を、インフルエンザAの季節性亜型のNS1タンパク質のPLに特異的に結合
するPDZドメインと接触させる工程；および
　（d）試料における季節性インフルエンザA亜型の存在または不在を決定するために、季
節性亜型インフルエンザAのNS1タンパク質に対するPDZドメインの特異的な結合の存在ま
たは不在を検出する工程。
【請求項２】
　インフルエンザAの病原性亜型のNS1タンパク質のPLに特異的に結合するPDZドメインが
、PSD95ドメインである、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　インフルエンザAの季節性亜型のNS1タンパク質のPLに特異的に結合するPDZドメインが
、INADLドメイン8である、請求項1記載の方法。
【請求項４】
　試料が口部で（orally）得られる試料である、請求項1記載の方法。
【請求項５】
　対象が、インフルエンザの症状を示すヒトである、請求項1記載の方法。
【請求項６】
　NS1タンパク質に結合する抗体と試料とを接触させ、かつ両者ともNS1タンパク質に特異
的に結合しているPSD95 PDZドメインと前記抗体との複合体を検出するサンドイッチアッ
セイによって、NS1タンパク質に対するPSD95 PDZドメインの特異的な結合が検出される、
請求項1記載の方法。
【請求項７】
　両者ともNS1タンパク質に特異的に結合しているINADL PDZドメインと抗体との複合体を
検出するサンドイッチアッセイによって、NS1タンパク質に対するINADL PDZドメインの特
異的な結合が検出される、請求項1記載の方法。
【請求項８】
　PSD95の少なくとも一つのPDZドメインが、PSD95のPDZドメイン2を含む、請求項1記載の
方法。
【請求項９】
　少なくとも一つのPDZドメインが、少なくとも3コピーのPSD95ドメイン2を含む、請求項
1記載の方法。
【請求項１０】
　少なくとも一つのPDZドメインが、PSD95のドメイン1、2、および3を含む、請求項1記載
の方法。
【請求項１１】
　INADLの少なくとも一つのPDZドメインが、INADLのドメイン8を含む、請求項1記載の方
法。
【請求項１２】
　INADLの少なくとも一つのPDZドメインが、3コピーのINADLドメイン8を含む、請求項1記
載の方法。
【請求項１３】
　工程（b）または（d）におけるPDZドメインの特異的な結合の存在を検出する工程が、
特異的な結合の程度を検出することを含み、かつ該特異的な結合の程度が、試料中のイン
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フルエンザAの病原性亜型（工程b）または季節性亜型（工程d）の量の指標となる、請求
項1記載の方法。
【請求項１４】
　インフルエンザAの病原性亜型のNS1タンパク質のPLに特異的に結合するPDZドメインが
、PSD95ドメインであり；
　インフルエンザAの季節性亜型のNS1タンパク質のPLに特異的に結合するPDZドメインが
、INADLドメイン8であり；
　PSD95ドメインの特異的な結合の存在、およびINADLドメイン8の特異的な結合の不在、
またはINADLドメイン8の特異的な結合と比べてより強いPSD95ドメインの特異的な結合に
よって、試料が病原性インフルエンザA亜型H5N1を含むことが示され；かつ
　INADLドメイン8の特異的な結合の存在、およびPSD95ドメインの特異的な結合の不在、
またはPSD95ドメインの特異的な結合と比べてより強いINADLドメインの特異的な結合によ
って、試料が季節性インフルエンザA亜型H3N2もしくはH1N1を含むことが示される、
請求項1記載の方法。
【請求項１５】
　PSD95ドメインがドメイン2であり、かつPSD95ドメイン2の特異的な結合の存在、および
PSD95ドメイン2と比較して相対的により強いINADLドメインの特異的な結合によって、試
料が季節性インフルエンザA亜型H1N1を含むことが示され、かつINADLドメイン8の特異的
な結合の存在と組み合わせたPSD95ドメイン2の特異的な結合の不在によって、試料が季節
性インフルエンザA亜型H3N2を含むことが示される、請求項14記載の方法。
【請求項１６】
　以下の工程を含む、インフルエンザAを検出する方法：
　対象由来の試料を、インフルエンザAのNS1タンパク質の異なるエピトープに結合する第
一および第二の汎特異的抗体と接触させる工程；
　インフルエンザAの存在または不在を示すために、第一および第二の抗体とNS1タンパク
質との間の複合体の存在または不在を検出する工程。
【請求項１７】
　第一および第二の抗体が各々、SEQ ID NO：1の残基8～21位、9～20位、29～38位、また
は45～49位内のエピトープに結合する、請求項16記載の方法。
【請求項１８】
　第一および第二の抗体が、F64 3H3、F68 8E6、F64 6G12、F68 10A5、F80 7E8、F80 8F6
、F80 9B1、F81 1C12、F81 1F3、F81 4D5、およびF64 1A10からなる群より選択される異
なる抗体と競合する、請求項16記載の方法。
【請求項１９】
　以下の工程を含む、インフルエンザAを検出する方法：
　対象由来の試料を、インフルエンザAのNS1タンパク質に結合する少なくとも一つの汎特
異的抗体と、少なくとも一つのPDZドメインとに接触させる工程；
　NS1タンパク質に特異的に結合している汎特異的抗体と、少なくとも一つのPDZドメイン
との複合体の存在または不在から、試料におけるインフルエンザAのNS1タンパク質の存在
または不在を検出する工程。
【請求項２０】
　汎特異的抗体が、固相に固定化された捕捉抗体である、請求項19記載の方法。
【請求項２１】
　汎特異的抗体が検出抗体である、請求項19記載の方法。
【請求項２２】
　汎特異的抗体が、NS1タンパク質のエピトープに、SEQ ID NO：1の残基9～20位、29～38
位、または45～49位で特異的に結合する、請求項19記載の方法。
【請求項２３】
　汎特異的抗体がモノクローナルである、請求項19記載の方法。
【請求項２４】
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　汎特異的抗体が、二つのモノクローナルの混合物である、請求項19記載の方法。
【請求項２５】
　汎特異的抗体が、NS1タンパク質に対する特異的な結合に関して、F64 3H3、F68 8E6、F
64 6G12、F68 10A5、F80 7E8、F80 8F6、F80 9B1、F81 1C12、F81 1F3、F81 4D5、および
F64 1A10からなる群より選択される抗体と競合するモノクローナル抗体である、請求項19
記載の方法。
【請求項２６】
　患者試料を、支持体の異なる領域に付着している少なくとも二つのPDZドメインと接触
させる、請求項19記載の方法。
【請求項２７】
　少なくとも二つのPDZドメインが、PSD95ドメインおよびINADLドメインである、請求項1
9記載の方法。
【請求項２８】
　以下の工程を含む、インフルエンザBを検出する方法：
　試料を、インフルエンザBのNS1タンパク質の異なるエピトープに結合する第一および第
二の汎特異的抗体と接触させる工程；
　インフルエンザBの存在または不在を示すために、第一および第二の抗体とNS1タンパク
質との間の複合体の存在または不在を検出する工程。
【請求項２９】
　第一および第二の抗体が各々、SEQ ID NO：4の残基10～28位、40～45位、50～57位、67
～74位、84～100位、154～159位、169～173位、185～191位、212～224位、または226～24
0位内のエピトープへ結合する、請求項28記載の方法。
【請求項３０】
　第一および第二の抗体が、F89 1F4、F94 3A1、およびF89-1F8からなる群より選択され
る異なる抗体と競合する、請求項28記載の方法。
【請求項３１】
　以下の工程を含む、インフルエンザを検出する方法：
　対象由来の試料を、インフルエンザB NS1タンパク質の異なるエピトープに結合する第
一および第二の汎特異的抗体と、インフルエンザA NS1タンパク質の異なるエピトープに
結合する第一および第二の汎特異的抗体とに接触させる工程；
　試料におけるインフルエンザBの存在または不在を示すために、インフルエンザB NS1タ
ンパク質と、それに結合する第一および特異的な汎特異的抗体との間で形成される複合体
の存在または不在を決定し、かつ試料におけるインフルエンザAの存在または不在を示す
ために、インフルエンザA NS1タンパク質と、それに結合する第一および第二の汎特異的
抗体との間で形成される複合体の存在または不在を決定する工程。
【請求項３２】
　患者試料を、インフルエンザAの病原性亜型由来のNS1タンパク質のPLに対して特異的な
PDZドメインと接触させる工程；およびインフルエンザAの病原性亜型の存在または不在を
示すために、インフルエンザAの病原性亜型のNS1タンパク質に対するPDZドメインの特異
的な結合の存在または不在を検出する工程をさらに含む、請求項31記載の方法。
【請求項３３】
　インフルエンザAに対する第一および第二の汎特異的抗体が、それぞれ捕捉抗体および
検出抗体であり、かつNS1タンパク質に対するPDZドメインの特異的な結合の存在が、PDZ
ドメインとNS1タンパク質と検出抗体との間で形成される複合体を検出することにより検
出される、請求項31記載の方法。
【請求項３４】
　患者試料を、インフルエンザの季節性亜型のNS1タンパク質のPLに対して特異的なPDZド
メインと接触させる工程；およびインフルエンザAの季節性亜型の存在または不在を示す
ために、インフルエンザAの季節性亜型のNS1タンパク質に対するPDZドメインの特異的な
結合の存在または不在を検出する工程をさらに含む、請求項31記載の方法。
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【請求項３５】
　少なくとも3コピーのPSD95ドメイン2を含む、ポリペプチド。
【請求項３６】
　PSD95ポリペプチドであって、PSD95ドメイン2のコピーのうちの二つが、PSD95ポリペプ
チドの天然のPDZドメイン1および3に取って代わるものである、請求項35記載のポリペプ
チド。
【請求項３７】
　マルトース結合タンパク質部位が存在してもまたは存在しなくてもよいという条件で、
図14Aに示される配列を有する、請求項36記載のポリペプチド。
【請求項３８】
　少なくとも3コピーのINADLドメイン8を含む、ポリペプチド。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、全ての目的に関して全体が参照により組み入れられる、2007年1月26日出願
の米国特許出願第11/698,798号の一部継続出願である。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　インフルエンザは、オルトミクソウイルス（orthomyxoviridae）科のRNAウイルスによ
って引き起こされる。これらのウイルスは三種類が存在し、かつそれらは、A、BおよびC
型の異なる種類のインフルエンザを引き起こす。インフルエンザウイルスA型ウイルスは
、哺乳動物（ヒト、ブタ、イタチ（ferret）、ウマ）およびトリに感染する。これは、世
界的パンデミックを引き起こしているウイルス種類であるため、これは人類にとって非常
に重要である。インフルエンザウイルスB型（単に、インフルエンザBとしても公知）は、
ヒトのみに感染する。それは時折、インフルエンザの地域的な大発生を引き起こす。イン
フルエンザC型ウイルスも、ヒトのみに感染する。若年の場合、それらは大多数の人間に
感染し、かつ深刻な疾病を引き起こす。
【０００３】
　「Binax NOW FluA and FluB（商標）」（Binax, Inc., Portland, ME）、「Directigen
 Flu A+B（商標）」（Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ）、「Flu OIA（商標）」
（Biostar Inc., Boulder, CO）、「Quick Vue（商標）」（Quidel, Sand Diego, CA）、
「Influ AB Quick（商標）」（Denka Sieken Co., Ltd., Japan）および「Xpect Flu A &
 B」（Remel Inc., Lenexa, KS）のような、インフルエンザ抗原に関する現在の迅速な免
疫診断検査は、報告によれば、インフルエンザAを検出するか、またはインフルエンザAと
Bを区別するかのいずれかが可能である。検査様式の複雑性によって、特別な訓練が必要
とされる場合がある。さらに、陽性検査結果を得るためには、一般に顕著な量のビリオン
粒子が必要であり、これらの使用はウイルス排出が最高レベルにある短い時間に限定され
る。アッセイ感度も、特定のアッセイにおいては変動しやすく、偽陰性の検査結果は最大
20%であり、現在の重大な懸念である（例えば、「WHO recommendations on the use of r
apid testing for influenza diagnosis」2005年7月（非特許文献1）を参照のこと）。逆
転写酵素PCRベースの診断（RT-PCR）は、性能において利点をもたらしているが、難儀で
ありかつ高度に熟練した担当者が必要であるために、現場またはフィールドでの検査を困
難にしている。逆転写酵素が相対的に非効率であるために、効率的にウイルスRNAを検出
するためには顕著な量のウイルス（例えば、104ビリオン粒子）および20ものプライマー
が必要となる場合がある。不都合なことに、RT PCRは流行状況下での対象のハイスループ
ットスクリーニングまたは農業状況下もしくはポイントオブケア状況下での現場使用に対
して容易に適合されない。
【０００４】
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　さらに、新しいインフルエンザ株の複雑性、多様性、および迅速な出現によって、高リ
スク株の診断が困難になっており、かつしたがって、現在では迅速な対応がほぼ不可能で
ある。疫学者にとって、新しい株が発生してPCRのための新しい診断用プライマーの適時
導入に対応し得る場所を予測することは、高い突然変異率および遺伝子再集合に起因する
多様性により、困難である。結果として（現時点では）、インフルエンザの多様性は、複
合PCRアプローチの必要性を決定付ける。2006年10月21日出願のPCT/US06/41748（特許文
