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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＶＺＶ株の変動により生じる１または数個のアミノ酸置換を含む、配列番号１に示され
たＶＺＶ ＶＰ２６のＡＡ１２～２３５領域に相当する免疫反応性ペプチド。
【請求項２】
　配列番号１に示されたＶＺＶ ＶＰ２６のＡＡ１２～２３５領域からなる免疫反応性ペ
プチド。
【請求項３】
　請求項１または２に記載のアミノ酸の配列をコードする核酸。
【請求項４】
　配列番号２に示されたヌクレオチド配列に相当する核酸。
【請求項５】
　請求項４に記載の核酸と緊縮条件下にハイブリダイズし、ＶＺＶに対する抗体によって
認識されるが、他のヘルペスウイルスに対する抗体には認識されないペプチドをコードす
る核酸。
【請求項６】
　請求項４または５に記載の核酸を発現させることによって調製できる免疫反応性ペプチ
ド。
【請求項７】
　請求項１、２および６のいずれかに記載の免疫反応性ペプチドを使用するサンプル中の
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ＶＺＶに対する抗体を検出する免疫化学的方法。
【請求項８】
　核酸ハイブリダイゼーションによってＶＺＶを検出するための請求項４または５に記載
の核酸の使用。
【請求項９】
　請求項１、２および６のいずれかに記載の免疫反応性ペプチドからなるＶＺＶに対する
抗体を検出するための試験キット。
【請求項１０】
　請求項４または５に記載の核酸からなるＶＺＶを検出するための試験キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、水痘帯状疱疹ウイルス（ＶＺＶ）タンパク質ＶＰ２６のアミノ酸位置１２～２
３５の領域と相同性である免疫反応性ペプチド、これらのペプチドをコードする核酸なら
びに水痘帯状疱疹ウイルスによる感染の診断のための上記ペプチドまたは核酸の使用に関
する。
【０００２】
【従来技術】
ウイルス分類国際委員会(ＩＣＴＶ)によれば、ＶＺＶはヘルペスウイルス科に属する。７
５％の例で一次感染は年齢１５歳未満で起こり、通常は不顕性の経過をたどる。これに反
して、ウイルスと以前に接触したことがなかった成人および自然にまたは治療的に免疫抑
制を受けている人での感染は重篤な症状を伴うことがある。胎児の感染の場合も、このウ
イルスは胎盤を通過することが可能で、この時点では母体の抗体による保護が提供されな
いので、重篤な症状を招来する。一次感染後、ウイルスは生涯を通じて知覚神経節に保持
される。再活性化されると、ＶＺＶは知覚神経節内の末梢神経に広がり、帯状疱疹を発症
する。
【０００３】
７０のオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）は、最近知られた糖タンパク質ｇｐＩ（
ＯＲＦ６８）、ｇｐII（ＯＲＦ３１）、ｇｐIII（ＯＲＦ３７)、ｇｐIV（ＯＲＦ６７）、
ｇｐＶ（ＯＲＦ１４）、およびｇｐVI（ＯＲＦ６０）を含めて完全に解明されている、長
さ１２４,８８４bpのＶＺＶゲノムの配列から推定できる(Dumas株；A.J. Davison & J.E.
