
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　大腸菌由来耐熱性下痢症毒素ＥＡＳＴ１ペプチドを特異的に認識する抗ＥＡＳＴ１抗体
を、該ＥＡＳＴ１ペプチドの検出対象となる検体とを反応させる免疫反応試行行程と、
抗ＥＡＳＴ１抗体による免疫反応の有無を判定する免疫反応判定行程とを含

ことを特徴とする大腸
菌由来耐熱性下痢症毒素の検出方法。
【請求項２】
　

【請求項３】
　

【請求項４】
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み、
　上記抗ＥＡＳＴ１抗体は、配列番号１に示すＥＡＳＴ１ペプチドのアミノ酸配列のうち
、８番目から１７番目までのアミノ酸配列からなる第１領域を特異的に認識する、ポリク
ローナル抗体またはサブクラスＩｇＭのモノクローナル抗体である

上記免疫反応判定行程では、免疫反応を判定する手法として、蛍光抗体法、免疫沈降法
、ウェスタンブロット法、アフィニティークロマトグラフィー法、コロニーブロット法の
何れかが用いられることを特徴とする請求項１に記載の大腸菌由来耐熱性下痢症毒素の検
出方法。

上記免疫反応判定工程では、免疫反応を判定する手法として、競合エライサ法を用いる
ことを特徴とする請求項１に記載の大腸菌由来耐熱性下痢症毒素の検出方法。

請求項１ないし３の何れか１項に記載の大腸菌由来耐熱性下痢症毒素の検出方法に用い
られるモノクローナル抗体であって、



　

【請求項５】
　

　

【請求項６】
　

。
【請求項７】
　

【請求項８】
　

【請求項９】
　

【請求項１０】
　

【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
　本発明は、大腸菌由来の耐熱性下痢症毒素を検出する検出方法、該検出方法に用いられ
る抗体、および該抗体の利用方法に関するものであり、特に、耐熱性下痢症毒素ＥＡＳＴ
１ペプチドを検出するための臨床検査や衛生検査用途に好適に用いられる大腸菌由来耐熱
性下痢症毒素の検出方法、該検出方法に好適に用いられるモノクローナル抗体またはポリ
クローナル抗体、およびこれら抗体を用いた検出用試薬または検出キットに関するもので
ある。
【０００２】
【従来の技術】
　病原性大腸菌は、種々の毒素や定着因子を産生し、食中毒を惹起する。一般的に、臨床
検査上では、「食中毒」という症状を確実に認定するためには、原因食と推定される食材
や患者の糞便等から原因菌を分離する必要があるが、病原性大腸菌を原因菌とする食中毒
の場合、さらに、該病原性大腸菌そのものの分類（菌株の特定）が要求される。
【０００３】
　具体的には、原因菌として分離された病原性大腸菌に対して、毒素産生性、定着因子産
生性、腸管出血性等を基準として、当該大腸菌が、どのような要因で病原性を生じている
のかを分類する。このように病原性大腸菌が分類され、大腸菌の菌株が特定されれば、当
該特定大腸菌による「大腸菌性食中毒」の疫学的情報が得られるだけでなく、当該特定大
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　大腸菌由来耐熱性下痢症毒素ＥＡＳＴ１ペプチドで免疫したマウス脾臓リンパ球とマウ
スの骨髄細胞とを融合させてなるハイブリドーマにより産生され、

配列番号１に示すＥＡＳＴ１ペプチドのアミノ酸配列のうち、８番目から１７番目まで
のアミノ酸配列からなる第１領域を特異的に認識し、かつ、サブクラスがＩｇＭであるモ
ノクローナル抗体。

請求項１ないし３の何れか１項に記載の大腸菌由来耐熱性下痢症毒素の検出方法に用い
られるポリクローナル抗体であって、
　大腸菌由来耐熱性下痢症毒素ＥＡＳＴ１ペプチドで免疫したウサギの免疫血清から精製
され、

配列番号１に示すＥＡＳＴ１ペプチドのアミノ酸配列のうち、８番目から１７番目まで
のアミノ酸配列からなる第１領域を特異的に認識するポリクローナル抗体。

配列番号１に示す大腸菌由来耐熱性下痢症毒素ＥＡＳＴ１ペプチドのアミノ酸配列のう
ち、８番目から１７番目までのアミノ酸配列からなる第１領域を特異的に認識することを
特徴とするポリクローナル抗体

配列番号１に示す大腸菌由来耐熱性下痢症毒素ＥＡＳＴ１ペプチドのアミノ酸配列のう
ち、８番目から１７番目までのアミノ酸配列からなる第１領域を特異的に認識し、かつ、
サブクラスがＩｇＭであることを特徴とするモノクローナル抗体。

請求項４または７に記載のモノクローナル抗体、あるいは請求項５または６に記載のポ
リクローナル抗体を含むことを特徴とする大腸菌由来耐熱性下痢症毒素の検出用試薬。

さらに、上記モノクローナル抗体、あるいは、上記ポリクローナル抗体の非特異反応を
抑制するための非特異反応抑制試薬を含んでいることを特徴とする請求項８に記載の大腸
菌由来耐熱性下痢症毒素の検出用試薬。

