
(57)【要約】
　　【課題】
　本発明はリステリアモノサイトゲネスのｐ６０タンパク質に特異的に結合するモノクロ
ーナル抗体、これを生産するハイブリドーマ細胞、このようなモノクローナル抗体を含む
試験キット及びこのようなモノクローナル抗体を使用してリステリアモノサイトゲネスを
検出する方法に関する。
　　【解決手段】
　本発明のモノクローナル抗体はリステリアモノサイトゲネスだけを選別的に認知するこ
とによりこのような抗体を使用して人間に病原性である菌により汚染された食品の汚染有
無を迅速に検定しうる。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
受 託 番 号 Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ － １ ０ ４ ３ １ Ｂ Ｐ の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 用 い て 生 産 さ れ る 、 リ ス テ リ
ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス (Listeria monocytogenes)の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
受 託 番 号 Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ １ ０ ４ ３ ２ Ｂ Ｐ の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 用 い て 生 産 さ れ る 、 リ ス テ リ ア
種 (Listeria spp． )の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ １ ０ ４ ３ １ Ｂ Ｐ 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 ２ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ １ ０ ４ ３ ２ Ｂ Ｐ 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 試 料 サ ン プ ル と 接 触 さ せ リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の
ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗 原 -抗 体 複 合 体 存 在 を 調 べ る こ と を 特 徴 と し
て 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス 汚 染 を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
抗 原 -抗 体 複 合 体 を Ｒ Ｉ Ａ 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 免 疫 蛍 光 法 、 色 彩 粒 子 結 合 法 、 ま た は 化 学 発 光
物 質 結 合 法 で 検 出 す る 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 捕 獲 さ れ た 抗 原 に 結 合 す る 第 ２ 抗 体 と し て 請 求 項 ２ の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 っ て 検 出 す る 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス 汚 染
を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ 】
キ ッ ト は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ (enzyme-linked immunosorbent assay)法 を 用 い る 請 求 項 ８ に 記 載 の
キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
キ ッ ト は 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 法 を 用 い る 請 求 項 ８ に 記 載 の デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 捕 獲 さ れ た 抗 原 に 結 合 す る 第 ２ 抗 体 と し て 請 求 項 ２ の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 請 求 項 ８ な い し １ ０ の う ち い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス に よ る 感 染 有 無 及 び 食 品 に お け る 汚 染 有 無 を 迅 速
に 確 認 す る た め の も の で 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 こ れ を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 、 こ の よ う な モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 含 む 試 験 キ ッ ト 及 び こ の よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 っ て リ ス テ リ ア モ ノ サ イ
ト ゲ ネ ス を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 リ ス テ リ ア (Listeria)の 菌 種 は グ ラ ム 陽 性 の 通 性 嫌 気 性 桿 菌 と し て 自 然 界 に 幅 広 く 分 布
し て い る 。 リ ス テ リ ア 種 (Listeria spp.)に は リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス (Listeria mon
ocytogenes)、 Listeria ivanovii、 Listeria innocua、 Listeria seeligeri、 Listeria w
elshimeri及 び リ ス テ リ ア グ ラ イ イ (Listeria grayi)な ど の 多 数 の 種 が あ り 、 こ の う ち リ
ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス だ け が ヒ ト に 病 原 性 が あ り 、 動 物 に 病 原 性 の あ る 菌 株 は リ ス テ
リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス と Listeria ivanoviiで あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
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　 特 に 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス は 冷 蔵 保 存 を 要 す る 食 品 に 汚 染 さ れ る 場 合 低 温 保 存
過 程 で 長 い 間 生 存 及 び 増 殖 が 可 能 な の で 、 冷 蔵 保 存 食 品 を 媒 介 に し た 食 中 毒 発 生 の 主 な 原
因 菌 に な っ て い る 。 さ ら に 、 こ の 細 菌 に よ る リ ス テ リ ア 感 染 症 (Listeriosis)は 重 症 に 進
む 場 合 敗 血 症 及 び 脳 髄 膜 炎 を 引 き 起 こ し 姙 産 婦 の 流 産 を 引 き 起 こ す 。 新 生 児 、 高 齢 者 、 姙
産 婦 及 び 免 疫 欠 乏 患 者 が 特 に 危 険 で あ り 、 感 染 症 を 引 き 起 こ し た 患 者 で は ３ ０ ％ に 至 る 高
い 死 亡 率 を 示 す 。 こ の よ う な リ ス テ リ ア 感 染 症 の 発 生 は 食 肉 及 び 食 肉 加 工 品 、 野 菜 、 乳 化
工 品 な ど の よ う な 食 品 が 主 要 感 染 経 路 で あ る と 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 リ ス テ リ ア 症 を 予
防 す る た め に リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス に よ る 食 品 の 汚 染 有 無 を 迅 速 に 診 断 す る 必 要 が
あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 現 在 、 病 院 及 び 産 業 体 (食 品 会 社 、 食 肉 会 社 及 び 乳 加 工 会 社 )な ど で 使 用 で き る リ ス テ リ
ア 同 定 方 法 と し て は 色 々 の 生 化 学 的 検 査 法 を 使 用 す る 伝 統 的 な 方 法 が あ る が 、 長 時 間 と 手
間 が か か る 非 効 率 的 な 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス に よ る 感 染 有 無 及 び 食 品 に お け る 汚 染 有 無 を 迅 速 に 確 認 す
る た め の 診 断 方 法 と し て 重 合 酵 素 連 鎖 反 応 (Ｐ Ｃ Ｒ )法 の よ う な 分 子 生 物 学 的 方 法 が 用 い ら
れ て い る が 、 技 術 力 と 精 度 が 求 め ら れ る た め 、 実 際 臨 床 及 び 産 業 的 に 適 用 し 難 い 方 法 で あ
る 。 ま た 、 酵 素 免 疫 法 (EIA:Enzyme immunoassay)の よ う な 免 疫 学 的 方 法 が 多 用 さ れ て い る
が 、 非 特 異 性 が 現 れ る の で 不 正 確 な 検 査 結 果 が 得 ら れ た り 、 追 加 確 認 試 験 が 必 要 な 場 合 が
発 生 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 リ ス テ リ ア 菌 を 迅 速 に 検 出 す る た め の キ ッ ト と し て は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 技 法 、 核 酸 ハ イ ブ リ ッ ド
化 分 析 法 を 用 い た 非 放 射 活 性 DNAプ ロ ー ブ キ ッ ト 、 免 疫 検 定 法 を 用 い た キ ッ ト な ど が 知 ら
れ て お り 、 ま た 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 法 を 用 い た デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク (dip-stick)方 法 で
開 発 さ れ た 製 品 も あ る が 、 こ れ ら キ ッ ト の 全 て は リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス だ け を 特 異
的 に 検 出 で き な い か 、 全 て の リ ス テ リ ア 種 が 検 出 さ れ る 短 所 を 持 っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 が 困 難 だ っ た の で 、 前
記 菌 株 を 選 択 的 に 認 知 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ま た は デ ィ ッ プ ス テ
ィ ッ ク 検 出 キ ッ ト が 開 発 で き な か っ た 。 こ れ は 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス 菌 株 全 体 を
抗 原 と し て 使 用 し た り 一 部 特 定 抗 原 を 使 用 し た 場 合 も リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス に つ い
て だ け 特 異 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 生 産 さ れ な か っ た た め で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 リ ス テ リ ア 種 (Listeria spp.)に 共 通 に 存 在 す る murein hydrolases酵 素 で あ る ｐ ６ ０ は
リ ス テ リ ア が 細 胞 分 裂 の た め に 分 泌 す る エ ッ キ ソ (exo)酵 素 で あ っ て 、 本 発 明 の 前 、 ｐ ６
０ の 特 定 ペ プ チ ド 、 例 え ば ｐ ｅ ｐ Ａ 及 び ｐ ｅ ｐ Ｄ （ 非 特 許 文 献 １ ） を 使 っ て ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 製 造 し た こ と が あ る 。 し か し 、 こ れ は 使 用 可 能 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 低 い 力 価
と サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ シ ス テ ム の 不 適 切 な 適 用 に よ り そ の 効 果 が 微 弱 な の で 商 用 化 す
る に は 足 り な い 点 が あ っ た 。 本 発 明 者 は 前 記 ｐ ｅ ｐ Ａ 及 び ｐ ｅ ｐ Ｄ ペ プ チ ド 部 位 と 他 の 部
位 に 特 異 的 に 結 合 し て (実 施 例 ４ 、 図 ４ ａ )リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス だ け を 選 別 的 に 認
知 で き る 新 規 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ の よ う な 背 景 下 で 、 本 発 明 者 は リ ス テ リ ア 属 (genus)に 共 通 に 存 在 す る murein hydrol
ases酵 素 ｐ ６ ０ の う ち リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の ｐ ６ ０ の 特 異 的 抗 原 決 定 基 を 認 知 す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 し た 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Bubert A.et al.,Appl. Environ Microbiol、 ６ ０ (９ )、 ３ １ ２ ０ -７ 、
１ ９ ９ ４
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ０ 】
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　 本 発 明 は 受 託 番 号 Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ １ ０ ４ ３ １ Ｂ Ｐ の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ り 生 産 さ れ る 、 リ
ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス (Listeria monocytogenes)の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 受 託 番 号 Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ １ ０ ４ ３ ２ Ｂ Ｐ の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ
り 生 産 さ れ る 、 リ ス テ リ ア 種 (Listeria spp.)の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 目 的 は 、 前 述 し た よ う な リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の ｐ ６ ０ タ ン
パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス 汚 染
を 検 出 す る た め の 試 験 キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 目 的 は 、 前 述 し た よ う な リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の ｐ ６ ０ タ ン
パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 試 料 サ ン プ ル と 接 触 さ せ リ ス テ リ ア モ ノ
サ イ ト ゲ ネ ス の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 存 在 を 調 べ
る こ と を 特 徴 と し て 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス 汚 染 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　  
　 本 発 明 の 試 験 キ ッ ト は 、 望 ま し く は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 用 キ ッ ト ま た は 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を
用 い た デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 前 記 試 験 キ ッ ト に お い て 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に
結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 捕 獲 さ れ た 抗 原 に 結 合 す る 第 ２ 抗 体 は 望 ま し く は リ ス テ リ
ア 種 の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 前 記 検 出 方 法 に お い て 、 抗 原 -抗 体 複 合 体 は 、 望 ま し く は Ｒ Ｉ Ａ 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 免 疫 蛍
光 法 、 色 彩 粒 子 結 合 法 ま た は 化 学 発 光 物 質 結 合 法 で 検 出 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 前 述 し た 検 出 方 法 に お い て 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 に 特 異 的
に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 捕 獲 さ れ た 抗 原 に 結 合 す る 第 ２ 抗 体 は 望 ま し く は リ ス テ
リ ア 種 の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス だ け を 選 別 的 に 認 知 す る こ と に よ り 、 抗 体 を 使 用
し て 人 間 に 病 原 性 で あ る 菌 に よ り 汚 染 さ れ た 食 品 の 汚 染 有 無 を 迅 速 に 検 定 し う る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 特 異 的 に 検 出 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 す る
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 具 体 的 に 、 一 つ の 形 態 と し て 本 発 明 は 受 託 番 号 Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ １ ０ ４ ３ １ Ｂ Ｐ の ハ イ ブ リ ド ー
マ 細 胞 に よ り 生 産 さ れ る 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結
合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 受 託 番 号 Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ １ ０ ４ ３ ２ Ｂ Ｐ の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ り 生 産 さ れ