 Scott, J.Gen. Virol. 67: 1759-1816, 1986）。いずれの場合も、ヌクレオチド配列か
ら推定されるアミノ酸配列は、単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）の糖タンパク質、ｇＥ、
ｇＢ、ｇＨ、ｇＩ、ｇＣおよびｇＬと様々な程度のホモロジーを示す。しかしながら、配
列のホモロジーがまた機能のホモロジーを意味できるとの示唆は全くない。糖タンパク質
ｇｐＩ、ｇｐII、ｇｐIIIおよびｇｐＶのオープンリーディングフレームは分子生物学的
手法によって確認されている。
【０００４】
免疫原性ＶＺＶカプシドタンパク質は数種が同定され、特性が調べられているのみである
。D.R. Harper & C.Grose（J.Infect. Dis. 159: 444-451, 1989）は、ヌクレオカプシド
に帰属されるｐ３２／ｐ３６複合体の免疫反応性を記載している。さらに、A.Vafaiら（V
irus Res. 15: 163-174, 1990）は、水痘帯状疱疹ウイルスのヌクレオカプシドタンパク
質およびＨＳＶヌクレオカプシドタンパク質の両者を認識するヒトＶＺＶ反応性血清の交
叉反応性を報告している。いずれの著者もこれらの抗原の診断試験法における使用を可能
にするアプローチについては何の提案もしていない。
【０００５】
ＶＺＶ特異的免疫性レベルのチェックにはラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、固相酵素免
疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、蛍光抗体膜抗原アッセイ（ＦＡＭＡ）および免疫蛍光試験（Ｉ
ＦＴ）から補体結合（ＣＦ）まできわめて多数の様々な血清学的方法がある。これらの方
法の大部分は、ＶＺＶ特異的抗体を検出する。培養ヒト線維芽細胞上での綿密な培養のの
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ちに単離され、特殊な方法によって診断的使用のために調製されたウイルス材料がしばし
ば抗原として使用される。
【０００６】
感染線維芽細胞からのＶＺＶ抗原の単離はこの作業に従事する人の感染の危険を伴う。さ
らに、とくにウイルスは感染細胞から放出されず、したがって特殊な精製方法が要求され
るので、この調製は、きわめて高価につき、時間がかかる。抗原を前もって精製すること
なく免疫化学的試験に使用する場合にはＶＺＶ感染細胞を超音波処理によって破壊し、抗
原はたとえば、マイクロタイトレーションプレートの被覆用に希釈したのち直接使用され
る。この方法では、ウイルス特異的抗原に加え、マイクロタイトレーションプレートのウ
エルに結合するのは主として細胞特異的抗原であることから、とくにある種の疾患たとえ
ば自己免疫疾患に関連する細胞特異的抗原では偽陽性の結果を生じ、その結果、誤診を招
くことがある。精製したウイルス糖タンパク質に基づく他の試験方法、たとえば糖タンパ
ク質ＥＬＩＳＡは、顕著により精密な多大の損失を生じる精製を要求し、したがって、比
較的大規模の免疫化学的診断試験を確立することはほとんど不可能である。糖タンパク質
ＥＬＩＳＡでは、α－ヘルペスウイルスの糖タンパク質との間に存在する著しいホモロジ
ーにより、ＨＳＶ特異的抗体との交叉反応性およびその結果としての偽陽性結果もしばし
ば観察される。
【０００７】
【発明が解決しようとする課題】
上述の問題に対する解決の可能性としては、異種システム内、たとえば大腸菌（E.coli）
において大量に調製できる組換えタンパク質の使用がある。このシステムでは人がＶＺＶ
に感染する可能性はない。それは、特異的なウイルスタンパク質に向けられた識別診断の
実施の可能性も提供する。とくに、ＶＺＶタンパク質の反応性領域を、他のヘルペスウイ
