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(57)【要約】

【課題】イヌ流産菌(Brucella canis)に対する抗体と特

異的に結合する抗原、及びこの抗原と固着したラテック

スビーズ、抗原固着ラテックスビーズを用いるイヌ流産

菌の診断方法及び診断用キットを提供すること。

【解決手段】イヌ流産菌(Brucella canis)に対する抗体

と特異的に結合する抗原を製造する方法。イヌ流産菌を

培養し、培養したイヌ流産菌から前記抗原を抽出し、抽

出液に含まれる溶解成分を収集する。上記抗原をラテッ

クスビーズに固着した抗原固着ラテックスビーズ。抗原

固着ラテックスビーズと被験血清とを混合し、凝集像を

観察することを含む、イヌ流産菌の感染診断方法。抗原

固着ラテックスビーズを含むイヌ流産菌の感染診断用キ

ット。

【選択図】　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

イ ヌ 流 産 菌 (Brucella canis)に 対 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 を 製 造 す る 方 法 で あ っ

て 、

イ ヌ 流 産 菌 を 培 養 し 、

培 養 し た イ ヌ 流 産 菌 か ら 前 記 抗 原 を 抽 出 し 、

抽 出 液 に 含 ま れ る 溶 解 成 分 を 収 集 す る こ と で 、 前 記 抗 原 を 得 る 、 前 記 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

イ ヌ 流 産 菌 (Brucella canis)に 対 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 を ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ に

固 着 す る こ と を 含 む 、 抗 原 固 着 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

前 記 抗 原 が 、 分 子 量 が 10～ 30K Daの 範 囲 の 蛋 白 質 で あ る 請 求 項 1ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

イ ヌ 流 産 菌 (Brucella canis)に 対 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 を 固 着 し た ラ テ ッ ク ス

ビ ー ズ か ら な る 抗 原 固 着 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 。

【 請 求 項 ５ 】

前 記 抗 原 が 、 分 子 量 が 10～ 30K Daの 範 囲 の 蛋 白 質 で あ る 請 求 項 ４ に 記 載 の 抗 原 固 着 ラ テ ッ

ク ス ビ ー ズ 。

【 請 求 項 ６ 】

イ ヌ 流 産 菌 (Brucella canis)に 対 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 を 固 着 し た ラ テ ッ ク ス

ビ ー ズ と 被 験 血 清 と を 混 合 し 、 凝 集 像 を 観 察 す る こ と を 含 む 、 イ ヌ 流 産 菌 の 感 染 診 断 方 法

。

【 請 求 項 ７ 】

前 記 抗 原 が 、 分 子 量 が 10～ 30K Daの 範 囲 の 蛋 白 質 で あ る 請 求 項 ６ に 記 載 の 感 染 診 断 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

イ ヌ 流 産 菌 (Brucella canis)に 対 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 を 固 着 し た ラ テ ッ ク ス

ビ ー ズ を 含 む イ ヌ 流 産 菌 の 感 染 診 断 用 キ ッ ト 。

【 請 求 項 ９ 】

血 清 希 釈 用 生 理 食 塩 水 、 陽 性 対 照 血 清 、 陰 性 対 照 血 清 、 反 応 用 黒 色 板 、 試 薬 混 合 用 攪 拌 棒

を さ ら に 含 む 請 求 項 ８ に 記 載 の 感 染 診 断 用 キ ッ ト 。

【 請 求 項 １ ０ 】

前 記 抗 原 が 、 分 子 量 が 10～ 30K Daの 範 囲 の 蛋 白 質 で あ る 請 求 項 ８ ま た は ９ に 記 載 の 感 染 診

断 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 の ブ ル セ ラ 症 の 血 清 学 的 診 断 法 に 用 い る イ ヌ 流 産 菌 (Brucella canis)に 対

す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 の 製 造 方 法 、 抗 原 固 着 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ の 製 造 方 法 、 及

