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(57)【要約】
　【解決手段】　標的分析物を検出するためのバイオセンサーシステムであって、所定の
種類の生細胞と、前記生細胞に関連するシグナル生成レポーターと、前記シグナル生成レ
ポーターに関連するシグナル伝達経路または他の活性化メカニズムまたは手段と、前記活
性化メカニズムに関連するユニバーサル検出成分と、前記ユニバーサル検出成分と関連す
る分析物結合成分とを含み、前記分析物結合成分は、前記ユニバーサル検出成分および前
記標的分析物の両方に特異的である。
　【選択図】　　　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的分析物を検出するためのバイオセンサーシステムであって、
（ａ）所定の種類の生体細胞と、
（ｂ）前記生体細胞に関連するシグナル生成レポーターと、
（ｃ）前記シグナル生成レポーターに関連するシグナル伝達経路または活性化メカニズム
と、
（ｄ）前記活性化メカニズムに関連するユニバーサル検出成分と、
（ｅ）前記ユニバーサル検出成分に関連する分析物結合成分であって、前記ユニバーサル
検出成分および標的分析物の両方に特異的である、前記分析物結合成分と
　を有する、バイオセンサーシステム。
【請求項２】
　請求項１記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記生体細胞が、原核細胞、真核細
胞、酵母細胞、昆虫細胞、哺乳類細胞、動物細胞、植物細胞、非生殖細胞、固定細胞、薬
剤処理細胞、化学的に処理された細胞、浸透圧処理された細胞、放射細胞、人工細胞、合
成細胞、濾胞樹状細胞、ナチュラルキラー細胞、マクロファージ、単球、単核食細胞、好
中球、好酸球、または好塩基球である、バイオセンサーシステム。
【請求項３】
　請求項２記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記昆虫細胞がショウジョウバエシ
ュナイダー２細胞またはｓｆ９細胞である、バイオセンサーシステム。
【請求項４】
　請求項２記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記哺乳類細胞が、ＨＥＫ細胞、Ｃ
ＨＯ細胞、ＣＯＳ細胞、３Ｔ３細胞、または他の培養、不死化、もしくは継代された哺乳
類細胞である、バイオセンサーシステム。
【請求項５】
　請求項１記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記シグナル生成レポーターが、蛍
光、紫外線、または可視特性を有する染料；発光シグナルまたは蛍光シグナルを生じるよ
うに適合された酵素；蛍光性、荷電性、または磁性のナノ粒子、ナノドット、または量子
ドット；蛍光タンパク質；または他のカルシウム感受性の発光分子または蛍光分子である
、バイオセンサーシステム。
【請求項６】
　請求項５記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記蛍光タンパク質が緑色蛍光タン
パク質である、バイオセンサーシステム。
【請求項７】
　請求項５記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記シグナル生成レポーターが、オ
ベリン、タラシコリン、ミトロコミン（ハリスタリン）、クリチン（フィアリジン）、ム
ネモプシン、ベロビン、Ｉｎｄｏ－１、Ｆｌｕｏ－２、Ｑｕｉｎ－２、Ｆｌｕｏ－３、Ｒ
ｈｏｄ－２、カルシウムグリーン、ＢＡＰＴＡ、カメレオン、または他のカルシウム感受
性の発光分子または蛍光分子である、バイオセンサーシステム。
【請求項８】
　請求項１記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記シグナル伝達経路または活性化
メカニズムが、前記生体細胞のｐＨまたは温度の変化；前記生体細胞の電気的または磁気
的性質の変化；前記生体細胞内のＧタンパク質共役受容体シグナル伝達経路の活性化；前
記生体細胞内のホスファチジルイノシトール経路の活性化；ジアシルグリセロール、セラ
ミド、または他の親油性メッセンジャー分子を放出する前記生体細胞内のシグナル伝達経
路の活性化；一酸化窒素、ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ、または他の環状ヌクレオチドを放出また
は生成する前記生体細胞内のシグナル伝達経路の活性化；スーパーオキシド、過酸化水素
、一酸化炭素、硫化水素、または他の二次酸化還元シグナル伝達分子を放出または生成す
る前記生体細胞内のシグナル伝達経路の活性化；または前記生体細胞によって発現される
受容体の構造変化によって活性化され、前記構造変化は、前記ユニバーサル検出成分が標
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的分析物に結合した後に初めて起こる、バイオセンサーシステム。
【請求項９】
　請求項１記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記ユニバーサル検出成分が、抗体
可変多様性結合（ＶＤＪ）領域、Ｆａｂフラグメント、または他の抗体決定基；Ｔ細胞可
変結合（ＶＪ）、可変多様性結合（ＶＤＪ）、または他のＴ細胞受容体決定基；合成ペプ
チド；既知の大きさの非ペプチド有機決定因子；レクチン決定因子、炭水化物結合モジュ
ール、または他の炭水化物結合決定因子；脂質結合決定因子；金属または他の金属結合決
定因子を結合するメタロチオン決定因子；免疫受容体チロシン系阻害モチーフ（ＩＴＩＭ
）；前記生体細胞内のシグナル伝達経路のＦｃ結合部分に非共有結合するＦｃ決定因子；
または前記生体細胞内のシグナル伝達経路のビオチンまたは（ストレプト）アビジン結合
部分に非共有結合するビオチンまたは（ストレプト）アビジン決定因子を有する、バイオ
センサーシステム。
【請求項１０】
　請求項１記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記分析物結合成分が、アフィボデ
ィ、アプタマー、または可溶性受容体であり、または前記分析物結合成分は、一本鎖抗体
または一本鎖ダイアボディであるＩｇＧフラグメントを含む、バイオセンサーシステム。
【請求項１１】
　請求項１記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記標的分析物が、相互性、共生性
、または寄生性の微生物、病原性微生物、バイオウェア微生物、または他の微生物であり
、または高分子担体に結合した医薬品、薬剤、毒物、毒素、化学兵器、ホルモン、代謝産
物、または小分子である、バイオセンサーシステム。
【請求項１２】
　標的分析物を検出するためのバイオセンサーシステムであって、
（ａ）所定の種類の生体細胞と、
（ｂ）前記生体細胞内のシグナル生成レポーターであって、前記生体細胞内で生じる所定
の変化に応答する、前記シグナル生成レポーターと、
（ｃ）前記シグナル生成レポーターに関連するシグナル伝達経路または活性化メカニズム
であって、前記生体細胞内に所定の変化を誘導するように作動する、前記シグナル伝達経
路または活性化メカニズムと、
（ｄ）前記活性化メカニズムに関連するユニバーサル検出成分であって、前記活性化メカ
ニズムを誘発するように作動する、前記ユニバーサル検出成分と、
（ｅ）前記ユニバーサル検出成分と関連する分析物結合成分であって、前記ユニバーサル
検出成分および標的分析物の両方に特異的である、前記分析物結合成分と
　を有し、（ｆ）標的分析物も結合している分析物結合成分が前記ユニバーサル検出成分
に結合すると、前記ユニバーサル検出成分が前記活性化メカニズムを誘発させて前記生体
細胞内での所定の変化を生じさせ、それによってシグナル生成レポーターに、検出可能な
シグナルを生成させる、バイオセンサーシステム。
【請求項１３】
　請求項１２記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記生体細胞が、原核細胞、真核
細胞、酵母細胞、昆虫細胞、哺乳類細胞、動物細胞、植物細胞、非生殖細胞、固定細胞、
薬剤処理細胞、化学的に処理された細胞、浸透圧処理された細胞、放射細胞、人工細胞、
合成細胞、濾胞樹状細胞、ナチュラルキラー細胞、マクロファージ、単球、単核食細胞、
好中球、好酸球、または好塩基球である、バイオセンサーシステム。
【請求項１４】
　請求項１３記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記昆虫細胞がショウジョウバエ
シュナイダー２細胞またはｓｆ９細胞である、バイオセンサーシステム。
【請求項１５】
　請求項１３記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記哺乳類細胞が、ＨＥＫ細胞、
ＣＨＯ細胞、ＣＯＳ細胞、３Ｔ３細胞、または他の培養、不死化、もしくは継代された哺
乳類細胞である、バイオセンサーシステム。
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【請求項１６】
　請求項１２記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記シグナル生成レポーターが、
蛍光、紫外線、または可視特性を有する染料；発光シグナルまたは蛍光シグナルを生じる
ように適合された酵素；蛍光性、荷電性、または磁性のナノ粒子、ナノドット、または量
子ドット；蛍光タンパク質；または他のカルシウム感受性の発光分子または蛍光分子であ
る、バイオセンサーシステム。
【請求項１７】
　請求項１６記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記蛍光タンパク質が緑色蛍光タ
ンパク質である、バイオセンサーシステム。
【請求項１８】
　請求項１６記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記シグナル生成レポーターが、
オベリン、タラシコリン、ミトロコミン（ハリスタリン）、クリチン（フィアリジン）、
ムネモプシン、ベロビン、Ｉｎｄｏ－１、Ｆｌｕｏ－２、Ｑｕｉｎ－２、Ｆｌｕｏ－３、
Ｒｈｏｄ－２、カルシウムグリーン、ＢＡＰＴＡ、カメレオン、または他のカルシウム感
受性の発光分子または蛍光分子である、バイオセンサーシステム。
【請求項１９】
　請求項１２記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記シグナル伝達経路または活性
化メカニズムが、前記生体細胞のｐＨまたは温度の変化；前記生体細胞の電気的または磁
気的性質の変化；前記生体細胞内のＧタンパク質共役受容体シグナル伝達経路の活性化；
前記生体細胞内のホスファチジルイノシトール経路の活性化；ジアシルグリセロール、セ
ラミド、または他の親油性メッセンジャー分子を放出する前記生体細胞内のシグナル伝達
経路の活性化；一酸化窒素、ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ、または他の環状ヌクレオチドを放出ま
たは生成する前記生体細胞内のシグナル伝達経路の活性化；スーパーオキシド、過酸化水
素、一酸化炭素、硫化水素、または他の二次酸化還元シグナル伝達分子を放出または生成
する前記生体細胞内のシグナル伝達経路の活性化；または前記生体細胞によって発現され
る受容体の構造変化のうちの少なくとも１つによって活性化され、前記構造変化は、前記
ユニバーサル検出成分が標的分析物に結合した後に初めて起こる、バイオセンサーシステ
ム。
【請求項２０】
　請求項１２記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記ユニバーサル検出成分が、抗
体可変多様性結合（ＶＤＪ）領域、Ｆａｂフラグメント、または他の抗体決定基；Ｔ細胞
可変結合（ＶＪ）、可変多様性結合（ＶＤＪ）、または他のＴ細胞受容体決定基；合成ペ
プチド；既知の大きさの非ペプチド有機決定因子；レクチン決定因子、炭水化物結合モジ
ュール、または他の炭水化物結合決定因子；脂質結合決定因子；金属または他の金属結合
決定因子を結合するメタロチオン決定因子；免疫受容体チロシン系阻害モチーフ（ＩＴＩ
Ｍ）；前記生体細胞内のシグナル伝達経路のＦｃ結合部分に非共有結合するＦｃ決定因子
；または前記生体細胞内のシグナル伝達経路のビオチンまたは（ストレプト）アビジン結
合部分に非共有結合するビオチンまたは（ストレプト）アビジン決定因子のうちの少なく
とも１つを有する、バイオセンサーシステム。
【請求項２１】
　請求項１２記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記分析物結合成分が、アフィボ
ディ、アプタマー、または可溶性受容体であり、または前記分析物結合成分は、一本鎖抗
体または一本鎖ダイアボディであるＩｇＧフラグメントを含む、バイオセンサーシステム
。
【請求項２２】
　請求項１２記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記標的分析物が、有益な腸内細
菌、病原性細菌、タンパク質バイオマーカー、小分子毒素、代謝産物、または化学兵器、
または高分子担体に結合した小分子である、バイオセンサーシステム。
【請求項２３】
　標的分析物を検出するためのバイオセンサーシステムであって、
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（ａ）所定の種類の生体細胞と、
（ｂ）前記生体細胞内のシグナル生成レポーターであって、前記生体細胞内で生じる所定
の変化に応答する、前記シグナル生成レポーターと、
（ｃ）前記シグナル生成レポーターに関連するシグナル伝達経路または活性化メカニズム
であって、前記生体細胞内に所定の変化を誘導するように作動する、前記シグナル伝達経
路または活性化メカニズムと、
（ｄ）前記活性化メカニズムに関連するユニバーサル検出成分であって、前記活性化メカ
ニズムを誘発するように作動する、前記ユニバーサル検出成分と、
（ｅ）前記ユニバーサル検出成分と関連する分析物結合成分であって、前記ユニバーサル
検出成分および標的分析物の両方に特異的である、前記分析物結合成分と
　を有し、（ｆ）標的分析物も結合している分析物結合成分が前記ユニバーサル検出成分
に結合すると、前記ユニバーサル検出成分が前記活性化メカニズムを抑制して前記生体細
胞内での所定の変化を減少させ、それによってシグナル生成レポーターに、減衰したシグ
ナルを生成させ、またはシグナルを生成させない、バイオセンサーシステム。
【請求項２４】
　請求項２３記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記生体細胞が、原核細胞、真核
細胞、酵母細胞、昆虫細胞、哺乳類細胞、動物細胞、植物細胞、非生殖細胞、固定細胞、
薬剤処理細胞、化学的に処理された細胞、浸透圧処理された細胞、放射細胞、人工細胞、
合成細胞、濾胞樹状細胞、ナチュラルキラー細胞、マクロファージ、単球、単核食細胞、
好中球、好酸球、または好塩基球である、バイオセンサーシステム。
【請求項２５】
　請求項２３記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記シグナル生成レポーターが、
蛍光、紫外線、または可視特性を有する染料；発光シグナルまたは蛍光シグナルを生じる
ように適合された酵素；蛍光性、荷電性、または磁性のナノ粒子、ナノドット、または量
子ドット；蛍光タンパク質；または他のカルシウム感受性の発光分子または蛍光分子であ
る、バイオセンサーシステム。
【請求項２６】
　請求項２３記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記シグナル伝達経路または活性
化メカニズムが、前記生体細胞のｐＨまたは温度の変化；前記生体細胞の電気的または磁
気的性質の変化；前記生体細胞内のＧタンパク質共役受容体シグナル伝達経路の活性化；
前記生体細胞内のホスファチジルイノシトール経路の活性化；ジアシルグリセロール、セ
ラミド、または他の親油性メッセンジャー分子を放出する前記生体細胞内のシグナル伝達
経路の活性化；一酸化窒素、ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ、または他の環状ヌクレオチドを放出ま
たは生成する前記生体細胞内のシグナル伝達経路の活性化；スーパーオキシド、過酸化水
素、一酸化炭素、硫化水素、または他の二次酸化還元シグナル伝達分子を放出または生成
する前記生体細胞内のシグナル伝達経路の活性化；または前記生体細胞によって発現され
る受容体の構造変化によって活性化され、前記構造変化は、前記ユニバーサル検出成分が
標的分析物に結合した後に初めて起こる、バイオセンサーシステム。
【請求項２７】
　請求項２３記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記ユニバーサル検出成分が、抗
体可変多様性結合（ＶＤＪ）領域、Ｆａｂフラグメント、または他の抗体決定基；Ｔ細胞
可変結合（ＶＪ）、可変多様性結合（ＶＤＪ）、または他のＴ細胞受容体決定基；合成ペ
プチド；既知の大きさの非ペプチド有機決定因子；レクチン決定因子、炭水化物結合モジ
ュール、または他の炭水化物結合決定因子；脂質結合決定因子；金属または他の金属結合
決定因子を結合するメタロチオン決定因子；免疫受容体チロシン系阻害モチーフ（ＩＴＩ
Ｍ）；前記生体細胞内のシグナル伝達経路のＦｃ結合部分に非共有結合するＦｃ決定因子
；または前記生体細胞内のシグナル伝達経路のビオチンまたは（ストレプト）アビジン結
合部分に非共有結合するビオチンまたは（ストレプト）アビジン決定因子を含む、バイオ
センサーシステム。
【請求項２８】
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　請求項２３記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記分析物結合成分が、アフィボ
ディ、アプタマー、または可溶性受容体であり、または前記分析物結合成分は、一本鎖抗
体または一本鎖ダイアボディであるＩｇＧフラグメントを含む、バイオセンサーシステム
。
【請求項２９】
　請求項２３記載のバイオセンサーシステムにおいて、前記標的分析物が、有益な腸内細
菌、病原性細菌、タンパク質バイオマーカー、小分子毒素、代謝産物、または化学兵器、
または高分子担体に結合した小分子である、バイオセンサーシステム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本特許出願は、２０１６年１２月２２日付け出願の「分析物の迅速検出のためのシステ
ムおよび装置」という名称の米国仮出願第６２／４３８，０６８号の利益を主張し、また
２０１７年７月６日付け出願の分析物の迅速検出のためのバイオセンサーシステム」とい
う名称である米国本出願第１５／６４２，８００号（米国特許第９，８５０，５４６号）
米国特許出願の一部継続出願であり、その全体が参照により本明細書に組み込まれ、あら
ゆる目的のための米国特許出願の一部をなす。
【背景技術】
【０００２】
　本発明は、概して、生物学的試料または他の種類の試料中の対象の様々な分析物を検出
するためのシステム、装置、試薬、および方法に関し、より詳細には、バイオセンサーが
試験されるサンプル中の対象の分析物と反応する時の検出可能なシグナルの放出に基づき
、リアルタイムで対象の分析物を検出および同定するためのバイオセンサーベースのシス
テムに関する。以下の特許：米国特許第９，０２３，６４０号；９，７５２，１９９；９
，８５０，５４６；９，８５０，５４７；および９，８５０，５４８は、本発明の技術に
関する追加の背景情報を提供しており、すべての目的のために、その全体が参照により本
明細書に組み入れられる。
【０００３】
　一般論として、バイオセンサーは、敏感な生物学的成分を物理化学的検出器成分と組み
合わせる分析物の検出のためのシステムまたは装置である。典型的なバイオセンサーシス
テムの構成要素は、生物学的成分、トランスデューサーまたは検出成分、および試験結果
を意味のある有用な方法で表示する関連する電子機器またはシグナルプロセッサーを含む
。生物学的要素は、典型的には、組織、微生物、オルガネラ、細胞受容体、酵素、抗体、
核酸などのような生物学的材料を含み、これらは既知の生物工学的プロセスによって作り
出すことができる。変換器または検出成分は、分析物と生物学的成分との相互作用から生
じる信号をより容易に測定および定量化することができる別の信号に変換する物理化学的
方法（例えば、光学的、圧電的、および／または電気化学的）で働く。バイオセンサーは
、抗体－抗原相互作用などの生体分子－分析物相互作用を定性化または定量化するための
分子生物学および情報技術（例えば、超小型回路、光ファイバーなど）の統合から生じた
。食品中の感染性病原体、病原体または／および毒素を検出するための迅速で、敏感で、
扱いやすく、そして費用効果の高い検出ツールに対する大きな需要があることを考慮する
と（例えば、Ｍｅａｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｆｏｏｄ　Ｒｅｌａｔｅｄ　Ｉｌｌｎｅｓｓ　ａ
ｎｄ　Ｄｅａｔｈ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ，Ｅｍｅｒｇｉｎｇ　Ｉ
ｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ；Ｖｏｌ．５，Ｎｏ．５，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ－
Ｏｃｔｏｂｅｒ　１９９９（６０７－６２５）（その全体が参照により本明細書に組み入
れられる）において、食品中の感染性病原体、病原性微生物、毒素、およびその他の汚染
物質を検出および識別するための、リアルタイムの携帯型の装置および機器等、バイオセ
ンサーの利用に対する継続的な必要性がある。
【発明の概要】
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【課題を解決するための手段】
【０００４】
　以下は、本発明の特定の例示的実施形態の概要を提供する。この概要は、広範囲の概要
ではなく、そして本発明の肝要なまたは重要な側面もしくは成分を同定すること、または
その範囲を記述することを意図しない。しかしながら、本発明を説明し請求するために使
用される言語における不定冠詞の使用は、記述されるシステムを単一の構成要素または成
分に限定することを決して意図するものではないことを理解されたい。むしろ、本明細書
における「ａ」または「ａｎ」の使用は、「少なくとも１つ」または「１つまたは複数」
を意味すると解釈されるべきである。
【０００５】
　本発明の別の態様によれば、標的分析物を検出するための第１のバイオセンサーシステ
ムが提供される。このシステムは、所定の種類の生体細胞と、前記生体細胞に関連するシ
グナル生成レポーターと、前記シグナル生成レポーターに関連するシグナル伝達経路また
は活性化メカニズムと、前記活性化メカニズムに関連するユニバーサル検出成分と、前記
ユニバーサル検出成分に関連する分析物結合成分であって、前記ユニバーサル検出成分お
よび標的分析物の両方に特異的である、前記分析物結合成分とを含む。
【０００６】
　本発明の別の態様によれば、標的分析物を検出するための第２のバイオセンサーシステ
ムが提供される。このシステムは、所定の種類の生体細胞と、前記生体細胞内のシグナル