ルスに対して特異的な抗体との交叉反応性が実際上または完全に排除できる程度まで限定
することが可能である。これらの要求に合致するタンパク質は、宿主特異的タンパク質た
とえば大腸菌マルトース結合タンパク質(ＭＢＰ)または融合パートナーとして発現産物の
安定性に寄与する６ヒスチジン残基のＮ-末端局在配列（Ｈｉｓタグ）のいずれかととも
にハイブリッドタンパク質として発現させることができる。これらのハイブリッドタンパ
ク質はついで、単一工程のアフィニティー精製法によって、ほぼ純粋な、したがって夾雑
物を含まない形態で、診断用に使用可能な表面、たとえばＥＬＩＳＡマイクロタイトレー
ションプレートの被覆に直接使用することができる。上述の基準に合致するタンパク質は
、ＶＺＶシステムについてはこれまで記載されていない。
驚くべきことに、ＶＺＶ ＯＲＦ２３の部分をＶＰ２６*として大腸菌内で安定に発現させ
ることができることが見出された。驚くべきことにさらに、ＶＰ２６*は免疫反応性であ
り、診断に有利に使用できることが発見された。
【０００８】
【課題を解決するための手段】
したがって、本発明は、ＶＺＶ ＶＰ２６のＡＡ１２～２３５領域と相同性であるか、ま
たはＶＰ２６のアミノ酸１２～２３５領域を実質的に含有する免疫反応性ペプチドに関す
る。これに関連して、ＶＺＶ株の変動により天然に変動したアミノ酸配列を示す免疫反応
性ペプチドも明らかに包含されるものである。
【０００９】
本発明はさらに、本発明による上述の免疫反応性ペプチドをコードする核酸、すなわちＤ
ＮＡまたはＲＮＡに関する。すなわち、とくに表１に示された配列を有する核酸である。
しかしながら、これに加えて、上述の核酸と緊縮条件下にハイブリダイズし、ＶＺＶに対
する抗体によって認識されるが他のヘルペスウイルスに対する抗体には認識されないペプ
チドをコードする核酸も包含される。
【００１０】
本発明はまた、表１に示した配列を有する核酸、または緊縮条件下にハイブリダイズする
上述の核酸の１種の発現によって調製できる免疫反応性ペプチドであり、すべてＶＺＶに
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対する抗体によって認識されるが他のヘルペスウイルスに対する抗体には認識されない免
疫反応性ペプチドに関する。
本発明はさらに、ＶＺＶに対する抗体の検出を可能にする免疫化学的方法に関する。この
方法においては、上記免疫反応性ペプチドの１種または２種以上を、ＶＺＶ特異的抗体の
存在を検討する患者からのサンプルたとえば血液、血漿または血清サンプルと接触させる
。ついで、サンプルからの抗体が、使用された免疫反応性ペプチドに結合するか、あるい
はこれらのペプチドと他の免疫学的関係、たとえば競合に加わるかを決定するために、当
業者に周知の方法が使用される。
【００１１】
本発明はまた、核酸ハイブリダイゼーションによるＶＺＶの検出のための本発明の上述の
核酸の使用に関する。
このほかに、本発明は、本発明の免疫反応性ペプチドからなりＶＺＶに対する抗体を検出
するための試験キット、および本発明の核酸からなりＶＺＶを検出するための試験キット
に関する。
【００１２】
【発明の実施の形態】
診断的に利用可能な免疫反応性領域の位置を決定するためには、ＶＺＶの免疫反応性タン
パク質をＶＺＶゲノムライブラリーの免疫スクリーニングにより同定した。このためには
、ＶＺＶゲノムライブラリーをＺａｐ発現系(Stratagene)中にファージライブラリーとし
て構築した。このライブラリーをついで２５ＶＺＶ反応性ヒト血清からなる血清プールを
用いて免疫スクリーニングを実施するために使用した。陽性として評価されたクローンの
ＤＮＡを環状型に変換し、配列を決定して、ＶＺＶ配列の相当する領域に帰属させた。こ
の方法の補助によって、ＯＲＦ２３のＡＡ１２～２３５を発現する免疫反応性クローンを
