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(54)【発明の名称】 クリミア・コンゴ出血熱ウイルスを認識するモノクローナル抗体

(57)【要約】
【課題】  クリミア・コンゴ出血熱ウイルスを特異的に
認識するモノクローナル抗体を提供すること。
【解決手段】  クリミア・コンゴ出血熱ウイルスの核タ
ンパク質を認識するモノクローナル抗体またはその断
片。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  クリミア・コンゴ出血熱ウイルスの核タ
ンパク質を認識するモノクローナル抗体またはその断
片。
【請求項２】  クリミア・コンゴ出血熱ウイルスの核タ
ンパク質の２０１番目から３０６番目のアミノ酸配列を
認識する、請求項１に記載のモノクローナル抗体または
その断片。
【請求項３】  クリミア・コンゴ出血熱ウイルスの核タ
ンパク質の１番目から１０６番目のアミノ酸配列、９７
番目から２０８番目もアミノ酸配列、２９９番目から４
０６番目のアミノ酸配列、及び３９６番目から４８２番
目のアミノ酸配列を認識しない、請求項１または２に記
載のモノクローナル抗体またはその断片。
【請求項４】  受託番号ＦＥＲＭ  Ｐ－１８５５４また
はＦＥＲＭ  Ｐ－１８５５５を有するハイブリドーマが
産生する、モノクローナル抗体またはその断片。
【請求項５】  請求項１から４の何れかに記載のモノク
ローナル抗体またはその断片をコードする遺伝子。
【請求項６】  請求項１から４の何れかに記載のモノク
ローナル抗体を産生するハイブリドーマ。
【請求項７】  クリミア・コンゴ出血熱ウイルスの核タ
ンパク質を含む免疫原で免疫された哺乳動物の免疫細胞
と哺乳動物のミエローマ細胞とを融合して得られる、請
求項６に記載のハイブリドーマ。
【請求項８】  受託番号ＦＥＲＭ  Ｐ－１８５５４また
はＦＥＲＭ  Ｐ－１８５５５を有するハイブリドーマ。
【請求項９】   請求項６から８の何れかに記載のハイ
ブリドーマを培養する工程、及び該ハイブリドーマが産
生するモノクローナル抗体を採取し精製する工程を含
む、請求項１から３の何れかに記載のモノクローナル抗
体の製造方法。
【請求項１０】  請求項１から４の何れかに記載のモノ
クローナル抗体またはその断片を用いて免疫アッセイを
行うことを特徴とする、クリミア・コンゴ出血熱ウイル
スの核タンパク質の検出及び／又は定量のための方法。
【請求項１１】  少なくとも下記（ａ）及び（ｂ）の工
程を含む、請求項１０に記載のクリミア・コンゴ出血熱
ウイルスの核タンパク質の検出及び／又は定量のための
方法。
（ａ）請求項１から４の何れかに記載のモノクローナル
抗体またはその断片と試料とを反応させる工程；及び
（ｂ）工程（１）で形成した抗原抗体複合体と、検出の
ための標識抗体とを反応させる工程；
【請求項１２】  請求項１から４の何れかに記載のモノ
クローナル抗体を含むことを特徴とする、クリミア・コ
ンゴ出血熱ウイルスの核タンパク質の検出及び／又は定
量のためのキット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
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【発明の属する技術分野】本発明は、クリミア・コンゴ
出血熱ウイルスを認識するモノクローナル抗体に関す
る。より詳細には、本発明は、クリミア・コンゴ出血熱
ウイルスの核タンパク質を認識するモノクローナル抗
体、該抗体を産生するハイブリドーマ、並びに該抗体を
用いるクリミア・コンゴ出血熱ウイルスの検出及び／又
は定量のための方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】クリミア・コンゴ出血熱ウイルス（Crim
ean-Congo hemorrhagic fever virus,CCHFV,ブニヤウイ
ルス科ナイロウイルス属）は、重症のウイルス性出血熱
（クリミア・コンゴ出血熱）を起こす。ＣＣＨＦＶは、
Hyalomma属のダニを宿主としている。ＣＣＨＦＶは垂直
感染によりダニ-ダニ間で維持されている。一方、ＣＣ
ＨＦＶ感染ダニに噛まれることによりヒツジやウシなど
の家畜がＣＣＨＦＶに感染する。また、ＣＣＨＦＶ感染
家畜からダニがＣＣＨＦＶに感染する。このようにＣＣ
ＨＦＶはヒツジやウシなどの家畜とダニ間のサイクルお
よびダニ-ダニ間のサイクルで維持されている。ヒト
は、ＣＣＨＦＶ感染ダニに噛まれる経路、ＣＣＨＦＶ感
染動物の血液・組織に接触して感染する経路、およびＣ
ＣＨＦＶ感染患者に接触して感染する経路で、ＣＣＨＦ
Ｖに感染する。
【０００３】ＣＣＨＦＶ感染症の実験室診断は、抗体の
検出（特異的IgG抗体の有意な上昇の確認、特異的IgM抗
体の検出）やウイルス抗原の検出（ウイルス分離、RT-P
CR法など）によって行うことができる。しかしながら、
現在までの所、ＣＣＨＦＶ感染症の診断に有用な実用的
な高感度のアッセイ系は確立されていない。
【０００４】
【発明が解決しようとする課題】本発明は、クリミア・
コンゴ出血熱ウイルスを特異的に認識するモノクローナ
ル抗体を提供することを解決すべき課題とした。本発明
はまた、上記モノクローナル抗体を用いたＥＬＩＳＡ法
により血清及び臓器中のクリミア・コンゴ出血熱ウイル
スを特異的に検出する方法を提供することを解決すべき
課題とした。
【０００５】
【課題を解決するための手段】本発明者らは上記課題を
解決するために鋭意検討した結果、組換えクリミア・コ
ンゴ出血熱ウイルスの核タンパク質に対するモノクロー
ナル抗体を作製し、この抗体を用いてＥＬＩＳＡ法によ
り試料中のクリミア・コンゴ出血熱ウイルスの核タンパ
ク質を検出することを試みた結果、この抗体により高感
度でクリミア・コンゴ出血熱ウイルス核タンパク質を検
出できることを見出した。本発明はこれらの知見に基づ
いて完成したものである。
【０００６】即ち、本発明によれば、クリミア・コンゴ
出血熱ウイルスの核タンパク質を認識するモノクローナ
ル抗体またはその断片が提供される。好ましくは、本発
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明の抗体またはその断片は、クリミア・コンゴ出血熱ウ
イルスの核タンパク質の２０１番目から３０６番目のア
ミノ酸配列を認識する。
【０００７】好ましくは、本発明の抗体またはその断片
は、クリミア・コンゴ出血熱ウイルスの核タンパク質の
１番目から１０６番目のアミノ酸配列、９７番目から２
０８番目もアミノ酸配列、２９９番目から４０６番目の
アミノ酸配列、及び３９６番目から４８２番目のアミノ
酸配列を認識しない。特に好ましくは、本発明の抗体ま
たはその断片は、受託番号ＦＥＲＭ  Ｐ－１８５５４ま
たはＦＥＲＭ  Ｐ－１８５５５を有するハイブリドーマ
が産生する、モノクローナル抗体またはその断片であ
る。
【０００８】本発明の別の側面によれば、本発明のモノ
クローナル抗体またはその断片をコードする遺伝子が提
供される。本発明のさらに別の側面によれば、本発明の
モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマが提供さ
れる。本発明のハイブリドーマは好ましくは、クリミア
・コンゴ出血熱ウイルスの核タンパク質を含む免疫原で
免疫された哺乳動物の免疫細胞と哺乳動物のミエローマ
細胞とを融合して得られるものである。本発明のハイブ
リドーマは特に好ましくは、受託番号ＦＥＲＭ  Ｐ－１
８５５４またはＦＥＲＭ  Ｐ－１８５５５を有するハイ
ブリドーマである。
【０００９】本発明のさらに別の側面によれば、本発明
のハイブリドーマを培養する工程、及び該ハイブリドー
マが産生するモノクローナル抗体を採取し精製する工程
を含む、本発明のモノクローナル抗体の製造方法が提供
される。本発明のさらに別の側面によれば、本発明のモ
ノクローナル抗体またはその断片を用いて免疫アッセイ
を行うことを特徴とする、クリミア・コンゴ出血熱ウイ
ルスの核タンパク質の検出及び／又は定量のための方法
が提供される。
【００１０】本発明のさらに別の側面によれば、少なく
とも下記（ａ）及び（ｂ）の工程を含む、クリミア・コ
ンゴ出血熱ウイルスの核タンパク質の検出及び／又は定
量のための方法が提供される。
（ａ）本発明のモノクローナル抗体またはその断片と試
料とを反応させる工程；及び（ｂ）工程（１）で形成し
た抗原抗体複合体と、検出のための標識抗体とを反応さ
せる工程；
【００１１】本発明のさらに別の側面によれば、本発明
のモノクローナル抗体を含むことを特徴とする、クリミ
ア・コンゴ出血熱ウイルスの核タンパク質の検出及び／
又は定量のためのキットが提供される。
【００１２】
【発明の実施の形態】以下、本発明の実施態様及び実施
方法について説明する。
１．本発明のモノクローナル抗体
本発明のモノクローナル抗体は、クリミア・コンゴ出血
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熱ウイルスの核タンパク質を認識することを特徴とす
る。クリミア・コンゴ出血熱ウイルスの株は特に限定さ
れない。本発明のモノクローナル抗体は、７００１株、
７８０３株、７８０２４株、８８１６６株、８４０２
株、６６０１９株などを認識するが、クリミア・コンゴ
出血熱ウイルスの任意の株を検出することができる。
【００１３】本発明のモノクローナル抗体としては、例
えば、クリミア・コンゴ出血熱ウイルスの核タンパク質
の中央部分のアミノ酸から成るエピトープを認識する。
より具体的には、クリミア・コンゴ出血熱ウイルスの核
タンパク質の２０１番目から３０６番目のアミノ酸を認
識する。
【００１４】このようなモノクローナル抗体の一例とし
ては、本明細書の実施例に記載したモノクローナル抗体
１Ｂ７及び１Ｆ１が挙げられる。モノクローナル抗体１
Ｂ７を産生するハイブリドーマは、受託番号ＦＥＲＭ  
Ｐ－１８５５４として、モノクローナル抗体１Ｆ１を産
生するハイブリドーマは、受託番号ＦＥＲＭ  Ｐ－１８
５５５として平成１３年１０月５日付けで独立行政法人
産業技術総合研究所特許微生物寄託センター（日本国茨
城県つくば市東一丁目１番地１  中央第６）に寄託され
ている。
【００１５】本明細書で抗体と言う場合、全長の抗体だ
けではなく抗体の断片も包含する意味で使用される。即
ち、本発明によれば、クリミア・コンゴ出血熱ウイルス
の核タンパク質を認識するモノクローナル抗体の断片が
提供される。抗体の断片とは、機能性の断片であること
が好ましく、例えば、Ｆ（ａｂ’）