る 、 リ ス テ リ ア 種 (Listeria spp． )の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
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　 本 願 に お い て 使 用 さ れ た 用 語 "モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 "と は 、 当 該 分 野 に 公 知 の 用 語 で あ っ
て 、 単 一 抗 原 性 部 位 に つ い て 指 示 さ れ る 高 度 の 特 異 的 な 抗 体 を 意 味 す る 。 通 常 、 相 異 な る
決 定 基 (エ ピ ト ー プ )に つ い て 指 示 さ れ る 相 異 な る 抗 体 を 含 む ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と は 違 っ
て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 抗 原 状 の 単 一 決 定 基 に つ い て 指 示 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
は 抗 原 -抗 体 結 合 を 用 い る 診 断 及 び 分 析 学 的 分 析 法 の 選 択 性 と 特 異 性 を 改 善 さ せ る 長 所 が
あ り 、 ま た ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 に よ り 合 成 さ れ る た め 、 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に よ り 汚 染 さ
れ な い 他 の 長 所 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ｐ ６ ０ を 免 疫 原 に し て 動 物 を 免 疫 化 し た 後 、 免 疫 化 さ れ
た 動 物 の 脾 臓 細 胞 を 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 し て ハ イ ブ リ ド ー マ を 生 成 し 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ
ト ゲ ネ ス の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 別 し て こ れ よ り 製 造
し た 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 具 体 的 に 、 本 発 明 で は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 製 造 に 組 換 え ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 を 免 疫 原 と し
て 使 用 し た し 、 こ れ は 公 知 の 塩 基 配 列 (Andreas B． 、 et al． 、 J． Bacteriol． 、 １ ７ ４ :
８ １ ６ ６ -８ １ ７ １ 、 １ ９ ９ ２ )を 用 い て 当 分 野 の 通 常 の 方 法 に お り Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 産 物 を ｐ Ｅ
Ｔ -２ １ ａ ベ ク ト ル に 挿 入 し 、 こ の ベ ク ト ル を Escherichia coliで 発 現 さ せ 精 製 し て 製 造
し た 。 精 製 さ れ た 組 換 え ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 を 免 疫 原 と し て マ ウ ス を 免 疫 化 さ せ 、 こ れ よ り
脾 臓 細 胞 を 分 離 し た 後 骨 髄 腫 細 胞 Ｐ ３ Ｘ ６ ３ Ａ ｇ ８ ． ６ ５ ３ と 融 合 さ せ た 後 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 及
び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 試 験 で ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 に つ い て 抗 体 活 性 が 高 い ハ イ ブ リ ド ー マ を
選 別 し た 後 、 こ れ を 再 び 培 養 し て 再 び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 試 験 で 陽 性 ハ イ
ブ リ ド ー マ ｐ ６ ０ ０ ７ 及 び ６ ０ １ ７ を 選 別 し た 。 前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 澄 液 を 使 用
し た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 試 験 結 果 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ｐ ６ ０ ０ ７ だ け が リ ス
テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 選 別 的 に 認 知 し た 。 前 記 選 別 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を 動 物 腹 腔 内
に 注 入 し 、 注 入 後 一 定 期 間 が 経 過 し た 後 回 収 し た 動 物 の 腹 水 か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分
離 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 精 製 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 っ て サ ン ド イ ッ チ 及 び 直 接 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 試 験 を 通 し て そ れ ぞ れ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 糾 明 し た 。 本 願 に お い て 使 用 さ
れ た 用 語 "モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ "は ハ イ ブ リ ド ー マ ｐ ６ ０ ０ ７ に よ り 分 泌 さ れ る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 用 語 "モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ １ ７ "は ハ イ ブ リ ド ー マ ｐ
６ ０ １ ７ に よ り 分 泌 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 試 験 結 果 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０
０ ７ が リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス だ け を 選 別 的 に 認 知 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 判 明 さ
れ た し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ １ ７ は リ ス テ リ ア 種 を 選 別 的 に 認 知 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 と し て 判 明 さ れ た (図 １ )。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 前 述 し た よ う に リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス だ け を 選 別 的 に 認 知 す る こ と と 確 認 さ れ た
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ 及 び リ ス テ リ ア 種 を 選 別 的 に 認 知 す る こ と と 確 認 さ れ た モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ １ ７ は 食 品 か ら 分 離 さ れ た ３ ３ 個 の リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス
菌 株 の 全 て を 選 別 的 に 認 知 し た (図 ２ ｂ 及 び 図 ２ ｃ )。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ 及 び ｐ ６ ０ １ ７ が ｐ ｅ ｐ Ａ 及 び ｐ ｅ ｐ Ｄ
ペ プ チ ド を 認 知 す る か 否 か を 直 接 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 試 験 し た 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
ｐ ６ ０ ０ ７ 及 び ｐ ６ ０ １ ７ は ｐ ｅ ｐ Ａ 及 び ｐ ｅ ｐ Ｄ と 結 合 し な か っ た し 、 こ れ よ り 本 発 明
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ｐ ｅ ｐ Ａ 及 び ｐ ｅ ｐ Ｄ の エ ピ ト ー プ を 用 い な い こ と と 確 認 さ れ た
(図 ４ ａ )。 ｐ ｅ ｐ Ａ /ｐ ｅ ｐ Ｄ の 競 争 (competition)を サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 検 証 し た
場 合 も 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ が ｐ ｅ ｐ Ａ と ｐ ｅ ｐ Ｄ の エ ピ ト ー プ を 用 い る と す
れ ば ｐ ｅ ｐ Ａ と ｐ ｅ ｐ Ｄ の 添 加 量 変 化 に よ り Ｏ Ｄ 値 が 変 わ る べ き で あ る が 、 ペ プ チ ド 添 加
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量 の 変 化 に つ い て 差 が な く 飽 和 さ れ た Ｏ Ｄ 値 を 示 し た た め 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０
７ は ｐ ｅ ｐ Ａ と ｐ ｅ ｐ Ｄ の エ ピ ト ー プ を 利 用 し な い こ と と 確 認 さ れ た (図 ４ ｂ 及 び 図 ４ ｃ )
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 選 別 的 に 認 知 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０
７ を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ ｐ ６ ０ ０ ７ は Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ (Korean Culture for Type Cultures)
に ２ ０ ０ ３ 年 ２ 月 ２ １ 日 付 け に て 受 託 番 号 Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ １ ０ ４ ３ １ Ｂ Ｐ と し て 寄 託 さ れ 、 リ ス
テ リ ア 種 を 選 別 的 に 認 知 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ １ ７ を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ ｐ
６ ０ １ ７ は Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ に ２ ０ ０ ３ 年 ２ 月 ２ １ 日 付 け に て 受 託 番 号 Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ １ ０ ４ ３ ２ Ｂ Ｐ と
し て 寄 託 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 従 っ て 、 他 の 様 態 と し て 本 発 明 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド
ー マ ｐ ６ ０ ０ ７ (Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ １ ０ ４ ３ １ Ｂ Ｐ )に 関 す る 。 ま た 、 本 発 明 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
ｐ ６ ０ １ ７ を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ ｐ ６ ０ １ ７ (Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ  １ ０ ４ ３ ２ Ｂ Ｐ )に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ は 、 標 準 菌 株 の 免 疫 学 的 検 定 で 接 近 可 能 な
抗 原 決 定 因 子 と の 反 応 性 に 加 え て 、 食 品 か ら 分 離 さ れ た リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス に つ
い て も 高 い 特 異 性 と 感 度 を 有 す る の で リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 特 異 的 に 検 出 す る の
に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 従 っ て 、 さ ら に 他 の 様 態 と し て 本 発 明 は リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の ｐ ６ ０ タ ン パ ク
質 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ を 試 料 サ ン プ ル と 接 触 さ せ リ ス テ リ
ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗 原 -抗 体 複 合 体 存 在 を
調 べ る こ と に よ り 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の 汚 染 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 願 に お い て 使 用 さ れ た 用 語 "抗 原 -抗 体 複 合 体 "は 試 料 中 の リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ
ス の 存 否 を 確 認 す る た め の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 抗 原 と こ れ を 認 知 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
結 合 物 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 検 出 方 法 で は 試 料 サ ン プ ル と し て ５ な い し １ ５ 分 間 加 熱 し た 培 養 上 澄 液 を 使 用
す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ と リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の ｐ ６ ０ タ ン パ
ク 質 と の 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 検 出 は 当 業 界 に お い て 公 知 の 方 法 、 例 え ば 分 光 学 的 、 光 化 学
的 、 生 物 化 学 的 、 免 疫 化 学 的 、 電 気 的 、 吸 光 的 、 化 学 的 、 そ の 他 の 方 法 を 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 目 的 上 、 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 検 出 方 法 と し て は 、 放 射 能 免 疫 分 析 法 (Ｒ Ｉ Ａ )、
酵 素 免 疫 分 析 法 (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )、 免 疫 蛍 光 法 、 色 彩 粒 子 結 合 法 、 化 学 発 光 物 質 結 合 法 な ど が
望 ま し く 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 検 出 は 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 標 識 さ れ た 抗 体 の 使 用 を 伴 い 、 使 用 可
能 な 検 出 標 識 と し て は 、 例 え ば バ イ オ チ ン -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合 体 、 蛍 光 染 料 (例 :フ
ル オ レ セ イ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 ロ ダ ミ ン 、 グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 な ど )、 放 射 性 標 識
物 (例 :３ Ｈ 、 １ ２ ５ Ｉ 、 ３ ５ Ｓ 、 １ ４ Ｃ ま た は ３ ２ Ｐ )、 酵 素 (例 :Ｈ Ｒ Ｐ 、 ア ル カ リ 性 フ
ォ ス フ ァ タ ー ゼ 及 び そ の 他 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 一 般 に 使 わ れ る も の )、 及 び 色 彩 標 識 物 、 例 え ば
コ ロ イ ド 状 金 ま た は カ ラ ー ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ ッ ク (例 :ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン
、 ラ テ ッ ク ス な ど )ビ ー ズ を 含 む 。 こ の よ う な 標 識 物 の 使 用 を 記 述 し て い る 文 献 [U． S． Pa
t． Nos． ３ 、 ８ １ ７ 、 ８ ３ ７ ;３ 、 ８ ５ ０ 、 ７ ５ ２ ;３ 、 ９ ３ ９ 、 ３ ５ ０ ;３ 、 ９ ９ ６ 、 ３
４ ５ ;４ 、 ２ ７ ７ 、 ４ ３ ７ ;４ 、 ２ ７ ５ 、 １ ４ ９ ;and ４ 、 ３ ６ ６ 、 ２ ４ １ ;Handbook of Fl
uorescent Probes and Research Chemicals (6th Ed． 、 Molecular Probes、 Inc． 、 Euge
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ne Oreg． )]を 参 照 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 検 出 に 特 に 望 ま し い 方 法 は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で あ る 。 Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ 検 出 方 法 に よ り 、 試 料 サ ン プ ル は 固 体 支 持 体 、 例 え ば マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、
メ ン ブ レ イ ン 、 テ ス ト ス ト リ ッ プ な ど に コ ー テ ィ ン グ さ れ た 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
と 接 触 さ れ る 。 具 体 的 な 一 例 と し て 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を 本 発 明 の モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 で コ ー テ ィ ン グ し 、 占 有 さ れ な い (nonoccupied)結 合 部 位 を 例 え ば Ｂ Ｓ Ａ
