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(57)【 要 約 】

【 課 題 】 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス ( L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )に 特 異 的 な 抗 体

及 び こ の 抗 体 を 用 い る 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス ( L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )

感 染 の 簡 易 検 査 方 法 を 提 供 す る 。

【 解 決 手 段 】 豚 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス ( L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )お

よ び ウ サ ギ 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス ( L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )を 認 識

す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。 豚 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス ( L a w s o n i a  i n t r a c

e l l u l a r i s )を 感 染 さ せ た B A L B マ ウ ス か ら 得 ら れ る 脾 臓 リ ン パ 球 と ミ ェ ロ ー マ 細 胞 と を 細 胞

融 合 さ せ 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス ( L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )に 特 異 的 な モ

ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し 、 選 択 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を 増 殖 さ せ 、 産

生 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 採 取 す る こ と を 含 む 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス ( L

a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 製 造 方 法 。 上 記 の モ ノ ク ロ ナ

ー ル 抗 体 を 用 い て 、 検 体 中 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス ( L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a

r i s )を 検 出 ま た は 定 量 す る こ と を 含 む 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス ( L a w s o n i a  i n

t r a c e l l u l a r i s ) の 検 出 方 法 。

【 選 択 図 】 な し
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

豚 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )お よ び ウ サ ギ 由

来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )を 認 識 す る モ ノ ク ロ

ナ ー ル 抗 体 。

【 請 求 項 ２ 】

ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に お い て 約 25kDの 分 子 量 部 位 に 陽 性 バ ン ド を 示 す 請 求 項 1に 記

載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

【 請 求 項 ３ 】

ハ イ ブ リ ド ー マ (Mouse-Mouse Hybridoma Law 5-5(FER M　 AP-21401))が 産 生 す る モ ノ ク ロ

ナ ー ル 抗 体 で あ る 請 求 項 2に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

【 請 求 項 ４ 】

ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に お い て 22～ 23kD付 近 の 分 子 量 部 位 に 陽 性 バ ン ド を 示 す 請 求 項

1に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

【 請 求 項 ５ 】

ハ イ ブ リ ド ー マ (Mouse-Mouse Hybridoma Law79-4(FER M　 AP-21402)) が 産 生 す る モ ノ ク ロ

ナ ー ル 抗 体 で あ る 請 求 項 4に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

【 請 求 項 ６ 】

ウ サ ギ 糞 便 に 含 ま れ る ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )に

対 し て 陽 性 を 示 す 請 求 項 1～ 5の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

【 請 求 項 ７ 】

豚 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )を 感 染 さ せ た BA

LBマ ウ ス か ら 得 ら れ る 脾 臓 リ ン パ 球 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 細 胞 融 合 さ せ 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ

ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 産 生 ハ イ

ブ リ ド ー マ を 選 択 し 、 選 択 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を 増 殖 さ せ 、 産 生 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体

を 採 取 す る こ と を 含 む 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )

に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 が 請 求 項 1～ 6の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 で あ る 請 求 項 7に 記 載 の 製 造 方

法 。

【 請 求 項 ９ 】

請 求 項 7に 記 載 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 抗 体 。

【 請 求 項 １ ０ 】

請 求 項 1～ 6お よ び 9の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い て 、 検 体 中 の ロ ー ソ ニ

ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )を 検 出 ま た は 定 量 す る こ と を 含 む

、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )の 検 出 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 豚 増 殖 性 腸 炎 原 因 菌 (L.intracellularis)に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に 関

す る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 こ の 抗 体 の 製 造 方 法 お よ び こ の 抗 体 を 用 い る 豚 増 殖 性 腸 炎 原 因 菌

(L.intracellularis)の 検 出 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 豚 増 殖 性 腸 炎 は 米 国 お よ び EU諸 国 で 流 行 が み ら れ る 主 に 幼 豚 の 難 治 性 下 痢 症 の 原 因 疾 患

の 一 つ で あ り 、 症 例 に よ っ て は 致 死 的 経 過 を と る も の も 少 な く な い 。 非 臨 床 型 を 示 す も の

で は 、 増 体 量 が 著 し く 低 下 し 、 経 済 的 影 響 は 少 な く な い 。 本 症 は 近 年 日 本 お よ び 韓 国 に お

い て も 発 症 増 加 傾 向 が み ら れ 、 養 豚 業 界 で は 注 意 す べ き 疾 患 の 一 つ と な っ て い る 。 本 症 原

因 菌 は 豚 の み な ら ず 、 実 験 動 物 コ ロ ニ ー で の ウ サ ギ や サ ル で の 発 症 、 獣 医 臨 床 領 域 で は 犬

や 馬 で の 報 告 も み ら れ 、 獣 医 ・ 畜 産 領 域 で は 次 第 に 重 要 な 感 染 症 に 位 置 づ け ら れ る よ う に
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な っ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 豚 増 殖 性 腸 炎 の 診 断 は 原 因 菌 の 人 工 培 地 に よ る 培 養 が 非 常 に 難 し い こ と か ら 、 細 菌 学 的

