
(57)【要約】
【課題】　卵白アレルゲン、乳アレルゲン、小麦アレルゲン、そばアレルゲン、又は落花
生アレルゲンを含む食品等の被検試料から、ＳＤＳと２－メルカプトエタノールを用いて
、これらアレルゲンを抽出し、これらアレルゲンがＳＤＳ変性／ＳＤＳ未変性のいかなる
状態にあっても検出できる高感度な免疫学的な検出方法及びそれに用いられる検出キット
等を提供すること。
【解決手段】　ＳＤＳ未変性及びＳＤＳ変性の、オボアルブミン、乳アレルゲンのαｓ１
カゼイン、又はβ－ラクトグロブリン、小麦グリアジン、そばアレルゲン（分子量２４ｋ
Ｄａと７６ｋＤａのタンパク質）、落花生アレルゲンＡｒａ  ｈ１を認識する各２種類又
はそれ以上のモノクローナル抗体を用いると、これら特定原材料のＳＤＳ及び２－メルカ
プトエタノールの抽出液を用いて各アレルゲンを正確に検出することができる。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の オ ボ ア ル ブ ミ ン 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の α ｓ １ カ
ゼ イ ン 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の 小 麦 グ リ ア ジ ン 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の
そ ば ア レ ル ゲ ン （ 分 子 量 ２ ４ ｋ Ｄ ａ と ７ ６ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 質 ） 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ
Ｓ 変 性 の Ａ ｒ ａ  ｈ １ 、 又 は Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン を 認 識
す る 各 ２ 種 類 又 は そ れ 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 で あ っ て
、 ア レ ル ゲ ン 含 有 又 は 未 含 有 試 料 に 、 Ｓ Ｄ Ｓ と ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 用 い た 抽 出 液
を 、 前 記 各 ２ 種 類 又 は そ れ 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 し た 免 疫 反 応 に 供 す る こ と を
特 徴 と す る ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
Ｓ Ｄ Ｓ と ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 用 い た 抽 出 液 が 、 ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ０ ． ５ ％ ２ －
メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む 緩 衝 液 を 加 え て 、 少 な く と も ８ ０ ℃ で ５ 分 間 以 上 加 熱 抽 出 し
、 冷 却 遠 心 後 の 上 清 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の オ ボ ア ル ブ ミ ン を 認 識 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が
、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ６ ５ ６ ） が 産 生 す る 抗 オ ボ ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ３ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ６ ５ ７ ） が 産 生 す る 抗 オ ボ
ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ４ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の
ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の α ｓ １ カ ゼ イ ン を 認 識 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が
、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ３ ） が 産 生 す る 抗 α ｓ １ カ ゼ イ ン モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ １ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ４ ） が 産 生 す
る 抗 α ｓ １ カ ゼ イ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ ２ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
又 は ２ 記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の 小 麦 グ リ ア ジ ン を 認 識 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が
、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ７ ） が 産 生 す る 抗 小 麦 グ リ ア ジ ン モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｇ Ｌ １ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ８ ） が 産 生 す る 抗 小
麦 グ リ ア ジ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｇ Ｌ ２ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の
ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の そ ば ア レ ル ゲ ン （ 分 子 量 ２ ４ ｋ Ｄ ａ と ７ ６ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ
ク 質 ） を 認 識 す る ２ 種 類 又 は そ れ 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ
Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ７ ２ ） が 産 生 す る 抗 ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｂ Ｗ １
、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ７ ３ ） が 産 生 す る 抗 ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｂ Ｗ ２ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ７ ４ ） が 産 生 す
る 抗 ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｂ Ｗ ３ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
又 は ２ 記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン を 認 識 す る ２ 種 類 又 は そ れ 以 上 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ０ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ
ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ １ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７
８ １ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ２ 、 ハ イ ブ リ ド ー
マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ２ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
Ｐ β Ｌ Ｇ ３ 、 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ３ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト
グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ４ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の
ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
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Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の 落 花 生 ア レ ル ゲ ン Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ を 認 識 す る ２ 種 類 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ７ ） が 産 生 す る 抗 Ａ ｒ ａ 　 ｈ
１ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ａ ｈ １ － ４ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ８ ） が
産 生 す る 抗 Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ａ ｈ １ － ５ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ 又 は ２ 記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の オ ボ ア ル ブ ミ ン 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の α ｓ １ カ
ゼ イ ン 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の 小 麦 グ リ ア ジ ン 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の
そ ば ア レ ル ゲ ン （ 分 子 量 ２ ４ ｋ Ｄ ａ と ７ ６ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 質 ） 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ
Ｓ 変 性 の Ａ ｒ ａ  ｈ １ 、 又 は Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン を 認 識
す る 各 ２ 種 類 又 は そ れ 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 備 え た こ と を 特 徴 と す る ア レ ル ゲ ン の
検 出 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
２ 種 類 又 は そ れ 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 少 な く と も 一 つ が 、 イ ム ノ ク ロ マ ト 用 に 用 い
ら れ る 金 コ ロ イ ド で 標 識 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ 記 載
の ア レ ル ゲ ン の 検 出 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の オ ボ ア ル ブ ミ ン を 認 識 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が
、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ６ ５ ６ ） が 産 生 す る 抗 オ ボ ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ３ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ６ ５ ７ ） が 産 生 す る 抗 オ ボ
ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ４ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ 又 は １ ０ 記 載
の ア レ ル ゲ ン の 検 出 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の α ｓ １ カ ゼ イ ン を 認 識 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が
、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ３ ） が 産 生 す る 抗 α ｓ １ カ ゼ イ ン モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ １ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ４ ） が 産 生 す
る 抗 α ｓ １ カ ゼ イ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ ２ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９
又 は １ ０ 記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の 小 麦 グ リ ア ジ ン を 認 識 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が
、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ７ ） が 産 生 す る 抗 小 麦 グ リ ア ジ ン モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｇ Ｌ １ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ８ ） が 産 生 す る 抗 小
麦 グ リ ア ジ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｇ Ｌ ２ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ 又 は １ ０ 記 載
の ア レ ル ゲ ン の 検 出 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の そ ば ア レ ル ゲ ン （ 分 子 量 ２ ４ ｋ Ｄ ａ と ７ ６ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ
ク 質 ） を 認 識 す る ２ 種 類 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ
－ １ ０ ２ ７ ２ ） が 産 生 す る 抗 ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｂ Ｗ １ 、 ハ イ ブ
リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ７ ３ ） が 産 生 す る 抗 ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 Ｐ Ｂ Ｗ ２ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ７ ４ ） が 産 生 す る 抗 ７ ６
ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｂ Ｗ ３ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ 又 は １ ０
記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン を 認 識 す る ２ 種 類 以 上 の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ０ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ
ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ １ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ １ ） が
産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ２ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ
Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ２ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ
３ 、 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ３ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ
ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ４ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ 又 は １ ０ 記 載 の ア レ ル
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ゲ ン の 検 出 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の 落 花 生 ア レ ル ゲ ン Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ を 認 識 す る ２ 種 類 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ７ ） が 産 生 す る 抗 Ａ ｒ ａ 　 ｈ
１ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ａ ｈ １ － ４ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ８ ） が
産 生 す る 抗 Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ａ ｈ １ － ５ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
９ 又 は １ ０ 記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ６ ５ ６ ） が 産 生 す る 抗 オ ボ ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ３ 。
【 請 求 項 １ ８ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ６ ５ ７ ） が 産 生 す る 抗 オ ボ ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ４ 。
【 請 求 項 １ ９ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ０ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ １ 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ １ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ２ 。
【 請 求 項 ２ １ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ２ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ３ 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ３ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ４ 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ７ ） が 産 生 す る 抗 Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 Ｐ Ａ ｈ １ － ４ 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ８ ） が 産 生 す る 抗 Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 Ｐ Ａ ｈ １ － ５ 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 食 品 等 の 試 料 中 に 含 ま れ る Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の オ ボ ア ル ブ ミ ン 、
α ｓ １ カ ゼ イ ン 、 小 麦 グ リ ア ジ ン 、 そ ば ア レ ル ゲ ン （ 分 子 量 ２ ４ ｋ Ｄ ａ と ７ ６ ｋ Ｄ ａ の タ
ン パ ク 質 ） 、 Ａ ｒ ａ  ｈ １ 又 は β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン を 指 標 と し た ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法
や 、 そ れ に 用 い ら れ る ア レ ル ゲ ン の 検 出 用 キ ッ ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 自 然 環 境 の 減 少 、 車 や 工 場 な ど か ら の 排 気 ガ ス 、 住 宅 事 情 等 、 或 い は 食 べ 物 の 変 化 な ど
様 々 な 因 子 に よ り 、 現 在 で は 、 ３ 人 に １ 人 が 何 ら か の ア レ ル ギ ー 疾 患 を も つ と い わ れ て い
る 。 特 に 、 食 物 ア レ ル ギ ー は 、 食 品 中 に 含 ま れ る ア レ ル ギ ー 誘 発 物 質 （ 以 下 、 食 物 ア レ ル
ゲ ン と い う ） の 摂 取 が 引 き 起 こ す 有 害 な 免 疫 反 応 で あ り 、 皮 膚 炎 、 喘 息 、 消 化 管 障 害 、 ア
ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク 等 を 引 き 起 こ し 、 こ の よ う な 食 物 ア レ ル ギ ー の 患 者 が 増 加 し て い
る こ と か ら 、 医 学 上 及 び 食 品 産 業 上 、 深 刻 な 問 題 を 生 じ て い る 。 こ れ ら の 危 害 は 死 に 至 ら
せ る こ と が あ り 、 未 然 に 処 置 を 施 す 必 要 が あ る 。 そ の た め に は 、 表 示 を 通 じ て 消 費 者 へ 情
報 提 供 の 必 要 性 も 高 ま っ て お り 、 Ｆ Ａ Ｏ ／ Ｗ Ｈ Ｏ 合 同 食 品 規 格 委 員 会 は 、 ア レ ル ギ ー 物 質
と し て 知 ら れ て い る ８ 種 の 原 材 料 を 含 む 食 品 に あ っ て は 、 そ れ を 含 む 旨 の 表 示 に つ い て 合
意 し 、 加 盟 国 で 各 国 の 制 度 に 適 し た 表 示 方 法 を 検 討 す る こ と と し た （ １ ９ ９ ９ 年 ６ 月 ） 。
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日 本 で は 過 去 の 健 康 危 害 な ど の 程 度 、 頻 度 を 考 慮 し て 重 篤 な ア レ ル ギ ー 症 状 を 起 し た 実 績
の あ る ２ ４ 品 目 の 食 品 に つ い て 、 そ の 表 示 方 法 が 定 め ら れ た （ ２ ０ ０ ２ 年 ４ 月 よ り 施 行 ）
。 ア レ ル ギ ー を 引 き 起 こ す 食 品 と し て は 、 卵 類 、 牛 乳 類 、 肉 類 、 魚 類 、 甲 殻 類 及 び 軟 体 動
物 類 、 穀 類 、 豆 類 及 び ナ ッ ツ 類 、 果 実 類 、 野 菜 類 、 ビ ー ル 酵 母 若 し く は ゼ ラ チ ン な ど が 知
ら れ て お り 、 特 に 乳 ア レ ル ゲ ン の 主 要 成 分 と し て の α ｓ １ カ ゼ イ ン や 、 ホ エ ー ア レ ル ゲ ン
の 主 要 成 分 で あ る β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン や 、 卵 白 ア レ ル ゲ ン 成 分 と し て は オ ボ ア ル ブ ミ ン
と オ ボ ム コ イ ド や 、 小 麦 ア レ ル ゲ ン の 主 要 成 分 と し て グ リ ア ジ ン や 、 そ ば の 主 要 タ ン パ ク
質 で あ る 分 子 量 ２ ４ ｋ Ｄ ａ と ７ ６ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 質 や 、 落 花 生 の 主 要 タ ン パ ク 質 で あ る
Ａ ｒ ａ  ｈ １ が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 従 来 、 ア レ ル ゲ ン の 検 出 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 に 反 応 す る イ
ム ノ グ ロ ブ リ ン を 定 量 す る 方 法 （ 例 え ば 、 特 許 文 献 １ 参 照 ） や 、 抗 原 抗 体 複 合 体 を 含 有 す
る 検 体 中 の 該 抗 原 抗 体 複 合 体 を 酸 処 理 等 に よ り 解 離 さ せ 、 必 要 に 応 じ て ア ル カ リ を 用 い て
中 和 処 理 を 行 っ た 後 、 該 検 体 中 の ア レ ル ゲ ン 特 異 的 Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 を 測 定 す る 方 法 （ 例 え ば 、
特 許 文 献 ２ 参 照 ） 等 が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ま た 、 現 在 、 乳 、 卵 、 小 麦 、 そ ば 、 落 花 生 の 特 定 原 材 料 を 検 出 す る た め の 公 定 法 と し て
、 加 熱 ・ 非 加 熱 複 合 抗 原 よ り 得 ら れ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 免 疫 学 的 な 検 出 方 法 （
例 え ば 、 特 許 文 献 ３ 参 照 ； 以 下 「 市 販 公 定 法 Ａ 」 と い う ） 、 あ る い は 精 製 抗 原 よ り 得 ら れ
た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 免 疫 学 的 な 検 出 方 法 （ 以 下 「 市 販 公 定 法 Ｂ 」 と い う ） が 用
い ら れ て い る 。 こ れ ら は 、 特 異 的 に ア レ ル ゲ ン を 検 出 す る た め に 有 効 な 方 法 で あ る が 問 題
も 多 い 。 例 え ば 、 市 販 公 定 法 Ａ で は 複 合 抗 原 を 用 い て い る た め 、 何 に 対 す る 抗 体 な の か が
不 明 で 、 交 差 性 が 高 く 、 例 え ば 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 な ど に よ る 抗 原 の 同 定 が で き ず 、 ま た
非 特 異 反 応 が 増 え る 可 能 性 が あ る 。 ま た 、 市 販 公 定 法 Ｂ で は 、 抗 原 が 精 製 さ れ て い る た め
抗 体 の 特 異 性 は 明 確 で あ る も の の 、 未 変 性 の 抗 原 を 用 い て 作 製 さ れ た 抗 体 を 使 用 し て い る
た め 、 変 性 ／ 未 変 性 に よ り 抗 体 が 結 合 す る 程 度 に 違 い が あ る た め 、 同 じ 添 加 量 で あ っ て も
、 加 熱 前 、 加 熱 後 で の 定 量 値 が 異 な る と い う 問 題 が あ っ た 。 特 に 、 小 麦 は 他 の 特 定 原 材 料
（ 卵 、 乳 、 そ ば 、 落 花 生 ） の 中 で も 過 酷 な 加 熱 処 理 が 施 さ れ る 場 合 が 多 い （ 例 え ば パ ン 、
唐 揚 げ 等 ） た め 、 小 麦 ア レ ル ゲ ン は 未 変 性 か ら 加 熱 変 性 ま で 、 広 範 囲 な 状 態 で 存 在 す る 。
そ こ で 、 小 麦 ア レ ル ゲ ン を 検 出 す る た め に は 、 ど の 様 な 状 態 の ア レ ル ゲ ン に 対 し て 結 合 す
る か を 明 ら か に し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し 、 そ の 特 性 に 応 じ て 利 用 す る 必 要 が あ る
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 さ ら に 、 卵 の 同 定 、 定 量 に 関 し て は 、 オ ボ ム コ イ ド を 指 標 と し て 、 す で に ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 用 い た 方 法 （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） あ る い は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た
方 法 （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ） が 知 ら れ て い る 。 ま た 、 オ ボ ム コ イ ド を 認 識 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 、 未 変 性 オ ボ ム コ イ ド と 反 応 す る が 熱 変 性 オ ボ ム コ イ ド と は 反 応 し な い
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 熱 変 性 オ ボ ム コ イ ド と 反 応 す る が 未 変 性 オ ボ ム コ イ ド と は 反 応 し な
い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 及 び 未 変 性 オ ボ ム コ イ ド と 熱 変 性 オ ボ ム コ イ ド に 反 応 す る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 加 熱 変 性 状 態 を も 識 別 し て オ ボ ム コ イ ド を 定 量 し 、 卵 ア レ ル ゲ ン
の 同 定 と 正 確 な 定 量 を 可 能 と す る 免 疫 学 的 定 量 方 法 が 報 告 さ れ て い る （ 例 え ば 、 特 許 文 献
４ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 ０ ５ － ２ ４ ９ １ １ １ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 平 ０ ７ － １ ４ ０ １ ４ ４ 号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － １ ５ ５ ２ ９ ７ 号 公 報
【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ２ ５ ３ ２ ３ ０ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Int. Archs. Allergy appl. Immun., 75, 8-15, 1984
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Nutr. Sci. Vitaminol. 45, 491-500, 1999
【 発 明 の 開 示 】
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【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 卵 白 ア レ ル ゲ ン 、 乳 ア レ ル ゲ ン 、 小 麦 ア レ ル ゲ ン 、 そ ば ア レ ル ゲ ン 又
は 落 花 生 ア レ ル ゲ ン を 含 む 食 品 等 の 被 検 試 料 か ら 、 Ｓ Ｄ Ｓ と ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を
用 い て 、 卵 白 ア レ ル ゲ ン 、 乳 ア レ ル ゲ ン 、 小 麦 ア レ ル ゲ ン 、 そ ば ア レ ル ゲ ン 又 は 落 花 生 ア
レ ル ゲ ン を 抽 出 し 、 上 記 ア レ ル ゲ ン が Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 ／ Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 の い か な る 状 態 に あ っ て
も 検 出 で き る 高 感 度 な 免 疫 学 的 な 検 出 方 法 及 び そ れ に 用 い ら れ る 検 出 キ ッ ト 等 を 提 供 す る
こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 特 定 原 材 料 で あ る 卵 白 、 乳 、 小 麦 、 そ ば 又 は 落 花 生 の 各 ア レ ル ゲ ン を 検
出 す る 方 法 に つ い て 鋭 意 検 討 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の オ ボ ア ル ブ ミ ン 、 Ｓ Ｄ Ｓ
未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の α ｓ １ カ ゼ イ ン 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の 小 麦 グ リ ア ジ ン
、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の そ ば ア レ ル ゲ ン （ 分 子 量 ２ ４ ｋ Ｄ ａ と ７ ６ ｋ Ｄ ａ の タ ン
パ ク 質 ） 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の Ａ ｒ ａ  ｈ １ 、 又 は Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変
性 の β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン を 認 識 す る 各 ２ 種 類 又 は そ れ 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い
る と 、 こ れ ら 特 定 原 材 料 の Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル の 抽 出 液 を 用 い て 各 ア レ