で 遮 断 し た 後 、 コ ー テ ィ ン グ さ れ た プ レ ー ト の ウ ェ ル を 試 料 サ ン プ ル と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン し 、 次 い で 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 存 在 を 決 定 で き る 。 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 存 在 は 抗 原 -抗 体
複 合 体 の 抗 原 に つ い て 特 異 的 な 抗 体 、 例 え ば リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の ｐ ６ ０ タ ン パ
ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し た り 、 リ ス テ
リ ア 種 の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 使 っ て 確 認 で き る 。 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 検 出 標 識 を 有 す る
こ と が で き 、 検 出 標 識 を 有 し な い 場 合 こ れ ら モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
検 出 で き る も う 一 つ の 抗 体 を 処 理 し て 確 認 で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 検 出 方 法 に お い て 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 選 別 的 に 認 知 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ と 結 合 さ れ た 抗 原 に 結 合 す る 第 ２ 抗 体 と し て は 望 ま し く は リ ス テ リ
ア 種 を 選 別 的 に 認 知 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 使 用 で き 、 特 に ｐ ６ ０ １ ７ が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 一 つ の 例 と し て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ と 試 料 を 反 応 さ せ 、 次 い で リ ス テ リ ア
種 の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ １ ７ を 結 合 さ せ こ れ
よ り 検 出 標 識 信 号 を 測 定 し た り 、 こ れ ら 複 合 体 に 検 出 可 能 な 信 号 を 生 成 で き る 標 識 を 有 す
る 抗 体 を 添 加 し て こ れ よ り 検 出 標 識 信 号 を 測 定 し て リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 検 出 で
き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 に お い て 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 検 出 に 特 に 望 ま し い 他 の 方 法 と し て は モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ロ イ ド 状 金 粒 子 と 結 合 さ せ る 金 粒 子 結 合 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 他 の 様 態 と し て 、 本 発 明 は 前 述 し た よ う な リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の ｐ ６ ０ タ ン パ
ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ を 含 む 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ
ネ ス の 汚 染 を 検 出 す る た め の 試 験 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の 検 出 試 験 キ ッ ト に 使 用 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 こ の 抗 体 が リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 選 別 的 に 認 知 で き る 限 り 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 断 片 も 使 用 で き る 。 こ の よ う な 抗 体 断 片 は F(ab')２ 、 Fab、 Fab'、 Fv断 片 な ど を
含 め る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス 検 出 試 験 キ ッ ト に は リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス
を 選 別 的 に 認 知 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ ま た は そ の 断 片 及 び 免 疫 学 的 分 析 に 使
用 さ れ る 道 具 /試 薬 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 免 疫 学 的 分 析 に 使 わ れ る 道 具 /試 薬 と し て は 適 し た 担 体 、 検 出 可 能 な 信 号 を 生 成 で き る
標 識 、 溶 解 剤 、 洗 浄 剤 な ど が 含 ま れ る 。 ま た 、 標 識 物 質 が 酵 素 の 場 合 は 酵 素 活 性 を 測 定 で
き る 基 質 及 び 反 応 停 止 剤 を 含 め る 。  
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 適 し た 担 体 と し て は 、 こ れ に 限 ら れ な い が 、 可 溶 性 担 体 、 例 え ば 当 分 野 に お い て 公 知 の
生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 緩 衝 液 、 例 え ば Ｐ Ｂ Ｓ 、 不 溶 性 担 体 、 例 え ば ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ エ
チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ポ リ ア ク リ ロ ニ ト リ ル 、 フ ッ 素 樹 脂 、 架 橋 デ キ
ス ト ラ ン 、 ポ リ サ カ ラ イ ド 、 ラ テ ッ ク ス に 金 属 を メ ッ キ し た 磁 性 微 粒 子 の よ う な 高 分 子 、
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そ の 他 紙 、 ガ ラ ス 、 金 属 、 ア ガ ロ ー ス 及 び こ れ ら の 組 合 わ せ で あ り う る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 検 出 方 法 及 び キ ッ ト に 使 用 す る た め の 検 定 シ ス テ ム は こ れ に 限 ら れ な い が 、 Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト 、 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク デ バ イ ス 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 試 験 ス ト リ ッ プ
及 び 放 射 分 割 免 疫 検 定 デ バ イ ス 、 及 び フ ロ ー -ス ロ ー (flow-through)デ バ イ ス な ど を 含 む
。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス 検 出 の た め の 試 験 キ ッ ト は 望 ま し く は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
キ ッ ト ま た は 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い た デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 試 験 キ ッ ト で 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 選 別 的 に 認 知 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ と 結 合 さ れ た 抗 原 に 結 合 す る 第 ２ 抗 体 と し て は 、 望 ま し く は リ ス テ リ ア
種 を 選 別 的 に 認 知 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 使 用 で き 、 特 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ １
７ が 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は 下 記 の 実 施 例 に 基 づ き さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る 。 し か し 、 例 示 さ れ た 実 施 例 は
た だ 本 発 明 を 説 明 す る た め の も の で あ り 、 本 発 明 は こ れ に 限 ら れ な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ５ １ 】
: Ｐ Ｃ Ｒ 及 び ク ロ ー ニ ン グ
　 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 の ｉ ａ ｐ (invasion-associated prote
in)遺 伝 子 (Andreas、 B． et al． 、 J． Bacteriol． 、 １ ７ ４ :８ １ ６ ６ -８ １ ７ １ 、 １ ９ ９
２ )を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 先 に こ の 遺 伝 子 を Ｐ Ｃ Ｔ を 通 し て 増 幅 し た 。  
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 プ ラ イ マ ー 、 す な わ ち ｉ ａ ｐ -Ｆ -ｐ Ｅ Ｔ (５ '-GGG AAT TCC ATA TGA GCA CTG TAG TAG T
CG AAG CT-３ ')(配 列 １ )及 び ｉ ａ ｐ -Ｒ -ｐ Ｅ Ｔ (５ '-GCC GCT CGA GTA CGC GAC CGA AGC C
AA C-３ ')(配 列 ２ )を シ グ ナ ル 配 列 を 除 い た 全 て の 部 分 が 含 ま れ る よ う に デ ザ イ ン し た し
、 ｐ Ｅ Ｔ -２ １ ａ ベ ク ト ル の 特 性 に よ り ス ト ッ プ コ ド ン も 除 外 し た 。 ま た 、 ク ロ ー ニ ン グ
の た め に 順 方 向 プ ラ イ マ ー に は Ｎ ｄ ｅ Ｉ 、 逆 方 向 プ ラ イ マ ー に は Ｘ ｈ ｏ Ｉ 制 限 酵 素 部 位 を
添 加 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 全 体 ボ リ ュ ー ム を ５ ０ μ ｌ に し た し 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の
染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ｎ ｇ 、 １ ０ × ｆ ｕ 緩 衝 液 (Stratagene)５ μ ｌ 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Ｐ ｆ
ｕ ポ リ マ ラ ー ゼ １ Ｕ 、 ０ ． ２ ｍ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 そ れ ぞ れ １ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ の プ ラ イ マ ー を 配 合
し て Ｐ Ｃ Ｒ し た 。 さ ら に 高 い 信 頼 度 (fidelity)の た め 、 Ｐ ｆ ｕ ポ リ マ ラ -ゼ (Stratagene)
を 使 用 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ は Ｐ Ｔ Ｃ -１ ５ ０ (MJ Research)を 使 っ て ３ ０ サ イ ク ル 間 ９ ４ ℃ １ 分 、
５ ５ ℃ １ 分 、 ７ ２ ℃ ２ 分 の 条 件 に し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 完 了 後 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を QIAquick PCR精 製 キ ッ ト (Qiagen)を 用 い て 精 製 し た 。 精 製
さ れ た Ｄ Ｎ Ａ は ク ロ ー ニ ン グ の た め に Ｎ Ｅ Ｂ 緩 衝 液 ４ (New England Biolabs))で 制 限 酵 素
Ｎ ｄ ｅ Ｉ と Ｘ ｈ ｏ Ｉ (New England Biolabs)を 処 理 し た 。 制 限 酵 素 処 理 後 、 １ ％ ア ガ ロ ー
ス ゲ ル で 電 気 泳 動 し Genecleanス ピ ン キ ッ ト (Q-bio gene)を 用 い て Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し た 。 精
製 さ れ た 挿 入 Ｄ Ｎ Ａ を Ｎ ｄ ｅ Ｉ と Ｘ ｈ ｏ Ｉ で 処 理 し た ｐ Ｅ Ｔ -２ １ ａ ベ ク ト ル と Ｔ ４ Ｄ Ｎ
Ａ 結 合 緩 衝 液 で Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ (NEB)で 結 合 し て イ ー ・ コ ラ イ （ Ｅ .Ｃ ｏ ｌ ｉ ） Ｄ Ｈ ０
ｂ に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン し た 。 ク ロ ー ニ ン グ 有 無 は プ ラ ス ミ ド ス ピ ン キ ッ ト (Genenme
d)で ミ ニ プ レ ッ プ し て 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ｐ Ｅ Ｔ シ ス テ ム の 発 現 の た め に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ベ ク ト ル を 発 現 菌 株 イ ー ・ コ ラ イ Ｂ
Ｌ ２ １ で 形 質 転 換 し 再 び ミ ニ プ レ ッ プ を 介 し て 確 認 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た イ ー ・ コ ラ
イ を プ レ ー ト で 一 晩 中 大 き く し た 後 、 一 つ の ク ロ ニ ー を ５ ｍ ｌ 　 Ｌ Ｂ ａ ｍ ｐ 肉 汁 培 地 に 接
種 し て 約 Ｏ Ｄ ６ ０ ０ が １ ． ０ 日 ま で 培 養 し た 。 こ の 培 養 液 ５ ｍ ｌ を 新 た な ５ ０ ０ ｍ ｌ  Ｌ
Ｂ  ａ ｍ ｐ 肉 汁 培 地 に 加 え ２ な い し ３ 時 間 培 養 し て Ｏ Ｄ ６ ０ ０ が ０ ． ５ な い し １ ． ０ に な
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れ ば Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を １ ｍ Ｍ さ れ る よ う 加 え て タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し た 。 ２ ０ ℃ で 一 晩 中 誘
導 し た 後 、 培 養 液 を 遠 心 分 離 し て 上 澄 液 を 捨 て て 、 イ ー ・ コ ラ イ だ け を 得 た 。 以 後 の タ ン
パ ク 質 精 製 は His・ Bind精 製 キ ッ ト (Novagen)を 使 っ て 行 な っ た 。 細 胞 パ レ ッ ト を １ /２ ５
体 積 の 緩 衝 液 (０ ． １ ％ Triton Ｘ -１ ０ ０ 、 ５ ０ ｍ Ｍ  ｐ Ｈ ８ ． ０ Tris-HCl)に 浮 遊 さ せ た
後 、 リ ソ ザ イ ム ０ ． １ ｍ ｇ /ｍ ｌ (Sigma)を 入 れ 超 音 波 処 理 し て イ ー ・ コ ラ イ を 壊 し た 。 再
び ２ ７ ０ ０ ０ ｘ ｇ で ３ ０ 分 間 遠 心 分 離 し た 後 、 充 填 緩 衝 液 で Ｎ ｉ イ オ ン を 充 填 さ せ 予 め 用
意 さ れ た Ｎ Ｔ Ａ -キ レ ー ト 化 ア ガ ロ ー ス Ｃ Ｌ -６ Ｂ (Peptron)カ ラ ム に こ の 上 澄 液 を 通 過 さ
せ た 。 タ ン パ ク 質 が 吸 着 さ れ た カ ラ ム を １ ０ 倍 カ ラ ム 体 積 の 結 合 緩 衝 液 (５ ｍ Ｍ イ ミ ダ ゾ
ル 、 ０ ． ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ ｍ Ｍ ｐ Ｈ ７ ． ９  Tris-HCl)と ６ 倍 体 積 の 洗 浄 緩 衝 液 (６ ０ mM
イ ミ ダ ゾ ル 、 ０ ． ５  Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ ｍ Ｍ  ｐ Ｈ ７ ． ９ Tris-HCl)で 非 特 異 的 に 吸 着 さ れ
て い る タ ン パ ク 質 を 除 去 し た 。 最 後 に 、 溶 出 緩 衝 液 (１ ｍ Ｍ イ ミ ダ ゾ ル 、 ０ ． ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ
ｌ 、 ２ ０ ｍ Ｍ ｐ Ｈ ７ ． ９ Tris-HCl)で カ ラ ム に 結 合 さ れ た ｐ ６ ０ を 分 離 し た 。 得 ら れ た ｐ
６ ０ を Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル を 通 し て 確 認 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ５ ５ 】
: ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 製 造
　 ２ -１ : 抗 体 生 成 細 胞
　 実 施 例 １ で 製 造 し た ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 を Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ (polyacrylamide gel electro
phoresis)が 含 ま れ た ゲ ル で 電 気 電 気 泳 動 し (１ ０ ０ μ ｇ )、 ゲ ル の 断 片 を 切 っ た 後 同 じ 体
積 の 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト が 配 合 さ れ た エ マ ル ジ ョ ン を 製 造 し た 。 前 記 エ マ ル ジ ョ
ン を 生 後 ７ 週 齢 雌 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ /Ｃ マ ウ ス ５ 匹 の 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 １ 匹 当 た り ２ ０ μ ｇ の 抗
原 を 注 射 し 、 総 体 積 は ４ ０ ０ μ ｌ に し た 。 ２ 週 後 に 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト と 抗 原
を 混 合 し た エ マ ル ジ ョ ン を 前 記 マ ウ ス の 腹 腔 に 注 入 し た 後 、 ２ 週 間 後 Ｐ Ｂ Ｓ に 溶 か し た 抗
原 を (１ ０ μ ｇ /mouse)腹 腔 内 に 注 射 し て 抗 体 生 成 を 誘 導 し た 。 抗 体 生 成 有 無 を 確 認 す る た
め に Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 検 定 を 施 し て 抗 体 を 確 認 し た 後 、 細 胞 融 合 に 入 る
３ 日 前 に マ ウ ス の 尻 尾 静 脈 に Ｐ Ｂ Ｓ に 溶 か し た 抗 原 を 再 度 注 射 し た 。 汚 染 を 防 止 す る た め
に 全 て の マ ウ ス を 選 択 し た 領 域 で 飼 育 し た 。

