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研究成果の概要（和文）： 
 食中毒を起こす細菌やウイルスを迅速に、簡単に、しかも多検体を一度に検出・鑑別診断
することが、食の安全確保において、また早期予防・早期治療を行う上で重要である。この
目的のために、種々の細菌およびウイルスに対する抗体（単クローン抗体）を作製し、それ
らの抗体を利用して迅速・簡便・網羅的に診断できる方法の開発を試みた。いくつかの抗体
は有用であることが分かったが、引き続きよりよい抗体の作製を試みている。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
  To establish the possible diagnosis for the food poisoning, monoclonal antibodies 
(MAbs) against the bacteria and viruses were produced. The MAbs was confirmed by an 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) test and immunochromatography (IC). The IC 
using MAbs is rapid, simple, specific, applied for multiple samples, and will make it 
possible to screen for and detect food poisoning in most of laboratories or institutes.   
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１．研究開始当初の背景 
 1996 年の食中毒の流行があって以来、腸管
出血性大腸菌 O157:H7 の感染症が知られるよ
うになってきた。O157:H7 に限らずサルモネ

ラ菌や黄色ブドウ球菌などによる食中毒も
いっこうに減少する気配がみられず、食品衛
生上極めて深刻な事態を招いている。最近で
はノロウイルスによる発症者が激増してい
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る。これらの微生物による感染症が起こった
場合、早期治療や対策を行うために、迅速し
かも簡便な鑑別診断法の確立が望まれてい
る。診断には遺伝子学的な方法があるが、操
作が複雑で特殊な機械が必要である。その点、
免疫学的な方法、例えば、ELISA（enzyme 
linked immunosorbent assay）法やイムノク
ロマト（IC）法は操作が簡単でスクリーニン
グに有用である。特に、IC 法は病院内におい
て 20 分程度で診断が可能となる。 
 
 
２．研究の目的 
 食品や臨床材料から、種々の食中毒菌やウ
イルスを簡便（検体を加えるだけで）・迅速
（短時間で確認）に、しかも多検体同時に検
出し、鑑別診断を行うことが、食の安全確保
において、また早期予防・早期治療を行う上
で重要である。当研究室ではこれまでに、ノ
ロウイルスに対する単クローン抗体の作製
を試み、診断用キット(ELISA 法や IC 法)の開
発を試みてきた。さらに食中毒の原因となる
細菌に対する種々の単クローン抗体を作製
し、その抗体を用いた ELISA 法、IC 法あるい
は蛋白質マイクロアレイ法（プロテインチッ
プ）による迅速、簡便、特異的な鑑別診断法
を開発することが目的である。 
 
 
３．研究の方法 
(1)免疫原 
 ベロ毒素産生大腸菌として当研究室にて
分離した O111 株を、病原性大腸菌として標
準株 ATCC 25922 を、サルモネラ菌（SE 菌）
として堺市衛生研究所より分与された菌株
を、腸炎ビブリオとして標準株 NBRC12711 を、
キャンピロバクターとして標準株 JCM2013 を、
ブドウ球菌として当研究室で分離した菌株
を、セレウス菌として標準株 NBRC15305 を、
ウエルシ菌として堺市衛生研究所で分与さ
れた菌株（No.7）を、ピロリ菌として標準株
JCM12093 をそれぞれ用いた。大腸菌、サルモ
ネラ菌、カンピロバクターおよびピロリ菌は
菌体抽出液を、ベロ毒素産生菌、腸炎ビブリ
オ、ブドウ球菌、セレウス菌およびウエルシ
菌はそれぞれ毒素を産生することから培養
上清を免疫源とした。 
(2)単クローン抗体の作製 
 細胞融合は、Kohler と Milstein の方法に
準じて行った。最終免疫 3日後のマウスの心
臓から血液を採取し、開腹して脾臓を取り出
し、PAI細胞と 50% PEG(Polyethylene Glycol) 
4000 により細胞融合をおこなった。なお、動
物実験に際し、大学および学部の研究倫理委
員会規定に基づき同審査委員会の承認を得
て行った。抗体は ELISA 法によりスクリーニ
ングした。抗体陽性細胞をクローニングし、

ELISA 法およびウエスタンブロット法などで
解析した． 
(3)診断法の開発 
 得られた抗体を用いて、ELISA 法およびイ
ムノクロマト法に有用かどうか検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1)ウイルスに対する単クローン抗体 
 ①ノロウイルスに対する迅速簡便な診断法
はすでに確立した。 

