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(57)【要約】
【課題】精度の高いブタ血清アルブミンの検出技術を提供する。
【解決手段】試料中のブタ血清アルブミンの検出方法であって、以下の工程、
（１）試料中のブタ血清アルブミンを、イオン性界面活性剤を含む水性溶媒で抽出及び／
又は可溶化し、タンパク質溶液を得る工程、
（２）アミノ酸一文字表記でＰＫＦＶＩＥＩＲＧＩＬＡからなるアミノ酸配列に特異的に
結合する抗体と、前記工程（１）で得られたタンパク質溶液とを接触させ、前記ブタ血清
アルブミンと前記抗体との間で抗原－抗体複合体を形成させる工程、及び
（３）形成された前記抗原－抗体複合体を検出する工程、
を含むことを特徴とする。
【選択図】無し
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
試料中のブタ血清アルブミンの検出方法であって、以下の工程、
（１）試料中のブタ血清アルブミンを、イオン性界面活性剤を含む水性溶媒で抽出及び／
又は可溶化し、タンパク質溶液を得る工程、
（２）アミノ酸一文字表記でＰＫＦＶＩＥＩＲＧＩＬＡからなるアミノ酸配列に特異的に
結合する抗体と、前記工程（１）で得られたタンパク質溶液とを接触させ、前記ブタ血清
アルブミンと前記抗体との間で抗原－抗体複合体を形成させる工程、及び
（３）形成された前記抗原－抗体複合体を検出する工程、
を含むことを特徴とする、検出方法。
【請求項２】
前記工程（２）が、前記抗体と、
（ａ）前記工程（１）で得られたタンパク質溶液と、を該溶液が実質的に希釈されること
なく接触させるか；或いは
（ｂ）前記工程（１）で得られたタンパク質溶液を、そのイオン性界面活性剤濃度が０．
０３％（Ｗ／Ｖ）以下にならない範囲で希釈した希釈液と、を接触させる；
ことにより、前記ブタ血清アルブミンと前記抗体との間で抗原－抗体複合体を形成させる
工程である、請求項１に記載の検出方法。
【請求項３】
前記工程（２）が固相化された前記抗体に前記タンパク質溶液を接触させる工程であるこ
とを特徴とする、請求項１又は２に記載の検出方法。
【請求項４】
前記試料が食品試料であり、該食品試料に含まれる豚由来組織を検出するために用いられ
ることを特徴とする、請求項１～３の何れか一項に記載の検出方法。
【請求項５】
試料中のブタ血清アルブミンの検出キットであって、
試料中のブタ血清アルブミンを抽出及び／又は可溶化するための、イオン性界面活性剤を
含む水性溶媒と、
アミノ酸一文字表記でＰＫＦＶＩＥＩＲＧＩＬＡからなるアミノ酸配列に特異的に結合す
る抗体と、を含むことを特徴とする、検出キット。
【請求項６】
食品試料中の豚由来組織を検出するために用いられることを特徴とする、請求項５に記載
の検出キット。
【請求項７】
変性したブタ血清アルブミンを免疫原として用いて動物（ブタ及びヒトを除く）を免疫す
る免疫工程を含むことを特徴とする、アミノ酸一文字表記でＰＫＦＶＩＥＩＲＧＩＬＡか
らなるアミノ酸配列に特異的に結合するポリクローナル抗体の作製方法。
【請求項８】
前記免疫工程によって免疫された動物から取得した抗血清から、アミノ酸一文字表記でＰ
ＫＦＶＩＥＩＲＧＩＬＡからなるアミノ酸配列を含むペプチドが担持された精製カラムを
用いて、前記ペプチドに特異的に結合する抗体を精製する精製工程を含むことを特徴とす
る、請求項７に記載の作製方法。
【請求項９】
前記精製工程の前に、
前記免疫工程によって免疫された動物から取得した抗血清の上清から、変性したブタ血清
アルブミンが担持された中間精製カラムを用いて、前記変性したブタ血清アルブミンに特
異的に結合する抗体を精製する中間精製工程を含むことを特徴とする、請求項８に記載の
作製方法。
【請求項１０】
請求項７～９の何れか一項に記載の作製方法により作製された、アミノ酸一文字表記でＰ
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ＫＦＶＩＥＩＲＧＩＬＡからなるアミノ酸配列に特異的に結合するポリクローナル抗体。
【請求項１１】
前記抗体が、請求項１０に記載のポリクローナル抗体であることを特徴とする、請求項１
～４の何れか一項に記載の検出方法。
【請求項１２】
前記抗体が、請求項１０に記載の抗体であることを特徴とする、請求項５又は６に記載の
検出キット。

 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は試料中のブタ血清アルブミンを検出するための技術に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、ブランド肉と称して他の食肉の提供を行ったり、牛肉等の比較的高価な肉類に安
価な他種の肉類を混入させたりする、いわゆる食品偽装問題が、消費者の関心を集めてい
る。
　特に、食品表示とは異なる種の肉類が食品に混入している場合、混入した肉類にアレル
ギーのある消費者や、宗教上、慣習上の理由で混入した肉類を食すことができない消費者
への影響は計り知れない。
　このような問題を解決するために、特定のタンパク質を免疫学的に検出することで、特
定の種の肉類が食品に混入していないか検査する方法が提案されている。