　 ２ -２ : 抗 体 生 成 細 胞 の 確 認 及 び 選 別
　 前 記 方 法 に よ り 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス で 血 液 試 料 を 目 (eye ball)か ら 取 得 し て １ ． ５ ｍ ｌ
遠 心 分 離 チ ュ ー ブ に 入 れ て 血 清 を 遠 心 分 離 し て (１ ８ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 １ ０ 分 )抗 体 の 生 成 有 無
を 実 験 す る 前 ま で -２ ０ ℃ で 保 管 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 で Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 方 法 に よ り 抗 体 の 生 成 を 確 認 し た 後 抗 体 生 成 細 胞 に 対 す
る 融 合 に 着 手 し た 。 前 記 イ ー ・ コ ラ イ で 発 現 さ せ た ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 を ０ ． ５ μ ｇ /ウ ェ
ル で ９ ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト に コ ー テ ィ ン グ し た 後 一 晩 中 反 応 さ せ た 。 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ (PBS buffer
、 ０ ． ０ ５ ％  Tween２ ０ )で ３ 次 洗 浄 し た 後 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ で 反 応 を 終 了 し た 。 再 び Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ
で ３ 次 洗 浄 し た 後 血 清 を １ :５ ０ ０ な い し ２ ０ ０ ０ ま で 稀 釈 し て 処 理 し た 後 １ 時 間 反 応 さ
せ た 。 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で ３ 次 洗 浄 し た 後 、 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 結 合 Ｈ Ｒ Ｐ を 処 理 し １ 時 間 反 応 さ せ た
。 次 い で 、 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で ３ 次 洗 浄 し た 後 、 １ ０ ０ μ ｌ Ｏ Ｐ Ｄ (Sigma)を 処 理 し た 後 ２ ０ 分 間
発 色 さ せ た 。 １ ５ μ ｌ 反 応 終 了 溶 液 (８ Ｎ 硫 酸 )を 添 加 し た 後 、 ４ ９ ２ ｎ ｍ 波 長 で 吸 光 度 を
測 定 し た 。