献1）、米国特許出願第11/481,411号（特許文献2）、2006年4月14日出願の米国特許出願
第60/792,274号（特許文献3）、2006年2月2日出願の米国特許出願第60/765,292号（特許
文献4）、2005年10月13日出願の米国特許出願第60/726,377号（特許文献5）、および2005
年7月1日出願の米国特許出願第60/696,221号（特許文献6）は、関連する主題（subject m
atter）に向けられており、かつ全ての目的に関してその全体が参照により組み入れられ
る。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】PCT/US06/41748
【特許文献２】米国特許出願第11/481,411号
【特許文献３】米国特許出願第60/792,274号
【特許文献４】米国特許出願第60/765,292号
【特許文献５】米国特許出願第60/726,377号
【特許文献６】米国特許出願第60/696,221号
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】「WHO recommendations on the use of rapid testing for influenza 
diagnosis」2005年7月
【発明の概要】
【０００７】
発明の簡単な概要
　本発明は、インフルエンザAを検出する方法を提供する。本方法は、対象由来の試料を
、インフルエンザAの病原性株のNS1タンパク質のPLに特異的に結合するPDZドメインと接
触させる工程；試料における病原性インフルエンザAの存在または不在を決定するために
、試料における病原性インフルエンザAのNS1タンパク質に対するPDZドメインの特異的な
結合の存在または不在を検出する工程；患者試料を、季節性亜型インフルエンザAのNS1タ
ンパク質のPLに特異的に結合するPDZドメインと接触させる工程；および試料における季
節性亜型インフルエンザAの存在または不在を決定するために、季節性亜型インフルエン
ザAのNS1タンパク質に対するPDZドメインの特異的な結合の存在または不在を検出する工
程を包含する。
【０００８】
　任意で、病原性インフルエンザAのNS1タンパク質のPLに特異的に結合するPDZドメイン
は、PSD95ドメインである。任意で、季節性亜型インフルエンザAのNS1タンパク質のPLに
特異的に結合するPDZドメインは、INADLドメイン8である。任意で、試料は、口部で（ora
lly）得られた試料である。任意で、対象はインフルエンザの症状を示すヒトである。任
意で、NS1タンパク質に対するPSD95 PDZドメインの特異的な結合は、NS1タンパク質に結
合する抗体と試料とを接触させ、かつPSD95 PDZドメインと前記抗体（両者ともNS1タンパ
ク質に特異的に結合している）の複合体を検出するサンドイッチアッセイによって、検出
される。任意で、NS1タンパク質に対するINADL PDZドメインの特異的な結合は、INADL PD
Zドメインと抗体（両者ともNS1タンパク質に特異的に結合している）の複合体を検出する
サンドイッチアッセイによって、検出される。任意で、PSD95の少なくとも一つのPDZドメ
インは、PSD95のPDZドメイン2を含む。任意で、少なくとも一つのPDZドメインは、少なく
とも3コピーのPSD95ドメイン2を含む。任意で、少なくとも一つのPDZドメインは、PSD95
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のドメイン1、2、および3を含む。任意で、INADLの少なくとも一つのPDZドメインは、INA
DLのドメイン8を含む。任意で、INADLの少なくとも一つのPDZドメインは、3コピーのINAD
Lドメイン8を含む。
【０００９】
　本発明は、インフルエンザAを検出する方法をさらに提供する。本方法は、対象由来の
試料を、インフルエンザAのNS1タンパク質の異なるエピトープに結合する第一および第二
の汎特異的抗体と接触させる工程；インフルエンザAの存在または不在を示すために、第
一および第二の抗体とNS1タンパク質との間の複合体の存在または不在を検出する工程を
包含する。任意で、第一および第二の抗体は各々、図1Aの残基8～21位、9～20位、29～38
位、または45～49位内のエピトープに結合する。任意で、第一および第二の抗体は、F64 
3H3、F68 8E6、F64 6G12、F68 10A5、F80 7E8、F80 8F6、F80 9B1、F81 1C12、F81 1F3、
F81 4D5、およびF64 1A10からなる群より選択される異なる抗体と競合する。
【００１０】
　本発明は、インフルエンザAを検出する方法をさらに提供する。本方法は、対象由来の
試料を、少なくとも一つのPDZドメインと、インフルエンザAのNS1タンパク質に結合する
少なくとも一つの汎特異的抗体とに接触させる工程； NS1タンパク質に特異的に結合して
いる汎特異的抗体と、少なくとも一つのPDZドメインとの複合体の存在または不在から、
試料におけるインフルエンザAのNS1タンパク質の存在または不在を検出する工程を包含す
る。任意で、汎特異的抗体は、固相に固定化された捕捉抗体である。任意で、汎特異的抗
体は、検出抗体である。任意で、汎特異的抗体は、NS1タンパク質のエピトープに、図1A
の残基9～20位、29～38位、または45～49位で特異的に結合する。任意で、汎特異的抗体
はモノクローナルである。任意で、汎特異的抗体は二つのモノクローナルの混合物である
。任意で、汎特異的抗体はNS1タンパク質に対する特異的な結合に関して、F64 3H3、F68 
8E6、F64 6G12、F68 10A5、F80 7E8、F80 8F6、F80 9B1、F81 1C12、F81 1F3、F81 4D5、
およびF64 1A10からなる群より選択される抗体と競合するモノクローナル抗体である。任
意で、患者試料は、支持体の異なる領域に付着している少なくとも二つのPDZドメインと
接触させる。任意で、少なくとも二つのPDZドメインは、PSD95ドメインおよびINADLドメ
インである。
【００１１】
　本発明は、インフルエンザBを検出する方法をさらに提供する。本方法は、試料を、イ
ンフルエンザBのNS1タンパク質の異なるエピトープに結合する第一および第二の汎特異的
抗体と接触させる工程；インフルエンザBの存在または不在を示すために、第一および第
二の抗体とNS1タンパク質との間の複合体の存在または不在を検出する工程を包含する。
任意で、第一および第二の抗体は各々、図2の残基10～28位、40～45位、50～57位、67～7
4位、84～100位、154～159位、169～173位、185～191位、212～224位、226～240位内のエ
ピトープに結合する。任意で、第一および第二の抗体は、F89 1F4、F94 3A1、およびF89-
1F8からなる群より選択される異なる抗体と競合する。
【００１２】
　本発明は、インフルエンザを検出する方法をさらに提供する。本方法は、対象由来の試
料を、インフルエンザB NS1タンパク質の異なるエピトープに結合する第一および第二の
汎特異的抗体と、インフルエンザA NS1タンパク質の異なるエピトープに結合する第一お
よび第二の汎特異的抗体とに接触させる工程；試料におけるインフルエンザBの存在また
は不在を示すために、インフルエンザB NS1タンパク質と、それに結合する第一および特
異的な汎特異的抗体との間で形成される複合体の存在または不在を決定し、かつ試料にお
けるインフルエンザAの存在または不在を示すために、インフルエンザA NS1タンパク質と
、それに結合する第一および第二の汎特異的抗体との間で形成される複合体の存在または
不在を決定する工程を含む。任意で、本方法は、患者試料を、インフルエンザAの病原性
株由来のNS1タンパク質のPLに対して特異的なPDZドメインと接触させる工程；およびイン
フルエンザAの病原性株の存在または不在を示すために、インフルエンザAの病原性株のNS
1タンパク質に対するPDZドメインの特異的な結合の存在または不在を検出する工程をさら
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に含む。任意で、インフルエンザAに対する第一および第二の汎特異的抗体は、各々、捕
捉抗体および検出抗体であり、かつNS1タンパク質に対するPDZドメインの特異的な結合の
存在は、PDZドメインと、NS1タンパク質と、検出抗体との間で形成される複合体を検出す
ることによって検出される。任意で、本方法は、患者試料を、インフルエンザAの季節性
亜型のNS1タンパク質のPLに対して特異的なPDZドメインと接触させる工程；およびインフ
ルエンザAの季節性亜型の存在または不在を示すために、インフルエンザAの季節性亜型の
NS1タンパク質に対するPDZドメインの特異的な結合の存在または不在を検出する工程をさ
らに含む。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１Ａ】（SEQ ID NO：1）インフルエンザAの三つの亜型であるH1N1、H3N2、およびH5N
1由来のNS1タンパク質間の不変アミノ酸残基を示す。以下に記載されるように、不変アミ
ノ酸残基のクラスターを含むNS1タンパク質セグメントは、汎特異的抗体を誘導するのに
有用である。
【図１Ｂ】（SEQ ID NO：2）H5N1のNS1タンパク質中に見出されるが、H3N2またはH1N1中
には見出されないアミノ酸残基を示す。これらの残基のクラスター、とりわけ21～28位、
およびC末端のクラスターは、他の二つの亜型に結合することなくH5N1に結合する抗体を
調製するのに有用である。
【図２】（SEQ ID NO：3）異なるインフルエンザA株由来のNS1タンパク質のコンセンサス
配列を示す。
【図３】（SEQ ID NO：4）異なるインフルエンザB株由来のNS1タンパク質のコンセンサス
配列を示す。下線の残基は、異なる株間で不変である。
【図４】6検体のヒトインフルエンザA陽性試料からの鼻分泌物の検査結果を示す。
【図５】A/PR/8/34に感染したMDCK細胞におけるNS1の発現を示す。
【図６】PDZが細胞内でNS1と相互作用することを示す。
【図７】INADL d8が細胞内でH3N2 NS1と相互作用することを示す。
【図８】PDZ捕捉物質およびモノクローナル抗体検出物質AU-4B2を用いたNS1診断のための
ラテラルフロー様式を示す。
【図９】モノクローナル抗体捕捉物質およびモノクローナル抗体検出物質AU-4B2を用いた
ラテラルフロー様式を示す。
【図１０】図10A～Fは、例示的なラテラルフローインフルエンザ検査様式を示す。
【図１１】捕捉抗体および検出抗体の様々な組み合わせを使用したラテラルフローアッセ
イにおける、二つのインフルエンザB株由来の組換えNS1の検出を示す。
【図１２】臨床試料におけるインフルエンザB由来のNS1の検出を示す。
【図１３】インフルエンザB由来のNS1の検出に関して、捕捉抗体および検出抗体の適切な
組み合わせを示すチャートを示す。
【図１４】図14A、B、およびCは、PSD95ドメイン2の1コピーまたは3コピーのいずれかを
含むペプチドの、NS1タンパク質への結合を示す。図14Aは、3コピーのPSD95ドメイン2を
含むGST融合ペプチドの配列を示す（SEQ ID NO：11）。GSTペプチド配列およびクローニ
ングリンカー配列を含むGST由来の配列は、イタリック体で示される（各々、アミノ酸1～
242位および243～244位）。天然PSD95ドメイン2の配列は、太字体で（NCBIアクセッショ
ン番号AAC52113のアミノ酸197～288位に対応）、ドメイン2以外の天然PSD95の配列は、通
常体（即ち、非太字体、非イタリック体）フォントで示される（反復/再配置された任意
のそのような配列も下線が施される）。図14Bは、単一コピーのPSD95ドメイン2を含むペ
プチド、および3コピーのPSD95ドメイン2を含むペプチドについての、0、25、100、また
は500 pgのペプチドの、NS1への結合を検出するラテラルフローアッセイを示す。図14Cは
、単一コピーのPSD95ドメイン2を含むペプチドの結合と比較した、PSD95 PDZドメイン（1
、2、3）を含む0、25、100または500ピコグラムのペプチドの、NS1への結合を検出するラ
テラルフローアッセイを示す。
【００１４】
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定義
　「トリインフルエンザA」とは、トリ対象に感染し、トリ対象間で伝播可能であるイン
フルエンザA亜型を意味する。トリインフルエンザ血球凝集素亜型の典型的な例はH5、H6
、H7、H9、およびH10を含み、典型的な株にはH5N1、H6N2、H7N3、H7N7、H9N2、H10N4、お
よびH10N5が含まれる。トリインフルエンザのいくつかの株はヒトにも感染しうる。
【００１５】
　「トリ対象」とは、野生のトリ（野禽など）および家畜化された種（家禽など）を含め
て、すべてのトリの種を含む検査または治療に適した対象を意味する。好ましくは、検査
または治療されるべきトリ対象は、ニワトリ、七面鳥、アヒル、ガチョウ、ウズラ、ダチ
ョウ、エミュー、ならびにオウム（parrot）、バタン（cockatoo）、およびオカメインコ
（cockatiel）などのエキゾチックバードからなる群より選択される。より好ましくは、
検査されるべきトリ対象はニワトリ、七面鳥、ガチョウ、またはウズラである。
【００１６】
　インフルエンザウイルスの異なる株を区別する状況において用いられる場合、「インフ
ルエンザAの病原性株」は、例えばOIEの「Manual of Diagnostic Tests and Vaccines fo
r Terrestrial Animals, 5th edition, 2004 (www.oie.int)」において公示されるような
、OIE世界動物保健機構、世界保健機関、またはそれらの指定代理機関によって公示され
るガイドラインに基づく「届出トリインフルエンザ」（NAI）ウイルスを意味する。さら
に、対象の病原性株は、毒性ウイルスにおいて認められている、即ち、OIEまたは代表的
な同様の国内のもしくは国際的な機関または業界団体によって定められる任意の配列と同
様のインフルエンザA血球凝集素（HA）前駆タンパク質HAO開裂部位のアミノ酸配列を用い
た毒性またはH5もしくはH7ウイルスに関する典型的検査において「高病原性」を有する。
インフルエンザAの毒性H5およびH7株におけるHAO開裂部位アミノ酸配列の典型的な例は、
例えば、H7ウイルスの低毒株が