請求項８または９に記載の検出用試薬を含むことを特徴とする大腸菌由来耐熱性下痢症
毒素の検出キット。



腸菌による「病原性大腸菌による食中毒事例」が行政上認定される。この行政上の認定は
、食中毒の責任者の確定や行政からの援助のために重要なものである。
【０００４】
　ここで、上記病原性大腸菌のうち、毒素を産生するタイプの大腸菌（毒素産生型の大腸
菌）の菌株を特定する場合、最近の分子生物学技術の進歩により、直接人体に影響を与え
、下痢や嘔吐を引き起こす物質、すなわち、毒素タンパク質および毒素ペプチドを検出す
るよりも、それらをコードする遺伝子を検出する方法が簡便迅速になっている。実際、Ｅ
ＡＳＴ１ペプチドの場合も、その遺伝子を検出するシステムは、すでに開発されている。
【０００５】
　しかしながら、毒素遺伝子が検出されたからといって、事例菌株の特定がなされるわけ
ではない。というのは、大腸菌性食中毒の事例菌株として特定するには、毒素遺伝子と、
当該遺伝子がコードする毒素タンパク質および毒素ペプチドとを検出・証明することが必
須とされている。その理由は、毒素タンパク質および毒素ペプチドが食中毒症状を引き起
こす直接の原因物質であるので、（１）存在が証明された遺伝子単独では食中毒症状は決
して誘発されない、（２）毒素遺伝子が存在していても、その遺伝子からアミノ酸に翻訳
され毒素タンパク質や毒素ペプチドが産生されるとは限らない、ためである。
【０００６】
　実際、毒素遺伝子を保有することが確認されている菌株においても、食品中の成分およ
びその他の原因のために、毒素産生量が変動する、あるいは、まったく産生しなくなるこ
とにしばしば遭遇する。したがって、食中毒検査において、毒素遺伝子だけではなく、毒
素そのものを検出・同定しなければ、食中毒原因株とは認められないのが現状である。
【０００７】
　それゆえ、タンパク質またはポリペプチドの毒素（以下、説明の便宜上、ペプチド型毒
素と称する）を検出する技術は、既に知られている。具体的には、大腸菌由来のペプチド
型毒素としては、タンパク質の易熱性毒素ＬＴ、および低分子量ペプチドの耐熱性毒素Ｓ
Ｔが知られており、これら毒素そのものおよびその遺伝子の検出システムは、開発済であ
り市販もされている。例えば、 Thompson M.R.,et al., J.Clin.Microbiol. 20:59-64(198
4).には、競合エライサ法による耐熱性毒素ＳＴの検出方法について記載されている。ま
た、寶酒造株式会社からは、易熱性毒素ＬＴおよび耐熱性毒素ＳＴの検出用試薬が市販さ
れている。
【０００８】
【発明が解決しようとする課題】
　しかしながら、近年、従来の検出技術では、食中毒の原因菌である病原性大腸菌を明確
に特定することができない事例が生じており、それゆえ、このような事例に対応できるよ
うな検査技術の開発が望まれているという課題が生じている。
【０００９】
　具体的には、近年、食中毒の原因菌として、ａｓｔＡと名付けられた遺伝子を保有する
菌株が検出される事例が増加している。このａｓｔＡ遺伝子は、ＥＡＳＴ１と名付けられ
たポリペプチドをコードしており、このＥＡＳＴ１ペプチドは耐熱性を有する下痢症毒素
であることは明らかとなっている。それゆえ、ＥＡＳＴ１ペプチドを原因とする食中毒に
おいては、ａｓｔＡ遺伝子およびＥＡＳＴ１ペプチドの双方を検出することで、原因菌で
ある病原性大腸菌を特定することが可能になる。
【００１０】
　ところが、上記ａｓｔＡ遺伝子を確実に検出する方法は見出されているものの、ＥＡＳ
Ｔ１ペプチドを確実に検出する方法については未だ知られていない。すなわち、現状では
、ＥＡＳＴ１ペプチドを産生する病原性大腸菌を特定する確実な検査技術は知られていな
いことになる。そのため、ＥＡＳＴ１ペプチドを原因とする食中毒は、分類不能な「大腸
菌性食中毒」となってしまい、疫学的情報を収集できない。
【００１１】
　しかも、病原性大腸菌を特定できないということは、行政上も「病原性大腸菌による食
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中毒事例」として認定されないことになる。そのため、責任者の確定ができないだけでな
く、食中毒患者に対する補償や行政からの援助を行うこともできなくなる。
【００１２】
　本発明は、上記の課題に鑑みてなされたものであって、その目的は、大腸菌由来耐熱性
下痢症毒素ＥＡＳＴ１ペプチドを確実に検出でき、臨床検査や衛生検査等の検査産業で好
適に用いられる検出方法、およびこの検出方法に用いられる抗体、並びに該抗体を用いる
ことで、上記検査産業や試薬産業に好適に用いられる検出用試薬および検出キットを提供
することにある。
【００１３】
【課題を解決するための手段】
　本発明者等は、これまで検出方法が確立されていなかった大腸菌由来耐熱性下痢症毒素
ＥＡＳＴ１ペプチドの検出方法について鋭意検討した。その結果、ＥＡＳＴ１ペプチドを
特異的に認識する抗ＥＡＳＴ１抗体を初めて製造した。そして、上記抗ＥＡＳＴ１抗体を
用いた免疫反応により、検体中のＥＡＳＴ１ペプチドを高感度、かつ特異的に検出する新
たな検出方法を見出し、本発明を完成させるに至った。
【００１４】
　すなわち、本発明にかかる大腸菌由来耐熱性下痢症毒素の検出方法は、上記の課題を解
決するために、大腸菌由来耐熱性下痢症毒素ＥＡＳＴ１ペプチドを特異的に認識する抗Ｅ
ＡＳＴ１抗体を、該ＥＡＳＴ１ペプチドの検出対象となる検体とを反応させる免疫反応試
行行程と、抗ＥＡＳＴ１抗体による免疫反応の有無を判定する免疫反応判定行程とを含

ことを特徴としている
。
【００１５】
　本発明の検出方法によれば、ＥＡＳＴ１ペプチドを特異的に認識する抗ＥＡＳＴ１抗体
と、検体中のＥＡＳＴ１ペプチドとを反応させた後（免疫反応試行工程）、上記抗ＥＡＳ
Ｔ１抗体と検体とが免疫反応していれば、検体中にＥＡＳＴ１ペプチドが含まれていると
判定することができる（免疫反応判定工程）。
【００１６】
　これにより、これまで検出方法が確立されていなかった大腸菌由来耐熱性下痢症毒素Ｅ
ＡＳＴ１ペプチドを確実に検出でき、臨床検査や衛生検査等に用いられる新たな検出方法
を提供することができる。
【００１７】
　本発明にかかる検出方法において、上記免疫反応判定行程は、上記抗体と検体とが免疫
反応をしているか否かを判定する工程である。上記免疫反応の判定に用いる方法としては
、特に限定されるものではないが、例えば、蛍光抗体法、免疫沈降法、ウェスタンブロッ
ト法、アフィニティークロマトグラフィー法、コロニーブロット法などの各方法およびそ
れらの組み合わせによって行うことができる。これら方法を用いることで、本発明にかか
る検出方法の精度や信頼性をより一層向上させることができる。
【００１８】
　

【００１９】
　本発明にかかるモノクローナル抗体は、

。
【００２０】
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み
、上記抗ＥＡＳＴ１抗体は、配列番号１に示すＥＡＳＴ１ペプチドのアミノ酸配列のうち
、８番目から１７番目までのアミノ酸配列からなる第１領域を特異的に認識する、ポリク
ローナル抗体またはサブクラスＩｇＭのモノクローナル抗体である

また、本発明にかかる検出方法において、上記免疫反応判定工程では、免疫反応を判定
する手法として、競合エライサ法を用いてもよい。

配列番号１に示す大腸菌由来耐熱性下痢症毒素
ＥＡＳＴ１ペプチドのアミノ酸配列のうち、８番目から１７番目までのアミノ酸配列から
なる第１領域を特異的に認識し、かつ、サブクラスがＩｇＭであることを特徴としている

