
(57)【要約】
【課題】　家畜や養殖魚などの体内に残留する多様なニューキノロン系抗菌剤を単一の抗
体を用いて高感度かつ簡便に検出する方法を提供する。
【解決手段】　少なくともノルフロキサシン、エンロフロキサシン、及びシプロフロキサ
シンを含む 1-アルキル -6-フルオロ -4-オキソ -1,4-ジヒドロキノリン -3-カルボン酸骨格を
有するニューキノロン系抗菌剤を認識する抗体、及び食品中に残留する 1-アルキル -6-フ
ルオロ -4-オキソ -1,4-ジヒドロキノリン -3-カルボン酸骨格を有するニューキノロン系抗
菌剤を検出する方法であって、食品試料に対して上記抗体を用いたエンザイムイムノアッ
セイを行なう工程を含む方法。
【選択図】　なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
少 な く と も ノ ル フ ロ キ サ シ ン 、 エ ン ロ フ ロ キ サ シ ン 、 及 び シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン を 含 む 1-ア
ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ ー キ
ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 認 識 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ
ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 以 外 の ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 に 対 し て 実 質 的 に 反 応 性 を 有 し な い か
、 又 は 反 応 性 が 低 い 抗 体 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
少 な く と も ノ ル フ ロ キ サ シ ン 、 エ ン ロ フ ロ キ サ シ ン 、 シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン 、 及 び ダ ノ フ ロ
キ サ シ ン を 含 む 1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 骨
格 を 有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 認 識 し 、 か つ オ フ ロ キ サ シ ン を 実 質 的 に 認 識 し な い
請 求 項 ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 以 外 の 抗 菌 剤 に 対 し て 実 質 的 に 反 応 性 を 有 し な い か 、 又 は 反 応 性
が 低 い 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ 又 は ３ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ な い し ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 １ な い し ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 ノ ル フ ロ キ サ シ ン と
キ ー ホ ー ル ・ リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ア ニ ン と の 結 合 物 を 抗 原 と し て 用 い て 動 物 の 免 疫 を 行 な
う 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
ノ ル フ ロ キ サ シ ン と キ ー ホ ー ル ・ リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ア ニ ン と が ス ペ ー サ ー を 介 し て 結 合
し た 結 合 物 を 抗 原 と し て 用 い る 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
ス ペ ー サ ー が ウ ン デ カ ン 酸 由 来 の 直 鎖 ア ル キ ル ス ペ ー サ ー で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 １ な い し ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 の 製 造 の た め の 抗 原 で あ っ て 、 ノ ル フ ロ キ
サ シ ン と キ ー ホ ー ル ・ リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ア ニ ン と の 結 合 物 か ら な る 抗 原 。
【 請 求 項 １ ０ 】
食 品 中 に 残 留 す る 1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸
骨 格 を 有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 食 品 試 料 に 対 し て 請 求 項
１ な い し ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 を 用 い た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ を 行 な う 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
食 品 が 畜 産 肉 、 養 殖 魚 介 類 、 又 は 牛 乳 で あ る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
食 品 が 養 殖 鰻 又 は 養 殖 鰻 の 蒲 焼 で あ る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
食 品 中 に 残 留 す る 1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸
骨 格 を 有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 少 な く と も 以 下
の 要 素 ：
(a)少 な く と も ノ ル フ ロ キ サ シ ン 、 エ ン ロ フ ロ キ サ シ ン 、 及 び シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン を 含 む 1
-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ
ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 認 識 す る 抗 体 ； 及 び
(b)上 記 工 程 (a)の 抗 体 を 認 識 可 能 な 標 識 ２ 次 抗 体
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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上 記 工 程 (b)で 用 い る 標 識 ２ 次 抗 体 が ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ に よ り 標 識 さ
れ た 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 家 畜 や 養 殖 魚 な ど の 体 内 に 残 留 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 高 感 度 か つ 簡
便 に 検 出 す る 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 は 、 ナ リ ジ ク ス 酸 や ピ ロ ミ ド 酸 な ど の ピ リ ド ン カ ル ボ ン 酸 (PCA
)系 抗 菌 剤 の 抗 菌 ス ペ ク ト ル と 抗 菌 力 が 飛 躍 的 に 高 め ら れ た 薬 剤 で あ り 、 細 菌 の DNAジ ャ イ
レ ー ス を 阻 害 す る こ と に よ り 高 い 選 択 毒 性 を 示 す 。 ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 と し て は 、 こ
れ ま で に ノ ル フ ロ キ サ シ ン 、 オ フ ロ キ サ シ ン 、 シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン な ど が ヒ ト の 感 染 症 の
治 療 の 目 的 で 広 く 用 い ら れ て い る 。 ま た 、 こ れ ら の ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 は 、 家 畜 、 家
禽 、 又 は 養 殖 魚 介 類 な ど の 病 気 に 対 す る 予 防 や 治 療 に も 広 く 用 い ら れ て い る 。 し か し な が
ら 、 家 畜 、 家 禽 、 又 は 養 殖 魚 貝 類 等 を 効 率 よ く 飼 育 す る 目 的 で こ れ ら の ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系
抗 菌 を 飼 料 や 養 殖 池 に 大 量 に 投 入 す る こ と も 広 く 行 な わ れ て お り 、 食 肉 な ど に お け る 抗 菌
剤 の 残 留 が 問 題 に な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 の 食 肉 中 の 最 小 残 留 濃 度 は ヨ ー ロ ッ パ で は 200μ g/kg以 下 と 決
め ら れ て い る 。 食 肉 中 の 残 留 ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 の 測 定 方 法 と し て は 感 受 性 微 生 物 を
用 い た 培 養 法 (寒 天 培 地 法 )や 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い る 方 法 (HPLC法 )が 広 く 普
及 し て い る 。 し か し な が ら 、 培 養 法 で は 煩 雑 な 無 菌 操 作 が 必 要 で あ り 、 培 養 に 最 低 で も 12
時 間 以 上 を 要 し 、 さ ら に 感 度 も 低 い と い う 欠 点 が あ る 。 ま た 、 HPLC法 で は 測 定 機 器 が 高 価
で あ る う え 、 １ 検 体 あ た り の 測 定 に 30分 ～ １ 時 間 を 要 し 、 分 析 用 の サ ン プ ル を 食 肉 組 織 な
