
(57)【要約】
【課題】ゲル内沈降（ＡＧＰ）試験に代わる多検体処理が可能で、高感度かつ高特異性の
、インフルエンザ感染検査薬および検査方法。
【解決手段】インフルエンザウイルスの核タンパク質（ＮＰ）をＡＩＶ抗体検出抗原とし
て用いるインフルエンザ感染検査薬および検査方法。好ましくは、ＡＩＶ　 A/Duck/Aomor
i/４７８ /０２（Ｈ１Ｎ１）の核タンパク質（ＮＰ）遺伝子にＨｉｓ－ｔａｇ配列を付加
しバキュロウイルスと昆虫細胞を用いてＮＰ－Ｈ isとして発現させた核タンパク質（ＮＰ
）をＡＩＶ抗体検出抗原として用いる。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） を Ａ Ｉ Ｖ （ ト リ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル
ス ） 抗 体 検 出 抗 原 と し て 用 い る こ と を 特 徴 と す る イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 薬 。
【 請 求 項 ２ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） 遺 伝 子 を Ａ Ｉ Ｖ （ ト リ イ ン フ ル エ ン ザ
ウ イ ル ス ） か ら 単 離 し 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 を 用 い て 発 現 さ せ た 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ
） を Ａ Ｉ Ｖ 抗 体 検 出 抗 原 と し て 用 い る 請 求 項 １ に 記 載 の イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 薬 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Ａ Ｉ Ｖ 　 A/Duck/Aomori/４ ７ ８ /０ ２ （ Ｈ １ Ｎ １ ） の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） 遺 伝 子 に Ｈ
ｉ ｓ － ｔ ａ ｇ 配 列 を 付 加 し て Ｎ Ｐ － Ｈ ｉ ｓ と し て 発 現 さ せ た 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） を Ａ Ｉ
Ｖ 抗 体 検 出 抗 原 と し て 用 い る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 薬 。
【 請 求 項 ４ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） を 、 酵 素 結 合 免 疫 反 応 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ ） の 固 相 化 抗 原 と し て 用 い る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検
査 薬 。
【 請 求 項 ５ 】
（ １ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） を 酵 素 結 合 免 疫 反 応 測 定 法 （ Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ ） の 固 相 化 抗 原 と し 、 少 な く と も 前 記 （ １ ） の 固 相 化 抗 原 と
（ ２ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） に 対 し 特 異 的 に 結 合 す る 抗 核 タ ン
パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ ） と か ら な る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の
イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 薬 。
【 請 求 項 ６ 】
　 固 相 化 抗 原 が Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト に 固 相 化 さ れ て い る 請 求 項 ４ 又 は ５ に 記 載 の イ ン フ ル
エ ン ザ 感 染 検 査 薬 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Ａ Ｉ Ｖ 　 A/budgeriger/Aichi/１ /７ ７ （ Ｈ ３ Ｎ ８ ） を 免 疫 し て 作 製 し た 抗 核 タ ン パ ク 質
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ （ Ｉ ｇ Ｇ １ ， κ ） を 用 い る 請 求 項 ５ に 記 載 の イ ン フ ル エ
ン ザ 感 染 検 査 薬 。
【 請 求 項 ８ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 を 、 酵 素 結 合 免 疫 反 応 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） の
固 相 化 抗 原 と し て 用 い る こ と を 特 徴 と す る イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） 遺 伝 子 を Ａ Ｉ Ｖ か ら 単 離 し 、 バ キ ュ ロ
ウ イ ル ス 発 現 系 を 用 い て 発 現 さ せ た 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） を 、 酵 素 結 合 免 疫 反 応 測 定 法 （
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） の 固 相 化 抗 原 と し て 用 い る 請 求 項 ８ に 記 載 の イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
（ １ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） を 酵 素 結 合 免 疫 反 応 測 定 法 （ Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ ） の 固 相 化 抗 原 と し て 用 い 、 少 な く と も 前 記 固 相 化 抗 原 （ １ ） と
（ ２ ） 前 記 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） に 対 し 特 異 的 に 結 合 す る 抗 核 タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 （ Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ ） を 用 い る 請 求 項 ８ 又 は ９ に 記 載 の イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
（ １ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） を 酵 素 結 合 免 疫 反 応 測 定 法 （ Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ ） の 固 相 化 抗 原 と し 、 次 い で 、
（ ２ ） 被 検 血 清 を 加 え て 、 抗 ト リ イ ン フ ル エ ン ザ （ Ａ Ｉ Ｖ ） 抗 体 を 前 記 （ １ ） の 固 相 化 抗
原 と 反 応 さ せ 、 次 い で 、
（ ３ ） 前 記 （ １ ） の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） に 対 し 特 異 的 に 結 合 す る 抗 核 タ ン パ ク 質 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ ） を 加 え て 、 前 記 抗 核 タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｎ Ｐ  
Ｍ Ａ ｂ ） を 前 記 （ ２ ） で 加 え た 被 検 血 清 と 競 合 反 応 さ せ る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の イ ン フ ル エ
ン ザ 感 染 検 査 方 法 。
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【 請 求 項 １ ２ 】
（ １ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） を 酵 素 結 合 免 疫 反 応 測 定 法 （ Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ ） の 固 相 化 抗 原 と し 、 次 い で 、
（ ２ ） 被 検 血 清 を 加 え て 、 抗 ト リ イ ン フ ル エ ン ザ （ Ａ Ｉ Ｖ ） 抗 体 を 前 記 （ １ ） の 固 相 化 抗
原 と 反 応 さ せ 、 次 い で 、
（ ３ ） 前 記 （ １ ） の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） に 対 し 特 異 的 に 結 合 す る 抗 核 タ ン パ ク 質 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ ） を 加 え て 、 前 記 抗 核 タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｎ Ｐ  
Ｍ Ａ ｂ ） を 前 記 （ ２ ） で 加 え た 被 検 血 清 と 競 合 反 応 さ せ 、 次 い で 、
（ ４ ） 前 記 （ ３ ） の 抗 Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ の み と 反 応 す る 酵 素 標 識 抗 体 を 加 え 、 次 い で 、
（ ５ ） 前 記 （ ４ ） の 酵 素 標 識 抗 体 の 標 識 酵 素 の 酵 素 基 質 を 加 え た と き の 発 色 を 測 定 す る 請
求 項 １ １ に 記 載 の イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 Ａ Ｉ Ｖ 　 A/budgeriger/Aichi/１ /７ ７ （ Ｈ ３ Ｎ ８ ） を 免 疫 し て 作 製 し た 抗 核 タ ン パ ク 質
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ （ Ｉ ｇ Ｇ １ ， κ ） を 用 い る 請 求 項 １ ０ ～ １ ２ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 抗 原 を 固 相 化 し た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト を 用 い る 請 求 項 ９ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 薬 お よ び 検 査 方 法 に 関 す る 。 更 に 詳 し く 言 え ば 、 迅
速 、 高 感 度 、 多 検 体 処 理 が 可 能 な 、 Ａ 型 イ ン フ ル エ ン ザ 共 通 抗 原 を 用 い る イ ン フ ル エ ン ザ
感 染 検 査 薬 お よ び 検 査 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 家 禽 に お い て 重 要 な ウ イ ル ス 性 疾 病 と し て 、 ト リ イ ン フ ル エ ン ザ （ Avian Influenza、
以 下 Ａ Ｉ と 略 称 す る 。 ） が 挙 げ ら れ 、 家 畜 伝 染 病 予 防 法 に お い て 、 高 病 原 性 ト リ イ ン フ ル
エ ン ザ （ highly pathogenic avian influenza、 以 下 Ｈ Ｐ Ａ Ｉ と 略 称 す る 。 ） は 法 定 伝 染
病 に 、 低 病 原 性 ト リ イ ン フ ル エ ン ザ （ low pathogenic avian influenza、 以 下 Ｌ Ｐ Ａ Ｉ と
略 称 す る 。 ） は 届 出 伝 染 病 に 指 定 さ れ て お り 、 こ れ ら 疾 病 は 家 禽 産 業 へ の 脅 威 で あ る 。 オ
ル ソ ミ ク ソ 科 Ａ 型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 属 に 属 す る ト リ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ 以 下
Ａ Ｉ Ｖ と 略 称 す る 。 ） は 、 エ ン ベ ロ ー プ を 有 し 、 直 径 約 ８ ０ ～ １ ２ ０ ｎ ｍ で 、 マ イ ナ ス 一
本 鎖 の 分 節 Ｒ Ｎ Ａ を 持 つ 。 こ の ウ イ ル ス は 核 タ ン パ ク 質 （ 以 下 Ｎ Ｐ と 略 称 す る 。 ） と マ ト
リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 （ 以 下 Ｍ と 略 称 す る 。 ） に よ っ て Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ の ３ 種 類 に 抗 原 的 に 分 け
ら れ 、 Ｂ 型 と Ｃ 型 の ウ イ ル ス は ヒ ト に の み 感 染 す る 。 Ａ 型 の ウ イ ル ス だ け が ヒ ト 、 ウ マ 、
ブ タ 、 そ の 他 の 哺 乳 類 お よ び 広 範 な 種 類 の 家 禽 や 野 生 鳥 類 に 感 染 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ Influenza virus） が 産 生 す る １ １ 種 類 の ウ イ ル ス タ ン パ ク
質 は 、 表 面 タ ン パ ク 質 、 内 部 タ ン パ ク 質 、 そ れ に 、 ウ イ ル ス 粒 子 の 内 部 に は 含 ま れ な い 非
構 造 タ ン パ ク 質 の 大 き く ３ つ に 分 類 で き る 。 ウ イ ル ス 粒 子 に 含 ま れ る 表 面 タ ン パ ク 質 に は
赤 血 球 凝 集 タ ン パ ク 質 （ 以 下 Ｈ Ａ と 略 称 す る 。 ） 、 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ （ 以 下 Ｎ Ａ と 略 称 す
る 。 ） 、 マ ト リ ッ ク ス ２ タ ン パ ク 質 （ 以 下 Ｍ ２ と 略 称 す る 。 ） の ３ 種 類 が あ る 。 内 部 タ ン
パ ク 質 に は ポ リ メ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ａ 、 Ｐ Ｂ １ 、 Ｐ Ｂ ２ ） 、 Ｎ Ｐ 、 マ ト リ ッ ク ス １ タ
ン パ ク 質 （ 以 下 Ｍ １ と 略 称 す る 。 ） 、 非 構 造 タ ン パ ク 質 ２ （ 非 構 造 と い う 名 称 が つ い て い
る が 、 ウ イ ル ス 粒 子 内 に 取 り 込 ま れ る ： 以 下 Ｎ Ｓ ２ と 略 称 す る 。 ） が あ る 。 非 構 造 タ ン パ
ク 質 １ （ 以 下 Ｎ Ｓ １ と 略 称 す る 。 ） は 、 感 染 細 胞 の 中 で 大 量 に 産 生 さ れ る が 、 ウ イ ル ス 粒
子 の 中 に は 含 ま れ な い 唯 一 の タ ン パ ク 質 で あ る 。 表 面 タ ン パ ク 質 で あ る Ｈ Ａ と Ｎ Ａ に よ り
血 清 型 （ 亜 型 ） が Ｈ Ａ で １ ５ タ イ プ （ Ｈ １ ～ Ｈ １ ５ ） 、 Ｎ Ａ で ９ タ イ プ （ Ｎ １ ～ Ｎ ９ ） に
分 類 さ れ て い る 。 さ ら に 最 近 で は Ｈ １ ３ と 比 較 的 近 縁 な 新 し い Ｈ １ ６ が 報 告 さ れ て い る 。
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こ の Ｈ Ａ と Ｎ Ａ の さ ま ざ ま な 組 み 合 わ せ に よ り 、 数 多 い 亜 型 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が
存 在 す る 。 Ａ Ｉ は 病 原 性 に よ っ て も Ｈ Ｐ Ａ Ｉ と Ｌ Ｐ Ａ Ｉ に 分 類 さ れ る 。 Ｈ Ｐ Ａ Ｉ は 、 鶏 を
始 め と す る 様 々 な 鳥 類 に 全 身 性 の 症 状 を 引 き 起 こ す 急 性 の 伝 染 病 で あ る 。 そ の 症 状 等 は 多
様 で あ る が 、 致 死 率 が 高 く 伝 播 力 も 極 め て 強 い た め 、 発 生 す る と 養 鶏 産 業 に 重 大 な 影 響 を
与 え る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 従 来 、 Ａ Ｉ Ｖ の Ｈ Ａ お よ び Ｎ Ａ 亜 型 は 、 １ ５ 種 の Ｈ Ａ と ９ 種 の Ｎ Ａ か ら 作 製 し た 抗 血 清
を 用 い 、 そ れ ぞ れ 赤 血 球 凝 集 抑 制 （ hemagglutination inhibition、 以 下 Ｈ Ｉ と 略 称 す る
。 ） 試 験 お よ び ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 抑 制 （ neuraminidase inhibition、 以 下 Ｎ Ｉ と 略 称 す る
。 ） 試 験 に よ り 決 定 さ れ て き た 。 近 年 、 ヒ ト の イ ン フ ル エ ン ザ に お い て は 、 Ｈ １ か ら Ｈ ３
ウ イ ル ス お よ び Ｎ １ と Ｎ ２ ウ イ ル ス の 血 清 型 の 同 定 に 、 逆 転 写 酵 素 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
（ reverse transcriptase polymerase chain reaction、 以 下 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ と 略 称 す る 。
） が 用 い ら れ て き て い る 。 ま た 、 Ｈ １ ～ Ｈ １ ５ の プ ラ イ マ ー を 用 い た Ａ Ｉ Ｖ の 診 断 法 が Le
eら （ Journal of Virological Methods. 97:13-22.2001： 非 特 許 文 献 １ ） に よ り 報 告 さ れ
、 日 本 で も 採 用 さ れ て い る 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 Ａ 型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 検 出 に お い て 迅 速
か つ 抗 血 清 を 必 要 と し な い 効 果 的 な 方 法 と し て 役 立 つ と 言 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 近 年 、 世 界 規 模 で Ａ Ｉ の 発 生 が 相 次 ぎ 、 さ ら に ２ ０ ０ ４ 年 １ 月 に 日 本 で は 約 ７ ９ 年 ぶ り
と な る Ｈ Ｐ Ａ Ｉ の 発 生 が 山 口 県 で 報 告 さ れ た 。 そ の 発 生 に 続 き 同 年 に 大 分 県 、 京 都 府 、 大
阪 府 で も Ｈ Ｐ Ａ Ｉ の 発 生 が 見 ら れ 、 こ れ ら の 血 清 型 は い ず れ も Ｈ ５ Ｎ １ で あ っ た 。 さ ら に
２ ０ ０ ５ 年 に 入 っ て も 茨 城 県 で Ｈ ５ Ｎ ２ の 発 生 が 見 ら れ る な ど 、 Ａ Ｉ Ｖ 感 染 の 状 況 把 握 お
よ び 発 生 が あ っ た 場 合 の 効 果 的 防 除 対 策 の た め に 重 要 な 血 清 学 的 診 断 の 必 要 性 が 高 ま っ て
お り 、 Ａ Ｉ の 的 確 か つ 迅 速 な 診 断 法 を 確 立 す る こ と が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 と こ ろ が 、 Ａ Ｉ Ｖ に は １ ６ の Ｈ Ａ 亜 型 が あ り 、 そ の 血 清 学 的 診 断 に は 多 数 の 抗 血 清 （ １
６ 種 類 と 量 ） お よ び 抗 原 が 必 要 と な る た め 、 診 断 法 が 複 雑 に な る 。 ま た 、 現 行 の 診 断 法 に
は 、 感 度 、 迅 速 性 、 お よ び 特 異 性 等 で 改 良 す べ き 点 が 多 い 。 現 在 、 Ａ Ｉ Ｖ 抗 体 の 検 出 の 血
清 診 断 技 術 の た め に 広 く 用 い ら れ て い る も の は ゲ ル 内 沈 降 （ 以 下 Ａ Ｇ Ｐ と 略 称 す る 。 ） 試
験 と Ｈ Ｉ 試 験 で あ る 。 Ａ Ｇ Ｐ 試 験 は 沈 降 線 を 形 成 す る た め に 抗 原 と 抗 体 の 両 方 を 多 く 必 要
と し 、 判 定 に 少 な く と も ２ ４ 時 間 必 要 と す る 。 Ｈ Ｉ 試 験 は Ａ Ｇ Ｐ 試 験 よ り 感 度 が 高 く よ り
迅 速 で あ る が 、 １ ６ の Ｈ Ａ 亜 型 が あ る た め 非 常 に 手 間 が か か り 、 １ 検 体 あ た り に か か る 費
用 が 高 い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 間 接 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で は 多 数 の 検 体 を 簡 便 に 検 査 で き 、 Snyderら （ Avian  Dis. 29 :136-44
. 1985： 非 特 許 文 献 ２ ） に よ っ て Ａ Ｇ Ｐ 試 験 よ り 感 度 、 特 異 性 が 高 い こ と が 示 さ れ て い る
が 、 非 特 異 反 応 が 多 い と さ れ 、 比 色 定 量 の た め 比 較 的 純 粋 な 抗 原 と そ れ ぞ れ の 試 験 動 物 に
対 す る 種 特 異 的 酵 素 結 合 抗 体 が 必 要 で あ る 。 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 組 換 え 抗 原 と モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 （ 以 下 Ｍ Ａ ｂ と 略 称 す る 。 ） を 用 い る こ と で 、 非 特 異 反 応 を 抑 え 、 感 度 と 特 異 性 を
高 め て い る 。 そ の 有 用 性 は Zhouら （ Avian Dis.42:517-22.1998： 非 特 許 文 献 ３ ） と Shafer
ら （ Avian Dis.42:28-34.1998： 非 特 許 文 献 ４ ） に よ っ て 証 明 さ れ て お り 、 種 特 異 的 酵 素
結 合 抗 体 を 必 要 と し な い た め 様 々 な 動 物 種 に お い て も 診 断 で き る 可 能 性 を 持 っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 を 用 い た イ ン フ ル エ ン ザ 診 断 系 の 有 用 性 は い く つ か 報 告 さ れ て い る 。
Harmonら （ J Med Virol.27:25-30.1989:非 特 許 文 献 ５ ） は 大 腸 菌 に よ っ て 発 現 し た Ｎ Ｐ を
用 い て ヒ ト に お け る イ ン フ ル エ ン ザ 抗 体 の 検 出 を 酵 素 測 定 法 （ Ｅ Ｉ Ａ ） に よ り 行 い 、 発 現
Ｎ Ｐ の 抗 原 と し て の 有 用 性 を 示 し た 。 Voetenら （ Journal of Clinical Microbiology. 32
57-3531.1998:非 特 許 文 献 ６ ） は 、 Ａ 型 お よ び Ｂ 型 の イ ン フ ル エ ン ザ Ｎ Ｐ を 大 腸 菌 で 発 現
さ せ 、 そ れ を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 、 ヒ ト に お け る Ａ 型 お よ び Ｂ 型 イ ン フ ル エ ン ザ 特 異
