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(57)【要約】
　本発明は、抗原としての微生物、細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する小胞または
ウイルスが結合している、担体上に固相化された抗体から該微生物等を除去する方法を提
供する。本発明はまた、抗原としての微生物等が結合している、担体上に固相化された抗
体から該微生物等を除去することを含む、該微生物等の免疫学的検出方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗原としての微生物、細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する小胞またはウイルスが
結合している抗体が固相化されている担体表面上でゲル（第一ゲル）を流動させることを
含む、該抗体から該微生物、該細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する該小胞または該
ウイルスを除去する方法。
【請求項２】
　該第一ゲルが多糖類のゲルまたはタンパク質のゲルである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　該多糖類がアガロース、寒天およびカラギーナンからなる群から選択される、請求項２
に記載の方法。
【請求項４】
　該タンパク質がゼラチンである、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　該第一ゲルの破断強度が4－1100 g/cm2である、請求項１－４のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項６】
　該微生物が大腸菌(Escherichia coli)、肺炎球菌(Streptococcus pneumoniae)または緑
膿菌(Pseudomonas aeruginosa)であり、該細胞が動物細胞であり、該微生物もしくは該細
胞が分泌する該小胞がエクソソームである、請求項１－５のいずれか1項に記載の方法。
【請求項７】
　該第一ゲルがさらに塩水溶液を含む混合物であり、かつ該流動後、洗浄し、第一ゲルと
同一または異なるゲル（第二ゲル）を再度流動させることをさらに含む、請求項１に記載
の方法。
【請求項８】
　該第一ゲルおよび該第二ゲルが多糖類のゲルまたはタンパク質のゲルである、請求項７
に記載の方法。
【請求項９】
　該多糖類がアガロース、寒天およびカラギーナンからなる群から選択される、請求項８
に記載の方法。
【請求項１０】
　該タンパク質がゼラチンである、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　該第一ゲルがアガロースゲルであり、該第二ゲルがゼラチンゲルである、請求項７に記
載の方法。
【請求項１２】
　該第一ゲルおよび該第二ゲルの破断強度が4－1100 g/cm2である、請求項７－１１のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　該塩水溶液が硫酸アンモニウム水溶液である、請求項７－１２のいずれか1項に記載の
方法。
【請求項１４】
　該微生物が大腸菌(Escherichia coli)、肺炎球菌(Streptococcus pneumoniae)または緑
膿菌(Pseudomonas aeruginosa)であり、該細胞が動物細胞であり、該微生物もしくは該細
胞が分泌する該小胞がエクソソームである、請求項７－１３のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項１５】
　抗原としての微生物、細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する小胞またはウイルスが
結合している抗体が固相化されている担体表面上でゲル（第一ゲル）を流動させることに
よって該抗体から該微生物、該細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する該小胞または該
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ウイルスを除去し、被験試料を該担体に接触させ、免疫学的手法で該微生物、該細胞、該
微生物もしくは該細胞が分泌する該小胞または該ウイルスを検出することを含む、該微生
物、該細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する該小胞または該ウイルスの免疫学的検出
方法。
【請求項１６】
　該第一ゲルがさらに塩水溶液を含む混合物であり、かつ該流動後、洗浄し、第一ゲルと
同一または異なるゲル（第二ゲル）を再度流動させることをさらに含む、請求項１５に記
載の方法。
【請求項１７】
　抗原としての微生物、細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する小胞またはウイルスが
結合している抗体が固相化されている担体表面上でゲルを流動させる機構を含む、該抗体
から該微生物、該細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する該小胞または該ウイルスを除
去する装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、微生物、細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する小胞またはウイルスの免
疫学的検出方法に用いるための、担体に固相化された抗体から該微生物、該細胞、該微生
物もしくは該細胞が分泌する該小胞または該ウイルスを除去する方法に関する。さらに本
発明は、担体に固相化された抗体から該微生物、該細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌
する該小胞または該ウイルスを除去し、新たに抗原としての微生物、細胞、該微生物もし
くは該細胞が分泌する小胞またはウイルスを該担体に接触させ、免疫学的手法で該微生物
、該細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する該小胞または該ウイルスを検出することを
含む、該微生物、該細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する該小胞または該ウイルスの
免疫学的検出方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　公衆衛生の行き届いた現代においても、細菌感染症は重要な疾病と位置づけられる。例
えば、食品流通のコールドチェーンの整備と大規模化により、しばしば腸管出血性大腸菌
(Enterohemorrhagic Escherichia coli ; EHEC)を中心とした食中毒が大きな問題となる
。EHEC感染症の原因菌は、ベロ毒素（Verotoxin ; VT）を産生する大腸菌である。EHEC感
染症においては、無症状から致死的なものまで様々な臨床症状が知られている。特に、腸
管出血性大腸菌感染に引き続いて発症することがある溶血性尿毒症症候群(HUS)は、死亡
あるいは腎機能や神経学的障害などの後遺症を残す可能性のある重篤な疾患である。EHEC
感染症の発生予防や拡大防止につなげるためにも、EHECの混入対象を特定することは重要
である。
【０００３】
　患者及び保菌者から検出されるEHECとしては多様な血清型が知られており、我が国にお
いては、O157がもっとも多く、O26とO111がそれに次ぐ。EHECの検出においては、EHECの
外膜表面に共通に存在するO抗原を検出標的とすることが標準的である。O抗原を利用した
EHECの検出は、免疫学的検出方法によって実施することができる。免疫学的検出法は、抗
原抗体反応を利用して抗原の検出を行うもので、一般に検出精度が優れているばかりでな
く、迅速、簡便かつ経済的な検出法である。免疫学的検出方法においては、用いる抗体は
遊離抗体であっても担体に固相化された抗体であってもよいが、抗体を再利用し安価かつ
大量に被験試料を処理するという観点から、担体に固相化された抗体を用いることが好ま
しい。その場合、担体に固相化された抗体に結合した抗原は、容易に抗体から除去されな
ければならない。抗原の除去によって、抗体を固相化された担体は、再度の抗原を検出で
きる状態になる。しかしながら、抗原として細菌を検出する場合、EHECを含む細菌を捕捉
するための抗体を用いて細菌を検出すると、その後細菌と抗体間の結合が解消できず、一
度細菌の検出方法に用いた抗体を固相化した担体は使い捨てなければならず、経済的負担
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が大きいという問題があった（非特許文献１）。
　ヒトの細胞においても、免疫細胞の分類や組織中でのガン細胞の検出などのために、医
療現場や基礎医学研究室などで、免疫学的検出方法は汎用されている。また、最近になっ
て、細胞の分泌するエクソソームが細胞間の信号伝達に大きな役割を果たしていることが
明らかになってきた。これらのエクソソームの検出にも、その表面タンパク質に対する免
疫学的検出方法が有効である。しかしながら、細胞やエクソソームの検出においても、細
菌の場合と同様に、検出後の細胞もしくはエクソソームと抗体間の結合が解消できないた
め、その方法を提示することができなかった。すなわち、検出に用いた担体は自作するな
どして使い捨てなければならず、経済的負担が大きいという問題があった（非特許文献2-
4）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Bulard, E.; Bouchet-Spinelli, A.; Chaud, P.; Roget, A.; Calemczu
k, R.; Fort, S.; Livache, T. Carbohydrates as New Probes for the Identification 
of Closely Related Escherichia coli Strains Using Surface Plasmon Resonance Imag
ing. Anal. Chem. 2015, 87, 1804-1811.
【非特許文献２】Kato, K.; Ishimuro, T.; Arima, Y.; Hirata, I, Iwata, H. High-Thr
oughput Immunophenotyping by Surface Plasmon Resonance Imaging. Anal. Chem. 2007
, 79, 8616-8623.
【非特許文献３】L. M. Rupert, D.; Lasser, C.; Eldh, M.;, Block, S.; P. Zhdanov, 
V.; O. Lotvall, J.; Bally, M.; Hook, F. Determination of Exosome Concentration i
n Solution Using Surface Plasmon Resonance Spectroscopy. Anal. Chem. 2014, 86, 5
929-5936.
