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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
マイコプラズマ・ニューモニアを免疫クロマトグラフィー法で検出するために用いる検体
浮遊液であって、
非イオン性界面活性剤、並びに
ホウ酸を含む緩衝液、及びトリス緩衝液からなる群から選ばれる1つ以上の緩衝液
を含み、ｐＨが７．０～８．５であり、非イオン性界面活性剤がＨＬＢ値１２～１５のポ
リオキシエチレンアルキルエーテルであるか、又はポリオキシエチレンセチルエーテルで
ある検体浮遊液。
【請求項２】
マイコプラズマ・ニューモニアの検査用検体試料を請求項１に記載の検体浮遊液に浮遊さ
せた後、該検体浮遊液をマイコプラズマ・ニューモニアに対する抗体を用いた免疫クロマ
トグラフィー装置による測定に付する工程を含む免疫測定方法。
【請求項３】
マイコプラズマ・ニューモニアに対する抗体が、マイコプラズマ・ニューモニアに属する
微生物のリボソーム蛋白質Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｌ７／Ｌ１２に対して
特異的に結合する抗体である請求項２に記載の方法。
【請求項４】
該免疫クロマトグラフィー装置が、マイコプラズマ・ニューモニア抗原と特異的に結合す
る第一の抗体が固定化された不溶性担体を移動可能に保持した第１部分と、該マイコプラ
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ズマ・ニューモニア抗原と特異的に結合する第二の抗体が固定化された第２部とを有する
膜担体を備えた免疫クロマトグラフィー用試験片である請求項２又は３に記載の方法。
【請求項５】
請求項１に記載の検体浮遊液、及びマイコプラズマ・ニューモニアに対する抗体を用いた
免疫クロマトグラフィー装置を含む、マイコプラズマ・ニューモニア検出用の免疫クロマ
トグラフィー・アッセイ・キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般的な肺炎の原因微生物であるマイコプラズマ・ニューモニア（Ｍｙｃｏ
ｐｌａｓｍａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）を生体試料などから検出するための免疫クロマト
グラフィー法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　マイコプラズマ・ニューモニアは非定型肺炎の代表的起因菌であり、特に小児・若年成
人に多く発症する。マイコプラズマ肺炎は乾いた激しい咳が長く続くことを特徴としてお
り、初期の段階では一般の風邪との区別がつけにくい疾患とされている。
【０００３】
　マイコプラズマ・ニューモニアの感染にはマクロライド系の抗生物質が有効であるが、
本薬剤は他の細菌性の肺炎には効果が弱い。逆に、他の細菌性肺炎に有効なセフェム系な
どの抗生物質はマイコプラズマ・ニューモニアには効果を示さない。
【０００４】
　マイコプラズマ・ニューモニア感染症の検査は、患者咽頭ぬぐい液などからの培養検査
や遺伝子検査、患者血清を用いた抗体検査が一般的である。培養検査はマイコプラズマ・
ニューモニア自体が特殊な培地でしか発育しないこと、手技が困難であり熟練を要するた
め限られた施設でしか検査できないことが現状であり、培養に約３週間の期間を要するた
め、迅速な判断には適さない。また、Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉ
ｏｎ（ＰＣＲ）検査は、検体からの遺伝子の抽出精製工程を要するとされるため、高価な
装置が必要とされ、限られた施設でしか検査できない。さらに、血清診断分野では、マイ
コプラズマ・ニューモニアに対する特異抗体の測定が診断に用いられているが、期間をあ