【０００３】
　特許文献１には、豚生肉から抽出された抽出物である豚生肉中に含まれる５０ｋＤ（分
子量５０，０００）付近の蛋白質を動物に免疫することで得られる抗体を検出抗体とする
イムノクロマトグラフィー検出法が開示されている。
　特許文献１には、かかるイムノクロマトグラフィー検出法によれば、加熱加工食品中の
豚肉由来蛋白質を特異的に検出できることが記載されている。
　また特許文献１には、豚トロポミンIに対する抗体を用いた場合であっても、同様の結
果を得ることができることが記載されている。
【０００４】
　特許文献２には、筋肉に含まれるタンパク質であるウシミオグロビンにおいて、種間の
相同性が低い領域に特異的に結合する抗ペプチド抗体を用いることで、ブタやトリのミオ
グロビンとの交差反応性を示さず、ウシミオグロビンを特異的に検出できることが記載さ
れている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開２０１１－１６９７５５号公報
【特許文献２】特開２００９－５７２９１号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　特許文献１は筋収縮を担うタンパク質である豚トロポニンIに対する抗体を用いること
で、加工食品に含まれる豚肉を特異的に検出できることが示唆されている。
　すなわち、特許文献１及び２は筋肉タンパク質を検出することで、食品試料中に含まれ
る特定の種の肉類を検出する技術を開示している。
　したがって、筋肉タンパク質が存在しない、または筋肉タンパク質の存在量が少ない組
織が食品に混入している場合には、これを検出することができない。
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【０００７】
　このような状況に鑑み、本発明の解決しようとする課題は、従来技術よりも精度の高い
豚由来の組織の検出技術を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者は、いかなる組織であっても血液によって酸素や栄養素の授受が行われている
ことに着目し、血清に多く含まれるタンパク質を抗原とする検出抗体を用いることを着想
した。
　しかし、血清に含まれるタンパク質の５０～６０％を占める血清アルブミンは種間の相
同性が高いため、他種の血清アルブミンとの交差反応性を防ぐことが難しく、ブタ血清ア
ルブミンを特異的に検出することが困難である。
また、ブタ血清アルブミンのアミノ酸配列のうち、他種との相同性の低いＣ末端領域は疎
水性が高く分子内に埋没しているため、当該領域を認識部位とした検出抗体によってブタ
血清アルブミンを検出することが困難であるという問題があった。
【０００９】
　このような状況下、鋭意研究努力により本発明者は、イオン性界面活性剤を含む水性溶
媒でブタ血清アルブミンを抽出又は可溶化したタンパク質溶液に対して、ブタ血清アルブ
ミンのＣ末端のアミノ酸配列に特異的に結合する検出抗体を適用することにより、極めて
高い特異的をもってブタ血清アルブミンを検出することができることを見出し、本発明を
完成させた。
【００１０】
　すなわち、上記課題を解決する本発明は、試料中のブタ血清アルブミンの検出方法であ
って、以下の工程、
（１）試料中のブタ血清アルブミンを、イオン性界面活性剤を含む水性溶媒で抽出及び／
又は可溶化し、タンパク質溶液を得る工程、
（２）アミノ酸一文字表記でＰＫＦＶＩＥＩＲＧＩＬＡからなるアミノ酸配列に特異的に
結合する抗体と、前記工程（１）で得られたタンパク質溶液とを接触させ、前記ブタ血清
アルブミンと前記抗体との間で抗原－抗体複合体を形成させる工程、及び
（３）形成された前記抗原－抗体複合体を検出する工程、
を含むことを特徴とする、検出方法である。
【００１１】
　本発明の検出方法は、他種の血清アルブミンとの交差反応性をほとんど示すことがなく
、試料に含まれたブタ血清アルブミンを特異的に検出することができる。
【００１２】
また、本発明の好ましい形態では、前記工程（２）が、前記抗体と、
（ａ）前記工程（１）で得られたタンパク質溶液と、を該溶液が実質的に希釈されること
なく接触させるか；或いは
（ｂ）前記工程（１）で得られたタンパク質溶液を、そのイオン性界面活性剤濃度が０．
０３％（Ｗ／Ｖ）以下にならない範囲で希釈した希釈液と、を接触させる；
ことにより、前記ブタ血清アルブミンと前記抗体との間で抗原－抗体複合体を形成させる
工程である。
　前記（ａ）又は（ｂ）に示す方法により、タンパク質溶液と前記抗体を接触させること
によって、ブタ血清アルブミンの検出感度を向上させることができる。
【００１３】
本発明の好ましい形態では、前記工程（２）が固相化された前記抗体に前記タンパク質溶
液を接触させる工程である。
　このような形態の本発明によれば、試料に含まれるブタ血清アルブミンを定量的に検出
することができる。
【００１４】
本発明の検出方法は、食品試料に含まれる豚由来組織を検出するために用いることが好ま
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しい。
