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(57)【要約】
パラ結核に特異な抗原に対する免疫応答の検出法で、被検物の試料をパラ結核に特異な抗
原とインキュベートし、試料中の抗体の存在をパラ結核に特異な抗原に対する免疫応答の
指示により検出することを含む方法。抗原は新規のヨーネ菌株ＪＴＣ３０３から得ること
ができる。抗原はＪＴＣ３０３培養濾液から得ることができる。又パラ結核に特異な抗原
と、哺乳類のパラ結核に特異な抗原に対する免疫応答検出用の診断キットが提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
２００６年８月１５日にアメリカンタイプカルチャーコレクションにＰＴＡ－７７８８と
して寄託した単離されたヨーネ菌株ＪＴＣ３０３。
【請求項２】
パラ結核に特異な抗原を産生できる請求項１のヨーネ菌株ＪＴＣ３０３の変異体。
【請求項３】
請求項１のヨーネ菌株ＪＴＣ３０３又は請求項２の変異体から単離された抗原。
【請求項４】
培養濾液中の請求項３の抗原。
【請求項５】
請求項３の抗原と結合する単離抗体。
【請求項６】
抗体がヨーネ菌株ＪＴＣ３０３培養濾液からの抗原と結合する請求項５の抗体。
【請求項７】
モノクローナル抗体である請求項５又は請求項６の抗体。
【請求項８】
ポリクローナル抗体である請求項５又は請求項６の抗体。
【請求項９】
ラベル化した請求項５乃至請求項８のいずれか一つの抗体。
【請求項１０】
被検物のパラ結核に特異な抗原に対する免疫応答検出法であって、
（ａ）被検物の試料をヨーネ菌株ＪＴＣ３０３から得た培養濾液と接触し、
（ｂ）試料中の抗原に結合した抗体の存在を検出して、パラ結核に特異な抗原に対する免
疫応答を示す、
ステップを含む方法。
【請求項１１】
更にマイコバクテリウム細胞抽出物を用いて非特異性抗体を吸収することを含む請求項１
０の方法であって、この試料を培養濾液と接触する前に吸収を実施する方法。
【請求項１２】
細胞抽出物がマイコバクテリウムフレイ又はマイコバクテリウムテライからのものである
請求項１１の方法。
【請求項１３】
ステップ（ｂ）が酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）を使用することを含む請求項１
０又は請求項１１の方法。
【請求項１４】
ＥＬＩＳＡが少なくとも感度５０％以上を有し、少なくとも９７％の特異性を有する請求
項１３の方法。
【請求項１５】
被検物がヒトである請求項１０乃至１４のいずれか一つの方法。
【請求項１６】
被検物がウシである請求項１０乃至１４のいずれか一つの方法。
【請求項１７】
試料が血清である請求項１０乃至１４のいずれか一つの方法。
【請求項１８】
試料がミルクである請求項１０乃至１４のいずれか一つの方法。
【請求項１９】
被検体のパラ結核に特異な抗原に対する免疫応答検出用キットであり、
（ａ）ヨーネ菌株ＪＴＣ３０３のパラ結核に特異な抗原と、
（ｂ）被検物に特異な抗免疫グロブリン抗体を含む
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キット。
【請求項２０】
更に吸収抗原調合液を含む請求項１９のキット。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
本発明は２００６年９月８日に出願した米国仮特許出願番号６０／８４３，１１０に基づ
いて優先権を主張する。
【０００２】
政府の利害
本発明の一部は米国農務省（ＵＳＤＡ）農業研究教育普及局（ＣＳＲＥＥＳ）助成金００
－３５２０４－９３１１を受け、米国政府の支援で行われた。米国政府は本発明の幾らか
の権利を有することができる。
【０００３】
技術分野
本発明は診断検査の分野に関する。より詳細にはこの発明により、ヨーネ菌（Mycobacter
ium paratuberculosis）に対する抗体用アッセイに使用できる新規な抗原調合液、キット
及び方法が提供される。
【背景技術】
【０００４】
慢性肉芽腫性腸炎病原菌（Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis：以後ヨ
ーネ菌と呼ぶ）は、乳牛や他の動物に慢性の下痢、体重のロスや栄養失調で特徴付けられ
るヨーネ病（パラ結核）を生じ、評価損失は米国だけでも一年当たり２億２千万ドルに達
する。世界的にはこの疾病の有病率は、低い発生率地域（英国のような）の検査集団で３
－４％と低い範囲から、米国内の幾つかの地域（ウイスコンシン州とアラバマ州）の集団
で５０％と高レベルの範囲になる。ヨーネ病の乳牛はそのミルクにヨーネ菌を排出する。
人ではマイコバクテリウムパラ結核バチルス（M. paratuberculosis bacilli）がクロー
ン病患者の検査組織で見つかり、本病原菌は人畜共通感染症の潜在的な可能性を示唆する
。
【０００５】
ウシのパラ結核の診断は難しく、通常原因物質のヨーネ菌又はこの原因物質に対する免疫
応答のいずれかを検出して達成する。試料中のマイコバクテリウム種の検出と同定の臨床
法の多くは、細菌の物理的特性、生理的特性、又は生化学的特性の分析が必要である。こ
れらの方法は、検出すべき試料中の細菌濃度が比較的高い必要があり、臨床技師の経験と
専門知識に依存する可能性があり、時間がかかる。マイコバクテリウム種はしばしば生体
外での増殖が困難で培養物中の有用密度に達するのに数週間かかるので、これらの方法は
又感染の蔓延を止めるための診断と介入の遅延をもたらす。例えば糞便のマイコバクテリ
ウムの微生物培養液は広く用いられる診断試験である。しかしこのアッセイの完了には最
大１６週間が必要である。
