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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中に存在する、少なくとも１００℃を超える温度で加熱処理された動物性組織由来
の原料の存在を検出するための試薬であって、該試薬は、少なくとも１００℃を超える温
度で加熱処理した血清アルブミンに対する抗体またはその抗原結合性フラグメントを含む
ことを特徴とする、前記試薬。
【請求項２】
　前記動物性組織由来の原料が、１２０℃以上の温度で加熱処理された原料である、請求
項１に記載の試薬。
【請求項３】
　前記動物性組織由来の原料が、１３０℃以上の温度で加熱処理された原料である、請求
項１に記載の試薬。
【請求項４】
　前記動物性組織由来の原料が、加熱処理と同時に加圧処理された原料である、請求項１
乃至３のいずれか一項に記載の試薬。
【請求項５】
　前記動物性組織由来の原料が、肉骨粉である、請求項４に記載の試薬。
【請求項６】
　前記試料が缶詰食品である、請求項１乃至４のいずれか一項に記載の試薬。
【請求項７】
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　前記試料が家畜用飼料である、請求項５に記載の試薬。
【請求項８】
　前記抗体またはその抗原結合性フラグメントが、１２０℃以上の温度で加熱処理した血
清アルブミンに対する抗体またはその抗原結合性フラグメントである、請求項１乃至７の
いずれか一項に記載の試薬。
【請求項９】
　前記抗体またはその抗原結合性フラグメントが、更に加圧処理した血清アルブミンに対
する抗体またはその抗原結合性フラグメントである、請求項８に記載の試薬。
【請求項１０】
　前記試薬がキットの形態である、請求項１乃至９のいずれか一項に記載の試薬。
【請求項１１】
　試料中に存在する、少なくとも１００℃を超える温度で加熱処理された動物性組織由来
の原料の存在を検出するための方法であって、該方法は、
（１）少なくとも１００℃を超える温度で加熱処理した血清アルブミンに対する抗体また
はその抗原結合性フラグメントと前記試料を接触させて、該試料中の熱変性血清アルブミ
ンと該抗体またはその抗原結合性フラグメントとの特異的複合体を形成し、
（２）形成された前記複合体の存在および／またはその存在量を同定することを含む、
前記方法。
【請求項１２】
　前記動物性組織由来の原料が、１２０℃以上の温度で加熱処理された原料である、請求
項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記動物性組織由来の原料が、１３０℃以上の温度で加熱処理された原料である、請求
項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記動物性組織由来の原料が、加熱処理と同時に加圧処理された原料である、請求項１
１乃至１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記動物性組織由来の原料が、肉骨粉である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記試料が缶詰食品である、請求項１１乃至１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記試料が家畜用飼料である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
　前記抗体またはその抗原結合性フラグメントが、１２０℃以上の温度で加熱処理した血
清アルブミンに対する抗体またはその抗原結合性フラグメントである、請求項１１乃至１
７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記抗体またはその抗原結合性フラグメントが、更に加圧処理した血清アルブミンに対
する抗体またはその抗原結合性フラグメントである、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　少なくとも１００℃を超える温度で加熱処理した血清アルブミンに対する抗体またはそ
の抗原結合性フラグメント。
【請求項２１】
　更に加圧処理した血清アルブミンに対する請求項２０に記載の抗体またはその抗原結合
性フラグメント。
【請求項２２】
　前記加熱処理および加圧処理が、１２１℃で３０分間のオートクレーブ処理である、請
求項２１に記載の抗体またはその抗原結合性フラグメント。
【請求項２３】
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　ポリクローナルである、請求項２０乃至２２のいずれか一項に記載の抗体またはその抗