けて採取したペア血清を測定して抗体価の推移をみなければならず、迅速な判断には適さ
ない。ペア血清を必要としない抗体価迅速測定キットも市販されているが、偽陽性が多く
信頼性に欠けるとされている。
【０００５】
　検査に特別な装置や手技を必要とせず、迅速性を兼ね備えた診断技術に免疫クロマトグ
ラフィー装置を用いた免疫測定法がある。免疫測定法は、一般的に微生物を特異的に検出
する抗体と検出される微生物特異的な抗原との反応の有無で微生物の存在有無を判定して
いる。免疫測定法は、ターゲットとする微生物特有の抗体が必要であり、下記特許文献１
と２にはマイコプラズマ・ニューモニアを特異的に検出する抗体や検出方法が開示されて
いる。例えば、特許文献１はリボソーム蛋白質Ｌ７／Ｌ１２に対する抗体を用い、マイコ
プラズマ・ニューモニアの検出を精度よく行うことができることが記載されている。特許
文献２は、約４３キロダルトン（ｋＤａ）のマイコプラズマ・ニューモニアの膜抗原蛋白
質に対するモノクローナル抗体を用いた免疫検出法が記載されている。
【０００６】
　しかし、上記抗体や当該抗体を用いた検出法は、臨床検体中のマイコプラズマ・ニュー
モニアを検出するために検体の煩雑な前処理が必要な場合があるとされる。微生物特異的
な抗原は細胞表面や細胞内に存在する蛋白質や多糖などであり、マイコプラズマ・ニュー
モニア特有の抗原も細胞内あるいは細胞表面近傍に存在する。そのためマイコプラズマ・
ニューモニア自体に前処理を施し破砕することで当該抗原と抗体との反応性を高めること
が考えられる。また、リボソーム蛋白質Ｌ７／Ｌ１２のような菌体内に存在する抗原の検
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出には、マイコプラズマ・ニューモニア自体に前処理を施し破砕することが、抗体を用い
た検出には必須である。これまで微生物抗原の前処理、抽出法としては、界面活性剤処理
法、酸・アルカリ処理法、亜硝酸抽出法など多種多様な方法が実用化されている。
【０００７】
　細菌からの抗原の抽出法としては、例えば特許文献３では、Ａ群レンサ球菌、口腔内レ
ンサ球菌等ストレプトコッカス属に属する微生物の糖鎖抗原を亜硝酸抽出法にて行ってい
る。特許文献４では、多剤耐性ブドウ球菌の抗原を抽出するためにアルカリ金属の水酸化
物若しくは炭酸塩などを含む抽出用水溶液で抽出する方法が記載されている。しかしなが
ら、亜硝酸抽出法などでは、免疫測定法の根幹である抗原抗体反応性を高めるため、反応
環境下を適切なｐＨ領域にするため抽出液を中和する工程が必要となる。
【０００８】
　中和工程が不要な抽出法には、界面活性剤処理法が挙げられる（例えば特許文献５参照
。）。しかしながら、例えばインフルエンザウィルス、アデノウィルス、ＲＳＶウィルス
などの抗原抽出には界面活性剤を用いた抽出液が実用化されているものの、実態として細
菌をターゲットとした迅速検査には実用化されているものは少なく、マイコプラズマ・ニ
ューモニアの検出のための免疫クロマトグラフィーに採用できる界面活性剤処理法に用い
る抽出液、又は検体浮遊液は知られていなかった。
【０００９】
　なお、上記特許文献５には、界面活性剤としてポリオキシエチレンセチルエーテル等の
非イオン性界面活性剤を使用できることが記載されており(段落番号[0013])、緩衝液とし
てｐH３～８のトリス緩衝液を使用できること(段落番号[0015])、及びマイコプラズマ脂
質抗原を被測定物とできること(段落番号[0021])が記載されているが、実施例に具体的に
開示されているのは界面活性剤としてオクチルフェノールポリ（エチレングリコールエー
テル）(Triton-X)を用いてリン酸緩衝液によりインフルエンザの抗原を測定する方法であ
り、特にマイコプラズマ・ニューモニアを検出する方法については具体的な開示が全くな
