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研究成果の概要（和文）：高感度ELISAによるBartonella henselae IgG抗体価測定には特異性の高い抗原精製が必要で
ある。B. henselaeATCC49882菌体のN-ラウロイル－サルコシン（サルコシン）抽出液には多くの有用な蛋白成分が含ま
れている。
菌体を超音波処理せず直接、サルコシン液で連続2-4回抽出した液をイオン交換カラムクロマトグラフィ（DEAE）法で
精製すると、245-295mM NaCLで溶出する蛋白成分に特異性の高い蛋白成分が含まれていることが判明した。今後はこの
精製液を抗原としたELISAの確立が期待される。

研究成果の概要（英文）：The measurement of Bartonella henselae IgG by highly-sensitive ELISA requires high
ly-specific purification of antigen. The extract of B. henselae ATCC49882 by N-lauroyl sarcosinate include
s a great deal of useful protein component. We directly extracted B. henselae ATCC49882 by N-lauroyl sarco
sinate for 2-4 times without supersonic treatment and purified it by diethlaminoethyl ion-exchange (DEAE) 
chromatography. As a result, it was clarified that highly-specific protein components were eluted with the
 salt concentration of 245-295mM. Further development of ELISA and its availability by using this antigeni
c component will be greatly expected.
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１．研究開始当初の背景 
Bartonella henselaeは猫ひっかき病（CSD）

の病原菌で、ネコからヒトに感染する人畜共
通感染症である。本症は局所リンパ節腫脹を
主訴とする定型例からリンパ節腫大を認めな
い全身性の重症な非定型例（不明熱、視神経
網膜炎、急性脳症、肝・脾肉芽腫、心内膜炎
など）まで、その臨床像は多彩である。本菌
は患者からの分離培養が極めて困難なため、
CSD の診断は間接蛍光抗体（IFA）法による血
清学的診断が世界的標準検査法となっている。
しかし現在の IFA 法は、特異度は高いものの
感度が低いため、偽陰性例が多く、高感度な
ELISA の確立が急務である。すでに欧米で報
告された ELISA はあるが、感度・特異度共に
IFA 法より低く、未だ実用に至っていない。 
 申請者らは高感度 ELISA の確立をめざし、
B. henselae 菌体から抗原の精製を検討した
結果、N-ラウロイル－サルコシン（以下サル
コシン）処理後の溶解蛋白成分が抗原として
優れていることを新たに見出した。 
 
２．研究の目的 
B. henselae 菌体成分のサルコシン処理液

（上清液）を二次元電気泳動やウエスタンブ
ロット法で解析する。さらにイオン交換カラ
ムクロマトグラフィ（DEAE）法で、特異性の
高い蛋白成分を精製・解析し、高感度 ELISA
の確立をめざす。 
 
３． 研究の方法 
（1）陽性・陰性パネル血清：CSD 患者血清（IFA
法≧1：256）および健常人血清（IFA 法<1：
64）の血清を使用した。 
 
（2）サルコシン液による B. henselae菌体
抽出法：B. henselaeATCC49882 株をチョコレ
ート寒天培地に培養後、菌体浮遊液を作成・
洗浄する。この菌液を超音波処理したものと
処理しないものについて、サルコシン抽出し
た。すなわち最終濃度 0.4％サルコシン液を
加えた超音波処理有無の菌体洗浄液を 30 分
間抽出後、超遠心し、その上清を透析した。 
 
（3）二次元 SDS-PAG 電気泳動と蛋白同定：
サルコシン抽出液を二次元電気泳動後、蛍光
染色した。さらに発光したスポットを切り取
り、トリプシン消化後、質量分析（MALDI 
-TOFMS)を用い蛋白同定した。またウエスタ
ンブロットは泳動後、PVDF 膜に転写し、化学
発光させた。 
 
（4）イオン交換カラムクロマトグラフィ
（DEAE）法：食塩濃度 0mM トリス塩酸緩衝液
（pH8.3）に溶かした DEAE 3～4ml を専用カ
ラムに重層後、試料をチャージした。その後
0～1000mM・NaCL で溶出する蛋白を 3ml づつ
採取した。これら各溶液の蛋白濃度を測定
（280nm）後、各溶液を抗原とした ELISA で
陽性・陰性パネル血清の B. henselae IgG 抗