生成レポーターであって、前記生体細胞内で生じる所定の変化に応答する、前記シグナル
生成レポーターと、前記シグナル生成レポーターに関連するシグナル伝達経路または活性
化メカニズムであって、前記生体細胞内に所定の変化を誘導するように作動する、前記シ
グナル伝達経路または活性化メカニズムと、前記活性化メカニズムに関連するユニバーサ
ル検出成分であって、前記活性化メカニズムを誘発するように作動する、前記ユニバーサ
ル検出成分と、前記ユニバーサル検出成分と関連する分析物結合成分であって、前記ユニ
バーサル検出成分および標的分析物の両方に特異的である、前記分析物結合成分とを有し
、標的分析物も結合している分析物結合成分が前記ユニバーサル検出成分に結合すると、
前記ユニバーサル検出成分が前記活性化メカニズムを誘発させて前記生体細胞内での所定
の変化を生じさせ、それによってシグナル生成レポーターに、検出可能なシグナルを生成
させる、バイオセンサーシステムを含む。
【０００７】
　本発明の別の態様によれば、標的分析物を検出するための第３のバイオセンサーシステ
ムが提供される。このシステムは、所定の種類の生体細胞と、前記生体細胞内のシグナル
生成レポーターであって、前記生体細胞内で生じる所定の変化に応答する、前記シグナル
生成レポーターと、前記シグナル生成レポーターに関連するシグナル伝達経路または活性
化メカニズムであって、前記生体細胞内に所定の変化を誘導するように作動する、前記シ
グナル伝達経路または活性化メカニズムと、前記活性化メカニズムに関連するユニバーサ
ル検出成分であって、前記活性化メカニズムを誘発するように作動する、前記ユニバーサ
ル検出成分と、前記ユニバーサル検出成分と関連する分析物結合成分であって、前記ユニ
バーサル検出成分および標的分析物の両方に特異的である、前記分析物結合成分とを有し
、標的分析物も結合している分析物結合成分が前記ユニバーサル検出成分に結合すると、
前記ユニバーサル検出成分が前記活性化メカニズムを抑制して前記生体細胞内での所定の
変化を減少させ、それによってシグナル生成レポーターに、減衰したシグナルを生成させ
、またはシグナルを生成させない、バイオセンサーシステムを含む。
【０００８】
　本発明のさらなる特徴および態様は、当業者であれば、例示的な実施形態の以下の詳細
な説明を読んで理解することが明らかだろう。当業者によって理解されるように、本発明
のさらなる実施形態は、本発明の範囲および精神から逸脱することなく可能とされる。し
たがって、図面および関連する説明は、例示的であり、本質的な限定的ではないと見なさ
れるべきである。
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【図面の簡単な説明】
【０００９】
　本明細書に組み込まれその一部を形成する添付の図面は、本発明の１つまたは複数の例
示的な実施形態を概略的に示し、そして上記の一般的な説明および以下の詳細な説明と共
に本発明の原理を説明するために提供する。
【図１】図１ａ－ｂは、本発明の例示的実施形態による第１のバイオセンサーの図示であ
り、ジャーカットＴ細胞がエクオリンを産生し、膜貫通非抗体シグナル伝達成分ＩｇＧｂ
ｐ－ＣＤ３ζを発現するように操作される。
【図２】図２ａ－ｂは、本発明の例示的実施形態による第２のバイオセンサーの図示であ
り、ＭＣ／９肥満細胞がエクオリンを産生するように操作されており、及びＭＣ／９細胞
が天然型受容体ＦｃεＲＩを発現し、可溶性非抗体シグナル伝達成分ＩｇＧｂｐ－ＩｇＥ
に結合する。
【図３】図３ａ－ｂは、本発明の例示的な実施形態による第３のバイオセンサーの図示で
あり、ＭＣ／９肥満細胞がエクオリンを産生するように操作されており、ＭＣ／９細胞が
天然型受容体ＦｃεＲＩを発現し、ＭＣ／９肥満細胞によって排出された可溶性非抗体シ
グナル伝達成分ＩｇＧｂｐ－ＩｇＥに結合する。
【図４】図４は、本発明の例示的実施形態による第４のバイオセンサーの図示であり、バ
イオセンサー細胞は、エクオリンを産生し、ビオチン化検出素子に結合する膜貫通非抗体
シグナル伝達素子ｍＳＡ－ＣＤ３ζを発現するように操作されている。
【図５】図５は、本発明の例示的実施形態による第５のバイオセンサーの図であ理、バイ
オセンサー細胞が、エクオリンを産生し、ビオチン化された検出成分に結合する膜貫通非
抗体シグナル伝達成分ｍＳＡ－ＣＤ３ζを発現するように操作されている。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　次に、本発明の例示的な実施形態について、図面を参照しながら説明する。以下の詳細
な説明は例示の目的のための多くの詳細を含むが、当業者であれば、以下の詳細に対する
多くの変形および変更が本発明の範囲内であることを理解するだろう。したがって、本発
明の以下の実施形態は、特許請求の範囲に記載された発明に対する一般性を失うことなく
、また限定を課すことなく説明される。
【００１１】
　本発明は、概して、生物学的サンプルまたは他のサンプルタイプ中の様々な分析物およ
び／または他の関心のある標的を検出するためのシステム、デバイス、試薬、および方法
に関し、より詳細には、バイオセンサーが試験されるサンプル中の対象の分析物と反応す
る際の検出可能なシグナルの放出に基づく、リアルタイムで対象の分析物を検出および同
定するためのバイオセンサーベースのシステムに関する。本発明の操作された細胞は非常
に高感度で有効なバイオセンサーであり、これらのバイオセンサー細胞は固有の検出能力
を有するので、特定の病原体または他の目的の標的に対する特異性を有する可溶性検出器
（例えば抗体）分子を単に選択することによって、それらは多種多様な感染因子または他
の標的を検出するために容易に適応できる多用途システムを提供する。さらに、本発明の
システムは、単一のアッセイでいくつかの感染性病原体または他の分析物を多重検出する
ように容易に構成することができ、優れた柔軟性および有用性を提供する。本発明の汎用
性は、成分の独特な組み合わせ、特に汎用バイオセンサー細胞と特定の可溶性検出器（例
えば、抗体）との組み合わせに由来する。ユニバーサルバイオセンサー細胞は、検出分子
によって認識され得る本質的に任意の標的分子の存在に応答する能力を有する。いくつか
の実施形態において、検出因子または検出抗体は可溶性因子としてシステムに添加される
ので、システムは、単に適切な代替の検出因子または検出抗体を選択することによって代
替の標的を検出するように構成され得る。開示されたシステムの特異性は、感染性物質ま
たは他の標的分析物に特徴的な標的分子に対するその特異性および親和性に基づいて選択
される検出分子によって決定される。この汎用バイオセンサー細胞と可溶性検出器の組み
合わせはまた、試験系内に複数の検出分子（例えば抗体）を単に含めることによって多重
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アッセイの構築を可能にし、ここで標的分子は代替感染因子または他の分析物に対する特
異性に基づいて選択される。
【００１２】
　本発明で使用されるバイオセンサー細胞型の遺伝子操作および改変は、典型的には、選
択された細胞型において効率的に機能する遺伝成分を含む適切に選択された遺伝子送達手
段の使用を含む。例えば、選択された特定のバイオセンサー細胞において導入された遺伝
子の高レベルの発現を指示するプロモーター成分を使用することは有用である。本発明の
例示的な実施形態では、そのようなプロモーター成分はバイオセンサー細胞自体から直接
由来し得、次いで目的の導入遺伝子を発現するために使用され得る。本発明の別の実施形
態では、選択した細胞型に有効なプロモーター、導入遺伝子、ベクターの組み合わせを同
定するために、代替遺伝子送達手段の状況において代替プロモーター成分の機能を比較す
ることによって適切な成分を経験的に決定し得る。発光レポータータンパク質をコードす
る遺伝子などの導入遺伝子は、エレクトロポレーションなどの標準的な技術または例えば
リポフェクタミンなどの化学的トランスフェクション試薬を使用してバイオセンサー細胞
に導入することができる。当業者に周知の他の遺伝子工学的方法もまた本発明と互換性が
ある。
【００１３】
　本発明の例示的実施形態は、生きた改変バイオセンサー細胞を含み、前記生きた改変バ
イオセンサー細胞は典型的には哺乳動物免疫系の構成要素であり、レポータータンパク質
であって、前記レポータータンパク質は、生きた改変細胞によって発現され、及びその中
に存在し、前記レポータータンパク質は、生きた改変細胞のサイトゾルの所定の変化に応
答して検出可能なシグナルを放出するし、シグナル伝達経路であって、前記シグナル伝達
経路は生きた改変細胞のサイトゾル内の生物学的または生化学的プロセスを制御し、生物
学的または生化学的プロセスが起こる際に、少なくとも一つの生物学的または生化学的プ
ロセスを引き起こすし、少なくとも１種類の検出分子であって、各検出分子が特定の分析
物に結合するように適合され、少なくとも一つの分析物であって、前記少なくとも一つの
分析物は、その分析物に特異的な検出器分子に結合し、生きた、改変細胞によって発言さ
れた、いくつかの膜貫通非抗体シグナル伝達成分であって、前記各膜貫通非抗体シグナル
伝達成分は、それ自体分析物を受容するように適合されている。それ自体が膜貫通非抗体
シグナル伝達成分に結合される十分な数の分析物が十分な数の検出分子に結合すると、シ
グナル伝達成分の凝集が細胞表面で起こり、シグナル伝達経路が活性化され、生物学的ま
たは生化学的プロセスが起こり、検出可能なシグナルがレポータータンパク質によって放
出される。このシステムはまた、生きたバイオセンサー細胞の生存率および機能性を維持
しながら、生きた細胞を可溶性成分および目的の分析物または感染因子を含むサンプルと
混合するための装置、およびバイオセンサー細胞によって放出されたシグナルを検出する
ための検出器を含み得る。
【００１４】
　本発明の別の例示的な実施形態は、生きた改変細胞を含み、前記生きた改変細胞は哺乳
動物免疫系の構成要素であり、前記生きた改変細胞は肥満細胞であり、及び肥満細胞は少
なくとも１つの所定の受容体を発現し、レポータータンパク質であって、前記レポーター
タンパク質は生きた改変細胞によって発現されるエクオリンであり、前記エクオリンは生
きた改変細胞のサイトゾルの所定の変化に応答して検出可能な光のシグナルを発し、生き
た改変細胞によって発現されたシグナル伝達経路であって、シグナル伝達経路は、生体の
サイトゾル内の生化学的プロセスを制御し、シグナル伝達経路によって制御された生化学
的プロセスはさらに細胞内カルシウムを増加させ、細胞内カルシウムの増加は、それが起
こると、エクオリンに検出可能な光を放出させ、少なくとも１種類の検出分子であって、
各検出分子は特定の分析物に結合するように適合され、少なくとも１種の分析物であって
、前記少なくとも１種の分析物は、その分析物に特異的な検出器分子に結合するし、複数
の可溶性非抗体シグナル伝達成分である。各シグナル伝達成分は、少なくとも１つの所定
の受容体に結合し、前記検出分子を受容するように適合されている。十分な数の検体と十
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分な数の検出分子と、それ自体が少なくとも１種類の所定の受容体に結合している十分な
数の膜貫通非抗体シグナル伝達成分とが結合すると、受容体の凝集が細胞表面で起こる。
細胞表面、シグナル伝達経路が活性化され、細胞内カルシウムの増加が起こり、検出可能
な光がエクオリンによって放出される。このシステムはまた、生きたバイオセンサー細胞
の生存率および機能性を維持しながら、生きた細胞を可溶性成分および目的の分析物また
は感染因子を含むサンプルと混合するための装置、およびバイオセンサー細胞によって放
出されたシグナルを検出するための検出器を含み得る。
【００１５】
　本発明のさらに別の例示的な実施形態は、迅速な検出のためのバイオセンサーを含み、
前記バイオセンサーはさらに生きた改変細胞を含み、生きた改変細胞は哺乳動物免疫系の
細胞成分（すなわち免疫細胞）に由来し、レポータータンパク質であって、前記レポータ
ータンパク質は、生きた、改変細胞内に操作されて発現され、及びレポータータンパク質
は、生きた、改変細胞のサイトゾルの所定の変化に応答して検出可能なシグナルを発し、
生きた改変バイオセンサー細胞内に操作され、自然と起こり、前記シグナル伝達経路は、
生きた改変バイオセンサー細胞のサイトゾル内の生物学的プロセスを制御し、前記生物学
的プロセスは、それが起こるとレポータータンパク質を引き起し、分析されるべきサンプ
ル中の分析物に直接的または間接的結合する非抗体シグナル伝達成分であって、前記非抗
体シグナル伝達成分は、その後シグナル伝達経路を直接的または間接的に活性化するため
に、バイオセンサー細胞と協働する。
【００１６】
　生体細胞
　本発明の例示的な実施形態は、典型的には哺乳動物の免疫系の構成要素、例えば免疫細
胞である、生きた、改変バイオセンサー細胞を含む。本発明のある態様において、バイオ
センサー細胞はヒトまたはマウスのＢ細胞である。Ｂ細胞またはＢリンパ球は、抗体を分
泌することによって適応免疫系の体液性免疫成分において機能するリンパ球サブタイプの
白血球の一種である。本発明の他の態様において、バイオセンサー細胞はヒトまたはマウ
スのＴ細胞である。Ｔ細胞またはＴリンパ球は、適応免疫系の一部として細胞性免疫にお
いて中心的役割を果たす別の種類のリンパ球である。Ｔ細胞は、細胞表面にＴ細胞受容体
が存在するため、他のリンパ球と区別可能である。本発明の他の実施形態では、バイオセ
ンサー細胞は肥満細胞である。肥満細胞は、免疫系や神経免疫系の一部である骨髄幹細胞
から派生した顆粒球として知られる白血球の一種である。他の種類の白血球であり、そし
て外観および機能の両方が肥満細胞に類似している好塩基球を含む他の種類の細胞が本発
明と適合する。
【００１７】
　本発明の他の実施形態では、生体細胞は原核細胞または、Ｃａ２＋シグナル伝達系を含
む真核細胞であり得る。生体細胞は、酵母細胞または昆虫細胞、例えばショウジョウバエ
シュナイダー２（Ｓ２）細胞である昆虫細胞、ｓｆ９細胞、またはレポーターとしてエク
オリンを使用するように操作される昆虫細胞であり得る。生体細胞は、ＨＥＫ細胞、ＣＨ
Ｏ細胞、ＣＯＳ細胞、または３Ｔ３細胞などの哺乳動物細胞であり得る。生体細胞は、改
変細胞であり得る。改変細胞は、天然の、継代された、または培養された哺乳動物細胞に
由来し得る。改変細胞は、提供される限り、非再生細胞、固定細胞、薬物または化学的に
処理された細胞、浸透圧的に処理された細胞、放射細胞、人工または合成細胞、または非
生体細胞に由来し得、改変細胞は、機能的リガンド、シグナル伝達経路およびレポーター
を含むことを提供され得る。細胞は、人工細胞または合成細胞であり得る。改変細胞は、
植物細胞、動物細胞、昆虫細胞または他の非哺乳動物細胞、哺乳動物免疫系の成分、濾胞
樹状細胞、ナチュラルキラー細胞、マクロファージ、単球、単核食細胞、好中球、好酸球
、または好塩基球に由来し得る。改変細胞はまた、Ｂリンパ球、濾胞樹状細胞、ナチュラ
ルキラー細胞、マクロファージ、好中球、好酸球、好塩基球および肥満細胞などのＦｃ受
容体型を発現する細胞であり得る。特定の実施形態では、細胞は、天然に、遺伝子工学ま
たは化学的添加によってのいずれかで、適切な受容体、シグナル伝達経路、およびシグナ
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ル出力方法を有する任意の原核細胞または真核細胞であり得る。細胞は、それが機能的受
容体、シグナル伝達経路、およびシグナル出力方法を有するという条件で、人工または非
生存ユニットであり得る。この系に有用な細胞の例は、細胞表面上にＦｃ受容体を発現す
るヒト細胞系Ｕ９３７のようなマクロファージ細胞である。抗原は、標的への抗体の添加
によって抗体に結合することができ、そしてこの抗原－抗体複合体は細胞上のＦｃ受容体
に結合し、そして細胞内カルシウムの増加をもたらすシグナル伝達を刺激するだろう。細
胞は、固定、凍結、乾燥、または凍結乾燥することが可能である。
【００１８】
　シグナル生成レポーター
　本発明の例示的実施形態は、生きた、改変バイオセンサー細胞によって産生または発現
されるレポータータンパク質または酵素などのレポーター成分を含む。レポータータンパ
ク質は、生きた、改変バイオセンサー細胞のサイトゾルにおける特定の所定の変化に応答
して検出可能なシグナルを発する。本発明の特定の実施形態では、レポータータンパク質
は、水生動物Ａｅｑｕｏｒｅａ　Ｖｉｃｔｏｒｉａに由来するエクオリンなどの生物発光
性発光タンパク質である。エクオリンは、生体シグナルセンサー細胞を操作して、さまざ
まなシグナル伝達経路の活性化に応答して光シグナルを生成するために使用され、そのよ
うに、生体細胞におけるエクオリンの産生を操作するための様々な方法は当業者によく知
られている。特に、当業者は、適切な遺伝物質をバイオセンサー細胞に導入するために、
例えば、細菌プラスミドベクターまたはウイルスベクターなどの任意の適切な遺伝子送達
手段を選択し使用し得る。バイオセンサー細胞内のレポータータンパク質の産生は、導入
された遺伝物質の発現によって制御されるだろう。当業者であれば、また、他の発光タン
パク質または他の種類のレポータータンパク質、酵素、および分子を本発明の様々な代替
の実施形態に組み込んで利用できることも理解するだろう。
【００１９】
　本発明の様々な実施形態において、レポーターは、少なくとも１つの生化学的経路の活
性化および結果として生じる生体細胞の変化に応答して検出可能な変化を受ける蛍光特性
を有するタンパク質であり得る。レポーターまたはレポータータンパク質は、オベリン、
タラシコリン、ミトロコミン（ハリスタリン）、クリチン（フィアリジン）、ニモプシン
、ベロビン、インド－１、フラ－２、キン－２、フルオ－３、Ｒｈｏｄ－２、カルシウム
グリーン、ＢＡＰＴＡ、カメレオン（Ａ．Ｍｉｙａｗａｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９９
）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９６，２１３５４０）、または同様の分子な
どの他のカルシウム感受性発光または蛍光分子であり得る。レポータータンパク質は、Ｃ
ａ２＋結合ドメインおよび関連する蛍光タンパク質を含むキメラタンパク質であり得る。
関連する蛍光タンパク質は、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）であり得る。タンパク質は、
ホスファチジルイノシトール経路（すなわち、本明細書に記載の実施形態で使用される経
路）の他の成分と結合し、その蛍光を変え得る。一例は、ジアシルグリセロールと結合す
るように操作された蛍光タンパク質である。レポーターは、発光シグナルまたは蛍光シグ
ナルを生じるように適合されている酵素であり得る。レポータータンパク質は、それぞれ
発光シグナルまたは蛍光シグナルを生じるルシフェラーゼまたはアルカリホスファターゼ
などの酵素であり得る。それはまた、蛍光タンパク質であり得るか、または蛍光、荷電、
もしくは磁性ナノ粒子、ナノドット、もしくは量子ドットを含み得る。レポーターは、蛍
光、紫外線、または可視特性を有する染料とすることができ、蛍光、紫外線、または可視
特性は、少なくとも１つの生化学的経路の活性化および結果として生じる生体細胞の変化
に応じて検出可能な変化を受ける。
【００２０】
　活性化剤メカニズム
　本発明の例示的実施形態は、生きた、改変バイオセンサー細胞によって発現されるシグ
ナル伝達経路の形態の活性化剤機構を含む。シグナル伝達経路は、生きた、改変細胞のサ
イトゾル内の少なくとも１つの生物学的プロセスを制御し、少なくとも１つの生物学的プ
ロセスが起こると、レポータータンパク質に検出可能なシグナルを放出させる。本発明の
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特定の実施形態では、シグナル伝達経路は、受容体タンパク質などの細胞表面シグナル伝
達分子の活性化に応答して細胞内Ｃａ２＋濃度の増加が誘導される任意の生化学的経路で
ある。本発明で使用されるバイオセンサー細胞は、細胞表面シグナル伝達分子の活性化に
応答して細胞質Ｃａ２＋の増加を生じさせ得る一組の生細胞から選択することができる。
例えば、Ｂ細胞、Ｔ細胞、および肥満細胞は、Ｂ細胞受容体、Ｔ細胞受容体、およびＦｃ
イプシロン受容体（肥満細胞）などの細胞表面シグナル伝達分子の活性化に応答して、Ｃ
ａ２＋濃度の増加を誘導する能力を有する。
【００２１】
　培養中で増殖する哺乳動物細胞は、典型的には特定の個々の細胞がＣａ２＋濃度の増加
を誘導する異なる能力を有する可能性がある細胞集団を生成するので、Ｃａ２＋シグナル
を生成するために、頑強な能力を有する細胞の亜集団またはクローン細胞株を選択又はス
クリーニングすることが有用である。これは、例えばエクオリン誘発閃光の誘発を分析す
ることによって達成することができる。特に、細胞への導入遺伝子の導入によって作り出
されたトランスフェクタントは、多数の独立した遺伝子挿入事象に由来する細胞の混合集
団である。したがって、バイオセンサー細胞を構築するとき、導入された導入遺伝子の有
用な発現レベルと共に効率的なシグナル伝達能力を有する細胞またはクローン細胞株の特
定のサブセットをスクリーニングまたは選択することが有用である。高発現細胞の亜集団
を選択するため、またはこの目的のためにクローン細胞株を作製するために蛍光活性化細
胞選別（ＦＡＣＳ）技術を使用することは特に有用である。
【００２２】
　前述のように、エクオリンは、特にそのようなシグナル伝達経路が生細胞内の細胞質Ｃ
ａ２＋イオンの増加をもたらす場合、多種多様なシグナル伝達経路の活性化に応答して光
シグナルを生成するように生きたバイオセンサー細胞を改変するために以前から使用され
てきた。本発明の特定の実施形態において、レポータータンパク質としてエクオリンを産
生するバイオセンサー細胞は、検出アッセイにおけるそれらの使用の前に、セレンテラジ
ン（ＣＴＺ）を負荷される。この荷電工程はエクオリンを疎水性補欠分子族（例えば、Ｃ
ＴＺ）に共有結合させ、カルシウム（Ｃａ２＋）が結合すると、ＣＴＺは、立体構造変化
を含む不可逆反応を受け、（４６９ｎｍで）青色光を放射する。
【００２３】
　上記のように、シグナル伝達経路は、小胞体から細胞質ゾルへのカルシウムイオンの放
出によって第一のシグナルを伝達し得、第二のシグナルは、カルシウムイオンに応答して
レポーターによって放出され得る。このシグナル伝達経路は、Ｂ細胞、Ｔ細胞、肥満細胞
、マクロファージ、およびその他の免疫細胞に見られるセカンドメッセンジャーカスケー
ドで、細胞表面受容体の架橋がチロシンキナーゼを活性化し、それが次にホスホリパーゼ
Ｃをリン酸化し、それがホスファチジルイノシトール４，５－ビスリン酸（ＰＩＰ２）か
らイノシトール１，４，５－トリスリン酸（ＩＰ３）、およびジアシルグリセロールへと
突き進み、その後、ＩＰ３はカルシウムチャネルを開き、小胞体などの細胞内貯蔵からカ
ルシウムを放出するか、または細胞外カルシウムを取り込むことによって、細胞のサイト
ゾル中のカルシウム濃度を上昇させる。受容体の種類、細胞の種類、および所望のシグナ
ル伝達方法に応じて、Ｇ－タンパク質－アデニリル環状－ｃＡＭＰ－タンパク質キナーゼ
Ａカスケードなどの代替のセカンドメッセンジャーカスケードを使用し得る。シグナル伝
達経路はまた、ジアシルグリセロール、セラミド、または他の親油性セカンドメッセンジ