 ②引き続き、同科のサポウイルスに対する
抗体を樹立し、ELISA法などに有用である
ことを確認した。 

 ③E型肝炎ウイルスに対する抗体を作製し
たが、有用性に欠けることがわかり、再度、
抗体作成中である。 

 
(2)細菌に対する単クローン抗体 
 表１に示すように、現在，各種微生物に対
する単クローン抗体を得た。 

 
①ベロ毒素に対する抗体 
 得られた５クローン（VT12、VT14、VT211、
VT215 および VT1111）は、免疫原（O-111 株
培養上清）および市販のベロ毒素（RIDA 
Screen キット、Verotoxin 陽性コントロール、
ｒ-Biopharm 社）を抗原として用いた ELISA
法およびウエスタンブロット法において陽
性反応を示した。抗体 VT1111 は、ウエスタ
ンブロット法において、同ベロ毒素抗原の分
子量 70kDa、41kDa および 32kDa を認識した
（図１）。この抗体は、免疫原である培養上
清およびベロ毒素産生分離５株（0157：H7 の
３株、O26 の１株、O111 の１株：いずれも堺
市衛生研究所より分与）のいずれとも交叉反
応を示した。しかし、大腸菌標準株（ベロ毒
素非産生菌）とは反応しなかった。VT1111 の
サブクラスは IgG1 であった。分子量 70kDa
の蛋白はベロ毒素 VT1、41kDa の蛋白はベロ
毒素 VT2、また、32kDa の蛋白はサブユニッ
ト Aに相当することが知られている。この抗



 

 

体は、ベロ毒素産生菌（腸管出血性大腸菌）
の検出に有用であると考えら、ELISA 法にも
利用できることが分かった．現在さらにイム
ノクロマト法への応用を検討している。 
 
 

 
 
 

 
 

 
 

 

 
②
病 
 
②病原性大腸菌に対する抗体 
 免疫原（菌体抽出液）と反応するクローン
（EC3777）が得られた。この抗体は、ウエス
タンブロット法により毒素原性大腸菌の産
生する易熱性毒素と考えられる分子量 86kDa
の蛋白と反応した（図２）。また、いくつか
の野外分離株とも交叉性を示した。サブクラ
スは IgG3 であった。分子量 86kDa 蛋白は、
毒素原性大腸菌の産生する易熱性毒素（LT）
に相当することが知られている。その他、13
クローンが得られており、今後解析を行う予
定である。 
 一方、腸管病原性大腸菌（和歌山分離株、
1982 年、患者便）を免疫原として、対する単
クローン抗体 E.3254、E.1227 および E.1303
が得られた。いずれの抗体も免疫原の腸管病
原性大腸菌、当研究室で分離した野外２株
（河川から分離株、分１および分２）、O128
株（大阪府堺市で食材から分離）、O146 株（堺
市分離株、食材から）および O157:H7（堺市
で分離）とは強い交叉性を示したが、黄色ブ
ドウ球菌、サルモネラ菌とは反応しなかった。
また、抗体クラスを調べたところ、E.3254 は
IgG1、E.1227 および E.1303 は IgG2a であっ
た。得られた抗体は、野外（河川）分離株、
患者下痢便・食材から分離された病原大腸菌
あるいは腸管出血性大腸菌など、大腸菌（属）
に幅広く共通した抗原部位を認識したもの
と考えられる。病原性大腸菌の鑑別に応用す
るにはさらに検討が必要であるが、抗原的解
析には有効な抗体と考えられる。 
 
③サルモネラ菌（SE 菌）に対する抗体 
 SE 菌に対する 4 種類の単クローン抗体 
(SalAb-1,-2,-3 および-4)が得られた。以後
の解析には主に SalAb-1 抗体を用いた。ELISA
法で交差性を調べた結果、免疫原、ATCC13076
はそれぞれ陽性を示し、堺市分離株 18 株の 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
うち 13 株は陽性であったが、5株は陰性であ
ることが分かった。対照として用いた大腸菌
は陰性であった。SE 菌株に対する反応性の違
いは、以前当研究室で報告(2004)した遺伝子
の相同性に関連があることが示唆された。す
なわち、比較的相同性の高いグループ間の株
では反応性を示したが、比較的古い年代に散
発的に分離された株や相同性の低い株には
反応を示さない傾向がみられた。ウエスタン
ブロット法では、免疫原、ATCC13076 および
堺市分離株においてブロードなバンドが認
められた。この 3 株は ELISA 陽性株であり、
残り 2つの陰性株にはブロードなバンドはみ
られなかった。また、このバンドはタンパク
量に非依存的であった。 
そこで、SE 菌の LPS 抽出物と菌体との反応