【０００６】
市販の診断試験薬は存在する。例えば酵素結合免疫吸着測定（Enzyme-Linked lmmunoabso
rbent Assay：ＥＬＩＳＡ）技術に基づく血清検査はよく知られた市販のイムノアッセイ
である。ＥＬＩＳＡ技術は酵素結合抗体マーカーを用いて固体担体に付着した既知抗原に
結合した検体の抗体を検出することに基づく。しかしウシのパラ結核用の既存の市販ＥＬ
ＩＳＡキットの精度は比較的悪い。市販のＥＬＩＳＡキットを比較すると、アッセイは糞
便培養陽性なウシに対する診断感度は２７．９％乃至４４．５％で全体に同等の範囲で実
施されることが示された（Ｃｏｌｌｉｎｓ等，　２００５，　Ｃｌｉｎ．　Ｄｉａｇｎ．
　Ｌａｂ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１２：　６８５－６９２）。より最近の研究では、ヨー
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ネ菌用の市販ＥＬＩＳＡの感度は約１３．５％とより低いことが分かって（Ｓｗｅｅｎｅ
ｙ等，２００６年，Ｊ．　Ｖｅｔ．　Ｄｉａｇ．　Ｉｎｖｅｓｔ．　１８：２－６）。従
って免疫応答の検出に基づくパラ結核の診断試験に対する技術的な必要性がある。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｃｏｌｌｉｎｓ等，２００５，Ｃｌｉｎ．Ｄｉａｇｎ．Ｌａｂ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．１２：６８５－６９２
【非特許文献２】Ｓｗｅｅｎｅｙ等，２００６年，Ｊ．Ｖｅｔ．Ｄｉａｇ．Ｉｎｖｅｓｔ
．１８：２－６
【発明の概要】
【０００８】
本発明は診断検査の分野に関する。より詳細にはこの発明により哺乳類のパラ結核検出用
の組成物と方法が提供される。
【０００９】
本発明により、２００６年８月１５日にアメリカンタイプカルチャーコレクション（ＡＴ
ＣＣ）にＰＴＡ－７７８８として寄託した単離ヨーネ菌株ＪＴＣ３０３が提供される。又
ＪＴＣ３０３の単離変異株も提供される。
【００１０】
本発明によりヨーネ菌株ＪＴＣ３０３から単離した抗原と、それから誘導した変異体株が
提供される。これらの抗原はバクテリア細胞ホモジネート、即ち細胞抽出物（ＣＥ）から
得られる。好ましい実施様態では、抗原はＪＴＣ３０３培養濾液（ＣＦ）から得る。
【００１１】
本発明によりパラ結核に特異な抗体と抗体断片が提供される。この抗体はヨーネ菌株ＪＴ
Ｃ３０３から得た抗原に特異的であっても良い。好ましくはこの抗体はヨーネ菌株ＪＴＣ
３０３培養濾液から得た抗原に特異的であっても良い。パラ結核に特異な抗体又は抗体断
片は、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、ラベル化抗体等でも良い。
【００１２】
本発明により、非特異的な抗体を除去するために試料と混合できる吸収性抗原が提供され
る。これらの抗原はマイコバクテリアの細胞抽出物（ＣＥ）から誘導できる。抗原は抗原
調合液として加えることができる。吸収性抗原は好ましくはマイコバクテリウムフレイ（
Mycobacterium phlei）の細胞抽出物から得る。好ましい代替え実施様態では、吸収性抗
原はマイコバクテリウムテライ（Mycobacterium terrae）の細胞抽出物から得る。
【００１３】
又対象物のパラ結核の診断法が提供され、その方法は該対象物の試料をヨーネ菌株ＪＴＣ
３０３から得た培養濾液と接触し、該抗体又はその断片の特異的結合の検出により該試料
中に抗体の存在の有無を分析することを含み、この場合抗体の存在により該対象物がパラ
結核を有することを示す。この診断法は酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）、又はた
とえば寒天ゲル免疫拡散法、補体結合法等のような幾つかの他抗体検出技術のいずれか一
つでも良い。
【００１４】
パラ結核の診断は血清又はミルクを含む種々な形の哺乳類試料を用いて実施できる。この
試料は臨床試料でも良い。試料採取する哺乳類はヒトでも良く、又動物、例えばウシでも
良い。
【００１５】
又この発明により、対象物中のパラ結核に特異な抗原の調合液に対して免疫応答を検出す
る診断キットが与えられ、ヨーネ菌株ＪＴＣ３０３からのパラ結核に特異な抗原と抗ウシ
免疫グロブリン抗体が含まれる。抗ウシ免疫グロブリン抗体はラベル化されても良い。キ
ットは又吸収性抗原調合液を含んでも良い。キットはパラ結核に特異な抗原を対象物の試
料と共にインキュベートする容器を含んでも良い。
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【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】図１は細胞抽出物のタンパク質（レーン１とレーン２）及び培養濾液のタンパク
質（レーン３）でのドデシル硫酸ナトリウム・ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ）の結果を示す画像である。
【図２】図２はマイコバクテリウムフレイを用いる血清前吸収の前（Ａ）とその後（Ｂ）
の細胞抽出物のタンパク質の免疫ブロットの画像（レーン１とレーン２）と、培養濾液の
タンパク質の免疫ブロットの画像（レーン３）を示す。
【図３】図３は等電点電気泳動（ＩＥＦ）ＳＤＳ－ＰＡＧＥを用いて分離した細胞抽出タ
ンパク質（Ａ）と、培養濾液タンパク質（Ｂ）の画像を示す。
【図４】図４は感染ウシと非感染ウシからの培養濾液の平均ＥＬＩＳＡ値（黒色バー）と
