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(57)【 要 約 】 　 　 　 （ 修 正 有 ）

【 課 題 】 イ ヌ の 精 液 中 に 存 在 す る イ ヌ 流 産 菌 (B. canis )お よ び レ プ ト ス ピ ラ 菌 (Leptospi r

a)を 、 独 立 ま た は 同 時 に 、 簡 便 か つ 短 時 間 に 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。

【 解 決 手 段 】 イ ヌ 精 液 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 特 定 な 塩 基 配 列 を 有 す る

プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 用 い て P C R法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 に 付 し 、 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 の 生 成

物 を 電 気 泳 動 に 付 し て 、 増 幅 産 物 の 有 無 を 確 認 す る こ と を 含 む 、 イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る イ

ヌ 流 産 菌 を 検 出 す る 方 法 。 イ ヌ 精 液 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 特 定 な 塩 基

配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 特 定 な 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 用 い て P C R

法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 に 付 し 、 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 の 生 成 物 を 電 気 泳 動 に 付 し て 、 増 幅 産 物

の 有 無 を 確 認 す る こ と を 含 む 、 イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る レ プ ト ス ピ ラ 菌 を 検 出 す る 方 法 。

【 選 択 図 】 な し
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

イ ヌ 精 液 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、

抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 配 列 表 の 配 列 番 号 1に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 表

の 配 列 番 号 2に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 用 い て PCR法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 増 幅

操 作 に 付 し 、

Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 の 生 成 物 を 電 気 泳 動 に 付 し て 、 増 幅 産 物 の 有 無 を 確 認 す る こ と を 含 む 、

イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る イ ヌ 流 産 菌 を 検 出 す る 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

イ ヌ 精 液 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、

抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 配 列 表 の 配 列 番 号 3に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 表

の 配 列 番 号 4に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 用 い て PCR法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 増 幅

操 作 に 付 し 、

Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 の 生 成 物 を 電 気 泳 動 に 付 し て 、 増 幅 産 物 の 有 無 を 確 認 す る こ と を 含 む 、

イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る レ プ ト ス ピ ラ 菌 を 検 出 す る 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

イ ヌ 精 液 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、

抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 配 列 表 の 配 列 番 号 1に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 表

の 配 列 番 号 2に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー の セ ッ ト 、 並 び に 配 列 表 の 配 列 番 号 3に 示

す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 表 の 配 列 番 号 4に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ

マ ー の セ ッ ト を 用 い て PCR法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 に 付 し 、

Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 の 生 成 物 を 電 気 泳 動 に 付 し て 、 増 幅 産 物 の 有 無 を 確 認 す る こ と を 含 む 、

イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る イ ヌ 流 産 菌 お よ び レ プ ト ス ピ ラ 菌 を 検 出 す る 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

イ ヌ 精 液 が 、 凍 結 保 存 液 を 用 い て 凍 結 保 存 し た イ ヌ 精 液 で あ り 、 凍 結 保 存 液 の 凍 結 保 存 成

分 を 除 去 し た 後 に Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 を 行 う 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

凍 結 保 存 液 の 凍 結 保 存 成 分 が グ ル コ ー ス で あ り 、 凍 結 保 存 液 を 緩 衝 液 で 希 釈 し 、 希 釈 物 か

ら 固 形 成 分 を 分 離 し 、 分 離 し た 固 形 成 分 を Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 に 供 す る 、 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る イ ヌ 流 産 菌 を 検 出 す る た め の PCR法 に 用 い る 、 配 列 表 の 配 列 番 号 1に

示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 表 の 配 列 番 号 2に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ

イ マ ー の セ ッ ト 。

【 請 求 項 ７ 】

イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る レ プ ト ス ピ ラ 菌 を 検 出 す る た め の PCR法 に 用 い る 、 配 列 表 の 配 列 番

号 3に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 表 の 配 列 番 号 4に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る

プ ラ イ マ ー の セ ッ ト 。

【 請 求 項 ８ 】

請 求 項 6に 記 載 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 含 む 、 イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る イ ヌ 流 産 菌 検 出 用 キ ッ

ト 。

【 請 求 項 ９ 】

請 求 項 7に 記 載 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 含 む 、 イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る レ プ ト ス ピ ラ 菌 の 検 出

用 キ ッ ト 。

【 請 求 項 １ ０ 】

請 求 項 6に 記 載 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト お よ び 請 求 項 7に 記 載 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 含 む 、 イ ヌ

精 液 中 に 含 ま れ る イ ヌ 流 産 菌 お よ び レ プ ト ス ピ ラ 菌 検 出 用 キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 イ ヌ 流 産 菌 お よ び レ プ ト ス ピ ラ 菌 の 検 出 方 法 お よ び そ れ に 用 い る プ ラ イ マ ー
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セ ッ ト に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ブ ル セ ラ ・ カ ニ ス (Brucella canis)は 人 獣 共 通 感 染 症 の 一 つ で あ る ブ ル セ ラ 症 の 原 因 菌

で 、 ヒ ト で は 波 状 熱 、 イ ヌ で は 流 産 を 引 き 起 こ す 。 細 胞 内 寄 生 菌 で あ り 、 そ の 細 胞 内 増 殖

能 と 病 原 性 に は 密 接 な 関 係 が あ る と 考 え ら れ て い る 。 我 が 国 で は 、 家 畜 に お け る ブ ル セ ラ

症 は 家 畜 伝 染 病 と し て 防 疫 対 策 を 実 施 し て い る た め 、 感 染 家 畜 は 全 て 淘 汰 さ れ て い る 。 し

か し な が ら 、 イ ヌ に お け る 対 策 は 立 ち 後 れ て お り 、 散 発 的 な 感 染 事 例 が 報 告 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 ブ ル セ ラ 症 原 因 菌 は イ ヌ に 流 産 を 起 こ す こ と か ら イ ヌ 流 産 菌 と も 呼 ば れ て い る 。 妊 娠 イ

