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研究成果の概要（和文）：食中毒の原因となるウイルスおよび細菌に対する単クローン抗体を作製し、網羅的・体系化
することにより、数種の食中毒を一度に、迅速・簡便・安価・多検体鑑別診断可能な検査法を開発することが目的であ
る。すでに実用化したもの（ノロウイルスのイムノクロマト法）を除き、よりよい単クローン抗体の樹立に取り組み、
抗原的解析や抗体の特異性を確認した。対象とした微生物（10種類）に対する抗体はすべて樹立することができた。８
種の抗体については、特異性などが確認できた。しかし、最終目的のイムノクロマト法の診断には有用とはいえない抗
体が２種あり、今後再度抗体作製する必要がある。

研究成果の概要（英文）：   Monoclonal antibodies (MAbs) are powerful tools for the study of microorganism.
 A panel of MAbs against food poisoning bacteria and viruses would be valuable for antigenic and structura
l analysis as well as useful for developing new diagnostic assays. The MAbs are of particular interest as 
possible reagents for the development of rapid and simple diagnostic assays (i.e., ELISA or immunochromato
graphy) in clinical settings. In this study, we tried to establish such a panel of MAbs specific-reactive 
to food poisoning bacteria and viruses. 
   We obtained 8 MAbs to each bacterium. With an ELISA, Six MAbs were specific to each bacterium: enteroto
xigenic Escherichia coli, Salmonella enterica serovar enteritidis, Vibrio parahaemolyticus, Campylobacter 
jejuni, Verotoxin producing Escherichia coli or Staphylococcus aureus. Three MAbs were further analyzed wi
th an immunochromatography.
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１．研究開始当初の背景 
 近年、ノロウイルスによる食中毒が多発する
ようになってきたが、カンピロバクターやサル
モネラ菌など従来から知られている細菌性食中
毒もいっこうに減少する気配がみられず、食品
衛生上深刻な事態を招いている。このため、食
中毒の予防対策として食品の安全性を確保する
ことが急務となってきており、我々は、それら
の課題を遂行するために、これまで、食品衛生
の立場から、ウイルス性食中毒や細菌性食中毒
について微生物学的、免疫学的あるいは疫学的
研究を融合的・総合的に行ってきた。 
 食中毒など感染症の原因を調べる方法とし
て、微生物の分離同定のほか、DNAや蛋白を検
出する方法がある。PCR法やDNAマイクロアレ
イ法などの DNA を調べる手法は、感度や特異
性に優れるものの、多検体を調べるには手間
や費用がかかり、特殊な装置が必要なのが欠
点である。 
 それに比較して、免疫学的方法であるELISA
法は、材料の前処理も簡単にでき、多検体を
迅速・簡便・安価に検出できるため、広い分
野で使われている。また、スクリーニングの
目的に有用であることはBSE（牛海面状脳症）
の例などでも知られている。我々もノロウイ
ルスの診断などで有用性があることを証明し
ている。しかし、この ELISA 法も、結果が出
るまでに２〜３時間かかり、測定器機などが
必要となる欠点もある。 
 最近、より迅速簡便な方法として、イムノ
クロマト法やマイクロアレイ法などが利用さ
れるようになってきた。ただ、これらの方法
には単クローン抗体などの特異的かつ感度の
よい抗体が必須であるため、必ずしもあらゆ
る微生物の検出に使われているわけではない。
インフルエンザ、肝炎ウイルス、レンサ球菌
など、少数の微生物や感染症、また、食品中
のアレルゲンの検出などに使われているにす
ぎない。また、食中毒細菌に対する単クロー
ン抗体は、国内外でも個別的には得られてお
り、基礎的研究や抗原的解析には利用されて
いるものの、それを応用した検出法としては、
ベロ毒素検出キットなどがあるのみで体系化
されたものはない。 
 種々の微生物に対する単クローン抗体の作
製は 25 年以上継続しており、数にして 300
種類以上の抗体を得ている。単クローン抗体
とは、化学的および生物学的に単一の性質を
持った1つの蛋白あるいはペプチド成分に対
する抗体のことであり、特定の抗原にのみ反
応する抗体として、微生物の解析はもとより、
診断や治療などにも応用されている。我々は
これまでに、ピロリ菌、ヒト型プリオン蛋白、
種痘ウイルス、ノロウイルスなどに対する単
クローン抗体を世界に先駆けて樹立してきた。
特に、ノロウイルスに対する抗体は、基礎的
な研究に利用されているほか、ELISA 法やイ
ムノクロマト法で世界で初めて実用化に成功
し、英国や米国ＣＤＣなどからも高い評価を
受けた。また、生体内免疫物質に対する抗体