的 Ｉ ｇ Ｇ お よ び Ｉ ｇ Ａ の 抗 体 推 移 を 調 べ た 。 こ の 実 験 に よ り 組 換 え 抗 原 を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ の 特 異 性 と 迅 速 性 が 示 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Yewdellら （ J Immunol.126:1814-9.1981:非 特 許 文 献 ７ ） は Ｍ Ａ ｂ を 用 い て イ ン フ ル エ
ン ザ 感 染 細 胞 か ら の Ｎ Ｐ と Ｍ の 発 現 を ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ 以 下 Ｒ Ｉ Ａ と 略 称 す る ） 、
蛍 光 抗 体 法 、 凝 集 試 験 等 の 方 法 で 調 べ 、 Ｎ Ｐ が Ｍ よ り 多 く 発 現 さ れ て い る こ と 、 又 は こ れ
ら の 試 験 で 検 出 さ れ や す い こ と を 示 し て い る 。 つ ま り 、 診 断 に お い て よ り 多 く 産 生 さ れ る
、 又 は 検 出 さ れ や す い と 考 ら れ る Ｎ Ｐ に 対 す る Ｍ Ａ ｂ を 用 い る こ と は イ ン フ ル エ ン ザ の 診
断 に お い て 重 要 で あ る 。 さ ら に 、 こ れ に よ り 抗 Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ を 用 い た 診 断 の 有 用 性 が 示 さ
れ 、 Yewdellら に よ っ て 作 製 さ れ た Ｍ Ａ ｂ は De Boerら （ Arch Virol.115:47-61.1990： 非
特 許 文 献 ８ ） の Ｎ Ｐ － Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に も 用 い ら れ 、 迅 速 で 様 々 な 動 物 種 に 用 い る こ と が で き
る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 組 換 え Ｎ Ｐ と 抗 Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ を 用 い た 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は Zhouら （
非 特 許 文 献 ３ ） と Shaferら （ 非 特 許 文 献 ４ ） に よ っ て そ の 有 用 性 が 示 さ れ て い る 。 Zhouら
（ 非 特 許 文 献 ３ ） は 鶏 、 七 面 鳥 、 エ ミ ュ ー 、 ダ チ ョ ウ の 血 清 を 用 い 、 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 Ａ
Ｇ Ｐ 試 験 、 Ｈ Ｉ 試 験 の 比 較 を 行 い 、 Ａ Ｇ Ｐ 試 験 陰 性 で 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 陽 性 か つ Ｈ Ｉ 陽 性 検
体 を 検 出 し 、 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ が Ａ Ｇ Ｐ 試 験 よ り 感 度 と 特 異 性 が 高 く 、 Ｈ Ｉ 試 験 と 同 等 の 感
度 と 特 異 性 を 持 つ こ と を 示 し た 。 Shaferら （ 非 特 許 文 献 ４ ） も 同 様 に 、 鶏 、 七 面 鳥 、 走 鳥
類 、 ウ ズ ラ 、 キ ジ 、 ペ ン ギ ン の 血 清 を 用 い 、 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 Ａ Ｇ Ｐ 試 験 の 比 較 を 行 い 、
こ の ２ つ の 検 査 結 果 の 高 い 相 関 と 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 高 い 特 異 性 を 示 し た 。 Shaferら （ 非 特
許 文 献 ４ ） の 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で は 抗 原 の 精 製 は 行 っ て い な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Journal of Virological Methods. 97:13-22.2001
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Avian Dis.29:136-44.1985
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Avian Dis.42:517-22.1998
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Avian Dis.42:28-34.1998
【 非 特 許 文 献 ５ 】 J Med Virol.27:25-30.1989
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Journal of Clinical Microbiology.3257-3531.1998
【 非 特 許 文 献 ７ 】 J Immunol.126:1814-9.1981
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Arch Virol.115:47-61.1990
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 者 ら が 発 現 を 試 み た Ａ Ｉ Ｖ の Ｎ Ｐ は 、 ウ イ ル ス の 生 活 環 を 通 し て い く つ か の 異 な
っ た 機 能 を 持 つ ４ ９ ８ ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る タ ン パ ク 質 で あ る 。 そ れ は 主 に マ イ ナ ス 一 本
鎖 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 と し て 機 能 し 、 リ ボ ヌ ク レ オ プ ロ テ イ ン 粒 子 （ 以 下 Ｒ Ｎ Ｐ ｓ と 略
称 す る 。 ） 内 の 構 造 タ ン パ ク 質 で あ る 。 加 え て 、 Ｎ Ｐ は 細 胞 質 と 核 の 間 の Ｒ Ｎ Ｐ ｓ の 輸 送
と 転 写 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 。 Ｎ Ｐ 遺 伝 子 は 1,565ｂ ｐ で 、 分 節 ５ に コ ー ド さ
れ て い る 。 Ｎ Ｐ は ウ イ ル ス 間 で 高 く 保 存 さ れ て お り 、 鳥 亜 型 の 他 の Ｎ Ｐ と ９ ５ ％ 以 上 の ア
ミ ノ 酸 配 列 の 一 致 を 持 っ て い る 。 さ ら に 、 亜 型 を 規 定 す る Ｈ Ａ や Ｎ Ａ を コ ー ド す る 遺 伝 子
分 節 と は 異 な る 分 節 上 に 存 在 す る た め 、 Ｈ Ａ と Ｎ Ａ の 抗 原 変 異 に よ る 影 響 を 受 け ず 、 Ａ 型
イ ン フ ル エ ン ザ 共 通 で あ る の で 診 断 検 査 に 利 用 さ れ る 重 要 な タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 特 に 限 定 す る も の で は な い が 、 本 発 明 者 ら は 、 発 現 系 と し て バ キ ュ ロ ウ イ ル ス － 昆 虫 細
胞 を 用 い た 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス と し て は 、 核 多 角 体 病 ウ イ ル ス （ 以 下 Ｎ Ｐ Ｖ と 略 称 す る 。
） に 属 す る Autographa california nuclear polyhedrosis virus（ 以 下 Ａ ｃ Ｎ Ｐ Ｖ と 略 称
す る 。 ） を 用 い た 。 ま た 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 用 ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー と し て プ ラ ス ミ ド
ｐ Ａ ｃ Ｙ Ｍ １ を 使 用 し た 。 こ の ベ ク タ ー は 、 ポ リ ヒ ド リ ン 遺 伝 子 開 始 コ ド ン で あ る Ａ Ｔ Ｇ
の Ａ を 含 む プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー （ ク ロ ー ニ ン グ 位 置 付 近 の 塩 基 配 列 は Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｃ
Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｔ  Ａ  Ｃ Ｇ で あ り 、 下 線 部 は 制 限 酵 素 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 認 識 部 位 ） で
最 も 高 い 発 現 効 率 が 得 ら れ る こ と で 知 ら れ る 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 の ポ イ ン ト は 、 ポ
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リ ヒ ド リ ン と 呼 ば れ る 核 内 封 入 体 構 成 タ ン パ ク 質 の プ ロ モ ー タ ー に あ る 。 発 現 さ せ る 遺 伝
子 に よ っ て も 異 な る が 、 ウ イ ル ス 感 染 末 期 で は 多 い も の で 細 胞 総 タ ン パ ク 質 の 約 ５ ０ ％ が
目 的 タ ン パ ク 質 で あ る と 言 わ れ る 。 こ の 系 に お い て は 、 真 核 生 物 で あ る 昆 虫 細 胞 中 で タ ン
パ ク 質 の 合 成 が 行 わ れ る た め 、 大 腸 菌 な ど の 原 核 生 物 あ る い は 酵 母 な ど の 下 等 な 真 核 生 物
の 発 現 系 と は 異 な り 、 タ ン パ ク 質 の 正 し い 修 飾 が 期 待 さ れ る 。 実 際 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の
切 断 、 リ ン 酸 化 、 糖 鎖 お よ び 脂 肪 酸 の 付 加 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ る 開 裂 な ど の 修 飾 が
確 認 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 さ ら に 、 Ｎ Ｐ に 対 す る Ｍ Ａ ｂ の 作 製 を 試 み た 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 比
較 し て 、 Ｍ Ａ ｂ の 利 点 は 以 下 の ３ 点 （ １ ） ～ （ ３ ） に 集 約 さ れ る 。
（ １ ） 目 的 分 子 の 抗 原 決 定 基 に 対 し て 、 高 力 価 で 高 特 異 性 を 有 す る 抗 体 が 得 ら れ る こ と 、
（ ２ ） 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 他 の 細 胞 株 と 同 様 に 液 体 窒 素 保 存 が 可 能 で あ り 、 実 験
者 の 必 要 に 応 じ て 抗 体 の 調 整 が 可 能 で あ る こ と 、
（ ３ ） Ｍ Ａ ｂ の 精 製 が 容 易 で あ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 現 行 の 診 断 法 に は 、 感 度 、 迅 速 性 、 特 異 性 等 の 面 に お い て 改 良 す べ き 点 が 多 く 、 Ａ Ｉ Ｖ
の 診 断 基 準 と さ れ て い る Ａ Ｇ Ｐ 試 験 は 多 検 体 処 理 に 不 向 き で 多 く の 抗 体 お よ び 抗 原 の 量 を
必 要 と す る 。 つ ま り 、 多 検 体 を 処 理 す る こ と が で き 、 高 感 度 か つ 高 特 異 性 の 診 断 系 の 開 発
が 重 要 と な っ て く る 。 さ ら に 、 Ａ Ｉ Ｖ は 様 々 な 哺 乳 類 お よ び 鳥 類 に 感 染 す る の で 、 そ れ ら
様 々 な 動 物 種 で の モ ニ タ リ ン グ も 可 能 な 方 法 が 望 ま し い 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 Ａ Ｉ Ｖ 株 間 で 保 存 性 が 高 い と さ れ る Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ を 、 例 え ば 、 バ キ ュ ロ
ウ イ ル ス で 発 現 さ せ 、 ス ク リ ー ニ ン グ 用 抗 原 供 給 の 可 能 性 に つ い て 鋭 意 検 討 し 、 さ ら に 、
Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ に 対 す る Ｍ Ａ ｂ を 作 製 し 、 Ａ Ｉ Ｖ の 高 感 度 検 出 系 と し て 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 有
用 性 を 鋭 意 検 討 し 、 Ｎ Ｐ を 用 い た 高 感 度 血 清 学 的 診 断 系 の 確 立 を 試 み 、 本 発 明 を 完 成 す る
に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 下 記 １ ～ ７ に 係 る イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 薬 、 お よ び 下 記 ８ ～ １
４ に 係 る イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 方 法 の 発 明 で あ る 。
１ ． 　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） を Ａ Ｉ Ｖ （ ト リ イ ン フ ル エ ン ザ ウ
イ ル ス ） 抗 体 検 出 抗 原 と し て 用 い る こ と を 特 徴 と す る イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 薬 。
２ ． 　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） 遺 伝 子 を Ａ Ｉ Ｖ （ ト リ イ ン フ ル エ
ン ザ ウ イ ル ス ） か ら 単 離 し 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 を 用 い て 発 現 さ せ た 核 タ ン パ ク 質 （
Ｎ Ｐ ） を Ａ Ｉ Ｖ 抗 体 検 出 抗 原 と し て 用 い る 前 記 １ に 記 載 の イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 薬 。
３ ． 　 Ａ Ｉ Ｖ 　 A/Duck/Aomori/４ ７ ８ /０ ２ （ Ｈ １ Ｎ １ ） の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） 遺 伝 子
に Ｈ ｉ ｓ － ｔ ａ ｇ 配 列 を 付 加 し て Ｎ Ｐ － Ｈ ｉ ｓ と し て 発 現 さ せ た 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） を
Ａ Ｉ Ｖ 抗 体 検 出 抗 原 と し て 用 い る 前 記 １ 又 は ２ に 記 載 の イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 薬 。
４ ． 　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） を 、 酵 素 結 合 免 疫 反 応 測 定 法 （ Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） の 固 相 化 抗 原 と し て 用 い る 前 記 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の イ ン フ ル エ ン ザ 感 染
検 査 薬 。
５ ． （ １ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） を 酵 素 結 合 免 疫 反 応 測 定 法 （
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） の 固 相 化 抗 原 と し 、 少 な く と も 前 記 （ １ ） の 固 相 化 抗 原 と
（ ２ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） に 対 し 特 異 的 に 結 合 す る 抗 核 タ ン
パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ ） と か ら な る 前 記 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の イ
ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 薬 。
６ ． 　 固 相 化 抗 原 が Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト に 固 相 化 さ れ て い る 前 記 ４ 又 は ５ に 記 載 の イ ン フ
ル エ ン ザ 感 染 検 査 薬 。
７ ． 　 Ａ Ｉ Ｖ 　 A/budgeriger/Aichi/１ /７ ７ （ Ｈ ３ Ｎ ８ ） を 免 疫 し て 作 製 し た 抗 核 タ ン パ
ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ （ Ｉ ｇ Ｇ １ ， κ ） を 用 い る 前 記 ５ に 記 載 の イ ン フ ル
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エ ン ザ 感 染 検 査 薬 。
８ ． 　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 を 、 酵 素 結 合 免 疫 反 応 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
） の 固 相 化 抗 原 と し て 用 い る こ と を 特 徴 と す る イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 方 法 。
９ ． 　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） 遺 伝 子 を Ａ Ｉ Ｖ か ら 単 離 し 、 バ キ
ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 を 用 い て 発 現 さ せ た 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） を 、 酵 素 結 合 免 疫 反 応 測 定
法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） の 固 相 化 抗 原 と し て 用 い る 前 記 ８ に 記 載 の イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 方 法
。
１ ０ ． （ １ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） を 酵 素 結 合 免 疫 反 応 測 定 法
（ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） の 固 相 化 抗 原 と し て 用 い 、 少 な く と も 前 記 固 相 化 抗 原 （ １ ） と
（ ２ ） 前 記 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） に 対 し 特 異 的 に 結 合 す る 抗 核 タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 （ Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ ） を 用 い る 前 記 ８ 又 は ９ に 記 載 の イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 方 法 。
１ １ ． （ １ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） を 酵 素 結 合 免 疫 反 応 測 定 法
（ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） の 固 相 化 抗 原 と し 、 次 い で 、
（ ２ ） 被 検 血 清 を 加 え て 、 抗 ト リ イ ン フ ル エ ン ザ （ Ａ Ｉ Ｖ ） 抗 体 を 前 記 （ １ ） の 固 相 化 抗
原 と 反 応 さ せ 、 次 い で 、
（ ３ ） 前 記 （ １ ） の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） に 対 し 特 異 的 に 結 合 す る 抗 核 タ ン パ ク 質 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ ） を 加 え て 、 前 記 抗 核 タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｎ Ｐ  
Ｍ Ａ ｂ ） を 前 記 （ ２ ） で 加 え た 被 検 血 清 と 競 合 反 応 さ せ る 前 記 １ ０ に 記 載 の イ ン フ ル エ ン
ザ 感 染 検 査 方 法 。
１ ２ ． （ １ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） を 酵 素 結 合 免 疫 反 応 測 定 法
（ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） の 固 相 化 抗 原 と し 、 次 い で 、
（ ２ ） 被 検 血 清 を 加 え て 、 抗 ト リ イ ン フ ル エ ン ザ （ Ａ Ｉ Ｖ ） 抗 体 を 前 記 （ １ ） の 固 相 化 抗
原 と 反 応 さ せ 、 次 い で 、
（ ３ ） 前 記 （ １ ） の 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） に 対 し 特 異 的 に 結 合 す る 抗 核 タ ン パ ク 質 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ ） を 加 え て 、 前 記 抗 核 タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｎ Ｐ  
Ｍ Ａ ｂ ） を 前 記 （ ２ ） で 加 え た 被 検 血 清 と 競 合 反 応 さ せ 、 次 い で 、
（ ４ ） 前 記 （ ３ ） の 抗 Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ の み と 反 応 す る 酵 素 標 識 抗 体 を 加 え 、 次 い で 、
（ ５ ） 前 記 （ ４ ） の 酵 素 標 識 抗 体 の 標 識 酵 素 の 酵 素 基 質 を 加 え た と き の 発 色 を 測 定 す る 前
記 １ １ に 記 載 の イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 方 法 。
１ ３ ． 　 Ａ Ｉ Ｖ 　 A/budgeriger/Aichi/１ /７ ７ （ Ｈ ３ Ｎ ８ ） を 免 疫 し て 作 製 し た 抗 核 タ ン
パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ （ Ｉ ｇ Ｇ １ ， κ ） を 用 い る 前 記 １ ０ ～ １ ２ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 方 法 。