原結合性フラグメント。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、試料中の加熱処理または加熱加圧処理された動物性組織由来原料の検出に関
する。
【背景技術】
【０００２】
　牛、豚、鶏に代表される動物の組織由来のタンパク質等は、食品や家畜飼料における重
要な栄養源として広く用いられている。近年、食品の安全性に対する消費者の関心が急速
に高まる中で、これら動物性組織由来原料の食品への混入を厳重に監視する必要が生じて
きた。なかでも、ウシ海綿状脳症（ＢＳＥ）のヒトに対する感染のリスクは重大な問題で
あり、ＥＵ科学運営委員会は、「食物経由によるウシ海綿状脳症（ＢＳＥ）へのヒトの曝
露リスク（ＨＥＲ）に関する科学運営委員会の意見」（１９９９年１２月１０日採択）と
題する報告の中で、「ＢＳＥと変異型クロイツフェルト・ヤコブ病（ＣＪＤ）の関連を示
す疫学的・病理学的・分子生物学的な確たる証拠を得ている。」とし、特に、ＢＳＥ感染
牛からの肉骨紛の家畜飼料への使用について言及している。つまり、大半の可食部分を取
り去った後の骨や、それに付着している少量の肉、筋等については、１３３℃以上の高温
での加熱加圧で処理し、肉骨粉とした後に家畜飼料等に再利用されてきており、一方で、
ＢＳＥ臨床徴候を発現した牛（潜伏期間の終わりの段階で）のＢＳＥ感染負荷のほとんど
は、主に中枢神経系組織（脳、脊髄など）にあることが認められることから、当該肉骨粉
の家畜飼料への使用が重大な関心を集めていたのである。これを受けて、ＥＵでは、ＥＵ
農相理事会特別会合において、域内では、２００１年１月１日からの肉骨粉の家畜飼料へ
の使用禁止が合意されている。また、我が国でも、ＢＳＥの国内における確認を受けて、
平成１３年１０月からは肉骨粉の輸入、国内における製造・出荷を一時全面停止した。こ
れらを受けて、各自治体や関連業界等には、牛用飼料への動物由来タンパク質（肉骨粉を
含む）の混入防止等に関する指針等が示され、肉骨粉等の家畜飼料への混入の検査への関
心が高まっている。
【０００３】
　また、近年、食品の安全性に対する消費者の関心の１つとして、食品アレルギーがあげ
られる。食品アレルギーとして代表的なものは、卵、牛乳、小麦、そば、落花生などであ
るが、牛、豚、鶏肉、或いは血清タンパク質に対するアレルギーも重要である。
【０００４】
　特許文献１は、このような食物アレルゲンの免疫学的検出について記載している。当該
公開公報には、アレルギー患者からの血清プール内に、加熱卵抗原に対して反応する抗体
と非加熱卵抗原に対して反応する抗体が存在していたことが記載され、これは、加熱性動
物タンパク質を特異的なアレルゲンとするアレルギー患者が存在することを意味する。そ
して、当該公報は、ＥＬＩＳＡなどの免疫学的手法において、加熱性動物タンパク質をも
検出するための抗体の必要性を認め、１２０℃で３０分間のオートクレーブ処理を行った
卵のアレルゲン分画（オボアルブミン、オボムコイド、リゾチーム、トランスフェリンを
含む混合物）を免疫原にして免疫した動物からの抗体が、非加熱卵抗原と加熱卵抗原を、
ほぼ同等の感度で検出できることも示し、そのような高温加熱処理を行った変性タンパク
質を免疫原にして得た抗体の使用が、非加熱および加熱タンパク質の両者の同時検出を可
能にすることから、食品アレルゲンの検査に好ましいことを記述する。
【０００５】
　しかしながら、別の観点から見れば、当該公報では、加熱性動物タンパク質を免疫源と
して得た抗体が、当該加熱性動物タンパク質のみならず、非加熱性の動物タンパク質をも
非特異的に認識してしまい得ること、すなわち、両者の間での高い交差反応性の存在を示
しているのである。
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【０００６】
　つまり、上記のような、加熱性動物タンパク質と非加熱性動物タンパク質とに対する抗
体の交差反応性は、肉骨粉の混入や、加熱性動物タンパク質アレルギー患者のためのアレ
ルゲンの免疫学的検査にとって好ましいものではない。すなわち、肉骨粉は、ＢＳＥとの
関係等から、１３３℃以上の高温での加熱加圧で処理して用いられるので、そのように高
温加熱処理された動物組織のみを特異的に検出して、当該肉骨粉の存在を正しく同定する
ことが必要である。そうでないと、加熱性動物ンパク質と非加熱性動物タンパク質とに対
する抗体の交差反応性は、当該抗体を用いた免疫学的手法による検査において、本来、検
査の対象ではない非加熱動物組織、つまり肉骨紛ではない原料さえも検出して、検査の擬
陽性判定を招き、ひいては、本来、排除する必要のない、肉骨粉を含まない飼料等をも不
適格として、家畜飼料業者や肥育家の損失を招く。
【０００７】
　また、加熱性動物タンパク質アレルゲンの免疫学的検査においても、それと同時に非加
熱性動物タンパク質を検出したのでは、検査の擬陽性判定の結果として、本来、非加熱性
動物タンパク質は摂取できる筈のアレルギー患者の食品選択の余地を不当に奪うことにな
