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(57)【要約】
【解決手段】　抗原は、当該生物を崩壊させることなく
且つ当該生物の内部抗原を放出させることなく、微生物
等の生物の表面から除去され、これを前記生物からの前
記抗原の「穏やかな除去」と呼ぶ。前記生物の遊離の表
面抗原は、動物から得られた試料中における、前記遊離
の表面抗原に結合する抗体の存在を決定することによっ
て、前記生物に起因する動物の感染の存在を決定するた
めに使用されることができる。
【選択図】　　　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　動物における生物に起因する感染の存在を診断する方法であって、
　前記動物から試験試料を入手する工程と、
　前記生物の表面抗原の抗体結合部位に結合する前記試験試料中の抗体が、前記抗体結合
部位に結合するのに十分な時間、前記生物の遊離の表面抗原に前記試験試料を曝す工程で
あって、この抗原は、前記生物を崩壊させることなく且つ前記生物から内部抗原を除去す
ることなく、前記生物の表面から抗原を除去することによって得られるものである、前記
曝す工程と、
　前記試験試料が前記生物の遊離の表面抗原に結合する抗体を含むかどうかを、前記遊離
の表面抗原に結合される前記試験試料中の１若しくはそれ以上の抗体の存在を検出するこ
とによって決定する工程と
　を有する方法。
【請求項２】
　請求項１記載の方法において、前記生物は微生物である。
【請求項３】
　請求項２記載の方法において、前記微生物は細菌である。
【請求項４】
　請求項３記載の方法において、前記細菌はマイコバクテリアである。
【請求項５】
　請求項４記載の方法において、前記マイコバクテリアは、トリ結核菌亜種パラ結核菌（
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｖｉｕｍ　ｓｕｂｓｐ．ｐａｒａｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓ
ｉｓ）である。
【請求項６】
　請求項１記載の方法において、前記生物の表面からの抗原の除去は、前記生物の抽出剤
による処理を組み合わせた前記生物の機械的処理によってなされるものである。
【請求項７】
　請求項６記載の方法において、前記機械的処理は、超音波処理またはボルテックス処理
である。
【請求項８】
　請求項１記載の方法において、前記流体は、血液、血清、又は血漿である。
【請求項９】
　請求項１記載の方法において、前記試験試料を前記遊離の表面抗原に曝す工程は、前記
試験試料と前記遊離の表面抗原とを容器中で混合することによってなされるものである。
【請求項１０】
　請求項９記載の方法において、結合の検出は、フローサイトメトリによってなされるも
のである。
【請求項１１】
　請求項９記載の方法において、結合の検出は、ブロット分析によってなされるものであ
る。
【請求項１２】
　請求項１記載の方法において、前記試験試料を前記遊離の表面抗原に曝す工程は、表面
上で行われるものである。
【請求項１３】
　請求項１２記載の方法において、前記遊離の表面抗原は、１若しくはそれ以上のウェル
の表面に固定化されるものであり、前記試験試料中における前記遊離の表面抗原への抗体
の結合は、光学密度の測定によって決定されるものである。
【請求項１４】
　請求項１２記載の方法において、前記遊離の表面抗原は、試験表面に固定化され、前記
抗原が固定化された表面を流体試験試料中に浸漬することによって前記試験試料に曝され
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るものである。
【請求項１５】
　請求項１４記載の方法において、前記試験表面で結合が視覚的な色の変化によって特定
されるために比色分析標識が利用されるものである。
【請求項１６】
　生物から表面抗原を取得する方法であって、
　前記生物が抽出剤を含む流体中に懸濁される間、前記生物を機械的に処理する工程であ
って、前記処理物の量は、前記生物から表面抗原を取り除くのに十分な時間ではあるが、
前記生物から内部抗原を放出させるような前記生物を崩壊させるには不十分な時間である
、前記処理する工程と、
　取り除かれた表面抗原以外の前記生物の部分から、前記生物から取り除かれた表面抗原
を分離させる工程と
　を有する方法。
【請求項１７】
　請求項１６記載の方法において、前記機械的処理は、超音波処理またはボルテックス処
理である。
【請求項１８】
　請求項１６記載の方法において、前記生物は微生物である。
【請求項１９】
　請求項１８記載の方法において、前記微生物は細菌である。
【請求項２０】
　請求項１９記載の方法において、前記細菌はマイコバクテリアである。
【請求項２１】
　請求項２０記載の方法において、前記マイコバクテリアは、トリ結核菌亜種パラ結核菌
である。
【請求項２２】
　生物の遊離した表面抗原が付着した固体表面を取得する方法であって、
　前記生物を崩壊させることなく、且つ前記生物の内部抗体を放出させることなく前記生
物の表面から抗原を取り除く工程と、
　前記取り除かれた表面抗原以外の前記生物の部分から、前記取り除かれた表面抗原を分
離させる工程と、
　それによって前記生物の遊離の表面抗原を得る工程と、
　前記遊離の表面抗原を固体表面に固定化する工程と
　を有する方法。
【請求項２３】
　請求項２２記載の方法において、前記固体表面は、不浸透性の表面である。
【請求項２４】
　請求項２２記載の方法において、前記表面抗原は、前記生物が抽出剤を含む流体中に懸
濁される間、前記生物を機械的に処理することによって除去されるものである。
【請求項２５】
　請求項２２記載の方法において、前記生物は微生物である。
【請求項２６】
　請求項２５記載の方法において、前記微生物は細菌である。
【請求項２７】
　請求項２２記載の方法によって準備される固体表面。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、微生物等の生物に起因する感染を診断する分野に関する。
【背景技術】
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【０００２】
　感染因子が症状の原因であると疑われる場合に患者が経験する症状の原因を診断する際
に最も重要な観点は、おそらく、病因学的に当該症状の原因となる特定の生物の正体を定
めることである。更に、微生物等の生物に感染している人々および動物（その生物に関連
する疾患の徴候又は症状を呈していない人々及び動物を含む）を同定する方法の重大な必
要性が存在する。
【０００３】
　古典的に、特定の感染性微生物による感染の存在は、患者の身体からその生物を単離し
、適切な培地上で当該生物を培養し、生化学的試験、免疫学的試験、又は他の試験に基づ
いて当該培養生物を同定することによって立証していた。この方法にはいくつかの不利な
点がある。培養および同定による診断は、多くの場合、増殖速度の遅い生物を培養すると
きに相当な期間を必要とする。例えば、トリ結核菌亜種パラ結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅ
ｒｉｕｍ　ａｖｉｕｍ　ｓｕｂｓｐ．ｐａｒａｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）（ウシのヨー
ネ病およびヒトのクローン病の原因となる生物）の標準的な培養および同定の方法には、