１ ４ ． 　 抗 原 を 固 相 化 し た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト を 用 い る 前 記 ９ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 検 査 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に 係 る Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を 用 い た 診 断 系 は 高 い 感 度 と 特 異 性 を 示 し た 。 中 で も
、 Ｍ Ａ ｂ を 用 い る 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 高 い 有 用 性 を 示 し た 。 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る Ａ 型 イ ン
フ ル エ ン ザ 抗 体 の 診 断 に は い く つ か の 有 利 な 点 が あ る 。 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 多 検 体 処 理 が 可
能 な た め 時 間 を 節 約 す る こ と が で き る 。 組 換 え タ ン パ ク 質 を 用 い る た め ウ イ ル ス を 用 い る
必 要 が な い 。 さ ら に 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト に 抗 原 を 固 相 化 さ せ 、 保 存 し て お く こ と で 、 検
査 を 容 易 に し 、 更 な る 時 間 の 短 縮 へ と つ な が る 。 間 接 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の よ う な 純 度 の 高 い 抗 原
の 精 製 を 必 要 と し な い 。 そ し て 、 様 々 な 哺 乳 類 お よ び 鳥 類 に お け る モ ニ タ リ ン グ も 同 様 の
方 法 で 検 査 で き る 可 能 性 を 持 つ 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 感 度 と 特 異 性 が 低 下 し な い 、 抗 原 を 固 相 化 し た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト の 保 存 は 、 検 査 を よ
り 容 易 に し 、 他 の 検 査 機 関 へ の 供 給 を 容 易 と す る の で 特 に 好 ま し い 。 本 発 明 で は 、 Ａ Ｉ Ｖ
 Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ に つ い て Ｈ ｉ ｓ － ｔ ａ ｇ を 利 用 し た 精 製 を 行 っ た 。 精 製 抗 原 を 用 い る と 、 Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 非 特 異 反 応 を 効 果 的 に 抑 え る こ と が で き る 。 し か し 、 精 製 に は 多 く の 時 間 を 必
要 と し 、 さ ら に 抗 原 の 量 も 著 し く 少 な く な る 。 非 精 製 状 態 で の 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で は 多 検 体
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処 理 を さ ら に 効 率 よ く 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 に 係 る 診 断 系 は 、 様 々 な 動 物 種 に お け る
血 清 を 用 い 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 行 う こ と に よ り 幅 広 く 用 い る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ は 、 分 離 A/Duck/Aomori/４ ７ ８ /０ ２ （ Ｈ １ Ｎ １ ） 株
を 鋳 型 と し 、 Ｒ Ｔ Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 各 分 節 の 全 長 を 増 幅 さ せ た 。 Ｎ Ｐ 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ
ー は Ｎ Ｐ の Ｃ 末 端 に ヒ ス チ ジ ン タ グ を 付 加 す る よ う に 設 計 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ｐ Ｃ Ｒ 2.1
に 挿 入 し 、 コ ン ピ テ ン ト 細 胞 へ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 好 ま し く は バ キ ュ ロ ウ イ ス ル 発 現 系
に よ り 行 う 。 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 作 製 は 、 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ を バ キ ュ ロ
ウ イ ル ス ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー ｐ Ａ ｃ Ｙ Ｍ １ に 挿 入 後 、 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン を 行
い 、 ｐ Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ -ｐ Ａ ｃ Ｙ Ｍ １ と Ａ ｃ Ｒ Ｐ ２ ３ -Ｌ ａ ｃ Ｚ と の コ ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン に よ り 組 換 え ウ イ ル ス を 作 製 し た 。 こ の ウ イ ル ス を プ ラ ッ ク ク ロ ー ニ ン グ し 、 こ れ
を Ａ ｃ Ａ Ｉ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ と し た 。 得 ら れ た Ａ ｃ Ａ Ｉ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を Ｓ ｆ ９ 細 胞 に 感 染 さ せ
、 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を 発 現 さ せ た 。 さ ら に 、 Ａ ｃ Ａ Ｉ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ 感 染 細 胞 か ら 、 Ｎ ｉ
カ ラ ム を 用 い て Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を 精 製 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 発 現 さ せ た Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を 用 い Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ と Ａ Ｇ Ｐ 試 験 の 有 用 性
の 検 討 を 行 っ た 。 精 製 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を 用 い た 間 接 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で は 、 Ａ Ｉ Ｖ 免 疫 鶏 血
清 に つ い て は 、 実 施 し た 血 清 希 釈 に お い て 用 い た 野 外 正 常 鶏 血 清 よ り 有 意 に 高 い 値 を 示 し
、 ま た 用 い た 全 て の 野 外 正 常 鶏 血 清 に お い て 、 実 施 し た 血 清 希 釈 に お け る 非 特 異 的 陽 性 反
応 は 認 め ら れ な か っ た 。 さ ら に 、 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を 用 い た Ａ Ｇ Ｐ 試 験 で は Ａ Ｉ Ｖ 免 疫
鶏 血 清 で の み 沈 降 線 を 形 成 し 、 野 外 正 常 鶏 血 清 で は 非 特 異 的 陽 性 反 応 は 認 め ら れ な か っ た
。 野 外 ダ チ ョ ウ 血 清 に お い て は 全 て 陰 性 で あ っ た 。 な お 、 こ れ ら の 結 果 は Ｒ Ｎ Ｐ 抗 原 を 用
い た 結 果 と 同 じ で あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 よ り 、 発 現 し た Ｎ Ｐ は 、 様 々 な 検 査 法 の 抗 Ａ Ｉ Ｖ
抗 体 検 出 用 抗 原 と し て 広 く 用 い る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 抗 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ の 作 製 で は 、 精 製 Ａ Ｉ Ｖ 　 A/budgerigar/Aichi/１ /７ ７ （ Ｈ ３ Ｎ
８ ） を 用 い て 免 疫 し た マ ウ ス か ら Ｍ Ａ ｂ  １ １ Ｅ ５ （ 軽 鎖 κ 、 重 鎖 Ｉ ｇ Ｇ １ ） が 得 ら れ た
。 こ の Ｍ Ａ ｂ  １ １ Ｅ ５ を 濃 縮 し 、 反 応 性 を 調 べ た と こ ろ 、 抗 原 に 精 製 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ
ｓ を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お い て 、 1.0× １ ０ 5 倍 希 釈 ま で 反 応 し た 。 抗 原 に Ａ Ｉ Ｖ 　 A/budg
erigar/Aichi/１ /７ ７ （ Ｈ ３ Ｎ ８ ） と 精 製 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ で は 共 に い ず れ の 位 置 に も バ ン ド が 確 認 で き な か っ た 。 こ の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ
ィ ン グ 陰 性 で あ っ た こ と に は 以 下 の よ う な こ と が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 細 胞 内 で イ ン フ ル エ ン ザ Ｎ Ｐ は オ リ ゴ マ ー と し て 安 定 し て い る 。 さ ら に 、 こ の Ｎ Ｐ オ リ
ゴ マ ー は 非 共 有 結 合 に よ り 結 合 し て い て 、 Ｓ Ｄ Ｓ 抵 抗 性 、 広 い 温 度 範 囲 と 塩 類 （ １ Ｍ  Ｎ
ａ Ｃ ｌ ， １ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ ） や 変 性 剤 （ ８ Ｍ  尿 素 ） の 存 在 下 で も 安 定 し て い る が 、 ８ ０ ℃ 以 上
の 加 熱 と ｐ Ｈ ５ 以 下 で Ｎ Ｐ モ ノ マ ー に 解 離 す る 。 つ ま り 、 抗 原 調 整 の 段 階 で の １ ０ ０ ℃ の
加 熱 や Ｍ Ｅ ＋ の 影 響 に よ り 立 体 構 造 が 変 化 し た 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 Ａ Ｉ Ｖ 　 A/budger
igar/Aichi/１ /７ ７ （ Ｈ ３ Ｎ ８ ） を 抗 原 と し た 場 合 に 、 ど の 部 分 に も バ ン ド が 確 認 で き な
か っ た こ と と 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 高 い 反 応 を 示 し た 精 製 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ に も 全 く 反 応 し な
か っ た こ と か ら 、 Ｍ Ａ ｂ  １ １ Ｅ ５ に 対 す る Ｎ Ｐ の エ ピ ト ー プ が 電 気 泳 動 又 は 加 熱 に よ る
影 響 で 変 化 し た の で は な い か と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ と Ｍ Ａ ｂ  １ １ Ｅ ５ を 用 い た 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 応 用
の 検 討 を 行 っ た 。 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お い て 、 Ａ Ｉ Ｖ 免 疫 鶏 血 清 は 全 て ほ ぼ １ ０ ０ ％ の 抑 制
を 示 し 、 Ｓ Ｐ Ｆ 鶏 血 清 、 野 外 正 常 鶏 血 清 、 ダ チ ョ ウ 血 清 に お い て は 抑 制 反 応 は 認 め ら れ な
か っ た 。 ま た Ａ Ｇ Ｐ 価 ２ ～ ８ で あ る 実 際 の Ｈ ９ Ｎ ２ 感 染 鶏 血 清 ５ 検 体 は そ れ ぞ れ １ ０ ０ ％
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、 ３ ４ ％ 、 １ ０ ０ ％ 、 ９ １ ％ 、 ８ ０ ％ の 抑 制 率 を 示 し た 。 そ こ で 、 陰 性 検 体 の 抑 制 率 の 平
均 値 と 標 準 偏 差 、 ま た 実 験 感 染 鶏 血 清 の 抑 制 率 か ら 、 ３ ０ ％ 以 上 の 抑 制 を 陽 性 と す る こ と
に し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 Ｈ １ か ら Ｈ １ ２ に 対 す る Ａ Ｉ Ｖ 免 疫 鶏 血 清 に お い て 、 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ と Ａ Ｇ Ｐ
試 験 の 陽 性 限 界 を 比 較 し た と こ ろ 、 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 陽 性 限 界 ／ Ａ Ｇ Ｐ 試 験 陽 性 限 界 は 約 １
～ １ ０ 倍 で あ り 、 Ａ Ｇ Ｐ 試 験 に 比 べ 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 方 が よ り 感 度 が 高 い こ と が 判 明 し た
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 Ａ Ｇ Ｐ 試 験 と 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 判 定 結 果 が 異 な る 検 体 が 検 出 さ れ た 。 既 に Ａ Ｇ Ｐ 試 験 に
よ り 陰 性 と 診 断 さ れ て い る 山 口 県 で Ａ Ｉ 殺 処 分 対 象 と な っ た 鶏 血 清 ７ ５ 検 体 に お け る 競 合
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 結 果 で は 、 ３ ０ ％ 以 上 の 抑 制 を 示 し た 検 体 が １ 検 体 あ り 、 そ の 抑 制 率 は ４ １
％ で あ っ た 。 な お 、 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で ３ ０ ％ 以 上 の 抑 制 を 示 し た 検 体 で は A/Duck/Hokkaid
o/８ ４ /０ ２ （ Ｈ ５ Ｎ ３ ） を 用 い た Ｈ Ｉ 試 験 で 血 清 希 釈 ２ ０ 倍 ま で 検 出 可 能 で あ り 、 他 の
検 体 で は Ｈ ５ に 非 特 異 的 に 反 応 し た 検 体 は な か っ た の で 、 こ の 反 応 は Ｈ ５ 亜 型 特 異 的 で あ
る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ の 結 果 は 、 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ が Ａ Ｉ Ｖ 感 染 の 血 清 学 的 診 断 法 と し て
Ａ Ｇ Ｐ 試 験 の 代 替 法 と し て 用 い る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。 さ ら に 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ が
数 値 と し て 客 観 的 に 判 定 で き る の に 対 し 、 Ａ Ｇ Ｐ 試 験 で は 判 定 が 主 観 的 な も の に な っ て し
ま い 、 明 瞭 な 沈 降 線 を 形 成 し な い 場 合 に 陽 性 を 見 落 と す 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ゲ ル 内 沈 降 （ Ａ Ｇ Ｐ ） 試 験 に 代 わ る 多 検 体 処 理 が 可 能 で 、 高 感 度 か つ 高 特 異 性 の 、 ト リ
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ Ａ Ｉ Ｖ ） の 診 断 系 を 開 発 し た 。 Ａ Ｉ Ｖ 株 間 で 保 存 性 が 高 く Ａ Ｉ
の 診 断 に 有 用 で あ る と さ れ る 核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） を 発 現 し 、 ス ク リ ー ニ ン グ 用 抗 原 の 供
給 を 可 能 と し 、 さ ら に Ｎ Ｐ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ Ａ ｂ ） の 作 製 と そ れ を 用 い た
競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 有 用 性 を 明 ら か に し た 。 Ａ Ｉ Ｖ 　 A/Duck/Aomori/４ ７ ８ /０ ２ （ Ｈ １ Ｎ
１ ） の Ｎ Ｐ 遺 伝 子 に Ｈ ｉ ｓ － ｔ ａ ｇ 配 列 を 付 加 し バ キ ュ ロ ウ イ ル ス と 昆 虫 細 胞 を 用 い て Ｎ
Ｐ － Ｈ ｉ ｓ と し て 発 現 し た 。 抗 Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ （ Ｉ ｇ Ｇ １ ， κ ） は Ａ Ｉ Ｖ 　 A/budgeriger/Ai
chi/１ /７ ７ （ Ｈ ３ Ｎ ８ ） を 免 疫 し て 作 製 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 Ａ Ｉ Ｖ 免 疫 血 清 と 正 常 血 清 を 用 い た 発 現 Ｎ Ｐ を 抗 原 と し た 間 接 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 Ａ Ｉ Ｖ 免 疫
血 清 と 正 常 お よ び ダ チ ョ ウ 血 清 を 用 い た 発 現 Ｎ Ｐ を 抗 原 と し た Ａ Ｇ Ｐ 試 験 、 い ず れ も Ａ Ｉ
Ｖ 免 疫 血 清 を 有 意 に 検 出 し 、 用 い た 正 常 血 清 に は 非 特 異 反 応 は 認 め ら れ ず 、 ま た 、 ダ チ ョ
ウ 血 清 は 陰 性 だ っ た 。 Ａ Ｉ Ｖ 免 疫 血 清 、 実 験 感 染 血 清 、 正 常 お よ び ダ チ ョ ウ 血 清 を 用 い た
競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で は 陽 性 で あ る Ａ Ｉ Ｖ 免 疫 血 清 と 実 験 感 染 血 清 で は 有 意 な 競 合 が 認 め ら れ
、 正 常 血 清 や ダ チ ョ ウ 血 清 で は 競 合 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 さ ら に 、 Ａ Ｉ Ｖ 免 疫 血 清 を 用 い て 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ と Ａ Ｇ Ｐ 試 験 の 陽 性 限 界 を 比 較 し た と
こ ろ 、 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 方 が １ ～ １ ０ 倍 感 度 が 良 い こ と が 示 さ れ た 。 そ こ で 、 Ａ Ｉ 殺 処 分
対 象 血 清 ７ ５ 検 体 に つ い て 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 実 施 し た と こ ろ 、 陽 性 を １ 検 体 検 出 し た 。 こ
の 検 体 を 用 い た 赤 血 球 凝 集 抑 制 試 験 で は Ｈ ５ 亜 型 が 特 異 的 に 抑 制 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 か
ら 、 発 現 し た Ｎ Ｐ は 様 々 な 検 査 法 の Ａ Ｉ Ｖ 抗 体 検 出 抗 原 と し て 広 く 用 い る こ と が で き 、 競
合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 短 時 間 か つ 高 感 度 に 抗 Ａ Ｉ Ｖ 抗 体 を 検 出 で き る こ と か ら 、 ス ク リ ー ニ ン グ
に と っ て 有 用 性 の 高 い 検 査 法 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　 以 下 に 実 施 例 を 示 し 、 本 発 明 を 更 に 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に よ っ
て 何 ら の 制 約 を 受 け る も の で は な い 。
［ 材 料 お よ び 方 法 ］
１ ． 被 検 血 清
　 Ａ Ｉ Ｖ （ Ｈ ９ Ｎ ２ 亜 型 ） 実 験 感 染 鶏 血 清 は 、 独 立 行 政 法 人 動 物 衛 生 研 究 所 （ 茨 城 県 つ く
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ば 市 ） か ら 分 与 さ れ た 。 Ａ Ｉ 殺 処 分 対 象 鶏 血 清 ８ ０ 検 体 は 山 口 県 中 部 家 畜 保 健 衛 生 所 か ら
分 与 さ れ た 。 ダ チ ョ ウ 血 清 は 山 形 朝 日 オ ー ス ト リ ッ チ 産 業 セ ン タ ー （ 山 形 県 朝 日 町 ） か ら
分 与 さ れ た 。 野 外 正 常 鶏 血 清 は 青 森 ポ ー ト リ ー （ 青 森 県 八 戸 市 ） か ら 分 与 さ れ た 。 Ｓ Ｐ Ｆ
鶏 血 清 は 、 化 学 及 血 清 療 法 研 究 所 （ 熊 本 県 熊 本 市 ） か ら 分 与 さ れ た 。 抗 Ａ Ｉ Ｖ 免 疫 鶏 血 清
は 作 製 さ れ た も の を 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
２ ． ト リ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス
　 参 照 ウ イ ル ス 株 と し て Ｈ Ａ の １ ～ １ ２ 亜 型 、 Ｎ Ａ の １ ～ ９ 亜 型 を 含 む ウ イ ル ス を 用 い た
。 こ れ ら の 株 は 、 北 海 道 大 学 大 学 院 獣 医 学 研 究 科 微 生 物 学 教 室 喜 田 宏 教 授 か ら 分 与 さ れ た
。 Ｎ Ｐ 抗 原 作 製 用 に は 、 A/budgerigar/Aichi/１ /７ ７ （ 以 下 Ａ 株 と 略 称 す る 。 ） を 社 団 法
人 動 物 用 生 物 学 的 製 剤 協 会 （ 東 京 都 ） か ら 購 入 し た 。 Ｎ Ｐ 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ 用 に は 、 分
離 株 A/Duck/Aomori/４ ７ ８ /０ ２ を 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
３ ． Ａ Ｉ Ｖ の 精 製
　 Ａ 株 を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 （ 0.14Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ ， ２ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ ， ３ ｍ Ｍ  Ｎ ａ 2 Ｈ Ｐ Ｏ

