
(57)【要約】
【課題】　コクシエラ菌の抗原または該抗原に結合する抗体からなる Q熱診断薬の製造お
よび、それらを用いた Q熱の診断方法を提供することを課題とする。
【解決手段】
　本発明者らは Q熱（コクシエラ症）の疫学、ならびに診断方法および診断薬の開発を行
った所、無血清培養法でコクシエラ菌の培養が可能であることを初めて見出し、この菌体
を用いることにより、無血清培養法による Q熱診断薬の製造が可能であることを明らかに
した。また、これらの診断薬を用いて、コクシエラ菌を高感度で検出できる免疫測定法、
一例としてラテックス凝集法を確立した。
　コクシエラ菌を無血清培養することで得られる抗原および該抗原に結合する抗体からな
る本発明の Q熱診断薬は、血清中に含まれる抗コクシエラ菌抗体の混入を防ぎ、従来の Q熱
診断薬よりも感度の高い診断方法を確立することが出来ると期待され、医療・製薬分野で
非常に有益なものである。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
コ ク シ エ ラ 菌 の 抗 原 を 含 む 診 断 薬 を 用 い て 、 被 検 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 該 抗 原 に 結 合 す る
抗 体 を 検 出 す る 工 程 を 含 む Q熱 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
抗 原 が 、 以 下 の (a)お よ び (b)か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ を 含 む 抗 原 で あ る 、 請 求 項 １
に 記 載 の 診 断 方 法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 の 後 、 不 活 化 処 理 を 行 う こ と で 得 ら れ る 不 活 化 全 菌 体 コ ク シ エ ラ
菌
(b) コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の 1ま た は 複 数 の 抗 原 タ ン パ ク 質 を 不 活 化 し た 不 活 化 抗 原 タ ン パ ク
質
【 請 求 項 ３ 】
抗 原 が 、 以 下 の (a)お よ び (b)の 工 程 に よ り 得 ら れ る 抗 原 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 診 断 方
法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 し 、 コ ク シ エ ラ 菌 培 養 調 製 物 を 製 造 す る 工 程
(b) コ ク シ エ ラ 菌 培 養 調 製 物 に 不 活 化 剤 を 添 加 し て 、 全 菌 体 コ ク シ エ ラ 菌 を 不 活 化 す る 工
程
【 請 求 項 ４ 】
抗 原 が 、 以 下 の (a)お よ び (b)の 工 程 に よ り 得 ら れ る 抗 原 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 診 断 方
法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 す る 工 程
(b) 培 養 し た コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の 1ま た は 複 数 の 抗 原 タ ン パ ク 質 に 、 不 活 化 剤 を 添 加 し て
該 抗 原 タ ン パ ク 質 を 不 活 化 す る 工 程
【 請 求 項 ５ 】
コ ク シ エ ラ 菌 の 培 養 が 、 以 下 の (a)ま た は (b)の い ず れ か の 工 程 か ら な る 、 請 求 項 ２ か ら 請
求 項 4に 記 載 の 診 断 方 法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 無 血 清 培 養 す る 工 程
(b) コ ク シ エ ラ 菌 を 血 清 添 加 培 養 す る 工 程
【 請 求 項 ６ 】
コ ク シ エ ラ 菌 が 野 生 株 、 臨 床 分 離 株 、 も し く は そ れ ら 由 来 の 人 工 変 異 株 、 ま た は 組 換 え 株
で あ る 請 求 項 １ か ら ５ の い ず れ か に 記 載 の 診 断 方 法
【 請 求 項 ７ 】
コ ク シ エ ラ 菌 が コ ク シ エ ラ ・ バ ー ネ ッ テ ィ で あ る 請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か に 記 載 の 診 断
方 法
【 請 求 項 ８ 】
コ ク シ エ ラ 菌 の 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 診 断 薬 を 用 い て 、 被 検 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 該
抗 体 に 結 合 す る 抗 原 を 検 出 す る 工 程 を 含 む Q熱 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
抗 体 が コ ク シ エ ラ 菌 体 の 一 部 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 診
断 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が コ ク シ エ ラ 菌 の 外 膜 糖 タ ン パ ク 質 抗 原 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 お よ び リ ポ 多 糖 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ で あ る 請
求 項 ９ に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
診 断 薬 の 抗 体 を 作 成 す る 際 に 用 い た 抗 原 が 、 以 下 の (a)ま た は (b)の い ず れ か で あ る 、 請 求
項 ８ か ら １ ０ の い ず れ か に 記 載 の Q熱 診 断 方 法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 の 後 、 不 活 化 処 理 を 行 う こ と で 得 ら れ る 不 活 化 全 菌 体 コ ク シ エ ラ
菌
(b) コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の 1ま た は 複 数 の 抗 原 タ ン パ ク 質 を 不 活 化 し た 、 不 活 化 抗 原 タ ン パ

10

20

30

40

50

(2) JP 2006-10360 A 2006.1.12



ク 質
【 請 求 項 １ ２ 】
診 断 薬 の 抗 体 を 作 成 す る 際 に 用 い た 抗 原 が 、 以 下 の (a)お よ び (b)の 工 程 に よ り 得 ら れ る 抗
原 で あ る 、 請 求 項 ８ か ら １ ０ の い ず れ か に 記 載 の Q熱 診 断 方 法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 し 、 コ ク シ エ ラ 菌 培 養 調 製 物 を 製 造 す る 工 程
(b) コ ク シ エ ラ 菌 培 養 調 製 物 に 不 活 化 剤 を 添 加 し て 、 全 菌 体 コ ク シ エ ラ 菌 を 不 活 化 す る 工
程
【 請 求 項 １ ３ 】
診 断 薬 の 抗 体 を 作 成 す る 際 に 用 い た 抗 原 が 、 以 下 の (a)お よ び (b)の 工 程 に よ り 得 ら れ る 抗
原 で あ る 、 請 求 項 ８ か ら １ ０ の い ず れ か に 記 載 の Q熱 診 断 方 法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 す る 工 程
(b) 培 養 し た コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の 1ま た は 複 数 の 抗 原 タ ン パ ク 質 に 、 不 活 化 剤 を 添 加 し て
該 抗 原 タ ン パ ク 質 を 不 活 化 す る 工 程
【 請 求 項 １ ４ 】
コ ク シ エ ラ 菌 の 培 養 が 、 以 下 の (a)ま た は (b)の い ず れ か の 工 程 で あ る 、 請 求 項 １ １ か ら １
３ の い ず れ か に 記 載 の Q熱 診 断 方 法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 無 血 清 培 養 す る 工 程
(b) コ ク シ エ ラ 菌 を 血 清 添 加 培 養 す る 工 程
【 請 求 項 １ ５ 】
免 疫 的 測 定 法 を 用 い る 請 求 項 １ か ら １ ４ の い ず れ か に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 を 用 い る 請 求 項 １ か ら １ ５ の い ず れ か に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
コ ク シ エ ラ 菌 の 抗 原 ま た は 該 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む Q熱 診 断 薬 。
【 請 求 項 １ ８ 】
抗 原 が 、 以 下 の (a)お よ び (b)か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ を 含 む 抗 原 で あ る 、 請 求 項 １
７ に 記 載 の Q熱 診 断 薬 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 の 後 、 不 活 化 処 理 を 行 う こ と で 得 ら れ る 不 活 化 全 菌 体 コ ク シ エ ラ
菌
(b) コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の 1ま た は 複 数 の 抗 原 タ ン パ ク 質 を 不 活 化 し た 、 不 活 化 抗 原 タ ン パ
ク 質
【 請 求 項 １ ９ 】
抗 原 が 、 以 下 の (a)お よ び (b)の 工 程 に よ り 得 ら れ る 抗 原 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の Q熱
診 断 薬 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 し 、 コ ク シ エ ラ 菌 培 養 調 製 物 を 製 造 す る 工 程
(b) コ ク シ エ ラ 菌 培 養 調 製 物 に 不 活 化 剤 を 添 加 し て 、 全 菌 体 コ ク シ エ ラ 菌 を 不 活 化 す る 工
程
【 請 求 項 ２ ０ 】
抗 原 が 、 以 下 の (a)お よ び (b)の 工 程 に よ り 得 ら れ る 抗 原 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の Q熱
診 断 薬 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 す る 工 程
(b) 培 養 し た コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の 1ま た は 複 数 の 抗 原 タ ン パ ク 質 に 、 不 活 化 剤 を 添 加 し 該
抗 原 タ ン パ ク 質 を 不 活 化 す る 工 程
【 請 求 項 ２ １ 】
コ ク シ エ ラ 菌 の 培 養 が 、 以 下 の (a)ま た は (b)の い ず れ か の 工 程 で あ る 、 請 求 項 １ ８ か ら ２
０ の い ず れ か に 記 載 の Q熱 診 断 方 法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 無 血 清 培 養 す る 工 程
(b) コ ク シ エ ラ 菌 を 血 清 添 加 培 養 す る 工 程
【 請 求 項 ２ ２ 】
抗 体 が コ ク シ エ ラ 菌 体 の 一 部 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ７ か ら ２ １
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の い ず れ か に 記 載 の Q熱 診 断 薬 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が コ ク シ エ ラ 菌 の 外 膜 糖 タ ン パ ク 質 抗 原 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 お よ び リ ポ 多 糖 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ で あ る 請
求 項 ２ ２ に 記 載 の Q熱 診 断 薬 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 １ ７ か ら ２ ３ の い ず れ か に 記 載 の 診 断 薬 を 含 む 診 断 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 コ ク シ エ ラ 菌 の 抗 原 ま た は 該 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む Q熱 診 断 薬 の 製 造 お
よ び 、 そ れ ら を 用 い た Q熱 の 診 断 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Q熱 （ コ ク シ エ ラ 症 ） は 細 菌 の 一 種 コ ク シ エ ラ ・ バ ー ネ ッ テ ィ の 感 染 に よ り 起 こ さ れ る
人 獣 共 通 感 染 症 で あ る 。 ヒ ト に お い て は Q熱 と 呼 ば れ 、 原 因 不 明 不 詳 の 慢 性 疲 労 性 症 候 群
と の 関 連 性 が 疑 わ れ て い る 。 動 物 （ 鳥 類 を 含 む ） に お い て は コ ク シ エ ラ 症 と 呼 ば れ る 。 動
物 に お い て は 大 部 分 が 不 顕 性 で あ り 、 致 死 性 は 低 い と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Q熱 の 主 な 原 因 菌 は 細 菌 の 一 種 で あ り 、 レ ジ オ ネ ラ 目 コ ク シ エ ラ 科 コ ク シ エ ラ 属 の バ ー
ネ ッ テ ィ 種 に 分 類 さ れ る 。 レ ジ オ ネ ラ 目 の 他 の 細 菌 と 同 様 、 コ ク シ エ ラ 菌 は 動 物 細 胞 内 寄
生 性 で あ り 、 動 物 細 胞 内 に お い て の み 分 裂 増 殖 す る 。 本 菌 は グ ラ ム 陰 性 、 小 桿 菌 で 大 小 の
多 形 性 を 示 し 、 大 腸 菌 の S/R（ ス ム ー ス /ラ フ ） 変 異 に 類 似 す る I 相 菌 II相 菌 の 相 変 異 を 示
す 。 Ｉ 相 菌 は 新 鮮 分 離 菌 の 場 合 に み ら れ 、 強 毒 型 で あ り 、 細 胞 表 層 は 長 鎖 の リ ポ 多 糖 （ Ｌ
Ｐ Ｓ ） に 覆 わ れ て い る 。 II相 菌 は 、 Ｉ 相 菌 の 継 代 培 養 で 生 じ 、 弱 毒 で あ り 、 細 胞 表 層 は 短
鎖 の Ｌ Ｐ Ｓ で 覆 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Q熱 の 臨 床 像 は 多 様 で あ り 、 主 に 急 性 型 と 慢 性 型 に 分 け ら れ る 。 急 性 型 は 発 熱 、 頭 痛 、
筋 肉 痛 、 関 節 痛 、 発 咳 な ど を 特 徴 と す る 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 様 感 染 が 多 い 。 ま た 、
肺 炎 や 肝 炎 に な る 傾 向 も 認 め ら れ る 。 予 後 は 一 般 に 良 好 で あ り 、 通 常 2週 間 程 度 で 解 熱 、