ル ゲ ン を 正 確 に 検 出 す る こ と が で き る こ と を 見 い 出 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 、 （ １ ） Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の オ ボ ア ル ブ ミ ン 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変
性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の α ｓ １ カ ゼ イ ン 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の 小 麦 グ リ ア ジ ン 、 Ｓ
Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の そ ば ア レ ル ゲ ン （ 分 子 量 ２ ４ ｋ Ｄ ａ と ７ ６ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク
質 ） 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の Ａ ｒ ａ  ｈ １ 、 又 は Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の
β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン を 認 識 す る 各 ２ 種 類 又 は そ れ 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る ア
レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 で あ っ て 、 ア レ ル ゲ ン 含 有 又 は 未 含 有 試 料 に 、 Ｓ Ｄ Ｓ と ２ － メ ル カ プ
ト エ タ ノ ー ル を 用 い た 抽 出 液 を 、 前 記 各 ２ 種 類 又 は そ れ 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用
し た 免 疫 反 応 に 供 す る こ と を 特 徴 と す る ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 や 、 （ ２ ） Ｓ Ｄ Ｓ と ２ － メ
ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 用 い た 抽 出 液 が 、 ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ０ ． ５ ％ ２ － メ ル カ プ ト エ タ
ノ ー ル を 含 む 緩 衝 液 を 加 え て 、 少 な く と も ８ ０ ℃ で ５ 分 間 以 上 加 熱 抽 出 し 、 冷 却 遠 心 後 の
上 清 で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ １ ） 記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 や 、 （ ３ ） Ｓ Ｄ Ｓ 未
変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の オ ボ ア ル ブ ミ ン を 認 識 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ
リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ６ ５ ６ ） が 産 生 す る 抗 オ ボ ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ３ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ６ ５ ７ ） が 産 生 す る 抗 オ ボ ア ル ブ ミ
ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ４ で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ １ ） 又 は （ ２ ） 記 載 の ア
レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 や 、 （ ４ ） Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の α ｓ １ カ ゼ イ ン を 認 識 す る
２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ３ ） が 産 生
す る 抗 α ｓ １ カ ゼ イ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ １ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ
　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ４ ） が 産 生 す る 抗 α ｓ １ カ ゼ イ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ ２ で
あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ １ ） 又 は 前 記 （ ２ ） 記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 や 、 （ ５ ）
Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の 小 麦 グ リ ア ジ ン を 認 識 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が
、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ７ ） が 産 生 す る 抗 小 麦 グ リ ア ジ ン モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｇ Ｌ １ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ８ ） が 産 生 す る 抗 小
麦 グ リ ア ジ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｇ Ｌ ２ で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ １ ） 又 は （ ２ ）
記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 や 、 （ ６ ） Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の そ ば ア レ ル ゲ ン （
分 子 量 ２ ４ ｋ Ｄ ａ と ７ ６ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 質 ） を 認 識 す る ２ 種 類 又 は そ れ 以 上 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ７ ２ ） が 産 生 す る 抗 ２ ４ ｋ Ｄ ａ
タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｂ Ｗ １ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ７ ３
） が 産 生 す る 抗 ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｂ Ｗ ２ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （
Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ７ ４ ） が 産 生 す る 抗 ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ
Ｂ Ｗ ３ で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ １ ） 又 は （ ２ ） 記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 や 、 （
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７ ） Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン を 認 識 す る ２ 種 類 又 は そ れ 以 上
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ０ ） が 産 生 す る 抗 β
－ ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ １ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２
０ ７ ８ １ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ２ 、 ハ イ ブ リ
ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ２ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ３ 、 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ３ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ
ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ４ で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ １ ） 又 は （
２ ） 記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 や 、 （ ８ ） Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の 落 花 生 ア レ ル
ゲ ン Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ を 認 識 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ
　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ７ ） が 産 生 す る 抗 Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ａ ｈ １ － ４ 及 び ハ イ
ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ８ ） が 産 生 す る 抗 Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
Ｐ Ａ ｈ １ － ５ で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ １ ） 又 は （ ２ ） 記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法
に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 （ ９ ） Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の オ ボ ア ル ブ ミ ン 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及
び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の α ｓ １ カ ゼ イ ン 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の 小 麦 グ リ ア ジ ン 、 Ｓ Ｄ Ｓ
未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の そ ば ア レ ル ゲ ン （ 分 子 量 ２ ４ ｋ Ｄ ａ と ７ ６ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 質 ）
、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の Ａ ｒ ａ  ｈ １ 、 又 は Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の β －
ラ ク ト グ ロ ブ リ ン を 認 識 す る 各 ２ 種 類 又 は そ れ 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 備 え た こ と を
特 徴 と す る ア レ ル ゲ ン の 検 出 用 キ ッ ト や 、 （ １ ０ ） ２ 種 類 又 は そ れ 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 少 な く と も 一 つ が 、 イ ム ノ ク ロ マ ト 用 に 用 い ら れ る 金 コ ロ イ ド で 標 識 さ れ た モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ ９ ） 記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 用 キ ッ ト や 、 （
１ １ ） Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の オ ボ ア ル ブ ミ ン を 認 識 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ６ ５ ６ ） が 産 生 す る 抗 オ ボ ア ル ブ ミ ン モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ３ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ６ ５ ７ ） が 産 生 す る
抗 オ ボ ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ４ で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ ９ ） 又 は
（ １ ０ ） 記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 用 キ ッ ト や 、 （ １ ２ ） Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の α
ｓ １ カ ゼ イ ン を 認 識 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ
Ｐ － １ ０ ２ ６ ３ ） が 産 生 す る 抗 α ｓ １ カ ゼ イ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ １ 及 び ハ
イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ４ ） が 産 生 す る 抗 α ｓ １ カ ゼ イ ン モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ ２ で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ ９ ） 又 は （ １ ０ ） 記 載 の ア レ ル ゲ ン
の 検 出 用 キ ッ ト や 、 （ １ ３ ） Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の 小 麦 グ リ ア ジ ン を 認 識 す る ２
種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ７ ） が 産 生 す
る 抗 小 麦 グ リ ア ジ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｇ Ｌ １ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ －
１ ０ ２ ６ ８ ） が 産 生 す る 抗 小 麦 グ リ ア ジ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｇ Ｌ ２ で あ る こ と を 特 徴
と す る 前 記 （ ９ ） 又 は （ １ ０ ） 記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 用 キ ッ ト や 、 （ １ ４ ） Ｓ Ｄ Ｓ 未 変
性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の そ ば ア レ ル ゲ ン （ 分 子 量 ２ ４ ｋ Ｄ ａ と ７ ６ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 質 ） を 認
識 す る ２ 種 類 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ７
２ ） が 産 生 す る 抗 ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｂ Ｗ １ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （
Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ７ ３ ） が 産 生 す る 抗 ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ
Ｂ Ｗ ２ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ７ ４ ） が 産 生 す る 抗 ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン
パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｂ Ｗ ３ で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ ９ ） 又 は （ １ ０ ） 記 載
の ア レ ル ゲ ン の 検 出 用 キ ッ ト や 、 （ １ ５ ） Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の β － ラ ク ト グ ロ
ブ リ ン を 認 識 す る ２ 種 類 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ －
２ ０ ７ ８ ０ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ １ 、 ハ イ ブ
リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ １ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ２ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ２ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク
ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ３ 、 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０
７ ８ ３ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ４ で あ る こ と を
特 徴 と す る 前 記 （ ９ ） 又 は （ １ ０ ） 記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 用 キ ッ ト や 、 （ １ ６ ） Ｓ Ｄ Ｓ
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未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の 落 花 生 ア レ ル ゲ ン Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ を 認 識 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ７ ） が 産 生 す る 抗 Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ａ ｈ １ － ４ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ８ ） が 産 生 す
る 抗 Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ａ ｈ １ － ５ で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ ９ ） 又
は （ １ ０ ） 記 載 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 用 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 本 発 明 は （ １ ７ ） ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ６ ５ ６ ） が 産 生 す る 抗 オ
ボ ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ３ や 、 （ １ ８ ） ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ
－ ２ ０ ６ ５ ７ ） が 産 生 す る 抗 オ ボ ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ４ や 、 （ １ ９ ）
ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ０ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ １ や 、 （ ２ ０ ） ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ １ ） が 産
生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ２ や 、 （ ２ １ ） ハ イ ブ リ ド ー
マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ２ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
Ｐ β Ｌ Ｇ ３ や 、 （ ２ ２ ） ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ３ ） が 産 生 す る 抗 β －
ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ４ や 、 （ ２ ３ ） ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ
　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ７ ） が 産 生 す る 抗 Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ａ ｈ １ － ４ や 、 （ ２
４ ） ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ８ ） が 産 生 す る 抗 Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 Ｐ Ａ ｈ １ － ５ に 関 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 食 品 等 に 含 ま れ る 卵 白 ア レ ル ゲ ン 、 乳 ア レ ル ゲ ン 、 小 麦 ア レ ル ゲ ン 、
そ ば ア レ ル ゲ ン 、 落 花 生 ア レ ル ゲ ン に つ い て の 免 疫 学 的 な 検 出 方 法 に お い て 、 こ れ ら ア レ
ル ゲ ン が 、 変 性 ／ 未 変 性 の い か な る 状 態 に あ っ て も 、 Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー
ル の 抽 出 液 と し て 用 い て 、 正 確 に 定 性 か つ 定 量 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 と し て は 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の オ ボ ア ル ブ ミ
ン 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の α ｓ １ カ ゼ イ ン 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の 小 麦
グ リ ア ジ ン 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の そ ば ア レ ル ゲ ン （ 分 子 量 ２ ４ ｋ Ｄ ａ と ７ ６ ｋ
Ｄ ａ の タ ン パ ク 質 ） 、 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の Ａ ｒ ａ  ｈ １ 、 又 は Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及
び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン を 認 識 す る 各 ２ 種 類 又 は そ れ 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 （ 以 下 、 こ れ ら を 総 称 し て 「 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う こ と が あ る ） を 用 い る
ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 で あ っ て 、 ア レ ル ゲ ン 含 有 又 は 未 含 有 試 料 に 、 Ｓ Ｄ Ｓ と ２ － メ ル カ
プ ト エ タ ノ ー ル を 用 い た 抽 出 液 を 、 前 記 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 し た 免 疫 反 応 に 供
す る 方 法 で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ ず 、 上 記 Ｓ Ｄ Ｓ と ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 用 い た 抽 出
液 と し て 、 ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ０ ． ５ ％ ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む 緩 衝 液 を 加 え て
、 少 な く と も ８ ０ ℃ で ５ 分 間 以 上 加 熱 抽 出 し 、 冷 却 遠 心 後 の 上 清 を 用 い る こ と が 好 ま し い
。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 用 キ ッ ト と し て は 、 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 備 え た
キ ッ ト で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ ず 、 ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 少 な く と も 一 つ が 、 イ ム
ノ ク ロ マ ト 用 に 用 い ら れ る 金 コ ロ イ ド で 標 識 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と が 好 ま
し い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 上 記 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の オ ボ ア ル ブ ミ ン を 認 識 す る ２ 種 類 又 は そ れ 以 上 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 、 具 体 的 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ６ ５ ６ ） が
産 生 す る 抗 オ ボ ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ３ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　
Ｐ － ２ ０ ６ ５ ７ ） が 産 生 す る 抗 オ ボ ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ４ 等 を 好 適 に
例 示 す る こ と が で き る 。 ま た 、 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ３ と Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ４ を 組 み 合 わ せ る こ と で 、 Ｓ Ｄ Ｓ 及
び ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 用 い た 抽 出 液 で 、 特 に 有 利 に サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ や イ
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ム ノ ク ロ マ ト を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 記 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の α ｓ １ カ ゼ イ ン を 認 識 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 と し て 、 具 体 的 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ３ ） が 産 生 す る 抗
α ｓ １ カ ゼ イ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ １ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ －
１ ０ ２ ６ ４ ） が 産 生 す る 抗 α ｓ １ カ ゼ イ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ ２ 等 を 好 適 に
例 示 す る こ と が で き る 。 ま た 、 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ １ と Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ ２ を 組 み 合 わ せ る こ と で 、
Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 用 い た 抽 出 液 で 、 特 に 有 利 に サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ や イ ム ノ ク ロ マ ト を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 記 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の 小 麦 グ リ ア ジ ン を 認 識 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 と し て 、 具 体 的 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ７ ） が 産 生 す る 抗
小 麦 グ リ ア ジ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｇ Ｌ １ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２
６ ８ ） が 産 生 す る 抗 小 麦 グ リ ア ジ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｇ Ｌ ２ 等 を 好 適 に 例 示 す る こ と
が で き る 。 ま た 、 Ｐ Ｇ Ｌ １ と Ｐ Ｇ Ｌ ２ を 組 み 合 わ せ る こ と で 、 Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ２ － メ ル カ プ ト
エ タ ノ ー ル を 用 い た 抽 出 液 で 、 特 に 有 利 に サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ や イ ム ノ ク ロ マ ト を 行
う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 上 記 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の そ ば ア レ ル ゲ ン （ 分 子 量 ２ ４ ｋ Ｄ ａ と ７ ６ ｋ Ｄ ａ の
タ ン パ ク 質 ） を 認 識 す る ２ 種 類 又 は そ れ 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 、 具 体 的 に は 、
ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ７ ２ ） が 産 生 す る 抗 ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｂ Ｗ １ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ７ ３ ） が 産 生 す る 抗
７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｂ Ｗ ２ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ －
１ ０ ２ ７ ４ ） が 産 生 す る 抗 ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｂ Ｗ ３ 等 を 好 適 に
例 示 す る こ と が で き る 。 ま た 、 Ｐ Ｂ Ｗ １ 等 の ２ ４ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 及 び 加 熱 変 性 そ ば 粗 タ ン
パ ク 質 を 認 識 す る 抗 そ ば 粗 タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 Ｐ Ｂ Ｗ ２ 等 の ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ
ン パ ク 質 及 び 未 変 性 そ ば 粗 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 抗 そ ば 粗 タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
と の 組 合 せ や 、 Ｐ Ｂ Ｗ ２ と Ｐ Ｂ Ｗ ３ 等 の 未 変 性 そ ば 粗 タ ン パ ク 質 と 加 熱 変 性 そ ば 粗 タ ン パ
ク 質 を 共 に 認 識 す る 抗 そ ば 粗 タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 組 み 合 わ せ 、 中 で も 、 こ
れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 混 合 系 と し て 組 み 合 わ せ る こ と で 、 Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ２ － メ ル カ プ
