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研究成果の概要（和文）：　本研究は、当研究室が開発した超高感度同時多項目測定法（MUSTag法）をさらに応用して
開発した蛍光シグナル増強法を基盤技術とした新しいイムノクロマト診断法及びデバイス作製をめざす研究である。
　MUSTag法の応用であるIMPACTagでは、理論的な予想の10倍までは届かず残念せざるをえなかった。但し、インフルエ
ンザウイルス検出では、蛍光イムノクロマト法の開発を平行して行った結果、従来よりも100倍高感度なイムノクロマ
トチップと測定機器が完成した。また、パピローマウイルスのL1蛋白を用いて子宮頚癌ワクチン接種後の抗体価を高感
度に検出できるアッセイ系も完成した。

研究成果の概要（英文）： In this study, we focused on the specific aim to develop the fluorescent enhancem
ent methods (IMPACTag) for improving the MUSTag sensitivity and also apply this methods to Immunochromatog
raphy and the devices.
 First, we tried to develop the IMPACTag, but the sensitivity was not enough to our goal, and we changed t
he strategy to use fluorescent beads instead of IMPACTag. During our research term, we succeeded in develo
ping the high sensitive immunochromatography (IC) tips and the device in collaboration with companies. For
 detection of influenza viruses, the IC chip and the device could detect viruses 100 fold more sensitive t
han conventional methods. Furthermore, we also succeeded in the developing the assay system for detecting 
antibodies against papilloma virus L1 proteins. the system will be available for the evaluation of the cer
vical cancer vaccine effect after the inoculation.  
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１．研究開始当初の背景 

高齢化社会を迎えた現在、医療費の削減や

患者の QOL向上実現のために、疾患を早期に

診断し、的確な薬効予測に基づく投薬で早期

に完治する予防的治療の確立が重要である。

各種疾患の的確な診断法開発のためには、次

世代の汎用的診断技術として「蛋白バイオマ

ーカーの同時多項目分析技術」および「迅速

簡易測定技術」の臨床診断への応用が急がれ

ている。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究は、当研究室が開発した超高感

度同時多項目測定法（MUSTag法）をさらに

応用して開発した蛍光シグナル増強法

（ImpacTag法）を基盤技術とした新しいイム

ノクロマト診断法及びデバイス作製し、①緊

急性を有する鳥インフルエンザの亜型識別

（H5N1）と、②社会的認知度が近年上昇して

いる子宮頸癌予防ワクチンの中和抗体検出

（タイプ 16型、18型）も含めた超高感度イ

ムノクロマト法（従来法の 1,000倍以上の感

度）の確立をめざす研究であり、最終的には

外来・屋外いずれでも実施可能な場所を問わ

ない多項目診断が可能な完成度を達成目標に

設定した。 

  

3． 研究の方法 

 

(1) GANPマウスと抗体 

ABの型別判断には抗 A型 NP抗体として

56-1（IgG2a 標識抗体）と A43-6（IgG2a固

相化抗体）を抗 B型 NP抗体として 47-23

（IgG2b 標識抗体）と B58-17（IgG2a固相化

抗体）をそれぞれ用いた。 

抗 H5亜型 HA抗体は熊本大学の GANPマ

ウスを用いた。抗原は A/bar-headed 

goose/Qinghai/1A/2005の HA遺伝子（Hisタグ

付加、開裂部位は削除済み）をワクシニアウ

イルスに組み込んだものを RK13細胞に感染

させ、Niカラムによって精製したものを用い

た。GANPから得られた抗体 10種類および通

常のマウスを使った抗体 2種類をピックアッ

プし、その反応域を確認した。 

これらのすべての組み合わせで金コロイド

の ICを作製し、その反応性・反応域を考慮し

最終的に Type-E（固相化：8C1, 標識：5H7）

と Type-N（固相化：7A5-1, 標識：14A7）の

二種類の ICを候補とした。 

 

(2) FLICの構築 

標識抗体は藤倉化成の蛍光ビーズで標識し

た。5%ラテックス原液 100 μLに感作 Buffer

を 900 μL加え、0.5%に希釈調製した。WSC

を感作 Bufferで溶解し(1 mg/mL)、ラテックス

分散液に 300 μL添加した。室温で 15分間転

倒混和したのち、標識予定の抗体を 0.3 mg添

加し、1時間転倒混和する。遠心して上清を

除いたのち、1%BSA溶液を感作ラテックスに

加え、超音波で再分散後、室温で 1時間転倒

混和した（室温）。遠心して上清を除き、界面

活性剤溶液(0.1% Tween-20、0.1%BSA、10 mM 

HEPES-NaOH (pH 7.7))を加えて超音波で再分

散後、遠心して上清を除いた。R2試薬用緩衝

液(0.1% BSA、10 mM HEPES- NaOH (pH7.7))

