
(57)【要約】

【課題】従来法に比べて特異性が高く、簡便かつ迅速な

エキノコックス多包虫症の診断にきわめて有用な検査法

を提供する。

【解決手段】エキノコックス多包虫Em18抗原のC末端部

位を欠損させた組換えEm18R2抗原を、被検者の血清と反

応させるエキノコックス多包虫症の診断法である。この

組換えEm18R2抗原を支持体に固定し、これに被検者の血

清を反応させ、これに標識を付したプローブを反応させ

、この標識を検出する。本発明の検査法は、従来法に比

べて、特異性が高く、簡易検査法と組み合わせることに

より、簡便かつ迅速なエキノコックス多包虫症の診断に

きわめて有用である。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 Em18抗 原 の C末 端 部 位 を 欠 損 さ せ た 組 換 え Em18R2抗 原 を 使 用 す る
こ と に よ り な る エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 の 診 断 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 Em18抗 原 の C末 端 部 位 を 欠 損 さ せ た 組 換 え Em18R2抗 原 と 、 被 検 者
の 血 清 を 反 応 さ せ る こ と か ら 成 る エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 の 診 断 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 Em18抗 原 の C末 端 部 位 を 欠 損 さ せ た 組 換 え Em18R2抗 原 を 、 支 持 体
に 固 定 し 、 こ れ に 被 検 者 の 血 清 を 反 応 さ せ 、 こ れ に 標 識 を 付 し た プ ロ ー ブ を 反 応 さ せ 、 こ
の 標 識 を 検 出 す る こ と か ら 成 る エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 の 診 断 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　  本 発 明 は 、 エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 の 診 断 法 に 関 す る 。 さ ら に 詳 し く は 、 エ キ ノ コ ッ
ク ス 多 包 虫 症 診 断 用 抗 原 と し て 分 子 サ イ ズ 18kDa の タ ン パ ク 質 　 Em18R2を 使 用 す る こ と に
よ り な る 多 包 虫 の 診 断 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 エ キ ノ コ ッ ク ス  症 （ Echinococcosis） は イ ヌ 科 の 動 物 、 特 に キ ツ ネ や イ ヌ の 小 腸 に 寄
生 し 、 こ れ ら の 終 宿 主 と 中 間 宿 主 で あ る 野 ネ ズ ミ の 間 で 生 活 環 を 維 持 し て い る 。 終 宿 主 か
ら 排 泄 さ れ た 虫 卵 が 飲 み 水 、 生 野 菜 、 埃 な ど を 介 し て ヒ ト の 口 に 入 り 感 染 し た 際 に 引 き 起
こ さ れ る 肝 臓 の 慢 性 疾 患 で あ る （ 非 特 許 文 献 １ ～ ３ ） 。
　 す な わ ち 、 エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 と は ヒ ト 、 野 ネ ズ ミ の 体 内 で は 成 虫 に 発 育 す る こ と
な く 、 肝 臓 そ の 他 の 内 臓 で エ キ ノ コ ッ ク ス 幼 虫 が 無 性 増 殖 し 、 こ の 寄 生 虫 の 幼 虫 に よ っ て
肝 実 質 が ほ と ん ど 侵 さ れ 、 置 き 換 わ る 形 に な り 、 悪 性 腫 瘍 同 様 の 慢 性 経 過 を た ど る 難 治 性
肝 疾 患 で 、 現 在 最 も 致 死 的 な 寄 生 虫 病 の ひ と つ と み な さ れ て い る 。 エ キ ノ コ ッ ク ス 幼 虫 を
宿 し て い る 野 ネ ズ ミ を 食 し た イ ヌ 、 キ ツ ネ の 小 腸 で 成 虫 に 発 育 し 、 イ ヌ 、 キ ツ ネ が ヒ ト へ
の 感 染 源 と な る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 エ キ ノ コ ッ ク ス 症 は 感 染 症 予 防 法 に お い て 第 ４ 類 感 染 症 に 分 類 さ れ 、 届 け 出 が 義 務 づ け
ら れ て い る 公 衆 衛 生 上 重 要 な 人 獣 共 通 寄 生 虫 症 で あ る 。
　 ま た 、 エ キ ノ コ ッ ク ス 症 に は 北 半 球 の 高 緯 度 地 域 で 環 境 汚 染 、 流 行 拡 大 が 深 刻 化 し 、 国
内 で は 北 海 道 の 風 土 病 と し て 知 ら れ て い る 「 多 包 虫 症 」 と 、 全 世 界 の 畜 産 国 を 中 心 に 蔓 延
し 、 国 内 で は 輸 入 症 例 が 問 題 に な る 「 単 包 虫 症 」 と が あ る 。
　 「 多 包 虫 症 」 は 悪 性 腫 瘍 と 同 様 に 病 巣 が 増 大 し 続 け 、 何 ら か の 症 状 が 出 て か ら １ ５ 年 以
内 に 死 の 転 帰 を た ど る 現 代 の 「 死 に 至 る 病 」 で あ る た め 、 多 包 虫 症 に は 早 期 診 断 、 早 期 治