診 断 は 実 施 さ れ て い な い 。 簡 易 診 断 法 と し て 、 血 清 を 用 い た 抗 原 プ レ ー ト に よ る 診 断 が な

さ れ て い る が （ 本 邦 で は 塩 野 義 油 日 ラ ボ が 独 占 的 に 実 施 ） 、 非 特 異 反 応 が 強 く 、 汎 用 さ れ

て い な い 。 そ の た め 本 症 に つ い て は 糞 便 を 用 い た PCR法 に よ る 生 前 診 断 が な さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 し か し な が ら 、 PCR法 に よ る 生 前 診 断 は 、 手 技 が 煩 雑 で 大 量 の 検 体 に 不 向 き で あ る こ と

、 畜 産 現 場 で の 対 応 が 難 し い こ と か ら 、 よ り 簡 便 な 診 断 法 の 開 発 が 望 ま れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 死 亡 豚 あ る い は 検 定 殺 豚 に 対 す る 病 理 組 織 学 的 診 断 に つ い て は 、 特 異 抗 体 を 用 い た 免 疫

組 織 化 学 的 診 断 法 に よ り 確 定 診 断 す る 必 要 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 L.intracellularisに 対 す る 抗 体 に 関 し て は 、 文 献 的 に は こ れ ま で に 4種 類 の モ ノ ク ロ ナ

ー ル 抗 体 （ IG4 M Ab, 2001M Ab, LsaA M Ab， Law1-D K M Ab） と 1種 類 の ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （

1999PAb） が 報 告 さ れ て い る (非 特 許 文 献 1～ 4)。

【 非 特 許 文 献 １ 】 Vet Rec 121:421-422 (1988)

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Infection and Im munity, 70(6):2899-2907

【 非 特 許 文 献 ３ 】 J Vet Diagn Invest 15:438-446 (2003)

【 非 特 許 文 献 ４ 】 Vet Microbiol 105:199-206 (2005)

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 し か し 、 特 異 抗 体 は 市 販 さ れ て お ら ず 、 そ の た め 、 L.intracellularis特 異 抗 体 の 開 発

・ 市 販 化 が 望 ま れ て い る 。 ま た 、 生 前 診 断 の た め に 、 糞 便 中 の 抗 原 を 認 識 し 、 高 感 度 の 簡

易 診 断 法 で あ る 、 ELISA法 お よ び イ ム ノ ク ロ マ ト 法 等 の 開 発 に つ い て も 要 望 が 強 い 。 こ れ

ら 簡 易 診 断 法 の 開 発 に は 大 量 の 抗 原 の 作 製 と 、 糞 便 中 の 菌 の 簡 易 精 製 法 の 提 供 が 大 き な 課

題 に な っ て い る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 そ こ で 本 発 明 の 目 的 は 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i

s )に 特 異 的 な 抗 体 を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 さ ら に 本 発 明 の 目 的 は 、 上 記 特 異 的 な 抗 体 を 用 い る 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ

ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )感 染 の 簡 易 検 査 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 は 以 下 の と お り で あ る 。

[1]豚 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )お よ び ウ サ

ギ 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )を 認 識 す る モ ノ

ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

[2]ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に お い て 約 25kDの 分 子 量 部 位 に 陽 性 バ ン ド を 示 す [1]に 記 載

の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

[3]ハ イ ブ リ ド ー マ (Mouse-Mouse Hybridoma Law 5-5(FER M　 AP-21401))が 産 生 す る モ ノ ク

ロ ナ ー ル 抗 体 で あ る [2]に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

[4]ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に お い て 22～ 23kD付 近 の 分 子 量 部 位 に 陽 性 バ ン ド を 示 す [1]

に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

[5]ハ イ ブ リ ド ー マ (Mouse-Mouse Hybridoma Law79-4(FER M　 AP-21402)) が 産 生 す る モ ノ

ク ロ ナ ー ル 抗 体 で あ る [4]に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

[6]ウ サ ギ 糞 便 に 含 ま れ る ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s

)に 対 し て 陽 性 を 示 す [1]～ [5]の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。
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[7]豚 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )を 感 染 さ せ

た BALBマ ウ ス か ら 得 ら れ る 脾 臓 リ ン パ 球 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 細 胞 融 合 さ せ 、 ロ ー ソ ニ ア

・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 産 生

ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し 、 選 択 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を 増 殖 さ せ 、 産 生 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル

抗 体 を 採 取 す る こ と を 含 む 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a

r i s )に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 製 造 方 法 。

[8]モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 が [1]～ [6]の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 で あ る [7]に 記 載 の 製 造 方 法 。

[9][7]に 記 載 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 抗 体 。

[10][1]～ [6]お よ び [9]の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い て 、 検 体 中 の ロ ー

ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )を 検 出 ま た は 定 量 す る こ と を

含 む 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )の 検 出 方 法 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 糞 便 中 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a

r i s )に 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 を 提 供 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る こ

