
(57)【要約】
【課題】乳汁あるいは獣畜類への病原性微生物の感染の有無を検査するため、獣畜類から
搾乳した生乳汁を用いることにより１回に多数の検体を検査することを可能にした。
【解決手段】乳汁への病原性微生物の感染の有無を検査する方法としては、用途別の培地
を用いて分離同定する方法が汎用されていた。また、獣畜類に関しては、血漿中に存在す
る病原性微生物に対する抗体の有無を調べる方法が多く用いられていた。これらの方法は
いずれも、煩雑で、しかも、多人数を要した。そこで、より簡便な方法を探索したところ
、血漿中同様に獣畜類から搾乳された乳汁にも抗体が存在することを見出した。この乳汁
を用いて抗体を検出する方法により、乳汁あるいは獣畜類への病原性微生物の感染の有無
を正確かつ迅速に検査することを可能にした。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
乳 汁 お よ び 獣 畜 類 を 対 象 に 病 原 性 微 生 物 の 感 染 の 有 無 を 検 査 す る た め 、 検 体 試 料 と し て 乳
汁 を 用 い る 抗 体 検 出 法 。
【 請 求 項 ２ 】
乳 汁 お よ び 獣 畜 類 を 対 象 に 病 原 性 微 生 物 の 感 染 の 有 無 を 検 査 す る た め 、 検 体 試 料 と し て 乳
汁 を 用 い る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 （ 酵 素 免 疫 測 定 法 ） 。
【 請 求 項 ３ 】
乳 汁 お よ び 獣 畜 類 を 対 象 に Ｑ 熱 菌 の 感 染 の 有 無 を 検 査 す る た め 、 検 体 試 料 と し て 乳 汁 を 用
い る 抗 体 検 出 法 。
【 請 求 項 ４ 】
乳 汁 お よ び 獣 畜 類 を 対 象 に Ｑ 熱 菌 の 感 染 の 有 無 を 検 査 す る た め 、 検 体 試 料 と し て 乳 汁 を 用
い る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 （ 酵 素 免 疫 測 定 法 ） 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 が 属 す る 技 術 分 野 】
本 発 明 は 、 病 原 性 微 生 物 の 検 査 に お い て 病 原 性 微 生 物 に 対 応 す る 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ
り 、 １ 回 に 多 数 の 検 体 を 検 査 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】
獣 畜 類 の 乳 汁 あ る い は 食 肉 は 無 菌 な も の で な く 、 Ｑ 熱 菌 あ る い は サ ル モ ネ ラ 菌 な ど 病 原 性
微 生 物 に よ り 、 し ば し ば 感 染 し て い る 。 こ の 感 染 し て い る 生 乳 汁 あ る い は 生 肉 を 食 べ た 人
は 、 病 原 性 微 生 物 に 感 染 し 罹 患 す る ケ ー ス が あ る 。 こ の た め 、 食 用 と し て 飼 育 さ れ て い る
獣 畜 類 に つ い て は 、 全 数 、 病 原 性 微 生 物 へ の 感 染 の 有 無 を 検 査 す る 必 要 が あ る 。 と こ ろ が
、 食 用 獣 畜 類 は 、 極 め て 多 数 飼 育 さ れ て い る た め 、 従 来 は 、 こ れ ら 獣 畜 類 の 全 数 を 検 査 す
る こ と は で き て い な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
本 発 明 に よ り 、 病 原 性 微 生 物 に 感 染 し て い る 食 用 獣 畜 類 の 全 数 に つ い て 検 査 す る こ と を 可
能 に し た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】 従 来 の 方 法
従 来 、 獣 畜 類 の 病 原 性 微 生 物 へ の 感 染 の 有 無 を 検 査 す る 方 法 と し て は 、 次 の 方 法 が あ っ た
。
１ ． 検 査 用 試 料 と し て は 、 血 液 、 痰 あ る い は 化 膿 汁 な ど が 用 い ら れ て い た 。
２ ． 測 定 法 と し て は 、 次 の ３ つ の 方 法 が 行 わ れ て い た 。
１ ） 血 液 を 用 い て 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 （ 酵 素 免 疫 測 定 法 ） あ る い は 蛍 光 抗 体 法 （ Ｉ Ｆ Ａ ） な ど