ど か ら 前 も っ て 抽 出 し な け れ ば な ら な い と い う 欠 点 も あ る 。 そ れ ゆ え に 、 こ れ ら の 方 法 は
多 数 の サ ン プ ル を 測 定 す る ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 に は 使 用 で き な い と い う 問 題 が あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 方 、 被 検 物 質 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 用 い る イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 、 短 時 間 の 測 定 が
可 能 で あ る こ と に 加 え 、 高 価 な 機 器 を 用 い る 必 要 が な く 、 感 度 も HPLC法 よ り も 優 れ て い る
な ど の 点 で 培 養 法 や HPLC法 に 比 べ て 有 利 で あ る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 、 特 に 多 数 の サ ン プ
ル を 同 時 に 処 理 す る ス ク リ ー ニ ン グ に 適 し た 測 定 方 法 で あ り 、 被 検 物 質 を 特 異 的 に 検 出 で
き る こ と か ら 食 品 中 の 残 留 農 薬 や 残 留 薬 剤 の 同 定 や 定 量 な ど に 汎 用 さ れ て い る 。 ニ ュ ー キ
ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 に つ い て も イ ム ノ ア ッ セ イ を 利 用 し た 検 出 や 同 定 方 法 が 提 案 さ れ て お り 、
そ れ ぞ れ の 薬 剤 に 特 異 的 な 検 出 方 法 と し て 利 用 さ れ て い る
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し か し な が ら 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に 用 い る 抗 体 は 、 本 来 的 に ア ッ セ イ 対 象 と な る 唯 一 の ニ
ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 だ け を 認 識 す る よ う に （ す な わ ち 他 の ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 認
識 す る こ と が な い よ う に ） 開 発 さ れ て お り 、 多 種 類 の ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 同 時 に 検
出 す る 目 的 に は 使 用 し 得 な い と い う 問 題 が あ る 。 Holtzappleら は ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤
の 基 本 骨 格 の 広 い 部 分 を 認 識 す る 抗 体 を 作 成 し た と 報 告 し て い る が 、 単 に 二 つ の ニ ュ ー キ
ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 認 識 す る こ と が 証 明 さ れ て い る だ け で あ り 、 こ の 抗 体 だ け を 用 い て も 多
種 類 の ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 検 出 す る こ と は で き な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ま た 、 ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 で あ る レ ボ フ ロ キ サ シ ン を 認 識 す る 抗 体 及 び そ れ を 用 い
た イ ム ノ ア ッ セ イ 法 が 知 ら れ て い る が （ 特 開 平 7-267999号 公 報 ） 、 こ の 方 法 に お い て 用 い
ら れ る 抗 体 は 基 本 的 に レ ボ フ ロ キ サ シ ン と そ の 誘 導 体 （ レ ボ フ ロ キ サ シ ン N-オ キ シ ド 、 デ
ス メ チ ル レ ボ フ ロ キ サ シ ン 、 光 学 対 掌 体 で あ る DR-3354な ど ） に 対 す る 反 応 性 は 高 い も の
の 、 ノ ル フ ロ キ サ シ ン 及 び シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン に 対 す る 反 応 性 は 非 常 に 低 い 。 畜 産 や 養 殖
な ど の 現 場 で は ノ ル フ ロ キ サ シ ン や シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン が 大 量 に 使 用 さ れ て お り 、 こ れ ら
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の ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 測 定 す る こ と が で き な い 上 記 の 抗 体 は 実 用 的 な 価 値 が 低 い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 さ ら に 、 ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 の イ ム ノ ア ッ セ イ 用 に 従 来 開 発 さ れ た 抗 体 は い ず れ も
水 性 媒 体 中 で の み 抗 原 抗 体 反 応 を 行 う こ と が で き る も の で あ り 、 少 量 の 有 機 溶 媒 が 混 入 し
た だ け で も 抗 原 抗 体 反 応 が 進 行 し な く な る の で 、 食 肉 な ど か ら 有 機 溶 媒 を 用 い て 抽 出 し た
サ ン プ ル を 測 定 に 直 接 用 い る こ と が で き な い と い う 欠 点 を 有 し て い る 。 ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系
抗 菌 剤 は 一 般 的 に 極 性 の 低 い 分 子 で あ り 、 緩 衝 液 の よ う な 極 性 の 高 い 溶 媒 で 組 織 か ら 抽 出
し た 場 合 に は 回 収 率 が 低 下 し て し ま い 正 確 な 検 出 を 行 う こ と が で き な い 。 こ の た め 、 イ ム
ノ ア ッ セ イ 法 を 行 う た め に は 、 有 機 溶 媒 を 用 い て 動 物 な ど の 組 織 か ら ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗
菌 剤 を 抽 出 し た 後 に 、 有 機 溶 媒 を 除 い て 緩 衝 液 に 置 き 換 え る と い う 煩 雑 な 処 理 が 必 要 に な
る と い う 問 題 も あ っ た 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 7-267999号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Holtzapple et al., J. Agric. Food Chem., 45, pp.1984-1990, 1997,
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Bucknall et al., Food Additives and Contaminants, 20, pp.221-228
, 2003
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 家 畜 や 養 殖 魚 な ど の 体 内 に 残 留 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 高 感 度
か つ 簡 便 に 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 多 種 類 の ニ ュ ー キ ノ ロ
ン 系 抗 菌 剤 を 検 出 す る こ と が 可 能 な イ ム ノ ア ッ セ イ 法 及 び そ の た め の 手 段 で あ る 新 規 な 抗
体 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 ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 上 記 の 課 題 を 解 決 す べ く 鋭 意 研 究 を 行 な っ た 結 果 、 KLH（ keyhole limpet 
hemocyanine） に 結 合 さ せ た ノ ル フ ロ キ サ シ ン を 用 い て 動 物 を 免 疫 す る こ と に よ り 、 畜 産
や 養 殖 の 現 場 で 大 量 に 用 い ら れ て い る ノ ル フ ロ キ サ シ ン 、 エ ン ロ フ ロ キ サ シ ン 、 及 び シ プ
ロ フ ロ キ サ シ ン な ど 1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン
酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 に 対 し て 極 め て 高 い 反 応 性 を 示 す 抗 体 を 作 成 す る
こ と に 成 功 し た 。 ま た 、 こ の 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、 食 肉 中 な ど に 残 留 す る 1-ア ル キ ル
-6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン
系 抗 菌 剤 を 極 め て 高 感 度 か つ 簡 便 に 検 出 で き る こ と を 見 出 し た 。 ま た 、 こ の 抗 体 が 50％ メ
タ ノ ー ル な ど の 水 性 有 機 溶 媒 中 に お い て も 高 い 反 応 性 を 維 持 で き る こ と を 見 出 し た 。 本 発
明 は 上 記 の 知 見 を 基 に し て 完 成 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 に よ り 、 少 な く と も ノ ル フ ロ キ サ シ ン 、 エ ン ロ フ ロ キ サ シ ン 、 及 び シ
プ ロ フ ロ キ サ シ ン を 含 む 1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル
ボ ン 酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 認 識 す る 抗 体 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 好 ま
し い 態 様 に よ れ ば 、 1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン
酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 以 外 の ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 に 対 し て 実 質 的 に
反 応 性 を 有 し な い か 、 又 は 反 応 性 が 低 い 抗 体 で あ る 上 記 の 抗 体 ； 少 な く と も ノ ル フ ロ キ サ
シ ン 、 エ ン ロ フ ロ キ サ シ ン 、 シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン 、 及 び ダ ノ フ ロ キ サ シ ン を 含 む 1-ア ル キ
ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ
ン 系 抗 菌 剤 を 認 識 し 、 か つ オ フ ロ キ サ シ ン を 実 質 的 に 認 識 し な い 上 記 の 抗 体 ； ニ ュ ー キ ノ
ロ ン 系 抗 菌 剤 以 外 の 抗 菌 剤 に 対 し て 実 質 的 に 反 応 性 を 有 し な い か 、 又 は 反 応 性 が 低 い 抗 体
で あ る 上 記 の 抗 体 ； 及 び 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 上 記 の 抗 体 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ り 、 上 記 の 抗 体 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 ノ ル フ ロ キ サ シ ン と KLHと の 結
合 物 を 抗 原 と し て 用 い て 動 物 の 免 疫 を 行 な う 工 程 を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 上 記 の
抗 体 の 製 造 の た め の 抗 原 で あ っ て 、 ノ ル フ ロ キ サ シ ン と KLHと の 結 合 物 か ら な る 抗 原 も 本
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発 明 に よ り 提 供 さ れ る 。 上 記 の 抗 原 は 、 ノ ル フ ロ キ サ シ ン と KLHと が ス ペ ー サ ー を 介 し て
結 合 し た 結 合 物 か ら な る 抗 原 で あ る こ と が 好 ま し い 。 ス ペ ー サ ー と し て は 、 例 え ば 、 炭 素
数 10～ 15程 度 の 直 鎖 ア ル キ ル 部 分 を 含 む ス ペ ー サ ー を 利 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に 別 の 観 点 か ら は 、 食 品 中 に 残 留 す る 1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ
ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 検 出 す る 方 法 で あ っ
て 、 食 品 試 料 に 対 し て 上 記 の 抗 体 を 用 い た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ を 行 な う 工 程 を 含 む
方 法 が 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 。 こ の 発 明 の 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 食 品 が 畜 産 肉 、 養 殖
魚 介 類 、 又 は 牛 乳 で あ る 上 記 の 方 法 、 及 び 食 品 が 養 殖 鰻 又 は 養 殖 鰻 の 蒲 焼 で あ る 上 記 の 方
法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ り 、 食 品 中 に 残 留 す る 1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド
ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 検 出 す る た め の キ ッ ト
で あ っ て 、 少 な く と も 以 下 の 要 素 ：
(a)少 な く と も ノ ル フ ロ キ サ シ ン 、 エ ン ロ フ ロ キ サ シ ン 、 及 び シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン を 含 む 1
-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ
ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 認 識 す る 抗 体 ； 及 び
(b)上 記 工 程 (a)の 抗 体 を 認 識 可 能 な 標 識 抗 体
を 含 む キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。 こ の 発 明 の 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 上 記 工 程 (b)で 用 い る 標
識 抗 体 が ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ に よ り 標 識 さ れ た 抗 体 で あ る 上 記 の キ ッ ト
が 提 供 さ れ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 抗 体 は 、 畜 産 や 養 殖 の 現 場 で 大 量 に 用 い ら れ て い る ノ ル フ ロ キ
サ シ ン 、 エ ン ロ フ ロ キ サ シ ン 、 及 び シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン を 含 む 1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-
オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 広 く
認 識 す る こ と が で き る の で 、 こ の 抗 体 の み を 用 い て 食 品 試 料 中 に 含 ま れ る 上 記 ニ ュ ー キ ノ
ロ ン 系 抗 菌 剤 を 簡 便 か つ 高 感 度 に 測 定 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 ５ 】
　 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 抗 体 は 、 少 な く と も ノ ル フ ロ キ サ シ ン 、 エ ン ロ フ ロ キ サ シ ン 、
及 び シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン を 含 む 1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -
3-カ ル ボ ン 酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 認 識 す る こ と を 特 徴 と し て い る 。 本
発 明 の 抗 体 が 認 識 可 能 な 1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル
ボ ン 酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 に お い て 、 「 ア ル キ ル 」 と は 炭 素 数 1～ 6個 程
度 の 直 鎖 状 、 分 枝 鎖 状 、 若 し く は 環 状 、 あ る い は そ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る ア ル キ ル 基
を 意 味 す る 。 例 え ば 、 メ チ ル 基 、 エ チ ル 基 、 イ ソ プ ロ ピ ル 基 、 シ ク ロ プ ロ ピ ル 基 、 シ ク ロ
プ ロ ピ ル メ チ ル 基 、 メ チ ル シ ク ロ プ ロ ピ ル 基 、 シ ク ロ ブ チ ル 基 な ど を 挙 げ る こ と が で き る
が 、 こ れ ら の う ち 、 エ チ ル 基 又 は シ ク ロ プ ロ ピ ル 基 が 好 ま し い 。 ア ル キ ル 基 に は 、 例 え ば
フ ッ 素 原 子 な ど の ハ ロ ゲ ン 原 子 が １ 個 又 は ２ 個 以 上 置 換 し て い て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 が
認 識 可 能 な 1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 骨 格 を
有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 は 2環 性 の ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン を 基 本 骨 格 と す る 抗 菌 剤 で あ
り 、 通 常 は 、 7-位 に 環 状 ア ミ ン を 有 し て い る 。 環 状 ア ミ ン と し て は 、 ピ ペ ラ ジ ン 、 4-メ チ
ル ピ ペ ラ ジ ン 、 ピ ロ リ ジ ン 、 3-ア ミ ノ ピ ロ リ ジ ン な ど を 例 示 す る こ と が で き る が 、 こ れ ら
に 限 定 さ れ る こ と は な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 が 認 識 可 能 な ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 と し て は 、 よ り 具 体 的 に は 、 ノ ル フ
ロ キ サ シ ン (norfloxacin)、 エ ン ロ フ ロ キ サ シ ン (enrofloxacin)、 シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン (ci
profloxacin)、 又 は ダ ノ フ ロ キ サ シ ン (danofloxacin)な ど を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 な お 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 ピ リ ド [1,2,3-de][1,4]ベ ン ゾ キ サ

