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(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】バベシア・エクイ（Ｂａｂｅｓｉａ ｅｑｕｉ

）感染及びバベシア・カバリ（Ｂａｂｅｓｉａ ｃａｂ

ａｌｌｉ）感染を同時に、かつ確実に判定できるイムノ

クロマトグラフィーキットを提供する。

【解決手段】バベシア・エクイ（Ｂａｂｅｓｉａ ｅｑ

ｕｉ）感染及びバベシア・カバリ（Ｂａｂｅｓｉａ ｃ

ａｂａｌｌｉ）感染を同時に判定できるイムノクロマト

グラフィーキット。長手方向にサンプルパッド、コンジ

ュゲートパッド、検出領域、コントロール領域及び吸収

領域を、この順に有する多孔性のクロマトグラフィー用

部材で構成され、被検物質に特異的に結合する物質が、

バベシア・エクイのメロゾイト表面抗原由来の断片化Ｅ

ＭＡ－２ｔ抗原（ｒＥＭＡ－２ｔ）及びバベシア・カバ

リのメロゾイト表面抗原由来の断片化Ｂｃ４８抗原（ｒ

Ｂｃ４８）である。

【選択図】　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 バ ベ シ ア ・ エ ク イ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｅ ｑ ｕ ｉ ） 感 染 及 び バ ベ シ ア ・ カ バ リ （ Ｂ ａ ｂ ｅ

ｓ ｉ ａ ｃ ａ ｂ ａ ｌ ｌ ｉ ） 感 染 を 同 時 に 判 定 で き る イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー キ ッ ト で あ

っ て 、

　 長 手 方 向 に サ ン プ ル パ ッ ド 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 検 出 領 域 、 コ ン ト ロ ー ル 領 域 及 び

吸 収 領 域 を 、 こ の 順 に 有 す る 多 孔 性 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 部 材 で 構 成 さ れ 、

　 前 記 サ ン プ ル パ ッ ド は 、 被 検 物 質 を 含 む 試 料 を 供 給 す る 領 域 で あ り 、

　 前 記 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド は 、 被 検 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 で あ っ て , 粒 子 に よ り

標 識 さ れ た 物 質 で あ る コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 む 領 域 で あ り 、

　 前 記 検 出 領 域 は 、 被 検 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 を 含 む 領 域 で あ り 、

　 前 記 コ ン ト ロ ー ル 領 域 は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 を 含 む 領 域 で あ り 、

　 前 記 吸 収 領 域 は 、 液 体 吸 収 用 物 質 を 含 む 領 域 で あ り 、

　 前 記 被 検 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 が 、 バ ベ シ ア ・ エ ク イ の メ ロ ゾ イ ト 表 面 抗 原 由 来

の 断 片 化 Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ 抗 原 （ ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ ） 及 び バ ベ シ ア ・ カ バ リ の メ ロ ゾ イ ト 表 面 抗

原 由 来 の 断 片 化 Ｂ ｃ ４ ８ 抗 原 （ ｒ Ｂ ｃ ４ ８ ） で あ る 、

前 記 キ ッ ト 。

【 請 求 項 ２ 】

　 被 検 物 質 が 、 バ ベ シ ア ・ エ ク イ の メ ロ ゾ イ ト 表 面 抗 原 に 対 す る 抗 体 及 バ ベ シ ア ・ カ バ リ

の メ ロ ゾ イ ト 表 面 抗 原 に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ３ 】

　 粒 子 が 金 属 コ ロ イ ド 粒 子 又 は ラ テ ッ ク ス 粒 子 で あ る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ４ 】

　 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ が ３ ． ５ ～ ６ ． ５ μ g/cm
2
の 濃 度 で 前 記 検 出 領 域 に 含 ま れ 、 か つ ｒ Ｅ Ｍ

Ａ － ２ ｔ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト が ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ と し て ５ ～ １ ５ μ g/cm
2
の 濃 度 で 前 記 コ ン ジ

ュ ゲ ー ト パ ッ ド に 含 ま れ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ５ 】

　 ｒ Ｂ ｃ ４ ８ が ０ ． ７ ５ ～ ２ μ g/cm
2
の 濃 度 で 前 記 検 出 領 域 に 含 ま れ 、 か つ ｒ Ｂ ｃ ４ ８ の

コ ン ジ ュ ゲ ー ト が ｒ Ｂ ｃ ４ ８ と し て ３ ． １ ２ ５ ～ １ ２ ． ５ μ g/cm
2
の 濃 度 で 前 記 コ ン ジ ュ

ゲ ー ト パ ッ ド に 含 ま れ る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 ウ マ バ ベ シ ア 感 染 用 診 断 キ ッ ト に 関 し 、 特 に 、 バ ベ シ ア ・ エ ク イ （ Ｂ ａ ｂ ｅ

ｓ ｉ ａ ｅ ｑ ｕ ｉ ） 感 染 及 び バ ベ シ ア ・ カ バ リ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｃ ａ ｂ ａ ｌ ｌ ｉ ） 感 染 を

同 時 に 判 定 で き る イ ム ノ ク ロ マ ク キ ッ ト に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ウ マ バ ベ シ ア 病 は ダ ニ が 媒 介 す る 原 虫 病 で あ り 、 病 原 体 で あ る ウ マ バ ベ シ ア 原 虫 は バ ベ

シ ア 属 に 属 す る バ ベ シ ア ・ カ バ リ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｃ ａ ｂ ａ ｌ ｌ ｉ ； 以 下 、 「 Ｂ Ｃ 」 と

も い う ） お よ び バ ベ シ ア ・ エ ク イ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｅ ｑ ｕ ｉ ； 以 下 、 「 Ｂ Ｅ 」 と も い う

） の ２ 種 類 が 知 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 ウ マ バ ベ シ ア 病 は 、 南 ヨ ー ロ ッ パ 、 ア ジ ア 、 ロ シ ア 、 中 近 東 、 ア フ リ カ お よ び 中 南 米

な ど 世 界 中 に 広 く 分 布 し て い る 。 本 病 は 臨 床 上 、 高 熱 を 発 し 、 貧 血 お よ び 黄 疸 を 主 徴 と し

、 急 性 な い し 慢 性 に 経 過 す る 。 急 性 症 の 場 合 、 そ の 死 亡 率 は ２ 種 類 あ る 病 原 体 に よ っ て 若

干 異 な る が 、 約 １ ０ ％ 、 ま れ に は ５ ０ ％ に 達 す る こ と も あ る と い わ れ て い る 。 一 方 、 予 後

は 病 原 体 に よ り 症 状 が 異 な り 、 い ず れ も 耐 過 後 は 末 梢 血 液 中 か ら 原 虫 が 消 失 す る が 、 Ｂ Ｅ

の 場 合 は 終 生 原 虫 保 有 ウ マ と な る こ と が 知 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】
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　 近 年 の 国 際 的 な ウ マ の 取 り 引 き の 増 加 は 、 清 浄 国 で あ る 北 ア メ リ カ 、 オ ー ス ト ラ リ ア 、