に よ る 病 原 性 微 生 物 に 対 す る 抗 体 を 検 出 し 確 認 す る 方 法 。
２ ） 血 液 お よ び 痰 な ど の 検 体 試 料 を 用 い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｅ ｒ ａ ｓ ｅ ｃ ｈ ａ ｉ ｎ 　
ｒ ｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ） 法 に よ り 病 原 性 微 生 物 に 特 異 的 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 検 出 し 確 認 す る 方 法 。
３ ） 血 液 お よ び 痰 な ど 体 液 を 電 子 顕 微 鏡 で 観 察 し 形 態 的 に 同 定 す る 方 法 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
食 用 獣 畜 類 の よ う に 病 原 性 微 生 物 の 検 出 を 必 要 と し 、 し か も 、 多 数 の 検 体 試 料 に つ い て 検
査 す る 際 の 問 題 点 は 、 検 査 す る 対 象 で あ る 検 体 試 料 に あ っ た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
病 原 性 微 生 物 へ の 感 染 の 有 無 を 検 査 す る 方 法 の う ち 、 比 較 的 多 数 の 検 体 を 処 理 で き る 方 法
は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 （ 酵 素 免 疫 測 定 法 ） で あ る 。 前 処 理 な し で 測 定 で き る 試 料 で あ れ ば 、 １ 回
、 数 １ ０ ０ 検 体 以 上 の 測 定 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
こ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る 獣 畜 類 の 検 査 に は 、 検 体 試 料 と し て 血 液 が 汎 用 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ０ ８ 】
と こ ろ が 、 血 液 を 用 い る に は 前 処 理 と し て 採 血 が 必 要 で あ る 。 採 血 に 当 っ て は 、 牛 な ど 大
型 動 物 を 固 定 す る 極 め て 難 し く 、 時 間 が か か る 作 業 が あ る 。 さ ら に 、 こ の 採 取 し た 血 液 を
遠 心 で 分 離 し 血 漿 を 分 取 す る 煩 雑 な 工 程 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
そ こ で 、 血 液 と 同 じ 抗 体 が 存 在 し 、 し か も 前 処 理 工 程 が 簡 単 な 方 法 を 探 し 出 す た め 研 究 を
重 ね た 。 そ の 結 果 、 獣 畜 類 の 乳 汁 に 血 漿 と 同 じ 抗 体 が 存 在 す る こ と を 見 出 し た 。 そ こ で 、
乳 汁 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 用 の 検 体 試 料 と す る こ と に よ り 多 数 の 乳 汁 あ る い は 獣 畜 類 へ の 病 原 性 微
生 物 検 査 を 可 能 に し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
乳 汁 あ る い は 獣 畜 類 へ の 病 原 性 微 生 物 の 感 染 の 有 無 を 検 査 す る 検 体 試 料 と し て 、 乳 汁 を 用
い た 。 乳 汁 を 検 体 試 料 と す る こ と で 、 乳 汁 あ る い は 食 用 獣 畜 類 の 全 数 検 査 の よ う な 多 数 の
検 体 試 料 を 測 定 す る こ と を 可 能 に し た 。
【 ０ ０ １ １ 】
【 本 検 出 法 の 原 理 】
本 検 出 法 の 原 理 は 、 は じ め に 、 検 査 目 的 と す る 病 原 性 微 生 物 あ る い は こ の 培 養 液 を 抗 原 と
し て 用 い る 。 次 に 、 こ の 抗 原 に 抗 体 を 含 む 乳 汁 を 加 え 反 応 さ せ る 。 さ ら に 、 こ の 抗 原 抗 体
反 応 体 に 標 識 抗 体 を 加 え 結 合 さ せ た 後 、 発 色 剤 を 加 え 発 色 さ せ る 。 こ の 発 色 の 大 き さ は 、