回 復 す る 。 一 方 、 慢 性 型 の 症 状 は 心 内 膜 炎 が 多 く 、 特 に 慢 性 肝 炎 、 心 筋 炎 を 伴 う 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Q熱 の 治 療 法 と し て は 抗 生 剤 （ テ ト ラ サ イ ク リ ン 系 ） が 利 用 で き る 。 し か し 、 有 用 か つ
簡 便 な 診 断 薬 が 存 在 し な い 現 状 に お い て 、 Q熱 で あ る と の 診 断 が 下 さ れ る ま で に 時 間 が か
か り 、 そ の 後 に 漸 く 抗 生 剤 が 投 与 さ れ る の で 、 抗 生 剤 の 効 果 は 感 染 の 広 が り を 阻 止 す る 上
で 不 十 分 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 コ ク シ エ ラ 菌 の ヒ ト へ の 感 染 ル ー ト に は 、 ダ ニ が 介 在 す る と 考 え ら れ て い る 。 ま た 、 野
外 動 物 や 鳩 な ど の 鳥 類 、 家 畜 と し て は 牛 、 羊 、 愛 玩 動 物 な ど が 関 係 す る と 推 定 さ れ て お り
、 ヒ ト が 終 末 宿 主 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 ヒ ト へ の 主 な 感 染 経 路 は 吸 入 感 染 で あ る が 、
一 部 経 口 感 染 も 疑 わ れ て い る 。 ヒ ト に お け る コ ク シ エ ラ 菌 の 感 染 は 数 十 ％ と 推 定 さ れ る が
、 正 確 な 統 計 結 果 は ま だ 得 ら れ て い な い 。 こ の 理 由 の 一 つ は 有 用 な 診 断 薬 が 無 い こ と に よ
る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 一 般 に 臨 床 上 、 Q熱 を 早 期 に 他 の 感 染 症 と 区 別 す る の は 困 難 で あ り 、 イ ン フ ル エ ン ザ 感
染 と 誤 診 さ れ る 場 合 も あ る と 考 え ら れ る 。 も し 簡 便 で 高 感 度 の Ｑ 熱 診 断 薬 が 開 発 さ れ れ ば
、 こ の 問 題 の 解 決 に 貢 献 す る と 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ れ ま で に 、 Q熱 検 出 法 と し て ３ 種 類 の 方 法 が 公 知 で あ る 。
　 １ ） 血 清 学 的 検 出 法
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　 ２ ） 遺 伝 子 学 的 検 出 法
　 ３ ） 病 原 体 分 離 に よ る 検 出 法
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 公 知 の Q熱 検 出 法 は そ れ ぞ れ 長 所 が あ る も の の 、 診 断 薬 に 利 用 す る 上 で は 以 下 の よ う な
問 題 点 が 指 摘 さ れ て き た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 血 清 学 （ 免 疫 学 的 ） 的 検 出 法 に お い て は 、 蛍 光 抗 体 法 （ FA） の 定 量 性 が 確 保 さ れ な い 、
反 応 時 間 が 比 較 的 長 い 、 測 定 の 自 動 化 が 困 難 で あ る 、 ま た は 酵 素 標 識 抗 体 法 （ ELISA） は
抗 体 使 用 量 が 多 い と い う 問 題 点 が あ っ た 。 マ イ ク ロ タ イ タ プ レ ー ト を 坦 体 と す る 場 合 に は
、 反 応 液 中 で 結 合 型 と 遊 離 型 の 抗 原 ま た は 抗 体 を 分 離 す る 操 作 （ B/F分 離 ） が 必 要 で あ り
、 こ れ に 要 す る 遠 心 機 が 高 価 で あ っ た 。 ま た 、 コ ク シ エ ラ 菌 は 動 物 細 胞 内 だ け で 分 裂 増 殖
す る た め 、 本 診 断 方 法 の 抗 原 作 成 に お い て コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 す る 際 に は 、 必 須 栄 養 因 子
と し て 血 清 が 添 加 使 用 さ れ て き た 。 こ の 血 清 に は 抗 コ ク シ エ ラ 菌 抗 体 が 混 入 し て い て 、 コ
ク シ エ ラ 菌 体 － 抗 コ ク シ エ ラ 菌 抗 体 複 合 体 を 形 成 す る 可 能 性 が 考 え ら れ 、 診 断 薬 の 抗 原 材
料 と し て は 不 適 切 で あ っ た 。 近 年 抗 原 に 対 応 す る 抗 体 を 含 ま な い 無 血 清 培 地 を 用 い た 培 養
法 が 開 発 さ れ て き た が 、 こ れ ら の 培 養 法 が コ ク シ エ ラ 菌 の 培 養 に 使 用 さ れ る こ と は こ れ ま
で な か っ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 遺 伝 子 学 的 検 出 法 （ PCR法 な ど ） に お い て は 、 必 要 機 器 と 試 薬 が 高 価 で あ る の で 、 使 用
で き る 施 設 が 限 ら れ 簡 便 性 に 欠 け る と い う 問 題 点 が あ っ た 。 一 般 医 療 施 設 で 利 用 す る 上 で
は 、 第 １ 位 選 択 の 診 断 方 法 と な り に く い も の で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 病 原 体 分 離 に よ る 検 出 法 に お い て は 、 培 養 日 数 が 長 い た め 、 早 期 診 断 に 適 し て い な い と
い う 問 題 点 が あ っ た 。 ま た 、 施 設 と し て も バ イ オ ハ ザ ー ド 対 策 を 備 え な け れ ば な ら ず 、 簡
便 性 に 欠 け る も の で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 す な わ ち 、 Q熱 の 診 断 法 と し て 、 高 感 度 、 高 選 択 性 、 迅 速 性 、 簡 便 性 を 兼 ね 備 え た 方 法
は こ れ ま で に 開 発 さ れ て お ら ず 、 施 設 や 必 要 機 器 の 面 か ら も 経 済 的 負 担 の 少 な い 診 断 方 法
は 存 在 し て い な か っ た 。 簡 便 か つ 迅 速 な Q熱 診 断 方 法 の 開 発 が 世 界 中 で 求 め ら れ て き た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 尚 、 本 出 願 の 発 明 に 関 連 す る 先 行 技 術 文 献 情 報 を 以 下 に 示 す 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Sa,V. et al., J.Clin. Microbiol. 1996. 34:2947-2951
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 こ の よ う な 状 況 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ り 、 そ の 目 的 は 、 コ ク シ エ ラ 菌 の
抗 原 を 含 む 診 断 薬 を 用 い て 、 被 検 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 該 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を 検 出 す る
工 程 を 含 む Q熱 診 断 方 法 、 ま た は 、 コ ク シ エ ラ 菌 の 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 診 断 薬 を 用
い て 、 被 検 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 該 抗 体 に 結 合 す る 抗 原 を 検 出 す る 工 程 を 含 む Q熱 診 断 方
法 を 提 供 す る こ と に あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は コ ク シ エ ラ 菌 の 抗 原 ま た は 該 抗 原 に 結 合 す る
抗 体 を 含 む Q熱 診 断 薬 の 提 供 も 行 う 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は Q熱 （ コ ク シ エ ラ 症 ） の 疫 学 、 な ら び に 診 断
方 法 お よ び 診 断 薬 の 開 発 を 行 っ た 。 コ ク シ エ ラ 菌 は 細 胞 内 寄 生 菌 の 一 種 な の で 、 通 常 は コ
ク シ エ ラ 菌 の 培 養 は 動 物 細 胞 培 養 の 技 術 を 用 い る 。 動 物 細 胞 培 養 用 培 地 に は 通 常 血 清 が 添
加 さ れ る の で 、 コ ク シ エ ラ 菌 の 培 養 に お い て も 血 清 添 加 培 養 法 が 使 用 さ れ て き た 。 こ う し
て 得 ら れ る 培 養 物 を 診 断 薬 の 抗 原 材 料 に 用 い る 場 合 、 血 清 由 来 の 抗 コ ク シ エ ラ 菌 抗 体 と コ
ク シ エ ラ 菌 体 が 複 合 体 を 形 成 し 、 診 断 薬 と し て の 検 出 感 度 を 妨 害 す る 危 険 を 伴 っ て い た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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　 本 発 明 者 ら は 上 記 の 問 題 を 解 決 す る た め に 菌 体 の 培 養 条 件 の 検 討 を 行 っ た 所 、 無 血 清 培
養 法 で コ ク シ エ ラ 菌 の 培 養 が 可 能 で あ る こ と を 初 め て 見 出 し 、 こ の 菌 体 を 用 い る こ と に よ
り 、 無 血 清 培 養 法 に よ る Q熱 診 断 薬 の 製 造 が 可 能 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 ま た 、 こ れ
ら の 診 断 薬 を 用 い て 、 コ ク シ エ ラ 菌 を 高 感 度 で 検 出 で き る 免 疫 測 定 法 、 一 例 と し て ラ テ ッ
ク ス 凝 集 法 を 確 立 し た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 即 ち 、 本 発 明 者 ら は 、 コ ク シ エ ラ 菌 の 抗 原 ま た は 該 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 か ら な る Q熱 診
断 薬 の 製 造 お よ び 、 そ れ ら を 用 い た Q熱 の 診 断 方 法 を 開 発 す る こ と に 成 功 し 、 こ れ に よ り
本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 よ り 具 体 的 に は 、 以 下 の （ １ ） ～ （ ２ ４ ） を 提 供 す る 。
（ １ ） コ ク シ エ ラ 菌 の 抗 原 を 含 む 診 断 薬 を 用 い て 、 被 検 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 該 抗 原 に 結
合 す る 抗 体 を 検 出 す る 工 程 を 含 む Q熱 診 断 方 法 。
（ ２ ） 抗 原 が 、 以 下 の (a)お よ び (b)か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ を 含 む 抗 原 で あ る 、 （
１ ） に 記 載 の 診 断 方 法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 の 後 、 不 活 化 処 理 を 行 う こ と で 得 ら れ る 不 活 化 全 菌 体 コ ク シ エ ラ
菌
(b) コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の 1ま た は 複 数 の 抗 原 タ ン パ ク 質 を 不 活 化 し た 不 活 化 抗 原 タ ン パ ク
質
（ ３ ） 抗 原 が 、 以 下 の (a)お よ び (b)の 工 程 に よ り 得 ら れ る 抗 原 で あ る 、 （ １ ） に 記 載 の 診
断 方 法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 し 、 コ ク シ エ ラ 菌 培 養 調 製 物 を 製 造 す る 工 程
(b) コ ク シ エ ラ 菌 培 養 調 製 物 に 不 活 化 剤 を 添 加 し て 、 全 菌 体 コ ク シ エ ラ 菌 を 不 活 化 す る 工
程
（ ４ ） 抗 原 が 、 以 下 の (a)お よ び (b)の 工 程 に よ り 得 ら れ る 抗 原 で あ る 、 （ １ ） に 記 載 の 診
断 方 法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 す る 工 程
(b) 培 養 し た コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の 1ま た は 複 数 の 抗 原 タ ン パ ク 質 に 、 不 活 化 剤 を 添 加 し て
該 抗 原 タ ン パ ク 質 を 不 活 化 す る 工 程
（ ５ ） コ ク シ エ ラ 菌 の 培 養 が 、 以 下 の (a)ま た は (b)の い ず れ か の 工 程 か ら な る 、 （ ２ ） か
ら （ ４ ） に 記 載 の 診 断 方 法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 無 血 清 培 養 す る 工 程
(b) コ ク シ エ ラ 菌 を 血 清 添 加 培 養 す る 工 程
（ ６ ） コ ク シ エ ラ 菌 が 野 生 株 、 臨 床 分 離 株 、 も し く は そ れ ら 由 来 の 人 工 変 異 株 、 ま た は 組
換 え 株 で あ る （ １ ） か ら （ ５ ） の い ず れ か に 記 載 の 診 断 方 法
（ ７ ） コ ク シ エ ラ 菌 が コ ク シ エ ラ ・ バ ー ネ ッ テ ィ で あ る （ １ ） か ら （ ６ ） の い ず れ か に 記
載 の 診 断 方 法
（ ８ ） コ ク シ エ ラ 菌 の 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 診 断 薬 を 用 い て 、 被 検 サ ン プ ル 中 に 存 在
す る 該 抗 体 に 結 合 す る 抗 原 を 検 出 す る 工 程 を 含 む Q熱 診 断 方 法 。
（ ９ ） 抗 体 が コ ク シ エ ラ 菌 体 の 一 部 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 （ ８ ） に 記 載
の 診 断 方 法 。
（ １ ０ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が コ ク シ エ ラ 菌 の 外 膜 糖 タ ン パ ク 質 抗 原 を 認 識 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 お よ び リ ポ 多 糖 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ
で あ る （ ９ ） に 記 載 の 診 断 方 法 。
（ １ １ ） 診 断 薬 の 抗 体 を 作 成 す る 際 に 用 い た 抗 原 が 、 以 下 の (a)ま た は (b)の い ず れ か で あ