この生物の増殖速度が非常に遅いため、８～１６週間又はそれ以上を要する可能性がある
。培養し同定する診断方法の他の不利な点は、患者の疾患を引き起こしている特定の生物
が標準的な培地で成長しない可能性があり、陰性培養に終わり、そして診断を失敗するこ
とである。更に、このような方法は患者からの感染性微生物の単離を必要とするため、こ
の患者から当該生物を取り除けない場合、又は当該生物がこの患者の身体中の手の届かな
い場所に位置する場合に、これらの方法は時として不適当である。
【０００４】
　近年、分子生物学的および免疫学的な方法が感染症の診断のために開発されている。こ
れらの方法は一般に、ゲノム核酸の検出、タンパク質の検出、及び病原体に対する抗体の
検出、の３つのカテゴリに分類される。
【０００５】
　ゲノム核酸の同定による診断は、一般的に、ポリメラーゼ連鎖反応（ｐｏｌｙｍｅｒａ
ｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ：ＰＣＲ）によるＤＮＡの増幅後の生成ＰＣＲ断片
の同定、又は特に疑わしい原因生物のゲノムの一部と特異的に結合するプローブを用いる
こと、の一方又は両方によって実行される。これらの方法は、特に併用する場合、原因生
物の診断を確立する非常に感度が高く且つ特異的な方法である。これらの方法に関連する
いくつかの不利な点がある。これらの方法は、高価であり、実行するために洗練された技
術的専門知識を必要とし、また、診断のために十分な微生物を得るのに一般的に数日かか
る。ゲノム核酸の検出による診断と関連する他の顕著に不利である点は、そのゲノム核酸
を得るために生物を単離しなければならないことである。
【０００６】
　タンパク質の同定による診断は、一般的に、酵素結合免疫吸着検定法（ｅｎｚｙｍｅ－
ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａｓｓａｙ：ＥＬＩＳＡ）によって実行さ
れる。この試験において、微生物（一般的に、崩壊された微生物又は微生物の一部）由来
の抗原は、固体担体に結合され、試験試料（一般的に血清）中において目的の抗原に特異
的な一次抗体と反応する。その後、試験用血清中において抗体と結合する標識化二次抗体
は、前記固体担体複合体にさらされ、前記抗原の存在を同定するための手段が提供される
。しかし、ＥＬＩＳＡ試験にはいくつかの不利な点があり、感度が低いこと、及び抗原の
検出のために２つの異なる抗体を準備する必要があること、が挙げられる。ＥＬＩＳＡ試
験には熟練した検査技師が必要であり、試料に交差反応性抗体が含まれる場合、間違った
結果を提供する可能性がある。
【０００７】
　現在利用可能な診断法では不適切な感染症の例として、トリ結核菌亜種パラ結核菌（Ｍ
ｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｖｉｕｍ　ｓｕｂｓｐ．ｐａｒａｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉ
ｓ：ＭＡＰ）によって生じるウシの疾患であるヨーネ病が挙げられる。ヨーネ病はミルク
生産を減少させ、感染牛の早期処分によって、米国の農産業に年間約１５億ドルの損失を
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もたらしている。ＭＡＰがヒトのクローン病の原因生物でもあるという多数の証拠が存在
する。米国経済及びヒトの健康へのこの重大な衝撃にもかかわらず、ＭＡＰによる初期感
染を測定するための有効な診断試験がない。
【０００８】
　現時点では、糞便培養がＭＡＰ感染を診断する最も正確な手段であると見られている。
しかし、この診断試験は、感度が低く（５０％未満）、且つそれらの糞便にＭＡＰを活発
的に放出している動物の感染しか発見することができない。更に、培養によるＭＡＰの診
断は、一般的に、その生物の成長のために８～１６週間を必要とする。
【０００９】
　ヨーネ病のための他の診断試験には、ＰＣＲ、補体結合反応、寒天ゲル免疫拡散法、及
びＥＬＩＳＡが含まれる。これらの試験（それぞれはＭＡＰの分子抽出物を利用する）は
、ＭＡＰへの特異性又は感度が本質的に低く、上記のような方法に示される不利な点を有
する。
【００１０】
　迅速に実行されることができ、非常に感度が高く、非常に特異的であり、且つ洗練され
た実習経験のない個人によって実行することができる、微生物等の生物による感染を検出
する診断方法の重大な必要性が存在する。特に、ＭＡＰによって生じる疾患を診断するた
めに有用であるこのような診断方法の重大な必要性が存在する。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　特異性および感度等の増加からも明らかなように、特定の生物に起因する動物の感染の
存在を決定する試験抗原として、微生物等の生物由来の多くの遊離の表面抗原を利用する
ことによって、感染症診断の精度を増加し得ることが予想外にも発見されている。
【００１２】
　本明細書において、用語「遊離の表面抗原」は、通常、微生物等の生物の表面で発見さ
れるが、当該生物の表面から除去されている抗原を指す。
【００１３】
　本発明は、マイコバクテリウム感染などに例示される主に細菌感染などの微生物感染に
関して、特にトリ結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｖｉｕｍ）に関して、そして
最も特に、ウシのヨーネ病、並びにヒトのクローン病の原因生物であるトリ結核菌亜種パ
ラ結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｖｉｕｍ　ｓｕｂｓｐ．ｐａｒａｔｕｂｅｒ
ｃｕｌｏｓｉｓ：ＭＡＰ）に関して、本明細書において詳述するものである。この生物は
、ウシ及びヒトの病状の原因として立証するのが非常に困難な生物であると証明されてお
り、従って、本発明の方法の有効性、特異性、及び感度を確立するために重要な試験を提
示する。しかし、ＭＡＰは単に図示している実施例にすぎず、以下で特定されるように、
本発明の方法は任意の生物に起因する感染にも適用できることが理解される。
【００１４】
　一実施形態において、本発明は、微生物等の生物由来の遊離の表面抗原を得る方法であ
る。本発明の本実施形態によれば、生物は化学抽出剤を含む流体の懸濁液中に維持され、
前記生物の表面からの抗原は前記生物から除去され、且つ前記流体中の懸濁液又は溶液に
入れられ、そして前記流体中の前記遊離の表面抗原は前記遊離の表面抗原以外の前記生物
の部分から分離されているものである。
【００１５】
　好ましくは、本発明の本実施例によれば、前記生物の完全性は、表面抗原が前記生物の
表面から取り除かれる過程の間に破壊されることはない。即ち、前記生物から取り除かれ
る唯一の抗原が、前記生物の表面に通常存在するものであり、且つ前記生物が、その表面
から抗原が失われたこと以外では完全なままであることが好ましい。
【００１６】
　本発明によれば、微生物等の生物は液体中に懸濁され、そこで表面抗原が当該生物から
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取り除かれる。前記生物が固体培地で成長する場合、前記生物の１若しくはそれ以上のコ
ロニーは、抽出剤を含む懸濁流体中に設置されても良い。前記生物が液体培地において成
長又は維持される場合、例えば、前記生物を含むペレットを産生し、当該ペレット化され