療 が 絶 対 不 可 欠 で あ り 、 現 時 点 で は 外 科 的 病 巣 切 除 が 唯 一 の 治 療 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 の 確 定 診 断 に は 、 超 音 波 や CT、 MRIな ど の 腹 部 画 像 診 断 が 重 要
で 、 石 灰 化 、 小 嚢 胞 、 壊 死 、 液 化 な ど の 多 彩 な 病 巣 の 有 無 を 画 像 で 確 認 し 、 多 包 虫 症 の 疑
い が 非 常 に 高 い 場 合 に 外 科 的 肝 摘 除 、 病 理 検 査 に よ っ て 確 定 さ れ る 難 治 性 疾 患 で あ る 。
　 た だ し 、 エ キ ノ コ ッ ク ス 症 を 性 格 に 鑑 別 で き る 画 像 診 断 の 専 門 家 は 世 界 的 に も 非 常 に 少
な い の が 現 実 で あ る 。 WHOは 先 進 国 、 発 展 途 上 国 を 問 わ ず エ キ ノ コ ッ ク ス 症 の 流 行 地 域 で
は 第 一 に 画 像 診 断 で 腹 部 異 常 陰 影 の あ る 住 民 を 検 出 し 、 次 い で 信 頼 性 の 高 い 血 清 検 査 法 に
よ る 特 異 抗 体 確 認 し 、 手 術 適 応 症 例 で あ れ ば 手 術 に 踏 み 切 る こ と 、 手 術 不 適 応 の 症 例 で は
化 学 療 法 を 試 み る こ と を 推 奨 し て き て い る 。 そ れ ゆ え 、 早 期 診 断 、 早 期 治 療 が 重 要 な 疾 患
と 規 定 さ れ る 。 血 清 検 査 法 に よ り 術 前 診 断 が 可 能 で あ れ ば 、 そ の 効 用 は 計 り 知 れ な い 。 ド
イ ツ 、 ス イ ス 、 フ ラ ン ス 、 日 本 （ 旭 川 医 科 大 学 ） で 国 際 的 な 評 価 が 高 い 血 清 検 査 法 が 確 立
さ れ て い る が 、 ま だ こ れ ま で の と こ ろ 、 そ の 信 頼 性 は ８ ０ ％ 前 後 で あ る 。
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【 ０ ０ ０ ５ 】
　 多 包 虫 症 に 関 す る 治 療 法 は 現 在 、 外 科 的 肝 切 除 が 唯 一 の 方 法 で あ り 、 術 前 の 多 包 虫 症 患
者 と そ れ 以 外 の 患 者 の 鑑 別 は 患 者 の 経 済 的 負 担 、 無 用 の 外 科 手 術 の 回 避 、 疑 診 さ れ た 住 民
が こ う む る 社 会 的 、 経 済 的 、 精 神 的 苦 痛 の 軽 減 の 意 味 か ら も 非 常 に 重 要 で あ る 。 現 在 国 内
で 施 行 さ れ て い る 住 民 検 査 に お け る 血 清 検 査 法 で は ９ ９ ％ が 偽 陽 性 で あ り 、 多 包 虫 症 で な
い に も か か わ ら ず 多 包 虫 症 の 疑 い で 数 年 余 に わ た り 検 査 と 受 け る 住 民 の 苦 痛 は 計 り 知 れ な
い 。 術 前 に 信 頼 性 の 高 い 血 清 検 査 法 を 確 立 で き れ ば 、 住 民 検 診 の み な ら ず 医 療 現 場 に お け
る 貢 献 は 計 り 知 れ な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 現 在 、 使 用 さ れ て い る ELISA法 で は 、 多 包 虫 非 感 染 者 血 清 が 陽 性 と な る 、 い わ ゆ る 、 偽
陽 性 を 多 く 生 じ さ せ る こ と が 確 認 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ４ ） 。
　 そ の 、 偽 陽 性 反 応 を 改 善 す る 方 法 と し て 、 ヒ ト エ ズ リ ン /ラ デ ィ キ シ ン /モ エ シ ン （ ERM
） 相 同 分 子 で あ る エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 の EM10(65ｋ Da)の 一 部 分 で あ る 、 分 子 サ イ ズ 18kD
aの タ ン パ ク 質 Em18の 組 換 え タ ン パ ク 質 を エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 診 断 用 抗 原 と し て 使 用
す る 方 法 が 開 発 さ れ た （ 特 許 文 献 １ ） 。
　 こ の よ う な 方 法 以 外 に も 、 環 境 汚 染 源 、 人 へ の 感 染 源 と な る キ ツ ネ 、 イ ヌ な ど の 診 断 法
と し て エ キ ノ コ ッ ク ス 属 条 虫 の 排 泄 分 泌 抗 原 を 免 疫 抗 原 に 利 用 し た エ キ ノ コ ッ ク ス 属 条 虫
（ 成 虫 ） 感 染 の 診 断 法 が 開 発 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ５ 、 特 許 文 献 ２ ） 。 本 診 断 法 は エ キ
ノ コ ッ ク ス 幼 虫 に 感 染 し て い る ヒ ト な ら び に 動 物 （ た と え ば 動 物 園 で 飼 育 さ れ て い る サ ル
、 ゴ リ ラ な ど ） に お け る エ キ ノ コ ッ ク ス 抗 原 (Em18蛋 白 質 )に 対 す る 特 異 抗 体 を 検 出 す る 方