るのである。
【特許文献１】特開２００３－１５５２９７号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　従って、本発明は、加熱性動物タンパク質のみを特異的に認識し、非加熱性動物タンパ
ク質には交差反応性を示さない抗体による、試料中の加熱処理された動物性組織由来原料
の存在を検出するための、免疫学的手法を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者等は、血清アルブミンを加熱して変性したタンパク質を免疫原として免疫した
動物からの抗体が、加熱変性した血清アルブミンを特異的に認識し、非加熱の血清アルブ
ミンに対しては交差反応性を示さないことを見出した。これは、加熱性動物タンパク質を
免疫源として得た抗体が、当該加熱性動物タンパク質のみならず、非加熱性の動物タンパ
ク質をも非特異的に認識してしまい得ること、すなわち、両者の間での高い交差反応性の
存在を示す先行技術に照らして、驚嘆すべき結果であった。
【００１０】
　特に、本発明者等は、そのような抗体を、ポリクローナル抗体としても調製できること
を見出した。理論に拘束されることは好まないが、これは、血清アルブミンの熱に対する
、ハプテン提示等をも含み得る免疫学的挙動が、他の動物性タンパク質と異なることを示
唆し、また、血清アルブミンにおいては、そのような加熱性動物タンパク質に対する特異
的抗体の調製が容易であることを示している。
【００１１】
　更に、血清アルブミンは、加熱加圧処理後でも不溶化しないことが判明し、これは、本
発明に更なる有利性を与える。
【００１２】
　特に、血清アルブミンは、血清タンパク質として肉骨粉をも含む動物性組織由来原料に
遍在しているものであるから、それは、極めて多種の形態の当該原料を網羅し得る。
【００１３】
　従って、本発明者等は、ここに、当該熱変性した血清アルブミンを指標とした、試料中
での加熱処理された動物性組織由来原料の存在を検出する新規な方法を提供し、その発明
の第一の側面は；
　試料中に存在する、少なくとも１００℃を超える温度で加熱処理された動物性組織由来
の原料の存在を検出するための方法であって、該方法は、
（１）少なくとも１００℃を超える温度で加熱処理した血清アルブミンに対する抗体また
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はその抗原結合性フラグメントと前記試料を接触させて、該試料中の熱変性血清アルブミ
ンと該抗体またはその抗原結合性フラグメントとの特異的複合体を形成し、
（２）形成された前記複合体の存在および／またはその存在量を同定することを含む、
前記方法である。
【００１４】
　本発明の、加熱処理した血清アルブミンに対する抗体は、缶詰の製造時に通常用いられ
る１２１℃前後や、肉骨粉の製造時に用いられる１３０℃以上の温度で加熱処理または加
熱加圧処理された動物性組織由来原料の測定においても極めて良好な結果を与える。
【００１５】
　前記抗体は、少なくとも１００℃以上、好適には、１２０℃以上で加熱処理した血清ア
ルブミンを免疫原として動物を免疫することで得られる。より好適には、加圧処理を併用
し、例えば１２１℃で数乃至数十分程度、典型的には３０分程度のオートクレーブ処理し
た血清アルブミンが免疫原として用い得る。
【００１６】
　かくして、缶詰等の高温加熱処理食品や、肉骨粉等の混入を検査すべき家畜飼料におけ
る、擬陽性判定を与えぬ、極めて信頼性の高い免疫学的手法による検査が提供される。
【００１７】
　また、本発明の別の側面は、上記の検査に用いる抗体またはその抗原結合性フラグメン
ト、当該抗体を含む試薬或いはキットをも提供する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　本明細書において、「動物性組織由来の原料」の用語は、血清アルブミンを含有する任
意の動物組織、例えば、筋肉や骨、皮膚組織、血液に由来する原料を含み得る。筋肉組織
は、食品における主要な成分となり得ることから興味深く、また、肉骨粉も特に興味深い
本発明の対象である。本発明の重要な側面の１つは、当該肉骨粉のような、高温で加熱処
理された動物性組織由来原料を特異的に認識し、高温加熱処理されていない動物性組織由
来の原料をそれらと区別し得ることにある。従って、本明細書にいう高温加熱処理、ある
いは高温での加熱処理とは、当該動物性組織を認識する抗体の特異性に影響を与え得る加
熱条件による処理を意味し、少なくとも１００℃を超える加熱処理に代表される、食品の
加熱加工や殺菌の際に適用されるような温度処理を指す。例えば、適切な加圧処理を伴っ
てよい、缶詰食品等の殺菌時の処理条件である１２１℃や、肉骨粉製造時の１３３℃以上
の温度があげられる。なお、当該動物性組織由来の原料は、加熱処理以外の任意の追加処