た生物を、抽出剤を含む懸濁液中に再懸濁する遠心分離によって当該培地から前記生物を
取り除くことが好ましい。前記生物由来の表面抗原の除去の後に、例えば、その上澄みを
有する遠心分離によって、又は濾液流体を有する濾過によって、遊離の表面抗原は単離さ
れる。
【００１７】
　本発明の方法に適した抽出剤は、生物の表面から抗原を取り除くために用いることがで
きる化合物である。極性のある抗原（例えば炭水化物、ポリペプチド、及び極性脂質）は
、アルコール類及びアルデヒド等の抽出剤によって抽出され得る。無極性抗原（例えば大
部分の脂質）は、アセトン、クロロホルム、及びヘキサン等の抽出剤によって抽出され得
る。必要に応じて、抽出剤の混合物（例えば極性抗原用および無極性抗原用の抽出剤の混
合物）を使用することができる。このような混合物の例は、クロロホルム及びメタノール
である。
【００１８】
　前記表面抗原は、このような除去を実現することができる任意の方法によって、前記生
物の表面から除去され得る。例えば、前記生物を機械的に処理することによって除去して
も良い。機械的処理方法の例としては、超音波処理、ボルテックス処理、又は加圧型細胞
破壊装置（フレンチプレス）及びＲｉｂｉプレスが挙げられる。
【００１９】
　前記生物を化学的に処理することによって表面抗原を取り除くことができる。微生物の
表面から抗原を取り除くために用いることができる化学的薬剤の例としては、フェノール
、メタノール、クロロホルム、イソプロピルアルコール、エタノール、第三級ブチノール
、エーテル、ＴＷＥＥＮ（商標）２０又はＴＷＥＥＮ（商標）８０のような洗浄剤、ドデ
シル硫酸ナトリウム、及び酸又はアルカリ処理が挙げられる。
【００２０】
　好ましくは、前記表面抗原は、前記生物を機械的に処理することによって、また最も好
ましくは、前記生物の抽出剤による処理と組み合わせて前記生物を機械的に処理すること
によって取り除かれる。機械的な方法については、生物自体の完全性を崩壊させることな
く前記生物の表面から抗原が取り除かれるように、調整することができる。化学的薬剤の
みを用いることにより、前記生物を傷つけずに表面抗原を除去することが可能であるにも
かかわらず、前記生物の完全性を崩壊させることなく（即ち、通常、前記生物の内部に位
置し、前記生物の表面に露出しない生物抗原から離すことなく）、これを達成することは
より困難であると考えられる。
【００２１】
　生物を崩壊させることなく、且つ生物から内部抗原を取り除くことなく、前記生物の表
面から抗原を除去することは、本明細書において、表面抗原の「穏やかな除去」と呼ぶ。
このような穏やかな除去は、本発明の本実施形態の方法の本質的な要素であると考えられ
る。
【００２２】
　本発明の生物は、当該生物自体を崩壊させることなく当該生物から取り除くことが可能
な、その表面上の１若しくはそれ以上の抗原を有する任意の感染性生物でもあっても良い
。本発明に適した微生物の例としては、細菌、菌類、原生動物、リケッチア、及びクラミ
ジアが挙げられる。本発明に適した生物は、多細胞性内部寄生虫（一般的に蠕虫）であっ
ても良い。多くのウイルスは宿主生物に由来する表面抗原を産生するため、本発明の方法
はウイルスに適用できないと考えられ、従って、ウイルスは本発明の範囲から特に除外さ
れる。
【００２３】
　本発明の方法によって表面抗原を得ることができる特定の微生物の例は、これに限定さ
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れるものではないが、カンピロバクター、放線菌、ストレプトコッカス、ブドウ球菌、サ
ルモネラ、クラミジア、リステリア、ボレリア菌、パスツレラ菌、エルシニア、ブルセラ
菌、レプトスピラ、リステリア、赤痢菌、マイコバクテリア、ヘモフィルス属、ボルダテ
ラ（Ｂｏｒｄａｔｅｌｌａ）、レジオネラ菌、大腸菌、アクチノバチルス、クロストリジ
ウム、ヘリコバクター属、アイメリア属、トキソプラズマ、サクロシスティス（Ｓａｃｒ
ｏｃｙｓｔｉｓ）、ネオスポラ（Ｎｅｏｓｐｏｒａ）、クリプトスポリジウム、シクロス
ポラ属、トリパノゾーマ、プラスモディウム、バベシア属、タイレリア、エントアメーバ
属、アカントアメーバ（Ａｃａｎｔｈｏｍｏｅｂａ）、ネグレリア属、及びカンジダが挙
げられる。
【００２４】
　本発明の方法によって表面抗原を得ることができる蠕虫の例は、これに限定されるもの
ではないが、オステルタジア属、毛様線虫属、捻転胃虫属、クーペリア属、ネマトディル
ス（Ｎｅｍａｔｏｄｉｒｕｓ）、腸結節虫属、イヌ糸状虫属、カイチュウ属、トキサカラ
（Ｔｏｘａｃａｒａ）、ベンチュウ属、鉤虫属（Ｎｅｃａｔｏｒ）、鉤虫属（Ａｎｃｙｌ
ｏｓｔｏｍａ）、ギョウチュウ、住血吸虫類、及び様々な吸虫類が挙げられる。
【００２５】
　生物から表面抗原を得るための本発明の方法の好ましい実施形態によれば、微生物等の
生物を、抽出剤（例えばメタノールを含む若しくは含まないホルムアルデヒド、又はエタ
ノール）を含む流体に懸濁し、その後、表面抗原を当該生物から穏やかに除去するのに十
分な強さ且つ時間で、例えば超音波処理又はボルテックスにかけることによって当該懸濁
液を撹拌する。超音波処理は、好ましくは、例えば約１／２秒～１０秒未満、好ましくは
５秒未満、及び最も好ましくは約２秒までの間の短い爆発として、又はボルテックス回転
によって適用される。ボルテックス回転に関しては、超音波処理より強力ではないため、
当該生物の完全性を破壊する危険性がなく、処理時間をより長く費やすことができる。こ
のように、表面抗原の穏やかな除去のために、最大数分若しくはそれ以上の１～２秒にわ
たるボルテックス処理時間を費やしても良い。穏やかな除去に続いて、例えば上澄みを保
持した遠心分離によって、又は粒子状物質を取り除くための液体濾液を保持したろ過によ
って、遊離の表面抗原を前記流体から取り除く。
【００２６】
　本発明に従って生物から表面抗原が穏やかに除去されたと決定するための試験は、上述
の表面抗原を取り除く過程によって得られる生成物の反応性の程度に基づいて行うことが
できる。具体的には、目的の生物の１若しくはそれ以上の表面抗原に対する抗体を含むこ
とが知られている標準試料の結合度を決定することによって、生物の機械的または化学的
処理の量が充分であるか又は多すぎるかどうかを決定することができる。このようにして
、診断において使用される表面抗原を得るために、当業者が生物の処理を最適化すること
ができる曲線が得られる。
【００２７】
　生物から表面抗原を取り除くための生物の最適な処理によって、結果的に、遊離の表面
抗原と接触した流体に存在する抗体が最大限に結合することになる。表面抗原が当該生物
から全く除去されない程度に生物が処理される場合、その処理の生成物を、当該生物に対
する抗体を含むことが分かっている試験流体に接触させると、最小限に結合するか、また
は全く結合しない。表面抗原が当該生物から取り除かれるが、最適ではない程度に生物が
処理される場合、試験流体中の抗体に対する表面抗原の結合度が減少することが観察され
る。一方、表面抗原が取り除かれる程度に生物が処理されるが、当該生物を破壊するため
にこのような処理を続ける場合、内部微生物抗原の放出を導き、試験流体における遊離の
表面抗原への抗体の結合度も最適にはならない。好ましくは、当該生物由来の遊離の表面
抗原を有する試験流体における抗体の結合度の最適量を提供する処理の量を示すグラフィ
ックデータを得るために、超音波処理又はボルテックス処理の時間を増加させる等によっ
てこのような試験を実行しても良い。
【００２８】