2
、Ｆａｂ’などが

挙げられる。Ｆ（ａｂ’）
2
、Ｆａｂ’とは、イムノグ

ロブリンを、蛋白分解酵素（例えば、ペプシン又はパパ
イン等）で処理することにより製造されるもので、ヒン
ジ領域中の２本のＨ鎖間に存在するジスルフィド結合の
前後で消化されて生成される抗体断片である。さらに、
本明細書で抗体の断片と言う場合には、該抗体をコード
する遺伝子由来の抗原結合部位を含む蛋白質も包含する
ものとする。
【００１６】例えば、ＩｇＧ１をパパインで処理する
と、ヒンジ領域中の２本のＨ鎖間に存在するジスルフィ
ド結合の上流で切断されてＶL（Ｌ鎖可変領域）とＣL
（Ｌ鎖定常領域）からなるＬ鎖、及びＶH（Ｈ鎖可変領
域）とＣHγ1（Ｈ鎖定常領域中のγ1領域）とからなる
Ｈ鎖フラグメントがＣ末端領域でジスルフィド結合によ
り結合した相同な２つの抗体フラグメントを製造するこ
とができる。これら２つの相同な抗体フラグメントを各
々Ｆａｂ’という。またＩｇＧをペプシンで処理する
と、ヒンジ領域中の２本のＨ鎖間に存在するジスルフィ
ド結合の下流で切断されて前記２つのＦａｂ’がヒンジ
領域でつながったものよりやや大きい抗体フラグメント
を製造することができる。この抗体フラグメントをＦ
（ａｂ’）