法 に 関 す る も の で あ る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 INFECTION CONTROL 2001 vol.10, No.7, 670-672
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Current Concepts in Infections Diseases vol.20, No.4, 18-19 (200
1)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 岐 阜 県 医 師 会 雑 誌  第 14巻 第 1号  35-46 (2001)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Ito A et al., Acta Tropica 85: 173-182 (2003)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Sako Y et al., Journal of Clinical Microbiology vol.40, No.8, 27
60-2765 (2002)
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2005-29558公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 2001-292766公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 を 臨 床 現 場 で 特 異 的 に 、 簡 便 か つ 迅 速 に 検 出 で き る
診 断 法 の 開 発 を 目 的 と し て な さ れ た も の で あ る 。
　 エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 診 断 用 抗 原 と し て 、 多 包 虫 EM10(65ｋ Da)の 一 部 分 で あ る 、 分 子
サ イ ズ 18kDaの タ ン パ ク 質 Em18の 組 換 え タ ン パ ク 質 を 使 用 し て き た 。 し か し な が ら 、 組 換
え Em18を 使 用 す る 過 程 で 、 多 包 虫 非 感 染 者 血 清 が 弱 陽 性 と な る 、 い わ ゆ る 、 偽 陽 性 を 一 部
生 じ さ せ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 そ こ で 、 Em18の C末 端 部 位 で 、 ERM分 子 に 相 同 性 を 示 す 領 域 を 欠 損 さ せ た 組 換 え Em18R2を
大 腸 菌 に よ り 発 現 さ せ 、 エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 診 断 用 抗 原 と し て 用 い る こ と に よ り 、 偽
陽 性 を 減 じ さ せ る こ と が 可 能 と な り 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
　 す な わ ち 、 請 求 項 １ に 記 載 の 発 明 は 、 エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 Em18抗 原 の C末 端 部 位 を 欠
損 さ せ た 組 換 え Em18R2抗 原 を 使 用 す る こ と に よ り な る エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 の 診 断 法 で
あ る 。
　 ま た 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 発 明 は 、 被 検 者 の 血 清 を 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 原 と 反 応 さ せ る こ
と か ら 成 る エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 の 抗 体 診 断 法 で あ る 。
　 さ ら に 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 発 明 は 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 原 を 支 持 体 に 固 定 し 、 こ れ に 被
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検 者 の 血 清 を 反 応 さ せ 、 こ れ に 標 識 を 付 し た プ ロ ー ブ を 反 応 さ せ 、 こ の 標 識 を 検 出 す る こ
と か ら 成 る エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 の 抗 体 診 断 法 で あ る 。
　 次 に 、 本 発 明 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 多 包 虫 診 断 用 抗 原 と し て 分 子 サ イ ズ 18kDa の タ ン パ ク 質 Em18を 同 定 し て き た 。 ま た Em18
は 、 多 包 虫 EM10(65ｋ Da)の シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 分 解 産 物 で あ る こ と を 明 ら か に し 、 Em