理を受けていてよく、例えば、破砕、粉砕、乾燥、各種酵素処理、塩への浸漬、防腐処理
等の、食品或いは飼料製造時に用いられ得る任意の追加処理を単独でまたは組み合わせて
施されていてよい。
【００１９】
　本発明における試料として好適なものの中には、前記動物性組織由来の原料が意図的に
配合され得る、或いは意図しないで混入し得る、食品、医薬、家畜飼料があげられるが、
これに限定されない。特に、家畜飼料中の肉骨粉等の検出は、本発明の重要な課題の一つ
である。
【００２０】
　本発明では、血清アルブミンを少なくとも１００℃以上で加熱して、当該熱変性タンパ
ク質を抗体作製の際の免疫原として用いる。当該熱変性タンパク質を免疫原として用いて
得た抗血清アルブミン抗体の典型的な利点は、先に述べた。各種の血清アルブミンが容易
に入手可能であり、また多くのものについて市販されている。例えば、牛血清アルブミン
は、利用可能な実験用試薬として、和光純薬工業（株）（例えば、Ｃａｔ．Ｎｏ．０１４
－１５１３４）等から購入してよい。また、試薬として入手できない場合においても、血
清アルブミンの血清からの調製方法自体は公知であり、当該公知のいかなる方法に基づい
ても、任意の動物由来の血清アルブミンを容易に自家調製し得る。次いで、該血清アルブ
ミンの加熱処理による変性は、実験室的に用い得る任意の加熱手段により達成できる。例
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えば、任意の加熱器により、各種動物由来の血清アルブミンを、乾式、或いは湿式で、１
００℃を超える温度まで昇温し、実質的な時間、該温度に保持すればよい。好ましくは、
市販のオートクレーブを用いて、溶液状態の血清アルブミンを加熱処理または加熱加圧処
理すればよく、例えば、１２１℃で４０分、または１３５℃で３０分間、オートクレーブ
処理すればよい。
【００２１】
　本発明では、上記のような手法で熱変性した血清アルブミンを免疫原として、当該熱変
性した血清アルブミンに対する抗血清或いは抗体を調製する。具体的に、当該免疫動物か
らの抗血清は、例えば、アジュバントを含む前記免疫原を免疫動物に皮下注射し、当該皮
下投与を適当な間隔（例えば１週間）で所定の回数（例えば５回）繰り返し、最終免疫後
に全血を採集して、これを分離することで得ることができる。そのような方法は、例えば
、ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ、第２．４章（発
行元：Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　Ｉｎｃ．，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）等に記
載されている。次いで、前記抗血清からのポリクローナル抗体の精製は、動物の免疫に用
いた熱変性血清アルブミンまたはその部分ペプチドをクロマトグラフィー用の樹脂、例え
ば、ＣＮＢｒ活性化セファロースやＨｉＴｒａｐ　ＮＨＳ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ（ともに
Amersham Pharmacia社製）に共有結合で固相化し、該固相化樹脂に上記抗血清を供して当
該抗血清中の抗体を特異的に樹脂上に吸着させ、ついで、該樹脂上に吸着した抗体を適切
な緩衝液やカオトロピックイオン等を用いて溶出させて回収することでも達成できるが、
これに限定されない。
【００２２】
　また、本発明の抗体をモノクローナル抗体として得る場合は、当業者に既知の手法を用
いて、熱変性血清アルブミンで免疫した実験動物、好ましくはマウス・ラット・ハムスタ
ーなどのげっ歯類動物の脾細胞とミエローマ細胞株等の細胞融合用のペアレントセルを融
合させ、得られたハイブリドーマの中から好適なものを選択してクローン化し、次いで、
その融合細胞を生体外または生体内で培養し、この培養混合物より特異性の高いモノクロ
ーナル抗体を採取する。
【００２３】
　また、本発明では、上記の抗体を酵素消化処理して得られるような当該抗体の抗原結合
性フラグメントを用いてもよい。当該フラグメントの例には、Ｆａｂフラグメント、Ｆａ
ｂ’フラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆ（ｖ）フラグメント、Ｈ鎖モノマー
又はダイマー、Ｌ鎖モノマー又はダイマー、１個のＨ鎖および１個のＬ鎖からなるダイマ
ー等が含まれる。該フラグメントは、例えばペプシンやパパイン等のプロテアーゼにより
完全な抗体を消化するか、消化後、必要に応じて還元剤で処理することにより得ることが
できる。Ｈ鎖およびＬ鎖モノマーは、完全な抗体をジチオスレイトール等の還元剤で処理
した後、精製した鎖状体を分離することにより得ることもできる。
【００２４】
　本発明による加熱処理された動物性組織由来の原料の検出は、当該原料中の加熱変性さ