ヌ で は 、 妊 娠 40～ 60日 の 間 に 自 己 融 解 を 起 こ し た 胎 児 を 流 産 し 、 そ れ 以 外 に 症 状 が 認 め ら

れ な い の が ほ と ん ど で あ る 。 雄 で は 、 精 巣 上 体 お よ び 前 立 腺 の 炎 症 を 伴 う 腫 大 と 精 巣 の 萎

縮 を 示 す 。 ヒ ト が こ の 病 気 に か か る と 、 38～ 40℃ の 発 熱 を 繰 り 返 す 「 波 状 熱 」 を 特 徴 と す

る 。 そ の 他 、 頭 痛 、 筋 肉 痛 、 関 節 痛 の 出 現 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 お よ び 脾 臓 の 腫 大 、 ま た 慢 性

例 で は 、 精 神 症 状 や 肺 に 結 核 に 似 た レ ン ト ゲ ン 像 を 示 す こ と が あ る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 イ ヌ 流 産 菌 は 、 イ ヌ の 精 液 中 に 本 菌 が 混 入 す る こ と が 示 唆 さ れ て お り 、 イ ヌ の 繁 殖 時 に

問 題 と な っ て い る 。 例 え ば 、 盲 導 犬 の 安 定 的 ・ 効 率 的 な 繁 殖 お よ び 供 給 に 関 す る 研 究 が 推

進 さ れ て お り 、 そ の 一 つ の 方 法 と し て イ ヌ の 人 工 繁 殖 に つ い て も 検 討 さ れ て い る 。 そ の 際

、 イ ヌ の 精 液 中 へ の イ ヌ 流 産 菌 の 混 入 は 、 大 き な 問 題 で あ る 。 (非 特 許 文 献 1お よ び 2)

【 非 特 許 文 献 １ 】 動 物 の 感 染 症 （ 清 水 悠 紀 臣 ら 編 集 ） 、 「 犬 の ブ ル セ ラ 病 」 、 321-323頁

、 近 代 出 版 。

【 非 特 許 文 献 ２ 】 度 会 雅 久 著 、 「 ブ ル セ ラ 属 菌 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 内 侵 入 お よ び 増 殖 機 構 」

、 日 本 細 菌 学 雑 誌 、 59巻 、 465-471頁 、 2004年 。

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 イ ヌ 流 産 菌 は 精 液 中 に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い た が 、 本 菌 を 人 工 培 地 に よ る 分 離 培 養

に よ っ て の み そ の 存 在 が 確 認 さ れ て い た 。 こ れ に は 非 常 に 長 い 時 間 が 必 要 で あ り 、 熟 練 し

た 技 術 が 必 要 と さ れ 、 よ り 簡 便 な 検 出 法 が 必 要 と さ れ て い た 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 ま た 、 イ ヌ の 繁 殖 障 害 を 引 き 起 こ す 感 染 症 と し て 、 イ ヌ 流 産 菌 以 外 に レ プ ト ス ピ ラ 症 が

あ る 。 イ ヌ の レ プ ト ス ピ ラ 症 は 重 症 例 に お い て 急 性 肝 炎 あ る い は 急 性 腎 炎 を 引 き 起 こ す こ

と が 知 ら れ て い る 。 急 性 期 に 胎 仔 が 感 染 す る と 流 産 を 引 き 起 こ す 場 合 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 レ プ ト ス ピ ラ 症 は 、 レ プ ト ス ピ ラ 菌 (Leptospira)が 原 因 菌 で あ り 、 イ ヌ の 精 液 中 に 本 菌

が 混 入 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 レ プ ト ス ピ ラ 菌 も イ ヌ 流 産 菌 と 同 様 に 、 本 菌 を 人 工 培

地 に よ る 分 離 培 養 に よ っ て の み そ の 存 在 が 確 認 さ れ て い た 。 こ れ に は 非 常 に 長 い 時 間 が 必

要 で あ り 、 熟 練 し た 技 術 が 必 要 と さ れ 、 よ り 簡 便 な 検 出 法 が 必 要 と さ れ て い た 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 そ こ で 、 本 発 明 は 、 イ ヌ の 精 液 中 に 存 在 す る イ ヌ 流 産 菌 (B. canis)お よ び レ プ ト ス ピ ラ

菌 (Leptospira)を 、 独 立 ま た は 同 時 に 、 簡 便 か つ 短 時 間 に 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る こ と を

目 的 と す る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 そ こ で 本 発 明 者 ら は 、 菌 の 分 離 培 養 を 行 っ て 目 的 と す る 菌 を 検 出 す る の で は な く 、 精 液

か ら D N Aを 抽 出 し 、 菌 の D N Aを 検 出 す る こ と に よ っ て 菌 の 存 在 を 証 明 す る こ と を 検 討 し た 。

そ の 結 果 、 特 定 の 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い る PCR法 に よ り 、 イ ヌ 流 産 菌 (B. c

anis)お よ び レ プ ト ス ピ ラ 菌 (Leptospira)を 、 独 立 ま た は 同 時 に 、 検 出 す る こ と が で き る

こ と を 見 い だ し 、 本 発 明 を 完 成 し た 。

【 ０ ０ １ ０ 】
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　 ま た 、 前 述 の よ う に 、 イ ヌ 、 特 に 、 盲 導 犬 の 人 工 繁 殖 を 行 っ て い る が 、 そ の 際 、 凍 結 保

存 し た イ ヌ 精 液 を 用 い る こ と が あ る 。 そ こ で 、 凍 結 保 存 し た イ ヌ 精 液 に つ い て も 、 同 様 に

、 イ ヌ 流 産 菌 (B. canis)お よ び レ プ ト ス ピ ラ 菌 (Leptospira)を 、 独 立 ま た は 同 時 に 、 検 出

す る こ と が で き る 方 法 が 必 要 で あ り 、 本 発 明 は こ の 方 法 を 提 供 す る こ と も 目 的 と す る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 そ し て 、 凍 結 保 存 し た イ ヌ 精 液 に つ い て も 、 特 定 の 精 製 工 程 を 経 る こ と で 、 前 述 の 方 法