　 ２ -３ : ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 製 造
　 抗 体 生 成 が 確 認 さ れ た 後 マ ウ ス を 犠 牲 さ せ 抗 体 生 産 脾 臓 細 胞 を 分 離 し 、 こ れ と 骨 髄 腫 細
胞 (myeloma cell)Ｐ ３ Ｘ ６ ３ Ａ ｇ ８ ． ６ ５ ３ を 融 合 方 法 (Cesar Milstein and Georges Ko
hler's method)か ら 由 来 し た 変 形 さ れ た 方 法 (Method in enzymology、 vol． ７ ３ 、  p３ ．
Academic Press、 New York)に よ り 融 合 し た 。  
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 マ ウ ス の Ｐ ３ Ｘ ６ ３ Ａ ｇ ８ ． ６ ５ ３ 細 胞 を 培 養 ト レ イ に １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ  Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４

10

20

30

40

50

(9) JP 2006-104154 A 2006.4.20



０ 培 地 を 用 い て 最 適 成 長 期 に 至 る よ う 維 持 さ せ た 。 細 胞 融 合 の 一 日 前 に Ｐ ３ Ｘ ６ ３ Ａ ｇ ８
． ６ ５ ３ 細 胞 を ３ ・ １ ０ ５ 細 胞 /ｍ ｌ で 稀 釈 し て 次 の 日 ５ ０ ｍ ｌ を 取 っ て ３ 分 間 ４ ０ ０ ｘ
ｇ で 遠 心 分 離 し た 。 無 血 清 培 地 で ２ 回 洗 浄 し た 後 、 １ ・ １ ０ ７ 細 胞 /ｍ ｌ に な る よ う 濃 度
を 合 わ せ た 。 次 い で 、 マ ウ ス を 頚 椎 離 脱 (cervical dislocation)に よ り 犠 牲 さ せ 脾 臓 を 取
得 し 、 こ れ を メ ッ シ ュ 容 器 に 入 れ 細 胞 を 一 つ ず つ 分 離 さ せ た 。 こ の 際 、 全 て の 培 地 は 無 血
清 で 使 用 し た 。 完 全 に 分 離 さ れ た 抗 体 生 産 細 胞 を ５ 分 間 ４ ０ ０ ｘ ｇ で 遠 心 分 離 し た 後 、 無
血 清 培 地 で ２ 回 洗 浄 し １ ０ ｍ ｌ の 培 地 に 懸 濁 さ せ た 。 リ ン プ 球 を 血 球 計 数 器 (haemocytome
r)で 計 数 し て １ ０ ８ の リ ン プ 球 を １ × １ ０ ７ Ｐ ３ Ｘ ６ ３ Ａ ｇ ８ ． ６ ５ ３ 細 胞 (１ ０ :１ )と
混 ぜ て ３ 分 間 ４ ０ ０ ｘ ｇ で 遠 心 分 離 し た 。 ３ ７ ℃ で 前 処 理 さ れ た ５ ０ ％ Ｐ Ｅ Ｇ (Sigma)１
ｍ ｌ 溶 液 を １ 分 に か け て ゆ っ く り 滴 下 し つ つ 混 ぜ た 。 生 成 さ れ た 融 合 混 合 液 を Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １
６ ４ ０ 培 地 で ４ ｍ ｌ /３ 分 、 次 い で ５ ｍ ｌ /４ 分 、 次 い で ２ ０ ｍ ｌ /５ 分 に か け て 稀 釈 し ３
分 間 ４ ０ ０ ｘ ｇ で 遠 心 分 離 し た 後 、 Ｈ Ａ Ｔ 選 択 培 地 ３ ５ ｍ ｌ に 細 胞 を 懸 濁 さ せ た 。 １ ０ ０
μ ｌ の 懸 濁 液 を 一 日 前 に 供 給 細 胞 (feeder cell、 マ ウ ス の 腹 腔 で Ｐ Ｂ Ｓ で 分 離 し た 大 食 球
)を コ ー テ ィ ン グ し た ９ ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト に 分 注 し て ３ ７ ℃ 、  ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 培 養 器 で ７ な
い し １ ４ 日 間 培 養 し た 。  