10

20

30

40

50

(5) JP 2007-63180 A 2007.3.15



ジ ン -6-カ ル ボ ン 酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 で あ る オ フ ロ キ サ シ ン や レ ボ フ
ロ キ サ シ ン 、 あ る い は 1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ -1,8-ナ フ チ リ ジ ン
-3-カ ル ボ ン 酸 骨 格 を 有 す る エ ノ キ サ シ ン な ど に 対 し て は 反 応 性 が 低 い か 、 あ る い は 実 質
的 に 反 応 性 を 有 し な い 。 特 に 3環 性 の 基 本 骨 格 を 有 す る オ フ ロ キ サ シ ン や レ ボ フ ロ キ サ シ
ン に 対 し て は 実 質 的 に 反 応 し な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 抗 原 と し て ノ ル フ ロ キ サ シ ン と KLH（ keyhole limpet hemocyanine、
分 子 量 約 100万 ） と の 結 合 物 を 用 い て 動 物 を 免 疫 す る こ と に よ り 当 業 者 が 容 易 に 製 造 す る
こ と が で き る 。 ノ ル フ ロ キ サ シ ン と KLHと の 結 合 物 を 製 造 す る に あ た り 、 ノ ル フ ロ キ サ シ
ン の カ ル ボ キ シ ル 基 を KLHに 結 合 さ せ る 手 段 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 ジ シ ク ロ ヘ キ シ
ル カ ル ボ ジ イ ミ ド な ど を 用 い る 縮 合 法 や 活 性 エ ス テ ル 法 を 採 用 す る こ と が で き る が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 ま た 、 ス ペ ー サ ー を 利 用 し て ノ ル フ ロ キ サ シ ン の カ ル ボ キ シ
ル 基 と KLHと を 結 合 さ せ る こ と も で き る 。 ス ペ ー サ ー の 種 類 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え
ば 、 炭 素 数 10～ 15個 程 度 の 直 鎖 ア ル キ ル 部 分 を 含 む ス ペ ー サ ー を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
よ り 具 体 的 に は 、 N-(κ -マ レ イ ミ ド ウ ン デ カ ン 酸 )ヒ ド ラ ジ ド (KMUH)な ど を ノ ル フ ロ キ サ
シ ン の カ ル ボ キ シ ル 基 に 反 応 さ せ た 後 に KLHと の 反 応 を 行 な う こ と に よ り 、 炭 素 数 11個 の
直 鎖 ア ル キ ル 部 分 を 含 む ス ペ ー サ ー を 導 入 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 手 段 は 当 業 者 に 周
知 で あ り 、 当 業 者 は 適 宜 の ス ペ ー サ ー を 選 択 し て 導 入 す る こ と が 可 能 で あ る 。 な お 、 カ ル
ボ キ シ ル 基 を 有 す る 低 分 子 化 合 物 と タ ン パ ク 質 と を 結 合 す る 方 法 に つ い て は 、 Goodfriend
ら (Science, 144, pp.1344-1345, 1964)の 報 告 が あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 前 記 の 抗 原 を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS)な ど の 溶 媒 に 溶 解 し 、 こ の
溶 液 を 動 物 に 投 与 し て 免 疫 す る こ と に よ り に 容 易 に 製 造 で き る 。 必 要 に 応 じ て 上 記 溶 液 に
適 宜 の ア ジ ュ バ ン ト を 添 加 し た 後 、 エ マ ル ジ ョ ン を 用 い て 免 疫 を 行 っ て も よ い 。 ア ジ ュ バ
ン ト と し て は 、 油 中 水 型 乳 剤 、 水 中 油 中 水 型 乳 剤 、 水 中 油 型 乳 剤 、 リ ポ ソ ー ム 、 水 酸 化 ア
ル ミ ニ ウ ム ゲ ル な ど の ア ジ ュ バ ン ト の ほ か 、 生 体 成 分 由 来 の タ ン パ ク 質 や ペ プ チ ド 性 物 質
な ど を 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 又 は フ ロ イ ン ト の 完 全 ア
ジ ュ バ ン ト な ど を 好 適 に 用 い る こ と が で き る 。 ア ジ ュ バ ン ト の 投 与 経 路 、 投 与 量 、 投 与 時
期 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 所 望 の 免 疫 応 答 を 増 強 で き る よ う に 適 宜 選 択 す る こ と が 望 ま し
い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 免 疫 に 用 い る 動 物 の 種 類 も 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ シ 、 ウ サ ギ 、 ヤ
ギ 、 ヒ ツ ジ な ど を 用 い る こ と が で き る が 、 好 ま し く は マ ウ ス を 用 い る こ と が で き る 。 動 物
の 免 疫 は 当 業 界 で 利 用 可 能 な 方 法 に 従 っ て 行 え ば よ く 、 例 え ば 、 抗 原 の 溶 液 、 好 ま し く は
ア ジ ュ バ ン ト と の 混 合 物 を 哺 乳 動 物 の 皮 下 、 皮 内 、 静 脈 、 又 は 腹 腔 内 に 注 射 す る こ と に よ
り 免 疫 を 行 う こ と が で き る 。 免 疫 応 答 は 、 一 般 的 に 免 疫 さ れ る 哺 乳 動 物 の 種 類 お よ び 系 統
に よ っ て 異 な る の で 、 免 疫 ス ケ ジ ュ ー ル は 使 用 さ れ る 動 物 に 応 じ て 適 宜 設 定 こ と が 望 ま し
い 。 抗 原 投 与 は 最 初 の 免 疫 後 に 何 回 か 繰 り 返 し 行 う こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 免 疫 さ れ た 動 物 の 血 清 か ら 本 発 明 の 抗 体 を 取 得 す る こ と が で き る が 、 そ の 方 法 は 特 に 限
定 さ れ ず 、 当 業 者 に 利 用 可 能 な 方 法 で あ れ ば い か な る 方 法 を 用 い て も よ い 。 抗 体 の 精 製 は
、 例 え ば 、 抗 体 の 精 製 は DEAE陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 硫 安 分 画 法 、 PEG分 画 法 、 エ タ ノ ー ル 分 画 法 な ど を 適 宜 組 み 合 わ せ て 行 う こ
と が で き る 。 得 ら れ た 抗 体 が 本 発 明 の 抗 体 で あ る か 否 か 、 す な わ ち 目 的 の ニ ュ ー キ ノ ロ ン
系 抗 菌 剤 （ 1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 骨 格 を
有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 ） を 認 識 し 、 か つ そ れ 以 外 の ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 又 は
ピ リ ド ン カ ル ボ ン 酸 系 抗 菌 剤 あ る い は ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 以 外 の 抗 菌 剤 （ ニ ト ロ フ ラ ン 剤 や
サ ル フ ァ 剤 な ど ） 又 は 抗 生 物 質 （ テ ト ラ サ イ ク リ ン 系 抗 生 物 質 、 ペ ニ シ リ ン 系 抗 生 物 質 、
セ フ ェ ム 系 抗 生 物 質 な ど ） に 対 し て は 反 応 性 が 低 い か 、 実 質 的 に そ れ ら を 認 識 し な い 抗 体
で あ る こ と は 、 当 業 者 が 周 知 の 方 法 を 利 用 し て 容 易 に 確 認 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 明 細
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書 の 実 施 例 に は 本 発 明 の 抗 体 の 製 造 方 法 に つ い て 、 動 物 の 免 疫 方 法 、 抗 体 の 精 製 方 法 、 及
び 抗 体 の 特 性 の 確 認 方 法 が 具 体 的 に 説 明 さ れ て い る の で 、 当 業 者 は 上 記 の 一 般 的 説 明 及 び