お よ び 日 本 を 含 む 極 東 へ の 本 病 の 拡 散 の 可 能 性 を 含 ん で い る こ と か ら 、 早 期 診 断 に よ る 感

染 ウ マ の 摘 発 が 極 め て 重 要 と な っ て い る 。 こ の よ う に 感 染 が 認 め ら れ た ウ マ に つ い て は 拡

散 防 止 の た め に 殺 処 分 さ れ る こ と に な る が 、 上 記 の よ う に Ｂ Ｃ 感 染 の 場 合 は 、 感 染 後 に 原

虫 が 消 失 す る こ と か ら 、 Ｂ Ｃ 感 染 ウ マ は 隔 離 、 係 留 し て お け ば 殺 処 分 を し な く て 済 む ケ ー

ス が あ る 。 ま た 、 感 染 原 虫 種 に よ り 治 療 法 も 異 な っ て く る 。 従 っ て 、 い ず れ の 種 の バ ベ シ

ア 原 虫 に 感 染 し て い る か を 正 確 に 診 断 す る こ と は 、 特 に 高 価 な 競 争 馬 に お い て は 重 要 な

問 題 と な っ て い る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 ウ マ バ ベ シ ア 原 虫 の 生 活 史 は マ ラ リ ア 原 虫 と 類 似 し て い る 。 す な わ ち 、 宿 主 の 血 液 に

入 っ た 種 虫 （ ス ポ ロ ゾ イ ト ； ｓ ｐ ｏ ｒ ｏ ｚ ｏ ｉ ｔ ｅ ） は 直 ち に 赤 血 球 に 侵 入 し メ ロ ゾ イ ト

（ ｍ ｅ ｒ ｏ ｚ ｏ ｉ ｔ ｅ ） と な る 。 メ ロ ゾ イ ト は 赤 血 球 中 で さ ら に ２ 分 裂 し て 数 を 増 す 。 赤

血 球 の 破 壊 に 伴 い メ ロ ゾ イ ト は 放 出 さ れ 、 他 の 赤 血 球 に 感 染 す る 。 メ ロ ゾ イ ト が 寄 生 し て

い る 赤 血 球 を 媒 介 者 で あ る マ ダ ニ が 吸 血 に よ っ て 摂 取 す る と 、 マ ダ ニ 腸 管 内 で メ ロ ゾ イ ト

の う ち あ る 個 体 は 配 偶 子 母 細 胞 と な り 、 有 性 的 な 配 偶 子 を 形 成 す る 。 こ う し て 形 成 さ れ た

雌 雄 の 配 偶 子 の 合 体 に よ っ て 生 じ た チ ゴ ー ト （ ｚ ｙ ｇ ｏ ｔ ｅ ） は 、 マ ダ ニ 腸 細 胞 内 に 侵 入

し 、 ス ポ ロ キ ネ ー ト （ ｓ ｐ ｏ ｒ ｏ ｋ ｉ ｎ ｅ ｔ ｅ ） を 経 た 後 、 マ ダ ニ 体 内 の 各 臓 器 内 で さ ら

に 分 裂 し て 、 最 終 的 に マ ダ ニ 唾 液 腺 に 到 っ て 多 数 の 種 虫 と な り 、 新 た な 感 染 を 引 き 起 こ す

。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 ウ マ バ ベ シ ア 病 の 感 染 の 診 断 は 、 通 常 、 上 記 ウ マ バ ベ シ ア 原 虫 の 生 活 史 の う ち 、 ウ マ

血 中 に 存 在 す る メ ロ ゾ イ ト ま た は そ れ に 対 す る 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ り 行 う 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 ウ マ バ ベ シ ア 病 の 感 染 の 診 断 に は 、 現 在 の と こ ろ 、 主 に 補 体 結 合 反 応 （ 以 下 、 「 Ｃ Ｆ

」 と も い う ） と 間 接 蛍 光 抗 体 法 （ 以 下 、 「 Ｉ Ｆ Ａ 」 と も い う ） が 用 い ら れ て い る が 、 検 出

感 度 が 低 い こ と か ら 感 染 初 期 や キ ャ リ ア ー 状 態 の ウ マ を 見 逃 す お そ れ が 指 摘 さ れ て い る 。

ま た 、 こ れ ら の 血 清 学 的 診 断 法 は 特 異 性 の 点 で も 問 題 を 伴 う こ と が 多 い 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 さ ら に 、 こ れ ら の 診 断 法 は 、 本 病 に 感 染 し た ウ マ の 血 液 よ り 分 離 し た 原 虫 を 抗 原 と し て

利 用 し た も の で あ る た め 、 抗 原 の 作 製 コ ス ト お よ び そ の 品 質 の バ ラ ツ キ が 問 題 と な る 。 特

に Ｂ Ｃ に つ い て は 、 感 染 し た ウ マ は 原 虫 の 増 殖 が ま だ 低 い 段 階 で も 発 熱 ・ 貧 血 を 主 徴 と す

る 激 烈 な 症 状 を 呈 し て 死 亡 し て し ま う た め 、 抗 原 の 入 手 が 極 め て 困 難 で あ り 、 安 定 し た 診

断 法 の 確 立 が 妨 げ ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 Ｃ Ｆ や Ｉ Ｆ Ａ に 代 わ る 診 断 法 と し て 、 近 年 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 ［ Ｉ ｎ ｔ ． Ｊ ． Ｐ ａ

ｒ ａ ｓ ｉ ｔ ｏ ｌ ． ２ ２ （ ５ ） ： ６ ２ ７ － ６ ３ ０ （ １ ９ ９ ２ ） 、 非 特 許 文 献 １ ］ 、 Ｅ Ｌ Ｉ

Ｓ Ａ ［ Ｖ ｅ ｔ ． Ｐ ａ ｒ ａ ｓ ｉ ｔ ｏ ｌ ． ２ ０ ： ４ ３ － ４ ８ （ １ ９ ８ ６ ） 、 非 特 許 文 献 ２ ； Ｉ

ｎ ｔ ． Ｊ ． Ｐ ａ ｒ ａ ｓ ｉ ｔ ｏ ｌ ． ２ ４ （ ３ ） ： ３ ４ １ － ３ ４ ６ （ １ ９ ９ ４ ） 、 非 特 許 文

献 ３ ； Ｖ ｅ ｔ ． Ｐ ａ ｒ ａ ｓ ｉ ｔ ｏ ｌ ． ６ ８ ： １ １ － ２ ６ （ １ ９ ９ ７ ） 、 非 特 許 文 献 ４ ］

、 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い た 方 法 ［ Ｐ ａ ｒ ａ ｓ ｉ ｔ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ １ ０ ２ ： ３ ５ ７ － ３ ６ ５ （