単離することが可能であった。このリーディングフレームの発現産物はこれまで、ＶＺＶ
システム中に報告されていない。しかしながら、それはＶＺＶとＯＲＦ２３がＨＳＶ１Ｕ
Ｌ３６に相当するＨＳＶとの間のホモロジーの研究から知られている（A.J. Davison & J
.E. Scott, J.Gen. Virol. 67: 1759-1816, 1986）。しかしながら、１１６ＡＡでは相当
する単純ヘルペスウイルスの遺伝子産物は、実質的により短く、いずれとも注目すべきホ
モロジーを示さない。これまで、ＶＺＶ ＯＲＦ２３の遺伝子産物またはＨＳＶ ＵＬ３６
の遺伝子産物のいずれに対する（ヒト血清の）免疫反応性も証明することはできなかった
。上述の結果に基づいて、ＯＲＦ２３の遺伝子産物（ＶＰ２６）は診断試験方法のための
可能性ある候補を構成する。結果として、全ＯＲＦ２３およびＮ－末端で切断した領域も
含めて両者をベクターｐＭＡＬ－ｃ２にサブクローニングした。これにより、構築体ｐＭ
ＡＬ－ＶＰ２６およびｐＭＡＬ－ＶＰ２６*が得られた。これらをオーバーラップ、二方
向様式で配列決定した。この配列は公表された配列（A.J. Davison & J.E. Scott, J.Gen
. Virol. 67:1759-1816, 1986）と何ら差を示さない。これらの構築体の発現により、切
断されたタンパク質は安定に発現させることが可能であるが、完全なタンパク質の場合は
そうでないことが示された。ｐＭＡＬ－ＶＰ２６*産物の免疫反応性は血清プール（上記
参照）を使用して陽性であることが見出された。免疫反応性はまた、ＶＺＶ特異的ＤＮＡ
フラグメントをベクターｐＭＡＬ－ＶＰ２６*からベクターｐＱＥ３０にサブクローニン
グしてｐＱＥ系で発現させたのちにも確認された。したがって、ＭＢＰ融合部分から生じ
る偽陽性評価の可能性を排除することができた。
【００１３】
ＥＬＩＳＡ評価においては、ＩｇＭ診断に対し、計算カットオフ＝１８７（陰性血清の平
均値＋３×標準偏差)でｐＭＡＬ－ＶＰ２６*は感度６９％(ｎ＝１３)および特異性９８％
（ｎ＝４１）、または自由に選択されたカットオフ１２０では感度８５％、特異性９５％
を与えることが見出された。ｐＱＥ－ＶＰ２６*を用いた場合には計算カットオフ＝１７
３（陰性血清の平均値＋３×標準偏差）で感度６２％（ｎ＝１３）、特異性１００％（ｎ
＝４１）、また自由に選択されたカットオフ１５０では感度７７％および特異性９５％で
あった。
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ＩｇＧ ＥＬＩＳＡ評価においては、ｐＭＡＬ－ＶＰ２６*はＩｇＧ診断に対し、計算カッ
トオフ２１０（陰性血清の平均値＋３×標準偏差）では、感度は３５％（ｎ＝４９）、特
異性１００％（ｎ＝５）、また自由に選択されたカットオフ１００では、感度５９％、特
異性８０％を与えることが見出された。ｐＱＥ－ＶＰ２６*を用いた場合には、計算カッ
トオフ２１５（陰性血清の平均値＋３×標準偏差）で、感度５３％、特異性１００％、ま
た自由に選択されたカットオフ１３０では感度８２％、特異性８０％であった。
【００１５】
配列１：ＶＰ２６（ＯＲＦ２３)（Ellen株）のアミノ酸残基１～２３５。全部で２３５Ａ
Ａ；理論分子量２４.４kDa。ボールド体の領域は、総計２２４ＡＡを有して、理論分子量
２３kDaのＡＡ１２～２３５ＶＰ２６*免疫反応性フラグメントに相当する。シャープ（＃
）記号は停止コドンを示す。アミノ酸番号はＯＲＦ２３について公表された配列(A.J. Da
vison & J.E. Scott, J.Gen. Virol. 67: 1759-1816, 1986）のメチオニン（開始コドン
）に始まる。

相当するヌクレオチド配列は表１に示す。
【００１６】
【表１】