実 施 例 の 具 体 的 方 法 を 参 照 し つ つ 、 必 要 に 応 じ て そ れ ら の 方 法 に 適 宜 の 修 飾 な い し 改 変 を
加 え る こ と に よ り 、 本 発 明 の 抗 体 を 容 易 に 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 抗 体 と し て は 、 免 疫 し た 動 物 の リ ン パ 球 を 用 い て 製 造 し た ハ イ ブ リ ド ー マ か ら
産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 本 発 明 の 抗 体 と し て 用 い て も よ い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 製 造 方 法 に つ い て は 当 業 界 で 周 知 さ れ て お り 、 か つ 汎 用 さ れ て い る の で 当 業 者 は 上 記 の
抗 原 を 用 い る こ と に よ っ て 本 発 明 の 抗 体 を 容 易 に 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば Anti
bodies, A Laboratory Manual（ Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988） 第 ６ 章 な
ど を 参 照 の こ と ） 。 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製 に 用 い る 哺 乳 類 動 物 の 種 類 は 特 に 限 定 さ れ な い が
、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ シ 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 等 が 挙 げ ら れ 、 好 ま し く は マ ウ
ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 等 の げ っ 歯 類 で あ り 、 よ り 好 ま し く は マ ウ ス を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 最 終 免 疫 後 、 免 疫 し た 哺 乳 動 物 か ら 脾 臓 細 胞 を 摘 出 し 、 骨 髄 腫 由 来 の 細 胞 株 と 細 胞 融 合
す る こ と に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ を 産 生 す る こ と が で き る 。 細 胞 融 合 に は 増 殖 能 力 の 高 い 免
疫 産 生 細 胞 株 を 用 い る こ と が 好 ま し く 、 ま た 骨 髄 腫 由 来 の 細 胞 株 は 融 合 す る 免 疫 産 生 細 胞
の 由 来 す る 哺 乳 類 動 物 と 適 合 性 が あ る こ と が 好 ま し い 。 細 胞 融 合 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 方
法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る が 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 法 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス
を 用 い た 方 法 、 電 流 を 利 用 す る 方 法 な ど を 採 用 す る こ と が で き る 。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー
マ は 当 業 界 で 汎 用 の 条 件 に 従 っ て 増 殖 さ せ る こ と が で き 、 産 生 さ れ る 抗 体 の 性 質 を 確 認 し
つ つ 所 望 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ニ ン グ は 、
例 え ば 限 界 希 釈 法 や 軟 寒 天 法 な ど の 周 知 の 方 法 に よ り 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 所 望 の 性 質 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 産 生 さ れ る 抗 体
と ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 の 結 合 能 を ELISA法 、 RIA法 、 蛍 光 抗 体 法 な ど の 方 法 を 用 い て ア
ッ セ イ す る こ と に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。 上 記 の よ う に し て 選 別 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー
マ を 大 量 培 養 す る こ と に よ り 、 所 望 の 特 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る こ と が
で き る 。 大 量 培 養 の 方 法 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 適 宜 の 培 地 中
で 培 養 し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 培 地 中 に 産 生 さ せ る 方 法 や 、 哺 乳 動 物 の 腹 腔 内 に ハ イ ブ
リ ド ー マ を 注 射 し て 増 殖 さ せ 、 腹 水 中 に 抗 体 を 産 生 さ せ る 方 法 な ど を 挙 げ る こ と が で き る
。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 は DEAE陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 硫 安 分 画 法 、 PEG分 画 法 、 エ タ ノ ー ル 分 画 法 な ど を 適 宜 組 み 合 わ せ て
行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 と し て は 、 抗 原 抗 体 反 応 活 性 を 有 す る 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト や キ メ ラ 抗 体 を
用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 抗 体 の 断 片 と し て は 機 能 性 の 断 片 で あ る こ と が 好 ま し く 、 例 え
ば 、 F(ab') 2 、 Fab'な ど が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら は の フ ラ グ メ ン ト は 上 記 の よ う に し て 得 ら れ
る 抗 体 を 蛋 白 分 解 酵 素 （ 例 え ば 、 ペ プ シ ン 又 は パ パ イ ン 等 ） で 処 理 す る こ と に よ り 製 造 で
き る 。 ま た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 固 相 担 体 な ど の 不 溶 性 担 体 上 に 固 定 さ れ た
固 定 化 抗 体 と し て 使 用 し た り 、 標 識 物 質 で 標 識 し た 標 識 抗 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る
。 こ の よ う な 固 定 化 抗 体 や 標 識 抗 体 は い ず れ も 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 例 え ば 、 不 溶 性 担 体 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 物 理 的 に 吸 着 さ せ 、 あ る い は 化 学 的 に 結 合
さ せ る こ と に よ り 固 定 化 抗 体 を 製 造 す る こ と が で き る 。 不 溶 性 担 体 と し て は 、 ポ リ ス チ レ
ン 樹 脂 な ど の 高 分 子 基 材 、 ガ ラ ス な ど の 無 機 基 材 、 セ ル ロ ー ス や ア ガ ロ ー ス な ど の 多 糖 類
基 材 な ど か ら な る 不 溶 性 担 体 を 用 い る こ と が で き 、 そ の 形 状 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 板 状 、 ビ
ー ズ 状 な ど 任 意 の 形 状 を 選 択 で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 と 結 合 可 能 な 標 識 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、 ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 に 結