ャー分子の放出によってシグナルを伝達することができ、レポーターはジアシルグリセロ
ール、セラミド、または他の親油性セカンドメッセンジャー分子の放出に応答して第２の
シグナルを放出する。シグナル伝達経路はまた、一酸化窒素（「ＮＯ」）、ｃＡＭＰ、ｃ
ＧＭＰ、または他の環状ヌクレオチドの放出または産生によってシグナルを伝達すること
ができ、レポーターはこの放出または産生に応答して第２のシグナルを放出する。シグナ
ル伝達経路はまた、スーパーオキシド、過酸化水素、一酸化炭素、硫化水素、または他の
二次レドックスメッセンジャーの放出または生成によってシグナルを伝達することができ
、レポーターはスーパーオキシドの放出または生成に応答して第２のシグナルを放出する
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。過酸化水素、一酸化炭素、硫化水素、または他の二次酸化還元メッセンジャー分子。特
定の実施形態において、活性化剤メカニズムは、細胞のｐＨもしくは温度の変化、または
細胞の電気的もしくは磁気的性質の変化を含む。
【００２４】
　ユニバーサル検出成分
　本発明の例示的実施形態は、標的分析物を認識するためのユニバーサル検出成分として
機能する様々な非抗体シグナル伝達成分を含む。各シグナル伝達成分は、典型的には、そ
れ自体受け取るように適合される分析物結合成分（本明細書では「検出分子」とも呼ぶ）
を結合する、すなわち対象の特定の分析物を結合するように、受け取るように適合される
。一実施形態では、シグナル伝達成分は、バイオセンサー細胞の表面に改変されて発現さ
れ、最終的に検出可能なシグナルを放出するレポータータンパク質をもたらすシグナル伝
達経路を活性化するように適合された膜貫通キメラ融合タンパク質である。別の実施形態
では、シグナル伝達成分は、シグナル伝達経路を活性化するように適合され、最終的に検
出可能なシグナルを発するレポータータンパク質を生じさせるように細胞表面シグナルト
ランスデューサーに結合するように適合される、天然の受容体またはレポータータンパク
質のような、細胞表面シグナルトランスデューサーに結合するように適合される、可溶性
キメラ融合タンパク質である。さらに別の実施形態では、シグナル伝達成分はバイオセン
サー細胞内に改変されて発現される可溶性キメラ融合タンパク質である。可溶性キメラ融
合タンパク質は、細胞外シグナルトランスデューサー、例えばシグナル伝達経路を活性化
するように適合されて最終的には検出可能なシグナルを放出するレポータータンパク質を
生じさせる細胞表面シグナルトランスデューサーに結合される、天然の受容体またはレポ
ータータンパク質のような、細胞表面シグナル伝達に結合される細胞外空間に分泌／排出
される。
【００２５】
　本発明のキメラ融合タンパク質は、（ｉ）少なくとも１つの種類の検出分子（例えば、
可溶性抗体）に結合するように適合されるタンパク質の成分、（ｉｉ）生きた、改変バイ
オセンサー細胞によって通常発現されるレセプター複合体の成分を含みうる。いくつかの
実施形態では、少なくとも１種類の検出分子に結合するように適合されるタンパク質の成
分は、例えば、ストレプトＧタンパク質のＩｇＧ結合ドメイン（本明細書ではＩｇＧｂｐ
またはＩｇｂｐと図中で呼ばれる）のような細菌結合タンパク質（すなわち、細菌に由来
する抗体結合タンパク質）に由来し得る。可溶性抗体に対する結合タンパク質の親和性を
高めるために、このＩｇＧ結合ドメインの縦列反復を含めることができる。代替の実施形
態において、少なくとも１種類の検出分子に結合するように適合されているキメラ融合タ
ンパク質の成分は、例えばマウスＦｃガンマＲＩ（ＦｃγＲＩ）レセプターのような受容
体タンパク質に由来する抗体結合ドメインである。様々な例示的実施形態では、生きた、
改変バイオセンサー細胞によって通常発現される受容体複合体の成分は、ＩｇＭ（Ｂ細胞
バイオセンサー用）、Ｉｇα／β（Ｂ細胞バイオセンサー用）、ＩｇＥ（肥満細胞バイオ
センサー用）、ＣＤ１９（Ｂ細胞バイオセンサー用）、ＣＤ３ゼータ（Ｔ細胞バイオセン
サー用）、またはＦｃεＲＩ（肥満細胞バイオセンサー用）である。
【００２６】
　本発明の非抗体シグナル伝達成分は、より大きなタンパク質分子に由来する選択された
タンパク質ドメインのような完全タンパク質配列または改変タンパク質断片のいずれかを
含み得る。当業者であれば、より大きい分子の断片が合成遺伝子技術のような標準的な遺
伝子工学技術を用いて作製され得ることを理解するだろう。キメラ融合タンパク質の態様
として抗体結合モチーフを改変するために、より大きなタンパク質の断片を使用する場合
、選択されたタンパク質断片の適切な立体配座の折り畳みを確実にするように改変された
タンパク質を設計することが重要である。したがって、タンパク質の二次構造を容易に形
成しない短いスペーサーまたはリンカー成分を（融合タンパク質中に）含むことは有用で
ある。例えば、グリシン、セリンおよびアラニンなどのアミノ酸の短い組み合わせをこれ
らのスペーサーまたはリンカー成分に使用することができる。例示的な実施形態において
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、アミノ酸配列グリシン（Ｇ）、セリン（Ｓ）、アラニン（Ａ）、セリン（Ｓ）、グリシ
ン（Ｇ）、セリン（Ｓ）、グリシン（Ｇ）は、改変タンパク質分子（配列番号１９参照）
中の受容体複合体の成分から結合ドメインを分離するために使用される。検出成分をシグ
ナル伝達成分に接続するため、またはシグナル伝達成分の異なるセグメントを相互接続す
るために使用されるペプチドリンカーまたはスペーサーに関して、リンカーは典型的には
ある成分のカルボキシル末端を別の成分のアミノ末端に結合する。ペプチドリンカーは、
０～２５アミノ酸長または任意の中間整数値で変化し得、典型的には、常にではないが、
グリシン（Ｇ）およびセリン（Ｓ）のような親水性アミノ酸を含む。
【００２７】
　前述のように、各シグナル伝達成分は、対象の特定の分析物に結合する検出分子に結合
する。分析物に結合した検出分子は、（ｉ）膜貫通シグナル伝達成分に結合する、または
（ｉｉ）それ自体が細胞表面シグナルトランスデューサー（例えば天然受容体）に結合す
ることになるシグナル伝達成分のいずれかを行う。第１の状況では、それ自身が膜貫通非
抗体シグナル伝達成分に結合する十分な数の分析物が十分な数の検出分子に結合すると、
シグナル伝達成分の凝集がバイオセンサー細胞表面上で起こる。経路が活性化され、生物
学的プロセスが起こり、検出可能なシグナルがレポータータンパク質によって放出される
。第２の場合には、十分な数の分析物と十分な数の検出分子とそれ自身が適切な天然の受
容体に結合する十分な数の非抗体シグナル伝達成分とが結合すると、細胞表面、シグナル
伝達経路が活性化され、細胞内カルシウムの増加が起こり、検出可能な光がレポータータ
ンパク質によって放出される。
【００２８】
　各シグナル本発明の例示的実施形態による第１の非抗体シグナル伝達成分は、ＧＳＡＳ
ＧＳＧリンカーを用いてＩｇＭ重鎖定常ドメイン（Ｂ細胞）に融合した細菌結合タンパク
質（ＩｇＧｂｐ）を含む。配列番号１は、シグナル伝達成分ＩｇＧｂｐ－ＩｇＭのＤＮＡ
配列を提供し、配列番号２は、シグナル伝達成分ＩｇＧｂｐ－ＩｇＭのタンパク質配列を
提供する。
【００２９】
　本発明の例示的実施形態による第２の非抗体シグナル伝達成分は、ＧＳＡＳＧＳＧリン
カーを用いてＢ細胞受容体のＩｇα／β成分に融合された細菌結合タンパク質（ＩｇＧｂ
ｐ）を含む。配列番号３は、シグナル伝達成分ＩｇＧｂｐ－Ｉｇα／βのＤＮＡ配列を提
供し、配列番号４は、シグナル伝達成分ＩｇＧｂｐ－Ｉｇα／βのタンパク質配列を提供
する。
【００３０】
　本発明の例示的実施形態による第３の非抗体シグナル伝達成分は、ＧＳＡＳＧＳＧリン
カーを用いてＴ細胞受容体のＣＤ３ゼータ鎖に融合した細菌結合タンパク質（ＩｇＧｂｐ
）を含む。配列番号５は、シグナル伝達成分ＩｇＧｂｐ－ＣＤ３ζのＤＮＡ配列を提供し
、配列番号６は、シグナル伝達成分ＩｇＧｂｐ－ＣＤ３ζのタンパク質配列を提供する。
【００３１】
　本発明の例示的実施形態による第４の非抗体シグナル伝達成分は、ＧＳＡＳＧＳＧリン
カーを用いてＩｇＭ重鎖定常ドメイン（Ｂ細胞）に融合したＦｃγＲＩ抗体結合ドメイン
を含む。配列番号７は、シグナル伝達成分ＦｃγＲＩ－ＩｇＭのＤＮＡ配列を提供し、配
列番号８は、シグナル伝達成分ＦｃγＲＩ－ＩｇＭのタンパク質配列を提供する。
【００３２】
　本発明の例示的実施形態による第５の非抗体シグナル伝達成分は、ＧＳＡＳＧＳＧリン
カーを用いてＢ細胞受容体のＩｇα／β成分に融合したＦｃγＲＩ抗体結合ドメインを含
む。配列番号９は、シグナル伝達成分ＦｃγＲＩ－Ｉｇα／βのＤＮＡ配列を提供し、配
列番号１０は、シグナル伝達成分ＦｃγＲＩ－Ｉｇα／βのタンパク質配列を提供する。
【００３３】
　本発明の例示的実施形態による第６の非抗体シグナル伝達成分は、ＧＳＡＳＧＳＧリン
カーを用いてＴ細胞受容体のＣＤ３ゼータ鎖に融合したＦｃγＲＩ抗体結合ドメインを含
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む。配列番号１１は、シグナル伝達成分ＦｃγＲＩ－ＣＤ３ζのＤＮＡ配列を提供し、配
列番号１２は、シグナル伝達成分ＦｃγＲＩ－ＣＤ３ζのタンパク質配列を提供する。
【００３４】
　本発明に従う第７の例示的非抗体シグナル伝達成分は、ＧＳＡＳＧＳＧリンカーを用い
てＩｇＥ定常ドメイン（Ｂ細胞）に融合された細菌結合タンパク質（ＩｇＧｂｐ）を含む
。配列番号１３は、シグナル伝達成分ＩｇＧｂｐ－ＩｇＥのＤＮＡ配列を提供し、配列番
号１４は、シグナル伝達成分ＩｇＧｂｐ－ＩｇＥのタンパク質配列を提供する。
【００３５】
本発明による第８の例示的な非抗体シグナル伝達成分は、ＧＳＡＳＧＳＧリンカーを用い
てＩｇＥ定常ドメイン（Ｂ細胞）に融合したＦｃγＲＩ抗体結合ドメインを含む。配列番
号１５は、シグナル伝達成分ＦｃγＲＩ－ＩｇＥのＤＮＡ配列を提供し、配列番号１６は
、シグナル伝達成分ＦｃγＲＩ－ＩｇＥのタンパク質配列を提供する。
【００３６】
　本発明による第９の例示的非抗体シグナル伝達成分は、ＧＳＡＳＧＳＧリンカーを用い
てＴ細胞受容体のＣＤ３ゼータ鎖に融合した単量体ストレプトアビジンを含む。配列番号
１７は、シグナル伝達成分ｍＳＡ－ＣＤ３ζのＤＮＡ配列を提供し、および配列番号１８
は、シグナル伝達成分ｍＳＡ－ＣＤ３ζのタンパク質配列を提供する。単量体ストレプト
アビジンは、ストレプトアビジン四量体を単量体に分解し、及び得られた単離されたサブ
ユニットの溶解性を増強する突然変異を含むストレプトアビジンの組換え型である。
【００３７】
　様々な実施形態において、ユニバーサル検出成分は、抗体ＶＤＪ領域、Ｆａｂフラグメ
ントまたは他の抗体決定基を含む。ユニバーサル検出成分は、Ｔ細胞ＶＪ領域、ＶＤＪ領
域、または他のＴ細胞受容体決定基を含み得る。ユニバーサル検出成分は、合成ペプチド
、ペプチドではない小さな有機決定基、タンパク質またはペプチド決定基、レクチン決定
基、炭水化物結合モジュール、または他の炭水化物結合決定基、脂質結合決定基、または
金属または他の金属結合決定基を結合するメタロチオン決定基を含み得る。
【００３８】
　ユニバーサル検出成分は、生きた、生体細胞によって発現されるシグナル伝達経路に共
有結合することが可能である。一例は、アンカー部分がシグナル伝達経路の一部である、
すなわち、細胞の外側から細胞内にシグナルを伝達する膜アンカー抗体である。いくつか
の実施形態では、ユニバーサル検出成分はモジュール式ではないが、シグナル伝達経路の
不可欠な部分、例えばその経路を形成するキメラタンパク質の一部である。ユニバーサル
検出成分は、シグナル伝達経路に非共有結合することができる。一例は、Ｆｃ受容体を担
持する分子が膜を通してシグナルを伝達する、シグナル伝達分子上のＦｃ受容体に外部的
に結合した抗体である。他の実施形態では、ユニバーサル検出成分はモジュール式であり
、シグナル伝達経路を含む細胞には、選択のユニバーサル検出成分を装填することができ
る。ユニバーサル検出成分は、シグナル伝達経路の一部に非共有結合する決定基を含むこ
とができ、またはユニバーサル検出成分は、それをシグナル変換経路のＦｃ結合部分に非
共有結合するＦｃ決定基を含み得る。ユニバーサル検出器成分は、それをシグナル伝達経
路のビオチンまたは（ストレプト）アビジン結合部分に非共有結合させるビオチンまたは
（ストレプト）アビジン決定基を含み得る。
【００３９】
　検体結合成分／検出分子
　本発明の例示的な実施形態は、本明細書で「検出分子」とも呼ばれる少なくとも１種類
の検体結合成分を含み、各検体結合成分は特定の標的検体に結合するようになっている。
分析物結合成分は、バイオセンサー細胞によって決して発現されない可溶性抗体であり得
る。本発明と共に使用される特定の分析物結合成分は、対象の標的分析物を明確に同定す
るその能力に基づいて選択される。例示的な実施形態では、分析物結合成分は、感染性物
質などの特定の分析物に特異的な市販のＩｇＧなどの可溶性抗体である。別の例示的な実
施形態では、分析物結合成分は、例えば抗自己抗原抗体に特異的なビオチン化自己抗原分
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子などの所定の分析物に特異的なビオチン化分子（またはストレプトアビジン系分子）で
ある。本発明による検出器または標的分子は、自己抗原または自己免疫疾患に関連する自
己抗体を含み得る。代表的な自己免疫疾患または障害としては、慢性関節リウマチ（ＲＡ
）、若年性ＲＡ（ＪＲＡ）、１型糖尿病、全身性エリテマトーデス、橋本病、グレーブス
病、強皮症、セリアック病、クローン病、潰瘍性大腸炎、シェーグレン症候群、多発性硬
化症、グッドパスチャー症候群、アジソン病、ウェゲナー肉芽腫症、原発性胆汁性肝硬変
、硬化性胆管炎、自己免疫性肝炎、多発性筋痛リウマチ、側頭動脈炎／巨細胞動脈炎、お
よびギランバレー症候群が挙げられる。検出分子または標的分子はまた、腫瘍特異的もし
くは腫瘍関連抗原、またはＥＧＦのような生物学的に活性な分子、インスリンおよび成長
ホルモンを含むペプチドホルモン、サイトカイン、インターロイキン、インターフェロン
、ＴＮＦなど、またはそのような生物学的に活性な分子に対する抗体ような抗原に対する
抗体を含み得る。
【００４０】
　本発明のシステムは、ＩｇＧ断片を含む検体結合成分をさらに含むことができ、ＩｇＧ
断片は一本鎖抗体または一本鎖ダイアボディであり得る。検出器はまた、アフィボディ（
すなわち、改変された結合タンパク質）、アプタマー（例えば、リガンドに結合するよう
に改変されたＤＮＡまたはＲＮＡ分子）、または感染性ウイルスに対する可溶性受容体な
どの可溶性受容体であり得る。
【００４１】
　標的分析物および試験サンプル
　本発明の意図された用途は、試験されるべきサンプル内に存在する、または存在する可
能性がある様々な検体の検出である。本発明の例示的実施形態では、検出される分析物は
、その分析物に特異的な可溶性抗体などの検出分子に結合する。試験されるべきサンプル
は、（ｉ）牛肉、豚肉、子羊肉、バイソン、家禽、およびシーフードなどの肉、及び（ｉ
ｉ）植物や野菜を含む多数の食物源から採取されても良い。試験されるべきサンプルはま
た、水、消費可能な流体、保存流体、および血液のような体液のような他の多くの供給源
からも採取され得る。検出され得る分析物は、化学物質、毒素、及びウイルス、細菌、お
よび他の生物学的材料または物質などの感染性物質などの検出物質または検出分子に特異
的に結合する事実上あらゆるものを含む。本発明の例示的実施形態では、特定の感染性病
原体は大腸菌であるが、他の感染性病原体（サルモネラ菌、リステリア菌、およびカンピ
ロバクターなど）および汚染物質も本発明で検出することができる。別々のアッセイまた
は多重アッセイのいずれにおいても、大腸菌Ｏ１５７　Ｈ７、Ｏ２６、Ｏ４５、Ｏ１０３
、Ｏ１１１、Ｏ１２１、およびＯ１４５は、すべて本発明を用いて検出され得る。
【００４２】
　本発明は、肉病原体、ならびにホウレンソウ、レタス、ならびに他の野菜および食品に
見られるものを含む多くの異なる検体を検出することができる。分析物は、線状エピトー
プまたは立体構造エピトープの両方を含む、抗原またはアレルゲンの１つまたは複数のエ
ピトープを含み得、それはまた１つ以上のリガンドまたは相互受容体またはリガンドによ
って認識される受容体を含み得る。例示的な分析物には、バチルス（例えば、炭疽菌）、
腸内細菌科（例えば、サルモネラ菌、大腸菌、クレブシエラ、および赤痢菌）、エルシニ
ア（例えば、ペスト菌または腸球菌）などの細菌、ブドウ球菌（黄色ブドウ球菌）、黄色
ブドウ球菌、連鎖球菌、淋病、腸球菌（例えば大腸菌）、リステリア菌（例えばＬ．ｍｏ
ｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）、ブルセラ菌（例えばＢ．ａｂｏｒｔｕｓ、Ｂ．ｍｅｌｉｔｅ
ｎｓｉｓ、またはＢ．ｓｕｉｓ）、ビブリオ（例えばＢ．ｓｕｉｓ）、コレラバクテリウ
ム、コリネバクテリウムジフテリア、シュードモナス属（例えば、シュードモナス属また
は緑膿菌）、バークホルデリア属（例えば、バチルスマレイまたはシュードマレア）、赤
痢菌（例えば、Ｓ．ディセンテリア）、リケッチア（例えば、Ｒ．ｒｉｃｋｅｔｔｓｉｉ
、Ｒ．ｐｒｏｗａｚｅｋｉｉ、またはＲ．ｔｙｐｈｉ）、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕ
ｌａｒｅｎｓｉｓ、Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｐｓｉｔｔａｃｉ、Ｃｏｘｉｅｌｌａ　ｂｕｒ
ｎｅｔｉｉ、Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ（例えば、Ｍ．ｍｙｃｏｉｄｅｓ）などが含まれる。
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ピーナッツダスト、マイコトキシン、カビ胞子などのアレルゲン；またはボツリヌス菌お
よびＣ．パーフリンジェンスなどの細菌胞子；リシン、マイコトキシン、テトロドトキシ
ン、炭疽毒素、ボツリヌス毒素、ブドウ球菌エンテロトキシンＢ、またはサキシトキシン
などの毒素；アデノウイルス科（例、アデノウイルス）、アレナウイルス（例、マチュポ
ウイルス）、ブナウイルス（例、ハンタウイルスまたはリフトバレー熱ウイルス）、コロ
ナウイルス、オルトミクソウイルス（例、インフルエンザウイルス）、フィロウイルス科
（例、エボラウイルスおよびマルブルグ）、フラビウイルス科（例、日本脳炎ウイルスお
よび黄熱病ウイルス）、ヘパドナウイルス科（例、Ｂ型肝炎ウイルス）、ヘルペスウイル
ス科（例、単純ヘルペスウイルス）、パポバウイルス科（例、パピローマウイルス）、パ
ラミクソウイルス科（例えば、呼吸器合胞体ウイルス、麻疹ウイルス、おたふく風邪ウイ
ルス、またはパラインフルエンザウイルス）、パルボウイルス科（例えば、ポリオウイル
ス）、ポックスウイルス科（例えば、ポリオウイルス）、レオウイルス科（例えば、ロタ
ウイルス）、レトロウイルス科（例えば、ヒトＴ細胞）リンパ球向性ウイルス（ＨＴＬＶ
）およびヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、ラブドウイルス科（例えば、狂犬病ウイルス
）、およびトガウイルス科（例えば、脳炎ウイルス、黄熱病ウイルス、および風疹ウイル
ス）などのウイルス；クリプトスポリジウム・パルバム、脳炎、マラリア原虫、トキソプ
ラズマ、アカントアメーバ、赤痢アメーバ、ジアルジア・ランブリア、トリコモナス・バ
ギナリス、リーシュマニア、またはトリパノソーマ（例えば、Ｔ．ブルセイおよびＴ．ク
ルージ）などの原生動物；条虫（サナダムシ）、吸虫（吸虫類）または線虫（回虫、例え
ば、Ａｎｃａｒｉｓ　ｌｕｍｒｉｃｏｉｄｅｓ、Ｔｒｉｃｈｕｒｉｓ　ｔｒｉｃｈｕｒａ
、Ｎｅｃａｔｏｒ　ａｍｅｒｉｃａｎｕｓ、またはＡｎｃｙｌｏｓｔｏｓｔａ　ｄｕｏｄ
ｅｎａｌｅ）などの寄生蠕虫；寄生虫（例えば、本明細書に記載の原生動物または蠕虫）
などの寄生蠕虫；Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｉ、Ｃａｎｄｉｄａｅ、Ｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｅｓ
　ｉｍｍｉｔｉｓ、Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｉなどの真菌；環境汚染物質水添加剤；農業マ
ーカー；核酸（例えば、染色体、プラスミド、ウイルスゲノム、プライマー、または遺伝
子を含む、オリゴヌクレオチド、ポリヌクレオチド、ヌクレオチド、ヌクレオシド、ＤＮ
Ａの分子、またはＲＮＡの分子）；タンパク質（例えば、糖タンパク質、金属タンパク質
、酵素、プリオン、または免疫グロブリン）；代謝産物；砂糖；脂質；リポ多糖類；塩；
またはイオンを含む。標的はまた、サルモネラ菌（例えば、ネズミチフス菌）、病原性大
腸菌（例えば、Ｏ１５７：Ｈ７）、ボツリヌス菌（例えば、Ｂ．セレウス）、ボツリヌス
菌、リステリアモノサイトゲネス、エルシニア（例えば、Ｙ．ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉ
ｃａ）、Ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ（例えば、Ｎｏｒｗａｌｋウイルス）、Ｓｈｉｇｅｌｌａ、
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ　ｇｏｎｄｉｉ、
Ｖｉｂｒｉｏ（例えば、Ｖ．ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ、Ｖ．ｃｈｏｌｅｒａ、Ｖ．ｐａｒａ
ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）、Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ　ｊｅｊｕｎｉ、およびＣｌ
ｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓなどの食品媒介病原体を含む。炭疽菌、ペ
スト菌（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｅｓｔｉｓ）、ブルセラ（例えば、Ｂ．スイス）、ブルク
ホルデリア・マレイ、ブルクホルデリア・シュードマレイ、赤痢菌、ボツリヌス菌、バリ
オラ（例えば、Ｖ．メジャー）、フィロウイルス科ウイルス（例えば、Ｆｉｌｏｖｉｒｂ
ｏｌａｅｌａｅ）（例：フィロウイルス）など、およびマールブルクウイルス、アレナウ
イルス科（例えば、ラッサウイルスおよびマチュポウイルス）、クロストリジウムパーフ
リンジェンス、任意の食品媒介病原体（例えば、サルモネラ種、大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７、
または赤痢菌）、クラミジアプシタシ、コクシエラブルネチ、黄色ブドウ球菌、黄色ブド
ウ球菌、黄色ブドウ球菌（例えば、Ｒ．ｐｒｏｗａｚｅｋｉｉまたはＲ．ｒｉｃｋｅｔｔ
ｓｉｉ）、アルファウイルス（例えば、ベネズエラ馬脳炎ウイルス、東部馬脳炎ウイルス
、または西部馬脳炎ウイルス）、コレラ菌、クリプトスポリジウムパルブム、ヘニパウイ
ルス（例えば、ニパウイルス）、Ｂｏｎｙａｖｉｒｉｄａｅ（例えば、ハンタウイルスま
たはリフトバレー熱ウイルス）、フラビウイルス科（例えば、日本脳炎ウイルスおよび黄
熱病ウイルス）、およびコクシジオイデス属を含む。
【００４３】