2
という。
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【００１７】また、本発明のモノクローナル抗体は、固
相担体などの不溶性担体上に固定された固定化抗体とし
て使用したり、標識物質で標識した標識抗体として使用
することができる。このような固定化抗体や標識抗体は
全て本発明の範囲内である。
【００１８】固定化抗体とは、不溶性担体に物理的吸着
あるいは化学的結合等によって坦持された状態にある抗
体を言う。これらの固定化抗体は、試料（例えば、血漿
等の体液試料、培養上清あるいは遠心上清等）中に含ま
れる抗原（即ち、クリミア・コンゴ出血熱ウイルスの核
タンパク質）を検出、定量、分離または精製するために
用いることができる。抗体を固定化するのに使用できる
不溶性担体としては、例えば、（１）ポリスチレン樹
脂、ポリカーボネート樹脂、シリコン樹脂あるいはナイ
ロン樹脂等からなるプラスチックや、ガラス等に代表さ
れるような水に不溶性の物質からなるプレート、試験管
若しくはチューブ等の内容積を有するもの、ビーズ、ボ
ール、フィルター、あるいはメンブレン等、並びに
（２）セルロース系担体、アガロース系担体、ポリアク
リルアミド系担体、デキストラン系担体、ポリスチレン
系担体、ポリビニルアルコール系担体、ポリアミノ酸系
担体あるいは多孔性シリカ系担体等のようなアフィニテ
ィークロマトグラフィーに用いられる不溶性担体を挙げ
ることができる。
【００１９】標識抗体とは、標識物質で標識された抗体
を意味し、これらの標識抗体は、試料（例えば、血漿等
の体液試料、培養上清あるいは遠心上清等）中に含まれ
る抗原（即ち、クリミア・コンゴ出血熱ウイルスの核タ
ンパク質）を検出または定量するために用いることがで
きる。本発明で用いることができる標識物質は、抗体に
に物理的結合又は化学的結合等により結合させることに
よりそれらの存在を検出可能にするものであれば特に限
定されない。標識物質の具体例としては、酵素、蛍光物
質、化学発光物質、ビオチン、アビジンあるいは放射性
同位体等が挙げられ、より具体的には、ペルオキシダー
ゼ、アルカリフォスファターゼ、β－Ｄ－ガラクトシダ
ーゼ、グルコースオキシダーゼ、グルコ－ス－６－ホス
フェートデヒドロゲナーゼ、アルコール脱水素酵素、リ
ンゴ酸脱水素酵素、ペニシリナーゼ、カタラーゼ、アポ
グルコースオキシダーゼ、ウレアーゼ、ルシフェラーゼ
若しくはアセチルコリンエステラーゼ等の酵素、フルオ
レスセインイソチオシアネート、フィコビリタンパク、
希土類金属キレート、ダンシルクロライド若しくはテト
ラメチルローダミンイソチオシアネート等の蛍光物質、
3Ｈ、14Ｃ、125Ｉ若しくは131Ｉ等の放射性同位体、ビ
オチン、アビジン、または化学発光物質が挙げられる。
標識物質と抗体との結合法は、グルタルアルデヒド法、
マレイミド法、ピリジルジスルフィド法又は過ヨウ素酸
法等の公知の方法を用いることができる。
【００２０】ここで、放射性同位体及び蛍光物質は単独
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で検出可能なシグナルをもたらすことができるが、酵
素、化学発光物質、ビオチン及びアビジンは、単独では
検出可能なシグナルをもたらすことができないため、さ
らに１種以上の他の物質と反応することにより検出可能
なシグナルを生じる。例えば、酵素の場合には少なくと
も基質が必要であり、酵素活性を測定する方法（比色
法、蛍光法、生物発光法あるいは化学発光法等）に依存
して種々の基質が用いられる。また、ビオチンの場合に
は少なくともアビジンあるいは酵素修飾アビジンを反応
させるのが一般的である。必要に応じてさらに該基質に
依存する種々の発色物質が用いられる。
【００２１】２．本発明のモノクローナル抗体を産生す
るハイブリドーマ
本発明は、上記したクリミア・コンゴ出血熱ウイルスの
核タンパク質を認識するモノクローナル抗体を産生する
ハイブリドーマにも関する。本発明のモノクローナル抗
体は当該ハイブリドーマを用いて製造することができ
る。以下、本発明のクリミア・コンゴ出血熱ウイルスの
核タンパク質を認識するモノクローナル抗体を産生する
ハイブリドーマの作製方法を説明する。
【００２２】先ず、哺乳動物をクリミア・コンゴ出血熱
ウイルスの核タンパク質で免疫することによって、動物
体内で抗体産生細胞を調製する。哺乳動物の種類は特に
限定されないが、一般的にはマウス、ラット、ウシ、ウ
サギ、ヤギ、ヒツジ等が挙げられ、好ましくはマウス、
ラット、ウサギ等のげっ歯類であり、より好ましくはマ
ウスである。マウスの例として、Ａ／Ｊ系統、ＢＡＬＢ
／Ｃ系統、ＤＢＡ／２系統、Ｃ５７ＢＬ／６系統、Ｃ３
Ｈ／Ｈｅ系統、ＳＪＬ系統、ＮＺＢ系統、ＣＢＡ／ＪＮ
Ｃｒｊ系統のマウスが挙げられる。ＢＡＬＢ／Ｃ系統の
マウスは、ハイブリドーマ作製時に同系統の骨髄腫由来
細胞株が確立しているので好ましい。
【００２３】免疫に用いるクリミア・コンゴ出血熱ウイ
ルスの核タンパク質（ＮＰ）は、天然のＮＰでも組換え
体ＮＰでもよく、化学合成したＮＰでもよく、またそれ
らの断片でもよい。好ましくは、組換え体のＮＰを用い
る。免疫前に、ＮＰは、免疫応答を増強させるためにア
ジュバントと混合してもよい。アジュバントの例として
は、油中水型乳剤（例えば、不完全フロイントアジュバ
ント）、水中油中水型乳剤、水中油型乳剤、リポソー
ム、水酸化アルミニウムゲル、シリカアジュバント、粉
末ベントナイト、およびタピオカアジュバントの他に、
ＢＣＧ、Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｃｎ
ｅｓなどの菌体、細胞壁およびトレハロースダイコレー
ト（ＴＤＭ）などの菌体成分；グラム陰性菌の内毒素で
あるリポ多糖体（ＬＰＳ）およびリピドＡ画分；β－グ
ルカン（多糖体）；ムラミルジペプチド（ＭＤＰ）；ベ
スタチン；レバミゾールなどの合成化合物；胸腺ホルモ
ン、胸腺ホルモン液性因子およびタフトシンなどの生体
成分由来のタンパク質またはペプチド性物質；ならびに
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7
それらの混合物（例えば、完全フロイントアジュバン
ト）などが挙げられる。これらのアジュバントは、投与
経路、投与量、投与時期などに依存して免疫応答の増強
または抑制に効果を示す。さらにアジュバントの種類に
よって、抗原に対する血中抗体産生、細胞性免疫の誘
導、免疫グロブリンのクラスなどに差が認められる。そ
れゆえ、目的とする免疫応答に応じて、アジュバントを
適切に選択することが好ましい。アジュバンドによる処
理方法は当該分野で公知である。
【００２４】哺乳動物の免疫は、当該分野で公知の方法
に従って行われる。例えば、抗原であるＮＰは、哺乳動
物の皮下、皮内、静脈、または腹腔内に注射する。免疫
応答は、免疫される哺乳動物の種類および系統によって
異なるので、免疫スケジュールは、使用される動物に合
わせて適宜設定する。抗原投与は、最初の免疫後に、何
回か繰り返し行う。追加免疫は、例えば、最初の免疫か
ら４週間後、６週間後、および半年後に行うことができ
る。
【００２５】免疫後、哺乳動物から採血し、得られた血
液をＮＰ結合活性の存在についてアッセイすることによ
り、哺乳動物の体内でＮＰに対する抗体が産生されてい