１ ９ ９ １ ） 、 非 特 許 文 献 ５ ； Ｖ ｅ ｔ ． Ｐ ａ ｒ ａ ｓ ｉ ｔ ｏ ｌ ． ７ ３ ： ５ ３ － ６ ３ （ １ ９ ９

７ ） 、 非 特 許 文 献 ６ ］ が 報 告 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で は 検 出

感 度 の 点 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で は Ｂ Ｅ と の 類 症 鑑 別 に お け る 特 異 性 の 点 あ る い は 抗 原 入 手 の 困 難

性 の 点 、 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い た 方 法 で は オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー な ど ア イ リ ト ー プ を 用

い る 特 別 な 施 設 を 必 要 と す る 等 、 特 異 性 、 感 度 、 簡 便 さ な ど 多 く の 解 決 す べ き 問 題 が 残 さ

れ て い る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 以 上 の こ と か ら 、 特 異 性 に 優 れ る Ｂ Ｃ 原 虫 の 有 用 な 診 断 用 抗 原 を 安 定 し て 供 給 す る こ と

を 可 能 に し 得 る 技 術 を 開 発 す る こ と が 、 本 病 を 予 防 、 制 圧 す る 上 で 重 要 な 課 題 と 考 え ら れ

る 。
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【 非 特 許 文 献 １ 】 Ｉ ｎ ｔ ． Ｊ ． Ｐ ａ ｒ ａ ｓ ｉ ｔ ｏ ｌ ． ２ ２ （ ５ ） ： ６ ２ ７ － ６ ３ ０ （ １

９ ９ ２ ）

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Ｖ ｅ ｔ ． Ｐ ａ ｒ ａ ｓ ｉ ｔ ｏ ｌ ． ２ ０ ： ４ ３ － ４ ８ （ １ ９ ８ ６ ）

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Ｉ ｎ ｔ ． Ｊ ． Ｐ ａ ｒ ａ ｓ ｉ ｔ ｏ ｌ ． ２ ４ （ ３ ） ： ３ ４ １ － ３ ４ ６ （ １

９ ９ ４ ）

【 非 特 許 文 献 ４ 】 Ｖ ｅ ｔ ． Ｐ ａ ｒ ａ ｓ ｉ ｔ ｏ ｌ ． ６ ８ ： １ １ － ２ ６ （ １ ９ ９ ７ ）

【 非 特 許 文 献 ５ 】 Ｐ ａ ｒ ａ ｓ ｉ ｔ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ １ ０ ２ ： ３ ５ ７ － ３ ６ ５ （ １ ９ ９ １ ）

【 非 特 許 文 献 ６ 】 Ｖ ｅ ｔ ． Ｐ ａ ｒ ａ ｓ ｉ ｔ ｏ ｌ ． ７ ３ ： ５ ３ － ６ ３ （ １ ９ ９ ７ ）

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 バ ベ シ ア ・ エ ク イ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｅ ｑ ｕ ｉ ） 及 び バ ベ シ ア ・ カ バ リ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ

ａ ｃ ａ ｂ ａ ｌ ｌ ｉ ） の 分 布 地 域 は 、 重 複 し て お り 、 両 者 の 感 染 を 同 時 に か つ 確 実 に 判 定

で き る こ と が で き れ ば 、 ウ マ の 検 疫 に は 非 常 に 有 利 で あ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 そ こ で 本 発 明 の 目 的 は 、 バ ベ シ ア ・ エ ク イ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｅ ｑ ｕ ｉ ） 感 染 及 び バ ベ

シ ア ・ カ バ リ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｃ ａ ｂ ａ ｌ ｌ ｉ ） 感 染 を 同 時 に 、 か つ 確 実 に 判 定 で き る

イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー キ ッ ト を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 上 記 課 題 を 解 決 す る 本 発 明 は 以 下 の 通 り で あ る 。

[請 求 項 １ ]バ ベ シ ア ・ エ ク イ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｅ ｑ ｕ ｉ ） 感 染 及 び バ ベ シ ア ・ カ バ リ （

Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｃ ａ ｂ ａ ｌ ｌ ｉ ） 感 染 を 同 時 に 判 定 で き る イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー キ

ッ ト で あ っ て 、

　 長 手 方 向 に サ ン プ ル パ ッ ド 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 検 出 領 域 、 コ ン ト ロ ー ル 領 域 及 び

吸 収 領 域 を 、 こ の 順 に 有 す る 多 孔 性 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 部 材 で 構 成 さ れ 、

　 前 記 サ ン プ ル パ ッ ド は 、 被 検 物 質 を 含 む 試 料 を 供 給 す る 領 域 で あ り 、

　 前 記 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド は 、 被 検 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 で あ っ て , 粒 子 に よ り

標 識 さ れ た 物 質 で あ る コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 む 領 域 で あ り 、

　 前 記 検 出 領 域 は 、 被 検 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 を 含 む 領 域 で あ り 、

　 前 記 コ ン ト ロ ー ル 領 域 は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 を 含 む 領 域 で あ り 、

　 前 記 吸 収 領 域 は 、 液 体 吸 収 用 物 質 を 含 む 領 域 で あ り 、

　 前 記 被 検 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 が 、 バ ベ シ ア ・ エ ク イ の メ ロ ゾ イ ト 表 面 抗 原 由 来

の 断 片 化 Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ 抗 原 （ ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ ） 及 び バ ベ シ ア ・ カ バ リ の メ ロ ゾ イ ト 表 面 抗

原 由 来 の 断 片 化 Ｂ ｃ ４ ８ 抗 原 （ ｒ Ｂ ｃ ４ ８ ） で あ る 、

前 記 キ ッ ト 。

[請 求 項 ２ ]被 検 物 質 が 、 バ ベ シ ア ・ エ ク イ の メ ロ ゾ イ ト 表 面 抗 原 に 対 す る 抗 体 及 バ ベ シ ア

・ カ バ リ の メ ロ ゾ イ ト 表 面 抗 原 に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の キ ッ ト 。

[請 求 項 ３ ]粒 子 が 金 属 コ ロ イ ド 粒 子 又 は ラ テ ッ ク ス 粒 子 で あ る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の

キ ッ ト 。

[請 求 項 ４ ]ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ が ３ ． ５ ～ ６ ． ５ μ g/cm
2
の 濃 度 で 前 記 検 出 領 域 に 含 ま れ 、 か

つ ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト が ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ と し て ５ ～ １ ５ μ g/cm
2
の 濃 度 で 前

記 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド に 含 ま れ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。

[請 求 項 ５ ]ｒ Ｂ ｃ ４ ８ が ０ ． ７ ５ ～ ２ μ g/cm
2
の 濃 度 で 前 記 検 出 領 域 に 含 ま れ 、 か つ ｒ Ｂ

ｃ ４ ８ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト が ｒ Ｂ ｃ ４ ８ と し て ３ ． １ ２ ５ ～ １ ２ ． ５ μ g/cm
2
の 濃 度 で 前 記

コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド に 含 ま れ る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 バ ベ シ ア ・ エ ク イ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｅ ｑ ｕ ｉ ） 感 染 及 び バ ベ シ ア ・

