
(57)【要約】
【課題】　リステリア属、とくに L. monocytogenesの細菌を検出するための試薬および方
法を提供する。
【解決手段】　検出試薬には、 L. monocytogenesのｉａｐ遺伝子から選択した配列を有す
るプライマーが含まれる。さらに、本発明による試薬には、その配列がｐ６０タンパク質
から選択されたものであって L. monocytogenesの免疫学的検出のための特異的抗体の産生
に適するペプチドが含まれる。
【選択図】　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 式 Ｖ ａ ～ Ｖ ｈ の ひ と つ に よ る 配 列 お よ び ／ ま た は そ れ に 対 応 す る 相 補 的 配 列 を 特 徴 と す
る 、 ｉ ａ ｐ （ 侵 入 関 連 タ ン パ ク 質 ） 遺 伝 子 か ら 選 択 さ れ た 、 核 酸 複 製 の た め の プ ラ イ マ ー
。 ［ た だ し 、 式 中 、 Ｘ 1 お よ び Ｘ 2 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 水 素 、 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ２
０ 個 ま で の ヌ ク レ オ チ ド 部 分 を 有 す る 任 意 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 ］
Ｘ 1 Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｘ 2    Ｖ ａ
Ｘ 1 Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ Ｘ 2    Ｖ ｂ
Ｘ 1 Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｘ 2    Ｖ ｃ
Ｘ 1 Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｘ 2    Ｖ ｄ
Ｘ 1 Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｘ 2    Ｖ ｅ
Ｘ 1 Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｘ 2    Ｖ ｆ
Ｘ 1 Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｘ 2    Ｖ ｇ
Ｘ 1 Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｘ 2  Ｖ ｈ
【 請 求 項 ２ 】
　  式 Ｉ Ｉ ａ ～ Ｉ Ｉ ｈ の ひ と つ に よ る 配 列 を 特 徴 と す る プ ラ イ マ ー 。
Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｃ 　 Ｉ Ｉ ａ
Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ａ 　 Ｉ Ｉ ｂ
Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ 　 Ｉ Ｉ ｃ
Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ 　 Ｉ Ｉ ｄ
Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ 　 Ｉ Ｉ ｅ
Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ａ 　 Ｉ Ｉ ｆ
Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｃ 　 Ｉ Ｉ ｇ
Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ 　 Ｉ Ｉ ｈ
【 請 求 項 ３ 】
リ ス テ リ ア 属 細 菌 の 検 出 の た め の 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の プ ラ イ マ ー の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 遺 伝 子 複 製 に よ る リ
ス テ リ ア 属 細 菌 の 検 出 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の プ ラ イ マ ー を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
に よ る リ ス テ リ ア 属 細 菌 の 検 出 の た め の 試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ 】
　 リ ス テ リ ア ・ モ ノ シ ト ゲ ネ ス 菌 種 の 細 菌 の 検 出 の た め の 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 試 験 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 （ Listeria） 属 の 細 菌 、 と く に リ ス テ リ ア ・ モ ノ シ ト ゲ ネ ス （ L.
 monocytogenes） 、 の 検 出 の た め の 試 薬 お よ び 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 リ ス テ リ ア 属 の 細 菌 は グ ラ ム 陽 性 の 桿 状 菌 で 広 範 に 分 布 し て い る 。 こ の 属 に は 次 の ７ 菌
種 、 L. monocytogenes、 L. ivanovii、 L. seeligeri、 L. welshimeri、 L. innocua、 L. m
urrayiお よ び L. grayiが あ る 。 こ の う ち 、 L. monocytogenesの み が ヒ ト に 対 し て 病 原 性 を
有 し て い て 、 と く に 新 生 児 、 妊 婦 お よ び 高 齢 者 、 さ ら に 免 疫 抑 制 の 対 象 と な る 患 者 を 脅 か
す 。 L. monocytogenes感 染 に よ る 死 亡 も し ば し ば み ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 汚 染 さ れ た 食 物 で は 、 こ の 細 菌 は ４ ℃ 付 近 の 低 温 に お い て も 増 殖 す る こ と が で き 、 し ば
し ば リ ス テ リ ア 感 染 の 原 因 と な る 。 す な わ ち 、 種 々 の リ ス テ リ ア の 流 行 が 汚 染 さ れ た 食 物
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、 例 え ば 生 乳 、 チ ー ズ ま た は コ ー ル ス ロ ー な ど の 摂 取 に よ っ て 起 き て い る 。 し た が っ て 、
リ ス テ リ ア の 、 と く に 食 物 や 臨 床 試 料 中 に お け る リ ス テ リ ア の 迅 速 な 検 出 法 が 危 急 に 求 め
ら れ て い る 。 こ れ ら の 検 出 法 は 、 加 え て L. monocytogenesと ヒ ト に 対 し て 非 病 原 性 の 他 の
菌 種 と を 識 別 で き る も の で な く て は な ら な い 。 さ ら に 、 ヒ ト に 病 原 性 示 す 菌 種 で あ る L. m
onocytogenesの 全 て の 変 種 株 の 検 出 が 可 能 で な け れ ば な ら な い 。 最 近 の 考 察 の 結 果 、 L. m
onocytogenesに よ る 汚 染 の 可 能 性 を 調 べ る た め の 指 示 菌 と し て L. innocuaを 用 い る こ と が
提 案 さ れ た 。 し た が っ て 、 L. innocuaの 検 出 も ま た 、 き わ め て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 L. monocytogenesの 検 出 は 、 微 生 物 の 培 養 を 基 礎 と す る 既 知 の 方 法 を 用 い て 行 う こ と が
で き る 。 Int. J. Food Microbiol. 4、  249-256、  1987に 記 載 の 方 法 は 、 ２ 週 間 を 要 す る
。 い く ら か 速 い 方 法 が 国 際 酪 農 連 盟 （ International Dairy Foundation (IDF)） に よ っ て
推 奨 さ れ た が 、 そ れ も 少 な く と も ６ ～ ８ 日 か か る 。 両 方 法 と も 時 間 が か か る た め に 、 迅 速
な 同 定 法 と し て は 不 適 で あ る 。 加 え て 、 単 離 コ ロ ニ ー を 得 る た め に 栄 養 培 地 に 繰 り 返 し て
接 種 し な く て は な ら な い こ と 、 続 い て 単 離 コ ロ ニ ー を 生 化 学 的 お よ び 血 清 学 的 な 検 査 手 法
を 用 い て 特 徴 づ け し な け れ ば な ら な い こ と か ら 、 両 方 法 は き わ め て 手 間 が か か る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 近 年 市 場 に 出 て き た 免 疫 学 的 試 験 法 は ２ 、 ３ 時 間 し か 要 し な い が 、 リ ス テ リ ア の 異 な る
菌 種 間 の 重 要 な 違 い を 区 別 す る こ と が で き な い 。 こ れ ら の 方 法 に お い て も ま た 、 増 殖 富 化
の た め の 前 培 養 に ２ 日 間 を 要 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Appl. Environ. Microbiol. 54、  2933-2937、  1988に 記 載 の 方 法 で は 、 合 成 オ リ ゴ デ
オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て L. monocytogenesが 特 異 的 に 検 出 さ れ る 。 し か
し 、 用 い ら れ る プ ロ ー ブ は ヒ ト に 対 し て 非 病 原 性 の 菌 種 で あ る L.seeligeriと も 反 応 す る
こ と か ら 、 充 分 に 特 異 的 で は な い 。 細 菌 の 前 増 殖 が こ の 場 合 に も 必 要 と さ れ る 。 す な わ ち
、 食 物 試 料 、 あ る い は そ れ ら の 希 釈 物 を 寒 天 プ レ ー ト に 塗 布 し て 、 次 い で そ れ ら プ レ ー ト
を イ ン キ ュ ベ ー ト し て か ら 、 放 射 性 標 識 し た Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い る コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 手 法 に よ っ て 調 べ る 。 検 出 は オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ っ て 行 わ れ る 。 こ
の 方 法 も 人 手 と 時 間 が か か る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 L. monocytogenesの ｉ ａ ｐ （ invasion-associated protein、 侵 入 関 連 タ ン パ ク 質 ） 遺
伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 Infect. Immun. 58、  1943-1950、  1990に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 遺
伝 子 は 、 全 リ ス テ リ ア 菌 種 の 変 株 に み ら れ る ｐ ６ ０ と し て も 知 ら れ て い る タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る も の で あ る 。 L. monocytogenesに お い て 、 こ の タ ン パ ク 質 は 動 物 細 胞 へ の 侵 入 能
に 関 係 し て い る 。 こ の 遺 伝 子 か ら の 構 成 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ ４ ０ ０ 塩 基 ） は
、 L. monocytogenesを 他 の 菌 種 か ら 識 別 す る た め の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ と し て 適 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て 核 酸 の イ ン ビ ト ロ 複 製 が な さ れ 、 こ 方 法 を 用
い る 場 合 は 前 培 養 は 一 般 に 不 要 で あ る 。 反 応 を 開 始 す る た め に 、 短 い 核 酸 断 片 （ プ ラ イ マ
ー ） が 必 要 で あ っ て 、 プ ラ イ マ ー は 複 製 さ れ る ゲ ノ ム の 部 分 に 包 含 さ れ る 。 通 常 、 二 つ の
プ ラ イ マ ー が 要 求 さ れ 、 そ の そ れ ぞ れ が ひ と つ の 核 酸 鎖 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 し た が っ
て 、 プ ラ イ マ ー の ひ と つ は 遺 伝 子 の 関 連 部 分 に 対 し て 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 。 こ れ ら プ ラ
イ マ ー の 選 択 に よ っ て 、 検 出 反 応 の 特 異 性 が 決 定 さ れ る 。 L. monocytogenesの 検 出 の た め
の こ の プ ロ セ ス の 使 用 は 、 Appl. Environmental Microbiology 57、  606-609、  1991、 Le
tters Appl. Microbiol. 11、  158-162、  1990お よ び J. Appl. Bact. 70、  372-379、  19
91に 記 述 さ れ て い る 。 こ れ ら プ ロ セ ス の 詳 細 に つ い て の よ り 広 範 な 情 報 は 、 こ れ ら 文 献 に
み ら れ る 。 こ れ ら Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー は 、 リ ス テ リ ア 溶 血 素 で あ る リ ス テ リ オ リ シ ン の 遺 伝
子 に 結 合 す る 。 こ れ ら プ ラ イ マ ー の 特 異 性 は 不 確 か で あ り 、 J. Appl. Bact. 70中 に は L. 