ることを確認する。アッセイ法としては、酵素免疫測定
法（ＥＬＩＳＡ法）、放射免疫アッセイ法（ＲＩＡ）、
蛍光抗体法等の公知の方法が挙げられる。
【００２６】ＮＰ結合性抗体の産生を確認後、特異抗体
産生能のある免疫細胞を細胞融合に適した状態にするた
めに、ブースト（免疫原の追加注射）を行うことができ
る。ブーストで投与するＮＰの量は特には限定されない
が、最初に免疫したＮＰの量の約４～５倍程度が好まし
い。ブーストは、一般的には、ＮＰと不完全フロイント
アジュバントとのエマルジョンを用いて行うことができ
る。投与経路は、皮下、皮内、静脈、または腹腔内等か
ら適宜選択される。
【００２７】最終免疫後、免疫した哺乳動物から脾臓細
胞を摘出し、骨髄腫由来の細胞株と細胞融合する。細胞
融合には、増殖能力の高い細胞株を用いることが好まし
く、また骨髄腫由来の細胞株は、融合する脾臓細胞の由
来する哺乳動物と適合性があることが好ましい。マウス
の骨髄腫由来の細胞株としては、Ｐ３Ｘ６３－Ａｇ８．
６５３、Ｓｐ２／Ｏ－Ａｇ１４、ＦＯ・１、Ｓ１９４／
５．ＸＸ０ ＢＵ．l、Ｐ３／ＮＳ１／１－Ａｇ４－１な
どが挙げられる。細胞融合は、当該分野で公知の方法に
従って行われる。細胞融合法の例として、例えば、ポリ
エチレングリコール法、センダイウイルスを用いた方
法、電流を利用する方法などが挙げられる。得られた融
合細胞は、当該分野で公知の条件に従って増殖させるこ
とができる。産生される抗体の結合能に基づいて、所望
の融合細胞を選択する。
【００２８】融合細胞から産生される抗体の結合能は、
当該分野で公知の方法に基づいてアッセイすることがで
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きる。本発明においては、ＮＰに特異的かつ高い結合能
を有する抗体を産生する融合細胞を得るために、ＮＰに
対する結合能に基づく選別を利用して、目的の細胞株を
クローニングする。抗体の結合能は、抗体産生の確認に
関して上述したのと同様に、ＥＬＩＳＡ法、ＲＩＡ法、
蛍光抗体法などの方法を用いてアッセイすることができ
る。簡便で感度が高いことから、ＥＬＩＳＡ法が好まし
い。
【００２９】融合細胞のクローニングは、当該分野で公
知の方法を用いて行うことができる。クローニング法と
しては、限界希釈法、軟寒天法などが挙げられ、操作が
容易で再現性が高いことから、限界希釈法が好ましい。
細胞融合により得られた多くの融合細胞の中から、効率
よく有用な細胞を選択するために、細胞選別は、クロー
ニングの初期の段階から行うことが好ましい。このよう
にして、望ましい結合能を有する抗体を産生する融合細
胞株を最終的に選別することができる。
【００３０】上記のようにして選別されたモノクローナ
ル抗体産生細胞株を大量培養することにより、ＮＰに対
して特異的なモノクローナル抗体を大量に産生すること
ができる。モノクローナル抗体産生細胞株の大量培養方
法として、インビボおよびインビトロでの培養が挙げら
れる。インビボでの大量培養の例としては、哺乳動物の
腹腔内に融合細胞を注射して増殖させ、腹水中に抗体を
産生させる方法が挙げられる。インビトロでの培養で
は、融合細胞を培地中で培養し、抗体を培地中に産生さ
せる。
【００３１】大量培養により得られた腹水または培養上
清から、当該分野で公知の方法を用いて、本発明のモノ
クローナル抗体を精製することができる。精製のために
は、例えば、ＤＥＡＥ陰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、硫安分画法、
ＰＥＧ分画法、エタノール分画法などが適宜組み合わせ
て用いられる。本発明の抗体は、好ましくは、約９０％
の純度、好ましくは約９５％の純度、より好ましくは約
９８％の純度となるように精製することができる。
【００３２】３．本発明のモノクローナル抗体を用いた
クリミア・コンゴ出血熱ウイルスの核タンパク質の検出
及び／又は定量
本発明はさらに、本発明のモノクローナル抗体またはそ
の断片を用いて免疫アッセイを行うことを特徴とする、
クリミア・コンゴ出血熱ウイルスの核タンパク質の検出
及び／又は定量のための方法にも関する。この方法は、
好ましくは、少なくとも下記（ａ）及び（ｂ）の工程を
含む。
（ａ）本発明のモノクローナル抗体またはその断片と試
料とを反応させる工程；及び（ｂ）工程（１）で形成し
た抗原抗体複合体と、検出のための標識抗体とを反応さ
せる工程；
【００３３】本発明の検出及び／又は定量法は、抗体を
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9
用いるアッセイ、即ち免疫アッセイであれば、いずれの
方法でもよく、例えば、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳ
Ａ）、蛍光免疫測定法、放射免疫測定法（ＲＩＡ）、発
光免疫測定法、酵素抗体法、蛍光抗体法、免疫比濁法、
ラテックス凝集反応、ラテックス比濁法、赤血球凝集反
応、粒子凝集反応又はウエスタンブロット法等が挙げら
れる。
【００３４】本発明の検出及び／又は定量法に供される
試料としては、血液、血清、血漿、リンパ球培養上清、
尿、髄液、唾液、汗、腹水、羊水、又は細胞あるいは臓
器の抽出液等、クリミア・コンゴ出血熱ウイルスの核タ
ンパク質が含まれる可能性のある生体試料であれば特に
限定されない。本発明の検出及び／又は定量法を酵素免
疫測定法、蛍光免疫測定法、放射免疫測定法又は発光免
疫測定法等の標識抗体を用いた免疫測定法により実施す
る場合には、サンドイッチ法又は競合法により行うこと
もでき、サンドイッチ法の場合には固相化抗体及び標識
抗体のうち少なくとも１種が本発明のモノクローナル抗
体であればよい。
【００３５】固相担体としては、固定化抗体に関連して
不溶性担体の具体例として本明細書中上記したものを使
用できる。また、標識物質も標識抗体に関連して本明細
書中上記したものを使用できる。
【００３６】測定の操作法は公知の方法（日本臨床病理
学会編「臨床病理臨時増刊特集第５３号 臨床検査のた
めのイムノアッセイ－技術と応用－」，臨床病理刊行
会，１９８３年，石川榮治ら編「酵素免疫測定法」，第
３版，医学書院，１９８７年,北川常廣ら編「蛋白質核
酸酵素別冊Ｎｏ．３１ 酵素免疫測定法」，共立出版，
１９８７年）により行うことができる。例えば、固相化
抗体と試料を反応させ、同時に標識抗体を反応させる
か、又は洗浄の後に標識抗体を反応させて、固相化抗体
－抗原－標識抗体の複合体を形成させる。そして未結合
の標識抗体を洗浄分離して、結合標識抗体の量より試料
中の抗原量を測定することができる。具体的には、酵素
免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）の場合は標識酵素にその至適
条件下で基質を反応させ、その反応生成物の量を光学的
方法等により測定する。蛍光免疫測定法の場合には蛍光
物質標識による蛍光強度を、放射免疫測定法の場合には
放射性物質標識による放射線量を測定する。発光免疫測
定法の場合は発光反応系による発光量を測定する。
【００３７】本発明の検出及び／又は定量法を免疫比濁
法、ラテックス凝集反応、ラテックス比濁法、赤血球凝
集反応又は粒子凝集反応等の免疫複合体凝集物の生成
を、その透過光や散乱光を光学的方法により測るか、目
視的に測る測定法により実施する場合には、溶媒として
