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研究期間  平成２４年４月１日 ～ 平成２５年３月３１日  

目的・趣旨  

 本研究では、アフリカでヒトや家畜に対して甚大な被害を与えているアフリ

カトリパノソーマ症に対する簡易血清学的診断テスト（ ICT）の開発を行うこ

とを目的とした。平成 23 年度の帯広畜産大学原虫病研究センター共同研究を

通して既に診断に有用な抗原をいくつか同定しており、また複数抗原の融合蛋

白を発現するコンストラクトの作製も行っていた。平成 24 年度はこの複数抗

原の融合タンパクである Tbg46F を作製して、その血清学的診断における有用

性についてトリパノソーマ感染ウシ血清を用いて検討した。次に、Tbg46F を

用いた ICT を作製し、その有用性について検討を行った。  

研究経過の

概要  

 平成 23 年度までの成果により、眠り病の原因原虫である Trypanosoma 
brucei にはアミノ酸の繰返し（Tandem Repeat: TR）を持つ蛋白が豊富であ

り、それら TR 蛋白が非常に高い抗原性を持ち血清学的診断に有用であること

を示してきた。アフリカトリパノソーマ症と診断されたウシから採取された血

清について、陰性コントロールとして日本で採取されたウシ血清を用いて陰性

群 OD 値平均＋３SD をカットオフ値としたところ、これら TR 抗原の多くが

高い感度を有することが確認された。その中でも Tbg4 は感度（89％）、特異

性（100％）が最も高かった。  
 平成 24 年度は Tbg4 のさらなる改善を目指して、ヒト血清に大して高い反

応性を示す Tbg6 との融合蛋白の作製を行った。図 1 に示す通り、大腸菌発現

用ベクターpET28a の NdeI/BamHI サイトに Tbg4 を、EcoRI/XhoI サイトに

Tbg6 を組み込み、6xHis tag との融合蛋白として発現し Ni-NTA を用いて精

製した。  
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研究成果の

概要  
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 融合蛋白 Tbg46F の血清学的診断における有用性について、ウシ血清を用い

て ELISA により検討した。2 種蛋白の mixture（Tbg4+6）は Tbg4、Tbg6 そ

れぞれ単独と比較して感度に改善が見られたが、Tbg46F も Tbg4+6 と同様の

反応を示したことから（図２）、融合蛋白においてもコンポーネントの抗原性

が維持されていることが示唆された。  
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 次に、Tbg46F を用いて ICT プロトタイプを作製し、ELISA の場合と同じ

ウシ血清を用いて評価を行った。しかしながら、ELISA では Tbg46F に対す

る反応が見られるにもかかわらず、ICT 上においては陽性反応が検出できなか

った。この結果は、Tbg46F 自体の抗原性に問題があるのではなく、ICT 作製

上の問題であることを示唆している。  
 
 今後は抗原塗布、ブロッキング、検出系などの条件検討を行うとともに、キ

ャリア蛋白との融合などによる抗原固相化の改善を試みる必要がある。また、

Tbg46F についてもさらなる抗原性改善の余地がある。我々は既に別の TR 蛋

白である GM6 が有望な抗原であることを示しているが、今後は GM6 も含め

た 3 種抗原の融合蛋白を作製する予定である（実際、GM6 の挿入が出来るよ

うに Tbg4 と Tbg6 の間には BamHI/EcoRI サイトをあらかじめ用意してい

る）。  

研究成果の

発表  
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