本発明にかかるポリクローナル抗体は、配列番号１に示す大腸菌由来耐熱性下痢症毒素



【００２１】
　上記モノクローナル抗体およびポリクローナル抗体は、ＥＳＡＴ１ペプチドに特異的に
認識することができるため、例えば、上記本発明にかかる検出方法に用いることができる
。
【００２２】
　本発明にかかるモノクローナル抗体は、大腸菌由来耐熱性下痢症毒素ＥＡＳＴ１ペプチ
ドで免疫したマウス脾臓リンパ球とマウスの骨髄細胞とを融合させてなるハイブリドーマ
により産生することができる。これにより得られた上記モノクローナル抗体は、上記ＥＡ
ＳＴ１ペプチドに特異的に結合することができる。
【００２３】
　本発明にかかるポリクローナル抗体は、大腸菌由来耐熱性下痢症毒素ＥＡＳＴ１ペプチ
ドで免疫したウサギの免疫血清から精製することにより得ることができる。これにより得
られた上記ポリクローナル抗体は、上記ＥＡＳＴ１ペプチドに特異的に結合することがで
きる。
【００２４】
　本発明にかかる大腸菌由来耐熱性下痢症毒素の検出用試薬は、上記モノクローナル抗体
、または上記ポリクローナル抗体を含んでいることを特徴としている。
【００２５】
　上記本発明の検出用試薬によれば、上記検出方法による効果と同様に、確実にＥＡＳＴ
１ペプチドを検出する方法を検出用試薬として提供することができる。
【００２６】
　なお、上記検出用試薬に含まれる抗体は、上記モノクローナル抗体および上記ポリクロ
ーナル抗体のうち、少なくとも１つの抗体を含んでいればよく、複数の抗体を含んでいて
もよい。また、上記検出用試薬に、例えば、（１）抗ＥＡＳＴ１抗体が検体中のＥＡＳＴ
１ペプチドと免疫反応し易くするための試薬；（２）検出方法の精度を上げるための試薬
；（３）検出用試薬としての利便性や保存性を向上させるための試薬；などを含むもので
あってもよい。例えば、抗ＥＡＳＴ１抗体の非特異反応を抑制させる試薬として、ブロッ
クエース、牛血清アルブミン溶液、スキムミルク溶液の何れかを含んでいるものであって
もよい。
【００２７】
　本発明にかかる大腸菌由来耐熱性下痢症毒素の検出キットは、上記検出用試薬を含むこ
とを特徴としている。
【００２８】
　なお、上記検出用キットには、上記検出用試薬を含んでいればよいが、例えば、大腸菌
由来耐熱性下痢症毒素を検出あるいは判定する方法に用いる試薬を含んでいてもよい。例
えば、後述する競合エライサ法およびコロニーブロット法に用いるための、ペルオキシダ
ーゼ標識抗マウスまたは抗ウサギイムノグロブリン抗体、発色試薬として、 o-Phenylened
iamine、 3-3’  Diaminobenzidine、過酸化水素、発色増強剤として、硫酸などを含んでい
てもよい。
【００２９】
　上記本発明の検出キットによれば、上記検出方法による効果と同様に、確実にＥＡＳＴ
１ペプチドを検出する方法をキット化して提供することができる。さらに、上記検出方法
を容易に実施することができ、かつ検出工程を簡素化することができるので、短時間に多
くの
【００３０】
【発明の実施の形態】
　本発明の実施の一形態について、図１ないし図１２に基づいて説明すれば以下の通りで
ある。なお、本発明はこれに限定されるものではない。
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ＥＡＳＴ１ペプチドのアミノ酸配列のうち、８番目から１７番目までのアミノ酸配列から
なる第１領域を特異的に認識することを特徴としている。