(18) JP 2020-507060 A 2020.3.5

10

20

30

40

50

　分析物または分析物の一部として検出することができるエピトープは、典型的には、免
疫グロブリン（またはその抗原結合断片）が特異的に結合することができる抗原上の抗原
決定基部位である。エピトープは、タンパク質の三次折り畳みによって並置された隣接ア
ミノ酸または非隣接アミノ酸の両方から形成され得る。エピトープは、免疫グロブリンの
Ｆａｂ（可変）領域（「イディオタイプ決定基」と呼ばれる）に見出され得、免疫グロブ
リンの「イディオタイプ」を含む。エピトープおよび抗原は、天然に存在しても人工的に
産生されてもよい。エピトープまたは抗原の性質に依存して、エピトープまたは抗原は、
例えば、起源のマトリックスまたは物質から単離または精製され、合成され、または組換
え的に産生され得る。分析物として有用なエピトープおよび抗原は、ヒトまたは非ヒト動
物、植物、細菌、原生動物、寄生虫、ウイルスなどに由来し得る。いくつかの実施形態に
おいて、分析物は、ポリペプチド、核酸分子、炭水化物、糖タンパク質、脂質、リポタン
パク質である。糖脂質、または小分子。いくつかの実施形態では、分析物は、癌抗原、自
己抗原、アレルゲン、内因性抗原、感染因子抗原、薬物（小分子）抗原、毒素、毒素、生
物学的抗原、環境抗原、移植抗原、および移植抗原の中から選択される。
【００４４】
　分析物は、癌抗原のエピトープを含み得る。いくつかの態様において、分析物は、腫瘍
関連抗原である。いくつかの実施形態では、分析物は、腫瘍特異的抗原である。本発明の
いくつかの実施形態では、分析物は、腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）であり、ＴＡＡは、野生型
タンパク質とは異なる１つまたは複数の翻訳後修飾を有する炭水化物抗原であり、悪性細
胞には存在するが非悪性細胞には存在しない遺伝子融合から生じるタンパク質の融合領域
を含み、および／またはＴＡＡは、自己分泌活性化のために腫瘍細胞において調節解除お
よび／または機能不全である受容体チロシンキナーゼ（ＲＴＫ）、染色体転座、ＲＴＫの
過剰発現、またはＲＴＫ遺伝子またはタンパク質における機能獲得型変異を含む。本発明
のいくつかの実施形態では、分析物は、Ｂ細胞悪性腫瘍によって発現される免疫グロブリ
ンである。Ｂ細胞悪性腫瘍の例には、非ホジキンリンパ腫、ホジキンリンパ腫、慢性リン
パ性白血病、マントル細胞リンパ腫および多発性骨髄腫が含まれるが、これらに限定され
ない。さらなるＢ細胞悪性腫瘍には、例えば、Ｂ細胞性前リンパ球性白血病、リンパ形質
白血病、脾臓周辺帯リンパ腫、周辺帯リンパ腫（節外および節）、形質細胞腫瘍（例、形
質細胞性骨髄腫、形質細胞腫、モノクローナル免疫グロブリン沈着症、重鎖疾患）、およ
び濾胞性リンパ腫（例えば、グレードＩ、ＩＩ、ＩＩＩ、またはＩＶ）が含まれる。
【００４５】
　いくつかの実施形態において、分析物は、被験体から得られた腫瘍細胞に由来する腫瘍
関連抗原である。いくつかの実施形態では、腫瘍関連抗原は、１７－１Ａ、７０７－ＡＰ
、ＡＦＰ、アネキシンＩＩ、ＡＲＴ－４、ＢＡＧＥ、ＢＡＧＥ－１、β－カテニン、ＢＣ
Ｇ、ｂｃｒ／ａｂｌ、Ｂｃｒ／ａｂｌ　ｅ１４ａ２融合接合、ｂｃｒ－ａｂｌ（ｂ３ａ２
）、ｂｃｒ－ａｂｌ　ｐ１９０（ｅ１ａ２）、ｂｃｒ－ａｂｌ　ｐ２１０（ｂ２ａ２）、
ｂｃｒ－ａｂｌ　ｐ２１０（ｂ３ａ２）、ｂｃｒ－ａｂｌ　ｐ２１０（ｂ３ａ２）ｐ２１
０（ｂ３ａ２）、水疱性類天疱瘡抗原－１、ＣＡ１９－９、ＣＡ１２５、ＣＡ２１５、Ｃ
ＡＧ－３、ＣＡＭＥＬ、癌精巣抗原、カスパーゼ－８、ＣＣＬ３、ＣＣＬ４、ＣＤ１６、
ＣＤ２０、ＣＤ３、ＣＤ３０、ＣＤ５５、ＣＤ６３、ＣＤＣ２７、ＣＤＫ－４、ＣＤＲ３
、ＣＥＡ、クラスター５、クラスター５Ａ、サイクリン依存性キナーゼ－４、Ｃｙｐ－Ｂ
、ＤＡＭ－１０、ＤＡＭ－６、Ｄｅｋ－ｃａｉｎ、Ｅ７、ＥＧＦＲ、ＥＧＦＲｖＩＩＩ、
ＥＧＰ４０、ＥＬＦ２　Ｍ、ＥｐＣＡＭ、ＦｕｃＧＭ１、Ｇ２５０、ＧＡ７３３、ＧＡＧ
Ｅ、ＧＡＧＥ－１－８、ガストリン癌関連抗原、ＧＤ２、ＧＤ３、ｇｌｏｂｏＨ、グリコ
ホリン、ＧＭ１、ＧＭ２、ＧＭ３、ＧｎＴＶ、Ｇｎ－Ｔ－Ｖ、ｇｐ１００、Ｈｅｒ－２／
ｎｅｕ、ＨＥＲＶ－Ｋ－ＭＥ、高分子量関連抗原、高分子量プロテオグリカン（ＨＭＰＧ
）、ＨＰＶ－１６　Ｅ６、ＨＰＶ－１６　Ｅ７、ＨＰＶＥ６、ＨＳＰ７０－２Ｍ、ＨＳＴ
－２、ｈＴＥＲＴ、ヒト絨毛性ゴナドトロピン（ＨＣＧ）、人乳脂肪球（ＨＭＦＧ）、ｉ
ＣＥ、ＫＩＡＡ０２０５、ＫＫ－ＬＣ－１、ＫＭ－ＨＮ－１、Ｌ６、ＬＡＧＥ－１、Ｌｃ
ｏｓｅ４Ｃｅｒ、ＬＤＬＲ／ＦＵＴ、ルイスＡ、ルイスｖ／ｂ、Ｍタンパク質、ＭＡＧＥ
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－１、ＭＶＣ、ＭＡＧＥ－Ａ１－１２、ＭＡＧＥ－Ｃ２、ＭＡＨＧＥ－３、ＭＡＲＴ－１
／Ｍｅｌａｎ－Ａ、ＭＣ１Ｒ、ＭＥ４９１、ＭＵＣ１、ＭＵＣ２、ムチン、ＭＵＭ－１、
ＭＵＭ－２、ＭＵＭ－３、変異ｐ５３、ミオシン、ＭＺ２－Ｅ、Ｎ９ノイラミニダーゼ、
ＮＡ８８、ＮＡ８８－Ａ、上咽頭癌抗原、ＮＧＡ、ＮＫ１／ｃ－３、新規ｂｃｒ／ａｂｌ
ｋ融合ＢＣＲエクソン１、１３、１４、ＡＢＬエクソン４、ＮＹ－ＥＳＯ－１／ＬＡＧＥ
－２、ＮＹ－ＥＳＯ－１ｂ、ＯＣ１２５、骨肉腫関連抗原－１、Ｐ１５、ｐ１９０最小ｂ
ｃｒ－ａｂｌ（ｅ１ａ２）、ｐ５３、Ｐｍ１／ＲＡＲａ、ポリシアル酸、ＰＲＡＭＥ、Ｐ
ＳＡ、ＰＳＭ、ＲＵ１、ＲＵ２、ＳＡＧＥ、ＳＡＲＴ－1、ＳＡＲＴ－２、ＳＡＲＴ－３
、ＳＡＲＴ－３、シアリルＬｅＡ、Ｓｐ１７、ＳＳＸ－２、ＳＳＸ－４、表面免疫グロブ
リン、ＴＡＧ－１、ＴＡＧ－２、ＴＥＬ／ＡＭＬ１、ＴＰＩ、ＴＲＡＧ－３、ＴＲＰ－１
（ｇｐ７５）、ＴＲＰ－２、ＴＲＰ２－ＩＮＴ２、ｈＴＲＴ、腫瘍関連糖タンパク質－７
２（ＴＡＧ－７２）、チロシナーゼ、ｕ－ＰＡ、ＷＴ１、およびＸＡＧＥ－１ｂ、または
前述の抗原のいずれかの免疫原性フラグメントから選択される１つまたは複数の抗原であ
る。いくつかの実施形態において、腫瘍関連抗原は、ＳＥＲＥＸ（組換えｃＤＮＡ発現ラ
イブラリーの血清学的分析）アプローチによって、または様々な起源の腫瘍組織もしくは
癌細胞株から作製されたｃＤＮＡ発現ライブラリーの血清学的スクリーニングに基づいて
同定され、自己由来の血清との反応性に基づいて免疫原性腫瘍タンパク質を同定する。い
くつかの実施形態では、分析物は、野生型タンパク質とは異なる１つまたは複数の翻訳後
修飾を有する炭水化物抗原である腫瘍関連抗原である。いくつかの実施形態では、腫瘍関
連抗原は、悪性細胞には見られるが非悪性細胞には存在しない遺伝子融合から生じるタン
パク質の融合領域を含む。いくつかの実施形態では、腫瘍関連抗原は、自己分泌活性化、
染色体転座、ＲＴＫ過剰発現、またはＲＴＫ遺伝子もしくはタンパク質における機能獲得
型変異のために腫瘍細胞において調節解除および／または機能不全である受容体チロシン
キナーゼを含む。
【００４６】
　分析物は、被験体に対して病原性または非病原性のいずれかであり得る感染性または非
感染性物質の抗原のエピトープを含み得る。分析物は、ヒトの消化管、粘膜表面、または
上皮中のプロバイオティックまたは共生微生物などの、動物または植物のバイオーム中の
任意の微生物を含む、共存、寄生、または共生微生物に由来し得る。いくつかの実施形態
では、細菌性病原体は、アシネトバクター・バウマニ（旧Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　
ｃａｌｃｏａｃｅｔｉｃｕｓ）、アクチノバチルス、Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ　ｐｙｏｇ
ｅｎｅｓ（旧コリネバクテリウム・ピオゲネス）、アクチノミセス・イスラエリ、ノーカ
ディア小惑星、Ａｅｒｏｍｏｎａｓ　ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ、Ａｍｙｃｏｌａｔａ　ａｕ
ｔｏｔｒｏｐｈｉｃａ、Ａｒｃｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｍ
　（旧コリネバクテリウムヘモリチカム）、Ａｒｉｚｏｎａ　ｈｉｎｓｈａｗｉｉ－すべ
ての血清型、炭疽菌、バクテロイデスフラジリス、Ｂ．キンタナ、Ｂ．ヴィンソニー、Ｂ
．ｐｅｒｔｕｓｓｉｓを含むＢｏｒｄｅｔｅｌｌａ、Ｂｏｒｒｅｌｉａ　ｒｅｃｕｒｒｅ
ｎｔｉｓ、Ｂ．ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉ、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ（ＢＳＬ　ＩＩＩを
除く旧Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、カンピロバクター・コリ、Ｃ．フェタス、Ｃ．ジェジ
ュニ、クラミジア・プシタシ、Ｃ．トラコマチス、Ｃ．ニューモニア、ボツリヌス菌（神
経毒素産生種）、ボツリヌス菌神経毒、Ｃｌ．ｃｈａｕｖｏｅｉ、Ｃｌ．ヘモリチカム、
Ｃｌ．ヒストリチカム、Ｃｌ．ノビイ、Ｃｌ．敗血症、Ｃｌ．テタニ、Ｃｌ．Ｐｅｒｆｉ
ｒｎｇｅｎｓイプシロン毒素、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａ
ｅ、Ｃ．ｓｓｅｕｄｏｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ、Ｃ．ｒｅｎａｌｅ、Ｄｅｒｍａｔｏｐ
ｈｉｌｕｓ　ｃｏｎｇｏｌｅｎｓｉｓ、Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ　ｔａｒｄａ、Ｅｒｙ
ｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ　ｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ、大腸菌－大腸菌Ｏ１５７を含む
すべての腸病原性、エンテロトキシン性、毒素原性、腸管侵入性およびK1抗原を持つ株、
ヘモフィルス・デュクレイ、インフルエンザ菌、ヘリコバクターピロリ、クレブシエラ－
－Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａ（ＲＧ１）を除くすべての種、Ｌ．ｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌａを含む
レジオネラ－Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎｔｅｒｒｏｇａｎｓ－すべての血清型、リステ
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リア、モラクセラ、マイコバクテリウム（ＢＳＬ　ＩＩＩにリストされたものを除く）ア
ビウム複合体、Ｍ．アシアチカム、Ｍ．ボビスＢＣＧワクチン株、Ｍ．ケロネイ、Ｍ．カ
ンサシ、Ｍ．レプラエ、Ｍ．マルモセンス、Ｍ．マリナム、Ｍ．Ｍ．シミアエ、Ｍ．スル
ガイ、Ｍ．ウルセランス、Ｍ．キセノピ、マイコプラズマ、Ｎ．メニンギティデス、Ｎ．
ｃｏｕｒｄｉａ　ａｓｔｅｒｏｉｄｅｓ、Ｎ．ブラジリエンシス、Ｎ．オティティススカ
ビアス、Ｎ．アリゾナエを含むサルモネラ菌、コレラ菌、腸炎菌、ガレナリウムプルモラ
ム菌、パラチフス菌、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｓ菌、ネズミチフス菌、ネズミチフス菌を含むシゲラ
菌、Ｓ．ボイディ菌、Ｓ．１型赤痢菌、Ｓ．フレックスネリ、Ｓ．、Ｂ．ａｂｏｒｔｕｓ
、Ｂ．ｃａｎｉｓ、Ｂ．ｓｕｉｓ、Ｂ．ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ、Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌ
ｌｅｉ、Ｃｏｘｉｅｌｌａ　ｂｕｒｎｅｔｉｉ、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅ
ｎｓｉｓ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ（ＢＳＧ　ＩＩ－を含む）、Ｙｅｒ
ｓｉｎｉａ　ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ、Ｂａｒｔｏｎｅｌｌａ、ブルセラクラミジ
ア、結核菌、マイコバクテリアその他を含む抗菌剤結核（ＭＯＴＴ）、パスツレラ・ムル
トシダＢ型－「バッファロー」および他のビルレント株、Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ　ａｋａ
ｒｉ、Ｒ。ａｕｓｔｒａｌｉｓ、Ｒ．ｃａｎａｄａ、Ｒ。ｐｒｏｗａｚｅｋｉｉ、Ｒ．ｒ
ｉｃｋｅｔｔｓｉｉ、Ｒ、シベリカ、Ｒ。ｔｓｕｔｓｕｇａｍｕｓｈｉ、Ｒ。ｔｙｐｈｉ
（Ｒ．ｍｏｏｓｅｒｉ）、Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｅｓｔｉｓから選択される。
【００４７】
　分析物は、ウイルス性病原体に由来し得る。例えば、いくつかの実施形態では、分析物
は、アデノウイルス、ヒト－全種類、アルファウイルス（トガウイルス）、東部馬脳炎ウ
イルス、東部馬脳脊髄炎ウイルス、ベネズエラ馬脳脊髄炎ワクチン株ＴＣ－８３、西部馬
脳脊髄炎ウイルス、アレナウイルス、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（非神経向性株）、
タカリベウイルス複合体、ブニヤウイルス、ブニヤムウェラウイルス、リフトバレー熱ウ
イルスワクチン株ＭＰ－１２、カルシウイルス、コロナウイルス．フラビウイルス（トガ
ウイルス）－グループＢアルボウイルス、デング熱ウイルス血清型１、２、３、および４
、黄熱病ウイルスワクチン株１７Ｄ、Ａ型肝炎、Ｂ、Ｃ、Ｄ、およびＥ型ウイルス、サイ
トメガロウイルス、エプスタインバーウイルス、ヘルペス１型および２型単純ヘルペス、
６型および７型ヒトヘルペスウイルス、Ａ型、Ｂ型、およびＣ型インフルエンザウイルス
、ニューカッスル病ウイルス、麻疹ウイルス、おたふく風邪ウイルス、パラインフルエン
ザウイルス１型、２型、３型、４型、ポリオーマウイルス（ＪＣウイルス、ＢＫウイルス
）、ＲＳウイルス、ヒトパルボウイルス（Ｂ　１９）、コクサッキーウイルスＡ型および
Ｂ型、エコーウイルス、ポリオウイルス、ライノウイルス、アストリム（ヴァリオラマイ
ナーウイルス）、スモールポックス（ヴァリオラメジャーウイルス）、ホワイトポックス
レオウイルス、コルチウイルス、ヒトロタウイルス、及びオルビウイルス（コロラドダニ
熱ウイルス）、狂犬病ウイルス、水疱性口内炎ウイルス、ルビウイルス（風疹）、セムリ
キ森林ウイルス、セントルイス脳炎ウイルス、ベネズエラウマ脳炎ウイルス、ベネズエラ
ウマ脳脊髄炎ウイルス、アレナウイルス（別名南アメリカ出血熱ウイルス）、屈曲性、リ
ンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣＭ）（神経栄養性株）、ハンターウイルス、リフトバ
レーウイルスなど脳炎ウイルス、黄熱病ウイルス、サルポックスウイルス、１型および２
型ヒト免疫不全ウイルス（ＨＴＬＶ）、１型および２型ヒト免疫不全ウイルス（ＳＩＶ）
、水疱性口内炎ウイルス、グアナリトウイルス、ラッサ熱ウイルス、フニンウイルス、マ
チュポウイルス、サビア、クリミア・コンゴ出血熱ウイルス、エボラウイルス、マールブ
ルクウイルス、ダニ媒介脳炎を含むダニ媒介脳炎、極東ダニ媒介脳炎、ハンザロバ、Ｈｙ
ｐｒ、Ｋｕｍｌｉｎｇｅ、Ｋｙａｓａｎｕｒ森林病、オムスク出血熱、およびロシアの春
夏脳炎ウイルス、単純ヘルペスウイルス（ヘルペスＢまたはサルＢウイルス）、チェルコ
ピットヘシンヘルペスウイルス１（ヘルペスＢウイルス）、ウマモルビリウイルス（ヘン
ドラおよびヘンドラ様ウイルス）、ニパウイルス、ヴァリオラメジャーウイルス（スモー
ルポックスウイルス）、ヴァリオラマイナーウイルス（アラストリム）、アフリカブタ熱
ウイルス、アフリカウマウイルス、アカバネウイルス、鳥インフルエンザウイルス（高病
原性）、ブルータンウイルス、ラクダポックスウイルス、クラシックブタ熱ウイルス、カ
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ウドリアルミナンチウム（ハートウォーター）、口蹄疫ウイルス、山羊ポックスウイルス
、日本脳炎ウイルス、ゴツゴツジ皮膚病ウイルス、悪性カタル熱ウイルス、メナングルウ
イルス、ニューカッスル病ウイルス（ＶＶＮＤ）、ペステデプチルミナントウイルス、リ
ンダーペストウイルス、ヒツジポックスウイルス、ブタ水疱性ウイルス、水疱性口内炎ウ
イルス（エキゾチック）から選択されるウイルス病原体に由来する。
【００４８】
　分析物は寄生虫由来であり得る。例えば、いくつかの態様において、分析物は、Ａ．ｄ
ｕｏｄｅｎａｌｅを含むアンクロストーマヒト鉤虫、Ａｓｃａｒｉｓ　ｌｕｍｂｒｉｃｏ
ｉｄｅｓ　ｓｕｕｍを含むアスカリス、Ｂ．ｄｉｖｅｒｇｅｎｓを含むバベシア、ｍａｌ
ａｙｉ、Ｂ．ｔｉｍｏｒｉ、Ｃｏｃｃｉｄｉａ、Ｃ．ｐａｒｖｕｍを含むクリプトスポリ
ジウム、Ｃｙｓｔｉｃｅｒｃｕｓ　ｃｅｌｌｕｌｏｓａｅ（Ｔ．ｓｏｌｉｕｍの幼虫）、
Ｅ．ｇｒａｎｕｌｏｓｉｓを含むＥｃｈｉｎｏｃｃｕｓ、Ｅ．ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｌａｒ
ｉｓ、Ｅ．ｖｏｇｅｌｉ、Ｅｎｔａｍｏｅｂａ　ｈｉｓｔｏｌｙｔｉｃａ、Ｅｎｔｅｒｏ
ｂｉｕｓ、Ｆを含むＦａｓｃｉｏｌａ　Ｌｉｇｌｉａを含むＧｉａｒｄｉａ、Ｇ．ｌａｍ
ｂｌｉａを含むＧｉａｒｄｉａ、Ｈ．ｄｉｍｉｎｕｔａを含むＨｙｍｅｎｏｌｅｐｉｓ、
Ｈ．ｎａｎａ、Ｉｓｏｓｐｏｒａ、Ｌ．ｂｒａｚｉｌｉｅｎｓｉｓを含むＬ　ｅｉｓｈｍ
ａｎｉａ、Ｌ．ドノバニ、Ｌ．エチオピア、Ｌ．メジャー、Ｌ．メキシカーナ、Ｌ．ｐｅ
ｒｕｖａｎｉａ、Ｌ．ｔｒｏｐｉｃａ、Ｌｏａ　ｌｏａ　ｆｉｒｒｉａウォーム、Ｍｉｃ
ｒｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ、Ｎａｅｇｌｅｒｉａ　ｆｏｗｌｅｒｉ、Ｎ．ａｍｅｒｉｃａｎ
ｕｓを含むネクターのヒト鉤虫、Ｏ．ビバックス、サルコックＳ．スイホミニスを含むイ
シス、Ｓ．ヘマトビウムを含む住血吸虫、Ｓ．ジャポニカム、Ｓ．マンソニ、Ｓ．メコン
ギ、Ｓ．ステレコラリスを含むストロングロイデス、Ｔａｅｎｉａ　ｓｏｌｉｕｍ、Ｔ．
ｃａｎｉｓを含むトキソカラ、Ｔ．旋毛虫、Ｔ．ブルセイブルセイ、Ｔ．ブルセイガンビ
エンセ、Ｔ．ブルセイローデシエンセ、Ｔ．クルージ、またはＷｕｃｈｅｒｅｒｉａ　ｂ
ａｎｃｒｏｆｔｉフィラリアワームを含むトリパノソーマからなる群から選択される寄生
虫に由来する。
【００４９】
　分析物は真菌病原体であり得る。例えば、いくつかの実施形態では、分析物は、アスペ
ルギルスフミゲート、ブラストミセスデルマティディス、Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ　ｂ
ａｎｔｉａｎｕｍ、カンジダアルビカンス、Ｃ．（キシロフィファ）トリコイデス、クリ
プトコッカスネオフォルマンス、ダクティリアガロパバ（オクトロミニアゾロミゾウゾウ
リムシ）、表皮病菌（Ｅｐｉｄｅｒｍｏｐｈｙｔｏｎ）、Ｅｘｏｐｈｉａｌａ　（Ｗａｎ
ｇｉｅｌｌａ）皮膚炎（ｄｅｒｍａｔｉｔｉｄｉｓ）、フォンセカオ・ペドロソイ（Ｆｏ
ｎｓｅｃａｅａ）　ｐｅｄｒｏｓｏｉ、Ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｕｍ、Ｐａｒａｃｏｃｃｉｄ
ｉｏｉｄｅｓ　ｂｒａｚｉｌｉｅｎｓｉｓ、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ　ｍａｒｎｅｆｆｅ
ｉ、ニューモシスティスカリニ（Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ　ｃａｒｉｎｉｉ）、Ｓｐｏ
ｒｏｔｈｒｉｘ　ｓｃｈｅｎｃｋｉｉ、白癬菌（Ｔｒｉｃｈｏｐｈｙｔｏｎ）、Ｃｏｃｃ
ｉｄｉｏｉｄｅｓ　ｉｍｍｉｔｉｓ、コクシジオイデスポサダシ（Ｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄ
ｅｓ　ｐｏｓａｄａｓｉｉ）、Ｈｉｓｔｏｐｌａｓｍａ　ｃａｐｓｕｌａｔｕｍ、Ｈ．ｃ
ａｐｓｕｌａｔｕｍ　ｖａｒ．ｄｕｂｏｉｓｉｉから選択される真菌性病原体に由来する
。
【００５０】
　分析物は毒素であり得る。いくつかの実施形態では、分析物は、アブリン、ボツリヌス
神経毒、ウェルシュ菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）イプシロン
毒、コノトキシン、ジアセトキシシルペノール、リシン、サキシトキシン、志賀様リボソ
ーム不活性化タンパク質、シガトキシン、ブドウ球菌エンテロトキシン、Ｔ－２毒素、お
よびテトロン毒素から選択される毒素である。
【００５１】
　いくつかの実施形態において、分析物は、Ｂ型肝炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、Ｂ．ブル
グドルフェリＯｓｐＡ、ＨＰＶ　Ｌ１、ＲＳＶ　Ｆタンパク質、インフルエンザハマグル
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タニン、インフルエンザステムループ領域、インフルエンザＭ２、Ｐ．ファルシパルムメ
ロゾイト表面タンパク質１－１０、ＧＬＵＲＰ、ＳＥＲＡ、Ｓ抗原、６－ｃｙｓファミリ
ー、ＡＭＡ１、ＥＢＡ１７５、１４０、１８１、ＭＴＲＡＰ、ＰＴＲＡＭＰ、ＡＳＰ、Ｒ
ｈ１、２ａ、２ｂ、４、５、ＲＡＰ１、２、３、ＲＡＭＡ、ＲＨＯＰＨ１、２、３、Ｐ．
ｖｉｖａｘ周回スポロゾイトタンパク質、スポロゾイト表面プロティン２、ＳＳＰ２／Ｔ
ＲＡＰ、ＣＳＰ－Ｎ、ＣＳＰ－Ｒ、ＣＳＰ－１、ＭＳＰ－１、ＭＳＰ－９、ＤＢＰＲＩＩ
Ｉ、ＡＭＡ－１、Ｐｖｓ２５、Ｐｖｓ２８、黄色ブドウ球菌莢膜多糖、ポリ－Ｎ－アセチ
ルグルコサミン、ＨＩＶ　ｇｐ１２０、ｇｐ４１、およびデング熱ウイルス保存領域から
選択される。
【００５２】
　別の実施形態では、分析物はアレルゲンの少なくとも１つのエピトープを含む。アレル
ゲンは、天然に存在するもの、またはアレルギーワクチンに含まれるアレルゲンなどの人
工物であり得る。アレルゲンの例には、動物性製品（例えば、Ｆｅｌ　ｄ　１、毛皮のふ
け、ゴキブリのカリックス、ウール、ダニのダニ排泄）、薬物（例えば、ペニシリン、ス
ルホンアミド、サリチル酸塩、局所麻酔薬）、食品が（例えば、セロリ及びセロリアック
、トウモロコシ、卵（例えば、アルブミン）、果物、豆類（例えば、豆、エンドウ豆、ピ
ーナッツ、大豆）、牛乳、シーフード（例えば、貝）、ゴマ、大豆、木の実（例えば、ピ
ーカン、アーモンド）、小麦、昆虫毒（例えば、蟻、ミツバチ毒、スズメバチ毒）、ラテ
ックス、金属、植物花粉（例えば、草（例えば、ライグラス、チモシーグラス、雑草）（
例えば、ブタクサ、オオバコ、イラクサ、アルテミシア・ブルガリス、ケモノアルバム、
スイバ）、および木（例えば、シラカバ、アルダー、ハシバミ、シデ、ヤナギ、ポプラ、
プラタナス、ティリア、オレア、アッシュジュニパー）含まれるがこれらに限定されない
。
【００５３】
　いくつかの実施形態では、分析物は、ラテックスタンパク質、例えば、未処理ラテック
ス液、アンモニアを含有する生ラテックス、またはタンパク質が化学物質および高温にさ
らされた完成ラテックス製品に由来するアレルゲンである。いくつかの実施形態では、ア
レルゲンは、ダニのアレルゲン、例えば、Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅｓ　ｆａｒｉ
ｎａｅ、Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅｓ　ｐｔｅｒｏｎｙｓｓｉｎｕｓ、ダニシロ（
Ａｃａｒｕｓ　ｓｉｒｏ）、ブロミア・トロピカリス（Ｂｌｏｍｉａ　ｔｒｏｐｉｃａｌ
ｉｓ）、Ｃｈｏｒｔｏｇｌｙｐｈｕｓ　ａｒｃｕａｔａｓ、Ｅｕｒｏｇｌｙｐｈｕｓ　ｃ
ａｎｎｅｉ、Ｌｅｐｉｄｏｇｌｙｐｈｕｓ　ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ、Ｔｙｒｏｐｈａｇｕ
ｓ　ｐｕｔｒｅｓｃｅｎｔｉａｅｍｅ、またはＧｌｙｐｈａｐｕｓｇｏｕｓである。いく
つかの実施形態では、アレルゲンは、毒液、例えば、ボンブス種（Ｂｏｍｂｕｓ　ｓｐｐ
．）、Ｖｅｓｐａ　ｃｒａｂｒｏ、Ａｐｉｓ　ｍｅｌｌｉｆｅｒａ、Ｄｏｌｉｃｈｏｖｅ