seeligeniは L. monocytogenesか ら 確 実 に は 識 別 で き な い と い う 言 及 が み ら れ る 。 こ の よ
う に 、 L. monocytogenesの 確 実 な 検 出 は Ｐ Ｃ Ｒ 法 の 使 用 で は 可 能 で は な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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　 L. monocytogenesｐ ６ ０ に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 他 の 非 病 原 性 の リ ス テ リ ア 菌
種 の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 と も 反 応 す る 。 し た が っ て そ の よ う な 抗 体 は 免 疫 学 的 方 法 で L. mon
ocytogenesを 特 異 的 に 検 出 す る に は 適 し て い な い 。 明 ら か に 、 こ の 性 質 の 多 価 抗 血 清 を 阻
害 抗 体 画 分 の 特 異 的 吸 収 に よ っ て 精 製 す る こ と は 原 理 的 に 可 能 で あ る 。 こ の 目 的 の た め に
、 他 の 全 リ ス テ リ ア 菌 種 か ら の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 を 担 体 に 共 有 結 合 さ せ る 。 不 要 な 抗 体 画
分 を 特 異 的 に 吸 収 さ せ る こ と が で き 、 こ の よ う に し て 残 っ た 抗 血 清 は L. monocytogenesか
ら の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 と だ け 反 応 し な い 。 L. monocytogenes特 異 性 血 清 を 得 る た め の こ の
方 法 は 手 が こ ん で い る 。 か な り 多 量 の 多 価 抗 血 清 が 出 発 材 料 と し て 要 求 さ れ 、 さ ら に 、 種
々 の リ ス テ リ ア 菌 種 の ｐ ６ ０ ｉ ａ ｐ 遺 伝 子 産 物 が 必 要 で あ る 。 ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 に 対 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 獲 得 で は こ の よ う な 大 量 の 材 料 を 必 要 と し な い だ ろ う が 、 特 定 の エ
ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 生 じ さ せ る こ と は 偶 然 に よ る 。 ま ず 第 一 に 、 大 量 の 抗 体 産 生 細 胞
ク ロ ー ン を 調 製 す る こ と が 必 要 で あ り 、 そ れ か ら 適 当 な ク ロ ー ン を 選 択 し な け れ ば な ら な
い 。 こ れ ま で 、 L. monocytogenesに 特 異 的 な エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 目 的 の 方 法 で 得 る
こ と は 可 能 で は な か っ た 。 L. innocuaに 特 異 的 な エ ピ ト ー プ に 関 し て も 同 様 で あ る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Int. J. Food Microbiol. 4、  249-256、  1987
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Appl. Environ. Microbiol. 54、  2933-2937、  1988
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Infect. Immun. 58、  1943-1950、  1990
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Appl. Environmental Microbiology 57、  606-609、  1991
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Letters Appl. Microbiol. 11、  158-162、  1990
【 非 特 許 文 献 ６ 】 J. Appl. Bact. 70、  372-379、  1991
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 リ ス テ リ ア 属 の 細 菌 を 識 別 す る た め 、 と く に L. monocytogenes菌 種 の
細 菌 を 検 出 す る た め の 、 改 良 さ れ た 試 薬 お よ び 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。 と く に 、 本 発
明 に よ れ ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に 適 す る プ ラ イ マ ー 配 列 、 お よ び 菌 種 L.monocytogenesと L. innocu
aと の 免 疫 学 的 な 検 出 に 適 す る 特 異 的 抗 体 の 目 的 生 産 の た め の ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 核 酸 複 製 の た め の 、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 な ど の 方 法 で ｉ ａ ｐ 遺 伝 子
か ら 選 択 さ れ た プ ラ イ マ ー に 関 し 、 プ ラ イ マ ー は 構 成 配 列 と し て 下 記 一 般 式 Ｉ ａ ～ Ｉ ｈ の
ひ と つ に よ る 少 な く と も ひ と つ の 配 列 お よ び ／ ま た は そ れ に 対 応 す る 相 補 的 配 列 を 含 み 、
２ ０ 個 ま で の さ ら な る ヌ ク レ オ チ ド 部 分 を こ の 構 成 配 列 の 前 方 お よ び ／ ま た は 後 方 に 結 合
す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る 。 そ の よ う な プ ラ イ マ ー は 、 リ ス テ リ ア 属 、 と く に L.
 monocytogenes菌 種 を 含 む 細 菌 の Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ る 検 出 お よ び 識 別 の た め に 適 し て い る 。
Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｃ ・ ・ ・ （ Ｉ ａ ）
Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ ・ ・ ・ （ Ｉ ｂ ）
Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ ・ ・ ・ （ Ｉ ｃ ）
Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ ・ ・ ・ （ Ｉ ｄ ）
Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｇ ・ ・ ・ （ Ｉ ｅ ）
Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ ・ ・ ・ （ Ｉ ｆ ）
Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ ・ ・ ・ （ Ｉ ｇ ）
Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ ・ ・ ・ （ Ｉ ｈ ）
　 こ れ に 関 連 し て 、 下 記 式 Ｉ Ｉ ａ ～ Ｉ Ｉ ｈ の 少 な く と も ひ と つ に よ る 配 列 お よ び ／ ま た は
そ れ に 対 応 す る 相 補 的 配 列 を 含 む プ ラ イ マ ー が と く に 好 ま し い 。
Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｃ ・ ・ ・ （ Ｉ Ｉ ａ ）
Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ａ ・ ・ ・ （ Ｉ Ｉ ｂ ）
Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ ・ ・ ・ （ Ｉ Ｉ ｃ ）
Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ ・ ・ ・ （ Ｉ Ｉ ｄ ）
Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ ・ ・ ・ （ Ｉ Ｉ ｅ ）
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Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ａ ・ ・ ・ （ Ｉ Ｉ ｆ ）
Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｃ ・ ・ ・ （ Ｉ Ｉ ｇ ）
Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ ・ ・ ・ （ Ｉ Ｉ ｈ ）
　 本 発 明 は 、 加 え て 、 下 記 式 Ｉ Ｉ Ｉ ａ ～ Ｉ Ｉ Ｉ ｉ の ひ と つ に よ る 少 な く と も ひ と つ の 配 列
を 構 成 配 列 と し て 含 む ペ プ チ ド に 関 し 、 そ れ ぞ れ の 場 合 、 ７ 個 ま で の ア ミ ノ 酸 を ペ プ チ ド
結 合 に よ っ て こ の 構 成 配 列 の 前 方 お よ び ／ ま た は 後 方 に 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
ProValAlaProThrGln・ ・ ・ （ IIIa）
ThrGlnAlaThrThrProAla・ ・ ・ （ IIIb）
AlaIleLysGlnThrAlaAsnThrAla・ ・ ・ （ IIIc）
GlnGlnThrAlaProLysAlaProThr・ ・ ・ （ IIId）
ValAsnAsnGluValAlaAlaAlaGluLysThrGlu・ ・ ・ （ IIIe）
ThrProValValLysGlnGluValLys・ ・ ・ （ IIIf）
ValLysGlnProThrThrGlnGlnThrAlaPro・ ・ ・ （ IIIg）
IleLysGlnProThrLysThrValAlaPro・ ・ ・ （ IIIh）
GlnGlnThrThrThrLysAlaProThr・ ・ ・ （ IIIi）
　 こ れ に 関 連 し て 、 第 ２ ａ － ｉ 図 お よ び 第 ６ ａ － ｄ 図 の ひ と つ に よ る 配 列 を 有 す る ペ プ チ
ド が と く に 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 式 Ｉ Ｉ Ｉ ａ ～ Ｉ Ｉ Ｉ ｉ の ひ と つ に よ る 構 成 配 列 を 有 す る 、 該 ペ プ チ ド の
ひ と つ の 、 免 疫 原 性 抱 合 体 の 調 製 の た め の 使 用 に 関 す る 。 第 ２ ａ － ｉ お よ び 第 ６ ａ － ｄ の
ひ と つ に よ る 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド が こ の 目 的 の た め に と く に 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は ま た エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 に 関 し 、 こ れ は 第 ３ 図 に よ る ポ リ ペ プ チ ド か ら
形 成 さ れ る か 式 Ｉ Ｉ Ｉ ａ ～ Ｉ Ｉ Ｉ ｉ の ひ と つ 、 好 ま し く は 第 ２ ａ － ｉ お よ び 第 ６ ａ － ｄ に
よ る ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 第 ３ 図 に よ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 第 ３ 図 に よ る ポ リ ペ プ チ ド か ら 選 択
さ れ る ７ ～ ２ ４ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る ペ プ チ ド を 含 む 免 疫 原 性 抱 合 体 を 用 い て 実 験 動 物 を
免 疫 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 抗 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 実 験 動 物 を 免 疫 原 で 免 疫 し て 抗 体 を 単 離 す る こ と に よ る リ ス テ リ ア か ら
の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の 調 製 法 で あ っ て 、 第 ３ 図 に よ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 第
３ 図 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 免 疫 原 性 抱 合 体 を 免 疫 原 と し て 用 い る こ と を 特 徴 と す る 。
こ れ に 関 連 し て 、 免 疫 原 性 抱 合 体 は 、 第 ３ 図 に よ る ポ リ ペ プ チ ド か ら 選 択 さ れ る ７ ～ ２ ４
個 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る ペ プ チ ド を 含 む か 、 下 記 式 Ｉ Ｖ ａ ～ Ｉ Ｖ ｉ の ひ と つ に よ る ペ プ チ ド