本発明にかかる大腸菌由来耐熱性下痢症毒素の検出方法は、耐熱性下痢症毒素ＥＡＳＴ１
ペプチドを特異的に認識する抗ＥＡＳＴ１抗体を用いて、該ＥＡＳＴ１ペプチドを免疫学
的に検出する方法である。
【００３１】
　本発明で用いられる上記抗ＥＡＳＴ１抗体は、ａｓｔＡ遺伝子の遺伝子産物であって、
耐熱性下痢症毒素である上記ＥＡＳＴ１ペプチドに対する抗体であり、具体的には、配列
番号１に示すアミノ酸配列を有するポリペプチドを抗原として認識する抗体である。
【００３２】
　上記ａｓｔＡ遺伝子およびＥＡＳＴ１ペプチドについて説明する。病原性大腸菌の一つ
として、ａｓｔＡ遺伝子を保有し、耐熱性下痢症毒素ＥＡＳＴ１ペプチドを産生する病原
性大腸菌の一群が知られている。なお、配列番号１にはＥＡＳＴ１ペプチドを、配列番号
２にはａｓｔＡ遺伝子の塩基配列を示している。
【００３３】
　ＥＡＳＴ１（ Enteroaggregative Escherichia coli heat-stable enterotoxin １）ペ
プチドは、配列番号２に示される塩基配列にコードされ、配列番号１に示される推定３８
個のアミノ酸からなる分子量４１００のポリペプチドであり、１９９１年にその遺伝子で
あるａｓｔＡ遺伝子が発見された。ＥＡＳＴ１ペプチドは、（１）大腸菌由来耐熱性毒素
ＳＴＩと同様にｃＧＭＰの上昇作用がある；（２）乳のみマウス試験に反応を示さない；
（３）ＳＴＩとの免疫学的交差性がないという特徴を有している。
【００３４】
　ＥＡＳＴ１ペプチドが原因と推定される食中毒事例としては、例えば、１９９６年に大
阪で発生した集団食中毒事例を挙げることができる。この事例では、大腸菌Ｏ１６６：Ｈ
１５が検出された。この大腸菌Ｏ１６６：Ｈ１５は、（１）ＨＥｐ－２細胞に付着せず；
（２）大腸菌易熱性毒素、大腸菌耐熱性毒素、ベロ毒素の各遺伝子、およびｅａｅＡ、ｉ
ｎｖＥを保有せず；（３）接着因子であるＣＦＡ／ I、ＣＦＡ／ III、ＰＣＦＯ１５９、Ｐ
ＣＦＯ１６６、ＣＳ１～７および１７を保有していなかった。しかし、ＥＡＳＴ１ペプチ
ドの遺伝子であるａｓｔＡ遺伝子を保有していたという特徴を有していた。
【００３５】
　このように、この事例の病原性大腸菌からＥＡＳＴ１ペプチドを産生するａｓｔＡ遺伝
子が検出され、その病原性大腸菌がａｓｔＡ遺伝子のみを保有することから、ＥＡＳＴ１
ペプチドが食中毒の原因であると推定される。また、大腸菌Ｏ１６６：Ｈ１５は、ａｓｔ
Ａ遺伝子保有（ＥＡＳＴ１ペプチド産生）病原性大腸菌であるということができる。
【００３６】
　この事例のほかに、図１０ないし図１２に示すように、１９９７年から１９９９年の調
査によれば、食中毒例において分離された病原性大腸菌のうち、その３５％がａｓｔＡ遺
伝子保有（ＥＡＳＴ１ペプチド産生）病原性大腸菌（図中ＥＡＳＴ１ＥＣ）に由来するも
のであった。
【００３７】
　なお、上記ａｓｔＡ遺伝子保有（ＥＡＳＴ１ペプチド産生）病原性大腸菌としては、前
述の大腸菌Ｏ１６６：Ｈ１５の他に、大腸菌Ｏ４４：Ｈ１８、Ｏ７３：Ｈ３３、Ｏ７８：
Ｈ１１、Ｏ１４１：Ｈ４、Ｏ１４９：Ｈ１０、Ｏ１６６：Ｈ１５などが挙げられる。
次に、本発明にかかる抗ＥＡＳＴ１抗体について説明する。
【００３８】
　本発明にかかる上記抗ＥＡＳＴ１抗体は、上記ＥＡＳＴ１ペプチドを抗原として認識す
る抗体であれば特に限定されるものではないが、好ましくは、上記抗ＥＡＳＴ１抗体は、
配列番号１に示すアミノ酸配列に含まれる、少なくとも５個のアミノ酸が連続して配列し
てなる部分配列を、抗原決定基として認識可能とする抗体である。
【００３９】
　通常、抗体は抗原の比較的小さな領域（少数のアミノ酸からなるペプチド）を抗原決定
基として認識することができる。したがって、上記抗ＥＡＳＴ１抗体が、少なくとも５個
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のアミノ酸が連続してなる部分配列を抗原決定基として認識するものであれば、ＥＡＳＴ
１ペプチドを認識することができる。しかし、５個のアミノ酸が連続してなる部分配列を
抗原決定基とした場合、抗原部位が明確な抗体を得ることができる反面、短いペプチドを
抗原決定基としているために抗体価が上がらないことも考えられる。
【００４０】
　そこで、抗原決定基を安定にし、適度な抗体価を持つように、通常ペプチドを抗原とす
る場合、抗原決定基を含む１０～２０個程度のアミノ酸からなるペプチドが用いられる。
したがって、より確実にＥＡＳＴ１ペプチドを認識するためには、上記抗ＥＡＳＴ１抗体
が、２０個以下のアミノ酸が連続して配列してなる部分配列を抗原とすることがより好ま
しい。これにより、抗原部位が明確で、しかも抗体価の高い抗体を得ることができる。
【００４１】
　上記抗ＥＡＳＴ１抗体が抗原として認識するＥＡＳＴ１ペプチド上の部位としては、具
体的には、配列番号１に示すアミノ酸配列のうち、
イ）８番目から１７番目までのアミノ酸配列として示される第１領域、および、
ロ）２９番目から３８番目までのアミノ酸配列として示される第２領域
の少なくとも一方に含まれるアミノ酸配列が挙げられる。
【００４２】
　なお、上記抗原決定基は、ペプチドのようにアミノ酸配列の１次構造によって決定され
るもののほかに、タンパク質分子中の離れた複数の場所が関与し、全体として立体的な抗
原性を形成しているものであっても良い。また、ペプチドやタンパク質に結合する糖鎖な
ども抗原決定基になる可能性がある。換言すれば、上記抗原および上記抗原決定基は、Ｅ
ＡＳＴ１ペプチドを特異的に認識すればその誘導体であってもよい。また、上記抗原は、
公知の技術を用いて容易に合成することができる。以下の説明では、抗原をペプチドとし
て説明する。
【００４３】
　次に、本発明にかかる抗ＥＡＳＴ１抗体について説明する。
【００４４】
　本発明にかかる上記抗ＥＡＳＴ１抗体は、ポリクローナル抗体であってもよいし、モノ
クローナル抗体であってもよい。すなわち、本発明にかかる上記抗ＥＡＳＴ１抗体は、大
腸菌由来耐熱性下痢症毒素であるＥＡＳＴ１ペプチドに特異的に結合することで、該ＥＡ
ＳＴ１ペプチドを免疫学的に確実に検出できる抗体であればよい。
【００４５】
　したがって、本発明にかかる上記抗ＥＡＳＴ１抗体のサブクラスも特に限定されるもの
ではない。本発明では、後述する実施例に示すように、抗ＥＡＳＴ１抗体がモノクローナ
ル抗体である場合、サブクラスＩｇＧ 3またはＩｇＭの抗体が得られているが、もちろん
これに限定されるものではない。
【００４６】
　本発明にかかる上記抗ＥＡＳＴ１抗体の製造方法としては、特に限定されるものではな
く、従来公知の方法を好適に用いることができる。通常、ペプチドを抗原として用いる場
合、抗原性が乏しいため、予めＢＳＡ（牛血清アルブミン）およびＫＬＨ（ Keyhole Limp
et Hemocyanin）などのキャリアに結合させたものが使用される。
【００４７】
　より具体的な抗ＥＡＳＴ１抗体の製造方法としては、後述する実施例のように、上記抗
ＥＡＳＴ１抗体がポリクローナル抗体であれば、ウサギなどに抗原を繰り返し投与するこ
とにより、免疫反応を行って抗体を産生させた後その免疫血清を精製する手法が挙げられ
る。
【００４８】
　また、上記抗ＥＡＳＴ１抗体がモノクローナル抗体であれば、ＥＡＳＴ１ペプチドで免
疫したマウス脾臓リンパ球とマウスの骨髄細胞とを融合させてなるハイブリドーマにより
産生する手法が挙げられる。具体的には、マウスなどに抗原を繰り返し投与することによ
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り免疫反応を行って抗体を産生させた後、抗体産生細胞（脾臓およびリンパ節のＢリンパ
球）とミエローマ細胞（骨髄腫細胞）との細胞融合によるハイブリドーマの作製、ＨＡＴ
選択、ハイブリドーマのスクリーニング、ハイブリドーマのクローニング、モノクローナ
ル抗体の分離・精製を行ってモノクローナル抗体を製造することができる。
【００４９】
　なお、動物に抗原を投与して免疫を行う際には、抗原とともに Freundの完全アジュバン
ト、 Freundの不完全アジュバントなどが併用される。上記ハイブリドーマは、抗体産生細
胞が特異抗体を産生する能力とミエローマ細胞が半永久的に増殖するという両者の長所を
有するものである。上記ハイブリドーマのスクリーニング法としては、ＥＬＩＳＡ、ＦＡ
ＣＳ、ウェスタンブロッドなどが挙げられる。上記クローニング法としては、限外希釈法
、軟寒天法、およびフィブリノーゲンゲル法などが挙げられる。クローニングが終了した
ハイブリドーマによる抗体の産生は、細胞培養法および腹腔内で培養する方法などを適宜
選択して行うことができる。産生したポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体の精
製は、特に限定されるものではないが、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などの各方法およびそれらの組み合わせによって行うことができる。
【００５０】
　上記製造方法では、得られる抗ＥＡＳＴ１抗体をＥＬＩＳＡ法等で評価することが好ま
しい。これにより、製造した抗体がＥＡＳＴ１ペプチドに特異的に反応することを確認で
きる。
【００５１】
　評価する方法としては、例えば、後述する実施例のように、製造した抗ＥＡＳＴ１抗体
の抗原と、該抗ＥＡＳＴ１抗体とを反応させた後、ペルオキシダーゼ標識抗ウサギ抗体ま
たはペルオキシダーゼ標識マウス抗体と、 o-Phenylenediamineとを用いて発色させて、吸
光度を測定する方法である。また、同様にして、上記抗ＥＡＳＴ１抗体とは関係のない抗
原と、製造した抗ＥＡＳＴ１抗体との反応を行って、他の抗原とは反応しないことを確認
することがより好ましい。これにより、製造した抗ＥＡＳＴ１抗体が、当該抗原とのみ反
応することが確認できる。
【００５２】
　本発明にかかるＥＡＳＴ１ペプチドの検出方法は、上記抗ＥＡＳＴ１抗体を用いて、免
疫学的にＥＡＳＴ１ペプチドを検出する方法であれば、その具体的な手法は特に限定され
るものではない。
【００５３】
　すなわち、本発明にかかるＥＡＳＴ１ペプチドの検出方法は、基本的には、上記抗ＥＡ
ＳＴ１抗体を、該ＥＡＳＴ１ペプチドの検出対象となる検体とを反応させる免疫反応試行
行程と、抗ＥＡＳＴ１抗体による免疫反応の有無を判定する免疫反応判定行程とを含む方
法であればよい。
【００５４】
　上記検体としては、食中毒に罹患した被験者糞便、および食中毒の原因として疑われる
食材などを用いることができる。