る 、 （ ８ ） か ら （ １ ０ ） の い ず れ か に 記 載 の Q熱 診 断 方 法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 の 後 、 不 活 化 処 理 を 行 う こ と で 得 ら れ る 不 活 化 全 菌 体 コ ク シ エ ラ
菌
(b) コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の 1ま た は 複 数 の 抗 原 タ ン パ ク 質 を 不 活 化 し た 、 不 活 化 抗 原 タ ン パ
ク 質
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（ １ ２ ） 診 断 薬 の 抗 体 を 作 成 す る 際 に 用 い た 抗 原 が 、 以 下 の (a)お よ び (b)の 工 程 に よ り 得
ら れ る 抗 原 で あ る 、 （ ８ ） か ら （ １ ０ ） の い ず れ か に 記 載 の Q熱 診 断 方 法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 し 、 コ ク シ エ ラ 菌 培 養 調 製 物 を 製 造 す る 工 程
(b) コ ク シ エ ラ 菌 培 養 調 製 物 に 不 活 化 剤 を 添 加 し て 、 全 菌 体 コ ク シ エ ラ 菌 を 不 活 化 す る 工
程
（ １ ３ ） 診 断 薬 の 抗 体 を 作 成 す る 際 に 用 い た 抗 原 が 、 以 下 の (a)お よ び (b)の 工 程 に よ り 得
ら れ る 抗 原 で あ る 、 （ ８ ） か ら （ １ ０ ） の い ず れ か に 記 載 の Q熱 診 断 方 法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 す る 工 程
(b) 培 養 し た コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の 1ま た は 複 数 の 抗 原 タ ン パ ク 質 に 、 不 活 化 剤 を 添 加 し て
該 抗 原 タ ン パ ク 質 を 不 活 化 す る 工 程
（ １ ４ ） コ ク シ エ ラ 菌 の 培 養 が 、 以 下 の (a)ま た は (b)の い ず れ か の 工 程 で あ る 、 （ １ １ ）
か ら （ １ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の Q熱 診 断 方 法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 無 血 清 培 養 す る 工 程
(b) コ ク シ エ ラ 菌 を 血 清 添 加 培 養 す る 工 程
（ １ ５ ） 免 疫 的 測 定 法 を 用 い る （ １ ） か ら （ １ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の 診 断 方 法 。
（ １ ６ ） ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 を 用 い る （ １ ） か ら （ １ ５ ） の い ず れ か に 記 載 の 診 断 方 法 。
（ １ ７ ） コ ク シ エ ラ 菌 の 抗 原 ま た は 該 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む Ｑ 熱 診 断 薬 。
（ １ ８ ） 抗 原 が 、 以 下 の (a)お よ び (b)か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ を 含 む 抗 原 で あ る 、
（ １ ７ ） に 記 載 の Q熱 診 断 薬 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 の 後 、 不 活 化 処 理 を 行 う こ と で 得 ら れ る 不 活 化 全 菌 体 コ ク シ エ ラ
菌
(b) コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の 1ま た は 複 数 の 抗 原 タ ン パ ク 質 を 不 活 化 し た 、 不 活 化 抗 原 タ ン パ
ク 質
（ １ ９ ） 抗 原 が 、 以 下 の (a)お よ び (b)の 工 程 に よ り 得 ら れ る 抗 原 で あ る 、 （ １ ７ ） に 記 載
の Q熱 診 断 薬 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 し 、 コ ク シ エ ラ 菌 培 養 調 製 物 を 製 造 す る 工 程
(b) コ ク シ エ ラ 菌 培 養 調 製 物 に 不 活 化 剤 を 添 加 し て 、 全 菌 体 コ ク シ エ ラ 菌 を 不 活 化 す る 工
程
（ ２ ０ ） 抗 原 が 、 以 下 の (a)お よ び (b)の 工 程 に よ り 得 ら れ る 抗 原 で あ る 、 （ １ ７ ） に 記 載
の Q熱 診 断 薬 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 す る 工 程
(b) 培 養 し た コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の 1ま た は 複 数 の 抗 原 タ ン パ ク 質 に 、 不 活 化 剤 を 添 加 し 該
抗 原 タ ン パ ク 質 を 不 活 化 す る 工 程
（ ２ １ ） コ ク シ エ ラ 菌 の 培 養 が 、 以 下 の (a)ま た は (b)の い ず れ か の 工 程 で あ る 、 （ １ ８ ）
か ら （ ２ ０ ） の い ず れ か に 記 載 の Q熱 診 断 方 法 。
(a) コ ク シ エ ラ 菌 を 無 血 清 培 養 す る 工 程
(b) コ ク シ エ ラ 菌 を 血 清 添 加 培 養 す る 工 程
（ ２ ２ ） 抗 体 が コ ク シ エ ラ 菌 体 の 一 部 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 （ １ ７ ） か
ら （ ２ １ ） の い ず れ か に 記 載 の Q熱 診 断 薬 。
（ ２ ３ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が コ ク シ エ ラ 菌 の 外 膜 糖 タ ン パ ク 質 抗 原 を 認 識 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 お よ び リ ポ 多 糖 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ
で あ る （ ２ ２ ） に 記 載 の Q熱 診 断 薬 。
（ ２ ４ ） （ １ ７ ） か ら （ ２ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の 診 断 薬 を 含 む 診 断 キ ッ ト 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ れ ま で に も 、 Q熱 診 断 薬 の 構 成 物 質 と し て 血 清 添 加 培 養 に よ り 製 造 さ れ た 抗 原 材 料 が
存 在 し て い た が 、 血 清 に 含 ま れ る 抗 コ ク シ エ ラ 菌 抗 体 と コ ク シ エ ラ 菌 体 が 複 合 体 を 形 成 し
て い た 可 能 性 が あ り 、 診 断 薬 と し て の 精 度 に 問 題 を 含 む 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 コ ク シ エ ラ
菌 を 無 血 清 培 養 す る こ と で 得 ら れ る 抗 原 お よ び 該 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 か ら な る 本 発 明 の Q
熱 診 断 薬 は 、 無 血 清 培 地 で コ ク シ エ ラ 菌 を 増 殖 さ せ る こ と で 、 血 清 中 に 含 ま れ る 抗 コ ク シ
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エ ラ 菌 抗 体 の 混 入 を 防 ぎ 、 従 来 の Q熱 診 断 薬 よ り も 感 度 の 高 い 診 断 方 法 を 確 立 す る こ と が
出 来 る と 期 待 さ れ 、 医 療 ・ 製 薬 分 野 で 非 常 に 有 用 な も の で あ る 。 従 来 他 の 検 査 で 使 用 さ れ
て き た ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 等 と 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 簡 便 、 迅 速 、 か つ 安 価 に コ ク シ エ
ラ 菌 の 定 性 な ら び に 定 量 を 実 施 す る こ と が 可 能 に な る と 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 で は コ ク シ エ ラ 菌 体 の 一 部 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 診 断 に 用 い る こ と も 可 能 で あ り 、 こ れ ら の 抗 体 を 複 数 組 み 合 わ せ て 用 い れ ば 、 抗
原 と の 反 応 性 が 向 上 し 、 併 せ て 抗 原 の 検 出 感 度 が 向 上 す る も の と 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ の よ う な 高 感 度 の Q熱 診 断 薬 は 、 ヒ ト の Q熱 診 断 だ け で な く 、 ヒ ト へ の 感 染 源 と 考 え ら
れ て い る 愛 玩 動 物 、 家 畜 、 野 外 動 物 、 鳥 類 の 診 断 に も 適 用 が 可 能 で あ り 、 畜 産 業 の 分 野 等
に お い て も 有 益 な も の で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 、 コ ク シ エ ラ 菌 の 抗 原 ま た は 該 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む Ｑ 熱 診 断 薬 を 提 供 す
る 。 ま た 本 発 明 は 、 上 記 の Q熱 診 断 薬 を 用 い た Q熱 診 断 方 法 （ 検 査 方 法 ） に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 診 断 薬 は Q熱 の 検 出 法 を 基 礎 に 、 簡 便 、 迅 速 か つ 信 頼 で き る 診 断 が 可 能 な 組 成
を 提 供 す る 。 本 発 明 の 診 断 薬 は 、 検 体 試 料 中 の Q熱 の 抗 原 ま た は 抗 体 を 免 疫 的 手 法 に よ り
特 異 的 に 検 出 す る こ と を 可 能 に し 、 も っ て コ ク シ エ ラ 菌 感 染 の 臨 床 診 断 を 支 援 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 に お い て コ ク シ エ ラ 菌 の 抗 原 ま た は 抗 体 を 検 出 す る に は 種 々 の 免 疫 的 手 法 を 利 用
す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 診 断 薬 に お い て 、 コ ク シ エ ラ 菌 検 出 に 利 用 で き る 免 疫 的 手 法
を 例 示 す れ ば 酵 素 免 疫 法 （ ELISA） 、 免 疫 電 気 泳 動 法 、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 、 免 疫 比 濁 法 、
免 疫 ク ロ マ ト 法 、 放 射 免 疫 拡 散 法 、 蛍 光 抗 体 法 な ど を 挙 げ る こ と が 出 来 る が 、 必 ず し も こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ の 中 で 、 Q熱 の 診 断 薬 と し て 好 ま し い 免 疫 的 検 出 法 と し て 、 酵 素 免 疫 法 （ ELISA） 、 免
疫 電 気 泳 動 法 、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 、 放 射 免 疫 拡 散 法 が あ げ ら れ る 。 こ れ ら の 手 法 は コ ク シ
エ ラ 菌 の 定 性 な ら び に 定 量 を 可 能 に す る 。 こ の 中 で よ り 好 ま し い 手 法 と し て は 、 ラ テ ッ ク
ス 凝 集 法 が 上 げ ら れ る 。 ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 に よ れ ば 、 簡 便 、 迅 速 、 か つ 安 価 に コ ク シ エ ラ
菌 の 定 性 な ら び に 定 量 を 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 診 断 薬 に 使 用 す る 抗 原 は 、 従 来 の 血 清 添 加 培 養 培 地 で 得 ら れ た コ ク シ エ ラ 菌 ま
た は そ れ 由 来 の 抗 原 、 お よ び 、 無 血 清 培 養 で 得 ら れ た コ ク シ エ ラ 菌 ま た は そ れ 由 来 の 抗 原
を 使 用 す る こ と が 出 来 る が 、 よ り 好 ま し く は 無 血 清 培 養 で 得 ら れ た コ ク シ エ ラ 菌 ま た は そ
れ 由 来 の 抗 原 を 使 用 す る 。 無 血 清 培 養 で 得 ら れ た コ ク シ エ ラ 菌 ま た は そ れ 由 来 の 抗 原 を 使
用 し た 場 合 に は 、 診 断 薬 組 成 と し て の 抗 原 に 血 清 由 来 の 抗 コ ク シ エ ラ 菌 抗 体 が 混 入 す る こ
と を 防 ぐ こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 診 断 薬 に 使 用 す る 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 で き る の で 、 特 異 性
が 高 い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 以 下 に 、 本 発 明 の 抗 原 ま た は 抗 体 を 検 出 す る 診 断 の 手 順 に つ い て １ ． 抗 原 の 製 造 、 ２ ．
抗 体 の 製 造 、 ３ ． 抗 原 検 出 測 定 法 、 ４ 抗 体 検 出 測 定 法 の 順 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま ず 、 本 発 明 に お け る 抗 原 の 製 造 方 法 に つ い て 説 明 す る 。
　 コ ク シ エ ラ 菌 の 抗 原 材 料 は 、 抗 体 検 出 用 診 断 薬 の 組 成 物 の 一 つ と し て 使 用 す る 。 こ の た
め に は 安 全 性 の 理 由 か ら 、 II相 菌 が 好 適 で あ る が 、 I相 菌 も 、 適 宜 不 活 化 し て か ら 用 い る
こ と が で き る 。 ま た 、 コ ク シ エ ラ 菌 の 抗 原 材 料 は 抗 原 検 出 法 に お け る 標 準 抗 原 と し て 使 用
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す る 。 こ の 場 合 の 抗 原 は 好 ま し く は 病 原 性 の 強 い I相 菌 を 用 い る が 、 II相 菌 も 利 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 に お い て 、 培 養 に 使 用 す る 菌 株 と し て は 、 コ ク シ エ ラ 菌 の 野 外 株 や 臨 床 分 離 株 な
ど か ら 純 化 し て 使 用 す る こ と が で き 、 ま た は 、 こ れ ら の 菌 種 の 人 工 変 異 株 を 使 用 す る こ と
も 可 能 で あ る 。 菌 種 と し て は コ ク シ エ ラ ・ バ ー ネ ッ テ ィ が 好 ま し く 、 本 菌 種 の 中 で ナ イ ン