カ バ リ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｃ ａ ｂ ａ ｌ ｌ ｉ ） 感 染 を 同 時 に 、 か つ 確 実 に 判 定 で き る イ ム ノ
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ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー キ ッ ト を 提 供 す る こ と が で き る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 は 、 バ ベ シ ア ・ エ ク イ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｅ ｑ ｕ ｉ ） 感 染 及 び バ ベ シ ア ・ カ バ リ

（ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｃ ａ ｂ ａ ｌ ｌ ｉ ） 感 染 を 同 時 に 判 定 で き る イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

キ ッ ト で あ る 。 以 下 、 単 に 本 発 明 の キ ッ ト と い う こ と が あ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 図 １ に 本 発 明 の キ ッ ト の 長 手 方 向 の 断 面 説 明 図 を 示 す 。 図 1に 示 す よ う に 、 本 発 明 の キ

ッ ト は 、 長 手 方 向 に サ ン プ ル パ ッ ド 10、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 11、 検 出 領 域 12及 び 13、 コ

ン ト ロ ー ル 領 域 14並 び に 吸 収 領 域 15を 有 す る 多 孔 性 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 部 材 で 構 成 さ

れ る 。 検 出 領 域 12及 び 13、 並 び に コ ン ト ロ ー ル 領 域 14は 、 分 析 用 膜 17に そ れ ぞ れ 設 け ら れ

て い る 。

　 分 析 用 膜 17は 、 親 水 性 、 多 孔 性 及 び タ ン パ ク 質 親 和 性 を 有 す る と い う 観 点 か ら 、 ニ ト ロ

セ ル ロ ー ス で あ る こ と が 適 当 で あ る 。

　 ま た 、 サ ン プ ル パ ッ ド 10、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 11、 分 析 用 膜 17及 び 吸 収 領 域 15は 、 基

板 16上 に 、 隣 り 合 う 部 材 の 末 端 が 重 な り 合 う よ う に 配 置 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 サ ン プ ル パ ッ ド 10は 、 被 検 物 質 を 含 む 試 料 を 供 給 す る 領 域 で あ り 、 保 水 力 が あ り 、 被 検

物 質 と の 化 学 反 応 が 起 こ ら な い 不 活 性 素 材 か ら 構 成 さ れ る こ と が 適 当 で あ る 。 サ ン プ ル パ

ッ ド 10は 、 例 え ば 、 コ ッ ト ン 素 材 の ペ ー パ ー か ら 構 成 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 11は 、 被 検 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 で あ っ て 、 粒 子 に よ り 標

識 さ れ た 物 質 (コ ン ジ ュ ゲ ー ト )20及 び 21を 含 む 領 域 で あ る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 11を 構

成 す る パ ッ ド は 、 例 え ば 、 多 孔 質 材 質 の 繊 維 性 フ ィ ル タ ー （ グ ラ ス フ ァ イ バ ー ） か ら 構 成

す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 検 出 領 域 12及 び 13は 、 被 検 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 22及 び 23を 含 む 領 域 で あ り 、 分

析 用 膜 17上 に 設 け ら れ る 。 分 析 用 膜 17は 、 例 え ば 、 多 孔 性 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 部 材 （

ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン ） か ら 構 成 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 コ ン ト ロ ー ル 領 域 14は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 24を 含 む 領 域 で あ り 、

分 析 用 膜 17上 に 設 け ら れ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 吸 収 領 域 15は 、 抗 原 と 抗 体 の 特 異 的 な 結 合 が 行 わ れ る メ ン ブ レ ン か ら 過 剰 の サ ン プ ル を

吸 収 す る 領 域 で あ り 、 例 え ば 、 セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー か ら 構 成 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 前 記 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 構 成 す る 被 検 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 は 、 バ ベ シ ア ・ エ ク イ

の メ ロ ゾ イ ト 表 面 抗 原 由 来 の 断 片 化 Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ 抗 原 （ ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ ） 及 び バ ベ シ ア ・

カ バ リ の メ ロ ゾ イ ト 表 面 抗 原 由 来 の 断 片 化 Ｂ ｃ ４ ８ 抗 原 （ ｒ Ｂ ｃ ４ ８ ） で あ る 。 バ ベ シ ア

 ・ エ ク イ の メ ロ ゾ イ ト 表 面 抗 原 由 来 の 断 片 化 Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ 抗 原 （ ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ ） は 、

Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ 遺 伝 子 を 鋳 型 と し て 用 い て 、 組 換 え E M A-2tタ ン パ ク 質 と し て 調 製 す る こ と が

で き る 。 バ ベ シ ア ・ カ バ リ の メ ロ ゾ イ ト 表 面 抗 原 由 来 の 断 片 化 Ｂ ｃ ４ ８ 抗 原 （ ｒ Ｂ ｃ ４ ８

） は 、 Ｂ ｃ ４ ８ 遺 伝 子 を 鋳 型 と し て 用 い て 、 組 換 え E M A-2tタ ン パ ク 質 と し て 調 製 す る こ と

が で き る 。 い ず れ の 組 換 え タ ン パ ク 質 も 常 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き 、 必 要 に よ り 、 例

え ば 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 上 記 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ 及 び ｒ Ｂ ｃ ４ ８ は 、 粒 子 に よ り 標 識 さ れ て コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 構 成 す

る 。 標 識 に 用 い ら れ る 粒 子 は 、 例 え ば 、 金 属 コ ロ イ ド 粒 子 又 は ラ テ ッ ク ス 粒 子 で あ る こ と

が で き る 。 こ こ で 使 用 さ れ る 粒 子 は 、 免 疫 診 断 法 等 で 、 抗 原 ま た は 抗 体 を 標 識 す る の に 用

い ら れ る 粒 子 を そ の ま ま 利 用 す る こ と が で き る 。 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ 及 び ｒ Ｂ ｃ ４ ８ に 対 す る
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粒 子 の 標 識 は 、 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ ま た は ｒ Ｂ ｃ ４ ８ と 金 属 コ ロ イ ド 粒 子 ま た は ラ テ ッ ク ス 粒

子 を 混 合 し 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 し な か っ た 金 属 コ ロ イ ド 粒 子 ま た は ラ テ ッ ク ス 粒 子 を

洗 い 流 す こ と で 行 わ れ る 。 金 属 コ ロ イ ド 粒 子 ま た は ラ テ ッ ク ス 粒 子 に よ る 標 識 は 、 常 法 に

よ っ て 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 粒 子 に よ り 標 識 さ れ た ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 及 び 粒 子 に よ り 標 識 さ れ た ｒ Ｂ

ｃ ４ ８ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド へ の 含 有 量 は 、 試 料 中 に 含 ま れ る 被 検 物 質

（ 抗 体 ） 量 及 び を 考 慮 し て 、 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ 及 び ｒ Ｂ ｃ ４ ８ の 両 方 に つ い て 適 切 な 検 出 感