リン酸緩衝液、グリシン緩衝液、トリス緩衝液又はグッ
ド緩衝液等を用いることができ、更にポリエチレングリ
コール等の反応促進剤や非特異的反応抑制剤を含ませて
もよい。
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【００３８】抗体を固相担体に感作させて用いる場合に
は、固相担体としては、ポリスチレン、スチレン－ブタ
ジエン共重合体、（メタ）アクリル酸エステル類ポリマ
ー、ラテックス、ゼラチン、リポソーム、マイクロカプ
セル、赤血球、シリカ、アルミナ、カーボンブラック、
金属化合物、金属、セラミックス又は磁性体等の材質よ
りなる粒子を使用することができる。
【００３９】この感作の方法としては、物理的吸着法、
化学的結合法又はこれらの方法の併用等の公知の方法を
使うことができる。測定の操作法は公知の方法により行
うことができるが、例えば、光学的方法により測定する
場合には、試料と抗体、又は試料と固相担体に感作させ
た抗体を反応させ、エンドポイント法又はレート法によ
り、透過光や散乱光を測定する。
【００４０】また、目視的に測定する場合には、プレー
トやマイクロタイタープレート等の容器中で、試料と固
相担体に感作させた抗体を反応させ、凝集の状態を目視
的に判定する。なお、目視的に測定する代わりにマイク
ロプレートリーダー等の機器を用いて測定を行ってもよ
い。
【００４１】４．本発明のモノクローナル抗体を用いる
クリミア・コンゴ出血熱ウイルスの核タンパク質の検出
及び／又は定量のためのキット
本発明のキットは、本発明により提供されるクリミア・
コンゴ出血熱ウイルスの核タンパク質を認識するモノク
ローナル抗体またはその断片を含むものである。ここで
言うモノクローナル抗体またはその断片としては、本明
細書中上記した固定化抗体とや標識抗体でもよい。例え
ば、本発明により提供されるクリミア・コンゴ出血熱ウ
イルスの核タンパク質を認識するモノクローナル抗体を
一次抗体として使用する場合、本発明のキットには、抗
原抗体結合反応により形成された複合体を検出するため
の二次抗体を含めてもよい。本発明のキットには、該キ
ットを効率的かつ簡便に利用できるようにするために、
これら抗体以外に種々の補助剤を含めてもよい。補助剤
としては、例えば固体状の二次抗体を溶解させるための
溶解剤、不溶化担体を洗浄するために使用される洗浄
剤、抗体の標識物質として酵素を使用した場合に酵素活
性を測定するための基質、その反応停止剤などの免疫学
的測定試薬のキットとして通常使用されるものが挙げら
れる。以下の実施例により本発明をさらに具体的に説明
するが、本発明は実施例によって限定されるものではな
い。
【００４２】
【実施例】（Ａ）材料と方法
（１）ＣＣＨＦＶの組換え核蛋白の発現
ＣＣＨＦＶのヒスチジンタグ(His-tag)がＮ末端側に付
加された組換え核蛋白（His-CCHFV NP）を発現する組換
えバキュロウイルス、Ac-His-CCHFV NPを作製した。そ
の組換えバキュロウイルスのポリへドリンプロモーター
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11
の下流に挿入された遺伝子の配列と発現する蛋白（組換
え核蛋白）のアミノ酸配列をそれぞれ図１と図２に示す
（図１及び図２、並びに配列表の配列番号１及び２）。
核蛋白cDNAの由来は、ＣＣＨＦＶ中国株（8402株）であ
り、中国予防医学科学院流行病学微生物学研究所第二出
血熱研究室唐青博士より供与を受けた。Ac-HisCCHFV NP
を昆虫細胞に感染させることにより、His-CCHFV NPを発
現させ、さらに、Ni2+カラムクロマトグラフィー（QIAe
xpressionist, QIEAGEN社）を用いて精製した。昆虫細
胞で発現されたHis-CCHFV NPおよび精製されたHis-CCHF
V NPをSDS-PAGEで確認した。
【００４３】（２）モノクローナル抗体産生ハイブリド
ーマの樹立
BALB/cマウスを、精製されたHis-CCHFV NPをアジュバン
ト（Inject Alum, Pierce社）とともに３回免疫した。
免疫後、脾臓単核細胞を採取し、その脾臓単核細胞とマ
ウスミエローマ細胞P3/Ag568と融合させ、融合細胞（ハ
イブリドーマ）の中から、His-CCHFV NPに対する抗体を
産生する細胞株を得た。
【００４４】（３）モノクローナル抗体のタイピングお
よび精製
得られたモノクローナル抗体のタイピングは、マウスの
それぞれのイムノグロブリンに特異的な抗体を用いて行
った。モノクローナル抗体産生ハイブリドーマから産生
される抗体は、MAbTrap GII（Pharmacia Biochemica
社）に含まれるアニフィティークロマトグラフィー抗体
精製用担体を用いて、精製した。
【００４５】（４）ウサギ抗His-CCHFV NP血清の作製
精製されたHis-CCHFV NP蛋白を、アジュバント（Inject
 Alum, Pierce社）と混合したうえで、ウサギに４回免
疫した。高力価の抗His-CCHFV NP抗体価を有することが
確認された後、ウサギ血清を採取した。
【００４６】（５）蛋白濃度の測定
精製されたHis-CCHFV NPおよびモノクローナル抗体の蛋
白濃度は、Bradfold法により測定した。
【００４７】（６）抗原検出enzyme-linked immunosorb
ent assay (ELISA)
リン酸緩衝液（PBS）でモノクローナル抗体を稀釈し、1
00ng/100μlの濃度になるように調製した。96ウエイム
プレートの各ウエルに、抗体含有PBSを100μl加え、一
晩４℃で静置した。翌日、0.05%Tween-20含有PBS（T-PB
S）で3回洗浄し、各ウエルに200μlの5%スキムミルク含
有T-PBS（M-T-PBS）を加え、37℃1時間置いた。T-PBSで
洗浄後、M-T-PBSで段階稀釈されたCCHFV液（７．参照）
または精製されたHis-CCHFV NPを各ウエルに100μl加
え、37℃1時間置いた。次いで、T-PBSで3回洗浄後、M-T
-PBSで1000倍に稀釈されたウサギ抗His-CCHFV NP血清を
加え、37℃1時間置いた。次いで、T-PBSで3回洗浄し、M
-T-PBSで1000倍稀釈されたhorseraddish peroxidase (H
RPO)-標識ヤギ抗ウサギIgG抗体（Zymed社）100μlを各
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ウエルに加え、37℃1時間置き、最後にT-PBSで3回洗浄
後発色基質ABTS液（Roche Diagnostics社）100μlを各
ウエルに加えた。37℃30分間反応させ、405nｍの波長で
吸光度を測定した。
【００４８】（７）CCHFV液の作製
Vero E6細胞にCCHFV中国66019株を感染させ、2%ウシ胎
児血清含有イーグルMEN液でその細胞を7日間培養した。
7日間の培養後、培養液および細胞を採取し、－80℃の
凍結融解処理を2回施し、1%の濃度になるようにNP-40を
加え、さらに、3000回転/分で遠心したその上精をウイ
ルス液とした。NP-40を加える前のウイルス液のウイル
ス感染価は、Vero E6細胞を用いた50% tissue culture 
infectious dose (TCID