と 同 様 の 、 特 定 の 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い る PCR法 に よ り 、 イ ヌ 流 産 菌 (B. c

anis)お よ び レ プ ト ス ピ ラ 菌 (Leptospira)を 、 独 立 ま た は 同 時 に 、 検 出 す る こ と が で き る

こ と を 見 い だ し 、 本 発 明 を 完 成 し た 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 は 、 以 下 の 通 り で あ る 。

[請 求 項 1]イ ヌ 精 液 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、

抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 配 列 表 の 配 列 番 号 1に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 表

の 配 列 番 号 2に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 用 い て PCR法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 増 幅

操 作 に 付 し 、

Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 の 生 成 物 を 電 気 泳 動 に 付 し て 、 増 幅 産 物 の 有 無 を 確 認 す る こ と を 含 む 、

イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る イ ヌ 流 産 菌 を 検 出 す る 方 法 。

[請 求 項 2]イ ヌ 精 液 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、

抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 配 列 表 の 配 列 番 号 3に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 表

の 配 列 番 号 4に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 用 い て PCR法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 増 幅

操 作 に 付 し 、

Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 の 生 成 物 を 電 気 泳 動 に 付 し て 、 増 幅 産 物 の 有 無 を 確 認 す る こ と を 含 む 、

イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る レ プ ト ス ピ ラ 菌 を 検 出 す る 方 法 。

[請 求 項 3]イ ヌ 精 液 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、

抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 配 列 表 の 配 列 番 号 1に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 表

の 配 列 番 号 2に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー の セ ッ ト 、 並 び に 配 列 表 の 配 列 番 号 3に 示

す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 表 の 配 列 番 号 4に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ

マ ー の セ ッ ト を 用 い て PCR法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 に 付 し 、

Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 の 生 成 物 を 電 気 泳 動 に 付 し て 、 増 幅 産 物 の 有 無 を 確 認 す る こ と を 含 む 、

イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る イ ヌ 流 産 菌 お よ び レ プ ト ス ピ ラ 菌 を 検 出 す る 方 法 。

[請 求 項 4]イ ヌ 精 液 が 、 凍 結 保 存 液 を 用 い て 凍 結 保 存 し た イ ヌ 精 液 で あ り 、 凍 結 保 存 液 の

凍 結 保 存 成 分 を 除 去 し た 後 に Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 を 行 う 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。

[請 求 項 5]凍 結 保 存 液 の 凍 結 保 存 成 分 が グ ル コ ー ス で あ り 、 凍 結 保 存 液 を 緩 衝 液 で 希 釈 し

、 希 釈 物 か ら 固 形 成 分 を 分 離 し 、 分 離 し た 固 形 成 分 を Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 に 供 す る 、 請 求 項 4に 記

載 の 方 法 。

[請 求 項 6]イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る イ ヌ 流 産 菌 を 検 出 す る た め の PCR法 に 用 い る 、 配 列 表 の 配

列 番 号 1に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 表 の 配 列 番 号 2に 示 す 塩 基 配 列 を 有

す る プ ラ イ マ ー の セ ッ ト 。

[請 求 項 7]イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る レ プ ト ス ピ ラ 菌 を 検 出 す る た め の PCR法 に 用 い る 、 配 列 表

の 配 列 番 号 3に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 表 の 配 列 番 号 4に 示 す 塩 基 配 列

を 有 す る プ ラ イ マ ー の セ ッ ト 。

[請 求 項 8]請 求 項 6に 記 載 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 含 む 、 イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る イ ヌ 流 産 菌 検

出 用 キ ッ ト 。

[請 求 項 9]請 求 項 7に 記 載 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 含 む 、 イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る レ プ ト ス ピ ラ

菌 の 検 出 用 キ ッ ト 。

[請 求 項 10]請 求 項 6に 記 載 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト お よ び 請 求 項 7に 記 載 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を

含 む 、 イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る イ ヌ 流 産 菌 お よ び レ プ ト ス ピ ラ 菌 検 出 用 キ ッ ト 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ３ 】
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　 本 発 明 に よ れ ば 、 イ ヌ の 精 液 中 に 存 在 す る イ ヌ 流 産 菌 (B. canis)お よ び レ プ ト ス ピ ラ 菌

(Leptospira)を 、 独 立 ま た は 同 時 に 、 簡 便 か つ 短 時 間 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 ４ 】

[イ ヌ 流 産 菌 検 出 法 ]

　 本 発 明 の 大 の 態 様 は 、 イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る イ ヌ 流 産 菌 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。 こ の

方 法 は 、

(B-1)イ ヌ 精 液 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、

(B-2)抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 配 列 表 の 配 列 番 号 1に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 配

列 表 の 配 列 番 号 2に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 用 い て PCR法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ

増 幅 操 作 に 付 し 、

(B-3)Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 の 生 成 物 を 電 気 泳 動 に 付 し て 、 増 幅 産 物 の 有 無 を 確 認 す る こ と を 含

む 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 (B-1)に お け る イ ヌ 精 液 か ら の Ｄ Ｎ Ａ の 抽 出 は 、 市 販 の Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 キ ッ ト 、 例 え ば 、 キ

ア ゲ ン 社 か ら 販 売 さ れ て い る D N A purification Kitを 用 い る こ と が で き る 。 イ ヌ 精 液 を キ

ッ ト に 含 ま れ る 緩 衝 液 と 混 合 し て D N A精 製 用 の カ ラ ム を 用 い て 精 製 す る こ と で 、 Ｄ Ｎ Ａ 抽

出 を 行 う こ と が で き る 。 こ の 操 作 は 、 キ ッ ト に 同 封 さ れ て い る プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 う

こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 イ ヌ 精 液 が 、 凍 結 保 存 液 を 用 い て 凍 結 保 存 し た イ ヌ 精 液 で あ る 場 合 に

も 実 施 で き る 。 但 し 、 精 液 保 存 液 を 用 い て 凍 結 保 存 し た イ ヌ 精 液 か ら の D N Aの 抽 出 は 、 精

液 の み の 場 合 と 同 様 の 方 法 で は う ま く で き な か っ た 。 こ れ は 、 凍 結 保 存 液 に は 、 凍 結 保 存

成 分 が 含 ま れ て お り 、 D N A抽 出 を 阻 害 し て い る た め と も 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 凍 結 保 存 液