　本発明の方法によれば、筋肉、脂、消化器官、循環器官、骨組織、脳など様々な種類の
豚由来組織からブタ血清アルブミンを検出することが可能であるため、高精度で漏れのほ
とんど無い食品検査を実施することが可能である。
【００１５】
また、本発明は、試料中のブタ血清アルブミンの検出キットであって、
試料中のブタ血清アルブミンを抽出及び／又は可溶化するための、イオン性界面活性剤を
含む水性溶媒と、
アミノ酸一文字表記でＰＫＦＶＩＥＩＲＧＩＬＡからなるアミノ酸配列に特異的に結合す
る抗体と、を含むことを特徴とする、検出キットにも関する。
【００１６】
　本発明の検査キットは、他種の血清アルブミンとの交差反応性をほとんど示すことがな
く、試料に含まれたブタ血清アルブミンを特異的に検出することができる。
【００１７】
本発明の検査キットは、食品試料に含まれる豚由来組織を検出するために用いることが好
ましい。
　本発明の検査キットによれば、筋肉、脂、消化器官、循環器官、骨組織、脳など様々な
種類の豚由来組織からブタ血清アルブミンを検出することが可能であるため、高精度で漏
れのほとんど無い食品検査を実施することが可能である。
【００１８】
　本発明は、変性したブタ血清アルブミンを免疫原として用いて動物（ブタ及びヒトを除
く）を免疫する免疫工程を含むことを特徴とする、アミノ酸一文字表記でＰＫＦＶＩＥＩ
ＲＧＩＬＡからなるアミノ酸配列に特異的に結合するポリクローナル抗体の作製方法にも
ある。
　本発明の作製方法によれば、他種の血清アルブミンとの交差反応をほとんど示さない、
特異性の極めて高い抗ブタ血清アルブミンポリクローナル抗体を容易に作製することがで
きる。
【００１９】
　本発明の好ましい形態では、前記免疫工程によって免疫された動物から取得した抗血清
から、アミノ酸一文字表記でＰＫＦＶＩＥＩＲＧＩＬＡからなるアミノ酸配列を含むペプ
チドが担持された精製カラムを用いて、前記ペプチドに特異的に結合する抗体を精製する
精製工程を含む。
　このような精製カラムを用いることによって、ポリクローナル抗体の精製純度を容易に
向上させることができる。
【００２０】
　本発明の好ましい形態では、前記精製工程の前に、
前記免疫工程によって免疫された動物から取得した抗血清の上清から、変性したブタ血清
アルブミンが担持された中間精製カラムを用いて、前記変性したブタ血清アルブミンに特
異的に結合する抗体を精製する中間精製工程を含む。
　このような中間精製カラムを用いることによって、ポリクローナル抗体の精製純度をよ
り向上させることができる。
【００２１】
　また、本発明は上述の本発明の抗体の作製方法で作製されたアミノ酸一文字表記でＰＫ
ＦＶＩＥＩＲＧＩＬＡからなるアミノ酸配列に特異的に結合するポリクローナル抗体にも
関する。
　本発明のポリクローナル抗体は、他種の血清アルブミンとの交差反応をほとんど示さず
に、ブタ血清アルブミンを特異的に検出することができる。
【００２２】
　本発明の検出方法においては、上述の本発明のポリクローナル抗体を用いることが好ま
しい。
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　このような形態の本発明によれば、より高精度、高感度なブタ血清アルブミンの検出方
法を提供することができる。
【００２３】
　本発明の検査キットにおいては、上述の本発明のポリクローナル抗体を用いることが好
ましい。
　このような形態の本発明によれば、より高精度、高感度なブタ血清アルブミンの検出キ
ットを提供することができる。
【発明の効果】
【００２４】
　本発明によれば、他種の血清アルブミンとの交差反応性をほとんど示すことなく、高い
特異性をもってブタ血清アルブミンを検出することができる検出方法、検査キット及びポ
リクローナル抗体を提供することができる。すなわち、本発明によれば、高い精度をもっ
て試料中の豚肉由来の組織を検出することができる。
　また、本発明の抗体の作製方法によれば、前記ポリクローナル抗体を容易に作製するこ
とができる。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】実施例で構築したＥＬＩＳＡ測定系によって作成した検量線を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
＜１＞本発明の検出方法
　本発明の検出方法は、試料中のブタ血清アルブミンを検出する方法であり、工程（１）
から工程（３）の３つの工程を含むことを特徴とする。以下、各工程について詳述する。
【００２７】
［工程（１）］
　工程（１）は、本発明の検出方法は、試料中のブタ血清アルブミンを、イオン性界面活
性剤を含む水性溶媒で抽出及び／又は可溶化し、タンパク質溶液を得る工程である。
【００２８】
　工程（１）の目的は、ブタ血清アルブミンを含むタンパク質溶液を得ることと、該溶液
中のブタ血清アルブミンを変性させることにある。
　溶液中のブタ血清アルブミンを変性させ、分子内に埋没しているＣ末端側のアミノ酸配
列を露出させることにより、工程（２）における抗原－抗体反応を可能にする。
【００２９】
　ここで水性溶媒とは、純水；塩化ナトリウム、塩化カリウムおよび重炭酸ナトリウム等
の塩溶液；生化学分野で通常用いられる各種緩衝液、例えばリン酸緩衝液、Ｔｒｉｓ－塩