【非特許文献４】Yang, C.; Mejard, R.; J. Griesser, H.; O. Bagnaninchi, P.; Thier
ry, B. Cellular Micromotion Monitored by Long-Range Surface Plasmon Resonance wi
th Optical Fluctuation Analysis. Anal. Chem. 2015, 87, 1456-1461.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は、抗原としての微生物、細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する小胞または
ウイルスが結合している、担体上に固相化された抗体から該微生物、該細胞、該微生物も
しくは該細胞が分泌する小胞または該ウイルスを除去する方法を提供することを目的とす
る。本発明はまた、抗原としての微生物、細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する該小
胞またはウイルスが結合している、担体上に固相化された抗体から該微生物、該細胞、該
微生物もしくは該細胞が分泌する該小胞または該ウイルスを除去し、新たに抗原としての
微生物、細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する小胞またはウイルスを該担体に接触さ
せ、免疫学的手法で該微生物、該細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する該小胞または
該ウイルスを検出することを含む、該微生物、該細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌す
る該小胞または該ウイルスの免疫学的検出方法を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者らは、担体に固相化されている抗体から抗原としての微生物、細胞、該微生物
もしくは該細胞が分泌する小胞またはウイルスを除去する方法を提供すべく鋭意研究を行
った結果、該担体表面上でゲルを流動させることによって該抗体から該微生物、該細胞、
該微生物もしくは該細胞が分泌する該小胞または該ウイルスを除去できることを見出し、
本発明を完成した。
【０００７】
　すなわち、本発明は、
［１］抗原としての微生物、細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する小胞またはウイル
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スが結合している抗体が固相化されている担体表面上でゲル（第一ゲル）を流動させるこ
とを含む、該抗体から該微生物、該細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する該小胞また
は該ウイルスを除去する方法；
［２］該第一ゲルが多糖類のゲルまたはタンパク質のゲルである、［１］に記載の方法；
［３］該多糖類がアガロース、寒天およびカラギーナンからなる群から選択される、［２
］に記載の方法；
［４］該タンパク質がゼラチンである、［２］に記載の方法；
［５］該第一ゲルの破断強度が4－1100 g/cm2である、［１］－［４］のいずれか１つに
記載の方法；
［６］該微生物が大腸菌(Escherichia coli)、肺炎球菌(Streptococcus pneumoniae)また
は緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa)であり、該細胞が動物細胞であり、該微生物もしくは
該細胞が分泌する該小胞がエクソソームである、［１］－［５］のいずれか１つに記載の
方法；
［７］該第一ゲルがさらに塩水溶液を含む混合物であり、かつ該流動後、洗浄し、第一ゲ
ルと同一または異なるゲル（第二ゲル）を再度流動させることをさらに含む、［１］に記
載の方法；
［８］該第一ゲルおよび該第二ゲルが多糖類のゲルまたはタンパク質のゲルである、［７
］に記載の方法；
［９］該多糖類がアガロース、寒天およびカラギーナンからなる群から選択される、［８
］に記載の方法；
［１０］該タンパク質がゼラチンである、［８］に記載の方法；
［１１］該第一ゲルがアガロースゲルであり、該第二ゲルがゼラチンゲルである、［７］
に記載の方法；
［１２］該第一ゲルおよび該第二ゲルの破断強度が4－1100 g/cm2である、［７］－［１
１］のいずれか１つに記載の方法；
［１３］該塩水溶液が硫酸アンモニウム水溶液である、［７］－［１２］のいずれか１つ
に記載の方法；
［１４］該微生物が大腸菌(Escherichia coli)、肺炎球菌(Streptococcus pneumoniae)ま
たは緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa)であり、該細胞が動物細胞であり、該微生物もしく
は該細胞が分泌する該小胞がエクソソームである、［７］－［１３］のいずれか１つに記
載の方法；
［１５］抗原としての微生物、細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する小胞またはウイ
ルスが結合している抗体が固相化されている担体表面上でゲル（第一ゲル）を流動させる
ことによって該抗体から該微生物、該細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する該小胞、
該微生物もしくは該細胞が分泌する小胞または該ウイルスを除去し、被験試料を該担体に
接触させ、免疫学的手法で該微生物、該細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する該小胞
または該ウイルスを検出することを含む、該微生物、該細胞、該微生物もしくは該細胞が
分泌する該小胞または該ウイルスの免疫学的検出方法；
［１６］該第一ゲルがさらに塩水溶液を含む混合物であり、かつ該流動後、洗浄し、第一
ゲルと同一または異なるゲル（第二ゲル）を再度流動させることをさらに含む、［１５］
に記載の方法；
［１７］抗原としての微生物、細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する小胞またはウイ
ルスが結合している抗体が固相化されている担体表面上でゲルを流動させる機構を含む、
該抗体から該微生物、該細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する該小胞または該ウイル
スを除去する装置；
を提供する。
【発明の効果】
【０００８】
　本発明の抗体から抗原としての微生物、細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する小胞
またはウイルスを除去する方法を用いることによって、従来は再利用に適さなかった該抗
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体を再利用することが可能になる。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】マイクロアレイ型SPRi装置（(株)堀場製作所：OpenPlex）に付属したFlow-cell
を示す図である。
【図２】マイクロアレイ型SPRi装置（(株)堀場製作所：OpenPlex）専用のバイオチップ（
(株)堀場製作所：CS-HD）を示す図である。網掛け部は抗体が固相化された部分を示す。
６角形枠は図１におけるGasketが接触する場所を示す。
【図３】大腸菌(O111、O157）のO抗原に対する抗体を固相化したセンサーチップ表面への
大腸菌の結合によって誘起されるSPR現象に伴う反射光の変化量を示す図である。縦軸：
反射率（％）、横軸：時間（秒）
【図４】肺炎球菌(35B、15B/C）の莢膜抗原に対する抗体を固相化したセンサーチップ表
面への肺炎球菌の結合によって誘起されるSPR現象に伴う反射光の変化量を示す図である
。縦軸：反射率（％）、横軸：時間（秒）
【図５】大腸菌(O26、O91）のO抗原に対する抗体を固相化したセンサーチップ表面への大
腸菌の結合によって誘起されるSPR現象に伴う反射光の変化量を示す図である。縦軸：反
射率（％）、横軸：時間（秒）
【図６】大腸菌(O103、O115）のO抗原に対する抗体を固相化したセンサーチップ表面への
大腸菌の結合によって誘起されるSPR現象に伴う反射光の変化量を示す図である。縦軸：
反射率（％）、横軸：時間（秒）