10

20

30

40

50

(7) JP 2007-63180 A 2007.3.15



合 し た 本 発 明 の 抗 体 の 量 を 測 定 す る こ と が で き 、 そ れ に よ り 食 品 試 料 中 の 残 留 ニ ュ ー キ ノ
ロ ン 系 抗 菌 剤 を 検 出 す る こ と が で き る 。 標 識 抗 体 を 製 造 す る た め の 標 識 物 質 と し て は 、 例
え ば 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 化 学 発 光 物 質 、 ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 又 は 放 射 性 同 位 体 等 が 挙 げ ら
れ る 。 標 識 物 質 と 抗 体 と の 結 合 法 と し て は 、 当 業 者 に 利 用 可 能 な グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 法 、
マ レ イ ミ ド 法 、 ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド 法 、 又 は 過 ヨ ウ 素 酸 法 な ど の 方 法 を 用 い る こ と が で
き る が 、 固 定 化 抗 体 や 標 識 抗 体 の 種 類 、 及 び そ れ ら の 製 造 方 法 は 上 記 の 例 に 限 定 さ れ る こ
と は な い 。 例 え ば 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 を 標 識 物 質 と し て 用
い る 場 合 に は そ の 酵 素 の 特 異 的 基 質 （ ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ の 場 合 に は 例
え ば 3,3',5,5'-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン (TMB)な ど ） を 用 い て 酵 素 活 性 を 測 定 す る こ と が
で き 、 ビ オ チ ン を 標 識 物 質 と し て 用 い る 場 合 に は 少 な く と も ア ビ ジ ン あ る い は 酵 素 修 飾 ア
ビ ジ ン を 反 応 さ せ る の が 一 般 的 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 、 例 え ば 食 品 試 料 中 に 残 留 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 検 出 す
る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 検 出 」 と い う 用 語 は 、 ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系
抗 菌 剤 の 存 在 の 証 明 及 び ／ 又 は 定 量 な ど を 含 め て 最 も 広 義 に 解 釈 す る 必 要 が あ り 、 い か な
る 意 味 に お い て も 限 定 的 に 解 釈 し て は な ら な い 。 食 品 と し て は 、 食 肉 、 魚 介 類 、 植 物 な ど
の 天 然 食 品 又 は 加 工 食 品 が 挙 げ ら れ る が 、 例 え ば 、 畜 産 動 物 肉 や 養 殖 魚 介 肉 、 あ る い は 牛
乳 な ど の 加 工 食 品 を 好 ま し い 例 と し て 挙 げ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 牛 肉 や 豚 肉 な ど の 畜
産 動 物 肉 、 鰻 や ハ マ チ な ど の 養 殖 魚 肉 、 ア ワ ビ や サ ザ エ な ど の 養 殖 貝 肉 、 あ る い は 鰻 の 蒲
焼 や 牛 乳 な ど の 加 工 食 品 を 好 ま し い 例 と し て 挙 げ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 で は 、 こ
れ ら の 食 品 か ら 採 取 し た 食 品 試 料 中 に 残 留 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 検 出 す る こ と が
で き る が 、 食 品 試 料 と し て は 、 食 肉 動 物 か ら の 採 取 血 液 、 あ る い は 食 肉 や 加 工 食 品 の 絞 り
汁 又 は 抽 出 物 な ど を 用 い る こ と が で き る 。 血 液 、 絞 り 汁 、 牛 乳 な ど を 試 料 と し て 用 い る 場
合 に は 緩 衝 液 な ど で 適 宜 希 釈 し て 検 出 を 行 な う こ と が で き る 。 食 肉 や 加 工 食 品 の 切 片 な ど
か ら メ タ ノ ー ル 又 は エ タ ノ ー ル な ど の 有 機 溶 媒 を 用 い て 抽 出 し た 抽 出 物 を 適 宜 の 緩 衝 液 で
希 釈 し て 検 出 を 行 な っ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 50％ 程 度 の メ タ ノ ー ル の 存 在 下 で も 抗 原
抗 体 反 応 を 行 う こ と が で き る の で 、 一 般 的 に は 有 機 溶 媒 を 除 去 す る 操 作 を 省 略 す る こ と が
で き る と い う 利 点 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い た ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 の 検 出 は 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 日 本 臨 床
病 理 学 会 編 「 臨 床 病 理 臨 時 増 刊 特 集 第 53号  臨 床 検 査 の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ － 技 術 と 応
用 － 」 ， 臨 床 病 理 刊 行 会 ， 1983年 ， 石 川 榮 治 ら 編 「 酵 素 免 疫 測 定 法 」 ， 第 3版 ， 医 学 書 院
， 1987年 ,北 川 常 廣 ら 編 「 蛋 白 質 核 酸 酵 素 別 冊 No.31 酵 素 免 疫 測 定 法 」 ， 共 立 出 版 ， 1987
年 な ど に 記 載 の 方 法 ） に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 も っ と も 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い た ニ ュ
ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 の 検 出 方 法 は 上 記 に 例 示 し た も の に 限 定 さ れ る こ と は な く 、 当 業 者 が
目 的 に 応 じ て 適 宜 選 択 可 で あ る こ と は 言 う ま で も な い 。 本 明 細 書 の 実 施 例 に は 具 体 的 測 定
方 法 が 示 さ れ て い る の で 、 当 業 者 は 実 施 例 の 方 法 を 参 照 し つ つ 、 必 要 に 応 じ て 該 方 法 に 適
宜 の 修 飾 な い し 改 変 を 加 え る こ と に よ り 、 食 品 試 料 に 含 ま れ る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を
簡 便 か つ 確 実 に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る キ ッ ト は 、 食 品 中 に 残 留 す る 1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ
-1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 検 出 す る た
め の キ ッ ト で あ っ て 、 少 な く と も 以 下 の 要 素 ： (a)少 な く と も ノ ル フ ロ キ サ シ ン 、 エ ン ロ
フ ロ キ サ シ ン 、 及 び シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン を 含 む 1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -1,4-ジ
ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を 認 識 す る 抗 体 ； 及
び (b)上 記 工 程 (a)の 抗 体 を 認 識 可 能 な 標 識 ２ 次 抗 体 を 含 む こ と を 特 徴 と し て い る 。 よ り 好
ま し い キ ッ ト で は 、 さ ら に (c)酵 素 反 応 基 質 を 含 ん で い る 。 標 識 ２ 次 抗 体 の 種 類 は 特 に 限
定 さ れ な い が 、 す で に 説 明 し た 好 ま し い 態 様 の よ う に 標 識 抗 体 が ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ パ ー
オ キ シ ダ ー ゼ で あ る こ と が 好 ま し く 、 そ の 場 合 に は 酵 素 反 応 基 質 と し て 、 例 え ば 3,3',5,5
'-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン (TMB)を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 TMBは 溶 液 と し て キ ッ ト に 含 ま