び イ ヌ 流 産 菌 の 感 染 診 断 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 イ ヌ 流 産 菌 に 感 染 し た イ ヌ の 血 清 中 に は イ ヌ 流 産 菌 に 対 す る 抗 体 が 産 生 さ れ る こ と が 知

ら れ て い る 。 こ の 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ っ て イ ヌ 流 産 菌 感 染 の 有 無 を 知 る こ と が で き る

。 し か し な が ら 、 イ ヌ 流 産 菌 の 全 菌 体 を 用 い た 抗 原 を 使 用 し た 場 合 、 イ ヌ 流 産 菌 に 対 す る

抗 体 以 外 の 抗 体 に も 反 応 す る た め 、 正 確 な 診 断 が で き な い 状 況 に あ る 。 （ 非 特 許 文 献 １ 、

２ ）

【 非 特 許 文 献 １ 】 動 物 の 感 染 症 （ 近 代 出 版 ） ； 犬 の ブ ル セ ラ 病 、 p321-323。

【 非 特 許 文 献 ２ 】 獣 医 感 染 症 カ ラ ー ア ト ラ ス （ 文 永 堂 出 版 ） ； ブ ル セ ラ 、 p249-260。

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
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【 ０ ０ ０ ３ 】

　 そ こ で 本 発 明 の 第 １ の 目 的 は 、 イ ヌ 流 産 菌 (Brucella canis)に 対 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結

合 す る 抗 原 を 提 供 す る こ と に あ る 。

　 さ ら に 本 発 明 の 第 ２ の 目 的 は 、 診 断 に 用 い る た め に 、 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ と 固 着 し た 上 記

抗 体 特 異 的 抗 原 を 提 供 す る こ と に あ る 。

　 さ ら に 本 発 明 の 第 ３ の 目 的 は 、 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ と 固 着 し た 上 記 抗 体 特 異 的 抗 原 を 用 い

る イ ヌ 流 産 菌 の 診 断 方 法 及 び 診 断 用 キ ッ ト 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 ４ 】

　 本 発 明 は 、 以 下 の 通 り で あ る 。

（ １ ） イ ヌ 流 産 菌 (Brucella canis)に 対 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 を 製 造 す る 方 法

で あ っ て 、 イ ヌ 流 産 菌 を 培 養 し 、 培 養 し た イ ヌ 流 産 菌 か ら 前 記 抗 原 を 抽 出 し 、 抽 出 液 に 含

ま れ る 溶 解 成 分 を 収 集 す る こ と で 、 前 記 抗 原 を 得 る 、 前 記 方 法 。

（ ２ ） イ ヌ 流 産 菌 (Brucella canis)に 対 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 を ラ テ ッ ク ス ビ

ー ズ に 固 着 す る こ と を 含 む 、 抗 原 固 着 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ の 製 造 方 法 。

（ ３ ） 前 記 抗 原 が 、 分 子 量 が 10～ 30K Daの 範 囲 の 蛋 白 質 で あ る （ １ ） ま た は （ ２ ） に 記 載

の 方 法 。

（ ４ ） イ ヌ 流 産 菌 (Brucella canis)に 対 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 を 固 着 し た ラ テ

ッ ク ス ビ ー ズ か ら な る 抗 原 固 着 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 。

（ ５ ） 前 記 抗 原 が 、 分 子 量 が 10～ 30K Daの 範 囲 の 蛋 白 質 で あ る （ ４ ） に 記 載 の 抗 原 固 着 ラ

テ ッ ク ス ビ ー ズ 。

（ ６ ） イ ヌ 流 産 菌 (Brucella canis)に 対 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 を 固 着 し た ラ テ