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　他の実施形態において、本発明は、微生物等の生物によって生じる動物の感染症を診断
する方法である。本発明の診断方法は、特定の感染性生物の表面に存在する又は存在して
いた１若しくはそれ以上の特異抗体結合部位への、動物から得られる流体における１若し
くはそれ以上の抗体の結合に基づいている。この方法によれば、試験試料（好ましくは流
体試料）を、生物に感染していることが疑われる動物から得る。前記試験試料は、前記生
物の表面抗原上の抗体結合部位に結合する当該試験試料中の抗体が、当該抗体結合部位と
結合することができるのに十分な時間、生物から遊離の表面抗原を得るための本発明の上
述の方法によって得られる遊離の表面抗原等の、前記生物の遊離の表面抗原にさらされる
。前記試験試料が前記遊離の表面抗原と結合する抗体を含むかどうかがその後決定される
。例えば抗体／表面抗原接合体の存在を測定することによって、試験試料中の抗体が前記
生物の遊離の表面抗原と結合することが判明した場合、前記生物への感染に関して、その
試験は陽性である。
【００２９】
　１つの好ましい実施形態において、前記試験試料は、異なる微生物等の多数の異なる生
物の遊離の表面抗原にさらされる。このようにして、本発明の方法を、数多くの生物に起
因する感染のスクリーニングテストとして用いても良い。この種のスクリーニングテスト
は、特に、特定の疾患が流行していることが知られる領域からそのような疾患が見られな
い領域への動物の輸送等の状況において、出荷用の動物の感染症の存在を評価するのに特
に有用である。この試験が感染について陽性である場合には、その後、被験対象が感染し
ている特定の生物を決定するために更なる試験を実行しても良い。
【００３０】
　本発明の方法は、微生物感染の診断のために現在利用される方法とは区別されるもので
あり、そのような方法からは得ることのできないいくつかの利点を提供する。例えば、本
発明の方法は、迅速に実行されることができる。本発明の方法の分野において、数日間又
は数週間を必要とする培養方法とは対照的に、陽性又は陰性の試験結果を一般的に約２時
間以内に迅速に得ることができる。本発明の方法は極めて感度が高く、現在利用できる方
法より感度が高い。培養方法とは異なり、本発明の方法は、感染動物から生物を単離する
必要がなく、又はインビトロで生物を培養する必要がない。感染力のある病原体が宿主動
物において検出できない、又は宿主動物から単離できないときにさえ、本発明の方法は、
明確な診断を提供するために用いることができる。更に、本発明の方法は、他の現在利用
可能な診断方法によって得られる特異性よりも高い特異性を有する。
【００３１】
　核酸またはタンパク質同定等に基づく診断の最近の手法とは異なり、本発明の方法は、
感染動物における特定の生物に特有のいかなる特異的な高分子の存在の測定には基づいて
いない。また、ＥＬＩＳＡ試験等の抗体結合に基づく現在利用できる試験とは異なり、本
発明の方法は、宿主動物に存在する生物の抽出物又は生物の一部と結合するかどうかを測
定するために、外部の抗体を提示するものではない。むしろ、本発明の方法は、宿主動物
の身体から単離される試験試料に存在する１若しくはそれ以上の抗体が特定の生物から得
た抗原に結合するかどうかを決定することに基づいており、その抗原は前記試験試料に接
触されるものである。
【００３２】
　微生物を崩壊させることによって得られる結合抗体と動物由来の流体（例えば血清）と
を接触させ、これにより、表層および内部微生物抗原が放出される現在利用可能なＥＬＩ
ＳＡ試験と比較すると、本発明の診断方法は、特定の生物に起因した感染のより正確な診
断を提供する。このような診断方法の正確さの増大は、例えば、感度および特異性の測定
に基づくかもしれない。
【００３３】
　このように、本発明の方法は、現在の診断方法によってこれまでには得ることができな
かったいくつかの更なる利点を提供する。本発明の方法は、迅速に実行され得る。本発明
の方法の分野において、一般的に約２時間以内に、陽性又は陰性の試験結果を迅速に得る
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ことができる。本発明の方法は極めて感度が高く、現在利用できる方法より感度が高い。
微生物病原体が宿主動物において検出不能であるか、又は宿主動物から単離できないとき
にさえ、本発明の方法は明確な診断を提供するために用いることができる。更に、本発明
の方法は、他の現在利用可能な診断方法によって得られる特異性よりも高い特異性を有す
る。
【００３４】
　本発明の方法は、動物の感染症の診断に有用である。このような動物には、例えば、ヒ
ト及び非ヒト霊長類、イヌ、ネコ、クマ、及びイタチ等の肉食性動物、有蹄動物、反芻動
物、並びにウマ、ウシ、ヤギ、ヒツジ、及びブタのような非反芻動物、ラクダ及びラマ等
の非有蹄動物、アザラシ、オットセイ、及びアシカ等のアシカ亜目、ウサギ及び野ウサギ
等のウサギ目、リス、ネズミ、及びマウス等の齧歯目、クジラ、イルカ、及びネズミイル
カ等のクジラ目、及びゾウ等の長鼻目等の哺乳類が含まれる。このような動物には、例え
ば、鳥類、爬虫類、両生類、及び魚類などの哺乳類ではない脊椎動物も含まれる。
【００３５】
　本発明の方法による動物から得られる適切な試験試料は、当該動物が生物に感染される
場合に、疑わしい原因生物と特異的に結合する抗体が存在する可能性のあるいかなる流体
または組織でもあっても良い。一般的に、前記試験試料は、血漿または好ましくは血清等
の血液またはその一部である。しかし、他の試料源でも本発明に従って利用され得ると考
えられる。試験試料のこのような原料の選択は、主として、感染動物の症状及び徴候、並
びにそのような症状又は徴候の疑わしい原因次第で異なる。このように、前記試験試料は
、唾液、ミルク、膿、涙及び他の眼性分泌物、鼻汁、痰、脳脊髄液、腹水または胸膜液、
尿、排泄物、及び膣分泌物、子宮分泌物、又は尿道分泌物並びに放出物等の流体から得る
ことができる。流体には、浸出液又は濾出液等の病理過程の一部として、又は皮膚、胸膜
腔若しくは腹膜腔、口腔などから、又は消化器系、呼吸器系、生殖系などから生産される
ものも含まれても良い。試験試料は、特定の疾患の診断に適している場合には固体組織試
料でもあって良い。
【００３６】
　前記試験試料は、このような試料を得るのに適したどんな方法によっても得ることがで
きる。このように、前記試験試料は、静脈穿刺などによる、又は上述のような他の原料か
らの流体採取による、又は生検による脈管穿刺を含むシリンジによる流体採取などの方法
によって得ることができる。
【００３７】
　本発明の方法によって診断される生物は、微生物等の任意の生物であっても良く、この
ような生物によって感染した動物内において反応し、且つ生物表面抗原が当該生物の崩壊
とそれに伴う内部抗原、非表面抗原の放出とがなく取り出され得る抗体を誘発することが
できる。このように、本発明の方法によって診断され得る感染力のある微生物には、細菌
、菌類、原生動物、リケッチア、及びクラミジアが含まれる。本発明の方法によって診断
され得る感染性多細胞生物には、蠕虫が含まれる。
【００３８】
　試験試料は、当該試験試料に含まれる抗体が遊離の表面抗原と相互作用できるようにす
る任意の方法で、微生物等の生物の遊離の表面抗原、好ましくは、生物から穏やかに取り
除かれた遊離の表面抗原に曝され得る。このように、好ましい実施形態において、前記試