い。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】国際公開２００１／０５７１９９号パンフレット
【特許文献２】特開昭６３－２９８号公報
【特許文献３】特許第３７５７１７１号公報
【特許文献４】特許第３６３８７３１号公報
【特許文献５】特開２００６－８４３５１号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明の課題は、免疫クロマトグラフィー法を用いたマイコプラズマ・ニューモニアの
免疫測定方法において、偽陽性の発生を抑制し、マイコプラズマ・ニューモニアを高感度
に検出できる検体浮遊液、当該検体浮遊液を用いた測定方法、及び測定キットを提供する
ことにある。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明者は、上記課題を解決するために鋭意検討した結果、免疫クロマトグラフィー装
置を用いる方法、例えばマイコプラズマ・ニューモニアに対する抗原と特異的に結合する
第一抗体が固定化された不溶性担体を移動可能に保持した第１部分と、該マイコプラズマ
・ニューモニア抗原と特異的に結合する第二の抗体が固定化された第２部分とを有する膜
担体を備えた免疫クロマトグラフィー用試験片を用いた該マイコプラズマ・ニューモニア
を免疫学的に測定する方法においては、マイコプラズマ・ニューモニアを含有する可能性
のある検体を特定の検体浮遊液を用いて前処理することにより、偽陽性の発生を抑制する
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ことができ、高感度かつ簡便な測定を再現性よく行うことができることを見出した。
【００１３】
　すなわち、以下の各発明が提供される。
[１]　 マイコプラズマ・ニューモニアを免疫クロマトグラフィー法で検出するために用
いる検体浮遊液であって、非イオン性界面活性剤、及びトリス緩衝液及びホウ酸を含む緩
衝液からなる群から選ばれる1つ以上の緩衝液を含みｐＨが７．０～８．５である検体浮
遊液。
[２]   非イオン性界面活性剤がポリオキシエチレンアルキルエーテルである上記[１]に
記載の検体浮遊液。
[３]  ポリオキシエチレンアルキルエーテルがＨＬＢ値１２～１５のポリオキシエチレン
アルキルエーテルである上記[２]に記載の検体浮遊液。
[４]  ポリオキシエチレンアルキルエーテルがポリオキシエチレンセチルエーテルである
上記[２]又は[３]に記載の検体浮遊液。
【００１４】
[５]  マイコプラズマ・ニューモニアの検査用検体試料を上記[１]ないし[４]のいずれか
に記載の検体浮遊液に浮遊させた後、該検体浮遊液をマイコプラズマ・ニューモニアに対
する抗体を用いた免疫クロマトグラフィー装置による測定に付する工程を含む免疫測定方
法。
[６]  マイコプラズマ・ニューモニアに対する抗体が、マイコプラズマ・ニューモニアに
属する微生物のリボソーム蛋白質Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｌ７／Ｌ１２に
対して特異的に結合する抗体である上記[５]に記載の方法。
[７]   該免疫クロマトグラフィー装置が、マイコプラズマ・ニューモニア抗原と特異的
に結合する第一の抗体が固定化された不溶性担体を移動可能に保持した第１部分と、該マ
イコプラズマ・ニューモニア抗原と特異的に結合する第二の抗体が固定化された第２部分
とを有する膜担体を備えた免疫クロマトグラフィー用試験片である上記[５]又は[６]に記
載の方法。
 [８]  上記[１]ないし[４]のいずれかに記載の検体浮遊液、及びマイコプラズマ・ニュ
ーモニアに対する抗体を用いた免疫クロマトグラフィー装置を含む、マイコプラズマ・ニ
ューモニア検出用の免疫クロマトグラフィー・アッセイ・キット。
【発明の効果】
【００１５】
　本発明により提供されるマイコプラズマ・ニューモニアの検査用検体浮遊液を用いると