ッ ク ス ビ ー ズ と 被 験 血 清 と を 混 合 し 、 凝 集 像 を 観 察 す る こ と を 含 む 、 イ ヌ 流 産 菌 の 感 染 診

断 方 法 。

（ ７ ） 前 記 抗 原 が 、 分 子 量 が 10～ 30K Daの 範 囲 の 蛋 白 質 で あ る （ ６ ） に 記 載 の 感 染 診 断 方

法 。

（ ８ ） イ ヌ 流 産 菌 (Brucella canis)に 対 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 を 固 着 し た ラ テ

ッ ク ス ビ ー ズ を 含 む イ ヌ 流 産 菌 の 感 染 診 断 用 キ ッ ト 。

（ ９ ） 血 清 希 釈 用 生 理 食 塩 水 、 陽 性 対 照 血 清 、 陰 性 対 照 血 清 、 反 応 用 黒 色 板 、 試 薬 混 合 用

攪 拌 棒 を さ ら に 含 む （ ８ ） に 記 載 の 感 染 診 断 用 キ ッ ト 。

（ １ ０ ） 前 記 抗 原 が 、 分 子 量 が 10～ 30K Daの 範 囲 の 蛋 白 質 で あ る （ ８ ） ま た は （ ９ ） に 記

載 の 感 染 診 断 用 キ ッ ト 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 優 良 盲 導 犬 等 の 繁 殖 ・ 育 成 に 用 い る イ ヌ が イ ヌ 流 産 菌 に 感 染 し て い た 場 合 、 人 工 繁 殖 お

よ び そ の 育 成 は 成 功 し な い 。 本 発 明 に よ り イ ヌ の 人 工 繁 殖 の 効 率 を 高 め 、 優 良 な 盲 導 犬 の

育 成 を す る こ と が 可 能 と な る 。 ま た 、 イ ヌ 流 産 菌 は ヒ ト へ も 感 染 す る 病 原 性 の 高 い 細 菌 で

あ り 、 ヒ ト へ の 感 染 の リ ス ク を 回 避 す る こ と も 可 能 と な る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

［ 抗 原 製 造 方 法 ］

　 本 発 明 は 、 イ ヌ 流 産 菌 (Brucella canis)に 対 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 を 製 造 す

る 方 法 に 関 す る 。 こ の 製 造 方 法 は 、 （ １ ） イ ヌ 流 産 菌 を 培 養 す る 工 程 、 （ ２ ） 培 養 し た イ

ヌ 流 産 菌 を 含 む 溶 液 か ら 前 記 抗 原 を 抽 出 す る 工 程 、 及 び （ ３ ） 抽 出 液 に 含 ま れ る 溶 解 成 分

を 収 集 す る 工 程 を 含 む 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

、

　 イ ヌ 流 産 菌 培 養 工 程

　 イ ヌ 流 産 菌 の 培 養 は 、 イ ヌ 流 産 菌 を ブ ル セ ラ 培 地 に 接 種 し 、 37℃ で 一 晩 培 養 す る こ と で

行 う こ と が で き る 。 ブ ル セ ラ 培 地 と は 、 Becton Dickinson社 製 の 培 地 で 栄 養 要 求 性 が 高 い
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ブ ル セ ラ 属 菌 の 培 養 用 に 開 発 さ れ た 培 地 で あ る 。 ブ ル セ ラ 属 菌 の み が 発 育 す る よ う な 選 択

性 の あ る 培 地 で は な く 、 動 物 組 織 の 分 解 産 物 を 含 み 栄 養 価 が 高 い 培 地 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 抗 原 抽 出 工 程

　 培 養 し た イ ヌ 流 産 菌 を 含 む 溶 液 中 の イ ヌ 流 産 菌 か ら 目 的 抗 原 を 抽 出 す る 。 目 的 抗 原 の 抽

出 方 法 に は 、 い く つ か の 方 法 が あ り 、 例 え ば 、 加 熱 処 理 方 法 、 超 音 波 破 砕 方 法 、 サ ル コ シ

ン 抽 出 方 法 、 SDS抽 出 方 法 、 デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 抽 出 方 法 な ど が あ る 。 但 し 、 加