10

20

30

40

50

(8) JP 2007-63180 A 2007.3.15



せ る こ と も で き る 。 溶 液 と し て 市 販 さ れ て い る TMB安 定 化 基 質 （ プ ロ メ ガ ） を 用 い て も よ
い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 範 囲 は 下 記 の 実 施 例
に 限 定 さ れ る こ と は な い 。
例 １
(1)材 料 と 方 法
(a)ハ プ テ ン 結 合 体
　 ノ ル フ ロ キ サ ン (5.6mg)を 75%DMSO水 溶 液  3 mL中 に 溶 解 し 、 150μ L の N-ヒ ド ロ キ シ ス ク
シ ン イ ミ ド (NHS)を 蒸 留 水 に 溶 解 し た 溶 液 に 加 え て カ ル ボ ン 酸 を ア シ ル ア ミ ノ エ ス テ ル に
変 換 し た 。 つ い で 、 生 成 物 を 50% DMSO中 に 溶 解 し た 200μ Lの N-(κ -マ レ イ ミ ド ウ ン デ カ ン
酸 )ヒ ド ラ ジ ド (KMUH)及 び 蒸 留 水 に 溶 解 し た 200μ Lの 塩 酸 1-エ チ ル -3-[3-(ジ メ チ ル ア ミ ノ
)プ ロ ピ ル ]カ ル ボ ジ イ ミ ド (EDC)に 加 え た 。 混 合 液 を 5N HClで pH 4.5に 調 整 し た 後 、 室 温
で 2時 間 攪 拌 し て PBSに 溶 解 し た 20 mg の KLH(keyhole limpet hemocyanine)を 加 え た 。 10N
 NaOHで 混 合 液 を pH 7.0に 調 整 し た 後 、 室 温 で 3時 間 攪 拌 し た 。 そ の 後 、 低 温 室 中 で 一 晩 蒸
留 水 で 透 析 し た 。 こ の 生 成 物 は 免 疫 原 と し て 使 用 す る ま で -20 ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
(b)動 物 の 免 疫
　 雌 性 BALB/cマ ウ ス (6-8 週 齢 、 日 本 ク レ ア )に 上 記 (a)で 得 ら れ た 抗 原 を 腹 腔 内 に 2週 間 間
隔 で 4回 注 射 し た 。 初 回 注 射 は 抗 原 と 同 量 の フ ロ イ ン ド 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (FCA)の 混 合 物 と
し 、 以 降 の 3回 の 注 射 に は フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (FIA)を 用 い た 。 抗 体 力 価 を 間 接
的 ELISA法 に よ り ア ッ セ イ し た 。
(c)モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
　 ノ ル フ ロ キ サ シ ン を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 常 法 に 従 っ て 調 製 し た 。 高 抗 体 力 価
の マ ウ ス 脾 細 胞 に ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 1500(ロ ッ シ ュ 社 、 ド イ ツ )を 用 い て P3U1を 融 合
さ せ た 。 陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ に は 間 接 的 及 び 間 接 的 競 合 ELISAア ッ セ イ
を 用 い た 。 抗 体 分 泌 量 が 多 く 、 か つ ノ ル フ ロ キ サ シ ン に 反 応 性 を 示 す ク ロ ー ン を 培 養 し 、
プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て IgGを 精 製 す る こ と に よ り 本 発 明 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
(d)間 接 ELISA を 用 い た 力 価 試 験
　 マ ウ ス 血 清 を 回 収 し 、 間 接 的 ELISA を 用 い て 抗 ノ ル フ ロ キ サ シ ン 抗 体 を ア ッ セ イ し た 。
マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル を そ れ ぞ れ 100μ lの ノ ル フ ロ キ サ シ ン  (5μ g/ml)で コ ー テ ィ ン グ
し 、 室 温 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ ェ ル を 0.02% Tween20-リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 (T-PBS) 
で 3回 洗 浄 し 、 1% ス キ ム ミ ル ク -PBSを 用 い て 室 温 で 2時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 回 収 し た 血 清 を P
BSで 系 列 希 釈 (1/400-1/25600)し て ウ ェ ル に 加 え 、 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て T-PBS
で 3回 洗 浄 し た 。 100μ lの ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 共 役 抗 マ ウ ス IgGを 各 ウ ェ
ル に 加 え 、 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 洗 浄 し た 。 反 応 性 を TMB安 定 化 基 質 （ プ ロ メ
ガ ） で 可 視 化 し 、 1N H 2 SO 4 で 停 止 し た 。 光 学 濃 度 は 450 nmで 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
(e)間 接 競 合 ELISA
　 こ の ア ッ セ イ は マ ウ ス ポ リ ク ロ ー ナ ル 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 す る 特 異 性 を 判 定 す
る た め に 用 い た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト は 上 記 の よ う に 調 製 し た 。 ウ ェ ル を ブ ロ ッ ク
し た 後 、 50μ l の 系 列 希 釈 ノ ル フ ロ キ サ シ ン  (1μ g/mlか ら 0.64μ g/ml )及 び 抗 体 を 含 む
血 清 又 は 上 清 を 希 釈 し た も の を 加 え 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ ェ ル を 洗 浄 し
た 後 、 100μ lの ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 共 役 抗 マ ウ ス IgGを 各 ウ ェ ル に 加 え
、 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 洗 浄 し た 。 反 応 性 を 上 記 の よ う に 可 視 化 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
(f)ノ ル フ ロ キ サ シ ン パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 共 役 体 (NFLX-HRP)の 調 製