免疫クロマトグラフィー装置により検体試料中のマイコプラズマ・ニューモニアを高感度
で迅速かつ特異的に検出することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】本発明の免疫測定方法で使用する免疫クロマトグラフィー装置として使用可能な
テストストリップ（試験片）の一例の断面模式図である。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　本発明により提供される検体浮遊液は、マイコプラズマ・ニューモニア（「肺炎マイコ
プラズマ菌」とも呼ばれる。）を免疫クロマトグラフィー法で検出するために用いる検体
浮遊液であって、非イオン性界面活性剤、及びトリス緩衝液及びホウ酸を含む緩衝液から
なる群から選ばれる1つ以上の緩衝液を含みｐＨが７．０～８．５であることを特徴とし
ている。
【００１８】
　本明細書において、「検体浮遊液」とは、患者や環境等から採取した被測定物であるマ
イコプラズマ・ニューモニアを含む可能性がある検体試料を浮遊又は懸濁するための溶液
を意味している。該検体試料を浮遊又は懸濁させた後の検体浮遊液は免疫クロマトグラフ
ィー法のアッセイ装置による測定に付される。
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【００１９】
　本発明において、測定対象物となる検体試料は、好ましくは生体の任意の部位から採取
することができ、マイコプラズマ・ニューモニアを含む可能性があるものであればよく特
に限定はされないが、好ましくは、咽頭ぬぐい液、鼻咽頭ぬぐい液、喀痰などが挙げられ
る。これらの検体を採取する方法は特に限定されず、公知の方法を採用することができる
。具体的には、例えば綿棒を用いて、咽頭ぬぐい液、鼻咽頭ぬぐい液、喀痰を採取するこ
とができる。
【００２０】
　採取した検体試料には被測定物以外にも様々な物質が含まれている。例えば、病原体感
染測定のため、人から検体を採取する際には鼻腔や咽頭より綿棒等で採取することが多い
が、この検体中には患者由来の組織片や分泌物の他、被測定物である病原体の組織が含ま
れている場合がある。これらの一部は検体浮遊液組成物中に凝集物として存在し、一部は
検体浮遊液組成物中に溶解した状態で存在する。
【００２１】
　これらを含んだ状態で検体浮遊液組成物を免疫クロマトグラフィー装置による測定に付
すと、非特異反応により偽陽性が発生する場合がある。凝集物を除去するためにはアッセ
イに付する前に濾過用のメンブレンを通過させて濾過する方法が有効であるが、溶解物の
場合、濾過により除去することはできないので、偽陽性を発生させない組成を有する検体
浮遊液が必要である。本発明の検体浮遊液はマイコプラズマ・ニューモニアの菌体を含む
可能性がある検体を浮遊又は懸濁させ、マイコプラズマ・ニューモニアに対する抗体を用
いた免疫クロマトグラフィー装置による測定に付するために用いられるが、このような偽
陽性の発生を防止ないし低減するためにも極めて有用である。
【００２２】
　非イオン性界面活性剤の種類は限定されないが、例えば、ポリアルキレンオキサイド基
を分子中に有するポリアルキレンオキサイド誘導体が挙げられる。ポリアルキレンオキサ
イド基としては、ポリオキシエチレン、ポリオキシプロピレン、ポリオキシブチレン等が
挙げられる。ポリアルキレンオキサイド誘導体としては、具体的には、例えば、ポリオキ
シエチレンラウリルエーテル、ポリオキシエチレンセチルエーテル、ポリオキシエチレン
ステアリルエーテル等のポリオキシエチレンアルキルエーテル、ポリオキシエチレンフェ
ニルエーテル、ポリオキシエチレンナフチルエーテル等のポリオキシエチレンアリールエ
ーテル、ポリオキシエチレンメチルフェニルエーテル、ポリオキシエチレンオクチルフェ
ニルエーテル、ポリオキシエチレンノニルフェニルエーテル等のポリオキシエチレンアル