ｓｐｕｌａ　ｓｐｐ．、Ｐｏｌｉｓｔｅｓ　ｓｐｐ．、Ｖｅｓｐｕｌａ　ｓｐｐ．、Ｄｏ
ｌｉｃｈｏｖｅｓｐｕｌａ　ｍａｃｕｌａｔａ、またはＤｏｌｉｃｈｏｖｅｓｐｕｌａ　
ａｒｅｎａｒｉａに由来する。いくつかの実施形態では、分析物は、昆虫由来のアレルゲ
ン、例えば、Ｃａｍｐｏｎｏｔｕｓ　ｐｅｎｎｓｙｌｖａｎｉｃｕｓ、Ｓｏｌｅｎｏｐｓ
ｉｓ　ｉｎｖｉｃｔａ、Ｓｏｌｅｎｏｐｓｉｓ　ｒｉｃｈｔｅｒｉ、ペリプラッタ　アメ
リカーナ（Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａ　Ａｍｅｒｉｃａｎａ）、Ｂｌａｔｔｅｌｌａ　ｇｅ
ｒｍａｎｉｃａ、ブラッタ・オリエンタルズ（Ｂｌａｔｔａ　ｏｒｉｅｎｔａｉｌｓ）、
Ｔｅｂａｎｕｓ　ｓｐｐ．、ムスカドメスティカ（Ｍｕｓｃａ　ｄｏｍｅｓｔｉｃａ）、
Ｅｐｈｅｍｅｒｏｐｔｅｒａ　ｓｐ．、Ｃｕｌｉｃｉｄａｅ　ｓｐ．、またはヘテロセラ
属（Ｈｅｔｅｒｏｃｅｒａ　ｓｐｐ．）である。
【００５４】
　いくつかの実施形態では、アレルゲン分析物は、例えば、セリヌス・カナリア、フェリ
ス・キャタス（ドメスティクス）、Ｂｏｓ　ｔａｕｒｕｓ、Ｇａｌｌｕｓ　ｇａｌｌｕｓ
（ドメスティクス）、カニス・ファミリアリス、アリアス・プラチリンクス、メリオネス
・ウギクラス、カプラ・ヒーカス、Ａｎｓｅｒ　ｄｏｍｅｓｔｉｃｕｓ、Ｃａｖｉａ　ｐ
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ｏｒｃｅｌｌｕｓ（コバヤ（ｃｏｂａｙａ））、Ｍｅｓｏｃｒｉｅｔｕｓ　ａｕｒａｔｕ
ｓ、Ｓｕｓ　ｓｃｒｏｆａ、Ｅｑｕｕｓ　ｃａｂａｌｌｕｓ、Ｐｓｉｔｔａｃｉｄａｅ、
Ｃｏｌｕｍｂａ　ｆａｓｃｉａｔａ、Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ　ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ、Ｒ
ａｔｔｕｓ　ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ、またはＯｖｉｓ　ａｒｉｅｓなどの生物由来の上皮
、フケまたは毛髪である。
【００５５】
　いくつかの実施形態において、アレルゲン分析物は真菌由来である、例えば、セファロ
スポリウムのアクレモニウム、アルテルナリアのテヌイ（ｔｅｎｕｉｓ）、アスペルギル
スグラウコス、アスペルギルス・フラバス、アスペルギルス・フミガーツス、アスペルギ
ルス・ニデュランス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ）、アスペルギルス・
ニガー、アスペルギルス・テレウス、アスペルギルス・ベルシカラー、アウレオバシジウ
ムプルラン（Ｐｕｌｌｕｌａｒｉａ　ｐｕｌｌｕｌａｎｓ）、Ｄｒｅｃｈｓｌｅｒａ　ｓ
ｏｒｏｋｉｎｉａｎａ、ヘルミントスポリウムマメ、ボトリティスシネレア（Ｂｏｔｒｙ
ｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ）、カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎ
ｓ）、Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ　ｇｌｏｂｏｓｕｍ、Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ　ｈｅｒｂ
ａｒｕｍ、Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ　ｓｐｈａｅｒｏｓｐｅｎｎｕｍ（Ｈｏｍｏｄｅｎ
ｄｒｕｍ　ｈｏｒｄｅｉ）、Ｄｒｅｃｈｓｌｅｒａ　ｓｐｉｃｉｆｅｒａ（Ｃｕｒｖｕｌ
ａｒｉａ　ｓｐｉｃｉｆｅｒａ）、Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ　ｎｉｇｒｕｍ（Ｅｐｉｃｏｃｃ
ｕｍのｐｕｒｐｕｒａｓｃｅｎｓ）、Ｅｐｉｄｅｒｍｏｐｈｙｔｏｎ　ｆｌｏｃｃｏｓｕ
ｍ、Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ、フザリウム・ソラニ（Ｆｕｓａｒｉｕ
ｍ　ｓｏｌａｎｉ）、Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ　ｃａｎｄｉｄｕｍ、グリオクラディウム・
ビリデ（Ｇｌｉｏｃｌａｄｉｕｍ　ｖｉｒｉｄｅ）、Ｈｅｌｍｉｎｔｈｏｓｐｏｒｉｕｍ
　ｓｏｌａｎｉ、Ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｕｍ　ｃａｎｉｓ、Ｍｕｃｏｒ　ｃｉｒｃｉｎｅｌ
ｌｏｉｄｅｓｆ　ｃｉｒｃｉｎｅｌｌｏｉｄｅｓ、Ｍｕｃｏｒ　ｃｉｒｃｉｎｅｌｌｏｉ
ｄｅｓｆ　ｌｕｓｉｔａｎｉｃｕｓ、Ｍｕｃｏｒ　ｐｌｕｍｂｏｕｓ、Ｍｙｃｏｇｏｎｅ
　ｐｅｒｎｉｃｉｏｓａ、Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ　ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ、Ｎｉｇｒｏｓ
ｐｏｒａ　ｏｒｙｚａｅ、Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ　ｖａｒｉｏｔｉｉ、Ｐｅｎｉｃｉ
ｌｌｕｍ　ｂｒｅｖｉｃｏｍｐａｃｔｕｍ、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｕｍ　ｃａｍｅｍｂｅｒｔ
ｉｉ、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｕｍ　ｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｕｍ　ｄｉｇ
ｉｔａｔｕｍ、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｕｍ　ｅｘｐａｎｓｕｍ、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｕｍ　ｎｏ
ｔａｔｕｍ、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｕｍ　ｒｏｑｕｅｆｏｒｔｉｉ．Ｐｈｏｍａ　ｂｅｔａｅ
、Ｐｈｏｍａ　ｈｅｒｂａｒｕｍ、Ｒｈｉｚｏｐｕｓ　ｏｒｙｚａｅ、Ｒｈｉｚｏｐｕｓ
　ｓｔｏｌｏｎｉｆｅｒ、Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓａ、Ｓａｃ
ｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ、Ｓｃｏｐｕｌａｒｉｏｐｓｉｓ　ｂｒｅ
ｖｉｃａｕｌｉｓ、Ｓｅｒｐｕｌａ　ｌａｃｒｙｍａｎｓ、Ｓｅｔｏｓｐｈａｅｒｉａ　
ｒｏｓｔｒａｔａ、Ｓｔｅｍｐｈｙｌｉｕｍ　ｂｏｔｒｙｏｓｕｍ、Ｓｔｅｍｐｈｙｌｉ
ｕｍ　ｓｏｌａｎｉ、Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｈａｒｚｉａｎｕｍ、Ｔｒｉｃｈｏｐｈ
ｙｔｏｎ　ｍｅｎｔａｇｒｏｐｈｙｔｅｓ、Ｔｒｉｃｈｏｐｈｙｔｏｎ　ｒｕｂｒｕｍ、
またはＴｒｉｃｈｏｔｈｅｃｉｕｍ　ｒｏｓｅｕｍである。いくつかの実施形態では、ア
レルゲンは、スマット、例えば、ウスチラゴ・ヌダ、ウスチラゴ・シノドンティス、ウス
チラゴ・キャンディス、スポリソリウム・クレンタム、ウスチラゴ・アヴェナエ、または
ウスチラゴ・トリティシ由来である。
【００５６】
　いくつかの実施形態では、アレルゲン分析物は、例えば、Ｐａｓｐａｌｕｍ　ｎｏｔａ
ｔｕｍ、Ｃｙｎｏｄｏｎ　ｄａｃｔｙｌｏｎ、Ｐｏａ　ｃｏｍｐｒｅｓｓａ、Ｂｒｏｍｕ
ｓ　ｉｎｅｎｎｉｓ、Ｐｈａｌａｒｉｓ　ａｒｕｎｄｉｎａｃｅａ、Ｚｅａ　ｃａｎｓ、
Ｅｌｙｔｒｉｇｉａ　ｒｅｐｅｎｓ（アグロピロンレペンス）、Ｓｏｒｇｈｕｍ　ｈａｅ
ｌｐｅｎｓｅ、Ｐｏａ　ｐｒａｔｅｎｓｉｓ、Ｆｅｓｔｕｃａ　ｐｒａｔｅｎｓｉｓ（Ｆ
ｅｓｔｕｃａ　ｐｒａｔｅｎｓｉｓ）、Ａｖｅｎａ　ｓａｔｉｖａ、Ｄａｃｔｙｌｉｓ　
ｇｌｏｍｅｒａｔａ、Ａｇｒｏｓｔｉｓ　ｇｉｇａｎｔｅａ（アルバ）、Ｓｅｃａｌｅ　
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ｃｅｒｅａｌｅ、Ｌｅｙｍｕｓ（Ｅｌｙｍｕｓ）ｃｏｎｄｅｎａｔｕｓ、Ｌｏｌｉｕｍ　
ｐｅｒｅｎｎｅ　ｓｓｐ．ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ、Ｌｏｌｉｕｍ　ｐｅｒｅｎｎｅ、Ａ
ｎｔｈｏｘａｎｔｈｕｍ　ｏｄｏｒａｔｕｍ、Ｐｈｌｅｕｍ　ｐｒａｔｅｎｓｅ、Ｈｏｌ
ｃｕｓ　ｌａｎａｔｕｓ、Ｔｒｉｔｉｃｕｍ　ａｅｓｔｉｖｕｍ、またはＥｌｙｍｕｓ（
Ａｇｒｏｐｙｒｏｎ）ｓｍｉｔｈｉｉなどの草からのものである。
【００５７】
　いくつかの実施形態では、アレルゲン分析物は、雑草、例えば、Ａｔｒｉｐｌｅｘ　ｐ
ｏｌｙｃａｒｐａ、Ｂａｃｃｈａｒｉｓ　ｈａｌｉｍｉｆｏｌｉａ、Ｂａｃｃｈａｒｉｓ
　ｓａｒｏｔｈｒｏｉｄｅｓ、Ｈｙｍｅｎｏｃｌｅａ　ｓａｌｓｏｌａ、Ａｍａｒａｎｔ
ｈｕｓ　ｈｙｂｒｉｄｕｓ、Ｘａｎｔｈｉｕｍ　ｓｔｒｕｍａｒｉｕｍ（コミューン）、
Ｒｕｍｅｘ　ｃｒｉｓｐｕｓ、Ｅｕｐａｔｈｉｕｍ　ｃａｐｉｌｌｉｆｏｌｉｕｍ、Ｓｏ
ｌｉｄａｇｏｓｓｐｕｌｐｕｓｌａｍｂａ（タマダニ属のタケ（Ａｃｎｉｄａ　ｔａｍａ
ｒｉｓｃｉｎａ））、Ａｌｌｅｎｒｏｌｆｅａ　ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｓ、Ｃｈｅｎｏ
ｐｏｄｉｕｍ　ｂｏｔｒｙｓ、Ｃｏｃｈｏｐｏｄｉｕｍ　ａｌｂｕｍ、Ｉｖａ　ｘａｎｔ
ｈｉｆｏｌｉａ、Ｉｖａ　ａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａ、Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ　ａｍｂ
ｒｏｓｉｏｉｄｅｓ、Ａｒｔｅｍｉｓｉａ　ｖｕｌｇａｒｉｓ、Ａｒｔｅｍｉｓｉａ　ｌ
ｕｄｏｖｉｃｉａｎ、Ｕｒｔｉｃａ　ｄｉｏｉｃａ、シロアリゾウムシ、ゾウリムシ、キ
クイムシ、キクイムシ、キク科、Ａｍｂｒｏｓｉａ　ｔｒｉｆｉｄａ、Ａｍｂｒｏｓｉａ
　ａｒｔｅｍｉｓｉｉｆｏｌｉａ、Ａｍｂｒｏｓｉａ　ｂｉｄｅｎｔａｔａ、Ａｍｂｒｏ
ｓｉａ　ｐｓｉｌｏｓｔａｃｈｙａ、Ｓａｌｓｏｌａ　ｋａｌｉ（ｐｅｓｔｉｆｅｒ）、
Ａｒｔｅｍｉｓｉａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ、Ａｒｔｅｍｉｓｉａｆｒｉｇｉｄａ、Ａ
ｒｔｅｍｉｓｉａ　ｔｒｉｄｅｎｔａｔａ、Ａｔｒｉｐｌｅｘ　ｗｒｉｇｈｔｉｉ、Ａｔ
ｒｉｐｌｅｘその他のアイテムに由来する。
【００５８】
　いくつかの実施形態では、アレルゲン分析物は、木からのもの、例えば、アカシア種、
アルヌス・グルチノサ、アルヌス・ルブラ、アルヌス・インカナ種、ｒｕｇｏｓａ、Ａｌ
ｎｕｓ　ｒｈｏｍｂｉｆｏｌｉａ、Ｆｒａｘｉｎｕｓ　ｖｅｌｕｔｉｎａ、Ｆｒａｘｉｎ
ｕｓ　ｐｅｎｎｓｙｌｖａｎｉｃａ、Ｆｒａｘｉｎｕｓ　ｌａｔｉｆｏｌｉａ、Ｆｒａｘ
ｉｎｕｓ　ａｍｅｒｉｃａｎａ、Ｐｏｐｕｌｕｓ　ｔｒｅｍｕｌｏｉｄｅｓ、Ｍｙｒｉｃ
ａ　ｃｅｒｉｆｅｒａ、Ｆａｇｕｓ　ｇｒａｎｄｉｆｏｌｉａ（アメリカーナ）、Ｂｅｔ
ｕｌａ　ｌｅｎｔａ、　Ｂｅｔｕｌａ　ｐｅｎｄｕｌａ、Ｂｅｔｕｌａ　ｎｉｇｒａ、Ｂ
ｅｔｕｌａ　ｏｃｃｕｄｅｎｔａｌｉｓ（ｆｏｎｔｉｎａｌｉｓ）、Ｂｅｔｕｌａ　ｐｏ
ｐｕｌｉｆｏｌｉａ、Ａｃｅｒ　ｎｅｇｕｎｄｏ、Ｃｒｙｐｔｏｍｅｒｉａ　ｊａｐｏｎ
ｉｃａ、Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ　ａｓｈｅｉ（ｓａｂｉｎｏｉｄｅｓ）、Ｊｕｎｉｐｅｒｕ
ｓ　ｖｉｒｇｉｎｉａｎａ、Ｔａｍａｒｉｘ　ｇａｌｌｉｃａ、Ｐｏｐｕｌｕｓ　ｂａｌ
ｓａｍｉｆｅｒａ　ｓｓｐ．ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ、Ｐｏｐｕｌｕｓ　ｄｅｌｔｏｉｄ
ｅｓ、Ｐｏｐｕｌｕｓｆｒｅｍｏｎｔｉｉ、Ｐｏｐｕｌｕｓ　ｗｉｓｌｉｚｅｎｉ、Ｐｏ
ｐｕｌｕｓ　ｍｏｎｉｌｉｆｅｒａ（ｓａｒｇｅｎｔｉｉ）、Ｃｕｐｒｅｓｓｕｓ　ａｒ
ｉｚｏｎｏｃａ、Ｔａｘｏｄｉｕｍ　ｄｉｓｔｉｃｈｕｍ、Ｃｕｐｒｅｓｓｕｓ　ｓｅｍ
ｐｅｒｖｉｒｅｎｓ、Ｕｌｍｕｓ　ａｍｅｒｉｃａｎａ、Ｕｌｍｕｓ　ｃｒａｓｓｉｆｏ
ｌｉａ、Ｕｌｍｕｓ　ｐｕｍｉｌａ、Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ　ｇｌｏｂｕｌｕｓ、Ｃｅｌ
ｔｉｓ　ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｓ、Ｃｏｒｙｌｕｓ　ａｍｅｒｉｃａｎａ、Ｃｏｒｙｌ
ｕｓ　ａｖｅｌｌａｎａ、Ｃａｒｙａ　ｏｖａｔａ、Ｃａｒｙａ　ｌａｃｉｎｉｏｓａ、
Ｃａｒｙａ　ａｌｂａ、Ｊｕｎｉｆｅｒｕｓ　ｍｏｎｏｓｐｅｒｍａ、Ｊｕｎｉｐｅｒｕ
ｓ　ｐｒｉｎｃｈｏｔｉｉ、Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ　ｓｃｏｐｕｌｏｒｕｍ、Ｊｕｎｉｐｅ
ｒｕｓ　ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｓ、Ｒｏｂｉｎｉａ　ｐｓｅｕｄｏａｃａｃｉａ、Ｍａ
ｎｇｉｆｅｒａ　ｉｎｄｉｃａ、Ａｃｅｒ　ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌｕｍ、Ａｃｅｒ　ｒｕ
ｂｒｕｍ、Ａｃｅｒ　ｓａｃｃｈａｒｕｍ、Ｍｅｌａｌｅｕｃａ　ｑｕｉｎｑｕｅｎｅｒ
ｖｉａ（ｌｅｕｃａｄｅｎｄｒｏｎ）、Ｐｒｏｓｏｐｉｓ　ｇｌａｎｄｕｌｏｓａ（ｊｕ
ｌｉｆｌｏｒａ）、Ｂｒｏｕｓｓｏｎｅｔｉａ　ｐａｐｙｒｉｆｅｒａ、Ｍｏｒｕｓ　ｒ
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ｕｂｒａ、Ｍｏｒｕｍｓ　ａｌｂａ、Ｑｕｅｒｃｕｓ　ｇａｍｂｅｌｉｉ、Ｑｕｅｒｃｕ
ｓ　ｖｅｌｕｔｉｎａ、Ｑｕｅｒｃｕｓ　ｍａｃｒｏｃａｒｐａ、Ｑｕｅｒｃｕｓ　ｋｅ
ｌｌｏｇｇｉｉ、Ｑｕｅｒｃｕｓ　ａｇｒｉｆｏｌｉａ、Ｑｕｅｒｃｕｓ　ｌｏｂａｔａ
、Ｑｕｅｒｃｕｓ　ｉｌｅｘ、Ｑｕｅｒｃｕｓ　ｓｔｅｌｌａｔａ、Ｑｕｅｒｃｕｓ　ｒ
ｕｂｒａ、Ｑｕｅｒｃｕｓ　ｄｕｍｏｓａ、Ｑｕｅｒｃｕｓ　ｖｉｒｇｉｎｉａｎａ、Ｑ
ｕｅｒｃｕｓ　ｎｉｇｒａ、Ｑｕｅｒｃｕｓ　ｇａｒｒｙａｎａ、Ｑｕｅｒｃｕｓ　ａｌ
ｂａ、Ｏｌｅａ　ｅｕｒｏｐａｅａ、Ｅｌａｅｇｎｕｓ　ａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａ、Ｃ
ｉｔｒｕｓ　ｓｉｎｅｎｓｉｓ、Ａｒｅｃａｓｔｒｕｍ　ｒｏｍａｎｚｏｆｆｉａｎｕｍ
（Ｃｏｃｏｓ　ｐｌｕｍｏｓａ）、Ｃａｒｙａ　ｉｌｌｎｏｅｎｓｉｓ、Ｓｃｈｉｎｕｓ
　ｍｏｌｌｅ、Ｓｃｈｉｎｕｓ　ｔｅｒｅｂｉｎｔｈｉｆｏｌｉｕｓ、Ｐｉｎｕｓ　ｔａ
ｅｄａ、Ｐｉｎｕｓ　ｓｔｒｏｂｕｓ、Ｐｉｎｕｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓ、Ｐｉｎｕｓ　
ｐｏｎｄｅｒｏｓａ、Ｐｉｎｕｓ　ｅｌｌｉｏｔｔｉｉ、Ｐｉｎｕｓ　ｖｉｒｇｉｎｉａ
ｎａ、Ｐｉｎｕｓ　ｍｏｎｔｉｃｏｌａ、Ｐｉｎｕｓ　ｅｃｈｉｎａｔａ、Ｐｏｐｕｌｕ
ｓ　ｎｉｇｒａ、Ｐｏｐｕｌｕｓ　ａｌｂａ、Ｌｉｇｕｓｔｒｕｍ　ｖｕｌｇａｒｅ、Ｌ
ｉｑｕｉｄａｍｂａｒ　ｓｔｙｒａｃｉｆｌｕａ、Ｐｌａｔａｎｕｓ　ｏｃｃｉｄｅｎｔ
ａｌｉｓ、Ｐｌａｔａｎｕｓ　ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ、Ｐｌａｔａｎｕｓ　ｒａｃｅｍｏ
ｓａ、Ｐｌａｔａｎｕｓ　ａｃｅｒｉｆｏｌｉａ、Ｊｕｇｌａｎｓ　ｎｉｇｒａ、Ｊｕｇ
ｌａｎｓ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ、Ｊｕｇｌａｎｓ　ｒｅｇｉａ、Ｓａｌｉｘ　ｌａｓ
ｉｏｌｅｐｓｉｓ、Ｓａｌｉｘ　ｎｉｇｒａ、またはＳａｌｉｘ　ｄｉｓｃｏｌｏｒであ
る。いくつかの実施形態では、アレルゲンは、花、例えば、キク属のユーカンテム属、タ
ラクサクム・オフィシナーレ、またはヘリアンサス・アンヌスからのものである。いくつ
かの実施形態では、アレルゲンは農作物、例えば、Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｓａｔｉｖａ、Ｒ
ｉｃｉｎｕｓ　ｃｏｍｍｕｎｉｓ、Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ　ｐｒａｔｅｎｓｅ、Ｂｒａｓｓ
ｉｃａ種、またはＢｅｔａ　ｖｕｌｇａｒｉｓに由来する。
【００５９】
　いくつかの実施形態では、アレルゲン分析物は、植物性食品（食用植物）、例えば、
プルナス・ダルシス（Ｐｒｕｎｕｓ　ｄｕｌｃｉｓ）、Ｍａｌｕｓ　ｐｕｍｉｌａ、プル
ナス・アルメニアカ（Ｐｒｕｎｕｓ　ａｒｍｅｎｉａｃａ）、ムーサパラディシアカ（Ｍ
ｕｓａ　ｐａｒａｄｉｓｉａｃａ）（サピエンタム）、Ｈｏｒｄｅｕｍ　ｖｕｌｇａｒｅ
、Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ　ｌａｎａｔｕｓ、Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓ、Ｐｈ
ａｓｅｏｌｕｓ　ｓｐ、Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ　ｓｐ、Ｐａｓｓｅｏｌｕｓ　ｖｕｌｇａｒ
ｉｓ、Ｒｕｂｕｓ　ａｌｌｇｅｎｉｅｎｓｉｓ、Ｖａｃｃｉｎｉｕｍ　ｓｐ．、Ｖａｃｃ
ｉｎｉｕｍ　ｓｐ．、Ｂｒａｓｓｉｃａ　ｏｌｅｒａｃｅａ　ｖａｒ．　ｂｏｔｒｙｔｉ
ｓ、Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ　ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ、Ｂｒａｓｓｉｃａ　ｏｌｅｒａｃｅａ
　ｖａｒ．　ｃａｐｉｔａｔａ、Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ　ｃａｃａｏ、Ｃｕｃｕｍｉｓ　ｍ
ｅｌｏ、Ｄａｕｃｕｓ　ｃａｒｏｔａ、Ｂｒａｓｓｉｃａ　ｏｌｅｒａｃｅａ　ｖａｒ．
ｂｏｔｒｙｔｉｓ、Ａｐｉｕｍ　ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ　ｖａｒ．Ｄｕｌｃｅ、Ｐｒｕｎ
ｕｓ　ｓｐ．、Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ　ｖｅｒｕｍ、Ｃｏｆｆｅａ　ａｒａｂｉｃ、Ｚｅ
ａ　ｃａｎｓ、Ｖａｃｃｉｎｉｕｍ　ｍａｃｒｏｃａｒｐｏｎ、Ｃｕｃｕｍｉｓ　ｓａｔ
ｉｖｕｓ、Ａｌｌｉｕｍ　ｓａｔｉｖｕｍ、Ｚｉｎｇｉｂｅｒ　ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ、
Ｖｉｔｉｓ　ｓｐ．、Ｃｉｔｒｕｓ　ｐａｒａｄｉｓｉ、Ｈｕｍｕｌｕｓ　ｌｕｐｕｌｕ
ｓ、Ｃｉｔｒｕｓ　ｌｉｍｏｎ、Ｌａｃｔｕｃａ　ｓａｔｉｖａ、Ａｇａｒｉｃｕｓ　ｃ
ａｍｐｅｓｔｒｉｓ、Ｂｒａｓｓｉｃａ　ｓｐ．、Ｍｙｒｉｓｔｉｃａ　ｆｒａｇｒａｎ
ｓ、Ａｖｅｎａ　ｓａｔｉｖａ、Ｏｌｅａ　ｅｕｒｏｐａｅａ、Ａｌｌｉｕｍ　ｃｅｐａ
　ｖａｒ．ｃｅｐａ、Ｃｉｔｒｕｓ　ｓｉｎｅｎｓｉｓ、Ｖｉｇｎａ　ｕｎｇｕｉｃｕｌ
ａｔａ、Ｐｉｓｕｍ　ｓａｔｉｖｕｍ、Ｐｒｕｎｕｓ　ｐｅｒｓｉｃａ、Ｐｙｒｕｓ　ｃ
ｏｍｍｕｎｉｓ、Ｐｉｐｅｒ　ｎｉｇｒｕｍ、Ｃａｐｓｉｃｕｍ　ａｎｎｕｕｍ　ｖａｒ
．ａｎｎｕｕｍ、Ａｎａｎａｓ　ｃｏｍｏｓｕｓ、Ｉｐｏｍｏｅａ　ｂａｔａｔａｓ、Ｓ
ｏｌａｎｕｍ　ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ、Ｒｕｂｕｓ　ｉｄａｅｕｓ　ｖａｒ．ｉｄａｅｕｓ
、Ｏｒｙｚａ　ｓａｔｉｖａ、Ｓｅｃａｌｅ　ｃｅｒｅａｌｅ、Ｓｅｓａｍｕｍ　ｏｒｉ
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ｅｎｔａｌｅ（ｉｎｄｉｃｕｍ）、Ｇｌｙｃｉｎｅ　ｍａｘ、Ｓｐｉｎａｃｉａ　ｏｌｅ
ｒａｃｅａ、Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ　ｐｅｐｏ　ｖａｒ．ｍｅｌｏｐｅｐｏ、Ｆｒａｇａｒ
ｉａ　ｃｈｉｌｏｅｎｓｉｓ、Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ　ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ（ｌｙ
ｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ）、Ｂｒａｓｓｉｃａ　ｒａｐａ　ｖａｒ．ｒａｐａ、Ｖａｎｉｌ
ｌａ　ｐｌａｎｉｆｏｌｉａ、Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ　ｌａｎａｔｕｓ　ｖａｒ．ｌａｎａ
ｔｕｓ、またはＴｒｉｔｉｃｕｎ　ａｅｓｔｉｖｕｍからである。
【００６０】
　いくつかの実施形態では、アレルゲン分析物は、魚類または甲殻類、例えば、Ｍｉｃｒ
ｏｐｔｅｒｕｓ　ｓｐ．、Ｉｃｔａｌｕｒｕｓ　ｐｕｎｃｔａｔｕｓ、Ｍｅｒｃｅｎａｒ
ｉａ　ｍｅｒｃｅｎａｒｉａ、Ｇａｄｕｓ　ｍｏｒｈｕａ、Ｃａｌｌｉｎｅｃｔｅｓ　ｓ
ａｐｉｄｕｓ、Ｐｌａｔｉｃｈｔｈｙｓ　ｓｐ．、Ｈｉｐｐｏｇｌｏｓｓｕｓ　ｓｐ．、
Ｈｏｍａｒｕｓ　ａｍｅｒｉｃａｎｕｓ、Ｓｃｏｍｂｅｒ　ｓｃｏｍｂｒｕｓ、Ｃｒａｓ
ｓｏｓｔｒｅａ　ｖｉｒｇｉｎｉｃａ、Ｓｅｂａｓｔｅｓ　ｍａｒｉｎｕｓ、Ｓａｌｍｏ
　ｓａｌａｒ、Ｃｌｕｐｅｉｆｏｒｍｅｓ、Ｐｅｃｔｅｎ　ｍａｇｅｌｌａｎｉｃｕｓ、
Ｐｅｎａｅｕｓ　ｓｐ．、Ｓａｌｖｅｌｉｎｕｓ　ｓｐ．、またはＴｈｕｎｎｕｓ　ｓｐ
．からのものである。いくつかの実施形態では、アレルゲンは、例えば、Ｂｏｓ　ｔａｕ
ｒｕｓ、Ｏｖｉｓ　ａｒｉｅｓ、またはＳｕｓ　ｓｃｒｏｆａからの動物向け食品である
。いくつかの実施形態では、アレルゲンは家禽製品、例えば、チキン（Ｇａｌｌｕｓ　ｇ
ａｌｌｕｓ）製品またはシチメンチョウ（Ｍｅｌｅａｇｒｉｓ　ｇａｌｌｏｐａｖｏ）製
品である。いくつかの実施形態では、アレルゲンは乳製品、例えばウシカゼインまたはウ
シ乳汁由来である。いくつかの実施形態では、アレルゲンは、ナッツ、例えば、Ｂｅｒｔ
ｈｏｌｌｅｔｉａ　ｅｘｃｅｌｓａ、Ａｎａｃａｒｄｉｕｍ　ｏｃｅｉｄｅｎｔａｌｅ、
Ｃｏｃｏｓ　ｎｕｃｉｆｅｒａ、Ｃｏｒｙｌｕｓ　ａｍｅｒｉｃａｎａ、Ａｒａｃｈｉｓ
　ｈｙｐｏｇａｅａ、Ｃａｒｙａ　ｉｌｌｉｎｏｅｎｓｉｓ、Ｊｕｇｌａｎｓ　ｎｉｇｒ
ａ、またはＪｕｇｌａｎｓ　ｒｅｇｉａである。いくつかの実施形態では、アレルゲンは
、粉塵、例えば、大麦粒粉、コーン粒粉、ハウスダスト、マットレス粉、オートムギ粉、
コムギ粒、室内装飾粉、またはラテックス粉である。
【００６１】
　いくつかの実施形態では、抗原分析物は自己免疫疾患に関連する自己抗原である。いく
つかの実施形態では、自己免疫障害は細胞または臓器特異的自己免疫障害であり、自己抗
原分析物はアセチルコリン受容体（重症筋無力症）、アクチン（慢性活動性肝炎、原発性
胆汁性肝硬変）、アデニンヌクレオチドトランスロケーター（ＡＮＴ）（拡張型心筋症、
心筋炎）、β－アドレナリン受容体（拡張型心筋症）、芳香族Ｌ－アミノ酸デカルボキシ
ラーゼ（自己免疫性ポリ内分泌症候群Ｉ型（ＡＰＳ－１））、アシアロ糖タンパク質受容
体（自己免疫性肝炎）、殺菌性／透過性亢進タンパク質（Ｂｐｉ）（嚢胞性線維症血管炎
）、カルシウム感知受容体（後天性副甲状腺機能低下症）、コレステロール側鎖切断酵素
（ＣＹＰＩＩａ）（ＡＰＳ－１）、コラーゲンＩＶ型α３鎖（グッドパスチャー症候群）
、チトクロームＰ４５０　２Ｄ６（ＣＹＰ２Ｄ６）（自己免疫性肝炎）、デスミン（クロ
ーン病、冠状動脈疾患）、デスモグレイン１（尋常性天疱瘡）、デスモグレイン３（尋常
性天疱瘡）、Ｆ－アクチン（自己免疫性肝炎）、ＧＭガングリオシド（ギラン－バレー）
症候群）、グルタミン酸デカルボキシラーゼ（ＧＡＤ６５）（１型糖尿病、スティフマン
症候群）、グルタミン酸受容体（ＧＬＵＲ）（ラスムッセン脳炎）、Ｈ／Ｋ　ＡＴＰアー
ゼ（自己免疫性胃炎）、１７－α－ヒドロキシラーゼ（ＣＹＰ１７）（ＡＰＳ－１）、２
１－ヒドロキシラーゼ（ＣＹＰ２１）（アジソン病）、ＩＡ－２（ＩＣＡ５１２）（１型
糖尿病）、インスリン（１型糖尿病）、インスリン低血糖症候群（平田病）、Ｂ型インス