度 が 得 ら れ 、 か つ コ ン ト ロ ー ル 領 域 に お い て 、 コ ン ト ロ ー ル ラ イ ン が 形 成 さ れ る よ う に 決

定 さ れ る 。 具 体 的 に は 、 コ ン ト ロ ー ル 領 域 に 固 定 さ れ て い る 「 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 特 異 的 に

結 合 す る 物 質 」 が 、 抗 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ 抗 体 で あ る 場 合 、 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の

コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド へ の 含 有 量 は 、 試 料 中 に 含 ま れ る 被 検 物 質 （ 抗 体 ） 量 を 超 え 、 コ ン

ト ロ ー ル 領 域 に 固 定 さ れ て い る 抗 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ 抗 体 と も 、 反 応 で き る 量 で あ る こ と が 、

コ ン ト ロ ー ル ラ イ ン が 形 成 さ れ る た め に は 必 要 で あ る 。 「 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 特 異 的 に 結 合

す る 物 質 」 が 、 抗 ｒ Ｂ ｃ ４ ８ 抗 体 で あ る 場 合 の ｒ Ｂ ｃ ４ ８ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の コ ン ジ ュ ゲ ー

ト パ ッ ド へ の 含 有 量 に つ い て も 同 様 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 及 び ｒ Ｂ ｃ ４ ８ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の サ ン プ ル パ ッ ド へ の 保

持 は 、 上 記 2つ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 混 合 物 を 作 成 し 、 こ の 混 合 物 を 、 サ ン プ ル パ ッ ド を 構

成 す る パ ッ ド 上 に 、 例 え ば 、 ス プ レ ー し 、 乾 燥 す る こ と で 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 検 出 領 域 12及 び 13に 含 ま れ 、 被 検 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 22及 び 23は 、 具 体 的 に は

、 そ れ ぞ れ ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ 及 び ｒ Ｂ ｃ ４ ８ で あ る 。 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ 及 び ｒ Ｂ ｃ ４ ８ の 調 製

方 法 は 前 述 の 通 り で あ る 。 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ 及 び ｒ Ｂ ｃ ４ ８ の 検 出 領 域 12及 び 13へ の 固 定 化

量 は 、 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ 及 び ｒ Ｂ ｃ ４ ８ の 両 方 に つ い て 適 切 な 検 出 感 度 が 得 ら れ る こ と 等 を

考 慮 し て 、 決 定 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 よ り 具 体 的 に は 、 検 出 領 域 12へ の ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ の 固 定 化 量 は 、 例 え ば 、 ３ ． ５ ～ ６ ．

５ μ g/cm
2
の 濃 度 で あ る こ と が 適 当 で あ る 。 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ の 固 定 化 量 は 、 約 ５ μ g/ cm

2

の 濃 度 で あ る こ と が 好 ま し い 。 検 出 領 域 12へ の ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ の 固 定 化 量 は 、 ３ ． ５ μ g/

cm
2
の 濃 度 を 下 回 る と 、 陽 性 血 清 に 対 し て も 、 識 別 可 能 な 程 度 に 発 色 せ ず 、 ま た ６ ． ５ μ g

/cm
2
の 濃 度 を 上 回 る と 、 陰 性 血 清 に 対 し て も 、 発 色 し て し ま う 。 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ の 固 定 化

量 が 、 約 ５ μ g/cm
2
の 濃 度 で あ る こ と で 、 陽 性 血 清 に 対 し て 適 度 な 発 色 （ 識 別 が 容 易 な 程

度 の 発 色 ） が 得 ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 検 出 領 域 13へ の ｒ Ｂ ｃ ４ ８ の 固 定 化 量 は 、 例 え ば 、 ０ ． ７ ５ ～ ２ μ g/cm
2
の 濃 度 で あ る

こ と が 適 当 で あ る 。 ｒ Ｂ ｃ ４ ８ の 固 定 化 量 は 、 約 １ ． ２ ５ μ g/cm
2
の 濃 度 で あ る こ と が 好

ま し い 。 検 出 領 域 13へ の ｒ Ｂ ｃ ４ ８ の 固 定 化 量 は 、 ０ ． ７ ５ μ g/cm
2
の 濃 度 を 下 回 る と 、

陽 性 血 清 に 対 し て も 、 識 別 可 能 な 程 度 に 発 色 せ ず 、 ま た ２ μ g/cm
2
の 濃 度 を 上 回 る と 、 陰

性 血 清 に 対 し て も 、 発 色 し て し ま う 。 ｒ Ｂ ｃ ４ ８ の 固 定 化 量 が 、 約 １ ． ２ ５ μ g/cm
2
の 濃

度 で あ る こ と で 、 陽 性 血 清 に 対 し て 適 度 な 発 色 （ 識 別 が 容 易 な 程 度 の 発 色 ） が 得 ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 よ り 具 体 的 に は 、 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ が ３ ． ５ ～ ６ ． ５ μ g/cm
2
の 濃 度 で 検 出 領 域 に 含 ま れ

、 か つ ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト が ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ と し て ５ ～ １ ５ μ g/cm
2
の 濃 度

で コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド に 含 ま れ る こ と 、 さ ら に は 、 ｒ Ｂ ｃ ４ ８ が ０ ． ７ ５ ～ ２ μ g/cm
2

の 濃 度 で 検 出 領 域 に 含 ま れ 、 か つ ｒ Ｂ ｃ ４ ８ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト が ｒ Ｂ ｃ ４ ８ と し て ３ ． １

２ ５ ～ １ ２ ． ５ μ g/cm
2
の 濃 度 で コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド に 含 ま れ る こ と が 、 バ ベ シ ア ・ エ

ク イ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｅ ｑ ｕ ｉ ） 感 染 及 び バ ベ シ ア ・ カ バ リ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｃ ａ ｂ ａ

ｌ ｌ ｉ ） 感 染 を 同 時 に 、 か つ 確 実 に 判 定 す る 、 と い う 観 点 か ら 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ０ 】
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　 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ を 含 む 検 出 領 域 12と ｒ Ｂ ｃ ４ ８ を 含 む 検 出 領 域 13と は 、 こ の 順 に 設 け て

も 、 逆 に 、 ｒ Ｂ ｃ ４ ８ を 含 む 検 出 領 域 13が 上 流 、 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ を 含 む 検 出 領 域 12が 下 流

に な っ て も よ い 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 コ ン ト ロ ー ル 領 域 14は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 24を 含 む 。 コ ン ジ ュ ゲ

ー ト に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 24は 、 例 え ば 、 抗 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ 抗 体 、 抗 ｒ Ｂ ｃ ４ ８ 抗 体 等

で あ る こ と が で き る 。 抗 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ 抗 体 は 、 具 体 的 に は 、 抗 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ Ｉ ｇ Ｇ 等