18の N末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し た 。 さ ら に 、 Em18の C末 端 ア ミ ノ 酸 の 同 定 は 行 わ ず 、 Em
18の 分 子 サ イ ズ お よ び 等 電 点 を 基 に 、 EM10の 一 次 構 造 よ り Em18の ア ミ ノ 酸 配 列 を 予 測 し (
図 1、 下 線 部 分 )、 そ の 組 換 え タ ン パ ク 質 を 診 断 用 抗 原 と し て 使 用 し て き た 。 し か し な が ら
、 組 換 え Em18を 使 用 す る に あ た り 、 多 包 虫 非 感 染 者 血 清 が 陽 性 と な る ケ ー ス に 遭 遇 し た 。
こ れ は 、 偽 陽 性 を 生 じ さ せ る 危 険 性 が あ る た め 、 改 善 す る 必 要 が あ っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 EM10は 、 ヒ ト の ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト と CD44を 架 橋 す る 分 子 で あ る エ ズ リ ン /ラ デ ィ キ
シ ン /モ エ シ ン (ERM)タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー と 相 同 性 が 高 い 分 子 で あ る 。  EM10の 一 次 構 造
よ り 予 測 し た Em18の C末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ERM分 子 と 高 い 相 同 性 を 示 す こ と か ら 、 多 包 虫
非 感 染 者 の 血 清 中 に ERM分 子 に 対 す る 抗 体 、 い わ ゆ る 自 己 抗 体 、 が 存 在 す る の で は な い か
と 仮 説 を た て 、 Em18の C末 端 部 位 (図 1、 ＃ 部 分 )を 、 フ ァ ー ジ の 頭 部 タ ン パ ク 質 で あ る T7ge
ne10タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 大 腸 菌 に よ り 発 現 さ せ (組 換 え Em18C)イ ム ノ ブ
ロ ッ ト 解 析 を 行 っ た 。 　
　 そ の 結 果 、 組 換 え Em18に 反 応 す る 多 包 虫 非 感 染 者 血 清 は 、 Em18の C末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 を
強 く 認 識 す る こ と が 明 ら か と な っ た (図 ２ )。
　 そ こ で 、 Em18の C末 端 部 位 で 、 ERM分 子 に 相 同 性 を 示 す 領 域 を 欠 損 さ せ た 組 換 え Em18R2を
作 製 し 、 大 腸 菌 に よ り 発 現 さ せ 、 エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 診 断 用 抗 原 と し て 用 い る こ と に
よ り 、 偽 陽 性 を 減 じ さ せ る こ と が 可 能 と な っ た （ 図 ３ )。
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ の 結 果 よ り 、 組 換 え Em18R2の 多 包 虫 症 血 清 診 断 用 抗 原 と し て の 有 用 性 を 評 価 す る た め
に 、 多 包 虫 症 患 者 血 清 を 用 い た ELSA法 を 行 っ た （ 多 包 虫 症 患 者 血 清 44例 、 多 包 虫 症 感 染 者
血 清 45例 ） 。 そ の 結 果 、 88％ の 患 者 血 清 が 陽 性 を 示 し 、 ま た 、 多 包 虫 症 感 染 者 血 清 で は 陽
性 を 示 す も の が な か っ た こ と よ り 、 そ の 診 断 用 抗 原 と し て の 有 用 性 が 示 さ れ た （ 図 4） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ の 抗 原 抗 体 反 応 を 検 知 す る 方 法 に 特 に 制 限 は な い が 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ
ッ ト 法 、 ELISA法 、 イ ム ノ ク ロ マ ト 法 等 が 挙 げ ら れ る 。 特 に 、 イ ム ノ ク ロ マ ト 法 は 簡 便 性
や 迅 速 性 か ら 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ 法 と し て は 最 適 で あ り 、 検 査 器 材 や 特 別 な 技 術 を 必 要 と
し な い た め 、 発 展 途 上 国 の よ う な 地 域 で の ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 に は 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 好 ま し い 多 包 虫 症 の 検 査 方 法 は 、 本 発 明 の 抗 原 を 支 持 体 に 固 定 し 、 こ れ に 被 検 者 の 血 清
を 反 応 さ せ 、 こ れ に 標 識 を 付 し た プ ロ ー ブ を 反 応 さ せ 、 こ の 標 識 を 検 出 す る こ と か ら 成 る
。 こ の 支 持 体 は 、 タ ン パ ク 質 を 容 易 に 吸 着 す る も の で あ れ ば 特 に 制 限 は な く 、 ポ リ ス チ レ