【図７】大腸菌(O121、O128）のO抗原に対する抗体を固相化したセンサーチップ表面への
大腸菌の結合によって誘起されるSPR現象に伴う反射光の変化量を示す図である。縦軸：
反射率（％）、横軸：時間（秒）
【図８】大腸菌(O145、O159）のO抗原に対する抗体を固相化したセンサーチップ表面への
大腸菌の結合によって誘起されるSPR現象に伴う反射光の変化量を示す図である。縦軸：
反射率（％）、横軸：時間（秒）
【図９】HCT116由来エクソソームのCD9に対する抗体を固相化したセンサーチップ表面へ
のエクソソームの結合によって誘起されるSPR現象に伴う反射光の変化量を示す図である
。縦軸：反射率（％）、横軸：時間（秒）
【図１０】マウス肥満細胞のCD117に対する抗体を固相化したセンサーチップ表面への肥
満細胞の結合によって誘起されるSPR現象に伴う反射光の変化量を示す図である。縦軸：
反射率（％）、横軸：時間（秒）
【図１１】緑膿菌に対する抗体を固相化したセンサーチップ表面への緑膿菌の結合によっ
て誘起されるSPR現象に伴う反射光の変化量を示す図である。縦軸：反射率（％）、横軸
：時間（秒）
【図１２】抗原が結合している抗体が固相化されている担体表面上でゲルを流動させる機
構を含む、抗原を除去する装置を示す図である。ゲル/サンプル/バッファー用インレット
およびアウトレット：被験試料、洗浄バッファー。ゲルの供給口および排出口、三方弁お
よびゲル用ループ：ゲルの供給調整弁、供給調整用ループ。フローセル：図１を参照。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　本発明は、抗原としての微生物、細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する小胞（以下
、単なる「小胞」と記載する場合もある）またはウイルス（以下、「抗原としての微生物
、細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する小胞またはウイルス」を「微生物等」と記載
する場合もある）が結合している抗体が固相化されている担体表面上でゲル（以下、本発
明の第一ゲルと記載する場合もある）を流動させることを含む、該抗体から該微生物等を
除去する方法（以下、本発明の除去方法Ｉと記載する場合もある）を提供する。好ましく
は、本発明の抗原は、微生物、細胞または該微生物もしくは該細胞が分泌する小胞である
。
【００１１】
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　本発明の除去方法Ｉで抗体に結合している微生物としては、真正細菌（以下、単なる「
細菌」と記載する）、古細菌が挙げられるが、その中でも細菌が好ましい。細菌は、グリ
セロール3-リン酸の脂肪酸エステルより構成される細胞膜を持つ原核生物であれば特に制
限はなく、グラム陰性細菌であってもよいし、グラム陽性細菌であってもよい。グラム陰
性細菌としては、以下に制限されるものではないが、例えば、ナイセリア属(Neisseria)
、ブランハメラ属(Branhamella)、ヘモフィルス属(Haemophilus)、ボルデテラ属(Bordete
lla)、エシェリキア属(Escherichia)、シトロバクター属(Citrobacter)、サルモネラ属(S
almonella)、シゲリア属(Shigella)、クレブシエラ属(Klebsiella)、エンテロバクター属
(Enterobacter)、セラチア属(Serratia)、ハフニア属(Hafnia)、プロテウス属(Proteus)
、モルガネラ属(Morganella)、プロビデンシア属(Providencia)、エルシニア属(Yersinia
)、キャンピロバクター属(Campylobacter)、ビブリオ属(Vibrio)、エロモナス属(Aeromon
as)、シュードモナス属(Pseudomonas)、キサントモナス属(Xanthomonas)、アシネトバク
ター属(Acinetobacter)、フラボバクテリウム属(Flavobacterium)、ブルセラ属(Brucella
)、レジオネラ属(Legionella)、ベイロネラ属(Veillonella)、バクテロイデス属(Bactero
ides)、フゾバクテリウム属(Fusobacterium)などに属する細菌が挙げられるが、その中で
もエシェリキア属(Escherichia)またはシュードモナス属(Pseudomonas)に属する細菌が好
ましい。本発明の除去方法Ｉで抗体に結合しているエシェリキア属(Escherichia)に属す
る具体的な細菌としては、大腸菌(Escherichia coli)が挙げられ、好ましくはO26株、O91
株、O103株、O111株、O115株、O121株、O128株、O145株、O157株およびO159株が挙げられ
る。また、本発明の除去方法Ｉで抗体に結合しているシュードモナス属(Pseudomonas)に
属する具体的な細菌としては、緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa)が挙げられ、好ましくは
NCTC12924株が挙げられる。グラム陽性細菌としては、以下に制限されるものではないが
、例えば、スタフィロコッカス属(Staphylococcus)、ストレプトコッカス属(Streptococc
us)、エンテロコッカス属(Enterococcus)、コリネバクテリウム属(Corynebacterium)、バ
シラス属(Bacillus)、リステリア属(Listeria)、ペプトコッカス属(Peptococcus)、ペプ
トストレプトコッカス属(Peptostreptococcus)、クロストリジウム属(Clostridium)、ユ
ーバクテリウム属(Eubacterium)、プロピオニバクテリウム属(Propionibacterium)、ラク
トバシラス属(Lactobacillus)などに属する細菌が挙げられる。本発明の除去方法Ｉで抗
体に結合しているストレプトコッカス属(Streptococcus)に属する具体的な細菌としては
、肺炎球菌(Streptococcus pneumoniae)が挙げられ、好ましくは血清型15B/Cが挙げられ
る。
　本発明の除去方法Ｉで抗体に結合している細胞としては、真核生物の細胞であれば特に
制限はなく、動物細胞、植物細胞、真菌を含む概念として定義するが、その中でも動物細
胞が好ましい。動物細胞としては、以下に制限されるものではないが、例えば、肝細胞、
脾細胞、神経細胞、グリア細胞、膵β細胞、骨髄細胞、メサンギウム細胞、ランゲルハン
ス細胞、表皮細胞、上皮細胞、杯細胞、内皮細胞、平滑筋細胞、線維芽細胞、線維細胞、
筋細胞、脂肪細胞、免疫細胞（例、マクロファージ、T細胞、B細胞、ナチュラルキラー細
胞、肥満細胞、好中球、好塩基球、好酸球、単球）、巨核球、滑膜細胞、軟骨細胞、骨細
胞、骨芽細胞、破骨細胞、乳腺細胞、肝細胞もしくは間質細胞、またはこれら細胞の前駆
細胞、幹細胞もしくはガン細胞などが挙げられ、その中でも肥満細胞が好ましい。
　本発明の除去方法Ｉで抗体に結合している小胞としては、最外膜として脂質二重膜を有
する小胞であれば特に制限はなく、例えば、エクソソーム、細胞外小胞、膜小胞、エクソ
ソーム様小胞等が挙げられる。
　本発明の除去方法Ｉで抗体に結合しているウイルスとしては、カプシドタイプのウイル
スとエンベロープタイプのウイルスが挙げられる。
【００１２】
　本発明の除去方法Ｉにおいて、上記の微生物等が結合する抗体としては、ポリクローナ
ル抗体およびモノクローナル抗体をともに包含する。また、当該抗体は、IgG、IgA、IgM
、IgDまたはIgEのいずれの免疫グロブリンクラスに属するものであってもよいが、好まし
くはIgGである。本発明の抗体は目的の微生物等に結合する市販の抗体や研究機関に保存
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されている抗体を使用してもよい。あるいは、当業者であれば、下記の通りに目的の微生
物等に結合する抗体を作製することができる。
【００１３】
　ポリクローナル抗体は、例えば以下の方法により作製することができる。上記の微生物
等自体または微生物等の一部分（例えば、細菌であれば、O抗原、F抗原、H抗原、K抗原な
ど、動物細胞、エクソソームであれば膜タンパク質など）を感作抗原として、ウサギ、マ
ウス、ラット、ヤギ、モルモットまたはハムスター等の哺乳動物やニワトリ等の鳥類に免
疫（初回免疫から約１～４週間毎に１～数回追加免疫する）し、各追加免疫の約３～１０
日後に部分採血した血清の抗体価を従来公知の抗原抗体反応を利用して測定、その上昇を