【００５５】
　上記免疫反応試行行程では、検体に含まれるＥＡＳＴ１ペプチドと抗ＥＡＳＴ１抗体と
を確実に免疫反応させることができれば、その具体的な試行手法については限定されるも
のではない。例えば、以下に示す競合エライサ法によって行うことができる。
【００５６】
　すなわち、抗ＥＡＳＴ１抗体がポリクローナル抗体である場合を、図５（ａ）および図
５（ｂ）を用いて説明すると、まず、エライサプレートに抗原（Ａｇ）を吸着させる。次
に、図５（ａ）に示すように、抗原に対するポリクローナル抗体（Ａｂ）と、ペルオキシ
ダーゼ標識（ＨＲＰ）した抗ウサギＩｇＧ（ Anti Rabbit-HRP）と、 o-Phenylenediamine
とを加え、一定の吸光値を示すように設定する。この実験系にサンプル溶液を加え、サン
プル中に吸着に用いた抗原、あるいはＥＡＳＴ１ペプチドが含まれている場合、図５（ｂ
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）に示すように、ポリクローナル抗体（Ａｂ）のプレートへの結合阻害が起こり、結果と
して吸光値が減少することになる。すなわち、吸光値の減少が大きければ、サンプル中に
抗原、あるいはＥＡＳＴ１ペプチドが多く存在することを意味する。抗ＥＡＳＴ１抗体が
モノクローナル抗体の場合についても同様である。
【００５７】
　上記免疫反応判定行程では、製造したポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体と
検体とを免疫反応させることにより、検体中にＥＡＳＴ１ペプチドを含んでいるか否かを
判定する。すなわち、上記ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体と免疫反応を行
っていれば検体中にＥＡＳＴ１ペプチドが存在していると判定し、免疫反応を行っていな
ければ検体中にＥＡＳＴ１ペプチドが存在していないと判定することができる。
【００５８】
　それゆえ、上記免疫反応を測定する方法としては、特に限定されるものではないが、上
述した蛍光抗体法、免疫沈降法、ウェスタンブロット法、アフィニティークロマトグラフ
ィー法、コロニーブロット法の何れかが用いられることが好ましい。これら方法を用いる
ことで、本発明にかかる検出方法の精度や信頼性をより一層向上させることができる。
【００５９】
　具体的には、例えば、後述の実施例に示すように、抗体の免疫源として用いた抗原を担
体に吸着させた後、上記抗原に対する抗体（１次抗体）とペルオキシダーゼ標識した抗体
（２次抗体）と、発色試薬とを加えて一定の吸光度を示すように設定し、サンプル溶液に
ＥＡＳＴ１ペプチドが含まれていれば、１次抗体に対する結合阻害が生じて吸光度が減少
するため、サンプルを添加する前後の吸光度を比較してＥＡＳＴ１ペプチドを検出する方
法が挙げられる。
【００６０】
　また、上記製造した抗体を直接あるいは間接的に吸着させて抗体カラムを作製して、そ
れを用いたアフィニティークロマトグラフィーを行い、サンプル溶液と免疫反応するか否
かによってＥＡＳＴ１ペプチドを検出することもできる。
【００６１】
　本発明にかかるＥＡＳＴ１ペプチドの検出方法においては、その利用対象に応じて、上
記免疫反応試行行程および免疫反応判定行程以外に他の行程が含まれていても良い。例え
ば、より検出精度を向上する目的で、抗ＥＡＳＴ１抗体とＥＡＳＴ１ペプチドとが免疫反
応し易くなるように、検体を精製したり形状を変えたりするような、検体加工行程を含ん
でいても良い。
【００６２】
　本発明にかかるＥＡＳＴ１ペプチドの検出方法では、上記抗ＥＡＳＴ１抗体が用いられ
ればよいが、実用上、例えば、該抗ＥＡＳＴ１抗体は、検体中のＥＡＳＴ１ペプチドと免
疫反応し易くなるような検出用試薬として調製されているとより好ましい。
【００６３】
　上記検出用試薬の組成としては、上記抗ＥＡＳＴ１抗体、すなわち、前述した本発明に
かかるモノクローナル抗体およびポリクローナル抗体の少なくとも一方を含んでいればよ
いが、より好ましくは、添加剤として、各種の防腐剤（アジ化ナトリウムおよびペルオキ
シダーゼの反応を抑制するものは除く）、非特異的反応を抑制する試薬として、高濃度の
牛血清アルブミン、ブロックエース（雪印乳業）、ゲラチン、スキムミルク、などを用い
ることが好ましい。上記のような添加剤を用いることで、本発明にかかる検出方法の精度
を挙げることができるだけでなく、検出用試薬の利便性や保存性等を向上させることがで
きる。
【００６４】
　さらに、本発明では、上記検出用試薬を、他の薬剤等と組み合わせてＥＡＳＴ１ペプチ
ドの検出キットとするとより一層好ましい。
【００６５】
　すなわち、本発明にかかる検出方法は、臨床検査や衛生検査で特に好適に用いられる方
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法であるが、食中毒のように、迅速に検査をして原因菌を特定する必要がある場合、検査
設備の整ったセンターやラボ等ではなく、食中毒の現場等でも検査を実施することもあり
得る。そこで、本発明にかかる検出用試薬をキット化しておけば、原因食と推定される食
材や患者糞便等の検体を得るだけで、容易に検査をすることができる。また、検出キット
は、センターやラボにおける検査でも検査過程を簡素化することができ、より多くの検体
を検査することが可能となるという利点がある。
【００６６】
　本発明にかかる検出キットには、上記抗ＥＡＳＴ１抗体を含む検出用試薬が含まれてい
ればよい。
【００６７】
　上記検出キットには、例えば、前述した競合エライサ法およびコロニーブロット法を適
応することができる。競合エライサ法を適応する場合については、前述の通りであるので
詳しい説明を省略するが、前述の文献の方法（ Thompson M.R.,et al.,1984. J.Clin.Micr
obiol. 20:59-64）を参考にして行うことができる。
【００６８】
　コロニーブロット法を適応する場合は、大腸菌選択寒天培地（デソキシコレート寒天培
地、ＤＨＬ寒天培地など）、あるいは、増菌培地（トリプトソーヤ寒天培地など）を準備
する。次に、寒天上にニトロセルロース膜を置き、寒天に密着させる。続いて、ニトロセ
ルロース膜上に原因と疑われる食材や、患者糞便を塗布し、通常の培養を行いコロニー（
集落）の形成を観察記録する。このときＥＡＳＴ１ペプチド産生病原性大腸菌ならば、コ
ロニー部分にＥＡＳＴ１ペプチドが産生され、ＥＡＳＴ１ペプチドのニトロセルロース膜
への吸着が菌の増殖と共に起こる。続いて、ニトロセルロース膜を非特異反応抑制試薬で
処理した後、上記抗ＥＡＳＴ１抗体を反応させ、ペルオキシダーゼ標識抗ウサギ（あるい
はマウス）イムノグロブリン抗体、 3-3’  Diaminobenzidine、過酸化水素の順に反応させ
る。以上のようにして得られる発色スポットは、原因大腸菌の分離とＥＡＳＴ１ペプチド
産生病原性大腸菌の一致とを示し、菌分離とＥＡＳＴ１ペプチド産生陽性判定試験とを同
時に実施することができる。
【００６９】
　加えて、本発明にかかるＥＡＳＴ１ペプチドの検出方法は、ａｓｔＡ遺伝子の検出方法
と組み合わせられて用いられることが非常に好ましい。前述したように、毒素産生型の病
原性大腸菌の菌株を特定するには、その毒素だけでなく、該毒素の由来となる遺伝子をも
特定する必要がある。逆に、毒素および遺伝子の双方が特定されれば、病原性大腸菌の菌
株を明確に特定することができ、疫学的情報の獲得や行政上の認定をより確実に実施する
ことができる。
【００７０】
　このように、本発明にかかる検出方法は、これまで検出方法が確立されていなかったＥ
ＡＳＴ１ペプチドを特異的に認識する抗ＥＡＳＴ１抗体を用いて、該抗ＥＡＳＴ１抗体と
検体とを免疫反応させることにより、検体中のＥＡＳＴ１ペプチドを高感度、かつ特異的
に検出するものである。
【００７１】
　このＥＡＳＴ１ペプチドの検出方法を用いれば、食中毒の原因菌が、ａｓｔＡ遺伝子保
有（ＥＡＳＴ１ペプチド産生）病原性大腸菌であると実証することができる。
【００７２】
　さらに、これまで検出方法が確立されていなかったために、分類不能な「大腸菌性食中
毒」にランクされていたＥＡＳＴ１ペプチドを原因とする病原性大腸菌の、新たなカテゴ
リーを認知されるようにすることができる。その結果、ＥＡＳＴ１ペプチドを原因とする
食中毒の責任者を確定することができ、責任者からの補償、および行政からの援助も受け
ることができるようになる。
【００７３】
　本発明にかかる検出方法の利点を挙げれば、以下のとおりである。
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１．本検出方法によれば、これまで検出方法が確立されていなかったＥＡＳＴ１ペプチド
を確実に検出する新たな検出方法を提供することができる。
２．本検出方法によれば、食中毒の原因食などの検体中からＥＡＳＴ１を容易に検出し、
しかもａｓｔＡ遺伝子保有（ＥＡＳＴ１ペプチド産生）病原性大腸菌の同定を行うことが
できる。
３．本検出方法によれば、これまで分離不能な「大腸菌性食中毒」にランクされていたＥ
ＡＳＴ１ペプチドを原因とする食中毒の責任者を明確にし、責任者からの補償、および行
政からの援助も受けることができる。
４．本発明検出方法をＥＡＳＴ１ペプチドの検出用試薬および検出キットに応用すれば、
簡便でしかも高い精度でＥＡＳＴ１ペプチドを検出することができる。
【００７４】
　本発明にかかる検出方法によれば、以上のように、ＥＡＳＴ１ペプチドを特異的に認識
する抗体を用いて、これまで検出方法が確立されていなかったＥＡＳＴ１ペプチドを確実
に検出する新たな検出方法を提供することができるので、臨床検査・衛生検査などに利用
することができる。
【００７５】
　さらに、これまで検出方法が確立されていなかったため、分類不能な「大腸菌性食中毒
」にランクされていたＥＡＳＴ１ペプチドを原因とする病原性大腸菌の新たなカテゴリー
を認知されるようにすることが期待でき、その結果、ＥＡＳＴ１ペプチドを原因とする食
中毒の責任者を確定し、責任者からの補償、および行政からの援助も受けることができる
。
【００７６】
　すなわち、大腸菌由来耐熱性下痢症毒素ＥＡＳＴ１ペプチドの免疫学的検出あるいは診
断・同定、ＥＡＳＴ１ペプチドによる食中毒事例における責任体制と行政処分の明確化、
抗ＥＡＳＴ１モノクロナール抗体の量産を達成することができ、人類の保健と福祉を向上
させることができる、極めて有用性の高い検出方法である。
【００７７】
　

