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(54)【発明の名称】 Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｐｕｌｉｃｉｓ菌及び血清学的診断法

(57)【要約】
本発明は、２８℃の培養温度でツメガエルの細胞又は任
意の他の細胞上でRickettsia pulicis
菌を単離するための方法に関する。Rickettsi
a pulicis菌は、該疾患の原因となる細菌を患者
の血清又は体液に接触させることからなる血清学的診断
法のために用いられる。本発明は、ノミ又はヒト試料中
の細菌をインビトロ検出するために前記方法を実行する
装置にも関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  単離され、培養で樹立されたRickettsia pulicis菌。

    【請求項２】  ２５～３０℃、好ましくは２８℃の温度での細胞培養で単離

された、請求項１に記載の細菌。

    【請求項３】  １）細胞培養物、好ましくはXenopus Laevis細胞を、２５～

３０℃、好ましくは２８℃の培養温度で得る工程と、

２）細菌が、粉砕したノミを遠心単離するか、或いは前記細菌に感染したヒト又

は動物を起源とするいずれか別の試料を遠心単離することにより、工程１で培養

した細胞層に接種し、細菌の増殖が観察されるまで２５～３０℃、好ましくは２

８℃でインキュベートする工程と、

３）細菌を、培養細胞に逐次再接種することにより培養で樹立する工程とから成

る方法により得られる、請求項１又は２のいずれかに記載のRickettsia pulicis

菌。

    【請求項４】  前記細菌が、工程３の細胞培養物の上清を遠心単離すること

により精製される、請求項３に記載の細菌。

    【請求項５】  Ｎｏ．Ｉ－２３６３の番号で１９９９年１２月８日にＣＮＣ

Ｍ（National Collection of Microorganism Cultures at the Institut Pasteu

r 、フランス）に提出された、請求項１～４のいずれか１項に記載の細菌。

    【請求項６】  請求項１～５に記載の細菌の抗原。

    【請求項７】  ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法により測定された分子量約１７Ｋｄ、３

０Ｋｄ、及び１５０Ｋｄの蛋白質から選択された蛋白質である、請求項６に記載

の細菌の抗原。

    【請求項８】  請求項１～７に記載の細菌の抗原に対して特異的に作製され

た抗体。

    【請求項９】  動物を起源とするポリクローナル抗体である、請求項６に記

載の抗体。

    【請求項１０】  マウス免疫グロブリンである、請求項９に記載の抗体。

    【請求項１１】  請求項１～５のいずれか１項に記載の細菌の細胞培養物。

    【請求項１２】  前記細胞が、（好ましくはＮｏ．Ｉ－２３６４の番号で１



(3) 特表２００３－５１７０４０

９９９年１２月８日にInstitut PasreurのC NCMに提出された健常なＸＴＣ－２

細胞から得られた）前記細菌に感染したXenopus laevis細胞である、請求項１１

に記載の培養物。

    【請求項１３】  前記細菌の感染に関連する疾患のインビトロ診断のための

、請求項１～５のいずれか１項に記載の細菌、又は請求項９及び１０に記載の培

養物の使用方法。

    【請求項１４】  請求項１～５のいずれか１項に記載の細菌による感染に関

連する疾患のインビトロ診断のための、請求項６～１０のいずれか１項に記載の

抗原又は抗体の使用方法。

    【請求項１５】  請求項６～８の１項に記載の細菌の特異的抗体と、前記細

菌の抗原との免疫学的反応を検出する工程から基本的に成る、Rickettsia pulic

is感染のインビトロ血清学的診断方法。

    【請求項１６】  請求項１～５に記載の前記細菌を認識するヒト免疫グロブ

リンの特異的抗体と、請求項１～５に記載の前記細菌を認識する前記ヒト免疫グ

ロブリンとの免疫学的反応を検出する工程から基本的に成る、Rickettsia pulic

isのインビトロ血清学的診断方法。

    【請求項１７】  請求項１～５に記載の前記Rickettsia pulicis菌を認識す

るヒト免疫グロブリン（好ましくはＧ、Ｍ、又はＡ型）の特異的抗体が、動物免

疫グロブリン、好ましくはヤギ免疫グロブリンである、請求項１６に記載の方法

。

    【請求項１８】  請求項１～５のいずれか１項に記載の細菌、請求項１１又

は１２の１項に記載の培養物、及び／又は請求項８～１０に記載の特異的抗体を

、血清、体液、ノミ、又はヒト試料からなる患者を起源とする試料に接触させる

、請求項１６～１７に記載のRickettsia pulicis菌による感染に関連する疾患の

診断方法。

    【請求項１９】  －固相支持体の内部又は上部に請求項１～５に記載の細菌

の溶液を堆積させる工程と、

  －前記支持体の内部又は上部に、試験する血清又は体液を添加する工程と、

  －前記支持体の内部又は上部に、前記細菌を認識するヒト免疫グロブリンの特
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異的標識抗体溶液を添加する工程と、

－一定期間、インキュベートする工程と、

－前記固相支持体をリンスする工程と

－前記免疫グロブリン反応の検出を実行する工程と、から成る、請求項１０に記

載の血清学的診断方法。

    【請求項２０】  前記標識抗体が、酵素又は蛍光剤の放射性プローブで標識

されている、請求項１９に記載の方法。

    【請求項２１】  前記蛍光剤が、フルオレセインイソチオシアネートである

、請求項２０に記載の方法。

    【請求項２２】  前記細菌を含有する前記溶液の０．５～５μｌ、好ましく

は約１μｌが用いられる、請求項１９～２１に記載の方法。

    【請求項２３】  前記細菌を含有する溶液を内部又は上部に堆積させた固相

支持体を備えた、請求項１９～２２のいずれか１項に記載の方法を適用するため

の装置。

    【請求項２４】  前記固相支持体がガラススライドである、請求項２３に記

載の装置。

    【請求項２５】  －請求項１～５及び１１～１２に記載の細菌又は細胞培養

物を含有する溶液、及び／又は

－請求項８～１０に記載の特異的抗体を含有する溶液、及び／又は

－請求項１～５に記載の前記細菌を認識するヒト免疫グロブリンの特異的抗体を

含有する溶液、

という基本的構成要素から成る、請求項１５～２２のうちの１項に記載の方法に

よるRickettsia pulicis菌のインビトロ検出キット。

    【請求項２６】  前記特異的抗体が標識されている、請求項２５に記載のキ

ット。

    【請求項２７】  前記特異的抗体が、放射性同位体、酵素、又は蛍光化合物

により標識されている、請求項２６に記載のキット。
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【発明の詳細な説明】