キルアリールエーテル、ポリオキシエチレン－ポリオキシプロピレン縮合物が挙げられる
。
【００２３】
　特に好ましいポリアルキレンオキサイド誘導体としては、特異的反応への影響が少ない
ポリオキシエチレンアルキルエーテルが挙げられる。さらに最も好ましくはポリオキシエ
チレンセチルエーテルが挙げられる。ポリオキシエチレンアルキルエーテルとしては、Ｈ
ＬＢ(Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｅ－Ｌｉｐｏｐｈｉｌｅ　Ｂａｌａｎｃｅ)値が１２～１５であ
ることが望ましく、特にＨＬＢ値が１４であることがより好ましい。ポリオキシエチレン
アルキルエーテルは１種又は２種以上の混合物であってもよい。
【００２４】
　本発明の検体浮遊液中の非イオン性界面活性剤の濃度は、不溶性担体上を展開せしめる
濃度であれば特に限定はないが、好ましくは０．１～２．０（ｗ／ｖ）％であることが望
ましく、０．２～１．０（ｗ／ｖ）％であることがさらに好ましい。濃度が低いと期待さ
れる効果が十分に得られない場合があり、また濃度が高いと特異的（抗原抗体）反応を阻
害したり、逆に非特異的反応を誘発・促進する場合がある。
【００２５】
　本明細書において「トリス緩衝液」とはトリスヒドロキシメチルアミノメタン（トリス
）を含む緩衝液を意味している。トリス緩衝液としては、一般的にはトリスと塩酸とを含
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む緩衝液（トリス塩酸緩衝液）のほか、トリスとエチレンジアミン四酢酸とを含む緩衝液
（ＴＥ）、トリス、酢酸、及びエチレンジアミン四酢酸を含む緩衝液（ＴＡＥ）などを例
示することができるが、これらに限定されることはない。好ましくはトリス塩酸緩衝液を
用いることができる。ホウ酸を含む緩衝液としては、一般的にはホウ酸と水酸化ナトリウ
ムとを含むホウ酸緩衝液のほか、ホウ酸とホウ砂とを含む緩衝液、ホウ酸と炭酸ナトリウ
ムとを含む緩衝液などを例示することができるが、これらに限定されることはない。好ま
しくはホウ酸緩衝液又はホウ酸とホウ砂とを含む緩衝液などを用いることができる。トリ
ス緩衝液とホウ酸を含む緩衝液とを適宜組み合わせて用いてもよい。
【００２６】
　トリス緩衝液及びホウ酸を含む緩衝液からなる群から選択される緩衝液の濃度は特に限
定されないが、好ましくは１０ｍＭから３００ｍＭが望ましい。上限が２００ｍＭである
ことが好ましい場合もある。緩衝液のｐＨは抗原抗体反応の非特異的な反応を抑制する観
点から７．０～８．５程度とすることができる。非特異的な反応をより効率的に抑制する
ため、あるいは特異的な反応を促進するためには、ｐＨ７．０～ｐＨ８．０であることが
望ましい。
【００２７】
　本発明の検体浮遊液は、さらに無機塩類を含むことが好ましい。無機塩類を含むことに
より、非特異反応が低減されるという効果が奏される。
【００２８】
　無機塩類としては、ナトリウム化合物、カリウム化合物、セシウム化合物、マグネシウ
ム化合物、カルシウム化合物、ストロンチウム化合物等の無機化合物のうち水溶性のもの
及びそれらを組み合わせたものが好適に用いられるがそれらに限定されない。塩化ナトリ
ウム、塩化カリウム、塩化リチウム等が好ましく、塩化ナトリウムが特に好ましい。
【００２９】
　本発明の検体浮遊液中の無機塩類の濃度は好ましくは２００ｍＭ未満であり、より好ま
しくは１０～１００ｍＭである。２００ｍＭを超えると偽陽性の発生率が高くなり、１０
ｍＭ未満でも、２００ｍＭを超えた場合と同様、偽陽性の発生率が高くなるという傾向が
ある。
【００３０】
　本発明の検体浮遊液には、無機塩の他、検体浮遊液中の被測定物の安定化を目的として
、ウシ血清アルブミン、カゼイン等のタンパク質を含有させることも可能である。その濃
度は通常、０．１～５（ｗ／ｖ）％が適当である。
【００３１】