験試料および前記遊離の表面抗原は、試験管又はウェル等の容器中で一体にされ、当該試
験管又はウェルを撹拌、振動、又は軽くたたくことによって混合される。前記試験試料お
よび前記遊離の表面抗原は、例えばスライド、フィルター、又は膜（例えばニトロセルロ
ース膜）上の表面で共に反応されることもできる。
【００３９】
　本発明の方法によれば、前記試験試料は、遊離の表面抗原（例えば超音波処理によって
生物から穏やかに除去されたもの等）の集団にさらされ、好ましくはその生物が抽出剤を
含む流体の懸濁液中に存在する間に実行される。このような遊離の表面抗原は、好ましく
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は、試験試料中の抗体に提示される多数の抗原性の結合部位を含む。予想外にも、生物の
表面から抗原を除去するが、内部抗原を放出させるために当該生物を崩壊させないレベル
で、例えば超音波処理又はボルテックスを行うことによって、このような遊離の表面抗原
（生物から穏やかに除去することによって得られたもの等）が、試験試料中の抗体と結合
する結合部位の最適な有用性を提供することが発見された。
【００４０】
　必要に応じて、表面抗原の穏やかな除去の前に、例えば化学固定液に前記生物を曝すこ
とによって、選択的に、前記生物を死滅させても良い。前記化学固定液は抽出剤として機
能しても良い。１の好ましい化学固定液は、ホルムアルデヒドであり、それは例えばＭＡ
Ｐ生物を死滅させるために用いるときに、前記生物に感染した動物由来の血清中の抗体と
結合するＭＡＰの表面抗体結合部位の能力を維持するものである。ホルムアルデヒドの好
ましい濃度は約１％～１０％ｖ／ｖであり、最も好ましい濃度は約２％である。本発明の
方法において使用される、感染生物を死滅させるために用いることができる他の化学固定
液には、アセトン、グリセルアルデヒド、グルタルアルデヒド、及びパラホルムアルデヒ
ド等の非凝固剤固定液、並びに、より好ましくはないがエタノール及び塩化第二水銀等の
凝固剤固定液が含まれる。
【００４１】
　遊離の表面抗原の集団への前記試験試料の暴露の後に、前記試験試料からの抗体が前記
抗原と結合したかどうかを決定する。このような決定は、一般的に前記試験試料および遊
離の表面抗原からの抗体の接合体の検出によって行われる。抗原と結合している抗体の存
在を検出するのに適した任意の方法が本発明の方法に適している。
【００４２】
　１の好ましい実施形態において、抗体－遊離の表面抗原の結合は、フローサイトメトリ
で測定される。このようなフローサイトメトリでの測定は、血清試料を含む懸濁液と、好
ましくはガラスビーズ又はプラスチックビーズ等の流体内で表面と結合している遊離の表
面抗原の集団とを混合することによって得られる試料の分析によって実行され得る。標識
化した抗－抗体、一般的に、フルオレセイン標識化抗－抗体は、このような結合を測定す
る際に有用である可能性がある。
【００４３】
　他の好ましい実施形態において、抗体－遊離の表面抗原の結合は、ドットブロットまた
はウエスタンブロット分析等のブロット分析で測定される。このようなドットブロット測
定は、血清試料を含む懸濁液と、ビオチンまたはコロイド金などによって標識化された抗
－抗体を有する遊離の表面抗原の集団とを混合する工程と、この混合物を膜（ニトロセル
ロースまたはポリフッ化ビニリデン（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ　ｆｌｕｏｒｉｄｅ
：ＰＶＤＦ）膜）上にスポットする工程と、この膜上で固定された、標識化された遊離の
表面抗原－抗体接合体を測定する工程とによって実行され得る。以下に詳述するように、
このような方法による感染症の診断は、正確であり、感度が高く、且つ特異的である。ド
ットブロット分析等の方法による感染の測定は、診断が目視検査によってなされることを
可能とし、従って、このような方法は、検査手技に関して技術的に高度に訓練されていな
い個人でも実行することができる。
【００４４】
　抗体－遊離の表面抗原の結合の測定の他の手段は、遊離の表面抗原が１若しくはそれ以
上のウェルの表面に固定されることによるＥＬＩＳＡのような方法であり、試験試料中の
抗体の結合の程度は光学密度の測定によって決定される。他の手段は、例えば、女性の妊
娠を測定するのに共通して用いられる尿検査によるものである。遊離の表面抗原は、１片
の紙またはニトロセルロース等の試験表面に固定され、抗原が流体に固定される前記表面
を浸漬することによって、試料流体中で抗体と接触されてもたらされる。尿検査において
、一般的に、前記試験表面上の可視的な色の変化によって結合が測定されるように、比色
分析標識が利用される。
【００４５】
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　他の実施形態において、本発明は、微生物等の生物の遊離の表面抗原が付着した個体表
面を準備する方法である。前記固体表面は、遊離の表面抗原と結合する抗体の試験試料中
における存在を決定するために用いられても良く、これにより、前記生物に起因する動物
の感染症を診断するために用いられることができる。
【００４６】
　本発明の本実施形態によれば、生物の遊離の表面抗原は、上述のように穏やかな除去に
よって当該生物から得られる。このようにして、前記生物から収集される抗原は、実質的
に、それまでに前記抗原の表面で見つかったものだけであり、前記生物の内部抗原は、ま
ったく、実質的にまったく集められることはない。必要に応じて、多数の生物の穏やかな
除去によって得られた遊離の表面抗原を利用することができる。
【００４７】
　遊離の表面抗原は、固体表面に固定される。必要に応じて、前記抗原の前記表面への付
着を強めるためにコーティング緩衝剤を用いることができる。
【００４８】
　前記固体表面は、ガラスまたはプラスチック等の不浸透性の表面であっても良く、例え
ば、ウェルプレート、スライド、シャーレ、又はビーズにおいて利用される。或いは、前
記固体表面は、紙またはニトロセルロース等の浸透性表面であっても良い。
【００４９】
　他の実施形態において、本発明は、微生物等の生物の遊離の表面抗原が付着した固体表
面である。好ましくは、多数の異なる遊離の表面抗原が前記固体表面に付着する。好まし
くは、前記固体表面には、前記生物の表面抗原以外の抗原がない。最も好ましい実施形態
において、前記表面に固定される生物の遊離の表面抗原は、上述のように穏やかな除去に
よって得られる。
【００５０】
　必要に応じて、多数の異なる微生物等の生物からの多数の異なる遊離の表面抗原が前記
固体表面に付着する。このように、前記固体表面は、多数の生物に起因する感染の存在を
スクリーニングするために利用されることができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００５１】
　本発明は、以下の非限定的な実施例において更に図示される。実施例は、マイコバクテ
リア、特にトリ結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｖｉｕｍ）、および最も具体的
には、以下ＭＡＰと記載するトリ結核菌亜種パラ結核症（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　
ａｖｉｕｍ　ｓｕｂｓｐ．ｐａｒａｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）（別名パラ結核菌）の試