ト エ タ ノ ー ル を 用 い た 抽 出 液 で 、 特 に 有 利 に サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ や イ ム ノ ク ロ マ ト を
行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 上 記 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン を 認 識 す る ２ 種 類 又 は そ れ 以
上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 、 具 体 的 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８
０ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ １ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ
（ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ １ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ
β Ｌ Ｇ ２ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ２ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ
リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ３ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ３ ） が 産
生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ４ 等 を 好 適 に 例 示 す る こ と が
で き る 。 ま た 、 Ｐ β Ｌ Ｇ ３ や Ｐ β Ｌ Ｇ ４ 等 の 加 熱 変 性 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン を 認 識 す る 抗
β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 Ｐ β Ｌ Ｇ １ や Ｐ β Ｌ Ｇ ２ 等 の 未 変 性 β － ラ
ク ト グ ロ ブ リ ン を 認 識 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 組 合 せ 、 中 で
も 、 （ Ｐ β Ｌ Ｇ １ ＋ Ｐ β Ｌ Ｇ ３ ） と （ Ｐ β Ｌ Ｇ ２ ＋ Ｐ β Ｌ Ｇ ４ ） な ど の こ れ ら の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 混 合 系 と し て 組 み 合 わ せ る こ と で 、 Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を
用 い た 抽 出 液 で 、 特 に 有 利 に サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ や イ ム ノ ク ロ マ ト を 行 う こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 上 記 Ｓ Ｄ Ｓ 未 変 性 及 び Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の 落 花 生 ア レ ル ゲ ン Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ を 認 識 す る ２ 種 類 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 、 具 体 的 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ７ ）

10

20

30

40

50

(9) JP 2007-108169 A 2007.4.26



が 産 生 す る 抗 Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ａ ｈ １ － ４ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ
Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ８ ） が 産 生 す る 抗 Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ａ ｈ １ － ５ 等 を 好
適 に 例 示 す る こ と が で き る 。 ま た 、 Ｐ Ａ ｈ １ － ４ と Ｐ Ａ ｈ １ － ５ を 組 み 合 わ せ る こ と で 、
Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 用 い た 抽 出 液 で 、 特 に 有 利 に サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ や イ ム ノ ク ロ マ ト を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 以 上 の 本 発 明 の 免 疫 学 的 な ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 は 、 未 変 性 及 び 変 性 の 卵 白 ア レ ル ゲ ン
、 未 変 性 ／ 変 性 の 乳 ア レ ル ゲ ン 、 未 変 性 及 び 変 性 の 小 麦 ア レ ル ゲ ン 、 未 変 性 及 び 変 性 の そ
ば ア レ ル ゲ ン 又 は 未 変 性 及 び 変 性 の 落 花 生 ア レ ル ゲ ン を 含 む 試 料 を 、 標 識 化 し た 前 記 本 件
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 接 触 さ せ 、 あ る い は 標 識 化 し た 抗 体 の 存 在 下 に 前 記 本 件 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 と 接 触 さ せ 、 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 標 識 化 免 疫 複 合 体 と し て 捕 捉 す る 免 疫 反 応 段 階
と 、 生 成 し た 該 免 疫 複 合 体 を そ の 分 子 中 に 存 在 す る 標 識 物 質 を 用 い て 分 離 ・ 測 定 す る 検 出
段 階 と か ら な り 、 か か る 免 疫 反 応 段 階 に お け る 抗 原 抗 体 反 応 の 方 法 も 特 に 制 限 さ れ ず 、 例
え ば 、 以 下 の 方 法 を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 不 溶 性 担 体 に 結 合 し た 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 試 料 中 の 食 物 ア レ ル ゲ ン を 捕 捉 さ せ た
後 に 標 識 化 抗 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 反 応 さ せ る サ ン ド イ ッ チ 法 や 、 不 溶 性 担 体 に 結 合 し た 本 件 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 標 識 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 第 二 抗 体 ）
を 用 い る サ ン ド イ ッ チ 二 抗 体 法 や 、 不 溶 性 担 体 に 結 合 し た 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 試 料
中 の 食 物 ア レ ル ゲ ン を 標 識 化 抗 原 の 存 在 下 で 反 応 さ せ る 競 合 法 や 、 食 物 ア レ ル ゲ ン を 含 有
す る 試 料 に こ れ ら と 特 異 的 に 反 応 す る 磁 気 ビ ー ズ 結 合 標 識 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 用
さ せ た 後 、 磁 力 に よ り 分 離 し た 免 疫 複 合 体 中 の 標 識 物 質 を 検 出 す る 磁 気 ビ ー ズ 法 や 、 食 物
ア レ ル ゲ ン を 含 有 す る 試 料 に こ れ ら と 特 異 的 に 反 応 す る 標 識 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作
用 さ せ て 凝 集 沈 殿 さ せ た 後 、 遠 心 分 離 に よ り 分 離 し た 免 疫 複 合 体 中 の 標 識 物 質 を 検 出 す る
凝 集 沈 殿 法 や 、 金 コ ロ イ ド 等 で 標 識 さ れ た 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 食 物 ア レ ル ゲ ン で あ
る タ ン パ ク 質 が 結 合 し た 抗 原 抗 体 複 合 体 が 試 験 ス ト リ ッ プ 上 を 毛 管 現 象 等 に よ り 移 動 す る
途 中 に 、 食 物 ア レ ル ゲ ン と 結 合 す る 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を あ ら か じ め 固 定 し て お き 、
抗 原 抗 体 複 合 体 を 捕 捉 さ せ る こ と で 現 れ る 着 色 ラ イ ン の 有 無 に よ っ て 定 性 分 析 す る イ ム ノ
ク ロ マ ト 法 の 他 、 二 重 免 疫 拡 散 法 、 放 射 免 疫 拡 散 法 な ど 公 知 の 免 疫 測 定 法 を 利 用 す る こ と
が で き る が 、 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 、 そ れ ぞ れ 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る ２ 以
上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る 方 法 、 例 え ば 、 食 品 中 の 未 変 性 ア レ ル ゲ ン 及 び ／ 又 は 変
性 ア レ ル ゲ ン が １ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ ｐ ｐ ｂ の 濃 度 範 囲 に お い て も 定 性 的 か つ 定 量 的 に 分 析 し
う る 高 感 度 の 点 で サ ン ド イ ッ チ 二 抗 体 法 が 、 定 性 的 に は 簡 便 性 か ら イ ム ノ ク ロ マ ト 法 が 好
ま し い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 上 記 抗 原 抗 体 反 応 に お い て 用 い ら れ る 不 溶 性 担 体 と し て は 、 例 え ば 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ
リ エ チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ポ リ ア ク リ ロ ニ ト リ ル 、 フ ッ 素 樹 脂 、 架 橋
デ キ ス ト ラ ン 、 ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 等 の 高 分 子 化 合 物 、 そ の 他 、 ガ ラ ス 、 金 属 、 磁 性 粒 子 及
び こ れ ら の 組 み 合 わ せ 等 を 挙 げ る こ と が で き 、 ま た 、 不 溶 性 担 体 の 形 状 と し て は 、 例 え ば
、 ト レ イ 状 、 球 状 、 繊 維 状 、 棒 状 、 盤 状 、 容 器 状 、 セ ル 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 、 試 験 管 、 ラ
テ ッ ク ス ビ ー ズ 状 等 の 種 々 の 形 状 で 用 い る こ と が で き る 。 更 に 、 こ れ ら 不 溶 性 担 体 へ の 抗
原 又 は 抗 体 の 固 定 化 方 法 は 特 に 限 定 さ れ る も の で な く 、 物 理 的 吸 着 法 、 共 有 結 合 法 、 イ オ
ン 結 合 法 等 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の ア レ ル ゲ ン の 検 出 方 法 や ア レ ル ゲ ン 検 出 用 キ ッ ト に 用 い ら れ る 本 件 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ク ラ ス 及 び タ イ プ は 特 に 制 限 さ れ な い が 、 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 と し て 、 Ｉ ｇ Ｇ ク ラ ス 、 タ イ プ κ の 抗 体 が 好 適 に 用 い ら れ る 。 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 形 態 と し て は 、 全 抗 体 又 は Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 Ｆ ａ ｂ 等 の 断 片 を 用 い る こ と も で き
る 。 抗 体 の 由 来 は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヒ ト 、 兎 、 鶏 等 を 挙
げ る こ と が で き る が 、 作 製 の 簡 便 性 か ら マ ウ ス に 由 来 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 好 適 に 用
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い ら れ る 。 ま た 、 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 未 変 性 又 は 還 元 カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 あ る い
は 尿 素 変 性 の ア レ ル ゲ ン で 免 疫 し た 動 物 か ら 採 取 し た 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の
細 胞 融 合 に よ り 調 製 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 地 上 で 培 養 す る か 、 又 は 動 物 腹 腔 内 に 投 与
し て 腹 水 内 で 増 殖 さ せ た 後 、 該 培 養 物 又 は 腹 水 か ら 採 取 す る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 例 え ば 、 未 変 性 又 は 還 元 カ ル ボ キ シ メ
チ ル 化 あ る い は 尿 素 変 性 の 食 物 ア レ ル ゲ ン を 用 い て Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス を 免 疫 し 、 免 疫 さ
れ た マ ウ ス の 抗 体 産 生 細 胞 と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 、 常 法 に よ り 細 胞 融 合 さ せ 、 免 疫
蛍 光 染 色 パ タ ー ン に よ り ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ
イ ブ リ ド ー マ を 作 出 す る こ と が で き る 。 上 記 の 抗 体 産 生 細 胞 と し て は 、 例 え ば Ｓ Ｄ Ｓ 未 変
性 及 び ／ 若 し く は Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 の 食 物 ア レ ル ゲ ン 又 は こ れ を 含 有 す る 組 成 物 を 投 与 し て 免 疫
し た 動 物 か ら 得 ら れ る 脾 臓 細 胞 、 リ ン パ 節 細 胞 、 Ｂ － リ ン パ 球 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
免 疫 す る 動 物 と し て は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ウ マ 等 が 挙 げ ら れ る 。 免 疫 は 、 例 え ば 未
変 性 又 は 還 元 カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 あ る い は 尿 素 変 性 の 食 物 ア レ ル ゲ ン を そ の ま ま 又 は 適 当
な ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 動 物 の 皮 下 、 筋 肉 内 又 は 腹 腔 内 に １ ～ ２ 回 ／ 月 、 １ ～ ６ ケ 月 間 投 与
す る こ と に よ り 行 な わ れ る 。 抗 体 産 生 細 胞 の 分 離 は 、 最 終 免 疫 か ら ２ ～ ４ 日 後 に 免 疫 動 物
か ら 採 取 す る こ と に よ り 行 な わ れ る 。 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と し て は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 由 来 の も
の 等 を 使 用 す る こ と が で き る 。 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と は 同 種 動 物 由 来 で あ る こ
と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 細 胞 融 合 は 、 例 え ば ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ） 等 の 培 地 中 で 抗 体 産 生 細
胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の 融 合 促 進 剤 の 存 在 下 で 混 合 す る こ と
に よ り 行 な う こ と が で き る 。 細 胞 融 合 終 了 後 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 等 で 適 当 に 希 釈 し 、 遠 心 分 離 し 、
沈 殿 を Ｈ Ａ Ｔ 培 地 等 の 選 択 培 地 に 懸 濁 し て 培 養 す る こ と に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し 、
次 い で 、 培 養 上 清 を 用 い て 酵 素 抗 体 法 に よ り 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 検 索 し 、 限 界 希 釈
法 等 に よ り ク ロ ー ニ ン グ を 行 な い 、 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を
得 る こ と が で き る 。 ま た 、 未 変 性 の 食 物 ア レ ル ゲ ン の み を 用 い て 免 疫 し た 抗 免 疫 動 物 か ら
、 有 利 に 抗 変 性 食 物 ア レ ル ゲ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 場 合 も あ る 。 こ の
場 合 、 抗 変 性 ア レ ル ゲ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 等 の 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド
ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ し て も よ い し 、 あ る い は 、 固 相 状 態 で の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 未 変 性 の 食 物
ア レ ル ゲ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し 、 こ の 抗 体 産 生 ハ イ
ブ リ ド ー マ が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 液 相 状 態 で 未 変 性 の 食 物 ア レ ル ゲ ン に 対 し
て の み 特 異 的 に 反 応 す る 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 前 記 の よ う に 、 抗
体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 地 中 又 は 生 体 内 で 培 養 し モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 培 養 物 か ら 採 取
す る こ と が で き る が 、 培 養 物 又 は 腹 水 か ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 分 離 ・ 精 製 方 法 と し て
は 、 タ ン パ ク 質 の 精 製 に 一 般 的 に 用 い ら れ る 方 法 で あ れ ば ど の よ う な 方 法 で も よ く 、 例 え
ば 、 Ｉ ｇ Ｇ 精 製 に 通 常 使 用 さ れ る 硫 安 分 画 法 、 陰 イ オ ン 交 換 体 又 は プ ロ テ イ ン Ａ 、 Ｇ 等 の
カ ラ ム に よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ま た 、 標 識 化 抗 体 作 製 に 用 い ら れ る 標 識 物 質 と し て は 、 単 独 で ま た は 他 の 物 質 と 反 応 す
る こ と に よ り 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を も た ら す こ と が で き る 標 識 物 質 で あ れ ば よ く 、 酵 素 、
蛍 光 物 質 、 化 学 発 光 物 質 、 放 射 性 物 質 、 金 コ ロ イ ド 等 を 使 用 す る の が で き 、 酵 素 と し て は
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － Ｄ － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ
キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － ６ － ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ア ル コ ー ル 脱 水 素 酵 素 、
リ ン ゴ 酸 脱 水 素 酵 素 、 ペ ニ シ リ ナ ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ 、 ア ポ グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ウ レ
ア ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 若 し く は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 等 を 、 蛍 光 物 質 と し て は 、
フ ル オ レ ス セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 、 希 土 類 金 属 キ レ ー ト 、 ダ ン
シ ル ク ロ ラ イ ド 若 し く は テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 等 を 、 発 光 物 質 と し
て は 、 ル ミ ノ ー ル 類 、 ジ オ キ セ タ ン 類 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム 塩 類 等 を 、 放 射 性 物 質 と し て は ３
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Ｈ 、 １ ４ Ｃ 、 １ ２ ５ Ｉ 若 し く は １ ３ １ Ｉ 等 を 例 示 す る こ と が で き る 。 標 識 物 質 が 酵 素 で あ
る 場 合 に は 、 そ の 活 性 を 測 定 す る た め に 基 質 、 必 要 に よ り 発 色 剤 、 蛍 光 剤 、 発 光 剤 等 が 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の ア レ ル ゲ ン 検 出 用 キ ッ ト に は 、 有 効 成 分 と し て の 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 好
ま し く は そ れ ぞ れ 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る ２ 以 上 の 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む が
、 こ れ ら は 保 存 安 定 性 の 点 か ら 、 溶 液 状 態 よ り も 凍 結 乾 燥 物 と し て 収 容 さ れ て い る こ と が
好 ま し く 、 検 出 用 キ ッ ト に は か か る 本 件 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 溶 解 す る 緩 衝 液 や 培 養 液 の 他
、 試 料 を 調 製 す る た め の Ｓ Ｄ Ｓ と ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む 緩 衝 液 等 を 含 ん で い て
も よ い 。 ま た 、 よ り 好 ま し い 別 の 態 様 の 本 発 明 の ア レ ル ゲ ン 検 出 用 キ ッ ト と し て は 、 前 記
イ ム ノ ク ロ マ ト 法 に お け る 試 験 ス ト リ ッ プ を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 異 な る エ ピ
ト ー プ を 認 識 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 少 な く と も 一 つ を 、 イ ム ノ ク ロ マ ト 用 に
用 い ら れ る 金 コ ロ イ ド で 標 識 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ６ ５ ６ ）
が 産 生 す る 抗 オ ボ ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ３ や 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ
Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ６ ５ ７ ） が 産 生 す る 抗 オ ボ ア ル ブ ミ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ４ 、 ハ イ
ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ０ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ １ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ １ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ
ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ２ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７
８ ２ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ３ 、 及 び ハ イ ブ リ
ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ３ ） が 産 生 す る 抗 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 Ｐ β Ｌ Ｇ ４ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ７ ） が 産 生 す る 抗 Ａ ｒ ａ 　 ｈ
１ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ａ ｈ １ － ４ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ８ ） が 産
生 す る 抗 Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ａ ｈ １ － ５ を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら ハ
イ ブ リ ド ー マ は そ れ ぞ れ 、 Mouse-Mouse Hybridoma Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ３ 、 Mouse-Mouse Hybridoma 
Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ４ の 表 示 で 平 成 １ ７ （ ２ ０ ０ ５ ） 年 ９ 月 ６ 日 （ 受 託 日 ） 付 で 、 Mouse-Mouse Hybr
idoma Ｐ β Ｌ Ｇ １ 、 Mouse-Mouse Hybridoma Ｐ β Ｌ Ｇ ２ 、 Mouse-Mouse Hybridoma Ｐ β Ｌ
Ｇ ３ 、 Mouse-Mouse Hybridoma Ｐ β Ｌ Ｇ ４ の 表 示 で 平 成 １ ８ 年 （ ２ ０ ０ ６ ） 年 ２ 月 ２ 日 （
受 託 日 ） 付 で 、 Ｐ Ａ ｈ １ － ４ 、 Ｐ Ａ ｈ １ － ５ の 表 示 で 平 成 １ ８ （ ２ ０ ０ ６ ） 年 ７ 月 ２ ０ 日
（ 受 託 日 ） 付 で 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 〒 ３ ０ ５ －
５ ４ ６ ６ 　 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ － １ － １ 　 中 央 第 ６ ） に 受 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は こ れ ら の
例 示 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ １ 】
１ ． 材 料 及 び 方 法
１ ） ニ ワ ト リ オ ボ ア ル ブ ミ ン （ 以 下 「 Ｏ Ａ 」 と い う ） の 調 製
　 新 鮮 な ニ ワ ト リ 卵 よ り 卵 白 の み を 採 取 し 、 泡 立 て な い よ う に 均 質 化 後 、 等 量 の 飽 和 硫 酸
ア ン モ ニ ウ ム を 加 え 、 濾 紙 Ｎ ｏ ． １ （ ア ド バ ン テ ッ ク 東 洋 社 製 ） で 濾 過 し た 。 そ し て 、 得
ら れ た ろ 液 に ０ ． ５ Ｍ の 硫 酸 を 添 加 し ｐ Ｈ ４ ． ６ に 調 整 後 、 一 晩 放 置 し た 。 ８ ， ０ ０ ０ ｒ
ｐ ｍ × ２ ０ 分 の 遠 心 分 離 に よ り 得 ら れ た 沈 殿 を 蒸 留 水 に 溶 解 し 、 同 じ 方 法 で 再 結 晶 化 し 、
粗 Ｏ Ａ 画 分 を 得 た 。 粗 Ｏ Ａ は さ ら に 、 TSK gel DEAE 650S（ Tosoh） を 用 い た イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ り 精 製 し た 。 移 動 相 に は ５ ０ ｍ Ｍ イ ミ ダ ゾ ー ル － 塩 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ６
． ４ ） を 用 い 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ の ０ か ら ０ ． ３ Ｍ の リ ニ ア グ ラ ジ ェ ン ト に よ り Ｏ Ａ を 分 画 し 、 透
析 に よ る 脱 塩 後 、 凍 結 乾 燥 を 行 っ た 。 こ の 凍 結 乾 燥 Ｏ Ａ を 用 い 、 生 理 食 塩 水 で ０ ． １ ％ の
Ｏ Ａ 溶 液 を 作 製 し 、 １ ｍ ｌ 容 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に ５ ０ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し て 抗 原 溶 液
と し 、 免 疫 に 供 す る ま で － ２ ０ ℃ で 凍 結 保 管 し た 。 以 後 、 未 変 性 の Ｏ Ａ を Ｎ Ｏ Ａ と す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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２ ） 免 疫
　 供 試 動 物 と し て 、 ６ 週 齢 の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス （ 日 本 ク レ ア 社 製 ） ４ 尾 を 用 い た 。 初 回
免 疫 に は 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Difco） を ０ ． １ ％ の Ｏ Ａ が ５ ０ ０ μ ｌ 入 っ た
エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 等 量 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー に て 攪 拌 し て 作 製 し た エ マ ル
ジ ョ ン を 供 試 し た 。 こ の エ マ ル ジ ョ ン を １ 尾 当 た り １ ５ ０ μ ｌ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 ま た 、
追 加 免 疫 は 、 ３ 週 間 の 間 隔 で ２ 回 行 っ た 。 免 疫 に は 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Di
fco） を ０ ． １ ％ の Ｏ Ａ が ５ ０ ０ μ ｌ 入 っ た エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 等 量 加 え 、 ボ ル テ
ッ ク ス ミ キ サ ー に て 攪 拌 し て 作 製 し た エ マ ル ジ ョ ン を 供 試 し た 。 こ の エ マ ル ジ ョ ン を １ 尾
当 た り １ ５ ０ μ ｌ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 な お 、 最 終 免 疫 の み に 後 述 す る 還 元 カ ル ボ キ シ メ チ
ル 化 Ｏ Ａ （ 以 下 「 Ｒ Ｃ Ｍ Ｏ Ａ 」 と い う ） を 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
３ ） 血 中 抗 体 価 の 測 定
　 初 回 あ る い は 追 加 免 疫 で Ｏ Ａ を 注 射 し た １ 週 間 後 に 、 各 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス の 尾 部 静 脈
よ り 採 血 を 行 っ た 。 採 血 し た 血 液 は 室 温 に ２ 時 間 放 置 後 、 遠 心 分 離 を 行 い 、 血 清 を 得 た 。
こ れ ら の 血 清 の １ ０ 倍 希 釈 段 を 作 製 し 、 非 競 合 法 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り マ ウ ス 血 中 の 抗 Ｏ Ａ 抗
体 価 を 調 べ た 。 な お 、 二 次 抗 体 に は ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｈ ＋