4 ， 1.5ｍ Ｍ  Ｋ Ｈ 2 Ｐ Ｏ 4 ， ｐ Ｈ 7.2： 以 下 Ｐ Ｂ Ｓ と 略 称 す る 。 ） で １ ０ - 1 、 １ ０ - 2 、 １ ０ - 3

、 １ ０ - 4 に 希 釈 し １ ０ 日 齢 の 発 育 鶏 卵 （ 小 岩 井 農 場 、 岩 手 県 雫 石 町 ） に 接 種 し た 。 ３ 日 後
、 Ａ 株 感 染 漿 尿 液 を 回 収 し 、 1,100ｘ ｇ 、 １ ０ 分 間 、 ４ ℃ で 遠 心 し 上 清 を 回 収 し た 。 回 収
し た 上 清 を 超 遠 心 分 離 機 Ｌ Ｅ － ８ ０ Ｋ （ Beckman、 東 京 都 ） と Ｓ Ｗ ２ ８ Roter（ Beckman）
で 80,000ｘ ｇ 、 ９ ０ 分 間 、 ４ ℃ で 遠 心 し た 。 上 清 は 捨 て 、 ペ レ ッ ト を 0.08%ア ジ 化 ナ ト リ
ウ ム （ 以 下 Ｎ ａ Ｎ 3 と 略 記 す る 。 ） 添 加 Ｐ Ｂ Ｓ で 再 浮 遊 し ３ 日 間 、 ４ ℃ で 保 存 し た 。 ペ レ
ッ ト を よ く 撹 拌 し 30,000ｘ ｇ 、 ５ 分 間 遠 心 し た 。 上 清 を 回 収 し 、 １ ０ ％ と な る よ う に シ ョ
糖 を 加 え 、 さ ら に ２ ０ ～ ８ ０ ％ の シ ョ 糖 液 を 密 度 勾 配 上 に 重 層 し 、 80,000ｘ ｇ 、 ９ ０ 分 間
、 ４ ℃ で 遠 心 し た 。 各 フ ラ ク シ ョ ン を 回 収 し Ｐ Ｂ Ｓ を ３ ０ ｍ ｌ 加 え 、 80,000ｘ ｇ 、 ９ ０ 分
間 、 ４ ℃ で 遠 心 し 、 上 清 を 捨 て た 。 ペ レ ッ ト を １ ｍ ｌ の 0.08％ Ｎ ａ Ｎ 3 添 加 Ｐ Ｂ Ｓ で 再 浮
遊 し 精 製 A/budgerigar/Aichi/１ /７ ７ と し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
４ ． Ａ Ｇ Ｐ 試 験 方 法
１ ） 寒 天 ゲ ル の 作 製
　 寒 天 ゲ ル の 作 製 は 、 「 鶏 ウ イ ル ス 病 の 診 断 法 」 （ 堀 内 貞 治 .鶏 ウ イ ル ス 病 の 診 断 法 .pp. 
595-606.1982.） に 従 っ て 行 っ た 。 リ ン 酸 緩 衝 液 （ 0.02Ｍ  Ｎ ａ 2 Ｈ Ｐ Ｏ 4 ， １ ｍ Ｍ  Ｋ Ｈ 2 Ｐ
Ｏ 4 ， ｐ Ｈ 7.4） に 8.0％ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 1.0％ の Bacto-Agarを 混 合 し た 。 そ の 後 、 １ ０ ％ Ｎ ａ
Ｎ 3 を 1.0％ 加 え た 。 シ ャ ー レ に ２ ５ ｍ ｌ の 寒 天 を 入 れ 、 寒 天 が 固 ま っ て か ら ゲ ル パ ン チ ャ
ー （ 穴 ５ ｍ ｍ × ７ well） で 寒 天 を 切 り 取 り 、 吸 引 し て 穴 を 作 り 反 応 用 寒 天 平 板 と し た 。
２ ） Ａ Ｇ Ｐ 抗 原
　 発 育 鶏 卵 培 養 精 製 Ａ 株 （ 以 下 Ｒ Ｎ Ｐ 抗 原 と 称 す る 。 ） を 用 い た 。
３ ） Ａ Ｇ Ｐ 試 験
　 寒 天 ゲ ル の 中 央 wellに Ａ Ｇ Ｐ 抗 原 を 、 陽 性 血 清 と し て 周 囲 の well １ つ お き に 抗 Ａ Ｉ Ｖ
鶏 血 清 を 、 そ の 間 に 被 検 血 清 を そ れ ぞ れ ３ ０ μ ｌ /wellず つ 入 れ 、 室 温 で ２ 日 観 察 し た 。
沈 降 線 が 確 認 さ れ た 最 大 血 清 希 釈 倍 数 の 逆 数 を Ａ Ｇ Ｐ 価 と し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
５ ． Ｈ Ｉ 試 験 （ β 法 ）
　 Ｈ Ｉ 試 験 は 、 「 Ｏ Ｉ Ｅ マ ニ ュ ア ル 」 （ OIE MANUAL OF DIAGNOSTIC TESTS AND VACCINES 
FOR TERRESTRIAL ANIMALS. HIGHLY PATHOGENIC AVIAN INFLUENZA. OIE Terrestrial Manu
al. CHAPTER2.1.14.2004.） に 従 っ て 行 っ た 。  
１ ） Ｈ Ａ 試 験
　 ９ ６ well Ｕ 型 マ イ ク ロ プ レ ー ト （ ９ ６ Ｕ  W/OUT LID SH MICROWELL PLATE： Nalge Nunc
 International, NY, USA） を 用 い 、 ウ イ ル ス 液 ２ ５ μ ｌ を 0.15Ｍ 生 理 食 塩 水 で ２ 倍 階 段
希 釈 し 、 さ ら に 生 理 食 塩 水 ２ ５ μ ｌ と 等 量 混 合 後 、 0.5％ 鶏 赤 血 球 液 ５ ０ μ ｌ と 等 量 混 合
し た 。 室 温 で １ 時 間 静 置 後 、 Ｈ Ａ の 認 め ら れ た 最 高 希 釈 倍 数 の 逆 数 を Ｈ Ａ 価 と し て 判 定 し
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た 。 Ｈ Ｉ 試 験 （ β 法 ） で は 通 常 Ｈ Ａ 抗 原 ４ 単 位 に 対 す る 凝 集 抑 制 価 を 標 準 と し て い る た め
、 Ｈ Ａ 判 定 陽 性 時 の 最 高 希 釈 ウ イ ル ス 液 を １ Ｈ Ａ 単 位 と し て ４ Ｈ Ａ 単 位 抗 原 を 決 定 し た （
国 立 予 防 衛 生 研 究 所 学 友 会  .血 清 反 応 . pp. 192-201.1982. 改 訂 二 版  ウ イ ル ス 実 験 学  各
論 . 丸 善 株 式 会 社  東 京 、 前 記 「 Ｏ Ｉ Ｅ マ ニ ュ ア ル 」 ） 。
２ ） Ｈ Ｉ 試 験
　 被 検 血 清 ２ ５ μ ｌ を 生 理 食 塩 水 で ２ 倍 階 段 希 釈 後 、 ４ Ｈ Ａ 単 位 抗 原 ２ ５ μ ｌ と 等 量 混 合
し た 。 室 温 で １ 時 間 感 作 後 、 0.5％ 鶏 赤 血 球 液 ５ ０ μ ｌ と 混 合 し 、 室 温 で １ 時 間 感 作 さ せ
て 判 定 し た 。 凝 集 抑 制 の 最 高 希 釈 倍 数 の 逆 数 を Ｈ Ｉ 価 と し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
６ ． 遺 伝 子 操 作
　 遺 伝 子 操 作 は 、 主 と し て 「 Molecular cloning」 （ Sambrookら , Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual. 2nd ed. Cold Spring Harber Laboratory, N. Y.1989.） に 従 っ て 行
っ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
７ ． Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ
１ ） Ｒ Ｎ Ａ 抽 出
　 分 離 A/Duck/Aomori/４ ７ ８ /０ ２ （ Ｈ １ Ｎ １ ） 株 の 感 染 漿 尿 液 0.25ｍ ｌ に ISOGEN-LS（ 株
式 会 社 ニ ッ ポ ン ジ ー ン 、 東 京 都 ） 0.75ｍ ｌ を 加 え た 。 続 い て ２ ０ ０ μ ｌ ク ロ ロ ホ ル ム （ 関
東 化 学 株 式 会 社 ， 東 京 都 ） を 加 え 撹 拌 し 、 17,500ｘ ｇ 、 １ ５ 分 間 、 ４ ℃ で 遠 心 し 、 水 層 を
回 収 し た 。 さ ら に 、 ３ μ ｌ の Etachinmate（ 株 式 会 社 ニ ッ ポ ン ジ ー ン ） を 加 え 、 ５ ０ ０ μ
ｌ の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル （ 関 東 化 学 株 式 会 社 ） を 加 え 、 転 倒 混 和 後 、 17,500ｘ ｇ 、 １ ０ 分 間
、 ４ ℃ で 遠 心 し 上 清 を 捨 て た 。 ペ レ ッ ト に 1,000μ ｌ の ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル （ 関 東 化 学 株 式
会 社 ） を 加 え 7,700ｘ ｇ 、 ２ 分 間 、 ４ ℃ 遠 心 し た 。 ペ レ ッ ト を １ ０ μ ｌ の ｄ ｄ Ｈ 2 Ｏ （ Ｄ Ｅ
Ｐ Ｃ （ 関 東 化 学 株 式 会 社 ） 処 理 Ｈ 2 Ｏ ） で 再 浮 遊 し 、 こ れ を Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 液 と し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
２ ） プ ラ イ マ ー の 設 計
　 以 降 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ を 考 慮 し て 、 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ 以
下 Ｏ Ｒ Ｆ と 略 記 す る 。 ） の 両 端 に 本 来 の 遺 伝 子 中 に は 存 在 し な い 制 限 酵 素 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 部 位
を 、 ま た 得 ら れ る タ ン パ ク 質 の 精 製 を 考 慮 し て ３ ’ 末 端 側 に は ヒ ス チ ジ ン タ グ （ 以 下 Ｈ ｉ
ｓ － ｔ ａ ｇ と 記 す 。 ） 配 列 を 付 加 す る よ う 設 計 し た 。 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ 遺 伝 子 配 列 を 参 考 に 、
Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ 遺 伝 子 の Ｏ Ｒ Ｆ に 対 し 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と し て Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ Ｆ ： ５ ’ －
ｇ ｇ ｇ ｇ ｃ ｇ ｔ ｃ ｔ ｃ ａ ａ ｇ － ３ ’ 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー と し
て Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ Ｒ  Ｈ ｉ ｓ ： ５ ’ － ｃ ｇ ｇ ａ ｔ ｃ Ｃ Ｔ Ａ ａ ｔ ｇ ａ ｔ ｇ ａ ｔ ｇ ａ ｔ ｇ ａ ｔ ｇ ａ
ｔ ｇ ａ ｔ ｔ ｇ ｔ ｃ ａ ｔ ａ ｃ ｔ ｃ ｃ ｔ ｃ ｔ ｇ ｃ ａ ｔ ｔ ｇ － ３ ’ を 設 計 し た 。 な お 、 開 始 コ ド
ン 、 お よ び 終 止 コ ド ン は 大 文 字 で 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 部 位 （ Ｇ ： Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） を 下 線 で 示 し た 。
“ ａ ｔ ｇ ａ ｔ ｇ ａ ｔ ｇ ａ ｔ ｇ ａ ｔ ｇ ａ ｔ ｇ ” は Ｈ ｉ ｓ － ｔ ａ ｇ 配 列 部 位 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
３ ） Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ
　 抽 出 し た Ｒ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 、 Ａ Ｉ 特 異 的 プ ラ イ マ ー で あ る Ｕ ｎ ｉ １ ２ （ Hoffmannら , 
Arch Virol. 146:2275-2289.2001.） を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ （ complem
entary Ｄ Ｎ Ａ ： 以 下 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 略 記 す る 。 ） を 増 幅 し た 。 GeneAmp RCA PCR core Kit（ P
erkin Elmer社 、 千 葉 県 浦 安 市 ） を 用 い て 、 ４ ２ ℃ × ６ ０ 分 間 、 ９ ９ ℃ × ５ 分 間 、 ３ ０ ℃
× １ 分 間 の 逆 転 写 酵 素 反 応 を 行 っ た 。 続 い て 、 遺 伝 子 の 増 幅 に は PCR Core Kit（ Perkin-E
lmer,MA,USA） を 用 い た 。 Ｎ Ｐ 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い 、 変 性 を ９ ４ ℃ 、 プ ラ イ マ ー の ア
ニ ー リ ン グ 温 度 を ５ ８ ℃ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を ７ ２ ℃ と し 、 Step１ （ ９ ４ ℃ × ４ 分 間 ） を １ サ
イ ク ル 、 Step２ （ ９ ４ ℃ × ２ ０ 秒 間 、 ５ ８ ℃ × ３ ０ 秒 間 、 ７ ２ ℃ × ７ 分 間 ） を ３ ０ サ イ ク
ル 、 Step３ （ ７ ２ ℃ × ７ 分 間 ） を １ サ イ ク ル 行 っ た （ Journal of Virological Methods. 
97:13-22.2001） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
８ ． ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動
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　 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に は 、 Ｔ Ｂ Ｅ 緩 衝 液 （ 0.1M Tris, 2mM EDTA,85mM Boric acid
） に SeaKem GTG Agarose（ 宝 酒 造 株 式 会 社 、 京 都 府 ） を 加 え 、 加 熱 溶 解 後 エ チ ジ ウ ム ブ ロ
マ イ ド （ 以 下 Ｅ ｔ Ｂ ｒ と 略 称 す る 。 ） を 最 終 濃 度 が そ れ ぞ れ １ ％ 、 １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ に な る
よ う に 加 え 、 室 温 に て ゲ ル 化 し 作 製 し た 。 試 料 を １ ０ ０ Ｖ の 定 電 圧 で ３ ０ 分 か ら １ 時 間 泳
動 し 、 紫 外 線 照 射 に よ り 核 酸 を 検 出 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ の 長 さ は １ ０ ０ ｂ ｐ  DNA Ladder（ 宝 酒
造 株 式 会 社 ） と 比 較 し て 推 定 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
９ ． Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定
　 Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 増 幅 さ せ た Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ 遺 伝 子 を TA Cloning Kit（ Invitrogen, CA, 
USA） を 用 い て 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー で あ る ｐ Ｃ Ｒ 2.1に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ せ た 。 こ れ を He
at Shock法 に よ り 宿 主 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ （ 宝 酒 造 株 式 会 社 、 京 都 ） に 形 質 導 入 さ せ 、 ５ ０
μ ｇ ／ ｍ ｌ ア ン ピ シ リ ン 、 0.12％ Ｘ － ｇ ａ ｌ （ ５ － Ｂ ｒ ｏ ｍ ｏ － ４ － Ｃ ｈ ｌ ｏ ｒ ｏ － ３ －
ｉ ｎ ｄ ｏ ｌ ｙ ｌ － β － ｄ － Ｇ ａ ｌ ａ ｃ ｔ ｏ ｓ ｉ ｄ ｅ ： 宝 酒 造 株 式 会 社 ） 添 加 Ｔ Ｙ Ｍ 寒 天 培
地 （ ２ ％ bacto-tryptone,0.5％ yeast extract,0.1％ glucose,10mM MgSO 4 ・ 7H 2 O， 1.5％ ba
cto agar） 上 で ３ ７ ℃ に お い て 一 晩 培 養 し た 。 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は Ｘ － ｇ ａ ｌ を 代 謝
し 、 青 色 の 色 素 を 生 成 す る が 、 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ is遺 伝 子 が ベ ク タ ー の Ｌ ａ ｃ Ｚ 領 域 に 挿 入
さ れ た 場 合 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が 産 生 さ せ ず 、 白 色 の コ ロ ニ ー が 認 め ら れ る 。 こ の Wh
ite-Blue Selectionを 利 用 し て 、 白 色 コ ロ ニ ー を 選 択 し 、 一 晩 、 Ｔ Ｙ Ｍ 液 体 培 地 （ ２ ％ ba
cto-tryptone, 0.5％ yeast extract,0.1％ glucose,10mM MgSO 4 ・ 7H 2 O） 中 で 培 養 し 、 ｐ Ａ
Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ -ｐ Ｃ Ｒ 2.1を 得 た 。 こ れ か ら プ ラ ス ミ ド を 抽 出 し 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 消 化 後
に ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ 遺 伝 子 挿 入 の 確 認 を 行 っ た 。 抽 出 後
Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 消 化 さ れ た プ ラ ス ミ ド 遺 伝 子 と プ ラ イ マ ー （ Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ Ｆ お よ び Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ
Ｒ  Ｈ ｉ ｓ ） を 用 い て Dideoxy Terminator法 （ Sangerら , J.Mol.Biol. 94:41.1975.） に よ
り シ ー ケ ン ス 反 応 を 行 っ た 。 反 応 に は 標 識 蛍 光 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド （ 以 下 ｄ ｄ Ｎ Ｔ Ｐ
と 略 称 す る 。 ） を 用 い た Dye Terminator Cycle Sequencing Kit FS（ Perkin-Elmer） を 使
用 し た 。 ９ ６ ℃ × ４ ５ 秒 間 、 ５ ０ ℃ × ３ ０ 秒 間 、 ６ ０ ℃ ４ 分 間 の 反 応 を ２ ５ サ イ ク ル 行 い
、 ス ピ ン カ ラ ム に よ る 精 製 後 、 ABI PRISM310 Genetic Analyzer（ Perkin-Elmer） に よ り
塩 基 配 列 を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
１ ０ ． Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス で の 発 現
１ ） ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー の 作 製
　 ク ロ ー ニ ン グ で 得 ら れ た ｐ Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ － ｐ Ｃ Ｒ 2.1を Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ （ 宝 酒 造 株 式
会 社 、 京 都 ） で 消 化 後 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 展 開 し 、 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ 遺 伝 子 フ
ラ グ メ ン ト を ゲ ル ご と 切 り 出 し た 。 フ ェ ノ ー ル 処 理 後 エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ り Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  
Ｈ ｉ ｓ 遺 伝 子 を 精 製 し た 。 得 ら れ た フ ラ グ メ ン ト を Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 消 化 し た バ キ ュ ロ ウ イ ル
ス ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー ｐ Ａ ｃ Ｙ Ｍ １ （ Matsuuraら , J. Gen. Virol. 68:1233-1250.19
87.） に Takara DNA Ligation Kit（ 宝 酒 造 株 式 会 社 ） を 用 い て ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、 次 い で
Heat Shock法 に よ り 宿 主 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ （ 宝 酒 造 株 式 会 社 ） に 形 質 導 入 さ せ た 。 こ れ を
５ ０ μ ｇ /ｍ ｌ ア ン ピ シ リ ン 添 加 Ｔ Ｙ Ｍ 寒 天 培 地 上 で 一 晩 培 養 し た 。 出 現 コ ロ ニ ー か ら ５
０ μ ｇ /ｍ ｌ ア ン ピ シ リ ン 添 加 Ｔ Ｙ Ｍ 液 体 培 地 に て 大 量 培 養 し ｐ Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ － ｐ
Ａ ｃ Ｙ Ｍ １ を 得 た 。 プ ラ ス ミ ド を 抽 出 し 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 消 化 後 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ
り Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ 遺 伝 子 の 挿 入 を 確 認 し た 。 こ こ で ｐ Ａ ｃ Ｙ Ｍ １ の ポ リ ヒ ド リ ン プ ロ
モ ー タ ー に 対 し Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ 遺 伝 子 が 正 方 向 に 挿 入 さ れ て い る こ と を 確 認 す る た め
、 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド を 鋳 型 と す る Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 行 っ た 。 プ ラ イ マ
ー と し て ｐ Ａ ｃ Ｙ Ｍ １ の ポ リ ヒ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー と ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト の 間 に 認 識 部 位
が あ る Ｂ ａ ｃ １ Ｎ プ ラ イ マ ー （ ５ ’ － ｔ ｇ ａ ｔ ａ ａ ｃ ｃ ａ ｔ ｃ ｔ ｃ ｇ ｃ ａ ａ ａ － ３ ’ ） お
よ び Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ 遺 伝 子 ３ ’ 末 端 に 相 補 的 な Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ Ｒ  Ｈ ｉ ｓ プ ラ イ マ ー を 用
い た 。 こ の 方 法 で は 、 ポ リ ヒ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー に 対 し 正 方 向 に 挿 入 さ れ た 場 合 に の み 約
1,500ｂ ｐ の バ ン ド の 位 置 に 増 幅 が 認 め ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】