酸緩衝液およびクエン酸緩衝液；水酸化ナトリウム或いは塩酸等でｐＨを調節したアルカ
リ性溶液或いは酸性溶液等を基本とした溶媒を意味する。
【００３０】
　また、水性溶媒は、タンパク質の溶解度や抽出効率を追加的に向上させる補助成分とし
て、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）のようなキレート化合物、ホスホリパーゼのよ
うな酵素類およびＨＬＢ価調節のために非イオン性界面活性剤を含んでいてもよい。
【００３１】
　また、水性溶媒は、抽出中或いは保存中の溶液内でのタンパク質の分解を制御するため
のプロテアーゼ阻害剤や、微生物の繁殖を防止するアジ化ナトリウムなどの抗菌性物質、
アスコルビン酸等の酸化防止剤を含んでいてもよい。
【００３２】
　さらに水性溶媒は、工程（２）における抗原－抗体反応を実行不能にしない範囲でグリ
セロールやエタノール等の極性有機溶媒を含んでいてもよい。
【００３３】
　また、水性溶媒は、２－メルカプトエタノールやジチオスレイトール（ＤＴＴ）、シア
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ノ水ホウ素化ナトリウム（ＳＣＢＨ）、ジメチルアミンボラン（ＤＭＡＢ）、水ホウ素化
ナトリウム（ＳＢＨ）、亜硫酸ナトリウムやシステインに代表される還元剤を含んでいて
もよい。
【００３４】
　水性溶媒に含まれるイオン性界面活性剤は、タンパク質の溶解度や抽出効率を実質的に
向上させ得るものであれば公知のいずれのものを用いてもかまわない。
　好適には、イオン性界面活性剤は、ドデシル硫酸ナトリウム、ドデシル硫酸リチウム、
ラウリルサルコシンナトリウム、臭化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム、塩化ヘキサ
デシルトリメチルアンモニウム、塩化ヘキサデシルピリジニウムおよびそれらの混合物か
ら成る群より選択される。
　特に、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）が好適なイオン性界面活性剤として挙げられ
る。
【００３５】
　水性溶媒におけるイオン性界面活性剤の濃度は、ブタ血清アルブミンの実質的な可溶化
や抽出を達成できる濃度であれば、いかなる濃度でもかまわないが、通常は、０．１％（
Ｗ／Ｖ）以上であり、０．３％（Ｗ／Ｖ）以上、また０．５％（Ｗ／Ｖ）以上、さらには
１０％（Ｗ／Ｖ）程度であってもよい。
【００３６】
　また、水性溶媒におけるイオン性界面活性剤の濃度は、好ましくは０．１～１０％（Ｗ
／Ｖ）であり、より好ましくは０．３～５％（Ｗ／Ｖ）であり、さらに好ましくは０．５
～１％（Ｗ／Ｖ）である。
　イオン性界面活性剤の濃度を前記範囲とすることによって、効率的に試料からブタ血清
アルブミンを抽出することができ、また、工程（２）における抗原－抗体反応の効率を向
上させることができる。
【００３７】
　工程（１）においては、公知の方法により試料中のブタ血清アルブミンを抽出及び／又
は可溶化することでタンパク質溶液を取得することができる。
　具体的には、試料を含む水性溶媒をホモゲナイザーや超音波破砕機、すり鉢などで処理
し、得られた縣濁液を遠心分離し、上清を回収することで、タンパク質溶液を得ることが
できる。
【００３８】
　本発明においては、試料を含む水性溶媒をホモゲナイザーや超音波破砕機、すり鉢など
で処理した後に、加熱することも好ましい。加熱によってブタ血清アルブミンの抽出効率
及び溶解効率を向上させることができる。
【００３９】
　また、試料が固形物又は半固形物である場合には、あらかじめミキサー等で試料を破砕
し、ミンチ状やペースト状にすることが、ブタ血清アルブミンの抽出効率及び溶解効率の
観点から好ましい。
【００４０】
［工程（２）］
　工程（２）は、アミノ酸一文字表記でＰＫＦＶＩＥＩＲＧＩＬＡからなるアミノ酸配列
に特異的に結合する抗体と、前記工程（１）で得られたタンパク質溶液とを接触させ、前
記ブタ血清アルブミンと前記抗体との間で抗原－抗体複合体を形成させる工程である。
【００４１】
　工程（２）にあっては、タンパク質溶液を希釈し、イオン性界面活性剤の濃度を下げる
必要は無い。試料からブタ血清アルブミンを抽出することができるほど高濃度のイオン性
界面活性剤の存在下であっても、ブタ血清アルブミンと前記抗体の抗原－抗体反応は起こ
る。
【００４２】
　工程（２）においては、工程（１）で得られたタンパク質溶液を実質的に希釈すること
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なく前記抗体と接触させることが好ましい（ａ）。
　または、イオン性界面活性剤濃度が０．０３％（Ｗ／Ｖ）以下にならない範囲で希釈し
たタンパク質溶液と前記抗体を接触させることが好ましい（ｂ）。
【００４３】
　上述の通り、工程（２）における抗原－抗体反応は、高濃度のイオン性界面活性剤の存
在下であっても起こる。
また、イオン性界面活性剤によってブタ血清アルブミンの変性状態を維持することができ
るため、上記（ａ）又は（ｂ）の形態で工程（２）を実施することによって、より高感度