に は 、 凍 結 保 存 成 分 と し て 、 グ ル コ ー ス が 含 ま れ る こ と が あ る 。 本 発 明 者 ら が 検 討 し た 結

果 、 凍 結 保 存 液 を 緩 衝 液 で 希 釈 し 、 希 釈 物 か ら 固 形 成 分 を 分 離 し 、 分 離 し た 固 形 成 分 を Ｄ

Ｎ Ａ 抽 出 に 供 す る こ と で 、 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 を 良 好 に 実 施 す る こ と が で き た 。 具 体 的 に は 、 凍 結

保 存 精 液 を 融 解 し 、 リ ン 酸 緩 衝 液 を 用 い て １ ０ 倍 に 希 釈 し 、 8000回 転 、 10分 間 遠 心 分 離 す

る こ と に よ っ て 得 ら れ る 沈 差 を 回 収 し 、 凍 結 保 存 液 を 取 り 除 く こ と で 、 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 を 良 好

に 実 施 す る こ と が で き た 。 得 ら れ た 沈 差 は 、 キ ッ ト に 含 ま れ る 緩 衝 液 と 混 合 し て D N A精 製

用 の カ ラ ム を 用 い て 精 製 す る こ と で 、 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 を 行 う こ と が で き る 。 尚 、 リ ン 酸 緩 衝 液

を 用 い た 希 釈 の 倍 率 や 、 遠 心 分 離 の 条 件 は 、 適 宜 変 更 す る こ と は で き る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 (B-2)に お け る PCR法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 に は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 1に 示 す 塩 基 配 列 を

有 す る プ ラ イ マ ー B2Fお よ び 配 列 表 の 配 列 番 号 2に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー B2Rの

セ ッ ト を 用 い る 。

B2F: 5'-TCA TG A A A A CCG CTT CCC CCA GC-3'(配 列 番 号 1)

B2R: 5'-CCG TTG TCA TG A TCT GTG TCC CT-3'(配 列 番 号 2)

【 ０ ０ １ ８ 】

　 こ の B2Fお よ び B2Rの プ ラ イ マ ー セ ッ ト は 、 イ ヌ 流 産 菌 (B. canis)の virB2遺 伝 子 の 特 定

の 配 列 を 増 幅 す る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 具 体 的 に は 、 こ れ ら の プ ラ イ マ ー セ ッ ト は 、 B.

 abortus の 1607-1629お よ び 1927-1939 (NCBI Enterez Genome website; access number

 AF226278 (http://w w w.ncbi.nlm.nih.gov/entrez.viewer))の 配 列 に 相 当 し 、 PCR産 物 の

予 想 さ れ る サ イ ズ は 332 bpで あ る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 上 述 の よ う に B. abortus の 遺 伝 子 情 報 は 全 て 分 か っ て い る 。 し か し 、 B. canisの 遺 伝

子 情 報 は ほ と ん ど 不 明 で あ る 。 本 発 明 者 ら は 、 ブ ル セ ラ 属 菌 は 何 れ も 遺 伝 子 配 列 が 似 て い

る と 考 え 、 B. abortus の 遺 伝 子 情 報 を も と に B. canisの 遺 伝 子 を 増 幅 で き る か ど う か 検

討 し た 。 具 体 的 に は 、 ブ ル セ ラ 属 菌 に 特 有 な 遺 伝 子 と し て virB1～ virB12ま で の １ ２ の 遺

伝 子 が あ る こ と が す で に 明 ら か と な っ て い た の で 、 B. abortus の 遺 伝 子 情 報 を も と に 各
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遺 伝 子 に つ い て １ セ ッ ト （ 計 １ ２ セ ッ ト ） の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 作 成 し 、 PCRを 行 っ た 。

さ ら に 、 virB2遺 伝 子 に 関 し て は ３ セ ッ ト の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 作 成 し 、 PCRを 行 っ た 。 そ

の 結 果 、 増 幅 し や す い 遺 伝 子 と 増 幅 し 難 い 遺 伝 子 が あ る こ と が 分 か っ た 。 さ ら に 詳 し く 解

析 し た と こ ろ 、 上 記 配 列 番 号 １ お よ び ２ の プ ラ イ マ ー セ ッ ト が 、 一 般 的 な PCRの 反 応 条 件

で 最 も 増 幅 し や す い こ と が 判 明 し た 。 特 に PCRを 阻 害 す る 様 な 物 質 が 試 料 中 に 入 っ て い る

場 合 （ 精 液 の 凍 結 保 存 液 な ど ） は こ の プ ラ イ マ ー セ ッ ト が 最 も 検 出 し や す い と い う 結 果 で

あ っ た 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 の 方 法 で は 、 上 記 2種 類 の プ ラ イ マ ー は 、 そ れ ぞ れ 上 記 で 示 し た 全 配 列 を 有 す る

こ と が 、 検 体 中 に イ ヌ 流 産 菌 が 存 在 し 、 virB2遺 伝 子 が 存 在 す る 場 合 、 virB2遺 伝 子 を 確 実

に 増 幅 す る と い う 観 点 か ら 好 ま し い 。 但 し 、 各 プ ラ イ マ ー と も そ の 一 部 の 塩 基 を 欠 失 ま た

は 置 換 し た も の 、 あ る い は 、 他 の 塩 基 が 付 加 さ れ た も の で も 、 同 様 の プ ラ イ マ ー と し て の

機 能 を 発 揮 す る も の は あ り 得 る 。 即 ち 、 配 列 番 号 1～ 2の い ず れ か の 塩 基 配 列 に お い て １ か

ら 数 個 の 塩 基 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 又 は 付 加 を 有 す る 塩 基 配 列 を 有 し 、 か つ virB2遺 伝 子 の 1