マ イ ル 株 が よ り 好 ま し い 。 コ ク シ エ ラ ・ バ ー ネ ッ テ ィ  ナ イ ン マ イ ル 株 は 菌 株 保 存 機 関 で
あ る ATCCか ら VR615株 と し て 入 手 す る こ と が で き る 。 コ ク シ エ ラ ・ バ ー ネ ッ テ ィ 　 ナ イ ン
マ イ ル 株 II相 菌 を 用 い る 場 合 に は 、 臨 床 分 離 II相 菌 も 精 製 純 化 す れ ば 、 使 用 す る こ と が 出
来 る 。 本 発 明 者 ら は Dr. Kazar,J.（ ス ロ バ キ ア ） よ り 卵 黄 嚢 乳 剤 と し て 分 与 さ れ 、 そ の 後
、 北 里 研 究 所 で 保 存 し て い る 株 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 コ ク シ エ ラ 菌 の 抗 原 は コ ク シ エ ラ 菌 の 全 菌 体 を 使 用 す る 形 態 、 コ ク シ エ ラ 菌 を 破 砕 し て
菌 体 成 分 の 一 部 分 、 例 え ば 抗 原 性 を 有 す る 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を 用 い る 形 態 、 細 胞 培 養 液 に
産 生 さ れ る 抗 原 タ ン パ ク 質 を 用 い る 形 態 、 ま た は 抗 原 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 組 換
え 微 生 物 か ら 抗 原 を 採 取 す る 形 態 の い ず れ か で 取 得 し 、 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に 用 い る 抗 原 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 公 知 の タ ン パ ク 質 を
含 む 材 料 を 用 い る こ と が 出 来 る 。 例 え ば 下 記 の ３ つ の 論 文 Zhang,G.Q., et al. J.Clin.Mi
crobiol. 42:423-428(1998), Nguyen, Sa V., et al. FEMES Microbiol.Lett. 175:101-1
06(1999), Nguyen,Sa V., et al, Microbiol.Immunol.43:743-749(1999)に 公 表 さ れ た 物
を 利 用 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま た 、 抗 原 材 料 と し て ワ ク チ ン 製 造 過 程 で 得 ら れ る 抗 原 を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 し て 菌 体 も し く は そ の 破 砕 物 を 抗 原 材 料 に す る 場 合 、 細 胞 培 養 に 使
用 す る の は 、 無 血 清 培 地 が よ り 好 ま し い 。 し か し 、 得 ら れ る コ ク シ エ ラ 菌 の 抗 原 と 抗 体 と
の 反 応 性 が 良 好 で あ れ ば 、 血 清 添 加 培 養 で 得 ら れ る コ ク シ エ ラ 菌 体 を 使 用 す る こ と が 出 来
る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 診 断 薬 に 使 用 す る 抗 原 製 造 に お い て 無 血 清 培 養 が 望 ま れ る 理 由 、 あ る い は 、 場 合 に よ っ
て は 必 須 で あ る の は 、 以 下 の 理 由 に よ る 。 培 養 に 使 用 す る 市 販 の 血 清 は 抗 コ ク シ エ ラ 菌 抗
体 が 混 入 し て お り 汚 染 さ れ て い る 可 能 性 が あ る 。 市 販 の 血 清 は 牛 、 ブ タ 、 羊 、 馬 な ど に 由
来 す る 場 合 が 多 く 、 こ れ ら の 動 物 は 一 般 的 に コ ク シ エ ラ 菌 に 感 染 し て い る 可 能 性 が あ る が
、 血 液 採 取 に 際 し て 、 全 例 が 、 抗 コ ク シ エ ラ 菌 抗 体 の 有 無 に つ い て 検 査 さ れ て い る と は 限
ら な い た め で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 も し 抗 コ ク シ エ ラ 菌 抗 体 が 混 入 し た 血 清 を 使 用 し て コ ク シ エ ラ 菌 を 細 胞 培 養 す れ ば 、 コ
ク シ エ ラ 菌 体 製 品 に 血 清 由 来 の 抗 コ ク シ エ ラ 菌 抗 体 が 混 入 す る 可 能 性 が あ る 。 す な わ ち 、
コ ク シ エ ラ 菌 体 は コ ク シ エ ラ 菌 体 ― 抗 コ ク シ エ ラ 菌 抗 体 複 合 体 を 含 む 可 能 性 が あ る 。 こ れ
で は 診 断 薬 の 抗 原 材 料 と し て 不 適 切 で あ る 。 し か し 、 無 血 清 培 養 で 得 た コ ク シ エ ラ 菌 体 な
ら ば こ の よ う な 事 態 は 起 こ り え な い 。 す な わ ち 診 断 薬 の 組 成 物 と し て 用 い る 抗 原 は 無 血 清
培 養 で 得 た 全 菌 体 も し く は そ れ 由 来 の 抗 原 タ ン パ ク 質 を 使 用 す る の が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 も し コ ク シ エ ラ 菌 の 細 胞 培 養 に 血 清 を 使 用 す る 場 合 に は 、 そ の 血 清 が 抗 コ ク シ エ ラ 菌 抗
体 を 含 ま な い こ と を 事 前 に 検 査 し て か ら 使 用 す る こ と が 望 ま し い 。 ま た 、 も し 血 清 添 加 培
養 で 得 た 全 菌 体 抗 原 も し く は 抗 原 タ ン パ ク 質 を 診 断 薬 の 抗 原 と し て 用 い る 場 合 は 、 抗 原 材
料 中 に 抗 コ ク シ エ ラ 抗 体 が 混 入 し て い な い こ と を 事 前 に 検 査 し て か ら 使 用 す る の が 望 ま し
い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
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　 こ れ ら の 場 合 に は 標 準 物 質 と し て 無 血 清 培 養 で 得 ら れ た コ ク シ エ ラ 菌 体 も し く は そ れ 由
来 の 抗 原 タ ン パ ク 質 が 必 要 で あ る 。 こ れ を 用 い た 検 査 薬 、 診 断 薬 が あ れ ば 便 利 で 有 用 で あ
る こ と は 言 う ま で も な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 以 下 に 抗 原 取 得 の 方 法 を 例 示 す る 。
　 本 発 明 の 抗 原 取 得 に お い て 、 コ ク シ エ ラ 菌 を 培 養 し 、 コ ク シ エ ラ 菌 培 養 調 製 物 を 製 造 す
る 工 程 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 に お い て 、 コ ク シ エ ラ 菌 を 菌 種 と し て 培 養 す る 場 合 、 基 質 と し て 動 物 細 胞 を 使 用
し 、 細 胞 を 増 殖 さ せ て こ の 中 で コ ク シ エ ラ 菌 を 増 殖 さ せ る 。 用 い る 動 物 細 胞 を 例 示 す れ ば
、 BGM(buffalo green monkey)細 胞 、 Vero 細 胞 、 L-929細 胞 、 組 み 換 え 体 の 場 合 の CHO細 胞
な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 造 に 使 用 す る 動 物 細 胞 培 養 用 の 培 地 は 無 血 清 培 地 が よ り 好 適 で あ る
。 無 血 清 培 地 は 使 用 す る 細 胞 の 増 殖 に 適 し た 組 成 な ら ば 何 れ の 組 成 で も 使 用 可 能 で あ る 。
培 地 に は 炭 素 源 、 窒 素 源 、 リ ン 酸 源 、 微 量 金 属 な ど を 含 ま せ る こ と が で き る が 、 血 清 は 使
用 し な い 。 ま た 、 無 血 清 培 地 は 市 販 製 品 を 使 用 す る こ と も で き る 。 市 販 さ れ て い る 無 血 清
培 地 と し て コ ク シ エ ラ 菌 の 培 養 に 使 用 可 能 な も の を 例 示 す れ ば 、 VP-SFM、 Opti-Pro SFM、
CD-CHOな ど が よ り 好 ま し い が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 に お け る 菌 体 の 培 養 に お い て 、 細 胞 培 養 の 容 器 は ガ ラ ス 容 器 、 ス テ ン レ ス 容 器 、
プ ラ ス テ ィ ッ ク 容 器 、 市 販 の 発 酵 槽 な ど を 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 細 胞 培 養 に お け る 、 培 養 温 度 は 通 常 35～ 37℃ で あ る が 、 増 殖 可 能 な 温 度 で あ れ
ば 、 特 に こ の 温 度 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 細 胞 培 養 に お け る 、 ｐ Ｈ 範 囲 は 通 常 6.8～ 7.6で あ る が 、 特 に こ の pHに 限 定 さ れ
る も の で は な く 、 細 胞 が 死 滅 し な い 酸 性 ま た は ア ル カ リ 性 条 件 下 に お い て も 培 養 を 行 う こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 培 養 方 法 と し て は 例 え ば 、 静 置 培 養 、 ロ ー ラ ー ボ ト ル 培 養 、 マ イ ク ロ キ ャ リ ア
浮 遊 培 養 、 微 少 チ ッ プ 培 養 、 浮 遊 細 胞 培 養 な ど 、 公 知 の い ず れ の 方 法 も 使 用 可 能 で あ る 。
培 養 期 間 や 培 養 条 件 は 、 用 い る 菌 体 に よ り 最 適 な も の を 選 定 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 無 血 清 培 地 も し く は 血 清 培 地 用 い て 培 養 を 行 っ た 際 に は 、 必 要 に 応 じ て コ ク シ エ ラ 菌 の
菌 数 を 測 定 し 、 培 養 の 進 行 度 を 確 認 す る こ と が 出 来 る 。 本 測 定 に お い て は 、 封 入 体 も 計 測
し て 合 計 す る 。 菌 数 の 測 定 は 、 短 期 間 培 養 後 、 染 色 し て 、 顕 微 鏡 で 計 測 す る か 、 ま た は 65
0nmの 濁 度 で 測 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。 最 近 は 定 量 PCRを 用 い た DNAコ ピ ー 数 と し て 測 定
す る こ と も 可 能 で あ る 。 コ ク シ エ ラ 菌 の 菌 数 （ 力 価 ） の 測 定 方 法 と し て は 、 公 知 の 方 法 （
Schneider, W. Zentralbl. Bakteriol. 271: 77-84, 1989） に 従 っ て 、 具 体 的 に 以 下 の 方
法 を 使 用 す る こ と が 出 来 る 。 ま ず 、 BGM細 胞 を カ バ ー ス リ ッ プ 入 り の 24穴 プ レ ー ト で 培 養
す る 。 単 層 シ ー ト 後 、 お よ そ 100倍 希 釈 し た コ ク シ エ ラ ・ バ ー ネ ッ テ ィ 生 菌 懸 濁 液 を 各 穴 0
.5mlず つ 接 種 し 、 30分 間 吸 着 後 、 1,500rpmで 遠 心 す る 。 遠 心 後 、 上 清 を 除 去 し 、 各 ウ ェ ル
に 1mlの MEMを 加 え 、 37℃ （ CO 2  5％ ） で 培 養 す る 。 培 養 4日 目 に 、 カ バ ー ス リ ッ プ を 回 収 し
、 冷 ア セ ト ン に よ り 固 定 す る 。 封 入 体 数 は 蛍 光 抗 体 法 （ FA） ま た は 酵 素 抗 体 法 に よ り 計 測
す る こ と が 出 来 る 。 蛍 光 抗 体 法 で は 、 一 次 抗 体 に コ ク シ エ ラ ・ バ ー ネ ッ テ ィ 感 染 マ ウ ス 血
清 を リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ phosphate buffered saline（ PBS） ） に よ り 希 釈 調 整 し 、 湿 潤 箱
中 で 37℃ 、 60分 間 反 応 さ せ る 。 PBSで 5分 間 、 3回 洗 浄 後 、 FITC標 識 抗 マ ウ ス IgGヒ ツ ジ 血 清
(CAPPEL社 製 )を PBSに よ り 調 整 し 、 同 様 の 方 法 で 反 応 さ せ る 。 洗 浄 後 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ
ム に よ り 1,200倍 に 調 整 し 、 5分 間 反 応 さ せ る 。 洗 浄 後 、 Slow Fade antifade Kits（ Molec
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uler Probes社 製 ） に よ り 封 入 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 （ BX-50-FLA、 OLYMPUS社 製 ） 下 に お い て 強
い 発 色 を 示 し た 封 入 対 の 数 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 菌 体 培 養 方 法 と し て は 、 組 換 え 微 生 物 を 培 養 す る こ と も で き 、 そ の 際 に は そ れ
ぞ れ の 条 件 に 適 し た 培 養 法 で 培 養 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 組 み 換 え 抗 原 は 組 み 換 え 細 胞 生 物 に よ っ て も 生 産 す る こ と が で き 、 以 下 の 公 知 の 方 法 を
準 用 す る こ と が で き る 。 菌 体 と し て は 、 患 者 分 離 の コ ク シ エ ラ 菌 を 使 用 す る 。 通 常 、 臨 床
分 離 株 は コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の タ ン パ ク 質 抗 原 と 耐 熱 コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の タ ン パ ク 質 抗 原 の
両 方 を 持 っ て い る 。 ま ず 、 コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の タ ン パ ク 質 抗 原 を 分 離 す る 。 プ ラ ス ミ ド か
ら 制 限 酵 素 処 理 な ど に よ り コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の タ ン パ ク 質 抗 原 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ 以 下
「 コ ク シ エ ラ 菌 抗 原 遺 伝 子 」 と 称 す る ） （ 6.7kbp） を 切 り 出 し 、 pBR322な ど の プ ラ ス ミ ド
に 連 結 す る 。 コ ク シ エ ラ 菌 抗 原 遺 伝 子 の 例 と し て 例 え ば 下 記 の 論 文 （ Zhang,G.Q., et al.
 J.Clin.Microbiol. 42:423-428(1998), Nguyen, Sa V., et al. FEMES Microbiol.Lett.
