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Ａ．研究目的 
カンピロバクター、ウエルシュ菌、サルモネラ、

腸管出血性大腸菌は日本国内において食中毒を引
き起こす主要原因細菌であり、細菌性食中毒は公衆
衛生上の重要課題である。食品の安全確保や感染拡
大防止など食品衛生・公衆衛生の観点から、畜産や
食品流通などの現場において簡便で迅速かつ高感
度な検出法の開発が求められている。そこで本研究
では、カンピロバクター、ウエルシュ菌、サルモネ
ラ、腸管出血性大腸菌、ならびに鑑別診断が必要な
コレラを加えた5つの細菌性食中毒を対象に、原因
菌もしくは毒素に対する抗体を作製し、細菌性食中
毒に対する迅速かつ高感度な検出技術基盤を開発
することを目的とする。 
 
Ｂ．研究方法 

これまでに樹立しているカンピロバクターに対
する抗体ライブラリについて、カンピロバクター
の臨床分離菌株（食品、患者など）、他の食中毒
菌や腸内細菌などの常在菌などを対象に、抗体の
特異性を評価した。具体的には、日和見細菌を含
む他の病原菌として、Escherichi coli, Pseudomo
nas aeruginosa, Salmonella enterica, Staphylo

coccus aureus, Serratia liquefaciens, Citrobact
er freundii, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
 aerogenes, Proteus mirabilis, Escherichia her
mannii, Enterobacter cloacae, Enterococcus fa
ecalisの12菌種、腸内細菌などの常在菌として、B
acteroides vulgatus, Faecalibacterium prausni
tzii, Prevotella copri, Lactobacillus gasseri, Bi
fidobacterium longum, Bifidobacterium pseudo
catenulatumの6菌種に対する反応性をELISA法
により評価した。菌を培養し、熱処理で不活化し
た後、凍結乾燥し、PBSに懸濁し、固相抗原とし
た。菌を固相化したプレートを洗浄後、精製抗体
を反応させ（室温、2時間）、検出用抗体（HRP標
識anti-mouse IgG、室温、1時間）を反応させた後、
基質を加えて450 nmで測定した。 
サルモネラ、ウエルシュ菌エンテロトキシン、

志賀毒素、コレラ毒素をそれぞれマウスに免疫し、
定法によりハイブリドーマを作製した。各病原体
につき、2,000クローン以上について病原体および
常在菌カクテル（マウス糞便を培養したもの）へ
の反応性をELISA法により評価した。 
 
（倫理面への配慮） 
該当しない。 
 
Ｃ．研究結果 
カンピロバクター感染症の原因菌はC. jejuniと

C. coliであり、その中でも95％以上がC. jejuni

研究要旨 
＜目的＞カンピロバクター、ウエルシュ菌、サルモネラ、腸管出血性大腸菌、コレラを対
象に、原因菌もしくは毒素に対する抗体を作製し、細菌性食中毒に対する迅速かつ高感度
な検出技術基盤を開発することを目的とする。 
＜方法＞これまでに樹立しているカンピロバクターに対する抗体ライブラリについて、カ
ンピロバクターの臨床分離菌株（食品、患者など）、他の食中毒菌や腸内細菌などの常在菌
などを対象に、抗体の特異性を評価した。サルモネラ、ウエルシュ菌エンテロトキシン、
志賀毒素、コレラ毒素に対するハイブリドーマを樹立し、病原体および常在菌カクテル（マ
ウス糞便を培養したもの）への反応性を ELISA 法により評価した。 
＜結果＞カンピロバクター属以外の常在菌や病原菌との反応性を評価した結果、今回調べ
た 18 菌種すべてと反応しなかったことから、カンピロバクターの検出に適した特異性の
高い抗体を樹立できた。サルモネラ菌、ウエルシュ菌エンテロトキシン、志賀毒素、コレ
ラ毒素に対しても反応性が高い抗体を樹立できた。 
＜まとめ＞細菌性食中毒に対する検出技術基盤の開発を目標に、各病原体に対する抗体を
樹立できたことから、今後、検出に適した抗体の組み合わせや食品などのサンプルから検
出できるか評価していく。 