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【００１７】
【表２】
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【００１８】
【表３】
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【００１９】
【実施例】
実施例１：
ウイルスＶＺＶ粒子の単離およびＤＮＡ抽出
ＶＺＶ感染線維芽細胞からのウイルス粒子の放出には超音波を使用した。ウイルスを直線
スクロース勾配（２０～７０％w/v）により細胞構成成分から精製した。ＤＮアーゼＩと
インキュベートしたのち、ウイルスのＤＮＡをプロテイナーゼＫおよびドデシル硫酸ナト
リウム（ＳＤＳ）で処理することによってウイルス粒子から放出させた。フェノール／ク
ロロホルムで抽出したのち、ウイルスＤＮＡをエタノールで沈殿させた。
【００２０】
実施例２：
ゲノム発現ライブラリーの構築および免疫スクリーニング
ＶＺＶゲノムＤＮＡ（実施例１参照）を、制限酵素SauIIIＡとインキュベートして部分消
化し、ＺＡＰ発現ベクター系（Stratagene）のλＤＮＡのBamHＩ切断部位にクローン化し
、λファージ中にパッケージした。大腸菌（XL1-Blue MRF）の感染後、ファージ力価は５
×１０5／mlであった。青／白スクリーニングによりこれらのファージの２５％は挿入さ
れたＤＮＡフラグメントを繋留しなかったことが確認された。ＸＬ１－Ｂｌｕｅ細胞をフ
ァージで感染させて、ＬＢ上部寒天に移し、ＬＢ寒天プレート上４２℃で３時間インキュ
ベートした。これらをイソプロピル－β－Ｄ－チオガラクトピラノシドに浸漬したニトロ
セルロース膜で覆い、ＬＢプレートを３７℃で６～１０時間インキュベートした。膜をつ
いで、第一抗体として２５ＶＺＶ反応性ヒト血清からなる血清プール、および第二抗体と
してペルオキシダーゼ結合ウサギ抗－ヒトＩｇＧを用いる免疫染色により、免疫反応性ク
ローンについて分析した。免疫反応性クローンはプラーク精製した。挿入されたＶＺＶ 
ＤＮＡを包含するファージミドベクターｐＢＫ／ＣＭＶをコードする領域をExAssistヘル
パーファージ系（Stratagene）を用いて切り出し、環化した。ＶＺＶ ＤＮＡ部分を配列
決定によって分析し、データベース検索によって同定した（GCG Blastnプログラム）。
【００２１】
実施例３：
ＯＲＦ２３（ＶＰ２６）のクローニング
ウイルスＤＮＡ（実施例１参照）またはファージミドベクターｐＢＫ／ＣＭＶ－２３をそ
れぞれ、ＯＲＦ２３（ＶＰ２６）または、ベクターｐＢＫ／ＣＭＶ－２３に挿入されたＯ
ＲＦ２３フラグメント（ＶＰ２６*）の増幅の鋳型として働く免疫反応性のλファ－ジか
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ら得た。増幅オリゴヌクレオチドとしては以下のプライマーを使用した。

【００２２】
これらのオリゴヌクレオチドは、公表されたＶＺＶ配列（A.J. Davison & J.E. Scott, J
.Gen. Virol. 67: 1759-1816, 1986）の相当するセグメントもしくはベクターｐＢＫ／Ｃ
ＭＶ（Stratagene）の配列に相補性であるが、それらの５′末端に鋳型ＤＮＡにハイブリ
ダイズしなかった制限切断部位配列を含有する。増幅を行ったのちそれぞれサイズ７２６
bpまたは７１４bpの増幅体を制限酵素EcoRＩおよびXbaＩにより末端で切断し、予めEcoR
ＩおよびXbaＩで線状化した発現ベクターｐＭＡＬ－ｃ２中に結合した。全ＯＲＦ２３を
オーバーラップ、二方向様式によって完全に配列決定した。ベクターはそれぞれ、ｐＭＡ
Ｌ－ＶＰ２６およびｐＭＡＬ－ＶＰ２６*と命名された。さらに、免疫反応性タンパク質