  【０００１】

  本発明は、微生物学の分野、特に微生物学的診断の分野に関する。より正確に

は、本発明は、「Rickettsia pulicis」と呼ばれる新しい細菌を一時的に単離す

る方法に加え、その菌株を使用して血清学的試験を実施するための方法に関する

。

  【０００２】

  従って、本発明は、「Rickettsia pulicis」に起因する感染のインビトロ血清

学的診断の方法に加え、この方法を実行するための装置に関する。本発明は、そ

の細菌のインビトロ検出のためのキットにも関する。

  【０００３】

  米国では、Rickettsia  に対して作用する抗体によりRickettsia  を染色する

Gimenez 法を用いる間接染色反応により、また、ある細菌についてRickettsiaに

特異的な遺伝子配列を検出することにより、ノミからある細菌の存在が見出され

たが単離されてはいない。この時、該細菌は、ＥＬＢ因子と命名された［Adams 

JR., Am. J. Trop. Med Hyg., 1990; 43: 400-409 ］。Rickettsiaに共通な遺伝

子を、この細菌内で増幅し、塩基配列決定すると、その細菌が新種であることが

示された。この細菌は、Californiaでのノミ由来Rickettsiaの罹患率を説明する

１つの因子であるとみなされている［Schriefer ME., J. Med. Entomol., 1994;

 31: 681-5］。この細菌に関係するヒトでの感染の一例［Schriefer ME., J. Cl

in. Microbiol., 1994; 32: 949-54］が、報告されている。今日まで、この細菌

の培養が多数試行されてきたが、いつも不成功に終わっていた。動物からの培養

（ＶＥＲＯ細胞及びＬ２２９細胞）も試行された［Higgins JA., J. Clin. Micr

obiol., 1996; 34:671-4; Radulovic S., Infect. Immun., 1995; 63:4826-9; R

adulovic S., Antimicrobiol. Agent. Chemother., 1995; 39:2564-6］。上記３

つの出版物は、Rickettsia felisと命名された該当細菌の培養物を報告している

。しかし、これらの出版物は確認追試されておらず、この細菌を単離したと主張

する実験室には利用可能な菌株が存在しない。これらの実験室から送られた試料

は、いかなるリケッチアも含まない試料か、或いは別のリケッチアであるRicket
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tsia typhiが混入した試料のいずれかであった。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析により、

これらの著者らにより単離され、R. felisと命名された菌株が、実際にはR. typ

hiであり、ＥＬＢ因子とほとんど一致しないことが示された。このため、実際に

はＥＬＢ因子の最初の単離物である本発明の細菌を、一時的に「Rickettsia pul

cis 」と呼んでいる。

  【０００４】

  それゆえ本発明以前には、血清学的反応を得ることができず、その上この細菌

の単離物はいずれの収集機関又は実験室でも利用できなかった。一方で、ノミの

多くは自然感染して、上記細菌が母親から子孫に系統的に伝染される結果、１０

０％感染されたノミの収集物が存在する。

  【０００５】

  本願発明者は、「Rickettsia pulcis 」菌を培養するための特異的かつ独創的

な方法を開発した。

  Rickettsia属の細菌は通常、チフス群の細菌の場合には３７℃、斑点熱群の細

菌では３２℃で培養される［Weiss E., Annu. Rev. microbiol., 1982; 36:345-

70］。

  【０００６】

  哺乳類ＶＥＲＯ  Ｌ９２９細胞、ＨＥＬ細胞、及びＭＲＣ５細胞又は鳥細胞を

３７℃及び３２℃で培養する試みは未だ成功していない。

  本願発明者は驚くべきことに、宿主細胞の培養が、３０℃未満、好ましくは２

５℃～３０℃、より好ましくは２８℃の温度で実行されなければならないことを

発見した。

  【０００７】

  本願発明者は、２８℃で培養したXenopus laevis  ＸＴＣ－２細胞系に粉砕し

たノミを接種した。その細菌は、１４～２８日後に得られる。ゲノム検出法（Ｐ

ＣＲ）により陽性と試験された２０のノミのうち１９が、この方法による培養に

成功した。これは、９５％の成功率となる。単離対照細菌（ＵＲＲＷＦＸＣａｌ

２）が樹立され、現在では１０継代が得られている。単離細菌は、クエン酸合成

酵素遺伝子及びＲＮＡ  １６Ｓ（それぞれGene Bank U 33922 及びL28944）に関



(7) 特表２００３－５１７０４０

してＥＬＢ因子で記載された遺伝子特性を有している。

  【０００８】

  それゆえ本発明は、このように単離され、抗原の供給源として培養で樹立され

たRickettsia pulicis菌に関する。

  用語「培養で樹立する」とは、細菌が再現性のある様式で得られ、細胞培養物

を逐次再接種した後、適時に増殖することを意味している。

  【０００９】

  より詳細には、本発明は、２５～３０℃、好ましくは２８℃の温度で継代培養

（cell culture-to-culture ）で単離及び樹立されたRickettsia pulicis菌を包

含する。

  【００１０】

より詳細には、本発明によるRickettsia pulicis菌は、Xenopus laevis細胞のＸ

ＴＣ－２系で培養される。

１つの実施態様において、本発明による単離方法は、以下の１）～３）の工程か

ら成る：

  １）細胞培養物、好ましくはXenopus laevisＸＴＣ－２細胞系培養物を、２５

～３０℃、好ましくは２８℃の培養温度で得る工程

  ２）細菌を、粉砕したノミを遠心単離するか、或いは該細菌に感染したヒト又

は動物を起源とするいずれか別の試料を遠心単離することにより、工程１の培養

物の細胞層に接種し、細菌の増殖が観察されるまで２５～３０℃、好ましくは２

８℃でインキュベートする工程

  ３）細菌を、培養細胞に逐次再接種することにより培養で樹立する工程。

  【００１１】

  細菌は、上記の工程３に記載された細胞培養物の上清を遠心単離することによ

り精製することができる。

  本発明は、前記細菌の抗原、特にＳＤＳ－ＰＡＧＥ法を用いてポリアクリルア

ミドゲル電気泳動法により測定された１７Ｋｄ、３０Ｋｄ、及び１５０Ｋｄ蛋白

質から選択された蛋白質にも関する。

  【００１２】
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本発明は、本発明の細菌に対する特異的抗体、より詳細には動物を起源とするポ