10

20

30

40

50

(12) JP 2007-285749 A 2007.11.1



２ ） バ キ ュ ロ ウ イ ル ス お よ び 宿 主 細 胞
　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 野 外 株 と し て Ａ ｃ Ｎ Ｐ Ｖ を 用 い 、 組 換 え ウ イ ル ス 作 製 親 株 に は Ａ ｃ Ｒ
Ｐ ２ ３ -Ｌ ａ ｃ Ｚ （ Kittsら , Nucleic Acid Res. 18:5667-5672.1990.） を 使 用 し た 。 バ キ
ュ ロ ウ イ ル ス の 宿 主 細 胞 と し て は 、 ヨ ト ウ ガ の 一 種 Spodoptera frugiperdaの 卵 巣 か ら 樹
立 さ れ た Ｉ Ｐ Ｌ Ｂ － Ｓ ｆ ２ １ Ａ Ｅ （ 以 下 Ｓ ｆ ２ １ 細 胞 と 略 称 す る 。 ） あ る い は Ｓ ｆ ２ １ 細
胞 か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Ｓ ｆ ９ 細 胞 を 用 い た 。 Ｓ ｆ ２ １ 細 胞 は 、 Ｔ Ｃ － １ ０ ０ 昆 虫 培 地
（ Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA） 、 以 下 Ｔ Ｃ １ ０ ０ （ ０ ％ ） と 略 称 、 に ウ シ 胎 児 血
清 （ Fetal Calf Serum： 以 下 Ｆ Ｃ Ｓ と 略 称 す る 。 ） を １ ０ ％ 加 え た Ｔ Ｃ １ ０ ０ （ １ ０ ％ ）
で 維 持 し 、 ク ロ ー ニ ン グ に 使 用 し た 。 Ｓ ｆ ９ 細 胞 は 、 Ｅ Ｓ Ｆ ９ ２ １ 培 地 （ Expression Sys
tem LLC,Woodland,CA,USA:以 下 ESF９ ２ １ と 略 称 す る 。 ） を 用 い 、 ス ピ ン カ ル チ ャ ー 法 に
よ り ２ ８ ℃ 条 件 で 維 持 培 養 し 、 高 力 価 ウ イ ル ス 作 製 、 大 量 発 現 に 使 用 し た 。 バ キ ュ ロ ウ イ
ル ス お よ び Ｓ ｆ ２ １ 細 胞 は 、 NERC Institute of Virology（ Oxford,UK） か ら 分 与 さ れ 、
Ｓ ｆ ９ 細 胞 は Expression Systems LLC（ Woodland,CA,USA） か ら 購 入 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
３ ） 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 作 製
　 ｐ Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ -ｐ Ａ ｃ Ｙ Ｍ １ （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） １ μ ｌ 、 Ｅ ｃ ｏ ８ １ Ｉ で 消 化
し 直 鎖 状 に し た Ａ ｃ Ｒ Ｐ ２ ３ -Ｌ ａ ｃ Ｚ  Ｄ Ｎ Ａ （ １ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） １ μ ｌ に Ｔ Ｃ １ ０ ０ （ ０
％ ） を ６ μ ｌ 加 え た 混 合 液 （ Ｄ Ｎ Ａ 混 合 液 ） と 、 Ｔ Ｃ １ ０ ０ （ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ ） 培 地 ８ μ ｌ 、
リ ポ フ ェ ク チ ン （ GIBCO BRL） ８ μ ｌ と の 混 合 液 （ リ ポ フ ェ ク チ ン 混 合 液 ） を そ れ ぞ れ 室
温 で ３ ０ 分 間 反 応 さ せ た 。 次 に Ｄ Ｎ Ａ 混 合 液 と リ ポ フ ェ ク チ ン 混 合 液 と を 混 合 し 室 温 で １
５ 分 間 反 応 さ せ た 後 、 Ｓ ｆ ２ １ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 相 同 組 換 え に よ り 組 換 え ウ イ ル
ス を 作 製 し た 。 ２ ８ ℃ で ３ 日 間 培 養 後 、 培 養 液 を 回 収 し Ｓ ｆ ２ １ 細 胞 で プ ラ ッ ク ク ロ ー ニ
ン グ を 行 っ た 。 接 種 ３ 日 後 に ニ ュ ー ト ラ ル レ ッ ド ３ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Ｘ － ｇ ａ ｌ （ 宝 酒 造
株 式 会 社 ） ７ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ を 用 い て プ ラ ッ ク を 染 色 し た 。 接 種 ４ 日 後 、 光 学 顕 微 鏡 下 で 青
色 の 色 素 の 認 め ら れ な い プ ラ ッ ク を 組 換 え ウ イ ル ス の 形 成 し た プ ラ ッ ク と み な し 、 同 プ ラ
ッ ク を パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト を 用 い て Ｔ Ｃ １ ０ ０ （ １ ０ ％ ） 培 地 に 回 収 し 、 プ ラ ッ ク ク ロ ー
ニ ン グ と し た 。 こ の 操 作 を ３ 回 繰 り 返 し 白 色 プ ラ ッ ク の み を 形 成 す る 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ
ル ス を 獲 得 し 、 こ れ を Ａ ｃ Ａ Ｉ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ と 命 名 し た 。 こ の Ａ ｃ Ａ Ｉ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を Ｓ
ｆ ２ １ 細 胞 で 数 継 代 し 、 シ ー ド ウ イ ル ス と し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
４ ） タ ン パ ク 質 発 現 の 確 認
　 Ａ ｃ Ａ Ｉ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を 単 層 培 養 し た Ｓ ｆ ９ 細 胞 （ 1.5× １ ０ 6 Cells） に 感 染 の 多 重 性
（ Multiplicity of infection： 以 下 Ｍ Ｏ Ｉ と 略 称 す る 。 ） を 約 ５  Plaque Forming Unite
s（ 以 下 Ｐ Ｆ Ｕ と 略 称 す る 。 ） ／ cellで 接 種 し 、 Ｅ Ｓ Ｆ ９ ２ １ 培 地 を 用 い て ２ ８ ℃ で 培 養
し 、 接 種 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 日 後 に 細 胞 お よ び 上 清 を 回 収 し た 。 ま た 、 Ａ ｃ Ｎ Ｐ Ｖ あ る い
は ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 培 養 液 （ 以 下 Mockと 略 称 す る 。 ） を 同 様 に 接 種 し 、 ５ 日
後 に 細 胞 と 上 清 を 回 収 し た 。 細 胞 に つ い て は 、 昆 虫 細 胞 用 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ 0.14M 
NaCl,26.82mM KCl,8mM Na2 HPO 4 ,1.47mM KH 2 PO 4 ,pH7.4:以 下 PBS-Acと 略 記 す る 。 ） で 洗 浄
後 、 Laemmli（ Laemmli, U. K. Nature.  277:680-685.1970.） の ４ × サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー
（ 62.5ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ  ｐ Ｈ 6.8，  ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ， １ ０ ％ Glycerol，  0.02％  Bromop
henol blue，  ５ ％  ２ -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ； 以 下 、 ２ Ｍ ｅ ＋ Ｂ ｕ ｆ ｆ ｅ ｒ と 略 記 す る
。 ） に 再 浮 遊 さ せ た 。 ま た 、 培 養 上 清 に つ い て は ２ Ｍ ｅ ＋ Ｂ ｕ ｆ ｆ ｅ ｒ と ３ ： １ の 割 合 で
混 合 し た 。 各 試 料 を １ ０ ０ ℃ で ５ 分 間 煮 沸 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む 12.5％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ
ル 電 気 泳 動 （ Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） に よ り 展 開 し た 。 泳 動 後 、 ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー
染 色 液 （ ４ ５ ％ Methanol,１ ０ ％ Acetic acid,0.025％ Coomassie brilliant blue） で 染 色
（ 以 下 Ｃ Ｂ Ｂ 染 色 と 略 記 す る 。 ） 、 も し く は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ デ ィ ン グ に よ り 解 析 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
５ ） ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析
　 Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 終 了 後 、 ゲ ル を 転 写 緩 衝 液 （ 0.02M Tris, 0.15M Glycine, 0.01%SDS,5
% Methanol） で 洗 浄 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 装 置 ホ ラ イ ズ ブ ロ ッ ト （ ア ト ー 株 式 会
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社 、 東 京 都 ） を 用 い て 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 Hybond C Extra（ Amersham, Amersham, UK）
に １ ０ ０ ｍ Ａ で 1.5時 間 転 写 し た 。 転 写 後 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 未 結 合 部 分 を ブ ロ ッ ク 液
（ １ ％ Skim Milk Powder, 0.1％  Tween-20を PBSで 溶 解 ） で ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 つ い で 一
次 抗 体 と し て 抗 ポ リ ヒ ス チ ジ ン マ ウ ス 血 清 （ SIGMA, St.Lois, MO, USA:以 下 α polyHisと
略 称 す る 。 ） を 用 い 、 室 温 で ３ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 ブ ロ ッ ク 液 で ３ 回 洗 浄 し 、 二 次
抗 体 を ３ ７ ℃ で ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 二 次 抗 体 は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ウ
サ ギ 血 清 （ Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA） を 希 釈 し て 用 い た 。 反 応
後 、 Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 BM blue POD substrate（ Boehringer Mannheim, Mannheim, Ge
rmany） 用 い て 発 色 さ せ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
１ １ ． Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ の 大 量 発 現 お よ び 精 製
　 1.5× １ ０ 6 cells/ｍ ｌ に 調 整 し た Ｓ ｆ ９ 細 胞 に Ａ ｃ Ａ Ｉ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を Ｍ Ｏ Ｉ  ５  Ｐ Ｆ
Ｕ ／ cellで 接 種 し た 。 接 種 後 ２ ４ 時 間 ご と に 培 養 液 の 一 部 を 採 取 し て 等 量 の ト リ パ ン ブ ル
ー 液 と 混 合 後 、 生 細 胞 と 死 細 胞 の 数 を カ ウ ン ト し た 。 生 細 胞 数 が 5.0× １ ０ 5  cells／ ｍ ｌ
を 下 回 っ た 時 点 で ７ ０ ０ ｘ ｇ 、 １ ５ 分 間 遠 心 に よ り 細 胞 を 沈 殿 さ せ ペ レ ッ ト を 回 収 し た 。
こ の ペ レ ッ ト を Xpress System Protein Purification Kit (Invitrogen)を 用 い 、 キ ッ ト
説 明 書 に 従 い 、 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を 精 製 し た 。 す な わ ち 、 培 養 細 胞 ５ ０ ｍ ｌ 分 の ペ レ ッ
ト を １ ０ ｍ ｌ の Native Binding Bufferで 再 浮 遊 し 、 氷 上 で Handy Sonic model UR-20P（ T
OMY， 東 京 都 ） を 用 い 超 音 波 に よ る 細 胞 の 破 壊 を 行 っ た 。 続 い て ４ ℃ 、 15,000ｘ ｇ で ２ ０
分 間 遠 心 し 、 上 清 を 回 収 し 、 ２ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ に よ り ｐ Ｈ を 7.6～ 7.8に 調 整 し た 。 ニ ッ ケ ル
キ レ ー ト カ ラ ム を Ｄ Ｗ 2 で 洗 浄 し 、 Native Binding Bufferで 平 衡 後 、 回 収 し た Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ
Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を 含 む 上 清 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ ラ ム に 入 れ 1時 間 振 盪 さ せ る こ と で Ｈ ｉ ｓ － ｔ
ａ ｇ を 付 加 さ れ た 発 現 タ ン パ ク 質 を 吸 着 さ せ た 。 吸 着 後 の カ ラ ム を Wash Bufferで 洗 浄 し
、 ５ ０ 、 ５ ０ ０ 、 1,000ｍ Ｍ の 各 濃 度 に 調 整 し た Ｉ ｍ ｉ ｄ ａ ｚ ｏ ｌ ｅ を 用 い て １ ｍ ｌ ず つ
の 分 画 に し 、 Ｈ ｉ ｓ － ｔ ａ ｇ 付 加 タ ン パ ク 質 を 溶 出 さ せ た 。 こ れ を 12.5％ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ で 展 開 し 、 Ｃ Ｂ Ｂ 染 色 に よ る 確 認 後 、 タ ン パ ク 質 が 確 認 さ れ た 分 画 を Ｐ Ｂ Ｓ で 平 衡 化 し
た Ｐ Ｄ １ ０ カ ラ ム （ Amersham Pharmacia Biotech、 東 京 都 ） を 通 し て 脱 塩 し た 。 こ れ を 同
様 に 12.5％ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 展 開 し 、 Ｃ Ｂ Ｂ 染 色 お よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ
る 確 認 後 、 無 菌 濾 過 し 、 精 製 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ と し た 。 精 製 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ の タ ン
パ ク 質 含 有 量 は Micro BCA Protein Assay Reagent Kit（ PIERCE,Rockford, IN, USA） を
用 い て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
１ ２ ． Ｎ Ｐ 抗 原 を 用 い た 間 接 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 、 Kidaら （ Kidaら , Virology. 122:38-47.1982.） の 方 法 に 従 い 実 施 し た
。 精 製 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ （ ９ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 抗 原 と し て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 用 ９ ６ wellプ レ ー
ト （ Ｓ Ｕ Ｍ Ｉ Ｌ Ｏ Ｎ 、 住 友 ベ ー ク ラ イ ト 株 式 会 社 、 東 京 都 ） に ５ ０ μ ｌ ／ wellで 播 き 、 室
温 で ２ 時 間 も し く は ４ ℃ で ２ ４ 時 間 静 置 し た 。 抗 原 を 回 収 し 、 抗 原 が コ ー ト さ れ て い な い
well部 分 へ の 非 特 異 反 応 を 防 止 す る た め 、 Ｂ Ｓ Ａ １ ０ （ Bovine serum albmin fraction 
Ｖ  （ ナ カ ラ イ テ ス ク 株 式 会 社 、 京 都 府 ） １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ を Ｐ Ｂ Ｓ に 添 加 、 ｐ Ｈ 7.2） を １
０ ０ μ ｌ ず つ 添 加 し 、 室 温 、 １ 時 間 も し く は ４ ℃ 、 ２ ４ 時 間 静 置 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ （ 0.05％ Tw
een２ ０ 添 加 Ｐ Ｂ Ｓ ， ｐ Ｈ 7.4） で ３ 回 洗 浄 し た 。 Ｂ Ｓ Ａ ５ Ｔ （ Ｂ Ｓ Ａ  fraction Ｖ を ５ ｍ
ｇ ／ ｍ ｌ に な る よ う Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ に 添 加 ） で ４ ０ 、 １ ６ ０ 、 ６ ４ ０ 、 ２ ， ５ ６ ０ 倍 に 希 釈 し た
被 検 血 清 を ５ ０ μ ｌ ず つ 添 加 し 、 室 温 で １ 時 間 静 置 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で ４ 回 洗 浄 後 、 Ｂ Ｓ Ａ
５ Ｔ で １ ， ０ ０ ０ 倍 希 釈 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 鶏 Ｉ ｇ Ｇ ウ サ ギ 血 清 （ CHEMICON Int
ernational， Inc. CA, USA） を ５ ０ μ ｌ ず つ 添 加 し 、 室 温 で １ 時 間 反 応 後 、 発 色 剤 （ ｐ Ｈ
4.0,0.05Ｍ  Citric buffer,0.013％ 過 酸 化 水 素 ， ２ ％  ４ ０ ｍ Ｍ  Ａ Ｂ Ｔ Ｓ ） を １ ０ ０ μ ｌ
ず つ 添 加 し 、 暗 室 、 室 温 で １ ５ 分 後 と ３ ０ 分 後 に Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ  plate reader（ 三 光 純 薬 株
式 会 社 、 東 京 都 ） に よ り ４ ０ ５ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
１ ３ ． Ｎ Ｐ 抗 原 を 用 い た Ａ Ｇ Ｐ 試 験
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　 Ａ ｃ Ａ Ｉ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ 感 染 昆 虫 細 胞 を Disruption buffer（ 0.05M Tris-HCl,0.5％  Trit
onX100,0.6M KCl） 処 理 し て 抗 原 と し 、 Ａ Ｇ Ｐ 試 験 に 従 い 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
１ ４ ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
１ ） 供 試 マ ウ ス
　 ６ 週 齢 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ 系 雌 マ ウ ス （ 日 本 ク レ ア 株 式 会 社 、 東 京 都 ） １ 匹 を 用 い た 。
２ ） 免 疫 抗 原
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 作 製 の た め の 免 疫 源 は 、 精 製 Ａ Ｉ Ｖ 　 A/budgerigar/Aichi/１ /７ ７
（ Ｈ ３ Ｎ ８ ） を 用 い た 。 精 製 ウ イ ル ス を 最 終 濃 度 0.05％ の ホ ル マ リ ン で 不 活 化 し 、 ４ ℃ で
保 存 し た 。 ア ジ ュ バ ン ト に は フ ロ イ ン ト コ ン プ リ ー ト ア ジ ュ バ ン ト （ SIGMA） 用 い 、 Ｐ Ｂ
Ｓ で ４ 倍 に 希 釈 し た 精 製 ウ イ ル ス と 等 量 混 合 し 乳 剤 を 作 製 し た 。 作 製 し た 免 疫 源 は マ ウ ス
の 腹 腔 内 に ２ ０ ０ μ ｌ ／ headで 接 種 し た 。 同 様 に 処 理 し た 乳 剤 を 同 様 の 方 法 で 初 回 免 疫 か
ら ２ 週 毎 に 複 数 回 追 加 免 疫 を 行 い 、 最 終 追 加 免 疫 ３ 日 後 に マ ウ ス を 解 剖 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
３ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
　 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ J Immunol Methods. 35(1-2):1-21.1980:以 下 Ｆ Ｏ 細 胞 と 略 称
す る 。 ） を 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ  １ ６ ４ ０ 培 地 （ ニ ッ ス イ 、 東 京 都 ） に １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ を 添 加 し た 培
地 （ 以 下 １ ０ ％ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ  １ ６ ４ ０ と 略 称 す る 。 ） で 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 で 静 置 培 養 し た
。 細 胞 培 養 ル ー か ら Ｆ Ｏ 細 胞 を は が し 、 １ ０ ０ ｘ ｇ で ８ 分 間 遠 心 す る こ と に よ り 細 胞 を 集
め 、 １ ０ ％ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ  １ ６ ４ ０ で 再 浮 遊 し ２ ． ０ × １ ０ 7 cell／ ｍ ｌ に 調 整 し 、 融 合 に 供 し
た 。 最 終 免 疫 か ら ３ 日 後 、 マ ウ ス を エ ー テ ル 麻 酔 下 で 心 臓 採 血 に よ り 安 楽 殺 し た 後 、 そ の
血 液 を ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 で １ 時 間 、 さ ら に ４ ℃ で ２ ４ 時 間 静 置 し た 。 ２ ４ 時 間 後 に 血 清
を 分 離 し 、 － ２ ０ ℃ で 保 存 し た 。 安 楽 殺 処 置 後 の マ ウ ス 脾 臓 を 摘 出 し 、 デ ィ ス ポ ー ザ ブ ル
注 射 器 の 内 筒 を 用 い 、 金 属 メ ッ シ ュ 上 で 脾 臓 を 圧 片 す る こ と に よ り 脾 臓 細 胞 を 分 離 し た 。
脾 臓 細 胞 に １ ０ ％ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ  １ ６ ４ ０ を 加 え 、 脾 臓 細 胞 洗 浄 を １ ０ ０ ｘ ｇ 、 ８ 分 間 、 ２ 回
行 っ た 。 洗 浄 し た 脾 臓 細 胞 を １ ０ ％ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ  １ ６ ４ ０ で 1.0× １ ０ 8  cell／ ｍ ｌ に 調 節 し
た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
４ ） マ ウ ス リ ン フ ォ カ イ ン の 作 製
　 ハ イ ブ リ ド ー マ を 増 殖 活 性 化 さ せ る た め 、 マ ウ ス リ ン フ ォ カ イ ン を 作 製 し た （ KANE, M.
 M. and BANKS, J. N. Immunoassay Making and manipulating hybridoma cells. 5.1 Fa
cilities and media Protocol. 11 37-40.） 。 抗 原 未 接 種 の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス を 安 楽 殺
後 、 先 述 と 同 様 な 方 法 で 脾 臓 を 分 離 し 、 分 離 し た 脾 臓 細 胞 を 2.5μ ｌ ／ ｍ ｌ  lipopolysacc
haride endotoxin（ SIGMA： 以 下 Ｌ Ｐ Ｓ と 略 称 す る 。 ） 含 有 １ ０ ％ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ  １ ６ ４ ０ 培 地
で ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 、 ４ 日 間 培 養 し た 。 ３ ９ ０ ｘ ｇ 、 ５ 分 間 で 遠 心 後 、 上 清 を 回 収 し 、
２ ６ ｍ ｍ  Syringe Filter 0.22μ ｌ （ Corning Incorporated Corning,NY 14831,Germany
） を 用 い 濾 過 滅 菌 後 、 セ ラ ム チ ュ ー ブ （ Greiner bio-one、 Frickenhausen１ ,Germany） に
分 注 し － ２ ０ ℃ で 保 存 し た 。 使 用 時 は Ｈ Ｔ 培 地 （ SIGMA） で ２ ０ 倍 希 釈 し １ ０ ０ μ ｌ ／ wel
lで 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
５ ） 細 胞 融 合 と 選 択
　 免 疫 マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 を 1.0× １ ０ 8 cell、 Ｆ Ｏ 細 胞 を ２ × １ ０ 7 cellに 調 整 し 、 脾 臓 細
胞 ： Ｆ Ｏ 細 胞 ＝ ５ ： １ で 混 合 し た 。 １ ０ ０ ｘ ｇ 、 ８ 分 間 遠 心 後 、 培 養 液 を 除 去 し 、 ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル ４ ０ ０ ０ （ 関 東 化 学 株 式 会 社 、 埼 玉 ： 以 下 Ｐ Ｅ Ｇ と 略 称 す る 。 ） 溶 液 （
8.75μ Ｍ  Ｐ Ｅ Ｇ ， １ ５ ％ ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド 添 加 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ  １ ６ ４ ０ ） 0.2ｍ ｌ を 徐
々 に 滴 下 し な が ら 融 合 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し た 。
　 融 合 に あ た り Ｈ Ａ Ｔ 培 地 （ SIGMA） で 細 胞 濃 度 を １ ０ 6 cell／ ｍ ｌ に 調 整 し 、 ９ ６ wellプ
レ ー ト （ ９ ６ Wells w/Lid、 Flat Bottom:Greiner） に １ ０ ０ μ ｌ ／ wellで 播 き 、 ハ イ ブ リ
ド ー マ を 選 択 し た 。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ に 対 し 、 北 海 道 大 学 大 学 院 獣 医 学 研 究 科 微 生
物 学 教 室 喜 田 宏 教 授 か ら 分 与 さ れ た Ａ Ｉ Ｖ 抗 原 （ A/Aichi/２ /６ ８ ） と 粗 精 製 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ

10

20

30

40

50

(15) JP 2007-285749 A 2007.11.1



を 抗 原 と し た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で ス ク リ ー ニ ン グ し 、 Ｎ Ｐ 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 ５ ％ リ ン
フ ォ カ イ ン を 添 加 し た Ｈ Ｔ 培 地 を 用 い 限 界 希 釈 法 に よ り ２ 回 ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 ク ロ
ー ニ ン グ 後 、 ア イ ソ タ イ プ を 調 べ 、 大 量 培 養 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
１ ５ ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 確 認
１ ） 抗 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ 抗 体 検 出 用 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 、 抗 原 と し て 粗 精 製 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ を 、 １ 次 抗 体 に ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清
を 、 ２ 次 抗 体 に ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ウ サ ギ 血 清 （ CHEMICON Internation
al、 Inc. CA, USA） を 用 い て 行 っ た 。
２ ） ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析
　 抗 原 と し て Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ 7.2） で １ ０ ０ 倍 希 釈 し た 精 製 Ａ Ｉ Ｖ  A/budgerigar/Aichi/１ /
７ ７ （ Ｈ ３ Ｎ ８ ） と 精 製 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を 用 い 、 12.5％ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 電 気 泳 動 と
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。 １ 次 抗 体 と し て 、 Ｍ Ａ ｂ 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上
清 を 用 い 、 ２ 次 抗 体 に は 、 ブ ロ ッ ク 液 で １ ０ ０ ０ 倍 希 釈 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ
ス Ｉ ｇ Ｇ ウ サ ギ 血 清 （ Transduction Laboratories,Lexington, KY, USA） を 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
１ ６ ． ア イ ソ タ イ プ の 決 定
　 ア イ ソ タ イ プ の 決 定 は 、 Immuno pure Monoclonal Antibody Isotype kit Ｉ （ PIERCE）
を 用 い 、 製 品 マ ニ ュ ア ル に 基 づ い て 行 っ た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 用 ９ ６ wellプ レ ー ト （ SUMILON）
に キ ッ ト 附 属 の  coating antibody solutionを  ５ ０ μ ｌ ず つ 固 相 化 後 、 室 温 で ２ 時 間 も
し く は ４ ℃ で ２ ４ 時 間 静 置 し た 。 溶 液 を 取 り 除 き １ ２ ５ μ ｌ の blocking solutionを 加 え
３ ７ ℃ で １ 時 間 静 置 し た 。 １ ２ ５ μ ｌ の wash bufferで ４ 回 洗 浄 後 、 Ｍ Ａ ｂ を 含 む ハ イ ブ
リ ド ー マ 培 養 上 清 と 陽 性 対 照 を ５ ０ μ ｌ ず つ 添 加 後 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 １ ２ ５
μ ｌ の wash bufferで ４ 回 洗 浄 後 、 抗 マ ウ ス 特 異 的 ア イ ソ タ イ プ （ Ｉ ｇ Ｇ １ ， Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ
， Ｉ ｇ Ｇ ３ ， Ｉ ｇ Ｍ ， Ｉ ｇ Ａ ， κ ， λ ） ウ サ ギ 血 清 と 陰 性 対 照 と し て 正 常 ウ サ ギ 血 清 を 滴
下 し た 。 陽 性 対 照 に は 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ を 滴 下 し 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 １ ２ ５ μ ｌ
の wash bufferで ４ 回 洗 浄 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ ヤ ギ 血 清 を ５ ０ μ ｌ
加 え 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 １ ２ ５ μ ｌ の wash bufferで ４ 回 洗 浄 後 、 １ ０ ０ μ ｌ
の Ａ Ｂ Ｔ Ｓ  substrate solutionを 加 え 、 室 温 で ３ ０ 分 間 反 応 さ せ 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ  plate re
ader（ 三 光 純 薬 株 式 会 社 、 東 京 都 ） に よ り ４ ０ ５ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
１ ７ ． Ｍ Ａ ｂ の 精 製 お よ び 濃 縮
　 ク ロ ー ニ ン グ を 終 了 し た Ｍ Ａ ｂ 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 大 量 培 養 フ ラ ッ ト （ INTEGRA Cell
LineCL 1000） （ IBS INTEGRA BIOSCIENCES, INTEGRA Biosciences AG,Switzerland） を 用
い 培 養 し た 。 細 胞 数 が 約 ２ × １ ０ 7 ～ ４ × １ ０ 7 cell／ ｍ ｌ の 時 期 に 、 継 代 し 、 培 養 上 清 を
回 収 し た 。 大 量 培 養 フ ラ ッ ト （ INTEGRA CellLineCL1000） か ら 回 収 し た Ｍ Ａ ｂ 産 生 ハ イ ブ
リ ド ー マ 培 養 上 清 か ら 、 Montage（ 商 標 ）  life science kits（ MILLIPORE.com, MA, USA
） を 用 い Ｍ Ａ ｂ の 精 製 を 行 っ た 。 前 処 理 と し て キ ッ ト 附 属 の 0.22ｍ ｍ マ イ ク レ ス － Ｇ Ｐ で
産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 中 の 塵 埃 を 除 去 し た 。 Binding bufferを 用 い て PROSEP-A med
ia plugを 平 衡 状 態 に し 、 上 清 を １ ５ ０ ｘ ｇ 、 ２ ０ 分 間 遠 心 す る こ と で Ｍ Ａ ｂ を PROSEP-A 
media plugに 吸 着 さ せ た 。 続 い て 、 Binding bufferで ５ ０ ０ ｘ ｇ 、 ２ 分 間 の 遠 心 を ２ 回 行
い PROSEP-A media plugへ の 非 結 合 タ ン パ ク 質 を 洗 浄 お よ び 除 去 し た 。 Elution bufferで
５ ０ ０ ｘ ｇ 、 ５ 分 間 遠 心 し 、 溶 出 液 で PROSEP-A media plugか ら Ｍ Ａ ｂ を 溶 出 し た 。 得 ら
れ た Ｍ Ａ ｂ に 対 し 、 Amicon Ultra 15 centrifugal Filter 30K NMWLで 脱 塩 と 濃 縮 を 行 っ
た 。 そ し て 、 等 量 の グ リ セ ロ ー ル を 添 加 後 － ２ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
１ ８ ． 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
　 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は Zhouら （ Zhouら , Avian Dis. 42:757-761.1998.;Zhouら ,Avian  Dis.
 42 : 517-22. 1998） と Shaferら （ Shaferら ,Avian Dis.42:28-34.1998） の 方 法 に 従 っ て
行 っ た 。 抗 原 と し て Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ （ ５ ０ μ ｌ ／ well） を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 用 ９ ６ wellプ レ
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ー ト （ SUMILON） に ２ 時 間 、 室 温 又 は ４ ℃ 、 ２ ４ 時 間 シ ー ト さ せ た 。 抗 原 を 回 収 し た の ち
、 wellを Ｂ Ｓ Ａ １ ０  １ ０ ０ μ ｌ ／ wellに よ っ て ２ 時 間 、 室 温 又 は ４ ℃ 、 ２ ４ 時 間 ブ ロ ッ
キ ン グ し た 。 Wellを Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ に よ っ て ３ 回 洗 浄 し た 。 希 釈 し た 供 試 血 清 と ブ ラ ン ク と コ ン
ト ロ ー ル と し て Ｂ Ｓ Ａ ５ Ｔ を そ れ ぞ れ ５ ０ μ ｌ ／ well添 加 し 、 ３ ７ ℃ 、 ２ ０ 分 間 反 応 さ せ
た 。 血 清 を 除 去 す る こ と な し に 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 20,000倍 希 釈 さ れ た Ｍ Ａ ｂ を ブ ラ ン ク wellを 除
き ５ ０ μ ｌ ／ well、 ブ ラ ン ク wellに は Ｂ Ｓ Ａ ５ Ｔ を そ れ ぞ れ ５ ０ μ ｌ ／ well添 加 し 、 ３ ７
℃ 、 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 Wellを Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で ４ 回 洗 浄 し た 。 Ｂ Ｓ Ａ ５ Ｔ で 1,000倍 希 釈 さ れ
た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ウ サ ギ 血 清 （ CHEMICON International） を ５ ０ μ
ｌ ／ well添 加 し 、 ３ ７ ℃ 、 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 Wellを Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で ４ 回 洗 浄 し た 。 １ ０ ０ μ
ｌ ／ wellの 発 色 剤 （ ｐ Ｈ 4.0， 0.05Ｍ  Citric buffer， 0.013％ 過 酸 化 水 素 ， ２ ％  ４ ０ ｍ
Ｍ  Ａ Ｂ Ｔ Ｓ ） を 添 加 し 、 ３ ７ ℃ 、 ３ ０ 分 間 反 応 さ せ た 。 ３ ０ 分 後 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ  plate re
ader（ 三 光 純 薬 株 式 会 社 ） を 用 い ４ ０ ５ ｎ ｍ （ Ｏ Ｄ 4 0 5 ） で 測 定 し た 。 コ ン ト ロ ー ル （ Ｍ
Ａ ｂ の み ） と 比 較 し た サ ン プ ル 血 清 の 抑 制 率 は 、 正 し い 値 を 得 る た め に ブ ラ ン ク 値 の 平 均
を 引 い た 後 に 算 出 さ れ 、 そ れ は 全 て の 供 試 血 清 値 と コ ン ト ロ ー ル の 値 か ら 引 か れ た 。 そ の
公 式 は 、 １ ０ ０ － （ １ ０ ０ × ［ 供 試 血 清 値 － ブ ラ ン ク 値 （ Ｂ Ｓ Ａ ５ Ｔ ） ／ コ ン ト ロ ー ル 値
（ Ｍ Ａ ｂ の み ） － ブ ラ ン ク 値 （ Ｂ Ｓ Ａ ５ Ｔ ） ］ ） で あ る 。 抑 制 率 ３ ０ ％ 以 上 を 陽 性 と し た
。 さ ら に 、 ３ ０ ％ 以 上 の 抑 制 を 示 し た 最 大 血 清 希 釈 倍 数 の 逆 数 を 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 価 と し た
。
【 ０ ０ ５ ８ 】
［ 結 果 ］
１ ． Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ Ｈ ｉ ｓ 遺 伝 子 の 作 製
　 分 離 A/Duck/Aomori/４ ７ ８ /０ ２ （ Ｈ １ Ｎ １ ） 株 の 感 染 漿 尿 液 か ら Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 抽
出 し た Ｒ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 、 Ａ Ｉ 特 異 的 プ ラ イ マ ー で あ る Uni１ ２ を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ
に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し た 。 そ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 し 、 Ｎ Ｐ 特 異 的 プ ラ イ マ ー で あ る Ａ Ｉ Ｖ  
Ｎ Ｐ Ｆ と Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ Ｒ  Ｈ ｉ ｓ を 設 計 し 、 こ れ ら を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た と こ ろ 、 Ｎ Ｐ の
全 長 と 考 え ら れ る 約 1,500塩 基 対 の 増 幅 を 確 認 し た 。
　 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を TA Cloning Kitを 用 い て ｐ Ｃ Ｒ 2.1に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、 コ ン ピ
テ ン ト 細 胞 で あ る 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ へ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン し た 。 White-Blue Selec
tionを 利 用 し て 目 的 遺 伝 子 の 挿 入 さ れ て い る ホ ワ イ ト コ ロ ニ ー を 選 択 し 、 増 菌 培 養 を 行 っ
た 。 得 ら れ た 大 腸 菌 か ら プ ラ ス ミ ド を 抽 出 し 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 消 化 後 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル
電 気 泳 動 で 展 開 し た 。 １ ０ ０ ｂ ｐ  Ｄ Ｎ Ａ  Ladder（ 宝 酒 造 株 式 会 社 ） と 比 較 し た と こ ろ 、
Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ 遺 伝 子 と 推 定 さ れ る 約 1,500ｂ ｐ と ベ ク タ ー と 推 定 さ れ る 約 3,900ｂ ｐ
の ２ 本 の バ ン ド が 認 め ら れ た 。 さ ら に 、 プ ラ イ マ ー （ Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ Ｆ と Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ Ｒ  Ｈ
ｉ ｓ ） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 か ら 約 ５ ０ ０ 残 基 の 塩 基 配 列 の 一
致 を 確 認 し た 。 全 長 Ｎ Ｐ の 配 列 決 定 は 行 っ て い な い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
２ ． ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー の 構 築
　 Ａ Ｉ Ｖ Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ － ｐ Ｃ Ｒ 2.1を Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 消 化 し 、 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を 含 む 断 片
を バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー ｐ Ａ ｃ Ｙ Ｍ １ に Takara DNA Ligation Kitを
用 い て ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。 さ ら に コ ン ピ テ ン ト セ ル に ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン し 、 大
腸 菌 か ら プ ラ ス ミ ド を 抽 出 し た 。 こ の 抽 出 し た プ ラ ス ミ ド を Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 消 化 後 、 １ ％ ア
ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 っ た と こ ろ 、 約 １ ， ５ ０ ０ ｂ ｐ の 挿 入 遺 伝 子 と 約 10,000ｂ ｐ の
ｐ Ａ ｃ Ｙ Ｍ １ ベ ク タ ー の Ｄ Ｎ Ａ が 確 認 さ れ た 。 こ の 約 1,500ｂ ｐ の バ ン ド が 認 め ら れ た プ
ラ ス ミ ド に つ い て 、 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ 遺 伝 子 が 、 ポ リ ヒ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー に 対 し て 正
方 向 に 挿 入 さ れ て い る こ と を 確 認 す る た め に 、 Ｂ ａ ｃ １ Ｎ プ ラ イ マ ー と Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ Ｒ  Ｈ