細胞抽出物の平均ＥＬＩＳＡ値（斜め縞バー）を示すグラフである。
【図５】図５は感染ウシ６匹の血清を用いた細胞抽出物のタンパク質（左レーン）と培養
濾液のタンパク質（右レーン）を比較した免疫ブロット画像を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
本発明の詳細な説明での読者の理解を助けるために、以下の定義が提供される。
【００１８】
総称的表現および特定的表現は特記のない限り複数形を含む。
【００１９】
“抗原”は対象物中に免疫応答、特に抗体産生を誘起する物質である。抗原は通常この対
象物に無関係なタンパク質又は多糖類であるが、担体タンパク質と結合した小分子（ハプ
テン類）を含む任意の形の分子でも良い。例えばヨーネ菌抗原はこの抗原で対象物を免疫
にした場合、対象物中に抗ヨーネ菌応答を誘起する物質である。
【００２０】
“抗原性調合液”は抗原を含有する調合液である。
【００２１】
“培養濾液（ＣＦ）”は増殖細菌培養物から得た濾過水相を意味する。培養濾液は、例え
ば遠心分離又は濾過を用いて、培養物で増殖したバクテリア細胞を除去して得ても良い。
培養濾液は好ましくは初期対数増殖期の細菌培養物から得るべきである。より好ましくは
、培養濾液は培養したヨーネ菌株ＪＴＣ３０３から得る。ヨーネ菌株ＪＴＣ３０３に関し
ては、初期対数期は培養物インキュベーション後約８乃至１２週間である。
【００２２】
“抗体”は最も広義に用い、具体的にはパラ結核に特異なモノクローナル抗体（アゴニス
ト、拮抗薬及び中和抗体を含む）、ポリエピトープ特異性を有するパラ結核に特異な抗体
組成物、単鎖のパラ結核特異性抗体、及びパラ結核特異性抗体の断片類を含む。この抗体
類は抗パラ結核特異性モノクローナル抗体又は抗パラ結核ポリクローナル抗体自体でもよ
く、またその免疫学的に有効な断片類（例えばＦａｂ，　Ｆａｂ’又はＦ（ａｂ’）２）
、又は通常Ｆｖ領域と命名される抗体の一本鎖バージョンを含んでも良い。結合性断片類
と一本鎖バージョンを含むポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体の産生法は技術的
に周知である。
【００２３】
ここで用いる“免疫グロブリン”は抗体として機能する糖タンパク質を意味する。抗体と
免疫グロブリンという用語は互換的に使用できる。免疫グロブリン類は血液、組織液並び
に多くの他の身体分泌物中に見いだされる。これらは細菌又は異物類に対する生物の免疫
応答に関与する。
【００２４】
ヨーネ菌に感染した雌牛はパラ結核に特異な免疫グロブリンを産生できる。感染雌牛の試
料は、例えば抗ウシ免疫グロブリン特異性抗体と結合して、標準的血清アッセイにより検
出可能な免疫グロブリンを含有できる。抗ウシ免疫グロブリン特異性抗体は検出可能なラ
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ベルを持てる。
【００２５】
ここで用いる“複合物”は、指示薬システムと化学的に結合した抗ウシ免疫グロブリン特
異性抗体のような検出分子を意味し、又“ラベル”と呼ばれる。
【００２６】
ここで用いる“ラベル”は、“ラベル化”抗体（複合物）を生成するように抗体と直接又
は間接的に接合した検出可能な化合物又は組成物を意味する。このラベルは自身で検出可
能（例えば放射性同位体ラベル又は蛍光ラベル）でもよいし、酵素ラベルの場合には基質
化合物又は組成物の化学的変化を触媒した後に生成物を検出可能にできる。
【００２７】
本出願で用いる“対象物”は、任意のヒト又は動物、又はヒト又は動物由来の一つ以上の
細胞を意味する。“対象物”は、ヒト、イヌ、馬、ネコ、ウシ、ブタ、ヒツジ等を含む家
庭動物、家畜、動物園の動物、スポーツ用動物、愛玩動物を含む哺乳類に分類される任意
の生物を意味する。好ましくはこの哺乳類はヒトである。より好ましくはこの哺乳類はウ
シである。
【００２８】
本出願に用いる“特異性”は、診断血清検査の特異性を意味し、試験精度の一つの尺度と
して用いる。パラ結核のＥＬＩＳＡの特異性は、陰性の試験結果をもたらす真のパラ結核
非感染哺乳類の比率である。診断特異性は通常パーセントで表す。
【００２９】
本出願に用いる“感度”は、診断血清検査の感度を意味し、試験精度の別の尺度として用
いる。パラ結核のＥＬＩＳＡの特異性は、陽性の試験結果をもたらす真のパラ結核感染哺
乳類の比率である。この場合には、感染哺乳類はパラ結核の対比試験で最も広く使用され
る培養物で、生前の臨床試料培養物で陽性の培養結果を生ずる感染哺乳類と定義される。
診断特異性は通常パーセントで表す。
【００３０】
所定の診断アッセイに関しては、特異性と感度は通常アッセイ解釈のカットオフ、即ち陰
性結果と陽性結果間の境界線を規定する数値に基づいて反比例の関係にある。感度を増加
するようにアッセイのカットオフを変化すると、特異性は減少する。
【００３１】
“ＲＯＣ”（受信者動作特性）曲線は、臨床病理実験室で用いる試験の評価に使用する方
法を意味する。ＲＯＣ曲線下面積は、試験精度の有用な全体的尺度であり、異なる試験又
は異なる装置の比較に使用できる。ＲＯＣ分析により、その特異性と感度を考慮に入れて
この試験の診断精度が要約される（Ｇａｒｄｎｅｒ及びＧｒａｉｎｅｒ，２００６年，Ｖ
ｅｔ．Ｃｌｉｎ．Ｐａｔｈｏｌ．３５：８－１７）。
【００３２】
本発明により２００６年８月１５日にアメリカンタイプカルチャーコレクション（ＡＴＣ
Ｃ）にＰＴＡ－７７８８として寄託したヨーネ菌株ＪＴＣ３０３が提供される。又ヨーネ
菌のＪＴＣ３０３菌株はアメリカンブリーダー協会（ＡＢＳ）で飼育のホルスタイン雄牛
（番号Ｈ１８２２）由来の試料から本発明者が単離した。試料は回腸（小腸末端部）組織