 175:101-106(1999), Nguyen,Sa V., et al, Microbiol.Immunol.43:743-749(1999)） に
公 表 さ れ た も の を 利 用 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 次 に 、 コ ク シ エ ラ 菌 抗 原 遺 伝 子 を PCR法 な ど で 増 幅 し た 後 、 コ ク シ エ ラ 菌 抗 原 遺 伝 子 を
別 の 発 現 ベ ク タ ー に 連 結 す る 。 次 に 、 こ の ベ ク タ ー 上 で 位 置 特 異 的 変 異 処 理 を 行 い 、 続 い
て 選 択 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て PCR法 で 増 幅 し 、 組 み 換 え 変 異 体 で あ る コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の
タ ン パ ク 質 抗 原 を 生 産 す る 組 み 換 え 大 腸 菌 の 菌 株 を 作 成 す る 。 こ の 組 換 え 大 腸 菌 を 定 法 に
従 っ て 培 養 し 、 培 養 液 か ら コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の タ ン パ ク 質 抗 原 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 上 記 の 遺 伝 子 組 換 え 操 作 途 中 で 位 置 特 異 的 変 異 処 理 を 行 え ば 、 コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の タ ン
パ ク 質 抗 原 変 異 体 を 生 産 す る 組 み 換 え 大 腸 菌 が 得 ら れ る 。 こ れ を 培 養 し 、 精 製 す れ ば 、 コ
ク シ エ ラ 菌 由 来 の タ ン パ ク 質 抗 原 変 異 体 を 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 上 記 の と お り 、 位 置
特 異 的 変 異 処 理 法 な ど を 適 用 す れ ば 、 コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の タ ン パ ク 質 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列
の な か で 、 任 意 の 部 位 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 別 の 残 基 に 変 化 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。 逆 に 、
特 定 部 位 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 た と え ば グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 変 化 さ せ な い で 保 持 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 糖 残 基 に つ い て も 基 本 的 に 同 様 で あ る 。 得 ら れ た 変 異 体 の 中 か ら 、 免 疫
原 活 性 を 有 す る も の を 選 択 し 本 発 明 の コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の タ ン パ ク 質 抗 原 変 異 体 と す る 。
な お 、 こ の 変 異 体 の 持 つ コ ク シ エ ラ 菌 抗 原 活 性 に つ い て は 、 任 意 の レ ベ ル に あ る こ と が で
き る 。 変 異 体 を 得 る に は 、 い く つ か の 試 行 錯 誤 的 な 実 験 が 必 要 と な る が 、 得 ら れ た 組 み 換
え 変 異 体 コ ク シ エ ラ 菌 抗 原 は 、 一 般 的 に 、 天 然 コ ク シ エ ラ 菌 抗 原 に 復 帰 し に く い 利 点 が あ
る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 コ ク シ エ ラ 菌 培 養 調 製 物 を 製 造 す る 工 程 に お い て 、 無 血 清 培 地 に よ り 培 養 生 成 し た 後 、
全 菌 体 抗 原 を 洗 浄 、 純 化 、 濃 縮 す る 。 以 下 で は 洗 浄 、 純 化 、 濃 縮 の 方 法 に つ い て 説 明 す る
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 無 血 清 培 地 に よ る 培 養 終 了 後 、 細 胞 を 集 め 、 凍 結 融 解 、 超 音 波 処 理 な ど に よ り 細 胞 を 破
壊 し 、 こ こ か ら コ ク シ エ ラ 菌 を 採 取 す る 。 本 方 法 に は 遠 心 法 、 ゲ ル 濾 過 法 お よ び 塩 析 法 等
を 使 用 す る こ と が で き る 。 通 常 、 そ の 後 、 菌 体 を 食 塩 添 加 リ ン 酸 緩 衝 液 、 な ど に よ り 、 洗
浄 、 純 化 を 行 う 。 純 化 に は 洗 浄 法 、 遠 心 法 、 撹 拌 法 、 濃 縮 法 、 カ ラ ム 法 な ど を 使 用 で き る
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 コ ク シ エ ラ 菌 の 培 養 、 集 菌 、 洗 浄 、 純 化 操 作 は 厳
密 な 封 じ 込 め が 可 能 な 環 境 下 で 実 施 し な け れ ば な ら な い 。 通 常 は 生 物 学 的 安 全 性 規 定 レ ベ
ル ３ （ BSL３ ） の 環 境 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ま た 本 発 明 に お い て は 、 無 血 清 培 養 し た コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の 1ま た は 複 数 の 抗 原 タ ン パ
ク 質 を 採 取 し て も よ い 。 コ ク シ エ ラ 菌 の 菌 体 を 部 分 的 破 壊 、 ま た は 全 部 破 壊 す る 処 理 を 施
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し て 、 抗 原 タ ン パ ク 質 を 精 製 し て 採 取 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ま た 、 サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン を 製 造 す る 場 合 に は 、 コ ク シ エ ラ 菌 の 菌 体 を 部 分 的 破 壊 、
ま た は 全 部 破 壊 す る 処 理 を 施 し て 、 有 効 な 抗 原 画 分 を 採 取 し て も よ い 。 さ ら に 、 培 養 液 に
産 生 さ れ た 抗 原 タ ン パ ク 質 を 使 用 す る 場 合 に は 、 有 効 な 遠 心 法 、 濃 縮 法 、 カ ラ ム 法 な ど を
組 み 合 わ せ て 抗 原 タ ン パ ク 質 を 濃 縮 、 純 化 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 洗 浄 、 純 化 、 濃 縮 の 時 期 と し て は 、 不 活 化 の 前 が 好 ま し い が 、 不 活 化 の 後 で も 実 施 で き
る 。 不 活 化 の 前 後 両 方 に 実 施 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 原 取 得 に お い て 、 コ ク シ エ ラ 菌 培 養 調 製 物 等 に 不 活 化 剤 を 添 加 し て 、 コ ク シ
エ ラ 菌 培 養 調 製 物 等 を 不 活 化 す る 工 程 に つ い て 以 下 で 説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 抗 原 の 不 活 化 は 種 々 の 方 法 が 使 用 可 能 で あ る が 、 一 般 に 最 適 の 不 活 化 方 法 は 抗 原 が 全 菌
体 で あ る か タ ン パ ク 質 で あ る か に よ り 異 な る 。 不 活 化 は 種 々 の 化 学 品 処 理 と 物 理 化 学 的 処
理 の 方 法 で 実 施 で き る 。 そ の 一 例 を 示 せ ば 、 以 下 の も の を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 不 活 化 を 目 的 と し て 菌 体 も し く は 抗 原 含 有 タ ン パ ク 質 を 処 理 す る の に 用 い る 化 学 処 理 物
質 と し て 以 下 の 物 質 が あ げ ら れ る 。 使 用 可 能 な 濃 度 を 合 わ せ て 示 す が こ れ ら に 限 定 さ れ る
も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ホ ル マ リ ン (0.1-10 v/v % )、 フ ェ ノ ー ル (0.1-5 v/v %)、 ク ロ ロ ホ ル ム
　 (10-60 v/v %)、 ア セ ト ン (10-80 v/v %)、 Ｓ Ｈ 試 薬  (1-100 mM)、
　 過 酸 化 水 素  (0.1-5 %)、 過 酢 酸 (0.5-10 w/v %)、 二 酸 化 炭 素  (5-90 v/v %)、
　 オ ゾ ン (0.1-10 v/v %)、 界 面 活 性 剤 （ 0.01 -5 w/v %） 、
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ま た 、 不 活 化 の た め の 物 理 化 学 的 処 理 法 に は 下 記 の 手 段 を 使 用 で き る 。 以 下 に 使 用 可 能
な 条 件 の 一 例 を 合 わ せ て 示 す が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 加 温 処 理 （ 温 度 ： 30-70 ℃ ； 加 温 時 間 ： 10-120 分 ） 、 γ 線 照 射 (線 源 ： コ バ ル ト 60； 5-
50 kGy (キ ロ グ レ ー ))、 レ ー ザ ー 光 照 射 (光 源 ： 各 種 レ ー ザ ー 照 射 装 置 ； 波 長 500-700 mn
； 光 量 ： 0.01-1 J(ジ ュ ー ル )/cm 2 ),電 子 線 照 射 (電 子 レ ン ジ )、 超 音 波 照 射 、 な ど が あ げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 処 理 条 件 は 固 定 的 で は な く 、 菌 体 量 、 温 度 、 緩 衝 液 の pH、 処 理 時 間 、 な ど を 変 化 さ せ て
、 好 適 な 条 件 を 設 定 す る こ と が 出 来 る 。 通 常 、 無 菌 条 件 下 で 操 作 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 全 菌 体 で も 菌 体 由 来 の タ ン パ ク 質 （ 培 養 液 由 来 の 抗 原 タ ン パ ク 質 を 含 む ） の 何 れ で あ っ
て も 、 こ れ ら の 不 活 化 方 法 を 単 独 で 使 用 し て も よ い し 、 複 数 の 方 法 を 組 み 合 わ せ て 使 用 し
て も 良 い 。 不 活 化 の 際 に ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ン 類 を 共 存 さ せ る こ と で 不 活 化 後 の 品 質 の 安 定 性
が 改 善 さ れ る 場 合 が あ り 、 必 要 に 応 じ て こ れ ら の 物 質 を 添 加 す る こ と も 可 能 で あ る 。 ま た
、 ホ ル マ リ ン 不 活 化 に 加 え て 、 有 機 溶 媒 処 理 、 加 温 処 理 、 γ 線 照 射 処 理 を 施 す こ と に よ り
、 溶 菌 が 起 こ り に く い 品 質 の 安 定 し た 不 活 化 全 菌 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 不 活 化 の 一 例 を 示 せ ば 以 下 の 通 り で あ る 。 ま ず 、 コ ク シ エ ラ 菌 生 菌 懸 濁 液 に 1％ （ v/v）
ホ ル マ リ ン を 加 え 5日 間 室 温 に 静 置 し て 不 活 化 す る 。 そ の 後 、 13,000rpmで 15分 間 遠 心 し 、
上 清 を 除 去 後 、 等 量 の 生 理 食 塩 添 加 リ ン 酸 緩 衝 液 （ 0.1M, pH 6.8） に 懸 濁 し 、 不 活 化 コ ク
シ エ ラ ・ バ ー ネ ッ テ ィ 懸 濁 液 と す る 。 不 活 化 完 了 の 確 認 は 不 活 化 処 理 後 に 、 試 料 の 一 部 を
取 り 、 培 養 す る と 菌 が 生 育 し な い こ と に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。 不 活 化 処 理 の 後 、 リ
ン 酸 緩 衝 液 な ど で 洗 浄 す る こ と に よ り 、 不 活 化 に 使 用 し た 化 学 薬 品 を 除 去 す る 。 そ の 後 、
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650 nmの 濁 度 が １ － １ ０ （ 約 1-10 x 10 9  細 胞 /mL） 程 度 に な る よ う に 菌 数 を 調 整 す る 。 も
し く は 抗 原 タ ン パ ク 質 の 濃 度 を 調 製 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 次 に 、 本 発 明 の 抗 体 の 製 造 方 法 に つ い て 説 明 す る 。
　 抗 体 材 料 は 抗 原 検 出 型 診 断 薬 の 一 組 成 物 と し て 使 用 す る 。 ま た 、 抗 体 材 料 は 、 抗 体 検 出
型 診 断 薬 法 に お け る 標 準 抗 体 と し て 使 用 す る 。 本 発 明 の 「 抗 体 」 は 、 本 発 明 の コ ク シ エ ラ
菌 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 （ 天 然 の 細 胞 、 株 化 細 胞 、 腫 瘍 細 胞 な ど ） 、 コ ク シ エ ラ 菌 抗 原 を そ
の 細 胞 表 面 に 高 発 現 す る よ う に 遺 伝 子 組 換 技 術 を 用 い て 作 製 さ れ た 形 質 転 換 体 、 コ ク シ エ
ラ 菌 抗 原 を 構 成 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 該 コ ク シ エ ラ 菌 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は コ ク シ エ ラ 菌 抗
原 の 細 胞 外 領 域 を 含 む 前 述 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い 、 該 抗 原 を マ ウ ス 、 ラ ッ
ト 、 ハ ム ス タ ー 、 モ ル モ ッ ト あ る い は ウ サ ギ 等 の 哺 乳 動 物 に 免 疫 し て 得 ら れ る 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 及 び ヒ ト 型 抗 体 （ CDR-grafted抗 体 ）
、 並 び に ヒ ト 抗 体 産 生 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 等 を 用 い て 製 造 さ れ 得 る ヒ ト 抗 体 も 包 含 す
る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に は 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ あ る い は Ｉ ｇ Ｅ 等 の い ず れ
の ア イ ソ タ イ プ を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ら が 包 含 さ れ る 。 好 ま し く は 、 Ｉ ｇ Ｇ ま た は
Ｉ ｇ Ｍ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 抗 血 清 ） あ る い は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 既 存 の 一 般 的 な 製 造 方
法 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 即 ち 、 例 え ば 、 前 述 の よ う な 抗 原 を 、 必 要 に 応 じ て フ
ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Freund's Adjuvant） と と も に 、 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は 、 マ ウ ス
、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ マ あ る い は ウ
シ 、 よ り 好 ま し く は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 モ ル モ ッ ト ま た は ウ サ ギ に 免 疫 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 該 免 疫 感 作 動 物 か ら 得 た 血 清 か ら 取 得 す る こ と が で き る 。 ま た
