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(57)【要約】

【課題】　本発明は、プロトテカ・ボビスをＬＡＭＰ法

にて検出するプライマーとその検出法を提供することを

目的とするものである。

【解決手段】　本発明で開発したＰｂＦ３ｖ１ｂ、Ｐｂ

Ｂ３ｖ１ｂ、ＰｂＦＩＰｖ１ｂ、ＰｂＢＩＰｖ１ｂのプ

ライマーを開示する。

このプライマーを用いて、ＬＡＭＰ法によるプロトテカ

・ボビスＤＮＡの特異的検出を行う。抽出ＤＮＡは単離

された菌株から抽出されたＤＮＡでも生乳から抽出され

たＤＮＡでもよい。検出法は濁度や色の変化などで検出

が可能であり、吸光度計などの検出機器や目視で検出が

可能である。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 以 下 に 示 す 塩 基 配 列 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を そ れ ぞ れ に 含 む Ｌ Ａ Ｍ Ｐ 法 プ ラ イ マ ー の セ ッ

ト 。

Ｐ ｂ Ｆ ３ ｖ １ ｂ ： ５ '－ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ － ３ ’

Ｐ ｂ Ｂ ３ ｖ １ ｂ :５ ’ － Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ － ３ ’

Ｐ ｂ Ｆ Ｉ Ｐ ｖ １ ｂ ： ５ ’ － Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ

Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｃ － ３ ’

Ｐ ｂ Ｂ Ｉ Ｐ ｖ １ ｂ ： ５ ’ － Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｇ

Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ － ３ ’

【 請 求 項 ２ 】

　 請 求 項 １ に 記 載 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 内 容 に 含 む ウ シ 乳 房 炎 原 因 微 生 物 の 検 出 用 キ ッ ト

。

【 請 求 項 ３ 】

　 請 求 項 １ の プ ラ イ マ ー セ ッ ト ま た は 請 求 項 ２ の 検 出 用 キ ッ ト を 用 い て 、 Ｌ Ａ Ｍ Ｐ 法 に よ

り ウ シ 乳 房 炎 原 因 微 生 物 を 検 出 す る 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

　 ウ シ 乳 房 炎 原 因 微 生 物 が プ ロ ト テ カ ・ ボ ビ ス （ Ｐ ｒ ｏ ｔ ｏ ｔ ｈ ｅ ｃ ａ 　 ｂ ｏ ｖ ｉ ｓ ） で

あ る 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は ウ シ 乳 房 炎 の 最 も 重 要 な 病 原 藻 類 で あ る プ ロ ト テ カ ・ ボ ビ ス （ プ ロ ト テ カ ・ ゾ

フ ィ 　 ジ ェ ノ タ イ プ ２ と 同 じ ） を Ｌ Ａ Ｍ Ｐ 法 に よ り 検 出 す る た め の プ ラ イ マ ー に 関 す る も

の で あ る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 プ ロ ト テ カ ・ ボ ビ ス （ プ ロ ト テ カ ・ ゾ フ ィ 　 ジ ェ ノ タ イ プ ２ と 同 じ ） は 藻 類 の 一 種 で あ

る 。 藻 類 で あ り な が ら 、 葉 緑 体 を 欠 い て い る 。 プ ロ ト テ カ ・ ボ ビ ス は ウ シ 乳 房 炎 の 最 も 重

要 な 病 原 藻 類 で あ る 。 世 界 中 で 見 ら れ る 病 原 藻 類 で あ り 、 プ ロ ト テ カ ・ ボ ビ ス が 原 因 と な

る ウ シ 乳 房 炎 も 世 界 中 で 見 ら れ る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 プ ロ ト テ カ ・ ボ ビ ス 以 外 の プ ロ ト テ カ ・ シ フ ェ リ 、 プ ロ ト テ カ ・ ブ ラ シ ュ キ ア エ は 牛 舎

内 環 境 の 常 在 菌 で あ る が 、 乳 房 炎 と の 関 連 性 が 低 い こ と が 想 定 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 プ ロ ト テ カ ・ ボ ビ ス が 起 こ す 乳 房 炎 は 症 状 に 乏 し い こ と が あ り 、 ま た 通 常 の 抗 生 物 質 が