【００７８】

【００７９】

【００８０】

【００８１】

【００８２】
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なお、上記抗ＥＡＳＴ１抗体としては、配列番号１に示すアミノ酸配列を有するポリペ
プチドを抗原として認識すればよい。

　上記「配列番号１に示すアミノ酸配列を有するポリペプチド（すなわち抗原）」は、配
列番号１に示すアミノ酸配列からなるポリペプチドであってもよいし、当該ポリペプチド
の誘導体、例えば、当該ポリペプチドをＢＳＡおよびＫＬＨなで標識されたものなどであ
ってもよい。

　通常、抗原は後述する抗原決定基を有し、ペプチドを抗原とする場合、１０～２０個程
度のアミノ酸が連続して配列してなる部分配列を合成したペプチドが抗原として使用され
る。これにより、抗体の作製を容易にしたり、より抗体価を上昇させたりすることができ
る。

　したがって、上記抗原としては、具体的には、配列番号１に示すアミノ酸配列のうち、
イ）８番目から１７番目までのアミノ酸配列として示される第１領域
ロ）２９番目から３８番目までのアミノ酸配列として示される第２領域
の少なくとも一方に含まれるアミノ酸配列が含まれることが挙げられる。

　ここで上記「アミノ酸配列が含まれる」とは、例えば、上記イ）の場合、配列番号１に
示すアミノ酸配列のうち、８番目から１７番目までのアミノ酸配列として示される第１領
域はもちろん、第１領域よりも１０アミノ酸分長い、全長２０個のアミノ酸配列として示
される領域までも包含する意味である。