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 該 免 疫 感 作 動 物 か ら 得 た 該 抗 体 産 生 細 胞 と 自 己 抗 体 産 生 能 の な い
骨 髄 腫 系 細 胞 （ ミ エ ロ ー マ 細 胞 ） か ら ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 し 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を ク ロ
ー ン 化 し 、 哺 乳 動 物 の 免 疫 に 用 い た 抗 原 に 対 し て 特 異 的 親 和 性 を 示 す モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 産 生 す る ク ロ ー ン を 選 択 す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 具 体 的 に は 下 記 の よ う に し て 製 造 す る こ と が で き る 。 即 ち 、 前
述 の よ う な 抗 原 を 免 疫 原 と し 、 該 免 疫 原 を 、 必 要 に 応 じ て フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Freu
nd's Adjuvant） と と も に 、 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 、 具 体 的 に は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー
、 モ ル モ ッ ト あ る い は ウ サ ギ 、 好 ま し く は マ ウ ス 、 ラ ッ ト あ る い は ハ ム ス タ ー （ 後 述 す る
ヒ ト 抗 体 産 生 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の よ う な 他 の 動 物 由 来 の 抗 体 を 産 生 す る よ う に 作
出 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 含 む ） の 皮 下 内 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 フ ッ ド パ ッ ド 内 あ
る い は 腹 腔 内 に １ 乃 至 数 回 注 射 す る か あ る い は 移 植 す る こ と に よ り 免 疫 感 作 を 施 す 。 通 常
、 初 回 免 疫 か ら 約 １ ～ １ ４ 日 毎 に １ ～ ４ 回 免 疫 を 行 っ て 、 最 終 免 疫 よ り 約 １ ～ ５ 日 後 に 免
疫 感 作 さ れ た 該 哺 乳 動 物 か ら 抗 体 産 生 細 胞 が 取 得 さ れ る 。 免 疫 を 施 す 回 数 及 び 時 間 的 イ ン
タ ー バ ル は 、 使 用 す る 免 疫 原 の 性 質 な ど に よ り 、 適 宜 変 更 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 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 及 び ミ ル シ ュ タ イ ン
ら の 方 法 （ Nature, 256, 495-497, 1975） 及 び そ れ に 準 じ る 修 飾 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が
で き る 。 即 ち 、 前 述 の 如 く 免 疫 感 作 さ れ た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 か ら  取 得 さ れ る 脾 臓 、 リ ン パ
節 、 骨 髄 あ る い は 扁 桃 等 、 好 ま し く は 脾 臓 に 含 ま れ る 抗 体 産 生 細 胞 と 、 好 ま し く は 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 由 来 の 自 己 抗 体 産 生 能 の な い ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 細 胞 融 合 さ せ る
こ と に よ り 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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　 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 見 ら れ た ウ ェ ル の 培 養 上
清 の 前 述 の 免 疫 感 作 で 用 い た 免 疫 抗 原 に 対 す る 反 応 性 を 、 例 え ば Ｒ Ｉ Ａ や Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 等 の
酵 素 免 疫 測 定 法 に よ っ て 測 定 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を イ ン ビ ト ロ 、 ま
た は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー ま た は ウ サ ギ 等 、 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 水 中 等 で の イ ン ビ ボ で 行 い 、 得 ら れ た 培 養 上 清 、 ま た
は 哺 乳 動 物 の 腹 水 か ら 単 離 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 イ ン ビ ト ロ で 培 養 す る 場 合 に は 、 培 養 す る 細 胞 種 の 特 性 、 試 験 研 究 の 目 的 及 び 培 養 方 法
等 の 種 々 条 件 に 合 わ せ て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 増 殖 、 維 持 及 び 保 存 さ せ 、 培 養 上 清 中 に モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ る た め に 用 い ら れ る よ う な 既 知 栄 養 培 地 あ る い は 既 知 の 基 本 培
地 か ら 誘 導 調 製 さ れ る あ ら ゆ る 栄 養 培 地 を 用 い て 実 施 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 単 離 、 精 製 は 、 上 述 の 培 養 上 清 あ る い は 腹 水 を 、 飽 和 硫 酸 ア ン モ
ニ ウ ム 、 ユ ー グ ロ ブ リ ン 沈 澱 法 、 カ プ ロ イ ン 酸 法 、 カ プ リ ル 酸 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー （ Ｄ Ｅ Ａ Ｅ ま た は Ｄ Ｅ ５ ２ 等 ） 、 抗 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン カ ラ ム あ る い 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 供 す る こ と 等 に よ り 行 う こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 「 組 換 え キ メ ラ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 、 遺 伝 子 工 学 的 に 作 製 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 で あ っ て 、 具 体 的 に は 、 そ の 可 変 領 域 が 、 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 （ マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ
ー な ど ） の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 由 来 の 可 変 領 域 で あ り 、 か つ そ の 定 常 領 域 が ヒ ト イ ム ノ グ ロ
ブ リ ン 由 来 の 定 常 領 域 で あ る こ と を 特 徴 と す る マ ウ ス ／ ヒ ト キ メ ラ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 等
の キ メ ラ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 例 え ば 、 ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 Nature Genetics, Vol.7, 
p.13-21, 1994； Nature Genetics, Vol.15, p.146-156, (1997)、 WO94/25585、 Nature, V
ol.368, p.856-859, (1994)な ど に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 次 に 、 本 発 明 の 抗 原 検 出 型 測 定 法 ま た は 抗 体 検 出 型 測 定 法 に つ い て 説 明 す る 。
　 免 疫 的 検 出 方 法 に よ る コ ク シ エ ラ 菌 診 断 方 法 と し て は 、 （ １ ） 抗 原 を 検 出 す る 抗 原 検 出
型 診 断 薬 を 使 用 す る 方 法 と 、 （ ２ ） 抗 体 を 検 出 す る 抗 体 検 出 型 診 断 薬 を 使 用 す る 方 法 の 二
つ の 方 法 を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。 コ ク シ エ ラ 菌 の 検 出 感 度 、 選 択 性 、 検 出 操 作 の 迅 速 性 、
簡 便 性 、 な ら び に 経 済 性 な ど を 考 慮 し て 、 最 適 の 方 法 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 以 下 に 抗 原 検 出 型 測 定 法 の 一 例 と し て ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 そ の 他 を 説 明 す る 。
　 ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 の 原 理 は 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ラ テ ッ ク ス 試 薬 中 の 抗 体 感 作 ラ テ ッ ク ス と 検 体 中 の 抗 原 、 ま た は ラ テ ッ ク ス 試 薬 中 の 抗
原 感 作 ラ テ ッ ク ス と 検 体 中 の 抗 体 が 、 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 結 合 し 、 凝 集 す る 。 こ の 凝 集 塊
は 時 間 と 共 に 増 大 し 、 こ の 凝 集 塊 に 近 赤 外 光 を 照 射 し て 得 ら れ た 単 位 時 間 当 た り の 吸 光 度
変 化 か ら 、 抗 原 ま た は 抗 体 の 濃 度 を 定 量 化 す る 方 式 が 、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 免 疫 比 濁 法 で 起 こ る 抗 原 抗 体 反 応 凝 集 物 は 非 常 に 小 さ く 、 抗 原 量 の 少 な い 低 濃 度 域 で の
凝 集 の 度 合 い を 光 学 的 に 検 出 す る の は 難 し い の で あ る が 、 μ mク ラ ス の 比 較 的 大 き な ラ テ
ッ ク ス 粒 子 に 抗 体 を 感 作 (結 合 )さ せ た ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 で は 、 抗 原 抗 体 反 応 が 見 か け 上 ラ
テ ッ ク ス の 凝 集 と い う 形 で 現 れ る こ と に な り 、 低 濃 度 域 で の 抗 原 量 の 少 な い 場 合 で も 、 大
き な 凝 集 と し て 現 れ 、 わ ず か な 凝 集 塊 の 変 化 も 光 学 的 に 捉 え る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 を 行 わ せ る に は 、 抗 体 結 合 ラ テ ッ ク ス と コ ク シ エ ラ 菌 も し く は 抗 原
含 有 試 料 と を 混 和 す る 。 数 時 間 か ら 20時 間 前 後 保 温 し 、 生 じ た 凝 集 像 を 目 視 も し く は 顕 微
鏡 下 に 観 察 し 、 限 界 稀 釈 率 を 測 定 し 、 抗 原 量 を 定 量 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ラ テ ッ ク ス は 種 々 の 市 販 製 品 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 で 用 い る ラ テ ッ ク ス
粒 子 と し て は 、 抗 原 あ る い は 抗 体 を 担 持 し う る も の で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ な い が 、 通 常 、
試 料 溶 液 に 不 溶 性 の 有 機 高 分 子 物 質 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 か か る 有 機 高 分 子 物 質 よ
り な る 微 粒 子 と し て は 、 カ ル ボ ン 酸 の 合 成 ポ リ マ ー よ り な る ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 挙 げ る こ と
が で き る 。 ま た 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 直 径 は 、 0.1-50 mcm(micrometers)の も の が 使 用 可 能
で あ る が 、 通 常 0.1-20 mcm(micrometers)の 範 囲 内 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 上 記 に 記 載 の 方 法 で 得 ら れ た 抗 原 ま た は 抗 体 は 適 当 な 緩 衝 液 や 生 理 的 食 塩 水 で 希 釈 し て
ラ テ ッ ク ス 感 作 に 用 い る こ と が 出 来 る 。 用 い ら れ る 緩 衝 液 と し て は リ ン 酸 緩 衝 液 、 ト リ ス
緩 衝 液 、 MOPS等 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 上 記 の 抗 原 あ る い は 抗 体 を ラ テ ッ ク ス 粒 子 へ 感 作 さ せ る 方 法 と し て は 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子
と 抗 原 ま た は 抗 体 の 溶 液 と を 混 合 す る こ と に よ っ て 物 理 的 な 吸 着 を 起 こ さ せ る 物 理 吸 着 法
、 ま た は カ ッ プ リ ン グ 剤 等 に よ り 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 表 面 の カ ル ボ キ シ ル 基 や ア ミ ノ 基 と 抗
原 ま た は 抗 体 と を 化 学 的 に 結 合 さ せ る 化 学 結 合 法 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子
に ス ペ ー サ ー 分 子 を 介 し て 抗 原 ま た は 抗 体 を 結 合 さ せ て も 良 い 。 ラ テ ッ ク ス 粒 子 へ の 抗 原
ま た は 抗 体 の 感 作 量 に 特 に 制 限 は な い が 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 場 合 、 通 常 は ラ テ ッ ク ス 懸 濁
液 １ ｍ ｌ に 対 し て 0.01～ 0.5ｍ ｇ が 適 当 で あ る が 、 本 発 明 の 抗 原 ま た は 抗 体 で は 、 ラ テ ッ
ク ス 懸 濁 液 １ ｍ ｌ に 対 し て 0.01～ 0.15ｍ ｇ が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 上 記 の 抗 原 ま た は 抗 体 を 感 作 し た ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 懸 濁 液 と し て は 、 純 水 あ る い は 適 当
な 緩 衝 液 、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 液 、 ト リ ス 緩 衝 液 、 MOPS等 を 用 い る 。 ま た 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子
の 懸 濁 液 に は 分 散 安 定 化 剤 ま た は 酸 化 防 止 剤 界 面 活 性 剤 等 を 添 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 は 次 の 方 法 で 行 う こ と が 出 来 る 。 抗 原 ま た は 抗 体 を 感 作 し た
ラ テ ッ ク ス 粒 子 と 、 検 体 か ら 採 取 し た 血 清 や 血 漿 等 の 被 検 試 料 と を 混 合 し 、 試 料 中 の 目 的
と す る 抗 体 ま た は 抗 原 と 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 に 感 作 さ れ た 抗 原 ま た は 抗 体 と を 反 応 さ せ 、 反