リクローナル抗体、特にマウス又はウサギ免疫グロブリンにも関する。

  本発明は、上記細菌を認識するヒト免疫グロブリン（好ましくはＩｇＧ、Ｉｇ

Ｍ、又はＩｇＡ）に対する特異的抗体、より特別には動物の免疫グロブリン、特

にヤギ抗ヒト免疫グロブリンの検出にも関する。

  【００１３】

  本発明は、本発明の細菌の細胞培養物、より詳細にはXenopus laevis細胞、好

ましくはＸＴＣ－２細胞も包含する。

  本発明の細菌は、Ｎｏ．Ｉ－２３６３の番号で１９９９年１２月８日にＣＮＣ

Ｍ（National Collection of Microorganism Cultures at the Institut Pasteu

r 、フランス）に提出され、感染されたＸＴＣ－２細胞の細胞培養物の形態でRi

ckettsia pulicis（ＵＲＲＷＦＸｃａｌ２）として同定された。健常な（感染し

ていない）ＸＴＣ－２細胞の培養物は、Ｎｏ．Ｉ－２３６４の番号で１９９９年

１２月８日にＣＮＣＭに提出された。

  【００１４】

  本発明は、Rickettsia pulicis菌による感染に関連する疾患のインビトロ診断

法での本発明による細菌、培養物、又は特異的抗体の使用に加え、本発明による

Rickettsia pulicis菌による感染の血清学的診断法も包含する。この方法は、患

者の血清又はいずれか別の体液を前記細菌に接触させること、及び免疫学的反応

を検出することからなる。

  【００１５】

  より詳細には、本発明は、本発明による細菌、本発明による培養物、又は本発

明による特異的抗体を、血清、体液、ノミ、又はヒト試料からなる患者からの試

料に接触させるRickettsia pulicis感染のインビトロ血清学的診断法を包含する

。

  【００１６】

  本発明による方法は、本発明の細菌に特異的な抗体と前記細菌に対する抗原と

の免疫学的反応、又は前記細菌を認識する本発明による免疫グロブリンの特異的

抗体と前記細菌を認識する前記ヒト免疫グロブリンとの免疫学的反応を、検出す
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ることから基本的に成る工程を包含する。

  【００１７】

  １つの実施態様において、本発明による診断法は、

－固相支持体の内部又は上部に本発明の細菌の溶液、特に前記細菌を含有する前

記溶液０．５～５μｌ、好ましくは１μｌを堆積させる工程と、

－前記支持体の内部又は上部に、試験する希釈血清又は体液を添加する工程と、

－前記支持体の内部又は上部に、標識抗体溶液、特に前記細菌を認識するＩｇＧ

、ＩｇＭ、又はＩｇＡ型のヒト免疫グロブリンに特異的な動物抗ヒト免疫グロブ

リンを添加する工程と、

－一定期間、インキュベートする工程と、

－必要に応じて前記固相支持体をリンスする工程と、

－前記細菌を認識するヒト抗体と前記ヒト免疫グロブリンとの免疫学的反応の検

出を実行する工程と、から成る。

  【００１８】

  細胞及び細菌懸濁液に適したいずれかの装置、特に試験管、ガラススライド、

Bijoux型試験管、又はマイクロウェルを備えた硬質ポリエチレン、ポリスチレン

、ポリ塩化ビニル、若しくはニトロセルロース製のマイクロタイトレーションプ

レートを固相支持体として用いることができ、ガラススライドが好ましい媒体で

ある。

  【００１９】

  検出されるヒト抗体は、免疫グロブリン（特に本発明の細菌に特異的なＧ、Ｍ

、又はＡ型）である。

  有利には、本発明による診断法は、ＥＬＩＳＡ式酵素標識抗体法、又は免疫蛍

光法を利用する。

  【００２０】

  酵素標識、放射性標識、又は蛍光標識が、抗ヒト免疫グロブリンの標識として

好ましく、蛍光標識が好ましい方法である。

  用語「蛍光標識」は、抗体を、フルオレセインイソ（チオ）シアネートのよう

な適切な蛍光剤と結合させる又は複合体形成することにより蛍光性にすることを
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意味する。

  【００２１】

  用語「放射性標識」は、抗体が、放射能のカウントによりアッセイを実施でき

る、（例えば構造性チロシン残基）などの抗体構造の一要素か、又は抗体に結合

する適当な基かのいずれかに備えられた放射性同位体を含むことを意味する。

  【００２２】

  用語「酵素標識」は、適切な試薬の使用を組み合わせて特異的抗体を定量測定

させる酵素に、特異的抗体を結合させることを意味する。

  【００２３】

  基質および試薬は、酵素により引き起こされる、これらの物質を用いた反応又

は連鎖反応の最終生成物が：

  －試験試料に近接する液体媒体に分散し、分光光度法、蛍光定量法、又は視覚

的評価のいずれかにより測定され、必要に応じて標準的色範囲と比較される被染

色物質又は蛍光物質のいずれか、

または

  －試験試料上に堆積し、反射光度法、又は視覚的評価により測定することがで

き、必要に応じて標準的色範囲と比較することができる可溶性被染色物質又は蛍

光被染色物質、

のいずれかとなるよう選択される。

  【００２４】

  蛍光抗体が用いられる場合、試験試料の蛍光は、適切な装置で直接読み取られ

る。

  放射性プローブ（例えば、ヨウ素１２５）が用いられる場合、試験試料に関す

る放射能が、いずれか適した方法を用いて（例えば細胞をアルカリ溶液（例えば

、ナトリウム溶液）に溶解して吸収緩衝液（absorbent buffer）により放射能を

含有する溶液を回収した後に）ガンマカウンタで計測される。

  【００２５】

  特異的抗体に結合する酵素が用いられる場合、酵素基質を含有する溶液及び１

または複数の別の薬剤を添加することにより、被染色生成物又は蛍光生成物が得
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られ、上に説明したように、それらは、最終生成物が媒体に可溶性の被染色生成

物、不溶性の被染色生成物、又は可溶性蛍光生成物のいずれかとなる。次に、光

信号が、各状況に適合させた装置：透過光度計、反射光度計、又は蛍光計を用い

て測定される。

  【００２６】

  或いは、必要に応じて標準的着色溶液を用い、生成した色を視覚的に評価して

もよい。

  アルカリホスファターゼを酵素として用いる場合、この酵素を、Boehringer M

annheim-Biochemica法により特異的抗体に結合させる。この酵素に好ましい基質

は、蛍光計で読む場合にはパラニトロフェニルホスフェート若しくは５－ブロモ

－４－クロロ－ウンベリフェリルホスフェート、又は不溶性被染色反応生成物を

得るためには５－ブロモ－４－インドリル－６－ホスフェートである。β－ガラ

クトシダーゼも酵素として用いることもでき、その場合好ましい基質は、オルト

ニトロフェニルβ－Ｄ－ガラクトピラノシド、又は４－メチルウンベリフェリル

β－Ｄ－ガラクトピラノシドである。

  【００２７】

  優先的には（preferentially）、特異的抗体は、ペルオキシダーゼに結合させ

てもよい。この場合、結合プロセスは、M. B. Wilson及びP. K. Nakane  のImmu

nofluorescence and related staining techniques, W. Knapp, K. Kolubar, G.