を 含 む こ と が 好 ま し い 。 式 中 Ｘ 3 お よ び Ｘ 4 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 し て 水 素 、 任 意 の ア ミ ノ 酸 ま
た は ７ 個 ま で の ア ミ ノ 酸 を 含 む 任 意 の オ リ ゴ ペ プ チ ド で あ る 。
Ｘ 3 ProValAlaProThrGlnＸ 4 ・ ・ ・ （ Ｉ Ｖ a）
Ｘ 3 ThrGlnAlaThrThrProAlaＸ 4 ・ ・ ・ （ Ｉ Ｖ b）
Ｘ 3 AlaIleLysGlnThrAlaAsnThrAlaＸ 4 ・ ・ ・ （ Ｉ Ｖ c）
Ｘ 3 GlnGlnThrAlaProLysAlaProThrＸ 4 ・ ・ ・ （ Ｉ Ｖ d）
Ｘ 3 ValAsnAsnGluValAlaAlaAlaGluLysThrGluＸ 4 ・ ・ ・ （ Ｉ Ｖ e）
Ｘ 3 ThrProValValLysGlnGluValLysＸ 4 ・ ・ ・ （ Ｉ Ｖ f）
Ｘ 3 ValLysGlnProThrThrGlnGlnThrAlaProＸ 4 ・ ・ ・ （ Ｉ Ｖ g）
Ｘ 3 IleLysGlnProThrLysThrValAlaProＸ 4 ・ ・ ・ （ Ｉ Ｖ h）
Ｘ 3 GlnGlnThrThrThrLysAlaProThrＸ 4 ・ ・ ・ （ Ｉ Ｖ i）
　 第 ２ ａ － ｉ 図 お よ び 第 ６ ａ － ｄ 図 の ひ と つ に よ る 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド が と く に 好 ま し
い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 は 、 式 Ｉ ａ ～ Ｉ ｈ の ひ と つ に よ る 構 成 配 列 ま た は 好 ま し く は 式 Ｉ Ｉ ａ ～
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Ｉ Ｉ ｈ の ひ と つ に よ る 配 列 ま た は 関 連 の 相 補 的 配 列 を 含 む プ ラ イ マ ー の 、 リ ス テ リ ア 属 細
菌 の 検 出 の た め の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 式 Ｉ ａ ～ Ｉ ｈ の ひ と つ に よ る 構 成 配 列 ま た は 好 ま し く は 式 Ｉ Ｉ ａ ～ Ｉ Ｉ
ｈ の ひ と つ に よ る 配 列 ま た は 関 連 の 相 補 的 配 列 を 含 む プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と に よ る 、 リ
ス テ リ ア 属 細 菌 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 第 ３ 図 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か ら の エ ピ ト ー プ に 対 す る 、 ま た は 第
２ ａ － ｉ 図 ま た は 第 ６ ａ － ｄ 図 の ひ と つ に よ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る エ ピ ト ー プ の ひ と つ
に 対 す る 抗 体 の 、 リ ス テ リ ア 属 細 菌 の 検 出 の た め の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 第 ３ 図 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か ら の エ ピ ト ー プ に 対 す る 、 ま た は 第 ２
ａ － ｉ 図 ま た は 第 ６ ａ － ｄ 図 の ひ と つ に よ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る エ ピ ト ー プ の ひ と つ に
対 す る 抗 体 を 用 い る こ と に よ る 、 リ ス テ リ ア 属 細 菌 の 検 出 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 は 、 式 Ｉ ａ ～ Ｉ ｈ の ひ と つ に よ る 構 成 配 列 ま た は 好 ま し く は 式 Ｉ Ｉ ａ ～
Ｉ Ｉ ｈ の ひ と つ に よ る 配 列 ま た は 関 連 の 相 補 的 配 列 を 含 む プ ラ イ マ ー を 含 む 、 例 え ば ポ リ
メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ る 核 酸 の 複 製 に よ る 、 リ ス テ リ ア 属 細 菌 、 と く に L. monocytogenes
菌 種 の 検 出 の た め の 試 験 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 第 ３ 図 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か ら の エ ピ ト ー プ 、 ま た は 第 ２ ａ － ｉ
図 の ひ と つ に よ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る エ ピ ト ー プ の ひ と つ に 対 す る 抗 体 を 含 む リ ス テ リ
ア ・ モ ノ シ ト ゲ ネ ス 菌 種 の 細 菌 の 免 疫 学 的 検 出 の た め の 試 験 キ ッ ト 、 お よ び 第 ６ ａ － ｄ 図
の ひ と つ に よ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 含 む リ ス テ リ ア ・ イ ノ キ
ュ ア 菌 種 の 細 菌 の 免 疫 学 的 検 出 の た め の 試 験 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 後 記 に よ っ て よ り 詳 細 に 説 明 さ れ る 。 こ れ に 関 連 し て 、 当 業 者 に 公 知 で あ っ
て 文 献 に 詳 細 が 記 述 さ れ て い る よ う な 生 化 学 的 、 免 疫 学 的 お よ び 分 子 生 物 学 的 方 法 の 詳 細
に つ い て は 、 一 般 に は こ こ に は 記 述 し な い 。 こ れ ら 方 法 に お い て 、 自 体 公 知 の 変 法 も ま た
使 用 で き る が 、 そ の 詳 細 は こ こ に は 記 述 し な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 式 Ｉ ａ ～ Ｉ ｈ お よ び Ｉ Ｉ ａ ～ Ｉ Ｉ ｈ に よ っ て 表 さ れ る 本 発 明 に よ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 核 酸 複 製 法 の た め の プ ラ イ マ ー と し て 、 し た が っ て 、 リ ス テ リ ア 属 細 菌 の 特 異 的 検 出
の た め に 、 適 し て い る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 通 常 の 方 法 、 す な わ ち ５ ′ 末 端 か ら ３ ′ 末 端 の
方 向 に 記 述 さ れ て い る 。 い か な る 場 合 も 用 い ら れ る 複 製 シ ス テ ム の 要 求 に 応 じ て 、 本 発 明
に よ る 配 列 を 有 す る デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド が 用 い ら れ る 。 後
者 の 場 合 、 チ ミ ジ ン 部 分 は そ れ ぞ れ ウ リ ジ ン に よ っ て 置 き 換 え ら れ る 。 さ ら に 、 核 酸 配 列
中 の ひ と つ ま た は ２ 、 ３ 個 の 塩 基 が 置 き 換 え ら れ て も 生 物 学 的 性 質 に 変 化 が な い こ と が し
ば し ば あ る こ と は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 こ の 理 由 の た め に 、 本 発 明 に よ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 も ま た 、 配 列 Ｉ ａ ～ Ｉ ｈ お よ び Ｉ Ｉ ａ ～ Ｉ Ｉ ｈ か ら の 塩 基 置 換 に 由 来 し 、 そ の 生 物 学 的
効 果 は オ リ ジ ナ ル 配 列 を 有 す る そ れ ぞ れ の プ ラ イ マ ー と 同 様 で あ る 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か
ら な る 。 通 常 、 ひ と つ の プ ラ イ マ ー は そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 鎖 の ひ と つ と 反 応 す る こ と か ら 、 プ
ラ イ マ ー の ひ と つ は 相 補 的 配 列 で 用 い ら れ る 。 相 補 的 配 列 は 、 塩 基 対 合 の ル ー ル に よ っ て
既 知 の 方 法 で 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 各 配 列 に 基 づ い て 、 本 発 明 に よ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 法
や ホ ス ホ ア ミ ダ イ ト 法 な ど の 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る 。 ホ ス ホ
ア ミ ダ イ ト 法 は 、 と く に 機 械 化 さ れ た 合 成 機 に よ る 方 法 が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 こ の 方 法
は 、 Tetrahedron Lett、  22、  1859-1862、  1981に 記 述 さ れ て い る 。 同 様 の 合 成 法 の さ ら
な る 詳 細 は 、 例 え ば Winnacker、  E. L. (1985)、 Gene und Klone [Genes and Clones]、  
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44-61 (VCH-Verlagsgesellschaft mbH、 Weinheim)に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 に よ る プ ラ イ マ ー は 、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） を 用 い る Ｄ Ｎ Ａ 複
製 に 適 し て い る 。 こ の 目 的 の た め に 、 Ｄ Ｎ Ａ を ま ず 最 初 に 加 熱 に よ っ て １ 本 鎖 に 解 離 す る
。 二 つ の プ ラ イ マ ー を 用 い て そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 鎖 の ひ と つ の 上 の 相 同 的 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト と
そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 こ れ ら 二 つ の プ ラ イ マ ー の 間 に あ る ゲ ノ ム セ グ メ ン ト が
複 製 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ に 付 い た プ ラ イ マ ー は 、 複 製 の 開 始 点 を 表 す 。 次 い で 、 四 つ の ヌ ク レ
オ チ ド 三 燐 酸 の 存 在 下 で ポ リ メ ラ ー ゼ 、 好 ま し く は ｔ ａ ｑ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 、
オ リ ジ ナ ル Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 に 対 応 す る 第 二 の 鎖 が 完 成 さ れ る 。 次 い で 、 生 じ た ２ 本 鎖 を 、 再
び 加 熱 に よ っ て １ 本 鎖 に 分 離 す る 。 こ の 複 製 サ イ ク ル は 、 何 回 も 繰 り 返 す こ と が で き る 。
充 分 な 回 数 の 複 製 サ イ ク ル の 後 に 、 複 製 さ れ た 核 酸 を 既 知 の 方 法 に よ っ て 検 出 す る こ と が
で き る 。 こ の 目 的 の た め に 、 Ｄ Ｎ Ａ を 電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 し て 、 次 い で 臭 化 エ チ ジ ウ ム
に よ っ て 染 色 し 、 最 後 に Ｕ Ｖ 励 起 を 用 い る 蛍 光 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用 い る 検 出 も ま た 、 可 能 で あ る 。 適 当 な 複 製 お よ び 検 出 法 の 詳 細
も ま た 、 Innis et al. (eds.)、  PCR Protocols (Academic Press、  Inc.、  Harcourt Br
ace Jovanovich、  Publishers)な ど の 総 説 に 記 述 さ れ て い る 。 本 発 明 に よ る プ ラ イ マ ー を
用 い る こ と が で き る 他 の 核 酸 複 製 法 に つ い て も ま た 、 文 献 か ら 知 る こ と が で き る 。 こ れ ら
に は 、 Bond、  S.ら に よ っ て 記 述 さ れ て い る リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 好 ま し い 式 Ｉ Ｉ ａ ～ Ｉ Ｉ ｈ に よ る プ ラ イ マ ー の 選 択 に よ っ て 、 ｉ ａ ｐ 遺 伝 子 上 の 開 始 点
の 位 置 が 、 す な わ ち 、 検 出 反 応 の 特 異 性 が 決 ま る 。 こ の よ う に 、 ｉ ａ ｐ 遺 伝 子 の 配 列 か ら