Ｌ ） 抗 体 （ Jackson ImmunoResearch社 製 ） を 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
４ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
　 ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製 は 、 ケ ラ ー と ミ ル シ ュ タ イ ン の 方 法 （ １ ９ ７ ５ ） に 従 っ た 。 す な
わ ち 、 十 分 に 抗 体 価 が 上 が っ た マ ウ ス に 、 ０ ． １ ％ Ｒ Ｃ Ｍ Ｏ Ａ 溶 液 １ ０ ０ ｍ ｌ を 尾 部 静 脈
よ り 注 射 し た 。 静 脈 注 射 か ら ４ 日 後 、 マ ウ ス よ り 脾 臓 を 無 菌 的 に 摘 出 し た 。 脾 臓 を 細 切 後
、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ で 洗 浄 し て 、 滅 菌 ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ （ Cell Strainer, 70 mm, Becton
 Dickinson） を 通 し 、 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 を 得 た 。 １ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ × １ ０ 分 の 遠 心 分 離 に よ
り 脾 臓 細 胞 を 集 め 、 再 度 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ で 再 懸 濁 し 細 胞 数 を カ ウ ン ト し た 。 こ の 脾 臓 細
胞 懸 濁 液 と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ P3X63Ag8.653） 懸 濁 液 を 細 胞 数 が １ ０ ： １ に な る よ う
に 混 合 し 、 再 度 １ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ × １ ０ 分 の 遠 心 分 離 を 行 い 、 ペ レ ッ ト を 得 た 。 こ の ペ レ
ッ ト に 平 均 分 子 量 ３ ， ３ ５ ０ の ４ ５ ％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 滴 下 し 細 胞 融 合 を 行 っ た
。 細 胞 溶 液 に Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ を 加 え 希 釈 後 、 遠 心 分 離 で ペ レ ッ ト に し た 。 こ の ペ レ ッ ト
に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 用 培 地 （ １ ０ ％ 牛 胎 児 血 清 、 ４ ０ ｍ Ｍ の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、
１ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １
６ ４ ０ 培 地 ） に １ ０ ０ μ Ｍ の ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ０ ． ４ μ Ｍ の ア ミ ノ プ テ リ ン 、 １ ６ μ Ｍ の
チ ミ ジ ン を 含 む Ｈ Ａ Ｔ 選 択 培 地 を 加 え 、 ５ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｗ ｅ ｌ ｌ と な る よ う に ２
４ ウ ェ ル の 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト （ Becton Dickinson） に 分 注 し 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 ３ ７ ℃ で 培
養 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
５ ） 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ
　 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル の 培 養 上 清 に つ い て 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 一 次 抗 体 と し て 供 試
し 、 抗 Ｒ Ｃ Ｍ Ｏ Ａ 抗 体 を 産 生 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ の 存 在 を 調 べ た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り
Ｒ Ｃ Ｍ Ｏ Ａ に 対 し て 陽 性 を 示 し た ウ ェ ル の ハ イ ブ リ ド ー マ に つ い て 、 ０ ． ９  ｃ ｅ ｌ ｌ ／
ｗ ｅ ｌ ｌ と な る よ う に ９ ６ ウ ェ ル の 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト （ Becton Dickinson） に 移 し 、 限
界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 な お 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て 、 ４ 週 齢 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／
ｃ マ ウ ス 胸 腺 細 胞 を ５ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｗ ｅ ｌ ｌ と な る よ う に ９ ６ ウ ェ ル 細 胞 培 養 用
プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 に は 、 １ ０ ％ 牛
胎 児 血 清 、 ４ ０ ｍ Ｍ の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０
μ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 を 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
６ ） 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 未 変 性 Ｏ Ａ （ Ｎ Ｏ Ａ ） あ る い は 還 元 カ ル ボ キ
シ メ チ ル 化 Ｏ Ａ （ Ｒ Ｃ Ｍ Ｏ Ａ ） に 対 す る 反 応 性 の 違 い を 調 べ る こ と で 特 異 性 の 異 な る ク ロ
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ー ン を 得 る こ と と し た 。 Ｒ Ｃ Ｍ Ｏ Ａ は 、 精 製 Ｏ Ａ （ 上 記 凍 結 乾 燥 物 ） を １ ０ ｍ ｇ 量 り 、 １
． ４ Ｍ ト リ ス － 塩 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ６ ） １ ｍ ｌ 、 ５ ％ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ １ ０ ０ μ ｌ 、 １ ． ２ ｇ
の 尿 素 、 ３ ３ μ ｌ の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 加 え ２ ． ５ ｍ ｌ に 定 容 し た 後 、 窒 素 ガ ス
置 換 を 行 い 、 ３ ７ ℃ 、 １ 時 間 の 還 元 処 理 を 行 っ た 。 さ ら に 、 １ Ｍ の Ｎ ａ Ｏ Ｈ ３ ０ ０ μ ｌ に
溶 解 し た ８ ９ ｍ ｇ の モ ノ ヨ ー ド 酢 酸 を 加 え 窒 素 ガ ス 置 換 し た 後 、 室 温 で １ 時 間 の カ ル ボ キ
シ メ チ ル 化 を 行 い 、 Ｒ Ｃ Ｍ Ｏ Ａ と し た 。 培 養 上 清 の Ｎ Ｏ Ａ あ る い は Ｒ Ｃ Ｍ Ｏ Ａ に 対 す る 反
応 性 を 非 競 合 法 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 調 べ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
７ ） 腹 水 の 採 取 及 び Ｍ Ａ ｂ の 精 製
　 Jonesら （ １ ９ ９ ０ ） に 従 い 、 ま ず 、 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス に 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ
ン ト を ０ ． ２ ｍ ｌ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 １ 週 間 後 、 一 尾 当 た り ５ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ の ク ロ
ー ニ ン グ さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 接 種 し た 。 腹 水 貯 留 後 、 シ リ ン ジ に よ り 腹 水 を 採 取 し た
。 採 種 し た 腹 水 を Protein G カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム  フ ァ ル マ シ ア ） に よ り 精 製 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
８ ） Ｍ Ａ ｂ の 特 性 と Ｍ Ａ ｂ の ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス 及 び タ イ プ
　 Ｍ Ａ ｂ の 特 性 を 決 定 す る た め に 、 固 相 法 と 液 相 法 を 用 い た 。 固 相 法 と し て 、 Ｎ Ｏ Ａ 又 は
Ｒ Ｃ Ｍ Ｏ Ａ を あ ら か じ め 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト の ウ ェ ル 内 に 固 定 し 、 こ の 固 定 化 さ れ た 抗 原
（ Ｎ Ｏ Ａ 又 は Ｒ Ｃ Ｍ Ｏ Ａ ） に 抗 未 変 性 ／ 変 性 ア レ ル ゲ ン Ｍ Ａ ｂ を 作 用 さ せ る 方 法 を 用 い 、
ま た 、 液 相 法 と し て 、 ウ サ ギ 抗 ア レ ル ゲ ン ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を あ ら か じ め 細 胞 培 養 用 プ
レ ー ト の ウ ェ ル 内 に 固 定 し 、 こ の ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に Ｎ Ｏ Ａ （ 液 相 Ｎ Ｏ Ａ ） 又 は Ｒ Ｃ Ｍ
Ｏ Ａ （ 液 相 Ｒ Ｃ Ｍ Ｏ Ａ ） を 結 合 さ せ た 状 態 で 、 抗 未 変 性 ／ 変 性 ア レ ル ゲ ン Ｍ Ａ ｂ を 作 用 さ
せ る 方 法 を 用 い た 。 ま た 、 Ｍ Ａ ｂ の ク ラ ス 及 び サ ブ ク ラ ス に つ い て は 、 Monoclonal mouse
immunoglobulin isotyping kit（ Pharmingen） に よ り 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２
ｂ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｌ （ κ ） 及 び Ｉ ｇ Ｌ （ γ ） を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
９ ） Ｍ Ａ ｂ の ビ オ チ ン 化
　 精 製 し た Ｍ Ａ ｂ に つ い て 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に 供 試 す る た め 、 そ れ ぞ れ ビ オ チ ン
化 処 理 を 行 っ た 。 ５ ０ ｍ Ｍ の 炭 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ５ ） を 用 い て ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ
う 調 製 し 、 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ に ３ ｍ ｇ ／ １ ０ ０ μ ｌ で 溶 解 し た Ｎ Ｈ Ｓ － ビ オ チ ン 溶 液 を １ ０ μ ｌ 加
え 、 撹 拌 後 、 氷 冷 し な が ら ２ 時 間 静 置 し た 。 そ の 後 、 ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に Ｐ Ｂ Ｓ
で 置 換 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
２ ． 結 果
１ ） 抗 Ｏ Ａ Ｍ Ａ ｂ の 特 性 と ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス
　 Ｒ Ｃ Ｍ Ｏ Ａ に 対 す る 特 異 性 を 持 つ Ｍ Ａ ｂ ８ 種 類 を 得 た 。 そ れ ぞ れ 液 相 あ る い は 固 相 の 抗
原 に 対 す る 特 異 性 を 表 １ に 示 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ２ 】
２ ） 組 合 せ 条 件
　 変 性 Ｏ Ａ を 検 出 す る た め の Ｍ Ａ ｂ の 組 合 せ は 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お け る 検 出 感
度 の 点 か ら 選 出 し た 。 用 い た 抗 原 に は 、 尿 素 及 び ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル で 処 理 し た Ｏ
Ａ （ Ｕ Ｄ Ｏ Ａ ） 、 並 び に Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル で 処 理 し た Ｏ Ａ （ Ｓ Ｄ Ｓ Ｏ
Ａ ） を 使 用 し た 。 そ の 結 果 を 表 ２ に 示 し た 。 こ の 組 合 わ せ の 中 か ら 、 Ｕ Ｄ Ｏ Ａ お よ び Ｓ Ｄ
Ｓ Ｏ Ａ を は さ む こ と の で き る Ｍ Ａ ｂ の 組 合 わ せ を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 食 品 中 の Ｏ Ａ を 検 出 す る た め に 、 食 肉 に 全 卵 粉 を 加 え 、 実 施 例 １ で 選 択 し た Ｍ Ａ ｂ の 組
合 せ に つ い て 、 下 記 の サ ン プ ル の 評 価 を 実 施 し た 。
１ ） 肉 に ２ ０ ０ ｐ ｐ ｍ の 乾 燥 全 卵 粉 加 え 混 合 し た も の を １ ｇ 量 り 取 り 、 そ こ に ０ ． ５ ％ Ｓ
Ｄ Ｓ 及 び ０ ． ５ ％ ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ を １ ９ ｍ ｌ 加 え 撹 拌 し 、 沸 騰 水
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中 で １ 時 間 加 熱 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で １ ０ 倍 に 希 釈 し た 。 乾 燥 全 卵 粉 を 加 え な い も の を 対 照 と し
た 。
２ ） 肉 に ２ ０ ０ ｐ ｐ ｍ の 乾 燥 全 卵 粉 加 え 混 合 し た も の を ０ ． ５ ｇ 量 り 取 り 、 １ ０ Ｍ 尿 素 ７
． ６ ｍ ｌ 、 ０ ． ２ ｍ ｌ 、 ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 １ ｍ ｌ の ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － 塩 酸 緩 衝
液 （ ｐ Ｈ ８ ． ６ ） 、 １ ． ５ ｍ ｌ の 蒸 留 水 を 加 え 、 ア ル ミ フ ォ イ ル で 蓋 を し た 後 、 １ ０ ０ ℃
で １ 時 間 オ イ ル バ ス で 加 熱 、 変 性 処 理 を 行 っ た 。 冷 却 後 、 １ ０ ０ ｍ ｌ 容 メ ス フ ラ ス コ に 移
し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ ０ ｍ ｌ に メ ス ア ッ プ し た 。 乾 燥 全 卵 粉 を 加 え な い も の を 対 照 と し た 。
　 表 ３ に 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 吸 光 値 の 結 果 を 示 し た 。 そ の 結 果 、 Ｓ Ｄ Ｓ Ｏ Ａ を 検
出 す る こ と の で き る ６ ５ Ｆ ２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ６ ５ ６ ） と ９ ６ ２ Ｈ ２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ
－ ２ ０ ６ ５ ７ ） の 組 合 せ が 最 も 適 し て い る と 考 え ら れ た 。 一 方 、 Ｕ Ｄ Ｏ Ａ で は 対 照 の 吸 光
値 が 高 く 、 食 肉 製 品 を 尿 素 で 変 性 す る こ と は 不 適 当 と 考 え ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
［ イ ム ノ ク ロ マ ト に よ る 変 性 Ｏ Ａ の 検 出 ］
１ ． 材 料 及 び 方 法
１ ） 金 コ ロ イ ド 標 識 及 び コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド の 作 製
　 ２ ｍ Ｍ ホ ウ 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ９ ． ０ ） で １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に ９ ６ ２ Ｈ ２ の Ｍ Ａ ｂ 溶
液 を 調 製 し た 。 あ ら か じ め ０ ． ２ Ｍ 炭 酸 カ リ ウ ム 溶 液 で ｐ Ｈ ９ ． ０ に 調 製 し た 金 コ ロ イ ド
溶 液 （ シ グ マ 社 製 ） ５ ｍ ｌ に Ｍ Ａ ｂ 溶 液 を ５ ０ ０ μ ｌ 加 え 、 室 温 で ３ ０ 分 間 反 応 し た 後 、
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１ ０ ％ Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 を ６ ２ ５ μ ｌ を 加 え 、 さ ら に １ ５ 分 間 反 応 さ せ た 。 遠 心 分 離 を 行 い 、 １
％ Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 で Ｏ Ｄ ５ ２ ５ ＝ １ ． ０ に な る よ う 調 製 し た 。 ガ ラ ス ウ ー ル 製 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
パ ッ ド （ Schleicher & Schuell社 製 ） に ６ ８ μ ｌ ／ ｃ ｍ ２ と な る よ う 塗 布 し 、 乾 燥 さ せ た
。
【 ０ ０ ４ ７ 】
２ ） 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン の 作 製
　 Ｐ Ｂ Ｓ で ４ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に ６ ５ Ｆ ２ の Ｍ Ａ ｂ 溶 液 を 調 製 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス
メ ン ブ レ ン に 直 線 状 に 塗 布 し 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０
を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
３ ） イ ム ノ ク ロ マ ト ス ト リ ッ プ の 組 立
　 上 記 で 作 製 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン に 加 え て 、 被 検 液 ス ポ ッ
ト 用 の ガ ラ ス ウ ー ル 製 サ ン プ ル パ ッ ド 、 被 検 液 吸 収 用 の ガ ラ ス ウ ー ル 製 吸 収 パ ッ ド を 別 途
用 意 し 、 サ ン プ ル パ ッ ド 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン 、 吸 収 パ ッ ド の
順 に そ れ ぞ れ 貼 り 付 け 、 イ ム ノ ク ロ マ ト ス ト リ ッ プ と し た 。 検 出 用 サ ン プ ル に は 、 以 下 の
モ デ ル 食 肉 製 品 を 供 試 し た 。
・ 卵 た ん ぱ く 質 の 調 製
　 穐 山 ら （ 特 定 原 材 料 （ 卵 ） 測 定 の 厚 生 労 働 省 通 知 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の 複 数 機 関 に よ る 評 価 研
究 .食 品 衛 生 学 雑 誌 , 44, 2003, 213-219） に 従 い 、 市 販 鶏 卵 よ り 卵 た ん ぱ く 質 を 調 製 し た
。
・ モ デ ル 食 肉 製 品
　 定 量 試 験 の た め の モ デ ル 食 品 と し て 食 肉 製 品 を 選 択 し 、 表 ４ 「 モ デ ル 食 肉 製 品 の 配 合 表
」 に 示 す 配 合 に て 各 濃 度 の 卵 た ん ぱ く 質 を 含 む モ デ ル 食 肉 製 品 を 作 製 し た 。 豚 赤 肉 は 、 豚
ロ ー ス 肉 よ り 脂 、 ス ジ を 除 去 し 、 ５ ｍ ｍ で 挽 肉 に し た も の を 使 用 し た 。 各 配 合 に 従 い 添 加
物 を 計 量 し 、 フ ー ド プ ロ セ ッ サ ー に て 混 合 後 、 塩 ビ チ ュ ー ブ に 充 填 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ０ 】
１ ） 加 熱 温 度
　 加 熱 温 度 は 、 ７ ５ ℃ ・ ３ ０ 分 、 １ ０ ０ ℃ ・ １ 時 間 、 １ ２ １ ℃ ・ ２ ０ 分 で 行 っ た 。
２ ） サ ン プ ル の 前 処 理 及 び 評 価
　 各 加 熱 温 度 で 処 理 後 、 フ ー ド プ ロ セ ッ サ ー に て 均 一 と し た も の を 検 出 用 サ ン プ ル と し た
。 検 出 用 サ ン プ ル １ ｇ を 量 り 取 り 、 そ れ に ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ０ ． ５ ％ ２ － メ ル カ プ ト エ
タ ノ ー ル を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ を １ ９ ｍ ｌ 加 え 撹 拌 し 、 ８ ０ ℃ で ５ 分 、 １ ５ 分 、 ３ ０ 分 あ る い は 沸
騰 水 中 で １ 時 間 加 熱 抽 出 し 、 冷 却 遠 心 後 、 上 清 を イ ム ノ ク ロ マ ト キ ッ ト に 供 試 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
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２ ． 結 果
　 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ３ 及 び 金 コ ロ イ ド 標 識 の Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ４ 組 合 せ に よ り 、 ７ ５ ℃ ・ ３ ０ 分 、 １ ０ ０ ℃
・ １ 時 間 、 １ ２ １ ℃ ・ ２ ０ 分 で 加 熱 し た モ デ ル 食 肉 製 品 全 て で 、 全 て の 抽 出 条 件 で ２ ｐ ｐ
ｍ ま で 検 出 す る こ と が で き た 。 こ の こ と か ら 、 Ｓ Ｄ Ｓ に よ る 抽 出 が 食 肉 製 品 で は 推 奨 さ れ
る が 、 Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ３ 及 び Ｐ Ｄ Ｏ Ａ ４ は Ｕ Ｄ Ｏ Ａ も 検 出 可 能 な こ と か ら 、 対 象 食 品 の 特 性 に あ
わ せ 、 た ん ぱ く 変 性 剤 を 選 択 し て Ｏ Ａ を 抽 出 し 、 イ ム ノ ク ロ マ ト キ ッ ト に よ り 迅 速 に 検 出
す る こ と が 可 能 と な っ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
１ ． 材 料 及 び 方 法
１ ） α ｓ １ カ ゼ イ ン （ 以 下 「 α Ｃ Ｎ 」 と い う ） の 調 製
　 新 鮮 な 牛 乳 よ り Zittle（ １ ９ ５ ９ ） に 従 い 、 α Ｃ Ｎ の 粗 画 分 を 得 た 。 こ の 粗 画 分 を さ ら
に Ｔ Ｓ Ｋ  ｇ ｅ ｌ  Ｄ Ｅ Ａ Ｅ  ６ ５ ０ Ｓ （ TOSOH） を 用 い て 、 ５ ０ ｍ Ｍ の イ ミ ダ ゾ ー ル － Ｈ Ｃ
ｌ 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ６ ． ４ ） 、 ４ Ｍ の 尿 素 を 含 む Ｎ ａ Ｃ ｌ の リ ニ ア グ ラ ジ エ ン ト （ ０ か ら ０ ．
３ Ｍ ） に よ り 精 製 を 行 っ た 。 精 製 し た α Ｃ Ｎ 画 分 を 蒸 留 水 に よ る 透 析 後 、 凍 結 乾 燥 を 行 っ
た 。 生 理 食 塩 水 で こ の 凍 結 乾 燥 物 の ０ ． １ ％ 溶 液 を 調 製 し 、 １ ｍ ｌ 容 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ
ー ブ に ５ ０ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し 、 免 疫 に 供 す る ま で － ２ ０ ℃ で 凍 結 保 管 し 、 抗 原 溶 液 と し た
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
２ ） 免 疫
　 供 試 動 物 と し て 、 ６ 週 齢 の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス （ 日 本 ク レ ア 株 式 会 社 製 ） ５ 尾 を 用 い た
。 初 回 免 疫 に は 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Difco） を ０ ． １ ％ の α Ｃ Ｎ が ５ ０ ０ μ
ｌ 入 っ た エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 等 量 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー に て 攪 拌 し て 作 製 し
た エ マ ル ジ ョ ン を 供 試 し た 。 こ の エ マ ル ジ ョ ン を １ 尾 当 た り １ ５ ０ μ ｌ 腹 腔 内 に 注 射 し た
。 ま た 、 追 加 免 疫 は 、 ３ 週 間 の 間 隔 で ２ 回 行 っ た 。 免 疫 に は 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ
ン ト （ Difco） を ０ ． １ ％ の α Ｃ Ｎ が ５ ０ ０ μ ｌ 入 っ た エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 等 量 加
え 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー に て 攪 拌 し て 作 製 し た エ マ ル ジ ョ ン を 供 試 し た 。 こ の エ マ ル ジ
ョ ン を １ 尾 当 た り １ ５ ０ μ ｌ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
３ ） 血 中 抗 体 価 の 測 定
　 初 回 あ る い は 追 加 免 疫 で α Ｃ Ｎ を 注 射 し た １ 週 間 後 に 、 各 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス の 尾 部 静
脈 よ り 採 血 を 行 っ た 。 採 血 し た 血 液 は 室 温 に ２ 時 間 放 置 後 、 遠 心 分 離 を 行 い 、 血 清 を 得 た
。 こ れ ら の 血 清 の １ ０ 倍 希 釈 段 を 作 製 し 、 非 競 合 法 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り マ ウ ス 血 中 の 抗 α Ｃ
Ｎ 抗 体 価 を 調 べ た 。 な お 、 二 次 抗 体 に は ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （
Ｈ ＋ Ｌ ） 抗 体 （ Jackson ImmunoReserch Laboratories Inc.製 ） を 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
４ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
　 ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製 は 、 ケ ラ ー と ミ ル シ ュ タ イ ン の 方 法 （ １ ９ ７ ５ ） に 従 っ た 。 す な
わ ち 、 十 分 に 抗 体 価 が 上 が っ た マ ウ ス に 、 ０ ． １ ％ α Ｃ Ｎ 溶 液 １ ０ ０ μ ｌ を 尾 部 静 脈 よ り
注 射 し た 。 静 脈 注 射 か ら ４ 日 後 、 マ ウ ス よ り 脾 臓 を 無 菌 的 に 摘 出 し た 。 脾 臓 を 細 切 後 、 Ｒ
Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ で 洗 浄 し て 、 滅 菌 ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ （ Cell Strainer, 70 mm, Becton Dic
kinson） を 通 し 、 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 を 得 た 。 １ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ × １ ０ 分 の 遠 心 分 離 に よ り 脾
臓 細 胞 を 集 め 、 再 度 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ で 再 懸 濁 し 細 胞 数 を カ ウ ン ト し た 。 こ の 脾 臓 細 胞 懸
濁 液 と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ P3X63Ag8.653） 懸 濁 液 を 細 胞 数 が １ ０ ： １ に な る よ う に 混
合 し 、 再 度 １ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ × １ ０ 分 の 遠 心 分 離 を 行 い 、 ペ レ ッ ト を 得 た 。 こ の ペ レ ッ ト
に 平 均 分 子 量 ３ ， ３ ５ ０ の ４ ５ ％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 滴 下 し 細 胞 融 合 を 行 っ た 。 細
胞 溶 液 に Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ を 加 え 希 釈 後 、 遠 心 分 離 で ペ レ ッ ト に し た 。 こ の ペ レ ッ ト に 、
ハ イ ブ リ ド ー マ 用 培 地 （ １ ０ ％ 牛 胎 児 血 清 、 ４ ０ ｍ Ｍ の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 １ ０
０ Ｕ ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４
０ 培 地 ） に １ ０ ０ μ Ｍ の ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ０ ． ４ μ Ｍ の ア ミ ノ プ テ リ ン 、 １ ６ μ Ｍ の チ ミ
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ジ ン を 含 む Ｈ Ａ Ｔ 選 択 培 地 を 加 え 、 ５ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ／ ｗ ｅ ｌ ｌ と な る よ う に ２ ４ ウ ェ
ル の 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト （ Becton Dickinson） に 分 注 し 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 ３ ７ ℃ で 培 養 し た
。
【 ０ ０ ５ ６ 】
５ ） 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ
　 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル の 培 養 上 清 に つ い て 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 一 次 抗 体 と し て 供 試
し 、 抗 α Ｃ Ｎ 抗 体 を 産 生 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ の 存 在 を 調 べ た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り α Ｃ
Ｎ に 対 し て 陽 性 を 示 し た ウ ェ ル の ハ イ ブ リ ド ー マ に つ い て 、 ０ ． ９  ｃ ｅ ｌ ｌ ／ ｗ ｅ ｌ ｌ
と な る よ う に ９ ６ ウ ェ ル の 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト （ Becton Dickinson） に 移 し 、 限 界 希 釈 法
に よ る ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 な お 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て 、 ４ 週 齢 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス
胸 腺 細 胞 を ５ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｗ ｅ ｌ ｌ と な る よ う に ９ ６ ウ ェ ル 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト
の 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 に は 、 １ ０ ％ 牛 胎 児 血 清
、 ４ ０ ｍ Ｍ の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ
ｌ の ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 を 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
