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研究成果の概要（和文）：赤痢アメーバ症の迅速な血清診断を行うために、蛍光シリカナノ粒子を利用したイム
ノクロマトキットを開発した。赤痢アメーバの表面レクチン中間サブユニット（Igl）のC末端側断片を大腸菌で
調製し、抗原に使用した。Iglに特異的なヒトモノクローナル抗体を用いた評価において、100 pgの抗体量まで
検出可能であった。また、患者血清を用いた評価において、このイムノクロマトキットの高い感度と特異性が確
認された。

研究成果の概要（英文）：Immunochromatographic assay kit using fluorescent silica nanoparticles was 
developed for rapid serodiagnosis of amebiasis. C-terminal fragment of intermediate subunit from 
Entamoeba histolytica surface lectin (Igl) was prepared in Escherichia coli and used as antigen. 
When the kit was evaluated by human monoclonal antibody specific to Igl, the lower detection limit 
was 100 pg. High sensitivity and high specificity of the kit were demonstrated by evaluation using 
serum samples from patients.

研究分野： 寄生原虫学
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１．研究開始当初の背景 
 赤痢アメーバ症は、わが国で発生する寄生
虫症の中で最も問題となっている疾患の一
つであり、５類感染症としての報告数は年間
1,000 例を超えている。治療が遅れると致命
的になる場合もあり、早期に治療を開始する
ためにも、確実で迅速な診断が求められてい
る。特に腸管外アメーバ症では、鏡検によっ
て虫体を検出することが容易ではないため、
血清抗体の検出は診断上有用である。また、
糞便中に虫体が検出された場合でも、赤痢ア
メーバと形態的に鑑別できない非病原性ア
メーバも存在するため、特異抗体の検出は意
義がある。現在わが国では、輸入された間接
蛍光抗体法のキットが唯一認可された診断
薬であり、多くの医療機関では外注によって
この検査を実施している。しかし、結果を得
るまでに時間を要し、迅速な対応が困難であ
る。かつてわが国では、間接赤血球凝集反応
のキットも販売されていたが、現在、国内で
赤痢アメーバ症の血清診断キットは製造さ
れていない。 
 これまでに研究代表者らは、赤痢アメーバ
の 表 面 レ ク チ ン 中 間 サ ブ ユ ニ ッ ト
(Intermediate subunit of Gal/GalNAc 
lectin, Igl) を同定し、その性状を明らか
にしてきた。そして、大腸菌で作製した Igl
の組換えタンパク質のうち、特に C末端側の
断片（C-Igl）が診断用抗原として適してい
ることを ELISA 系で証明し、その系を利用し
た疫学研究を実施している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、赤痢アメーバ症の確定診断に
有用な新規の抗体検出系を開発することを
目的としている。その系は、特異的で感度が
高く、かつ迅速で簡便に実施できることが重
要である。そこで、研究代表者らが同定した
赤痢アメーバの表面タンパク質であるIglに
着目する。既に開発した ELISA による抗体検
出系は特異性と感度に優れ、特に多数検体の
検査に適しているため、疫学研究においては
有用であった。しかし、わが国の医療機関に
おいて、個々の患者の診断に利用するには、
より迅速で簡便なイムノクロマトの系が適
している。また、従来のイムノクロマト法は、
金コロイド粒子や着色ラテックス粒子の色
を肉眼で検出するものである。本研究では、
蛍光色素を内包したシリカナノ粒子を用い
ることで、より感度の優れた検出系の開発を
めざしている。 
 
３．研究の方法 
(1) 組換えタンパク質の調製 
 赤痢アメーバ HM-1:IMSS 株の C-Igl を大腸
菌で作製した。既に研究代表者らが確立した
方 法  (Tachibana et al., J. Clin. 
Microbiol., 2004) に基づいて、精製と
refolding を行った。 
 

(2) 蛍光イムノクロマトキットの作製 
 蛍光シリカナノ粒子Quartz Dot（古河電工）
の表面に C-Igl を結合させた。緩衝液ととも
にチューブに分注し、凍結乾燥した。イムノ
クロマト用メンブレン上にもC-Iglを線状に
塗布した。乾燥後に細断し、イムノクロマト
用にハウジングした。この過程は特殊な装置
を必要とするため、外注によって行った。 
 