確認しておく。さらに、最終免疫から約３～１０日後全血を採取して抗血清を精製する。
ポリクローナル抗体は、硫安分画等の塩析、遠心分離、透析、カラムクロマトグラフィー
等の慣用の分離技術を用いて単独の免疫グロブリンクラスとして精製することもできる。
【００１４】
　また、モノクローナル抗体は、通常細胞融合によって製造されるハイブリドーマ（融合
細胞）から取得することができる。すなわち、上記ポリクローナル抗体の場合と同様、上
記の感作抗原を免疫感作した哺乳動物から抗体産生細胞を単離し、これと骨髄腫細胞とを
融合させてハイブリドーマを形成させ、当該ハイブリドーマをクローン化し、上記の感作
抗原をマーカー抗原として、それに対して特異的な親和性を示す抗体を生産するクローン
を選択することによって製造される。また、あらかじめ単離された脾細胞あるいはリンパ
球等に培養液中で上記の感作抗原を作用させて生じる抗体産生細胞も使用することができ
る。この場合にはヒト由来の抗体産生細胞も調製可能である。
【００１５】
　モノクローナル抗体を分泌するハイブリドーマの調製はケーラーおよびミルシュタイン
の方法（Nature, Vol. 256, pp. 495-497, 1975）およびその変法に従って行うことがで
きる。すなわち、本発明のモノクローナル抗体は、前述のごとく免疫感作された動物から
取得される脾細胞、リンパ節細胞、末梢リンパ球、骨髄腫細胞あるいは扁桃細胞等、好ま
しくは脾細胞に含まれる抗体産生細胞と、好ましくは同種のマウス、ラット、モルモット
、ハムスター、ウサギまたはヒト等の哺乳動物、より好ましくはマウス、ラットまたはヒ
トの骨髄腫細胞（ミエローマ）との融合により得られるハイブリドーマを培養することに
より調製される。培養は、インビトロまたはマウス、ラット、モルモット、ハムスター、
ウサギ等の哺乳動物、好ましくはマウスまたはラット、より好ましくはマウスの腹腔内等
でのインビボで行うことができ、抗体はそれぞれ培養上清あるいは哺乳動物の腹水から取
得することができる。
【００１６】
　細胞融合に用いられる骨髄腫細胞としては、例えばマウス由来ミエローマP3/X63-AG8，
P3/NSI/1-Ag4-1, P3/X63-Ag8.U1, SP2/0-Ag14, F0あるいはBW5147, ラット由来ミエロー
マ210RCY3-Ag1.2.3., ヒト由来ミエローマU-266AR1, GML500-6TG-A1-2, UC729-6, CEM-AG
R, D1R11あるいはCEM-T15等が挙げられる。
【００１７】
　モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマクローンのスクリーニングは、ハイブリ
ドーマを例えばマイクロタイタープレート中で培養し、増殖のみられたウェル中の培養上
清の、マーカー抗原に対する反応性を、ラジオイムノアッセイ、エンザイムイムノアッセ
イ、蛍光イムノアッセイ等によって測定することにより行うことができる。
【００１８】
　モノクローナル抗体の単離精製は、上述のような方法によって製造される該抗体含有培
養上清あるいは腹水を、イオン交換クロマトグラフィー、抗イムノグロブリンカラムまた
はプロテインＡカラム等のアフィニティーカラムクロマトグラフィーに付すことにより行
うことができる。
【００１９】
　モノクローナル抗体は、上述の製造方法に限定されることなく、いかなる方法で得られ
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たものであってもよい。また、通常モノクローナル抗体は免疫感作を施す哺乳動物の種類
によりそれぞれ異なる構造の糖鎖を有するが、本発明におけるモノクローナル抗体は、該
糖鎖の構造差異により限定されるものではなく、あらゆる哺乳動物由来のモノクローナル
抗体をも包含するものである。さらに、例えばヒト免疫グロブリン遺伝子を組み込まれた
トランスジェニック動物から得られる組換えヒト型モノクローナル抗体、あるいはある哺
乳動物由来のモノクローナル抗体の定常領域(Fc)をヒト由来モノクローナル抗体のＦｃ領
域と組換えたキメラモノクローナル抗体、さらには抗原と相補的に直接結合し得る相補性
決定部位(CDR)以外の全領域をヒト由来モノクローナル抗体の対応領域と組換えたキメラ
モノクローナル抗体も上記のモノクローナル抗体に包含される。
【００２０】
　また、本発明の除去方法Ｉにおいて、微生物等が結合する抗体には、前記のポリクロー
ナル抗体、モノクローナル抗体（mAb）等の天然型抗体、遺伝子組換技術を用いて製造さ
れ得るキメラ抗体、ヒト化抗体や一本鎖抗体に加えて、これらの抗体の断片が含まれる。
抗体の断片とは、特異的結合活性を有する前述の抗体の一部分の領域を意味し、具体的に
はFab、Fab’、F(ab’)2、scAb、scFv、またはscFv-Fc等を包含する。
【００２１】
　また、当業者であれば、上記の抗体または断片と他のペプチドやタンパク質との融合抗
体を作製することや、修飾剤を結合させた修飾抗体を作製することも可能である。融合に
用いられる他のペプチドやタンパク質は、抗体の結合活性を低下させないものである限り
特に限定されず、例えば、ヒト血清アルブミン、各種tagペプチド、人工へリックスモチ
ーフペプチド、マルトース結合タンパク質、グルタチオンＳトランスフェラーゼ、各種毒
素、その他多量体化を促進しうるペプチドまたはタンパク質等が挙げられる。修飾に用い
られる修飾剤は、抗体の結合活性を低下させないものである限り特に限定されず、例えば
、ポリエチレングリコール、糖鎖、リン脂質、リポソーム、低分子化合物等が挙げられる
。
【００２２】
　本発明の除去方法Ｉで用いられる抗体は担体に固相化されていることを特徴とする。担
体は、免疫学的検出方法で使用されうる担体であれば特に制限はないが、例えば、ポリス
チレン、ポリアクリルアミド、シリコン等の合成樹脂、ガラス、金属薄膜、ニトロセルロ
ース膜等が挙げられる。担体への抗体の固相化に当っては、物理吸着を用いてもよく、ま
た通常タンパク質あるいは酵素等を不溶化、固相化するのに用いられる化学結合を用いる
方法でもよい。
【００２３】
　本発明の除去方法Ｉにおいて、本発明の第一ゲルは、分散質が架橋ないしは会合するこ
とによって流動性を喪失し、かつゲルの流通経路および反応漕に目詰まりしない大きさと
形状のものであれば、抗原としての微生物等を抗体から除去することができる。しかし、
一定の範囲の硬度を有するゲルであれば、より効率的に微生物等を抗体から除去すること
ができる。本発明においてゲルの硬度は、破断強度によって定義される。ここで、破断強
度は、直径100 mm×厚さ10 mmの円盤状に調製したゲルに対して、テキソグラフを用いて
、断面積2.0 cm2のプランジャーを毎秒0.8 mmで下降させて、圧縮することにより破断す
るのに要する力（g/cm2）と定義する。本発明の除去方法Ｉで使用されるゲルの破断強度
は、通常どのような値であってもよく、好ましくは、4-1,100g/cm2、より好ましくは、8-
1,100g/cm2である。ゲルの破断強度が、4-1,100g/cm2の範囲にある場合、微生物等を抗体
から効率的に除去することができ、8-1,100g/cm2の範囲である場合、さらに微生物等を抗
体から効率的に除去することができる。
　また、本発明の除去方法Ｉにおいて、本発明の第一ゲルの流動速度、流動時間、流動さ
せる際の温度は、当業者が適宜決定することができる。
　例えば、本発明の第一ゲルの流動速度は、通常、100 μm/s-100 mm/s、好ましくは、50
0 μm/s-25 mm/sである。
　また、例えば、本発明の第一ゲルの流動時間は、通常、30秒-1200秒、好ましくは、60
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秒-480秒である。
　また、例えば、本発明の第一ゲルの流動させる際の温度は、通常、4℃-37℃、好ましく
は、15℃-30℃である。
【００２４】
　本発明の第一ゲルは、多糖類、タンパク質または合成高分子のゲルであってよい。本発
明の第一ゲルに用いる多糖類としては、アガロース、寒天、カラギーナン、ペクチン、ア
ルギン酸ナトリウム、グルコマンナン、ジェランガム、キサンタンガム、ローカストビー
ンガム、タマリンドシードガム、カードランなどが挙げられ、好ましくは、アガロース、
寒天、カラギーナンである。本発明の第一ゲルに用いるタンパク質としては、ゼラチン、
大豆カゼイン、フィブリン、卵白タンパク質、ホエイタンパク質などが挙げられ、好まし
くは、ゼラチンである。本発明の第一ゲルに用いる合成高分子としては、ポリアクリルア
ミド、ポリアクリル酸ナトリウム、ポリ塩化ビニル、ポリビニルアルコールなどが挙げら
れる。