６ ） 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 未 変 性 α Ｃ Ｎ （ 以 下 「 Ｎ － α Ｃ Ｎ 」 と い う ）
、 尿 素 処 理 α Ｃ Ｎ （ 以 下 「 Ｄ － α Ｃ Ｎ 」 と い う ） 、 市 販 の カ ゼ イ ン ナ ト リ ウ ム の 未 変 性 物
（ 以 下 「 Ｎ － Ｃ Ｎ 」 と い う ） 又 は 市 販 の カ ゼ イ ン ナ ト リ ウ ム の 尿 素 処 理 物 （ 以 下 「 Ｄ － Ｃ
Ｎ 」 と い う ） の ４ 種 類 の た ん ぱ く 質 に 対 す る 反 応 性 の 違 い を 調 べ る こ と で 特 異 性 の 異 な る
ク ロ ー ン を 得 る こ と と し た 。 Ｄ － α Ｃ Ｎ は 、 精 製 α Ｃ Ｎ を １ ｍ ｇ 量 り 、 ５ ％ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ １ ０
０ μ ｌ 、 尿 素 ６ ． ０ ｇ 、 ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ０ ． ２ ｍ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － 塩 酸 緩
衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ６ ） １ ｍ ｌ 、 蒸 留 水 １ ． ５ ｍ ｌ を 加 え 、 ア ル ミ フ ォ イ ル で 蓋 を し た 後 、 １
０ ０ ℃ で １ 時 間 オ イ ル バ ス で 加 熱 、 変 性 処 理 を 行 っ た 。 培 養 上 清 の Ｎ － α Ｃ Ｎ 、 Ｄ － α Ｃ
Ｎ 、 Ｎ － Ｃ Ｎ あ る い は Ｄ － Ｃ Ｎ に 対 す る 反 応 性 を 非 競 合 法 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に て 調 べ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
７ ） 腹 水 の 採 取 及 び Ｍ Ａ ｂ の 精 製
　 Jonesら （ １ ９ ９ ０ ） に 従 い 、 ま ず 、 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス に 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ
ン ト を ０ ． ２ ｍ ｌ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 １ 週 間 後 、 １ 尾 当 た り ５ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ の ク ロ
ー ニ ン グ さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 接 種 し た 。 腹 水 貯 留 後 、 シ リ ン ジ に よ り 腹 水 を 採 取 し た
。 採 取 し た 腹 水 を Protein Ｇ カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム  フ ァ ル マ シ ア ） に よ り 精 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
８ ） Ｍ Ａ ｂ の ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス 及 び タ イ プ
　 Ｍ Ａ ｂ の ク ラ ス 及 び サ ブ ク ラ ス に つ い て は 、 Monoclonal mouse immunoα Ｃ Ｎ obulin is
otyping kit（ Pharmingen） に よ り 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ
ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｌ （ κ ） 及 び Ｉ ｇ Ｌ （ γ ） を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
９ ） Ｍ Ａ ｂ の ビ オ チ ン 化
　 精 製 し た Ｍ Ａ ｂ に つ い て 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に 供 試 す る た め 、 そ れ ぞ れ ビ オ チ ン
化 処 理 を 行 っ た 。 ５ ０ ｍ Ｍ の 炭 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ５ ） を 用 い て ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ
う 調 製 し 、 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ に ３ ｍ ｇ ／ １ ０ ０ μ ｌ で 溶 解 し た Ｎ Ｈ Ｓ － ビ オ チ ン 溶 液 を １ ０ μ ｌ 加
え 、 撹 拌 後 、 氷 冷 し な が ら ２ 時 間 静 置 し た 。 そ の 後 、 ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に Ｐ Ｂ Ｓ
で 置 換 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
２ 　 結 果
１ ） Ｍ Ａ ｂ の 選 択
　 乳 の 主 要 ア レ ル ゲ ン で あ る α ｓ １ カ ゼ イ ン （ α Ｃ Ｎ ） を 特 異 的 に 認 識 す る ６ 種 類 の Ｍ Ａ
ｂ が 得 ら れ た 。 こ れ ら ６ 種 類 の Ｍ Ａ ｂ に お け る 、 そ れ ぞ れ 固 相 と し た 各 抗 原 Ｎ － α Ｃ Ｎ 、
Ｄ － α Ｃ Ｎ 、 Ｎ － Ｃ Ｎ 、 又 は Ｄ － Ｃ Ｎ に 対 す る 特 異 性 を ダ イ レ ク ト Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 調 べ
た 。 ま た 、 こ れ ら Ｍ Ａ ｂ の ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス に つ い て も 調 べ た 。 結 果 を 表 ５ に 示 す 。 表
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５ 中 、 ＋ は 各 固 相 抗 原 に 対 し 陽 性 で あ る こ と を 、 － は 陰 性 で あ る こ と を 示 す 。 表 ５ に 示 さ
れ る よ う に 、 全 て の 状 態 の 抗 原 に 結 合 す る Ｍ Ａ ｂ で あ る Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ １ 、 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ ２
、 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ ３ を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ３ 】
２ ） サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お け る 組 合 せ 条 件
　 ダ イ レ ク ト Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 選 択 し た Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ １ 、 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ ２ 、 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ ３ を
用 い て 、 全 て の Ｍ Ａ ｂ の 組 合 せ に つ い て サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 行 っ た 。 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ
１ 、 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ ２ 、 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ ３ を そ れ ぞ れ 固 相 あ る い は ビ オ チ ン 化 抗 体 と し て 、 α
Ｃ Ｎ あ る い は Ｃ Ｎ を 検 出 す る た め の Ｍ Ａ ｂ の 組 合 せ を 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 選
出 し た 。 さ ら に 、 精 製 α Ｃ Ｎ を １ ｍ ｇ 量 り 、 Ｓ Ｄ Ｓ を ０ ． ５ ％ 及 び ２ -メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル を ０ ． ５ ％ 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ ０ ℃ で １ 時 間 オ イ ル バ ス で 加 熱 、 変 性 処 理 を 行 っ た Ｓ Ｄ
Ｓ － α Ｃ Ｎ の 検 出 の 可 能 性 も 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 Ｎ － α Ｃ Ｎ 、 Ｄ － α Ｃ Ｎ 、 Ｎ － Ｃ Ｎ 、
Ｄ － Ｃ Ｎ 、 Ｓ Ｄ Ｓ － α Ｃ Ｎ を 検 出 で き る 組 合 せ と し て Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ １ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ －
１ ０ ２ ６ ３ ） と Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ ２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ４ ） を 選 択 し た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ６ ４ 】
［ イ ム ノ ク ロ マ ト に よ る 変 性 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｃ Ｎ の 検 出 ］
１ ． 材 料 及 び 方 法
１ ） 金 コ ロ イ ド 標 識 及 び コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド の 作 製
　 ２ ｍ Ｍ ホ ウ 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ９ ． ０ ） で １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ １ の Ｍ Ａ
ｂ 溶 液 を 調 製 し た 。 あ ら か じ め ０ ． ２ Ｍ 炭 酸 カ リ ウ ム 溶 液 で ｐ Ｈ ９ ． ０ に 調 製 し た 金 コ ロ
イ ド 溶 液 （ シ グ マ 社 製 ） ５ ｍ ｌ に Ｍ Ａ ｂ 溶 液 を ５ ０ ０ μ ｌ 加 え 、 室 温 で ３ ０ 分 間 反 応 し た
後 、 １ ０ ％ Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 を ６ ２ ５ μ ｌ を 加 え 、 さ ら に １ ５ 分 間 反 応 さ せ た 。 遠 心 分 離 を 行 い
、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 で Ｏ Ｄ ５ ２ ５ ＝ １ ． ０ に な る よ う 調 製 し た 。 ガ ラ ス ウ ー ル 製 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト パ ッ ド （ Schleicher & Schuell社 製 ） に ６ ８ μ ｌ ／ ｃ ｍ ２ と な る よ う 塗 布 し 、 乾 燥 さ
せ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
２ ） 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン の 作 製
　 Ｐ Ｂ Ｓ で ４ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ ２ の Ｍ Ａ ｂ 溶 液 を 調 製 し 、 ニ ト ロ セ ル
ロ ー ス メ ン ブ レ ン に 直 線 状 に 塗 布 し 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ
ｎ ２ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
３ ） イ ム ノ ク ロ マ ト ス ト リ ッ プ の 組 立
　 上 記 で 作 製 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン に 加 え て 、 被 検 液 ス ポ ッ
ト 用 の ガ ラ ス ウ ー ル 製 サ ン プ ル パ ッ ド 、 被 検 液 吸 収 用 の ガ ラ ス ウ ー ル 製 吸 収 パ ッ ド を 別 途
用 意 し 、 サ ン プ ル パ ッ ド 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン 、 吸 収 パ ッ ド の
順 に そ れ ぞ れ 貼 り 付 け 、 イ ム ノ ク ロ マ ト ス ト リ ッ プ と し た 。 検 出 用 サ ン プ ル に は 、 以 下 の
モ デ ル 食 肉 製 品 を 供 試 し た 。
・ 乳 た ん ぱ く 質 の 調 製
穐 山 ら （ 特 定 原 材 料 （ 牛 乳 ） 測 定 の 厚 生 労 働 省 通 知 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の 複 数 機 関 に よ る 評 価 研
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究 .食 品 衛 生 学 雑 誌 , 45, 2004, 120-127） に 従 い 、 ホ ル ス タ イ ン 種 の 新 鮮 乳 よ り 乳 た ん ぱ
く 質 を 調 製 し た 。
・ モ デ ル 食 肉 製 品
　 定 量 試 験 の た め の モ デ ル 食 品 と し て 食 肉 製 品 を 選 択 し 、 表 ６ 「 モ デ ル 食 肉 製 品 の 配 合 表
」 に 示 す 配 合 に て 各 濃 度 の 乳 た ん ぱ く 質 を 含 む モ デ ル 食 肉 製 品 を 作 製 し た 。 豚 赤 肉 は 、 豚
ロ ー ス 肉 よ り 脂 、 ス ジ を 除 去 し 、 ５ ｍ ｍ で 挽 肉 に し た も の を 使 用 し た 。 各 配 合 に 従 い 添 加
物 を 計 量 し 、 フ ー ド プ ロ セ ッ サ ー に て 混 合 後 、 塩 ビ チ ュ ー ブ に 充 填 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ８ 】
１ ） 加 熱 温 度
　 加 熱 温 度 は 、 ７ ５ ℃ ・ ３ ０ 分 、 １ ０ ０ ℃ ・ １ 時 間 、 １ ２ １ ℃ ・ ２ ０ 分 で 行 っ た 。
２ ） サ ン プ ル の 前 処 理 及 び 評 価
　 各 加 熱 温 度 で 処 理 後 、 フ ー ド プ ロ セ ッ サ ー に て 均 一 と し た も の を 検 出 用 サ ン プ ル と し た
。 検 出 用 サ ン プ ル １ ｇ を 量 り 取 り 、 そ れ に ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ０ ． ５ ％ ２ － メ ル カ プ ト エ
タ ノ ー ル を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ を １ ９ ｍ ｌ 加 え 撹 拌 し 、 ８ ０ ℃ で ５ 分 、 １ ５ 分 、 ３ ０ 分 あ る い は 沸
騰 水 中 で １ 時 間 加 熱 抽 出 し 、 冷 却 遠 心 後 、 上 清 を イ ム ノ ク ロ マ ト キ ッ ト に 供 試 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
２ ． 結 果
　 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ １ 及 び 金 コ ロ イ ド 標 識 の Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ ２ 組 合 せ に よ り 、 ７ ５ ℃ ・ ３ ０ 分 、
１ ０ ０ ℃ ・ １ 時 間 、 １ ２ １ ℃ ・ ２ ０ 分 で 加 熱 し た モ デ ル 食 肉 製 品 全 て で 、 ８ ０ ℃ で ５ 分 の
抽 出 で ２ ｐ ｐ ｍ ま で 検 出 す る こ と が で き た 。 こ の こ と か ら 、 Ｐ ａ ｓ １ Ｃ Ｎ １ 及 び Ｐ ａ ｓ １
Ｃ Ｎ ２ は Ｄ － Ｃ Ｎ も 検 出 可 能 な こ と か ら 、 対 象 食 品 の 特 性 に あ わ せ 、 た ん ぱ く 変 性 剤 を 選
択 し て α Ｃ Ｎ を 抽 出 し 、 イ ム ノ ク ロ マ ト キ ッ ト に よ り 迅 速 に 検 出 す る こ と が 可 能 と な っ た
。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ７ ０ 】
１ ． 材 料 及 び 方 法
　 小 麦 粉 に ２ 倍 量 の ｎ － ブ タ ノ ー ル を 加 え 脱 脂 を 行 い 、 一 晩 風 乾 し た 。 得 ら れ た 脱 脂 小 麦
粉 に ０ ． １ ％ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を ２ 倍 量 加 え 、 １ ０ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ × １ ５ 分 遠 心 分 離 し
た 。 得 ら れ た 沈 殿 に ２ ０ 倍 量 の ０ ． ０ １ Ｎ 酢 酸 を 加 え 、 撹 拌 後 、 １ ０ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ × １
５ 分 遠 心 分 離 し た 。 得 ら れ た 上 清 を 蒸 留 水 で 透 析 し 、 凍 結 乾 燥 を 行 っ た 。 得 ら れ た 凍 結 乾
燥 物 に ７ ０ ％ と な る よ う に エ タ ノ ー ル を 加 え 、 １ ０ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ × １ ５ 分 遠 心 分 離 し た
。 得 ら れ た 上 清 を 蒸 留 水 で 透 析 し 、 粗 Ｇ Ｌ 画 分 を 得 た 。 粗 Ｇ Ｌ 画 分 は さ ら に 、 Sephacryl 
S-200HR（ Amersham Biosciences） を 用 い た ゲ ル ろ 過 に よ り 精 製 し た 。 移 動 相 に は ０ ． １
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Ｎ 酢 酸 を 用 い て Ｇ Ｌ を 分 画 し 、 蒸 留 水 に 透 析 後 、 凍 結 乾 燥 を 行 っ た 。 生 理 食 塩 水 で こ の 凍
結 乾 燥 物 の ０ ． １ ％ 溶 液 を 調 製 し 、 １ ｍ ｌ 容 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に ５ ０ ０ μ ｌ ず つ 分
注 し 、 免 疫 に 供 す る ま で － ２ ０ ℃ で 凍 結 保 管 し 、 抗 原 溶 液 と し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
２ ） 免 疫
　 供 試 動 物 と し て 、 ５ 週 齢 の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス （ 日 本 ク レ ア 株 式 会 社 製 ） ５ 尾 を 用 い た
。 初 回 免 疫 に は 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Difco） を ０ ． １ ％ の Ｇ Ｌ が ５ ０ ０ μ ｌ
入 っ た エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 等 量 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー に て 攪 拌 し て 作 製 し た
エ マ ル ジ ョ ン を 供 試 し た 。 こ の エ マ ル ジ ョ ン を １ 尾 当 た り １ ５ ０ μ ｌ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。
ま た 、 追 加 免 疫 は 、 ３ 週 間 の 間 隔 で ２ 回 行 っ た 。 免 疫 に は 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン
ト （ Difco） を ０ ． １ ％ の Ｇ Ｌ が ５ ０ ０ μ ｌ 入 っ た エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 等 量 加 え 、
ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー に て 攪 拌 し て 作 製 し た エ マ ル ジ ョ ン を 供 試 し た 。 こ の エ マ ル ジ ョ ン
を １ 尾 当 た り １ ５ ０ μ ｌ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
３ ） 血 中 抗 体 価 の 測 定
　 初 回 あ る い は 追 加 免 疫 で Ｇ Ｌ を 注 射 し た １ 週 間 後 に 、 各 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス の 尾 部 静 脈
よ り 採 血 を 行 っ た 。 採 血 し た 血 液 は 室 温 に ２ 時 間 放 置 後 、 遠 心 分 離 を 行 い 、 血 清 を 得 た 。
こ れ ら の 血 清 の １ ０ 倍 希 釈 段 を 作 製 し 、 非 競 合 法 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り マ ウ ス 血 中 の 抗 Ｇ Ｌ 抗
体 価 を 調 べ た 。 な お 、 二 次 抗 体 に は ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｈ ＋
Ｌ ） 抗 体 （ Jackson ImmunoReserch Laboratories Inc.製 ） を 用 い た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
４ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
　 ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製 は 、 ケ ラ ー と ミ ル シ ュ タ イ ン の 方 法 （ １ ９ ７ ５ ） に 従 っ た 。 す な
わ ち 、 十 分 に 抗 体 価 が 上 が っ た マ ウ ス に 、 ０ ． １ ％ Ｇ Ｌ 溶 液 １ ０ ０ μ ｌ を 尾 部 静 脈 よ り 注
射 し た 。 静 脈 注 射 か ら ４ 日 後 、 マ ウ ス よ り 脾 臓 を 無 菌 的 に 摘 出 し た 。 脾 臓 を 細 切 後 、 Ｒ Ｐ
Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ で 洗 浄 し て 、 滅 菌 ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ （ Cell Strainer, 70 mm, Becton Dicki
nson） を 通 し 、 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 を 得 た 。 １ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ × １ ０ 分 の 遠 心 分 離 に よ り 脾 臓
細 胞 を 集 め 、 再 度 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ で 再 懸 濁 し 細 胞 数 を カ ウ ン ト し た 。 こ の 脾 臓 細 胞 懸 濁
液 と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ P3X63Ag8.653） 懸 濁 液 を 細 胞 数 が １ ０ ： １ に な る よ う に 混 合
し 、 再 度 １ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ × １ ０ 分 の 遠 心 分 離 を 行 い 、 ペ レ ッ ト を 得 た 。 こ の ペ レ ッ ト に
平 均 分 子 量 ３ ， ３ ５ ０ の ４ ５ ％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 滴 下 し 細 胞 融 合 を 行 っ た 。 細 胞
溶 液 に Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ を 加 え 希 釈 後 、 遠 心 分 離 で ペ レ ッ ト に し た 。 こ の ペ レ ッ ト に 、 ハ
イ ブ リ ド ー マ 用 培 地 （ １ ０ ％ 牛 胎 児 血 清 、 ４ ０ ｍ Ｍ の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 １ ０ ０
Ｕ ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０
培 地 ） に １ ０ ０ μ Ｍ の ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ０ ． ４ μ Ｍ の ア ミ ノ プ テ リ ン 、 １ ６ μ Ｍ の チ ミ ジ
ン を 含 む Ｈ Ａ Ｔ 選 択 培 地 を 加 え 、 ５ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｗ ｅ ｌ ｌ と な る よ う に ２ ４ ウ ェ
ル の 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト （ Becton Dickinson） に 分 注 し 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 ３ ７ ℃ で 培 養 し た
。
【 ０ ０ ７ ４ 】
５ ） 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ
　 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル の 培 養 上 清 に つ い て 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 一 次 抗 体 と し て 供 試
し 、 抗 Ｇ Ｌ 抗 体 を 産 生 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ の 存 在 を 調 べ た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り Ｇ Ｌ に
対 し て 陽 性 を 示 し た ウ ェ ル の ハ イ ブ リ ド ー マ に つ い て 、 ０ ． ９ ｃ ｅ ｌ ｌ ／ ｗ ｅ ｌ ｌ と な る
よ う に ９ ６ ウ ェ ル の 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト （ Becton Dickinson） に 移 し 、 限 界 希 釈 法 に よ る
ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 な お 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て 、 ４ 週 齢 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス 胸 腺 細
胞 を ５ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ／ ｗ ｅ ｌ ｌ と な る よ う に ９ ６ ウ ェ ル 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト の 各 ウ ェ
ル に 加 え た 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 に は 、 １ ０ ％ 牛 胎 児 血 清 、 ４ ０ ｍ
Ｍ の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト
レ プ ト マ イ シ ン を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 を 用 い た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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６ ） 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 未 変 性 Ｇ Ｌ （ 以 下 「 Ｎ Ｇ Ｌ 」 と い う ） あ る い
は 還 元 カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 Ｇ Ｌ （ 以 下 「 Ｒ Ｃ Ｍ Ｇ Ｌ 」 と い う ） 、 ０ ． １ Ｍ 酢 酸 可 溶 化 Ｇ Ｌ
（ 以 下 「 Ａ Ｇ Ｌ 」 と い う ） 、 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル 可 溶 化 Ｇ Ｌ （ 以 下 「 Ｅ Ｇ Ｌ 」 と い う ） 、 変
性 剤 で 可 溶 化 し た Ｇ Ｌ （ 以 下 「 Ｄ Ｇ Ｌ 」 と い う ） に 対 す る 反 応 性 の 違 い を 調 べ る こ と で 特
異 性 の 異 な る ク ロ ー ン を 得 る こ と と し た 。 Ｒ Ｃ Ｍ Ｇ Ｌ は 、 精 製 Ｇ Ｌ を １ ０ ｍ ｇ 量 り 、 １ ．
４ Ｍ ト リ ス － 塩 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ６ ） １ ｍ ｌ 、 ５ ％ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ １ ０ ０ μ ｌ 、 １ ． ２ ｇ 尿 素
、 ３ ３ μ ｌ の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 加 え ２ ． ５ ｍ ｌ に 定 容 し た 後 、 窒 素 ガ ス 置 換 を
行 い 、 ３ ７ ℃ 、 １ 時 間 の 還 元 処 理 を 行 っ た 。 さ ら に 、 １ Ｍ の Ｎ ａ Ｏ Ｈ ３ ０ ０ μ ｌ に 溶 解 し
た ８ ９ ｍ ｇ の モ ノ ヨ ー ド 酢 酸 を 加 え 窒 素 ガ ス 置 換 し た 後 、 室 温 で １ 時 間 の カ ル ボ キ シ メ チ
ル 化 を 行 い 、 Ｒ Ｃ Ｍ Ｇ Ｌ と し た 。 培 養 上 清 の Ｎ Ｇ Ｌ 、 Ｒ Ｃ Ｍ Ｇ Ｌ 、 Ａ Ｇ Ｌ 、 Ｅ Ｇ Ｌ 及 び Ｄ
Ｇ Ｌ に 対 す る 反 応 性 を 非 競 合 法 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 調 べ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
７ ） 腹 水 の 採 取 及 び Ｍ Ａ ｂ の 精 製
　 Jonesら （ １ ９ ９ ０ ） に 従 い 、 ま ず 、 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス に 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ
ン ト を ０ ． ２ ｍ ｌ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 １ 週 間 後 、 １ 尾 当 た り ５ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ の ク ロ
ー ニ ン グ さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 接 種 し た 。 腹 水 貯 留 後 、 シ リ ン ジ に よ り 腹 水 を 採 取 し た
。 採 取 し た 腹 水 を Protein G カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム  フ ァ ル マ シ ア ） に よ り 精 製 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
８ ） Ｍ Ａ ｂ の ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス 及 び タ イ プ
　 Ｍ Ａ ｂ の ク ラ ス 及 び サ ブ ク ラ ス に つ い て は 、 Monoclonal mouse immunoα Ｃ Ｎ obulin is
otyping kit（ Pharmingen） に よ り 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ
ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｌ （ κ ） 及 び Ｉ ｇ Ｌ （ γ ） を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
９ ） Ｍ Ａ ｂ の ビ オ チ ン 化
　 精 製 し た Ｍ Ａ ｂ に つ い て 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に 供 試 す る た め 、 そ れ ぞ れ ビ オ チ ン
化 処 理 を 行 っ た 。 ５ ０ ｍ Ｍ の 炭 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ５ ） を 用 い て ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ
う 調 製 し 、 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ に ３ ｍ ｇ ／ １ ０ ０ μ ｌ で 溶 解 し た Ｎ Ｈ Ｓ － ビ オ チ ン 溶 液 を １ ０ μ ｌ 加
え 、 撹 拌 後 、 氷 冷 し な が ら ２ 時 間 静 置 し た 。 そ の 後 、 ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に Ｐ Ｂ Ｓ
で 置 換 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
２ 　 結 果
１ ） Ｍ Ａ ｂ の 選 択
　 小 麦 の 主 要 ア レ ル ゲ ン で あ る グ リ ア ジ ン （ Ｇ Ｌ ） は 、 水 に 不 溶 性 で 、 酢 酸 や エ タ ノ ー ル
に 溶 け る タ ン パ ク 質 で あ る 。 そ こ で 、 Ｐ Ｂ Ｓ に 溶 か し た Ｇ Ｌ （ Ｎ Ｇ Ｌ ） 、 還 元 カ ル ボ キ シ
メ チ ル 化 Ｇ Ｌ （ Ｒ Ｃ Ｍ Ｇ Ｌ ） 、 ０ ． １ Ｍ 酢 酸 可 溶 化 Ｇ Ｌ （ Ａ Ｇ Ｌ ） 、 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル 可
溶 化 Ｇ Ｌ （ Ｅ Ｇ Ｌ ） 、 変 性 剤 で 可 溶 化 し た Ｇ Ｌ （ Ｄ Ｇ Ｌ ） を 調 製 し 、 ど の 状 態 の Ｇ Ｌ に 特
異 的 に 結 合 す る Ｍ Ａ ｂ で あ る か を 検 証 し た 。 抗 Ｇ Ｌ Ｍ Ａ ｂ の 各 状 態 の Ｇ Ｌ に 対 す る ダ イ レ
ク ト Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 結 果 を 表 ７ に 示 す 。 表 １ に 示 さ れ る よ う に 、 全 て の 状 態 の Ｇ Ｌ に 結 合 す