ン や ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 等 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の 抗 原 を 、 被 検 者 （ 感 染 し た 場 合 ） の 血 清 中 に 存 在 す る 抗 体 と 反 応 さ せ 、 更 に こ の 抗
体 を 認 識 す る プ ロ ー ブ と を 反 応 さ せ る 。 こ の プ ロ ー ブ と し て は 、 抗 ヒ ト IgG抗 体 、 プ ロ テ
イ ン Ｇ 、 プ ロ テ イ ン Ａ 、 プ ロ テ イ ン Ｌ な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ の プ ロ ー ブ に は 通 常 標 識 を 付
す 。 こ の 標 識 と し て は 、 金 コ ロ イ ド 粒 子 や 酵 素 （ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ
タ ー ゼ ） が 挙 げ ら れ る 。 酵 素 抗 体 を 用 い た 場 合 に は 、 基 質 を 反 応 さ せ て そ の 色 の 変 化 （ 着
色 等 ） を 観 察 す れ ば よ い 。
　 ま た 、 2次 抗 体 と し て 抗 サ ル IgG抗 体 や 抗 イ ヌ IgG抗 体 な ど 、 動 物 種 特 異 の 抗 IgG抗 体 や 、
プ ロ テ イ ン Gを 用 い る こ と に よ り 、 サ ル や イ ヌ な ど ヒ ト 以 外 の 動 物 へ の 応 用 も 可 能 で あ る
。
【 ０ ０ １ ５ 】
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　 本 発 明 の 抗 原 は 、 遺 伝 子 組 換 え に よ る 大 腸 菌 に よ る 発 現 だ け で な く 、 組 換 え Em18R2に 対
応 す る ペ プ チ ド の 化 学 合 成 が 可 能 で あ り 、 多 包 虫 症 検 査 抗 原 と し て 簡 便 か つ 安 定 に 供 給 す
る こ と が で き 、 か つ 品 質 管 理 が 容 易 で あ る 。 ELISA法 で 利 用 す る 場 合 、 こ の 抗 原 は 0.01～ 0
.2mg/mlの 濃 度 で ポ リ ス チ レ ン 製 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 0.1ml／ ウ ェ ル で
加 え 、 4℃ 、 一 夜 放 置 し 、 固 相 化 し た 。 固 相 化 後 、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン あ る い は カ ゼ イ ン な
ど の タ ン パ ク 質 を 含 有 す る リ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.2)で 3回 洗 浄 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ し 、 真 空 乾 燥
後 使 用 し た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 二 次 抗 体 と し て は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 ヒ ト IgG抗 体 や ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ
標 識 抗 ヒ ト IgG抗 体 も 好 適 に 使 用 す る こ と が で き る 。 発 色 基 質 と し て 、 前 者 で は 3,3',5,5'
－ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン と 過 酸 化 水 素 が 、 後 者 で は p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 等 が 一 般 的
に 使 用 さ れ る 。 な お 、 ELISA法 の 詳 細 に つ い て は 、 非 特 許 文 献 ６ に 記 さ れ て い る 。
【 非 特 許 文 献 ６ 】 微 生 物 学 実 習 提 要 　 東 京 大 学 医 科 学 研 究 所 学 友 会 編  p269-271 (1996)
【 ０ ０ １ ７ 】
　 イ ム ノ ク ロ マ ト 法 で 使 用 す る 場 合 、 多 包 虫 症 血 清 診 断 用 抗 原 で あ る 組 換 え Em18R2を 固 相
化 す る 反 応 膜 と し て は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 が 好 適 に 用 い ら れ る が 蛋 白 質 を 吸 着 す る 能 力
を 有 す る 担 体 で あ れ ば 、 膜 の 種 類 や 材 質 は 問 わ な い 。 組 換 え Em18R2抗 原 は 0.1～ 10mg/mlの
濃 度 で 反 応 膜 上 に 線 状 に 固 相 化 し 、 使 用 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 標 識 物 質 と し て 金 コ ロ イ ド 粒 子 や 有 色 の ラ テ ッ ク ス 粒 子 が 一 般 的 に 使 用 さ れ る 。 金 コ ロ
イ ド 粒 子 の 場 合 、 そ の 粒 子 径 は 20～ 100nmの サ イ ズ が 好 ま し く 、 有 色 の ラ テ ッ ク ス 粒 子 で