629お よ び 1927の 範 囲 を 含 む 塩 基 配 列 を PCR法 に よ っ て 増 幅 す る こ と が で き る プ ラ イ マ ー

機 能 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト の 一 部 ま た は 全 部 の Ｄ Ｎ Ａ と し て 含 む プ ラ イ マ

ー セ ッ ト も 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 で き る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ の PCR法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 は 、 常 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え

ば 、 PCR法 の 条 件 は 、 95℃ 、 1分 、 52℃ 、 2.5分 、 72℃ 、 1分 を 40サ イ ク ル に 設 定 す る こ と が

で き る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 (B-3)に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 の 生 成 物 を 電 気 泳 動 に 付 し て 、 増 幅 産 物 の 有 無 を 確 認

す る 。 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 の 生 成 物 の 電 気 泳 動 は 常 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 0.5

μ g の エ ジ チ ウ ム ブ ロ マ イ ド を 含 む 1.5 % (w/v)ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い て 電 気 泳 動 を 行 い

、 U V照 射 器 で 可 視 化 し て 、 写 真 撮 影 し 、 写 真 か ら 増 幅 産 物 の 有 無 を 確 認 す る こ と が で き る

。 約 332 bpの バ ン ド が あ っ た 場 合 、 検 体 は 陽 性 で あ る 、 と 判 断 で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 後 述 す る 実 施 例 で 示 す よ う に 、 実 施 例 に 示 す 条 件 で は 、 検 体 中 に 、 菌 体 が 10
3
以 上 含 ま

れ て い れ ば 、 ほ ぼ 確 実 に 検 出 す る こ と が で き る 。 但 し 、 こ の 検 出 限 界 は 、 PCR法 の 条 件 を

変 え る こ と で 、 変 化 し 得 る 。 例 え ば 、 PCR法 の サ イ ク ル 数 を 増 加 、 高 活 性 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ

ラ ー ゼ の 使 用 等 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

[レ プ ト ス ピ ラ 菌 検 出 方 法 ]

　 本 発 明 の 第 2の 態 様 は 、 イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る レ プ ト ス ピ ラ 菌 を 検 出 す る 方 法 で あ る 。

こ の 方 法 は 、

(R-1)イ ヌ 精 液 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、

(R-2)抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 配 列 表 の 配 列 番 号 3に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 配

列 表 の 配 列 番 号 4に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 用 い て PCR法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ

増 幅 操 作 に 付 し 、

(R-3)Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 の 生 成 物 を 電 気 泳 動 に 付 し て 、 増 幅 産 物 の 有 無 を 確 認 す る こ と を 含

む 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 (R-1)は 、 イ ヌ 精 液 が 、 凍 結 保 存 液 を 用 い て 凍 結 保 存 し た イ ヌ 精 液 で あ る 場 合 も 含 め て

、 (B-1)と 同 様 に 実 施 で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 (R-2)で は 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と し て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 3に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ

イ マ ー Lep1お よ び 配 列 表 の 配 列 番 号 4に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー Lep2の セ ッ ト を

用 い る 。

Lep1: 5'-TG G A G G A AC ACC A GT G GC G A A G GC-3'(配 列 番 号 3)
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Lep2:5'-CAC ATG CTC CAC CGC TTG TGC G G A-3'(配 列 番 号 4)

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 こ の Lep1お よ び Lep2の プ ラ イ マ ー セ ッ ト は 、 レ プ ト ス ピ ラ 菌 (L. interrogans)の ク ロ モ

ソ ー ム 遺 伝 子 の 特 定 の 配 列 を 増 幅 す る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 具 体 的 に は 、 こ れ ら の プ ラ

イ マ ー セ ッ ト は 、 レ プ ト ス ピ ラ 菌 (L. interrogans)の 551-574お よ び 771-794(NCBI Entere

z Genome website; access number M71241 (http://w w w.ncbi.nlm.nih.gov/entrez.viewe

r))の 配 列 に 相 当 し 、 PCR産 物 の 予 想 さ れ る サ イ ズ は 243bpで あ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 レ プ ト ス ピ ラ 菌 は 多 数 の 血 清 型 が 存 在 し 、 こ れ ら 異 な る 血 清 型 間 で ど の 程 度 塩 基 配 列 が

異 な っ て い る か 不 明 で あ る 。 し か し 、 ど の 血 清 型 に も 共 通 し て 認 め ら れ 、 か つ レ プ ト ス ピ

ラ 菌 に 特 異 的 な 遺 伝 子 と し て 16S rRN A遺 伝 子 が 知 ら れ て い る 。 そ こ で 、 こ の 遺 伝 子 情 報 を

基 に プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 設 計 し た 。 こ の 時 、 上 記 ブ ル セ ラ 菌 の 遺 伝 子 と 同 時 に 検 出 で き る

サ イ ズ で 増 幅 効 率 の 最 も 良 い プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 検 討 す る た め に 、 ブ ル セ ラ 菌 の 場 合 と 同

様 の 実 験 を 行 い ま し た 。 即 ち 、 ３ 種 類 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 意 し 、 PCRに よ る 増 幅 産 物 や

効 率 に つ い て 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 配 列 番 号 ３ お よ び ４ に 示 し た プ ラ イ マ ー セ ッ ト が 、 ブ

ル セ ラ 菌 の 遺 伝 子 と 同 時 に 検 出 で き る サ イ ズ で 増 幅 効 率 の 最 も 良 い プ ラ イ マ ー セ ッ ト で あ

っ た 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 発 明 の 方 法 で は 、 上 記 2種 類 の プ ラ イ マ ー は 、 そ れ ぞ れ 上 記 で 示 し た 全 配 列 を 有 す る

こ と が 、 検 体 中 に レ プ ト ス ピ ラ 菌 (L. interrogans)が 存 在 し 、 そ の ク ロ モ ソ ー ム 遺 伝 子 が

存 在 す る 場 合 、 ク ロ モ ソ ー ム 遺 伝 子 を 確 実 に 増 幅 す る と い う 観 点 か ら 好 ま し い 。 但 し 、 各

プ ラ イ マ ー と も そ の 一 部 の 塩 基 を 欠 失 ま た は 置 換 し た も の 、 あ る い は 、 他 の 塩 基 が 付 加 さ

れ た も の で も 、 同 様 の プ ラ イ マ ー と し て の 機 能 を 発 揮 す る も の は あ り 得 る 。 即 ち 、 配 列 番

号 3～ 4の い ず れ か の 塩 基 配 列 に お い て １ か ら 数 個 の 塩 基 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 又 は 付 加 を 有