る Ｍ Ａ ｂ で あ る Ｐ Ｇ Ｌ １ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ６ ７ ） 、 Ｐ Ｇ Ｌ ２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ －
１ ０ ２ ６ ８ ） 、 Ｐ Ｇ Ｌ ４ 、 Ｐ Ｇ Ｌ ７ を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ １ 】
２ ） サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お け る 組 合 せ 条 件
　 ダ イ レ ク ト Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 選 択 し た Ｐ Ｇ Ｌ １ 、 Ｐ Ｇ Ｌ ２ 、 Ｐ Ｇ Ｌ ４ 、 Ｐ Ｇ Ｌ ７ を 用 い て 、
全 て の Ｍ Ａ ｂ の 組 合 わ せ に つ い て サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 行 っ た 。 グ リ ア ジ ン は Ｎ Ｇ Ｌ
、 Ｒ Ｃ Ｍ Ｇ Ｌ 、 Ａ Ｇ Ｌ 、 Ｅ Ｇ Ｌ 、 Ｄ Ｇ Ｌ を 用 い た 。 さ ら に 、 グ リ ア ジ ン を １ ｍ ｇ 量 り 、 Ｓ
Ｄ Ｓ を １ ％ 及 び ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を １ ％ 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ ０ ℃ で １ 時 間 オ イ ル バ
ス で 加 熱 、 変 性 処 理 を 行 っ た Ｓ Ｄ Ｓ Ｇ Ｌ の 検 出 の 可 能 性 も 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 い ず れ の
状 態 の Ｇ Ｌ で も 最 も 高 く 検 出 で き た の は 、 Ｐ Ｇ Ｌ １ と Ｐ Ｇ Ｌ ２ の 組 合 わ せ で あ っ た 。 そ の
他 の 組 合 せ に つ い て は サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に て 全 て の Ｇ Ｌ を 検 出 で き な い 、 ま た は 検
出 感 度 が 極 め て 低 か っ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 食 品 に 様 々 な 状 態 で 含 ま れ る Ｇ Ｌ を 検 出 す る
Ｍ Ａ ｂ と し て Ｐ Ｇ Ｌ １ と Ｐ Ｇ Ｌ ２ を 選 択 し た 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ８ ２ 】
［ イ ム ノ ク ロ マ ト に よ る 変 性 Ｓ Ｄ Ｓ Ｇ Ｌ の 検 出 ］
１ ． 材 料 及 び 方 法
１ ） 金 コ ロ イ ド 標 識 及 び コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド の 作 製
　 ２ ｍ Ｍ ホ ウ 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ９ ． ０ ） で １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に Ｐ Ｇ Ｌ １ の Ｍ Ａ ｂ 溶 液
を 調 製 し た 。 あ ら か じ め ０ ． ２ Ｍ 炭 酸 カ リ ウ ム 溶 液 で ｐ Ｈ ９ ． ０ に 調 製 し た 金 コ ロ イ ド 溶
液 （ シ グ マ 社 製 ） ５ ｍ ｌ に Ｍ Ａ ｂ 溶 液 を ５ ０ ０ μ ｌ 加 え 、 室 温 で ３ ０ 分 間 反 応 し た 後 、 １
０ ％ Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 を ６ ２ ５ μ ｌ を 加 え 、 さ ら に １ ５ 分 間 反 応 さ せ た 。 遠 心 分 離 を 行 い 、 １ ％
Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 で Ｏ Ｄ ５ ２ ５ ＝ １ ． ０ に な る よ う 調 製 し た 。 ガ ラ ス ウ ー ル 製 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ
ッ ド （ Schleicher & Schuell社 製 ） に ６ ８ μ ｌ ／ ｃ ｍ ２ と な る よ う 塗 布 し 、 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
２ ） 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン の 作 製
　 Ｐ Ｂ Ｓ で ４ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に Ｐ Ｇ Ｌ ２ の Ｍ Ａ ｂ 溶 液 を 調 製 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス
メ ン ブ レ ン に 直 線 状 に 塗 布 し 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０
を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
３ ） イ ム ノ ク ロ マ ト ス ト リ ッ プ の 組 立
　 上 記 で 作 製 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン に 加 え て 、 被 検 液 ス ポ ッ
ト 用 の ガ ラ ス ウ ー ル 製 サ ン プ ル パ ッ ド 、 被 検 液 吸 収 用 の ガ ラ ス ウ ー ル 製 吸 収 パ ッ ド を 別 途
用 意 し 、 サ ン プ ル パ ッ ド 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン 、 吸 収 パ ッ ド の
順 に そ れ ぞ れ 貼 り 付 け 、 イ ム ノ ク ロ マ ト ス ト リ ッ プ と し た 。 検 出 用 サ ン プ ル に は 、 以 下 の
モ デ ル 食 肉 製 品 を 供 試 し た 。
・ 小 麦 た ん ぱ く 質 の 調 製
　 穐 山 ら （ 特 定 原 材 料 （ 小 麦 ） 測 定 の 厚 生 労 働 省 通 知 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の 複 数 機 関 に よ る 評 価
研 究 .食 品 衛 生 学 雑 誌 , 45, 2004, 128-134） に 従 い 、 市 販 小 麦 粉 末 よ り 小 麦 た ん ぱ く 質 を
調 製 し た 。
・ モ デ ル 食 肉 製 品
　 定 量 試 験 の た め の モ デ ル 食 品 と し て 食 肉 製 品 を 選 択 し 、 表 ８ 「 モ デ ル 食 肉 製 品 の 配 合 表
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」 に 示 す 配 合 に て 各 濃 度 の 小 麦 た ん ぱ く 質 を 含 む モ デ ル 食 肉 製 品 を 作 製 し た 。 豚 赤 肉 は 、
豚 ロ ー ス 肉 よ り 脂 、 ス ジ を 除 去 し 、 ５ ｍ ｍ で 挽 肉 に し た も の を 使 用 し た 。 各 配 合 に 従 い 添
加 物 を 計 量 し 、 フ ー ド プ ロ セ ッ サ ー に て 混 合 後 、 塩 ビ チ ュ ー ブ に 充 填 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ６ 】
１ ） 加 熱 温 度
　 加 熱 温 度 は 、 ７ ５ ℃ ・ ３ ０ 分 、 １ ０ ０ ℃ ・ １ 時 間 、 １ ２ １ ℃ ・ ２ ０ 分 で 行 っ た 。
２ ） サ ン プ ル の 前 処 理 及 び 評 価
　 各 加 熱 温 度 で 処 理 後 、 フ ー ド プ ロ セ ッ サ ー に て 均 一 と し た も の を 検 出 用 サ ン プ ル と し た
。 検 出 用 サ ン プ ル １ ｇ を 量 り 取 り 、 そ れ に ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ０ ． ５ ％ ２ － メ ル カ プ ト エ
タ ノ ー ル を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ を １ ９ ｍ ｌ 加 え 撹 拌 し 、 ８ ０ ℃ で ５ 分 、 １ ５ 分 、 ３ ０ 分 あ る い は 沸
騰 水 中 で １ 時 間 加 熱 抽 出 し 、 冷 却 遠 心 後 、 上 清 を イ ム ノ ク ロ マ ト キ ッ ト に 供 試 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
２ ． 結 果
　 Ｐ Ｇ Ｌ １ 及 び 金 コ ロ イ ド 標 識 の Ｐ Ｇ Ｌ ２ 組 合 わ せ に よ り 、 ７ ５ ℃ ・ ３ ０ 分 、 １ ０ ０ ℃ ・
１ 時 間 、 １ ２ １ ℃ ・ ２ ０ 分 で 加 熱 し た モ デ ル 食 肉 製 品 全 て で 、 全 て の 抽 出 条 件 で ２ ｐ ｐ ｍ
ま で 検 出 す る こ と が で き た 。 こ の こ と か ら 、 Ｐ Ｇ Ｌ １ 及 び Ｐ Ｇ Ｌ ２ は Ｄ Ｇ Ｌ も 検 出 可 能 な
こ と か ら 、 対 象 食 品 の 特 性 に あ わ せ 、 た ん ぱ く 変 性 剤 を 選 択 し て Ｇ Ｌ を 抽 出 し 、 イ ム ノ ク
ロ マ ト キ ッ ト に よ り 迅 速 に 検 出 す る こ と が 可 能 と な っ た 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ０ ８ ８ 】
１ ． 抗 ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 Ｍ Ａ ｂ 及 び 抗 ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 Ｍ Ａ ｂ の 確 立
１ 　 材 料 及 び 方 法
１ ） そ ば ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 Ｍ Ａ ｂ 及 び 抗 ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 の 調 製
　 市 販 そ ば 粉 に ５ 倍 量 の 精 製 水 を 加 え 、 攪 拌 後 １ ２ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で 遠 心 分 離 を 行 い 沈 殿 を
得 た 。 得 ら れ た 沈 殿 に １ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム を ５ 倍 量 加 え 、 攪 拌 後 １ ２ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で 遠 心
分 離 を 行 い 、 上 清 を 得 た 。 上 清 を 透 析 に よ り 脱 塩 し 、 凍 結 乾 燥 を 行 っ て 得 ら れ た 画 分 を そ
ば 粗 タ ン パ ク 質 画 分 と し た 。 こ の そ ば 粗 タ ン パ ク 質 画 分 を さ ら に プ レ ッ プ セ ル ９ ６ ０ （ Bi
oRad） を 用 い て 精 製 を 行 っ た 。 ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 の 精 製 は 、 そ ば 粗 タ ン パ ク 質 画 分 を
２ ． ０ ％ Ｓ Ｄ Ｓ と ５ ％ ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル が 含 ま れ る サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー に 溶 解 後
、 ９ ５ ℃ で ４ 分 間 加 熱 し た も の を サ ン プ ル と し て 供 試 し 、 ア ク リ ル ア ミ ド １ ２ ％ 分 離 ゲ ル
を 用 い た プ レ ッ プ セ ル ９ ６ ０ に て 分 画 し 、 ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 を 得 た 。 ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン
パ ク 質 の 精 製 は 、 そ ば 粗 タ ン パ ク 質 画 分 を ２ ． ０ ％ Ｓ Ｄ Ｓ が 含 ま れ 、 ２ － メ ル カ プ ト エ タ
ノ ー ル が 含 ま れ な い サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー に 溶 解 し た も の を サ ン プ ル と し て 供 試 し 、 ア ク リ
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ル ア ミ ド １ ２ ％ 分 離 ゲ ル を 用 い た プ レ ッ プ セ ル ９ ６ ０ に て 分 画 し 、 ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質
を 得 た 。 得 ら れ た 各 画 分 は 透 析 後 、 凍 結 乾 燥 を 行 っ た 。 こ れ ら の 凍 結 乾 燥 を 用 い 、 生 理 食
塩 水 で ０ ． １ ％ の ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 溶 液 及 び ０ ． １ ％ の ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 溶 液 そ
れ ぞ れ を 作 製 し 、 １ ｍ ｌ 容 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に ５ ０ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し て 抗 原 溶 液 と
し 、 免 疫 に 供 す る ま で － ２ ０ ℃ で 凍 結 保 管 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
２ ） 免 疫
　 供 試 動 物 と し て 、 ５ 週 齢 の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス （ 日 本 ク レ ア 株 式 会 社 製 ） ５ 尾 を 用 い た
。 初 回 免 疫 に は 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Difco） を ０ ． １ ％ の ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ
ク 質 溶 液 及 び ０ ． １ ％ の ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 溶 液 が そ れ ぞ れ ５ ０ ０ μ ｌ 入 っ た エ ッ ペ ン
ド ル フ チ ュ ー ブ に 等 量 ず つ 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー に て 攪 拌 し て 作 製 し た エ マ ル ジ ョ
ン を 供 試 し た 。 こ の エ マ ル ジ ョ ン を １ 尾 当 た り １ ５ ０ μ ｌ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 ま た 、 追 加
免 疫 は 、 ３ 週 間 の 間 隔 で ２ 回 行 っ た 。 免 疫 に は 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Difco
） を ０ ． １ ％ の ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 溶 液 及 び ０ ． １ ％ の ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 溶 液 が そ
れ ぞ れ ５ ０ ０ μ ｌ 入 っ た エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 等 量 ず つ 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー
に て 攪 拌 し て 作 製 し た エ マ ル ジ ョ ン を 供 試 し た 。 こ の エ マ ル ジ ョ ン を １ 尾 当 た り １ ５ ０ μ
ｌ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
３ ） 血 中 抗 体 価 の 測 定
　 初 回 あ る い は 追 加 免 疫 で ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 溶 液 又 は ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 溶 液 を 注
射 し た １ 週 間 後 に 、 各 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス の 尾 部 静 脈 よ り 採 血 を 行 っ た 。 採 血 し た 血 液 は
室 温 に ２ 時 間 放 置 後 、 遠 心 分 離 を 行 い 、 血 清 を 得 た 。 こ れ ら の 血 清 の １ ０ 倍 希 釈 段 を 作 製
し 、 非 競 合 法 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り マ ウ ス 血 中 の 抗 ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 抗 体 価 及 び 抗 ７ ６ ｋ
Ｄ ａ タ ン パ ク 質 抗 体 価 を 調 べ た 。 な お 、 二 次 抗 体 に は ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 マ
ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｈ ＋ Ｌ ） 抗 体 （ Jackson ImmunoReserch Laboratories Inc.製 ） を 用 い た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
４ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
　 ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製 は 、 ケ ラ ー と ミ ル シ ュ タ イ ン の 方 法 （ １ ９ ７ ５ ） に 従 っ た 。 す な
わ ち 、 十 分 に 抗 体 価 が 上 が っ た マ ウ ス に 、 ０ ． １ ％ の ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 溶 液 又 は ０ ．
１ ％ の ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 溶 液 そ れ ぞ れ １ ０ ０ μ ｌ を 尾 部 静 脈 よ り 注 射 し た 。 静 脈 注 射
か ら ４ 日 後 、 マ ウ ス よ り 脾 臓 を 無 菌 的 に 摘 出 し た 。 脾 臓 を 細 切 後 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ で 洗
浄 し て 、 滅 菌 ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ （ Cell Strainer, 70 mm, Becton Dickinson） を 通 し 、 脾
臓 細 胞 懸 濁 液 を 得 た 。 １ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ × １ ０ 分 の 遠 心 分 離 に よ り 脾 臓 細 胞 を 集 め 、 再 度
Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ で 再 懸 濁 し 細 胞 数 を カ ウ ン ト し た 。 こ の 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 と マ ウ ス ミ エ ロ
ー マ 細 胞 （ P3X63Ag8.653） 懸 濁 液 を 細 胞 数 が １ ０ ： １ に な る よ う に 混 合 し 、 再 度 １ ， ０ ０
０ ｒ ｐ ｍ × １ ０ 分 の 遠 心 分 離 を 行 い 、 ペ レ ッ ト を 得 た 。 こ の ペ レ ッ ト に 平 均 分 子 量 ３ ， ３
５ ０ の ４ ５ ％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 滴 下 し 細 胞 融 合 を 行 っ た 。 細 胞 溶 液 に Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １
６ ４ ０ を 加 え 希 釈 後 、 遠 心 分 離 で ペ レ ッ ト に し た 。 こ の ペ レ ッ ト に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 用 培
地 （ １ ０ ％ 牛 胎 児 血 清 、 ４ ０ ｍ Ｍ の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ
リ ン 、 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 ） に １ ０ ０ μ
Ｍ の ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ０ ． ４ μ Ｍ の ア ミ ノ プ テ リ ン 、 １ ６ μ Ｍ の チ ミ ジ ン を 含 む Ｈ Ａ Ｔ 選
択 培 地 を 加 え 、 ５ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｗ ｅ ｌ ｌ と な る よ う に ２ ４ ウ ェ ル の 細 胞 培 養 用 プ
レ ー ト （ Becton Dickinson） に 分 注 し 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
５ ） 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ
　 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル の 培 養 上 清 に つ い て 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 一 次 抗 体 と し て 供 試
し 、 抗 ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 抗 体 又 は ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 抗 体 を 産 生 し て い る ハ イ ブ リ
ド ー マ の 存 在 を 調 べ た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 又 は ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク
質 に 対 し て 陽 性 を 示 し た ウ ェ ル の ハ イ ブ リ ド ー マ に つ い て 、 ０ ． ９ ｃ ｅ ｌ ｌ ／ ｗ ｅ ｌ ｌ と
な る よ う に ９ ６ ウ ェ ル の 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト （ Becton Dickinson） に 移 し 、 限 界 希 釈 法 に
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よ る ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 な お 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て 、 ４ 週 齢 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス 胸
腺 細 胞 を ５ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｗ ｅ ｌ ｌ と な る よ う に ９ ６ ウ ェ ル 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト の
各 ウ ェ ル に 加 え た 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 に は 、 １ ０ ％ 牛 胎 児 血 清 、
４ ０ ｍ Ｍ の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ ｇ ／ ｍ ｌ の
ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 を 用 い た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
６ ） 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 、 ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク
質 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 希 釈 し た そ ば 粗 タ ン パ ク 質 （ 以 下 「 Ｎ Ｂ Ｗ 」 と い う こ と が あ る ） 、 あ る い は
変 性 剤 に よ り 可 溶 化 し た そ ば 粗 タ ン パ ク 質 （ 以 下 「 Ｄ Ｂ Ｗ 」 と い う こ と が あ る ） に 対 す る
反 応 性 の 違 い を 調 べ る こ と で 特 異 性 の 異 な る ク ロ ー ン を 得 る こ と と し た 。 そ ば 粗 タ ン パ ク
質 は 、 そ ば 粉 に ２ ０ 倍 量 の Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ を 加 え ４ ℃ で 一 晩 撹 拌 し 、 遠 心 分 離 後 に 脱 脂 処 理 し た
上 清 を 回 収 し 、 透 析 後 、 凍 結 乾 燥 し た も の を そ ば 粉 抽 出 物 と し て 調 製 し た 。 変 性 剤 に よ る
可 溶 化 は 、 そ ば 粗 タ ン パ ク 質 を １ ０ ｍ ｇ 量 り 、 尿 素 ６ ｇ 、 ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ０ ．
２ ｍ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ６ ） １ ｍ ｌ 、 蒸 留 水 １ ． ５ ｍ ｌ を
加 え 、 ア ル ミ フ ォ イ ル で 蓋 を し た 後 、 １ ０ ０ ℃ で １ 時 間 オ イ ル バ ス で 加 熱 、 変 性 処 理 を 行
い 、 こ れ を Ｄ Ｂ Ｗ と し た 。 培 養 上 清 の ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 、 ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 、 Ｎ
Ｂ Ｗ 、 及 び Ｄ Ｂ Ｗ に 対 す る 反 応 性 を 非 競 合 法 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に て 調 べ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
７ ） 腹 水 の 採 取 及 び Ｍ Ａ ｂ の 精 製
　 Jonesら （ １ ９ ９ ０ ） に 従 い 、 ま ず 、 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス に 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ
ン ト を ０ ． ２ ｍ ｌ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 １ 週 間 後 、 １ 尾 当 た り ５ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ の ク ロ
ー ニ ン グ さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 接 種 し た 。 腹 水 貯 留 後 、 シ リ ン ジ に よ り 腹 水 を 採 取 し た
。 採 取 し た 腹 水 を Protein G カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム  フ ァ ル マ シ ア ） に よ り 精 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
８ ） Ｍ Ａ ｂ の ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス 及 び タ イ プ
　 Ｍ Ａ ｂ の ク ラ ス 及 び サ ブ ク ラ ス に つ い て は 、 Monoclonal mouse immunoα Ｃ Ｎ obulin is
otyping kit（ Pharmingen） に よ り 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ
ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｌ （ κ ） 及 び Ｉ ｇ Ｌ （ γ ） を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
９ ） Ｍ Ａ ｂ の ビ オ チ ン 化
　 精 製 し た Ｍ Ａ ｂ に つ い て 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に 供 試 す る た め 、 そ れ ぞ れ ビ オ チ ン
化 処 理 を 行 っ た 。 ５ ０ ｍ Ｍ の 炭 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ５ ） を 用 い て ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ
う 調 製 し 、 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ に ３ ｍ ｇ ／ １ ０ ０ μ ｌ で 溶 解 し た Ｎ Ｈ Ｓ － ビ オ チ ン 溶 液 を １ ０ μ ｌ 加
え 、 撹 拌 後 、 氷 冷 し な が ら ２ 時 間 静 置 し た 。 そ の 後 、 ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に Ｐ Ｂ Ｓ
で 置 換 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
２ 　 結 果  
１ ） 抗 ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 Ｍ Ａ ｂ と ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 Ｍ Ａ ｂ の 特 性 と ク ラ ス 、 サ ブ
ク ラ ス
　 ２ ４ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 性 を 持 つ Ｍ Ａ ｂ ５ 種 類 、 及 び 、 ７ ６ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク
質 に 対 す る 特 異 性 を 持 つ Ｍ Ａ ｂ ４ 種 類 を 得 た 。 そ れ ぞ れ 固 相 の 抗 原 に 対 す る 特 異 性 を 表 ９
及 び 表 １ ０ に 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ９ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ０ 】
２ ） 組 合 せ 条 件
　 固 相 の 抗 原 に 対 し 陽 性 反 応 を 示 し た 各 Ｍ Ａ ｂ を そ れ ぞ れ 固 相 あ る い は ビ オ チ ン 化 抗 体 と
し て 、 Ｎ Ｂ Ｗ 及 び Ｄ Ｂ Ｗ を 検 出 す る た め の Ｍ Ａ ｂ の 組 合 せ を 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に
お け る 検 出 感 度 の 点 か ら 選 出 し た 。 さ ら に 、 Ｂ Ｗ を １ ｍ ｇ 量 り 、 Ｓ Ｄ Ｓ を ０ ． ５ ％ 及 び ２
-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を ０ ． ５ ％ 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ ０ ℃ で １ 時 間 オ イ ル バ ス で 加 熱 、 変
性 処 理 を 行 っ た Ｓ Ｄ Ｓ Ｂ Ｗ の 検 出 の 可 能 性 も 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 Ｎ Ｂ Ｗ を 検 出 で き る 組
合 せ と し て 、 プ レ ー ト 固 定 化 抗 体 Ｐ Ｂ Ｗ ２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ７ ３ ） と ビ オ チ ン 化
抗 体 Ｐ Ｂ Ｗ ３ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ７ ４ ） を 、 ま た 、 Ｄ Ｂ Ｗ 及 び Ｓ Ｄ Ｓ Ｂ Ｗ を 検 出 で
き る 組 合 せ と し て 、 プ レ ー ト 固 定 化 抗 体 Ｐ Ｂ Ｗ １ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ２ ７ ２ ） と ビ オ
チ ン 化 抗 体 Ｐ Ｂ Ｗ ２ を 選 択 し た 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ １ ０ １ 】
［ イ ム ノ ク ロ マ ト に よ る 変 性 Ｓ Ｄ Ｓ Ｄ Ｂ Ｗ の 検 出 ］
１ ． 材 料 及 び 方 法
１ ） 金 コ ロ イ ド 標 識 及 び コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド の 作 製
　 ２ ｍ Ｍ ホ ウ 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ９ ． ０ ） で １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に Ｐ Ｂ Ｗ ３ の Ｍ Ａ ｂ 溶 液
を 調 製 し た 。 あ ら か じ め ０ ． ２ Ｍ 炭 酸 カ リ ウ ム 溶 液 で ｐ Ｈ ９ ． ０ に 調 製 し た 金 コ ロ イ ド 溶
液 （ シ グ マ 社 製 ） ５ ｍ ｌ に Ｍ Ａ ｂ 溶 液 を ５ ０ ０ μ ｌ 加 え 、 室 温 で ３ ０ 分 間 反 応 し た 後 、 １
０ ％ Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 を ６ ２ ５ μ ｌ を 加 え 、 さ ら に １ ５ 分 間 反 応 さ せ た 。 遠 心 分 離 を 行 い 、 １ ％
Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 で Ｏ Ｄ ５ ２ ５ ＝ １ ． ０ に な る よ う 調 製 し た 。 ガ ラ ス ウ ー ル 製 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ
ッ ド （ Schleicher & Schuell社 製 ） に ６ ８ μ ｌ ／ ｃ ｍ ２ と な る よ う 塗 布 し 、 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
２ ） 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン の 作 製
　 Ｐ Ｂ Ｓ で 各 ８ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に Ｐ Ｂ Ｗ １ 及 び Ｐ Ｂ Ｗ ２ の Ｍ Ａ ｂ 溶 液 を 棟 梁 混 合 し