を有する場合、高病原性株は

を有するなど、ウイルス性前駆血球凝集素タンパク質の開裂部位に複数の塩基性アミノ酸
（アルギニンまたはリジン）を含む。病原性に関する最新の典型的検査には、10日以内に
75%よりも高い死亡率が惹起される場合に株が高病原性と判断されるところの、4～8週齢
のニワトリへの感染性ウイルスの接種；および/または静脈内接種されたトリを24時間間
隔で10日間にわたって検査し、「0」正常；「1」病気；「2」重度の病気；「3」死亡につ
いてスコア化して平均スコアをIVPIとして算出して、1.2よりも高い血管内病原性指数（I
VPI）を有する任意のウイルスの接種を含む。後者の高病原性株は、OIEにより「高病原性
NAIウイルス」（HPNIA）として記載される。NAIの最新の典型的な例は、インフルエンザA
のH5およびH7株を含む。HPNIAの最新の典型的な例はH5N1を含む。
【００１７】
　「インフルエンザAの低病原性株」は、届出義務のあるトリインフルエンザA、即ち、NA
I単離物（前記）であるが、ニワトリに関して病原性でなく、毒性ウイルスで認められて
いる任意の配列と同様のHAO開裂部位アミノ酸配列を持たない、即ち、OIEにより「低病原
性トリインフルエンザ（LPAI）」と呼ばれる株である。低病原性株の例は得られうるか。
【００１８】
　高度に病原性であるとも、より病原性が低いとも分類されなかったインフルエンザA株
は、季節性インフルエンザと呼ばれる。インフルエンザA H1N1のほとんどの株は、季節性
インフルエンザである。しかしながら、1918年スペイン風邪の原因である一つの株は、高
度に病原性である。
【００１９】
　「PDZドメイン」は、約90の連続したアミノ酸、好ましくは約80～90、より好ましくは
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約70～80、さらに好ましくは約50～70のアミノ酸を通して相同であるアミノ酸配列、なら
びに脳シナプスタンパク質PSD-95、ショウジョウバエ中隔結合タンパク質Discs-Large（D
LG）、および/または上皮密着結合タンパク質ZO1（ZO1）を有する。PDZドメインの典型的
な例は、当技術分野では、Discs-Large相同反復（「DHR」）および「GLGF」反復（SEQ ID
 NO：26）としても公知である。PDZドメインの例は、グアニル酸キナーゼ同族体のMAGUK
ファミリーのメンバー、複数のタンパク質ホスファターゼおよびキナーゼ、神経型一酸化
窒素合成酵素、腫瘍抑制タンパク質、および総称してシントロフィンとして公知である複
数のジストロフィン関連タンパク質を含む様々な膜関連タンパク質に見られる。このPDZ
ドメインは天然および非天然のアミノ酸配列を含む。PDZドメインの典型的な例には、PDZ
タンパク質の多型変異型、ならびに2種類の異なるPDZタンパク質などの部分を含むキメラ
PDZドメインを含む。好ましくは、このPDZドメインは、参照によりそれらの全体が本明細
書に組み込まれる米国特許出願第10/485,788号（2004年2月3日出願）、国際特許出願PCT/
US03/285/28508（2003年9月9日出願）、国際特許出願PCT/US01/44138（2001年11月9日出
願）に開示されているものと実質的に同一のアミノ酸配列を含む。典型的な非天然PDZド
メインは、例えば、PLへの結合または結合特異性が変化する（強化または減弱化）アミノ
酸変化を生じるように内部のアミノ酸配列に関する対応する遺伝コードが突然変異してい
るドメインを含む。任意で、PDZドメインまたはその変異型は脳シナプスタンパク質PSD-9
5、ショウジョウバエ中隔結合タンパク質Discs-Large（DLG）および/または上皮密接結合
タンパク質Z01（Z01）、および動物の同族体の少なくとも一つに由来するPDZドメインと
少なくとも50、60、70、80、または90%配列同一性を持つ。任意で、天然PDZドメインの変
異型は天然PDZドメインと少なくとも90%の配列同一性を持つ。PDZドメインの配列同一性
は、PDZドメイン内の少なくとも70のアミノ酸、好ましくは80のアミノ酸、およびより好
ましくは80～90または80～100のアミノ酸を通して求められる。類似体のアミノ酸には、
類似体およびヒト配列を最大限に整列させて、天然ヒト配列における対応するアミノ酸と
同一の番号が割り付けられる。類似体は、一般的には、時に保存的置換によって1カ所、2
カ所、または数カ所の位置において天然型ペプチドと異なる。「対立遺伝子変異型」とい
う用語は、同一動物種の異なる個体の遺伝子間およびその遺伝子によってコードされるタ
ンパク質における対応する変異型の間の変異を指すために用いられる。PSD95 d2の例示的
PDZドメインはSEQ ID NO：1として示される。
【００２０】
　「PDZドメインを含むポリペプチド」および「PDZポリペプチド」と互換的に用いられる
「PDZタンパク質」とは、PDZドメインを有する天然型または非天然型タンパク質（前記）
を意味する。PDZタンパク質の典型的な例については既に開示されており（前記）、CASK
、MPP1、DLG1、DLG2、PSD95、NeDLG、TIP-33、TIP-43、LDP、LIM、LIMK1、LIMK2、MPP2、
AF6、GORASP1、INADL、KIAA0316、KIAA1284、MAGI1、MAST2、MINT1、NSP、NOS1、PAR3、P
AR3L、PAR6β、PICK1、Shank1、Shank2、Shank3、SITAC-18、TIP1、およびZO-1が含まれ
る。スクリーニングアッセイにおいて有用なこの非天然PDZドメインポリペプチドは、例
えば、天然PDZドメインよりも小さなPDZドメインを含み得る。例えば、非天然PDZドメイ
ンは、「GLGF」モチーフ、即ち、例えばN末端の約10～20アミノ酸以内など一般にPDZドメ
インの近位に位置するGLGFアミノ酸配列（SEQ ID NO：26）を有するモチーフを含んでも
よい。後者のGLGFモチーフ（SEQ ID NO：26）およびGLGFモチーフ（SEQ ID NO：26）まで
のN末端の直近の3個のアミノ酸はしばしばPDZ結合活性に必要とされる。同様に、PDZドメ
インのC末端においてβシートを欠く非天然PDZドメインが構築され得て、つまり、この領
域はしばしばPLの結合に影響を及ぼすことなく天然PDZドメインから欠失する可能性があ
る。いくつかの例示的PDZタンパク質が提供され、括弧内にGIまたはアクセッション番号
を示す：PSMD9（9184389）、af6（430993）、AIPC（12751451）、ALP（2773059）、APXL-
1（13651263）、MAGI2（2947231）、CARDI1（1282772）、CARDI4（13129123）、CASK（30
87815）、CNK1（3930780）、CBP（3192908）、Densin 180（16755892）、DLG1（475816）
、DLG2（12736552）、DLG5（3650451）、DLG6スプライスvar 1（14647140）、DLG6スプラ
イスvar 2（AB053303）、DVL1（2291005）、DVL2（2291007）、DVL3（6806886）、ELFIN 
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1（2957144）、ENIGMA（561636）、ERBIN（8923908）、EZRIN結合タンパク質50（3220018
）、FLJ00011（10440342）、FLJ11215（11436365）、FLJ12428（BC012040）、FLJ12615（
10434209）、FLJ20075 Semcap2（7019938）、FLJ21687（10437836）、FLJ31349（AK05591
1）、FLJ32798（AK057360）、GoRASPl（NM031899）、GoRASP2（13994253）、GRIP1（4539
083）、GTPアーゼ活性化酵素（2389008）、グアニン交換因子（6650765）、HEMBA 100050
5（10436367）、HEMBA 1003117（7022001）、HSPC227（7106843）、HTRA3（AY040094）、
HTRA4（AL576444）、INADL（2370148）、KIAA0147 Vartul（1469875）、KIAA0303 MAST4
（2224546）、KIAA0313（7657260）、KIAA0316（6683123）、KIAA0340（2224620）、KIAA
0380（2224700）、KIAA0382（7662087）、KIAA0440（2662160）、KIAA0545（14762850）
、KIAA0559（3043641）、KIAA0561 MAST3（3043645）、KIAA0613（3327039）、KIAA0751 
RIM2（12734165）、KIAA0807 MAST2（3882334）、KIAA0858（4240204）、KIAA0902（4240
292）、KIAA0967（4589577）、KIAA0973 SEMCAP3（5889526）、KIAA1202（6330421）、KI
AA1222（6330610）、KIAA1284（6331369）、KIAA1389（7243158）、KIAA1415（7243210）
、KIAA1526（5817166）、KIAA1620（10047316）、KIAA1634 MAGI3（10047344）、KIAA171
9（1267982）、LIM Mystique（12734250）、LIM（3108092）、LIMK1（4587498）、LIMK2
（1805593）、LIM-RIL（1085021）、LU-1（U52111）、MAGI1（3370997）、MGC5395（BC01
2477）、MINT1（2625024）、MINT3（3169808) MPP1（189785）、MPP2（939884）、MPP3（
1022812）、MUPP1（2104784）、NeDLG（10853920）、ノイラビンII（AJ401189）、NOS1（
642525）、新規PDZ遺伝子（7228177）、新規セリンプロテアーゼ（1621243）、Numb結合
タンパク質（AK056823）、外膜タンパク質（7023825）、p55T（12733367）、PAR3（80379
14）、PAR3様（AF428250）、PAR6（2613011）、PAR6β（13537116）、PAR6γ（13537118
）、PDZ-73（5031978）、PDZK1（2944188）、PICK1（4678411）、PIST（98394330）、prI
L16（1478492）、PSAP（6409315）、PSD95（3318652）、PTN-3（179912）、PTN-4（19074
7）、PTPL1（515030）、RGS12（3290015）、RGS3（18644735）、Rho-GAP10（NM020824）
、ローフィリン様（14279408）、セリンプロテアーゼ（2738914）、Shank 2（6049185）
、Shank 3（AC000036）、Shroom（18652858）、GRASP65類似型（14286261）、Numb px2リ
ガンド類似型（BC036755）、PTP同族体（21595065）、SIP1（2047327）、SITAC-18（8886
071）、SNPCIIA（20809633）、Shank 1（7025450）、シンテニン（2795862）、シントロ
フィン1α（1145727）、シントロフィンβ2（476700）、シントロフィンγ1（9507162）
、シントロフィンγ2（9507164）、TAX2様タンパク質（3253116）、TIAM 1（4507500）、
TIAM 2（6912703）、TIP1（2613001）、TIP2（2613003）、TIP33（2613007）、TIP43(261
3011）、X-11β（3005559）、ZO-1（292937）、ZO-2（12734763）、ZO-3（10092690)。
【００２１】
　「PL]と略される「PDZリガンド」は、PDZドメインを持つ分子相互作用複合体に結合す
るおよびこれを形成するアミノ酸配列を持つ天然のタンパク質を意味する。PLの典型的な
例は、先行の米国および国際特許出願（前記）に既に示されている。インフルエンザA PL
のさらなる例は以下の実施例に示される。
【００２２】
　例えば抗体またはPDZドメインおよびNS1タンパク質などの結合物質間の「特異的な結合
」とは、捕捉物質または検出物質が、異なるウイルス分析物の混合物中に存在する特定の
ウイルス分析物に、優先的に結合する能力を指す。例えば、本出願において記載されるい
くつかの抗体は、インフルエンザA由来のNS1に特異的に結合することなくインフルエンザ
B由来のNS1に特異的に結合し、逆もまた同様である。特異的な結合はまた、約10-6 M未満
；好ましくは約10-7 M未満；かつ最も好ましくは10-8 M未満の解離定数（KD）をも意味す
る。いくつかの方法においては、特異的な結合相互作用によって、約10～約100倍より大
きい；かつ好ましくは約1000～約10,000倍より大きい識別能力で、PLを有するまたは欠如
するタンパク質を識別することが可能である。
【００２３】
　「捕捉物質/分析物複合体」は、捕捉物質と、例えばインフルエンザウイルスNS1タンパ
ク質などの分析物との特異的結合から生じる複合体である。捕捉物質および分析物は、特
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異的結合に適した条件下において特異的に、即ち、一方が他方に結合し、このような物理
化学的条件は、例えば塩濃度、pH、界面活性剤濃度、タンパク質濃度、温度、および時間
に関して簡便に表される。対象の条件は、例えば、溶液中で、または結合メンバーの一つ
が固相に固定化された場合に生じるような結合に適している。そのように適切な典型的条
件は、例えば、Harlow and Lane, 「Antibodies: A Laboratory Manual」, Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)に記載されている。好ましくは、
適切な条件は、約10-6Mよりも少ない、好ましくは約10-7Mよりも少ない、最も好ましくは
約10-8Mよりも少ない解離定数（KD）を持つ結合相互作用を生じる。
【００２４】
　「固相」とは、1つまたは複数の反応物が静電気的、疎水的、または共有結合的に付着
し得る表面を意味する。典型的な固相には、例えば、ナイロン6、ナイロン66、ポリスチ
レン、ラテックスビーズ、磁気ビーズ、ガラスビーズ、ポリエチレン、ポリプロピレン、
ポリブチレン、ブタジエン-スチレンコポリマー、サイラスティックゴム、ポリエステル
、ポリアミド、セルロースおよび誘導体、アクリレート、メタクリル酸、ポリビニル、塩
化ビニル、ポリ塩化ビニル、ポリフッ化ビニル、ポリスチレンのコポリマー、シリカゲル
、シリカウェハーガラス、アガロース、デキストラン、リポソーム、不溶性タンパク質金
属、ならびにニトロセルロースが含まれる。典型的な固相は、ビーズ、チューブ、条片、
ディスク、フィルター、プレートなどとして形成される相を含む。フィルターは、分析物
を例えば濾液として捕捉する役割を果たしてもよく、あるいは封入（entrapment）によっ
て、または共有結合によって機能させてもよい。ユーザーへの流通のための固相捕捉試薬
は、「捕捉試薬」でコーティングされて、生物学的試料中のインフルエンザNS1分析物へ
の捕捉試薬の結合を保持および/または最大化するために（例えば、窒素大気下で）包装
される固相からなってもよい。
【００２５】
　生物学的試料には、組織液、組織切片、例えば、生物テロの脅威などを評価するために
、空中または水中に運搬されてそこから例えば濾過、遠心分離などによって採集された生
物学的材料が含まれる。別の生物学的試料は、胎児または卵、卵黄、および羊膜液から採
取され得る。典型的な生物学的液体には、尿、血液、血漿、血清、脳脊髄液、精液、肺洗
浄液、糞便、痰、粘液、生物学的材料を運搬する水などが含まれる。または、生物学的試
料には、鼻咽頭または口喉頭のスワブ、鼻腔洗浄液、ならびに気管、肺、気嚢、腸、脾臓
、腎臓、脳、肝臓、および心臓に由来する組織、痰、粘液、生物学的材料を運搬する水、
総排出腔のスワブ、痰、鼻腔および口腔の粘液などが含まれる。典型的な生物学的試料に
は、例えば、肉、加工食品、家禽、ブタなどの試料などの食品も含まれる。生物学的試料
には、汚染された溶液（例えば、食品加工液など）、外来部門、病院、医院、食品調理施
設（例えば、レストラン、屠殺場、低温貯蔵施設、スーパーマーケット包装部門など）か
ら得られるスワブ試料も含まれる。生物学的試料はインサイチューの組織および体液（即
ち、検査のために採取されない試料）も含むことができ、例えば、この方法は、例えば点
眼薬、結膜に直接適用される検査条片（test strip）を用いるなど眼におけるウイルス感
染の存在もしくは程度を検出する際に；または、例えば検査対象の口または鼻咽頭に指示
薬カプセルを挿入することによって肺感染の存在もしくは程度を検出する際に有用であり
得る。または、スワブまたは検査条片は口に適用されてもよい。生物学的試料は、対象の
任意の組織、臓器または細胞群から由来し得る。いくつかの態様において、対象から切屑
、生検標本、または洗浄液が得られる。生物学的試料は、血液、尿、痰、および口腔液の
ような体液；ならびに鼻腔の洗浄液、スワブまたは吸引液、気管吸引液、下疳スワブ、お
よび糞便試料などの試料を含み得る。例えば、鼻腔のスワブ、洗浄咳もしくは吸引液、ま
たは呼吸器疾患に関連する高リスクインフルエンザAウイルスの場合における気管吸引液
、口腔スワブのような鼻咽頭標本など、関心対象の個々の病原体の検出に適した生物学的
標本の採取のための方法は当業者に公知である。任意で、生物学的試料は、ペニシリン、
ストレプトマイシン、ゲンタマイシン、およびミコスタチンのような抗生物質を含む等張
液に懸濁されてもよい。