にブタ血清アルブミンを検出することが可能となる。
【００４４】
　ここで、「接触させる」とは、タンパク質溶液中のブタ血清アルブミンと前記抗体の抗
原－抗体反応を可能にすることができればその形態は限定されない。
【００４５】
　本発明の検出方法を免疫沈降法の形態とする場合には、工程（２）において、タンパク
質溶液に前記抗体を含む水溶液を添加することで、ブタ血清アルブミンと抗体の抗原－抗
体複合体を形成する。
　すなわち、タンパク質溶液に抗体溶液を添加することで抗原－抗体複合体を形成した後
に、ビーズに担持された、前記抗体を認識する二次抗体をさらに添加することによって、
該抗原－抗体複合体を回収し、ウエスタンブロットなどで検出することができる。
【００４６】
　本発明の検出方法をサンドイッチ法又は競合法の形態とする場合には、工程（２）にお
いて、タンパク質溶液を固相化された前記抗体に接触させることで抗原－抗体複合体を形
成することができる。
　すなわち、プレートのウェルの底辺に前記抗体を固相化し、該ウェルにタンパク質溶液
を分注することによって、工程（２）を実施することができる。
　このような実施の形態の本発明によれば、試料中のブタ血清アルブミンを定量的に検出
することができる。
【００４７】
　工程（２）において用いる抗体は、アミノ酸一文字表記でＰＫＦＶＩＥＩＲＧＩＬＡか
らなるアミノ酸配列に特異的に結合する抗体である。
　該アミノ酸配列は、種間での相同性の低いブタ血清アルブミンのＣ末端側のアミノ酸配
列である。
【００４８】
　該アミノ酸配列は、通常ブタ血清アルブミンの分子内に埋没しているため、該アミノ酸
配列を抗原部位とする検出抗体によってブタ血清アルブミンを検出することは不可能であ
る。
　しかし、工程（１）によって得られるタンパク質溶液に含まれるブタ血清アルブミンは
、イオン性界面活性剤により変性され、前記アミノ酸配列が露出している状態となってい
る。
　そして、驚くべきことに、ブタ血清アルブミンを変性させるほどの高濃度のイオン性界
面活性剤の存在下にあっても、前記アミノ酸配列と前記抗体は抗原－抗体複合体を形成す
ることができる。
【００４９】
　前記抗体としては、前記アミノ酸配列を認識することができればモノクローナル抗体で
あってもポリクローナル抗体であってもよい。
【００５０】
　前記アミノ酸配列に特異的に結合する抗体は、前記アミノ酸配列を有するペプチドをキ
ャリアータンパク質にコンジュゲートして、これを免疫原として動物に免疫することで得
られるポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体を用いてもよい。
【００５１】
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　本発明の好ましい実施の形態では、後述する本発明の作製方法により作製されるポリク
ローナル抗体を用いる。
　このような実施の形態の本発明によれば、より高精度、高感度なブタ血清アルブミンの
検出方法を提供することができる。
【００５２】
　抗原－抗体複合体の形成に関しては、従来の免疫学的な検出方法における抗原－抗体反
応と同様の条件のもと達成することができる。
【００５３】
［工程（３）］
　工程（３）は、工程（２）で形成された前記抗原－抗体複合体を検出する工程である。
抗原－抗体複合体の検出は当業者に周知のいずれの方法によってもよい。
【００５４】
　具体的には、本発明の検出方法を免疫沈降法の形態とする場合には、沈降した抗原－抗
体複合体をウエスタンブロット法によって検出することができる。
【００５５】
　また、前記抗体を固相化して、本発明の検出方法をサンドイッチ法又は競合法の形態と
する場合には、抗原－抗体複合体を、酵素免疫測定法（ＥＩＡ）、放射免疫測定法（ＲＩ
Ａ）、化学発光免疫測定法（ＣＬＩＡ）、蛍光免疫測定法（ＦＩＡ）又は免疫クロマトグ
ラフィー法（ＩＣ）によって検出することができる。
【００５６】
　なお、競合法によって検出されるシグナルは、試料から抽出されたブタ血清アルブミン
と前記抗体との抗原－抗体複合体に由来するものではないが、標識された抗原のシグナル
の減弱により、該抗原－抗体複合体を間接的に検出することができる。そのため、競合法
の形態である検出方法も、本発明の範囲に含まれることは言うまでも無い。
【００５７】
　本発明の検出方法は、好ましくはＥＬＩＳＡ法とする。このような実施の形態の本発明
によれば、試料中のブタ血清アルブミンを定量的に検出することが可能である。
【００５８】
　本発明の検出方法は、食品試料に含まれる豚由来組織の検出のために用いることが特に
有効である。
　血液が通っていない組織は存在しないことから、血清アルブミンはあらゆる組織に存在
するといっても過言ではない。
　したがって、ブタ血清アルブミンを標的とする本発明の検出方法によれば、豚のどのよ
うな組織が食品中に混入していたとしても、これを検出することが可能である。
　なお、ここで言う「豚由来組織」は、筋肉、脂、消化器官、循環器官、骨組織、脳など
、豚の組織すべてを含む。
【００５９】
＜２＞本発明の検査キット
　本発明の検査キットは、上述の本発明の検出方法を実現するためのものである。したが