で あ る こ と が で き る 。 抗 ｒ Ｂ ｃ ４ ８ 抗 体 は 、 具 体 的 に は 、 抗 ｒ Ｂ ｃ ４ ８ Ｉ ｇ Ｇ 等 で あ る こ

と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 コ ン ト ロ ー ル 領 域 14へ コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 24の 含 有 量 は 、 コ ン ト ロ

ー ル 領 域 に 到 達 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ 21ま た は 22） と コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 特 異 的 に 結 合 す る

物 質 24と が 結 合 し て 、 識 別 可 能 な 程 度 の コ ン ト ロ ー ル ラ イ ン が 形 成 さ れ る こ と 等 を 考 慮 し

て 適 宜 決 定 で き る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

 本 発 明 の キ ッ ト を 用 い て 検 出 さ れ る 被 検 物 質 は 、 バ ベ シ ア ・ エ ク イ の メ ロ ゾ イ ト 表 面 抗

原 に 対 す る 抗 体 及 バ ベ シ ア ・ カ バ リ の メ ロ ゾ イ ト 表 面 抗 原 に 対 す る 抗 体 で あ る 。 被 験 体 で

あ る ウ マ か ら 採 取 し た 血 液 を 、 そ の ま ま 、 あ る い は 血 清 を 分 離 し て 、 検 査 試 料 (溶 液 )と し

て 用 い る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 本 発 明 の キ ッ ト で は 、 検 査 試 料 (溶 液 )を サ ン プ ル パ ッ ド 10に 供 給 す る 。 サ ン プ ル パ ッ ド

10に 供 給 さ れ た 検 査 試 料 は 、 毛 細 管 現 象 に よ り 、 サ ン プ ル パ ッ ド 10か ら コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ

ッ ド 11に 移 動 す る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 11か ら は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 11に 含 有 さ れ

て い た 、 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 及 び ｒ Ｂ ｃ ４ ８ コ ン ジ ュ ゲ ー ト も 、 検 査 試 料 と と

も に 、 分 析 用 膜 17に 移 動 す る 。 分 析 用 膜 17上 で は 、 検 出 領 域 12、 検 出 領 域 13、 及 び コ ン ト

ロ ー ル 領 域 14の 順 に 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 む 検 査 試 料 が 移 動 す る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 検 出 領 域 12に は 、 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ が 固 定 化 さ れ て お り 、 検 査 試 料 に バ ベ シ ア ・ エ ク イ の

メ ロ ゾ イ ト 表 面 抗 原 に 対 す る 抗 体 が 含 ま れ て い る と 、 こ の 抗 体 と ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ コ ン ジ ュ

ゲ ー ト と が 結 合 し 、 さ ら に 、 こ の 結 合 体 の 抗 体 部 分 が 、 検 出 領 域 12の ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２ ｔ と 結

合 し て 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 凝 集 体 を 形 成 し て 、 発 色 す る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 検 出 領 域 13に は ｒ Ｂ ｃ ４ ８ が 固 定 化 さ れ て お り 、 検 査 試 料 に バ ベ シ ア ・ カ バ リ の メ ロ ゾ

イ ト 表 面 抗 原 に 対 す る 抗 体 が 含 ま れ て い る と 、 こ の 抗 体 と ｒ Ｂ ｃ ４ ８ コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 結

合 し 、 さ ら に 、 こ の 結 合 体 の 抗 体 部 分 が 、 検 出 領 域 13の ｒ Ｂ ｃ ４ ８ と 結 合 し て 、 コ ン ジ ュ

ゲ ー ト の 凝 集 体 を 形 成 し て 、 発 色 す る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 バ ベ シ ア ・ エ ク イ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｅ ｑ ｕ ｉ ） 感 染 及 び バ ベ シ ア

・ カ バ リ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｃ ａ ｂ ａ ｌ ｌ ｉ ） 感 染 を 同 時 に 、 か つ 確 実 に 判 定 で き る こ と

を 目 的 と す る キ ッ ト で あ る 。 そ の た め 、 本 発 明 に お い て は 、 粒 子 に よ り 標 識 さ れ た ｒ Ｅ Ｍ

Ａ － ２ ｔ (コ ン ジ ュ ゲ ー ト 20)及 び 粒 子 に よ り 標 識 さ れ た ｒ Ｂ ｃ ４ ８ (コ ン ジ ュ ゲ ー ト 21)は

、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 11か ら 、 ほ ぼ 並 行 し て 分 析 用 膜 17上 を 移 動 し て 検 出 領 域 12及 び 13

、 さ ら に は 、 コ ン ト ロ ー ル 領 域 14に 達 す る よ う に 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 20及 び コ ン ジ ュ ゲ ー ト

21の 混 合 物 を コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 11に 含 有 さ せ て い る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 検 出 領 域 12及 び 検 出 領 域 13を 通 過 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 む 検 査 試 料 (溶 液 )は 、 コ ン ト

ロ ー ル 領 域 14に 達 す る 。 コ ン ト ロ ー ル 領 域 14に は 、 例 え ば 、 前 述 の よ う に 抗 ｒ Ｅ Ｍ Ａ － ２

ｔ 抗 体 ま た は 抗 ｒ Ｂ ｃ ４ ８ 抗 体 が 固 定 化 さ れ て お り 、 試 料 含 ま れ る コ ン ジ ュ ゲ ー と こ れ ら

の 抗 体 が 反 応 し て コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 凝 集 体 を 形 成 し て 、 発 色 す る 。 こ れ に よ り 、 コ ン ジ ュ

ゲ ー ト を 含 む 検 査 試 料 (溶 液 )が 、 検 出 領 域 12及 び 検 出 領 域 13を 通 過 し た こ と を 判 定 で き る
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。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 検 出 領 域 12及 び 検 出 領 域 13の い ず れ も が 発 色 す れ ば 、 バ ベ シ ア ・ エ ク イ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ

ａ ｅ ｑ ｕ ｉ ） 及 び バ ベ シ ア ・ カ バ リ （ Ｂ ａ ｂ ｅ ｓ ｉ ａ ｃ ａ ｂ ａ ｌ ｌ ｉ ） の 両 方 の 感 染 に

対 し て 陽 性 で あ る 。 検 出 領 域 12及 び 検 出 領 域 13の い ず れ か 一 方 が 発 色 せ ず 、 コ ン ト ロ ー ル

領 域 14が 発 色 す れ ば 、 検 出 領 域 が 発 色 し た 方 の 感 染 の み 陽 性 で あ る 。 ま た は 両 方 の 検 出 領

域 と も に 発 色 せ ず 、 コ ン ト ロ ー ル 領 域 14が 発 色 す れ ば 、 い ず れ の 感 染 に 対 し て も 陰 性 で あ

る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 本 発 明 の キ ッ ト に つ い て 、 以 下 に 実 施 例 に よ り さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

組 換 え 抗 原 r E M A - 2 tの 調 製 　

　 E M A-2t遺 伝 子 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 5'-ACG A ATTCCG ATG A G GCACCA A A G-3' (配 列 番 号 1), 及