　本発明の検体浮遊液を用いてマイコプラズマ・ニューモニアを含む可能性がある検体を
測定するには、マイコプラズマ・ニューモニアに対する抗体を用いた免疫クロマトグラフ
ィー装置による測定を行うことができる。標識物質としてコロイド物質を用い、捕捉試薬
としてマイコプラズマ・ニューモニアに対する抗体を結合した膜担体（以下「メンブレン
」ともいう。）を備えたアッセイ装置に検体浮遊液組成物を滴下などにより接触させ、前
記液中のマイコプラズマ・ニューモニアの存在を検出する免疫クロマトグラフィー法を用
いることが特に効果的である。本明細書において検出と言う場合には定性的な検出のほか
、定量も含まれる。
【００３２】
　免疫クロマトグラフィー法としては、フロースルー式メンブレンアッセイ法やラテラル
フロー式メンブレンアッセイ法が挙げられるが、ラテラルフロー式メンブレンアッセイ法
を利用する方法が簡便かつ迅速であるため好ましい。ラテラルフロー式メンブレンアッセ
イ法は、メンブレンに対して被測定物を含む溶液を水平方向に展開させる工程を含む方法
である。
【００３３】
　免疫クロマトグラフィー法のアッセイ装置中のメンブレンとしては、紙やニトロセルロ
ースなどの多孔質物質、又は繊維状マトリクス、薄層クロマトグラフに用いられるシリカ
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、微細顆粒セルロース、ナイロン６，６などの一定の粒子径の粒子を捕捉できる担体を挙
げることができる。好ましい多孔質物質としては、微多孔質セルロースエステル、たとえ
ばアルカンカルボン酸などの脂肪族カルボン酸とのセルロースエステルが挙げられ、特に
好ましくはニトロセルロースから作られた微多孔質物質が挙げられる。また、前記セルロ
ースエステルとニトロセルロースの混合物も好適に用いることができる。上記メンブレン
は孔径０．３～１５μｍのものが用いられることが多い。メンブレンの厚さは、通常、１
００～２００μｍ程度である。
【００３４】
　免疫クロマトグラフィー法においてマイコプラズマ・ニューモニアを捕捉するためには
、マイコプラズマ・ニューモニアに対する抗体を捕捉試薬として用いることができるが、
抗体の種類はマイコプラズマ・ニューモニア抗原と結合することができるものであれば特
に限定されない。例えば、マイコプラズマ・ニューモニアを特異的に認識するポリクロー
ナル抗体やモノクローナル抗体等が挙げられる。
【００３５】
　マイコプラズマ・ニューモニアを特異的に検出する抗体としては、例えば、特許文献１
記載のリボソーム蛋白質Ｌ７／Ｌ１２に対する抗体、及び特許文献２記載の膜抗原蛋白質
に対するモノクローナル抗体が挙げられる。これらの中でも、リボソーム蛋白質Ｌ７／Ｌ
１２に対する抗体が好ましい。Ｌ７／Ｌ１２リボソームタンパク質は、全ての微生物にお
いて同一の機能が保存された蛋白質の一種であり、蛋白質合成に必須なリボゾーム蛋白質
としてその存在が知られている。また、リボソーム蛋白質Ｌ７／Ｌ１２複合体は極めて安
定であることが知られており、構造安定性が高く本発明の検体浮遊液のｐＨ領域などの環
境下でも構造が安定と考えられ、抗体との反応が阻害されにくいことが予想される。また
、蛋白質のアミノ酸配列が既知であることより、免疫クロマトグラフィー法での免疫測定
方法に、より有効な抗体を選択することが可能と考えられる。また、細胞内に１０００～
１００００個が存在するために免疫測定方法には有効な抗原と考えらえる。また、以下に
記載の公知の方法により、マイコプラズマ・ニューモニアを他の細菌と識別可能な抗体を
実際に取得可能である。
【００３６】
　このような抗体を上述したメンブレン表面に結合させる方法としては、物理的吸着であ
ってもよく、又は化学的な結合によるものであってもよい。抗体が結合したメンブレンの
調製は、例えば、抗体を緩衝液等に希釈した溶液をメンブレンに吸着してその後乾燥する