れた血清アルブミンの存在を指標として、上記抗体類による免疫学的手法に基づくアッセ
イにより達成される。当該手法の１つである一般的なサンドウイッチアッセイを例にとれ
ば、上記抗体類が検出のために標識されてよい。例えば、それらを放射性物質、金コロイ
ドなどの着色粒子、蛍光または化学発光標識、或いは酵素（ＥＬＩＳＡ用）で標識すれば
検出抗体として使用することができる。抗体の標識の方法としては当業者にとって周知の
いかなる方法も採用することができ、例えば、「Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．ｖｏｌ．１１、３
９５～３９９頁（１９７９年）」「Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．ｖｏｌ．１４、４１～５７頁（
１９８２年）」「Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｒｅｌａｔｅｄ　Ｔ
ｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ／Ｎｏｒｔｈ　Ｈｏｌｌａｎｄ　Ｂｉｏｍｅｄ
ｉｃａｌ　Ｐｒｅｓｓ、２１５～２２５頁（１９７８年））」記載の方法を利用すること
ができる。なお、競合アッセイにおいては、前記熱変性した血清アルブミン自体が標識さ
れ得、当該標識方法も当業者に周知である。
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【００２５】
　また、サンドウイッチアッセイや競合アッセイにおいては、上記の抗体類が固体支持体
に固相化されることが好ましく、当該抗体類は、例えば、炭酸緩衝液（ｐＨ８.６前後）
にそれらを溶解し、該溶液をマイクロプレートのウェルに添加して所定時間インキュベー
トすることで固相化できる。当該アッセイによる検出／測定は、上記の抗体類と熱変性さ
れた血清アルブミンとの免疫複合体を検出することで行なわれる。食品或いは家畜飼料を
試料としたサンドウイッチアッセイでは、上記の抗体類がウェル底面などの固相のコーテ
ィングに用いられてキャプチャー側抗体を提供し、もう一方の抗体が放射性物質や着色粒
子又は酵素で標識されて検出側抗体を提供する。キャプチャー側抗体を有するウェル内に
試料としての食品／家畜飼料或いはその希釈液が添加され、所定時間インキュベートされ
た後、該試料液がウェルから取り除かれ、好適な緩衝液等によりウェル内を充分に洗浄後
、検出側の抗体がウェルに添加される。所定のインキュベーションの後、ウェル内を洗浄
し、キャプチャー側抗体－測定対象物－検出側抗体複合体の生成を検出する。検出は、検
出側抗体に標識された標識物質の性質に依存し、放射性標識であれば放射線量が、着色粒
子標識であれば発色量や吸光度が、また酵素標識（ＥＬＩＳＡ法）であれば、更に適当な
基質をウェルに添加し、所定のインキュベーション後の吸光度が検出される。なお、ＥＬ
ＩＳＡ法の例において、用いる酵素には特に制限がなく、例えば西洋ワサビペルオキシダ
ーゼやアルカリ性フォスファターゼ等の酵素が有利に使用される。西洋ワサビペルオキシ
ダーゼで標識する場合は、当該酵素の基質として３,３’,５,５’－テトラメチルベンチ
ジン等がその基質として利用可能である。アルカリ性フォスファターゼを使用する場合は
、基質としてｐ－ニトロフェニル燐酸が基質としてあげられる。なお、競合アッセイでは
、上記標識抗体の代わりに標識された熱変性血清アルブミンまたはその免疫学的等価物が
使用され、該物質と試料中の被検物質との特異的抗体結合に関する競合が測定される。
【００２６】
　従って、本発明の抗体類は、それらを含む試薬の形態で供給されることが有利である。
該試薬には、それ自体当業者に周知の、適切な緩衝剤、安定剤、保存料等が添加されてよ
く、溶液状であっても、凍結状態であっても、或いは凍結乾燥状態であっても差し支えな
い。更に、本発明のアッセイは、上記の抗体或いは試薬を含むキットを用いて容易に実施
することもできる。サンドウィッチ法に基づくＥＬＩＳＡ用キットの例では、キャプチャ
ー用としての抗体からなる試薬と、検出用としての酵素標識した抗体からなる試薬及び適
切な酵素基質がキットに含まれ得る。洗浄用の緩衝液や、ウェルへの非特異的吸着を抑制
するブロッキング用試薬等が更に含まれてもよい。そのようなキットの構成及びその製造
方法は当業者にとって公知であろう。更に、該キットは、いわゆるイムノクロマトの形態
で使用することも可能である。そのようなイムノクロマトの製造方法は、例えば、特開平
２－１３２３７５号公報に記載されている。
【００２７】
　更に説明せずとも、これまでの説明を与えられた当業者は、本発明を充分に活用し得る
。以下、説明のみの目的で実施例を与える。
【実施例１】
【００２８】
　比較例：熱変性していない牛血清アルブミンに対する抗体の使用
　ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ、第２．４章（発
行元：Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　Ｉｎｃ．，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）のプロ
トコールに準じて、未変性牛血清アルブミンをウサギに免疫して抗血清を得た。未変性牛
血清アルブミンを樹脂に固相化してカラムに充填し、これに得られた抗血清を通して未変
性牛血清アルブミンに対する抗体を吸着させた。１５０ｍＭ塩化ナトリウムを含む１０ｍ
Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．２）で十分に洗浄した後、０．１ＭのＧｌｙｃｉｎｅ－ＨＣｌ
緩衝液（ｐＨ２．３）で溶出し、未変性牛血清アルブミンに対する特異抗体を溶出した。
溶出したフラクションは直ちにＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ８．６）を用いて中和した
。この特異抗体をＥＬＩＳＡ用マイクロプレートにコートした。また、同じ抗体をＮａｋ
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ａｎｅ法によりペルオキシダーゼで標識した。試料として、未変性牛血清アルブミン及び
１３５℃で、３０分間オートクレーブ処理した牛血清アルブミンを用いて反応性を検討し
た。酵素免疫測定系（ＥＬＩＳＡ）検出の結果は、図１に示す。
【００２９】
　図１から、熱変性しない（未変性）牛血清アルブミンに対する抗体は、当該未変性の牛
血清アルブミンに対するのと比較した場合、１３５℃で、３０分間オートクレーブ処理し
た牛血清アルブミン試料に対して約百分の一の反応性しか示さなかった。
【実施例２】
【００３０】
　実施例：熱変性牛血清アルブミンに対する抗体の使用
　牛血清アルブミン（和光純薬工業（株）製、Ｃａｔ．Ｎｏ．０１４－１５１３４）を水
に１％となるように溶解し、１３５℃で３０分間、オートクレーブ処理したものを免疫原
として、実施例１と同様に、ウサギに免疫し、抗血清を得た。同様のオートクレーブ処理
した牛血清アルブミンを樹脂に固相化してカラムに充填し、これに得られた抗血清を通し
て熱変性牛血清アルブミンに対する抗体を吸着させた。１５０ｍＭ塩化ナトリウムを含む
１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．２）で十分に洗浄した後、０．１ＭＧｌｙｃｉｎｅ－Ｈ
Ｃｌ緩衝液（ｐＨ２．３）で溶出し、高温加熱処理熱変性牛血清アルブミンに対する特異
抗体を溶出した。溶出したフラクションは直ちにＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ８．６）
を用いて中和した。この特異抗体をＥＬＩＳＡ用マイクロプレートにコートした。また、
同じ抗体をＮａｋａｎｅ法によりペルオキシダーゼで標識した。未変性牛血清アルブミン
及び１３５℃で、３０分間オートクレーブ処理した牛血清アルブミンを試料として用いて
反応性を検討した。ＥＬＩＳＡでの検出結果は図２に示す。
【００３１】
　上記比較例による未変性牛血清アルブミンに対する抗体に比べ、本発明の熱変性牛血清
アルブミンに対する抗体は、高温加熱処理した牛血清アルブミンに対して高い反応性およ
び特異性を示したことから、当該高温加熱処理した牛血清アルブミンの特異的検出に利用
可能であることが示された。
【実施例３】
【００３２】
　実施例：牛肉骨紛の検出
　牛肉骨粉を１０倍量の０．５％－Ｔｗｅｅｎ　２０、２０ｍＭの２－メルカプトエタノ
ール、１５０ｍＭのＮａＣｌおよび１ｍｇ／ｍｌのオボアルブミンを含む２０ｍＭのＴｒ
ｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）で抽出して抽出液を作製し、その希釈液を実施例２で得た抗
体を用いたＥＬＩＳＡで測定した。結果を表１に示す。
【００３３】
【表１】

　表１からわかるように、抽出液を８０００倍に希釈してもブランク値の倍以上の吸光度
があり、十分な検出が可能であった。
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【実施例４】
【００３４】
　比較例：市販キットによる家畜飼料中の牛肉骨粉の検出
　市販ＥＬＩＳＡ－ＴＥＫ（ＥＬＩＳＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｃ．）の加工肉種
判別キット（ＢＥＥＦ用）を用いて牛肉骨粉重量比で０．１％から１％含有する植物性配
合飼料を、該キットに添付してある説明書に準じた方法で抽出し、これをキットの説明書
通りに測定したところ表２の結果が得られ、１％の牛肉骨粉を含むものでも、牛肉骨粉を