す る 塩 基 配 列 を 有 し 、 か つ ク ロ モ ソ ー ム 遺 伝 子 の 574お よ び 771の 範 囲 を 含 む 塩 基 配 列 を PC

R法 に よ っ て 増 幅 す る こ と が で き る プ ラ イ マ ー 機 能 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト

の 一 部 ま た は 全 部 の Ｄ Ｎ Ａ と し て 含 む プ ラ イ マ ー セ ッ ト も 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 で き る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 (R-2)に お け る PCR法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 、 お よ び (R-3)に お け る Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 の 生

成 物 の 電 気 泳 動 お よ び 増 幅 産 物 の 有 無 を 確 認 は 、 (B-2)お よ び (B-3)と 同 様 に 実 施 で き る 。

但 し 、 約 243 bpの バ ン ド が あ っ た 場 合 、 検 体 は 陽 性 で あ る 、 と 判 断 で き る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

[イ ヌ 流 産 菌 お よ び レ プ ト ス ピ ラ 菌 の 検 出 方 法 ]

　 本 発 明 の 第 3の 態 様 は 、 イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る イ ヌ 流 産 菌 お よ び レ プ ト ス ピ ラ 菌 を 同 時

に 検 出 す る 方 法 も 包 含 す る 。 こ の 方 法 は 、

(BL-1)イ ヌ 精 液 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、

(BL-2)抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 配 列 表 の 配 列 番 号 1に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び

配 列 表 の 配 列 番 号 2に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー の セ ッ ト 、 並 び に 配 列 表 の 配 列 番

号 3に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 表 の 配 列 番 号 4に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る

プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 用 い て PCR法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 に 付 し 、

(BL-3)Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 の 生 成 物 を 電 気 泳 動 に 付 し て 、 増 幅 産 物 の 有 無 を 確 認 す る こ と を 含

む 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 こ の 方 法 は 、 (BL-2)に お い て 、 イ ヌ 流 産 菌 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と レ プ ト ス ピ ラ 菌 用 プ ラ

イ マ ー セ ッ ト と を 一 緒 に 用 い て PCR法 の よ る Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 操 作 を 行 う 以 外 、 本 発 明 の 第 1の 態

様 お よ び 本 発 明 の 第 2の 態 様 と 同 様 に 実 施 で き る 。 前 述 の よ う に イ ヌ 流 産 菌 用 プ ラ イ マ ー

セ ッ ト に よ り 得 ら れ る 増 幅 産 物 は 、 約 332bpで あ る の に 対 し て 、 レ プ ト ス ピ ラ 菌 用 プ ラ イ

マ ー セ ッ ト に よ り 得 ら れ る 増 幅 産 物 は 、 約 243 bpで あ り 、 電 気 泳 動 に よ り 得 ら れ る バ ン ド

は 区 別 で き 、 い ず れ か 一 方 の 菌 に つ い て 陽 性 で あ る 場 合 も 、 両 方 の 菌 に つ い て 陽 性 で あ る

場 合 も 、 検 出 可 能 で あ る 。
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【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 発 明 は 、 イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る イ ヌ 流 産 菌 を 検 出 す る た め の PCR法 に 用 い る 、 配 列 表

の 配 列 番 号 1に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 表 の 配 列 番 号 2に 示 す 塩 基 配 列

を 有 す る プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 包 含 す る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー に つ い て は 、 本 発 明 の 第 1

の 態 様 に お い て 説 明 し た 通 り で あ る 。 本 発 明 の イ ヌ 流 産 菌 検 出 用 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト は 、

配 列 番 号 1～ 2の い ず れ か の 塩 基 配 列 に お い て １ か ら 数 個 の 塩 基 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 又 は 付

加 を 有 す る 塩 基 配 列 を 有 し 、 か つ virB2遺 伝 子 の 1629お よ び 1927の 範 囲 を 含 む 塩 基 配 列 を

PCR法 に よ っ て 増 幅 す る こ と が で き る プ ラ イ マ ー 機 能 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 プ ラ イ マ ー セ ッ

ト の 一 部 ま た は 全 部 の Ｄ Ｎ Ａ と し て 含 む プ ラ イ マ ー セ ッ ト で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 さ ら に 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の イ ヌ 流 産 菌 検 出 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 含 む 、 イ ヌ 精 液 中

に 含 ま れ る イ ヌ 流 産 菌 検 出 用 キ ッ ト を 包 含 す る 。 イ ヌ 流 産 菌 検 出 用 キ ッ ト に は 、

(1)イ ヌ 流 産 菌 検 出 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト

(2)陽 性 対 照 と し て 用 い る イ ヌ 流 産 菌 D N A

(3)陰 性 対 照 と し て 用 い る 菌 を 含 ま な い 凍 結 イ ヌ 精 液

が 含 ま れ 、 こ れ ら 以 外 は 、 通 常 の PCR用 の キ ッ ト と 同 様 で あ る 。

通 常 の PCR用 の キ ッ ト に は 、

(4)10 x reaction buffer、

(5)Taq ポ リ メ ラ ー ゼ 、

(6)4種 類 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド ト リ フ ォ ス フ ェ イ ト が 含 ま れ る 。

(7)説 明 書

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 本 発 明 は 、 イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る レ プ ト ス ピ ラ 菌 を 検 出 す る た め の PCR法 に 用 い る 、 配

列 表 の 配 列 番 号 3に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 表 の 配 列 番 号 4に 示 す 塩 基

配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 包 含 す る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー に つ い て は 、 本 発 明 の