効 果 を 示 さ ず 、 難 治 性 で も あ る 。 そ の 検 出 や そ れ に 基 づ く 早 期 の 摘 発 は 他 個 体 へ の 影 響 を

抑 え る 意 味 で も 重 要 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 検 出 の 既 存 技 術 と し て 主 な も の と し て 、 次 の も の が 挙 げ ら れ る 。 通 常 の 検 査 で は 培 養 法

に よ っ て 、 プ ロ ト テ カ を 検 出 し て い る 。 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び 続 く 塩 基 配 列 決 定 に よ っ て 同 定 が 行

え る 。 本 発 明 と 類 似 す る キ ッ ト と し て 海 外 メ ー カ ー 製 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ キ ッ ト が 商 品 化

さ れ て い る 。 ま た 、 プ ロ ト テ カ ・ ゾ フ ィ の Ｌ Ａ Ｍ Ｐ 増 幅 プ ラ イ マ ー は Ｋ ａ ｗ ａ ｉ ら に よ り

報 告 さ れ て い る （ 特 許 文 献 １ 、 非 特 許 文 献 １ ） 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ １ ５ － １ ０ ０ ２ ８ ２

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ７ 】
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【 非 特 許 文 献 １ 】 Ｋ ａ ｗ ａ ｉ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｊ ． Ｖ ｅ ｔ ． Ｍ ｅ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ （ ２ ０ １ ７ ）

７ ９ ： １ ９ ７ ３ － １ ９ ７ ７ ．

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 し か し な が ら 、 培 養 法 の み で は プ ロ ト テ カ ・ ゾ フ ィ で あ る か ど う か は わ か ら な い 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 ま た Ｐ Ｃ Ｒ お よ び そ れ に 続 く 塩 基 配 列 決 定 法 で は 塩 基 配 列 決 定 の た め の 機 器 が 必 要 で あ

り 、 操 作 も 非 常 に 煩 雑 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 と 類 似 す る リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ キ ッ ト は 、

高 額 な 機 器 が 必 要 と な る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 Ｋ ａ ｗ ａ ｉ ら の 報 告 に あ る プ ラ イ マ ー の 配 列 は ほ ぼ 全 て の プ ロ ト テ カ 乳 房 炎 原 因 菌 で あ

る プ ロ ト テ カ ・ ボ ビ ス （ プ ロ ト テ カ ・ ゾ フ ィ 　 ジ ェ ノ タ イ プ ２ ） の み な ら ず 、 環 境 中 に 見

ら れ る プ ロ ト テ カ ・ シ フ ェ リ （ プ ロ ト テ カ ・ ゾ フ ィ 　 ジ ェ ノ タ イ プ １ ） と も 結 合 お よ び Ｌ

Ａ Ｍ Ｐ 増 幅 反 応 が 生 じ る と 推 定 さ れ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 こ の よ う に 既 存 技 術 に は 、 い ず れ も 課 題 が 存 在 す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 発 明 者 は プ ロ ト テ カ ・ ボ ビ ス 検 出 用 Ｌ Ａ Ｍ Ｐ プ ラ イ マ ー を 開 発 し 、 以 下 の 本 発 明 を 完 成

さ せ た 。

【 ０ ０ １ ３ 】

（ １ ） 以 下 に 示 す 塩 基 配 列 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を そ れ ぞ れ に 含 む Ｌ Ａ Ｍ Ｐ 法 プ ラ イ マ ー の

セ ッ ト 。

Ｐ ｂ Ｆ ３ ｖ １ ｂ ： ５ ’ － Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ － ３ ’

Ｐ ｂ Ｂ ３ ｖ １ ｂ ： ５ ’ － Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ － ３ ’

Ｐ ｂ Ｆ Ｉ Ｐ ｖ １ ｂ ： ５ ’ － Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ

Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｃ － ３ ’

Ｐ ｂ Ｂ Ｉ Ｐ ｖ １ ｂ ： ５ ’ － Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｇ

Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ － ３ ’

（ ２ ） （ １ ） に 記 載 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 内 容 に 含 む ウ シ 乳 房 炎 原 因 微 生 物 の 検 出 用 キ ッ