性を比較したところ、タンパク質を豊富に含
む菌体よりもタンパク質を含まない LPS抽出
物に強い反応がみられた。このことにより、
今回得られた抗体 SalAb-1 は、タンパク質以
外の LPS関連領域を認識した可能性が示唆さ
れた。 
 今後、さらに多くの SE 菌や他属の菌との
交差性を調べるとともに、ネズミチフス菌な
ど同属のサルモネラとの反応性や、詳細な抗
原解析を行い、得られた抗体の鑑別診断への
有用性を検討していく必要がある。 
 その他、14 クローンが得られたが，免疫原
（菌体抽出液）を抗原とした場合，陽性反応
を示すものの，他の株とは反応しないものが
あり、ほとんどが株特異的であることが分か
った。また、市販の TECRA サルモネラ Visual
イムノアッセイ陽性コントロール（TECRA 社）
に対しても反応性がほとんどないか弱かっ
た。ウエスタンブロット法においても反応性
が弱いものがあり、さらに検討が必要である。 
 
④腸炎ビブリオに対する抗体 
 5FF9、5FA8、11BB11、A10F、10FF9 および
11BG10 の６クローンを得た。ウエスタンブロ
ット法において、5FF9 および 5FA8 の単クロ
ーン抗体は分子量 26kDa と 43kDa 付近で強い



 

 

バンドを形成した。また、11BB11、A10F、10FF9
および 11BG10 は 43kDa 付近で強いバンドを
形成した（図３）。腸炎ビブリオの産生する
毒素のひとつに分子量 43kDa の TDH がある。
TDH はダイマーからなり、20 数 kDa のサブユ
ニット分かれやすいことが知られている。
TDH の溶血作用はペプシンやα-キモトリプ
シンの処理により失活することが知られて
いる。0.05、0.25、1%の濃度のペプシンを菌
体に添加し、37℃2 時間処理したものを抗原
として、ELISA 法にて６抗体との反応性を調
べた。未処理のものと比較すると抗体との反
応性がほぼ消失した。また、同様にペプシン
濃度を変え菌体処理したのち、5FF9 および
11BG10 抗体を用いて調べたところ、ペプシン
濃度に応じてバンドが薄くなり 4%で完全に
消失した。 
これらのことから、６つの単クローン抗体
はいずれも、TDH を認識したものと考えられ
た。 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
⑤カンピロバクターに対する抗体 
 免疫原（Campylobacter jejuni、菌体抽出
液）と反応する 5クローンが得られた。これ
らの抗体は、C.jejuni ばかりでなく、C.coli
とも反応した。いずれも菌体の一部を認識し
ていると考えられた。また、市販の TECRA カ
ンピロバクターVisual イムノアッセイ陽性
コントロール（TECRA 社）とも反応すること
から、その有用性が示唆された。 
 
⑥黄色ブドウ球菌に対する抗体 
 免疫原（培養上清）と反応する６クローン
が得られた。これらの抗体は、エンテロトキ
シン（RIDA Screen キット、黄色ブドウ球菌
エンテロトキシンの陽性コントロール、ｒ
-Biopharm 社）および TECRA スタフィロ
Visual イムノアッセイ陽性コントロール
（TECRA 社）とも反応した。ウエスタンブロ
ット法において、25~29kDa のバンドと反応
したころからエンテロトキシンを認識して
いると考えられる。 
 