50
)を求める方法で測定した。ま

た、CCHFVのその他の株（中国株7803、7001、88166、78
024、8402株）のウイルス液は、各ウイルスを乳飲子マ
ウスの脳内に接種し、麻痺などの神経症状が出現した
後、採取した脳を1%NP-40含有PBSで混和し、3000回転/
分で遠心した。その上精をそれぞれのCCHFV中国株のウ
イルス液とした。
【００４９】（８）CCHFV核蛋白の分割された組換え蛋
白の発現
設計したプライマーを用いて、表1に示すような分割さ
れたCCHFV核蛋白を発現するようにｃDNAを増幅し、pGEX
-2Tベクター（Pharmacia Biotech社）のクローニングサ
イトに挿入し、組換え蛋白をGST融合蛋白として大腸菌
で発現させた。発現された分割CCHFV核蛋白を、表1に示
すように、GST-CCHFV NP1（アミノ酸位置1-106）、GST-
CCHFV NP2（アミノ酸位置97-208）、GST-CCHFV NP3（ア
ミノ酸位置201-306）、GST-CCHFV NP4（アミノ酸位置29
9-406）およびGST-CCHFV NP5（アミノ酸位置396-482）
とした。
【００５０】（９）ウエスタンブロッティング法
モノクローナル抗体の抗原確認部位は、ウエスタンブロ
ッティング法により確認した。
【００５１】（Ｂ）結果
（１）Ac-His-CCHFV NP感染によるHis-CCHFV NP の発現
と精製
図３にAc-His-CCHFV NP感染によるTn5細胞でのHis-CCHF
V NPの発現および精製されたHis-CCHFV NPのSDS-PAGE所
見を示す。His-CCHFV NPが効率よく発現し、精製されて
いることが確認された。
【００５２】（２）モノクローナル抗体
His-CCHFV NP に対するモノクローナル抗体を産生する
ハイブリドーマを得た。組換え核蛋白およびウイルス核
蛋白を高感度に検出するのに有効なモノクローナル抗体
を産生するハイブリドーマ1B7および1F1株が樹立され
た。ハイブリドーマのクローン１Ｂ７株は、受託番号Ｆ
ＥＲＭ  Ｐ－１８５５４として、ハイブリドーマのクロ
ーン１Ｆ１株は、受託番号ＦＥＲＭ  Ｐ－１８５５５と
して平成１３年１０月５日付けで独立行政法人産業技術
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総合研究所  特許微生物寄託センター（日本国茨城県つ
くば市東一丁目１番地１  中央第６）に寄託されてい
る。ハイブリドーマ1B7および1F1株から産生されるモノ
クローナル抗体を、それぞれモノクローナル抗体1B7、
モノクローナル抗体1F1とする。両ハイブリドーマから
産生されるモノクローナル抗体はIgG1、κタイプであっ
た。
【００５３】（３）モノクローナル抗体1B7および1F1の
抗原認識部位 *
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*両モノクローナル抗体は、CCHFV-NP3（CCHFV核蛋白のア
ミノ酸位置にして201番目から306番目、図２においては
213番目から318番目）に、ウエスタンブロット法で反応
した。両モノクローナル抗体は、482アミノ酸からなるC
CHFVの核蛋白のほぼ中央のアミノ酸配列を認識すること
が明らかにされた（表１）。
【００５４】
【表１】