と で 、 上 記 菌 の 簡 易 精 製 法 を 提 供 で き る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 感 染 症 の 診 断 は 上 記 し た よ う に 、 病 理 学 的 あ る い は PCR法 に よ り な さ れ て き た 。 こ れ

に 加 え 免 疫 組 織 化 学 的 手 法 に よ る 確 定 診 断 お よ び 本 発 明 に 係 る 抗 体 を 利 用 し た 簡 易 診 断 法

に よ り 生 前 診 断 が 可 能 と な り 、 養 豚 界 で は all-in-all-outに よ り 清 浄 化 を 可 能 と す る 。 さ

ら に 、 本 発 明 は 、 豚 の み な ら ず 広 い 動 物 種 に 応 用 可 能 で あ る こ と か ら 、 獣 医 ・ 畜 産 領 域 に

お い て 感 染 症 診 断 ・ 減 少 に 有 効 な ツ ー ル と な り 得 る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 一 般 的 に は 次 の よ う な 工 程 で 作 製 さ れ る 。

１ ． 抗 原 (免 疫 原 )の 調 製

２ ． 抗 原 に よ る 動 物 の 免 疫

３ ． 細 胞 融 合

４ ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ

５ ． 抗 体 産 生 細 胞 の 増 殖 と 凍 結

　 本 発 明 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )を 認 識 す る モ

ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 作 製 も こ の 工 程 に し た が っ て 作 製 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

１ ． 抗 原 (免 疫 原 )の 調 製

　 Lawsonia感 染 豚 消 化 管 よ り 、 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い て 菌 を 収 集 す る こ と で 、

免 疫 原 を 調 製 す る 。 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L

a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )の 表 面 抗 原 と し て 既 知 で あ る LsaA抗 原 の 41か ら 56番 目 ま で の ア

ミ ノ 酸 の 合 成 ペ プ チ ド を 作 成 し 、 ア ジ ュ バ ン ド と と も に 二 回 ウ サ ギ に 免 疫 す る こ と で 得 ら

れ る 。 こ の 抗 体 を 磁 気 ビ ー ズ に 固 定 し 、 感 染 豚 消 化 管 内 の 菌 を 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 吸 着 さ

せ 、 免 疫 原 を 収 集 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

２ ． 収 集 菌 に よ る BALBマ ウ ス の 免 疫

　 上 記 方 法 で 収 集 し た 免 疫 原 で あ る 菌 を ア ジ ュ バ ン ド と と も に BALBマ ウ ス 腹 腔 内 に 接 種 す

る こ と で 、 マ ウ ス を 免 疫 す る 。 マ ウ ス を 免 疫 す る 場 合 、 動 物 種 お よ び 抗 原 に 対 す る 免 疫 応

答 能 力 が 重 要 な ポ イ ン ト と な る 。 一 般 に 、 免 疫 に 用 い る 動 物 種 と ミ ェ ロ ー マ 細 胞 の 動 物 種

が 同 一 の 場 合 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ が 効 率 よ く 形 成 さ れ る 。 特 に 、 マ ウ ス 由 来 の ミ ェ ロ ー

マ 細 胞 が 全 て BALB/cマ ウ ス を 起 源 に し て い る た め に 、 免 疫 動 物 の マ ウ ス の 系 統 は 、 BALB/c

マ ウ ス が 適 し て い る と 考 え ら れ る 。 こ の 場 合 、 脾 細 胞 と ミ ェ ロ ー マ 細 胞 が 共 に BALB/c由 来

で あ り 、 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ は BALB/cの 腹 腔 内 で 増 殖 で き る た め 、 特 別 な 処 理 な し で

腹 水 か ら 、 高 濃 度 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ １ ６ 】

　 免 疫 は 、 多 く の タ ン パ ク 質 抗 原 、 多 糖 類 抗 原 に つ い て は 、 １ ～ 100μ ｇ の 抗 原 と 等 量 の

フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト を 混 合 し て エ マ ル ジ ョ ン を 作 製 し 、 腹 腔 ま た は 皮 下 に 投 与 す

る こ と で 行 う こ と が で き る 。 ア ジ ュ バ ン ト の 働 き は 十 分 に は 分 か っ て い な い が 、 少 な く と

も ２ つ の 重 要 な 働 き が あ る と 考 え ら れ て い る 。 １ つ は 、 抗 原 が 速 や か に 処 理 さ れ る の を 防

ぐ 働 き で 、 い ま １ つ は 、 非 特 異 的 な 免 疫 反 応 を 惹 起 し て 目 的 の 抗 原 に 対 す る 免 疫 反 応 を 起

こ り や す く す る 働 き で あ る 。 一 般 に 広 く 用 い ら れ て い る の は 前 者 で 、 水 溶 液 と の エ マ ル ジ

ョ ン を 作 製 し て 使 用 す る 。 最 近 で は 、 リ ポ ソ ー ム や 合 成 サ ー フ ァ ク タ ン ト な ど も ア ジ ュ バ

ン ト と し て 用 い ら れ て い る 。 後 者 で は 、 Lipid Aや 死 菌 が 用 い ら れ て い る 。 現 在 最 も 用 い

ら れ て い る 死 菌 は 、 Bordetalla pertussisと Mycobacterium tuberculosisで あ る 。 Mycoba

cterium tuberculosisは フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト に 加 え ら れ て い る 死 菌 で あ る 。 そ の