10

20

30

40

50

(9) JP 2007-63180 A 2007.3.15



　 10 mM MES (pH 5)及 び 20% DMSO を 含 む 反 応 緩 衝 液 に 溶 解 し た ノ ル フ ロ キ サ シ ン (NFLX)
を 等 モ ル 量 の NHS及 び 過 剰 量 の EDCと 90分 間 混 合 し た 。 NaOH で pHを 7に 調 整 し た 後 、 PBSに
溶 解 し た ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ を 溶 液 に 加 え た 。 こ の 溶 液 を 室 温 で 2時 間
攪 拌 し 、 混 合 液 を PBS で 一 晩 透 析 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
(g)直 接 競 合 ELISA
　 競 合 ELISAを 行 う た め に 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgGで コ ー テ ィ ン グ さ れ た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト を 上 記 の よ う に 予 め 洗 浄 し 、 抗 ノ ル フ ロ キ サ シ ン 抗 体 （ 1000倍 希 釈 ） 、 NFLX-HRP（ 10
00倍 希 釈 ） 、 及 び 種 々 の 濃 度 の ノ ル フ ロ キ サ シ ン を そ れ ぞ れ  50μ Lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え た
。 混 合 液 を 37℃ で 1.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 上 記 の よ う に 3回 洗 浄 し た 。 発 色 及 び 吸 光 度
定 量 は 上 述 の よ う に 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
(2)結 果
(a)マ ウ ス に 免 疫 し た 抗 体 の 力 価 を 間 接 ELISA法 に よ り 測 定 し た と こ ろ 、 こ の 抗 体 は ノ ル フ
ロ キ サ シ ン に 反 応 し 、 か つ 非 常 に 高 い 力 価 を 有 し て い た 。
(b)最 も 高 い 感 度 を 示 し た 抗 体 を 用 い て 直 接 及 び 間 接  ELISA を 行 い 、 そ れ ら の 結 果 を 比 較
し た 。 HRP標 識 ノ ル フ ロ キ サ シ ン  (NFLX-HRP)を 用 い た 直 接 競 合 ELISA系 に お い て 交 差 希 釈
ア ッ セ イ を 行 な っ た 結 果 、 試 験 に 用 い た NFLX-HRPの い ず れ の 希 釈 倍 率 （ 50、 500、 5000倍
） に お い て も 抗 NFLX抗 体 と 濃 度 依 存 的 に 反 応 し た 。 吸 光 度 450 nmで 1を 与 え る 希 釈 倍 率 の
組 合 せ は 、 NFLX-HRP: 1000倍 、 抗 NFLX抗 体 : 1000倍 で あ っ た 。 上 記 で 得 ら れ た 結 果 を 基 に
ノ ル フ ロ キ サ シ ン に 対 す る 検 量 線 の 作 製 を 試 み た 。 そ の 結 果 、 ノ ル フ ロ キ サ シ ン の 定 量 域
は 10～ 1,000 ng/mlで あ っ た 。 次 に 、 ノ ル フ ロ キ サ シ ン を 固 定 化 し た プ レ ー ト を 用 い 、 間
接 ELISA法 の 標 準 曲 線 を 作 成 し た 。 図 １ に 示 す よ う に 間 接 ELISA法 の 定 量 域 は 0.8～ 500 ppb
で あ り 、 直 接 法 と 比 較 し て ID 5 0 値 に お い て 100倍 高 い 感 度 を 与 え た 。 こ の 理 由 は 、 直 接 ELI
SA法 で 用 い ら れ た HRP-ノ ル フ ロ キ サ シ ン が 抗 体 と 反 応 す る と き に HRPが 抗 体 と の 反 応 を 阻
害 す る た め と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
(c)選 択 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 株 を 用 い て 、 間 接 ELISAに よ り ノ ル フ ロ キ サ シ ン 以
外 の ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 及 び そ の 他 の 抗 菌 剤 に 対 す る 交 差 反 応 性 を 検 討 し た 。 ノ ル フ
ロ キ サ シ ン に 対 す る 反 応 性 を 100と し た 場 合 の 他 の 抗 菌 剤 に 対 す る 交 差 反 応 性 を 表 １ に 示
す （ 50％ 結 合 に お け る 抗 体 交 差 反 応 性 ） 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 1-ア ル キ ル -6-フ ル オ ロ -4-オ
キ ソ -1,4-ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 骨 格 を 有 す る ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 で あ る ノ
ル フ ロ キ サ シ ン 、 エ ン ロ フ ロ キ サ シ ン 、 及 び シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン に 対 し て ほ ぼ 同 様 の 高 い
反 応 性 を 有 し て お り 、 ダ ノ フ ロ キ サ シ ン に 対 し て も 高 い 反 応 性 を 有 し て い た 。 一 方 、 そ れ
以 外 の ニ ュ ー キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 （ オ フ ロ キ サ シ ン な ど ） や そ れ 以 外 の 抗 菌 剤 （ ピ リ ド ン カ
ル ボ ン 酸 系 抗 菌 剤 で あ る ナ リ ジ ク ス 酸 や サ ル フ ァ 剤 で あ る ス ル フ ァ ジ メ ト キ シ ン な ど ） に
対 し て の 反 応 性 は 低 か っ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ９ 】
(d)畜 産 肉 や 加 工 食 品 な ど か ら 採 取 し た 食 品 試 料 を メ タ ノ ー ル な ど の 有 機 溶 媒 で 抽 出 し た
後 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て メ タ ノ ー ル に 溶 解 し た サ ン プ ル を 直 接 測 定 で き る か 否 か を 検 討
す る 目 的 で 、 PBSと メ タ ノ ー ル 中 に お け る イ ム ノ ア ッ セ イ の 反 応 性 の 比 較 を 行 っ た 。 図 ２
に 示 す よ う に 、 PBS反 応 系 よ り も 若 干 感 度 は 低 下 す る も の の 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 高 濃 度 メ タ ノ ー ル 含 有 反 応 系 に お い て も 十 分 な 反 応 性 を 有 し て い た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ０ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 抗 体 を 用 い た 直 接 ELISA法 及 び 間 接 ELISA法 の 結 果 を 比 較 し た 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 抗 体 を メ タ ノ ー ル 含 有 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 中 で 反 応 さ せ た 結 果 を 示 し
た 図 で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

(12) JP 2007-63180 A 2007.3.15



フロントページの続き

Ｆターム(参考) 4B064 AG27  CA10  CA20  CD07  CE10  DA13 
　　　　 　　  4H045 AA11  AA20  AA30  BA10  CA40  DA76  EA50  FA72  GA21 

(13) JP 2007-63180 A 2007.3.15



专利名称(译) 检测新喹诺酮抗菌剂的方法

公开(公告)号 JP2007063180A 公开(公告)日 2007-03-15

申请号 JP2005250693 申请日 2005-08-31

[标]申请(专利权)人(译) 边疆研究所

申请(专利权)人(译) 有限公司边疆研究所

[标]发明人 小平司
加藤美穂子
井原義治

发明人 小平 司
加藤 美穂子
井原 義治

IPC分类号 C07K16/44 C12P21/08 C12N15/02 G01N33/53 G01N33/02

FI分类号 C07K16/44 C12P21/08 C12N15/00.C G01N33/53.S G01N33/02

F-TERM分类号 4B024/AA11 4B024/BA53 4B024/DA02 4B024/GA03 4B024/HA11 4B064/AG27 4B064/CA10 4B064
/CA20 4B064/CD07 4B064/CE10 4B064/DA13 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 4H045/BA10 
4H045/CA40 4H045/DA76 4H045/EA50 4H045/FA72 4H045/GA21

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供一种方法，通过使用单一抗体，以高灵敏度和容易
性检测留在家畜和养殖鱼类体内的各种新喹诺酮抗菌剂。 
ŽSOLUTION：抗体识别具有1-烷基-6-氟-4-氧代-1,4-二氢喹啉-3-羧酸骨
架并且至少包括诺氟沙星，恩诺沙星和环丙沙星的新喹诺酮抗菌剂。该
方法检测新的喹诺酮抗菌剂，其具有保留在食品中的1-烷基-6-氟-4-氧代-
1,4-二氢喹啉-3-羧酸骨架，并包括用食品样品进行酶测定的步骤。使用
上述抗体。 Ž
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