 Wicks ed. Elsevier/North Holland, Amsterdam, 1978, p. 215-224に記載され

た技術に基づく。

  【００２８】

  特異的抗体にコンジュゲートしたペルオキシダーゼの存在を示すために用いる

試薬は、染色された可溶性最終反応生成物を得るために、酸素化水、その酵素基

質、及び適切な色原体（例えば、オルトフェニレンジアミン又は２，２’－ビス

アジノ（３－エチルチアゾリン）スルホン酸、又はＡＢＴＳ）を含有するか、或

いは不溶性最終反応生成物を得るために、３，３’－ジアミノベンジジン、又は

３－アミノ－９－エチルカルバゾール、又は４－クロロ－α－ナフトールを含有

するか、もしくは媒体に可溶性の蛍光反応生成物を得るために、パラヒドロキシ
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フェニルプロピオン酸を含有する。

  【００２９】

  本発明による別の実施態様は、アセチルコリンエステラーゼに結合させた特異

的抗体の使用である。

  アセチルコリンエステラーゼを、好ましくはフランス特許第２５５０７９９号

明細書に記載のプロセスに基づくプロセス、又は公知の技術（適切なヘテロ二機

能剤との反応により酵素を修飾した後、このようにして得られた生成物を結合さ

せること）を用いた抗体断片の作製を包含するプロセスにより、抗体に結合させ

る。コンジュゲートした免疫酵素を作製するためのその他の公知の工程も、この

場合に用いることができる。

  【００３０】

  アセチルコリンエステラーゼにより認識された抗原に特異的に関連する酵素活

性の検出は、好ましくは例えばPra delles et al., Anal. chem., 1985; 57:117

0-1173 に記載されるように、該当例に適合する任意の変形例に従ってアセチル

チオコリンを酵素基質として用い、Ellman試薬又は５，５’－ジチオ－２－ニト

ロ安息香酸を色原体として用いる確立された技術に基づく。

  【００３１】

  上述の色素原は、天然の形態、又は水溶性塩の形態で使用される。

  本発明による血清学的診断法は、生物学及び／又は解剖病理学の実験室での使

用に適合する。この趣意で、本願出願人は、先に定義したように、本発明による

細菌含有溶液を上部又は内部に堆積させた固相支持体を包含する、上記方法を実

行するための装置を提案する。

  【００３２】

  本発明の別の態様は、Rickettsia pulicisのインビトロ検出のためのキットに

も関する。このキットは、以下の成分：

－陽性対照として上述したように単離及び樹立された、本発明によるRickettsia

 pulicisを含有する溶液と、

－（好ましくは標識された）本発明の細菌を認識する特異的抗体を含有する溶液

、及び／又は、本発明の細菌を認識するヒト免疫グロブリンの特異的抗体を含有
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する溶液と、

－可能ならばリンス溶液と、からなる。

  【００３３】

  本発明によるキットに用いられる特異的抗体は、有利には放射性プローブ、酵

素、または蛍光物質で標識される。

  【００３４】

  特異的抗体が酵素で標識されている場合、キットは、酵素活性を肉眼で見るこ

とができるようにする酵素基質及び１または複数の試薬も含む。

  【００３５】

  特異的抗体が蛍光剤で標識されている場合、蛍光イソ（チオ）シアネートが好

ましい。

  本発明による好ましい実施態様によれば、免疫グロブリン、好ましくはマウス

免疫グロブリンが、特異的抗体として用いられる。

  【００３６】

本発明は、本発明を適用して実施した実験を記載した、以下の複数の欄に分けた

説明を読めばより明らかとなろう。これらの実施例は、単に例示のために与えら

れている。

  【００３７】

（実施例）

実施例１

ＸＴＣ細胞でR. pulicisを単離するための手順

１．１次単離（Primoisolement）

  Xenopus laevis細胞系を接種したBijoux管での遠心単離法を用いて、１次単離

を実施した［Pudney M, Varma MRG, Leake CJ. Establishment of a cell line 

(XTC-2) from the south African clawed toad Xenopus laevis. Experomentia.

 29:466-467 ］。これらの細胞を、５％ウシ胎児血清（Gibco, Gaithersburg,  

メリーランド州）及び２％リン酸トリプトース（Gibco ）を添加したＬ－グルタ

ミン及びＬ－アミノ酸（Gibco ）を含むLeibowitz １５培地で培養する。１２ｍ

ｍの支持体カバースリップを備えたBijoux管（Sterilin-Felthan England, 3.7m
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l ）に、細胞約５００００個を含む培地１ｍｌを接種して、２８℃で２４～４８

時間インキュベートすると、サブコンフルエントの細胞層が得られる。２バッチ

のネコノミ（Crenocephalides felis ）について細菌の単離を試行した。各バッ

チは、５０匹のノミから構成されていた。ノミは共に、各５匹からなる２０群に

群分けした（California群１～１０、及びPete群１～１０）。各群において、ノ

ミは０．２％ヨウ素を含有する７０％メチルアルコールに５分間浸漬させること

により、除染を行った。その後、ノミを蒸留水でリンスし、液体窒素で凍結して

粉砕した。その後、粉砕したノミを培地０．８ｍｌに取り出し、その粉末を用い

てBijoux管に接種した（１本／粉末）。その後、これらの管を２２℃、７００×

ｇで１時間遠心単離した。上清を除去し、層を滅菌ＰＢＳ緩衝液で２回洗浄して

、その後最終濃度４μｇ／ｍｌとなるようコトリモキサゾールを添加した培地１

ｍｌと共に２８℃でインキュベートした。上清は、毎週新しい培地に交換した。

除去した上清は、Gimenez 染色のために低温遠心単離した［Gimenez DF. 1964. 

Staining rickettsiae in yolk-sac cultures. Stain Technol. 39:135-140］。

Gimenez 染色で細胞内細菌が検出できたら（接種後１５～３０日目）、細胞をカ

バースリップから剥離して、培地５ｍｌを含む２５ｃｍ2 培養皿を用いてサブコ

ンフルエントの細胞層に接種し、その後２８℃でインキュベートした。上清を用

いてクエン酸合成酵素遺伝子を増幅及び塩基配列決定することにより、Ricketts

ia sp.を検出した。California群の１群を除けば、その他の全群が陽性であった

。

  【００３８】

２．単離物の増殖

  細胞培養皿での感染率を、上清中の感染細胞のGimenez 染色を実施することに

より２日毎に確認した。感染率が最高になったら、健常なサブコンフルエントＸ

ＴＣ－２細胞を含有する１７０ｃｍ2 培養皿に、細胞培養物を培地３０ｍｌと共

に再接種した。

  【００３９】

  California2 の菌株（ＵＲＲＷＦＸＣａｌ２）を大量生産するために、本願出

願人はトリプシン処理による感染細胞の増殖技術を用いた。１７４ｃｍ2 皿でＸ
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ＴＣ－２細胞を感染させた後５～６日目経ち、細胞感染率が８０％を超えたら、