料を利用する。この細菌は、ウシにおけるヨーネ病及びヒトにおけるクローン病に罹患し
た個体を含むＭＡＰ感染は、感染した被験対象から得られる試料には多くの場合その生物
が存在しないため、従来の方法によって診断するのが困難である、という理由から本発明
を図示する例として選択された。
【００５２】
　このように、感染は、表面抗原と共に内部抗原を得るという結果とともに、当該微生物
を崩壊することなく表面抗原を得ることができる任意の微生物にも適用できる一般的な過
程であるので、ＭＡＰによる感染の検出は本発明の広い適用性を図示する困難な試験であ
る。
【実施例１】
【００５３】
　固定化遊離の表面抗原の準備
　トリ結核菌亜種パラ結核症（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｖｉｕｍ　ｓｕｂｓｐ．
ｐａｒａｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ：ＭＡＰ、リンダ株）の固定化された遊離の表面抗原
を以下のように準備した。２２００×ｇの遠心分離によって９００μｌの細菌培養物から
この細菌を６ミリグラム収集した。３００μｌの、蒸留水、メタノール、エタノール、プ
ロパノール、アセトニトリル、アセトン、クロロホルム、塩化メチレン、エーテル、及び
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ヘキサンから選択される抽出剤とこの細菌とを混合した。その後、この混合物を１分間ボ
ルテックスにかけて再懸濁し、遠心分離してペレットを形成し、そして、５０μｌの上澄
みをプラスチックの９６穴プレートの各ウェルに添加した。そのプレートを室温で乾燥さ
せ、材料（遊離の表面抗原）をウェル表面に付着させた。
【実施例２】
【００５４】
　遊離の表面抗原の様々な溶媒への結合
　実施例１に記載したように、準備したウェルを１００μｌの緩衝液Ａ（２０％Ｓｕｐｅ
ｒｂｌｏｃｋ（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．，米国イリノイ州
Ｒｏｃｋｆｏｒｄ）と０．０５％Ｔｗｅｅｎ８０とを含むリン酸緩衝生理食塩水（ｐｈｏ
ｓｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ：ＰＢＳ））によって洗浄し、ヨーネ病
を有している、若しくは有していないとわかっているウシ由来の１：５０の希釈血清で室
温で１時間培養した。０．５％Ｔｗｅｅｎ２０を含む１００μｌのＰＢＳで４時間洗浄し
た後に、そのウェルを、ビオチン化抗ウシＩｇＧポリクローナル抗体（緩衝液Ａの１：５
００希釈、Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
，Ｉｎｃ．，米国ペンシルベニア州Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ）で１時間室温で培養した。０
．５％Ｔｗｅｅｎ２０を含む１００μｌのＰＢＳで４時間洗浄した後に、そのウェルを、
西洋ワサビペルオキシダーゼと接合したストレプトアビジン（緩衝液Ａの１：１０００希
釈）で室温で１時間培養した。０．５％Ｔｗｅｅｎ２０を含む１００μｌのＰＢＳで４時
間洗浄した後に、結合抗体を、４１５ｎｍに定められたマイクロプレートリーダ（Ｂｉｏ
－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，米国カリフォルニア州Ｈｅｒｃｕｌｅｓ）での光
学密度によって定量化した。結果を図１にグラフで示した。
【００５５】
　図１に示すように、任意の抽出剤を利用する本発明の方法によって、血清試料中のＭＡ
Ｐ特異抗体の存在を検出することができ、その抗体の結合はＭＡＰ陰性血清試料よりもＭ
ＡＰ陽性血清試料においてのほうが顕著に高かった。この結果は、各抽出剤がＭＡＰ生物
からの遊離の表面抗原を抽出することができたことを立証している。図１に示すように、
アルコール類（メタノール、エタノール、及びプロパノール）がＭＡＰ特異性抗原を最も
多く抽出した。
【実施例３】
【００５６】
　様々なエタノール濃度での異なる結合
　ＭＡＰ及びトリ結核菌亜種（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｖｉｕｍ　ｓｕｂｓｐ．
　ａｖｉｕｍ：ＭＡＡ）の遊離の表面抗原を、前記抽出剤として様々なエタノール濃度を
用いて、実施例１で説明したように準備した。ヨーネ病を有することが分かっている動物
からの血清中の抗体の結合を、ＭＡＡ又はＭＡＰのいずれかの遊離の表面抗原を用いて、
各々の様々な濃度で、実施例２で説明したように測定した。結果を図２に示した。
【００５７】
　図２に示すように、ＭＡＡ又はＭＡＰのいずれかの抽出物を用いてヨーネ病陽性血清に
接触させる場合、４０％以下のエタノール濃度で抽出された抗原を含むウェルは、同様の
抗体結合の濃度を示した。５０％及びそれより高いエタノール濃度において、ＭＡＡ抽出
物と比較したＭＡＰ抽出物での抗体結合の増強を観測した。ＭＡＰ抽出物とＭＡＡ抽出物
との間の抗体結合の最も顕著な相違を、６０％より高いエタノール濃度で、特に６０％と
７０％との間のエタノール濃度で観測した。
【実施例４】
【００５８】
　特異性
　ＭＡＰに感染していることがわかっているウシとＭＡＰに感染していないことがわかっ
ているウシとからの血清試料を、それぞれ７０％エタノール濃度を使用して得たＭＡＡお
よびＭＡＰ抽出物を用いた上述の実施例のように分析した。結果を図３にグラフで示した
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。
【００５９】
　図３に示すように、本発明の方法は当該試料中のＭＡＰ感染を正しく識別し、ＭＡＡの
抽出物が試験抗原として用いられる場合に本発明の方法が結合を示さなかったように、偽
陽性診断を示すことはなかった。この研究は、本発明の方法の高い特異性を立証し、この
方法は、同じ細菌種の亜種であると現在分類されているＭＡＰとＭＡＡとの間でさえ、非
常に密接に関連した生物を区別することができる。
【実施例５】
【００６０】
　固定された遊離の表面抗原の準備
　５００μｇのＭＡＰを、室温で２０分間、１０％メタノールを含む様々な濃度のホルム
アルデヒド溶液に懸濁した。その懸濁液を２秒間超音波処理し、２２００×ｇで遠心分離
し、そして、上澄みを実施例１の抗原として使用した。５０μｌの上澄みをプラスチック
の９６穴プレートの各ウェルに添加した。そのプレートを室温で乾燥させ、材料（遊離の
表面抗原）をウェル表面に付着させた。
【実施例６】
【００６１】
　様々なホルムアルデヒド濃度で抽出される遊離の表面抗原への結合
　実施例５に記載したように、準備したウェルを１００μｌの緩衝液Ａ（２０％Ｓｕｐｅ
ｒｂｌｏｃｋ（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．，米国イリノイ州
Ｒｏｃｋｆｏｒｄ）と０．０５％Ｔｗｅｅｎ８０とを含むリン酸緩衝生理食塩水（ｐｈｏ
ｓｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ：ＰＢＳ））によって洗浄し、ヨーネ病
を有している、若しくは有していないとわかっているウシ由来の１：５０の希釈血清で室
温で１時間培養した。０．５％Ｔｗｅｅｎ２０を含む１００μｌのＰＢＳで４時間洗浄し
た後に、そのウェルを、ビオチン化抗ウシＩｇＧポリクローナル抗体（緩衝液Ａの１：５