細見晃司 
医薬基盤・健康・栄養研究所・研究員 
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の感染によるものである。これまでにC. jejuniだ
けに特異的に反応する、もしくはC. jejuniとC. c
oliの両方に高感度に反応する抗体をすでに得てい
る。そこで、研究分担者と協力して、評価する細菌
の種類を増やして抗体の特異性を評価した。カンピ
ロバクター属以外の常在菌や病原菌との反応性を
評価した結果、今回調べた18菌種すべてと反応しな
かった。 
次に、サルモネラ、ウエルシュ菌エンテロトキシ

ン、志賀毒素、コレラ毒素に対して高い反応性を示
し、かつ、常在菌カクテルには反応しない抗体をそ
れぞれ、11種類、8種類、11種類、7種類樹立した。
サルモネラは多くの血清型が存在することから、日
本国内で患者数の多いEnteritidis, Infantis, Ty
phimurium, Thompson, Schewarzengrundの5つの血
清型に対する反応性を評価した結果、11種類の抗体
のうち、8種類の抗体は免疫に用いたEnteritidis
に特異的に反応し、2種類の抗体はThompsonを除く4
つの血清型、1種類の抗体は5つの血清型すべてと反
応した。 
 
Ｄ．考察 
カンピロバクターに対する抗体については、他の病
原菌や常在菌と反応しなかったことから、カンピロ
バクターの検出に適した特異性の高い抗体である
と期待できる。今後は抗体が認識している抗原を同
定し、抗体と抗原の結合様式や強度などを解析する
ことで検出に適した抗体の組み合わせを検討する
とともに、糞便などの患者検体や食肉などの食品か
ら検出できるか検討を進める必要があると考えて
いる。 
サルモネラ、ウエルシュ菌エンテロトキシン、志賀
毒素、コレラ毒素に対しても反応性が高い抗体を樹
立できたことから、今後、カンピロバクターと同様
に、抗体の特異性を評価し、検出に適した抗体を選
定する。 
 
Ｅ．結論 
反応性や特異性の観点から、カンピロバクターの検
出に適した抗体を選定した。また、サルモネラ、ウ
エルシュ菌エンテロトキシン、志賀毒素、コレラ毒
素に対する抗体を樹立し、検出技術基盤の開発を当
初の計画通りに進めている。 
 
 
Ｆ．健康危険情報 
  なし 
 
Ｇ．研究発表 
 1.  論文発表 
① Lan H, Hosomi K, Kunisawa J., Clostridium

 perfringens enterotoxin-based protein en
gineering for the vaccine design and deli
very system. Vaccine, 37(42): 6232-39, 20
19 

② Hosomi K., Hinenoya A., Suzuki H., Nagata
ke T., Nishino T., Tojima Y., Hirata S. 
I., Matsunaga A., Kondoh M., Yamasaki S.,
 and *Kunisawa J., Development of a bival
ent food poisoning vaccine: augmenting th
e antigenicity of Clostridium perfringens
 enterotoxin by fusion with the B subunit
 of Escherichia coli Shiga toxin 2. Int. 