選 択 さ れ た プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ は 非 特 異 的 で あ り 、 そ の 結 果 、 Ｄ Ｎ Ａ 複 製 に よ る リ ス
テ リ ア 検 出 に は 不 適 当 で あ る こ と が 証 明 さ れ た （ こ れ に 関 連 し て 、 例 え ば 、 表 １ の Ｆ 欄 を
参 照 さ れ た い ） 。 し か し 、 他 の 選 択 さ れ た 組 み 合 わ せ は リ ス テ リ ア 属 に 、 他 の も の は リ ス
テ リ ア 菌 種 グ ル ー プ に 、 他 の も の は ま た 個 々 の リ ス テ リ ア 菌 種 に 、 そ れ ぞ れ 特 異 的 で あ る
こ と が 証 明 さ れ た 。 し た が っ て 、 結 論 と し て 、 プ ラ イ マ ー の 選 択 と 構 成 が 決 定 因 子 と な る
。 二 つ の プ ラ イ マ ー の ひ と つ の 選 択 は と く に 常 に 重 要 で 、 第 二 番 目 の プ ラ イ マ ー は 検 出 反
応 の 特 異 性 を 有 意 に 変 え る こ と な く よ り 容 易 に 変 更 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発
明 の 教 示 に よ れ ば 、 こ の 第 二 の プ ラ イ マ ー の た め に 、 式 Ｉ ａ ～ Ｉ ｈ ま た は Ｉ Ｉ ａ ～ Ｉ Ｉ ｈ
の ひ と つ に 対 応 し な い 配 列 を 選 択 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 プ ラ イ マ ー の 少 な く と も ひ と つ が 式 Ｉ ａ ～ Ｉ ｈ ま た は 好 ま し く は 式 Ｉ
Ｉ ａ ～ Ｉ Ｉ ｈ か ら 選 択 さ れ る 。 既 に 説 明 し た よ う に 、 第 二 の プ ラ イ マ ー は 第 一 の プ ラ イ マ
ー よ り も 複 製 反 応 の 特 異 性 へ の 影 響 が 実 質 的 に 少 な い 。 し か し 、 両 プ ラ イ マ ー が 式 Ｉ ａ ～
Ｉ ｈ ま た は Ｉ Ｉ ａ ～ Ｉ Ｉ ｈ か ら 選 択 さ れ る 組 み 合 わ せ が 好 ま し い 。 こ の よ う な 好 ま し い 組
み 合 わ せ の 例 は 次 の よ う な も の で あ る （ 典 型 的 な 結 果 を 表 １ に 要 約 す る ） 。
ａ ） 　 式 Ｉ Ｉ ｃ に よ る プ ラ イ マ ー と 式 Ｉ Ｉ ｂ に よ る 相 補 的 配 列 の プ ラ イ マ ー と の 組 み 合 わ
せ を 用 い る 場 合 、 リ ス テ リ ア の Ｄ Ｎ Ａ の み が 複 製 さ れ て 他 の タ イ プ の 細 菌 の Ｄ Ｎ Ａ は 複 製
さ れ な い （ 表 １ の Ｄ 欄 を 参 照 さ れ た い ） 。
ｂ ）  式 Ｉ Ｉ ｄ に よ る プ ラ イ マ ー と 式 Ｉ Ｉ ｂ に よ る 相 補 的 配 列 の プ ラ イ マ ー と の 組 み 合 わ
せ を 用 い る 場 合 、 L. monocytogenesの Ｄ Ｎ Ａ の み が 複 製 さ れ て 他 の リ ス テ リ ア ま た は 他 の
細 菌 の Ｄ Ｎ Ａ は 複 製 さ れ な い （ 表 １ の Ｂ 欄 を 参 照 さ れ た い ） 。
ｃ ） 　 式 Ｉ Ｉ ｆ に よ る プ ラ イ マ ー と 式 Ｉ Ｉ ｂ に よ る 相 補 的 配 列 の プ ラ イ マ ー と の 組 み 合 わ
せ を 用 い る 場 合 、 特 定 の リ ス テ リ ア 菌 種 の Ｄ Ｎ Ａ の み 、 す な わ ち 、 L.seelingeri、 L. wel
shimiriお よ び L. ivanoviiの Ｄ Ｎ Ａ が 排 他 的 に 複 製 さ れ る 。 こ の 結 果 、 グ ル ー プ － 特 異 的
検 出 が 可 能 に な る （ 表 １ の Ｅ 欄 を 参 照 さ れ た い ） 。
ｄ ） 　 グ ル ー プ － 特 異 的 検 出 の 他 の 例 と し て は 、 式 Ｉ Ｉ ｈ に よ る プ ラ イ マ ー と 式 Ｉ Ｉ ｂ に
よ る 相 補 的 配 列 の プ ラ イ マ ー と の 組 み 合 わ せ の 使 用 に よ っ て 、 L. grayiお よ び L. murrayi
の Ｄ Ｎ Ａ の み が 複 製 さ れ る （ 表 １ の Ｇ 欄 を 参 照 さ れ た い ） 。
ｅ ） 　 異 な る リ ス テ リ ア 菌 種 の 複 製 産 生 物 は 、 種 々 の 分 子 量 を 有 す る こ と か ら 、 リ ス テ リ
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ア 属 の 細 菌 は 、 い く つ か の プ ラ イ マ ー （ 式 Ｉ Ｉ ｄ 、 Ｉ Ｉ ｆ 、 Ｉ Ｉ ｇ お よ び Ｉ Ｉ ｈ に よ る ）
と 式 Ｉ Ｉ ｂ の 相 補 的 配 列 の プ ラ イ マ ー と の 組 み 合 わ せ に よ っ て 、 単 一 の ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応
を 用 い て 区 別 す る こ と が で き る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 手 法 の こ の さ ら な る 展 開 の 詳 細 は 実 施 例 ８
か ら 明 か で あ る （ 表 １ の Ｈ 欄 お よ び 第 １ 図 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 既 述 し た よ う に 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 複 製 産 生 物 を 検 出 す る こ と も ま
た 、 可 能 で あ る 。 こ れ を 行 う た め に 、 適 当 な 核 酸 断 片 （ 核 酸 プ ロ ー ブ ） を 反 応 混 合 物 に 複
製 後 に 加 え る 。 こ れ ら 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 複 製 さ れ た 遺 伝 子 セ グ メ ン ト と 完 全 に ま た は 部 分
的 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 を 有 し て い る 。 加 え て 、 こ れ ら プ ロ ー ブ は 、 検 出 反 応 の た め に 標 識
さ れ て い る 。 す な わ ち 、 こ れ ら は 放 射 性 同 位 元 素 を 含 む か 、 蛍 光 標 識 を 有 す る か 、 ま た は
酵 素 で 標 識 す る こ と が で き る 。 適 当 な 標 識 剤 、 核 酸 プ ロ ー ブ へ の そ れ ら の 導 入 法 お よ び 検
出 方 法 は 、 当 業 者 に 公 知 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 と く に 、 複 製 反 応 は リ ス テ リ ア 属 に （ よ り 詳 細 は 上 記 ａ ） に 記 述 ） 、 ま た は リ ス テ リ ア
菌 種 の グ ル ー プ （ よ り 詳 細 は 上 記 ｃ ） お よ び ｄ ） に 記 述 ） に 特 異 的 に デ ザ イ ン す る こ と が
で き る 。 そ れ ぞ れ ひ と つ の 菌 種 に 特 異 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い る こ と に よ っ て 、 リ ス テ リ
ア の こ れ ら 菌 種 の 存 在 が 反 応 混 合 物 中 に 確 認 さ れ る 。 プ ロ ー ブ に 異 な る 標 識 剤 が 含 ま れ る
場 合 に は 、 異 な る 菌 種 も ま た 並 行 し て 検 出 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 こ の 方 法 の 変
法 に よ っ て 、 上 記 の ｅ ） に 記 述 の 方 法 と 同 様 に し て 異 な る リ ス テ リ ア 菌 種 が 並 行 し て 検 出
で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ひ と つ の 核 酸 プ ロ ー ブ ま た は 全 リ ス テ リ ア 菌 種 の 複 製 産 生 物 と 反 応 す る 異 な る 核 酸 プ ロ
ー ブ の 混 合 物 の 使 用 に よ っ て 、 複 製 反 応 の 特 異 性 の チ ェ ッ ク ま た は 異 な る リ ス テ リ ア 菌 種
の た め の 単 一 の 検 出 試 薬 の 調 製 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 式 Ｉ Ｖ ａ ～ Ｉ Ｖ ｉ に よ る お よ び 第 ２ ａ － ｉ 図 お よ び 第 ６ ａ － ｄ 図 に よ る 、 本 発 明 に よ る
ペ プ チ ド を 免 疫 原 性 抱 合 体 に 取 り 込 む こ と が で き る 。 こ れ ら 抱 合 体 を 用 い て 、 リ ス テ リ ア
属 の 細 菌 を 免 疫 学 的 手 法 を 用 い て 特 異 的 に 検 出 す る た め の 抗 体 を 生 産 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 リ ス テ リ ア ・ モ ノ シ ト ゲ ネ ス か ら の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 の 全 体 の 配 列 に お け る 本 発 明 に よ
る ペ プ チ ド の 位 置 は 、 次 の よ う に 記 述 さ れ る 。
ａ ） 　 式 Ｉ Ｉ Ｉ ａ に よ る 配 列 は 、 ｐ ６ ０ 配 列 の １ ４ ８ 位 の プ ロ リ ン で 始 ま り （ 第 ４ 図 ） 、
第 ２ ａ 、 ２ ｅ お よ び ２ ｆ 図 に よ る ペ プ チ ド も ま た こ の 領 域 に 位 置 し て い る 。
ｂ ） 　 式 Ｉ Ｉ Ｉ ｂ に よ る 配 列 は 、 ｐ ６ ０ 配 列 の １ ７ ８ 位 の ス レ オ ニ ン で 始 ま り （ 第 ４ 図 ）
、 第 ２ ｂ お よ び ２ ｈ 図 に よ る ペ プ チ ド も ま た こ の 領 域 に 位 置 し て い る 。
ｃ ） 　 式 Ｉ Ｉ Ｉ ｃ に よ る 配 列 は 、 ｐ ６ ０ 配 列 の ２ ４ ３ 位 の ア ラ ニ ン で 始 ま り （ 第 ４ 図 ） 、
第 ２ ｃ お よ び ２ ｉ 図 に よ る ペ プ チ ド も ま た こ の 領 域 に 位 置 し て い る 。
ｄ ） 　 式 Ｉ Ｉ Ｉ ｄ に よ る 配 列 は 、 ｐ ６ ０ 配 列 の ２ ９ ２ 位 の グ ル タ ミ ン で 始 ま り （ 第 ５ 図 ）
、 第 ２ ｄ 図 に よ る ペ プ チ ド も ま た こ の 領 域 に 位 置 し て い る 。
ｅ ） 　 式 Ｉ Ｉ Ｉ ｅ に よ る 配 列 は 、 ｐ ６ ０ 配 列 の ７ １ 位 の バ リ ン で 始 ま り （ 第 ４ 図 ） 、 第 ２
ｇ 図 に よ る ペ プ チ ド も ま た こ の 領 域 に 位 置 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 第 ６ ａ － ｄ 図 に 示 さ れ た 本 発 明 に よ る ペ プ チ ド の 配 列 は 、 リ ス テ リ ア ・ イ ノ ク ラ か ら の
タ ン パ ク 質 ｐ ６ ０ の 全 配 列 に 由 来 す る 。 こ れ は 式 Ｉ Ｉ Ｉ ｆ － ｉ お よ び 式 Ｉ Ｖ ｆ － ｉ に 示 さ
れ た 部 分 配 列 に つ い て も 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ペ プ チ ド 中 の ひ と つ ま た は 二 、 三 の ア ミ ノ 酸 の 変 化 は そ の 生 物 学 的 性 質 を 変 え な い こ と
が し ば し ば あ る こ と は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 こ の 理 由 に よ っ て 、 本 発 明 に よ る ペ プ チ ド も
ま た 、 ア ミ ノ 酸 交 換 に よ っ て 、 第 ２ ａ － ｉ 図 に よ る 、 第 ６ ａ － ｄ 図 に よ る 、 ま た は 第 ３ 図
に よ る 配 列 に 由 来 し 、 オ リ ジ ナ ル 配 列 を 有 す る そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド と 同 様 の 効 果 を 生 物 学
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的 に 示 す も の を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 に よ る ペ プ チ ド の 選 択 は 決 定 的 に 重 要 で あ る こ と は 明 か で あ る 。 例 え ば 、 L. mon
ocytogenesに 特 異 的 な 遺 伝 子 セ グ メ ン ト に よ っ て コ ー ド さ れ る 特 定 の ペ プ チ ド が 抗 体 産 生
に 選 択 さ れ る と 、 驚 い た こ と に 、 ど の 抗 血 清 も ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 と の 反 応 を 示 さ な い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ っ て 、 例 え ば ｔ b o c ま た は ｆ m o c （ ｔ
ｅ ｒ ｔ － ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 ま た は ９ － フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ） 法
に よ っ て 、 合 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 の 詳 細 は 、 例 え ば 、 J. Am. Chem. Soc. 