リン抵抗性、表皮肥厚、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ））、内因子１型（悪性貧血）
、白血球機能関連抗原（ＬＦＡ－１）（治療抵抗性ライム性関節炎）、ミエリン関連糖タ
ンパク質（ＭＡＧ）（多発ニューロパチー）、ミエリン塩基性タンパク質（多発性硬化症
、脱髄性疾患））、ミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質（ＭＯＧ）（多発性硬化
症）、ミオシン（リウマチ熱）、ｐ－８０－コイリン（アトピー性皮膚炎）、ピルベ脱水
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素酵素複合体－Ｅ２（ＰＤＣ　Ｅ２）（原発性胆汁性肝硬変）、ヨウ化ナトリウムシンポ
ーター（ＮＩＳ）（バセドウ病、自己免疫性甲状腺機能低下症）、ＳＯＸ－１０（白斑）
、甲状腺および眼筋の共有タンパク質（自己免疫性甲状腺炎）、甲状腺ペルオキシダーゼ
（自己免疫性橋本甲状腺炎）、チロトロピン受容体（グレーブス病）、組織トランスグル
タミナーゼ（セリアック病）、転写活性化因子ｐ７５（アトピー性皮膚炎）、トリプトフ
ァンヒドロキシラーゼ（ＡＰＳ－１）、チロシナーゼ（白斑、転移性メラノーマ）から選
択され、前記関連する自己免疫障害は、各自己抗原分析物の直後に括弧書きで記載される
。
【００６２】
　いくつかの実施形態では、自己免疫障害は全身性自己免疫障害であり、自己抗原分析物
は、ＡＣＴＨ（ＡＣＴＨ欠乏症）、アミノアシルｔＲＮＡヒスチジルシンテターゼ（筋炎
、皮膚筋炎）、アミノアシルｔＲＮＡシンテターゼ（多発筋炎、皮膚筋炎）、カルジオリ
ピンから選択される（ＳＬＥ）、炭酸脱水酵素ＩＩ（ＳＬＥ、シェーグレン症候群、全身
性硬化症）、コラーゲン（関節リウマチ（ＲＡ）、ＳＬＥ、進行性全身性硬化症）、セン
トロメア関連タンパク質（全身性硬化症）、ＤＮＡ依存性ヌクレオソーム刺激ＡＴＰアー
ゼ（皮膚筋炎））、フィブリラリン（強皮症）、フィブロネクチン（ＳＬＥ、ＲＡ、モル
フェア）、グルコース－６－リン酸イソメラーゼ（ＲＡ）、β２－糖タンパク質Ｉ（β２
－ＧＰＩ）（一次抗リン脂質症候群）、ゴルギン（９５、９７、１６０、および／または
１８０）（シェーグレン症候群、ＳＬＥ、ＲＡ）、熱ショックタンパク質（さまざまな免
疫関連障害）、ヘミデスモソームタンパク質１８０（水疱性類天疱瘡、疱疹性天疱瘡、ヒ
ストンＨ２Ａ－Ｈ２Ｂ－ＤＮＡ（ＳＬＥ）、ＩｇＥ受容体（慢性）特発性蕁麻疹）、ケラ
チン（ＲＡ）、Ｋｕ－ＤＮＡ－プロテインキナーゼ（ＳＬＥ）、Ｋｕ－核タンパク質（結
合組織症候群）、Ｌａリンタンパク質（Ｌａ　５５－Ｂ）、ミエロペルオキシダーゼ（壊
死性および巣状糸球体腎炎（ＮＣＧＮ）、全身性血管炎）、プロテイナーゼ３（ＰＲ３）
（ウェゲナー肉芽腫、Ｃｈｕｒｇ－Ｓｔｒａｕｓｓ症候群）、ＲＮＡポリメラーゼＩ－Ｉ
ＩＩ（ＲＮＰ）（全身性硬化症、ＳＬＥ）、シグナル認識タンパク質（ＳＲＰ５４）（多
発性筋炎）、トポイソメラーゼ－１（Ｓｃｌ－７０）（Ｓｃｌ－７０）強皮症、レイノー
症候群）、チューブリン（慢性肝疾患、内臓リーシュマニア症）、およびビメンチン（全
身性自己免疫疾患）から選択され、関連する自己免疫疾患は、各自己抗原の直後に括弧書
きで記載される。
【００６３】
　いくつかの実施形態では、自己免疫障害は血漿タンパク質自己免疫障害またはサイトカ
イン自己免疫障害であり、自己抗原分析物はＣ１インヒビター（自己免疫性Ｃ１欠乏症）
、Ｃ１ｑ（ＳＬＥ、膜増殖性糸球体腎炎（ＭＰＧＮ））、サイトカイン（例えば）から選
択される。ＩＬ－１α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１、ＩＬ－１０、ＬＩＦ）（ＲＡ、全身性硬
化症）、第ＩＩ因子（凝固時間の延長）、第Ｖ因子（凝固時間の延長）、第ＶＩＩ因子（
凝固時間の延長）、第ＶＩＩＩ因子（凝固時間の延長）、第ＩＸ因子（凝固時間の延長）
、第Ｘ因子（凝固時間の延長）、第ＸＩ因子（凝固時間の延長）、第ＸＩＩ因子（凝固時
間の延長）、トロンビン（凝固時間の延長）、ｖＷＦ（延長）凝固時間）、糖タンパク質
ＩＩｂ／ＩＩＩｇおよびＩｂ／ＩＸ（自己免疫性血小板減少症紫斑病）、ＩｇＡ（免疫不
全）、および酸化型ＬＤＬ（ＯｘＬＤＬ）（アテローム性動脈硬化症）から選択され、関
連する自己免疫疾患は、各自己抗原分析の直後に括弧書きで記載される。
【００６４】
　いくつかの実施形態では、自己免疫障害は癌または腫瘍随伴性自己免疫障害であり、自
己抗原分析物は、アンフィフィシン（神経障害、肺小細胞癌）、サイクリンＢ１（肝細胞
癌）、ＤＮＡトポイソメラーゼＩＩ（肝臓癌）、デスモプラキン（腫瘍随伴性天疱瘡）、
ゲフィリン（腫瘍随伴性硬直症候群）、Ｈｕタンパク質（腫瘍随伴性脳脊髄炎）、ニュー
ロンニコチン性アセチルコリン受容体（亜急性自律神経障害、癌）、ｐ５３（癌、ＳＬＥ
）、ｐ６２（ＩＧＦ－ＩＩ）ｍＲＮＡ結合タンパク質）（肝細胞癌）、リベイキン（癌関
連網膜症）、Ｒ１タンパク質（腫瘍随伴性オプソクローヌスミオクローヌス失調症）、ベ
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ータＩＶスペクトリン（下部運動ニューロン症候群）、シナプトタグミン（ランバート－
イートン筋無力症候群）、電位依存性カルシウムチャネル（ランバート－イートン筋無力
症候群）とＹｏタンパク質（腫瘍随伴小脳変性）から選択される。
【００６５】
　いくつかの実施形態では、抗原分析物は、異常に発現されたポリペプチドである内因性
抗原である。そのような内因性抗原の例としては、アミロイドベータ（Ａベータ）、アル
ファシヌクレイン、シスタチンＣ、タウ、ＡＢｒｉ、ＡＤａｎ、スーパーオキシドジスム
ターゼ（ＳＯＤ）、変異型ハンチントン、ＰｒＰｓｃ、またはこれらのいずれかのフラグ
メントが挙げられる。
【００６６】
　本発明のいくつかの実施形態では、分析物は、対象に導入されるインプラントの少なく
とも１つのエピトープ、インプラント材料の代謝産物もしくは分解産物、または抗体など
のインプラント材料のエピトープに特異的に結合する物質を含む。そのようなインプラン
トは、例えば電動インプラント（例えば人工ペースメーカー）、バイオインプラント（損
傷した組織を置換するために対象の体内に外科的に埋め込まれた生体材料（例えば整形外
科用再建用プロテーゼ））、心臓補綴物（人工弁）、皮膚、角膜）、避妊用インプラント
、歯科用インプラント、整形外科用インプラント、および癒着防止器具を含み得る。エピ
トープを担持することができるインプラント材料の例は、ラテックス、シリコーン、コバ
ルトクロム（Ｃｏ－Ｃｒ）合金、チタン、およびチタン合金などの金属、超高分子量ポリ
エチレン（ＵＨＭＷＰＥ）およびポリメチルメタクリレートセメント（ＰＭＭＡ）などの
ポリマー、ハイドロキシアパタイト、バイオグラスなどのバイオセラミックスを含む。
【００６７】
　特定の実施形態では、非抗体結合成分は細菌結合タンパク質または抗体結合ドメインで
あり得る。所定の分析物は、有益な腸内細菌、病原性細菌、タンパク質毒素、タンパク質
バイオマーカー、小分子毒素、代謝産物、または化学兵器から選択することができる。こ
のような分析物については、いくつかの実施形態では、遊離分析物に対する抗体も固定化
分析物を認識するように小分子分析物をタンパク質または他の高分子担体に結合する競合
フォーマットにアッセイを修正する（抗体がない場合）。固定化された分析物で動物を免
疫することによってそれらを生成することができる。固定化された分析物は、抗分析物抗
体に結合しているルミネセントシグナルを与える細胞受容体を凝集するだろう。固定化さ
れた分析物が測定されるべき遊離分析物と混合され、それが凝集をもたらすことができな
い場合、発光シグナルは減少するだろう。アクチベーターは受容体であり得、そして非抗
体結合成分は受容体に特異的でありそして受容体に結合すると受容体に（凝集ではなく）
立体配座変化を引き起こすリガンドであり得る。それが所定の分析物に結合した後にのみ
。リガンドを検出器に融合させることができ、検出器は、リガンドが最初に所定の分析物
に結合していない限り、リガンドが受容体に結合するのを防ぐように作用する。活性化剤
はまた、所定の分析物と結合するように設計された受容体であり得、ここで、受容体は、
所定の分析物と結合すると立体構造変化を受ける。また、この変種は集約効果には依存し
ない。しかし、他の実施形態では、凝集事象は、生理的代謝産物または薬物代謝産物など
の標的の複数のコピーに結合する血清アルブミンなどの担体分子によって媒介され得る。
【００６８】
　バイオセンサーの実施例Ｉ
　図１ａ～１ｂを参照すると、本発明の例示的な実施形態による第１のバイオセンサー１
００は、エクオリン１０４を生成するように設計され、かつＣＴＺ１０６で充填されてエ
クオリン／ＣＴＺ複合体を形成するジャーカットＴ細胞１０２を含む。この特定のバイオ
センサーはまた、ＩｇＧｂｐ－ＣＤ３ζ（配列ＩＤ番号５～６）である膜貫通非抗体シグ
ナル伝達成分１０８を発現するように設計されているが、膜貫通非抗体シグナル伝達成分
ＦｃγＲＩ－ＣＤ３ζ（配列ＩＤ番号１１～１２）もまたバイオセンサー１００と共に使
用することができる。バイオセンサー細胞１０２はまた、少なくとも１つのシグナル伝達
経路１１０を含み、その活性化は細胞内Ｃａ２＋１１２の増加をもたらす。図１ｂに示す
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とおり、標的分析物１１６（例えば大腸菌０１５７）が結合している十分な量の検出分子
１１４（例えば可溶性抗体）が膜貫通非抗体シグナル伝達成分１０８に結合すると、シグ
ナル伝達経路１１０が活性化され、Ｃａ２＋１１２が増加し、エクオリン／ＣＴＺ複合体
が立体構造の変化を起こして光電子増倍管１２０によって検出される光１１８のシグナル
（光子）を放出し、スパイク１２２が試験装置にグラフィック表示され（下記参照）、試
験中のサンプル内の標的分析物１１６の存在を指し示す。このディスプレイは、標的分析
物１１６に関して定性的および定量的の両方であり得る。
【００６９】
　バイオセンサーの実施例ＩＩ
　図２ａ～図２ｂを参照すると、上述のように、本発明の例示的な実施形態による第２の
バイオセンサー２００は、エクオリン２０４を生成するように設計され、かつＣＴＺ２０
６で充填されてエクオリン／ＣＴＺ複合体を形成するＭＣ／９（ＡＴＣＣ（登録商標）Ｃ
ＲＬ－８３０６（商標））肥満細胞２０２を含む。この特定のバイオセンサーは、ＩｇＧ
ｂｐ－ＩｇＥ（配列ＩＤ番号１３～１４）である可溶性非抗体シグナル伝達成分２０８に
結合する天然のＦｃイプシロン受容体（すなわち、ＦｃεＲＩ）２０７を発現するが、非
抗体シグナル伝達成分ＦｃγＲＩ－ＩｇＥ．（配列ＩＤ番号１５～１６）もまたバイオセ
ンサー２００と共に使用することができる。図２ｂに示すとおり、標的分析物２１６（例
えば、大腸菌０１５７）が結合している十分な数の検出分子２１４（例えば、可溶性抗体
）が、すでに天然のＦｃイプシロン受容体２０７に結合している非抗体シグナル伝達成分
２０８に結合すると、シグナル伝達経路２１０が活性化され、細胞内Ｃａ２＋２１２が増
加し、エクオリン／ＣＴＺ複合体が立体配座の変化を起こして光電子増倍管２２０によっ
て検出される光２１８のシグナル（光子）を放出し、スパイク２２２が試験装置にグラフ
ィック表示され（下記参照）、試験中のサンプル内の標的分析物２１６の存在を指し示す
。このディスプレイは、標的分析物２１６に関して定性的および定量的の両方であり得る
。
【００７０】
　バイオセンサーの実施例ＩＩＩ
　図３ａ～図３ｂを参照すると、上述のように、本発明の例示的な実施形態による第３の
バイオセンサー３００は、エクオリン３０４を生成するように設計され、かつＣＴＺ３０
６で充填されてエクオリン／ＣＴＺ複合体を形成するＭＣ／９（ＡＴＣＣ（登録商標）Ｃ
ＲＬ－８３０６（商標））肥満細胞３０２を含む。この特定のバイオセンサーは、ＩｇＧ
ｂｐ－ＩｇＥ（配列ＩＤ番号１３～１４）である非抗体シグナル伝達成分３０８に結合す
る天然のＦｃイプシロン受容体（すなわち、ＦｃεＲＩ）３０７を発現するが、非抗体シ
グナル伝達成分ＦｃγＲＩ－ＩｇＥ．（配列ＩＤ番号１５～１６）もまたバイオセンサー
３００と共に使用することができる。この特定の実施形態では、バイオセンサー細胞３０
２は、ＩｇＧｂｐ－ＩｇＥを発現し、かつこの非抗体シグナル伝達成分を細胞外空間に排
出するようにさらに設計されており、これは細胞表面に発現している天然のＦｃεＲＩに
結合する。図３ｂに示すように、標的分析物３１６（例えば、大腸菌０１５７）が結合し
ている十分な量の検出分子３１４（例えば、可溶性抗体）が、すでに天然のＦｃイプシロ
ン受容体３０７に結合している非抗体シグナル伝達成分３０８に結合すると、シグナル伝
達経路３１０が活性化され、細胞内Ｃａ２＋３１２が増加し、エクオリン／ＣＴＺ複合体
が立体構造の変化を起こして光電子増倍管３２０によって検出される光３１８のシグナル
（光子）を放出し、スパイク３２２が試験装置にグラフィック表示され（下記参照）、試
験中のサンプル内の標的分析物３１６の存在を指し示す。このディスプレイは、標的分析
物３１６に関して定性的および定量的の両方であり得る。
【００７１】
　バイオセンサーＩＶの実施例
　図４を参照すると、本発明の例示的な実施形態による第４のバイオセンサー４００は、
エクオリンを生成し、かつｍＳＡ－ＣＤ３ζ（配列ＩＤ番号１７～１８）である膜貫通非
抗体シグナル伝達成分４０８を発現するように設計されたバイオセンサー細胞４０２を含
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む。非抗体シグナル伝達成分ｍＳＡ－ＣＤ３ζ（単量体ストレプトアビジン－ＣＤ３ζ）
はビオチン化検出分子４１４に結合し、これは例えば上皮成長因子（ＥＧＦ）のような標
的分子４１６に特異的に結合する。例えば、抗ＥＧＦなどの抗標的分子抗体４１７は、上
述のように、複数のシグナル伝達成分をクラスター化し、かつシグナル伝達を誘導する標
的多量体を生成する。他の実施形態において、単量体ストレプトアビジン成分はビオチン
化成分と置き換えられ、代わりの連結手段を用いてもよい。
【００７２】
　バイオセンサーＶの実施例
　図５を参照すると、本発明の例示的な実施形態による第５のバイオセンサー５００は、
エクオリンを生成し、かつｍＳＡ－ＣＤ３ζ（配列ＩＤ番号１７～１８）である膜貫通非
抗体シグナル伝達成分５０８を発現するように設計されたバイオセンサー細胞５０２を含
む。非抗体シグナル伝達成分ｍＳＡ－ＣＤ３ζ（単量体ストレプトアビジン－ＣＤ３ζ）
はビオチン化検出分子５１４に結合し、これはいくつかの実施形態では自己抗原分子であ
る。ビオチン化検出分子５１４は標的分子５１６に特異的に結合し、これはいくつかの実
施形態では抗自己抗原分子である。血清試料中の自己抗体は、上述したように、複数のシ
グナル伝達成分をクラスター化し、かつシグナル伝達を誘導する標的多量体を生成する。
他の実施形態において、単量体ストレプトアビジン成分はビオチン化成分と置き換えられ
、代わりの連結手段を用いてもよい。
【００７３】
　本発明のキメラタンパク質を製造するために使用されるシグナル伝達ポリペプチドのア
ミノ酸配列は、以下のアクセッション番号によって同定され、またはその中で同定されて
いるタンパク質またはドメインに対して、少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％、
８７．５％、９０％、９２．５％、９５％、９７．５％、９８％、９９％の配列同一性ま
たは類似性を有し得る：ＩｇＭ重鎖（ＧｅｎＢａｎｋ：ＣＡＣ２０４５８．１）、Ｉｇ－
アルファ（Ｐ１１９１２．２、ＧＩ：５４７８９６）、Ｉｇ－ベータ（Ｐ４０２５９．１
、ＧＩ：７２８９９４）、ＣＤ１９（ＡＡＡ６９９６６．１、ＧＩ：９０１８２３）、Ｃ
Ｄ３ゼータ（Ｐ２０９６３．２、ＧＩ：２３８３０９９９）、ＩｇＥアルファ（１Ｆ２Ｑ
＿Ａ、ＧＩ：９２５７１５０）、およびＦｃ－εＲ１サブユニットアルファ（Ｐ１２３１
９）　１、ＧＩ：１１９８６５）。
【００７４】
　黄色ブドウ球菌タンパク質Ａ（Ｐ０２９７６．３、ＧＩ：１１０２８３００３）は、黄
色ブドウ球菌のｓｐａ遺伝子およびそのＩｇ結合セグメントを含むその構造によってコー
ドされ、免疫グロブリン結合特性は周知であり、Ｇｒａｉｌｌｅ，ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏ
ｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．２０００　Ｍａｙ　９；９７（１０）：
５３９９－４０４；およびＲｏｂｅｎ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９９５　Ｊ
ｕｎ　１５；１５４（１２）：６４３７－４５．の参照により本明細書に組み入れられる
。既知のタンパク質Ａアミノ酸配列に対して少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％
、８７．５％、９０％、９２．５％、９５％、９７．５％、９８％、９９％の配列同一性
または類似性を有するタンパク質Ａまたはその免疫グロブリン結合セグメントの変異体、
およびＧｒａｉｌｌｅら、並びにＲｏｂｅｎらによって開示された免疫グロブリンまたは
他の分析物に結合する能力は、免疫グロブリン結合アミノ酸配列をコードする核酸の直接
合成を含む本分野において周知の分子生物学的技術によって製造することができる。
【００７５】
　ストレプトコッカスタンパク質Ｇおよびそのようなタンパク質の改変変異体のような他
の細菌性免疫グロブリン結合タンパク質は周知であり、Ｂａｉｌｅｙ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ
　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．２０１４　Ｄｅｃ　１５；４１５：２４－３０（ｄ
ｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｊｉｍ．２０１４．１０．００３）（Ｅｐｕｂ　２０１４　
Ｏｃｔ　２２）；およびＷａｔａｎａｂｅ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．２
００９　Ｍａｙ　１；２８４（１８）：１２３７３－８（ｄｏｉ：１０．１０７４／ｊｂ
ｃ．Ｍ８０９２３６２００）（Ｅｐｕｂ　２００９　Ｍａｒ　６）の参照により本明細書
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に組み入れられる。既知のタンパク質Ｇアミノ酸配列に対して少なくとも７０％、７５％
、８０％、８５％、８７．５％、９０％、９２．５％、９５％、９７．５％、９８％、９
９％の配列同一性または類似性を有するタンパク質Ｇまたはその免疫グロブリン結合セグ
メントの変異体、およびＢａｉｌｅｙら、並びにワタナベらによって開示された免疫グロ
ブリンまたは他の分析物に結合する能力は、免疫グロブリン結合アミノ酸配列をコードす
る核酸の直接合成を含む本分野において周知の分子生物学的技術によって製造することが
できる。
【００７６】
　Ｆｃ受容体（ＦｃＲ）は免疫グロブリンのＦｃ部分に結合し、ＦｃγＲＩおよびＦｃε
ＲＩを含む多くの種類のＦｃ受容体が知られている。これらのＦｃＲの構造的および機能
的な結合特性は、Ｆｒｉｄｍａｎ，ＦＡＳＥＢ　Ｊ．１９９１　Ｓｅｐ；５（１２）：２
６８４－９０を参照することにより組み込まれる。フリドマンによって開示された配列な
どの既知のＦｃＲアミノ酸配列に対して少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％、８
７．５％、９０％、９２．５％、９５％、９７．５％、９８％、９９％の配列同一性また
は類似性を有するＦｃＲまたはそれらの免疫グロブリン結合セグメントの変異体は、免疫
グロブリン結合アミノ酸配列をコードする核酸の直接合成を含む本分野において周知の分
子生物学的技術によって製造することができる。
【００７７】
　本発明によるシグナル伝達タンパク質は、配列ＩＤ番号２、４、６、８、１０、１２、
１４、１６、および１８によって開示されるキメラシグナル伝達タンパク質に対して少な
くとも７０％、７５％、８０％、８５％、８７．５％、９０％、９２．５％、９５％、９
７．５％、９８％、９９％の配列同一性または類似性を有することができ、免疫グロブリ
ンなどの分析物に結合し、次いで改変バイオセンサー細胞にシグナルを伝達する能力をも
有する。このような変異体は、分子生物学分野で周知の方法によって、または変異体キメ
ラレポータータンパク質をコードするポリヌクレオチドの化学合成、コード配列のベクタ
ーへの挿入、およびコンピテント細胞のベクターによる形質転換またはトランスフェクシ
ョンによって構築することができる。
【００７８】
　細胞選別およびクローニング
　本発明のバイオセンサーの設計および構築は、培養したときにバイオセンサー細胞の混
合集団をもたす。いくつかの細胞は改変因子を発現しなかったが、他の細胞は様々なレベ
ルで当該因子を発現した。エレクトロポレーションおよび遺伝子挿入が成功した後、バイ
オセンサー細胞を培養し、混合集団としての生物学的応答（フラッシュシグナル）につい
て試験した。フローサイトメーターを用いて単一細胞選別を行った。細胞を単離し、次い
で分析のために拡大して、高レベルの所望のタンパク質を発現したものを選択した。この
プロセスのために、蛍光標識抗体を用いてバイオセンサー細胞上の異なる受容体を標的と
し、それによって選別プロセスを可能にした。個々のクローンをシグナル伝達についてス
クリーニングし、最良のクローンを選択した。このプロセスを通して、最も適したクロー
ンを同定し、単離した。細胞外タンパク質についての蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）お
よび生細胞染色は、以下のように実施した。
【００７９】
　改変バイオセンサー細胞を計数し、穏やかに遠心分離し、洗浄緩衝液（ＨＢＳＳ＋２％
ＢＳＡ）中に１×１０７～１×１０８細胞／ｍＬの最終濃度で再懸濁した。各実験におい
て、Ｆｃ領域を有する完全抗体またはＦ（ａｂ）２のいずれかを使用した。完全抗体を使
用する場合、１～０．５μｇのＦｃ受容体遮断抗体を、細胞を入れるためのそれぞれ空の
１２×１５ｍｍチューブに添加した。これらの各チューブに、１００μＬの細胞（１×１
０６～１×１０７細胞）をＦｃ遮断抗体の上に加えた。細胞を穏やかに混合し、４℃また
は室温で１５分間インキュベートした。Ｆ（ａｂ）２を使用する場合、Ｆｃを遮断する上
述の工程は省略した。合計１μｇの（選択した受容体に対する）一次抗体を添加し、次い
で細胞を穏やかに混合した後、氷上で（または４℃で）２０～４０分間インキュベートし
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た。この温度は受容体の内在化を妨げた。標識化を促進するために細胞を断続的に穏やか
に撹拌（旋回）した。２ｍＬ容量の冷洗浄緩衝液を添加し、次いで細胞を４℃で遠心分離
し、上清を捨てた。洗浄工程を繰り返した後、細胞を１００μＬの洗浄／選別緩衝液に再
懸濁した。二次ＦＩＴＣ標識抗体を細胞に添加し（０．５～１μｇ）、混合してから氷上
（または４℃）で２０～４０分間インキュベートした。全過程を通して細胞を光から保護
した。２ｍＬ容量の冷洗浄緩衝液を添加し、次いで細胞を遠心分離し、上清を捨てた。洗
浄工程を繰り返し、細胞を０．５～１ｍＬの洗浄緩衝液に再懸濁した。選別するまで細胞
を氷上でインキュベートした。選別はできるだけ早く（少なくとも同じ日に）行った。単
細胞選別後の細胞のクローニングおよび培養は以下のようにして行った。
【００８０】
　バイオセンサー細胞を９６ウェルプレートに分類し、各ウェルが１つの細胞および１０
０～２００μＬの細胞増殖培地を含有するようにした。次の１０～１４日間プレートをス
キャン／モニターして増殖速度を決定し、いつ２４ウェルプレートに移すかを判断した。
スキャン中に、異なるマーキングを異なる条件に使用した。生細胞を含んでいる場合は一
部のウェルに印を付けたが、移動の準備はできておらず、汚染されたウェルも印を付けた
。細胞を各ウェルに１．０ｍＬの適切な培地を含む２４ウェルプレートに移した。細胞が
汚染されている場合は、ウェルからの細胞懸濁液をすべて１５ｍＬコニカルチューブに入