⑦セレウス菌に対する抗体 

 免疫原（培養上清）および市販の TECRA バ
チルス下痢性毒素(BDE)Visual イムノアッセ
イ陽性コントロール（セレウス菌下痢性毒素、
TEVRA 社）と反応する２クローンを得た。こ
のうち BC841 抗体は、ウエスタンブロット法
において、セレウス菌下痢性毒素、免疫原、
ウエルシ菌（培養上清＋菌体抽出物）と同様
に 25kDa において反応性を示した。このこと
から、この抗体はセレウス菌とウエルシ菌が
共通して産生するとされているホスホリパ
ーゼ C（PLC）に対して反応性を示しているこ
とが考えられた。そこで、セレウス菌由来の
精製 PLC（シグマ社）に対する BC841 の反応
性をウエスタンブロット法により調べたと
ころ、セレウス菌と同様の反応性を示した。
さらに、PLC に対する特異性を確認するため
に、PLC を不活化することで知られている
EDTA を添加したところ、反応性がほとんど消
失した。また、大腸菌、サルモネラ菌および
カンピロバクターを対照抗原たところ、反応
性を示さなかった。これらのことから、A841
は PLC を産生する毒素型食中毒菌（セレウス
菌やウエルシ菌）の検出に利用可能であると
考えられる。 
 一方、同様に 3つの単クローン抗体（A25、
CD4 および CF5）を得た。抗体クラスはすべ
て IgM であった。ELISA 法において、抗体 A25
は、セレウス菌、ウエルシ菌および枯草菌の
菌体抽出物と反応した。また、セレウス菌由
来の精製 PLC およびウエルシ菌由来の精製
PLC（シグマ社）とも反応した。ウエスタン
ブロット法では、セレウス菌およびウエルシ
菌由来の精製 PLC、およびセレウス菌由来の
精製スフィンゴミエリナーゼ（SMase）（シグ
マ社）のいずれとも反応性を示した（図４）。
PLC および SMase は、同じホスホリパーゼ群
に属する酵素タンパクである。これらの結果
から、A25 は PLC および SMase に共通した抗
原部位を認識した抗体であることが示唆さ
れた。他の抗体も同様であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
⑧ウェルシュ菌に対する単クローン抗体 
2C、5A、8D、8C および 7F の 5 クローンを



 

 

得た。これらの単クローン抗体は、ELISA 法
において免疫原と強い反応性を示した。また、
ウェスタンブロット法において、2C、5A およ
び 8D の 3 抗体は、分子量 80kDa および 68kDa
付近で反応性を示した。8C および 7F の 2 抗
体は 80kDa で反応性を示した（図５）。ウェ
ルシュ菌の産生毒素の一種に、分子量 80kDa
のκ毒素（コラゲナーゼ）が知られている。
そこで、ウェルシュ菌と同属で、ガス壊疽菌
のひとつである C.histolyticum 由来コラゲ
ナーゼ（分子量 68~125kDa のいくつかのタ
イプを含む市販品、シグマ社）に対する反応
性を ELISA 法により調べたところ、高い反応
性を示した。また、ウェスタンブロット法で
も、5抗体すべてが 68kDa、75kDa および 80kDa
で反応性を示した。得られた 5 つの抗体は、
いずれも分子量 80kDa において共通して反応
していることから、コラゲナーゼを認識した
ものと考えられる。68kDa および 75kDa と反
応性を示したのは、抗体がウェルシュ菌、お
よ び い く つ か の タ イ プ を も つ
C.histolyticum 由来コラゲナーゼの共通部
分を認識したものと考えられる。 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 一方、m1s および m7o の 2 つの単クローン
抗体を得た。これらの抗体はウエスタンブロ
ット法において、ウェルシュ菌と 43kDa で反
応を示した（図６）。これはウェルシュ菌の
α毒素の分子量に相当することが知られて
いる。一方でセレウス菌（Bacillus cereus）
とも 25kDa で反応を示し、これはセレウス菌
産生のホスフォリパーゼ C（PC-PLC）に相当
することが知られている。α毒素は PLC ファ
ミリーに属し、セレウス菌のPC-PLCと約28％
の相同性が見られ、三次元構造は類似してい
る。このことより、今回得られた抗体は PLC
に反応性を示す抗体であることが考えられ
た。そこでウェルシュ菌およびセレウス菌由
来の精製 PLC（いずれもシグマ社）に対する
反応性をウエスタンブロット法によって調
べたところ、2 つの抗体はいずれの精製 PLC
とも反応した。 
 

(3)迅速簡便な診断法の開発 
 ノロウイルスに対する抗体を用いた迅速
簡便ELISA法およびIC法の診断法はすでに開
発した。さらにサポウイルス、ベロ毒素、エ
ンテロトキシンなどの抗体がELISA法におい
て有用であることを確認した。今後は、より
よい抗体作製と得られた抗体によるIC法へ
の応用を検討する。 
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