含まない植物性配合飼料の測定値との間に差が認められず、検出することが出来なかった
。
【００３５】
　なお、表中、試料Ａは、肉用牛配合飼料クオリティービーフ後期（全国酪農業協同組合
連合会鹿島飼料工場製）であり、試料Ｂは、乳用牛飼育用配合飼料くみあい配合飼料乳牛
用１７ペレット（東日本くみあい飼料（株）群馬町工業製）である。また、陽性コントロ
ールは、ＥＬＩＳＡ－ＴＥＫ　Ｋｉｔ付属牛標準品、陰性コントロール１は、ＥＬＩＳＡ
－ＴＥＫ　Ｋｉｔ付属豚標準品、陰性コントロール２は、ＥＬＩＳＡ－ＴＥＫ　Ｋｉｔ付
属緬羊標準品であり、２連の試料につき２連の測定結果（４０５／４９２ｎｍ）を示した
。
【００３６】
【表２】

【実施例５】
【００３７】
　実施例：本発明の抗体による家畜飼料中の牛肉骨粉の検出
　牛肉骨粉を含まない植物性配合飼料と牛肉骨粉重量比で０．１％と０．３％含有する植
物性配合飼料を、１０倍量の０．５％－Ｔｗｅｅｎ　２０、２０ｍＭの２－メルカプトエ
タノール、１５０ｍＭのＮａＣｌ、１ｍｇ／ｍｌのオボアルブミンを含む２０ｍＭのＴｒ
ｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）中でホモゲナイズし、沸騰湯浴中で１０分間加熱した後水槽
に漬けて室温まで冷却した。８００Ｇで遠心分離後、上清を濾過し、さらに３０００Ｇで
１０分間遠心分離して得た上清を、高温加熱処理した牛血清アルブミンを抗原として得た
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、本発明の抗体を用いたＥＬＩＳＡで測定した。結果を表３に示す。
【００３８】
　表中、試料ＡおよびＢは実施例４に同じ。陽性コントロールは、１３５℃加熱処理牛筋
抽出液、陰性コントロールは、乳用牛飼育用配合飼料配合飼料ペレットＡ号（明治飼糧（
株）鹿島工場製）の抽出液であり、２連の試料につき２連の測定結果（４５０／６３０ｎ
ｍ）を示した。
【００３９】
【表３】

　濾液を試料とした時の吸光度がブランク値の倍以上であり、十分に検出が可能であった
。また、この結果から、熱変性牛血清アルブミンを指標にした検出は、当該牛血清アルブ
ミンが熱変性後も優れた溶解性を維持しており、それによりアッセイの簡略化に好適であ
ることも示された。
【実施例６】
【００４０】
　実施例：抗熱変性鶏血清アルブミンに対する抗体の使用
　鶏血清アルブミン（Ｉｎｔｅｒ－ｃｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ．Ｉｎｃ）を０
．３Ｍ炭酸水素ナトリウムに５ｍｇ／ｍｌになるように溶解し、１３５℃で３０分間オー
トクレーブ処理したものを免疫原として、実施例１と同様に、ウサギに免疫し、抗血清を
得た。同様のオートクレーブ処理した鶏血清アルブミンを樹脂に固相化してカラムに充填
し、これに得られた抗血清を通して熱変性鶏血清アルブミンに対する抗体を吸着させた。
１５０ｍＭ塩化ナトリウムを含む１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．２）で十分に洗浄した
後、０．１ＭＧｌｙｃｉｎｅ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ２．３）で溶出し、高温加熱処理熱変
性鶏血清アルブミンに対する特異抗体を溶出した。溶出したフラクションは直ちにＴｒｉ
ｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ８．６）を用いて中和した。この特異抗体をＥＬＩＳＡ用マイク
ロプレートにコートした。また同じ抗体をＮａｋａｎｅ法によりペルオキシダーゼで標識
した。
【００４１】
　未変性鶏血清アルブミンおよび１３５℃で、３０分間オートクレーブ処理した熱変性鶏
血清アルブミンを試料として用いて反応性を検討した。ＥＬＩＳＡでの検出結果は図３に
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【００４２】
　上記実施例において、熱変性鶏血清アルブミンに対する抗体は、高温加熱処理した鶏血
清アルブミンに対して高い反応性および特異性を示したことから、当該高温加熱処理した
鶏血清アルブミンの特異的検出に利用可能であることが示された。
【実施例７】
【００４３】
　実施例：鶏肉骨粉の検出
　鶏肉骨粉を１０倍量の０．５％－Ｔｗｅｅｎ２０、２０ｍＭの２－メルカプトエタノー
ル、１５０ｍＭのＮａＣｌおよび０．５ｍｇ／ｍｌのオボアルブミンを含む２０ｍＭのＴ
ｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）で抽出して抽出液を作製し、その希釈液を実施例６で得た
抗体を用いたＥＬＩＳＡで測定した。結果を表４に示す。
【表４】