　 ２ -４ : ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 別 及 び 分 離
　 前 記 実 施 例 で 収 得 し た 培 養 上 澄 液 を 取 っ て 直 接 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 方 法 で ｐ ６ ０ に 対 す る 陽 性
ク ロ ー ン を 選 別 し た 後 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 陽 性 ク ロ ー ン で あ る こ と を 再 び 確 認 し た 。
多 数 の ハ イ ブ リ ド ー マ の う ち ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 に つ い て 抗 体 活 性 が 高 い (Ｏ Ｄ １ ． ２ 以 上 )
１ ０ 種 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 得 た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ の よ う に 確 認 さ れ た 陽 性 ク ロ ー ン を 一 連 の 過 程 で 稀 釈 し て 一 つ の 融 合 細 胞 を ９ ６ -ウ
ェ ル プ レ ー ト の １ ウ ェ ル 当 た り ０ ． ５ 細 胞 ず つ 分 注 し て ７ 日 間 培 養 し た 後 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ と
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 検 証 し た 。 こ れ よ り 最 終 陽 性 ク ロ ー ン を 検 証 し て 抗 体 の 性 質 と 認 知
部 位 に よ り ｐ ６ ０ ０ ７ 、 ｐ ６ ０ １ ３ 、 ｐ ６ ０ １ ７ 、 ｐ ６ ０ ３ ０ 及 び ｐ ６ ０ ３ ３ を 分 離 し た
。 最 終 的 に 検 証 さ れ た 融 合 細 胞 を ２ ４ -ウ ェ ル に 移 し て 規 模 を 少 し ず つ 大 き く し て Ｔ ２ ５
フ ラ ス コ に 最 終 的 に 移 転 さ せ 分 離 培 養 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 選 別 さ れ た ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の う ち ハ イ ブ リ ド ー マ ｐ ６
０ ０ ７ 及 び ｐ ６ ０ １ ７ を Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ (Korean Collection for Type Cultures、 韓 国 大 田 広 域
市 儒 成 区 魚 隠 洞 ５ ２ 番 地 )に ２ ０ ０ ３ 年 ２ 月 ２ １ 日 付 け に て そ れ ぞ れ Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ  １ ０ ４ ３ １
BP及 び Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ  １ ０ ４ ３ ２ Ｂ Ｐ と し て 寄 託 し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ６ ０ 】
: 抗 体 生 産 及 び 分 離
　 前 記 実 施 例 ２ で 得 ら れ た 各 抗 体 別 陽 性 ク ロ ー ン を 用 い て マ ウ ス 腹 腔 培 養 液 を 製 造 し 、 こ
れ よ り 抗 体 を 分 離 し た 。 各 抗 体 別 に 生 産 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 違 う だ け 、 腹 腔 培 養 液 製 造
及 び 分 離 方 法 は 同 様 に 行 な っ た 。  
【 ０ ０ ６ １ 】
　 前 記 実 施 例 ２ で 区 別 さ れ た 抗 体 の 腹 腔 培 養 液 を 得 る た め 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 方 法 及 び ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 方 法 で 確 認 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を そ れ ぞ れ 生 成 す る 陽 性 ク ロ ー ン ３ ・ １
０ ６ 細 胞 を １ 週 間 前 に プ レ ス チ ン を 予 め 処 理 し た Ｂ Ａ Ｌ Ｂ /Ｃ マ ウ ス の 腹 腔 内 に 注 射 し た
。 １ ０ な い し １ ５ 日 後 に ３ な い し １ ０ ｍ ｌ の 腹 水 を 抽 出 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０
０ ７ 及 び ｐ ６ ０ １ ７ の 両 方 同 一 な 方 法 で 製 造 し た し 、 但 し 最 終 検 証 段 階 で 五 つ に 分 か れ て
お り 、 そ れ ぞ れ の 抗 体 を 作 る た め に 独 立 的 に 腹 腔 培 養 液 を 収 得 し た し 、 各 抗 体 を 含 む 腹 腔
培 養 液 か ら 抗 体 の 分 離 を 次 の よ う な 方 法 で 行 な っ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 前 記 得 た 腹 水 を タ ン パ ク 質 Ａ 親 和 性 カ ラ ム (Amersham Bioscience、 HiTrap rProtein  A
 FF)を 通 じ て 精 製 し た 。 す な わ ち 、 タ ン パ ク 質 Ａ カ ラ ム を １ ０ 倍 体 積 の Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ で １ ｍ ｌ
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/分 の 速 度 で 均 質 化 さ せ て か ら 腹 水 を 通 過 さ せ た 。 こ の 際 速 度 は Ａ Ｋ Ｔ Ａ 精 製 器 (Amersham
Bioscience)に よ り １ ｍ ｌ /分 で 通 過 さ せ 、 溶 出 は １ ０ ０ ｍ Ｍ グ リ シ ン (ｐ Ｈ ３ ． ０ )で 行 な
っ た 後 、 １ /１ ０ 倍 量 の ２ Ｍ  Tris(ｐ Ｈ ８ ． ０ )で 中 性 化 さ せ た 。 こ の 際 、 溶 出 速 度 は １ ｍ
ｌ /分 に し て そ れ ぞ れ の 抗 体 を 精 製 及 び 分 離 し た 。  
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ６ ３ 】
: モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 試 験
　 前 記 実 施 例 ３ に お い て 分 離 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ 及 び ｐ ６ ０ １ ７ に つ い
て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 な い 、 こ れ ら 抗 体 が 公 知 の ペ プ チ ド ｐ ｅ ｐ Ａ (S
er-Thr-Pro-Val-Ala-Pro-Thr-Gln-Glu-Val-Lys-Lys)(配 列 ３ )及 び ｐ ｅ ｐ Ｄ (Gln-Gln-Gln-
Thr-Ala-Pro-Lys-Ala-Pro-Thr-Glu)(配 列 ４ )を 認 知 す る の か を 観 測 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 捕 獲 抗 体 と し て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 １ ０ ０ ｎ ｇ を 使 用 し た 直 接 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 分 析 結 果 、
総 １ ９ 個 の リ ス テ リ ア 菌 の う ち 一 つ の リ ス テ リ ア グ レ イ を 除 い た リ ス テ リ ア 菌 種 の 全 て を
検 出 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 検 出 す る サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ で 第 ２ 抗 体 と し て 使 用 可 能 で あ る こ と を 確 認 し た (図 １ ａ )。 ま た 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 使 っ て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 検 定 し た 結 果 、 同 様 に リ ス テ リ ア 菌 の う ち リ ス テ リ ア グ
ラ イ イ を 除 い た リ ス テ リ ア 菌 種 の 全 て を 検 出 す る こ と を 確 認 し た (図 １ ａ )。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 捕 獲 抗 体 と し て ２ ０ ０ ｎ ｇ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ を 使 用 し 、 第 ２ 抗 体 と し て
１ ０ ０ ｎ ｇ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し た サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 分 析 結 果 、 総 １ ９ 個
の リ ス テ リ ア 菌 の う ち リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 除 い た ６ 個 の リ ス テ リ ア 菌 は ブ ラ ン
ク の Ｏ Ｄ 値 が ０ ． ３ に 似 た 水 準 で あ り 、 １ ３ 個 の リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の 場 合 Ｏ Ｄ
値 が ０ ． ９ 以 上 水 準 で あ っ た 。 こ の よ う な 結 果 か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ が リ ス
テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 特 異 的 に 検 出 す る の に 適 し て い る こ と が 確 認 さ れ た (図 １ ｂ )。
ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ を 使 っ て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 検 定 し た 結 果 、 同 様 に
ス テ リ ア 菌 の う ち リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス 菌 株 だ け を 検 出 す る こ と を 確 認 し た (図 １
ｂ )。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ま た 、 捕 獲 抗 体 と し て リ ス テ リ ア 菌 種 の 全 て を 検 出 す る ２ ０ ０ ｎ ｇ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 ｐ ６ ０ １ ７ を 使 用 し 、 第 ２ 抗 体 と し て １ ０ ０ ｎ ｇ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し た サ ン
ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 分 析 結 果 、 ｐ ６ ０ １ ７ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は Listeria grayi、 List
eria welshimeri、 Listeria innocua、 Listeria ivanovii、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス
、 Listeria seeligeriの 全 て を 検 出 し た (図 １ ｃ )。 こ の よ う な 結 果 は ｐ ６ ０ １ ７ が ｐ ６ ０
０ ７ に 対 す る 第 ２ 抗 体 と し て 適 し て い る こ と を 示 す 。 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ １
７ を 使 っ て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 検 定 し た 結 果 、 同 様 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ １ ７ は リ
ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス だ け で は な く Listeria ivanoviiま で も 検 出 し た の で 、 ｐ ６ ０
０ ７ に 対 す る 第 ２ 抗 体 と し て 適 し て い る こ と を 確 認 し た (図 １ ｃ )。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ま た 、 食 品 か ら 分 離 さ れ た 総 ３ ３ 個 の リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス 菌 株 に つ い て 捕 獲 抗
体 と し て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 １ ０ ０ ｎ ｇ を 使 用 し た 直 接 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 分 析 結 果 、 総 ３ ３ 個
の リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス 菌 を 全 て 検 出 し た た め 、 図 １ ａ の よ う に ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 が リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 検 出 す る サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に 第 ２ 抗 体 と し て 使
用 で き る こ と を 確 認 し た (図 ２ ａ )。 ま た 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 っ て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 検 定 し た 結 果 、 同 様 に 全 て の リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス 菌 の 全 部 を 検 出 す る こ と を 確
認 し た (図 ２ ａ )。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 そ し て 、 捕 獲 抗 体 と し て ２ ０ ０ ｎ ｇ の ｐ ６ ０ ０ ７ と ｐ ６ ０ １ ７ 及 び 第 ２ 抗 体 と し て １ ０
０ ｎ ｇ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し 、 食 品 か ら 分 離 さ れ た 総 ３ ３ 個 の リ ス テ リ ア モ ノ サ
イ ト ゲ ネ ス 菌 株 を Ｂ Ｈ Ｉ 肉 汁 培 地 で ３ ７ ℃ で 一 晩 中 培 養 し た 後 遠 心 分 離 (３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ
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、 １ ５ ｍ ｉ ｎ )し 、 そ の 上 澄 液 を お 湯 に １ ０ 分 間 処 理 し た 菌 液 を １ ０ ０ μ ｌ /ｗ ｅ ｌ ｌ ず つ
接 種 し て 行 な っ た サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 分 析 し た 結 果 、 食 品 菌 株 の 全 て に つ い て 陽 性 で
あ り 、 １ ０ ０ ％ の 感 度 と 特 異 性 を 示 し た (図 ２ ｂ 及 び 図 ２ ｃ )。 こ の よ う な デ ー タ は ｐ ６ ０
０ ７ と ｐ ６ ０ １ ７ の 特 徴 的 な 能 力 を も う 一 度 確 認 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ま た 、 ｐ ６ ０ ０ ７ と ｐ ６ ０ １ ７ と の 間 に 存 在 す る 親 和 力 ま た は 相 違 点 を 調 べ る た め に ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト と イ メ ー ジ 分 析 に よ る 結 合 動 力 学 定 量 法 を 行 な っ た 。 図 ６ ａ に 示 し た よ
う に 、 ｐ ６ ０ ０ ７ は リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス ｐ ６ ０ の 少 量 、 ５ ｎ ｇ で あ っ て も 容 易 く
検 出 し た が 、 Listeria innocua　 ｐ ６ ０ に つ い て は ５ ｎ ｇ の １ ０ 倍 に な る ５ ０ ｎ ｇ を 添 加
し て こ そ や っ と 検 出 で き た 。 ５ ０ ｎ ｇ が 添 加 さ れ た 後 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス と  Lis
teria innocua　 ｐ ６ ０ が 結 合 さ れ た 濃 度 結 果 を 比 較 し て み る と 、 １ ０ ０ 倍 の 差 異 が あ る
こ と が 分 か る 。 一 方 、 図 ６ ｂ に お い て ｐ ６ ０ １ ７ は リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス と  Liste
ria innocua　 ｐ ６ ０ と の 間 に そ の 効 果 の 差 異 が 大 き く な い 。 こ の よ う な デ ー タ は 培 地 上
澄 液 の 典 型 的 な 濃 度 で ｐ ６ ０ ０ ７ が リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス ｐ ６ ０ と 他 の リ ス テ リ ア
種 ｐ ６ ０ を 区 別 で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 一 方 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ と ｐ ６ ０ １ ７ が ｐ ｅ ｐ Ａ 及 び ｐ ｅ ｐ Ｄ を 認 知 す る
か 否 か を 直 接 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 方 法 で 調 べ た 。 コ ー テ ィ ン グ 抗 原 と し て は １ ０ ０ ｎ ｇ の リ ス テ
リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の 組 換 え ｐ ６ ０ 、 １ ０ ０ ｎ ｇ の Listeria innocuaの 組 換 え ｐ ６ ０ 、
５ ０ ０ ｎ ｇ の ｐ ｅ ｐ Ａ 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の ｐ ｅ ｐ Ｄ 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の 陰 性 対 照 群 ペ プ チ ド を 使 用
し 、 捕 獲 抗 体 と し て は ５ ０ ０ ｎ ｇ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 ｐ ６ ０ ０ ７ 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の ｐ ６ ０ １ ７ を 使 用 し た 。 そ の 結 果 、 図 ４ ａ に 示 し た よ う に 、
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 だ け が ｐ ｅ ｐ Ａ と 結 合 し た し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ と ｐ ６
０ １ ７ の 全 て が ｐ ｅ ｐ Ａ 及 び ｐ ｅ ｐ Ｄ と 結 合 し な い の で 、 ク ロ ー ン 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ と ｐ ６
０ １ ７ は ｐ ｅ ｐ Ａ と ｐ ｅ ｐ Ｄ の エ ピ ト ー プ を 用 い な い こ と と 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ま た 、 捕 獲 抗 体 と し て ２ ０ ０ ｎ ｇ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ を 使 用 し 、 サ ン プ ル
と し て １ ０ ０ ｎ ｇ の リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の 組 換 え ｐ ６ ０ を 使 用 し 、 第 ２ 抗 体 と し
て 、 図 ４ ｂ の 場 合 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し つ つ そ れ ぞ れ １ μ ｇ な い し １ ｎ ｇ の ｐ ｅ ｐ
Ａ 及 び ｐ ｅ ｐ Ｄ を 陰 性 調 節 ペ プ チ ド を 添 加 し ペ プ チ ド Gly Asn Thr Phe Ser Leu Glu Glu 
Val Asp Lys Leu Gly Cys Arg Asp Thr Arg Leu Leu(配 列 ５ )を 対 照 ペ プ チ ド と し て 使 用
し 、 図 ４ ｃ の 場 合 、 ビ オ チ ニ ル 化 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ １ ７ に そ れ ぞ れ １ μ ｇ な
い し １ ｎ ｇ の ｐ ｅ ｐ Ａ 及 び ｐ ｅ ｐ Ｄ を 陰 性 調 節 ペ プ チ ド と し て 添 加 し ペ プ チ ド Gly Asn Th
r Phe Ser Leu Glu Glu Val Asp Lys Leu Gly Cys Arg Asp Thr Arg Leu Leu(配 列 ５ )を
対 照 ペ プ チ ド と し て 使 用 し て 、 ｐ ｅ ｐ Ａ /ｐ ｅ ｐ Ｄ の 競 争 (competition)を サ ン ド イ ッ チ Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 検 証 し た 。 そ の 結 果 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ が ｐ ｅ ｐ Ａ と ｐ ｅ ｐ Ｄ の
エ ピ ト ー プ を 用 い る と ｐ ｅ ｐ Ａ と ｐ ｅ ｐ Ｄ の 添 加 量 変 化 に よ り Ｏ Ｄ 値 が 変 る べ き で あ る が
、 図 ４ ｂ 及 び 図 ４ ｃ に 示 し た よ う に ペ プ チ ド 添 加 量 の 変 化 に つ い て 差 異 が な く て 飽 和 さ れ
た Ｏ Ｄ 値 を 示 し た の で 、 図 ４ ａ の よ う に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ は ｐ ｅ ｐ Ａ と ｐ ｅ
ｐ Ｄ の エ ピ ト ー プ を 用 い な い こ と と 確 認 さ れ た 。 従 っ て 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト
に 適 用 時 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ 及 び ｐ ６ ０ １ ７ 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ｐ ｅ ｐ
Ａ と ｐ ｅ ｐ Ｄ を エ ピ ト ー プ と し て 使 用 し な い こ と と 見 ら れ る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ７ ２ 】
: リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス 検 出 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト
　 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 検 出 す る た め の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 検 定 キ ッ ト を 製 造 す る た め に
リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス に 特 異 的 な ｐ ６ ０ ０ ７ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と リ ス テ リ ア 種 に
特 異 的 な ｐ ６ ０ １ ７ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 具 体 的 に 次 の よ う に 行 な っ た 。
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【 ０ ０ ７ ４ 】
　 捕 獲 抗 体 と し て 精 製 し た ｐ ６ ０ ０ ７ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ５ ０ ｍ Ｍ 炭 酸 塩 緩 衝 溶 液 (ｐ
Ｈ ９ ． ６ )に ５ μ ｇ /ｍ ｌ で 稀 釈 し て １ ０ ０ μ ｌ ず つ ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト (０ ． ５ μ ｇ /well
)に 分 注 し 一 晩 中 ４ ℃ で 反 応 さ せ た 。 反 応 液 を 捨 て て ０ ． ０ ５ ％ Tween２ ０ が 含 ま れ た Ｐ Ｂ
Ｓ で ３ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 プ レ ー ト の 空 い た 空 間 を 遮 断 す る た め に ０ ． ０ ５ ％ Tween２ ０ と １ ％ Ｂ Ｓ Ａ が 含 ま れ た
Ｐ Ｂ Ｓ ２ ０ ０ μ ｌ を 各 ウ ェ ル に 入 れ ３ ７ ℃ で １ 時 間 反 応 さ せ た 後 、 再 び ３ 回 洗 浄 し た 。  
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 サ ン プ ル は リ ス テ リ ア 増 菌 培 地 で 一 晩 中 増 菌 し て １ ｍ ｌ を ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ０ 分 間 遠
心 分 離 し た 後 、 上 澄 液 を １ ０ 分 間 沸 し た も の を 使 用 し た 。 遮 断 し た プ レ ー ト に 用 意 さ れ た
サ ン プ ル を 各 ウ ェ ル に １ ０ ０ μ ｌ ず つ 加 え た 。 こ の 際 実 験 の 有 効 性 を 評 価 す る た め に 陽 性
対 照 群 と 陰 性 対 照 群 を と も に 施 し た 。 プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 液 を 捨
て て 、 ３ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ２ 次 抗 体 と し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ １ ７ を ０ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ が 含 ま れ た Ｐ Ｂ Ｓ に １
μ ｇ /ｍ ｌ で 稀 釈 し て 各 ウ ェ ル に １ ０ ０ μ ｌ ず つ 入 れ て ３ ７ ℃ で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応
が 終 わ っ た 後 、 ３ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 吸 光 度 を 測 定 し て 、 陽 性 対 照 群 が １ ． ５ な い し ２ ． ０ に な り 陰 性 対 照 群 が ０ ． １ 以 下 に
な れ ば 正 常 的 な 反 応 と 見 做 し た 。 サ ン プ ル の 値 が １ ． ５ 以 上 な ら ば 陽 性 と 見 做 し 、 リ ス テ
リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の 菌 を 分 離 及 び 同 定 し 、 ０ ． １ 以 下 に な る と 陰 性 と 見 做 し て サ ン プ
ル に リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス が 汚 染 さ れ な い こ と と 見 な し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 捕 獲 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 量 を 相 違 に し て サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 行 な っ た 結 果 が 図
３ ａ に 示 さ れ て い る 。 具 体 的 に は 、 図 ３ ａ は 捕 獲 抗 体 と し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０
７ の 量 を ２ ０ ０ ｎ ｇ 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ 、 １ μ ｇ 、 ２ μ ｇ に 変 化 さ せ 行 な っ た サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ 結 果 を 示 す 。 こ の 際 、 第 ２ 抗 体 と し て は １ ０ ０ ｎ ｇ の ビ オ チ ニ ル 化 し た モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ １ ７ の 反 応 条 件 (検 出 標 識 物 :ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -Ｈ Ｒ Ｐ )下 で 使 用 し た 。
リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 選 別 的 に 認 知 す る ｐ ６ ０ ０ ７ を 捕 獲 抗 体 と し て 使 用 し た の
で リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス だ け を 検 出 し た し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ 量 が 増
加 す る こ と に よ り Ｏ Ｄ 値 が 増 加 し た 。 そ の 結 果 に よ れ ば 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト
に 捕 獲 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ を ５ ０ ０ ｎ ｇ な い し ２ μ ｇ の 量 と し て 使 用 し た 時 高 い Ｏ Ｄ 値 を 示 し
た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス だ け を 選 別 的 に 認 知 す る も の と し て 確 認 さ れ た モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ は 、 前 記 リ ス テ リ ア 菌 株 以 外 の 他 の 菌 株 、 す な わ ち エ ス ケ リ キ ア 、 エ
ン テ ロ コ ッ ク ス 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー 、 ク レ ブ シ エ ラ 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 、 ス タ ヒ ロ コ ッ カ ス
、 ス ト レ プ ト コ ッ ク ス 、 ビ ブ リ オ 及 び サ ル モ ネ ラ 菌 株 は 認 知 で き な か っ た (図 ３ ｂ )。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ８ １ 】
: 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い た リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の 迅 速 診 断
　 主 要 食 中 毒 原 因 菌 で あ る リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め
の 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い た デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク を 製 造 す る た め に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ を コ ロ イ ド 状 金 (４ ０ ｎ ｍ )と 結 合 さ せ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ １ ７ を
捕 獲 抗 体 と し て 使 用 し 、 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ を 対 照 抗 体 と し て 使 用 し た 。 対 照 線 に バ ン ド が 発
生 す れ ば 有 効 な 実 験 と し て 見 な し 、 二 つ の バ ン ド 、 す な わ ち 捕 獲 線 と 対 照 線 に バ ン ド が 生
ず る と 陽 性 と 見 な し 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス 菌 を 分 離 及 び 同 定 し 、 対 照 線 だ け で バ
ン ド が 発 生 す れ ば 陰 性 と 見 な し て リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス が な い こ と と 判 断 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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　 具 体 的 に 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の 組 換 え ｐ ６ ０ を 試 料 と し て 適 用 さ せ た 結 果 が
図 ５ ａ に 示 さ れ て い る 。 ス ト リ ッ プ １ な い し ７ は そ れ ぞ れ ｐ ６ ０ を １ ０ ０ ０ ｎ ｇ 、 ５ ０ ０
ｎ ｇ 、 ２ ５ ０ ｎ ｇ 、 １ ２ ５ ｎ ｇ 、 ６ ０ ｎ ｇ 、 ３ ０ ｎ ｇ 、 １ ５ ｎ ｇ 使 用 し た 結 果 で あ り 、 ス
ト リ ッ プ ８ は 陰 性 対 照 群 で あ る 。 一 方 、 陰 性 対 照 物 と し て ｐ ６ ０ の 代 り に リ ス テ リ ア モ ノ
サ イ ト ゲ ネ ス (ス ト リ ッ プ ０ )及 び 多 様 な 菌 株 (ス ト リ ッ プ １ な い し １ ２ )の 培 養 上 澄 液 を 試
料 で 適 用 さ せ た 結 果 が 図 ５ ｂ に 示 さ れ て い る 。 ス ト リ ッ プ １ な い し １ ２ は そ れ ぞ れ ス ト レ
プ ト コ ッ ク ス ピ オ ゲ ネ ス (Streptococus pyogenes)、 Shigella flexneri、 ス タ ヒ ロ コ ッ カ
ス オ ー リ ア ス (Staphylococcus aureus)、 Pseudomonas aeruginosa)、 Klebsiella pneumon
iae、 Enterococcus faecalis、 エ シ ェ リ キ ア コ ラ イ (Escherichia coli)、 エ ン テ ロ バ ク タ
ー ア エ ロ ゲ ネ ス (Enterobacter aerogenes)、 Vibrio parahaemolyticus、 Vibrio cholerae
、 ス タ ヒ ロ コ ッ カ ス エ ピ デ ル ミ デ ィ ス (Staphylococcus epidermidis)、 Salmonella typhi
)を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 組 換 え ｐ ６ ０ 及 び リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス の 培 養 上 澄 液 の 場 合 捕 獲 線 に バ ン ド が 発
生 し た が 、 陰 性 対 照 群 の 上 澄 液 の 場 合 は 捕 獲 線 に い ず れ の バ ン ド が 発 生 し な か っ た 。 従 っ
て 、 前 記 製 造 さ れ た デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク が ｐ ６ ０ だ け を 選 別 的 に 認 知 で き る こ と を 確 認 し
た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 前 述 し た 結 果 か ら 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ と ｐ ６ ０ １ ７ の 対 が リ ス テ リ ア サ イ
ト ゲ ネ ス の ｐ ６ ０ を 選 別 的 に 認 知 す る デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク に 望 ま し く 適 用 で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ま た 、 図 1ａ に お い て 使 用 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (ラ ビ ッ ト )も ２ 次 抗 体 と し て 使 用
で き る 。