活 性 部 位 は ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド （ Ｍ Ｄ Ｐ ） に 存 在 す る こ と が 明 ら か に さ れ て お り 、 様 々 な

性 状 Ｍ Ｄ Ｐ が 市 販 さ れ て い る 。 こ の よ う に 、 抗 原 を 保 持 す る 物 質 と 非 特 異 的 に 免 疫 反 応 を

惹 起 す る 物 質 を 組 み 合 わ せ て ア ジ ュ バ ン ト （ 死 菌 を 含 む ） と し て 使 用 す る こ と が で き る 。

一 般 に は 、 初 回 免 疫 に は フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 追 加 免 疫 に は 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト

（ 死 菌 を 含 ま な い ） が 用 い ら れ る こ と が 多 い 。 ア ジ ュ バ ン ト の 最 適 な 選 択 お よ び 組 み 合 わ

せ は 当 業 者 で あ れ ば ル ー チ ン の 実 験 に よ り 容 易 に 行 う こ と が で き る の で 、 こ の よ う に し て

選 択 さ れ た 組 み 合 わ せ は 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 初 回 免 疫 後 ２ ～ ３ 週 の 間 隔 で １ な い し 数 回 の 追 加 免 疫 を 行 う 。 追 加 免 疫 の 直 前 、 お よ び

そ の １ 週 間 後 、 試 験 的 に 採 血 し 抗 体 価 を 測 定 す る 。 抗 体 価 の 一 番 上 が っ た マ ウ ス を 選 び 追

加 免 疫 し 実 験 に 供 す る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

３ ． 細 胞 融 合

　 上 記 で 免 疫 し た マ ウ ス 脾 臓 リ ン パ 球 を ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作

製 す る 。 細 胞 融 合 に 関 し て は 基 本 的 に は 、 ミ ル ス テ タ ン ら の 方 法 （ Galfre,G. & Milstein

,C.,Methods Enzymol.73:3-46,1981） に 準 じ て 行 う こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 作

製 に 用 い ら れ る 代 表 的 な マ ウ ス ラ イ ン の ミ ェ ロ ー マ 細 胞 は 、 P3-X63-Ag8、 P3-X63-Ag8U1、

X63Ag8.653、 SP2/0-Ag14、 FO、 NSI/1-Ag4-1、 NSO/1、 FO X-N Yで あ る が 、 こ れ ら の 細 胞 株 は

全 て P3K株 由 来 で あ る 。 P3Kは 、 鉱 物 油 で 誘 発 さ れ た BALB/cマ ウ ス 由 来 の ミ ェ ロ ー マ 株 M OPC

21由 来 の 細 胞 で 、 P3Kの H GPRT遺 伝 子 を も た な い 細 胞 株 と し て 得 ら れ た の が P3と MS-1で あ る

。

【 ０ ０ １ ９ 】

４ ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ

　 細 胞 融 合 後 、 ク ロ ー ニ ン グ に よ り 数 百 や 数 千 種 類 の ハ イ ブ リ ド ー マ が 得 ら れ る 。 こ れ の

ハ イ ブ リ ド ー マ に つ い て 、 そ の 培 養 上 精 を 例 え ば 、 10種 類 ず つ プ ー ル し 、 全 プ ー ル を そ れ

ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 、 免 疫 組 織 化 学 的 に 検 定 を 行 い 、 さ ら に 、 そ れ ら の 中 か ら 比 較 的 活 性

の 高 い プ ー ル を 選 択 し 、 一 つ ず つ の ハ イ ブ リ ド ー マ に つ い て 、 再 度 免 疫 組 織 化 学 的 に 検 定

を 行 い 、 目 的 と す る 抗 体 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す る 。 免 疫 組 織 化 学 的 検 定 は 、 ウ

サ ギ の Lawsoniaお よ び ブ タ の Lawsoniaの 両 方 を 認 識 し 、 か つ 高 力 価 を 有 す る と い っ た 特 異

性 の 高 い 抗 体 を 選 択 す る よ う に 行 う 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

５ ． 抗 体 産 生 細 胞 の 増 殖 と 凍 結

　 ス ク リ ー ニ ン グ で 検 出 さ れ た 陽 性 ウ エ ル に は 目 的 の 細 胞 が 含 ま れ て い る は ず で あ る 。 と

こ ろ が 継 代 を 続 け て い く と 、 別 の 細 胞 と の 生 存 競 争 に 敗 れ た り 、 染 色 体 が 脱 落 し た り し て

、 目 的 の 細 胞 が な く な っ て し ま う 事 態 に 陥 る こ と が あ る 。 こ の よ う な 事 態 に 備 え て 、 ク ロ

ー ニ ン グ を 行 う 一 方 で 、 細 胞 を 凍 結 し て お く こ と も で き る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 以 下 の 実 施 例 で は 、 細 胞 融 合 後 、 ク ロ ー ニ ン グ に よ り 約 4000種 類 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 得