乳 汁 中 に 含 ま れ る 抗 体 量 に 従 う の で 、 吸 光 度 を 測 定 し 、 こ れ を 抗 体 強 度 と す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
【 Ｑ 熱 菌 に 対 す る 抗 体 が 血 漿 と 同 様 乳 汁 中 に 存 在 す る こ と の 確 認 】
Ｑ 熱 菌 ・ Ｃ ｏ ｘ ｉ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｂ ｕ ｒ ｎ ｅ ｔ ｉ ｉ （ コ ク シ ェ イ ラ ・ バ ー ネ テ ィ ） に 対 す る 抗
体 が 、 生 牛 乳 中 に 存 在 す る か 否 か を 検 討 し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】 （ Ａ ） 試 験 方 法
１ ） 抗 原 液 の 調 製 法
Ｑ 熱 菌 ・ Ｃ ｏ ｘ ｉ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｂ ｕ ｒ ｎ ｅ ｔ ｉ ｉ （ コ ク シ ェ イ ラ ・ バ ー ネ テ ィ ） ア メ リ カ 株
、 Ｎ ｉ ｎ ｅ 　 Ｍ ｉ ｌ ｅ 菌 を 細 胞 培 養 し 、 こ の 培 養 液 を 重 炭 酸 緩 衝 液 で 希 釈 し た 液 を 抗 原 液
と し て 用 い た 。
２ ） 抗 体 液 の 調 製 法
血 漿 検 査 で Ｑ 熱 菌 へ の 抗 体 が 存 在 す る こ と が 確 認 さ れ て い る 牛 に つ い て 、 こ の 牛 か ら 搾 乳
し た 生 乳 汁 を 検 体 と し た 。 こ の 乳 汁 を ポ リ ソ ル ベ ー ト 加 リ ン 酸 緩 衝 液 で １ ０ 倍 、 ５ ０ 倍 、
８ ０ 倍 、 １ ０ ０ 倍 、 ２ ０ ０ 倍 、 ３ ０ ０ 倍 、 ４ ０ ０ 倍 、 ５ ０ ０ 倍 、 ８ ０ ０ 倍 、 １ ０ ０ ０ 倍 お
よ び ２ ０ ０ ０ 倍 に 希 釈 し 、 抗 体 液 と し た 。
３ ） Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る 反 応
抗 原 液 を マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各 穴 に 分 注 し 、 ４ ℃ で 一 夜 放 置 し た 。 こ の 放 置 し た マ イ ク ロ
プ レ ー ト の 各 穴 に 抗 体 液 １ ０ ０ μ ｌ を 加 え ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 反 応 液
を 捨 て た 。 次 に 、 こ の 各 穴 に パ ー オ キ サ イ ド 標 識 抗 体 １ ０ ０ μ ｌ を 入 れ ３ ７ ℃ で １ 時 間 放
置 し た 後 、 こ の 標 識 反 応 液 を 捨 て た 。 残 っ た 各 穴 に 発 色 剤 ・ α － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 塩 素
酸 ・ 過 酸 化 水 素 水 混 合 液 １ ０ ０ μ ｌ を 加 え ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 反 応 さ せ た 。 ３ ０ 分 経 過 後 、
２ Ｍ 硫 酸 ５ ０ μ ｌ を 加 え 発 色 反 応 を 停 止 し た 。 直 ち に 、 各 穴 に つ い て ４ ９ ２ ｎ ｍ に お け る
吸 光 度 を 測 定 し た 。
４ ） 抗 体 強 度
各 穴 に つ い て ４ ９ ２ ｎ ｍ で の 吸 光 度 を 測 定 し 抗 体 強 度 と し た 。
【 ０ ０ １ ４ 】 （ Ｂ ） 試 験 結 果 お よ び 考 察
血 漿 検 査 で Ｑ 熱 に 対 す る 抗 体 の 存 在 が 確 認 さ れ て い る 牛 に つ い て 、 こ の 牛 か ら 搾 乳 し た 生
乳 汁 の 抗 体 強 度 を 調 べ 、 こ の 結 果 を 図 １ に 示 し た 。 乳 汁 の 濃 度 が 高 く な る 、 す な わ ち 、 希
釈 倍 率 が 小 さ く な る に つ れ 、 吸 光 度 が 大 き く な る 「 正 」 の 用 量 反 応 曲 線 を 示 し た 。 し た が
っ て 、 血 漿 中 と 同 様 に 牛 の 乳 汁 中 に も Ｑ 熱 の 抗 体 が 存 在 す る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
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【 乳 汁 と 血 漿 の 抗 体 強 度 の 関 係 】