培養上清を除去して、細胞層をRinaldini で洗浄し、その後０．０５％トリプシ

ン（Gibco ）と共に３７℃で５分間インキュベートした。感染細胞を、培地１５

０ｍｌに再懸濁させた。このようにして希釈した感染細胞を、５枚の１７４ｃｍ

2 培養皿に３０ｍｌ／皿の割合で分割した。これらの１７４ｃｍ2 皿の同等な２

００枚を作製して、後の試験に十分量となる材料を得るために、各皿で同様の手

順を５日毎に繰り返した。血中ゲロース及び大豆トリプチカーゼゲロースで培養

皿を系統培養することにより、生成手順全体を通して細胞培養物中にコンタミネ

ーションがないことを確認した。

  【００４０】

３．電子顕微鏡試験

  ８日前に細菌を接種した感染細胞を回収し、その後電子顕微鏡用に調製した。

０．１５Ｍ  ＰＢＳ緩衝液（Biometieux, Marcy letoile 、フランス）に溶解し

た２．５％グルタルアルデヒド溶液で、細胞を４℃で１時間固定した。細胞を同

じ緩衝液で一晩リンスし、その後０．１５Ｍ  ＰＢＳ緩衝液に溶解した四酸化オ

スミウムで室温で１時間固定した。濃縮度を増したアセトン溶液（Carlo Erba, 

Val de Reuil、フランス）で逐次リンスすることにより、脱水を行った。その後

細胞を、Aralditeボックス（Fluka, St Quentin Fallavier 、フランス）に固定

した。Ultracutミクロトーム（Reicher-Leica, Marseille、フランス）を用いて

薄片に切断し、その後メタノールに溶解した酢酸ウラニル（Merk, Damstadt、ド

イツ）の飽和溶液、水に溶解した硝酸鉛及びクエン酸ナトリウム（Merck ）で染

色して、Jeol 1220 電子顕微鏡（Jeol, Croissy sur Seine 、フランス）で試験

した。この試験により、細菌の細胞内局在化、又は細菌が細胞質に存在しないこ

とを観察できた。細菌は、核内には見出されなかった。

  【００４１】

実施例２

マウスポリクローナル抗体の作製及び特徴付け

  マウスに接種するために用いる細菌は、最初、８０％の感染率で、１７４ｃｍ

2 細胞培養皿を用いて精製した。上清を皿から除去して、細胞を０．５％トリプ
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シン（Gibco ）と共に３０℃で４５分間インキュベートした。細胞を上清と共に

取り出し、その後６回の超音波処理工程（４０ワット、１分）により溶解した。

細胞の残渣は、１５００ｒｐｍで１５分間遠心単離することにより除去した。Ｐ

ＢＳに溶解した２５％ショ糖溶液に上清を加えた。４℃、７５００ｒｐｍで３０

分間遠心単離した後、細菌を含有する残渣をＰＢＳ  ２ｍｌ中に取り出した。最

後に、Renografine 勾配法（４５％から２５％へ）で４℃、２５０００ｒｐｍで

１時間遠心単離することにより、細菌を精製した。遠心単離後に、細菌に対応す

る層を回収し、細菌を１００００ｒｐｍで１０分間の２回の遠心単離工程により

ＰＢＳ中でリンスした。

  【００４２】

  ０、１０、２０、及び３０日目に、１０6 ／ｍｌ精製細菌溶液０．５ｍｌ及び

Freund完全アジュバントを、６～８週齢のマウスに腹腔内経路で接種した。４０

日目にマウスを殺処分して、心臓穿刺により採血した。分離後、血清を間接的免

疫蛍光法で試験し、その後－２０℃で凍結した。血清を１：５０に希釈して、Ｘ

ＴＣ－２細胞に吸着した後、抗マウス抗体を取り出すために使用した。

  【００４３】

実施例３

間接免疫蛍光法及びウエスタンブロットによる血清診断法

  １．抗原の調製

  上述したように、Rickettsia pulicis（ＵＲＲＷＦＸＣａｌ２）を、ＸＴＣ－

２細胞のコンフルエント層で培養した。R. conorii（Moroccan株、ＡＴＣＣ  Ｖ

Ｒ１４１）、R. prowazekii （Brein-1 ）、及びR. typhi（Wilmington株、ＡＴ

ＣＣ  ＶＲ１４４）を、１７４ｃｍ2 培養皿のコンフルエントのＶｅｒｏ細胞層

で、それぞれ３２℃、３５℃、及び３５℃で培養した。８０％の細胞が感染した

ら、細胞及び上清を回収し、１００００×ｇで１０分間遠心単離し、ＰＢＳ緩衝

液４０ｍｌで４回洗浄し、その後可能な限り少量の滅菌蒸留水に再懸濁させた。

この溶液の最終蛋白質量を、紫外分光光度法で測定し、その後最終濃度を１ｍｇ

／ｍｌに調整した後、－２０℃で凍結した。

  【００４４】
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  ２．間接免疫蛍光測定（ＩＦＡ）

  その後、４種の抗原を３０穴スライド（Dynatech Laboratories Ltd., Billin

gshurt、イギリス）の各ウエルに加えて風乾し、その後アセトン中で１０分間固

定した。血清は全て、３％脱脂粉乳を含むＰＢＳで１／４、１／８、１／１６、

１／３２、１／６４、及び１／１２８に希釈した。リウマチ因子を吸着した後の

ＩｇＧ及びＩｇＭの測定による間接免疫蛍光測定を、標準的実験室法［La Scola

, B. et al. Laboratory diagnosis of rickettsioses: current approaches to

 diagnosis of old and new rickettsial diseases. (1997). J. Clin. Microbi

ol. 35:2715-2727］を用いて実施した。１／６４のＩｇＧ、及び／又は１／３２

のＩｇＭの力価が陽性と判定された。複数のリケッチア種間の血清学的交叉反応

の場合、ＩｇＧ及びＩｇＭの力価の合計が交叉反応が観察された種に対するＩｇ

Ｇ＋ＩｇＭ力価よりも少なくとも２回希釈分高い場合に、血清学的反応は、その

種に対して特異的に作用すると判定した。

  【００４５】

  ３．ウエスタンブロット

  精製後、R. pulicis、R. typhi、及びR. conoriiを滅菌蒸留水に懸濁して、濃

度を２ｍｇ／ｍｌに調整した。ウエスタンブロットを実施するために用いた手順

は、以前に記載されている［Eremeeva M. N. et al., Serological response of

 patients suffering from primary and recrudescent typhus: comparison of 

complement fixation reaction. Weil-Felix test, microimmunofluorescence a

nd immunoblotting. Clin. Diaf. Lab. Immunol. (1995). 1:318-324］。２０～

５０ｋＤ抗原に対して反応する抗体は、R. typhi及びR. conorii中のＬＰＳに特

異的である。様々な反応バンドの強度は、ビデオ映像により評価した（The Imag

er, Appligene, IIIkirch 、フランス）。

  【００４６】

  ４．血清の選択

  一般集団の中のR. pulicisの血清罹患率を評価するために、血液ドナーの血清

１００本を試験した。本願出願人は、R. conoriiとR. typhiとの血清学的交叉反

応について試験するために、斑点熱患者９７名、発疹熱患者１６名、及び発疹チ
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フス患者６７名の急性期の血清を試験した。それゆえ本願出願人は、この組の患

者の臨床及び疫学的データを有している。これらの血清は全て、R. pulicis、R.