第 2の 態 様 に お い て 説 明 し た 通 り で あ る 。 本 発 明 の レ プ ト ス ピ ラ 菌 検 出 用 プ ラ イ マ ー セ ッ

ト は 、 配 列 番 号 3～ 4の い ず れ か の 塩 基 配 列 に お い て １ か ら 数 個 の 塩 基 の 欠 失 、 置 換 及 び ／

又 は 付 加 を 有 す る 塩 基 配 列 を 有 し 、 か つ ク ロ モ ソ ー ム 遺 伝 子 の 574お よ び 771の 範 囲 を 含 む

塩 基 配 列 を PCR法 に よ っ て 増 幅 す る こ と が で き る プ ラ イ マ ー 機 能 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 プ ラ

イ マ ー セ ッ ト の 一 部 ま た は 全 部 の Ｄ Ｎ Ａ と し て 含 む プ ラ イ マ ー セ ッ ト で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の レ プ ト ス ピ ラ 菌 検 出 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 含 む 、 イ ヌ 精 液 中 に

含 ま れ る レ プ ト ス ピ ラ 菌 検 出 用 キ ッ ト を 包 含 す る 。

レ プ ト ス ピ ラ 菌 検 出 用 キ ッ ト に は 、

(1)レ プ ト ス ピ ラ 菌 検 出 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト

(2)陽 性 対 照 と し て 用 い る レ プ ト ス ピ ラ 菌 D N Aお よ び

(3)陰 性 対 照 と し て 用 い る 菌 を 含 ま な い 凍 結 イ ヌ 精 液

が 含 ま れ 、 そ れ 以 外 は 、 上 記 以 外 は イ ヌ 流 産 菌 検 出 用 キ ッ ト と 同 様 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 さ ら に 本 発 明 は 、 本 発 明 の イ ヌ 流 産 菌 検 出 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト お よ び レ プ ト ス ピ ラ 菌 検

出 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 含 む 、 イ ヌ 精 液 中 に 含 ま れ る イ ヌ 流 産 菌 お よ び レ プ ト ス ピ ラ 菌 検

出 用 キ ッ ト を 包 含 す る 。

　 イ ヌ 流 産 菌 お よ び レ プ ト ス ピ ラ 菌 検 出 用 キ ッ ト に は 、 上 記 イ ヌ 流 産 菌 検 出 用 キ ッ ト お よ

び レ プ ト ス ピ ラ 菌 検 出 用 キ ッ ト に 含 ま れ る 試 薬 等 が 適 宜 含 ま れ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り さ ら に 説 明 す る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

試 験 方 法

接 種 精 液 か ら の B r u c e l l a  ま た は  L e p t o s p i r a - D N Aの 精 製
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　 PCR法 の 感 度 を 決 定 す る た め に 、 B. canis お よ び L. interrogans を PBSで 希 釈 し 、 Bruc

ella ま た は Leptospira を 含 ま な い イ ヌ 精 液 に 加 え た 。 精 液 中 の B. canis CFUを 決 定 す る

た め 、 等 量 の サ ン プ ル を Brucella プ レ ー ト に 配 置 し 、 37 ℃ で 48時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し

た 。 L. interrogansを 既 報 の 方 法 (Savio M. L. et. al. 1993)に よ り 顕 微 鏡 的 に カ ウ ン ト

し た 。 100μ lの 精 液 中 の B. canis ま た は L. interrogans の 最 終 濃 度 を 1 x 10
6
, 1 x 10

5

, 1 x 10
4
, 2 x 10

3
, 3 x 10

2
 お よ び 2 x 10

1  
CFU ま た は 1 x 10

6
, 1 x 10

5
, 1 x 10

4
,

2 x 10
3
, 3 x 10

2
 お よ び 2 x 10

1
と し た 。 B. canis ま た は L. interrogans D N Aは 、 QIA G

EN 社 の D N A purification Kit を 用 い て 抽 出 し た 。 核 酸 は 、 さ ら に 、 最 終 200 μ l D N A量

を 、 0.6 容 量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 添 加 し て 沈 殿 さ せ 、 15,000 rpm で 15分 間 遠 心 分 離 し

た 。 D N Aペ レ ッ ト を 冷 エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し 、 真 空 下 で 乾 燥 し た 。 最 後 に 、 各 D N Aペ レ ッ ト を

20μ l TE緩 衝 液 (10 m M Tris-HCl; pH 7.5, お よ び 1 m M EDTA)に 溶 解 し た 。 5μ lを PCR増 幅

に 用 い た 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

接 種 凍 結 保 存 液 か ら の B r u c e l l a  D N Aの 精 製

　 PCR法 の 感 度 を 決 定 す る た め に 、 B. canisを 凍 結 保 存 液 、 0.2 M グ ル コ ー ス 含 有 Embryo

Transfer Water (ET W) (Sigma)で 希 釈 し た 。 保 存 液 中 の B. canis CFUを 決 定 す る た め 、 等

量 の サ ン プ ル を Brucella プ レ ー ト に 配 置 し 、 37 ℃ で 48時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 100

μ lの 凍 結 保 存 液 中 の B. canis の 最 終 濃 度 を 1 x 10
6
, 1 x 10

5
, 1 x 10

4
, 4 x 10

3
, 5 x

 10
2
 お よ び 4 x 10

1  
CFUと し た 。 B. canisを 収 集 す る た め に 、 サ ン プ ル を 900μ l の PBSを

添 加 し て 希 釈 し 、 か つ 8,000 rpm で 10分 間 遠 心 分 離 し て ペ レ ッ ト を 得 た 。 B. canis D N Aの

抽 出 は 、 上 記 と 同 様 に 行 っ た 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 D N A  増 幅 お よ び P C R産 物 の 検 出

　 D N Aサ ン プ ル お よ び プ ラ イ マ ー を TaKaRa Ex Taq (Takara Bio Inc., Japan) と 混 合 し 、

model iCycler T M Thermal cycler (Bio-Rad)を 用 い て 25μ lの 容 量 で 行 っ た 。 PCRの 最 適

感 度 を 得 る た め に 、 ア ニ ー リ ン グ 温 度 (50～ 60℃ )、 サ イ ク ル 数 (25～ 40)、 MgCl 2 濃 度 (0.5