って、本発明の検査キットについては、本発明の検出方法の実施の形態に用いられる抗体
及び各試薬を含む。
【００６０】
　本発明の検査キットは、特に好ましくはＥＬＩＳＡキットの形態とすることが好ましい
。
　このような実施の形態の検査キットによれば、簡便にブタ血清アルブミンの定量的な検
出を行うことができる。
　本発明の検査キットをＥＬＩＳＡキットの形態とする場合には、前記抗体を固相化する
ためのプレートをさらに含んでいても良い。
【００６１】
＜３＞本発明の抗体の作製方法
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［免疫工程］
　本発明の作製方法は、変性したブタ血清アルブミンを免疫原として用いて動物（ブタ及
びヒトを除く）を免疫する免疫工程を含む。
　このように、変性したブタ血清アルブミンを免疫原とすることによって、ブタ血清アル
ブミンのＣ末端配列であるアミノ酸一文字表記でＰＫＦＶＩＥＩＲＧＩＬＡからなるアミ
ノ酸配列に特異的に結合するポリクローナル抗体を容易に得ることができる。
【００６２】
　免疫原とする変性したブタ血清アルブミンは、精製したブタ血清アルブミンに対して、
加熱処理、ＳＤＳ等のイオン性界面活性剤による処理、また、イオン性界面活性剤と２－
メルカプトエタノール、ジチオスレイトールや亜硫酸ナトリウム等の還元剤を併用した処
理を加えることによって得ることができる。
　精製したブタ血清アルブミンを好ましくは１００℃以上、より好ましくは１２０℃以上
、さらに好ましくは１３０℃以上に加熱することによって変性させたものを免疫原とする
ことが好ましい。
【００６３】
　このようにして得られた変性したブタ血清アルブミンの動物への投与、及び抗血清の取
得は、当業者にとって周知のいずれのプロトコールをも使用することができる。
　免疫する動物（以下、免疫動物）としては、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギ、ウサギ等
を例示することができる。
【００６４】
［精製工程］
　前記抗血清の精製は、アミノ酸一文字表記でＰＫＦＶＩＥＩＲＧＩＬＡからなるアミノ
酸配列を含むペプチドが担持された精製カラムを用いることで行うことができる（精製工
程）。
　具体的には、前記ペプチドをクロマトグラフィー用の樹脂、例えば、ＣＮＢｒ活性化セ
ファロースやＨｉＴｒａｐ　ＮＨＳ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｉａ社製）に共有結合で固相化し、該固相化樹脂に前記抗血清を供する。そして、
該抗血清中に含まれる前記アミノ酸配列に特異的に結合するポリクローナル抗体を樹脂上
に吸着させ、ついで、該樹脂上に吸着した前記ポリクローナル抗体を適切な緩衝液やカオ
トロピックイオン等を用いて溶出させる。
　このような精製工程を行うことによって、前記ポリクローナル抗体の精製純度を容易に
向上させることができる。
【００６５】
［中間精製工程］
　本発明においては、前記精製工程の前に、変性したブタ血清アルブミンが担持された中
間精製カラムを用いた中間精製工程を行うことが好ましい。中間精製カラムによる精製は
、前記精製カラムによるポリクローナル抗体の精製と同様に行うことができる。
　精製工程の前に中間精製工程を行うことによって、前記ポリクローナル抗体の精製純度
をより向上させることができる。
【００６６】
　アミノ酸一文字表記でＰＫＦＶＩＥＩＲＧＩＬＡからなるアミノ酸配列は、ブタ血清ア
ルブミンの全６０７アミノ酸残基のうちのたった１２アミノ酸残基である。また、ブタ血
清アルブミンを変性させることで該アミノ酸配列が免疫原性を獲得することは全く知られ
ていなかった。
　本発明の作製方法によれば、変性したブタ血清アルブミンを免疫することで、前記アミ
ノ酸配列に特異的に結合するポリクローナル抗体を容易に作製することができる。
【００６７】
＜４＞本発明のポリクローナル抗体
　本発明の作製方法により作製されたポリクローナル抗体は、他種の血清アルブミンとの
交差反応をほとんど示さずに、ブタ血清アルブミンを特異的に検出することができる。
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【００６８】
　本発明のポリクローナル抗体の認識部位は、通常ブタ血清アルブミンの分子中に埋もれ
ている。したがって、本発明のポリクローナル抗体を使用する際には、試料中のブタ血清
アルブミンを変性させることが必要である。
【００６９】
　ウエスタンブロットにおいては、試料をイオン性界面活性剤及び還元剤の存在下で加熱
し、タンパク質を変性させることが一般的である。そのため、本発明のポリクローナル抗
体は、ウエスタンブロット法に適用することが好ましい。
【００７０】
　また、本発明のポリクローナル抗体は、上述した本発明の検出方法及び検出キットに適
用することが特に好ましい。
　本発明のポリクローナル抗体は、ブタ血清アルブミンに対する特異性が極めて高いため
、本発明の検出方法及び検出キットに適用することにより、より高精度、高感度なブタ血
清アルブミンの検査技術を実現することができる。
【実施例】
【００７１】