85、  2149-2154、  1963お よ び Synthetic Polypeptides as Antigens (Van Regenmortel e
t al (eds.) Elsevier 1988 （ Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular 
Biologyシ リ ー ズ 第 ９ 巻 ） な ど に 記 述 さ れ て い る 。 ｆ m o c 法 、 と く に そ の 機 械 化 さ れ た 変 法
が 好 ま し い 。 方 法 の 詳 細 お よ び 適 当 な ア ミ ノ 酸 保 護 基 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
一 般 に ペ プ チ ド は 抗 体 の 産 生 に 適 し て い な い 。 し か し 、 ペ プ チ ド を 高 分 子 量 の 担 体 物 質 に
結 合 さ せ れ ば 、 免 疫 原 性 の 抱 合 体 が 形 成 さ れ る 。 本 発 明 に よ る ペ プ チ ド は 、 既 知 の 担 体 物
質 と 抱 合 さ せ る こ と が で き る 。 そ れ ら に は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、
Ｋ Ｌ Ｈ （ keyhole limpet ヘ モ シ ア ニ ン ） 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン 、 バ チ ル ス ・ メ ガ テ リ ウ ム か
ら の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ お よ び Ｐ Ｐ Ｄ （ ツ ベ ル ク リ ン の 精 製 タ ン パ ク 質 誘 導 体 ）
な ど が あ る 。 好 ま し い 担 体 物 質 は 、 Ｋ Ｌ Ｈ お よ び バ チ ル ス ・ メ ガ テ リ ウ ム か ら の グ ル コ ー
ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ の 他 に 、 架 橋 化 合 物 （ リ ン カ ー ） も ま た 、 し ば し ば 用 い ら れ る 。 こ れ ら は 、 少 な く と
も 二 つ の 架 橋 で き る 官 能 基 を 有 す る 低 分 子 量 有 機 化 合 物 で あ る 。 適 当 な 化 合 物 は 当 業 者 に
公 知 で あ る が 、 例 え ば 、 １ 、 ２ － ジ ア ミ ノ エ タ ン 、 コ ハ ク 酸 、 β － ア ラ ニ ン 、 １ 、 ６ － ジ
ア ミ ノ ヘ キ サ ン 、 ６ － ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 、 ア ジ ピ ン 酸 お よ び シ ス テ イ ン な ど が あ げ ら れ る
。 シ ス テ イ ン は リ ン カ ー と し て 好 ま し く 用 い ら れ 、 こ の ア ミ ノ 酸 残 基 は ペ プ チ ド 合 成 中 に
取 り 込 ま れ る 。 ア ミ ノ お よ び カ ル ボ キ シ ル 基 の 両 方 を 含 む リ ン カ ー （ 例 え ば 、 β － ア ラ ニ
ン 、 ６ － ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 ま た は シ ス テ イ ン ） は 、 ペ プ チ ド の Ｃ － 末 端 ま た は Ｎ － 末 端 の
い ず れ に も 結 合 す る こ と が で き る 。 ｍ － マ レ イ ミ ド 安 息 香 酸 Ｎ － ヒ ド ロ ス ク シ ン イ ミ ド エ
ス テ ル （ Ｍ Ｂ Ｓ ） は 、 ペ プ チ ド と 担 体 物 質 間 の 結 合 を 調 製 す る た め に 好 ま し く 用 い ら れ る
。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 該 免 疫 原 性 抱 合 体 は 、 既 知 の 方 法 に よ る 実 験 動 物 に お け る 抗 体 の 産 生 に 用 い ら れ る 。 通
常 、 こ の 目 的 の た め に は ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ お よ び マ ウ ス な ど の 哺 乳 動 物 が 用 い ら れ る
。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に は ウ サ ギ が 好 ま し い 。 し か し 、 本 発 明 に よ る 免 疫 原 性 抱 合
体 を 用 い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る こ と も ま た 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 免 疫 学 的 方 法 の 詳 細 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 加 え て 、 こ れ ら の 方 法 を 実 施 す る た め の 手
順 は 、 文 献 に 既 述 さ れ て お り 、 そ の 例 を 以 下 に あ げ る 。
Antibodies、  H. Harlow and D. Lane、  Cold Spring Harbor (1988)；
Woodard、  L.F. and Jasman、  R.L. (1985) Vaccine 3、  137-144；
Woodard、  L.F. (1989) Laboratory Animal Sci 39、  222-225；
Handbook of Experimental Immunology (1986) Weir、  D.M. et al. eds.； 及 び
Blackwell Scientific Publications、  Oxford、  GB.
　 こ れ ら の 方 法 に は 、 例 え ば 、 抱 合 お よ び 免 疫 方 法 、 さ ら に 抗 体 の 調 製 お よ び 精 製 、 ま た
免 疫 学 的 検 出 法 な ど も 含 ま れ る 。 本 発 明 に よ る 抗 体 を 用 い 得 る 免 疫 学 的 検 出 法 に は 、 好 ま
し く は 凝 集 法 、 免 疫 度 検 出 法 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 お よ び と く に サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法
な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 抗 体 の 概 念 に は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 抗 血 清 の 両 方 が 包 含 さ れ る 。 さ
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ら に 、 単 一 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 単 一 の 抗 体 の 代 わ り に 特 異 性 を 異 に す る 種 々 の 抗 体 の 混
合 物 が し ば し ば 用 い ら れ る こ と は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 こ れ は 、 と く に 検 出 感 度 に 関 し
て 有 利 な 結 果 と な る 。 こ れ は と く に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 適 用 さ れ る が 、 ま た 、 そ れ ぞ れ
ひ と つ の エ ピ ト ー プ に 対 す る 他 の 抗 体 に つ い て も 適 用 さ れ る 。 し た が っ て 、 式 Ｉ Ｉ Ｉ ａ ～
Ｉ Ｉ Ｉ ｉ に よ る 、 ま た は 第 ３ 図 、 第 ２ ａ － ｉ 図 ま た は 第 ６ ａ － ｄ 図 の ひ と つ に よ る 異 な る
ペ プ チ ド 構 造 に 対 す る 複 数 の 抗 体 を 、 本 発 明 に よ る 使 用 お よ び ／ ま た は 本 発 明 に よ る 方 法
の た め に 組 み 合 わ せ る こ と は 有 利 と 考 え ら れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 に よ る プ ラ イ マ ー お よ び ペ プ チ ド の 調 製 、 さ ら に そ れ ら の 使 用 に 関 す る 詳 細 を 次
の 実 施 例 に よ っ て 明 ら か に す る 。 当 業 者 は さ ら な る 方 法 の 詳 細 を 引 用 文 献 に 見 出 だ す こ と
が で き る 。 実 施 例 は 本 発 明 の 内 容 を 説 明 す る も の で あ っ て 、 本 発 明 を 制 限 す る こ と を 意 図
す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 実 施 例 １ ： 　 式 Ｉ Ｉ ａ に よ る プ ラ イ マ ー の 調 製
　 式 Ｉ Ｉ ａ に よ る プ ラ イ マ ー を 、 ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ の ３ ８ ０ Ａ 型 Ｄ Ｎ Ａ 合 成
機 を 用 い て ホ ス ホ ア ミ ダ イ ト 法 に よ っ て 調 製 す る 。 こ の 方 法 の 要 点 は Tetrahedron Lett 2
2、  1859-1862、  1981に 記 述 さ れ て い る 。 さ ら な る 詳 細 は 、 機 器 製 造 業 者 に よ っ て 提 供 さ
れ る 文 献 に 見 出 さ れ る 。
式 Ｉ Ｉ ｃ 、 Ｉ Ｉ ｄ 、 Ｉ Ｉ ｆ 、 Ｉ Ｉ ｇ お よ び Ｉ Ｉ ｈ に よ る プ ラ イ マ ー を 対 応 す る 方 法 に よ っ
て 調 製 す る 。 式 Ｉ Ｉ ｂ お よ び Ｉ Ｉ ｅ に よ る プ ラ イ マ ー を 、 そ れ ぞ れ の 相 補 的 配 列 （ Ｉ Ｉ ｂ
： Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ａ ； Ｉ Ｉ ｅ ： Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ
Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ ） に 調 製 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 実 施 例 ２ ： 　 L. monocytogenesの 菌 種 特 異 的 検 出 の た め の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 実 施
　 細 菌 を 含 む 試 料 を 、 約 １ μ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ と と も に ５ ０ μ ｌ の 緩 衝 液 （ １ ０ mMト リ ス － Ｈ Ｃ
ｌ （ ｐ Ｈ ８ .５ ） 、 １ .５ mMＭ ｇ Ｃ ｌ 2 お よ び ５ ０ mMＫ Ｃ ｌ ） に 懸 濁 さ せ て 、 １ １ ０ ℃ で ５
分 間 加 熱 す る 。 次 い で 、 式 Ｉ Ｉ ｄ お よ び Ｉ Ｉ ｅ に よ る プ ラ イ マ ー （ 実 施 例 １ を 参 照 、 各 ０
.４ μ ｇ ） お よ び ２ .５ Ｕ の Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ （ フ ァ ル マ シ ア 製 ） を 反 応 緩 衝 液 （ １ ０ mM
ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ .５ ） 、 １ .５ mMＭ ｇ Ｃ ｌ 2 お よ び ５ ０ mMＫ Ｃ ｌ ） に 溶 解 し て 、 そ
れ ぞ れ ２ ０ ０ μ molの ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ お よ び ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 加 え る （ 反 応 総 液
量 １ ０ ０ μ ｌ ） 。 最 初 の 変 性 段 階 を ９ ４ ℃ で ３ 分 間 続 け る 。 次 い で 、 反 応 混 合 物 を ５ ５ ℃
の 温 度 で ３ ０ 秒 間 （ ア ニ ー リ ン グ 期 ） 、 お よ び ７ ２ ℃ の 温 度 で １ 分 間 （ 伸 長 期 ） 保 持 す る
。 次 い で 、 変 性 段 階 （ ９ ４ ℃ ） を ４ ５ 秒 間 続 け る 。 ３ ０ 回 の 反 応 サ イ ク ル の 後 、 ５ 分 間 保
持 の 終 結 伸 長 段 階 （ ７ ２ ℃ ） を 行 う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 を 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ ２ .５ mM） を 含 む ト リ ス － ホ ウ 酸 塩 （ そ れ ぞ れ ５ ０ mM） の
泳 動 緩 衝 液 中 で ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ ６ ％ ） 上 で 分 離 す る 。 次 い で 、 分 離 し た Ｐ Ｃ Ｒ
産 生 物 を 臭 化 エ チ ジ ウ ム （ ０ .１ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 水 中 ） を 用 い て 染 色 し て 、 Ｕ Ｖ 光 （ ２ ６ ０ nm
） で 照 射 し て 可 視 化 す る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 は 、 L. monocytogenesか ら の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 細 胞 が
試 料 中 に 存 在 す る 場 合 に の み 観 察 さ れ る （ 表 １ の Ａ 欄 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 実 施 例 ３ ： L. monocytogenesの 菌 種 特 異 的 検 出 の た め の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 実 施
　 式 Ｉ Ｉ ｄ お よ び Ｉ Ｉ ｅ に よ る プ ラ イ マ ー の 代 わ り に 式 Ｉ Ｉ ｄ お よ び Ｉ Ｉ ｂ に よ る プ ラ イ
マ ー （ 実 施 例 １ を 参 照 ） を 用 い て 、 実 施 例 ２ に 記 述 の 方 法 を 繰 り 返 す 。 こ の 場 合 も ま た 、
Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 は 、 L. monocytogenesか ら の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 細 胞 が 試 料 中 に 存 在 す る 場 合 に の
み 観 察 さ れ る （ 表 １ の Ｂ 欄 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 実 施 例 ４ ： リ ス テ リ ア 属 細 菌 の 属 特 異 的 検 出 の た め の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 実 施
　 細 菌 を 含 む 試 料 を 、 約 １ μ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ と と も に ５ ０ μ ｌ の 水 に 懸 濁 さ せ て 、 １ １ ０ ℃ で
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５ 分 間 加 熱 す る 。 次 い で 、 式 Ｉ Ｉ ｃ お よ び Ｉ Ｉ ｂ に よ る プ ラ イ マ ー （ 実 施 例 １ を 参 照 、 各
０ .４ μ ｇ ） お よ び ２ .５ Ｕ の Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ （ フ ァ ル マ シ ア 製 ） を 反 応 緩 衝 液 （ １ ０
mMト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ .５ ） 、 １ .５ mMＭ ｇ Ｃ ｌ 2 お よ び ５ ０ mMＫ Ｃ ｌ ） に 溶 解 し て 、
そ れ ぞ れ ２ ０ ０ μ molの ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ お よ び ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 加 え る （ 反 応 総
液 量 １ ０ ０ μ ｌ ） 。 最 初 の 変 性 段 階 を ９ ４ ℃ で ３ 分 間 続 け る 。 次 い で 、 反 応 混 合 物 を ５ ６
℃ の 温 度 で ３ ０ 秒 間 （ ア ニ ー リ ン グ 期 ） 、 お よ び ７ ２ ℃ の 温 度 で ２ 分 間 （ 伸 長 期 ） 保 持 す