(13) JP 2010-525298 A 2010.7.22

10

20

30

40

50

【００２６】
　「実質的に同一」という用語は、2つのペプチドの配列が、初期設定のギャップ重量を
用いてGAPまたはBESTFITのプログラムなどによって最適に整列させた際に、少なくとも65
%の配列同一性、好ましくは少なくとも80または90%の配列同一性、より好ましくは少なく
とも95%またはそれよりも高い配列同一性（例えば、99%の配列同一性またはそれよりも高
い同一性）を共有することを意味する。好ましくは、同一でない残基の位置は保存的アミ
ノ酸置換基により異なる。
【００２７】
　「単離された」または「精製された」とは、一般に、物質がそれが属する試料のうちの
顕著な割合（例えば、2%よりも多い、5%よりも多い、10%よりも多い、20%よりも多い、50
%よりも多い、またはそれよりも多い、通常は約90%～100%まで）を含むような物質（化合
物、ポリヌクレオチド、タンパク質、ポリペプチド、ポリペプチド組成物）を単離するこ
とを指す。一部の態様において、実質的に精製された成分が試料の少なくとも50%、80%～
85%、または90～95%を構成する。関心対象のポリヌクレオチドおよびポリペプチドを精製
するための技術は当技術分野において周知であり、例えば、イオン交換クロマトグラフィ
ー、アフィニティークロマトグラフィー、および密度に基づく沈降が含まれる。一般に、
物質は、試料のその他の成分に比して、それが試料中に自然の状態では認められない量で
存在する場合に精製される。
【００２８】
　本明細書において、「対象」は、ヒト、および例えば、哺乳動物、魚、鳥類、爬虫類、
両生類などの家畜動物を指すために用いられる。
【００２９】
　「シグナル発生化合物」、略して「SGC」は、（例えば、以下に詳細に開示される化学
的結合方法を用いて）PLまたはPDZに結合することができ、本開示のアッセイで検出可能
な化学的または物理的実体（即ち、反応産物）を形成するために反応することができる分
子を意味する。反応産物の典型的な例には、沈殿物、蛍光シグナル、色を持つ化合物など
が含まれる。典型的なSGCには、例えば、生物発光化合物（例えば、ルシフェラーゼ）、
フルオロフォア（例えば、以下）、生物発光および化学発光化合物、放射性同位体（例え
ば、131I、125I、14C、3H、35S、32Pなど）、酵素（例えば、以下）、結合タンパク質（
例えば、ビオチン、アビジン、ストレプトアビジンなど）、磁気粒子、化学的反応性化合
物（例えば、有色色素）、標識オリゴヌクレオチド、分子プローブ（例えば、CY3、Resea
rch Organics, Inc.）などが含まれる。典型的なフルオロフォアには、フルオレセインイ
ソチオシアネート、サクシニルフルオレセイン、ローダミンB、リサミン、9,10,-ジフェ
ニルアントラセン、ペリレン、ルブレン、ピレン、およびイソシアネート、イソチオシア
ネート、塩酸または塩化スルホニル、ウンベリフェロン、ユーロピウム（Eu）のようなラ
ンタニドの希土類キレートなどの蛍光誘導体が含まれる。シグナル発生抱合体において有
用な典型的SGCには次の酵素が含まれる：IUBクラス1、特に1.1.1および1.6（例えば、ア
ルコールデヒドロゲナーゼ、グリセロールデヒドロゲナーゼ、乳酸デヒドロゲナーゼ、リ
ンゴ酸デヒドロゲナーゼ、グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼ、グリセルアルデヒド-
3-リン酸デヒドロゲナーゼなど)；IUBクラス1.11.1（例えば、カタラーゼ、ペルオキシダ
ーゼ、アミノ酸オキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、ア
スコルビン酸オキシダーゼ、ジアフォラーゼ、ウレアーゼなど)；IUBクラス2、特に2.7お
よび2.7.1（例えば、ヘキソキナーゼなど)；IUBクラス3、特に3.2.1および3.1.3（例えば
、アルファアミラーゼ、セルラーゼ、(β-ガラクツロニダーゼ、アミログルコシダーゼ、
β-グルクロニダーゼ、アルカリホスファターゼ、酸性ホスファターゼなど)；IUBクラス4
（例えば、リアーゼ)；IUBクラス5、特に5.3および5.4（例えば、ホスホグルコースイソ
メラーゼ、トリオースホスファターゼイソメラーゼ、ホスホグルコースムターゼなど）。
シグナル発生化合物には、その産物が例えば、ルシフェラーゼ、152Euのような蛍光金属
またはその他のランタン系列など；ルミノール、イソルミノール、アクリジニウム塩など
のような化合物；ルシフェリンのような生物発光化合物；蛍光タンパク質など、蛍光およ
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び化学発光波長によって検出可能なSGCも含まれる。蛍光タンパク質には次が含まれるが
、これらに限定されるものではない：つまり、（i）緑色蛍光タンパク質（GFP）、つまり
天然型ヌクレオチド配列のコドンが交換されてヒトコドンバイアスにより密接に適合する
GFPの「ヒト化」型を含むがこれらに限定される訳ではない；（ii）発光オワンクラゲ（A
equoria victoria）に由来するGFP、および例えばClontech, Inc.から市販されている高
感度GFPのような「ヒト化」誘導体などのその誘導体；（iii）例えば国際公開公報第99/4
9019号およびPeelleら、(2001) J. Protein Chem. 20:507-519に記載されるようなウミシ
イタケ（Renilla reniformis）、レニラムレリ（Renilla mulleri）、またはオレンジシ
ーペン（Ptilosarcus guernyi）のようなその他の種由来のGFP；（iv）「ヒト化」組換え
型GFP（hrGFP）（Stratagene）；ならびに（v）Matz et al. (1999) Nature Biotechnol.
 17:969-973に記載されるような花虫類に由来するその他の蛍光および有色タンパク質な
ど。対象のシグナル発生化合物はPLまたはPDZドメインポリペプチドに共役され得る。一
部のSGCのタンパク質への付着は、EDTAなどの金属キレート官能基を介して達成すること
ができる。対象のSGCは、試験試料中のインフルエンザPL分析物の検出および/または定量
を可能とする一般的特性を共有する。対象のSGCは視覚的な方法、好ましくは分光光度法
、蛍光法、化学発光法、例えばコンダクタンス、インピーダンス、抵抗などの変化に関与
する電気的ナノメーター法、および磁場法のような自動化に適した方法を用いて検出可能
である。
【００３０】
　mAbのエピトープは、mAbが結合するその抗原の領域である。一方が、抗原（下記のアッ
セイにおける、インフルエンザAまたはインフルエンザBのNS1タンパク質）に対する競合
群を規定する原型抗体の結合を競合的に阻害する（遮断する）場合には、二つの抗体は、
同一か、または重複するエピトープに結合する。即ち、競合抗体を欠如する対照と比較し
て、競合結合アッセイにおいて測定される際、一方の抗体の3倍または5倍過剰量によって
、少なくとも50%、しかし好ましくは75%、90%、またはさらに99%他の抗体の結合が阻害さ
れる（例えば、参照により本明細書に組み入れられる、Junghans et al., Cancer Res. 5
0:1495, 1990を参照のこと）。あるいは、一方の抗体の結合を減少させるかまたは除去す
る抗原中の全てのアミノ酸変異が、他方の結合を減少させるかまたは除去する場合には、
二つの抗体は同一のエピトープを有する。もし一方の抗体の結合を減少させるかまたは除
去するいくつかのアミノ酸変異が、他方の結合を減少させるかまたは除去する場合には、
二つの抗体は重複するエピトープを有する。
【００３１】
　分析物の「存在」または「不在」を検出することは、分析物の存在または不在のみが検
出される定量的アッセイ、および分析物の存在のみならず存在する分析物の量が検出され
る定量的アッセイを包含する。
【発明を実施するための形態】
【００３２】
発明の詳細な説明
I．一般論
　所有者が共通する出願である、PCT/US06/41748および米国特許出願第11/481,411号は、
インフルエンザタンパク質のNS1タンパク質は、インフルエンザAおよびBに感染した対象
中に豊富に存在するタンパク質であり、かつしたがって、これらのウイルスの検出に有用
であるという一般的概念を記述している。'411号出願はまた、インフルエンザA（インフ
ルエンザBではないが）のNS1タンパク質が、PL領域を含むことも示している。これらのPL
領域は、PDZドメインを使用して容易に検出することができ、かつしたがって、インフル
エンザAを検出し、かつそれを他の種類のインフルエンザと区別するための基盤が提供さ
れる。さらに、インフルエンザAの病原性亜型由来のPLは、インフルエンザの季節性亜型
のものとは異なる。したがって、異なるPDZドメインを使用するPLの差次的検出によって
、インフルエンザAの病原性亜型と季節性亜型を区別するための基盤が提供される。
【００３３】
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　本出願は、上に記述された概念のいくつかを反復し、かつインフルエンザAおよびその
亜型ならびに/またはインフルエンザBを検出するための好ましい様式を記載する。これら
の好ましい様式の多数は、汎特異的抗体（即ち、インフルエンザ型内の全てか、または少
なくとも複数の株と反応する）を利用する。
【００３４】
II．インフルエンザウイルスおよびそれらのNS1タンパク質
　インフルエンザウイルスは、オルトミクソウイルス科に属し、かつそれらの核タンパク
質（NP）およびマトリックスタンパク質（M1）における抗原性の相違に基づき、A、Bおよ
びC型へ分類される。株へのさらなる亜型分類は、一般に二つのビリオン糖タンパク質中
に存在する抗原、つまり血球凝集素（HA；H）およびノイラミニダーゼ（NA；N）中に存在
する抗原の種類の評価に基づく。HAおよびNPは、宿主細胞の表面へのビリオンの付着を媒
介する毒性因子である。したがって、H5N1、H1N1、およびH3N2は、インフルエンザAの亜
型の例である。各亜型内に、数百の株が存在する。M1タンパク質は、ウイルス集合および
出芽において機能すると考えられ、一方NPは、RNA複製および転写において機能する。こ
れらのビリオンタンパク質に加えて、非構造タンパク質1および2と称される（NS1；NS2）
二つの他の非構造的な、即ち非ビリオンタンパク質が、ウイルスに感染した細胞中で発現
される。非構造ウイルスタンパク質NS1は、細胞mRNAのスプライシングおよび核外輸送の
調節ならびに翻訳の刺激、ならびに宿主インターフェロン能力の相殺を含む複数の機能を
有する。
【００３５】
　NS1タンパク質はインフルエンザウイルス中で同定され、かつシーケンシングされてお
り、かつ例示的な配列はNCBIデータベース中で見出され得る。インフルエンザA、B、およ
びC由来のNS1タンパク質は、一般に抗原交差反応性を示さない。型内では（例えば、イン
フルエンザA）、亜型間の配列中には相当の多様性が存在するが、どの抗体が使用される
かに依存して、いくらかの抗原交差反応性が存在する。インフルエンザA型の亜型H1N1、H
3N2、およびH5N1由来のいくつかの例示的なNS1配列のGenbankアクセッション番号は、各
々CY003340、CY003324、DQ266101である。インフルエンザB型由来のいくつかの例示的なN
S1配列のGenbankアクセッション番号は、各々AAA43690およびBAD29872である。インフル
エンザA型、B型、またはC型のいずれかの他のインフルエンザ株におけるNS1タンパク質と
は、例えば、上に指定のGenbankアクセッション番号の一つの配列を使用して、同一亜型
の公知のインフルエンザ株においてNS1タンパク質として同定されたタンパク質の一つに
対して、最大の配列類似性を有するタンパク質を意味する。
【００３６】
II．インフルエンザAの検出のためのPDZドメイン
　下記の表1は、インフルエンザAの亜型H5N1、H1N1、およびH3N2のPL領域を列挙する。H5
N1は、最も臨床的に関連性のある病原性株の亜型である。H1N1およびH3N2は、最も臨床的
に関連性のある季節性インフルエンザAの亜型である。表はまた、様々なPDZドメインが、
示されたPLに結合するか否かをも示す。インフルエンザAの病原性および季節性亜型の差
次的な検出に関して、PDZドメインを選択するために表が使用され得る。例えばPSD95ドメ
インは、インフルエンザAの病原性亜型を検出するのに有用であり、かつINADLドメイン8
は、インフルエンザAの季節性亜型を検出するのに有用である。PSD95ドメインは、PSD95
のPDZドメイン1、2、および3のうちの任意のもの、またはそれらの組み合わせであり得る
。好ましい検出試薬は、PSD95中の3コピーのPSD95ドメイン2から形成されるタンパク質で
ある。即ち、そのPDZドメインに隣接するPSD95のセグメントによって分散された、三つの
タンデムコピーである。そのようなタンパク質において、PSD95ドメイン2のコピーのうち
の二つは、PSD95の天然のドメイン1および3に有効に取って代わるものである。別の好ま
しい検出試薬は、PSD95のPDZドメイン1、2、および3を含むタンパク質である。
【００３７】
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【表１】