 prowazekii 、R. typhi、及びR. conoriiについて試験した。

  【００４７】

  ５．血清学的試験の結果

  血液ドナーからの血清１００本はいずれも、R. pulicisを陽性とする血清学的

試験結果を示さなかった。R. prowazekii とR. pulicisとの血清学的交叉反応が

、発疹チフス患者の血清６７本のうち５１本（７６．１％）で観察された。しか

し血清６７本はいずれも、抗R. prowazekii 抗体価（ＩｇＧ又はＩｇＭに対する

もの）よりも高い抗R. pulicis抗体価を有していなかった。

  【００４８】

  R. typhiとR. pulicisとの血清学的交叉反応は、発疹熱患者の血清１６本のう

ち１１本（６８．７％）で観察された。しかし、１６本の血清はいずれも、抗R.

 typhi抗体価（ＩｇＧ又はＩｇＭに対するもの）よりも高い抗R. pulicis抗体価

を有していなかった。

  【００４９】

  R. conoriiとR.  pulicisとの血清学的交叉反応は、地中海斑点熱患者の血清

９７本のうち６７本（６９．０％）で観察された。血清９７本のうち９６本は、

抗R. conorii抗体価（ＩｇＧ又はＩｇＭに対するもの）よりも低い抗R. pulicis

抗体価を有していた。患者１名は、R. conoriiに対する抗体価よりも２回希釈分

高い抗R. pulicis抗体価を呈し、結果としてR. pulicisによる感染が疑われた。

ウエスタンブロット試験をこの血清で実施して、その患者がR. pulicisに特異的

に作用する抗体を有していることが確認された。

  【００５０】

実施例４

  ４．１  ポリアクリルアミド－ドデシル硫酸ナトリウムゲル電気泳動法（ＳＤ

Ｓ－ＰＡＧＥ）及びウエスタン移動法（Western transfer）による主要蛋白質の

分析

  【００５１】
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  リケッチア株をRenografine 法により精製した。Renografine 法で精製したR.

 pulicis、R. typhi、R. prowazekii 、R. canadensis 、R. conorii、及びR. a

kariを、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ試料緩衝液（０．６２５Ｍ  Ｔｒｉｓ（ｐＨ８．０）

、０．２％（ｗ／ｖ）ドデシル硫酸ナトリウム、５％（ｖ／ｖ）２－メルカプロ

エタノール、１０％（ｖ／ｖ）グリセロール、及び０．００２％（ｗ／ｖ）ブロ

モフェノールブルー）中に懸濁した。これらの各１アリコートを１００℃で１０

分間加熱し、その後加熱及び非加熱のアリコートを９％～１６％のポリアクリル

アミドゲル直線勾配法（１８ｃｍ×２０ｃｍ×１．５ｍｍ）にロードした。その

後、蛋白質を４０ｍＡ、１０℃で５時間電気泳動することにより分離した（Laem

mli, 1970 ）。分離した蛋白質を、銀で染色した。主要な免疫原性蛋白質を、以

前に記載されたように精製した非加熱抗原（Laemmli, 1970; Teysseire et al.,

 1992 ）と抗R. pulicisネズミポリクローナル抗体とを用いたウエスタン移動法

により試験した。

  【００５２】

  ４．２  抗体への感受性

  R. pulicisに対するエリスロマイシン活性を、Gimenez 染色を利用した比色分

析により、Ｖｅｒｏ細胞で測定した。４８穴のタイトレーションマイクロプレー

トでのＶｅｒｏ細胞培養物を、２０００ＰＦＵのリケッチアに室温で１時間感染

させ、エリスロマイシンを様々な列に様々な濃度で添加した。２０００、２００

、２０、及び０のＰＦＵで感染した、薬物を含まない列を、対照とした。３２℃

でプレートをインキュベーションした９日後に、細胞培養物の単層をGimenez 染

色で染色して、各ウエル毎に無作為に選択した２５の部分に感染部位が存在する

こと（リケッチアの収集物）を明らかにした。抗生物質を含まない対照に関する

感染部位を完全に阻止する最小抗生物質濃度を、ＭＩＣとした。ドキシサイクリ

ン及びリファンピンでは、１つの濃度（４μｇ／ｍｌ）で試験した。実験は、結

果を確認するために二重に実施した。インキュベーション温度を３２℃に低下さ

せて、R. pulicisを増殖させた。R. conorii及びR. typhiは対照と同様の方法で

試験した。

  【００５３】
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  ４．３  結果及び考察

  図１は、細胞全体の蛋白質調製物の銀染色したＳＤＳ－ＰＡＧＥプロフィール

を示している。レーン１：R. conirii；レーン２：R. pulicis；レーン３：R. t

yphi；レーン４：R. conirii；レーン５：R. pulicis；レーン６：R. akari。分

子量標準は、ゲルの端に見られる。

  【００５４】

  レーン１～３は、コールド抗原に対応する。レーン４～６は、ホット抗原に対

応する。

  R. pulicisのＳＤＳ－ＰＡＧＥプロフィールは、R. typhi（図１）R. prowaze

kii 、R. canadensis 、R. conorii（図２）、及びR. akariで得られたものと実

質的に異なっている。R. conoriiと同様にR. pulicisは、ＭＷが１５０ｋＤａを

超える高分子量蛋白質を有しており、これはR. typhi及びR. prowazekii の場合

とは異なっている。R. pulicisは、１３０ｋＤａの易熱性蛋白質も有しており、

このタンパク質は試験したその他のリケッチアのプロフィールには見られなかっ

た。それゆえ、本発明による菌株のＳＤＳ－ＰＡＧＥ蛋白質プロフィールは、「

R. felis」のものとはかなり異なり、上述のようにウエスタン移動法に関しては

R. typhiのものと非常に類似するが（Radulovic et al., 1995b; Higgins et al

. 1996; Azad et al. 1997）、R. pulicisの免疫原性抗原はR. pulicisに特異的

に反応するヒト血清中R. typhiの抗原及び３０ｋＤａ抗原に対する反応の結果精

製された単離物に対して生成されたマウス抗血清中のR. typhiの抗原と、識別可

能であることが示された。

  【００５５】

  R. pulicisのアクチン重合能力を細胞内で評価するために、アクチン及び細菌

の蛍光二重染色を実施した。R. pulicis又はR. typhiに感染した細胞では、R. c

onoriiに感染した細胞とは異なり、アクチンの極性重合（polar polymerisation

）が観察されなかった。アクチン重合は、核内での増殖能力（チフス群及びR. p

ulicis群には欠けているがこれまで試験した斑点熱群のすべてのリケッチアに共

通する特性）に関与すると思われた（Heinzen et al., 1993; Teysseire et al.