ト 。

（ ３ ） （ １ ） の プ ラ イ マ ー セ ッ ト ま た は 請 求 項 ２ の 検 出 用 キ ッ ト を 用 い て 、 Ｌ Ａ Ｍ Ｐ 法 に

よ り ウ シ 乳 房 炎 原 因 微 生 物 を 検 出 す る 方 法 。

（ ４ ） ウ シ 乳 房 炎 原 因 微 生 物 が プ ロ ト テ カ ・ ボ ビ ス （ Ｐ ｒ ｏ ｔ ｏ ｔ ｈ ｅ ｃ ａ 　 ｂ ｏ ｖ ｉ ｓ

） で あ る （ ３ ） に 記 載 の 方 法

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 の プ ロ ト テ カ ・ ボ ビ ス 検 出 用 Ｌ Ａ Ｍ Ｐ プ ラ イ マ ー は Ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ｎ ａ ｌ 　 ｔ ｒ ａ ｎ

ｓ ｃ ｒ ｉ ｂ ｅ ｄ 　 ｓ ｐ ａ ｃ ｅ ｒ 領 域 を 標 的 と し て 開 発 し た 。 こ れ は Ｋ ａ ｗ ａ ｉ ら の 既 報 の

領 域 と は 異 な る 。 ま た 、 特 異 的 な 配 列 を 標 的 と し て い る 。 プ ロ ト テ カ ・ ボ ビ ス で は Ｌ Ａ Ｍ

Ｐ 増 幅 反 応 が 起 こ り 、 プ ロ ト テ カ ・ シ フ ェ リ で は Ｌ Ａ Ｍ Ｐ 増 幅 反 応 が 起 こ ら な い こ と を 確

認 し た 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 は 菌 体 を 熱 処 理 し て 抽 出 す る 方 法 に よ り 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ 検 体 で も 実 施 可 能 で あ る

。 ま た 、 生 乳 か ら 抽 出 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 検 体 で も 実 施 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 は 生 乳 検 体 を 用 い た 場 合 に は 培 養 を 要 せ ず 、 短 時 間 で 結 果 を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 検 出 感 度 を 高 め る 目 的 で 、 生 乳 に １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ と な る よ う に ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル
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を 添 加 し て 、 ３ ５ ℃ で 数 時 間 か ら 一 晩 静 置 し て 増 菌 さ せ る こ と も で き る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 Ｌ Ａ Ｍ Ｐ 増 幅 反 応 は 等 温 増 幅 に よ る た め 、 定 温 を 維 持 で き る 低 額 な 機 器 で の 実 施 が 可 能

で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ９ 】

【 図 １ 】 本 発 明 の プ ラ イ マ ー を 用 い た 標 的 領 域 増 幅 の 概 要 １ （ ４ 本 の プ ラ イ マ ー に よ り 標

的 領 域 が 増 幅 さ れ る ）

【 図 ２ 】 本 発 明 の プ ラ イ マ ー を 用 い た 標 的 領 域 増 幅 の 概 要 ２ （ ダ ン ベ ル 構 造 を 作 り な が ら

連 続 的 に 増 幅 す る ）

【 図 ３ 】 検 出 イ メ ー ジ （ 目 視 ）

【 図 ４ 】 検 出 イ メ ー ジ （ 検 出 機 器 ）

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 等 温 増 幅 に よ る Ｌ Ａ Ｍ Ｐ 法 に よ り 標 的 塩 基 配 列 を 増 幅 し

、 そ の 増 幅 を 検 出 す る 方 法 を 開 示 す る も の で あ り 、 以 下 に そ の 方 法 を 説 明 す る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 で は Ｐ ｂ Ｆ ３ ｖ １ ｂ 、 Ｐ ｂ Ｂ ３ ｖ １ ｂ 、 Ｐ ｂ Ｆ Ｉ Ｐ ｖ １ ｂ 、 Ｐ ｂ Ｂ Ｉ Ｐ ｖ １ ｂ の

4つ の プ ラ イ マ ー か ら な る セ ッ ト を 用 い る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 こ れ ら プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 抽 出 Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 と Ｌ Ａ Ｍ Ｐ 法 に 利 用 で き る 反 応 溶 液 も し く は

キ ッ ト と と も に 用 い て 、 チ ュ ー ブ 内 で 増 幅 反 応 を 行 う 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 検 出 感 度 を 高 め る た め に 別 途 ル ー プ プ ラ イ マ ー を 設 計 し て 、 利 用 す る こ と も 可 能 で あ る