【００３８】
　緩衝液および温度のようなアッセイ条件は、特定の株の検出または異なる株間の差異の
検出が有利になるよう、結合を調節するために使用され得る。表中で使用されるシンボル
は、以下を意味する：++相対的に強い結合、+検出可能であるが相対的に弱い結合、+/-検
出可能であるが相対的に弱い結合または検出不可能な結合、-検出不可能な結合。検出可
能な結合とは、実験誤差による無作為な変動を考慮しても、示された亜型のNS1を欠如す
る対照と比べて、示された亜型のNS1を含む試料中の結合からのシグナルが、有意な程度
により大きいことを意味する。検出不可能な結合とは、示された亜型のNS1を含む試料へ
の結合からのシグナルが、示された亜型のNS1を欠如する対照におけるシグナルから見て
誤差範囲内であることを意味する。
【００３９】
　インフルエンザAを亜型分類する好ましい様式においては、INDAL PDZドメイン8との組
み合わせにおいて、表中に示されるようなPSD95由来のPDZを使用する。一般的な法則とし
て、INDALドメインの結合、またはINADLドメインのものよりも有意により強い（即ち、実
験誤差を超えてより強い）PSD95ドメインの結合が存在しない場合、PSD95ドメインの検出
可能な結合によって、インフルエンザAの亜型がH5N1（病原性）であることが示唆される
。逆に、試料に対するPSD95ドメインの検出可能な結合、または試料に対するPSD95のもの
よりも有意により強い試料に対するINADLドメインの結合が存在しない場合、試料に対す
るINADLドメインの検出可能な結合によって、試料がインフルエンザAの亜型H1N1またはH3
N2（両方とも季節性インフルエンザ）を含むことが示唆される。検出不可能な結合と比較
して、試料に対するPSD95ドメイン2の検出可能ではあるが弱い結合によって、表中に示さ
れるようにH1N1がH3N2と区別される。試料に対するINADLの結合と比較して、試料に対す
るPSD95ドメイン1、2、および3の検出可能であるが相対的に弱い結合によっても、亜型が
H1N1であることが示唆される。
【００４０】
III．インフルエンザAおよびインフルエンザBの検出に関する抗体
　本発明は、インフルエンザAの検出のための汎特異的抗体のコレクションを提供する。
インフルエンザAに対する汎特異的抗体は、少なくとも2つ、3つ、もしくは5つまたは全て
のまたは実質的に全ての公知のインフルエンザA株由来のNS1タンパク質に特異的に結合す
る。同様に、インフルエンザBに対する汎特異的抗体は、少なくとも2つ、3つ、もしくは5
つまたは全てのまたは実質的に全ての公知のインフルエンザB株由来のNS1タンパク質に特
異的に結合する。
【００４１】
　汎特異的抗体は、数的に規定されるエピトープを参照することによるか、または例示的
な抗体を参照することにより規定される競合群によるかのいずれかによって定義され得る
。インフルエンザAに対して、汎特異的抗体は、好ましくは図1Aまたは図2の残基8～21位
、9～20位、29～38位、もしくは45～49位内のエピトープに特異的に結合する。この配列
中のXは、任意のアミノ酸であり得るが、好ましくは、インフルエンザの株由来のNS1タン
パク質中の対応する位置を占めるアミノ酸であり、かつより好ましくは、少なくとも二つ
または好ましくは全ての公知のインフルエンザA株由来の対応する位置を占めるコンセン
サスアミノ酸である。インフルエンザAのコンセンサス配列は、図2中に提供される。いく
つかの汎特異的抗体は、図1Aの残基9～11位または13～16位内のエピトープに特異的に結
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【００４２】
　汎特異的抗体はまた、競合群によっても定義され得る；競合群内の抗体は、同一抗原（
即ち、インフルエンザAまたはインフルエンザBのSN1タンパク質）に対する特異的な結合
に関して互いに競合する。表2は、インフルエンザAのNS1タンパク質に結合する汎特異的
抗体の競合群を示す。
【００４３】
【表２】

【００４４】
　各群は、群中の他の抗体（第3列）と競合する原型抗体（第2列）によって規定される。
A群、B群、およびC群が好ましい。これらの抗体の全ては、少なくともH5N1、H1N1、およ
びH3N2株由来のNS1タンパク質に結合する。異なる群の抗体は、互いに競合しない。
【００４５】
　表3は、インフルエンザのH5N1病原性株のサンドイッチ検出での使用のための、好まし
い抗体を示す。そのようなアッセイにおいて、好ましい捕捉物質はPSD95ドメイン1、2、
および3であり、かつ好ましい検出物質は、好ましくはA群、またはC群もしくはD群由来の
抗体である。
【００４６】

【表３】

【００４７】
　表4は、インフルエンザBのNS1タンパク質に結合する汎特異的抗体に関する競合群を示
す。
【００４８】
【表４】

【００４９】
　表5は、競合する捕捉抗体および検出抗体の対を示す。検出抗体が表の第一行に示され
、かつ捕捉抗体が第一列に示される。競合は、Cで示される。
【００５０】
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【表５】