, 1992; Burgdorfer et al., 1968 ）。
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  【００５６】

  R. pulicisによるエリスロマイシンのＭＩＣは、３２μｇ／ｍｌであり、４μ

ｇ／ｍｌ濃度のドキシサイクリン又はリファンピンは、阻害性があった。対照か

ら得られた結果は、過去に得られたものと同一であった（Rolain et al., 1998 

）。R. pulicis単離物は、エリスロマイシン耐性があるが、この抗生物質への感

受性は、チフス群のリケッチア（Rolain et al., 1998 ）及び「R. felis」とし

て公知の細菌（Radulovic et al. 1995a; Radulovic et al. 1996 ）の特徴であ

る。

  【００５７】

  ｒＯｍｐＡ及びｒｐｏＢ遺伝子を、それぞれ第３５３９番目～第６７２２番目

の塩基、及び第１番目～第３８６６番目の塩基について塩基配列決定した。ｒｐ

ｏＢの場合、配列同一性は、ヌクレオチド配列では９６％（R. massiliae bar 2

6, R. conorii ）～８７％であった。R. pulicisとR. prowazekii との配列同一

性は、９２％であった。アミノ酸配列については、同一性は、９８％（R. massi

liae, Bar 29, R. conorii）～８３％(R. typhi)であった。R. pulicisとR. pro

wazekii との配列同一性は、９６％であった。

  【００５８】

  用いた３種の異なる進化系統樹構成法によりｒＯｍｐＡから得られたデンドロ

グラムは、R. pulicisで同様の系統発生位置を示した。それらは、１００％のブ

ートストラップ値でR. australisのクラスターを形成した。

  【００５９】

  R. pulicisを今は存在しない「R. felis」株と識別し得る別のデータは、増殖

温度である。R. pulicisは、３５℃又は３７℃では増殖しないが、「R. felis」

は、Ｖｅｒｏ細胞、ＨＵＶＢＣ、又はＬ９２９細胞中で３４℃で増殖させた場合

、細胞変性効果を引き起こして小さな増殖遅延領域を形成することが報告されて

いる（Radulovic et al. 1995b）。その上R. pulicisは、２８℃でもＬ９２９細

胞での増殖能を有していない。これらの結果から、今は存在しない「R. felis」

単離物が、E.I Laboratoryに供与された感染したネコノミから繰り返し回収した

ものと同じ生物体でないことが実証される。R. pulicis単離物の表現型の記載は
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、元の「R. felis」単離物のものとは実質的に異なっている。その上、本願発明

者は、元の「R. felis」株を単離した後で彼等の試験室に送られてきた「R. fel

is」のストックからは、R. typhiしか単離できないことを見出した。

  【００６０】

【表１】
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なお、国際公開明細書１１頁４行目の
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【表２】

を、本文中ではBiometieux, Marcy letoile と便宜的に示した。

【図面の簡単な説明】

    【図１】実施例４で試験したR. conorii、R. pulicis、及びR. typhi菌の蛋

白質プロフィール。

【図１】
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【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１３年１２月８日（２００１．１２．８）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  単離され、培養で樹立された、ＥＬＢ因子と一致するRicket

tsia菌。

    【請求項２】  ２５～３０℃、好ましくは２８℃の温度での細胞培養で単離

された、請求項１に記載の細菌。

    【請求項３】  １）細胞培養物、好ましくはXenopus Laevis細胞を、２５～

３０℃、好ましくは２８℃の培養温度で得る工程と、

２）細菌が、粉砕したノミを遠心単離するか、或いは前記細菌に感染したヒト又

は動物を起源とするいずれか別の試料を遠心単離することにより、工程１で培養

した細胞層に接種し、細菌の増殖が観察されるまで２５～３０℃、好ましくは２

８℃でインキュベートする工程と、

３）細菌を、培養細胞に逐次再接種することにより培養で樹立する工程とから成

る方法により得られる、請求項１又は２のいずれかに記載の、ＥＬＢ因子と一致

するRickettsia菌。

    【請求項４】  前記細菌が、工程３の細胞培養物の上清を遠心単離すること

により精製される、請求項３に記載の細菌。

    【請求項５】  Ｎｏ．Ｉ－２３６３の番号で１９９９年１２月８日にＣＮＣ

Ｍ（National Collection of Microorganism Cultures at the Institut Pasteu

r、フランス）に提出された、請求項１～４のいずれか１項に記載の細菌。

    【請求項６】  請求項１～５に記載の細菌の抗原。

    【請求項７】  ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法により測定された分子量３０Ｋｄ及び１

５０Ｋｄの蛋白質から選択された蛋白質である、請求項６に記載の細菌の抗原。
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    【請求項８】  ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法により測定された分子量１７Ｋｄの蛋白

質である、請求項６に記載の細菌から生成された抗原。

    【請求項９】  請求項１～８のうちの１項に記載の細菌の抗原に対する特異

的抗体。

    【請求項１０】  動物を起源とするポリクローナル抗体である、請求項９に

記載の抗体。

    【請求項１１】  マウス免疫グロブリンである、請求項１０に記載の抗体。

    【請求項１２】  請求項１～５のいずれか１項に記載の細菌の細胞培養物。

    【請求項１３】  前記細胞が、（好ましくはＮｏ．Ｉ－２３６４の番号で１

９９９年１２月８日にInstitut PasreurのCNCMに提出された健常なＸＴＣ－２細

胞から得られた）前記細菌に感染したXenopus laevis細胞である、請求項１２に

記載の培養物。

    【請求項１４】  前記細菌の感染に関連する疾患のインビトロ診断のための

、請求項１～５のいずれか１項に記載の細菌、又は請求項１２若しくは１３に記

載の培養物の使用方法。

    【請求項１５】  請求項１～５のいずれか１項に記載の細菌による感染に関

連する疾患のインビトロ診断のための、請求項６～１１のいずれか１項に記載の

抗原又は抗体の使用方法。

    【請求項１６】  請求項９～１１の１項に記載の細菌の特異的抗体と、前記

細菌の抗原との免疫学的反応を検出する工程から基本的に成る、Rickettsia感染

のインビトロ血清学的診断方法。

    【請求項１７】  請求項１～５に記載の前記細菌を認識するヒト免疫グロブ

リンの特異的抗体と、請求項１～５に記載の前記細菌を認識する前記ヒト免疫グ

ロブリンとの免疫学的反応を検出する工程から基本的に成る、Rickettsiaのイン

ビトロ血清学的診断方法。

    【請求項１８】  請求項１～５のうちの１項に記載の前記Rickettsia菌を認

識するヒト免疫グロブリン（好ましくはＧ、Ｍ、又はＡ型）の特異的抗体が、動

物免疫グロブリン、好ましくはヤギ免疫グロブリンである、請求項１７に記載の

方法。
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    【請求項１９】  請求項１～５のいずれか１項に記載の細菌、請求項１２又