であった。
【００３３】
単離したヨーネ菌株ＪＴＣ３０３の変異体も又この発明の実施に有用である。本発明の目
的に関するヨーネ菌株ＪＴＣ３０３の変異体は、ＪＴＣ３０３と類似のゲノム配列を今な
お含有するがヌクレオチドの変化、欠失又は付加のような一つの変異、二つの変異、三つ
の変異、又はそれ以上の変異の存在により親株ゲノムとは異なるゲノムの変異体である。
【００３４】
ＪＴＣ３０３株は、限定はされないが照射法や化学法を含む技術的に周知の任意のランダ
ム変異誘発法を用いて変異誘発出来る。特に好ましいのは化学的ランダム変異誘発であり
、最も好ましいのはＮ－メチル－Ｎ’－ニトロ－Ｎ－ニトロソグアニジン（ＮＴＧ）のよ
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うな適切な試薬を用いる変異である。新規細菌株の誘発変異と選択に関する一般法は技術
的に周知で、例えば以下に記載されている。Ｍｉｌｌｅｒ，　１９９２年、“細菌遺伝学
の短期コース”（Ｓｈｏｒｔ　Ｃｏｕｒｓｅ　ｉｎ　Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　Ｇｅｎｅｔｉ
ｃｓ）、コールドスプリングハーバーラボラトリー出版（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ），　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ
ｏｒ，　ニューヨーク州；Ｓｉｎｇｅｒ及び　Ｂｅｒｇ、１９９１年、“遺伝子とゲノム
：変化する展望”（Ｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　Ｇｅｎｏｍｅｓ：　Ａ　Ｃｈａｎｇｉｎｇ　Ｐ
ｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ）、ユニバーシティサイエンスブックス（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　
Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｂｏｏｋｓ）、　Ｍｉｌｌ　Ｖａｌｌｅｙ，　カルフォルニア州；Ｓａ
ｍｂｒｏｏｋ等、１９８９年、“分子クローニング：実験室マニュアル、第二版”（Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　２ｎ

ｄ　ｅｄ．）、コールドスプリングハーバーラボラトリー出版（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）、　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈ
ａｒｂｏｒ，　ニューヨーク州；及びＫａｕｆｍａｎ等，１９９５年、“生物と医学にお
ける分子的細胞的方法のハンドブック”（Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　ａｎｄ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍｅｄ
ｉｃｉｎｅ）、１９９５年、ＣＲＣ出版（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ）、　Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏ
ｎ，フロリダ州。
【００３５】
一実施態様では、本発明はヨーネ菌に対する抗体のアッセイに利用できる新規な抗原調合
液を提供する。好ましくはこの抗原調合液はマイコバクテリア培養濾液から得られる。よ
り好ましくはこの培養濾液はヨーネ菌ＪＴＣ３０３培養濾液である。
【００３６】
本発明の実施に有用な培養濾液は、他のマイコバクテリア菌株から得ることも出来る。こ
のような培養濾液は抗原調合液として使用できる。他の培養濾液は又菌株ＪＴＣ３０３か
ら得た培養濾液と組み合わせることもできる。好ましくは培養濾液は実験室で保持したヨ
ーネ菌株よりはむしろ臨床的なヨーネ菌株から得るべきである。
【００３７】
本発明を実施するためには、熟練技術者は抗原調合液濾液を得るためにマイコバクテリア
の増殖に適する他の培地組成、ブロス等を使用することを周知している。これらの培地は
種々化合物で修飾、補充したり、酸性化できる。グリセリン添加は細胞の増殖と抗原の収
率を増加する。好ましくはその培地はグリセリンベースであるべきである。既存の市販培
地も修飾できる。例えば７Ｈ９ブロス（ベクトンディキンソン社（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃ
ｋｎｓｏｎ）、Ｃｏｃｋｅｙｓｖｉｌｌｅ、メリーランド州）では、グルコースをグリセ
リンで置換して修飾できる。この置換により細菌の増殖が増加され抗原の収率向上をもた
らす。培地のｐＨは好ましくは５．５乃至６．５に維持するべきである。より好ましくは
この培地のｐＨは約６．０に維持するべきである。好ましい実施様態では、細菌増殖用培
地は、ｐＨ約６．０に修飾されたワトソン－ライド（Ｗａｔｓｏｎ－Ｒｅｉｄ）（ＷＲ）
ブロス（Ｓｕｎｇ及びＣｏｌｌｉｎｓ、２００３年、Ａｐｐｌ．　Ｅｎｖｉｒｏｎ．　Ｍ
ｉｃｒｏｂｉｏｌ．　６９：６８３３－６８４０に記載の処方）である。
【００３８】
一つの実施例では、初期対数期のヨーネ菌培養物を遠心分離し細菌を（ペレットとして）
除去する。次いで残留した水性培養濾液をサイズ排除フィルター、好ましくは分子量５，
０００のサイズ排除フィルターを用いて濃縮する。又培養濾液は、例えばｐＨ６．８の１
０ｍＭリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）を用いて透析できる。
【００３９】
細菌培養物から得た全ての水相は細胞濾液と考えるべきである。例えば、３，０００ｘｇ
で１０分間遠心分離を用いて細菌（ペレットとして）を分離した場合、全ての上澄み液は
培養濾液と考えるべきである。
【００４０】
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培養濾液は種々のマイコバクテリアのタンパク質、炭水化物、脂質、代謝物、成長因子な
どのような種々の抗原化合物を含んでも良い。タンパク質は、例えばリン酸化、グリコシ
ル化、及び／又はアセチル化により更に修飾できる。培養濾液中の化合物は細胞外でも、
分泌でも、排泄でも、細菌代謝の副産物などでも良い。通常、培養濾液としては、抗原と
して作用し、免疫応答を誘発するに必要な化合物を含むことだけが必要である。
【００４１】
免疫応答検出用のアッセイを実施する際、抗原を固体担体に付着できる。例えば抗原を用
いてＥＬＩＳＡのような酵素ベースアッセイ用のミクロプレートウエルを塗布できるが、
抗原－抗体相互作用を検出する多くの他の同等技法がある。これには、例えばラジオイム
ノアッセイ、寒天ゲル免疫拡散法、凝集、補体結合などが挙げられる。
【００４２】
一実施態様では、試料をヨーネ菌抗原に接触する前に血清又はミルクのような試料を吸収
性抗原と混合する。この吸収性抗原を混合して試料中の非特異性抗原を吸収する。吸収性
抗原は吸収性抗原調合液の形で添加できる。これらの吸収性抗原はマイコバクテリアの一
タイプ由来でも良い。代わりに複数の異なるマイコバクテリア由来でも良い。好ましくは
吸収性抗原はマイコバクテリウムテライ由来又はマイコバクテリウムフレイ由来である。
抗原はこれら生物の細胞抽出物であり、最終濃度が希釈試料１ミリリッター当たり約２５
０マイクログラムで、試料の推奨する希釈は１：５０である。
【００４３】
他の実施態様では、本発明は上記の抗原又は下記の抗原の任意のものに特異的に結合する
抗体を提供する。これはパラ結核に特異な抗体である。随意的にはこの抗体はモノクロー
ナル抗体、ヒト化抗体、抗体断片、又は一本鎖抗体である。パラ結核に特異な抗体は抗原
と結合でき、抗原・抗体複合体を作り出す。
【００４４】
一旦抗原・抗体複合体が形成されると、第二の抗体又は同等の検出分子を用いて第一のパ
ラ結核に特異な抗体の存在を検出する。抗原・抗体複合体を第一の抗体と結合するこの第
二の抗体と一緒にする。抗原・抗体複合体は固体担体に付着しても良い。次いで結合して
いない試料成分を除去する。代わりに抗原・抗体複合体を第二の抗体に結合する前に標準
的分離法を用いて他の血清成分から分離しても良い。このような分離・精製段階後、第二
の抗体を用いて第一の抗体の存在を検出する。代わりに免疫グロブリンと結合する非抗体
分子を用いてパラ結核に特異な抗体を検出する。このような分子の例としてはプロテイン
ＡとプロテインＧが挙げられる。
【００４５】
第二の抗体はラベル、例えばビード、放射性同位元素、リガンド、化学発光分子、染料、
蛍光分子、又は酵素でラベル化できる。イムノアッセイに有用なラベル化抗体と試薬は米
国特許４，４９０，４７３に開示されている。
【００４６】
ヨウ素－１２５（１２５Ｉ）又はその他の放射性元素のような放射性ラベルは周知の手法
で適用できる。ヨウ素－１２５（１２５Ｉ）又はその他の放射性ラベルによる抗体ラベル
化法は、Ｇｒｅｅｎｗｏｏｄ等、１９６３年、　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｊ．，　８９：　１
１４－１２３；　Ｈａｒｌｏｗ　及びＬａｎｅ，　２００６年，“ヨウ素による抗体のラ
ベル化”（Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｗｉｔｈ　Ｉｏｄｉｎｅ）、コー
ルドスプリングハーバープロトコル（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｏｔ
ｏｃｏｌｓ）、　ｐｄｂ．ｐｒｏｔ４２８７に示される。
【００４７】
蛍光ラベルとこのラベルを抗体に結合する手順は、米国特許４，２５６，８３４と米国特
許４，２６１，９６８に記載されている。ラベル化二次抗体複合体は周知であり、ビオチ
ン化標的を検出するためのラベル化ビオチン結合タンパク質、蛍光物質でラベルしたプロ
テインＡコンジュゲートとプロテインＧコンジュゲート、金コンジュゲート、及びゼノン
（Ｚｅｎｏｎ）抗体ラベル化技術（インビトロゲン社（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、カルフ
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ォルニア州）が挙げられる。
【００４８】
多種多様な酵素ラベルが適用でき、これらは技術的に周知の方法により分析に用いられる
基質に合わせて選択する。例えば、アルカリホスファターゼ、西洋わさびペルオキシダー
ゼ、カタラーゼ、ペルオキシダーゼ、ベータグルクロニダーゼ、グルコース－６－リン酸
脱水素酵素、ウレアーゼ、ホスファターゼ、及びグルコース酸化酵素のような酵素は、米
国特許３，８７５，０１１、米国特許３，７９１，９３２及び米国特許３，８７９，３６
２に記載のような技術的に認められた技法で抗体と都合良く結合する。好ましくは酵素免
疫アッセイに対して広く使用されるビオチン・アビジンラベル化法を用いて、本発明の免
疫グロブリンに特異な抗体又は適切な代替え物をラベルする。