熱 処 理 方 法 が 目 的 抗 原 の 純 度 が 高 く か つ 抗 原 量 も 多 い こ と か ら 好 ま し い 。 抗 原 抽 出 に は 、

培 養 し た 溶 液 は 、 そ の ま ま 用 い る こ と も で き る が 、 培 養 し た 溶 液 か ら 遠 心 分 離 等 を 用 い て

イ ヌ 流 産 菌 を 集 菌 し 、 集 菌 後 、 例 え ば 、 生 理 食 塩 水 に 懸 濁 し た 後 に 、 抗 原 抽 出 を 行 う こ と

も で き る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 加 熱 処 理 は 、 例 え ば 、 オ ー ト ク レ ー ブ を 用 い 、 １ ０ ５ ℃ で 行 う こ と が で き る 。 加 熱 処 理

時 間 は 、 例 え ば 、 ５ ～ ３ ０ 分 間 と す る こ と が で き る 。 超 音 波 破 砕 方 法 は 、 基 本 的 に は 加 熱

処 理 に よ る 抗 原 抽 出 と ほ ぼ 同 様 で あ る が 、 オ ー ト ク レ ー ブ を 用 い て 加 熱 処 理 し た 菌 体 を 超

音 波 破 砕 機 を 用 い て 、 例 え ば 、 １ ０ 分 間 処 理 す る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 サ ル コ シ ン 抽 出 方 法 は 、 菌 体 を 0.5% n-ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン を 含 む 蒸 留 水 に 懸 濁 し 、

例 え ば 、 ３ ０ 分 間 、 室 温 で 処 理 す る こ と で 行 う こ と が で き る 。 SDS抽 出 方 法 は 、 菌 体 を 2%

SDSを 含 む 蒸 留 水 に 懸 濁 し 、 例 え ば 、 ２ 時 間 、 65℃ で 処 理 す る こ と で 行 う こ と が で き る 。

デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 抽 出 方 法 は 、 菌 体 を 、 1%デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む

蒸 留 水 に 懸 濁 し 、 例 え ば 、 ２ ０ 分 間 、 100℃ で 処 理 す る こ と で 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 溶 解 成 分 収 集 工 程

　 抽 出 処 理 後 、 抽 出 処 理 に よ り 得 ら れ た 溶 液 か ら 溶 解 成 分 を 収 集 す る 。 溶 解 成 分 の 収 集 は

、 溶 液 に 含 ま れ て い る 不 溶 性 成 分 を 除 去 す る こ と で 行 わ れ る 。 例 え ば 、 抽 出 液 を 遠 心 分 離

し 、 上 清 を 得 る こ と で 、 溶 解 成 分 の 収 集 を 行 う こ と が で き る 。 あ る い は 、 抽 出 液 を 濾 過 す

る こ と で も 、 溶 解 成 分 の 収 集 を 行 う こ と が で き る 。 た だ し 、 濾 過 に 使 用 す る 濾 材 は 、 目 的

と す る 抗 原 が 透 過 で き る よ う に 適 宜 調 整 す る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 抗 原 を 含 有 す る 溶 液 は 、 そ の ま ま 抗 原 の 供 給 用 と し て 用 い る こ

と も で き る が 、 さ ら に 、 精 製 に 付 す る こ と も で き る 。 精 製 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 透 析 を

挙 げ る こ と が で き る 。 精 製 し た 溶 液 ま た は 未 精 製 の 溶 液 は 、 凍 結 し 、 使 用 時 ま で 保 存 す る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 後 述 す る 実 施 例 １ に 示 す よ う に 、 上 記 抽 出 及 び 溶 解 成 分 の 収 集 に よ り 、 分 子 量 が ６ ０ Ｋ