＜１＞中間精製カラムと精製カラムの作製
　以下の方法で中間精製カラムと精製カラムを作製した。
　１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．６％　ＳＤＳ、０．１Ｍ　Ｎａ２ＳＯ３を含む２０ｍＭ　
リン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．５）に精製ブタ血清アルブミンを１０ｍｇ／ｍｌの濃
度で溶解し、沸騰水中に１０分間浸漬した後、流水で冷却した。
　このようにして得た変性したブタ血清アルブミン２５ｍｇを５ｍｇ／ｍｌ樹脂の濃度で
５ｍｌのクロマトグラフィー用の樹脂に結合して、中間精製カラムを作製した。
【００７２】
　また、ブタ血清アルブミンＣ末端ペプチド（配列：ＰＫＦＶＩＥＩＲＧＩＬＡ）のＮ末
端にシステイン残基を結合したペプチドを合成し、このペプチドをシステイン残基のチオ
ール基を介して１００μｇ／ｍｌ樹脂の濃度でクロマトグラフィー用の樹脂に結合して、
精製カラムを作製した。
【００７３】
＜２＞中間精製工程
　１３５℃で処理したブタ血清アルブミンを免疫したウサギから得た抗血清を４０，００
０×ｇで２０分間遠心分離して上清を得た。
　この上清１５０ｍｌを中間精製カラムに１ｍｌ／ｍｉｎの流速で通じた後、６０ｍｌの
ＰＢＳで洗浄した。
　その後、中間精製カラムに０．１Ｍ　Ｇｌｙｃｉｎｅ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ２．３）を
通じることにより、カラムに吸着したポリクローナル抗体を溶出した。
【００７４】
　溶出液は０．２ｍｌの１Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ８．６）を含む試験管に２
ｍｌずつ分取した。溶出液の各フラクションについて２８０ｎｍの吸光度（Ａ２８０）を
測定し、Ａ２８０が０．５以上であったフラクションをプールした。
　こうして得られた抗体量は約７０ｍｇであった（Ａ２８０＝１．４＝１ｍｇ／ｍｌとし
て計算）。
　上記操作を４回繰り返し、約２８０ｍｇのポリクローナル抗体を得た。
【００７５】
＜３＞精製工程
　中間精製工程で得られたポリクローナル抗体を、精製カラムに通じた後、１５ｍｌのＰ
ＢＳで洗浄した。
　その後、精製カラムに０．１Ｍ　Ｇｌｙｃｉｎｅ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ２．３）を通じ
ることにより、カラムに吸着したポリクローナル抗体を溶出した。
【００７６】
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　なお、精製カラムにより吸着されなかったポリクローナル抗体は、抗変性ブタ血清アル
ブミンポリクローナル抗体として回収した。
【００７７】
　溶出液は０．０５ｍｌの１Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ８．６）を含む試験管に
０．５ｍｌずつ分取した。溶出液の各フラクションについて吸光度を測定し、Ａ２８０が
０．５以上のフラクションをプールした。
　このようにして、ブタ血清アルブミンのＣ末端の前記アミノ酸配列に特異的に結合する
ポリクローナル抗体を約２ｍｇ得た。
【００７８】
＜４＞固相化
　精製工程で得られたポリクローナル抗体を５０ｍＭ　炭酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ９．
６）によって１μｇ／ｍｌに調製し、０．１ｍｌずつ９６穴マイクロプレートに分注して
室温で２時間静置した。
　その後、ウェルから当該抗体溶液を捨て、１５０ｍＭ　ＮａＣｌと０．０２％　Ｔｗｅ
ｅｎ２０を含む２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ７．４）で洗浄した後、１ｍｇ
／ｍｌの卵白アルブミンを含む同緩衝液を２００μｌずつ分注して室温で２時間静置した
。このようにして、精製工程で得たポリクローナル抗体が固相化された固相化プレートを
作製した。固相化プレートは使用時まで４℃で保存した。
【００７９】
＜５＞ＥＬＩＳＡ測定系の構築
　中間精製カラムにより吸着されなかった前記抗変性ブタ血清アルブミンポリクローナル
抗体を西洋ワサビペルオキシダーゼで標識し標識抗体を調製した。
【００８０】
　０．６％　ＳＤＳ、０．１Ｍ　亜硫酸ナトリウム、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ　２０、１
ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを含む２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）に、精製ブタ血清
アルブミンを１０ｍｇ／ｍｌの濃度で溶解し、沸騰水中で１０分間加熱して流水中で冷却
し、変性したブタ血清アルブミン含む溶液を得た。
　この溶液を１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ　２０、１ｍｇ／ｍｌ　Ｂ