００希釈、Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
，Ｉｎｃ．，米国ペンシルベニア州Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ）で１時間室温で培養した。０
．５％Ｔｗｅｅｎ２０を含む１００μｌのＰＢＳで４時間洗浄した後に、そのウェルを、
西洋ワサビペルオキシダーゼと接合したストレプトアビジン（緩衝液Ａの１：１０００希
釈）で室温で１時間培養した。０．５％Ｔｗｅｅｎ２０を含む１００μｌのＰＢＳで４時
間洗浄した後に、結合抗体を、４１５ｎｍに定められたマイクロプレートリーダ（Ｂｉｏ
－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，米国カリフォルニア州Ｈｅｒｃｕｌｅｓ）での光
学密度によって定量化した。結果を図４にグラフで示した。
【００６２】
　図４に示すように、ヨーネ病陽性血清に接触させた場合、様々なホルムアルデヒド濃度
で抽出されたＭＡＰ抗原を含むウェルは同程度の抗体結合を示した。しかし、ホルムアル
デヒド濃度が増加するにつれて、ヨーネ病陰性牛からの血清の抗体結合の程度は減少した
。図４のデータは、前記抽出剤として、最大３７％ホルムアルデヒド濃度までの高濃度の
ホルムアルデヒドを利用する場合に、ＭＡＰ感染の診断用の高いレベルの特異性が得られ
ることを示す。
【実施例７】
【００６３】
　様々な超音波処理時間で抽出された遊離の表面抗原への結合
　抽出剤として１０％メタノールと共に３７％ホルムアルデヒドを使用して、様々な超音
波処理時間で実施例６で説明したようにウェルを準備した。結果を図５にグラフで示した
。
【００６４】
　図５に示すように、実質的に、どんなに多くの超音波処理でもＭＡＰ感染動物からの抗
体の結合を検出するのに十分であり、このことは、この１つの測定に基づいて、本発明の
診断能力の感度は、超音波処理の時間に応じて変化するようには見えないことを示す。対
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照的に、超音波処理の時間を増加させるとＭＡＰ未感染の動物からの血清で見られる抗体
結合の増加をもたらし、これは、超音波処理時間の増加に応じて、診断方法の特異性が減
少することを示している。超音波処理時間の増加に伴う本発明の方法の特異性の減少は、
ＭＡＰに特異的ではない抗原の中の、ＭＡＰの内部抗原の放出に起因すると考えられる。
【実施例８】
【００６５】
　特異性及び感度
　遊離の表面抗原をＭＡＰ生物から抽出し、実施例５及び６で説明したようにウェル上に
固定した。１０％メタノールと共に濃度３７％のホルムアルデヒドを抽出剤として用いて
、約２秒間一気に超音波処理をおこなった。
【００６６】
　ウシの２つの集団を試験し、本発明の方法の感度および特異性を測定した。３５頭のヨ
ーネ病陰性牛と２３頭のヨーネ病陽性牛とからの血清試料を試験した。以下の公式を使用
して、陽性の診断を決定するカットオフ値として０．３のＳ／Ｐ値を規定した。Ｓ／Ｐ値
＝（ＳＮＣ）／Ｓ、ここで、Ｓは対照試料の光学密度（４１５ｎｍの吸光度）であり、Ｎ
Ｃは陰性牛由来の血清を用いて得られた光学密度であり、ＰＣは陽性牛由来の血清を用い
て得られた光学密度である。結果を図６に示した。
【００６７】
　図６に示すように、３５頭の陰性牛のすべてが本発明の診断方法によって試験された結
果、陰性であり、Ｓ／Ｐ値０．３での試験の１００％の特異性を提供する。２３頭の陽性
牛のうち、２２頭は本発明の診断方法によって陽性とされ、このＳ／Ｐ値での試験の９５
．６％の感度を提供する。図６では更に、低いＳ／Ｐ値（例えば、商業的なヨーネ病ＥＬ
ＩＳＡ試験において使用される２５％）を用いる場合、本発明の試験の感度は１００％で
測定されることを示すが、特異性は９４．３％に低下する。この結果は、本発明の診断方
法によって得ることのできる特異性および感度の極めて高い組み合せを明らかに示してい
る。
【実施例９】
【００６８】
　血液以外の体液の診断
　遊離の表面抗原をＭＡＰ生物から取得し、実施例８で説明したようにウェルに固定した
。２０頭のウシからの血清試料およびミルク試料（その一部はＭＡＰ陽性であり、一部は
ＭＡＰ陰性である）を本発明に従って試験した。結果を図７に示した。
【００６９】
　図７に示すように、２０頭のウシのうちの１２頭は、血清の診断試験によってＭＡＰ感
染陽性と試験された。１２頭の血清陽性牛では、ミルクの診断試験によって全頭が陽性反
応を示した。加えて、２０頭のウシのうちの８頭は、血清の診断試験によってＭＡＰ陰性
と示された。これらの８頭の血清陰性牛のうちの７頭は、ミルクの診断試験によって陰性
であった。１頭のウシのみが血清試験とミルク試験との間で相違を示し、そのウシは血清
試験では陰性を示し、ミルク試験をしたときには不明確な陽性試験だけを有した。
【実施例１０】
【００７０】
　比較試験
　１０５頭のウシを、（１）ＭＡＰの糞便培養試験の結果と、（２）ヨーネ病の症状の進
展との２つの基準に基づいて３つのグループに分類した。第Ｉグループには３０頭のウシ
が含まれ、それらは糞便培養試験によりＭＡＰ陰性と診断され、ヨーネ病の徴候を示さな
かった。このグループの陰性の状態を確認するために、従来のＥＬＩＳＡ試験と、陰性結
果のガンマインターフェロンの試験とによって、各々のウシについてＭＡＰ感染の試験を
した。第ＩＩグループには５２頭のウシが含まれ、これらは糞便培養および従来のＥＬＩ
ＳＡによって陰性であったが、ヨーネ病の徴候を表していた。このように、これらのウシ
では、前記糞便培養および従来のＥＬＩＳＡの結果は偽陰性の試験結果であった。第ＩＩ
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Ｉグループには２３頭のウシが含まれ、これらはＭＡＰ存在のための糞便培養によって陽
性反応を示した。糞便培養に関して陰性であると決定する前には、糞便培養は各々のウシ
に対して数回（通常４回）実施した。例えば、２３頭の第ＩＩＩグループのウシの中の９
頭は、少なくとも１回の陰性の糞便培養試験を示したが、少なくとも１回以外の他の試験
では陽性反応を示した。１０５頭のウシの各々から血清試料を取得し、ＭＡＰに対する抗
体の存在を見つけるために、それらを２つの方法で試験した。その血清を、試料と無傷Ｍ
ＡＰ生物の集団とを混合し、フローサイトメトリによって抗体／ＭＡＰ結合を検出するこ
とによって試験した。この方法はＥｄａ（２００４年４月２７日付けで出願された米国特
許出願番号第１０／８３２，７６１号）において開示されており、また、微生物感染を診
断する際に、従来のＥＬＩＳＡ試験よりも、より感度が高く且つ特異的な方法であること
を示している。０．２３若しくはそれ以上のＳ／Ｐ値は、前記フローサイトメトリ方法に
より陽性試験であると決定された。その血清を、上述の実施例で説明したような本発明の
方法によって試験した。３７％ホルムアルデヒド及び１０％メタノールのＭＡＰ懸濁液の
短い一瞬の超音波処理による穏やかな除去によって、ＭＡＰの遊離の表面抗原を得た。０
．３５若しくはそれ以上のＳ／Ｐ値は、この方法によって陽性試験であると決定された。
試験の結果を以下の表１に示した。
【００７１】
【表１】

【００７２】
　表１に示すように、３０頭の第Ｉグループのウシ（糞便培養によって１００％陰性と示
されたグループ）の中で、これらのうちの１つは、すでに提出された特許出願の「無傷Ｍ