【００４９】
代わりに第二の抗体の結合は、この第二の抗体が接着する固体表面との複合体の接着性、
又は血清中の補体成分を活性化する複合体の能力、又は技術的に周知な方法で推測するこ
とができる。
【００５０】
本発明は又ヨーネ菌誘発の免疫応答検出に関する生体外の検定方法に関する。従って哺乳
類、好ましくはウシのパラ結核に特異な抗原に対する免疫応答を検出する方法が提供され
る。この方法は、ヨーネ菌株ＪＴＣ３０３培養物の増殖、この培養物の水溶液相から細菌
細胞の除去、及び生成物を濃縮して抗原性培養濾液を得、哺乳類からの試料をこの培養濾
液とインキュベートし、試料中に抗体の存在を検出してパラ結核に特異な抗原に対する免
疫応答を示すことを含む。
【００５１】
アッセイ形式は、ウエスタンブロット、放射能免疫沈降法、ラジオイムノアッセイ（ＲＩ
Ａ）、又はサンドイッチＥＬＩＳＡを含む酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）でも良
い。一様態では、ＪＴＣ－ＥＬＩＳＡという名のアッセイは、酵素結合免疫吸着測定法（
ＥＬＩＳＡ）形式を用いて、血清中のウシ抗体の検出に本発明のＪＴＣ３０３培養濾液の
抗原を利用する。
【００５２】
この方法はカラムのような固体支持材、計深棒、フィルター又はマイクロタイターディッ
シュを使用できる。ＥＬＩＳＡはラベル化抗免疫グロブリン抗体を用いてパラ結核に特異
な抗原と結合する抗体の検出が含まれる。この方法の実施に用いる抗原はヨーネ菌ＪＴＣ
３０３から得られる。好ましくはこの抗原はヨーネ菌ＪＴＣ３０３培養濾液から得られる
。ＥＬＩＳＡ　は又競合アッセイでも良い。このアッセイは定量化を含んでも良い。この
アッセイは又自動化しても良く、例えば標準ＥＬＩＳＡの自動プレート読み取り機を使用
してもよい。
【００５３】
対象物から得た血清又はミルクを始めとする種々の試料を用いて、対象物のパラ結核に特
異な免疫応答の検出を行う。試料採取した対象物は哺乳類でも良い。好ましくはこの哺乳
類はヒト又は動物、例えばウシである。
【００５４】
従って本発明によりパラ結核、ヨーネ病、クローン病、及び関連腸疾患に対する新規な診
断試験が提供される。
【００５５】
ＪＴＣ－ＥＬＩＳＡは、全血試料、血清、ミルク、糞便試料、又は他の診断試料を始めと
する標的病原体（ヨーネ菌）の抗体を含む種々の試料で使用できる。
【００５６】
ある好ましい実施態様では、血清の前吸収後にＥＬＩＳＡを実施しても良い。細胞抽出物
のタンパク質を用いてこの血清の前吸収を実施しても良い。これらの細胞抽出物のタンパ
ク質は、例えば均質化マイコバクテリウムフレイ又はマイコバクテリウムテライのような
マイコバクテリアから得られる。
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【００５７】
複合系のような僅かな試薬の修正により、ＪＴＣ－ＥＬＩＳＡは畜牛以外の動物種のパラ
結核に特異な抗体の検出に使用できる。これらの哺乳類の種属としては、ヤギ、ヒツジ、
バイソン、ラマ、及び他の反芻動物、プセウド反芻動物（pseudo- ruminants）、更には
ヒト及びヒト以外の霊長類が挙げられる。
【００５８】
本発明は又ヨーネ菌誘発の免疫応答の検出用キットに関する。このキットは、提供試料の
パラ結核に特異な抗体（免疫グロブリン（Ｉｇ））に免疫学的に結合する抗原を含む。キ
ットはヨーネ菌培養濾液から得た抗原を含んでも良い。好ましくは培養濾液はヨーネ菌株
ＪＴＣ３０３から得られる。キットは又抗ウシ免疫グロブリン抗体を含んでも良い。
【００５９】
感染した雌牛の試料をこの抗原に接触すると、ウシ免疫グロブリン（Ｉｇ）抗体は抗原と
結合し抗原・抗体（Ｉｇ）複合物を形成する。抗ウシＩｇ抗体を用いて提供試料中にパラ
結核に特異な抗体（免疫グロブリン）が存在することを検出する。抗ウシＩｇ抗体は、例
えばビード、放射性同位元素、リガンド、化学発光分子、蛍光分子、酵素、又は他の検出
可能な複合物でラベル出来る。抗ウシＩｇ抗体の検出は定量化できる。
【００６０】
代わりの好ましい実施態様では、抗免疫グロブリン抗体は試験すべき検体が得られた種の
免疫グロブリンに向かう。例えば試験する検体がヒト被験者から得た場合、抗Ｉｇ抗体は
抗ヒトＩｇ抗体である。
【００６１】
一実施態様では、本発明はウシ科（雌牛）から得た試料中のヨーネ菌抗体アッセイ用のＥ
ＬＩＳＡ診断キットに関する。好ましくはこのＥＬＩＳＡキットは、ヨーネ菌株ＪＴＣ３
０３の抗原とラベルしても良い抗ウシＩｇ抗体を含む。
【００６２】
このキットは血清又はミルクのような哺乳類試料の診断に使用できる。試験した市販のＥ
ＬＩＳＡキットと比較すると、ＪＴＣ－ＥＬＩＳＡはバックグランドノイズを顕著に削減
する。ＪＴＣ－ＥＬＩＳＡのバックグランドノイズが比較的低いので、熟練工はラベルか
らの信号を増幅して更に診断試験の信号対ノイズ比を改良できる。好ましい実施態様では
、ビオチン・アビジンラベル化法を抗体信号の増幅に用いても良い。
【実施例】
【００６３】
本発明は記載の特定の手順、プロトコル、対象物、又は試薬に限定されず、変更できると
理解する必要がある。又ここで用いた専門用語は特定の実施態様を説明する目的のためだ
けに用いており、本発明の範囲を限定しようとするものではなく、本発明は特許請求の範
囲により限定されると理解する必要がある。以下の実施例は説明のために提供するもので
、特許請求の発明を限定するものではない。
【００６４】
実施例１
ヨーネ菌からの抗原取得
ヨーネ菌の抗原をウシのパラ結核に関する血清診断アッセイ開発の候補として評価した。
試験した菌株はヨーネ菌株ＪＴＣ３０３、ＡＴＣＣ１９６９８，　Ｋ１０、及びＪＴＣ１