応 に よ っ て 生 じ る ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 凝 集 の 程 度 を 測 定 し 、 試 料 中 の 抗 体 ま た は 抗 原 の 存 在
の 検 出 又 は 濃 度 の 算 出 を 行 う 。 凝 集 は 簡 便 法 と し て は 肉 眼 的 に 測 定 で き る 。 よ り 好 ま し く
は 光 学 的 に 濁 度 を 測 定 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の コ ク シ エ ラ 菌 抗 原 を 感 作 し た ラ テ ッ ク ス を 用 い た 場 合 、 被 検 試 料 中 の 抗 コ ク シ
エ ラ 菌 抗 体 と の 反 応 に よ る ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 凝 集 の 程 度 に よ り  抗 コ ク シ エ ラ 菌 抗 体 濃 度
を 算 出 し 、 コ ク シ エ ラ 菌 感 染 の 有 無 を 判 定 す る こ と も で き る 。 上 記 反 応 は マ イ ク ロ プ レ ー
ト ウ エ ル 中 、 も し く は プ ラ ス チ ッ ク セ ル 若 し く は ガ ラ ス セ ル 内 で 行 わ れ る 。 こ の 場 合 、 セ
ル 外 部 よ り 可 視 光 か ら 近 赤 外 域 の 光 を 照 射 し 、 吸 光 度 変 化 又 は 散 乱 光 の 強 度 変 化 を 検 出 し
て ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 凝 集 の 程 度 を 測 定 す る 。 こ の 際 、 あ ら か じ め 作 成 し た 検 量 線 を 用 い て
、 試 料 中 の 抗 原 ま た は 抗 体 の 濃 度 を 算 出 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ の よ う な 凝 集 測 定 を 行 う 装 置 と し て 、 光 電 比 色 計 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ 等 が あ げ
ら れ る 。 ま た 、 上 記 ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 凝 集 反 応 は 、 通 常 、 生 理 的 食 塩 水 、 ｐ Ｈ ５ ～ １ ０ 程
度 の 適 当 な 緩 衝 液 、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 液 等 の 溶 液 中 で 行 わ れ る 。 （ ま た 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子
と 試 料 中 の タ ン パ ク 質 と の 非 特 異 的 結 合 を 抑 制 す る た め に 、 適 当 な 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 、
ト リ ト ー ン １ ０ ０ 、 ツ ウ ィ ー ン ２ ０ な ど 等 の 吸 着 抑 制 剤 を 反 応 液 に 添 加 し て も 良 い 。 ） 上
記 反 応 及 び 測 定 工 程 等 を 含 む 免 疫 検 査 に 用 い る た め の 診 断 薬 は 、 こ れ ま で に 通 常 用 い ら れ
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て い る 既 知 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 診 断 薬 は 、 通 常 の 免 疫 凝 集 反 応
を 利 用 し た 診 断 薬 と 同 様 の 構 成 に よ っ て 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の Ｑ 熱 診 断 薬 は 、 少 な く と も
、 コ ク シ エ ラ 菌 抗 原 ま た は コ ク シ エ ラ 菌 由 来 の 抗 体 が 感 作 さ れ た 凍 結 乾 燥 状 態 の ラ テ ッ ク
ス 試 薬 を 含 み 、 さ ら に 試 料 希 釈 液 、 復 水 液 、 標 準 物 質 等 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ま た 本 発 明 の ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 は ス ラ イ ド 凝 集 法 と 組 み 合 わ せ て 抗 原 検 出 を 行 う こ と
が 出 来 る 。 こ の 際 マ イ ク ロ プ レ ー ト と し て は 、 ２ ４ 穴 、 ４ ８ 穴 、 ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト
を 使 用 で き る 。 反 応 性 を 検 討 し て 、 平 底 、 丸 底 な ど を 調 製 す る 。 こ れ ら の マ イ ク ロ プ レ ー
ト で 凝 集 反 応 さ せ た 場 合 、 検 出 を 自 動 化 で き る 可 能 性 が あ る 。 ま た 、 本 発 明 の ラ テ ッ ク ス
凝 集 法 は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー 法 と 組 み 合 わ せ て 抗 原 検 出 を 行 う こ と も 出 来 る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ９ １ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 本 発 明 は こ れ ら 実 施 例 に 制 限 さ
れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
〔 実 施 例 １ 〕 　 コ ク シ エ ラ 菌 の 無 血 清 培 養
　 菌 株 と し て は 標 準 株 で あ る コ ク シ エ ラ 菌 ナ イ ン マ イ ル 株 （ ATCC VR 615） を 用 い た 。 コ
ク シ エ ラ 菌 の 細 胞 培 養 に は  Vero細 胞 （ ATCC CCL-81） を 用 い 、 細 胞 増 殖 用 培 地 に は 無 血 清
培 地 で あ る VP-SFMを 用 い た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 無 血 清 培 養 の Vero細 胞 を 単 層 に シ ー ト さ せ た 大 型 の フ ラ ス コ 、 ま た は マ イ ク ロ キ ャ リ ア
で 培 養 し た Vero細 胞 に コ ク シ エ ラ 菌 を 接 種 し 、 37℃ で 5～ 7日 間 培 養 後 に 細 胞 変 性 効 果 （ CP
E） が 表 れ た の を 確 認 後 、 培 養 液 を 回 収 し た 。 培 養 液 を ポ ア サ イ ズ 0.45μ mの フ ィ ル タ ー を
用 い て 濾 過 を し た 。
　 そ の 後 の 操 作 は 全 て 微 生 物 封 じ 込 め が 可 能 な 施 設 環 境 下 で 実 施 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 回 収 し た コ ク シ エ ラ 菌 培 養 液 を 4℃ で 7,500rpm、 60分 間 遠 心 し 、 沈 査 を PBSに 浮 遊 さ せ た
。 浮 遊 液 を 4℃ で 1,500rpm、 10分 間 遠 心 し 、 上 清 を 回 収 し た 。 沈 査 は 適 量 の PBSに 浮 遊 さ せ
、 4℃ で 1,800rpm、 5分 間 遠 心 し 、 上 清 を 回 収 し た 。 以 上 の 操 作 を 再 度 繰 り 返 し 、 回 収 し た
す べ て の 上 清 を 4℃ で 7,500rpm、 60分 間 遠 心 し た 。 得 ら れ た 沈 査 を 少 量 の PBSに 浮 遊 さ せ 、
30％ ス ク ロ ー ス を 含 む 7.6％ ウ ロ グ ラ フ ィ ン （ 日 本 シ エ ー リ ン グ ） 含 有 PBSに 重 層 し 、 RPD4
0Tロ ー タ ー （ Hitachi） を 用 い 、 4℃ で 10,000rpm、 60分 間 遠 心 し た 。 上 清 除 去 後 、 チ ュ ー
ブ の 下 部 に 形 成 し た 白 濁 層 を 回 収 し た 。 回 収 し た 白 濁 層 を PBSに 重 層 し 、 同 ロ ー タ ー を 用
い 、 4℃ で 14,000rpm、 60分 間 遠 心 し た 。 上 清 除 去 後 、 沈 査 を PBSに 浮 遊 さ せ 、 粗 精 製 菌 と
し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 次 に 、 粗 精 製 菌 の 密 度 勾 配 遠 心 を 行 っ た 。 76％ ウ ロ グ ラ フ ィ ン を PBSに よ り 25、 30、 35
お よ び 40％ に 希 釈 し 、 静 か に 重 層 さ せ た 。 2時 間 静 置 後 粗 精 製 菌 を 重 層 し 、 同 ロ ー タ ー を
用 い 4℃ で 24,000rpm、 60分 間 密 度 勾 配 遠 心 を 行 っ た 。 遠 心 後 、 25-30％ 、 30-35％ 、 35-40
％ 間 に 形 成 し た 層 を そ れ ぞ れ 回 収 し た 。 回 収 し た 菌 は 、 PBSに 重 層 し 、 同 ロ ー テ ー タ ー を
用 い 4℃ で 14,000rpm、 60分 間 遠 心 し た 。 上 清 除 去 後 、 沈 査 を 少 量 の PBSに 浮 遊 さ せ 、 精 製
菌 と し た 。
　 精 製 菌 体 の 濃 度 は 1 mg/mL（ 蛋 白 濃 度 ） に 調 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 培 養 上 清 中 の 菌 体 及 び 精 製 後 菌 体 に つ い て 、 そ の 性 状 を 血 清 下 で 培 養 し た 菌 体 と 比 べ た
と こ ろ 、 電 気 泳 動 で 調 べ た 場 合 、 実 質 的 な 違 い は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
〔 実 施 例 ２ 〕 　 コ ク シ エ ラ 菌 の 可 溶 化 抗 原 の 製 造
　 コ ク シ エ ラ 菌 の 可 溶 化 抗 原 は 精 製 菌 を 破 砕 し 、 破 砕 物 か ら 抗 原 成 分 を 取 得 し 、 必 要 に 応
じ て 精 製 し て か ら 、 精 製 抗 原 と し て 用 い る 。 本 発 明 に お い て は 、 一 例 と し て ア ル カ リ 処 理
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法 に よ り 可 溶 化 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 精 製 菌 を NaOHに よ り 可 溶 化 し た （ 詳 細 を 示 す 文 献 ： N. S. V. Otsuka ら 。 J. Clin. Mic
robiol, 34, 2947-51, 1996） 。 精 製 菌 を 、 13,000rpmで 15分 間 遠 心 し た 。 上 清 除 去 後 、 沈
査 を 0,2N NaOHに 浮 遊 さ せ た 。 30分 間 の 煮 沸 に よ る 可 容 化 処 理 後 、 PBS中 で 24時 間 透 析 し た
。 透 析 後 、 13,000rpmで 30分 間 遠 心 し 、 上 清 を 回 収 し て 可 容 化 抗 原 と し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
〔 実 施 例 ３ 〕 コ ク シ エ ラ 菌 体 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 取 得
　 公 知 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 採 取 法 に よ り コ ク シ エ ラ 菌 構 成 蛋 白 質 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 取 得 し た 。 ナ イ ン マ イ ル 株 で 免 疫 さ れ た Balb/cマ ウ ス の 脾 臓 と 、 ミ エ ロ ー マ 細
胞 P3-X63-Ag8.653株 を 既 知 の 方 法 で 細 胞 融 合 し 、 数 回 の ク ロ ー ニ ン グ に よ り 、 コ ク シ エ ラ
菌 の LPS特 異 的 お よ び 外 膜 蛋 白 質 特 異 的 な ク ロ ー ン を 複 数 選 択 し た 。 そ の 結 果 、 コ ク シ エ
ラ 菌 の Ｉ 相 菌 の リ ポ 多 糖 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 H5A, H36、 外 膜 糖 蛋 白 質 を 認 識 す
る H106を 取 得 し た （ Hotta, A., et al Infect. Immun. 70:4747-4749, 2002） 。 こ れ ら は
ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 に お い て ポ リ ク ロ ー ン 抗 体 に 匹 敵 す る 反 応 性 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ン 抗 体 の 取 得 は 公 知 の 細 胞 培 養 法 に よ り 実 施 し た 。
　 ま ず 、 8週 齢 の BALB/cマ ウ ス ： 雌 （ SLC） に プ リ ス タ ン （ 2、 6、 10、 14-テ ト ラ メ チ ル ペ
ン タ デ カ ン 、 nacalai） を 1匹 当 た り 0.5ml腹 腔 内 接 種 し た 。 2週 間 後 に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を
1匹 当 た り 1.0× 10 7 個 腹 腔 内 接 種 し た 。 胸 部 の 膨 満 を 確 認 し 、 18ゲ ー ジ の 注 射 針 を 用 い 腹
水 を 回 収 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む マ ウ ス 腹 水 か ら モ ノ ク ロ ー ン 抗 体 を 精 製 し 、 マ ウ ス 免 疫 血 清
か ら ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 し た 。 腹 水 お よ び 血 清 を 56℃ で 30分 間 非 働 化 後 、 4℃ 、 15,
000rpmで 25分 間 遠 心 し 、 上 清 を 回 収 し た 。 等 量 の PBSを 加 え た 後 、 飽 和 硫 安 を 45％ と な る
よ う に 滴 下 し た 。 氷 上 1時 間 静 置 後 、 4℃ で 10,000rpm、 10分 間 遠 心 し 、 上 清 を 除 去 し た 。
沈 査 を 少 量 の PBSに 懸 濁 し 、 飽 和 硫 安 を 33％ と な る よ う に 滴 下 し た 。 氷 上 1時 間 静 置 後 、 4
℃ で 10,000rpm、 10分 間 遠 心 し 、 上 清 を 除 去 し た 。 沈 査 を 少 量 の PBSに 懸 濁 後 、 PBS中 で 24
時 間 透 析 を 行 っ た 。 そ の 後 、 4℃ 、 15,000rpmで 30分 間 遠 心 を 行 い 、 上 清 を 回 収 し た 。 上 清
の 4倍 量 の 0.02Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー を 加 え た 後 、 ポ ア サ イ ズ 0.45μ mの フ ィ ル タ
ー を 用 い て 濾 過 し た 。 濾 過 後 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  Trap Kit（ Amersham Biosciences）
を 用 い 、 プ ロ ト コ ー ル に 沿 っ て 精 製 を 行 っ た 。 精 製 抗 体 は MICROCON YM-10（ MILLIPORE）
を 用 い て 濃 縮 後 、 BIO-RAD Protein Assey Kit（ BIO-Rad） を 用 い て 抗 体 量 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 純 度 は SAS-PAGEな ど に よ り 確 認 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と コ ク
シ エ ラ 菌 と の 反 応 性 は サ ン ド ウ ィ ッ チ ELISA法 な ど に よ り 確 認 を 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 SDS-PAGEを 利 用 す る 場 合 、 分 離 用 ゲ ル は 12.5％ 、 濃 縮 用 ゲ ル は 4.5％ （ w/v） の ア ク リ ル
ア ミ ド 濃 度 で 行 っ た 。 精 製 抗 体 は 6μ gを 15μ lの PBSに 懸 濁 し 、 等 量 の sample buffer（ 20
％ （ v/v） グ リ セ リ ン 、 5％ （ v/v） 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 0.1Mジ オ ス ト レ イ ト ー ル 、 4
％ （ w/v） SDS、 0.01％ （ w/v） ブ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 含 有 0.125MTris-HCl、 pH8.0） と 混
和 し 、 5分 間 煮 沸 後 、 泳 動 に 用 い た 。 25mM Tris-HCl、 192mMグ リ シ ン お よ び 1％ （ w/v） SDS
を 含 む 泳 動 用 緩 衝 液 を 用 い て 泳 動 し た 。 泳 動 後 の ゲ ル は 、 ク ー マ ー シ ー ブ ル ー 染 色 液 （ 0.