び 5'-ACG A ATTCTTATTG G GTCTTGTA G-3' (配 列 番 号 2)の セ ッ ト を プ ラ イ マ ー と し 、 B. equiの

USD A株 (USD A: U.S. Department of Agriculture) か ら 抽 出 し た ゲ ノ ム D N Aを 鋳 型 と し て 用

い て 増 幅 し た 。 増 幅 D N Aは 、 pGEX-4Tの EcoRI部 位 に 挿 入 し E. coli の D H5α 株 を 形 質 転 換

し た 。 得 ら れ た 組 換 え プ ラ ス ミ ド を ク ロ ー ニ ン グ し 、 pGEX-4T/E M A-2tと し た 。 pGEX-4T/E M

A-2tで 形 質 転 換 し た E. coliク ロ ー ン を 50 μ g/ml の ア ン ピ シ リ ン ナ ト リ ウ ム を 含 む LB 培

地 (1% bacto treptone, 0.5% 酵 母 抽 出 物 , 1% NaCl, 及 び 0.1% 5 N NaO H)で 37(Cで 培 養

し た 。 O D 6 0 0  n m が 0.30に 達 し た と き 、 0.5 m M IPTGを 添 加 し 、 さ ら に 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー

ト す る こ と に よ り 組 換 え E M A-2tタ ン パ ク 質 を 発 現 す る よ う に E. coliを 誘 導 し た 。 GSTと 融

合 し た 組 換 え E M A-2tタ ン パ ク 質 は 、 100 μ g/ml の リ ゾ チ ー ム 及 び 1% Triton X-100を 含

む TNE (50 m M Tris-HCl at pH 7.5, 100 m M NaCl, 及 び 2 m M EDTA)で 超 音 波 を 加 え な が ら

抽 出 し 、 Glutathione Sepharose 4B (A mersham Pharmarcia Biotech, USA)を 用 い て 可 溶

性 フ ラ ク シ ョ ン か ら 精 製 し た 。 ス ロ ン ビ ン プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い て 融 合 タ ン パ ク 質 か ら GST

を 除 去 し た 後 に 、 組 換 え E M A-2tを メ ー カ ー 推 奨 の 方 法 に 従 い 、 Glutathion Sepharose 4B

（ グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス 4B） カ ラ ム に て 精 製 し た 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

組 換 え 抗 原 r B c 4 8の 調 製 　

　 pGEX-4T/Bc48で 形 質 転 換 し た E. coli (BL21 strain) コ ロ ニ ー を 37℃ で 一 晩 、 50 μ g/

ml の ア ン ピ シ リ ン ナ ト リ ウ ム と と も に LB培 地 (1% bacto treptone, 0.5% 酵 母 抽 出 物 , 1%

 NaCl, 及 び 　 0.1% 5 N NaO H) で 小 ス ケ ー ル で 培 養 し た 。 得 ら れ た 培 養 物 を LB mediumに 1

:100で 希 釈 し 、 25Cで の 大 規 模 培 養 に 供 し た 。 O D 6 0 0  n m が 0.50に 達 し た と き 、 0.5 m M IP

TGを 添 加 し 、 さ ら に 25℃ で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て 組 換 え Bc48タ ン パ ク 質 を 発 現 す

る よ う に 誘 導 し た 。 抽 出 及 び 精 製 の 操 作 方 法 は 、 上 記 rE M A-2tと 同 様 と し た 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製

　 rE M A-2t 及 び rBc48の 濃 度 を そ れ ぞ れ 200 μ g/ml及 び 125 μ g/mlと し た 。 rE M A-2tを 5 m M

リ ン 酸 緩 衝 液 (pH6.5)で 透 析 し 、 rBc48 を 5 m M phosphate buffer (pH 8.0)で 透 析 し た 。 r

E M A-2t 及 び rBc48は 、 そ れ ぞ れ 、 抗 原 及 び 金 コ ロ イ ド 粒 子 　 (1:10 v/v)と 混 合 し 、 室 温

で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と で 、 金 コ ロ イ ド (British BioCell International, SD X

, U K)と 、 pH 6.5 及 び pH 8.0で そ れ ぞ れ コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 。 次 い で 、 0.05%ポ リ エ チ

レ ン グ リ コ ー ル 20,000 (PEG) 及 び 1%牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)を 添 加 し て 安 定 化 し 、 コ ン

ジ ュ ゲ ー ト 粒 子 を ブ ロ ッ ク し た 。 18,000 × g で 20 min遠 心 分 離 し た 後 、 上 澄 み 液 を 捨

て 、 ペ レ ッ ト を 超 音 波 に よ り 再 懸 濁 し て PBS-0.5% BSA 及 び 0.05% PEGを 含 ん だ 液 で 洗 浄 し

た 。 2回 目 の 遠 心 分 離 の 後 、 ペ レ ッ ト を PBS-0.5% BSA 及 び 0.05% PEGを 含 ん だ 液 で 再 懸 濁

し た 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 濃 度 は 、 520 nm 吸 光 度 が 5に 達 す る ま で 調 整 し た 。 2つ の コ ン ジ

ュ ゲ ー ト は 、 混 合 し 、 10 m M Tris-HCl (pH 8.2) -5%サ ッ カ ロ ー ス を 含 ん だ 液 で 希 釈 し た

。 次 い で 、 混 合 物 は グ ラ ス フ ァ イ バ ー (Schleicher & Schuell, N H, USA)上 に ス プ レ ー し
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、 真 空 中 で 一 晩 乾 燥 し た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

R a b b i t  A n t i - r E M A - 2 t  I g G

　 1ml の 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト (DIFCO Laboratories, MI, USA)と 混 合 し た 1 ml の

rE M A-2t (2mg/ml)で 、 背 中 に 複 数 回 皮 内 注 射 す る こ と で ラ ビ ッ ト を 免 疫 し た 。 完 全 フ ロ イ

ン ト ア ジ ュ バ ン ト (DIFCO Laboratories, MI, USA)と 混 合 し た 抗 原 を 同 投 与 量 で 2週 間 の 間

隔 で 2回 の 追 加 免 疫 を 行 っ た 。 最 後 の 免 疫 か ら 10日 後 に 全 採 血 し た 。 IgGフ ラ グ メ ン ト は 、

メ ー カ ー の 推 奨 方 法 に 従 い 、 Econo-Pac（ 登 録 商 標 ） Protein A Kit (Bio-Rad Laboratori

es, CA, USA)を 用 い て そ の 血 清 か ら 精 製 し 、 ICTの コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ( N C )膜 へ の  r E M A - 2 t ,  r B c 4 8  及 び ラ ビ ッ ト 抗 - r E M A - 2 t  I g G  の 固 定 化

　 rE M A-2t (500 μ g/ml), rBc48 (125 μ g/ml) 及 び ラ ビ ッ ト 抗 -rE M A-2t IgG (1,500 μ g

/ml) を プ ラ ス チ ッ ク 材 (Schleicher & Schuell , N H, USA)で 裏 張 り し た NC上 に 、 BioDot 's