も得ている。さらに、研究分担者の加藤らと
ともに、生体内活性物質・活性酸素の研究や
食品の機能性成分の解析を行うために、酸化
バイオマーカーに対するいくつかの単クロー
ン抗体を樹立し、抗体の一部はすでに世界唯
一の抗体として市販されている。また、大学
発ベンチャー創出推進研究「アゾポリマーを
利用した抗体チップの作製と食品機能評価へ
の応用開発」グループにも参画し、酸化バイ
オマーカーに対する単クローン抗体を利用し
た「抗体チップ」の技術的開発に貢献してき
た。 
 
２．研究の目的 
 種々の食中毒を同時に簡便（複雑な手技や器
機も不要で検体を加えるだけ）・迅速（20 分以
内で）に鑑別診断ができれば、食の安心・安全
確保、また早期発見・予防・治療に役立つこと
ができる。検出法としては、迅速・簡便なELISA
法やイムノクロマト法が考えられる。ただし、
これらの方法には単クローン抗体などの特異的
かつ感度のよい抗体が必要であるため、必ずし
もあらゆる微生物の検出に使われているわけで
はない。また、食中毒の鑑別診断のために、単
クローン抗体を網羅・体系化し、数種の微生物
を同時に簡便迅速に検出する方法はまだ開発さ
れていない。長年手がけてきた単クローン抗体
作製技術と診断・検出技術を活かして、本研究
では、食中毒の原因となるウイルスおよび細菌
に対する単クローン抗体を作製し、網羅的・体
系化することにより、身近な病院や現場に近い
関係機関で、10種の食中毒を一度に、迅速・簡
便・安価・多検体鑑別診断可能な検査法を開発
することが目的である その鑑別診断法が構築
できれば、早期発見・早期治療・早期予防、ま
た、食の安心・安全に役立つことができ、その
意義は大きいと考えられる。 
 
３．研究の方法 
(1) 目標とする微生物 
 細菌性食中毒として、カンピロバクター、
サルモネラ（SE 菌）、腸炎ビブリオ、病原大
腸菌、腸管出血性大腸菌（ベロ毒素産生菌）、
黄色ブドウ球菌、セレウス菌およびウエルシ
菌など８種を対象とする。ウイルス性食中毒
としては、ノロウイルスおよびサポウイルス
である。計10種の食中毒起因微生物を対象と
する。 
(2) 単クローン抗体の樹立とこれまでの研究
進捗状 
 上述のように、ノロウイルスに対する抗体は、
すでに作製済みで実用化されている。これまで
に、腸管出血性大腸菌産生ベロ毒素、黄色ブト
ウ球菌エンテロトキシンに対する抗体は、ほぼ
解析も終わり、ELISA 法やイムノクロマト法に
有用であるか否か確認する。カンピロバクター、
サルモネラ（SE 菌）、腸炎ビブリオ、病原大腸
菌に対する抗体も樹立しており、得られた抗体
の解析と特異性の検討を行う。セレウス菌およ
びウエルシュ菌に対する抗体は、これまでにも



いくつか得られてはいるが、検出系には有用で
はないことが分かったため、新たに作製する必
要がある。免疫源等の具体的な条件は、これま
での検討により確かめている。抗体が得られれ
ば随時、抗原的解析とともに検出法の感度と特
異性の評価を行い有用かどうか検討する。免疫
学的検出法の構築にあたり、Ultra performance 
liquid chromatography (UPLC)やLC/MS/MSを用
いた化学的な分析法なども併用することで、抗
体の信頼性の保証を行う。さらに、野外材料を
用いて検出系に有用かどうか検討し、鑑別診断
法の開発へと発展させる。 
(3) 検出・診断法の開発 
 まず、ELISA 法による有用性を検討する。さ
らに発展させて、イムノクロマト法による検出
法の開発を試みる。すでに得られた抗体で、
ELISA 法により有用と考えられる抗体について
は、現在イムノクロマト法への応用を手がけて
いる。 
 食品や臨床材料から、簡便・迅速に鑑別診断
可能な方法を開発し、食の安全確保とともに、
早期発見・早期治療・早期予防に寄与すること
が最終目標である。 
 