【００８３】

【００８４】
【実施例】
　以下、図２ないし図４および図６ないし図９に基づいて、本発明をより詳細に説明する
。なお、本発明はこれに限定されるものではない。
【００８５】
　〔抗ＥＡＳＴ１抗体の製造例１（ポリクローナル抗体）〕
　次に、合成した抗原に基づくポリクローナル抗体の製造方法を以下に示す。図２に、本
実施例のポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体の製造方法のフローチャートを示
す。まず、Ｎ－１およびＣ－１ペプチドと牛血清アルブミン（ＢＳＡ）とをグルタールア
ルデヒドを用いて結合した。次に、ＢＳＡを結合したポリクローナル抗体と、 Fruendの完
全および不完全アジュバンドとを混合し、ウサギに注射して免疫した。
【００８６】
　そして、ウサギ免疫血清から ProteinＡカラムを用いて精製し、精製ポリクローナル抗
体（抗Ｎ－１ペプチドポリクローナル抗体および抗Ｃ－１ペプチドポリクローナル抗体）
を得た。
【００８７】
　〔抗ＥＡＳＴ１抗体の製造例２（モノクローナル抗体）〕
　まず、Ｎ－１ペプチドと牛血清アルブミン（ＢＳＡ）とをグルタールアルデヒドを用い
て結合した。次に、ＢＳＡを結合したモノクローナル抗体と、 Fruendの完全および不完全
アジュバンドとを混合し、ＢＡＬＢ／ｃマウスに注射して免疫した。
【００８８】
　そして、免疫マウスの脾細胞と骨髄腫細胞Ｘ．６３Ａｇ．６５３とを、ポリエチレング
リコールを用いて細胞融合し、ＨＡＴ選択、後述するエライサ法によるスクリーニング、
限外希釈法によるクローニングを経て抗体産生ハ
イブリドーマを確立した。これをマウス腹腔内に移植して腹水を得た後、 ProteinＧカラ
ムを用いて精製し、精製モノクローナル抗体（Ｎ－１－１およびＮ－１－２）を得た。
【００８９】
　〔免疫反応の評価１（ポリクローナル抗体）〕
　上記ポリクローナル抗体のエライサ（ＥＬＩＳＡ）抗体価によって、免疫反応の評価を
行った。
【００９０】
　図３（ａ）および図３（ｂ）は、得られたポリクローナル抗体のエライサ抗体価を示し
たグラフである。エライサ抗体価は、以下に示す反応液の４５０ｎｍにおける吸光度を測
定して求めた。まず、エライサプレートにＮ－１ペプチドおよびＣ－１ペプチドのそれぞ
れを１μｇ／ｍＬの濃度で吸着させた。次に、段階希釈した精製抗Ｎ－１およびＣ－１ペ
プチドポリクローナル抗体を反応させ、洗浄後ペルオキシダーゼ標識抗ウサギＩｇＧと、
o-Phenylenediamineとによって発色させて吸光度を測定し力価を求めた。その結果、抗Ｃ
－１ペプチドポリクローナル抗体よりも、抗Ｎ－１ペプチドポリクローナル抗体の方が若
干優れた反応を示した。また、図示しないが、抗Ｃ－１ペプチドポリクローナル抗体とＮ
－１ペプチドとの反応、およびその逆の反応、すなわち、抗Ｎ－１ペプチドポリクローナ
ル抗体とＣ－１ペプチドとの反応についても検討したが、全く反応を示さなかった。した
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　通常、抗体は抗原の比較的小さな領域（少数のアミノ酸からなるペプチド）を抗原決定
基として認識する。したがって、上記抗ＥＡＳＴ１抗体は、配列番号１に示すアミノ酸配
列に含まれる、少なくとも５個のアミノ酸が連続して配列してなる部分配列を抗原決定基
として認識することができる。

　したがって、上記「少なくとも５個のアミノ酸が連続して配列してなる部分配列」とは
、換言すれば、５個のアミノ酸が連続して配列してなる部分配列が、１箇所以上あればよ
いことを意味する。すなわち、抗原決定基は１箇所であってもよいし、複数であってもよ
いことを意味する。



