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論 文 の 内 容 の 要 旨

本論文はホタ/レレシフェラーゼを利用した高感度生物発光酵素免疫測定法但Ⅰ∬仏)の開発と,食品中

の危害因子検出への応用に関する研究について述べられている.

第1章は,BI止江Aに利用可能なビオチンイbレシフェラーゼの開発について述べられている.ホタ/レレ

シフェラーゼはその発光効率が高いため,E仏に用いる標識酵素として期待されながら,従来の化学修

飾による標識法では十分浄性を保持した標識物が得られていなかった.そこで,ホタ/レレシフェラーゼ

を用いて実用的な標識酵素を得るため,遺伝子工学的手法を用いて大腸菌の菌体内でビオチンが付加さ

れるペプチドと耐熱性変異ホタ/レレシフェラーゼuL･21孔を融合タンパクとして発現させて,2種のビ

オチンイbレシフェラーゼbL203と帆248を作製した.両ビオチンイbレシフェラーゼはIJL･21孔と同等

な浄性を維持していた.マウスIgGlを検出する系において,ビオチ招レレシフェラーゼを用いたBl瓜仏

と汎用されている高感度検出系であるビオチ珂ヒアルカリフォスファターゼを用いた化学発光酵素免疫

測憩封Cl瓜IA)を比較したところ,Bu王IAはCumAの2倍高感度であった.以上より,開発されたビ

オチンイbレシフェラーゼは高感度なEIA系に利用可能であると考えられ以下の章において食品中の危

害因子検出への応用が検討された.

第2章は,カビ毒フモニシンに対するモノクローナル抗体の作製と測定法の開発について述べられている･

作製したモノクローナル抗体のうちの1つ,Md痛1H17ClOは毒性の強いフモニシンB群に対して1∝)～

143%の交差反応性を示した.発色系の競合EuSAによりトウモロコシ中のフモニシンの測定を行なったとこ

ろ,フモニシンBlの定量範囲は1.2か12.5ppmであった.サンプル抽出後約1.5時間で複数の試料を同時

に測定できるため,スクリーニング方法として有用であると考えられた.さらに,競合駄へのビオチンイりレシフ

ェラーゼの応用について検討するため,アピジンービオチン系を利用したフモニシン測定系を構築した.ビホ

チン化ペルオキシダーゼを標識酵素とした発色系とbL248を用いた発光系を比較したところ,発光系におい

てより高感度な検出が可能であった.

第3章は黄色ブドウ球菌の迅速高感度測定法の研究について述べられている.黄色ブドウ球菌プロ

テインAに対する抗体を用いた測定系を構築し,bL248を標識酵素としたB1月払による黄色ブドウ球

菌の検出を行った.約2時間の操作でプロテインAを1p釘mlより検出可能であった･また,ヒト由来
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の黄色ブドウ球菌35株を初発菌数約50CFU血出で非選択培地を用いて5時間培養後,BI月IAを行な

ったところすべて検出可能であった.選択増菌培養条件についても検討を行い,塩化リチウムとグリシ

ンを選択増菌物質とした場合に,選択性とプロテインA生産性ともに良好な結果が得られることを見出

した.選択増菌培地を用いることにより,初発菌数約60CFU血山の艶ブドウ球菌と他の菌種が1伊

CFU血山共存する条件において,培養時間5時間でB1月仏による検出が可能となった.さらに,食品

への添加試験においても5時間培養で検出が可能であった.

第4章は,サ/レモネラの迅速高感度測定法の研究について述べられている.サルモネラのu唱のコア

多糖領域に対するモノクローナル抗体M183とビオチン化M183抗体を用いたBI月払を開発した.市

販鶏肉からのサルモネラの検出を,通常の前増菌培養1日と選択増菌培養1日後にBI慮仏を用いて実

施した場合,従来法によるサルモネラの分離と確認を行なった結果とよく一致した.より短時間での検

査を可能にするためBI皿IAの高感封ヒを検討した.園相に用いるサルモネラ抗原の捕捉試薬として

M183抗体の代わりにポリミキシンBを用い,サ/レモネラから抗原を露出させるための界面滑性剤とし

て(ユIAPSを用いた場合の検出感度が優れていることを見出した.改良したBI皿IAは,肋αe肋

伽b血血umAJCC23564を最少7.3Ⅹ102mから検出可能であった.さらに,BI月払と市販の

迅速増菌培地S.PR.Ⅰ.N.Tによる24時間培養を組み合わせた場合に仁従来の増菌培地では検出できなか

った損傷した少数のサルモネラを検出することが可能であった.

以上のように,新たに開発された標識酵素であるビオチンイbレシフェラーゼを用いたBI月IAは,従来

汎用されている高感度なCI皿IAと同等以上の検出感度を有しており,今後食品衛生分野のみならず臨床

的な応用も期待される.また,ビオチンイbレシフェラーゼはカビ毒測定などにおける競合法にも利用可

能であった.黄色ブドウ球菌の場合は1日の作業時間内,サルモネラの場合は翌日には検査結果が得ら

れるため,迅速なフィードバックが可能になり,食品原料,製造工程あるいは製品の品質管理の向上に

貢献できる技術であると考えられた.

審 査 結 果 の 要 旨

本論文の研究は､まず始めに､化学修飾ではピオチン化ルシフェラーゼを作成することが

困難であるため､遺伝子工学的手法を用いて大腸菌の菌体内でビオチンが付加されるペプ

チドと耐熱性変異ホタルルシフェラーゼLm･217Lを融合タンパクとして発現させて,2

種のビオチン化ルシフェラーゼbL203とbL248を作製した｡この系は従来のビオテン化

アルカリフォスファターゼを用いた化学修飾系と比べてマウスIgGを測定するモデル系に

おいて約2倍の感度を有していた｡このビオチン化ルシフェラーゼを用いた生物発光酵素

免疫測定法の系の開発が本論文において新規性を有する点である｡

ビオチン化ルシフェラーゼを用いる系を応用して､新たに開発した抗体を用いてカビ毒

であるフモニシンを測定する競合免疫測定系を確立した｡この系を用いてトウモロコシ中

のフモニシンを測定したところ､1.25ppm～12.5ppmの範囲で測定可能であった｡サンプル

抽出後1.5時間で測定可能であり､スクリーニング検査に有用な方法と考えられた｡

次にプロテインAを測定するブドウ球菌測定系を開発した′｡選択増菌培地を用いること

により､初発菌数60CFU/mlの黄色ブドウ球菌と10ScFU/mlの他の菌種が混在する条件下で

5時間培養後に検出可能であった｡また､食品への添加試験においても5時間培養で検出

可能であった｡

最後にサルモネラのLPSに対する抗体を用いた測定系を開発し食品からの病原因子を

高感度に検出する系を開発した｡サルモネラの増菌培地にS.P.R.Ⅰ.Ⅳ.T.を用いて24時間培

養することにより､従来の増菌培地で検出できなかった熱損傷を受けた10王C叩/ml程度の

サルモネラを検出することが可能となった｡
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以上のように,新たに開発されたピオチン化ルシフェラーゼを用いた免疫測定系は,従

来汎用されている酵素免疫測定系と同等以上の検出感度を有しており;今後､食品原料,

製造工程あるいは製品の品質管理の向上に貢献できる技術であると考えられた･

以上について､審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論

文として十分価値があると認めた｡
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