～ 3.0 m M) お よ び プ ラ イ マ ー 濃 度 (0.4～ 2μ M)の 種 々 の 組 み 合 わ せ を 試 験 し た 。 そ の 結 果

、 以 下 の 条 件 を 選 択 し た 。 PCRは 、 全 容 量 25μ l中 で 、 2.5μ l の 10 x reaction buffer (

最 終 濃 度 1.5 m M MgCl 2 ), プ ラ イ マ ー (最 終 濃 度 1μ M), 4種 類 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド

ト リ フ ォ ス フ ェ イ ト 最 終 濃 度 そ れ ぞ れ 150 μ M、 お よ び 1.0 U の Taq ポ リ メ ラ ー ゼ (Takara

 Bio Inc., Japan)。 サ イ ク リ ン グ 条 件 は 、 95℃ で 5分 間 を 1 サ イ ク ル の 後 , 95℃ で 1分 間

、 52℃ で 2.5分 間 お よ び 72℃ で 1分 間 を 40サ イ ク ル 、 そ の 後 、 72℃ で 10分 間 の 最 終 イ ン キ ュ

ベ ー シ ョ ン と し た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル (B. canis ま た は L. interrogans の D N Aを

用 い た 反 応 ) お よ び ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル (B. canis ま た は L. interrogans 陰 性 精 液

フ ラ ク シ ョ ン ま た は 0.2 Mグ ル コ ー ス )を 含 む 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 増 幅 産 物 は 、 0.5 μ g の エ ジ チ ウ ム ブ ロ マ イ ド を 含 む 1.5 % (w/v)ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用

い て 電 気 泳 動 を 行 い 、 U V照 射 器 で 可 視 化 し て 、 写 真 撮 影 し た 。 約 332 bp ま た は 243bpの バ

ン ド が あ っ た 場 合 、 検 体 は 陽 性 で あ る 、 と 判 断 で き る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

実 施 例 １

(イ ヌ 流 産 菌 の 検 出 方 法 )

　 試 験 方 法 に 示 す 方 法 に よ り 、 イ ヌ 精 液 中 に 種 々 の 濃 度 の イ ヌ 流 産 菌 を 加 え 上 記 方 法 で D N

Aの 抽 出 を 行 っ た 後 、 PCR法 に よ り イ ヌ 流 産 菌 D N Aの 検 出 を 行 っ た 。 結 果 を 図 1に 示 す 。 (A)

は 精 液 、 (B)は 0.2Mグ ル コ ー ス を 含 む 精 液 、 (C)は 精 液 保 存 液 中 の 精 液 か ら そ れ ぞ れ D N Aを

分 離 し た 。 い ず れ も 試 料 中 に 10
3
以 上 の 菌 が 存 在 し た 場 合 、 そ の D N Aが 検 出 で き る こ と が 認

め ら れ る 。 精 液 を 凍 結 保 存 す る 場 合 、 0.2Mグ ル コ ー ス 等 を 緩 衝 剤 と し て 加 え る 場 合 が あ る

。 ま た 、 (C)で 用 い た 保 存 液 は ト リ ス 、 ク エ ン 酸 、 グ ル コ ー ス 、 卵 黄 、 グ リ セ ロ ー ル を 含

む 液 体 に 精 液 を 等 量 混 合 し た も の で あ る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】
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実 施 例 ２

(レ プ ト ス ピ ラ 菌 の 検 出 方 法 )

　 試 験 方 法 に 示 す 方 法 に よ り 、 イ ヌ 精 液 中 に 種 々 の 濃 度 の レ プ ト ス ピ ラ 菌 を 加 え 上 記 方 法

で D N Aの 抽 出 を 行 っ た 後 、 PCR法 に よ り レ プ ト ス ピ ラ 菌 D N Aの 検 出 を 行 っ た 。 結 果 を 図 2に 示

す 。 上 図 は 精 液 、 下 図 は 精 液 保 存 液 中 の 精 液 か ら そ れ ぞ れ D N Aを 分 離 し た 。 い ず れ も 試 料

中 に 10
3
以 上 の 菌 が 存 在 し た 場 合 、 そ の D N Aが 検 出 で き る こ と が 認 め ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

実 施 例 ３

　 試 験 方 法 に 示 す 方 法 に よ り 、 イ ヌ 流 産 菌 と レ プ ト ス ピ ラ 菌 を 同 時 に 検 出 し た 。 (Lep. D N

A)は レ プ ト ス ピ ラ の D N Aを テ ン ペ レ ー ト と し て 行 っ た 対 照 、 (Lep. Dir.)は 精 液 か ら D N A抽

出 後 レ プ ト ス ピ ラ の プ ラ イ マ ー の み を 用 い て PCRを 行 っ た 、 (B. canis)は イ ヌ 流 産 菌 の プ

ラ イ マ ー の み を 用 い た 場 合 、 (Multiplex)は 両 方 の プ ラ イ マ ー を 混 合 し て 同 時 に PCRを 行 っ

た 場 合 に 検 出 さ れ る バ ン ド を 示 し て い る 。 イ ヌ 流 産 菌 は 332bp、 レ プ ト ス ピ ラ は 243bpの 位

置 に バ ン ド が 検 出 さ れ 、 試 料 中 に 両 菌 が 存 在 し た 場 合 一 度 の PCRで 同 時 に 菌 の 検 出 が 可 能

で あ る こ と が 認 め ら れ た 。 検 出 感 度 は 実 施 例 １ と 同 様 に 10
3
以 上 の 菌 で 検 出 可 能 で あ っ た

。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 本 発 明 は 、 畜 産 業 の 分 野 に 利 用 可 能 で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ４ ７ 】

【 図 １ 】 実 施 例 1で 得 ら れ た 電 気 泳 動 写 真 。

【 図 ２ 】 実 施 例 2で 得 ら れ た 電 気 泳 動 写 真 。

【 図 ３ 】 実 施 例 3で 得 ら れ た 電 気 泳 動 写 真 。

【 図 １ 】
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 配 列 表 】
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