る 。 次 い で 、 変 性 段 階 （ ９ ４ ℃ ） を そ れ ぞ れ ４ ５ 秒 間 続 け る 。 ３ ０ 回 の 反 応 サ イ ク ル の 後
、 ５ 分 間 保 持 の 終 結 伸 長 段 階 （ ７ ２ ℃ ） を 行 う 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 を 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ ２ .５ mM） を 含 む ト リ ス － ホ ウ 酸 塩 （ そ れ ぞ れ ５ ０ mM） の
溶 出 緩 衝 液 中 で ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ １ ％ ） 上 で 分 離 す る 。 次 い で 、 分 離 し た Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 を
臭 化 エ チ ジ ウ ム （ ０ .１ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 水 中 ） を 用 い て 染 色 し て 、 Ｕ Ｖ 光 （ ２ ６ ０ nm） で 照 射
し て 可 視 化 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ の 場 合 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 は リ ス テ リ ア 属 の 細 菌 か ら の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 細 胞 が 試 料 中 に 存 在
す る 場 合 に の み 観 察 さ れ る （ 表 １ の Ｄ 欄 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 実 施 例 ５ ： リ ス テ リ ア の グ ル ー プ 特 異 的 検 出 の た め の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 実 施
　 細 菌 を 含 む 試 料 を 、 約 １ μ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ と と も に ５ ０ μ ｌ の 水 に 懸 濁 さ せ て 、 １ １ ０ ℃ で
５ 分 間 加 熱 す る 。 次 い で 、 式 Ｉ Ｉ ｆ お よ び Ｉ Ｉ ｂ に よ る プ ラ イ マ ー （ 実 施 例 １ を 参 照 、 各
０ .４ μ ｇ ） お よ び ２ .５ Ｕ の Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ （ フ ァ ル マ シ ア 製 ） を 反 応 緩 衝 液 （ １ ０
mMト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ .５ ） 、 １ .５ mMＭ ｇ Ｃ ｌ 2 お よ び ５ ０ mMＫ Ｃ ｌ ） に 溶 解 し て 、
そ れ ぞ れ ２ ０ ０ μ molの ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ お よ び ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 加 え る （ 反 応 総
液 量 １ ０ ０ μ ｌ ） 。 最 初 の 変 性 段 階 を ９ ４ ℃ で ３ 分 間 続 け る 。 次 い で 、 反 応 混 合 物 を ５ ８
℃ の 温 度 で ４ ５ 秒 間 （ ア ニ ー リ ン グ 期 ） 、 お よ び ７ ２ ℃ の 温 度 で １ 分 間 （ 伸 長 期 ） 保 持 す
る 。 次 い で 、 変 性 段 階 （ ９ ４ ℃ ） を ４ ５ 秒 間 続 け る 。 ３ ０ 回 の 反 応 サ イ ク ル の 後 、 ５ 分 間
保 持 の 終 結 伸 長 段 階 （ ７ ２ ℃ ） を 行 う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 を 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ ２ .５ mM） を 含 む ト リ ス － ホ ウ 酸 塩 （ そ れ ぞ れ ５ ０ mM） の
溶 出 緩 衝 液 中 で ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ １ ％ ） 上 で 分 離 す る 。 次 い で 、 分 離 し た Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 を
臭 化 エ チ ジ ウ ム （ ０ .１ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 水 中 ） を 用 い て 染 色 し て 、 Ｕ Ｖ 光 （ ２ ６ ０ nm） で 照 射
し て 可 視 化 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 こ の 場 合 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 は 、 L. ivanovii、 L. seeligeriお よ び L. welshimeri群 か ら の
細 菌 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 細 胞 が 試 料 中 に 存 在 す る 場 合 に の み 観 察 さ れ る （ 表 １ の Ｅ 欄 を 参 照 さ
れ た い ） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 実 施 例 ６ ： L. innocuaの 菌 種 特 異 的 検 出 の た め の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 実 施
　 細 菌 を 含 む 試 料 を 、 約 １ μ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ と と も に ５ ０ μ ｌ の 緩 衝 液 （ １ ０ mMト リ ス － Ｈ Ｃ
ｌ （ ｐ Ｈ ８ .５ ） 、 １ .５ mMＭ ｇ Ｃ ｌ 2 お よ び ５ ０ mMＫ Ｃ ｌ ） に 懸 濁 さ せ て 、 １ １ ０ ℃ で ５
分 間 加 熱 す る 。 次 い で 、 式 Ｉ Ｉ ｇ お よ び Ｉ Ｉ ｂ に よ る プ ラ イ マ ー （ 実 施 例 １ を 参 照 、 各 ０
.４ μ ｇ ） お よ び ２ .５ Ｕ の Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ （ フ ァ ル マ シ ア 製 ） を 反 応 緩 衝 液 （ １ ０ mM
ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ .５ ） 、 １ .５ mMＭ ｇ Ｃ ｌ 2 お よ び ５ ０ mMＫ Ｃ ｌ ） に 溶 解 し て 、 そ
れ ぞ れ ２ ０ ０ μ molの ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ お よ び ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 加 え る （ 反 応 総 液
量 １ ０ ０ μ ｌ ） 。 最 初 の 変 性 段 階 を ９ ４ ℃ で ３ 分 間 続 け る 。 次 い で 、 反 応 混 合 物 を ６ ２ ℃
の 温 度 で ６ ０ 秒 間 （ ア ニ ー リ ン グ 期 ） 、 お よ び ７ ２ ℃ の 温 度 で ４ ５ 秒 間 （ 伸 長 期 ） 保 持 す
る 。 次 い で 、 変 性 段 階 （ ９ ４ ℃ ） を ４ ５ 秒 間 続 け る 。 ３ ０ 回 の 反 応 サ イ ク ル の 後 、 ５ 分 間
保 持 の 終 結 伸 長 段 階 （ ７ ２ ℃ ） を 行 う 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 を 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ ２ .５ mM） を 含 む ト リ ス － ホ ウ 酸 塩 の 溶 出 緩 衝 液 （ そ れ ぞ
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れ ５ ０ mM） 中 で ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ １ ％ ） 上 で 分 離 す る 。 次 い で 、 分 離 し た Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 を
臭 化 エ チ ジ ウ ム （ ０ .１ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 水 中 ） を 用 い て 染 色 し て 、 Ｕ Ｖ 光 （ ２ ６ ０ nm） で 照 射
し て 可 視 化 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 は 、 L. innocuaの Ｄ Ｎ Ａ ま た は 細 胞 が 試 料 中 に 存 在 す る 場 合 に の み 観 察 さ
れ る （ 表 １ の Ｃ 欄 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 実 施 例 ７ ： リ ス テ リ ア の 群 特 異 的 検 出 の た め の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 実 施
　 細 菌 を 含 む 試 料 を 、 約 １ μ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ と と も に ５ ０ μ ｌ の 水 に 懸 濁 さ せ て 、 １ １ ０ ℃ で
５ 分 間 加 熱 す る 。 次 い で 、 式 Ｉ Ｉ ｈ お よ び Ｉ Ｉ ｂ に よ る プ ラ イ マ ー （ 実 施 例 １ を 参 照 、 各
０ .４ μ ｇ ） お よ び ２ .５ Ｕ の Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ （ フ ァ ル マ シ ア 製 ） を 反 応 緩 衝 液 （ １ ０
mMト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ .５ ） 、 １ .５ mMＭ ｇ Ｃ ｌ 2 お よ び ５ ０ mMＫ Ｃ ｌ ） に 溶 解 し て 、
そ れ ぞ れ ２ ０ ０ μ molの ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ お よ び ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 加 え る （ 反 応 総
液 量 １ ０ ０ μ ｌ ） 。 最 初 の 変 性 段 階 を ９ ４ ℃ で ３ 分 間 続 け る 。 次 い で 、 反 応 混 合 物 を ５ ６
℃ の 温 度 で ４ ５ 秒 間 （ ア ニ ー リ ン グ 期 ） 、 お よ び ７ ２ ℃ の 温 度 で ４ ５ 秒 間 （ 伸 長 期 ） 保 持
す る 。 次 い で 、 変 性 段 階 （ ９ ４ ℃ ） を ４ ５ 秒 間 続 け る 。 ３ ０ 回 の 反 応 サ イ ク ル の 後 、 ５ 分
間 保 持 の 終 結 伸 長 段 階 （ ７ ２ ℃ ） を 行 う 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 を 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ ２ .５ mM） を 含 む ト リ ス － ホ ウ 酸 塩 の 溶 出 緩 衝 液 （ そ れ ぞ
れ ５ ０ mM） 中 で ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ １ ％ ） 上 で 分 離 す る 。 次 い で 、 分 離 し た Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 を
臭 化 エ チ ジ ウ ム （ ０ .１ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 水 中 ） を 用 い て 染 色 し て 、 Ｕ Ｖ 光 （ ２ ６ ０ nm） で 照 射
し て 可 視 化 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ の 場 合 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 は 、 L. grayiお よ び L. murrayi群 か ら の 細 菌 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 細
胞 が 試 料 中 に 存 在 す る 場 合 に の み 観 察 さ れ る （ 表 １ の Ｇ 欄 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 実 施 例 ８ ： L. monocytogenesお よ び L. innocuaの 菌 種 特 異 的 検 出 の た め の 、 お よ び L. i
vanovii/L. seelingeri/L. welshimeri群 お よ び L.grayi/L. murrayi群 の 群 特 異 的 検 出 の
た め の 、 組 み 合 わ せ Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 実 施
　 細 菌 を 含 む 試 料 を 、 約 １ μ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ と と も に ５ ０ μ ｌ の 緩 衝 液 （ １ ０ mMト リ ス － Ｈ Ｃ
ｌ （ ｐ Ｈ ８ .５ ） 、 １ .５ mMＭ ｇ Ｃ ｌ 2 お よ び ５ ０ mMＫ Ｃ ｌ ） に 懸 濁 さ せ て 、 １ １ ０ ℃ で ５
分 間 加 熱 す る 。 次 い で 、 式 Ｉ Ｉ ｄ 、 Ｉ Ｉ ｆ 、 Ｉ Ｉ ｇ 、 Ｉ Ｉ ｈ お よ び Ｉ Ｉ ｂ に よ る プ ラ イ マ
ー 混 合 物 （ 実 施 例 １ を 参 照 、 各 ０ .４ μ ｇ ） お よ び ２ .５ Ｕ の Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ （ フ ァ ル
マ シ ア 製 ） を 反 応 緩 衝 液 （ １ ０ mMト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ .５ ） 、 １ .５ mMＭ ｇ Ｃ ｌ 2 お よ
び ５ ０ mMＫ Ｃ ｌ ） に 溶 解 し て 、 そ れ ぞ れ ２ ０ ０ μ molの ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ お
よ び ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 加 え る （ 反 応 総 液 量 １ ０ ０ μ ｌ ） 。 最 初 の 変 性 段 階 を ９ ４ ℃ で ３ 分 間 続 け
る 。 次 い で 、 反 応 混 合 物 を ５ ６ ℃ の 温 度 で ４ ５ 秒 間 （ ア ニ ー リ ン グ 期 ） 、 お よ び ７ ２ ℃ の
温 度 で １ 分 間 （ 伸 長 期 ） 保 持 す る 。 次 い で 、 変 性 段 階 （ ９ ４ ℃ ） を ４ ５ 秒 間 続 け る 。 ３ ０
回 の 反 応 サ イ ク ル の 後 、 ５ 分 間 保 持 の 終 結 伸 長 段 階 （ ７ ２ ℃ ） を 行 う 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 を 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ ２ .５ mM） を 含 む ト リ ス － ホ ウ 酸 塩 （ そ れ ぞ れ ５ ０ mM） の
溶 出 緩 衝 液 中 で ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ ４ ％ ） 上 で 分 離 す る 。 加 え て 、 核 酸 混 合 物 （ 例
え ば 、 Ｓ ｐ ｐ Ｉ フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ に よ る 切 断 か ら の 産
物 ） を 分 子 量 標 準 物 と し て 含 め る 。 次 い で 、 分 離 し た Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 を 臭 化 エ チ ジ ウ ム （ ０
.１ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 水 中 ） を 用 い て 染 色 し て 、 Ｕ Ｖ 光 （ ２ ６ ０ nm） で 照 射 し て 可 視 化 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 L. monocytogenes菌 種 か ら の 、 L. innocua菌 種 か ら の 、 L. ivanovii/L. seeligeri/L. 