(3) 蛍光イムノクロマト法の実施手順 
 蛍光シリカナノ粒子を含むチューブに検
体と緩衝液を合わせて 80μlを加え、その全
量をイムノクロマトの反応に用いた。そして、
15 分ごとに蛍光強度を測定した。 
 
(4) 蛍光強度の測定 
 専用にプログラムされた小型蛍光リーダ
ー DiaScanα（大塚電子）を用い、機器に表
示される測定値を記録した。また、連続的な
測定値から得られる蛍光強度の波形データ
を取得し、解析した。 
 
(5) 評価用ヒトモノクローナル抗体 
 Igl に特異的なヒトモノクローナル抗体
XEhI-H2 (Tachibana et al., Infect. Immun., 
2009) を精製後に使用した。対照には健常人
の血清より精製した免疫グロブリンを使用
した。 
 
(6) 患者血清 
 赤痢アメーバ症の患者血清、その他の各種
原虫感染症の患者血清、感染症が明らかにな
っていない健常者の血清を使用した。いずれ
の検体も匿名化されたものを使用した。 
 
４．研究成果 
(1) 蛍光イムノクロマト法による抗Igl抗体
検出系の構築 
 蛍光イムノクロマトによる抗体検出系の
原理を図１に示す。まず、C-Igl を認識する
抗体が蛍光シリカナノ粒子に結合する。そし
て、抗体が結合した蛍光シリカナノ粒子は、
メンブレン上を移動する際にC-Iglによって
捕捉される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 図１．蛍光イムノクロマト法の原理 
 
 蛍光シリカナノ粒子表面の抗原量とメン



ブレン上の捕捉抗原量とのバランスについ
て、XEhI-H2 を使用して検討し、至適な条件
を決定した。 
 
(2) 蛍光イムノクロマト法による検出限界
の検討 
 作製されたキットについて、様々な濃度の
XEhI-H2 を用い、蛍光強度を 15 分ごとに測定
した（図２）。100 ng 以上の抗体濃度では、
反応開始後 15 分で最大値に達した。100 pg
という低濃度でも経時的な測定値の上昇が
観察され、検出が可能であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．様々な濃度の抗 Igl 抗体による蛍光強
度の経時的変化 
 
 また、反応開始後 30 分においてスキャン
した蛍光の波形を図３に示す。100 ng では測
定限界を超えており、100 pg においても僅か
にピークが確認できた。一方、対照群では、
1μg の抗体でも波形のピークは認められな
かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．様々な抗体濃度における蛍光の波形パ
ターン 
 
(3) 適切な検体量と反応時間の検討 
 蛍光イムノクロマト法に使用するのに適
切な検体（血清）量と反応時間の検討を行っ
た。間接蛍光抗体法 (IFA) における抗赤痢
アメーバ抗体価が 1024 倍、256 倍、64 倍の
各陽性血清と陰性血清を使用した。それぞれ
の 5μl、10μl、20μl、40μlを緩衝液と合
わせて 80μlとし、使用した。 

 血清量が 5μl の場合には、抗体価の高い
検体では高い蛍光強度が観察されたものの、
抗体価 64 倍の検体では、陰性検体と明瞭な
差が認められなかった。この検討結果から、
血清を 20μl 使用した場合は 30 分間、ある
いは 40μl 使用した場合は 15 分間の反応後
に測定し、判定するのが適切であると考えら
れた。 
 
(4) 病態の異なる患者血清を用いた評価 
 アメーバ性大腸炎やアメーバ性肝膿瘍な
どの患者、更には無症候性囊子排出者など、
異なる病態を示す感染者の血清を用いて評
価を行い、高い感度が確認された。無症候性
囊子排出者の血清においても、明瞭なピーク
が観察された。 
 
(5) 他の原虫感染症の患者血清を用いた評
価 
 ジアルジア症、ヒトブラストシスチス症、
トキソプラズマ症、マラリア、リーシュマニ
ア症、シャーガス病などの他の原虫感染症の
患者血清を用い、交差反応の有無を調べた結
果、赤痢アメーバ症診断用の蛍光イムノクロ
マト法が高い特異性を示すことを確認でき
た。 
 
(6) 今後の展望 
 本研究課題において、赤痢アメーバ症の迅
速で簡便な血清診断法を開発できた。今後、
多数の患者血清を用いた評価を実施する予
定である。また、陰性対照バンドの設定やよ
り簡便な蛍光強度判定機器の導入により、更
に実用化に近づけたい。 
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