Ｑ 熱 菌 ・ Ｃ ｏ ｘ ｉ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｂ ｕ ｒ ｎ ｅ ｔ ｉ ｉ （ コ ク シ ェ イ ラ ・ バ ー ネ テ ィ ） に 対 す る 抗
体 に つ い て 、 牛 の 血 漿 中 に 存 在 す る も の と 牛 乳 に 存 在 す る も の が 同 じ か 否 か を 検 討 し た 。
【 ０ ０ １ ６ 】 （ Ａ ） 試 験 方 法
検 体 試 料 と し て は 、 Ｑ 熱 菌 に 対 す る 抗 体 の 存 在 が 確 認 さ れ て い る 牛 血 漿 と こ の 牛 よ り 搾 乳
し た 牛 乳 を 用 い た 。 上 記 の 「 Ｑ 熱 菌 に 対 す る 抗 体 が 血 漿 と 同 様 乳 汁 中 に 存 在 す る こ と の 確
認 」 の 項 、 （ Ａ ） 試 験 方 法 に 準 じ て 操 作 し た 。 す な わ ち 、 牛 乳 お よ び 血 漿 の い ず れ も １ ０
倍 、 ５ ０ 倍 、 ８ ０ 倍 、 １ ０ ０ 倍 、 ２ ０ ０ 倍 、 ３ ０ ０ 倍 、 ４ ０ ０ 倍 、 ５ ０ ０ 倍 、 ８ ０ ０ 倍 、
１ ０ ０ ０ 倍 お よ び ２ ０ ０ ０ 倍 に 希 釈 し Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 測 定 用 の 試 料 を 調 製 し 、 以 下 、 同 様 に 操
作 し て 試 験 を 行 っ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】 （ Ｂ ） 試 験 結 果
１ ） 牛 乳 と 血 漿 の 抗 体 強 度 に 関 す る 反 応 用 量 曲 線
前 項 の 「 Ｑ 熱 菌 に 対 す る 抗 体 が 血 漿 と 同 様 乳 汁 中 に 存 在 す る こ と の 確 認 」 に 示 し た （ Ｂ ）
試 験 結 果 の と お り 、 牛 乳 の 抗 体 濃 度 が 高 く な る 、 す な わ ち 、 希 釈 倍 率 が 小 さ く な る に つ れ
吸 光 度 は 大 き く な っ た 。 ま た 、 図 １ に 示 し た と お り 、 血 漿 に お い て も 抗 体 濃 度 が 高 く な る
に つ れ て 吸 光 度 は 大 き く な っ た 。 し か も 、 牛 乳 と 血 漿 の 用 量 反 応 曲 線 は 平 行 的 で あ っ た 。
２ ） 同 一 牛 に お け る 牛 乳 と 血 漿 の 抗 体 強 度 の 関 係
前 も っ て 、 血 漿 の 抗 体 が 陽 性 で あ る こ と が 確 認 さ れ て い る ５ 頭 の 牛 に つ い て 、 こ の 血 漿 と
牛 乳 の 抗 体 強 度 を 比 較 し た 。 図 ２ に 示 し た と お り 、 い ず れ の 牛 に お い て も 牛 乳 と 血 漿 の 抗
体 強 度 は 近 似 値 で あ っ た 。 す な わ ち 、 ５ 頭 の 牛 に 関 し 、 血 漿 の 抗 体 強 度 が 大 き い 牛 か ら 搾
乳 し た 牛 乳 は 、 平 行 的 に 抗 体 強 度 は 大 き く 、 ま た 、 血 漿 の 抗 体 強 度 が 小 さ い 牛 か ら 搾 乳 し
た 牛 乳 の 抗 体 強 度 は 小 さ か っ た 。
【 ０ ０ １ ８ 】 （ Ｃ ） 考 察
牛 乳 お よ び 血 漿 の 抗 体 強 度 に 関 す る 用 量 反 応 曲 線 は 、 い ず れ も 抗 体 濃 度 が 高 く な る 、 す な
わ ち 、 希 釈 倍 率 が 小 さ く な る に つ れ 、 抗 体 強 度 も 大 き く な る 「 正 」 の 関 係 で あ っ た 。 ま た
、 ５ 頭 の 牛 に つ い て 試 験 し た と こ ろ 血 漿 の 抗 体 強 度 と 牛 乳 の 抗 体 強 度 は 近 似 値 で 平 行 的 で
あ っ た 。 し た が っ て 、 牛 乳 か ら 検 出 し た 抗 体 と 血 漿 か ら 検 出 し た 抗 体 は 、 Ｑ 熱 菌 に 対 す る
同 じ 抗 体 で あ る こ と を 検 証 し た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
【 本 試 験 法 の 再 現 性 】
本 試 験 の 再 現 性 を 検 討 す る た め 、 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と 陰 性 コ ン ト ロ ー ル で 調 べ た 。 陽 性 コ
ン ト ロ ー ル と し て は 、 Ｑ 熱 菌 に 対 す る 抗 体 の 存 在 が 確 認 さ れ て い る 牛 乳 と 血 漿 、 ま た 、 陰