【００５５】（４）モノクローナル抗体1B7およびモノ
クローナル抗体1F1を用いた抗原検出ELISAのHis-CCHFV 
NP検出感度
両モノクローナル抗体を用いた抗原検出ELISAでは、ほ
ぼ200pg/100μlの濃度のHis-CCHFV NP液を検出できた。
つまり、最小200pgのHis-CCHFV NPを検出できる感度を
有していた（図４）。
【００５６】（５）CCHFV66019株のウイルス感染価と抗
原検出ELISA
CCHFVウイルス感染価を50TCID

50
/mlに調製し、そのウイ

ルス液を約4000倍稀釈したウイルス液中の核蛋白を確実
に検出できた（図５）。
【００５７】（６）モノクローナル抗体1B7を用いた抗
原検出ELISAのCCHFV中国株の核蛋白の検出
モノクローナル抗体1B7を用いた抗原検出ELISAで、すべ
ての株の核蛋白を検出できた。
【００５８】（Ｃ）実施例の考察
本発明者のCCHFV核蛋白に対するモノクローナル抗体を
用いたCCHFV核蛋白検出ELISAは、クリミア・コンゴ出血
熱の診断に有用である。ここにはデータは示していない
が、実際の急性期のCCHFV患者血清にあるCCHFV核蛋白を*

*検出することも可能であった。CCHFV核蛋白検出ELISAの
検体としては、急性期患者血清、肝臓や腎臓などの組織
などが考えられる。これまでのところ、血清学的診断の
ほか、CCHFV感染症の診断には、検体を乳飲子マウスの
脳内接種によるウイルス分離、培養細胞を用いたウイル
ス分離、および、RT-PCR法を用いたウイルスゲノムを検
出する方法によっていた。本発明のハイブリドーマ1B7
および1F1株が産生するモノクローナル抗体、および、
ウサギ抗His-CCHFV NP血清を用いたCCHFV核蛋白検出ELI
SAは、短時間で判定可能なCCHFVの診断に有用な方法で
ある。
【００５９】
【発明の効果】本発明により、ＣＣＨＦＶの組換え核蛋
白に対するモノクローナル抗体が提供される。さらに本
発明により、当該モノクローナル抗体を用いた新たなウ
イルス抗原検出法としてＣＣＨＦＶの核蛋白の高感度検
出が可能な抗原検出enzyme-linked immunosorbent assa
y系が確立された。このシステムは、ＣＣＨＦの診断に
有用である。
【００６０】
【配列表】

SEQUENCE LISTING
<110> Kokuritsu Kansensyo Kenky
usyocho
<120> A monoclonal antibody rec
ognizing Crimean-Congo hemorrhagic fe
ver 
virus
<130> A11549A
<160> 2

【００６１】
<210> 1
<211> 1485
<212> DNA
<213> Crimean-Congo hemorrhagi
c fever virus
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<400> 1
atgagaggat cgcatcacca tcaccatcac ggat
ccatgg agaataaaat cgaggtgaat   60
aacaaagatg aaatgaacaa gtggtttgaa gagt
tcaaga aaggaaatgg acttgtggat  120
actttcacaa actcctactc cttttgtgag agtg
ttccaa atctggaaag gtttgtgttt  180
cagatggcca gtgccaccga tgacgcacaa aagg
attcca tctacgcatc agctctagtg  240
gaagcaacca aattttgtgc acccatatac gagt
gtgcct gggttagctc cactggcatt  300
gtgaagaagg gactggagtg gttcgaaaag aatg
caggaa ccattaaatc ttgggatgaa  360
agctacactg agctgaaagt tgaggtccct aaaa
tagaac agcttgccaa ttaccaacag  420
gctgctctca agtggaggaa ggacataggt tttc
gtgtca atgcaaatac ggcagcctta  480
agccacaagg tccttgcaga gtacaaagtc cctg
gcgaaa ttgtaatgtc cgtcaaagaa  540
atgttgtcag atatgatcag aagaaggaac ttga
ttctca acagaggtgg cgatgaaaat  600
ccacgaggcc cagtgagccg tgaacatgtg gagt
ggtgca gggaatttgt caaaggcaag  660
tacatcatgg ctttcaaccc gccctggggg gaca
tcaaca agtcaggccg atcaggaata  720
gcacttgttg caacaggcct tgccaagctc gcag
agactg aggggaaggg agtgtttgat  780
gaagccaaaa agactgtaga ggctctcaac gggt
accttg acaaacacaa ggacgaagtt  840
gacaaagcaa gtgccgacaa catgataaca aacc
ttctca aacacattgc taaggcacaa  900
gagctttaca aaaactcgtc tgcacttcgt gcac
agggtg cacagattga cactgctttc  960
agctcatact actggctcta caaggccggc gtga
ctccag aaaccttccc gactgtctca 1020
cagttccttt ttgagctagg gaaacaacca aggg
gtacca agaaaatgaa gaaggcactt 1080
ttgagcaccc caatgaagtg gggtaagaag cttt
atgagc tctttgctga tgactcattc 1140
cagcaaaaca ggatctacgt gcaccctgcc gtgt
tgacag ctggcagaat cagtgaaatg 1200
ggtgtctgct ttggaacaat ccctgtggcc aatc
ccgatg atgctgccca gggatctgga 1260
cacaccaagt ccattcttaa cctacggaca aaca
ccgaaa ccaacaatcc gtgtgccaag 1320
acaattgtca agttgtttga aattcaaaaa acag
gattta atatacaaga catggacatt 1380
gtagcctctg agcacctgct gcaccaatcc cttg
tcggca agcagtctcc attccagaat 1440
gcctacaacg tcaagggcaa tgccaccagt gcca
acatca tctga                 1485
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【００６２】