た 。 通 常 で あ れ ば 4000種 類 の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら は 相 当 数 の 有 用 抗 体 が ス ク リ ー ニ ン グ さ
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れ る こ と が 期 待 さ れ る が 、 こ れ ら の 中 か ら 、 非 特 異 性 が な く 、 ブ タ お よ び ウ サ ギ 両 方 の La

wsoniaを 認 識 し 、 か つ 力 価 の 高 い も の は 、 5-5抗 体 お よ び 79-4抗 体 の 二 種 類 の み で あ っ た

。 5-5抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ (Mouse-Mouse Hybridoma Law 5-5)お よ び 79-4抗 体 を

産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ (Mouse-Mouse Hybridoma Law79-4)は 、 そ れ ぞ れ 茨 城 県 つ く ば 市

東 1-1-1　 つ く ば セ ン タ ー 中 央 第 6、 独 立 行 政 法 人 　 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託

セ ン タ ー に 2007年 10月 18日 に 「 FER M　 AP-21401」 お よ び 「 FER M　 AP-21402」 と し て 寄 託 (

受 領 )さ れ て い る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

5-5抗 体

　 5-5抗 体 は 、 以 下 の 性 質 を 有 す る 。

(1)免 疫 組 織 化 学 的 に 菌 特 異 的 に 茶 褐 色 で 示 さ れ る 陽 性 像 が 得 ら れ る 。

(2)ウ サ ギ お よ び ブ タ 感 染 消 化 管 生 材 料 を 用 い て 実 施 し た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ （ W B

） で は 、 約 25kDに 陽 性 シ ン グ ル バ ン ド が 得 ら れ る 。

(3)ウ サ ギ 糞 便 中 の 菌 に 対 し て 反 応 性 を 示 す 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

79-4抗 体

　 79-4抗 体 は 、 以 下 の 性 質 を 有 す る 。

(1)免 疫 組 織 化 学 的 に 菌 特 異 的 に 茶 褐 色 で 示 さ れ る 陽 性 像 が 得 ら れ る 。

(2)ウ サ ギ お よ び ブ タ 感 染 消 化 管 生 材 料 を 用 い て 実 施 し た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ （ W B

） で は 、 22～ 23kD付 近 に 陽 性 シ ン グ ル バ ン ド が 得 ら れ る 。

(3)ウ サ ギ 糞 便 中 の 菌 に 対 し て 反 応 性 を 示 す 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 は 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )の 検 出 方 法

を 包 含 し 、 こ の 方 法 は 、 上 記 本 発 明 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い て 、 検 体 中 の ロ ー ソ ニ ア

・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )を 検 出 ま た は 定 量 す る こ と を 含 む 。

検 出 方 法 は 、 具 体 的 に は 、 上 記 本 発 明 の 抗 体 を 用 い た ELISA法 ま た は イ ム ノ ク ロ マ ト 法 等

で し る こ と が で き る 。 ELISA法 お よ び イ ム ノ ク ロ マ ト 法 自 体 は 公 知 の 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 の 検 出 方 法 に お い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (5-5抗 体 お よ び 79-4抗 体 )

は 、 そ れ ら を そ の ま ま 用 い る こ と も で き る が 、 こ れ の 抗 体 を ト リ プ シ ン 、 パ パ イ ン 、 ペ プ

シ ン な ど の 酵 素 に よ り 処 理 し て 、 場 合 に よ っ て は 還 元 し て 得 ら れ る Fab、 Fab'、 F(ab')を

抗 体 の 代 わ り に 用 い る こ と も で き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ２ ６ 】

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

【 ０ ０ ２ ７ 】

抗 体 の 作 製

　 Lawsonia感 染 豚 消 化 管 よ り 、 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に よ り 菌 を 収 集 し 、 そ れ を ア ジ

ュ バ ン ド と と も に BALBマ ウ ス 腹 腔 内 に 接 種 し た 。 同 マ ウ ス 脾 臓 リ ン パ 球 を ミ ェ ロ ー マ 細 胞

（ SP2株 ） と 融 合 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 に つ い て は 融

合 細 胞 の 収 量 を 高 め る た め に 、 細 胞 増 殖 因 子 （ Briclone） 添 加 リ ン パ 球 培 養 液 （ GIT） を

用 い て 行 っ た 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 ク ロ ー ニ ン グ に よ り 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w

s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )の 表 面 抗 原 と し て 既 知 で あ る LsaA抗 原 の 41か ら 56番 目 ま で の ア ミ