welshimeri群 か ら の ま た は L. grayi/L.murrayi群 か ら の 細 菌 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 細 胞 の 存 在 は
、 分 子 量 の 違 い に 基 づ い て 識 別 で き る （ 表 １ の Ｈ 欄 お よ び 第 １ 図 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
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　 実 施 例 ９ ： ペ プ チ ド Ｃ ｙ ｓ Ｇ ｌ ｎ Ｇ ｌ ｎ Ｇ ｌ ｎ Ｔ ｈ ｒ Ａ ｌ ａ Ｐ ｒ ｏ Ｌ ｙ ｓ Ａ ｌ ａ Ｐ ｒ ｏ
Ｔ ｈ ｒ Ｇ ｌ ｕ の 合 成
　 ｆ m o c 法 （ ９ － フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 保 護 基 ） を ペ プ チ ド Ｃ ｙ ｓ Ｇ ｌ ｎ
Ｇ ｌ ｎ Ｇ ｌ ｎ Ｔ ｈ ｒ Ａ ｌ ａ Ｐ ｒ ｏ Ｌ ｙ ｓ Ａ ｌ ａ Ｐ ｒ ｏ Ｔ ｈ ｒ Ｇ ｌ ｕ の 合 成 に 用 い る 。 こ の
ペ プ チ ド は 、 Ｎ － 末 端 に シ ス テ イ ン 基 を リ ン カ ー と し て 追 加 し た 式 Ｉ Ｖ ｄ の ペ プ チ ド に 対
応 す る 。 ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ の ペ プ チ ド 合 成 機 を 合 成 に 用 い る 。 プ ロ セ ス パ ラ
メ ー タ ー は 、 機 器 資 料 の も の を 用 い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ４ － （ ２ ′ ４ ′ － ジ メ ト キ シ フ ェ ニ ル ア ミ ノ メ チ ル ） フ ェ ノ キ シ 基 を 有 す る 重 合 支 持 体
を 固 相 と し て 用 い る 。 ア ミ ノ 酸 を α － Ｎ － ｆ m o c 誘 導 体 と し て 用 い る 。 ア ミ ノ 酸 に 含 ま れ
る 反 応 性 側 基 を 、 ト リ フ ル オ ル 酢 酸 を 用 い て 加 水 分 解 し て 除 去 す る こ と が で き る 追 加 の 保
護 基 で マ ス ク す る 。 ペ プ チ ド 結 合 を 、 ジ イ ソ プ ロ ピ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド で カ ル ボ キ シ ル 基 を
活 性 化 す る こ と に よ っ て 形 成 す る 。 ア ミ ノ 酸 誘 導 体 を 挿 入 す る 順 序 は 、 所 望 さ れ る 配 列 に
よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 合 成 サ イ ク ル の 最 初 の ス テ ッ プ に お い て 、 固 相 上 の ア ミ ノ 基 、 す な わ ち 支 持 体 の ４ － （
２ ′ ４ ′ － ジ メ ト キ シ フ ェ ニ ル ア ミ ノ メ チ ル ） フ ェ ノ キ シ 残 基 の ア ミ ノ 基 は 、 α － Ｎ － ｆ

m o c 誘 導 体 と し て 取 り 入 れ ら れ た 、 適 宜 保 護 さ れ た 側 鎖 を 有 す る 、 ジ イ ソ プ ロ ピ ル カ ル ボ
ジ イ ミ ド に よ っ て 活 性 化 さ れ た 導 入 ア ミ ノ 酸 の カ ル ボ キ シ ル 基 と 反 応 し 、 こ れ は 以 下 に 続
く サ イ ク ル で 導 入 ア ミ ノ 酸 が 付 さ れ る 最 後 の ア ミ ノ 酸 の α － ア ミ ノ 基 と 同 様 で あ る 。 未 反
応 の ア ミ ノ 酸 誘 導 体 を ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド で 洗 浄 除 去 す る 。 次 い で 、 ｆ m o c 基 を ジ メ チ
ル フ ォ ル ム ア ミ ド 中 の ２ ０ ％ （ ｖ ／ ｖ ） ピ ペ リ ジ ン で 処 理 し て 除 去 す る 。 残 り の 保 護 基 は
こ の 反 応 の 間 は 変 化 す る こ と な く 保 持 さ れ る 。 α － Ｎ － 保 護 基 の 除 去 に 続 い て 、 次 の 反 応
サ イ ク ル が 開 始 さ れ る 。 目 的 の 配 列 に 対 応 す る 最 後 の ア ミ ノ 酸 が 付 加 さ れ た 段 階 で 、 側 鎖
の 保 護 基 お よ び 支 持 体 樹 脂 と の 結 合 を ト リ フ ル オ ル 酢 酸 を 用 い る 酸 加 水 分 解 に よ っ て 切 断
す る 。 次 い で 、 ペ プ チ ド を 高 圧 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 配 列 を 有 す る 残 り の ペ プ チ ド も ま た 、 上 記 の 方 法 に よ っ て 合 成 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 実 施 例 １ ０ ： ペ プ チ ド Ｃ ｙ ｓ Ｇ ｌ ｎ Ｇ ｌ ｎ Ｇ ｌ ｎ Ｔ ｈ ｒ Ａ ｌ ａ Ｐ ｒ ｏ Ｌ ｙ ｓ Ａ ｌ ａ Ｐ ｒ
ｏ Ｔ ｈ ｒ Ｇ ｌ ｕ の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と の 抱 合
ａ ） 　 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 誘 導 体 化 ：
　 ３ ０ ｍ ｇ の メ ル ク 社 製 の バ チ ル ス ・ メ ガ テ リ ウ ム か ら の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （
製 品 番 号 Ｎ ｏ ． １ ３ ７ ３ ２ ） を ４ ｍ ｌ の 燐 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ ５ ０ mM、 ｐ Ｈ ８ .０ ） に
溶 解 す る 。 ６ .７ ８ ｍ ｇ の Ｎ － γ － マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド （ カ ル バ イ
オ ケ ム 社 製 ） を ５ ０ μ ｌ の ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド に 溶 解 し て 、 ２ .４ ｍ ｌ の こ の 溶 液 に 添
加 し て 、 混 合 物 を 室 温 で ３ ０ 分 間 放 置 す る 。 次 い で 、 過 剰 の Ｎ － γ － マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル
オ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド を Ｐ Ｄ － １ ０ （ フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） 上 の ゲ ル 濾 過 に よ る ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー で 分 離 除 去 す る 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 後 、 ３ .５ ｍ ｌ の 活 性 化 さ れ た 担 体 タ ン
パ ク 質 の 溶 液 が ４ .５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 得 ら れ る 。
ｂ ） 　 ペ プ チ ド と の 結 合 ：
　 実 施 例 ９ に よ っ て 調 製 さ れ た ペ プ チ ド の ５ .２ ｍ ｇ を １ ｍ ｌ の 燐 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （
５ ０ mM、 ｐ Ｈ ７ .０ ） に 溶 解 し て 、 １ .１ ｍ ｌ の 上 記 の ス テ ッ プ か ら の 溶 液 に 添 加 し て 、 混
合 物 を 室 温 で ３ 時 間 放 置 す る 。 次 い で 、 結 合 し な か っ た ペ プ チ ド を Ｐ Ｄ － １ ０ （ フ ァ ル マ
シ ア 製 ） 上 の ゲ ル 濾 過 に よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 分 離 除 去 す る 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の
後 、 ３ .５ ｍ ｌ の 抱 合 体 が ２ .３ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 に 対 応 す る 他 の ペ プ チ ド の 抱 合 体 も ま た 、 上 記 の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 実 施 例 １ １ ： ペ プ チ ド Ｃ ｙ ｓ Ｇ ｌ ｎ Ｇ ｌ ｎ Ｇ ｌ ｎ Ｔ ｈ ｒ Ａ ｌ ａ Ｐ ｒ ｏ Ｌ ｙ ｓ Ａ ｌ ａ Ｐ ｒ
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ｏ Ｔ ｈ ｒ Ｇ ｌ ｕ に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
　 ２ 羽 の ウ サ ギ に 、 ０ .１ ８ ｍ ｌ の 実 施 例 １ ０ か ら の 抱 合 体 、 ０ .０ ７ ｍ ｌ の 燐 酸 塩 緩 衝 生
理 的 食 塩 水 お よ び ０ .２ ５ ｍ ｌ の オ イ ル ア ジ ュ バ ン ト （ Ｍ Ｉ Ｓ Ａ ５ ０ 、 仏 国 セ ピ ッ ク 社 製
） か ら な る 乳 濁 液 を そ れ ぞ れ 筋 肉 内 注 射 す る 。 同 量 の ブ ー ス タ ー 注 射 を 、 最 初 の 注 射 の ３
、 ５ お よ び ７ 週 間 後 に 行 う 。 最 後 の 注 射 の １ 週 間 後 に 、 動 物 を 殺 し て か ら 放 血 す る 。 血 液
が 凝 固 し た 後 、 遠 心 分 離 に よ っ て 抗 血 清 が 得 ら れ 、 こ れ に ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 最 終 濃 度 が
０ .０ ２ ％ に な る よ う に 加 え る 。 抗 血 清 は － ２ ０ ℃ で 凍 結 保 存 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 実 施 例 １ ２ ： ペ プ チ ド Ｃ ｙ ｓ Ｇ ｌ ｎ Ｇ ｌ ｎ Ｇ ｌ ｎ Ｔ ｈ ｒ Ａ ｌ ａ Ｐ ｒ ｏ Ｌ ｙ ｓ Ａ ｌ ａ Ｐ ｒ
ｏ Ｔ ｈ ｒ Ｇ ｌ ｕ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
　 ２ 匹 の マ ウ ス に 、 ０ .１ ｍ ｌ の 実 施 例 １ ０ か ら の 抱 合 体 お よ び ０ .１ ｍ ｌ の オ イ ル ア ジ ュ
バ ン ト （ Ｍ Ｉ Ｓ Ａ ５ ０ 、 仏 国 セ ピ ッ ク 社 製 ） か ら な る 乳 濁 液 を そ れ ぞ れ 皮 下 注 射 す る 。 同
量 の ブ ー ス タ ー 注 射 を 、 最 初 の 注 射 の ２ 、 ４ お よ び ６ 週 間 後 に 行 う 。 最 後 の 注 射 の ３ 日 後