 Biojet 3050 quanti-dispenser (BioDot Inc., CA, USA)を 用 い て B. equiの テ ス ト 領 域

、 B. caballiの テ ス ト 領 域 及 び コ ン ト ロ ー ル 領 域 に そ れ ぞ れ 線 状 に 噴 射 し た 。 次 い で 、 こ

の 膜 を 50度 で 30分 乾 燥 し 、 0.5% caseinを 含 む 50 m Mホ ウ 酸 緩 衝 液 (pH 8.5)中 で 30分 間 ブ ロ

ッ ク し た 。 0.5%サ ッ カ ロ ー ス 及 び 0.05%コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む 50m M Tris-HCl(pH 7.4)

で 洗 浄 し た 後 、 膜 を 空 気 中 で 一 晩 乾 燥 し た 。 rE M A-2t (500 μ g/ml)は 、 5μ g/cm
2
の 濃 度

と な る よ う に 塗 布 し た 。 ま た 、 rBc48 (125 μ g/ml)は 、 1.25μ g/cm
2
の 濃 度 と な る よ う に

塗 布 し た 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

テ ス ト ス ト リ ッ プ の 組 み 立 て 及 び 検 出

　 セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン (NC)、 吸 収 パ ッ ド 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 サ ン プ ル パ ッ ド 、 粘

着 カ ー ド (Schleicher & Schuell, N H, USA)上 に 組 み 立 て 、 BioDot 's cutter (BioDot Inc

., CA, USA)を 用 い て 、 6m m幅 の ス ト リ ッ プ に 切 断 し た 。 作 製 し た キ ッ ト を 用 い 、 検 出 は 、

サ ン プ ル パ ッ ド に 血 清 100 μ lを 滴 下 す る こ と で 行 っ た 。 結 果 は 、 15分 以 内 に 判 定 し 、 以

下 の 通 り に 記 録 で き た 。 結 果 を 図 ４ に 示 す 。

　 レ ー ン 1： 　 使 用 前 の キ ッ ト

　 レ ー ン ２ ： 　 両 バ ベ シ ア 症 と も に 陽 性 の 血 清

　 レ ー ン ３ ： 　 バ ベ シ ア ・ カ バ リ （ B. caballi）  症 は 陽 性 で バ ベ シ ア ・ エ ク イ （ B. equ

i） 症 は 陰 性 の 血 清

　 レ ー ン ４ ： 　 バ ベ シ ア ・ エ ク イ （ B. equi） 症 は 陽 性 で バ ベ シ ア ・ カ バ リ （ B. caball

i） 症 は 陰 性 の 血 清

　 レ ー ン ５ ： 　 両 バ ベ シ ア 症 と も に 陰 性 の 血 清

【 ０ ０ ４ ７ 】

２ 種 類 の ウ マ バ ベ シ ア 感 染 を 同 時 に 診 断 す る 簡 易 キ ッ ト の 条 件 検 討

１ ） 抗 原 と 金 コ ロ イ ド の 結 合 条 件 の 検 討

１ ． rE M A-2tの 場 合

　 抗 原 量 の 検 討 ： 5μ g/cm
2
、 10μ g/cm

2
、 15μ g/cm

2
及 び 20μ g/cm

2
の 濃 度 で 検 討 し た と こ

ろ 、 10μ g/cm
2
で 、 も っ と も 良 好 な 結 合 が 認 め ら れ た 。

　 ｐ Ｈ の 検 討 ： 6.0、 6.5、 7.0の ３ 点 で 検 討 し た と こ ろ 、 6.5で 一 番 強 い 結 合 が 認 め ら れ た

。

【 ０ ０ ４ ８ 】

２ ． rBC48の 場 合

　 抗 原 量 の 検 討 ： 3.125μ g/cm
2
、 6.25μ g/cm

2
、 及 び 12.5μ g/cm

2
の 濃 度 で 検 討 し た と こ

ろ 、 6.25μ g/cm
2
で 、 も っ と も 良 好 な 結 合 が 認 め ら れ た 。

　 ｐ Ｈ の 検 討 ： 7.0、 8.0、 9.0の ３ 点 で 検 討 し た と こ ろ 、 8.0で 一 番 強 い 結 合 が 認 め ら れ た

。

【 ０ ０ ４ ９ 】

２ ） 抗 原 の セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン へ の 塗 布 条 件 の 検 討
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１ ． rE M A-2tの 場 合

　 抗 原 量 の 検 討 ： 2.5、 5、 7.5μ g/cm
2
の 濃 度 で 検 討 し た と こ ろ 、 5μ g/ cm

2
で 、 バ ッ ク グ

ラ ン ド も 認 め ら れ ず 強 い バ ン ド が 認 め ら れ た 。 結 果 を 図 ２ に 示 す 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

２ ． rBC48の 場 合

　 抗 原 量 の 検 討 ： 0.625、 1.25、 2.5μ g/cm
2
 の 濃 度 で 検 討 し た と こ ろ 、 1.25μ g/cm

2
で 、

バ ッ ク グ ラ ン ド も 認 め ら れ ず 強 い バ ン ド が 認 め ら れ た 。 結 果 を 図 ３ に 示 す 。

【 ０ ０ ５ １ 】

３ ） ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン の フ ロ ー レ ー ト の 検 討

　 ３ 種 類 の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン の フ ロ ー レ ー ト (FF60/100(40～ 80sec/4cm)、 FF85

/100(75～ 100sec/4cm)及 び FF125/100(100～ 150sec/4cm)) を 検 討 し た と こ ろ 、 FF60/100の

フ ロ ー レ ー ト の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン で 非 特 異 的 が 一 番 少 な く 、 高 い 感 度 が 得 ら れ

た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 本 診 断 キ ッ ト は 、 ２ 種 類 の ウ マ バ ベ シ ア 病 を 短 時 間 に 簡 便 に 診 断 可 能 で あ る 。

現 在 検 疫 所 で 用 い ら れ て い る 方 法 （ CF， IFA） に と っ て 変 わ れ ば 、 本 疫 の ク リ ー ニ ン グ 法

と し て 極 め て 有 利 で あ り 、 馬 の 貿 易 促 進 に 大 い に 役 立 つ と 期 待 さ れ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ５ ３ 】

【 図 １ 】 本 発 明 の キ ッ ト の 一 態 様 の 長 手 方 向 の 断 面 説 明 図 を 示 す 。

【 図 ２ 】 抗 原 （ rE M A-2t） の セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン へ の 塗 布 条 件 の 検 討 結 果 。

【 図 ３ 】 抗 原 （ rBC48） の セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン へ の 塗 布 条 件 の 検 討 結 果 。

【 図 ４ 】 本 発 明 の キ ッ ト の 実 施 例 を 用 い た 診 断 結 果 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

10

20



(11) JP  2006-194785  A   2006.7.27

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 配 列 表 】
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