った５ｍｌの滅菌１×ＰＢＳに加えることによって洗浄した。次に細胞を１７０ＲＣＦで
１０分間遠心分離し、上清を捨てた。ペレットを２４ウェルプレート中の１．０ｍＬの新
鮮培地に再懸濁して培養した。継続的な増殖の後、細胞を１ウェルあたり１．５ｍＬの新
鮮培地を含む１２ウェルプレートに移した。
【００８１】
　クローンスクリーニングのために、１２ウェルプレート中で増殖した後、細胞を計数し
、それらが充填およびフラッシュ試験の準備ができているかどうかを決定した。フラッシ
ュ試験中、１回の繰り返しで２５，０００細胞が関連した。試験に適応するのに十分な細
胞を増殖し、一部は増殖を続けるために残した。この工程はクローンスクリーニングの最
初の期間を示した。選択されたクローンをさらに増殖し、所望の特性に応じてその後の試
験に供した。生物学的応答については、例えば、ジャーカット－ＦｃγＲＩ－ＣＤ３ζク
ローンを、抗ＣＤ３ε抗体（陽性コントロール）および細菌に対するモノクローナル抗体
をそれぞれの細菌と共に用いてスクリーニングし、一方でジギトニンを化学的応答試験に
用いた。抗ＦｃεＲＩ抗体（生物学的応答）およびジギトニン（化学的応答）を用いてＭ
Ｃ／９－Ａｅｑクローンをスクリーニングした。
【００８２】
　要約すると、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）を蛍光抗体標識を用いて行い、所望のタ
ンパク質（この場合は改変受容体）を高度に発現している細胞を選択および単離した。こ
のプロセスは、試験装置においてＰＭＴを使用するフラッシュ試験によってさらに確認さ
れた高発現バイオセンサー細胞の集団をもたらした。全プロセスの間、細胞を自動細胞計
数器を用いて計数して、人的エラーを排除し、一貫性および効率を高めた。ジャーカット
－ＦｃγＲＩ－ＣＤ３ζの異なるクローンは、抗大腸菌Ｏ１１１　ｍＡｂおよび大腸菌Ｏ
１１１細菌で試験したときに異なるレベルの生物学的応答を示した。多くのクローンを同
じ方法で試験し、最も高い応答を示したものをクローンバンクに保存した。同様に、化学
的ジギトニンを用いた異なるＭＣ／９－Ａｅｑクローンの試験から得られた化学的応答の
結果は、異なるクローンがエクオリン発現のレベルに依存して異なるレベルの化学的応答
を与えることを示した。最も高いシグナルを有するクローンをクローンバンクに保存した
。
【００８３】
　バイオセンサー細胞の培養
　最適な増殖条件を確実にするために、異なる細胞株には異なる培地処方を使用した。Ｍ
Ｃ／９肥満細胞を完全肥満細胞培地（ＤＭＥＭ－Ｓｉｇｍａ、カタログ番号Ｄ５７９６；
１×Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐ；１０％ＦＢＳ；１０％Ｔ－Ｓｔｉｍ　Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ；
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５０μＭ　β－メルカプトエタノール）中で培養した。ジャーカットＴ細胞を完全ＲＰＭ
Ｉ培地（ＲＰＭＩ－ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ；１０％ＦＢＳ；１×Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐ
）中で培養した。エレクトロポレーションしたコンストラクトの特性に応じて、細胞培養
における選択のために異なる抗生物質を使用した。エレクトロポレーションの２～３日後
に適切な抗生物質を増殖培地に添加して、線状化ＤＮＡコンストラクトをうまく組み込ん
だ細胞を選択した。細胞濃度は、最適な細胞増殖のために４．０×１０５～１．０×１０
６細胞／ｍＬに保たれた。異なる細胞株およびクローンを長期保存のために処理し、スト
ックを以下のように液体窒素中で凍結した。（ｉ）細胞を１５０ＲＣＦで１０分間遠心分
離して上清を捨てた。（ｉｉ）細胞ペレットを凍結培地（ＲＰＭＩ；５０％ＦＢＳ；１０
％ＤＭＳＯ）中に５．０×１０５細胞／ｍＬの濃度で再懸濁した。（ｉｉｉ）１ｍＬの容
量を２ｍＬのＮｕｎｃ　Ｃｒｙｏバイアルに等分し、－８０℃で２４時間凍結した後、長
期保存のために液体窒素に移した。
【００８４】
　バイオセンサー細胞の充填
　本発明のバイオセンサー細胞を５０ｍＬコニカルチューブ中で１５０ＲＣＦで１０分間
遠心分離した。上清を捨て、ペレットを充填培地（ＲＰＭＩ；１０％抗体除去ＦＢＳ；１
×ｐｅｎ／ｓｔｒｅｐ；０．１％Ｐｌｕｒｏｎｉｃ　Ｆ６８および１．５ｍＭセレンテラ
ジン）中に２５，０００細胞／１８０μＬの濃度で再懸濁した。さらに、細胞をまた、例
えば１００，０００細胞／１８０μＬおよび４００，０００細胞／１８０μＬのような異
なる濃度でも充填した。細胞を室温で２４～２６時間穏やかに振盪／揺動しながら充填し
た。使用前に、他の抗体除去システムを用いて市販の抗体除去ＦＢＳをさらに精製しても
よい。
【００８５】
　細胞の濃縮
　本発明のバイオセンサー細胞は、高濃度よりも低濃度でより効果的に充填することが実
証された。例えば、４００，０００細胞／１８０μＬに対して２５，０００細胞／１８０
μＬの密度で細胞を充填すると、検出可能なシグナルが２倍に増加することが示された。
ジャーカット－ＦｃγＲＩ－ＣＤ３ζクローンＰ５Ｇ７細胞を４００，０００細胞／１８
０μＬおよび２５，０００細胞／１８０μＬの両方で充填し、次いで各反応において４０
０，０００細胞／１８０μＬで試験した。一晩培養した大腸菌Ｏ１１１細菌培養物を２３
ｎＭ抗大腸菌Ｏ１１１　ｍＡｂと共に使用した。低い濃度で充填されたバイオセンサー細
胞は、試験した同数の細菌細胞に対して高いシグナルを与えた。バイオセンサー細胞の密
度を、最適な病原体の検出を可能にするために、充填後に細胞を濃縮することによってほ
とんど変化させた。検出分子が可溶性抗体である場合、標的病原体および抗体の質に依存
して、異なる濃度が病原体検出に使用された。バイオセンサー細胞を１５０ＲＣＦで１０
分間遠心分離することにより濃縮し、細胞ペレットを所望量の試験培地に再懸濁した。充
填培地は試験培地としても機能し得る。特定の例において、培地への正常ＦＢＳの添加は
生物学的応答を引き起こし、正常ＦＢＳ中の高濃度の抗体のためにバイオセンサーシグナ
ル（フラッシュ）をもたらした。そのため、市販の抗体除去ＦＢＳを充填過程で使用し、
それは完全に排除することなく抗体誘発シグナルを減少させた。市販の抗体除去ＦＢＳ中
の微量の抗体をさらに除去させるために追加の方法を使用した。
【００８６】
　バイオアッセイ
　本発明の例示的な態様において、分析物バイオアッセイは、バイオセンサー細胞および
その分析物（例えば病原体）に特異的な可溶性モノクローナル抗体（ｍＡｂ）を用いてフ
ォーマットした。これらの実施形態では、バイオアッセイの特異性は標的分析物への可溶
性抗体の選択的結合に直接関係し、バイオセンサーの特異性および感度は生物発光の検出
および測定によって決定した。このプロセスでは、バイオセンサー細胞は最初に発光分子
、セレンテラジン（ＣＴＺ）を使用して充填した。次いで、選択された可溶性抗体および
分析中の試料を添加した。標的病原体が試料中に存在する場合、それはバイオセンサー細
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胞によって発現される融合タンパク質に結合する可溶性抗体と相互作用し、最終的にバイ
オセンサー細胞からの発光をもたらすシグナルカスケードを引き起こす。放出された光は
、試験装置内の光電子増倍管（ＰＭＴ）によって検出され、バイオセンサー細胞によって
放出されたシグナルは、毎秒の光子数として表示される。以下に記載されるように、可溶
性抗体および標的病原体に基づいて病原体を検出するための様々な方法が開発されている
。以下に詳細に記載される３つのそのような方法が含まれる：（ｉ）検出分子（例えば抗
体）の即時添加、（ｉｉ）バイオセンサー細胞の検出分子（例えば抗体）での被覆、（ｉ
ｉｉ）分析物（例えば、細菌）の抗体でのコーティング。
【００８７】
　試験ユニット
　本明細書における本発明のバイオアッセイの態様は、米国特許第９，０２３，６４０号
に開示されているような卓上型または携帯型試験システムおよび装置と共に使用するよう
に設計された試験サブユニットまたは試験カートリッジにおいて実施することができ、そ
の全体がこの参照により本明細書に組み込まれる。試験カートリッジは、１回のみの使い
捨て品であってもよく、試料とバイオセンサーの両方を受け取り、バイオセンサーをテス
トカートリッジに導入することで、予測可能かつ制御された方法で試料とバイオセンサー
を混合する。試験カートリッジは、試験試料とバイオセンサーとを受容するための反応チ
ャンバをさらに含み、当該反応チャンバは所定の内部形状を有し、さらに全体のシグナル
対ノイズ比を改善する目的でバックグラウンドノイズを最小化または排除するように適合
されている。混合プロセス中の試験試料およびバイオセンサーへの剪断力による損傷を最
小限に抑えるために、少なくとも１つのスタビライザーを反応チャンバ内に配置すること
ができる。
【００８８】
　例示的な実施形態では、試験カートリッジ内の反応チャンバおよび当該反応チャンバに
通じる流体チャネルは、いくつかの目的を達成するように設計されている。反応チャンバ
に入る流体のための入口チャネルは管状形状を含み、チューブの直径は比較的小さく、反
応チャンバへの入口でより小さくなるように先細りしている。これは反応チャンバ内に入
る流体の速度を増加させ、反応チャンバ内の試薬のバルク運動のためにより激しくかつ均
質な混合を促進する。試料中に存在する任意の感染性物質が迅速にバイオセンサーに遭遇
することを確実にすることによって試験の期間を最小にするために、分子拡散を超えて混
合を促進するように試薬と試料を混合することが望ましい。混合物の均質性を増すために
流体が混合される際に、入口チャネルは反応チャンバの中心軸からずれて試験チャンバの
中心軸の周りの試薬の時計回りまたは反時計回りの回転運動を促進する。入口チャネルは
また、入ってくる流体が反応チャンバの側面と接触したままで入口チャネルから反応チャ
ンバへと移動することを可能にするために反応チャンバの内面にほぼ接しており、これは
乱流を最小にさせ、混合流体への気泡の導入を最小にする。試薬によって放出された光が
混合試薬内または混合試薬の表面上の気泡を通って移動するため、気泡はそれらが引き起
こす予測不可能な光の屈折のために望ましくない。試薬が反応チャンバの底部に存在する
流体と確実に混合されるように、流入チャネルの軸は水平から上向き（例えば約３０度）
に傾斜して、入ってくる流体の流れに対して部分的に下向きの方向を与えてもよい。また
は、反応チャンバの底部に試薬を送達するための垂直チャネルなどの代替の流体送達手段
を使用して、または試験チャンバに流れ込む試薬のカラムを作成し、それによってエント
レインメントによる混合を促進するために、試験チャンバの中心軸上に直接流体を送達す
るなどして、試薬は試験チャンバに導入され得る。
【００８９】
　反応チャンバの形状（すなわち、所定の配置）は、反応チャンバの中心軸の周りの混合
流体の時計回りまたは反時計回りの動きを容易にする回転断面であり得る。または、必要
に応じて、長方形または不規則な形状などの回転断面以外の反応チャンバ形状を利用して
もよい。一実施形態では、反応チャンバを形成するために使用される回転断面は、試薬に
よって放出された迷光の収集を容易にし、この光を光電子増倍管（ＰＭＴ）（浜松）であ
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り得る検出器の表面に向かって反射する楕円の一部である。楕円形の集光特性を高めるた
めに、反応チャンバの表面は反射性であってもよい。いくつかの実施形態では、ＰＭＴの
表面の最大直径は、システムの出力の最大シグナル対ノイズ比を達成するために制限され
る。反応チャンバの直径は、ＰＭＴの直径とほぼ一致するように設計されてもよく、これ
は、特定の体積の流体を保持するように設計された反応チャンバにおいて達成され得る楕
円形状に影響を及ぼす。制約された楕円形状のために、直接ＰＭＴ表面に反射されない限
り光が部分的に白色表面によって拡散され、この一部がＰＭＴ表面に向けられるときに生
じる追加の集光のために反応チャンバの表面色は部分的に拡散白色となり得る。あるいは
、必要に応じて、他の表面仕上げおよび近鏡仕上げアルミニウムなどの材料、または透明
材料を使用することができる。さらに、反応チャンバ自体から放出された光が試薬から放
出された任意の光の光彩を失わせ、検出を妨げることを防止するために、反応チャンバ材
料はリン光が最小限であることが望ましい。アクリロニトリルブタジエンスチレンのよう
な白色ポリマー材料または他のそのようなポリマー材料は低レベルのリン光を示すことが
わかったが、光の反射と拡散の組み合わせによって提供される追加の集光は光センシング
回路出力のシグナル対ノイズ比に有益であることがわかった。
【００９０】
　例示的な実施形態では、試験サブユニットは試料分析に使用するためのシステムを提供
する。このシステムはバイオセンサー試薬を含み、このバイオセンサー試薬は生体細胞と
、長いループ部分と短いループ部分とを有するリザーバーカードであって、バイオセンサ
ー試薬を貯蔵するリザーバーカードと、当該リザーバーカードを受け入れるように構成さ
れている試験カートリッジベースとを含む。試験カートリッジベースはさらに以下を含む
：（ｉ）中心軸を有する反応チャンバであって、回転半楕円の形状を有する反応チャンバ
、および（ｉｉ）当該反応チャンバに接続される入口チャネルであって、前記反応チャン
バの上方に水平方向に対して１５～６０度の角度で配置され、前記反応チャンバの中心軸
からずれており、かつ分析される試料を当該入口チャネルを通して試験カートリッジベー
スに導入すると、生体細胞への損傷を最小限に抑えながら当該試料をバイオセンサー試薬
と均一に混合する、入口チャネル。
【００９１】
　別の例示的な実施形態では、試験サブユニットは生物学的試料中の分析物の存在を迅速
に検出するためのシステムを提供する。このシステムは、所定の分析物に特異的な少なく
とも１つの抗体と生物発光剤とを含むバイオセンサー試薬を含み、少なくとも１つの抗体
は生きた改変リンパ球の表面に発現し、生物発光剤は生きた改変リンパ球によって発現さ
れる。このバイオセンサー試薬は、（ｉ）試験される試料中の特定の分析物の存在を検出
し、（ｉｉ）バイオセンサー試薬が試料と反応して試料中の特定の分析物の存在を検出し
たときに検出可能な光シグナルを発するように作動する。試験カートリッジもまた含まれ
る。試験カートリッジはさらに以下を含む：（ｉ）リザーバーカードであって、さらにバ
イオセンサー試薬を含むリザーバーカード、および（ｉｉ）試験カートリッジベースであ
って、リザーバーカードを受け入れるように構成された試験カートリッジベース。試験カ
ートリッジベースは、さらに、ａ）中心軸を有する反応チャンバであって、回転半楕円の
形状を有する反応チャンバ、及びｂ）当該反応チャンバに接続される入口チャネルであっ
て、前記反応チャンバの上方に水平方向に対して１５～６０度の角度で配置され、前記反
応チャンバの中心軸からずれている入口チャネルを有し、ｃ）試料を入口チャネルを通し
て試験カートリッジベースに導入すると、生きた改変リンパ球への損傷を最小限に抑え、
かつ反応チャンバ内の混合バイオセンサー試薬および当該試料の任意の泡立ちを最小限に
抑えながら当該試料をバイオセンサー試薬と均一に混合する。試験カートリッジを受け入
れるようになっている試験ユニットも含まれる。試験ユニットは、試料との反応時にバイ
オセンサー試薬によって放出される検出可能な光シグナルを検出するためのセンサーを含
み、放出された検出可能な光シグナルの検出は試料中の分析物の存在を示し、試料中の特
定の分析物の検出はリアルタイムで起こる。
【００９２】
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　バイオアッセイの実施例１：抗体の即時添加
　本発明のバイオアッセイの例示的な実施形態において、検出分子が可溶性抗体であり、
試験試料へのバイオセンサー細胞の導入の直前に、可溶性抗体と試験される試料とが一緒
に混合される。この実施形態では、充填バイオセンサー細胞を遠心分離し、充填培地中で
約４００，０００細胞／１８０μＬ（単一の反応に十分）に濃縮した。次いで、充填バイ
オセンサー細胞の１８０μＬ（約４００，０００細胞）アリコートを、リザーバーカード
の長いループ部分に入れた。ポジティブコントロールのために、ＲＰＭＩ培地中の３０μ
Ｌの抗ＣＤ３ε抗体をリザーバーカードの短いループ部分に入れた。次にリザーバーカー
ドを試験カートリッジベースに固定した。抗大腸菌Ｏ１１１（標的病原体は大腸菌Ｏ１１
１）などの標的病原体に対する２μＬ容量の抗体（０．５ｍｇ／ｍＬ）をカートリッジ混
合チャンバ内で試験する試料２８μＬと混合した。試験カートリッジベースを試験装置に
挿入し、充填バイオセンサー細胞を反応チャンバに注入して反応を開始させた。得られた
シグナルを４～８分間記録し、試験期間の終わりに、抗ＣＤ３ε抗体３０μＬを、２分間
記録したポジティブコントロール反応として反応容器に注入した。別のポジティブコント
ロールとして、抗ＣＤ３ε抗体ではなく３０μＬの０．６１ｍＭジギトニンを使用するこ
とができる。ネガティブコントロール試験は、使用されている抗体に特異的ではない所定
の病原体を使用して実施することができる。
【００９３】
　バイオアッセイの実施例２：抗体によるバイオセンサー細胞のコーティング
　本発明のバイオアッセイの別の例示的な実施形態において、検出分子が可溶性抗体であ
り、バイオセンサー細胞は、試験される試料をバイオセンサー細胞と混合する前の期間に
、可溶性抗体でコーティングした。この実施形態では、充填バイオセンサー細胞を遠心分
離し、充填培地中で約４００，０００細胞／１８０μＬ（単一の反応に十分）に濃縮した
。次いで、バイオセンサー細胞の１８０μＬ（約４００，０００細胞）アリコートを、抗
大腸菌Ｏ１１１（標的病原体は大腸菌Ｏ１１１）などの標的病原体に対する２μＬ容量の
抗体（０．５ｍｇ／ｍＬ）とエッペンドルフチューブ内で混合した。抗体と混合したバイ
オセンサー細胞を室温で１０分間インキュベートし、次いでリザーバーカードの長いルー
プ部分に入れた。ポジティブコントロールのために、ＲＰＭＩ培地中の３０μＬの抗ＣＤ
３ε抗体をリザーバーカードの短いループ部分に入れた。次にリザーバーカードを試験カ
ートリッジベースに固定した。試験する３０μＬ容量の試料を反応チャンバに添加した。
試験カートリッジベースを試験装置に挿入し、バイオセンサー細胞を混合チャンバに注入
して反応を開始させた。得られたシグナルを４～８分間記録し、試験期間の終わりに、抗
ＣＤ３ε抗体３０μＬを、２分間記録したポジティブコントロール反応として反応容器に
注入した。別のポジティブコントロールとして、抗ＣＤ３ε抗体ではなく３０μＬの０．
６１ｍＭジギトニンを使用することができる。ネガティブコントロール試験は、使用され
ている抗体に特異的ではない所定の病原体を使用して実施することができる。
【００９４】
　バイオアッセイの実施例３：抗体による分析物のコーティング
　本発明のバイオアッセイの別の例示的な実施形態において、検出分子が可溶性抗体であ
り、分析物（例えば病原性細菌）は、試験される試料をバイオセンサーと混合する前の期
間に、可溶性抗体でコーティングした。この実施形態では、充填バイオセンサー細胞を遠
心分離し、充填培地中で約４００，０００細胞／１８０μＬ（単一の反応に十分）に濃縮
した。バイオセンサー細胞の１８０μＬ（約４００，０００細胞）アリコートをリザーバ
ーカードの長いループ部分に入れた。ポジティブコントロールのために、ＲＰＭＩ培地中
の３０μＬの抗ＣＤ３ε抗体をリザーバーカードの短いループ部分に入れた。次にリザー
バーカードをカートリッジベースに固定した。抗大腸菌Ｏ１１１（標的病原体は大腸菌Ｏ
１１１）などの標的病原体に対する２μＬ容量の抗体（０．５ｍｇ／ｍＬ）を、２８μＬ
の試験する試料とエッペンドルフチューブ中で混合した。その試料を室温で１０分間イン
キュベートし、次いでカートリッジ混合チャンバに加えた。カートリッジをＰＭＴに挿入
し、バイオセンサー細胞を混合チャンバに注入して反応を開始させた。得られたシグナル
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を４～８分間記録し、試験期間の終わりに、抗ＣＤ３ε抗体３０μＬを、２分間記録した
ポジティブコントロール反応として反応容器に注入した。別のポジティブコントロールと
して、抗ＣＤ３ε抗体ではなく３０μＬの０．６１ｍＭジギトニンを使用することができ
る。ネガティブコントロール試験は、使用されている抗体に特異的ではない所定の病原体
を使用して実施することができる。
【００９５】
　本明細書に記載の例示的なバイオアッセイは、バックグラウンドノイズを低減し、シグ
ナルを増強する他の添加剤を含み得る。ポジティブコントロールとして抗ＣＤ３ε抗体を
使用すると、本システムは５０，０００個の非充填バイオセンサー細胞の混合物中で１０
個未満の充填バイオセンサー細胞を検出することが実証されている。バイオセンサー自体
は、３０μＬの試料中で２３０ＣＦＵの細菌を検出することが実証されている。上記のバ
イオアッセイでは、大腸菌Ｏ１１１細菌に対する専用のモノクローナル抗体（１Ｆ１１）
を用いて、大腸菌Ｏ１５７をネガティブコントロールとして用いて大腸菌Ｏ１１１細菌を
検出した。大腸菌Ｏ１５７は陰性の結果を与えることが実証され、これにより本システム
の特異性が証明された。本明細書に記載されたバイオアッセイと共に、多数の市販の抗体
もまた使用され得る。専用のモノクローナル抗体（１Ｆ１１）に関して、抗体分析および
モノクローナル抗体の選択は以下に記載されるように達成した。
【００９６】
　抗体産生は、９６ウェルのマルチウェルプレート中で行われたＥＬＩＳＡによって決定
された。各ウェルを異なるＬＰＳ（大腸菌Ｏ１５７、大腸菌Ｏ１２７、大腸菌Ｏ１１１、
大腸菌Ｏ２６、クレブシエラ・ニューモニア、サルモネラ・エンテリオア、およびナイー
ブセラ）または細菌細胞（大腸菌Ｏ１５７、大腸菌Ｏ１１１、大腸菌２６、および大腸菌
ＤＨ５α）で被覆した。ｍＡｂ　Ｏ１５７またはｍＡｂ　Ｏ１１１の異なるクローンから
のハイブリドーマ上清をウェルに添加した。西洋ワサビペルオキシダーゼ結合（ＨＲＰ）
ヤギ抗マウスＩｇＧを検出に使用した（付録ＩＩＩ．Ａ．３）。大腸菌Ｏ１５７の２つの
ハイブリドーマクローン（１Ｂ１０および６Ｇ１）は、大腸菌Ｏ１５７のＬＰＳおよび大
腸菌Ｏ１５７のみを認識する。大腸菌Ｏ１１１の９個のハイブリドーマクローンは、大腸
菌Ｏ１１１のＬＰＳおよび大腸菌Ｏ１１１を特異的に認識する。もっとも高い光学密度（
ＯＤ）リーディングからのクローンを検証のために選択した。これは以下に記載するよう
にして達成された。
【００９７】
　ハイブリドーマ細胞ペレットを回収し、ＲＮＡ抽出前に－８０℃で保存した。抽出され
たＲＮＡをｃＤＮＡへの逆転写、それに続くネステッドＰＣＲ増幅のための鋳型として使
用した。すべての陽性ＰＣＲ産物をＴＡクローニングベクターにクローニングし、配列決
定に送った。軽鎖および重鎖の可変領域は、配列の分析後に決定した。Ｏ１５７（１Ｂ１
０）（ＦＳＣ製のカスタマイズｍＡｂ）およびＡＴＣＣ　ＨＢ１０４５２の４つの一本鎖
抗体（ｓｃＦｖ）、ならびにＦＳＣ製のＯ１１１の２つの一本鎖抗体（１Ｆ１１および１
Ｆ２）を組み換え発現し、固定化金属イオンアフィニティークロマトグラフィー（ＩＭＡ
Ｃ）で精製した。ｓｃＦｖの配列は以下の順序で構築した：ｐｅｌ　Ｂ分泌シグナル＋ア
ミノ酸アラニン＋ヒスチジンタグ＋アミノ酸グリシン－セリン－セリン－グリシン＋ＴＥ
Ｖ切断部位＋アミノ酸グリシン－セリン－セリン－グリシン＋重鎖可変領域＋リンカー領
域セリン－アラニン－アスパラギン酸－アスパラギン酸－アラニン－リジン－リジン－ア
スパラギン酸－アラニン－アラニン－リジン－リジン－アスパラギン酸－アスパラギン酸
－アラニン－リジン－リジン－アスパラギン酸－アスパラギン酸＋軽鎖可変領域。精製し
たｓｃＦｖを、Ｏ１５７またはＯ１１１のＬＰＳでコーティングしたマルチウェルプレー
トを用いて試験した。
【００９８】
　この研究の目的は、モノクローナル抗体（ｍＡｂ）の細菌細胞全体（大腸菌Ｏ１５７ま
たは大腸菌Ｏ１１１）に対する相互作用を調べ、抗体－細菌相互作用の速度定数（ＫＤ）
を推定することである。これらのアッセイでは、ヤギ抗大腸菌Ｏ１５７ポリクローナル抗