【００５１】
　インフルエンザB型に対する汎特異的抗体はまた、図2中に示されるインフルエンザB株
由来のNS1タンパク質のコンセンサス配列に関連するエピトープ特異性によっても記載さ
れ得る。好ましい抗体は、図2の残基10～28位、40～45位、50～57位、67～74位、84～100
位、154～159位、169～173位、185～191位、212～224位、226～240位内に生じるエピトー
プに、およびとりわけ、インフルエンザB型の異なる株間で不変の残基を示すその下線領
域に、特異的に結合する。下線の施されていない上記領域のうちの一つに含まれる残基（
即ち、インフルエンザB型株間で変動する）は、図2中に示されるその位置を占めるコンセ
ンサス残基によって、またはインフルエンザB型の任意の株においてその位置を占める残
基によって占められ得る。
【００５２】
　サンドイッチアッセイでの使用のための、インフルエンザBのNS1に対する抗体の好まし
い組み合わせは、図13中の笑顔で示される。
【００５３】
　使用される抗体は、非ヒト抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、ベニア化（veneered）抗体
またはヒト抗体であり得る。そのような抗体の使用は、試料中のHAMAまたはヘテロ親和性
抗体の存在による偽陽性または偽陰性を回避する際に有利である（米国特許第6,680,209
号）。上の表中に列挙される抗体のヒト化、キメラ、またはベニア化様式が好ましい。そ
のような抗体はまた、インフルエンザAまたはBの処置において、薬学的物質としても使用
され得る。抗体は、抗体の種類に応じた標準的手法によって、タンパク質の抗原含有断片
から作製され得る（例えば、（各々が全ての目的に関して、参照により組み入れられる）
Kohler, et al., Nature 256:495, (1975);ならびにHarlow & Lane, Antibodies, A Labo
ratory Manual (C.S.H.P., NY, 1988)、Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:
10029-10033 (1989)、および国際公開公報第90/07861号；Dower et al., 国際公開公報第
91/17271号およびMcCafferty et al., 国際公開公報第92/01047号を参照のこと）。
【００５４】
　免疫化は、汎特異的抗体を生成するために、インフルエンザAもしくはBの複数株で免疫
することによって、または一つの株で免疫し、かつ他の株で追加免疫することによって、
バイアスをかけることが可能である。あるいは、インフルエンザAの高度に保存された領
域（例えば、8～21位、9～20位、29～38位もしくは45～49位、またはSEQ ID NO：1のこれ
らの任意の少なくとも三個の連続したアミノ酸）、またはB NS1（例えば、SEQ ID NO：4
の10～28位、40～45位、50～57位、67～74位、84～100位、154～159位、169～173位、185
～191位、212～224位もしくは226～240位、またはその少なくとも三個の連続したアミノ
酸の部分断片）由来の断片が、免疫抗原として使用され得る。逆に、単一特異性抗体を生
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成するためには、単一株のNS1または非保存的領域由来のNS1の断片（例えば、インフルエ
ンザAのPL領域）での免疫化が好ましい。
【００５５】
　「抗体」または「免疫グロブリン」という用語は、無傷の抗体およびその結合断片を包
含するように使用される。典型的に、断片は、個別の重鎖、軽鎖、Fab、Fab'、F(ab')2、
Fabc、およびFvを含む抗原断片への特異的な結合に関して、派生元の無傷の抗体と競合す
る。断片は、組換えDNA技術によって、または無傷の免疫グロブリンの酵素的な分離もし
くは化学的な分離によって産生される。「抗体」という用語はまた、他のタンパク質に化
学的に結合しているか、または他のタンパク質との融合タンパク質として発現される、一
つまたは複数の免疫グロブリン鎖も包含する。「抗体」という用語は、二重特異性抗体も
包含する。
【００５６】
　別途示されていない限り、本出願において記載される抗体は、ハイブリドーマから産生
されるマウス抗体である。
【００５７】
IV．他の結合物質
　NS1タンパク質を検出する際の使用のためには汎特異的抗体が好ましいが、インフルエ
ンザのNS1に対して特異的な親和性を有する任意の結合物質が、抗体の代理物質として使
用され得る。代理物質は、インフルエンザAまたはB由来のNS1に対してスクリーニングさ
れた、無作為のファージディスプレイライブラリー由来のペプチドを包含する。代理物質
はまた、アプタマーも包含する。アプタマーは、膨大な集団の無作為配列からインビトロ
で選択され、結合ポケットを形成することによって特異的な結合を認識するRNAまたはDNA
分子である。アロステリックリボザイムは、活性部位から離れて位置するアプタマードメ
インへのエフェクター分子の結合によって活性が調節されるRNA酵素である。これらのRNA
は、特異的なエフェクターの存在または不在によって制御される精密な分子スイッチとし
て作用する。アプタマーは核酸、タンパク質、さらには生物体全体に結合することができ
る。アプタマーは抗体とは異なるものの、様々な診断様式において抗体の特性を模倣する
。したがって、アプタマーは、汎特異的抗体に代わる代理物質として使用することができ
る。
【００５８】
　同様に、NS1のPL領域を検出するためにはPDZドメインが好ましいが、インフルエンザA
の特定のNS1タンパク質のPL領域へ特異的に結合する抗体が、その領域に特異的に結合す
るPDZドメインに代わる代理物質として使用され得る。
【００５９】
V．検出方法
1．インフルエンザA亜型の検出
　本発明は、上に議論されるように、インフルエンザAの病原性亜型と季節性亜型を区別
する方法を提供する。好ましい様式は、捕捉試薬として一つまたは複数のPDZドメインを
使用し、かつ検出試薬として一つまたは複数の汎特異的抗体を使用する。上に議論される
ように、PSD95のドメイン2もしくはドメイン1、2、および3、および/またはINADLのドメ
イン8をPDZドメイン検出試薬として使用することが好ましい。PDZ捕捉試薬と共に使用す
るための好ましい汎特異的抗体は、検出抗体としての汎特異的抗体F68 8E6（もしくはそ
れと競合する抗体）、またはF68 4B2（もしくはそれと競合する抗体）である。同一また
は異なる汎特異的抗体が、同一のアッセイにおいて異なるPDZドメインと共に使用され得
る。
【００６０】
2．汎特異的抗体を用いたインフルエンザAの検出
　本発明はまた、インフルエンザAの亜型間を必ずしも区別しないが、インフルエンザAと
インフルエンザB（またはC）を区別し得る様式で、インフルエンザAを検出する方法も提
供する。そのような方法は、異なるエピトープに結合するインフルエンザAのNS1タンパク
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質に対する少なくとも二つの汎特異的抗体を使用して遂行される。二つの汎特異的抗体は
、上に記載されるような数的に規定される異なるエピトープに特異的に結合するか、また
は異なる競合群から選択され得る。検出は、好ましくは、下記により詳細に記載されるよ
うなサンドイッチまたはラテラルフロー様式を使用して遂行される。インフルエンザAを
検出するための、一つの好ましい抗体の組み合わせは、捕捉抗体としてF64 3H3（または
それと競合する抗体）、および検出抗体としてF80 3D5（またはそれと競合する抗体）で
ある。別の好ましい組み合わせは、捕捉抗体としてF68 4H9（またはそれと競合する抗体
）、および検出抗体としてF68 8E6（またはそれと競合する抗体）である。
【００６１】
　二つの汎特異的抗体を使用するインフルエンザAの検出は、上の（1）において記載され
るような、インフルエンザA亜型の差次的検出と組み合わせることが可能である。そのよ
うなアッセイによって、インフルエンザAが存在するか否か、およびもしそうであるなら
ば、病原性亜型または季節性亜型が存在するか否かの両方が示される。非亜型特異的アッ
セイおよび亜型特異的アッセイが、別個にまたは組み合わせて遂行され得る。アッセイを
組み合わせることに関する一つの適切な様式は、非亜型特異的解析における使用のための
抗体捕捉試薬として、差次的解析における使用のためのPDZドメインを同一固相の異なる
領域に付着させることである。試料におけるNS1タンパク質へのPDZドメインの結合は汎特
異的抗体を使用して検出され得る。NS1タンパク質へのPDZドメインの結合を検出するため
に使用される汎特異的検出抗体は、非亜型特異的解析のために使用される汎特異的抗体と
同一であってもよく、または異なっていてもよい。したがって、好ましい様式においては
、PSD95ドメイン、INADLドメイン8、およびインフルエンザAに対する汎特異的捕捉抗体を
、支持体の異なる領域に付着させ、かつ上に議論されるように、もし試料中に存在する場
合には、インフルエンザA NS1タンパク質への各捕捉試薬の結合を検出するように、共通
の汎特異的検出抗体（汎特異的捕捉抗体とは異なるエピトープに結合する）が使用される
。
【００６２】
3．汎特異的抗体を用いたインフルエンザBの検出
　上に記載されるようなインフルエンザAのNS1タンパク質の検出に関して記載されるアッ
セイと類似の様式で、インフルエンザBのNS1タンパク質に対する第一および第二の汎特異
的抗体を使用して、インフルエンザBが検出され得る。そのような方法は、異なるエピト
ープに結合するインフルエンザBのNS1タンパク質に対する少なくとも二つの汎特異的抗体
を使用して遂行される。二つの汎特異的抗体は、上に記載されるような、数的に規定され
る異なるエピトープに結合するか、または異なる競合群から選択され得る。検出は、好ま
しくは、下記に詳細に記載されるようなサンドイッチまたはラテラルフロー様式を使用し
て遂行される。インフルエンザBの検出のための好ましい抗体の組み合わせは、捕捉抗体
としてF89 6B5（もしくはそれと競合する抗体）、および検出もしくは検出抗体としてF94
 3A1（もしくはそれと競合する抗体）またはF94 1F9（もしくはそれと競合する抗体）を
使用する。抗体の競合は、インフルエンザBのNS1タンパク質への結合によって決定される
。
【００６３】
4．インフルエンザAおよびインフルエンザBの組み合わせ検出
　上に記載される三種類のアッセイの各々は、インフルエンザA（非亜型特異的）、イン
フルエンザB（非亜型特異的）、インフルエンザA（病原性亜型）およびインフルエンザA
（季節性亜型）の検出が可能なアッセイを提供するために、効果的に組み合わせることが
可能である。個々のアッセイは、別個にまたは一緒に遂行され得る。アッセイを組み合わ
せるための一つの適切な様式は、インフルエンザAのNS1タンパク質に対する汎特異的捕捉
抗体、インフルエンザBのNS1タンパク質に対する汎特異的捕捉抗体、インフルエンザAの
病原性亜型のPLに対するPDZドメイン（例えば、上に議論されるようなPSD95ドメイン）、
およびインフルエンザAの季節性亜型のPLに対するPDZドメイン（例えば、INADL 8ドメイ
ン）を単一の支持体に付着させることである。支持体は、対象由来の試料、および少なく
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とも二つの汎特異的検出抗体と接触させる。一方の検出抗体は、インフルエンザAのNS1タ
ンパク質に対する捕捉抗体とは異なるエピトープで、インフルエンザAのNS1タンパク質に
特異的に結合する。他方の検出抗体は、インフルエンザBのNS1タンパク質に対する捕捉抗
体とは異なるエピトープで、インフルエンザBのNS1タンパク質に特異的に結合する。形成
する複合体は、インフルエンザAおよび/またはBが存在するか否か、ならびにもしインフ
ルエンザAが存在する場合には、インフルエンザAが病原性であるか、または季節性である
かを示す。
【００６４】
VI．検出様式
　本発明は、様々な異なる種類の生物学的試料中のインフルエンザAおよび/またはBウイ
ルスを同定するためのアッセイ方法において有用な、診断的捕捉および検出試薬を提供す
る。そのような様式は、免疫沈降反応、ウェスタンブロッティング、ELISA、放射免疫検
定、競合アッセイおよび免疫測定（immunometric）アッセイを包含する。Harlow & Lane,
 Antibodies, A Laboratory Manual（CSHP NY, 1988）；米国特許第3,791,932号；第3,83
9,153号；第3,850,752号；第3,879,262号；第4,034,074号；第3,791,932号；第3,817,837
号；第3,839,153号；第3,850,752号；第3,850,578号；第3,853,987号；第3,867,517号；
第3,879,262号；第3,901,654号；第3,935,074号；第3,984,533号；第3,996,345号；第4,0
34,074号；および第4,098,876号を参照のこと。
【００６５】
　免疫測定アッセイまたはサンドイッチアッセイが、好ましい様式である（米国特許第4,
376,110号、第4,486,530号、第5,914,241号、および5,965,375号を参照のこと）。そのよ
うなアッセイは、捕捉物質として、固相に固定化された一つの抗体もしくは抗体集団また
はPDZドメインを、および検出物質として、溶液中の他方の抗体もしくは抗体集団またはP
DZドメインを使用する。上に議論されるように、捕捉PDZドメインと検出抗体の組み合わ
せ、またはその逆の組み合わせが、インフルエンザAの検出に関して好ましい。典型的に
は、検出物質が標識される。もし抗体集団が使用される場合には、集団は典型的には標的
抗原内の異なるエピトープ特異性で結合する抗体を含む。従って、同一集団が、捕捉物質
および検出物質の両方に関して使用され得る。もしモノクローナル抗体が、検出および検
出物質として使用される場合には、異なる結合特異性を有する第一および第二のモノクロ
ーナル抗体が、固相および液相に関して使用される。捕捉物質および検出物質を、いずれ
かの順序か、または同時に標的抗原と接触させ得る。捕捉物質を最初に接触させる場合に
は、アッセイはフォワードアッセイと呼ばれる。逆に、検出物質を最初に接触させる場合
には、アッセイはリバースアッセイと呼ばれる。標的を捕捉物質および検出物質の両方に
同時に接触させる場合には、アッセイは同時アッセイと呼ばれる。試料を捕捉抗体および
検出抗体と接触させた後、試料は、通常は約10分間～約24時間まで変動する期間の間、通
常は約1時間の間、インキュベートされる。続いて、検出物質に特異的に結合していない
試料の要素を除去するために、洗浄段階が遂行され得る。捕捉物質および検出物質が個別
の段階で結合する際には、いずれかの結合段階の後、または両方の結合段階の後に洗浄が
遂行され得る。典型的には、標識された溶液抗体の結合により固相に連結された標識を検
出することによって、洗浄後に結合が定量化される。通常は、所定の捕捉物質および検出
物質の対、ならびに所定の反応条件に関して、既知濃度の標的抗原を含む試料から補正曲
線が作成される。続いて、試験されている試料中の抗原の濃度が、補正曲線から補間によ
って判読される。分析物は、平衡状態で結合して標識された溶液抗体の量から、または平
衡状態に到達する前の時系列で結合して標識された溶液抗体の動態測定値のいずれかによ
って、測定され得る。そのような曲線の勾配は、試料中の標的の濃度の尺度である。
【００６６】
　競合アッセイも使用され得る。いくつかの方法において、試料中の標的抗原は、外因的
に供給され標識された標的抗原と、抗体またはPDZ検出試薬への結合に関して競合する。
検出試薬に結合して標識された標的抗原の量は、試料中の標的抗原の量に反比例している
。検出試薬は、検出前に、試料から結合複合体を分離することを容易にするために固定化
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され得るか（不均一アッセイ）、または均一アッセイ様式において実施される際には、分
離は不必要である場合がある。他の方法においては、検出試薬が標識される。検出試薬が
標識される際に、その結合部位は、試料における標識抗原への結合に関して、および例え
ば、固相に固定化された標的抗原であり得る外因的に供給された形状の標的抗原への結合
に関して競合する。さらに別の競合様式において、標識された検出試薬と同一の標的抗原
に結合する試料中の抗体を検出するために、標識された検出試薬はまた使用され得る。上
の様式の各々において、検出試薬は、アッセイされる標的と概ね同一濃度で、限定量（li