１４であった。
【００６５】
使用した培地は、Ｍｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ　７Ｈ　（７Ｈ９）　ブロス（ベクトンディキ
ンソン社（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）、Ｃｏｃｋｅｙｓｖｉｌｌｅ、メリーラ
ンド州）と、０．０００２％（重量／容積）Ｍｙｃｏｂａｃｔｉｎ　Ｊ　（アライドモニ
ター社（Ａｌｌｉｅｄ　Ｍｏｎｉｔｏｒ）、Ｆａｙｅｔｅｉｖｌｌｅ、ミズーリ州）を補
充した修飾　Ｗａｔｓｏｎ－Ｒｅｉｄ　（ＷＲ）　ブロスであった。修飾ＷＲ培地のｐＨ
は６．０に調整した。
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【００６６】
抗原は均質化細胞（細胞抽出物（ＣＥ））、又は培養濾液（ＣＦ）から得た。通常ＣＦは
約４０倍に濃縮した。
【００６７】
ヨーネ菌の培養濾液（ＣＦ）又は細胞抽出物（ＣＥ）のタンパク質発現プロファイルと抗
原性を、ドデシル硫酸ナトリウム・ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
）、一次元電気泳動（１－ＤＥ）免疫ブロット、二次元電気泳動（２－ＤＥ）免疫ブロッ
ト、及びＥＬＩＳＡにより比較した。ガラスビーズと高速攪拌機を用いて、細胞を機械的
に破壊してＣＥタンパク質を抽出した。固定相の液体培養物の上澄み液からＣＦタンパク
質を収集し、サイズ排除濾過により濃縮した。
【００６８】
ヨーネ菌で自然に感染した雌牛の血清を用いて、ＣＦタンパク質とＣＥタンパク質の抗原
性を先ず１－ＤＥ免疫ブロットと２－ＤＥブロットで決定した。
【００６９】
以前に報告されたように、ヨーネ菌の増殖にどちらの培地（ＷＲ対７Ｈ９）を用いるかに
よりＣＥタンパク質のプロファイルは異なった（Ｓｕｎｇ及びＣｏｌｌｉｎｓ，　２００
３年、Ａｐｐｌ．　Ｅｎｖｉｒｏｎ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．　７０：　１６８８－１６
９７）。図１にＷａｔｓｏｎ－Ｒｅｉｄ培地で培養（レーン１）した細菌と、７Ｈ９培地
で培養（レーン２）した細菌のヨーネ菌細胞抽出物のタンパク質と、Ｗａｔｓｏｎ－Ｒｅ
ｉｄ培地で培養した細菌の培養濾液のタンパク質（レーン３）のＳＤＳ－ＰＡＧＥイメー
ジを示す。分子量はゲル左側にキロダルトン（ｋＤａ）で示す。ＷＲ培地で増殖したヨー
ネ菌の対数期初期培養物で産生のＣＦ抗原が好ましい。
【００７０】
免疫ブロットによりＣＥタンパク質とＣＦタンパク質間の抗原性の差異が浮き彫りにされ
た。図２に示すように、培養濾液（ＣＦ；レーン３）のタンパク質は、細胞抽出物（ＣＥ
）のタンパク質（レーン１とレーン２）に比べ感染畜牛の血清により強く反応した。ＷＲ
培地又は７Ｈ９培地で増殖したヨーネ菌から産生したＣＥタンパク質を免疫ブロットした
後に、弱い着色と僅かなバンドが現れた。マイコバクテリウムフレイの細胞抽出物のタン
パク質を用いた血清の前吸収後に、これはより明確になった（パネルＢ）。
【００７１】
ＣＥ調合液とＣＦ調合液の２－ＤＥ免疫ブロットを、マイコバクテリウムフレイによるＣ
Ｅタンパク質の血清吸着ありとなしで実施した。全てのタンパク質の全染色強度を画像解
析ソフトウエアで決定比較した。ヨーネ菌で感染した雌牛の血清の全免疫活性は、ＣＥタ
ンパク質よりＣＦタンパク質に対して強くなり、１－ＤＥ免疫ブロットの結果と一致する
（図３）。
【００７２】
マイコバクテリウムフレイのＣＥタンパク質による血清吸着により、ＣＥ抗原とＣＦ抗原
両者の免疫反応点の数が顕著に減少したが、その影響はＣＦタンパク質よりＣＥタンパク
質のほうが大きかった。幾つかのＣＦタンパク質は、血清吸着ありでもなしでも同じ免疫
ブロットの染色強度を示した。
【００７３】
培養濾液のタンパク質間には、細胞抽出物のタンパク質と比べると差が認められた。２３
×３０ｃｍの２－ＤＥゲルの画像解析により、おおよそ４００個のＣＥタンパク質と２４
０個のＣＦタンパク質に分離された（図３）。図３に示すように、ＣＥタンパク質の質量
と等電点は、二次元等電点ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（２－ＤＥ）ゲル上で比較的均一に分布した
（Ａ）。その一方大部分のＣＦタンパク質（Ｂ）は３７　ｋＤａより小さく、酸性等電点
の値（ｐＨ　４．０乃至ｐＨ　５．５）を有した。幾つかのタンパク質は類似の質量であ
るが異なる等電点の連なった点として出現し、リン酸化、グルコシル化、又はアセチル化
により修飾されたタンパク質の存在を示唆した。
【００７４】
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固相抗原として細胞抽出物（ＣＥ）のタンパク質と培養濾液（ＣＦ）のタンパク質を用い
て、自然にヨーネ菌に感染した畜牛４４４匹と非感染の畜牛４１２匹の血清をＥＬＩＳＡ
により試験した（図４）。ＣＥ又はＣＦ（１　μｇ／ｍｌ）を固相抗原に用いた。血清は
ＣＥよりＣＦ中でのより多くのタンパク質と強く反応した。ＣＥ抗原（斜め縞バー）とＣ
Ｆ抗原（黒色バー）の平均ＥＬＩＳＡ光学濃度は、感染畜牛と非感染畜牛に対してそれぞ
れ有意に異なる（ｐ＜０．０１６９及びｐ＜０．００１）。表２に示すように、ＥＬＩＳ
Ａの結果の受診者動作特性（ＲＯＣ）曲線解析により、ＣＥに比しＣＦの曲線下面積が有
意に大きいことが示された（ｐ＜０．０５）。
【００７５】
培養濾液と細胞抽出物の抗原性を幾つかの実験で直接比較した。ヨーネ菌感染の畜牛の血