ノ 酸 の 合 成 ペ プ チ ド を 固 定 し た ELISAプ レ ー ト に よ り 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 し 、 陽 性

反 応 を 示 す 約 4000種 類 の ハ イ ブ リ ド ー マ が 得 ら れ た 。 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ 約 4000種 類 に つ

い て 、 そ の 培 養 上 精 を 10種 類 ず つ プ ー ル し 、 計 400プ ー ル を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 、 感

染 豚 お よ び ウ サ ギ 消 化 管 組 織 の パ ラ フ ィ ン 切 片 に 対 し て 免 疫 組 織 化 学 的 に 検 定 を 行 っ た 。

免 疫 組 織 化 学 的 に 陽 性 反 応 を 示 し た ハ イ ブ リ ド ー マ の 中 か ら 非 特 異 反 応 が 少 な く 、 か つ 比
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較 的 活 性 の 高 い も の を 40プ ー ル 選 択 し 、 一 つ ず つ の ハ イ ブ リ ド ー マ に つ い て （ 計 400個 ）

、 再 度 免 疫 組 織 化 学 的 に 検 定 を 行 っ た 。 こ の 間 、 プ ー ル し た 抗 体 で は 高 い 反 応 性 が 得 ら れ

た も の も 、 一 つ ず つ に 分 け る と ほ と ん ど 活 性 が な い も の ば か り で あ っ た り 、 非 特 異 性 が 非

常 に 強 い も の ば か り で あ っ た り 、 あ る い は ウ サ ギ の Lawsoniaに 対 し て は 反 応 す る も の の 、

ブ タ の そ れ に は 反 応 性 が な い も の な ど 、 両 方 を 認 識 し 、 な お か つ 高 力 価 を 有 す る と い っ た

特 異 性 の 高 い 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ は 煩 雑 さ と デ リ ケ ー ト さ が 求 め ら れ た 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 通 常 で あ れ ば 4000種 類 の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら は 相 当 数 の 有 用 抗 体 が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ

る こ と が 期 待 さ れ た が 、 こ れ ら の 中 か ら 、 非 特 異 性 が な く 、 ブ タ お よ び ウ サ ギ 両 方 の Laws

oniaを 認 識 し 、 か つ 力 価 の 高 い も の は 5-5抗 体 、 79-4抗 体 の 二 種 類 し か 得 る こ と が で き な

か っ た 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 上 記 で 得 ら れ た ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )に 特 異

的 な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 し 、 培 養 上 精 中 に 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ

ナ ー ル 抗 体 を 採 取 し た 。 こ の 培 養 上 精 を 適 当 な 倍 率 で 希 釈 し た も の を 以 下 の 抗 体 の 検 定 に

お い て 使 用 し た 。

【 ０ ０ ３ １ 】

抗 体 の 検 定

　 免 疫 組 織 化 学 的 検 定 は Lawsonia感 染 ウ サ ギ お よ び ブ タ 消 化 管 パ ラ フ ィ ン 標 本 に 対 し て 実

施 し た 。 結 果 は 図 1に 示 す 。 免 疫 組 織 化 学 的 に 菌 特 異 的 に 茶 褐 色 (出 願 用 の 図 面 で は 黒 色 に

見 え る )で 示 さ れ る 陽 性 像 が 得 ら れ た 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 上 記 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 方 法 で は 抗 体 を 含 む 培 養 上 清 を 1,000倍 希 釈 し て 実 施 し た 。 そ

れ に も か か わ ら ず 、 豚 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a

r i s )お よ び ウ サ ギ 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )

の 両 抗 原 に 対 し て 十 分 な 反 応 性 が 得 ら れ 、 本 発 明 の 抗 体 が 高 い 力 価 を 有 す る こ と を 示 し た

。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ （ W B） に つ い て は ウ サ ギ お よ び ブ タ 感 染 消 化 管 生 材 料 を 用 い

て 実 施 し た 。 結 果 は 図 2に 示 す 。 W Bで は シ ン グ ル バ ン ド と し て 陽 性 が 得 ら れ た 。 5-5抗 体 で

は 約 25kD付 近 に 陽 性 バ ン ド が 得 ら れ 、 79-4抗 体 で は 22～ 23kD付 近 に 陽 性 バ ン ド が 得 ら れ

た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 上 記 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 で は 抗 体 を 含 む 培 養 上 清 を 2,000倍 希 釈 し て 実 施 し た

。 そ れ に も か か わ ら ず 、 豚 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l

l u l a r i s )お よ び ウ サ ギ 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a

r i s )の 両 抗 原 に 対 し て 十 分 な 反 応 性 が 得 ら れ 、 本 発 明 の 抗 体 が 高 い 力 価 を 有 す る こ と を 示

し た 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 ウ サ ギ 糞 便 中 の 抗 体 の 反 応 性 に つ い て も 検 討 を 行 っ た 。 結 果 は 図 3に 示 す 。