をコードする領域（ＶＰ２６*）をベクターｐＱＥ３０にクローニングした。ＶＺＶゲノ
ムＤＮＡを鋳型ＤＮＡとして用いた。増幅オリゴヌクレオチドとして以下のプライマーを
用いた。

【００２３】
これらのオリゴヌクレオチドは、公表されたＶＺＶ配列（A.J. Davison & J.E. Scott, J
.Gen. Virol. 67: 1759-1816, 1986）の相当するセグメントに相補性であるが、それらの
５′末端に鋳型ＤＮＡとハイブリダイズしなかった制限切断部位配列を含有する。増幅の
実施後サイズ６９０bpの増幅体を制限酵素EcoRＩにより末端で切断し、予めEcoRＩおよび
SmaＩで線状化した発現ベクターｐＱＥ３０中に結合した。このベクターは、ｐＱＥ－Ｖ
Ｐ２６*と命名された。
【００２４】
実施例４：
ａ）組換えタンパク質ｐＭＡＬ－ＶＰ２６*およびｐＱＥ－ＶＰ２６*の調製
組換えタンパク質ｐＭＡＬ－ＶＰ２６*の発現および増幅は、製造業者の説明書に従い（N
ew England Biolabs, 800-21S）、親和性クロマトグラフィーを用いて行った。組換えタ
ンパク質ｐＱＥ－ＶＰ２６*の発現および精製は、製造業者の指示書に従い（Clontech, T
alon Metal Affinity Resin, PT1320-1）、本来の条件下に金属親和性クロマトグラフィ
ーを用いて行った。
【００２５】
ｂ）ｐＭａｌ－ＶＰ２６*またはｐＱＥ－ＶＰ２６*固相Ｉ（新規システム）の調製
Ｂ型マイクロタイトレーションプレート（Greinerから）を、各ウエルあたり １１０μl
の被覆溶液（５０mM炭酸ナトリウム緩衝液、pH９.５中１μg／mlの組換えｐＭＡＬ－ＶＰ
２６*または１μg／mlの組換えｐＱＥ－ＶＰ２６*）と４℃で１８時間インキュベートし
た。マイクロタイトレーションプレートのウエルを、ついで各場合３００μl の洗浄溶液
（５０mM Ｔｒｉｓ／ＥＤＴＡ、pH７.０～７.４＋０.５％ＢＳＡ）で３回洗浄した。抗－
ＶＺＶ ＩｇＧ酵素イムノアッセイにより試験するためには、組換えタンパク質ｐＱＥ－
ＶＰ２６*を上述の場合と同じ条件下で被覆したが、濃度は２μg／mlを使用した。
【００２６】
ｃ）抗－ＶＺＶ ＩｇＭ抗体を検出するための酵素イムノアッセイ
抗－ＶＺＶ ＩｇＭ抗体を検出するための酵素イムノアッセイは以下のように実施した。
血清は最初ＰＯＤサンプル緩衝液（Behring Diagnostics, OWBE 945)中１：８４に希釈し



(10) JP 4532614 B2 2010.8.25

10

20

30

40

50

、ついで１：２の比率で、ＲＦ吸着剤(Behring Diagnostics, OUCG 945）と室温において
１５分間予めインキュベートした。各場合とも上述のように予め希釈した血清１００μl
を実施例４ｂに記載したようにして調製したマイクロタイトレーションプレートのウエル
中３７℃において１時間インキュベートした。プレートをＰＯＤ洗浄溶液（Behring Diag
nostics, OSEW 965）で３回洗浄したのち、微生物接合緩衝液（Behring Diagnostics, OU
WW 935）中ｐＱＥ－ＶＰ２６*の場合には１：２５、ｐＭａｌ－ＶＰ２６*の場合には１：
５０の比率で希釈した抗－ヒトＩｇＭ／ＰＯＤ接合体（Behring Diagnostics，バッチ424
1313）１００μlをピペットで加えた。１時間（＋３７℃）でインキュベーションしたの
ち、さらに３回洗浄工程を行った。結合したＶＺＶ抗体分子の数に直接相関関係を有する
結合ペルオキシダーゼ活性を、Ｈ2Ｏ2／テトラメチルベンジジン（Behring Diagnostics,
 OUVG 945）を加えて測定した。室温に３０分間置いたのち基質の変換を０.５Ｍ硫酸（Be
hring Diagnostics, OSFA 965）を加えて停止させ、吸光を４５０nmで測定した。