、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン に 直 線 状 に 塗 布 し 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ ．
１ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 乾 燥
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さ せ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
３ ） イ ム ノ ク ロ マ ト ス ト リ ッ プ の 組 立
　 上 記 で 作 製 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン に 加 え て 、 被 検 液 ス ポ ッ
ト 用 の ガ ラ ス ウ ー ル 製 サ ン プ ル パ ッ ド 、 被 検 液 吸 収 用 の ガ ラ ス ウ ー ル 製 吸 収 パ ッ ド を 別 途
用 意 し 、 サ ン プ ル パ ッ ド 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン 、 吸 収 パ ッ ド の
順 に そ れ ぞ れ 貼 り 付 け 、 イ ム ノ ク ロ マ ト ス ト リ ッ プ と し た 。 検 出 用 サ ン プ ル に は 、 以 下 の
モ デ ル 食 肉 製 品 を 供 試 し た 。
・ そ ば た ん ぱ く 質 の 調 製
　 穐 山 ら （ 特 定 原 材 料 （ そ ば ） 測 定 の 厚 生 労 働 省 通 知 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の 複 数 機 関 に よ る 評 価
研 究 .食 品 衛 生 学 雑 誌 , 45, 2004, 313-318） に 従 い 、 市 販 小 麦 粉 末 よ り そ ば た ん ぱ く 質 を
調 製 し た 。
・ モ デ ル 食 肉 製 品
　 定 量 試 験 の た め の モ デ ル 食 品 と し て 食 肉 製 品 を 選 択 し 、 表 １ １ 「 モ デ ル 食 肉 製 品 の 配 合
表 」 に 示 す 配 合 に て 各 濃 度 の 小 麦 た ん ぱ く 質 を 含 む モ デ ル 食 肉 製 品 を 作 製 し た 。 豚 赤 肉 は
、 豚 ロ ー ス 肉 よ り 脂 、 ス ジ を 除 去 し 、 ５ ｍ ｍ で 挽 肉 に し た も の を 使 用 し た 。 各 配 合 に 従 い
添 加 物 を 計 量 し 、 フ ー ド プ ロ セ ッ サ ー に て 混 合 後 、 塩 ビ チ ュ ー ブ に 充 填 を 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ５ 】
１ ） 加 熱 温 度
　 加 熱 温 度 は 、 ７ ５ ℃ ・ ３ ０ 分 、 １ ０ ０ ℃ ・ １ 時 間 、 １ ２ １ ℃ ・ ２ ０ 分 で 行 っ た 。
・ サ ン プ ル の 前 処 理 及 び 評 価
　 各 加 熱 温 度 で 処 理 後 、 フ ー ド プ ロ セ ッ サ ー に て 均 一 と し た も の を 検 出 用 サ ン プ ル と し た
。 検 出 用 サ ン プ ル １ gを 量 り 取 り 、 そ れ に ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ０ ． ５ ％ ２ － メ ル カ プ ト エ
タ ノ ー ル を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ を １ ９ ｍ ｌ 加 え 撹 拌 し 、 ８ ０ ℃ で ５ 分 、 １ ５ 分 、 ３ ０ 分 あ る い は 沸
騰 水 中 で １ 時 間 加 熱 抽 出 し 、 冷 却 遠 心 後 、 上 清 を イ ム ノ ク ロ マ ト キ ッ ト に 供 試 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
２ ． 結 果
　 Ｐ Ｂ Ｗ １ 、 Ｐ Ｂ Ｗ ２ 及 び 金 コ ロ イ ド 標 識 の Ｐ Ｂ Ｗ ３ の 組 合 せ に よ り 、 ７ ５ ℃ ・ ３ ０ 分 、
１ ０ ０ ℃ ・ １ 時 間 、 １ ２ １ ℃ ・ ２ ０ 分 で 加 熱 し た モ デ ル 食 肉 製 品 全 て で 、 全 て の 抽 出 条 件
で ま で 検 出 す る こ と が で き た 。 こ の こ と か ら 、 Ｐ Ｂ Ｗ １ 、 Ｐ Ｂ Ｗ ２ 及 び Ｐ Ｂ Ｗ ３ を 組 み 合
わ せ る こ と で は Ｄ Ｂ Ｗ も 検 出 可 能 な こ と か ら 、 対 象 食 品 の 特 性 に あ わ せ 、 た ん ぱ く 変 性 剤
を 選 択 し て Ｂ Ｗ を 抽 出 し 、 イ ム ノ ク ロ マ ト キ ッ ト に よ り 迅 速 に 検 出 す る こ と が 可 能 と な っ
た 。
【 実 施 例 １ ０ 】
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【 ０ １ ０ ７ 】
１ ． 材 料 及 び 方 法
１ ） β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン （ 以 下 「 β Ｌ Ｇ 」 と い う ） の 調 製
　 新 鮮 な 牛 乳 よ り Zittle（ 1959） に 従 い 、 ホ エ ー の 粗 画 分 を 得 た 。 こ の 粗 画 分 を さ ら に Ｔ
Ｓ Ｋ  ｇ ｅ ｌ  Ｄ Ｅ Ａ Ｅ  ６ ５ ０ Ｓ （ TOSOH） を 用 い て 、 ５ ０ ｍ Ｍ の ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 緩 衝 液 （
ｐ Ｈ ６ ． ５ ） 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ の リ ニ ア グ ラ ジ エ ン ト （ ０ か ら ０ ． ４ Ｍ ） に よ り 精 製 を 行 っ た 。
精 製 し た β Ｌ Ｇ 画 分 を 蒸 留 水 に よ る 透 析 後 、 凍 結 乾 燥 を 行 い 、 未 変 性 β Ｌ Ｇ （ 以 下 「 Ｎ －
β Ｌ Ｇ 」 と い う こ と が あ る ） と し た 。 こ の Ｎ － β Ｌ Ｇ を １ ０ ｍ ｇ 量 り 、 １ ． ４ Ｍ の ト リ ス
－ Ｈ Ｃ ｌ 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ６ ） １ ｍ ｌ 、 ５ ％ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ １ ０ ０ μ ｌ 、 尿 素 １ ． ２ ｇ 、 ２ －
メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ３ ３ μ ｌ を 加 え ２ ． ５ ｍ ｌ に 定 容 し た 後 、 窒 素 ガ ス 置 換 を 行 い 、 ３
７ ℃ 、 １ 時 間 の 還 元 処 理 を 行 い 、 さ ら に 、 １ Ｍ の Ｎ ａ Ｏ Ｈ ３ ０ ０ μ ｌ に 溶 解 し た ８ ９ ｍ ｇ
の モ ノ ヨ ー ド 酢 酸 を 加 え 窒 素 ガ ス 置 換 し た 後 、 室 温 で １ 時 間 の カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 を 行 い
、 還 元 カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 β Ｌ Ｇ （ 以 下 「 Ｒ － β Ｌ Ｇ 」 と い う こ と が あ る ） と し た 。 生 理
食 塩 水 で こ れ ら の 凍 結 乾 燥 物 の ０ ． １ ％ 溶 液 を 調 製 し 、 １ ｍ ｌ 容 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ
に ５ ０ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し 、 免 疫 に 供 す る ま で － ２ ０ ℃ で 凍 結 保 管 し 、 抗 原 溶 液 と し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
２ ） 免 疫
　 供 試 動 物 と し て 、 ６ 週 齢 の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス （ 日 本 ク レ ア 社 製 ） ４ 尾 を 用 い た 。 初 回
免 疫 に は 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Difco） を ０ ． １ ％ の Ｎ － β Ｌ Ｇ あ る い は Ｒ －
β Ｌ Ｇ が ５ ０ ０ μ ｌ 入 っ た エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 等 量 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー に
て 攪 拌 し て 作 製 し た エ マ ル ジ ョ ン を 供 試 し た 。 こ の エ マ ル ジ ョ ン を １ 尾 当 た り １ ５ ０ μ ｌ
腹 腔 内 に 注 射 し た 。 ま た 、 追 加 免 疫 は 、 ３ 週 間 の 間 隔 で ２ 回 行 っ た 。 免 疫 に は 、 不 完 全 フ
ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Difco） を ０ ． １ ％ の Ｎ － β Ｌ Ｇ あ る い は Ｒ － β Ｌ Ｇ が ５ ０ ０ μ
ｌ 入 っ た エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 等 量 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー に て 攪 拌 し て 作 製 し
た エ マ ル ジ ョ ン を 供 試 し た 。 こ の エ マ ル ジ ョ ン を １ 尾 当 た り １ ５ ０ μ ｌ 腹 腔 内 に 注 射 し た
。 な お 、 最 終 免 疫 に は そ れ ぞ れ Ｎ － β Ｌ Ｇ あ る い は Ｒ － β Ｌ Ｇ を 用 い た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
３ ） 血 中 抗 体 価 の 測 定
　 初 回 あ る い は 追 加 免 疫 で Ｎ － β Ｌ Ｇ あ る い は Ｒ － β Ｌ Ｇ を 注 射 し た １ 週 間 後 に 、 各 Ｂ Ａ
Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス の 尾 部 静 脈 よ り 採 血 を 行 っ た 。 採 血 し た 血 液 は 室 温 に ２ 時 間 放 置 後 、 遠 心
分 離 を 行 い 、 血 清 を 得 た 。 こ れ ら の 血 清 の １ ０ 倍 希 釈 段 を 作 製 し 、 非 競 合 法 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に
よ り マ ウ ス 血 中 の 抗 Ｎ － β Ｌ Ｇ あ る い は Ｒ － β Ｌ Ｇ 抗 体 価 を 調 べ た 。 な お 、 二 次 抗 体 に は
ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｈ ＋ Ｌ ） 抗 体 （ Jackson ImmunoResearch
社 製 ） を 用 い た 。
【 ０ １ １ ０ 】
４ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
　 ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製 は 、 ケ ラ ー と ミ ル シ ュ タ イ ン の 方 法 （ １ ９ ７ ５ ） に 従 っ た 。 す な
わ ち 、 十 分 に 抗 体 価 が 上 が っ た こ と を 確 認 後 、 Ｎ － β Ｌ Ｇ 免 疫 マ ウ ス に は ０ ． １ ％ Ｎ － β
Ｌ Ｇ 溶 液 １ ０ ０ μ ｌ を 、 ま た Ｒ － β Ｌ Ｇ 免 疫 マ ウ ス に は ０ ． １ ％ Ｒ － β Ｌ Ｇ 溶 液 １ ０ ０ μ
ｌ 尾 部 静 脈 よ り 注 射 し た 。 静 脈 注 射 か ら ４ 日 後 、 マ ウ ス よ り 脾 臓 を 無 菌 的 に 摘 出 し た 。 脾
臓 を 細 切 後 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ で 洗 浄 し て 、 滅 菌 ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ （ Cell Strainer, 70 
mm, Becton Dickinson） を 通 し 、 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 を 得 た 。 １ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ × １ ０ 分 の 遠
心 分 離 に よ り 脾 臓 細 胞 を 集 め 、 再 度 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ で 再 懸 濁 し 細 胞 数 を カ ウ ン ト し た 。
こ の 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ Ｐ ３ Ｘ ６ ３ Ａ ｇ ８ ． ６ ５ ３ ） 懸 濁 液 を 細 胞
数 が １ ０ ： １ に な る よ う に 混 合 し 、 再 度 １ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ × １ ０ 分 の 遠 心 分 離 を 行 い 、 ペ
レ ッ ト を 得 た 。 こ の ペ レ ッ ト に 平 均 分 子 量 ３ ， ３ ５ ０ の ４ ５ ％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を
滴 下 し 細 胞 融 合 を 行 っ た 。 細 胞 溶 液 に Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ を 加 え 希 釈 後 、 遠 心 分 離 で ペ レ ッ
ト に し た 。 こ の ペ レ ッ ト に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 用 培 地 （ １ ０ ％ 牛 胎 児 血 清 、 ４ ０ ｍ Ｍ の ２ －
メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト マ
イ シ ン を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 ） に １ ０ ０ μ Ｍ の ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ０ ． ４ μ Ｍ の ア ミ
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ノ プ テ リ ン 、 １ ６ μ Ｍ の チ ミ ジ ン を 含 む Ｈ Ａ Ｔ 選 択 培 地 を 加 え 、 ５ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／
ｗ ｅ ｌ ｌ と な る よ う に ２ ４ ウ ェ ル の 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト （ Becton Dickinson） に 分 注 し 、
５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
５ ） 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ
　 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル の 培 養 上 清 に つ い て 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 一 次 抗 体 と し て 供 試
し 、 抗 Ｎ － β Ｌ Ｇ あ る い は Ｒ － β Ｌ Ｇ 抗 体 を 産 生 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ の 存 在 を 調 べ た
。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り Ｎ － β Ｌ Ｇ あ る い は Ｒ － β Ｌ Ｇ に 対 し て 陽 性 を 示 し た ウ ェ ル の ハ イ ブ
リ ド ー マ に つ い て 、 ０ ． ９  ｃ ｅ ｌ ｌ ／ ｗ ｅ ｌ ｌ と な る よ う に ９ ６ ウ ェ ル の 細 胞 培 養 用 プ
レ ー ト （ Becton Dickinson） に 移 し 、 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 な お 、 フ
ィ ー ダ ー 細 胞 と し て 、 ４ 週 齢 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス 胸 腺 細 胞 を ５ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｗ ｅ
ｌ ｌ と な る よ う に ９ ６ ウ ェ ル 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ
た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 に は 、 １ ０ ％ 牛 胎 児 血 清 、 ４ ０ ｍ Ｍ の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ
１ ６ ４ ０ 培 地 を 用 い た 。
【 ０ １ １ ２ 】
６ ） 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 Ｎ － β Ｌ Ｇ あ る い は Ｒ － β Ｌ Ｇ に 対 す る 反 応
性 の 違 い を 調 べ る こ と で 特 異 性 の 異 な る ク ロ ー ン を 得 る こ と と し た 。 培 養 上 清 の Ｎ － β Ｌ
Ｇ あ る い は Ｒ － β Ｌ Ｇ に 対 す る 反 応 性 を 非 競 合 法 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 調 べ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
７ ） 腹 水 の 採 取 及 び Ｍ Ａ ｂ の 精 製
　 Jonesら （ １ ９ ９ ０ ） に 従 い 、 ま ず 、 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス に 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ
ン ト を ０ ． ２ ｍ ｌ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 １ 週 間 後 、 １ 尾 当 た り ５ × １ ０ ６ cellsの ク ロ ー ニ
ン グ さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 接 種 し た 。 腹 水 貯 留 後 、 シ リ ン ジ に よ り 腹 水 を 採 取 し た 。 採
取 し た 腹 水 を Protein G カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム  フ ァ ル マ シ ア ） に よ り 精 製 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
８ ） Ｍ Ａ ｂ の 特 性 と Ｍ Ａ ｂ の ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス 及 び タ イ プ
　 Ｍ Ａ ｂ の ク ラ ス 及 び サ ブ ク ラ ス に つ い て は 、 Monoclonal mouse immunoglobulin isotyp
ing kit（ Pharmingen） に よ り 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ ｇ Ｍ
、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｌ （ κ ） 及 び Ｉ ｇ Ｌ （ γ ） を 決 定 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
９ ） Ｍ Ａ ｂ の ビ オ チ ン 化
　 精 製 し た Ｍ Ａ ｂ に つ い て 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に 供 試 す る た め 、 そ れ ぞ れ ビ オ チ ン
化 処 理 を 行 っ た 。 ５ ０ ｍ Ｍ の 炭 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ５ ） を 用 い て ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ
う 調 製 し 、 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ に ３ ｍ ｇ ／ １ ０ ０ μ ｌ で 溶 解 し た Ｎ Ｈ Ｓ － ビ オ チ ン 溶 液 を １ ０ μ ｌ 加
え 、 撹 拌 後 、 氷 冷 し な が ら ２ 時 間 静 置 し た 。 そ の 後 、 ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に Ｐ Ｂ Ｓ
で 置 換 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
２ ． 結 果
１ ） 抗 Ｎ － β Ｌ Ｇ お よ び Ｒ － β Ｌ Ｇ の 特 性 と ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス
　 Ｎ － β Ｌ Ｇ お よ び Ｒ － β Ｌ Ｇ に 対 す る 特 異 性 を 持 つ Ｍ Ａ ｂ ３ ７ 種 類 を 得 た 。 そ れ ぞ れ 固
相 と し た 抗 原 に 対 す る 特 異 性 を 表 １ ２ に 示 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
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【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ８ 】
２ ） 組 合 せ 条 件
　 Ｍ Ａ ｂ の 組 合 せ は 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お け る 検 出 感 度 の 点 か ら 選 出 し た 。 抗 原
に は 、 Ｎ － β Ｌ Ｇ （ Ｎ Ｌ Ｇ ） 、 Ｓ Ｄ Ｓ と ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル で 処 理 し た Ｓ Ｄ Ｓ － β
Ｌ Ｇ （ Ｓ Ｄ Ｓ Ｌ Ｇ ） を 使 用 し た 。 そ の 結 果 を 表 １ ３ に 示 し た 。 こ の 組 み 合 わ せ の 中 か ら 、
Ｎ Ｌ Ｇ 、 Ｓ Ｄ Ｓ Ｌ Ｇ を は さ む こ と の で き る 組 合 せ を 選 択 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
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【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ １ ２ ０ 】
［ イ ム ノ ク ロ マ ト に よ る Ｍ Ａ ｂ の ス ク リ ー ニ ン グ ］
１ ． 材 料 及 び 方 法
１ ） 金 コ ロ イ ド 標 識 及 び コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド の 作 製
　 実 施 例 １ ０ で 選 択 さ れ た Ｍ Ａ ｂ に つ い て 、 ２ ｍ Ｍ ホ ウ 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ９ ． ０ ） で １ ｍ ｇ
／ ｍ ｌ と な る よ う に Ｍ Ａ ｂ 溶 液 を 調 製 し た 。 あ ら か じ め ０ ． ２ Ｍ 炭 酸 カ リ ウ ム 溶 液 で ｐ Ｈ
９ ． ０ に 調 製 し た 金 コ ロ イ ド 溶 液 （ シ グ マ 社 製 ） ５ ｍ ｌ に Ｍ Ａ ｂ 溶 液 を ５ ０ ０ μ ｌ 加 え 、
室 温 で ３ ０ 分 間 反 応 し た 後 、 １ ０ ％ Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 を ６ ２ ５ μ ｌ を 加 え 、 さ ら に １ ５ 分 間 反 応
さ せ た 。 遠 心 分 離 を 行 い 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 で Ｏ Ｄ ５ ２ ５ ＝ １ ． ０ に な る よ う 調 製 し た 。 ガ
ラ ス ウ ー ル 製 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド （ Schleicher & Schuell社 製 ） に ６ ８ μ ｌ ／ ｃ ｍ ２ と
な る よ う 塗 布 し 、 乾 燥 さ せ た 。
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【 ０ １ ２ １ 】
２ ） 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン の 作 製
　 実 施 例 １ ０ で 選 択 さ れ た Ｍ Ａ ｂ に つ い て 、 Ｐ Ｂ Ｓ で ４ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に Ｍ Ａ ｂ 溶
液 を 調 製 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン に 直 線 状 に 塗 布 し 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 １ ％ Ｂ
Ｓ Ａ 、 ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ で
洗 浄 し 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
３ ） イ ム ノ ク ロ マ ト ス ト リ ッ プ の 組 立
　 上 記 で 作 製 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン に 加 え て 、 被 検 液 ス ポ ッ
ト 用 の ガ ラ ス ウ ー ル 製 サ ン プ ル パ ッ ド 、 被 検 液 吸 収 用 の ガ ラ ス ウ ー ル 製 吸 収 パ ッ ド を 別 途
用 意 し 、 サ ン プ ル パ ッ ド 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン 、 吸 収 パ ッ ド の
順 に そ れ ぞ れ 貼 り 付 け 、 イ ム ノ ク ロ マ ト ス ト リ ッ プ と し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
４ ） 検 出 用 サ ン プ ル の 調 製
　 食 品 中 の ホ エ ー タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め に 、 食 肉 に ホ エ ー た ん ぱ く 質 を 加 え 、 下 記 の
サ ン プ ル の 評 価 を 実 施 し た 。
［ １ ］ 豚 赤 肉 に ２ ０ ０ ｐ ｐ ｍ の ホ エ ー タ ン パ ク 質 を 加 え 混 合 し た も の を １ ｇ 量 り 取 り 、 そ
こ に Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ を １ ９ ｍ ｌ 加 え 撹 拌 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で １ ０ 倍 に 希 釈 し た 。 ホ エ ー タ ン パ ク 質 を
加 え な い も の を 対 照 と し た 。
［ ２ ］ 豚 赤 肉 に ２ ０ ０ ｐ ｐ ｍ の ホ エ ー タ ン パ ク 質 を 加 え 混 合 し た も の を １ ｇ 量 り 取 り 、 そ
こ に ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ お よ び １ ％ ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ を １ ９ ｍ ｌ 加 え
撹 拌 し 、 沸 騰 水 中 で １ 時 間 加 熱 後 し た 。 冷 却 遠 心 後 、 上 清 を イ ム ノ ク ロ マ ト キ ッ ト に 供 試
し た 。 ホ エ ー タ ン パ ク 質 を 加 え な い も の を 対 照 と し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
２ ． 結 果
　 表 １ ３ に 示 さ れ た 結 果 か ら 、 Ｎ Ｌ Ｇ を 検 出 で き る 組 合 せ と し て 、 ７ ８ １ Ａ ９ （ Ｐ β Ｌ Ｇ
１ ： Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ０ ） と ７ ５ ８ Ｃ ５ （ Ｐ β Ｌ Ｇ ２ ： Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ １
） を 、 ま た 、 Ｓ Ｄ Ｓ Ｌ Ｇ を 検 出 で き る 組 合 せ と し て 、 ７ ６ １ Ｇ ９ （ Ｐ β Ｌ Ｇ ３ ： Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ
　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ２ ） と ３ （ Ｐ β Ｌ Ｇ ４ ： Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ７ ８ ３ ） を 選 択 し た 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ １ ２ ５ 】
［ イ ム ノ ク ロ マ ト に よ る Ｎ Ｌ Ｇ お よ び Ｓ Ｄ Ｓ Ｌ Ｇ の 検 出 ］
１ ． 材 料 及 び 方 法
１ ） 金 コ ロ イ ド 標 識 及 び コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド の 作 製
［ １ ］ Ｎ Ｌ Ｇ 検 出 用 （ Ｐ Ｌ Ｇ ２ ）
　 ２ ｍ Ｍ ホ ウ 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ９ ． ０ ） で １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に Ｐ Ｌ Ｇ ２ の Ｍ Ａ ｂ 溶 液
を 調 製 し た 。 あ ら か じ め ０ ． ２ Ｍ 炭 酸 カ リ ウ ム 溶 液 で ｐ Ｈ ９ ． ０ に 調 製 し た 金 コ ロ イ ド 溶
液 （ シ グ マ 社 製 ） ５ ｍ ｌ に Ｍ Ａ ｂ 溶 液 を ５ ０ ０ μ ｌ 加 え 、 室 温 で ３ ０ 分 間 反 応 し た 後 、 １
０ ％ Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 を ６ ２ ５ μ ｌ を 加 え 、 さ ら に １ ５ 分 間 反 応 さ せ た 。 遠 心 分 離 を 行 い 、 １ ％
Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 で Ｏ Ｄ ５ ２ ５ ＝ １ ． ０ に な る よ う 調 製 し た 。 ガ ラ ス ウ ー ル 製 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ
ッ ド （ Schleicher & Schuell社 製 ） に ６ ８ μ ｌ ／ ｃ ｍ ２ と な る よ う 塗 布 し 、 乾 燥 さ せ た 。
［ ２ ］ Ｓ Ｄ Ｓ Ｌ Ｇ （ Ｐ Ｌ Ｇ ４ ）
　 ２ ｍ Ｍ ホ ウ 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ９ ． ０ ） で １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に Ｐ Ｌ Ｇ ４ の Ｍ Ａ ｂ 溶 液
を 調 製 し た 。 あ ら か じ め ０ ． ２ Ｍ 炭 酸 カ リ ウ ム 溶 液 で ｐ Ｈ ９ ． ０ に 調 製 し た 金 コ ロ イ ド 溶
液 （ シ グ マ 社 製 ） ５ ｍ ｌ に Ｍ Ａ ｂ 溶 液 を ５ ０ ０ μ ｌ 加 え 、 室 温 で ３ ０ 分 間 反 応 し た 後 、 １
０ ％ Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 を ６ ２ ５ μ ｌ を 加 え 、 さ ら に １ ５ 分 間 反 応 さ せ た 。 遠 心 分 離 を 行 い 、 １ ％
Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 で Ｏ Ｄ ５ ２ ５ ＝ １ ． ０ に な る よ う 調 製 し た 。 ガ ラ ス ウ ー ル 製 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ
ッ ド （ Schleicher & Schuell社 製 ） に ６ ８ μ ｌ ／ ｃ ｍ ２ と な る よ う 塗 布 し 、 乾 燥 さ せ た 。
［ ３ ］ 組 み 合 わ せ （ Ｐ Ｌ Ｇ ２ ＋ Ｐ Ｌ Ｇ ４ ）
　 ［ １ ］ お よ び ［ ２ ］ で 調 整 し た Ｐ Ｌ Ｇ ２ と Ｐ Ｌ Ｇ ４ の 金 コ ロ イ ド 溶 液 を 等 量 で 混 合 し 、
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ガ ラ ス ウ ー ル 製 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド （ Schleicher & Schuell社 製 ） に ６ ８ μ ｌ ／ ｃ ｍ ２

と な る よ う 塗 布 し 、 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
２ ） 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン の 作 製
［ １ ］ Ｎ Ｌ Ｇ 検 出 用 （ Ｐ Ｌ Ｇ １ ）
　 Ｐ Ｂ Ｓ で ４ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に Ｐ Ｌ Ｇ １ の Ｍ Ａ ｂ 溶 液 を 調 製 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス
メ ン ブ レ ン に 直 線 状 に 塗 布 し 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０
を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 乾 燥 さ せ た 。
［ ２ ］ Ｓ Ｄ Ｓ Ｌ Ｇ 検 出 用 （ Ｐ Ｌ Ｇ ３ ）
　 Ｐ Ｂ Ｓ で ４ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に Ｐ Ｌ Ｇ ３ の Ｍ Ａ ｂ 溶 液 を 調 製 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス
メ ン ブ レ ン に 直 線 状 に 塗 布 し 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０
を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 乾 燥 さ せ た 。
［ ３ ］ 組 み 合 わ せ （ Ｐ Ｌ Ｇ １ ＋ Ｐ Ｌ Ｇ ３ ）
　 Ｐ Ｂ Ｓ で ８ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に 調 製 し た Ｐ Ｌ Ｇ １ お よ び Ｐ Ｌ Ｇ ３ の Ｍ Ａ ｂ 溶 液 を 等