は１３の１項に記載の培養物、及び／又は請求項９～１１のいずれか１項に記載

の特異的抗体を、血清、体液、ノミ、又はヒト試料からなる患者を起源とする試

料に接触させる、請求項１７又は１８に記載のRickettsia菌による感染に関連す

る疾患の診断方法。

    【請求項２０】  －固相支持体の内部又は上部に請求項１～５に記載の細菌

の溶液を堆積させる工程と、

  －前記支持体の内部又は上部に、試験する血清又は体液を添加する工程と、

  －前記支持体の内部又は上部に、前記細菌を認識するヒト免疫グロブリンの特

異的標識抗体溶液を添加する工程と、

－一定期間、インキュベートする工程と、

－前記固相支持体をリンスする工程と

－前記免疫グロブリン反応の検出を実行する工程と、から成る、請求項１９に記

載の血清学的診断方法。

    【請求項２１】  前記標識抗体が、酵素又は蛍光剤の放射性プローブで標識

されている、請求項２０に記載の方法。

    【請求項２２】  前記蛍光剤が、フルオレセインイソチオシアネートである

、請求項２１に記載の方法。

    【請求項２３】  前記細菌を含有する前記溶液の０．５～５μｌ、好ましく

は約１μｌが用いられる、請求項２０～２２に記載の方法。

    【請求項２４】  前記細菌を含有する溶液を内部又は上部に堆積させた固相

支持体を備えた、請求項２０～２３のいずれか１項に記載の方法を適用するため

の装置。

    【請求項２５】  前記固相支持体がガラススライドである、請求項２４に記

載の装置。

    【請求項２６】  －請求項１～５及び１２～１３に記載の細菌又は細胞培養

物を含有する溶液、及び／又は

－請求項９～１１に記載の特異的抗体を含有する溶液、及び／又は

－請求項１～５に記載の前記細菌を認識するヒト免疫グロブリンの特異的抗体を
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含有する溶液、

という基本的構成要素から成る、請求項１６～２３の１項に記載の方法によるRi

ckettsia菌のインビトロ検出のためのキット。

    【請求項２７】  前記特異的抗体が標識されている、請求項２６に記載のキ

ット。

    【請求項２８】  前記特異的抗体が、放射性同位体、酵素、又は蛍光化合物

により標識されている、請求項２７に記載のキット。
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【国際調査報告】



(31) 特表２００３－５１７０４０



(32) 特表２００３－５１７０４０



(33) 特表２００３－５１７０４０

─────────────────────────────────────────────────────
フロントページの続き
  
(51)Int.Cl.7              識別記号                        ＦＩ                              テーマコート゛(参考）
   Ｇ０１Ｎ  33/569                                      Ｃ１２Ｎ   5/00                 Ｅ    
(81)指定国          ＥＰ(ＡＴ，ＢＥ，ＣＨ，ＣＹ，
ＤＥ，ＤＫ，ＥＳ，ＦＩ，ＦＲ，ＧＢ，ＧＲ，ＩＥ，Ｉ
Ｔ，ＬＵ，ＭＣ，ＮＬ，ＰＴ，ＳＥ，ＴＲ)，ＯＡ(ＢＦ
，ＢＪ，ＣＦ，ＣＧ，ＣＩ，ＣＭ，ＧＡ，ＧＮ，ＧＷ，
ＭＬ，ＭＲ，ＮＥ，ＳＮ，ＴＤ，ＴＧ)，ＡＰ(ＧＨ，Ｇ
Ｍ，ＫＥ，ＬＳ，ＭＷ，ＭＺ，ＳＤ，ＳＬ，ＳＺ，ＴＺ
，ＵＧ，ＺＷ)，ＥＡ(ＡＭ，ＡＺ，ＢＹ，ＫＧ，ＫＺ，
ＭＤ，ＲＵ，ＴＪ，ＴＭ)，ＡＥ，ＡＧ，ＡＬ，ＡＭ，
ＡＴ，ＡＵ，ＡＺ，ＢＡ，ＢＢ，ＢＧ，ＢＲ，ＢＹ，Ｂ
Ｚ，ＣＡ，ＣＨ，ＣＮ，ＣＲ，ＣＵ，ＣＺ，ＤＥ，ＤＫ
，ＤＭ，ＤＺ，ＥＥ，ＥＳ，ＦＩ，ＧＢ，ＧＤ，ＧＥ，
ＧＨ，ＧＭ，ＨＲ，ＨＵ，ＩＤ，ＩＬ，ＩＮ，ＩＳ，Ｊ
Ｐ，ＫＥ，ＫＧ，ＫＰ，ＫＲ，ＫＺ，ＬＣ，ＬＫ，ＬＲ
，ＬＳ，ＬＴ，ＬＵ，ＬＶ，ＭＡ，ＭＤ，ＭＧ，ＭＫ，
ＭＮ，ＭＷ，ＭＸ，ＭＺ，ＮＯ，ＮＺ，ＰＬ，ＰＴ，Ｒ
Ｏ，ＲＵ，ＳＤ，ＳＥ，ＳＧ，ＳＩ，ＳＫ，ＳＬ，ＴＪ
，ＴＭ，ＴＲ，ＴＴ，ＴＺ，ＵＡ，ＵＧ，ＵＳ，ＵＺ，
ＶＮ，ＹＵ，ＺＡ，ＺＷ
(72)発明者  ラ  スコラ、ベルナール
            フランス国  Ｆ－13790  ルーセ  ロティ
            スマント  ネグレル  ５
Ｆターム(参考） 4B065 AA01X AA90X CA24 CA46
                4H045 AA10 AA11 AA30 CA11 DA75
                      DA86 EA52 FA72 



专利名称(译) Rickettsiapulicis真菌和血清学诊断方法

公开(公告)号 JP2003517040A 公开(公告)日 2003-05-20

申请号 JP2001545516 申请日 2000-12-12

[标]申请(专利权)人(译) UNIV DE LA MEDITERRANEEAIX MARSEILLE II

申请(专利权)人(译) Üniversite电德拉地中海（艾克斯 - 马赛斗）

[标]发明人 ラウルデディエ
ラスコラベルナール

发明人 ラウル、デディエ
ラ スコラ、ベルナール

IPC分类号 G01N33/53 C07K14/29 C07K16/12 C12N1/20 C12N5/06 G01N33/569

CPC分类号 G01N33/56911 C07K16/1246 C12N1/20 G01N2333/29

FI分类号 C07K14/29 C07K16/12 C12N1/20.A G01N33/53.D G01N33/569.B C12N5/00.E

F-TERM分类号 4B065/AA01X 4B065/AA90X 4B065/CA24 4B065/CA46 4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/AA30 4H045
/CA11 4H045/DA75 4H045/DA86 4H045/EA52 4H045/FA72

优先权 1999015777 1999-12-14 FR

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明涉及在28℃的培养温度下在非洲爪蟾属细胞或任何其他细胞上分
离立克次体细菌的方法。 立克次体立克次体细菌用于血清学诊断，其包
括使引起疾病的细菌与患者的血清或体液接触。 本发明还涉及一种用于
执行体外检测跳蚤或人类样品中细菌的方法的装置。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/f11b2c77-c5c4-4ba5-95d1-6b7f5326bc59
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/009553257/publication/JP2003517040A?q=JP2003517040A