ＳＡを含む２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）で希釈することで、表１に示す濃
度の変性ブタ血清アルブミン標準溶液を調製した。
【００８１】
　そして、前記標準溶液を用いて、前記標識抗体と前記固相化プレートによるＥＬＩＳＡ
測定を常法により行い、検量線を作成した。すなわち、固相化プレートのウェルに前記標
準溶液を分注し静置した。静置後、緩衝液によってウェルを洗浄し、基質溶液をウェルに
加え、比色定量を行った。
　表１に前記標準溶液における変性ブタ血清アルブミンの濃度と、比色定量の結果を示し
、図１に検量線を示す。
【００８２】
【表１】

【００８３】
　表１と図１に示すように、標準溶液における変性ブタ血清アルブミンの濃度に依存して
吸光度が上昇している。この結果は、本実施例で構築したＥＬＩＳＡ系によれば、ブタ血
清アルブミンを定量的に検出できることを示している。
【００８４】
＜６＞交差反応の有無の確認
　０．６％　ＳＤＳ、０．１Ｍ　亜硫酸ナトリウム、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ　２０、１
ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを含む２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）でヒト、ウシ、ヒ
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沸騰水中で１０分間加熱して流水中で冷却し、変性血清アルブミンを含む溶液を得た。
　この溶液０．５ｍｌに９．５ｍｌの１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ　
２０、１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを含む２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）を加えて
試料を調製した。この試料の血清アルブミンの濃度は５０００００ｎｇ／ｍｌである。
【００８５】
　そして、本実施例で構築したＥＬＩＳＡ測定系を用いてこの試料を測定し、比色定量の
結果を前記検量線に当てはめることで測定値を算出した。
　そして、この試料の濃度（５０００００ｎｇ／ｍｌ）に対する前記測定値の割合を計算
し、ブタ血清アルブミンに対する交差反応性を算出した。
　結果を表２に示す。
【００８６】
【表２】

【００８７】
　表２に示す通り、構築したＥＬＩＳＡ測定系は、いずれの種の血清アルブミンについて
も、ブタ血清アルブミンに対する交差反応性が１／５００００以下と極めて低い値であっ
た。
　この結果は、本実施例で構築したＥＬＩＳＡ測定系は、他種の血清アルブミンへの交差
反応性がほとんど無く、極めて高い特異性をもってブタ血清アルブミンを検出することが
できることを示している。
【００８８】
＜７＞食品試料からのブタ血清アルブミンの検出
　脂肪部分を取り除いた豚モモ肉（非加熱のもの、１００℃で３０分加熱したもの、１２
１℃で３０分加熱したものの３種類）、豚心臓、豚肝臓、豚気管（軟骨）、豚背脂、茹で
た豚白モツ（小腸）、そして、牛もも肉、鶏胸肉、羊肉をそれぞれミキサーでミンチした
。
　それぞれのミンチ肉１ｇに１９ｍｌの０．６％　ＳＤＳ、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．
０５％　Ｔｗｅｅｎ　２０、１ｍＭ　を含む２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ７
．４）を加えてホモゲナイズし、沸騰した湯で１０分間加熱処理した。これを流水で冷却
し、２０℃で２０分間、２０，０００×ｇで遠心分離し、上清を分収した。
　そして、本実施例で構築したＥＬＩＳＡ測定系でこの上清を測定し、ブタ血清アルブミ
ンの含有量を定量した。結果を表３に示す。
【００８９】
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【００９０】
　表３に示すように、いずれの豚由来の試料からもブタ血清アルブミンが検出された。
　この結果は、本実施例で構築したＥＬＩＳＡ測定系によれば、食品試料等に豚由来のい
ずれの組織が混入していたとしても、これを検出できることを示している。
【００９１】
　また、表３に示すように、牛もも肉、羊肉、そして鶏胸肉からは、ブタ血清アルブミン
が存在することを示す測定値が得られなかった。
　この結果は、本実施例で構築したＥＬＩＳＡ測定系は、牛肉や鶏肉など豚肉以外の肉類
には交差反応性を示さないため、これらの肉類に豚由来組織が混入している場合であって
も、極めて高い特異性をもってこれを検出することができることを示している。
【産業上の利用可能性】
【００９２】
　本発明は食品試料に含まれた豚由来組織を検出するための検査キットに応用することが
できる。特にイスラム教のハラールに対応する食品であるか否かの検査に応用することが
できる。
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