Ｄ ａ 以 下 の 蛋 白 質 が 得 ら れ 、 そ の 中 で 、 B. canis感 染 血 清 に 特 異 的 に 反 応 す る 抗 原 蛋 白 質

を 探 査 し た と こ ろ 、 分 子 量 が １ ０ ～ ３ ０ Ｋ Ｄ ａ の 範 囲 に あ る 蛋 白 質 が 、 B. canis感 染 血 清

に 特 異 的 に 反 応 す る こ と が 判 明 し た 。 従 っ て 、 本 発 明 の 製 造 方 法 に お い て は 、 こ れ ら 分 子

量 が １ ０ ～ ３ ０ Ｋ Ｄ ａ の 範 囲 に あ る 抗 原 蛋 白 質 が 含 ま れ る よ う に 、 上 記 抽 出 及 び 溶 解 成 分

の 収 集 を 行 う こ と が 適 当 で あ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 は 、 イ ヌ 流 産 菌 (Brucella canis)に 対 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 を 固 着 し

た ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ か ら な る 抗 原 固 着 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を 包 含 す る 。 抗 原 固 着 ラ テ ッ ク ス

ビ ー ズ は 、 上 記 で 得 ら れ た イ ヌ 流 産 菌 (Brucella canis)に 対 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る

抗 原 を ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ に 固 着 す る こ と で 製 造 で き る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ は 、 例 え ば 、 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ (直 径 0.1m m)の 10%溶 液 と し て 販 売 さ れ

て お り 、 こ れ を こ の ま ま 使 用 す る こ と が で き る 。 但 し 、 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ の 直 径 及 び 溶 液

の 濃 度 は 上 記 に 限 定 さ れ な い 。 抗 原 と ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ と を 溶 液 中 で 混 合 す る と 、 ビ ー ズ
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表 面 に 抗 原 が 物 理 吸 着 す る 。 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ に 対 す る 抗 原 の 固 着 量 は 、 抗 原 固 着 ラ テ ッ

ク ス ビ ー ズ の 使 用 目 的 に よ り 適 宜 決 定 で き る が 、 例 え ば 、 1%ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 0.4ml中 に

抗 原 が 約 100μ gが 固 着 さ れ る 程 度 の 量 と す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 は イ ヌ 流 産 菌 の 感 染 診 断 方 法 を 包 含 し 、 こ の 感 染 診 断 方 法 は 、 イ ヌ 流 産 菌 (Bruce

lla canis)に 対 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 を 固 着 し た ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ （ 本 発 明 の

抗 原 固 着 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ ） と 被 験 血 清 と を 混 合 し 、 凝 集 像 を 観 察 す る こ と を 含 む 。 抗 原

固 着 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ は 、 上 記 本 発 明 の 抗 原 固 着 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ で あ る 。 本 発 明 の イ ヌ

流 産 菌 の 感 染 診 断 方 法 は 、 例 え ば 、 抗 原 固 着 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ の 1%溶 液 ０ ． ０ ５ ｍ ｌ を 、

生 理 食 塩 水 で １ ０ 倍 に 希 釈 し た 被 験 血 清 ０ ． ０ ５ ｍ ｌ と 判 定 板 （ 例 え ば 、 黒 色 板 ） の 上 で

混 合 し 、 所 定 時 間 経 過 後 の 凝 集 像 を 観 察 す る こ と で 、 凝 集 の 有 無 に よ り 感 染 診 断 が で き る

。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 は 、 イ ヌ 流 産 菌 の 感 染 診 断 用 キ ッ ト を 包 含 し 、 こ の キ ッ ト は 、 イ ヌ 流 産 菌 (Bruce

lla canis)に 対 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 を 固 着 し た ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ （ 本 発 明 の

抗 原 固 着 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ ） を 含 む 。 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 き キ ッ ト は 、 本 発 明 の 抗 原

固 着 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ に 加 え て 、 血 清 希 釈 用 生 理 食 塩 水 、 陽 性 対 照 血 清 、 陰 性 対 照 血 清 、