【００２７】
抗－ＶＺＶ－陽性および抗－ＶＺＶ－陰性血清をEnzygnost抗－ＶＺＶ／ＩｇＭ標準シス
テム（Behring Diagnostics, OWLW 155）および新規酵素イムノアッセイの両者で検討し
た。検討結果（吸光単位）を表２に示す。
ＥＬＩＳＡ評価においては、ｐＭＡＬ－ＶＰ２６*はＩｇＭ診断に対し、計算カットオフ
＝１８７（陰性血清の平均値＋３×標準偏差）で、感度６９％（ｎ＝１３）および特異性
９８％（ｎ＝４１）、また自由に選択されたカットオフ１２０では感度８５％および特異
性９５％を与えることが見出された。ｐＱＥ－ＶＰ２６*を用いた場合には計算カットオ
フ＝１７３（陰性血清の平均値＋３×標準偏差）で、感度は６２％（ｎ＝１３）、特異性
は１００％（ｎ＝４１）、また自由に選択されたカットオフ１５０では感度７７％、特異
性９５％であった。
【００２８】
実施例５：
ａ）抗－ＶＺＶ ＩｇＧ抗体を検出するための酵素イムノアッセイ
抗－ＶＺＶ ＩｇＧ抗体を酵素イムノアッセイで検出するためには、ＰＯＤサンプル緩衝
液（Behring Diagnostics, OWBE 945）中に予め１：１００に希釈した血清１００μlを、
各々の場合実施例４ｂに記載したようにして調製したマイクロタイタープレート中にピペ
ットで添加し、３７℃において１時間インキュベートした。プレートをＰＯＤ洗浄溶液（
Behring Diagnostics, OSEW 965）により３回洗浄したのち、微生物接合緩衝液（Behring
 Diagnostics, OUWW 935）中１：５０に希釈した抗－ヒトＩｇＧ／ＰＯＤ接合体（Behrin
g Diagnostics, バッチ243713）１００μlをピペットで加えた。１時間（＋３７℃）イン
キュベーション後に、さらに３回洗浄工程を行った。結合したＶＺＶ抗体分子の数に直接
相関関係を有する結合ペルオキシダーゼ活性を、Ｈ2Ｏ2／テトラメチルベンジジン（Behr
ing Diagnostics, OUVG 945）の添加により測定した。室温に３０分間置いたのち、基質
の変換を０.５Ｍ硫酸（Behring Diagnostics, OSFA 965）を加えて停止させ、吸光を４５
０nmで測定した。
抗－ＶＺＶ－陽性および抗－ＶＺＶ－陰性血清はEnzygnost抗－ＶＺＶ／ＩｇＧ標準シス
テム（Behring Diagnostics, OWLT 155）および新規な酵素イムノアッセイの両者で検討
した。検討結果（吸光単位）は表３に示す。
【００２９】
ＥＬＩＳＡ評価においては、ｐＭＡＬ－ＶＰ２６*はＩｇＧ診断に対し、計算カットオフ
２１０(陰性血清の平均値＋３×標準偏差)で、感度３５％(ｎ＝４９)、特異性１００％（
ｎ＝５）、また自由に選択されたカットオフ１００では感度５９％、特異性８０％を与え
ることが見出された。ｐＱＥ－ＶＰ２６*を用いた場合には計算カットオフ２１５（陰性
血清の平均値＋３×標準偏差）で感度５３％、特異性１００％、また自由に選択されたカ
ットオフ１３０では感度８２％、特異性８０％であった。
【００３０】
【表４】
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【００３１】
【表５】
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【００３２】
【表６】
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【００３３】
【表７】
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【００３４】
【配列表】
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