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1243 DNA プロ ー ブ固定化磁性細菌粒子 によ る病原 性 微生ta　Le．qioneYfa
ρneu η ◎phiiaの 特異的検出

（東京農 1二大学 u 工 ・生 命工
、 †国立 感染症研究所 ・寄生 動物部）○加

藤大介、 匚E中剛 、 竹 山春 子、 八 本田健司
『1−

、 遠藤琢郎
÷

、 松永 　是

1目的］　 病原性微生 物LegionetSa　pneun ？．ophib ’
a は、呼吸 器 系感染 の 原因細 菌で あ り、空

調用 冷却水や給湯水か らの 感染、あ る い は 噴水 に よ る エ ア ロ ゾ ル の 吸入 に よ る感染 が 問
題 とな っ て い る 。 現在孟 那 餾 跚 oρ観 α の 検出は選択培地 に よ る もの が殆 どで あ るが 、検
出まで の 時間が 1 〜 2 週間か か る こ とか ら迅 速 な検出法が 求め られて い る 、， そこ で 本研

究で はDNA プ ロ ーブ 固定化磁性細 菌粒 子 を用 い た 遺伝子 レ ベ ル で の L 　pneumophiga の 特
異的検 出を行 っ た 。

【方法及 び結果1　 ス トレ プ トア ビジ ン 固定化磁性細菌粒子（SA −BMPs ）の 作製 は 、 架橋
剤 グル タル ア ル デ ヒ ドを康 い て 行 っ た 。 こ の 粒子に封 して L．　pneumaophigaの Microphage
infect．avit｝，　pctentiator（mip ）遺伝子 5’

末端 に特異 的 な ビオチ ン 標識DNA プ ロ
ーブ を反応 させ

プ ロ ・一ブ標識磁性細菌粒子 を作製 した 。 検出す る itS　ip遺伝子断片（699bp ）は 、
　PCR に よ っ

て 増 幅 した 、， こ の PCR 産物 に プ ロ
ー

ブ標識磁性細菌粒子 を混合 し、55℃ で ハ イ ブ リダ イ
ゼ

ー
シ ョ ン を行 っ た ． 磁気回収

・洗 浄 後、mip 遺伝 了
・5味 端 に特異的なTIRTC 標識 プ ロ

ー

ブ を添加 し 、 再び ハ イブ リダイ ゼー
シ ョ ン を行 っ た 。 こ の サ ン プ ル を蛍 光顕微鏡観察 し

た 結果、蛍光発 光が確認 された 、，また コ ン トロ
ー

ル の DNA 断片 を用 い て実験 を鬢 っ た場
合は蛍光が観察 され ず、特異的検出が nf能で ある こ とが示 され た 。
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1244 プ ロ テ イ ン A磁 性細菌粒子 複合体 を用 い た免疫微量 分析法の 確立
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置目的 ヨ　 磁性細菌 MagnetospirNlum　sp ．　AMB −1か ら分離 され る磁性細菌粒子は リ ン脂質
二 重膜で 覆わ れて お り、鉄輸送膜 タ ン パ ク質MagA が 局在する こ とが 明 らかに な っ て い る 。

MagA の 遺伝子 配列 を基に 融合遺伝子 を作製 し、外来 タ ン パ ク質 を磁性細 菌粒子 上 で デ ィ

ス プ レ イす る こ とが可能 と な っ て い る 。 本研 究で は 、プ ロ テ イ ン A をデ ィ ス プ レイ した

磁性細菌 粒 ゴ
ー
の 免疫測 定へ の 利用性 の 確認 、 さ らに 微量分析 が可 能な測定シ ス テ ム へ の

適応 を目的 と した 、，

【方法及 び結果1　 プ ロ テ イ ン A とMagA の 融合遺 伝子 を含 む プ ラス ミ ドpRZM を接合伝
達法 に よ り磁性細菌Ma8ne 醜 卿捌 ロ  　sp ．　AMB −1内に 導入 した f， 形質転換体 を7目間培養
し、集菌後、 フ レ ン チ プ レ ス に よ り菌体 破砕 を行い 、プ ロ テ イ ン A 磁 性細菌粒子複合体
の 抽 出 を行 っ た n 磁性細 菌粒 子 ｝1 の プ ロ テ イ ン A の 活 性 は 、 ア ル カ リホ ス フ ァ ターゼ

（ALP ）標識抗 体 の 結合 の 有無 を発 光 に よ り確 認す る こ とに よ り行 っ た 。 モ デ ル抗原 と して

IgG 、磁性 細菌粒子 E に は 抗 lgG抗体 、二 次抗体 に は ALP 一抗lgG 抗体 を用 い 、サ ン ドイ ッ

チ イ ム ノ ア ッ セ イに よ り測定 を行 っ た 。 溶液の 撹拌 ・磁気 回収 ・洗浄等 の 連 の操作 は 、
マ イク ロ タ イ タ

ー
プ ン

ー
ト上 で 行 っ た 。その 結果、 lpg！mE の 濃度 まで 検出 が可能 で あ る

こ とが示 唆 され 、 高感 度測定が 可能 で あ る こ とが確 認 され た 。 ま た 、 反応容量 の 微量化

に つ い て 検討 を行 っ た結 果、20y且の 反 応容積で 免疫測 定が可 能で あ る こ とが 示唆 され た 。
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