量 で 混 合 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン に 直 線 状 に 塗 布 し 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 １ ％ Ｂ
Ｓ Ａ 、 ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ で
洗 浄 し 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
３ ） イ ム ノ ク ロ マ ト ス ト リ ッ プ の 組 立
　 上 記 で 作 製 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン に 加 え て 、 被 検 液 ス ポ ッ
ト 用 の ガ ラ ス ウ ー ル 製 サ ン プ ル パ ッ ド 、 被 検 液 吸 収 用 の ガ ラ ス ウ ー ル 製 吸 収 パ ッ ド を 別 途
用 意 し 、 サ ン プ ル パ ッ ド 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン 、 吸 収 パ ッ ド の
順 に そ れ ぞ れ 貼 り 付 け 、 イ ム ノ ク ロ マ ト ス ト リ ッ プ と し た 。 検 出 用 サ ン プ ル に は 、 以 下 の
モ デ ル 食 肉 製 品 を 供 試 し た 。
［ １ ］ 乳 た ん ぱ く 質 の 調 製
　 穐 山 ら （ 特 定 原 材 料 （ 牛 乳 ） 測 定 の 厚 生 労 働 省 通 知 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の 複 数 機 関 に よ る 評 価
研 究 .食 品 衛 生 学 雑 誌 , 45, 2004, 120-127） に 従 い 、 ホ ル ス タ イ ン 種 の 新 鮮 乳 よ り 乳 た ん
ぱ く 質 を 調 製 し た 。
［ ２ ］ モ デ ル 食 肉 製 品
　 定 量 試 験 の た め の モ デ ル 食 品 と し て 食 肉 製 品 を 選 択 し 、 表 １ ４ に 示 す 配 合 に て 各 濃 度 の
乳 た ん ぱ く 質 を 含 む モ デ ル 食 肉 製 品 を 作 製 し た 。 豚 赤 肉 は 、 豚 ロ ー ス 肉 よ り 脂 、 ス ジ を 除
去 し 、 ５ ｍ ｍ で 挽 肉 に し た も の を 使 用 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ９ 】
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　 各 配 合 に 従 い 添 加 物 を 計 量 し 、 フ ー ド プ ロ セ ッ サ ー に て 混 合 後 、 塩 ビ チ ュ ー ブ に 充 填 を
行 っ た 。
［ １ ］ 加 熱 温 度
　 未 加 熱 の サ ン プ ル と 、 加 熱 サ ン プ ル を 用 意 し 、 加 熱 サ ン プ ル に つ い て は 加 熱 温 度 を ７ ５
℃ ・ ３ ０ 分 、 １ ０ ０ ℃ ・ １ 時 間 、 １ ２ １ ℃ ・ ２ ０ 分 で 行 っ た 。
［ ２ ］ サ ン プ ル の 前 処 理 及 び 評 価
　 各 加 熱 温 度 で 処 理 後 、 フ ー ド プ ロ セ ッ サ ー に て 均 一 と し た も の を 検 出 用 サ ン プ ル と し た
。 未 加 熱 サ ン プ ル を １ ｇ 量 り 取 り 、 そ れ に Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ を １ ９ ｍ ｌ 加 え 撹 拌 し 、 冷 却 遠 心 後 、
上 清 を イ ム ノ ク ロ マ ト キ ッ ト に 供 試 し た 。 一 方 、 加 熱 サ ン プ ル を １ ｇ 量 り 取 り 、 そ れ に ０
． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 及 び １ ％ ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ を １ ９ ｍ ｌ 加 え 撹 拌 し 、 沸
騰 水 中 で １ 時 間 加 熱 し 、 冷 却 遠 心 後 、 上 清 を イ ム ノ ク ロ マ ト キ ッ ト に 供 試 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
２ ． 結 果
［ １ ］ Ｎ － β Ｌ Ｇ 検 出 用 （ Ｐ Ｌ Ｇ １ 、 Ｐ Ｌ Ｇ ２ の 組 み 合 わ せ ）
　 Ｐ Ｌ Ｇ １ 及 び 金 コ ロ イ ド 標 識 Ｐ Ｌ Ｇ ２ の 組 み 合 わ せ に よ り 、 ２ ｐ ｐ ｍ ま で 検 出 す る こ と
が で き た 。
［ ２ ］ Ｓ Ｄ Ｓ Ｌ Ｇ 検 出 用 （ Ｐ Ｌ Ｇ ３ 、 Ｐ Ｌ Ｇ ４ の 組 み 合 わ せ ）
　 Ｐ Ｌ Ｇ ３ 及 び 金 コ ロ イ ド 標 識 Ｐ Ｌ Ｇ ４ の 組 み 合 わ せ に よ り 、 ７ ５ ℃ ・ ３ ０ 分 、 １ ０ ０ ℃
・ １ 時 間 、 １ ２ １ ℃ ・ ２ ０ 分 で 加 熱 し た モ デ ル 食 肉 製 品 全 て で 、 ２ ｐ ｐ ｍ ま で 検 出 す る こ
と が で き た 。
［ ３ ］ 組 み 合 わ せ
　 Ｐ Ｌ Ｇ １ と Ｐ Ｌ Ｇ ３ の 混 合 メ ン ブ レ ン と 、 Ｐ Ｌ Ｇ ２ と Ｐ Ｌ Ｇ ４ の 混 合 金 コ ロ イ ド 溶 液 の
組 み 合 わ せ に よ り 、 未 加 熱 の サ ン プ ル を ２ ｐ ｐ ｍ ま で 、 一 方 、 ７ ５ ℃ ・ ３ ０ 分 、 １ ０ ０ ℃
・ １ 時 間 、 １ ２ １ ℃ ・ ２ ０ 分 で 加 熱 し た モ デ ル 食 肉 製 品 全 て で 、 ２ ｐ ｐ ｍ ま で 検 出 す る こ
と が で き た 。
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ １ ３ １ 】
１ ． 材 料 及 び 方 法
１ ） Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ の 調 製
　 市 販 生 落 花 生 に ５ 倍 量 の ２ ０ ｍ Ｍ bis-tris-propane buffer（ ｐ Ｈ ７ ． ２ ） を 加 え 、 室
温 で ２ 時 間 攪 拌 後 ３ ０ ０ ０ × ｇ で 遠 心 分 離 を 行 い 、 沈 殿 お よ び 油 分 を 除 去 し た 。 得 ら れ た
水 溶 性 画 分 を 再 度 １ ０ ０ ０ ０ × ｇ で 遠 心 分 離 を 行 い 、 上 清 を 得 た 。 上 清 を さ ら に Source Q
（ GEヘ ル ス ケ ア 　 バ イ オ サ イ エ ン ス ） を 用 い て 、 ２ ０ ｍ Ｍ  bis-tris-propane buffer（ ｐ
Ｈ ７ ． ２ ） 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ の リ ニ ア グ ラ ジ エ ン ト （ ０ か ら １ Ｍ ） に よ り 精 製 を 行 っ た 。 精 製 し
た Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ 画 分 を 蒸 留 水 に よ る 透 析 後 、 凍 結 乾 燥 を 行 い 、 未 変 性 Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ （ 以 下
Ｎ Ａ ｈ １ と い う ） と し た 。 ま た 、 上 清 を プ レ ッ プ セ ル ９ ６ ０ （ BioRad） を 用 い て 精 製 を 行
い 、 得 ら れ た Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ 画 分 を 蒸 留 水 に よ り 透 析 し た 後 、 凍 結 乾 燥 し た も の を 未 変 性 ｐ
ｒ ｅ ｐ  Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ （ 以 下 「 Ｎ Ｐ Ａ ｈ １ 」 と い う ） と し た 。 尿 素 処 理 Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ （ 以
下 Ｄ Ａ ｈ １ と い う ） は Ｎ Ａ ｈ １ を １ ０ ｍ ｇ 量 り 、 ６ ｇ  尿 素 、 ０ ． ２  ｍ ｌ  ２ － メ ル カ プ
ト エ タ ノ ー ル （ 以 下 ２ － Ｍ Ｅ と い う ） 、 １ ｍ ｌ  ５ ０  ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 緩 衝 液 （ ｐ
Ｈ  ８ ． ６ ） 、 １ ． ５  ｍ ｌ  蒸 留 水 を 加 え 、 ア ル ミ フ ォ イ ル で 蓋 を し た 後 、 １ ０ ０ ℃ で 1時
間 オ イ ル バ ス で 加 熱 し 、 処 理 を 行 っ た 。 そ の 後 、 蒸 留 水 に よ る 透 析 を 行 い 、 凍 結 乾 燥 し た
も の と し た 。 還 元 カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 処 理 Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ （ 以 下 「 Ｒ Ｃ Ｍ Ａ ｈ １ 」 と い う ）
は 、 Ｎ Ａ ｈ １ を １ ０ ｍ ｇ 量 り 、 １ ． ４ Ｍ ト リ ス － 塩 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ６ ） １ ｍ ｌ 、 ５ ％
の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ １ ０ ０ μ ｌ 、 １ ． ２ ｇ の 尿 素 、 ３ ３ μ ｌ の ２ － Ｍ Ｅ を 加 え ２ ． ５ ｍ ｌ に 定 容 し
た 後 、 窒 素 ガ ス 置 換 を 行 い 、 ３ ７ ℃ 、 １ 時 間 の 還 元 処 理 を 行 っ た 。 さ ら に 、 １ Ｍ の Ｎ ａ Ｏ
Ｈ ３ ０ ０ μ ｌ に 溶 解 し た ８ ９ ｍ ｇ の モ ノ ヨ ー ド 酢 酸 を 加 え 窒 素 ガ ス 置 換 し た 後 、 室 温 で １
時 間 の カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 を 行 っ た 。 そ の 後 、 蒸 留 水 に よ る 透 析 を 行 い 、 凍 結 乾 燥 し た も
の を Ｒ Ｃ Ｍ Ａ ｈ １ と し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
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２ ） 免 疫
　 供 試 動 物 と し て 、 ６ 週 齢 の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス （ 日 本 ク レ ア 社 製 ） ４ 尾 を 用 い た 。 初 回
免 疫 は 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Difco） を ０ ． １ ％ の Ｎ Ａ ｈ １ 、 Ｄ Ａ ｈ １ 、 Ｒ Ｃ
Ｍ Ａ ｈ １ お よ び Ｎ Ｐ Ａ ｈ １ 溶 液 が そ れ ぞ れ ５ ０ ０ μ ｌ 入 っ た エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 等
量 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー に て 攪 拌 し て 作 製 し た エ マ ル ジ ョ ン を 供 試 し た 。 こ の エ マ
ル ジ ョ ン を １ 尾 当 た り １ ５ ０ μ ｌ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 ま た 、 追 加 免 疫 は 、 ３ 週 間 の 間 隔 で
２ 回 行 っ た 。 免 疫 に は 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Difco） を ０ ． １ ％ の Ｎ Ａ ｈ １
、 Ｄ Ａ ｈ １ 、 Ｒ Ｃ Ｍ Ａ ｈ １ お よ び Ｎ Ｐ Ａ ｈ １ 溶 液 が そ れ ぞ れ ５ ０ ０ μ ｌ 入 っ た エ ッ ペ ン ド
ル フ チ ュ ー ブ に 等 量 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー に て 攪 拌 し て 作 製 し た エ マ ル ジ ョ ン を 供
試 し た 。 こ の エ マ ル ジ ョ ン を １ 尾 当 た り １ ５ ０ μ ｌ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
３ ） 血 中 抗 体 価 の 測 定
　 初 回 あ る い は 追 加 免 疫 で Ｎ Ａ ｈ １ 、 Ｄ Ａ ｈ １ 、 Ｒ Ｃ Ｍ Ａ ｈ １ お よ び Ｎ Ｐ Ａ ｈ １ 溶 液 を 注
射 し た １ 週 間 後 に 、 各 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス の 尾 部 静 脈 よ り 採 血 を 行 っ た 。 採 血 し た 血 液 は
室 温 に ２ 時 間 放 置 後 、 遠 心 分 離 を 行 い 、 血 清 を 得 た 。 こ れ ら の 血 清 の １ ０ 倍 希 釈 段 を 作 製
し 、 非 競 合 法 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り マ ウ ス 血 中 の 抗 Ｎ Ａ ｈ １ 、 Ｄ Ａ ｈ １ の 抗 体 価 を 調 べ た 。 な
お 、 二 次 抗 体 に は ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｈ ＋ Ｌ ） 抗 体 （ Jackso
n ImmunoResearch社 製 ） を 用 い た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
４ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
　 ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製 は 、 ケ ラ ー と ミ ル シ ュ タ イ ン の 方 法 （ １ ９ ７ ５ ） に 従 っ た 。 す な
わ ち 、 十 分 に 抗 体 価 が 上 が っ た マ ウ ス に 、 ０ ． １ ％ の Ｎ Ａ ｈ １ 、 Ｄ Ａ ｈ １ 、 Ｒ Ｃ Ｍ Ａ ｈ １
お よ び Ｎ Ｐ Ａ ｈ １ 溶 液 １ ０ ０ μ ｌ を 尾 部 静 脈 よ り 注 射 し た 。 静 脈 注 射 か ら ４ 日 後 、 マ ウ ス
よ り 脾 臓 を 無 菌 的 に 摘 出 し た 。 脾 臓 を 細 切 後 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ で 洗 浄 し て 、 滅 菌 ナ イ ロ
ン メ ッ シ ュ （ Cell Strainer, 70 mm, Becton Dickinson） を 通 し 、 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 を 得 た
。 １ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ × １ ０ 分 の 遠 心 分 離 に よ り 脾 臓 細 胞 を 集 め 、 再 度 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ で
再 懸 濁 し 細 胞 数 を カ ウ ン ト し た 。 こ の 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ P3X63Ag8
.653） 懸 濁 液 を 細 胞 数 が １ ０ ： １ に な る よ う に 混 合 し 、 再 度 １ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ × １ ０ 分 の
遠 心 分 離 を 行 い 、 ペ レ ッ ト を 得 た 。 こ の ペ レ ッ ト に 平 均 分 子 量 ３ ， ３ ５ ０ の ４ ５ ％ ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル を 滴 下 し 細 胞 融 合 を 行 っ た 。 細 胞 溶 液 に Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ を 加 え 希 釈 後
、 遠 心 分 離 で ペ レ ッ ト に し た 。 こ の ペ レ ッ ト に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 用 培 地 （ １ ０ ％ 牛 胎 児 血
清 、 ４ ０ ｍ Ｍ の ２ － Ｍ Ｅ 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト
マ イ シ ン を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 ） に １ ０ ０ μ Ｍ の ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ０ ． ４ μ Ｍ の ア
ミ ノ プ テ リ ン 、 １ ６ μ Ｍ の チ ミ ジ ン を 含 む Ｈ Ａ Ｔ 選 択 培 地 を 加 え 、 ５ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ
／ ｗ ｅ ｌ ｌ と な る よ う に ２ ４ ウ ェ ル の 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト （ Becton Dickinson） に 分 注 し
、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
５ ） 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ
　 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル の 培 養 上 清 に つ い て 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 一 次 抗 体 と し て 供 試
し 、 抗 Ｎ Ａ ｈ １ 、 Ｄ Ａ ｈ １ 、 Ｒ Ｃ Ｍ Ａ ｈ １ 抗 体 を 産 生 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ の 存 在 を 調
べ た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り Ｎ Ａ ｈ １ 、 Ｄ Ａ ｈ １ 、 Ｒ Ｃ Ｍ Ａ ｈ １ 陽 性 を 示 し た ウ ェ ル の ハ イ ブ
リ ド ー マ に つ い て 、 ０ ． ９  ｃ ｅ ｌ ｌ ／ ｗ ｅ ｌ ｌ と な る よ う に ９ ６ ウ ェ ル の 細 胞 培 養 用 プ
レ ー ト （ Becton Dickinson） に 移 し 、 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 な お 、 フ
ィ ー ダ ー 細 胞 と し て 、 ４ 週 齢 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス 胸 腺 細 胞 を ５ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｗ ｅ
ｌ ｌ と な る よ う に ９ ６ ウ ェ ル 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ
た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 に は 、 １ ０ ％ 牛 胎 児 血 清 、 ４ ０ ｍ Ｍ の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ
１ ６ ４ ０ 培 地 を 用 い た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
６ ） 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ
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　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 落 花 生 の 粗 タ ン パ ク 質 の 未 変 性 （ 以 下 Ｎ Ｐ －
eと い う ） 、 尿 素 処 理 （ 以 下 Ｄ Ｐ － eと い う ） あ る い は 還 元 カ ル ボ キ シ メ チ ル 処 理 （ 以 下 Ｒ
Ｃ Ｍ Ｐ － eと い う ） に 対 す る 反 応 性 の 違 い を 調 べ る こ と で 特 異 性 の 異 な る ク ロ ー ン を 得 る
こ と と し た 。 な お 、 Ｐ － eは 落 花 生 に ５ 倍 量 の ２ ０ ｍ Ｍ  bis-tris-propane buffer（ ｐ Ｈ
７ ． ２ ） を 加 え 、 室 温 で 2時 間 攪 拌 後 遠 心 分 離 を 二 回 行 い 得 ら れ た 上 清 を 透 析 し た 後 、 凍
結 乾 燥 し た も の と し た 。 培 養 上 清 の Ｎ Ｐ － e、 Ｄ Ｐ － eあ る い は Ｒ Ｃ Ｍ Ｐ － eに 対 す る 反 応
性 を 非 競 合 法 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 調 べ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
７ ） 腹 水 の 採 取 及 び Ｍ Ａ ｂ の 精 製
　 Jonesら （ １ ９ ９ ０ ） に 従 い 、 ま ず 、 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス に 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ
ン ト を ０ ． ２ ｍ ｌ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 １ 週 間 後 、 １ 尾 当 た り ５ × １ ０ ６ cellsの ク ロ ー ニ
ン グ さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 接 種 し た 。 腹 水 貯 留 後 、 シ リ ン ジ に よ り 腹 水 を 採 取 し た 。 採
取 し た 腹 水 を Protein G カ ラ ム （ Ｇ Ｅ ヘ ル ス ケ ア 　 バ イ オ サ イ エ ン ス ） に よ り 精 製 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
８ ） Ｍ Ａ ｂ の 特 性 と Ｍ Ａ ｂ の ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス 及 び タ イ プ
　 Ｍ Ａ ｂ の 特 性 を 決 定 す る た め に 、 固 相 法 と 液 相 法 を 用 い た 。 固 相 法 と し て 、 Ｎ Ａ ｈ １ 又
は Ｒ Ｃ Ｍ Ａ ｈ １ を あ ら か じ め 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト の ウ ェ ル 内 に 固 定 し 、 こ の 固 定 化 さ れ た
抗 原 （ Ｎ Ａ ｈ １ 又 は Ｒ Ｃ Ｍ Ａ ｈ １ ） に 抗 未 変 性 ／ 変 性 ア レ ル ゲ ン Ｍ Ａ ｂ を 作 用 さ せ る 方 法
を 用 い 、 ま た 、 液 相 法 と し て 、 ウ サ ギ 抗 ア レ ル ゲ ン ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を あ ら か じ め 細 胞
培 養 用 プ レ ー ト の ウ ェ ル 内 に 固 定 し 、 こ の ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に Ｎ Ａ ｈ １ （ 液 相 Ｎ Ａ ｈ １
） 又 は Ｒ Ｃ Ｍ Ａ ｈ １ （ 液 相 Ｒ Ｃ Ｍ Ａ ｈ １ ） を 結 合 さ せ た 状 態 で 、 抗 未 変 性 ／ 変 性 ア レ ル ゲ
ン Ｍ Ａ ｂ を 作 用 さ せ る 方 法 を 用 い た 。 ま た 、 Ｍ Ａ ｂ の ク ラ ス 及 び サ ブ ク ラ ス に つ い て は 、
Monoclonal mouse immunoglobulin isotyping kit（ Pharmingen） に よ り 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ
ｇ Ｇ ２ ａ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｌ （ κ ） 及 び Ｉ ｇ Ｌ （ γ ） を 決
定 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
２ ． 結 果
１ ） 抗 Ａ ｒ ａ 　 ｈ １ Ｍ Ａ ｂ の 特 性 と ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス
　 落 花 生 に 対 す る 特 異 性 を 持 つ Ｍ Ａ ｂ ２ ２ 種 類 を 得 た 。 そ れ ぞ れ 液 相 あ る い は 固 相 の 抗 原
に 対 す る 特 異 性 を 表 １ ５ , １ ６ , １ ７ , １ ８ に 示 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ １ 】
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【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ２ 】
【 表 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ １ ４ ３ 】
【 表 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 １ ４ 】
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【 ０ １ ４ ４ 】
［ イ ム ノ ク ロ マ ト に よ る 変 性 落 花 生 タ ン パ ク 質 の 検 出 ］
１ ． 材 料 及 び 方 法
１ ） 金 コ ロ イ ド 標 識 及 び コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド の 作 製
　 ２ ｍ Ｍ ホ ウ 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ９ ． ０ ） で １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に そ れ ぞ れ の Ｍ Ａ ｂ 溶 液
を 調 製 し た 。 あ ら か じ め ０ ． ２ Ｍ 炭 酸 カ リ ウ ム 溶 液 で ｐ Ｈ ９ ． ０ に 調 製 し た 金 コ ロ イ ド 溶
液 （ シ グ マ 社 製 ） ５ ｍ ｌ に Ｍ Ａ ｂ 溶 液 を ５ ０ ０ μ ｌ 加 え 、 室 温 で ３ ０ 分 間 反 応 し た 後 、 １
０ ％ Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 を ６ ２ ５ μ ｌ を 加 え 、 さ ら に １ ５ 分 間 反 応 さ せ た 。 遠 心 分 離 を 行 い 、 １ ％
Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 で Ｏ Ｄ ５ ２ ５ ＝ １ ． ０ に な る よ う 調 製 し た 。 ガ ラ ス ウ ー ル 製 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ
ッ ド （ Schleicher & Schuell社 製 ） に ６ ８ μ ｌ ／ ｃ ｍ ２ と な る よ う 塗 布 し 、 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
２ ） 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン の 作 製
　 Ｐ Ｂ Ｓ で ４ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に そ れ ぞ れ の Ｍ Ａ ｂ 溶 液 を 調 製 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス
メ ン ブ レ ン に 直 線 状 に 塗 布 し 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０
を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
３ ） イ ム ノ ク ロ マ ト ス ト リ ッ プ の 組 立
　 上 記 で 作 製 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン に 加 え て 、 被 検 液 ス ポ ッ
ト 用 の ガ ラ ス ウ ー ル 製 サ ン プ ル パ ッ ド 、 被 検 液 吸 収 用 の ガ ラ ス ウ ー ル 製 吸 収 パ ッ ド を 別 途
用 意 し 、 サ ン プ ル パ ッ ド 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 抗 体 固 定 化 メ ン ブ レ ン 、 吸 収 パ ッ ド の
順 に そ れ ぞ れ 貼 り 付 け 、 イ ム ノ ク ロ マ ト ス ト リ ッ プ と し た 。 検 出 用 サ ン プ ル に は 、 以 下 の
方 法 で 調 製 し た 落 花 生 タ ン パ ク 質 を 供 試 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
１ ． 落 花 生 タ ン パ ク 質 の 調 製
　 穐 山 ら （ 特 定 原 材 料 （ 落 花 生 ） 測 定 の 厚 生 労 働 省 通 知 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の 複 数 機 関 に よ る 評
価 研 究 .食 品 衛 生 学 雑 誌 , 45, 2004, 325-331） に 従 い 、 市 販 落 花 生 よ り 落 花 生 タ ン パ ク 質
を 調 製 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
２ ． 落 花 生 タ ン パ ク 質 の 検 出
　 定 性 試 験 の た め 上 記 の 方 法 で 調 整 し た 落 花 生 タ ン パ ク 質 を １ ｇ 量 り 取 り 、 そ れ に ０ ． ５
％ Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ０ ． ５ ％ ２ － Ｍ Ｅ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ を １ ９ ｍ ｌ 加 え 撹 拌 し 、 沸 騰 水 中 で １ 時 間 加
熱 し 、 冷 却 遠 心 後 、 上 清 を イ ム ノ ク ロ マ ト キ ッ ト に 供 試 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
３ ． モ デ ル 食 肉 製 品 の 作 製
　 定 性 試 験 の た め の モ デ ル 食 品 と し て 食 肉 製 品 を 選 択 し 、 表 １ ９ に 示 す 配 合 に て 各 濃 度 の
落 花 生 た ん ぱ く 質 を 含 む モ デ ル 食 肉 製 品 を 作 製 し た 。 豚 赤 肉 は 、 豚 ロ ー ス 肉 よ り 脂 、 ス ジ
を 除 去 し 、 ５ ｍ ｍ で 挽 肉 に し た も の を 使 用 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
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【 表 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ １ 】
　 各 配 合 に 従 い 添 加 物 を 計 量 し 、 フ ー ド プ ロ セ ッ サ ー に て 混 合 後 、 塩 ビ チ ュ ー ブ に 充 填 を
行 っ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
１ ． 加 熱 温 度
　 加 熱 温 度 は 、 ７ ５ ℃ ・ ３ ０ 分 、 １ ０ ０ ℃ ・ １ 時 間 、 １ ２ １ ℃ ・ ２ ０ 分 で 行 っ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
２ ． サ ン プ ル の 前 処 理 及 び 評 価
　 各 加 熱 温 度 で 処 理 後 、 フ ー ド プ ロ セ ッ サ ー に て 均 一 と し た も の を 検 出 用 サ ン プ ル と し た
。 検 出 用 サ ン プ ル １ ｇ を 量 り 取 り 、 そ れ に ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ０ ． ５ ％ ２ － Ｍ Ｅ を 含 む Ｐ
Ｂ Ｓ を １ ９ ｍ ｌ 加 え 撹 拌 し 、 沸 騰 水 中 で １ 時 間 加 熱 し 、 冷 却 遠 心 後 、 上 清 を イ ム ノ ク ロ マ
ト キ ッ ト に 供 試 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
２ ． 結 果
　 表 ５ に イ ム ノ ク ロ マ ト に よ る 定 性 試 験 の 結 果 を 示 し た 。 そ の 結 果 、 Ｓ Ｄ Ｓ 処 理 し た 落 花
生 タ ン パ ク 質 を 検 出 に は 、 金 コ ロ イ ド 標 識 の Ｐ Ａ ｈ １ － ４ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ７ ）
と メ ン ブ レ ン 塗 布 の Ｐ Ａ ｈ １ － ５ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ９ ６ ８ ） の 組 合 せ が 最 も 適 し て い
る と 考 え ら れ た 。 ま た 、 こ の 組 み 合 わ せ で 、 食 肉 製 品 か ら の 添 加 回 収 試 験 で は 、 ７ ５ ℃ ・
３ ０ 分 、 １ ０ ０ ℃ ・ １ 時 間 、 １ ２ １ ℃ ・ ２ ０ 分 で 加 熱 し た モ デ ル 食 肉 製 品 全 て で 、 ２ ｐ ｐ
ｍ ま で 検 出 す る こ と が で き た 。 ま た 、 こ の 組 み 合 わ せ で 、 未 変 性 の 落 花 生 タ ン パ ク 質 も 同
様 に 検 出 可 能 な こ と が わ か っ た 。 こ の こ と か ら 、 Ｐ Ａ ｈ １ － ４ と Ｐ Ａ ｈ １ － ５ を 組 み 合 わ
せ る こ と で 、 未 変 性 及 び 変 性 の 落 花 生 タ ン パ ク 質 を 検 出 可 能 な こ と か ら 、 対 象 食 品 の 特 性
に あ わ せ 、 タ ン パ ク 変 性 剤 を 選 択 し て 落 花 生 を 抽 出 し 、 イ ム ノ ク ロ マ ト キ ッ ト に よ り 迅 速
に 検 出 す る こ と が 可 能 と な っ た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
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【 表 ２ ０ 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种高灵敏度免疫学方法，其可以使用SDS和2-巯
基乙醇从包括这些过敏原的食物的测试样品中提取小麦过敏原，荞麦面
过敏原或花生过敏原，以使得能够检测这些过敏原，即使它们可以在用
于该方法的SDS修饰或SDS天然的任一条件和检测试剂盒等中。溶解：
在该方法中，识别SDS天然/修饰卵白蛋白，牛奶过敏原或β-乳球蛋白的
αs1酪蛋白，小麦麦醇溶蛋白，荞麦面条过敏原（分子量为24kDa / 
76kDa的蛋白质）的两种或更多种类型的单克隆抗体），花生变应原Ara 
h1。因此，通过使用这些特定原料的SDS和2-巯基乙醇提取物可以准确
地检测每种变应原。 Ž
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