ｉ ｓ を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 展 開 し た 。 約 1,500ｂ ｐ の バ
ン ド の 増 幅 が 正 方 向 に 挿 入 さ れ た こ と を 示 し 、 1,500ｂ ｐ の 増 幅 が 認 め ら れ た う ち の 一 つ
の プ ラ ス ミ ド を ｐ Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ － ｐ Ａ ｃ Ｙ Ｍ １ と し 、 以 下 の 発 現 実 験 に 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
３ ． Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ 発 現 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 作 製
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　 プ ラ ス ミ ド ｐ Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ － ｐ Ａ ｃ Ｙ Ｍ １ と Ａ ｃ Ｒ Ｐ ２ ３ -Ｌ ａ ｃ Ｚ  Ｄ Ｎ Ａ を コ
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 培 養 上 清 を 、 Ｘ － ｇ ａ ｌ 存 在 下 で プ ラ ッ ク ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ
た 。 White-Blue Selection に よ り 白 色 を 示 し た プ ラ ッ ク を ３ 回 プ ラ ッ ク ク ロ ー ニ ン グ し
、 Ｓ ｆ ２ １ 細 胞 で 数 継 代 後 、 高 力 価 ウ イ ル ス を 得 、 シ ー ド ウ イ ル ス と し た 。 プ ラ ッ ク ア ッ
セ イ の 結 果 、 こ の シ ー ド ウ イ ル ス の 力 価 は 2.0× １ ０ 8 Ｐ Ｆ Ｕ ／ ｍ ｌ で あ っ た 。 こ れ を 組 換
え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス Ａ ｃ Ａ Ｉ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ と し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
４ ． 組 換 え Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ の 発 現 の 確 認
　 得 ら れ た Ａ ｃ Ａ Ｉ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を 1.5× １ ０ 6 cell／ ｍ ｌ  ３ ０ ０ ｍ ｌ の Ｓ ｆ ９ 細 胞 に Ｍ
Ｏ Ｉ を ５ Ｐ Ｆ Ｕ ／ cellで 接 種 し 、 5.0× １ ０ 5 cell／ ｍ ｌ を 下 回 っ た 時 点 で 回 収 し た 。 α po
lyHisを 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で は 、 Ａ ｃ Ａ Ｉ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ 感 染 細 胞 で 約 ５ ６
ｋ Ｄ ａ の バ ン ド が 認 め ら れ 、 Ａ ｃ Ｎ Ｐ Ｖ 感 染 細 胞 お よ び Ｍ ｏ ｃ ｋ で は 特 異 的 バ ン ド は 認 め
ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
５ ． Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ の 大 量 培 養 お よ び 精 製
　 大 量 培 養 し 、 Ｎ ｉ カ ラ ム を 用 い て 精 製 を 行 っ た 。 Ｎ ｉ カ ラ ム に 吸 着 さ せ た Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  
Ｈ ｉ ｓ を Imidazoleで 溶 出 後 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 展 開 し Ｃ Ｂ Ｂ 染 色 で 確 認 し た 。 ５ ０ ０
ｍ Ｍ で 溶 出 さ せ た 際 、 約 ５ ６ ｋ Ｄ ａ の バ ン ド が 認 め ら れ た 分 画 に つ い て プ ー ル し 、 Ｐ Ｄ １
０ カ ラ ム を 通 し て 脱 塩 し 、 同 様 に Ｃ Ｂ Ｂ 染 色 お よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。
こ こ で 約 ５ ６ ｋ Ｄ ａ の バ ン ド が 認 め ら れ た 分 画 を 再 度 プ ー ル し 、 0.45μ ｍ フ ィ ル タ ー で ろ
過 し 、 精 製 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ と し た 。 タ ン パ ク 定 量 の 結 果 、 １ ０ ０ ｍ ｌ の Ｓ ｆ ９ 細 胞 培
養 ペ レ ッ ト か ら ９ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 総 タ ン パ ク 量 ２ ７ ０ μ ｇ の 精 製 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ が 得
ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
６ ． Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
　 Ａ Ｉ Ｖ 免 疫 鶏 血 清 １ ２ 検 体 に つ い て は 、 実 施 し た 血 清 希 釈 ４ ０ 倍 、 １ ６ ０ 倍 、 ６ ４ ０ 倍
、 ２ ５ ６ ０ 倍 に お い て 、 用 い た 野 外 正 常 鶏 血 清 １ ０ 検 体 よ り 有 意 に 高 い 値 を 示 し た 。 ま た
、 用 い た 全 て の 野 外 正 常 鶏 血 清 に お い て 、 実 施 し た 血 清 希 釈 に お け る 非 特 異 的 陽 性 反 応 は
認 め ら れ な か っ た 。 な お 、 陽 性 域 は 野 外 正 常 鶏 血 清 の 平 均 値 と 標 準 偏 差 か ら 算 出 し 、 野 外
正 常 鶏 血 清 に お け る 値 に 、 そ の 標 準 偏 差 の ３ 倍 を 加 え た 値 以 上 の 反 応 を 陽 性 と し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
７ ． Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を 用 い た Ａ Ｇ Ｐ 試 験
　 Ａ Ｉ Ｖ 免 疫 鶏 血 清 １ ２ 検 体 で の み 沈 降 線 を 確 認 す る こ と が で き 、 野 外 鶏 血 清 １ ６ ４ 検 体
で は 非 特 異 的 陽 性 反 応 は 認 め ら れ な か っ た 。 野 外 ダ チ ョ ウ 血 清 ４ ４ ８ 検 体 で は 全 て 陰 性 で
あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 は Ｒ Ｎ Ｐ 抗 原 を 用 い た 試 験 結 果 と 同 様 で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
８ ． 抗 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｍ Ａ ｂ の 作 製 と 同 定
　 精 製 Ａ Ｉ Ｖ 　 A/budgerigar/Aichi/１ /７ ７ （ Ｈ ３ Ｎ ８ ） を 用 い て 免 疫 し た マ ウ ス の 脾 臓
細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 か ら １ ０ 種 類 の Ｍ Ａ ｂ 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ が 得 ら れ た 。 そ の う ち 培
養 上 清 が Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ 抗 原 に 反 応 す る ８ 種 類 は Ｎ Ｐ に 反 応 す る Ｍ Ａ ｂ を 産 生 す る ハ イ ブ リ
ド ー マ と み な し 、 Ａ Ｉ Ｖ 抗 原 （ A/Aichi/２ /６ ８ ） に は 反 応 す る が Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ 抗 原 に は 反
応 し な い ２ 種 類 は 他 の タ ン パ ク 質 に 反 応 す る Ｍ Ａ ｂ を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ で あ る と み
な し た 。 な お 、 こ れ ら Ｍ Ａ ｂ の ア イ ソ タ イ プ は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｍ で
あ っ た 。 目 的 と す る Ｎ Ｐ と 反 応 す る Ｉ ｇ Ｇ は １ １ Ｅ ５ と ６ Ｅ １ ０ に 確 認 さ れ 、 ６ Ｅ １ ０ に
つ い て は 限 界 希 釈 法 を 用 い て ５ 回 ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た が 、 軽 鎖 κ 、 重 鎖 Ｉ ｇ Ｍ お よ び Ｉ
ｇ Ｇ ２ ａ の ２ 種 類 の Ｍ Ａ ｂ 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ が 混 在 し て い た 。 こ れ 以 上 の 分 離 は 時 間 的
に 困 難 と 考 え 、 細 胞 を 液 体 窒 素 で 凍 結 保 存 し た 。 １ １ Ｅ ５ に つ い て は 軽 鎖 κ 、 重 鎖 Ｉ ｇ Ｇ
１ で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
９ ． Ｍ Ａ ｂ  １ １ Ｅ ５ の 大 量 培 養 と 精 製 お よ び 濃 縮
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　 ク ロ ー ニ ン グ が 終 了 し た Ｍ Ａ ｂ 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ １ １ Ｅ ５ を INTEGRA CellLineCL 100
0に よ っ て 大 量 培 養 し 、 ３ ０ ｍ ｌ の 培 養 上 清 を 得 た 。 さ ら に 、 Montage（ 商 標 ）  life scie
nce kits（ MILLIPORE.com, MA, USA） を 用 い 培 養 上 清 を 精 製 し た 結 果 、 ４ ０ ０ μ ｌ の 濃 縮
さ れ た Ｍ Ａ ｂ  １ １ Ｅ ５ が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
１ ０ ． Ｍ Ａ ｂ  １ １ Ｅ ５ の 反 応 性
　 抗 原 に 精 製 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ ｉ ｓ を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お い て 、 濃 縮 前 Ｍ Ａ ｂ  １ １ Ｅ ５
で は 1.0× １ ０ 3 倍 希 釈 、 濃 縮 後 Ｍ Ａ ｂ  １ １ Ｅ ５ で は 1.0× １ ０ 5 倍 希 釈 ま で 反 応 し た 。 抗
原 と し て Ａ Ｉ Ｖ 　 A/budgerigar/Aichi/１ /７ ７ （ Ｈ ３ Ｎ ８ ） あ る い は 精 製 Ａ Ｉ Ｖ  Ｎ Ｐ  Ｈ
ｉ ｓ を 抗 原 と し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析 で は と も に い ず れ の 位 置 に も バ ン ド が 確
認 で き な か っ た 。 つ ま り 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析 に は 反 応 し な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
１ １ ． Ｍ Ａ ｂ  １ １ Ｅ ５ を 用 い た 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
　 供 試 血 清 に つ い て 、 Ａ Ｉ Ｖ 免 疫 鶏 血 清 は １ ０ ０ 倍 希 釈 、 そ の 他 の 血 清 は ５ 倍 希 釈 で Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ に 用 い た 。 Ａ Ｉ Ｖ 免 疫 鶏 血 清 を 用 い た 試 験 で は ブ ラ ン ク 平 均 値 が 0.218、 コ ン ト ロ
ー ル 平 均 値 が 1.311、 Ｈ ４ Ｎ ５ 免 疫 血 清 値 が 0.201、 Ｈ ５ Ｎ ３ 免 疫 血 清 値 が 0.23、 Ｈ ９ Ｎ ２
免 疫 血 清 値 が 0.194、 Ｈ １ １ Ｎ ６ 免 疫 血 清 値 が 0.204で あ っ た 。 Ｓ Ｐ Ｆ 鶏 血 清 で は ブ ラ ン ク
平 均 値 が 0.137、 コ ン ト ロ ー ル 平 均 値 が 1.046、 検 体 １ が 1.035、 検 体 ２ が 1.045、 検 体 ３ が
0.993で あ っ た 。 こ れ ら を 既 に 示 し た 公 式 に あ て は め 抑 制 率 を 計 算 す る と 、
Ｈ ４ Ｎ ５ 免 疫 血 清 抑 制 率 （ ％ ） ＝ 100‐ （ 100× ［ 0.201‐ 0.218／ 1.311‐ 0.218］ ） ＝ 101.
5％ 、 Ｈ ５ Ｎ ３ 免 疫 血 清 抑 制 率 （ ％ ） ＝ 100‐ （ 100× ［ 0.23‐ 0.218／ 1.311‐ 0.218］ ） ＝
98.8572％ 、 Ｈ ９ Ｎ ２ 免 疫 血 清 抑 制 率 （ ％ ） ＝ 100‐ （ 100× ［ 0.194‐ 0.218／ 1.311‐ 0.21
8］ ） ＝ 102.1％ 、 Ｈ １ １ Ｎ ６ 免 疫 血 清 抑 制 率 （ ％ ） ＝ 100‐ （ 100× ［ 0.204‐ 0.218／ 1.31
1‐ 0.218］ ） ＝ 101.2％ 、 Ｓ Ｐ Ｆ 血 清 検 体 １ 抑 制 率 （ ％ ） ＝ 100‐ （ 100× ［ 1.035‐ 0.137
／ 1.046‐ 0.137］ ） ＝ 1.174％ 、 Ｓ Ｐ Ｆ 血 清 検 体 ２ 抑 制 率 （ ％ ） ＝ 100‐ （ 100× ［ 1.045‐
0.137／ 1.046‐ 0.137］ ） ＝ 0.073％ 、 Ｓ Ｐ Ｆ 血 清 検 体 ３ 抑 制 率 （ ％ ） ＝ 100‐ （ 100× ［ 0.
993‐ 0.137／ 1.046‐ 0.137］ ） ＝ 5.798％ と な り 、 他 の 検 体 に つ い て も 同 様 の 計 算 を 行 っ
た 。 Ａ Ｉ Ｖ 免 疫 鶏 血 清 ７ 検 体 は 全 て ほ ぼ １ ０ ０ ％ （ 平 均 抑 制 率 99.8％ 、 標 準 偏 差 0.432）
の 抑 制 を 示 し 、 Ｓ Ｐ Ｆ 鶏 血 清 ２ ５ 検 体 （ 平 均 抑 制 率 1.805％ 、 標 準 偏 差 3.655） 、 野 外 正 常
鶏 血 清 ４ ３ 検 体 （ 平 均 抑 制 率 7.462％ 、 標 準 偏 差 3.969） 、 ダ チ ョ ウ 血 清 ３ １ １ 検 体 （ 平 均
抑 制 率 4.833％ 、 標 準 偏 差 4.683） に お い て は 抑 制 反 応 は 認 め ら れ な か っ た 。 ま た Ａ Ｇ Ｐ 価
２ ～ ８ で あ る 実 際 の Ｈ ９ Ｎ ２ 感 染 鶏 血 清 ５ 検 体 は そ れ ぞ れ １ ０ ０ ％ 、 ３ ４ ％ 、 １ ０ ０ ％ 、
９ １ ％ 、 ８ ０ ％ の 抑 制 率 を 示 し た 。 そ こ で 、 陰 性 検 体 の 抑 制 率 の 平 均 値 と 標 準 偏 差 、 ま た
実 験 感 染 鶏 血 清 の 抑 制 率 か ら 、 ３ ０ ％ 以 上 の 抑 制 を 陽 性 と す る こ と と し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
１ ２ ． 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ と Ａ Ｇ Ｐ 試 験 の 陽 性 限 界 の 比 較
　 Ｈ １ か ら Ｈ １ ２ に 対 す る Ａ Ｉ Ｖ 免 疫 鶏 血 清 に お い て 、 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で は 血 清 希 釈 約 １
０ ０ 倍 か ら ５ ０ ０ 倍 （ 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 価 １ ０ ０ ～ ５ ０ ０ ） ま で 検 出 可 能 で あ り 、 Ａ Ｇ Ｐ 試
験 で は 約 １ ０ 倍 か ら ２ ５ ０ 倍 （ Ａ Ｇ Ｐ 価 １ ０ ～ ２ ５ ０ ） ま で 検 出 可 能 で あ っ た （ 表 １ ） 。
つ ま り 、 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 陽 性 限 界 ／ Ａ Ｇ Ｐ 試 験 陽 性 限 界 は 約 １ ～ １ ０ 倍 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ １ 】
１ ３ ． 感 染 血 清 の 検 出
　 既 に 山 口 県 中 部 家 畜 保 健 衛 生 所 に お い て Ａ Ｇ Ｐ 試 験 陰 性 と 診 断 さ れ た Ａ Ｉ 殺 処 分 対 象 の
鶏 血 清 ７ ５ 検 体 に お け る 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で は 、 ３ ０ ％ 以 上 の 抑 制 を 示 し た 検 体 が １ 検 体 で
そ の 抑 制 率 は ４ １ ％ 、 ２ ０ ～ ３ ０ ％ の 抑 制 を 示 し た 検 体 が １ 検 体 で そ の 抑 制 率 は ２ １ ％ 、
１ ５ ～ ２ ０ ％ の 抑 制 を 示 し た 検 体 が ３ 検 体 、 １ ０ ～ １ ５ ％ の 抑 制 を 示 し た 検 体 が ９ 検 体 、
５ ～ １ ０ ％ の 抑 制 を 示 し た 検 体 が ２ ８ 検 体 、 抑 制 が ５ ％ 以 下 で あ っ た 検 体 が ３ ３ 検 体 で あ
っ た （ 表 ２ ） 。 な お 、 ３ ０ ％ 以 上 の 抑 制 を 示 し た 検 体 に つ い て A/Duck/Hokkaido/８ ４ /０
２ （ Ｈ ５ Ｎ ３ ） を 用 い た Ｈ Ｉ 試 験 を 実 施 し た と こ ろ 、 血 清 希 釈 ２ ０ 倍 ま で Ｈ ５ 亜 型 特 異 的
抑 制 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ３ 】
【 図 １ 】 本 発 明 に 係 る 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の Cut 0ff値 の 設 定 を 示 す 。
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【 図 １ 】
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