４．研究成果 
 すでに実用化したもの（ノロウイルスのイ
ムノクロマト法）を除き、よりよい単クロー
ン抗体の樹立に取り組み、抗原的解析や抗体
の特異性を確認した。 
 対象とした微生物（10種類）に対する抗体は
すべて期間内には樹立することができた。この
うちいくつかの抗体については、その特異性を
確認することができた（表１）、 
 
表１ 単クローン抗体の交差性と特異性（ELISA法） 
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  病原大腸菌 + - - - - - 
抗 サルモネラ - + - - - - 
  腸炎ビブリオ - - + - - - 
体 カンピロバクター - - - + — - 
  腸管出血性大腸菌 - - - - + - 
  黄色ブドウ球菌 - - - - - + 
  
 しかし、抗体は得たものの、それが最終目的
のイムノクロマト法の診断には有用とはいえ
ない抗体もあり、今後再度抗体を作製する必要
がある。これまでの抗体解析の進捗状況を表２
に示す。 
 抗ベロ毒素（腸管出血性大腸菌）抗体および
黄色ブドウ球菌の抗エンテロトキシン抗体に
ついては、イムノクロマト法への実用化のめど
がついた（図１）。 
 セレウス菌およびウエルシュ菌に対する抗
体は得られたものの実用的ではないことが分
り、今後新たな抗体を作製する必要がある。 

      表2 単クローン抗体取得状況と今後の予定 
=========================================================================== 
    微生物         ターゲット抗原       抗体樹立、進捗状況および今後の予定 
--------------------------------------------------------------------------- 
  ノロウイルス     共通抗原          イムノクロマト（IC）法開発済み 
 サポウイルス       共通抗原          ELISA検討済→今後IC法の有用性 
 サルモネラ(SE菌)   鞭毛蛋白     ELISA検討済→今後IC法の有用性 
 カンピロバクター   外膜蛋白     ELISA検討済→今後IC法の有用性 
 腸炎ビブリオ       耐熱性溶血毒   ELISA検討済→今後IC法の有用性 
 病原大腸菌     易熱性毒素    ELISA検討済→今後IC法の有用性 
 腸管出血性大腸菌  ベロトキシン   イムノクロマト法の有用性済→野外材料 
 ブドウ球菌     エンテロトキシン イムノクロマト法の有用性済→野外材料 
 セレウス菌     ＊フォスフォリパーゼやスフィンゴミエリナーゼに対する 
                        抗体を得たが、ウエルシ菌とも反応した。今後新たな 
                        抗体を作製予定 
 ウエルシ菌     ＊κ毒素（コラゲナーゼ）やα毒素に対する抗体は得たが、 
                        有用性に乏しいことが分かり、特異性の高い抗体を 
                        作製予定 
============================================================================= 

 
 病原性大腸菌（易熱性毒素）、腸炎ビブリオ
（耐熱性溶血毒）、カンピロバクター（外膜蛋
白）およびサルモネラ（鞭毛蛋白）に対する抗
体については、ELISA 法やウエスタンブロット
法により特異的な抗体であることが分かり、今
後、イムノクロマト法にて実用化への検討を行
う。 
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          図１ イムノクロマト法への応用  
a：抗ベロ毒素抗体、b：抗黄色ブドウ球菌エンテロトキシン
抗体、1:O26、2:O111、3:O157、4:病原大腸菌、5:サルモネ
ラ、6:カンピロバクター、7:黄色ブドウ球菌、8:腸炎ビブリ
オ、9:PBS. いずれも特異的に反応している(丸印).上位部の
バンドはコントロールライン. 
 
 今後、新たな抗体の樹立とともに、未解析
の各種抗体抗体について、競争 ELISA 法、ウ
エスタンブロット法、二次元電気泳動法など
でその解析を行う。エピトープマッピングな
どの抗原的解析も行う。抗体の有用性につい
ては、感度と特異性を調べる必要があり、PCR
を使った遺伝子学的検査法と比較検討する。
また、野外材料を使って実際応用可能かどう
か検討する。ELISA法による有用性を検討した
のち、さらに発展させて、イムノクロマト法
による診断法の開発を試みる。これまでに手
がけてきたノロウイルスの検出法を踏襲する。
特別な器具も必要とすることなく、材料や試
料を滴下するだけでバンド形成の有無あるい
は発色の有無を可視判定できるようにしたい。 
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