がって、抗Ｎ－１ペプチドポリクローナル抗体はＮ－１ペプチドに、抗Ｃ－１ペプチドポ
リクローナル抗体はＣ－１ペプチドに特異的に反応することが示された。
【００９１】
　〔免疫反応の評価２（モノクローナル抗体）〕
　図４は、Ｎ－１ペプチドに対する２種類のモノクローナル抗体（Ｎ－１－１およびＮ－
１－２）のエライサ抗体価を示したグラフである。Ｎ－１－１およびＮ－１－２サブクラ
スを調べた結果、Ｎ－１－１はＩｇＧ３ を、Ｎ－１－２はＩｇＭを示した。エライサ抗体
価は、前述と同様に、反応液の４５０ｎｍにおける吸光度を測定して求めた。ペルオキシ
ダーゼ標識抗ウサギＩｇＧあるいはＩｇＭと、 o-Phenylenediamineとによって発色させて
吸光度を測定し力価を求めた結果、Ｎ－１－１（ＩｇＧ３ ）よりもＮ－１－２（ＩｇＭ）
の方が優良な反応を示した。
【００９２】
　表１に上記製造したポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体の性状を示す。
【００９３】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００９４】
　〔実施例１〕
　抗ＥＡＳＴ１抗体として製造例１で製造した抗Ｎ－１ペプチドポリクローナル抗体を用
いて競合エライサ法を行った（図６）。エライサプレートには抗原としてＮ－１ペプチド
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を吸着させ、サンプル中に目的抗原（Ｎ－１ペプチド）が存在しない場合の反応量を１０
０％として表わした。その結果、サンプル中のＮ－１ペプチドが高濃度になるにしたがっ
て、抗Ｎ－１ペプチドポリクローナル抗体の、エライサプレートに吸着させたＮ－１ペプ
チドへの反応量が減少した。このとき、別に無関係のペプチドを高濃度加えても反応に変
化はなかった。この結果は、作成した抗Ｎ－１ペプチドポリクローナル抗体が、Ｎ－１ペ
プチドに特異的反応し、かつサンプル中のＥＡＳＴ１ペプチド由来のＮ－１部分を検出定
量できることを示している。なお、Ｎ－１ペプチドに対する検出感度は１ｎｇ／ｍＬを示
した。
【００９５】
　〔実施例２〕
　抗ＥＡＳＴ１抗体として製造例１で製造した抗Ｃ－１ペプチドポリクローナル抗体を用
いて競合エライサ法を行った（図７）。エライサプレートには抗原としてＣ－１ペプチド
を吸着させ、サンプル中に目的抗原（Ｃ－１ペプチド）が存在しない場合の反応量を１０
０％として表わした。その結果、サンプル中のＣ－１ペプチドが高濃度になるにしたがっ
て、抗Ｃ－１ペプチドポリクローナル抗体の、エライサプレートに吸着させたＣ－１ペプ
チドへの反応量が減少した。このとき、別に無関係のペプチドを高濃度加えても反応に変
化はなかった。この結果は、作成した抗Ｃ－１ペプチドポリクローナル抗体が、Ｃ－１ペ
プチドに特異的反応し、かつサンプル中のＥＡＳＴ１ペプチド由来のＣ－１部分を検出定
量できることを示している。
【００９６】
　なお、Ｃ－１ペプチドに対する検出感度は１０ｎｇ／ｍＬを示し、図６に示した、抗Ｎ
－１ペプチドポリクローナル抗体を用いた場合の検出感度の方が優れていた。
【００９７】
　〔実施例３〕
　抗ＥＡＳＴ１抗体として製造例２で製造した抗Ｎ－１ペプチドモノクローナル抗体（Ｎ
－１－１）（０．３μｇ／ｍＬ）を用いて競合エライサ法を行った（図８）。エライサプ
レートには抗原としてＮ－１ペプチドを吸着させ、サンプル中に目的抗原（Ｎ－１ペプチ
ド）が存在しない場合の反応量を１００％として表わした。その結果、サンプル中のＮ－
１ペプチドが高濃度になるにしたがって、抗Ｎ－１ペプチドモノクローナル抗体の、エラ
イサプレートに吸着させたＮ－１ペプチドへの反応量が減少した。このとき、別に無関係
のペプチドを高濃度加えても反応に変化はなかった。この結果は、作成したモノクローナ
ル抗体Ｎ－１－１が、Ｎ－１ペプチドに特異的反応し、かつサンプル中のＥＡＳＴ１ペプ
チド由来のＮ－１部分を検出定量できることを示している。
【００９８】
　なお、Ｎ－１ペプチドに対する検出感度は１０ｎｇ／ｍＬを示した。検出感度に関して
は、図６に示した、抗Ｎ－１ペプチドポリクローナル抗体を用いた場合の検出感度の方が
優れていた。
【００９９】
　〔実施例４〕
　抗ＥＡＳＴ１抗体として製造例２で製造した抗Ｎ－１ペプチドモノクローナル抗体（Ｎ
－１－１）（０．１μｇ／ｍＬ）を用いて競合エライサ法を行った（図９）。サンプル添
加後、これまではペルオキシダーゼ標識抗マウスＩｇＧを用いてきたが、その代わりにビ
オチン標識抗マウスＩｇＧ（５μｇ／ｍＬ）と、ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジ
ン（５０ｎｇ／ｍＬ）とを応用し競合エライサ法を試みた。その結果、サンプル中のＮ－
１ペプチドが高濃度になるにしたがって、抗Ｎ－１ペプチドモノクローナル抗体の、エラ
イサプレートに吸着させたＮ－１ペプチドへの反応量が減少した。さらに、ビオチン標識
抗体と、ストレプトアビジンとの応用により、検出感度が１ｎｇ／ｍＬを示した。
【０１００】
　なお、図６に示した抗Ｎ－１ペプチドポリクローナル抗体を用いた場合の検出感度とほ
ぼ同程度の有効性が示された。
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【０１０１】
　本発明は上述した実施形態に限定されるものではなく、請求項に示した範囲で種々の変
更が可能であり、異なる実施形態にそれぞれ開示された技術的手段を適宜組み合わせて得
られる実施形態についても本発明の技術的範囲に含まれる。
【０１０２】
【発明の効果】
　このように、本発明の検出方法は、ＥＡＳＴ１ペプチドを特異的に認識する抗体を用い
て、これまで検出方法が確立されていなかったＥＡＳＴ１ペプチドを検出する方法である
。
【０１０３】
　それゆえ、これまで検出方法が確立されていなかったために、分類不能な「大腸菌性食
中毒」にランクされていたＥＡＳＴ１ペプチドを原因とする病原性大腸菌の、新たなカテ
ゴリーを認知されるようにすることができる。その結果、ＥＡＳＴ１ペプチドを原因とす
る食中毒の責任者を確定することができ、責任者からの補償、および行政からの援助も受
けることができるようになるという効果を奏する。
【０１０４】
　すなわち、大腸菌由来耐熱性下痢症毒素ＥＡＳＴ１ペプチドの免疫学的検出あるいは診
断・同定、ＥＡＳＴ１ペプチドによる食中毒事例における責任体制と行政処分の明確化、
を達成することができ、人類の保健と福祉を向上させることができるという効果を奏する
。
【０１０５】
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
【図１】　本発明の実施の一形態にかかる検出方法において検出対象となるＥＡＳＴ１ペ
プチドの塩基配列およびアミノ酸配列と、同実施の一形態において抗原として選択したペ
プチド部位を示した配列図である。
【図２】　本発明の実施の一形態におけるポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体
の製造方法のフローチャートである。
【図３】　本発明の実施の一形態におけるポリクローナル抗体のエライサ抗体価を示した
グラフであり、図３（ａ）はＣ－１ペプチドに対するポリクローナル抗体とＣ－１ペプチ
ドとのエライサ抗体価を示したグラフであり、図３（ｂ）は、Ｎ－１ペプチドに対するポ
リクローナル抗体とＮ－１ペプチドとのエライサ抗体価を示したグラフである。
【図４】　本発明の実施の一形態におけるＮ－１ペプチドに対するモノクローナル抗体と
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Ｎ－１ペプチドとのエライサ抗体価を示したグラフである。
【図５】　本発明の実施の一形態におけるＥＡＳＴ１ペプチド検出のための競合エライサ
の測定原理を示した模式図であり、図５（ａ）はプレートの抗原（Ａｇ）が抗体（Ａｂ）
と結合している様子を示した模式図であり、図５（ｂ）は、サンプル中に抗原（Ａｇ）が
含まれており、抗体（Ａｂ）がプレートの抗原（Ａｇ）への結合阻害が起こっている様子
を示した模式図である。
【図６】　本発明の実施の一形態におけるＮ－１ペプチドに対するポリクローナル抗体を
用いた場合の競合エライサの結果を示したグラフである。
【図７】　本発明の実施の一形態におけるＣ－１ペプチドに対するポリクローナル抗体を
用いた場合の競合エライサの結果を示したグラフである。
【図８】　本発明の実施の一形態におけるＮ－１ペプチドに対するモノクローナル抗体（
Ｎ－１－１）を用いた場合の競合エライサの結果を示したグラフである。
【図９】　本発明の実施の一形態におけるＮ－１ペプチドに対するモノクローナル抗体（
Ｎ－１－１）を用いた場合の競合エライサの別の結果を示したグラフである。
【図１０】　９７年から９９年度に検出した各大腸菌とサルモネラ菌の検出率を示したグ
ラフである。
【図１１】　９７年から９９年度に検出した下痢原生大腸菌の構成を示したグラフである
。
【図１２】　９７年から９９年度に検出した下痢原生大腸菌の月別検出状況を示したグラ
フである。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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