miting amount）存在する。
【００６７】
　ラテラルフロー装置が、好ましい様式である。家庭用妊娠検査と同様に、ラテラルフロ
ー装置は、特殊な生物学的製剤で処理しておいた検査条片に液体を適用することによって
機能する。液体試料によって運搬されることで、対応する生物学的製剤で標識されたリン
が条片を移動して、かつそれらが特定のゾーン内に達すると捕捉される。条片上に見られ
るリンシグナルの量は標的分析物の量に比例する。
【００６８】
　インフルエンザを含むことが疑われる試料を、ラテラルフロー装置へ加え、拡散によっ
て試料を移動させ、ラインまたは着色ゾーンによってインフルエンザAの存在を示す。ラ
テラルフローは三つの特異的区画を含む固体支持体（例えば、ニトロセルロース膜）を典
型的には含む：試料添加区画、NS1に対する一つまたは複数の抗体を含む捕捉区画、およ
び一つまたは複数のゾーンを含み、各ゾーンが一つまたは複数の標識を含む、読み取り区
画。ラテラルフローは、陽性対照および陰性対照も含み得る。したがって、例えばラテラ
ルフロー装置は、次の通りに使用され得る：生物学的試料のアリコートを検査条片の一方
の端に接触させ、続いて、例えば、ラテラルフローのような毛管現象により、タンパク質
を検査条片上で移動させることによって、インフルエンザAおよび/またはB NS1タンパク
質は、生物学的試料中のその他のウイルス性および細胞性タンパク質と分離される。一つ
または複数の抗体、および/またはアプタマーが、捕捉試薬および/または検出試薬として
含まれる。ラテラルフローによる分離、検出、および定量のための方法ならびに装置は、
例えば、参照により全体が本明細書に組み入れられる、米国特許第5,569,608号、第6,297
,020号、および第6,403,383号などによって記載される。一つの例において、検査条片は
、試料をロードするための近位領域（試料ローディング領域）、ならびにNS1タンパク質
に対する抗体および緩衝試薬、ならびに移動する生物学的試料中の任意のインフルエンザ
B NS1タンパク質に対する抗体間の相互作用を確立するために適切な添加物質を含む遠位
検査領域を含み得る。別の例においては、検査条片は、二つの異なるインフルエンザB亜
型に由来するNS1に対する異なる抗体を含み、即ち、各々が異なるインフルエンザB分析物
と特異的に相互作用することができる、二つの検査領域を含む。
【００６９】
　上記の方法における使用のための適切な検出可能な標識は、分光学的、光化学的、生化
学的、免疫化学的、電気的、光学的、化学的または他の手段によって検出可能な任意の部
分を含む。例えば、適切な標識は、標識されたストレプトアビジン結合体を用いた染色の
ためのビオチン、蛍光色素（例えば、フルオレセイン、テキサスレッド、ローダミン、緑
色蛍光タンパク質等）、放射性標識（例えば、3H、125I、35S、14Cまたは32P）、酵素（
例えば、西洋わさびペルオキシダーゼ、アルカリフォスファターゼ、およびELISAにおい
て一般に使用される他の酵素）、ならびにコロイド金または色ガラスもしくはプラスチッ
ク（例えば、ポリスチレン、ポリプロピレン、ラテックスビーズ）のような比色分析用標
識を含む。そのような標識の使用を記載する特許は、米国特許第3,817,837号；第3,850,7
52号；第3,939,350号；第3,996,345号；第4,277,437号；第4,275,149号；および第4,366,
241号を包含する。Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals (6th Ed.,
 Molecular Probes, Inc., Eugene Oreg.)も参照のこと。放射性標識は、写真フィルムま
たはシンチレーションカウンターを使用して検出することができ、蛍光マーカーは、発光
を検出する光検出器を使用して検出することができる。酵素標識は、基質と共に酵素を提
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供し、かつ基質上の酵素の作用によって産生される反応産物を検出することによって典型
的には検出され、かつ比色分析用標識は、単に有色の標識を可視化することによって検出
される。
【００７０】
　試料中のインフルエンザB NS1タンパク質のレベルは、定量することができ、かつ/また
は対照と比較することができる。適切な陰性対照試料は、例えば、インフルエンザウイル
ス感染を有しないことが既知の個体などの、健康であることが既知である個体から得られ
る。特異性対照は、既知のインフルエンザAもしくはインフルエンザC感染を有する個体、
またはインフルエンザ以外のウイルスに感染された個体から収集されてもよい。対照試料
は、試験されている対象と遺伝学的に関係する個体に由来し得るが、遺伝学的に無関係な
個体にも由来し得る。適切な陰性対照試料はまた、感染のより初期段階、即ち試験試料が
収集される時点よりも、より早い時点の個体から収集された試料でもあり得る。インフル
エンザBの組換えNS1が、陽性対照として使用され得る。
【００７１】
　様々な異なる可能な免疫アッセイ様式において、生物学的試料中のNS1レベルが、これ
らの抗原の検出を可能とするのに十分であることが、ウェスタンブロットによって示され
た。しかしながら、特定の生物学的試料中のNS1のレベルが、特定の免疫アッセイ様式に
おける検出に関して限定的であると判明している場合には、その際は、生物学的試料中の
生存ウイルスは、インビトロで細胞に感染させることによって増幅してもよく、即ちウイ
ルス増幅された試料中のNS1タンパク質は、約6時間～約12時間内に検出可能となるはずで
ある。生物学的試料およびウイルス増殖された試料におけるNS1抗原の収量はまた、プロ
テアーゼ阻害剤およびプロテアソーム阻害剤を含むことによっても改善され得る。
【００７２】
VII．試料
　検出可能な濃度のインフルエンザタンパク質、および好ましくはNS1を含むか、または
含むであろうと考えられる対象由来の任意の生物学的試料が使用され得る。例えば、往々
にして、試料は、インフルエンザを有するか、もしくは有することが疑われる、またはイ
ンフルエンザを有するリスクが上昇した（例えば、インフルエンザを有する他者との接触
による）ヒトから得られる。使用され得る試料の例は、例えば、肺浸出物、細胞抽出物（
呼吸系、鼻腔を裏打ちする上皮）、血液、粘液、および鼻腔スワブである。高濃度のNS1
が、鼻腔スワブ中に見出され得る。したがって、NS1の同定のための好ましい試料は、鼻
分泌物である。
【００７３】
　NS1の抗体への結合は、0.03%および0.01%を含む、最大0.05%のSDSの存在下で起こる。
したがって、鼻またはその他の身体分泌物が、ラテラルフロー様式において容易に用いら
れる可能性が低い場合は、SDSで処理してもよい。好ましくは、加えられるSDSの量は0.01
%の最終濃度までであり、より好ましくは0.03%、さらにより好ましくは0.05%までである
。
【００７４】
VIII．診断用キットおよび治療用キット
　本方法を実施するためのキットが提供される。このキットは、一つまたは複数の結合物
質であって、典型的にはインフルエンザAおよび/もしくはBのNS1に特異的に結合する抗体
、またはPDZドメインを包含する。本キットは、任意で、試薬、緩衝液、または実施例中
で開示される付加組成物もしくは試薬の一つまたは複数を含む。キットはまた、生物学的
試料中のその他の潜在的干渉物質からインフルエンザウイルスNS1を除去するための、装
置またはシステムなどの手段も含み得る。本キットは、所望ならば、例えば、一つもしく
は複数のアッセイ容器；一つもしくは複数の対照もしくは検量試薬；アッセイを実施する
ための一つもしくは複数の固相表面；または一つもしくは複数の緩衝液、添加物、または
検出試薬もしくは抗体；例えば、アッセイの実施において用いられるべきそれぞれの成分
の量、およびアッセイの結果の評価に関する目安を明示するための、添付文書ならびに/
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または容器のラベルなどの、インフルエンザAおよび/またはBを検出するためのキットの
使用法を詳述する一つもしくは複数の印刷された説明書など、アッセイの実施に有用な一
つまたは複数の様々な要素をさらに含み得る。本キットは、例えば、検査条片、サンドイ
ッチELISA、ウェスタンブロットアッセイ、ラテックス凝集等を含む、様々な異なる種類
のアッセイ様式を実施するために有用な要素を含み得る。
【００７５】
IX．抗体アレイ
　本発明は、異なる領域に固定化された抗体および/またはPDZドメインのアレイを、さら
に提供する。そのようなアレイは、アレイの異なる領域内において、各々がインフルエン
ザAおよび/またはBのNS1に関して特異性を有する複数の異なる抗体および/またはPDZドメ
インを含む。異なる抗体は、インフルエンザAおよび/もしくはBの異なる亜型ならびに/ま
たは株に関して特異性を有するよう選択され得る。インフルエンザAおよび/またはBのNS1
に対して汎特異的である抗体も含まれ得る。インフルエンザAまたはCのNS1タンパク質に
対する抗体も含まれ得る。そのようなアレイは、インフルエンザAおよび/またはインフル
エンザB、および/またはインフルエンザCの検出に関して、かつこれらのウイルスの亜型
と株の区別に関して有用である。
【００７６】
　アレイのための多数の様式が提案されている。米国特許第5,922,615号は、アレイ中で
複数の標的抗原を検出するために、膜上に固定化された抗体の複数の個別のゾーンを利用
する装置を記載する。米国特許第5,458,852号、第6,019,944号、第6,143,576号および米
国特許出願第08/902,775号は、複数の標的抗原のアッセイのために、膜上でなく、装置中
に固定化された複数の別個の抗体ゾーンを有する診断用装置を記載する。国際公開公報第
99/67641号は、マイクロスフェアを光学ファイバーの末端に固定化した後に、個々のマイ
クロスフェア上に固定化された特定の結合物質（抗体を含む）の解読および同定を可能に
するタグを用いて、マイクロスフェアのアレイを生成することを記載する。米国特許第5,
981,180号においては、結合物質（抗体を含む）を固定化するためにまたマイクロスフェ
アを使用し、かつマイクロスフェアに付着した特定の結合物質を同定するために、マイク
ロスフェア中に含まれる二つの異なる蛍光体の相対的な量を検出することによって、マイ
クロスフェアを、それらを試料から分離することなく互いに区別する。
【００７７】
　各々個々の刊行物または特許が、具体的かつ個別に、参照により組み入れられるべきで
あることが示されるように、本明細書中に引用される全ての刊行物、および特許出願は参
照によって本明細書に組み入れられる。Genbank同定（GID）またはアクセッション番号に
より参照されるGenbank記録、特に任意のポリペプチド配列、ポリヌクレオチド配列、ま
たはそれらの注解は、参照により本明細書に組み入れられる。配列の一つより多いバージ
ョンが、異なる時点で同一のアクセッション番号と関連する場合、寄託番号の参照は、寄
託が優先出願中にも参照されている場合には、優先出願まで遡る本出願の有効出願日に存
在するバージョンへと適用されると解釈されるべきである。様々な変更が施される可能性
があり、かつ等価物が発明の真の精神および範囲を逸脱することなく代用とされる可能性
がある。例えば、本発明は、主にインフルエンザAおよびインフルエンザBに関して記載さ
れているが、類似のストラテジーが、必要であれば変更を加えて（mutatis mutandis）イ
ンフルエンザCを検出するために使用され得る。文脈からそうでないことが明確でない限
りは、任意の特徴、工程、または態様が、任意の他の特徴、工程、または態様との組み合
わせにおいて使用され得る。
【００７８】
実施例
実施例1：ヒト臨床標本において発現されるNS1タンパク質
　ヒト鼻分泌物について、インフルエンザA由来NS1の存在および量を調べた。ヒト鼻腔吸
引液を回収して、M4ウイルス輸送培地（Remel, Inc, Lenexa, KS）に入れて-80℃で保存
した。保存した材料を融解して、10% SDS-PAGEにかけた。NS1に対するモノクローナル抗
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体である3H3および1A10（Arbor Vita Corporation, Sunnyvale, CA）を用いてウェスタン
ブロット解析を実施した。6検体の試料の結果を表4に示す。結果は、NS1が鼻分泌物中に
大量に存在することを示す。
【００７９】
　インフルエンザAウイルスが感染した細胞によってNS1が産生および分泌される時系列を
調べるために、MDCK細胞にヒトインフルエンザA/PR/8を0.1のMOIにて感染させた。上清お
よび細胞を回収して1% Triton X-100で溶解し、SDS-PAGEおよびNS1に対して汎反王制のモ
ノクローナル抗体3H3を用いたウェスタン解析に供した。NS1は感染後24時間以内に感染細
胞中に検出されて、感染細胞の上清中には48時間以内に検出された（図5を参照）。これ
は、NS1に基づく診断がインフルエンザAによる感染を48時間以内に、場合によっては24時
間以内に検出可能であり得ることを示唆する。
【００８０】
実施例2：細胞のPDZと相互に反応するNS1
　NS1が細胞内のPDZタンパク質と相互作用することを確認するために、一連のPDZプルダ
ウン実験を実施した。293 HEK細胞を、HA-NS1-H5N1Bを含むプラスミドまたはHA-NS1-H3N2
でトランスフェクトした。溶解物は本明細書に記載する通りに調製した。グルタチオン-
セファロース-PDZビーズを調製して（DLG1d1,2 10μg、NeDLGd1,2 10μg、およびPSD95d1
,2,3 10μg）、図6および7に示す通り、トランスフェクトした293ET細胞の溶解物150μg
をプルダウンするために使用した。4℃にて一晩インキュベートしてHNTG緩衝液で繰り返
し洗浄した後、プルダウンにて膜を調製した。F63-3G1上清（1：5）を用いて膜をプロー
ブした。検査した3つのすべてのPDZがHA-H5N1Bを発現している細胞からNS1をうまくプル
ダウンした（図6を参照）。
【００８１】
　同様に、グルタチオン-セファロース-PDZビーズを調製して（INADL d8 40μg）、H3N2
をトランスフェクトした293ET細胞由来の溶解物150μgのプルダウンに使用した。4℃にて
一晩インキュベートしてPBSで繰り返し洗浄した後、ウェスタンブロットを調製して、a-H
A（1：500）（Roche）をプローブした。INADLd8は細胞溶解物からHA-H3N2 NS1をうまくプ
ルダウンした（図7）。
【００８２】
　以上より、NS1 PLは細胞内で機能性であり、MATRIXアッセイによって調べられた通り、
PDZドメインと相互作用することができる。
【００８３】
実施例3：NS1に対するモノクローナル抗体
　NS1タンパク質サブタイプ（例えばH5N1）、NS1 PLクラス（例えばESEV）に特異的に結
合するように、および汎特異性に（インフルエンザA）、モノクローナル抗体を調製した
。NS1に対するモノクローナル抗体の作出方法は以下の通りである。
1．NS1のGSTおよびMBP融合タンパク質を作成した。クローニングベクターはPharmacia(GS
T）またはNew England Biolabs（MBP）から入手した。NS1コード領域は、DNA 2.0（Menlo
 Park, CA）より重複オリゴヌクレオチドを用いて合成した。
2．CFA、IFAおよびPBSを順次用いて、マウスをMBP-NS1融合タンパク質で投与1回当たり10
～100μgの範囲の用量で免疫した。
3．Kohler and Milstein（Nature 1975）に従って、対応するGST-NS1融合タンパク質の最
終の追加免疫の3日後にスペノサイトおよびリンパ球を回収してFOX-NY骨髄腫細胞と融合
させた。
4．ハイブリドーマを、先ず、ELISAにおいてMBP-NS1を用いてスクリーニングした。陽性
の細胞をクローン化して、MBPおよびGST NS1の群を用いて再度スクリーニングし、汎反応
性または亜型反応性に分類した。
5．NS1と一致する標的タンパク質の分子量を確認するために、ウェスタンブロットを用い
てさらなるスクリーニングを実施した。
6．PDZ捕捉との適合性に関して、S2アッセイ様式（実施例4を参照）を用いて追加のスク
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リーニングを実施した。
7．細胞溶解物の形の、真核生物で発現されたNS1を用いて、工程5および6を反復実施した
。
8．実施例4に記載されるラテラルフロー様式との適合性について、抗体を確認する。