反 応 用 黒 色 板 、 及 び 試 薬 混 合 用 攪 拌 棒 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 反 応 用 黒 色 板 は 、 黒 色

紙 板 、 黒 色 ガ ラ ス 板 、 黒 色 樹 脂 板 等 で あ る こ と が で き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ １ ８ 】

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

実 施 例 １

　 抗 原 製 造 法

　 以 下 の 1)～ 10)に 示 す ス テ ッ プ に 従 っ て 、 イ ヌ 流 産 菌 (Brucella canis)に 対 す る 抗 体 と

特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 を 製 造 し た 。

1)イ ヌ 流 産 菌 を ブ ル セ ラ 培 地 500mlに 接 種 し 、 37℃ で 一 晩 培 養 す る 。

2)5,000rpm、 10分 間 、 室 温 で 遠 心 分 離 し 、 菌 を 集 め る 。

3)生 理 食 塩 水 100mlに 懸 濁 し 、 2)と 同 様 に 遠 心 分 離 す る 。 こ の 作 業 を ３ 回 繰 り 返 す （ 菌 を

生 理 食 塩 水 を 用 い て 洗 浄 す る ） 。

4)集 菌 後 、 生 理 食 塩 水 30mlに 懸 濁 し 、 105℃ 、 15分 間 、 オ ー ト ク レ ー ブ を 用 い て 加 熱 処 理

す る 。

5)9,000rpm、 10分 間 、 室 温 で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 集 め る 。

6)上 清 液 を -20℃ で 60分 間 凍 結 す る 。

7)溶 解 後 、 3,000rpm、 10分 間 、 室 温 で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 集 め る 。

8)上 清 を 15%ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 6000溶 液 を 用 い て 16時 間 透 析 す る 。

9)生 理 食 塩 水 を 用 い て 16時 間 透 析 し 、 抗 原 液 と す る 。

10)す ぐ に 使 用 し な い 場 合 は -20℃ で 凍 結 保 存 す る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 上 記 9)で 得 ら れ た 加 熱 抽 出 抗 原 を SDS-PA GEに よ っ て 分 離 し た 後 、 メ ン ブ レ ン に 転 写 し 、

一 次 抗 体 で あ る B. canis感 染 血 清 と 反 応 さ せ た 。 結 果 を 図 2に 示 す 。 図 2に お い て 、 B. can

is感 染 血 清 に 特 異 的 に 反 応 し た 抗 原 蛋 白 質 を HSE1(分 子 量 28K Da), HSE2(分 子 量 25K Da), HS

E3(分 子 量 18K Da), HSE4(分 子 量 16K Da)と そ れ ぞ れ 名 付 け た 。 こ れ ら 蛋 白 質 の N末 端 部 分 の

ア ミ ノ 酸 配 列 を 部 分 的 に 解 読 し 、 デ ー タ ベ ー ス で 検 索 し た と こ ろ 以 下 の 結 果 が 得 ら れ た 。

　 HSE1: ribose ABC transporter (Genbank accession No. A A N34031.1)

　 HSE2: 解 析 不 能

　 HSE3: superoxide dismutase [Cu-Zn] (Genbank accession No. A A N33888.1)

　 HSE4: 機 能 不 明 の ブ ル セ ラ 菌 の 蛋 白 質 (Genbank accession No. A A X74222.1)

【 ０ ０ ２ ０ 】

実 施 例 ２
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　 抗 原 固 着 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ の 作 製 法

　 実 施 例 1で 得 ら れ た 抗 原 を 用 い て 、 以 下 の 1)～ 7)に 示 す ス テ ッ プ に 従 っ て 、 抗 原 固 着 ラ

テ ッ ク ス ビ ー ズ を 作 製 し た 。

1)濃 度 300μ g/mlに 調 整 し た 抗 原 液 0.4mlと 1%ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ （ 積 水 化 学 ） 0.4mlを 混 合