性 コ ン ト ロ ー ル と し て は 、 Ｑ 熱 菌 に 対 す る 抗 体 が 存 在 し て い な い こ と が 確 認 さ れ て い る 牛
乳 と 血 漿 を 用 い た 。 各 陽 性 コ ン ト ロ ー ル お よ び 陰 性 コ ン ト ロ ー ル 共 に 各 マ イ ク ロ プ レ ー ト
の ２ 穴 ず つ に 入 れ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト ４ ０ ０ 枚 に つ い て 調 べ た 。 表 １ に 示 し た と お り 、 陽
性 コ ン ト ロ ー ル は い ず れ も 基 準 値 以 上 の 吸 光 度 を 示 し 「 陽 性 」 を 示 し た 。 ま た 、 陰 性 コ ン
ト ロ ー ル は い ず れ に も 発 色 せ ず 「 陰 性 」 を 示 し た 。 よ っ て 、 本 試 験 法 の 再 現 性 は 保 証 さ れ
て い る こ と が 検 証 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
【 実 施 例 １ 】 牛 ４ ０ ０ 頭 に つ い て 生 牛 乳 を 用 い て の Ｑ 熱 菌 へ の 感 染 検 査
【 ０ ０ ２ １ 】 （ Ａ ） 試 験 方 法
１ ） 牛 乳 の 搾 乳 法
牛 は 識 別 で き る よ う 個 別 に 番 号 札 を つ け た 。 こ の 各 々 の 牛 か ら 牛 番 号 を 記 載 し た 容 器 に 搾
乳 し た 牛 乳 を 入 れ 検 体 試 料 と し た 。
２ ） Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 用 試 料 液 の 調 製 法 お よ び 試 験 方 法
前 項 の 「 Ｑ 熱 菌 に 対 す る 抗 体 が 血 漿 と 同 様 卵 黄 中 に 存 在 す る こ と の 確 認 」 、 （ Ａ ） 試 験 方
法 に 準 じ て 行 っ た 。 た だ し 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 で の 測 定 試 料 液 と し て は １ ０ ０ 倍 希 釈 液 を 用 い
た 。
３ ） 試 験 の 繰 り 返 し 回 数
同 じ 生 牛 乳 に つ い て 、 試 験 は ３ 回 繰 り 返 し 行 っ た 。
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【 ０ ０ ２ ２ 】 （ Ｂ ） 試 験 結 果 お よ び 考 察
牛 ４ ０ ０ 頭 に つ い て 、 こ れ ら の 牛 か ら 搾 乳 し た 生 牛 乳 に つ い て Ｑ 熱 菌 に 対 す る 抗 体 の 有 無
を 検 査 し た 。 表 ２ に 示 し た と お り 、 ４ ０ ０ 頭 の 牛 に 対 し て ８ ． ３ ％ の ３ ３ 頭 が 陽 性 で あ っ
た 。 ３ 回 の 繰 り 返 し 試 験 の い ず れ も 同 じ 結 果 と な っ た 。 し た が っ て 、 今 回 の 検 査 で は 、 ８
． ３ ％ の 牛 が Ｑ 熱 菌 陽 性 で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
【 発 明 の 効 果 】
本 発 明 に よ り 、 畜 産 業 者 が 搾 乳 し て い る 生 乳 汁 お よ び 飼 育 し て い る 牛 な ど 獣 畜 類 に つ い て
病 原 性 微 生 物 へ の 感 染 の 有 無 を 全 数 検 査 す る こ と を 可 能 に し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】 Ｑ 熱 菌 に 感 染 し た 牛 乳 あ る い は 血 漿 の 濃 度 と 抗 体 強 度 と の 関 係 を 説 明 し た グ ラ フ
で あ る 。 （ 「 Ｑ 熱 菌 に 対 す る 抗 体 が 血 漿 と 同 様 乳 汁 中 に 存 在 す る こ と の 確 認 」 の 項 ）
【 図 ２ 】 同 一 牛 に お け る 牛 乳 と 血 漿 の 抗 体 強 度 の 関 係 を 説 明 し た グ ラ フ で あ る 。 （ 「 乳 汁
と 血 漿 の 抗 体 強 度 の 関 係 」 の 項 ）
【 表 １ 】 マ イ ク ロ プ レ ー ト ４ ０ ０ 枚 を 用 い て 試 験 の 再 現 性 を 確 認 し た 表 で あ る 。 （ 「 本 試
験 の 再 現 性 」 の 項 ）
【 表 ２ 】 牛 ４ ０ ０ 頭 に つ い て 生 牛 乳 を 用 い て Ｑ 熱 菌 へ の 感 染 検 査 の 結 果 。 （ 実 施 例 １ ）
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