(38) JP 2020-507060 A 2020.3.5

10

20

30

40

50

体、ヤギ抗大腸菌Ｏ１１１ポリクローナル抗体、大腸菌Ｏ１５７に対する３つのモノクロ
ーナル抗体（１０２２、１０２４、および１０６１）、ならびに大腸菌Ｏ１１１に対する
１つのモノクローナル抗体を使用した。ＣＭ５センサーチップおよびアミンカップリング
キットもまた使用した。すべてのアッセイは、Ｂｉａｃｏｒｅ　Ｘ１００装置上で行った
。このプロトコルでは、（選択細菌に対する）１つのポリクローナル抗体をＣＭ５センサ
ーチップ上に固定化した。次いで、選択細菌を結合させ、続いて連続的な緩衝液流中で同
じ細菌に対するモノクローナル抗体を注射した。相互作用はリアルタイムで監視した。各
細菌に対する抗体の相対的結合を共鳴単位（ＲＵ）で記録した。大腸菌Ｏ１５７および大
腸菌Ｏ１１１に対する大腸菌Ｏ１５７特異的抗体（ｍＡｂ　ＦＦ７５４）の結合のＢＩＡ
ｃｏｒｅ分析の結果は、Ｏ１５７　ｍＡｂがその標的抗原に特異的であることを示した。
【００９９】
　Ｆｃ受容体
　本発明によって利用される受容体、例えばリガンドまたは検出器としては、代わりのＦ
ｃ含有キメラ受容体を挙げることができる。本明細書に記載のキメラ受容体は、免疫グロ
ブリンのＦｃ部分に対する結合親和性および特異性を有する細胞外ドメイン（「Ｆｃ結合
剤」）、膜貫通ドメイン、少なくとも１つの共刺激シグナル伝達ドメイン、およびＩＴＡ
Ｍを含む細胞質シグナル伝達ドメインを含む。キメラ受容体は、宿主細胞上で発現される
と、細胞外リガンド結合ドメインが標的分子（例えば抗体またはＦｃ融合タンパク質）お
よび共刺激シグナル伝達ドメインに結合するために細胞外に位置するように構成され、Ｉ
ＴＡＭ含有細胞質シグナル伝達ドメインは、活性化および／またはエフェクターシグナル
伝達を誘発するために細胞質内に位置している。いくつかの実施形態において、本明細書
に記載のキメラ受容体構築物は、Ｎ末端からＣ末端にかけて、Ｆｃ結合剤、膜貫通ドメイ
ン、少なくとも１つの共刺激シグナル伝達ドメイン、およびＩＴＡＭ含有細胞質シグナル
伝達ドメインを含む。他の実施形態において、本明細書に記載のキメラ受容体構築物は、
Ｎ末端からＣ末端にかけて、Ｆｃ結合剤、膜貫通ドメイン、ＩＴＡＭ含有細胞質シグナル
伝達ドメイン、および少なくとも１つの共刺激シグナル伝達ドメインを含む。
【０１００】
　本明細書に記載のキメラ受容体はいずれも、Ｆｃ結合剤のＣ末端および膜貫通ドメイン
のＮ末端に位置することができるヒンジドメインをさらに含むことができる。あるいは、
またはさらに、本明細書に記載のキメラ受容体構築物は、互いに連結するか、またはＩＴ
ＡＭ含有細胞質シグナル伝達ドメインによって分離され得る、２つ以上の共刺激性シグナ
ル伝達ドメインを含み得る。キメラ受容体コンストラクト中の細胞外Ｆｃ結合剤、膜貫通
ドメイン、共刺激シグナル伝達ドメイン、およびＩＴＡＭ含有細胞質シグナル伝達ドメイ
ンは、直接またはペプチドリンカーを介して互いに結合することができる。
【０１０１】
　本明細書に記載のキメラ受容体コンストラクトは、Ｆｃ結合剤、すなわち適切な哺乳動
物（例えば、ヒト、マウス、ラット、ヤギ、ヒツジ、サル）の免疫グロブリン（例えば、
ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、またはＩｇＥ）のＦｃ部分に結合することができる細胞外ドメ
インを含む。適切なＦｃ結合剤は、哺乳動物Ｆｃ受容体または特定の細菌タンパク質（例
えば、タンパク質Ａ、タンパク質Ｇ）などの天然に存在するタンパク質に由来し得る。さ
らに、Ｆｃ結合剤は、本明細書に記載のＩｇ分子のいずれかのＦｃ部分に高い親和性およ
び特異性で結合するように特異的に改変された合成ポリペプチドであり得る。例えば、そ
のようなＦｃ結合剤は、免疫グロブリンのＦｃ部分に特異的に結合する抗体またはその抗
原結合断片であり得る。例としては、一本鎖可変フラグメント（ｓｃＦｖ）、ドメイン抗
体、またはナノボディが挙げられるが、これらに限定されるものではない。あるいは、Ｆ
ｃ結合剤は、Ｋｕｎｉｔｚドメイン、小型モジュラー免疫医薬品（ＳＭＩＰ）、アドネク
チン、アビマー、アフィボディ、ＤＡＲＰｉｎ、またはアンチカリンなどのＦｃ部分に特
異的に結合する合成ペプチドであってもよく、これらはＦｃに対する結合活性についてペ
プチド結合ライブラリーをスクリーニングすることによって同定される。
【０１０２】



(39) JP 2020-507060 A 2020.3.5

10

20

30

40

　いくつかの実施形態において、Ｆｃ結合剤は哺乳動物Ｆｃ受容体の細胞外リガンド結合
ドメインである。本明細書で使用されるように、「Ｆｃ受容体」は、多くの免疫細胞（Ｂ
細胞、樹状細胞、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、マクロファージ、好中球、肥満細胞、
および好酸球を含む）の表面に発現する細胞表面結合受容体であり、抗体のＦｃドメイン
に対して結合特異性を示す。Ｆｃ受容体は、典型的には抗体のＦｃ（フラグメント結晶化
可能）部分に対する結合特異性を有する少なくとも２つの免疫グロブリン（Ｉｇ）様ドメ
インからなる。いくつかの例において、抗体のＦｃ部分へのＦｃ受容体の結合は、抗体依
存性細胞媒介性細胞傷害（ＡＤＣＣ）効果を誘発し得る。本明細書中に記載されるような
キメラ受容体を構築するために使用されるＦｃ受容体は、野生型の同等物と比較してＦｃ
に対する親和性が増大または減少し得る天然の多型変異体（例えばＣＤ１６　Ｖ１５８変
異体）であり得る。あるいは、Ｆｃ受容体は、Ｉｇ分子のＦｃ部分への結合親和性を変化
させる１つまたは複数の突然変異（例えば、最大１０個のアミノ酸残基の置換）を有する
野生型の同等物の機能的変異体であってもよい。いくつかの例において、その突然変異は
Ｆｃ受容体のグリコシル化パターン、つまりＦｃに対する結合親和性を変化させることが
できる。
【０１０３】
　以下の表は、Ｆｃ受容体細胞外ドメインにおけるいくつかの例示的な多型を列挙する（
例えば、Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．　Ｍｏｌ．Ｅｖｏｌ．５３：１－９，２００１を参
照のこと）。
【表１】

【０１０４】
　Ｆｃ受容体は、それが結合することができる抗体のアイソタイプに基づいて分類される
。例えば、Ｆｃガンマ受容体（ＦｃγＲ）は一般に、その１つ以上のサブタイプ（すなわ
ち、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４）などのＩｇＧ抗体に結合し、Ｆｃアルフ
ァ受容体（ＦｃαＲ）は一般に、ＩｇＡ抗体に結合すし、Ｆｃイプシロン受容体（Ｆｃｃ
Ｒ）は一般に、ＩｇＥ抗体に結合する。いくつかの実施形態において、Ｆｃ受容体は、Ｆ
ｃガンマ受容体、Ｆｃアルファ受容体、またはＦｃイプシロン受容体である。Ｆｃガンマ
受容体の例には、ＣＤ６４Ａ、ＣＤ６４Ｂ、ＣＤ６４Ｃ、ＣＤ３２Ａ、ＣＤ３２Ｂ、ＣＤ
１６Ａ、およびＣＤ１６Ｂが含まれるが、これらに限定されるものではない。Ｆｃアルフ
ァ受容体の例は、ＦｃαＲ１／ＣＤ８９である。Ｆｃイプシロン受容体の例としては、Ｆ
ｃεＲＩおよびＦｃイプシロンＲＩＩ／ＣＤ２３が挙げられるが、これらに限定されるも
のではない。以下の表は、本明細書に記載のキメラ受容体を構築する際に使用するための
例示的なＦｃ受容体、およびそれらの対応するＦｃドメインに対する結合活性を列挙する
。　
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【表２】

【０１０５】
　本明細書に記載のキメラ受容体に使用するためのＦｃ受容体のリガンド結合ドメインの
選択は、当業者には明らかであろう。例えば、それはＦｃ受容体の結合が望まれる抗体の
アイソタイプおよび結合相互作用の望まれる親和性などの要因に依存し得る。いくつかの
実施例において、（ａ）は、Ｆｃに対する親和性を調節することができる天然に存在する
多型を組み込んでいるＣＤ１６の細胞外リガンド結合ドメインである。いくつかの実施例
において、（ａ）は、１５８位（例えば、バリンまたはフェニルアラニン）に多型を組み
込んでいるＣＤ１６の細胞外リガンド結合ドメインである。いくつかの実施形態において
、（ａ）は、そのグリコシル化状態およびそのＦｃに対する親和性を変化させる条件下で
生成される。いくつかの実施形態では、（ａ）は、それを組み込んだキメラ受容体をＩｇ
Ｇ抗体のサブセットに対して特異的にする修飾を組み込んだＣＤ１６の細胞外リガンド結
合ドメインである。例えば、ＩｇＧサブタイプ（例えば、ＩｇＧ１）に対する親和性を増
加または減少させる突然変異を組み込むことができる。
【０１０６】
　他の実施形態において、Ｆｃ結合剤は、ＩｇＧ分子のＦｃ部分に結合することができる
天然に存在する細菌タンパク質に由来する。本明細書に記載のキメラ受容体を構築するの
に使用するためのＦｃ結合剤は、全長タンパク質またはその機能的断片であり得る。タン
パク質Ａは、元来は細菌黄色ブドウ球菌の細胞壁に見出される４２ｋＤａの表面タンパク
質である。これはそれぞれが三ヘリックス束に折り畳まれ、かつほとんどの抗体のＦｃ領
域およびヒトＶＨ３ファミリー抗体のＦａｂ領域との相互作用を介してＩｇＧを結合する
ことができる５つのドメインからなる。タンパク質Ｇは、哺乳動物ＩｇＧのＦａｂ領域お
よびＦｃ領域の両方に結合するＣ群およびＧ群のレンサ球菌において発現する約６０ｋＤ
ａのタンパク質である。天然のタンパク質Ｇもアルブミンに結合するが、アルブミン結合
を排除する組換え変異体が設計されている。
【０１０７】
　キメラ受容体に使用するためのＦｃ結合剤はまた、コンビナトリアルバイオロジーまた
は定方向進化法を使用して新たに作製することもできる。タンパク質骨格（例えば、Ｉｇ
Ｇ由来のｓｃＦｖ、Ｋｕｎｉｔｚ型プロテアーゼ阻害剤由来のＫｕｎｉｔｚドメイン、ア
ンキリンリピート、タンパク質Ａ由来のＺドメイン、リポカリン、フィブロネクチンＩＩ
Ｉ型ドメイン、Ｆｙｎ由来ＳＨ３ドメインなど）から始めて、表面上の一連の残基につい
てのアミノ酸側鎖は、変異型骨格の大きなライブラリーを作製するために無作為に置換す
ることができる。大きなライブラリーから、最初に結合について選択し、続いてファージ
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、リボソーム、または細胞ディスプレイによって増幅することによって、Ｆｃドメインの
ような標的に対する親和性を有する珍しい変異体を単離することが可能である。標的に対
する最も高い親和性を有するタンパク質を単離するために、一連の選択および増幅を繰り
返し使用することができる。
【０１０８】
　本明細書に記載のいずれのＦｃ結合剤も、治療用抗体のＦｃ部分に対して適切な結合親
和性を有し得る。本明細書中で使用される場合、「結合親和性」とは、見かけの会合定数
またはＫＡをいう。ＫＡは解離定数ＫＤの逆数である。本明細書に記載のキメラ受容体の
Ｆｃ受容体ドメインの細胞外リガンド結合ドメインは、少なくとも１０－５、１０－６、
１０－７、１０－８、１０－９、１０－１０Ｍ、または抗体のＦｃ部分よりも低いＫＤの
結合親和性を有し得る。いくつかの実施形態において、Ｆｃ結合剤は、別の抗体、抗体の
アイソタイプ、またはそれらのサブタイプに対するＦｃ結合剤の結合親和性と比較して、
抗体、抗体のアイソタイプ、またはそれらのサブタイプに対して高い結合親和性を有する
。いくつかの実施形態において、Ｆｃ受容体の細胞外リガンド結合ドメインは、他の抗体
、抗体のアイソタイプ、またはそのサブタイプに対するＦｃ受容体の細胞外リガンド結合
ドメインの結合と比較して、抗体、抗体のアイソタイプ、またはそのサブタイプに対して
特異性を有する。高親和性結合を有するＦｃガンマ受容体には、ＣＤ６４Ａ、ＣＤ６４Ｂ
、およびＣＤ６４Ｃが含まれる。低親和性結合を有するＦｃガンマ受容体には、ＣＤ３２
Ａ、ＣＤ３２Ｂ、ＣＤ１６Ａ、およびＣＤ１６Ｂが含まれる。高親和性結合を有するＦｃ
イプシロン受容体はＦｃイプシロンＲＩであり、低親和性結合を有するＦｃイプシロン受
容体はＦｃイプシロンＲＩＩ／ＣＤ２３である。
【０１０９】
　Ｆｃ結合剤を含むＦｃ受容体またはキメラ受容体（例えば、Ｆｃ受容体の細胞外リガン
ド結合ドメイン）に対する結合親和性または結合特異性は、平衡透析、平衡結合、ゲル濾
過、ＥＬＩＳＡ、表面プラズモン共鳴、または分光法を含む様々な方法によって決定する
ことができる。
【０１１０】
　いくつかの実施形態において、Ｆｃ受容体の細胞外リガンド結合ドメインは、天然のＦ
ｃガンマ受容体、Ｆｃアルファ受容体、またはＦｃイプシロン受容体の細胞外リガンド結
合ドメインのアミノ酸配列と少なくとも９０％（例えば、９１、９２、９３、９４、９５
、９６、９７、９８、９９％）同一であるアミノ酸配列を含む。２つのアミノ酸配列の「
同一性パーセント」は、Ｋａｒｌｉｎ　ａｎｄ　Ａｌｔｓｃｈｕｌ　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：５８７３－７７，１９９３において修正されたＫａ
ｒｌｉｎ　ａｎｄ　Ａｌｔｓｃｈｕｌ　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　８７：２２６４－６８，１９９０のアルゴリズムを用いて決定することができる。その
ようなアルゴリズムは、Ａｌｔｓｃｈｕｌ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５
：４０３－１０，１９９０のＮＢＬＡＳＴおよびＸＢＬＡＳＴプログラム（バージョン２
．０）に組み込まれている。ＢＬＡＳＴタンパク質の検索は、本開示のタンパク質分子と
相同なアミノ酸配列を得るために、ＸＢＬＡＳＴプログラム、スコア＝５０、ワード長＝
３を用いて実施することができる。２つの配列間にギャップが存在する場合、Ｇａｐｐｅ
ｄ　ＢＬＡＳＴは、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒ
ｅｓ．２５（１７）：３３８９－３４０２，１９９７に記載されるように使用することが
できる。ＢＬＡＳＴおよびＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴプログラムを利用する場合、それぞ
れのプログラム（例えば、ＸＢＬＡＳＴおよびＮＢＬＡＳＴ）のデフォルトのパラメータ
を使用することができる。
【０１１１】
　本発明のさらに別の実施形態は、改変細胞を分析物と接触させるための空間または区画
；リガンド、シグナル伝達経路、およびレポーターを含む改変細胞；および検出器を含む
システムを提供し、ユニバーサル検出成分が所定の検出成分に結合し、シグナル伝達経路
は当該分析物のリガンドへの結合によって誘導される第一のシグナルを受け取り、当該第
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一のシグナルをレポーターに伝達し、前記レポーターはシグナル伝達経路からの第一シグ
ナルを受け取ると第二の検出可能なシグナルを放出する。
【０１１２】
　本発明のさらに別の実施形態は、改変細胞を所定の分析物と接触させるための空間また
は区画；リガンドと、光または別の検出可能なシグナルを放出する検出器にシグナルを構
成的に伝達するシグナル伝達成分との集合体を含む改変細胞；および検出器を含むシステ
ムを提供し、リガンドおよびシグナル伝達成分の集合体への所定の分析物の結合はシグナ
ル伝達を減衰させ、かつレポーターによる光または他の検出可能なシグナルの放出を減衰
させる。リガンドおよびシグナル伝達成分の集合体は粘着性アダプターによって維持され
、当該粘着性アダプターが所定の分析物によって結合されると、リガンドおよびシグナル
伝達成分の集合体を維持するその能力は弱まる。
【０１１３】
　本発明のさらに別の実施形態は、改変細胞を所定の分析物と接触させるための空間また
は区画；リガンドと、所定の分析物に結合したときに阻害シグナルを伝達するシグナル伝
達成分と、光または別の検出可能なシグナルを構成的に放出するレポーターとを含む改変
細胞；および検出器を含むシステムを提供し、所定の分析物とユニバーサル検出成分との
結合は、レポーターによる光または他の検出可能なシグナルの放出を減衰させる阻害シグ
ナルを誘導する。この実施形態では、ユニバーサル検出成分は、免疫受容体チロシン系阻
害モチーフ（ＩＴＩＭ）を含むことができる。ＩＴＩＭは、Ｓｔａｕｂ　Ｅ，Ｒｏｓｅｎ
ｔｈａｌ　Ａ，Ｈｉｎｚｍａｎｎ　Ｂ（２００４）．"Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ　ｉｄｅｎ
ｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｔｙｒｏｓｉｎｅ－ｂａ
ｓｅｄ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｍｏｔｉｆｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ　ｐｒｏｔｅ
ｏｍｅ"．Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌ　１６（４）：４３５-４５６にさらに開示されており
、この参照により組み込まれる。
【０１１４】
　本発明はその例示的な実施形態を説明することによって例示し、その実施形態をある程
度詳細に説明してきたが、これは添付の特許請求の範囲の範囲をそのような詳細なものに
制限し、または何らかの方法で限定することは本出願人の意図ではない。追加の利点およ
び変更例は当業者には容易に明らかとなろう。そのため、本発明は、より広範な態様にお
いて、示されかつ説明された特定の詳細、代表的な装置、および方法、および／または例
示的な実施例のいずれにも限定されるものではない。したがって、本出願人の一般的な発
明概念の精神または範囲から逸脱することなく、そのような詳細から逸脱することは可能
である。
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