し 、 16時 間 、 室 温 で 撹 拌 す る 。

2)3,000 rpm、 10分 間 、 室 温 で 遠 心 分 離 し 、 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を 集 め る 。

3)洗 浄 バ ッ フ ァ ー 1ml（ 1% BSA, 0.01% Tween20, 0.1% ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 6000, 0.2

% シ ョ 糖 を リ ン 酸 緩 衝 液 に 溶 解 し た も の ） に 懸 濁 し 、 2)と 同 様 に 遠 心 分 離 す る 。 こ の 作 業

を ３ 回 繰 り 返 す 。

4)ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 1mlに 懸 濁 し 、 室 温 で 16時 間 放 置 す る 。

5)3,000 rpm、 10分 間 、 室 温 で 遠 心 分 離 し 、 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を 集 め る 。

6)洗 浄 バ ッ フ ァ ー 0.4mlに 懸 濁 し 、 診 断 薬 と す る 。

7)ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ は 4℃ で ３ ヶ 月 間 保 存 可 能 で あ る こ と が 確 認 済 み で あ る 。 製 品 の 性 質

上 、 半 年 以 上 は 保 存 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 さ ら に 、 上 記 9)で 得 ら れ た 加 熱 抽 出 抗 原 を SDS-PA GEに よ っ て 分 離 し た 後 、 透 析 ・ 電 気 抽

出 用 チ ュ ー ブ （ Novagen社 ） を 用 い て 4種 類 の 蛋 白 質 HSE1～ 4を 抽 出 し た 。 HSE1～ 4の そ れ ぞ

れ １ つ を 、 上 記 と 同 様 の 方 法 で ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ に 吸 着 さ せ 、 凝 集 反 応 を 行 っ た と こ ろ 、

す べ て の 抗 原 に お い て 凝 集 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 HSE1～ 4の そ れ ぞ れ

単 体 で も 凝 集 用 の 抗 原 と し て 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

実 施 例 ３

　 診 断 法

　 実 施 例 ２ に 記 載 し た 方 法 に よ り 作 製 し た 抗 原 固 着 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を 用 い て イ ヌ 流 産 菌

の 感 染 診 断 を 行 っ た 。 診 断 用 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 0.05mlと 生 理 食 塩 水 を 用 い て １ ０ 倍 希 釈 し

た 被 験 血 清 0.05mlを 付 属 の 黒 色 板 の 上 に 滴 下 し 、 両 液 を 付 属 の 攪 拌 棒 を 用 い て 混 合 す る 。

１ ０ 分 間 室 温 に 放 置 し 、 凝 集 像 を 観 察 す る 。 試 験 例 の 結 果 を 図 １ に 示 す 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 図 １ は ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 抗 原 0.05mlと 10倍 希 釈 し た イ ヌ 血 清 0.05mlを 混 合 し 、 室 温 で 10

分 間 放 置 し た 場 合 の 反 応 例 を 示 し て い る 。 左 が ブ ル セ ラ 症 陰 性 の 対 照 血 清 、 右 が 陽 性 血 清

を そ れ ぞ れ 示 し て い る 。 右 は 大 き な 凝 集 塊 が 認 め ら れ 、 陽 性 と 判 定 さ れ る 。 一 方 、 左 に は

変 化 は 認 め ら れ な い 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 イ ヌ 流 産 菌 と 抗 原 性 が 交 差 す る と 言 わ れ て い る 大 腸 菌 、 サ ル モ ネ ラ 菌 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌

、 連 鎖 球 菌 に 対 す る 抗 血 清 を 同 様 の 方 法 で 検 討 し た 結 果 、 全 く 凝 集 反 応 が 認 め ら れ な か っ

た 。 そ の た め 、 本 診 断 薬 は イ ヌ 流 産 菌 の 感 染 血 清 に 特 異 的 に 反 応 し て い る と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