　ゲルは公知の方法で作製することができる。例えば、アガロースゲルは、蒸留水にアガ
ロース粉末を加えて沸騰させアガロース溶液を作製した後、加熱した蒸留水でアガロース
溶液を所望の濃度に希釈したのち、４℃にすることで調製できる。また、ゼラチンゲルは
、加熱した蒸留水にゼラチン粉末を加えてゼラチン溶液を作製した後、加熱した蒸留水で
所望の濃度に希釈したのち、４℃にすることで調製できる。また、寒天ゲルは、蒸留水に
寒天末を加えて沸騰させ寒天溶液を作製した後、加熱した蒸留水で寒天溶液を所望の濃度
に希釈したのち、４℃にすることで調製できる。カラギーナンゲルは、蒸留水にカラギー
ナンゲル粉末を加えて沸騰させカラギーナンゲル溶液を作製した後、塩化カリウム水溶液
でカラギーナンゲル溶液を所望の濃度に希釈したのち、４℃にすることで調製できる。
【００２５】
　本発明の除去方法Ｉにおいて、担体表面上で本発明の第一ゲルを流動させる前、流動さ
せた後、または流動の前後両方において、洗浄バッファーで該担体表面を洗浄してもよい
。洗浄バッファーは、後述する本発明の除去方法ＩＩにおける被験試料を溶かす溶媒であ
って、抗原抗体反応に適した生理的な塩類溶液であれば特に制限はなく、例えば、0.2％B
SAと0.02％Tween20を含むPBS、0.2％ BSA、0.02％Tween20及び5 mmol/L EDTAを含むPBS、
0.1％Caseinを含むD-PBS(-)などが挙げられるが、これらに限定されない。本発明の洗浄
バッファーの洗浄速度、洗浄時間、洗浄する際の温度は、当業者が適宜決定することがで
きる。
【００２６】
　上記の通り、抗原としての微生物等が結合している抗体が固相化されている担体表面上
でゲルを流動させることによって該抗体から該微生物等を除去することができる。しかし
、微生物等と抗体の間の結合は、該微生物等と該抗体の組み合わせに依存するため、本発
明の除去方法Ｉを用いても、該抗体から該微生物等を部分的に除去するに止まる場合があ
る。本発明者らは、ゲルに加えて塩水溶液による塩析効果を利用することによって、本発
明の除去方法Ｉでも除去しきることができない微生物等であっても除去することに成功し
た。
　従って、本発明はまた、抗原としての微生物等が結合している抗体が固相化されている
担体表面上で本発明の第一ゲルと塩水溶液を含む混合物を流動させ、洗浄後、本発明の第
一ゲルと同一または異なるゲル（以下、本発明の第二ゲルと記載する場合もある）を再度
流動させることを含む、該抗体から該微生物等を除去する方法（以下、本発明の除去方法
ＩＩと記載する場合もある）を提供する。
【００２７】
　本発明の除去方法ＩＩで抗体に結合している微生物、細胞、該微生物もしくは該細胞が
分泌する小胞またはウイルスとしては、本発明の除去方法Ｉに記載した微生物等と同様で
あってよい。微生物の場合、エシェリキア属(Escherichia)、シュードモナス属(Pseudomo
nas)またはストレプトコッカス属(Streptococcus)に属する細菌が好ましい。また、その
中でもエシェリキア属(Escherichia)に属する細菌として大腸菌(Escherichia coli)が挙



(11) JP WO2017/104626 A1 2017.6.22

10

20

30

40

50

げられ、好ましくはO26株、O91株、O103株、O111株、O115株、O121株、O128株、O145株、
O157株およびO159株が挙げられる。シュードモナス属(Pseudomonas)に属する細菌として
は、緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa)が挙げられ、好ましくはNCTC12924株が挙げられる
。ストレプトコッカス属(Streptococcus)に属する具体的な細菌としては、肺炎球菌(Stre
ptococcus pneumoniae)がより好ましく、血清型15B/Cまたは35Bがさらに好ましい。また
、細胞の場合、動物細胞が好ましく、その中でも肥満細胞が好ましい。小胞の場合、エク
ソソームが好ましい。
【００２８】
　本発明の除去方法ＩＩにおいて、上記の微生物等が結合する抗体および該抗体が固相化
される担体としては、本発明の除去方法Ｉに記載した抗体、担体と同様であってよい。
【００２９】
　本発明の除去方法ＩＩで使用される本発明の第一ゲルおよび本発明の第二ゲルは、本発
明の除去方法Ｉに記載したゲルと同様であってよい。本発明の第一ゲルと本発明の第二ゲ
ルは同一のゲルであっても異なるゲルであってもよいが、本発明の第一ゲルがアガロース
ゲルである場合、本発明の第二ゲルはゼラチンゲルであることが好ましい。なお、本発明
の除去方法ＩＩにおいて、ゲルの硬度、担体表面上を流動させるゲルの流動速度、流動時
間、流動させる際の温度は、本発明の除去方法Ｉの条件と同様であってよい。
【００３０】
　本発明の除去方法ＩＩで使用される本発明の第一ゲルと混合される塩水溶液としては、
塩析効果により微生物等を溶出できる塩水溶液であれば特に制限はない。塩としては、例
えば、いわゆるホフマイスター系列の上位に並ぶ、CO3

2－, SO4
2－, H2PO4

－とNH4
＋, K

＋, Na＋の組み合わせによる塩などが挙げられるが、好ましくは硫酸アンモニウムが挙げ
られる。また、塩水溶液は、塩析効果を生じさせることができれば、その濃度は限定され
ないが、好ましくは、飽和塩水溶液である。本発明の第一ゲルと塩溶液は任意の量比で混
合してよいが、扱いやすいという点から等量で混合することが好ましい。
【００３１】
　本発明の除去方法ＩＩにおいて、担体表面上で本発明の第一ゲルと塩水溶液を含む混合
物を流動させる前において、該塩水溶液で担体表面を洗浄してもよい。本発明の塩水溶液
の洗浄速度、洗浄時間、洗浄する際の温度は、当業者が適宜決定することができる。
　また、本発明の除去方法ＩＩにおいて、担体表面上で本発明の第二ゲルを流動させる前
、流動させた後、または流動の前後両方において、洗浄バッファーで担体表面を洗浄して
もよい。洗浄バッファーの組成、洗浄バッファーの洗浄速度、洗浄時間、洗浄する際の温
度は、本発明の除去方法Ｉの条件と同様であってよい。
【００３２】
　微生物等は抗体に対してある程度大きいため、複数個所で結合していると考えられる。
その場合、pHを変化させるなどの化学的な手段だけでは抗体から微生物等を除去できない
。しかし、本発明の除去方法Ｉ（または本発明の除去方法ＩＩ）のように、ゲルを抗体が
固相化された担体表面で流動させることによって微生物等を抗体から物理的に引きはがす
ような作用が生じていると考えられる。また、本発明の除去方法Ｉ（または本発明の除去
方法ＩＩ）は、微生物等と結合した抗体のみならず、タンパク質と結合した抗体にも適用
することができる。
【００３３】
　上記の通り、本発明の除去方法Ｉ（または本発明の除去方法ＩＩ）で微生物等を除去さ
れた抗体が固相化された担体は、使い捨てることなく繰り返し微生物等の免疫学的検出に
使用することができる。従って、本発明はまた、抗原としての微生物等が結合している抗
体が固相化されている担体表面上で本発明の第一ゲルを流動させることによって該抗体か
ら該微生物等を除去し、新たに被験試料を該担体に接触させ、免疫学的手法で該微生物等
を検出することを含む、該微生物等の免疫学的検出方法を提供する。さらに本発明はまた
、抗原としての微生物等が結合している抗体が固相化されている担体表面上で本発明の第
一ゲルと塩水溶液を含む混合物を流動させ、洗浄後、本発明の第一ゲルと同一または異な
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る本発明の第二ゲルを再度流動させることによって該抗体から該微生物等を除去し、新た
に被験試料を該担体に接触させ、免疫学的手法で該微生物等を検出することを含む、該微
生物等の免疫学的検出方法を提供（以下、本発明の免疫学的検出方法と記載する場合があ
る）する。
【００３４】
　本発明の免疫学的検出方法で使用される被験試料は、本発明の除去方法Ｉ（または本発
明の除去方法ＩＩ）において、担体に固相化されている抗体が捕捉する対象の微生物等を
含む試料であれば特に制限なく、例えば、食料品、血液試料、唾液、尿、糞、体液、細胞
培養液、培養細胞、培養微生物、環境水、土壌などが挙げられる。
【００３５】
　本発明の免疫学的検出方法で用いる免疫学的手法は、特に制限されるべきものではなく
、被験試料中の微生物等と対応する抗体からなる微生物等－抗体複合体を化学的または物
理的手段により検出する免疫学的検出法であれば、いずれの測定法を用いてもよい。また
、必要に応じて既知量の微生物等を含む標準液を用いて作製した標準曲線より微生物等の
量の算出を行うこともできる。本発明の免疫学的検出方法で用いる免疫学的手法としては