　 糞 便 に お け る 検 索 に お い て も 図 ３ に 示 す よ う に 抗 体 は 菌 に 対 し て 陽 性 を 示 し 、 ま た 、 対

照 陰 性 抗 体 で は 反 応 は 得 ら れ な か っ た 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 上 記 糞 便 中 の 菌 の 検 索 も 抗 体 を 含 む 培 養 上 清 を 1,000倍 希 釈 し て 実 施 し た 。 そ れ に も か

か わ ら ず 、 豚 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )お よ

び ウ サ ギ 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )の 両 抗 原

に 対 し て 十 分 な 反 応 性 が 得 ら れ 、 本 発 明 の 抗 体 が 高 い 力 価 を 有 す る こ と を 示 し た 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 こ の こ と か ら 、 本 抗 体 は 免 疫 組 織 化 学 的 お よ び W Bに よ る 診 断 に 加 え 、 糞 便 中 の 菌 の 検 索

に 対 し て も 有 用 で あ る こ と が 検 証 で き た 。
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【 ０ ０ ３ ８ 】

　 文 献 的 に は こ れ ま で に 4種 類 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ IG4 M Ab, 2001 M Ab, LsaA M Ab, La

w1-D K M Ab） と 1種 類 の ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ 1999PAb） が 報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら 4種 類 の

モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に つ い て は ブ タ Lawsoniaに 対 す る 特 異 性 は 明 ら か に さ れ て い る が 、 ウ

サ ギ の そ れ に 対 し て は 反 応 性 が 明 ら か で は な い 。 ま た 、 W Bに よ る 検 定 で は IG4 M Ab、 2001

M Ab、 LsaA M Ab、 Law1-D K M Abそ れ ぞ れ で 18kD、 77kD、 27kD、 21kDの 分 子 量 部 位 に 反 応 性 が

み ら れ て い る 。 Law1-D K M Abに つ い て は 免 疫 原 に 対 し て 熱 処 理 お よ び Proteinase Kに よ る

処 理 が 実 施 さ れ 、 免 疫 原 と し て の 特 性 が 本 抗 体 と は 明 ら か に 異 な っ て い る 。 ま た 、 1999 P

Abで は 77、 54、 36kDの メ ジ ャ ー バ ン ド に 加 え 、 69と 42kDに 陽 性 バ ン ド が 得 ら れ て い る 。 こ

れ ら の 結 果 か ら 、 今 回 新 た に 開 発 し た 二 種 類 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 過 去 に 報 告 さ れ た い

ず れ の 抗 体 と も 認 識 部 位 が 異 な る 新 規 な 抗 体 で あ る と 結 論 さ れ た 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 尚 、 現 在 ま で の と こ ろ Lawsoniaに 関 す る 遺 伝 子 情 報 は 断 片 的 で あ り 、 例 え ば ペ プ チ ド マ

ッ ピ ン グ な ど を 用 い た 抗 体 の ア ミ ノ 酸 認 識 部 位 の 検 索 は 難 し い の が 現 状 で あ る 。 そ の た め

、 遺 伝 子 情 報 に 基 づ き 、 推 察 さ れ る ア ミ ノ 酸 の 合 成 に よ り 作 成 さ れ た LsaA M Ab抗 体 を 除 き

、 本 発 明 の 抗 体 を 含 め 認 識 す る ア ミ ノ 酸 部 位 の 特 定 か ら 抗 体 の 違 い に つ い て は 求 め て い な

い 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 獣 医 ・ 畜 産 領 域 に お い け る 感 染 症 診 断 や 減 少 に 有 用 で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ４ １ 】

【 図 １ 】 豚 増 殖 性 腸 炎 組 織 に 対 す る 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 の 結 果 を 示 す 。

【 図 ２ 】 感 染 豚 お よ び ウ サ ギ 腸 管 に 対 す る イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 に よ る 抗 体 性 状 の 検 討 結 果 を

示 す 。

【 図 ３ 】 ウ サ ギ 糞 便 中 の 抗 体 の 反 応 性 検 討 結 果 を 示 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 手 続 補 正 書 】

【 提 出 日 】 平 成 19年 12月 27日 (2007.12.27)

【 手 続 補 正 １ 】

【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
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【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文

【 補 正 方 法 】 変 更

【 補 正 の 内 容 】

【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

豚 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )お よ び ウ サ ギ 由

来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )を 認 識 す る モ ノ ク ロ

ナ ー ル 抗 体 。

【 請 求 項 ２ 】

ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に お い て 約 25kDの 分 子 量 部 位 に 陽 性 バ ン ド を 示 す 請 求 項 1に 記

載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

【 請 求 項 ３ 】

ハ イ ブ リ ド ー マ (Mouse-Mouse Hybridoma Law 5-5(F E R M　 P - 2 1 4 0 1))が 産 生 す る モ ノ ク ロ ナ

ー ル 抗 体 で あ る 請 求 項 2に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

【 請 求 項 ４ 】

ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に お い て 22～ 23kD付 近 の 分 子 量 部 位 に 陽 性 バ ン ド を 示 す 請 求 項