は 0.05～ 0.5μ mの 粒 径 が 好 適 に 用 い ら れ る 。 そ れ ら の 粒 子 に 抗 ヒ ト IgGウ サ ギ 抗 体 を 炭 酸
緩 衝 液 (pH9.0)中 、 10～ 200μ g/ml濃 度 で 吸 着 さ せ 使 用 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 金 コ ロ イ ド 粒 子 を 用 い た 組 換 え Em18R2抗 原 の 検 出 法 で は 、 サ ン プ ル 滴 下 部 （ １ ） 、 標 識
抗 体 含 有 濾 紙 部 （ ２ ） 、 判 定 部 （ （ ３ ） 、 エ キ ノ コ ッ ク ス 抗 体 検 出 部 ） お よ び 、 吸 水 濾 紙
部 （ ４ ） か ら 構 成 さ れ 、 そ の 実 施 例 を 図 ５ に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 二 次 抗 体 と し て 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 ヒ ト IgG抗 体 を 使 用 し 、 発 色
基 質 と し て 5－ ブ ロ モ -4-ク ロ ロ － 3-イ ン ド リ ル リ ン 酸 を 用 い 、 反 応 後 の 青 色 の 発 色 を 目 視
で 確 認 し て 、 抗 エ キ ノ コ ッ ク ス 抗 体 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 も 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 イ ム ノ ク ロ マ ト 法 に よ り 、 エ キ ノ コ ッ ク ス 抗 体 の 検 出 を 行 う に は 、 血 清 又 は 血 漿 を サ ン
プ ル 口 に 滴 下 し 反 応 さ せ る 。 検 体 は 反 応 膜 上 を 展 開 し 、 ま ず 標 識 抗 体 と 反 応 す る 。 更 に 、
反 応 膜 中 央 部 に あ る エ キ ノ コ ッ ク ス 抗 体 検 出 部 で 反 応 し 、 吸 収 濾 紙 部 に 移 動 し 、 反 応 は 終
了 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 検 体 中 に 抗 エ キ ノ コ ッ ク ス 抗 体 が 存 在 す れ ば 、 ま ず 、 標 識 抗 体 と 複 合 体 が 形 成 さ れ 、 中
央 部 の エ キ ノ コ ッ ク ス 抗 体 検 出 部 で 捕 捉 さ れ る 。 捕 捉 さ れ た 複 合 体 は 検 出 部 分 に 蓄 積 し 、
標 識 物 質 の 色 を 呈 す る よ う に な り 、 目 視 で エ キ ノ コ ッ ク ス 抗 体 の 存 在 を 確 認 で き る 。 例 え
ば 、 金 コ ロ イ ド 標 識 の 場 合 に は 赤 紫 色 の 線 が 出 現 し 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 ヒ
ト IgG抗 体 と 5－ ブ ロ モ -4-ク ロ ロ － 3-イ ン ド リ ル リ ン 酸 と を 用 い る 系 で は 、 青 色 の 線 が 出
現 す る 。
　 検 体 中 に エ キ ノ コ ッ ク ス 抗 体 が 存 在 し な け れ ば 、 標 識 抗 体 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と が な
く 、 反 応 膜 上 の 抗 体 と も 反 応 し な い の で 、 反 応 後 膜 面 に 変 化 は な い 。
　 以 下 、 実 施 例 に て 本 発 明 を 例 証 す る が 、 各 実 施 例 は 本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 図 す る も
の で は な い 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に お け る エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 の 診 断 法 は 、 従 来 法 よ り 特 異 性 が 高 く 、 簡 便 で
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短 時 間 に 結 果 が 得 ら れ る た め 、 臨 床 現 場 で 使 用 可 能 で あ り 、 エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 の 診
断 に き わ め て 有 用 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 以 下 、 こ の 発 明 を 実 施 例 に 基 づ い て 説 明 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 実 施 例 で は 、 組 換 え Em18R2を 大 腸 菌 に よ り 発 現 さ せ た も の を 使 用 し た 。 具 体 的 に は 、
Em18R2領 域 (図 １ 、 ： 部 )遺 伝 子 を PCR法 (プ ラ イ マ ー ； 5’ -GGGAATTCAAGGAGTCTGACTTAGCGGA
T-3’ お よ び 5’ -TTGGATCCTAGGCTTCACTTTCATCATCCTG-3’ )に よ り 増 幅 し 、 制 限 酵 素 EcoRIお
よ び BamHIに て 処 理 し た 後 、 同 酵 素 で 処 理 し て あ る 大 腸 菌 発 現 用 ベ ク タ ー pTWIN1(NEW ENGL