、ELISA、免疫センサーなど、バッチ系、フロー系を問わずに固相表面で抗原抗体反応さ
せる手法であれば良い。
【００３６】
　標識物質を用いる測定法に用いられる標識剤としては、例えば、放射性同位元素、酵素
、蛍光物質、発光物質などが用いられる。放射性同位元素としては、例えば、〔125I〕、
〔131I〕、〔3H〕、〔14C〕などが用いられる。上記酵素としては、安定で比活性の大き
なものが好ましく、例えば、β-ガラクトシダーゼ、β-グルコシダーゼ、アルカリフォス
ファターゼ、パーオキシダーゼ、リンゴ酸脱水素酵素などが用いられる。蛍光物質として
は、例えば、フルオレスカミン、フルオレッセンイソチオシアネートなどが用いられる。
発光物質としては、例えば、ルミノール、ルミノール誘導体、ルシフェリン、ルシゲニン
などが用いられる。さらに、抗体と標識剤との結合にビオチン-アビジン系を用いること
もできる。
【００３７】
　サンドイッチ法においては、担体に固相化された抗体に微生物等を含む可能性のある試
料を反応させ（1次反応）、さらに該微生物等に対する標識二次抗体を反応させ（2次反応
）た後、担体上の標識剤の量（活性）を測定することにより、試料中の微生物等を検出お
よび定量することができる。1次反応と2次反応は逆の順序に行っても、また、同時に行な
ってもよいし時間をずらして行なってもよい。
【００３８】
　あるいは、表面プラズモン共鳴（SPR）法による免疫センサーを用いて、市販のセンサ
ーチップの表面上に、常法に従って抗体を固定化し、これに微生物等を含む可能性のある
試料を接触させた後、該センサーチップに特定の波長の光を特定の角度から照射し、共鳴
角度の変化を指標にして、固定化した抗体への微生物等の結合の有無を判定することがで
きる。
【００３９】
　上記の通り、抗原としての微生物等が結合した抗体が固相化されている担体表面上でゲ
ルを流動させ、該抗体から該微生物等を除去し、被験試料に含まれる別の微生物等を該抗
体に再結合させ、上記の免疫学的手法を用いて該微生物等を検出することによって、繰り
返し、抗体が固相化された担体を再利用することができる。
【００４０】
　本発明はまた、抗原としての微生物、細胞、該微生物もしくは該細胞が分泌する小胞ま
たはウイルスが結合している抗体が固相化されている担体表面上でゲルを流動させる機構
を含む、該抗体から該微生物等を除去する装置を提供（以下、本発明の装置と記載する場
合がある）する。
【００４１】
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　本発明の装置で抗体に結合している微生物等、該微生物等が結合する抗体、該抗体が固
相化される担体としては、本発明の除去方法Ｉ（または本発明の除去方法ＩＩ）、本発明
の免疫学的検出方法において記載した微生物等、抗体、担体と同様であってよい。
【００４２】
　本発明の装置で使用されるゲルは、本発明の除去方法Ｉ（または本発明の除去方法ＩＩ
）、本発明の免疫学的検出方法に記載したゲルと同様であってよい。なお、ゲルの硬度、
担体表面上を流動させるゲルの流動速度、流動時間、流動させる際の温度は、本発明の除
去方法Ｉ（または本発明の除去方法ＩＩ）、本発明の免疫学的検出方法に記載した条件と
同様であってよい。また、本発明の装置では、本発明の除去方法ＩとＩＩのように本発明
の第一ゲルと第二ゲルを順番に供給することもできる。
【００４３】
　本発明の装置において、担体表面上でゲルを流動させる機構（以下、本発明の機構と記
載する場合がある）は、担体表面上でゲルを流動させることができるものであれば特に制
限されない。例えば、図１２に示す通り、本発明の機構は、ゲル/サンプル/バッファー用
インレット、フローセルが据え付けられた金属膜とプリズムからなる担体、アウトレット
を含む。本発明の機構において、被験試料、洗浄バッファー、ゲルがインレットから供給
され、フローセルが据え付けられた担体まで押し出され、アウトレットから排出される。
より具体的には、インレットから供給された被験試料が、担体表面上に接触し、該被験試
料に含まれる微生物等が該担体に固相化された抗体に捕捉される。次いで、洗浄バッファ
ーがインレットから供給され、被験試料と共にアウトレットから排出される。その後、ゲ
ルがインレットから供給され、担体表面上を流動することによって該担体に固相化された
抗体に捕捉された微生物等を除去する、最後に、洗浄バッファーがインレットから供給さ
れ、ゲルと共にアウトレットから排出される。その際、担体表面上でゲルが所望の流動速
度、流動時間、温度で供給されるように供給圧が調節されてもよい。従って、ゲルの供給
圧を調節するために、本発明の機構は、図１２に示す通り、三方弁とゲル用ループをさら
に備えてもよい。三方弁の３つの弁のうち、ゲル用ループ側の流路につながる弁のみを開
放することによってゲル用ループ中にゲルを滞留させて、担体表面上でゲルが所望の流動
速度、流動時間、温度が供給されるように供給圧を調節することができる。
【００４４】
　本発明の装置は、担体に固相化された抗体に微生物等が捕捉されているか否かを継時的
に観測するための機構を含んでいてもよい。そのような機構としては、例えば、SPR法の
ための光源、反射光検出器および反射光解析装置が挙げられる。本機構により、担体に固
相化された抗体に微生物等が結合しているか否かをリアルタイムに検出することができる
。
【実施例】
【００４５】
　以下において、実施例により本発明をより具体的に説明するが、この発明はこれらに限
定されるものではない。
【００４６】
表面プラズモン共鳴(SPR)によるイムノセンサーの構築
　SPRによるイムノセンサーは、マイクロアレイ型SPRi装置（(株)堀場製作所：OpenPlex
）、装置専用のバイオチップ（(株)堀場製作所：CS-HD）、及び、大腸菌のO抗原に対する
ウサギ抗血清10種類（デンカ生研(株)：病原大腸菌免疫血清「生研」O111、O157、O26、O
91、O103、O115、O121、O128、O145、O159）、肺炎球菌の莢膜抗原に対するウサギプール
抗血清2種類（Statens Serum Institut社：Pneumococcus Pool Antisera Type G、Type S
）、エクソソームのCD9に対するCD9モノクローナル抗体 (R&D system, Inc., MAB1880)、
マウスのmast cellのCD117に対するHuman/Mouse CD117/c-Kit 抗体 (R&D systems Inc., 
AF1356)、緑膿菌に対する緑膿菌群別用免疫血清「生研」I群（デンカ生研, 213662）を用
いて構築した。抗血清については、各抗血清からプロテインG（GE Healthcare社：Protei
n G Sepharose 4 Fast Flow）を用いて、取り扱い説明書に従い予め抗体を精製した。調
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製した抗体を、CS-HDの取扱説明書に従い、バイオチップに固相化し、センサーチップを
作製した。このチップをSPRi装置に装着し、微生物等の検出に用いるイムノセンサーとし
た。
【００４７】
ゲルの作製
１．ゼラチンゲル
　85℃に加熱した蒸留水500 mLに、ゼラチン（ナカライテスク(株)：精製粉末）50 gを加
えて溶解し、10％ゼラチン溶液を調製した。これを85℃に加熱した蒸留水を用いて、10, 
8, 6, 4, 3, 2, 1.5, 1.3, 1.1, 1.0, 0.7, 0.5％に希釈した後に4℃で4日間静置し、各
濃度のゼラチンゲルを調製した。
２．アガロースゲル
　蒸留水500 mLにアガロース（ナカライテスク(株)：低電気浸透、高ゲル強度）15 gを加
えて沸騰させ、3％アガロース溶液を調製した。これを85℃に加熱した蒸留水を用いて、3
, 2, 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 0.025, 0.0125％に希釈した後に4℃で1時間静
置し、各濃度のアガロースゲルを調製した。
３．寒天ゲル
　蒸留水500 mLに精製寒天末（ナカライテスク(株)：微生物培養用）1 gを加え、沸騰さ
せて溶解した後に4℃で1時間静置し、0.2％寒天ゲルを調製した。
４．カラギーナンゲル
　蒸留水500 mLにカラギーナン（ナカライテスク(株)）1 gを加え、沸騰させて溶解した
後に、3.5 mol/L塩化カリウム12.5 mLを添加して4℃で1時間静置し、0.2％カラギーナン
ゲルを調製した。
【００４８】
実施例１　大腸菌(Escherichia coli)のO抗原の検出とセンサーチップの再生（１）