に分散したち、37℃で 48時間エージングを行

った。 

蛍光物質は 2-[3-Chloro-5-[1,1-dimehtyl- 

3-(3-methyl-butyl)-1,3-dihydro-benzo[e]indol-2-y

lidene]-penta-1,3-dienyl]-1,1-dimethyl-3-(3-meth

yl-butyl)-1H-benzo[e]indolium 

hexafluorophosphate.であり、最大励起波長

683nm蛍光波長 701nmである。 

FLICの泳動バッファは 50 mM Tris-HCl 

(pH=7.2), 150 mM NaCl, 1% Trition X-100を用

い、1ストリップに 100μlを滴下した。蛍光は

共同開発した蛍光イムノクロマトリーダによ

って行い、その励起波長は 660nm蛍光波長は

710nmである。 

 

(3) 使用ウイルス 

実験室株のウイルスは A/WSN/1933、

A/Puerto Rico/8/1934、A/Aichi/2/1968、

A/duck/Hokkaido/Vac-3/2007 、

B/Tokyo/15480/2008、B/Mass/3/1966を用いた。

B/Tokyo/15480/2008は東京都健康安全研究セ

ンターより分与された。

A/duck/Hokkaido/Vac-3/2007は北海道大学獣医

学部喜田研究室から分与されたもので、

A/Duck/Hokkaido/101/04 (H5N3)と



A/Duck/Hokkaido/262/04 (H6N1)の二つのウイ

ルスを人工的にリアソートして作成された低

病原性の H5N1ウイルスである。このウイル

スは H5N1に対してのワクチン候補株でもあ

る。それ以外の株は ATCCより購入した。 

高病原性トリインフルエンザウイルス

H5N1亜型はA/Whooper Swan/Mongolia/3/2005

と A/Whooper Swan/Hokkaido/1/2008の二つを

用いた。これらは両方北海道大学獣医学部喜

田研究室から分与されたもので、東京都医学

総合研究所の BSL3ルームで使用された。 

これらのウイルスはMDCK細胞もしくは

有精鶏卵に感染させ、獲得した。ウイルスの

感染価は一般的なプラークアッセイによって

測定した。 

それ以外の表に示されたウイルスはすべて

北海道大学獣医学部喜田研究室への出張実験

の際に用いられた。ウイルスストックは喜田

研で有精卵によって獲得された。低病原性の

株は HA価を測定し、高病原性の株は TCID50

を測定してある。 

臨床検体はアドテック社によって回収され、

それぞれの ICを法に加え、ウイルス分離及び

リアルタイム PCRによって確定診断した。 

 

４．研究成果 

AB型診断における FLICの構築 

 FLICの構築の最初の段階として、インフル

エンザウイルスの ABの型判別を行うシステ

ムを構築した。FLICと通常の IC法との違い

は二点ある。標識を蛍光ビーズへ変えたこと

と、蛍光を識別するために専用の ICリーダー

を設計したことである。 

A型 B型それぞれの NPタンパク特異的な抗

体を用いた FLICを構築し、研究室株の各種

IAV、IBVに対して検出限界値を測定した。シ

グナル/バックグラウンド比（S/B値）を検出

ラインで測定し、カットオフである１を越し

たものを陽性と判断した。pfu量に対しての

S/B値をグラフにプロットし、近似直線を作

製した。近似直線が S/B値＝１となる点を検

出限界値として計算した。 

比較対象としては同一の抗体を用いて商品化

されているプロラスト Fluを使用し、それぞ

れの検出限界を測定した。 

 実験室株のウイルスに対して FLICは非常

に高い検出感度を示し、A/WSN/1933株や

A/Aichi/2/1968株、B/Tokyo/15480/2008株は一

桁の pfuでも検出可能であった。ほとんどの

株ではプロラスト Fluの感度と比較して FLIC

の感度は 100倍前後の感度改善が見られた。

A/Puerto Rico/8/1934株のみが 456.3pfu(10分)

と相対的に感度が低かったが、それでもプロ

ラスト Fluと比較すると 10倍以上の感度改善

が見られた。 続けて複数の種類の亜型・系

統でも認識可能かどうかの検討を行った。A

型に関しては H1から H16までの亜型を、B

型に関しては山形系統・ビクトリア系統の両

系統をそれぞれ測定した。比較対象としてプ

ロラスト Fluを用いた。FLICは今回テストし

たすべての亜型・系統に関して認識が可能で

あり、プロラスト Fluと比較して 10倍以上の

感度改善が見られた。 

 本研究目的はパンデミック対策であり、現

在パンデミックを引き起こした際に一番問題

となるのは H5N1亜型を中心とした高病原性

トリインフルエンザウイルスである。HPAIV

に対して FLICが反応可能であるかどうかの

確認を行った。使用したのは 1997年から 2011

年までに単離された HPAIV H5N1亜型 5株と

2003年に 1名の死者を出した H7N7亜型の計

6株である。検討の結果すべての HPAIVに対

して FLICは診断することが可能であった。従

って本システムは HPAIVのパンデミックに

も対応可能であると考えられる。 

 

更に他の病原体に対して交差反応をしない

ことを確認するために、25種類の一般的な病

原体をテストしたが、すべてにおいて交差反

応を示すことはなかった。 
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