1に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

【 請 求 項 ５ 】

ハ イ ブ リ ド ー マ (Mouse-Mouse Hybridoma Law79-4(F E R M　 P - 2 1 4 0 2)) が 産 生 す る モ ノ ク ロ

ナ ー ル 抗 体 で あ る 請 求 項 4に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

【 請 求 項 ６ 】

ウ サ ギ 糞 便 に 含 ま れ る ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )に

対 し て 陽 性 を 示 す 請 求 項 1～ 5の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

【 請 求 項 ７ 】

豚 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )を 感 染 さ せ た BA

LBマ ウ ス か ら 得 ら れ る 脾 臓 リ ン パ 球 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 細 胞 融 合 さ せ 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ

ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 産 生 ハ イ

ブ リ ド ー マ を 選 択 し 、 選 択 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を 増 殖 さ せ 、 産 生 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体

を 採 取 す る こ と を 含 む 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )

に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 が 請 求 項 1～ 6の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 で あ る 請 求 項 7に 記 載 の 製 造 方

法 。

【 請 求 項 ９ 】

請 求 項 7に 記 載 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 抗 体 。

【 請 求 項 １ ０ 】

請 求 項 1～ 6お よ び 9の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い て 、 検 体 中 の ロ ー ソ ニ

ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )を 検 出 ま た は 定 量 す る こ と を 含 む

、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )の 検 出 方 法 。

【 手 続 補 正 ２ 】

【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書

【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ０

【 補 正 方 法 】 変 更

【 補 正 の 内 容 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 は 以 下 の と お り で あ る 。

[1]豚 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )お よ び ウ サ

ギ 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )を 認 識 す る モ ノ

ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

[2]ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に お い て 約 25kDの 分 子 量 部 位 に 陽 性 バ ン ド を 示 す [1]に 記 載
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の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

[3]ハ イ ブ リ ド ー マ (Mouse-Mouse Hybridoma Law 5-5(F E R M　 P - 2 1 4 0 1))が 産 生 す る モ ノ ク

ロ ナ ー ル 抗 体 で あ る [2]に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

[4]ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に お い て 22～ 23kD付 近 の 分 子 量 部 位 に 陽 性 バ ン ド を 示 す [1]

に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

[5]ハ イ ブ リ ド ー マ (Mouse-Mouse Hybridoma Law79-4(F E R M　 P - 2 1 4 0 2)) が 産 生 す る モ ノ ク

ロ ナ ー ル 抗 体 で あ る [4]に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

[6]ウ サ ギ 糞 便 に 含 ま れ る ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s

)に 対 し て 陽 性 を 示 す [1]～ [5]の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。

[7]豚 由 来 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )を 感 染 さ せ

た BALBマ ウ ス か ら 得 ら れ る 脾 臓 リ ン パ 球 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 細 胞 融 合 さ せ 、 ロ ー ソ ニ ア

・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 産 生

ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し 、 選 択 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を 増 殖 さ せ 、 産 生 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル

抗 体 を 採 取 す る こ と を 含 む 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a

r i s )に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 製 造 方 法 。

[8]モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 が [1]～ [6]の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 で あ る [7]に 記 載 の 製 造 方 法 。

[9][7]に 記 載 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 抗 体 。

[10][1]～ [6]お よ び [9]の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い て 、 検 体 中 の ロ ー

ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )を 検 出 ま た は 定 量 す る こ と を

含 む 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー リ ス (L a w s o n i a  i n t r a c e l l u l a r i s )の 検 出 方 法 。

【 手 続 補 正 ３ 】

【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書

【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ １

【 補 正 方 法 】 変 更

【 補 正 の 内 容 】

【 ０ ０ ２ １ 】

　 以 下 の 実 施 例 で は 、 細 胞 融 合 後 、 ク ロ ー ニ ン グ に よ り 約 4000種 類 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 得

た 。 通 常 で あ れ ば 4000種 類 の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら は 相 当 数 の 有 用 抗 体 が ス ク リ ー ニ ン グ さ

れ る こ と が 期 待 さ れ る が 、 こ れ ら の 中 か ら 、 非 特 異 性 が な く 、 ブ タ お よ び ウ サ ギ 両 方 の La

wsoniaを 認 識 し 、 か つ 力 価 の 高 い も の は 、 5-5抗 体 お よ び 79-4抗 体 の 二 種 類 の み で あ っ た

。 5-5抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ (Mouse-Mouse Hybridoma Law 5-5)お よ び 79-4抗 体 を

産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ (Mouse-Mouse Hybridoma Law79-4)は 、 そ れ ぞ れ 茨 城 県 つ く ば 市

東 1-1-1　 つ く ば セ ン タ ー 中 央 第 6、 独 立 行 政 法 人 　 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託

セ ン タ ー に 2007年 10月 18日 に 「 F E R M　 P - 2 1 4 0 1」 お よ び 「 F E R M　 P - 2 1 4 0 2」 と し て 寄 託 さ れ

て い る 。
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