<210> 2
<211> 494
<212> PRT
<213> Crimean-Congo hemorrhagi
c fever virus
<400> 2
Met Arg Gly Ser His His His His His His 
Gly Ser Met Glu Asn Lys
  1               5                  10                  15
Ile Glu Val Asn Asn Lys Asp Glu Met Asn 
Lys Trp Phe Glu Glu Phe
             20                  25                  30
Lys Lys Gly Asn Gly Leu Val Asp Thr Phe 
Thr Asn Ser Tyr Ser Phe
         35                  40                  45
Cys Glu Ser Val Pro Asn Leu Glu Arg Phe 
Val Phe Gln Met Ala Ser
     50                  55                  60
Ala Thr Asp Asp Ala Gln Lys Asp Ser Ile 
Tyr Ala Ser Ala Leu Val
 65                  70                  75                  80

Glu Ala Thr Lys Phe Cys Ala Pro Ile Tyr 
Glu Cys Ala Trp Val Ser
                 85                  90                  95
Ser Thr Gly Ile Val Lys Lys Gly Leu Glu 
Trp Phe Glu Lys Asn Ala
            100                 105                 110
Gly Thr Ile Lys Ser Trp Asp Glu Ser Tyr 
Thr Glu Leu Lys Val Glu
        115                 120                 125
Val Pro Lys Ile Glu Gln Leu Ala Asn Tyr 
Gln Gln Ala Ala Leu Lys
    130                 135                 140
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Trp Arg Lys Asp Ile Gly Phe Arg Val Asn 
Ala Asn Thr Ala Ala Leu
145                 150                 155                 1
60
Ser His Lys Val Leu Ala Glu Tyr Lys Val 
Pro Gly Glu Ile Val Met
                165                 170                 175
Ser Val Lys Glu Met Leu Ser Asp Met Ile 
Arg Arg Arg Asn Leu Ile
            180                 185                 190
Leu Asn Arg Gly Gly Asp Glu Asn Pro Arg 
Gly Pro Val Ser Arg Glu
        195                 200                 205
His Val Glu Trp Cys Arg Glu Phe Val Lys 
Gly Lys Tyr Ile Met Ala
    210                 215                 220
Phe Asn Pro Pro Trp Gly Asp Ile Asn Lys 
Ser Gly Arg Ser Gly Ile
225                 230                 235                 2
40
Ala Leu Val Ala Thr Gly Leu Ala Lys Leu 
Ala Glu Thr Glu Gly Lys
                245                 250                 255
Gly Val Phe Asp Glu Ala Lys Lys Thr Val 
Glu Ala Leu Asn Gly Tyr
            260                 265                 270
Leu Asp Lys His Lys Asp Glu Val Asp Lys 
Ala Ser Ala Asp Asn Met
        275                 280                 285
Ile Thr Asn Leu Leu Lys His Ile Ala Lys 
Ala Gln Glu Leu Tyr Lys
    290                 295                 300
Asn Ser Ser Ala Leu Arg Ala Gln Gly Ala 
Gln Ile Asp Thr Ala Phe
305                 310                 315                 3
20
Ser Ser Tyr Tyr Trp Leu Tyr Lys Ala Gly 
Val Thr Pro Glu Thr Phe
                325                 330                 335
Pro Thr Val Ser Gln Phe Leu Phe Glu Leu 
Gly Lys Gln Pro Arg Gly
            340                 345                 350
Thr Lys Lys Met Lys Lys Ala Leu Leu Ser 
Thr Pro Met Lys Trp Gly
        355                 360                 365
Lys Lys Leu Tyr Glu Leu Phe Ala Asp Asp 
Ser Phe Gln Gln Asn Arg
    370                375                  380
Ile Tyr Val His Pro Ala Val Leu Thr Ala 
Gly Arg Ile Ser Glu Met
385                 390                 395                 4
00
Gly Val Cys Phe Gly Thr Ile Pro Val Ala 
Asn Pro Asp Asp Ala Ala
                405                 410                 415
Gln Gly Ser Gly His Thr Lys Ser Ile Leu 
Asn Leu Arg Thr Asn Thr
            420                 425                 430
Glu Thr Asn Asn Pro Cys Ala Lys Thr Ile 
Val Lys Leu Phe Glu Ile
        435                 440                 445
Gln Lys Thr Gly Phe Asn Ile Gln Asp Met 
Asp Ile Val Ala Ser Glu
    450                 455                 460
His Leu Leu His Gln Ser Leu Val Gly Lys 
Gln Ser Pro Phe Gln Asn
465                 470                 475                 4
80
Ala Tyr Asn Val Lys Gly Asn Ala Thr Ser 
Ala Asn Ile Ile
                485                 490
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【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、Ａｃ－Ｈｉｓ－ＣＣＨＦＶ  ＮＰが発
現するＨｉｓ－ＣＣＨＦＶ  ＮＰの遺伝子の塩基配列を
示す。
【図２】図２は、Ａｃ－Ｈｉｓ－ＣＣＨＦＶ  ＮＰが発
現するＨｉｓ－ＣＣＨＦＶ  ＮＰのアミノ酸配列を示
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す。
【図３】図３は、Ａｃ－Ｈｉｓ－ＣＣＨＦＶ  ＮＰの昆
虫細胞でのＨｉｓ－ＣＣＨＦＶＮＰの発現（１）と精製
されたＨｉｓ－ＣＣＨＦＶ  ＮＰ（２）のＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥ法による解析を示す。
【図４】図４は、モノクローナル抗体１Ｂ７（■）およ
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び１Ｆ１（●）を用いた抗原検出ＥＬＩＳＡによるＨｉ
ｓ－ＣＣＨＦＶ  ＮＰの検出を示す。
【図５】図５は、モノクローナル抗体１Ｂ７（■）およ
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び１Ｆ１（●）を用いた抗原検出ＥＬＩＳＡによるＣＣ
ＨＦＶ  ６６０１９株ウイルス液からの核蛋白の検出を
示す。ＮＣは陰性コントロールを示す。

【図１】 【図４】
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【図２】

【図３】

【図５】
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