体価を測定した。また CSD 陽性血清が特に強
く反応する蛋白成分が判明した際はその領
域 NaCL 濃度で溶出する蛋白をステップワイ
ズ法にて量産した。 
 
（5）ELISA による IgG 抗体価測定：96 穴マ
イクロプレートに炭酸緩衝液（pH9.2）で 
希釈した各抗原液を入れ、4℃で一晩固相化
させた。5% skim milk PBSでブロッキング後、 
100倍希釈血清を加えて37℃ 1時間反応させ
た。HRP 標識抗ヒト IgG 抗体を 37℃ 1 時間反
応後、o-phenylenediamine 含有 50mM リン酸
クエン酸緩衝液（pH5.0）で発色させた。4N
硫酸で反応停止後、マイクロプレートリーダ
ー（492nm）で吸光度を測定した。 
 
４．研究成果 
（1）B. henselae菌体サルコシン抽出液の二
次元電気泳動による解析：多種類の蛋白成分
が検出され、Dnak,GroEL,Tuf,RL9,GroEs など
8種類の蛋白が同定された（図 1）。これら蛋
白に対する陽性・陰性パネル血清によるウエ
スタンブロット解析では陽性血清のみに反
応する蛋白の同定は困難であった。したがっ
て、この抽出液をさらに DEAE 法で精製後に
本法による解析を行うことが効率的と思わ
れた。 

図 1 サルコシン上清液の二次元電気泳動 
 
（2）B. henselae菌体の DEAE 法による解析： 
B. henselae超音波処理液を DEAE法で解析

した結果、50-150mM NaCL と 350-450mM NaCL
に 2 つのピークが認められた。一方、CSD 患
者血清および健常人血清と反応する蛋白は
それぞれ 100-300（特に 245-295）mM NaCL と
100-200mM NaCL で両者のピークは異なった
（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 B. henselae DEAE 精製分画における健
常人と CSD 患者血清との反応性 



 
（3）サルコシン抽出における超音波処理の
影響：従来 B. henselae菌体のサルコシン抽
出は超音波処理していたが、処理しないほう
が陽性・陰性血清の解離が大きかった。した
がって、今後は直接サルコシン処理したほう
が不要な蛋白成分が少なく有用と思われた。 
 
（4）サルコシン抽出回数の影響：B. henselae
洗浄液を超音波処理せずに、連続 5回サルコ
シン抽出を繰り返し、その上清液を DEAE 法
で解析した。すなわち、先の DEAE 法の検討
結果より、245-295m NaCL で陽性検体と反応
する蛋白成分が溶出したことより、各抽出液
を 245mM,270mM,および 295mM NaCL で順次溶
出させ、それぞれを 3ml、10 本採取した。各
溶出液を抗原としてELISAでパネル血清のB. 
henselaeIgG 抗体価を測定した。その結果、
サルコシン抽出 1回目では 245mMNaCL で特に
陰性血清と反応する成分の溶出であった。し
かし 2-3回目では 270mM と 295mMNaCL で主に
陽性血清と反応する蛋白成分が確認され、4
回目では295mMNaCLのみに陽性検体と反応す
る蛋白成分が認められた。抽出 5回目ではい
ずれの濃度も陽性・陰性血清と反応する成分
は確認されなかった。 
 
（5）サルコシン抽出 2～4 回目の DEAE 精製
液のウエスタンブロット解析：サルコシン抽
出 2～4回目の DEAE 精製の 245-295mMNaCL 溶
出混合液を SDS-PAGE とウエスタンブロット
法で解析した。その結果、11kDa 付近で分離
不能な蛋白成分が認められたが、他では 30
～65kDa 付近で数本のバンドが認められた
（図 3-①）。 一方、ウエスタンブロット法で
は健常人血清で明らかなバンドが認められ
なかったが、患者血清では11kDa付近～52kDa
の間に数本の明らかなバンドが確認され、患
者によりそのパターンは異なった（図 3-②）。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
① SDS-PAGE      ②ウエスタンブロット法 
 
図 3 DEAE法精製による245-295mMNaCL溶液
の解析 

 
以上 B. henselaeIgG 抗体価測定のための

抗原精製について、サルコシン抽出液の溶解
蛋白成分を検討した。その結果、多種類の蛋
白成分が含まれており、8 種類の蛋白が同定
されたが不要な蛋白が多いため、CSD 患者に
特異的に反応する抗原蛋白の同定・検出は困
難であった。そこでさらにこの溶液を DEAE
法で精製した。サルコシン抽出液は B. 
henselae菌体を超音波処理せず、直接にサル
コシン液で連続抽出したほうが優れ、しかも
2～4 回目の抽出液を DEAE 法で精製する際、
245-295mMNaCL で溶出する蛋白成分が特異性
の高い抗原蛋白が含まれていることが判明
した。今後はこの精製液を大量生産すると同
時にこの抗原液の解析により、種々の特異性
の高い抗原蛋白の精製が可能となり、高感度
ELISA の確立が期待される。 
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