　表４からわかるように、抽出液を８０００倍に希釈してもブランク値の約２倍の吸光度
があり、十分な検出が可能であった。
【実施例８】
【００４４】
　実施例：本発明の抗体による家畜飼料中の鶏肉骨粉の検出
　鶏肉骨粉を含まない植物飼料および魚粉に、重量比で０．０２５％、０．０５％、０．
１％になるように鶏肉骨粉（東伯町農業協同組合　東伯チキンセンターレンダリング工場
製）を添加した。これら飼料を０．５％－Ｔｗｅｅｎ２０、２０ｍＭの２－メルカプトエ
タノール、１５０ｍＭのＮａＣｌおよび０．５ｍｇ／ｍｌのオボアルブミンを含む２０ｍ
ＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）でホモジナイズし、沸騰湯浴中で１０分間加熱した
後水槽につけて室温まで冷却した。８００Ｇで遠心分離後、上清を濾過し、さらに３００
０Ｇで１０分間遠心して得た上清を、高温加熱処理した鶏血清アルブミンを抗原として得
た、本発明の抗体を用いたＥＬＩＳＡで測定した。結果を表５に示す。
【００４５】
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【表５】

　表中、試料Ａは乳用牛飼育用配合飼料ペレットＡ号（明治飼糧（株）鹿島工場製）、試
料Ｂは魚粉、陰性コントロールは、乳用牛飼育用配合飼料ペレットＡ号（明治飼糧（株）
鹿島工場製）の抽出液、陽性コントロールは鶏肉骨粉抽出液であり、各試料につき２連の
測定結果（４５０ｎｍ／６３０ｎｍ）を示した。鶏肉骨粉無添加の飼料に対して、植物飼
料では０．０２５％、魚粉では０．０５％の混入量で十分に検出が可能であった。
【実施例９】
【００４６】
　実施例：本発明の抗体での牛・豚肉骨粉に対する交差反応性の検討
　上記実施例６で得られた、高温加熱処理した鶏血清アルブミンに対する抗体の、各種（
牛、鶏、豚）肉骨粉に対する反応性を検討した。各種（牛、鶏、豚）肉骨粉を１０倍量の
０．５％－Ｔｗｅｅｎ２０、２０ｍＭの２－メルカプトエタノール、１５０ｍＭのＮａＣ
ｌおよび０．５ｍｇ／ｍｌのオボアルブミンを含む２０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７
．４）でホモジナイズし、沸騰湯浴中で１０分間加熱した後水槽につけて室温まで冷却し
た。８００Ｇで遠心分離後、上清を濾過し、さらに３０００Ｇで１０分間遠心して得た上
清を、高温加熱処理した鶏血清アルブミンを抗原として得た、本発明の抗体を用いたＥＬ
ＩＳＡで測定した。結果を表６に示す。
【００４７】
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【表６】

　鶏肉骨粉では、４０００倍希釈までブランクの２倍以上の吸光度があった。それに対し
、牛肉骨粉や豚骨肉粉では１０００倍希釈であっても、ブランク値程度の吸光度を示すの
みであった。
【００４８】
　本発明の高温加熱処理鶏血清アルブミンを抗原とする抗体を用いたＥＬＩＳＡ測定系は
、高温加熱された鶏のみを特異的に検出し、他の動物種には反応しないことから、高い特
異性を有していることが示された。
【産業上の利用可能性】
【００４９】
　かくして、本発明の抗体類の使用により、缶詰等の高温加熱処理食品や、肉骨粉等の混
入を検査すべき家畜飼料における、擬陽性判定を与えず、極めて信頼性の高い且つ簡便な
免疫学的手法による検査が実施される。
【図面の簡単な説明】
【００５０】
【図１】熱変性していない牛血清アルブミンに対する抗体（抗未変性牛血清アルブミン抗
体）を用いた場合の、各種処理牛血清アルブミンのＥＬＩＳＡ検出を示す。菱形は、未変
性牛血清アルブミンの検出、四角は、１００℃までの温度で処理した牛血清アルブミンの
検出、三角は１３５℃で加熱処理した牛血清アルブミンの検出を示す。ＥＬＩＳＡによる
吸光度（４５０／６３０ｎｍ）を横軸に示す。
【図２】１３５℃で熱変性させた牛血清アルブミンに対する抗体（抗熱変性牛血清アルブ
ミン抗体）を用いた場合の、各種処理牛血清アルブミンのＥＬＩＳＡ検出を示す。菱形は
、未変性牛血清アルブミンの検出、四角は、１００℃までの温度で処理した牛血清アルブ
ミンの検出、三角は１３５℃で加熱処理した牛血清アルブミンの検出を示す。ＥＬＩＳＡ
による吸光度（４５０／６３０ｎｍ）を横軸に示す。
【図３】１３５℃で熱変性させた鶏血清アルブミンに対する抗体（熱変性鶏血清アルブミ
ン抗体）を用いた場合の各種処理鶏血清アルブミンのＥＬＩＳＡ検出を出す。菱形は、未
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変性鶏血清アルブミン検出、三角は１３５℃で加熱処理した鶏血清アルブミンの検出を示
す。ＥＬＩＳＡによる吸光度（４５０／６３０ｎｍ）を横軸に示す。

【図１】

【図２】

【図３】
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