　大腸菌は、O111、O157の血清型を示す2株を用いた。構築したイムノセンサーは、セン
サーチップ表面への分子の結合によって誘起されるSPR現象に伴う反射光の変化量を反射
率（％）として、3秒毎に測定することができる。センサーチップ表面へのバッファー、
サンプルまたは再生液の接触は、Flow-cell（図１）を介して行った。Flow-cellは、Gask
et全体がセンサーチップに完全に覆われるような位置（図２）で、センサーチップと接触
固定する。また、Flow-cellの平面のうち、Gasketの枠に囲まれた平面は、Gasketの枠の
周囲の平面よりも、80μm凹んでいる。結果的に、Flow-cellと接触したセンサーチップは
、Flow-cellのGasketの枠に囲まれた平面とセンサーチップ表面の間に幅80μｍの空間的
隙間が生じる。従って、Flow-cellにFittingを介して連結された片方のポリ塩化ビニルチ
ューブ（内径380μm）から送液されたバッファー等は、幅80μmの空間的隙間を満たすこ
とによってセンサーチップ表面に接触し、もう片方のポリ塩化ビニルチューブから排泄さ
れる。測定前に、抗体を固相化したセンサーチップ表面にバッファーA（0.2％BSAと0.02
％Tween20を含むPBS）を50 μL/分の流速で送液しコンディショニングした。この時点の
反射率を0％として測定を開始した。まず、菌体2株をバッファーAに懸濁しセンサーチッ
プ表面に240秒間送液した後、バッファーAを260秒間送液した。この時点の反射率は、O11
1が4.3％、O157が1.6％となり、菌体がチップ上の固相化抗体と結合した（図３-(1)及び-
(2)）。
　次に、センサーチップの再生、すなわち固相化抗体と結合した菌体の除去を試みた。再
生には、菌体を完全にまたは部分的に除去できること、そして固相化抗体には影響がない
ことが求められる。従来法である100 mmol/L グリシンバッファー（pH 2.0）、新しい試
みである3％ゼラチンゲル、0.2％アガロースゲル、0.2％寒天ゲル、0.2％カラギーナンゲ
ルを再生液としてそれぞれ60秒間送液した(図３-(3))。なお、3％ゼラチンゲルは、室温
での溶解を防ぎゲル強度を保つために、氷冷したものを使用した。次に、バッファーAを2
40秒間送液し、チップ表面に残った再生液を除去した。結果は、図３-(4)から明らかなよ
うに、100 mmol/L グリシンバッファー（pH 2.0）送液後ではO111の反射率が4.1％、O157
が1.0％と、測定開始時の0％に戻らず、菌体をほとんど除去できなかった。一方、3％ゼ
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ラチンゲル、0.2％アガロースゲル、0.2％寒天ゲルまたは0.2％カラギーナンゲル送液後
は、いずれも反射率が0％に収束し、O111、O157を完全に除去できた。また、再生後のチ
ップを用いて再度実験を行った結果、元の反射率が再現された。これらの結果から、3％
ゼラチンゲル、0.2％アガロースゲル、0.2％寒天ゲル、0.2％カラギーナンゲルは、セン
サーチップを好適に再生できることが明らかになった。
【００４９】
実施例２　肺炎球菌(Streptococcus pneumoniae)の莢膜抗原の検出とセンサーチップの再
生
　肺炎球菌は、15B/C、35Bの血清型を示す2株を用いた。15B/CはType S、35BはType Gの
抗血清で凝集反応を示す。
　測定前に、抗体を固相化したセンサーチップ表面にバッファーB（0.2％ BSA、0.02％Tw
een20、及び、5 mmol/L EDTAを含むPBS）を50 μL/分の流速で送液し、コンディショニン
グした。この時点の反射率を0％として、測定を開始した。まず、菌体2株をバッファーB
に懸濁してセンサーチップ表面に送液した。肺炎球菌と抗体との結合速度は遅く、液の流
れにより結合が阻害される。そこで送液を停止し、菌体懸濁液をチップ表面に900秒間留
めることによって、菌体と抗体を結合させた。この時点の反射率は、Type Gが0.36％、Ty
pe Sが0.32％となり、菌体がチップに固相化した抗体と結合した（図４-(1)）。
　次にセンサーチップの再生を試みた。まず、上記の大腸菌O抗原検出後に行った操作と
同様に3％ゼラチンゲルを用いた再生方法を試みた結果、Type Sの反射率は0％に収束した
ものの、Type Gの反射率は0.14－0.31％に止まり、センサーチップの再生は部分的であっ
た。このことから、肺炎球菌は菌株によっては大腸菌と比べて抗体との結合が強いことが
わかった。そこで、ゲルの再生効果だけではなく硫酸アンモニウムによる塩析効果を組み
合わせた菌体の除去を試みた。
　つまり、検出後にまず、流速 9000 μL/分で50％飽和硫酸アンモニウムを120秒間送液
後、流速50 μL/分で0.2％アガロースゲルと50％飽和硫酸アンモニウムの等量混合液を60
秒間送液した（図４-(2)及び-(3)）。その結果、反射率はType Gで0.07－0.08％、Type S
で0％となり、Type Sでは菌体が除去できたが、Type Gの一部の菌とアガロースゲルがチ
ップ表面に積り、完全には再生できなかった。しかしこれらは、流速 9000μL/分でバッ
ファーBを60秒間、氷冷した1.5％ゼラチンゲルを60秒間送液することによって除去できた
（図４-(4)及び-(5)）。最後に、流速50 μL/分でバッファーBを1000秒間送液した（図４
-(6)）が、菌体が完全に除去できたことは、Type G、Type S共に反射率が0％に収束した
ことからも明らかであった。また、再生後のチップを用いて再度実験を行った結果、元の
反射率が再現されたことから、固相化抗体に影響がないことが明らかになった。また、塩
析による再生効果を確かめるために、50％飽和硫酸アンモニウムのみで行った結果、反射
率は検出時と変わらず、再生できなかった。肺炎球菌の場合においても、チップの再生は
ゲルを用いて可能であり、特にアガロースとゼラチンゲルの組み合わせが効果的だった。
【００５０】
実施例３　ゲル強度と再生効果の関係
　上述と同様の調製方法で直径100 mm×厚さ10 mmの円盤状に調製したゼラチンゲル、及
びアガロースゲルを用いてゲル強度を測定した。測定にはテキソグラフ（(株)日本食品開
発研究所：製造番号9904-053）を使用し、圧縮によりゲルを破断するのに要する力（g/cm
2）を測定した。なお、圧縮は、断面積2.0 cm2のプランジャーを毎秒0.8 mmで下降させて
行った。一方、ゲルの再生効果は、大腸菌O111とO157の検出と再生を行ったときに、下記
の式で算出される値とし、再生効果が80－120％の範囲にあるとき、再生できたと定義し
た。
（O抗原検出時の反射率－ゲルによるチップ再生後の反射率）／O抗原検出時の反射率×10
0＝再生効果（％）
　測定したゲル強度と再生効果を、表1に示した。1.0－6％ゼラチンゲル、0.1－1％アガ
ロースゲルはO111、O157共に再生効果が88－116％だった。ゲル強度は、ゼラチンゲルで8
－1064 g/cm2、アガロースゲルでは4－1037 g/cm2であり、これらの強度ならチップの再
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生に利用できることがわかった。
　また、0.5-0.7％ゼラチンゲル、0.0125－0.05％アガロースゲルはテキソグラフの測定
下限値以下でゲル強度が測定できなかったが、濃度の一番低い0.5％ゼラチンゲル、0.012
5％アガロースゲルでも、O157においては高い再生効果があり、チップの再生に利用でき
ることがわかった。
　2－3％アガロースゲル、8－10％ゼラチンゲルはゲル強度が高く流路で目詰まりを起こ
すため送液することができず、構築したイムノセンサーには使用できなかったものの、再
生効果を持つことが予想される。
【００５１】
【表１】

【００５２】
実施例４　大腸菌(Escherichia coli)のO抗原の検出とセンサーチップの再生（２）
　大腸菌は、O26、O91、O103、O115、O121、O128、O145、O159の血清型を示す8株を用い
た。実施例１と同様に、測定前に、抗体を固相化したセンサーチップ表面にバッファーA
（0.2％BSAと0.02％Tween20を含むPBS）を50 μL/分の流速で送液しコンディショニング
した。この時点の反射率を0％として測定を開始した。まず、菌体8株を順次バッファーA
に懸濁しセンサーチップ表面に各々240秒間送液した後、バッファーAを260秒間送液した
。この時点の反射率は、O26が0.9％、O91が0.3％、O103が0.6％、O115が0.5％、O121が0.