Immunol., 31(2): 91-100, 2019 
 
 2.  学会発表 
 なし 
（発表誌名巻号・頁・発行年等も記入） 
 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
  （予定を含む。） 
 1. 特許取得 
 なし 
 2. 実用新案登録 
 なし 
 3.その他 
 なし 
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食品や家畜由来株等を用いた抗体の反応性・特異性の評価と認識抗原の同定 
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Ａ．研究目的 
 Campylobacterによる食中毒は我が国において、細
菌性食中毒の中で最も発生事件数が多く、我が国の
みならず世界中で問題となっている。しかしながら
本菌属は、検出・培養に時間がかかるため、食品の
安全確保には、迅速かつ簡便でかつ高感度の検出方
法の構築が重要となる。そのため、Campylobacter
属菌の中で我が国において食中毒細菌に指定され
ているC. jejuni、C. coliを迅速かつ簡便に検出する
イムノクロマトグラフィーの構築を目標に、これま
でに研究代表者が作製してきた抗体の検証を行う
ことを目的とする。 
 本研究では、これまで特異性の評価を行ってきた
C. jejuniのみまたはC. jejuniおよびC. coliに反応す
る抗体の、反応する培養条件および標的タンパク質
の決定を試みた。 
 
Ｂ．研究方法 
1). C. jejuniを血液寒天培地または血液を含まない
Bolton基礎培地にて培養した後ウエスタンブロッ
ティングを行い各菌体と抗体との反応性について
評価を行った。 
2). C. jejuniの菌体破砕上清と各抗体を混和し反応
させたのちrProteinAカラムを用いて抗体と反応し
た菌体タンパク質を抗体とともに粗精製を行った。
得られたフラクションについてSDS-PAGEおよび

ウエスタンブロッティングにて標的タンパク質の
存在を確認した。 
 
（倫理面への配慮） 
該当しない 
 
Ｃ．研究結果 
1). 今回評価を行った抗体はどちらも血液寒天培地
にて培養した菌体と強く反応したが、Bolton基礎培
地とした菌体との反応性は確認されなかった。 
2). Buffer条件を界面活性剤を加えた条件にて精製
を行うことで、溶出フラクションよりウエスタンブ
ロッティングにより標的タンパク質を検出し粗精
製に成功した。 
 
Ｄ．考察 
 今回評価を行った抗体はBolton基礎培地で培養
した菌体とは反応しなかったことより、抗体の標的
タンパク質はCampylobacterにおいて常時発現して
いるタンパク質ではないと考えられる。今後、食品
等を汚染しているCampylobacterを検出するにあた
り、食品中のCampylobacterにおいても標的タンパク
質が発現しているのか、および発現する条件につい
て検討していく必要があると考えられた。 
 また、粗精製したサンプルより、プロテオソーム
解析により標的タンパク質を決定していく。 

研究要旨 
＜目的＞Campylobacter jejuni および C. coli に対する特異的抗体が反応する菌体の条件の検
討および標的タンパク質の決定 
 
＜方法＞C. jejuni 特異的または C. jejuni, C. coli に特異的反応する抗体が反応する際の
Campylobacter の培養条件を検証した。これらの抗体の標的タンパク質を決定するために抗
体アフィニティークロマトグラフィーによる、標的タンパク質の粗精製を行った。 
 
＜結果＞各抗体は、Bolton 培地で培養した菌体とではなく血液寒天培地上で培養した際の
菌体で、標的タンパク質と反応した。抗体アフィニティークロマトグラフィーによる標的
タンパク質の粗精製法を構築した。 
 
＜まとめ＞粗精製したサンプルより、プロテオーム解析により標的タンパク質を決定して
いくとともに、抗体のエピトープについても明らかとしていく。標的タンパク質の発現条
件についてもさらに検証していくことで、今後検出系の構築において、適切な抗体または
サンプルの調整法についても検討を行っていく。 
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Ｅ．結論 
 今後抗体を用いてCampylobacterの検出系を構築
していくにあたり、菌種の特異性のみならず、菌体
中の標的タンパク質の発現状態についても検証す
る必要があることが明らかとなった。 
 
Ｆ．健康危険情報 
 
Ｇ．研究発表 
 1.  論文発表 
なし 
 2.  学会発表 
なし 
（発表誌名巻号・頁・発行年等も記入） 
 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
  （予定を含む。） 
 1. 特許取得 
なし 
 2. 実用新案登録 
なし 
 3.その他 
なし 
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