　 本 実 施 例 に 用 ら れ た 試 験 方 法 は 次 の 通 り で あ る 。
【 試 験 例 １ 】
【 ０ ０ ８ ６ 】
 : サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験
１ ． リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス を 選 別 的 に 認 知 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (ｐ ６ ０ ０ ７ ま
た は ｐ ６ ０ １ ７ )を 各 ウ ェ ル に １ ０ ０ ｎ ｇ /１ ０ ０ μ ｌ に 分 注 し ３ ７ ℃ で ２ 時 間 ３ ０ 分 間 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
２ ． ０ ． ０ ５ ％  Tween２ ０ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 で 各 ウ ェ ル を ３ 回 ず つ 洗 浄 し た 。  
３ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を １ ０ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て 遮 断 し た
。
４ ． ０ ． ０ ５ ％  Tween２ ０ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 で 各 ウ ェ ル を ３ 回 ず つ 洗 浄 し た 。
５ ． 抗 原 を 各 ウ ェ ル に １ ０ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 具
体 的 に 、 ブ ラ ン ク の 場 合 ０ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 分 注 し 、 陽 性 対 照 群 の 場 合 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ
ト ゲ ネ ス か ら 組 換 え ｐ ６ ０ を １ ０ ０ ｎ ｇ /ウ ェ ル に な る よ う 分 注 し 、 試 験 菌 株 の 場 合 ５ ｍ
ｌ の Ｂ Ｈ Ｉ (brain hert infusion;DIFCO社 )肉 汁 培 地 で １ ８ 時 間 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 後 Ｂ Ｈ
Ｉ 肉 汁 培 地 を 遠 心 分 離 (３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 １ ５ 分 )し て そ の 上 澄 液 を 各 ウ ェ ル に 分 注 し た 。
６ ． ０ ． ０ ５ ％ Tween２ ０ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 で 各 ウ ェ ル を ３ 回 ず つ 洗 浄 し た 。
７ ． ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (ラ ビ ッ ト )ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 各 ウ ェ ル に １ ０ ０ ｎ ｇ /
１ ０ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
８ ． Ｈ Ｒ Ｐ (horse radish peroxidase)-結 合 抗 ラ ビ ッ ト 抗 体 (Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で １ :１ ０ ０ ０ に 稀
釈 )を 各 ウ ェ ル に １ ０ ０ ｎ ｇ /１ ０ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
し た 。
９ ． ０ ． ０ ５ ％ Tween２ ０ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 で 各 ウ ェ ル を ５ 回 ず つ 洗 浄 し た 。
１ ０ ． 発 色 試 薬 緩 衝 溶 液 ９ ． ４ ５ ｍ ｌ と ４ ％ Ｏ Ｐ Ｄ (ｏ -フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン )０ ． ５ ｍ ｌ
と Ｈ ２ Ｏ ２  ０ ． ０ ５ ｍ ｌ を 混 合 し た 発 色 試 薬 を 製 造 し て 各 ウ ェ ル に １ ０ ０ μ ｌ ず つ 分 注
し 常 温 で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
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【 ０ ０ ８ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ８ 】
１ １ ． 停 止 溶 液 ８ Ｎ  Ｈ ２ Ｓ Ｏ ４ を 各 ウ ェ ル に １ ５ μ ｌ ず つ 分 注 し た 。
１ ２ ． ４ ９ ２ ｎ ｍ で Ｏ Ｄ 値 を 測 定 し た 。
【 試 験 例 ２ 】
【 ０ ０ ８ ９ 】
:直 接 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験  
１ ． 抗 原 を 各 ウ ェ ル に １ ０ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し 、 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン し た 。  
２ ． ０ ． ０ ５ ％ Tween２ ０ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 で 各 ウ ェ ル を ３ 回 ず つ 洗 浄 し た 。
３ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を １ ０ ０ μ ｌ 分 注 し ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て 遮 断 し た 。
４ ． ０ ． ０ ５ ％ Tween２ ０ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 で 各 ウ ェ ル を ３ 回 ず つ 洗 浄 し た 。
５ ． 抗 体 ま た は １ ％ Ｂ Ｓ Ａ (ブ ラ ッ ク )を 各 ウ ェ ル に １ ０ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し ３ ７ ℃ で １ 時 間
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
６ ． Ｈ Ｒ Ｐ -結 合 抗 マ ウ ス 抗 体 ま た は Ｈ Ｒ Ｐ -結 合 抗 ラ ビ ッ ト 抗 体 (Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で １ ０ 、 ０ ０
０ で 稀 釈 )を １ ０ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
７ ． 発 色 試 薬 緩 衝 溶 液 ９ ． ４ ５ ｍ ｌ と ４ ％ Ｏ Ｐ Ｄ (ｏ -フ ェ ニ リ ン ジ ア ミ ン )０ ． ５ ｍ ｌ と
Ｈ ２ Ｏ ２  ０ ． ０ ５ ｍ ｌ を 混 合 し た 発 色 試 薬 を 各 ウ ェ ル に １ ０ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し 常 温 で ２
０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。    
【 ０ ０ ９ ０ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ １ 】
８ ． 停 止 溶 液 ８ Ｎ  Ｎ ２ Ｓ Ｏ ４ を 各 ウ ェ ル に １ ５ μ ｌ ず つ 分 注 し た 。
９ ． ４ ９ ２ ｎ ｍ で Ｏ Ｄ 値 を 測 定 し た 。
【 試 験 例 ３ 】
【 ０ ０ ９ ２ 】
: ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 試 験
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１ ． リ ス テ リ ア 種 を Ｂ Ｈ Ｉ 肉 汁 培 地 で 一 晩 中 ３ ７ ℃ で 培 養 し て 得 た 上 澄 液 ２ ５ ０ μ ｌ と ブ
リ リ ア ン ト ブ ル ー Ｒ (brilliant blue R)を 染 料 と し て 使 用 し た サ ン プ ル 緩 衝 液 (Ｘ ６ )５ ０
μ ｌ を よ く 混 合 し て お 湯 に ５ 分 間 浸 し た 後 そ の う ち ２ ０ μ ｌ を 取 っ て １ ２ ％ ス ル フ ェ イ ト
-ポ リ ア ク リ レ ー ト ゲ ル 電 気 泳 動 (SDS-PAGE)ゲ ル に ロ ー デ ィ ン グ し た 。  
２ ． 電 気 電 気 泳 動 が 完 了 さ れ た 後 ４ ℃ で 一 晩 中 Ｎ Ｃ (ニ ト ロ セ ル ロ ー ス )膜 に 移 動 さ せ た 。
３ ． Ｐ Ｂ Ｓ に ０ ． ０ ５ ％ Tween２ ０ を 添 加 し た 溶 液 で 洗 浄 し た 。
４ ． 常 温 で １ 時 間 ５ ％ 脱 脂 牛 乳 で 遮 断 し た 。
５ ． Ｐ Ｂ Ｓ に ０ ． ０ ５ ％ Tween２ ０ を 添 加 し た 溶 液 で 洗 浄 し た 。
６ ． ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を 常 温 で １ 時 間 １ ０ ｍ ｌ の ５ ％ 脱 脂 牛 乳 に 抗 体 １ ０ μ ｌ を 混 合 し
た 溶 液 に 浸 漬 し た 。  
７ ． Ｐ Ｂ Ｓ に ０ ． ０ ５ ％ Tween２ ０ を 添 加 し た 溶 液 で 洗 浄 し た 。
８ ． ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を 常 温 で １ 時 間 HRP-結 合 さ れ た 抗 -マ ウ ス 抗 体 ま た は Ｈ Ｒ Ｐ -結 合
さ れ た 抗 ラ ビ ッ ト 抗 体 (５ %脱 脂 牛 乳 で １ :１ ０ 、 ０ ０ ０ で 稀 釈 )１ ０ ｍ ｌ に 浸 漬 し た 。
９ ． SuperSignal（ 登 録 商 標 ） WestPico  Chemiluminescent Substrate(PIERCEキ ッ ト )を
使 っ て 発 光 さ せ 化 学 発 光 計 で 発 光 を 測 定 し た 。
【 試 験 例 ４ 】
【 ０ ０ ９ ３ 】
 : デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク 試 験
１ ． 金 粒 子 (gold particle; ４ ０ ｎ ｍ )に 結 合 さ せ る ｐ ６ ０ ０ ７ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 最
適 濃 度 を 決 定 し て か ら コ ロ イ ド 状 金 に 適 し た 濃 度 の 抗 体 を 入 れ ３ ０ 分 間 室 温 で 回 転 さ せ な
が ら 反 応 さ せ た 。 ３ ０ 分 後 、 Ｂ Ｓ Ａ を 入 れ ４ ℃ で 一 晩 中 反 応 さ せ た 。 ４ ℃ で １ ０ ０ ０ ０ ｒ
ｐ ｍ で １ 時 間 遠 心 分 離 し た 後 、 上 澄 液 を 用 心 深 く 捨 て て 金 パ レ ッ ト を 最 初 体 積 の １ ０ 分 の
１ 程 度 に 浮 遊 さ せ た 。 こ の よ う に ｐ ６ ０ ０ ７ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 さ れ た 金 粒 子 を ４
２ ０ ｎ ｍ で 吸 光 度 が １ に な る よ う 調 節 し て 接 合 パ ッ ド に 噴 射 し た 後 、 接 合 パ ッ ド を ６ ０ ℃
で 真 空 状 態 で １ 時 間 乾 燥 さ せ た 。 乾 燥 し て か ら 使 用 前 ま で は 絶 対 湿 度 (Ｒ Ｈ )３ ０ ％ 以 下 で
保 管 し た
２ ． ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 捕 獲 抗 体 及 び 対 照 抗 体 処 理 を 施 し た 。 捕 獲 抗 体 と し て リ ス テ リ
ア 種 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ １ ７ を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 １ ｃ ｍ 当 り １ μ ｇ を
分 注 し 、 対 照 抗 体 と し て 濃 度 が １ ｍ ｌ 当 り １ ｍ ｇ で あ る 抗 -マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ を ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膜 １ ｃ ｍ 当 り １ μ ｇ に な る よ う 分 注 し た 。 処 理 さ れ た 膜 を ３ ７ ℃ で 一 晩 中 乾 燥 さ せ た
後 、 使 用 前 ま で 絶 対 湿 度 (Ｒ Ｈ )３ ０ ％ 以 下 で 保 管 し た 。
３ ． サ ン プ ル の 適 用 に 適 し た 条 件 の た め サ ン プ ル パ ッ ド を 適 し た 緩 衝 溶 液 で 遮 断 し た 。 ６
０ ℃ で １ 時 間 乾 燥 さ せ て か ら 、 使 用 前 ま で 絶 対 湿 度 ３ ０ ％ 以 下 に 保 管 し た 。
４ ． 前 記 で 用 意 さ れ た パ ッ ド を 接 合 パ ッ ド に 連 結 さ せ た 後 サ ン プ ル ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用
し た 。
５ ． リ ス テ リ ア 増 菌 培 地 で 一 晩 中 増 菌 し １ ｍ ｌ を 取 っ て ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ０ 分 間 遠 心 分
離 し た 後 上 澄 液 を １ ０ 分 間 沸 し て サ ン プ ル と し て 使 用 し た 。
６ ． 前 記 で 用 意 さ れ た サ ン プ ル １ ０ ０ μ ｌ を サ ン プ ル パ ッ ド に 滴 下 し た 後 ５ 分 後 に 判 読 し
た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ は リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス だ け を 選 別 的 に
認 知 す る こ と に よ り こ の よ う な 抗 体 を 使 っ て 人 間 に 病 原 性 で あ る 菌 に よ り 汚 染 さ れ た 食 品
の 汚 染 有 無 を 迅 速 に 判 断 す る こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ５ 】
【 図 １ ａ 】 図 １ ａ は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (ラ ビ ッ ト )を 使 っ て 多 様 な リ ス テ リ ア 種 に つ い
て 直 接 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 試 験 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ｂ 】 図 １ ｂ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ を 使 っ て 多 様 な リ ス テ リ ア 種 に つ い
て サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 試 験 し た グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ ｃ 】 図 １ ｃ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ １ ７ を 使 っ て 多 様 な リ ス テ リ ア 種 に つ い
て サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 試 験 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ ａ 】 図 ２ ａ は 、 食 品 か ら 分 離 さ れ た ３ ３ 個 の リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス に つ い て
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (ラ ビ ッ ト )を 使 っ て 直 接 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 試
験 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ ｂ 】 図 ２ ｂ は 、 食 品 か ら 分 離 さ れ た ３ ３ 個 の リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス に つ い て
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ を 使 っ て サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 試 験 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ ｃ 】 図 ２ ｃ は 、 食 品 か ら 分 離 さ れ た ３ ３ 個 の リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス に つ い て
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ １ ７ を 使 っ て サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 試 験 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ａ 】 図 ３ ａ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ の 量 を 変 化 さ せ な が ら リ ス テ リ ア 種
に つ い て サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ｂ 】 図 ３ ｂ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ を 使 っ て リ ス テ リ ア 菌 株 以 外 の 他 の
菌 株 に つ い て サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ ａ 】 図 ４ ａ は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ 及 び モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ １ ７ に よ る ｐ ｅ ｐ Ａ 及 び ｐ ｅ ｐ Ｄ ペ プ チ ド 認 知 有 無 を 直 接 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
試 験 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ ｂ 】 図 ４ ｂ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ を 捕 獲 抗 体 と し て 使 用 し 、 第 ２ 抗 体
と し て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 っ て ｐ ｅ ｐ Ａ /ｐ ｅ ｐ Ｄ の 競 争 を サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
で 検 証 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ ｃ 】 図 ４ ｃ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ を 捕 獲 抗 体 と し て 使 用 し 、 第 ２ 抗 体
と し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ １ ７ を 使 っ て ｐ ｅ ｐ Ａ /ｐ ｅ ｐ Ｄ の 競 争 を サ ン ド イ ッ チ
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 検 証 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ ａ 】 図 ５ ａ は 、 組 換 え ｐ ６ ０ を 試 料 と し て 適 用 さ せ た リ ス テ リ ア デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ
ク の 展 開 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ５ ｂ 】 図 ５ ｂ は 、 陰 性 対 照 物 と し て ｐ ６ ０ の 代 り に リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス (ス
ト リ ッ プ ０ )及 び 多 様 な 菌 株 (ス ト リ ッ プ １ な い し １ ２ )の 培 養 上 澄 液 を 試 料 と し て 適 用 さ
せ た リ ス テ リ ア デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク の 展 開 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ６ ａ 】 図 ６ ａ は 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス ｐ ６ ０ お よ び Listeria innocua　 ｐ ６
０ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ ０ ７ の 親 和 力 に つ い て の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト と イ メ
ー ジ 分 析 に よ る 結 合 動 力 学 定 量 法 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ６ ｂ 】 図 ６ ｂ は 、 リ ス テ リ ア モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス ｐ ６ ０ お よ び Listeria innocua　 ｐ ６
０ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｐ ６ ０ １ ７ の 親 和 力 に つ い て の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト と イ メ
ー ジ 分 析 に よ る 結 合 動 力 学 定 量 法 の 結 果 を 示 す 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 配 列 １ は プ ラ イ マ ー で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 配 列 ２ は プ ラ イ マ ー で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 配 列 ５ は 対 照 ペ プ チ ド で あ る 。
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【 図 １ ａ 】

【 図 １ ｂ 】

【 図 １ ｃ 】

【 図 ２ ａ 】

【 図 ２ ｂ 】

【 図 ２ ｃ 】

【 図 ３ ａ 】

【 図 ３ ｂ 】
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【 図 ４ ａ 】

【 図 ４ ｂ 】

【 図 ４ ｃ 】

【 図 ５ ａ 】

【 図 ５ ｂ 】

【 図 ６ ａ 】

【 図 ６ ｂ 】
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【 配 列 表 】
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