清４００個以上の集団から無作為に選択した血清６個について、免疫ブロットの解析を行
った。図５にマイコバクテリウムフレイの細胞抽出物で吸収後のヨーネ菌感染の畜牛６頭
の試験血清６個（Ａ－Ｆ）の免疫ブロットを示す。この免疫ブロットを３，３‘－ジアミ
ノベンジジン四塩酸塩で展開した。ＣＥタンパク質（Ａ－Ｆの左レーン）とＣＦタンパク
質（Ａ－Ｆの右レーン）の免疫ブロットは、ＣＦタンパク質に対してより強い反応性を示
した。
【００７６】
培養濾液は細胞抽出物より免疫原性タンパク質をより多く有することが見いだされ、ＣＥ
の代わりにＣＦ誘導のタンパク質を用いることで、ウシのパラ結核に対する血清検査が改
良できること示唆する。
【００７７】
ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルの解析により、大部分のＣＦタンパク質は低い分子量（＜５０　ｋ
Ｄａ）であり、対照的にＣＥでは大きさが１００　ｋＤａまでは均一に分布することが示
された。２－ＤＥによりＣＦタンパク質は大部分がｐＨ４．０と５．５の間の狭い範囲の
等電点値を有するが、ＣＥタンパク質はｐＨ４．０乃至７．０で均一に分布する等電点値
を有した。
【００７８】
実施例２
ヨーネ菌株のＣＦ抗原の比較
ＪＴＣ３０３から得た培養濾液の抗原性を、他の菌株から得た培養濾液の抗原性と比較し
、より新しい市販のキット（アイデックスラボラトリーズ社（ＩＤＥＸＸ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ，　Ｉｎｃ．）、　Ｗｅｓｔｂｒｏｏｋ，　メイン州）と比較した。
【００７９】
この実験には貯蔵の非感染雌牛４１２頭から非感染の雌牛試料４４個を選んだ。更に貯蔵
の感染雌牛４４４頭からヨーネ菌感染の雌牛試料４８個を試験した。培養濾液の抗原に対
するＥＬＩＳＡ結果の要約を表１に示す。このＲＯＣ曲線下面積はＪＣＴ３０３抗原に対
して遥かに大きく、他の試験したものに比べこの試験が優れていることを示す。
【００８０】
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【表１】

＊　２ヶ月は抗原収集時の培養齢を示し、対数期増殖の初期に近似される。
【００８１】
実施例３
ＥＬＩＳＡ試験の比較
良く特性評価されたウシ血清を用いて、ウシパラ結核用の新規ＥＬＩＳＡ（ＪＴＣ－ＥＬ
ＩＳＡ）を開発評価した。この新規ＥＬＩＳＡは分泌ヨーネ菌抗原とマイコバクテリウム
フレイ抗原による血清の吸収に基づく。市販のアビジンービオチン複合物系を用いてＪＴ
Ｃ－ＥＬＩＳＡの分析感度が増強される。
【００８２】
このＪＴＣ－ＥＬＩＳＡを前述のウシ血清パネル（Ｃｏｌｌｉｎｓ等、　２００５年、　
Ｃｌｉｎ．　Ｄｉａｇｎ．　Ｌａｂ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１２：６８５－６９２）上で
評価した。パラ結核の症例（ｎ＝４４４）は糞便培養陽性の雌牛であり、対照物（ｎ＝４
１２）はパラ結核フリーの７つの米国中西部酪農家畜群に住む雌牛であり、４年以上試験
陰性である、即ち自主的ウシヨーネ病プログラムにおいてレベル４であった。
【００８３】
ＪＴＣ－ＥＬＩＳＡの結果を、ＩＤＥＸＸ社（アイデックスラボラトリーズ社（ＩＤＥＸ
Ｘ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，　Ｉｎｃ．，Ｗｅｓｔｂｒｏｏｋ，　メイン州）、ＣＳ
Ｌ／Ｂｉｏｃｏｒ（ＣＳＬ／Ｂｉｏｃｏｒ、Ｏｍａｈａ，ネブラスカ州）、Ｐｏｕｒｑｕ
ｉｅｒ研究所（Ｉｎｓｔｉｔｕｔ　Ｐｏｕｒｑｕｉｅｒ、Ｍｏｎｔｐｅｌｉｅｒ、フラン
ス）、及びシンビオティックス（シンビオンティック社（Ｓｙｎｂｉｏｔｉｃ　Ｃｏｒｐ
．，　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，　カルフォルニア州）により市販のパラ結核ＥＬＩＳＡキッ
トで産生の結果とＲＯＣ（受信者動作特性曲線）分析により比較した。ＥＬＩＳＡ感度、
特異性、及びＲＯＣ曲線下面積を以下の表にする。
【００８４】
比較試験では、ＪＴＣ－ＥＬＩＳＡによるとヨーネ菌に感染し多量のヨーネ菌をその糞便
中に排泄する乳牛を診断感度が５０％以上で検出同定する。これは試験した既存の市販Ｅ
ＬＩＳＡキットに比べ有意に大きい。また高い診断特異性（９７％以上）を保持し、試験
した既存の市販キットよりＲＯＣ曲線下面積も優れた（表２参照）。
【００８５】
これらのデータは、ウシのパラ結核に広く使用される４つの市販ＥＬＩＳＡキットに比べ
、ＪＴＣ－ＥＬＩＳＡが同等の特異性を持ちながら有意なより高い診断感度を有すること
を示す。
【００８６】
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【表２】

Ｃ．Ｉ．＝９５％信頼区間
【００８７】
本発明は記載の特定の装置、手順、プロトコル、対象、又は試薬に限定されず、変更でき
ると理解する必要がある。又ここで用いた専門用語は特定の実施様態を説明する目的のた
めだけに使用し、本発明の範囲を限定しようとするものではなく、本発明はその特許請求
の範囲によってだけ制限されると理解する必要がある。診断分析技術の熟知者には明白な
種々の条件とパラメーターの他の適切な修正と応用は、本発明の範囲内である。ここに挙
げた出版物、特許、及び特許出願の全ては、全ての目的のためにその全てを文献としてこ
こに組み入れる。
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【国際調査報告】
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