25％ （ w/v） Coomassie brilliant blue、 25％ （ v/v） メ タ ノ ー ル 、 7.5％ （ v/v） 酢 酸 含 有
DW） 中 で 1時 間 染 色 後 、 脱 色 液 （ 25％ （ v/v） メ タ ノ ー ル 、 7.5％ （ v/v） 酢 酸 含 有 DW） 中 で
5時 間 脱 色 し 、 泳 動 像 を 確 認 し た (図 １ )。
【 ０ １ ０ ４ 】
〔 実 施 例 ４ 〕 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 混 和 に よ る 反 応 性 変 化 の 解 析
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 複 数 組 み 合 わ せ て 用 い れ ば 抗 原 と の 反 応 性 を 向 上 さ せ る こ と が 可
能 で あ り 、 そ れ を 確 認 し た 試 験 例 を 示 す 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 混 合 使 用 に よ る 反 応 性 の 変
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化 を ELISAに よ り 解 析 し た 。 一 次 抗 体 は 、 総 抗 体 量 を 10μ g/mlと し 、 3種 類 の モ ノ ク ロ ー ン
抗 体 （ H5A、 H36、 H106） を 様 々 な 比 率 で 混 和 し て 用 い た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 抗 原 プ レ ー ト に は 、 精 製 菌 240μ lを 0.05M重 炭 酸 緩 衝 液 （ pH9.6） 10mlに 懸 濁 し て 吸 着 さ
せ た 。 結 果 を 表 １ に 示 す 。
【 ０ １ ０ ６ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ７ 】
　 こ の 結 果 に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 複 数 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 抗 原 と の 反 応 性
が 向 上 し 、 抗 原 の 検 出 感 度 が 改 良 さ れ た こ と が わ か っ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
〔 実 施 例 ５ 〕 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 に よ る 抗 原 検 出
　 ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 を 行 わ せ る た め に 、 抗 体 結 合 ラ テ ッ ク ス と コ ク シ エ ラ 菌 も し く は 抗
原 含 有 試 料 と を 混 和 し た 。 数 時 間 か ら 20時 間 前 後 保 温 し 、 生 じ た 凝 集 像 を 目 視 も し く は 顕
微 鏡 下 に 観 察 し 、 限 界 稀 釈 率 を 測 定 し 、 抗 原 量 の 定 量 を 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 実 施 例 に お い て は 、 ま ず 抗 体 感 作 の ラ テ ッ ク ス （ 抗 体 の 結 合 し た ラ テ ッ ク ス ） を 作 成
し た 。 ラ テ ッ ク ス （ 抗 体 の 結 合 し た ラ テ ッ ク ス ） の 作 成 に は 、 Marchら の 方 法 に 従 っ た （ M
archら 。 J. Clin. Microbiol., 38, 4152-59, 2000） 。 標 準 ラ テ ッ ク ス 粒 子 懸 濁 液 を 、 PB
Sを 用 い 、 15,000rpm、 10m分 間 の 遠 心 に よ り 3回 洗 浄 し た 。 最 終 洗 浄 後 、 沈 査 を PBSに よ り 1
.0 ％ （ w/v） に 調 整 し た 。 こ れ に 精 製 抗 体 を 150μ g/ml加 え 、 室 温 、 4時 間 ロ ー テ ー タ ー で
撹 拌 し て 抗 体 を 結 合 さ せ た 。 こ の 後 、 先 と 同 じ 様 に 3回 洗 浄 し た 。 最 終 洗 浄 後 、 沈 査 を 保
存 液 （ 1％ BSA、 5％ glycerol、 0.05％ NaN3含 有 PBS） に よ り 1.0％ （ w/v） に 調 整 し た 。 ブ ロ
ッ キ ン グ （ 抗 体 結 合 を 安 定 化 さ せ る ） の た め 4℃ で 24時 間 以 上 静 置 後 に 凝 集 反 応 に 用 い た
。
【 ０ １ １ ０ 】
　 次 に 本 実 施 例 で 作 成 し た ラ テ ッ ク ス の 抗 体 感 作 ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 と ス ラ イ ド 凝 集 法 と
を 組 み 合 わ せ て 抗 原 検 出 を 行 っ た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ミ ク ロ ス ラ イ ド グ ラ ス （ 松 波 社 製 ） 上 に 、 DAKO PEN RED（ DAKO） に よ り 直 径 1cmの 疎 水
性 の 円 を 描 い て 用 い た 。 抗 原 は 不 活 化 C.burnetiiを 7.8× 10 3 か ら 1.0× 10 6 IFU/mlま で 0.5M
ト リ ス 緩 衝 液 （ Tris-HCl、 pH6.8） に よ り 2倍 段 階 希 釈 し て 用 い た 。 ラ テ ッ ク ス は 、 標 準 ラ
テ ッ ク ス お よ び カ ル ボ ン 酸 変 性 ラ テ ッ ク ス に ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Pab） を 感 作 し て 用 い
た 。 抗 原 15μ lと 感 作 ラ テ ッ ク ス 5μ lと を ス ラ イ ド グ ラ ス 上 で 混 和 し た 。 混 和 後 15、 60お
よ び 120分 に 凝 集 像 を 判 定 し た 。
　 さ ら に 、 抗 体 感 作 ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 に よ る マ イ ク ロ タ イ タ ー 法 で の 抗 原 検 出 を 行 っ た
。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 実 施 例 で は マ イ ク ロ プ レ ー ト と し て 6種 の 96穴 プ レ ー ト を 用 い た 。 こ れ ら の プ レ ー ト
は ブ ロ ッ キ ン グ 液 （ 3％ ス キ ム ミ ル ク 含 有 PBS） に よ り 室 温 で 2時 間 ブ ロ ッ キ ン グ 後 に 用 い
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た 。 抗 原 は 不 活 化 し た コ ク シ エ ラ 菌 を 6.25× 10 4 か ら 1.0× 10 6 IFU/mlま で Tris-HClに よ り 2
倍 段 階 希 釈 し て 用 い た 。 ラ テ ッ ク ス は 、 粒 径 0.35お よ び 0.9mの カ ル ボ ン 酸 変 性 ラ テ ッ ク ス
に ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 感 作 し て 用 い た 。 抗 原 45μ lと 感 作 ラ テ ッ ク ス 5μ lと を 96穴 プ レ
ー ト 上 で 混 和 し た 。 混 和 後 24お よ び 48時 間 に 凝 集 像 を 判 定 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
〔 実 施 例 ６ 〕 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 に よ る 抗 原 検 出
　 ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 に よ る 抗 原 検 出 を 行 う た め に 、 ま ず カ ル ボ ン 酸 変 性 ラ テ ッ ク ス の カ
ル ボ キ シ ル 基 固 定 と 感 作 を 行 っ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 カ ル ボ ン 酸 変 性 ラ テ ッ ク ス の カ ル ボ キ シ ル 基 固 定 と 感 作 は 、 Inzanaら の 方 法 （ Inzana,T
., J. Clin. Microbiol., 33: 2297-2303, 1995） に 従 っ て 実 施 し た 。 カ ル ボ ン 酸 変 性 ラ
テ ッ ク ス 粒 子 懸 濁 液 を 、 0.1M重 炭 酸 緩 衝 液 （ pH9.6） に よ り 、 15,000rpm、 10分 間 の 遠 心 に
よ り 3回 洗 浄 し た 。 次 に 、 0.02Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH4.7） に よ り 、 同 様 に 3回 洗 浄 し た 。 最 終
洗 浄 後 、 沈 査 を リ ン 酸 緩 衝 液 に よ り 0.375％ （ w/v） に 調 整 し た 。 そ の 後 、 リ ン 酸 緩 衝 液 と
等 量 の 2％ WSC（ 1-ethyle-3-（ 3-dimethylaminopropyl） carbodiimide） 含 有 リ ン 酸 緩 衝 液
を 滴 下 し 、 室 温 、 4時 間 ロ ー テ ー タ ー で 撹 拌 し 、 カ ル ボ キ シ ル 基 を 固 定 し た 。 固 定 後 、 0.0
1Mホ ウ 酸 緩 衝 液 （ pH8.0） に よ り 、 先 と 同 様 に 3回 洗 浄 し た 。 最 終 洗 浄 後 、 沈 査 を ホ ウ 酸 緩
衝 液 に よ り 1.0％ （ w/v） に 調 整 し た 。 こ れ に 、 精 製 抗 体 を 200μ g/ml、 NHS（ N-hydroxysuc
cinimide） を 10mM加 え 、 室 温 、 18時 間 ロ ー テ ー タ ー で 拌 し 感 作 さ せ た 。 感 作 後 、 エ タ ノ ー
ル ア ミ ン を 4mMと な る よ う に 加 え 、 さ ら に 30分 間 撹 拌 し た 。 撹 拌 後 、 1％ BSA含 有 ホ ウ 酸 緩
衝 液 に よ り 、 先 と 同 様 に 3回 洗 浄 し た 。 最 終 洗 浄 後 、 沈 査 を 保 存 液 に よ り 1％ （ w/v） に 調
整 し た 、 ブ ロ ッ キ ン グ の た め 4℃ で 24時 間 以 上 静 置 後 に 凝 集 反 応 に 用 い た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 次 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 感 作 ラ テ ッ ク ス を 用 い る 凝 集 反 応 に よ る 抗 原 検 出 を 行 っ た 。
　 粒 径 1.0μ mの カ ル ボ ン 酸 変 性 ラ テ ッ ク ス に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 H5A:H106を 1:1、 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 H36:H106を 2:1、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 H5:AH36:H106を 1:1:1の 比 率 で 混 和 し
て 感 作 さ せ た 。 抗 原 に は 実 施 例 １ で 使 用 し た C. burnetti　 Ｉ 相 菌 生 菌 を 9.75× 10 2 か ら 6.
25× 10 4  IFU/mlま で Tris-HClに よ り 2倍 階 段 希 釈 し て 用 い た 。 感 作 ラ テ ッ ク ス の 陽 性 コ ン
ト ロ ー ル と し て ポ リ ク ロ ー ン 抗 体 を 、 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て ニ ュ ー カ ッ ス ル 病 ウ イ ル ス
（ NDV,　 北 里 研 究 所 保 存 株 ） で 免 役 し た ウ サ ギ 血 清 か ら 精 製 し た 抗 体 （ negative ポ リ ク
ロ ー ン 抗 体 ） を 、 そ れ ぞ れ の カ ル ボ ン 酸 変 性 ラ テ ッ ク ス に 感 作 さ せ て 用 い た 。 ま た 、 マ イ
ク ロ タ イ タ ー 法 を 用 い て 凝 集 反 応 を 行 い 、 24時 間 後 に 凝 集 像 を 判 定 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 H5A:H106を 1:1、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 H5A:H36:H106を 1:1:1の 比 率 で
混 和 さ せ た ラ テ ッ ク ス 、 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 感 作 ラ テ ッ ク ス を 用 い た 場 合 に は 7.8
× 10 3   IFU/mlま で 凝 集 が 認 め ら れ た 。 H36:H106を ２ ： １ の 比 率 で 混 和 し て 感 作 さ せ た ラ
テ ッ ク ス を 用 い た 場 合 に は 、 3.9× 10 3   IFU/mlま で 凝 集 が 認 め ら れ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 一 方 、 ラ テ ッ ク ス の 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 血 清 感 作 ラ テ ッ ク ス で は 凝 集 が 認 め
ら れ な か っ た 。 抗 原 の 陰 性 対 照 と し て 用 い た 、 Yersinia enterocolitica, お よ び Legione
lla pneumophilaを 同 様 に 処 理 し た 場 合 、 凝 集 は 認 め ら れ な か っ た 。 こ の 結 果 か ら 、 複 数
の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 組 み 合 わ せ て 用 い る 場 合 、 お よ び ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い る 場
合 に 、 コ ク シ エ ラ 菌 の 検 出 感 度 が 向 上 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
〔 実 施 例 ７ 〕 ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 に よ る 血 清 抗 体 の 検 出 お よ び 臨 床 血 清 試 料 の 診 断
　 ま ず 、 抗 原 結 合 ラ テ ッ ク ス の 調 製 を 行 っ た 。 粒 径 1.1 mcmの 標 準 ラ テ ッ ク ス に 、 可 溶 化
し た コ ク シ エ ラ 菌 抗 原 を 感 作 さ せ た 。 1 mL の 1% ラ テ ッ ク ス 懸 濁 液 に 150 mcgの 可 溶 化 コ
ク シ エ ラ 菌 抗 原 を 用 い 、 抗 体 感 作 の 場 合 と 同 様 に 実 施 し 、 抗 原 感 作 の ラ テ ッ ク ス を 調 製 し
た 。
【 ０ １ １ ９ 】
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　 被 検 血 清 と し て は 、 小 動 物 臨 床 獣 医 血 清 106例 、 北 里 研 究 所 生 物 製 剤 研 究 所 由 来 の FA Ig
G抗 体 価 64倍 以 上 で あ っ た 25例 、 岐 阜 大 学 医 学 部 付 属 病 院 に 来 院 し た 患 者 の 血 清 の 中 で FA
多 価 抗 体 価 16倍 以 上 を 示 し た 80例 の 、 全 部 で 211例 の LAお よ び FA抗 体 価 を 比 較 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 次 に 、 抗 原 感 作 ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 に よ る マ イ ク ロ タ イ タ ー 法 で の 血 清 中 の 抗 体 検 出 を
行 っ た 。 血 清 は 128倍 か ら 2,048倍 ま で DWに よ り 2倍 階 段 希 釈 し て 用 い た 。 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル 中 、 抗 原 感 作 ラ テ ッ ク ス ５ μ lと 血 清 希 釈 液 45μ lを 混 和 し た 。 14-1
8時 間 後 に 凝 集 像 を 判 定 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 血 清 中 の コ ク シ エ ラ 菌 抗 体 検 出 に お け る FAに 対 す る LAの 感 度 お よ び 特 異 性 を 、 陽 性 限 界
を 2種 設 定 し て 評 価 し た 。 ま ず LA抗 体 価 の 陽 性 限 界 を 256倍 と し た 場 合 に は 、 FA抗 体 価 陽 性
で あ る 142例 中 、 128例 が LA抗 体 価 陽 性 を 示 し 、 感 度 は 90.8%で あ っ た 。 ま た 、 FA抗 体 価 陰
性 69例 中 、 6例 が LA抗 体 価 陰 性 を 示 し 、 特 異 性 は 91.3%で あ っ た （ 表 2） 。
【 ０ １ ２ ２ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ３ 】
【 図 １ 】 SDS-PAGEに よ る コ ク シ エ ラ 菌 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 確 認 を 示 す 図 で あ
る 。

10

20

(20) JP 2006-10360 A 2006.1.12



【 図 １ 】
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