8％、O128が0.5％、O145が0.7％、O159が0.8％となり、菌体がチップ上の固相化抗体と結
合した（図５～８）。
　次に、センサーチップの再生、すなわち固相化抗体と結合した菌体の除去を試みた。再
生には、菌体を完全にまたは部分的に除去できること、そして固相化抗体には影響がない
ことが求められる。従来法である100 mmol/L グリシンバッファー（pH 2.0）、10mM NaOH
、新しい試みである3％ゼラチンゲル、0.2％アガロースゲルを再生液としてそれぞれ60秒
間送液した。なお、3％ゼラチンゲルは、室温での溶解を防ぎゲル強度を保つために、氷
冷したものを使用した。次に、バッファーAを240秒間送液し、チップ表面に残った再生液
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を除去した。結果は、図５～８から明らかなように、100 mmol/L グリシンバッファー（p
H 2.0）送液後では、O115以外の全ての株で反射率が測定開始時の0％に戻らず、菌体をほ
とんど除去できなかった。また、10mM NaOH送液後でも、O115以外の全ての株で反射率が
測定開始時の0％に戻らなかった。それどころか、10mM NaOH を用いた場合、O26、O91、O
121では固相化抗体が部分的に変性したことによって反射率が0%未満に減少した。一方、3
％ゼラチンゲルまたは0.2％アガロースゲルを送液後では、いずれも8株において反射率が
0％に収束し、菌体を完全に除去できた。これらの結果から、3％ゼラチンゲル、0.2％ア
ガロースゲルは、センサーチップを好適に再生できることが明らかになった。
【００５３】
実施例５　HCT116 (ヒト大腸ガン由来細胞)由来エクソソームの検出とセンサーチップの
再生
　HCT116由来エクソソームは、超遠心法によって準備した。実施例１と同様に、測定前に
、CD9モノクローナル抗体を固相化したセンサーチップ表面にバッファーC (0.1％Casein
を含むD-PBS(-)) を25 μL/分の流速で送液しコンディショニングした。この時点の反射
率を0％として測定を開始した。HCT116由来エクソソームをバッファーAにより10倍希釈し
、センサーチップ表面に480秒間送液した後、バッファーAを480秒間送液した。この時点
の反射率は、0.25％となり、エクソソームがチップ上の固相化抗体と結合した (図９)。
　次に、センサーチップの再生、すなわち固相化抗体と結合したエクソソームの除去を試
みた。エクソソーム除去には、2%ゼラチンゲルを用いた。他の実施例と同様に2％ゼラチ
ンゲルは、室温での溶解を防ぎゲル強度を保つために、氷冷したものを使用した。2％ゼ
ラチンゲルは、480秒間/回で2回送液した。その後、バッファーAを360秒間送液し、チッ
プ表面に残った再生液を除去した。結果は、2％ゼラチンゲルを2回送液後、エクソソーム
においても反射率が0％に収束し、エクソソームを完全に除去できた。
【００５４】
実施例６　肥満細胞 (マウス骨髄由来) の検出とセンサーチップの再生
　肥満細胞は10%ウシ胎児血清とインターロイキン-3を含むRPMI1640培地で培養した。実
施例１と同様に、測定前に、CD117/c-Kit 抗体を固相化したセンサーチップ表面にバッフ
ァーC (0.1％Caseinを含むD-PBS(-)) を25 μL/分の流速で送液しコンディショニングし
た。この時点の反射率を0％として測定を開始した。バッファーA に懸濁した肥満細胞を
センサーチップ表面に480秒間送液した後、バッファーAを200秒間送液した。この時点の
反射率は、0.27％となり、肥満細胞がチップ上の固相化抗体と特異的に結合した (図１０
)。
　次に、センサーチップの再生、すなわち固相化抗体と結合した肥満細胞の除去を試みた
。肥満細胞除去には3%ゼラチンゲルを用いた。他の実施例と同様に3％ゼラチンゲルは、
室温での溶解を防ぎゲル強度を保つために、氷冷したものを使用した。3％ゼラチンゲル
は480秒間送液した。その後、バッファーAを480秒間送液し、チップ表面に残った再生液
を除去した。結果は、3％ゼラチンゲルを送液後、肥満細胞においても反射率が0％に収束
し、肥満細胞を完全に除去できた。
【００５５】
実施例７　Pseudomonas aeruginosa（NCTC12924: 緑膿菌）の検出とセンサーチップの再
生
　緑膿菌は、Soybean-casein digest agar (SC寒天培地, 日本製薬)で培養した。緑膿菌
に対する抗体は、緑膿菌群別用免疫血清「生研」I群（デンカ生研, 213662）から精製し
たポリクロ―ナル抗体を使用した。精製した抗体をセンサーチップ表面に固相化し、バッ
ファーC (0.1％Caseinを含むD-PBS(-)) を25 μL/分の流速で送液しコンディショニング
した。この時点の反射率を0％として測定を開始した。バッファーA に懸濁した緑膿菌を
センサーチップ表面に240秒間送液した後、バッファーAを120秒間送液した。この時点の
反射率は、0.5％となり、緑膿菌がチップ上の固相化抗体と特異的に結合した(図１１)。
　次に、センサーチップの再生、すなわち固相化抗体と結合した緑膿菌の除去を、3%ゼラ
チンゲルを用いて試みた。他の実施例と同様に3％ゼラチンゲルは、室温での溶解を防ぎ
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ゲル強度を保つために、氷冷したものを使用した。3％ゼラチンゲルは、240秒間を送液し
た。その後、バッファーAを240秒間送液し、チップ表面に残った再生液を除去した。結果
は、3％ゼラチンゲルを送液後、緑膿菌においても反射率が0％に収束し、緑膿菌を完全に
除去できた。
【産業上の利用可能性】
【００５６】
　本発明の除去方法を用いることによって、従来は使い捨てていた、微生物等の免疫学的
検出方法に用いた、担体に固相化された抗体を再利用することが可能になり、経済的負担
が軽くなる。
　本出願は、日本で出願された特願２０１５－２４４５６９（出願日：平成２７年１２月
１５日）および特願２０１６－１８２２１１（出願日：平成２８年９月１６日）を基礎と
しており、その内容はすべて本明細書に包含されるものとする。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【図５】
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摘要(译)

本发明提供了去除微生物，细胞，由微生物或细胞分泌的囊泡或作为抗
原的病毒的方法，该方法固定在抗体上以去除微生物等。 本发明还提供
了一种用于免疫学检测微生物等的方法，该方法包括从固定在载体上的
抗体中去除微生物等，该载体结合有作为抗原的微生物等。
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