実 施 例 4

　 実 施 例 1で は 、 加 熱 処 理 法 に よ り 、 目 的 抗 原 を 抽 出 し た が 、 加 熱 処 理 以 外 の 抽 出 法 に よ

っ て も 抗 原 を 得 た 。 各 抽 出 方 法 は 以 下 の 通 り で あ る 。

　 超 音 波 破 砕 ： 基 本 的 に は 加 熱 処 理 抽 出 と 同 様 で あ る が 、 オ ー ト ク レ ー ブ を 用 い て 加 熱 処

理 し た 菌 体 を 超 音 波 破 砕 機 を 用 い て １ ０ 分 間 処 理 し た 。

　 サ ル コ シ ン 抽 出 抗 原 ： 菌 体 を 0.5% n-ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン を 含 む 蒸 留 水 に 懸 濁 し 、 ３

０ 分 間 、 室 温 で 処 理 し た 。 以 降 の 精 製 作 業 は 加 熱 処 理 抽 出 と 同 様 で あ る 。

　 SDS抽 出 抗 原 ： 菌 体 を 2% SDSを 含 む 蒸 留 水 に 懸 濁 し 、 ２ 時 間 、 65℃ で 処 理 し た 。 以 降 の

精 製 作 業 は 加 熱 処 理 抽 出 と 同 様 で あ る 。

　 デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 抽 出 抗 原 ： 菌 体 を 1%デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む 蒸

留 水 に 懸 濁 し 、 ２ ０ 分 間 、 100℃ で 処 理 し た 。 以 降 の 精 製 作 業 は 加 熱 処 理 抽 出 と 同 様 で あ

る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】
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　 得 ら れ た 各 抗 原 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 解 析 を 図 3に 示 す 。 サ ル コ シ ン お よ

び デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 抽 出 抗 原 で は 70～ 75K Da付 近 に 非 特 異 抗 原 が 認 め ら れ る が

、 加 熱 抽 出 抗 原 で は 認 め ら れ な い 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 さ ら に 、 こ れ ら の 抽 出 抗 原 を 、 実 施 例 2と 同 様 に し て ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ に 固 着 さ せ 、 凝

集 反 応 を 行 い っ た 。 そ の 結 果 、 実 施 例 1に 示 し た 加 熱 抽 出 抗 原 が 、 超 音 波 破 砕 抗 原 、 SDS抽

出 抗 原 に 比 べ て 、 固 着 さ れ る 抗 原 量 が 多 く 反 応 性 が 高 か っ た 。 ま た 、 サ ル コ シ ン 抽 出 抗 原

、 及 び デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 抽 出 抗 原 は 非 特 異 的 な 反 応 も 認 め ら れ た 。 こ れ ら の 結

果 及 び 図 3に 示 す ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 か ら 、 実 施 例 1に 示 し た 加 熱 抽 出 法 に よ

る 抗 原 が 最 も 優 れ て い た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 本 発 明 は イ ヌ の ブ ル セ ラ 症 の 血 清 学 的 診 断 の 分 野 に 有 用 で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ２ ９ 】

【 図 １ 】 本 発 明 の 抗 原 固 着 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を 用 い た イ ヌ 流 産 菌 の 感 染 診 断 方 法 に お け る

、 凝 集 前 の 像 (左 )と 凝 集 像 (右 )を 示 す 。

【 図 ２ 】 実 施 例 １ の 9)で 得 ら れ た 加 熱 抽 出 抗 原 を SDS-PA GEに よ っ て 分 離 し た 後 、 メ ン ブ レ

ン に 転 写 し 、 一 次 抗 体 で あ る B. canis感 染 血 清 と 反 応 さ せ た 結 果 を 示 す 。

【 図 ３ 】 各 抽 出 法 に よ り 得 ら れ た 抗 原 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 解 析 結 果 を 示 す

。

【 図 １ 】

10

20



(8) JP  2007-89571  A   2007.4.12

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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