に 、 動 物 を 殺 し て か ら 脾 臓 を 分 離 す る 。 脾 臓 か ら の 細 胞 を 通 常 の 方 法 で 分 離 し て 、 ネ ズ ミ
固 定 細 胞 系 と 融 合 さ せ る 。 ペ プ チ ド Ｃ ｙ ｓ Ｇ ｌ ｎ Ｇ ｌ ｎ Ｇ ｌ ｎ Ｔ ｈ ｒ Ａ ｌ ａ Ｐ ｒ ｏ Ｌ ｙ ｓ
Ａ ｌ ａ Ｐ ｒ ｏ Ｔ ｈ ｒ Ｇ ｌ ｕ に 対 す る 抗 体 を 形 成 す る 細 胞 系 を 融 合 産 物 か ら 選 択 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 実 施 例 １ ３ ： L. monocytogenesの 免 疫 学 的 検 出
ａ ） 　 前 培 養 お よ び 細 菌 の 遠 心 分 離 ：  １ ０ ｍ ｌ の Ｃ Ａ Ｓ Ｏ ブ ロ ス に L. monocytogenesの
い く つ か の コ ロ ニ ー か ら の 材 料 を 接 種 し て 、 ３ ０ ℃ で 一 晩 培 養 す る 。 次 い で 、 １ ｍ ｌ の 培
養 物 を そ れ ぞ れ 取 り 出 す 。 遠 心 分 離 （ １ ３ ０ ０ ０ rpm） に よ っ て 細 菌 体 を 除 去 す る 。
ｂ ） 　 同 定 反 応 ：  前 ス テ ッ プ か ら の 上 清 液 の そ れ ぞ れ ３ ０ ０ μ ｌ を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー
プ レ ー ト の ウ ェ ル に ピ ペ ッ ト で 入 れ て 、 ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 そ れ ぞ
れ １ ０ ０ μ ｌ の 洗 浄 液 （ ９ ｇ ／ リ ッ ト ル Ｎ ａ Ｃ ｌ お よ び ０ .０ ５ ％ ツ イ ー ン ２ ０ の 水 溶 液
） で 各 ウ ェ ル を ３ 回 洗 浄 す る 。 実 施 例 １ １ に よ っ て 調 製 さ れ た 抗 血 清 の １ ０ ０ μ ｌ を 、 こ
こ で 各 ウ ェ ル に ピ ペ ッ ト で 入 れ て 、 プ レ ー ト を 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 各 ウ ェ
ル を そ れ ぞ れ １ ０ ０ μ ｌ の 洗 浄 液 で ３ 回 再 洗 浄 す る 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ シ グ マ 社
製 、 製 品 番 号 Ａ ８ ０ ２ ５ ） で 標 識 し た 抗 ウ サ ギ 抗 体 溶 液 の １ ０ ０ μ ｌ を 次 い で 各 ウ ェ ル に
ピ ペ ッ ト で 入 れ て 、 プ レ ー ト を 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル を
１ ０ ０ μ ｌ の 洗 浄 液 で 再 度 洗 浄 し て か ら 、 次 い で 、 結 合 し た 酵 素 標 識 抗 体 を 検 出 す る 。 こ
れ を 行 う た め に 、 基 質 を 含 む ２ ０ ０ μ ｌ の 緩 衝 溶 液 を 各 ウ ェ ル に 加 え て 、 プ レ ー ト を 室 温
で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 １ ０ ０ μ ｌ の ２ Ｎ の Ｎ ａ Ｏ Ｈ 溶 液 （ メ ル ク 社 製 、 製 品 番
号 ９ １ ３ ６ ） を 各 ウ ェ ル に 添 加 す る こ と に よ っ て 反 応 を 停 止 し て 、 反 応 生 産 物 を 可 視 化 す
る 。 黄 橙 色 は L. monocytogenesの 存 在 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 実 施 例 １ ４ ： イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 用 い る L. monocytogenesの 特 異 的 検 出
　 実 施 例 １ ３ ａ ） の 記 述 の よ う に し て 細 菌 を 前 培 養 し て 、 細 菌 細 胞 を 遠 心 分 離 す る 。 遠 心
分 離 さ れ た 細 胞 を 集 め て 、 １ ｍ ｌ の 燐 酸 塩 緩 衝 生 理 的 食 塩 水 に 懸 濁 さ せ る 。 こ の 懸 濁 液 の
２ μ ｌ を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 （ ハ イ ボ ン ド Ｃ 、 ０ .４ ５ μ ｍ 、 ア メ ル シ ャ ム 社 製 、 製 品 番
号 Ｒ Ｐ Ｎ ２ ８ ３ Ｃ ） 上 に ピ ペ ッ ト で 移 す 。 溶 液 が 乾 い た ら 、 膜 を 室 温 で １ 時 間 ウ シ 血 清 ア
ル ブ ミ ン 燐 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 溶 液 （ １ ０ ｇ ／ リ ッ ト ル ） で 処 理 す る 。 実 施 例 １ １ で 得 ら
れ た 抗 血 清 の 希 釈 物 （ １ ： ２ ０ ０ ） を 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ １ ０ ｇ ／ リ ッ ト ル ） お よ び
ツ イ ー ン ２ ０ （ ０ .５ ｇ ／ リ ッ ト ル ） の 燐 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 溶 液 を 用 い て 調 製 し （ 抗 体
溶 液 Ａ ） 、 同 様 に 、 同 じ 希 釈 液 を 用 い て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 ウ サ ギ 抗 体 （ 抗 ウ サ ギ Ｉ
ｇ Ｇ 、 Ｉ Ｃ Ｎ イ ム ノ バ イ オ ロ ジ カ ル ズ 社 製 、 製 品 番 号 ６ ８ － ３ ９ ７ ） の さ ら な る 希 釈 物 （
１ ： ５ ０ ０ ） を 調 製 す る （ Ｈ Ｒ Ｐ － 抗 体 溶 液 ） 。 抗 体 溶 液 Ａ と と も に 膜 を 室 温 で １ 時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し て 、 次 い で ０ .０ ５ ％ ツ イ ー ン ２ ０ を 含 む 燐 酸 塩 緩 衝 生 理 的 食 塩 水 で ３ 回
洗 浄 す る 。 結 合 し て い る 抗 体 を 検 出 す る た め に 、 次 い で 膜 を Ｈ Ｒ Ｐ － 抗 体 溶 液 と と も に 室
温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て か ら 、 ａ ） ツ イ ー ン ２ ０ （ ０ .５ ｇ ／ リ ッ ト ル ） 燐 酸 塩 緩
衝 生 理 的 食 塩 溶 液 、 ｂ ） 燐 酸 緩 衝 生 理 的 食 塩 水 お よ び ｃ ） ト リ ス 緩 衝 液 （ ５ ０ mM、 ｐ Ｈ ７
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.４ 、 ２ ０ ０ mMＮ ａ Ｃ ｌ を 含 む ） で そ れ ぞ れ ３ 回 洗 浄 す る 。 呈 色 反 応 の た め に 、 ４ － ク ロ
ロ － １ － ナ フ ト ー ル （ ３ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ メ タ ノ ー ル 溶 液 ） を ５ 倍 量 の ト リ ス 緩 衝 液 （ ５ ０ mM、
ｐ Ｈ ７ .４ 、 ２ ０ ０ mMの Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ） で 希 釈 し て 、 過 酸 化 水 素 を 加 え る （ 最 終 濃 度 ０ .
１ ｇ ／ リ ッ ト ル ） 。 こ の 基 質 溶 液 中 で 膜 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 青 黒 色 呈 色 は L. monocyt
ogenesを 示 す 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ２ 】
注 ：
＋ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 検 出
－ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 非 検 出
１ ） 相 補 的 配 列

10

20

30

40

50

(16) JP 2004-154141 A 2004.6.3



２ ） Ｍ ａ ｃ ｋ .： Mackaness株
３ ） Ｍ ：  式 Ｉ Ｉ ｄ 、 Ｉ Ｉ ｆ 、 Ｉ Ｉ ｇ お よ び Ｉ Ｉ ｈ に よ る プ ラ イ マ ー の 混 合 物
　 複 製 産 生 物 は 分 子 量 に 基 づ い て 識 別 す る こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ３ 】
【 図 １ 】 複 製 産 生 物 の 電 気 泳 動 分 離 の 結 果 を 示 す 。 実 験 の 詳 細 は 実 施 例 ８ に 示 さ れ て い る
。
【 図 ２ 】 ａ か ら ｉ は リ ス テ リ ア ・ モ ノ シ ト ゲ ネ ス か ら の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 の 配 列 か ら 選 択
さ れ た と く に 好 ま し い 免 疫 原 性 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ３ 】 そ の エ ピ ト ー プ が リ ス テ リ ア 属 細 菌 の 免 疫 学 的 検 出 の た め に 適 し て い る リ ス テ リ
ア ・ モ ノ シ ト ゲ ネ ス か ら の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 の 配 列 か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ
酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ４ 】 リ ス テ リ ア ・ モ ノ シ ト ゲ ネ ス か ら の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の １ 位 か ら
２ ５ ６ 位 ま で を 比 較 の た め に 示 し た も の で 、 こ の 配 列 は 図 ５ に 示 す ２ ５ ７ 位 に 続 く 。
【 図 ５ 】 リ ス テ リ ア ・ モ ノ シ ト ゲ ネ ス か ら の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ２ ５ ７ 位
か ら ４ ７ ８ 位 ま で を 比 較 の た め に 示 し た も の で 、 こ の 配 列 は 図 ４ に 示 す ２ ５ ６ 位 か ら 続 く
。
【 図 ６ 】 ａ か ら ｄ は リ ス テ リ ア ・ イ ノ ク ア か ら の ｐ ６ ０ タ ン パ ク 質 の 配 列 か ら 選 択 さ れ た
と く に 好 ま し い 免 疫 原 性 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
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