。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 抽 出 Ｄ Ｎ Ａ は 単 離 さ れ た 菌 体 や 培 養 液 中 で 培 養 さ れ た 菌 体 を ９ ５ ℃ に て １ ０ 分 間 処 理 し

て 抽 出 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 Ｐ Ｕ Ｒ Ｅ 　 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 キ ッ ト （ 栄 研 化 学 ） を 用 い て 、 生 乳 か ら 抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ を 用 い る

こ と も で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 増 菌 の た め に 一 晩 ３ ５ ℃ に て 保 温 さ れ た 生 乳 を 利 用 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 増 幅 反 応 は Ｌ ｏ ｏ ｐ Ａ ｍ ｐ Ｅ Ｘ Ｉ Ａ 等 の 等 温 増 幅 が 可 能 な 装 置 を 用 い て 行 う 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 や 恒 温 槽 な ど の 定 温 で 保 温 で き る 装 置 を 利 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 増 幅 の 有 無 は 、 Ｌ ｏ ｏ ｐ Ａ ｍ ｐ Ｅ Ｘ Ｉ Ａ 等 の リ ア ル タ イ ム 濁 度 測 定 装 置 に よ り 判 定 す る

こ と が で き る

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 増 幅 の 有 無 は 、 濁 度 や 色 の 変 化 を 目 視 や 吸 光 度 計 で 観 察 す る こ と に よ っ て も 判 定 で き る

。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ３ １ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に 基 づ き よ り 具 体 的 に 説 明 す る 。 も っ と も 、 本 発 明 は 下 記 実 施 例

に 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 生 乳 よ り 、 Ｐ Ｕ Ｒ Ｅ 　 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 キ ッ ト （ 栄 研 化 学 ） を 用 い て 、 Ｉ ｔ ｏ ｈ ら の 方 法 （ Ｉ

ｔ ｏ ｈ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｊ ． Ｖ ｅ ｔ ． Ｍ ｅ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ （ ２ ０ ２ ０ ） ８ ２ ： ８ ７ ５ － ８ ８ ０
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） に 従 っ て Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 す る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 １ μ Ｌ 、 Ｐ ｂ Ｆ ３ ｖ １ ｂ （ 配 列 番 号 １ ） と Ｐ ｂ Ｂ ３ ｖ １ ｂ （ 配 列 番

号 ２ ） を ５ ｐ ｍ ｏ ｌ 、 Ｐ ｂ Ｆ Ｉ Ｐ ｖ １ ｂ （ 配 列 番 号 ３ ） と Ｐ ｂ Ｂ Ｉ Ｐ ｖ １ ｂ （ 配 列 番 号 ４

） を ４ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ 、 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ｓ が そ れ ぞ れ １ ． ４ ｍ Ｍ 、 Ｂ ｓ ｔ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｅ ｒ

ａ ｓ ｅ 、 １ Ｘ Ｂ ｓ ｔ 　 ｒ ｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｂ ｕ ｆ ｆ ｅ ｒ と な る よ う に 反 応 液 に 添 加 し 、 合

計 ２ ５ μ Ｌ と な る よ う に 超 純 水 を 加 え る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 反 応 液 を ６ ３ ℃ で ６ ０ 分 保 持 す る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 増 幅 の 有 無 を Ｌ ｏ ｏ ｐ Ａ ｍ ｐ Ｅ Ｘ Ｉ Ａ （ 栄 研 化 学 ） も し く は 目 視 で 判 定 す る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

配 列 番 号 １ 　 プ ラ イ マ ー Ｐ ｂ Ｆ ３ ｖ １ ｂ の 塩 基 配 列

配 列 番 号 ２ 　 プ ラ イ マ ー Ｐ ｂ Ｂ ３ ｖ １ ｂ の 塩 基 配 列

配 列 番 号 ３ 　 プ ラ イ マ ー Ｐ ｂ Ｆ Ｉ Ｐ ３ ｖ １ ｂ の 塩 基 配 列

配 列 番 号 ４ 　 プ ラ イ マ ー Ｐ ｂ Ｂ Ｉ Ｐ ３ ｖ １ ｂ の 塩 基 配 列

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 配 列 表 】
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