ＡＰ」試験によって陽性であると判明した。しかし、本発明のＭＡＰ表面抗原試験によっ
て、無傷ＭＡＰ試験によって陽性であると判明したものを含む３頭の第Ｉグループのウシ
は、ＭＡＰへの感染が陽性であると測定された。
【００７３】
　表１によって、５２頭の第ＩＩグループのウシ（糞便培養および従来のＥＬＩＳＡ試験
で偽陰性と示されたグループ）の中で、無傷ＭＡＰ試験によって５２頭のウシのうち３７
頭（７１％）が陽性であると正確に診断されたことが更に示されている。これは、現在利
用できる診断方法と比較して、無傷ＭＡＰ試験によって達成できる診断の著しい改善を示
す。しかし、本発明のＭＡＰ表面抗原試験は、さらに正確な診断を提供する。この試験に
よって、これらの５２頭のウシのうちの５０頭（９６％）が陽性であると正確に診断され
た。これらの結果は、本発明の方法の極めて高い感度を立証し、その感度とは、それ自体
が現在利用できる診断方法よりも高い感度を有する無傷ＭＡＰ試験の感度よりも高い。
【００７４】
　表１のデータは、２３頭の第ＩＩＩグループのウシが糞便培養試験によって陽性と診断
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されたことを示す。これらのうち３頭（１３％）は、無傷ＭＡＰによって陰性と試験され
、１頭（４．３％）は、ＭＡＰ表面抗原試験によって陰性と試験された。第１の評価によ
れば、このデータは、糞便培養試験がその他の２つの試験よりも感度が高いことを示唆し
ている可能性がある。しかし、個々のウシの試験に関するデータが検査される場合、本発
明の無傷ＭＡＰ試験およびＭＡＰ表面抗原試験の両者の特異性が糞便培養試験の特異性よ
りも顕著に高いことは明らかである。
【００７５】
　個々のウシの試験に関するデータ（表１に図示せず）を図８に示した。図８に、１４頭
の第ＩＩＩグループのウシで糞便培養試験を４回実施し、５頭の第ＩＩＩグループのウシ
で３回実施し、１頭の第ＩＩＩグループのウシで２回実施し、合計８８回の糞便培養試験
を行ったことを示す。これらの試験のうち２１頭が陰性であった。従って、糞便培養試験
の感度は７６％（６７／８８）であると算出される。対照的に、無傷ＭＡＰ試験の感度（
２０／２３）は８７％であり、本発明のＭＡＰ表面抗原試験の感度（２２／２３）は９５
．７％であった。このように、このデータは本発明の試験の高感度を立証している。
【００７６】
　本願明細書に開示される本発明の更なる変更態様、用途、及び適用は、当業者にとって
明らかである。このような変更態様が請求項に含まれることが意図される。
【図面の簡単な説明】
【００７７】
【図１】図１は、様々な溶媒による本発明によって抽出された遊離の表面抗原と結合する
抗体を示す棒グラフである。示した溶媒は、１－蒸留水、２－メタノール、３－エタノー
ル、４－プロパノール、５－アセトニトリル、６－アセトン、７－塩化メチレン、８－ク
ロロホルム、９－エーテル、及び１０－ヘキサンである。影つきのバーは、ＭＡＰ感染の
ないことがわかっているウシからの血清を表す。黒のバーは、ＭＡＰに感染していること
がわかっているウシからの血清を表す。白地のバーは、希釈緩衝液のみを含み、血清を含
まない試料を表す。様々な試料を含むウェットウェル上で光学密度を測定した。
【図２】図２は、ＭＡＰに感染していることがわかっている動物からの血清中の抗体と結
合させるために様々な濃度のエタノールを用いる処理により本発明によって得られたＭＡ
Ｐ及びＭＡＡの抽出物の相対能力を示すグラフである。黒地の円は、ＭＡＰのエタノール
抽出物を表す。白地の円は、ＭＡＡのエタノール抽出物を表す。
【図３】図３は、ＭＡＰに感染していることがわかっている動物と、ＭＡＰに感染してい
ないことがわかっている動物とにおいて７０％エタノールを使用して本発明によって得ら
れたＭＡＰ及びＭＡＡの抽出物と結合する抗体を比較する棒グラフである。黒地のバーは
ＭＡＰ感染牛を表す。白地のバーはＭＡＰ非感染牛を表す。感染牛及び非感染牛において
、ＭＡＰ抽出物と結合する抗体は、ＭＡＡ抽出物より顕著に高かった。
【図４】図４は、抽出剤として様々な濃度のホルムアルデヒドを使用したときの、ＭＡＰ
陽性牛及びＭＡＰ陰性牛からの血清中における結合抗体に対する効果を示すグラフである
。黒地の円は、ＭＡＰ陽性動物からの血清を表す。白地の円は、ＭＡＰ陰性動物からの血
清を表す。白地の三角形は、希釈緩衝液および無血清を表す。
【図５】図５は、ＭＡＰから表面抗原を抽出する場合に異なる超音波処理時間を用いたと
きの、ＭＡＰ陽性牛およびＭＡＰ陰性牛からの血清中における結合抗体に対する効果を示
すグラフである。黒地の円は、ＭＡＰ陽性動物からの血清を表す。白地の円は、ＭＡＰ陰
性動物からの血清を表す。白地の三角形は、希釈緩衝液および無血清を表す。
【図６】図６は、ヨーネ病陰性およびヨーネ病陽性のウシの２つの集団のＭＡＰ感染を検
出する本発明の方法の能力を示すグラフである。Ｓ／Ｐ値０．３をカットオフ値として使
用し、抗体がこの値以上のときに結合すると陽性であると診断し、この値以下のときに結
合すると陰性であると診断した。カラム１の血清試料はヨーネ病陰性牛由来である。カラ
ム２の血清試料はヨーネ病陽性牛由来である。
【図７】図７は、一部がＭＡＰに感染し、その他がＭＡＰに感染していない、個々のウシ
由来のペアミルクおよびペア血清の試料から得られたＳ／Ｐ値のグラフである。血清に関
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してはＳ／Ｐ値０．２５をカットオフ値として測定し、ミルクに関してはＳ／Ｐ値－０．
６をカットオフ値として測定した。グラフにおいて、水平軸（Ｘ軸）のＳ／Ｐ値０．２５
以下であり、且つ垂直軸（Ｙ軸）のＳ／Ｐ値－０．６より左にある反応（白地の円）は、
陰性である。
【図８】図８は、ＭＡＰに感染したウシの３グループの試験結果を示すチャートである。
第Ｉグループ（ｎ＝３０）は、糞便培養、従来のＥＬＩＳＡ、及びガンマ型インターフェ
ロンによる試験でヨーネ病が陰性であったウシである。第ＩＩグループ（ｎ＝５２）は、
糞便培養及び従来のＥＬＩＳＡによる試験ではヨーネ病が陰性であったが、ヨーネ病の臨
床兆候を発現していたウシである。第ＩＩＩグループ（ｎ＝２３）は、糞便培養によって
複数回試験されたウシであり、当該糞便培養試験のうちの少なくとも１回でヨーネ病が陽
性であるとわかったウシである。列において、見出しの「糞便培養試験」、「陰性」は、
特定のウシ由来のいずれの糞便培養試験からもＭＡＰを確認することができなかったもの
を意味し、その数は連続試験で見つかったコロニー数を示す。「無傷ＭＡＰ」および「Ｍ
ＡＰ表面抗原」の見出しの列において、その数は光学密度を示す。「無傷ＭＡＰ」の下に
ある試験値で０．２３以上のものは、陽性試験を示す。「ＭＡＰ表面抗原」の下にある試
験値で０．３５以上のものは、陽性試験を示す。ＭＡＰの陽性試験を示す試験値は、影付
きのボックスで示した。括弧の中の数字は、負の値を示す。３ｘＴＮＴＣおよび４ｘＴＮ
ＴＣは、当該糞便培養試験を３回又は４回行い、コロニー数を数え切れなかった（ｔｏｏ
　ｎｕｍｅｒｏｕｓ　ｔｏ　ｃｏｕｎｔ）ことを示す。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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【図６】

【図７】

【図８】
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