【００８４】
　最後に、臨床標本中のNS1検出能について抗体を確認する。
【００８５】
実施例4：ラテラルフロー
　NS1の検出のためのラテラルフロー様式の例を図8、9および10A～Fに示す。図8は、PDZ
捕捉を用いたラテラルフローおよびその後のモノクローナル抗体検出を示す。すべての場
合において、ストライパー（striper）を用いてRF120 Millipore膜に組換え型PDZドメイ
ンタンパク質または抗体を沈着させた。図8では、PDZタンパク質であるPSD95D1-3、およ
びINADL D8を0.5mg/mlの濃度で沈着させた。ヤギ抗マウス抗体（GAM）から構成される対
照のバンドも同じく0.5mg/mlで沈着させた。NS1タンパク質は、TBS-T緩衝液中100μlの液
量にて、4B2のような金結合モノクローナル抗NS1と混合した。用いられたNS1タンパク質
はH1N1、H3N2、H5N197、H5N1由来であり、対照レーンはNS1を含まなかった。すべての場
合について、ヒト鼻腔吸引液を希釈して、記載通り、生理食塩液またはM4で保存した。試
料は金結合抗体と以下に記載する量にて直接混合した。
【００８６】
　PDZで縞を付けた（striped）膜をNS1/抗NS1タンパク質の溶液に挿入して、毛管現象お
よびウィッキングパッドによりフローを開始した。NS1はPDZ反応のパターンに基づいて亜
型を分類した；H1N1はPSD95およびINADL d8の両方に結合する；H3N2はINADL d8にのみ結
合する；H5N1はPSD95のみに結合する。インフルエンザAの亜型分類は、PDZに対する反応
性および金結合汎反応性抗NS1モノクローナル抗体を用いた検出によりNS1ラテラルフロー
の結果に基づいて行った。
【００８７】
　図9では、13種類の異なるモノクローナル抗体をラテラルフロー装置に沈着させた。用
いられた13種類の抗体は、F64-1A0、F64-3H3、F64-6G12、F64-7A8、F64-7D1、F68-1D10、
F68-4B2、F68-4H9、F68-6A12、F68-6B7、F68-6D6、F68-7B10である。亜型特異的金結合型
汎NS1抗体をH1N1インフルエンザウイルスを含む試料に加えた。試料をラテラルフロー装
置に適用して、結果を図9に示す。結果は、検査には汎特異的抗体が用いられ得て、アッ
セイではどの抗体がH1N1への結合に最も適しているかが特定されたことを示す。結合強度
は次の記号を用いて定量される：（-）結合なし、（+）弱い結合、（+++）強い結合、お
よび（++）中等度の結合。
【００８８】
　患者試料中の病原性インフルエンザAを同定するためのラテラルフローアッセイは、膜
上に沈着された汎特異的抗体を用いて産生される。患者試料はすべてのNS1 PLを認識する
金標識抗体の混合物と混合する。試料をラテラルフロー検査条片に適用して、インフルエ
ンザAの病原性株が存在する場合は、ラインが条片上に形成される。
【００８９】
　条片検査（strip test）は次のプロトコールおよび材料を用いて実施された：予めヤギ
抗マウス/PSD95 d1,2,3/INADL d8で縞を付けた条片；TBST/2% BSA/0.25% Tween 20緩衝液
；NS1タンパク質であるMBP-H1N1、MBP-H3N2、MBP-H5N1AおよびMBP-H5N1Bの「古い」（Jon
's）早い金結合F68-4B2抗体のストック；およびMaxisorp ELISAプレート。手順は次の通
り実施した。
1）NS1タンパク質のストックをTBST/2% BSA/0.25% Tween 20で100ng/μLに希釈した（希
釈の実施には5μLを下回らないタンパク質を使用）。
2.）このタンパク質10μLをTBST/2% BSA/0.25% Tween 20の10μLに加えることによって、
100ng/μLの希釈液を50ng/μLに希釈した。
3.）TBST/2% BSA/0.25% Tween 20緩衝液中金結合抗体の原液を調製した。抗体の4μLを緩
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衝液の各100μLに加えて、6検体の100μL反応に備えて十分な緩衝液を調製した（余分な
デッドボリュームを与える）。
4.）抗体/緩衝液混合物の98μLをELISAプレートの別々のウェルに加えた。
5.）緩衝液入りのウェルにNS1希釈液の2μLを加えた（ウェル当たり1つのNS1）。
6.）1つのウェルは、「NS1なし」の陰性対照とするために抗体および緩衝液のみのまま残
した。
7.）ウェルの内容物を混合するため、ELISAプレートを複数回、軽く叩いた。
8.）前もって縞を付けた条片をウェルに入れて、展開中、観察を行った。
【００９０】
　約15分後（すべての液体が吸収されたが、条片はまだ乾燥してない）、条片をウェルか
ら取り出して、コンピュータでスキャンした。
【００９１】
　図10Aおよび10Bに示される検査は次の通り調製された：トリ検査（avian test）に備え
てGST-PSD95 d1,2,3タンパク質を用いて3mg/mLで膜上に縞を作り、または汎インフルエン
ザA検査（pan-flu A test）に備えて2種類のモノクローナル抗体の混合物を用いてもよい
（1.1mg/mL F64-3H3および0.075mg/mL F68-4H9）。2本目のラインである1mg/mLポリクロ
ーナルヤギ抗マウス抗体を検査捕捉ラインとして使用した。工程を以下に示す。
1．試料膜および吸い込み用パッドを伴うカードを調製する。
2．PDZタンパク質および/または抗体を用いて膜に縞を作る（濃度については上記を参照
）。
3．膜を56℃で一晩乾燥させた後、カードを幅4.26mmの条片にカットする。
4．条片の底部のガラス繊維の試料パッドをセットして、条片全体を検査用カセットに入
れる。
5．検査すべき試料を融解して、試料の80μlを緩衝液20μlに加える。混合するため、ピ
ペットで複数回、吸引および排出を行う。
6．金結合（Au-）検出物質混合液の8μlを試料/緩衝液に加える。この検出物質混合液はA
u-F68-3D5の4μlを含むAu-F68-4B2の4μlである。混合するために、ピペットで複数回、
吸引および排出を行う。
7．調製した試料の100μlをカセットの試料ウェルに加える。
8．試料添加の15分後にカセットの検査および対照ラインを判定する。任意の検査結果が
信頼性を持って判定されるためには、対照ラインは透明に見える。インフルエンザA陽性
試料は（+）で示される。インフルエンザA陰性試料は（-）で示される。一番上の矢印は
対照を示し、一番下の矢印は検査試料を示す。いずれも、最上部のラインは対照ライン（
ヤギ抗マウスmAb）であり、下の二番目のラインが検査ラインである（汎インフルエンザA
検査では、F64-3H3およびF68-4H9 mAbの混合物、トリ検査ではPSD95 d1,2,3）。トリ検査
では、H5N1タンパク質の2ngを検査した。底部の丸いスポットは試料のウェルである。図1
0Aでは、両検査が陽性である。
【００９２】
　図10Cは、図10Aおよび10Bに示す様式で検査した20検体の内の3検体のヒト試料を示す。
試料は様々な結果を示したが、例えば、試料1はインフルエンザA陽性であったが、トリイ
ンフルエンザA（即ち、H5N1）は陰性であり、試料14は両方とも（即ち、インフルエンザA
およびH5N1）陰性であった。図10Dは、H1N1、H3N2およびH5N1の組換えタンパク質に関す
る同一検査を示す。汎インフルエンザA検査は全3件について陽性であった。トリインフル
エンザ検査はH5N1についてのみ陽性であった。
【００９３】
　図10Eでは、金結合PDZを検出物質として使用して、単一または複数のmAbを捕捉のため
に使用した。図10Eは、液体の金をAu-PSD95 d1,2,3の形でF68-4B2 mAb捕捉と共に加えた
。NS1 H5N1タンパク質の1.7ngは検査陽性であった。これは、トリインフルエンザ（即ち
、H5N1）特異的検査であった。
【００９４】
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　図10Fでは、乾燥金法を用いた。カードは、試料パッドをストライピング（striping）
の前にカードに固定したこと以外は液体金のプロトコールと同様に調製した。捕捉物質を
縞状としたら、金結合検出物質混合物（ここでは抱合体希釈液も含む）をカード底部の試
料パッドに噴霧した。カードを乾燥させてカットし、液体検査と同様にカセットにセット
した。ヒト試料が調製されたら、それらは緩衝液のみで処理した後、100μlをカセットに
適用した（追加の金結合検出物質混合物は加えなかった）。インフルエンザA陽性試料は
（+）で示し、インフルエンザA陰性試料は（-）で示す。これらのカセットは、液体金カ
セットと同一の方法で設計および判定された。図10Fでは、試料7および9はインフルエン
ザAおよびトリインフルエンザ（即ち、H5N1）の両方について陽性であり、試料12はイン
フルエンザAおよびトリインフルエンザ（即ち、H5N1）の両方について陰性であった。
【００９５】
実施例5：汎特異的抗体を使用したインフルエンザBウイルスの検出
　上記の方法に従って生成された抗インフルエンザB NS1モノクローナル抗体を使用して
、インフルエンザB NS1を検出するために、ラテラルフロー試験が開発された。ストライ
パーを用いてHF075 Millipore膜に、モノクローナル抗インフルエンザB NS1抗体を～0.7 
mg/mlの濃度で沈着させた。捕捉物質として沈着された抗体のいくつかの例は、以下のも
のである：F89 1F4、F94 3A1、F89 4D5。ヤギ抗マウス抗体（GAM）から構成される対照バ
ンドも、同じく1 mg/mlで沈着させた。インフルエンザB NS1タンパク質は、100μlの液量
のAVCインフルエンザB緩衝液中において、F94 3A1（F94 3A1が捕捉として使用されない場
合には）のような金結合モノクローナル抗NS1と混合した。用いられたインフルエンザB N
S1タンパク質は、組換えAVC ID 522（B/BA/78 NS1）およびAVC ID 523（B/YM/222/2002）
またはインフルエンザBに感染したことが既知である患者由来の臨床試料のいずれかであ
った。
【００９６】
　抗インフルエンザB NS1抗体で縞を付けた膜を、インフルエンザB NS1/抗NS1タンパク質
溶液中へ挿入し、かつ毛管現象およびウィッキングパッドによりフローを開始した。
【００９７】
　抗インフルエンザB NS1捕捉物質および検出物質のいくつかの組み合わせが、複数の実
験において使用された。以下は例示的プロトコールである。条片検査は、ヤギ抗マウス/F
89 1F4抗インフルエンザB NS1モノクローナル抗体を用いて予め縞を付けた条片；90% M4
ウイルス輸送培地、10%の10×AVCインフルエンザB緩衝液；NS1タンパク質MBP-インフルエ
ンザB NS1（AVC 522およびAVC 523）のストック；金結合F94 3A1抗体；ならびにMaxisorp
 ELISAプレートを使用して実施した。手順は次の通り実施した。
1）NS1タンパク質のストックを90% M4ウイルス輸送培地、10%の10×AVCインフルエンザB
緩衝液で希釈した。
9.）90% M4/10%の10×AVCインフルエンザB緩衝液で希釈することによって、NS1タンパク
質のストックを0.5 ng/μLに希釈した。
10.）金結合抗体4μLを、緩衝液100μL毎に加えた。
11.）ELISAプレート中の個別のウェルへ、抗体/緩衝液混合物98μLを加えた。
12.）所望の最終タンパク質濃度（例、インフルエンザB NS1 1 ng）を達成するために、N
S1希釈液2μLを緩衝液含有ウェル（ウェル当たり一つのNS1）へ加えた。
13.）一つのウェルは、「NS1なし」の陰性対照として役割を果たすように、抗体および緩
衝液のみのまま残した。
14.）ウェルの内容物を混合するため、ELISAプレートを複数回軽く叩いた。
15.）前もって縞を付けた条片をウェルに入れて、展開中、観察を行った。
【００９８】
　約15分後（すべての液体が吸収されたが、条片はまだ乾燥してない）、条片をウェルか
ら取り出し、かつコンピュータでスキャンした。
【００９９】
　図11は、B/BA78（522株としても公知）、およびB/Yagamata＼222＼2002（523株として
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モノクローナル抗体の対の検査結果を示す。四つの異なるパネルは、四つの抗体の組み合
わせを示す。各パネル中、トラック3および6は陰性対照である。トラック1および2は522
株由来の組換えNS1であり、かつトラック4および5は523株由来の組換えNS1である。第一
パネルのトラック4および5に存在するが、トラック1および2には存在しない付加的なバン
ドの存在は、F89-F4捕捉抗体、F89-4G12検出抗体の組み合わせによって、523株は検出さ
れるが522株は検出されないことを示す。他のパネルは、同一の様式で解析され得る。こ
の実験および他の類似の実験の結果を表13にまとめる。表13は、どの抗体が捕捉抗体とし
て、かつどの抗体が検出抗体として役割を果たし得るか、ならびに抗体がインフルエンザ
Bの両方の株（522および523）に対して汎特異的であるか、または522もしくは523に対し
て単一特異的であるか否かを示す。例えば、F89-1F4抗体は、捕捉抗体または検出抗体の
いずれとしても役割を果たすことができ、かつ汎特異的である。F94-4C10は、捕捉抗体と
してではなく検出抗体として作用し、かつインフルエンザB 523に対して特異的である。F
89-1F4およびF94-3A1は、ラテラルフロー様式における使用のために好ましい抗体である
。
【０１００】
　患者試料中のインフルエンザBを同定するために、膜上に沈着された汎特異的抗体を用
いてラテラルフローアッセイを使用する。患者試料は、全てのインフルエンザB NS1を認
識する金標識抗体の混合物と混合する。試料をラテラルフロー検査条片に適用する。イン
フルエンザBが存在する場合は、条片上に形成されるラインによってラインが示される。
図12は、陽性および陰性対照と比較した、異なる希釈の患者試料の結果を示す。図の上部
は、インフルエンザBの存在を示すラインの、実際の出現を示す。図の下部は、バンドの
相対強度を示す。インフルエンザBは、少なくとも400倍の希釈まで容易に検出可能であっ
た。
【０１０１】
実施例6：3コピーのPSD95ドメイン2を含むポリペプチドの、NS1への結合
　ラテラルフローアッセイが、試料中のH5N1タンパク質の存在を検出するために使用され
た。全ての場合に関して、ストライパーを使用して組換えPDZドメインタンパク質または
抗体を、RF120 Millipore膜上に沈着させた。PSD95ドメイン2の単一コピーを含む増加量
（0、25、100または500ピコグラム）のポリペプチドを、膜上にバンドとして沈着させた
。3コピーのPSD95 PDZドメイン2（PSD95の天然のPDZドメイン1および3が、各々PSD95 PDZ
ドメイン2のコピーで置換された（図14A））を含むポリペプチドも等量沈着させた。図14
Aはまた、固定化のために使用され得る任意のGST配列の配列もイタリック体で示す。同様
に、3コピーのPSD95 PDZドメイン1、2、および3を含むポリペプチドも等量沈着させた。
全ての三つの場合において、幅4.26 mmの条片に、3 mg/mlタンパク質溶液を0.05μl/mm条
片でプリントした。対照バンドとして、ヤギ抗マウス抗体（GAM）を沈着させた。100μl
容量の緩衝液中で、金結合モノクローナル抗（マウス配列の）NS1抗体にNS1タンパク質を
組み合わせた。縞を付けた膜をNS1/抗NS1溶液に挿入して、毛管現象およびウィッキング
パッドによりフローを開始した。図14Bに見られるように、H5N1 NS1と接触させた際には
、3コピーのPSD95ドメイン2を含むポリペプチドおよび単一コピーのPSD95ドメイン2を含
むポリペプチドは、両方ともに検出可能なシグナルを生成した。しかしながら、H5N1 NS1
の所定の濃度では、シグナルは、3コピーのPSD95ドメイン2を含むポリペプチドに関して
より強かった。図14Cに見られるように、PSD95ドメイン1、2、および3を含むポリペプチ
ドも、同一のH5N1 NS1濃度で検出可能なシグナルを生成したが、このシグナルは、3コピ
ーのPSD95ドメイン2を含むポリペプチドのものほど強くはなかった。陰性対照は、金結合
抗NS1抗体を含有するが、いかなるNS1分析物も含有しない緩衝液溶液を含む。陰性対照で
は、過剰量の金結合抗NS1抗体を示すGAMの濃い対照バンドラインが得られ、未結合の金結
合抗NS1抗体が、真に対照バンドを通過したことを示す。
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