AND BioLabs社 )に 連 結 し た 。 図 ６ に は こ の 大 腸 菌 発 現 用 ベ ク タ ー pTWIN1を 示 す 。 大 腸 菌 に
よ り 発 現 さ れ た 組 換 え Em18R2は 、 キ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 お よ び 自 己 切 断 能 を も つ イ ン テ イ
ン と の 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る た め 、 キ チ ン を 結 合 さ せ た カ ラ ム に 結 合 さ せ た の ち 、 イ ン テ
イ ン の 自 己 切 断 活 性 に よ り 組 換 え Em18R2を カ ラ ム よ り 溶 出 さ せ た 。 精 製 さ れ た 組 換 え Em18
R2は リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ 137mM NaCl, 8.1mM Na2 HPO 4 ,2.68mM KCl, 1.47mM KH2 PO 4 , p
H7.4） に 対 し て 透 析 を 行 い 、 以 降 の 実 験 に 供 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 次 に 、 抗 原 を 96穴 プ ラ ス チ ッ ク プ レ ー ト （ Nalge Nunc社 ： MaxiSorpPlate） に 100ng/ウ
ェ ル で 吸 着 さ せ た 。 抗 原 液 を 捨 て た 後 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 に て 洗 浄 し た 。 各 ウ ェ ル に
ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 （ 20mM Tris-HCl, 1% Casein, 150mM NaCl, pH7.4） を 300μ L加 え た
後 、 再 び シ ー ル し 、 37℃ で １ 時 間 静 置 し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 を 捨 て 、 各 ウ ェ ル に ブ ロ
ッ キ ン グ 緩 衝 液 に て 100倍 希 釈 し た 被 検 血 清 を 100μ L加 え た 。 軽 く プ レ ー ト を 揺 す り 、 血
清 を 混 和 し た 。 そ の 後 、 37℃ で １ 時 間 反 応 さ せ 、 被 検 血 清 を 捨 て た 。 洗 浄 液 （ リ ン 酸 緩 衝
生 理 食 塩 水 に 界 面 活 性 剤 Tween20を 0.05％ の 濃 度 で 加 え た 。 ） を 各 ウ ェ ル に 加 え 洗 浄 し た
。 以 上 の 工 程 を ３ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 洗 浄 液 を 捨 て た 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 ヒ ト IgGず つ 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 軽 く プ レ
ー ト を 揺 す り 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 ヒ ト IgG抗 体 溶 液 を 混 和 し た 。 そ の 後 、 37℃ で １
時 間 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 ヒ ト IgG抗 体 溶 液 を 捨 て 、 洗 浄 液 を 各
ウ ェ ル に 加 え 洗 浄 し た 。 以 上 を ４ 回 繰 り 返 し た 。
　 各 ウ ェ ル に 発 色 基 質 （ 2,2'-azino-di-(ethyl-benzthiazoline sulfonate)を 100mM ク エ
ン 酸 緩 衝 液 （ pH4.7） に 0.4mMの 濃 度 に 溶 か し 、 0.003% 過 酸 化 水 素 を 加 え た も の 。 ） を 100
μ Lず つ 加 え た 。 室 温 に 静 置 し た 後 （ 30分 程 度 ） 、 1％ SDS溶 液 を 各 ウ ェ ル に 加 え （ 100μ L/
ウ ェ ル ） 反 応 を 停 止 さ せ た 。 ELISAリ ー ダ ー で 吸 光 度 （ OD値 ） を 測 定 し 、 OD値 を 基 に 判 定
し た 。 本 試 験 で は 、 10個 の 陰 性 ヒ ト 血 清 の OD値 の 平 均 に そ れ ら の 標 準 偏 差 を 3倍 し た も の
を 加 え た 数 値 以 上 の OD値 を 示 し た 血 清 に つ い て 陽 性 （ 多 包 虫 感 染 患 者 ） と 判 断 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 実 施 例 １ で 使 用 し た 精 製 後 の 融 合 蛋 白 １ mg/mlを 用 い て 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 の 中 央 部
に ラ イ ン を 引 き 、 乾 燥 後 、 １ %ス キ ム ミ ル ク 溶 液 に 浸 漬 し て ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 乾 燥 後 、
抗 体 塗 布 面 を 上 に し て 台 紙 に 貼 付 し 、 反 応 膜 と し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 粒 径 約 50nmの 金 コ ロ イ ド 液 100mlを 炭 酸 緩 衝 液 で 最 終 0.45mM（ pH9.0)に 調 製 し 、 抗 ヒ ト I
gGウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (0.1mg/ml)、 6mlを 穏 や か に 撹 拌 し な が ら 滴 下 し た 。 室 温 で 3
0分 間 反 応 し 、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を 0.1%濃 度 に な る よ う に 添 加 し た 。 更 に 、 室 温 で 20分 間
撹 拌 し 、 6000 × g、 30分 間 遠 心 分 離 し 、 沈 殿 を 回 収 し た 。 こ の 沈 殿 を 2%牛 血 清 ア ル ブ ミ ン
加 5%蔗 糖 液 に 懸 濁 し 、 50mlと し た 。 こ の 液 を ガ ラ ス 繊 維 濾 紙 に 浸 潤 さ せ 、 乾 燥 さ せ た 。 乾
燥 後 、 １ cm幅 に カ ッ ト し 、 金 コ ロ イ ド 標 識 抗 体 膜 と し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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　 次 に 、 反 応 膜 の 下 端 に こ の 金 コ ロ イ ド 標 識 抗 体 膜 を 重 ね て 貼 付 し た 。 更 に 、 反 応 膜 の 上
端 に 重 な る よ う に 吸 水 濾 紙 （ 一 般 的 な 厚 手 の 濾 紙 で あ れ ば よ い ） を 貼 付 し テ ス ト シ ー ト と
し た 。 こ れ ら を 適 当 な 幅 （ 一 般 的 に は 、 5～ 7mm幅 ） で 裁 断 し 、 検 査 用 ス テ ィ ッ ク と し た 。
こ の ス テ ィ ッ ク を サ ン プ ル 滴 下 口 と 判 定 部 分 が 、 開 口 さ れ て い る か 、 透 明 で あ る ケ ー ス の
入 れ イ ム ノ ク ロ マ ト 法 用 検 査 キ ッ ト と し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 キ ッ ト を 用 い て エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 の 抗 体 の 有 無 を 調 べ る た め 、 血 清 0.1mlを サ
ン プ ル 口 に 滴 下 し 、 20分 間 後 に 判 定 し た 。 そ の 結 果 、 本 試 験 で 用 い た 10個 の 陰 性 ヒ ト 血 清
に つ い て は 、 反 応 膜 上 に 何 ら 変 化 無 く 、 陽 性 （ 多 包 虫 感 染 患 者 ） と 判 断 さ れ る 血 清 の み に
赤 紫 色 の ラ イ ン が 出 現 し 、 本 検 査 用 キ ッ ト が エ キ ノ コ ッ ク ス 多 包 虫 症 の 診 断 に 有 効 で あ る
こ と が 確 認 さ れ た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 一 方 、 実 施 例 ２ で 使 用 し た 反 応 膜 と ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 ヒ ト IgGポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 (0.1mg/ml)及 び 、 発 色 基 質 と し て 5－ ブ ロ モ -4-ク ロ ロ － 3-イ ン ド リ ル リ ン 酸 と を
組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 発 色 系 を 利 用 し た イ ム ノ ク ロ マ ト 法 も 有 効 で あ っ た 。 表 1及 び
表 2に 、 ELISA法 、 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 お よ び イ ム ノ ク ロ マ ト 法 の 比 較 を 示 し た 。 い ず
れ の 方 法 と も に 良 好 な 一 致 が 得 ら れ 、 臨 床 結 果 と も 一 致 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ４ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
【 図 １ 】 こ の 発 明 に 係 る EM10と ヒ ト Moesinア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 図 。
【 図 ２ 】 こ の 発 明 に 係 る Em18C末 端 ア ミ ノ 酸 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 を 示 す 図
。
【 図 ３ 】 こ の 発 明 に 係 る 組 換 え Em18と 組 換 え Em18R2と の 比 較 の 結 果 を 示 す 図 。
【 図 ４ 】 こ の 発 明 に 係 る 組 換 え Em18R2を 用 い た ELISAの 結 果 を 示 す 図 。
【 図 ５ 】 こ の 発 明 に 係 る イ ム ノ ク ロ マ ト 法 キ ッ ト 外 観 図 。
【 図 ６ 】 こ の 発 明 に 係 る 大 腸 菌 発 現 用 ベ ク タ ー pTWIN1を 示 す 図 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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