ことにより行われる。
【００３７】
　本発明で使用することができる免疫クロマトグラフィー装置の一例を図1に示す。
　該装置は、免疫測定法によってマイコプラズマ・ニューモニアの抗原を検出するための
装置であって、該抗原に対する標識された第一の抗体又は標識された該抗原が保持された
第１部分と、該第1部分の下流に連結され、かつ該抗原に対する第二の抗体が固定化され
た第２部分と、該第１部分又は該第２部分の上流に連結され、検体が滴下される第３部分
とを有する試験片を含む装置である。
【００３８】
　免疫クロマトグラフィー装置は公知の方法にて市販の材料を用いて作製することができ
る。
　第１部分に使用する材料は、免疫クロマトグラフィーを行えるものであれば特に限定さ
れないが、好ましくは、セルロース誘導体等の繊維マトリックス、濾紙、ガラス繊維、布
、綿等である。
　第２部分に使用する材料は、免疫クロマトグラフィーを行えるものであれば特に限定さ
れないが、好ましくは、ニトロセルロース、混合ニトロセルロースエステル、ポリビニリ
デンフロライド、ナイロン等である。
　第３部分に使用する材料は、免疫クロマトグラフィーを行えるものであれば特に限定さ
れないが、好ましくはセルロース誘導体等繊維マトリックス、濾紙、ガラス繊維、布、綿
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等である。
【００３９】
　上記第１部分には、抗原に対する標識された第一の抗体、又は標識された抗原が保持さ
れている。第１部分に、抗原に対する標識された第一の抗体が保持されている場合には、
サンドイッチアッセイ法により抗原を検出することができる。また、第１部分に標識され
た抗原が保持されている場合には、競合法により抗原を検出することができる。本発明に
おいては、検出感度が高く、陽性で抗体検出ラインが出現するサンドイッチアッセイ法の
方が好ましいことから、第１部分には、抗原に対する標識された第一の抗体が保持されて
いることが好ましい。
【００４０】
　第１部分に抗原に対する標識された第一の抗体を保持させる場合には、抗原に対する第
一の抗体と、該抗原に対する第二の抗体の、２種類の抗体を用いる。サンドイッチアッセ
イ法により該抗原を検出することができるように、上記第一の抗体と上記第二の抗体は、
当該抗原に同時に結合できることができる抗体であり、上記第一の抗体が認識する当該抗
原のエピトープは、上記第二の抗体が認識する当該抗原のエピトープとは異なることが好
ましい。
【００４１】
　検出可能な信号を得るために、第１部分に保持される第一の抗体又は抗原は標識されて
いることが好ましい。使用可能な標識としては、着色粒子、酵素、ラジオアイソトープな
どが挙げられるが、特殊な設備不要で目視によって検出可能な着色粒子を使用することが
好ましい。着色粒子としては、金や白金などの金属微粒子、非金属粒子、ラテックス粒子
などの不溶性担体が挙げられるが、これらに限定されるものではない。着色粒子は、試験
片の空隙内を通って下流に輸送されることができるサイズであればいかなるサイズでもよ
いが、直径が１ｎｍから１０μｍが好ましい。より好ましくは、５ｎｍから１μｍであり
、さらに好ましくは１０ｎｍから１００ｎｍである。
【００４２】
　上述した試験片をそのまま使用して免疫クロマトグラフィー装置としてもよいし、ケー
スに収納して、免疫クロマトグラフィー装置としてもよい。前者の場合は、容器に入った
検体浮遊液に直接試験片の一端を浸して使用することが好ましい。また、後者の場合は、
ピペット等で検体浮遊液の所定量を計量して試験片に滴下して使用することが好ましい。
後者の場合のケースの形状は、試験片を収納でき、該試験片の第３部分に検体浮遊液を滴
下可能な開口部を有し、該試験片の第２部分に第二の抗体が抗原と反応したことを観察可
能な開口部または透明部を有すればいかなる形状でもよい。ケースの材料はいかなる材料
でもよく、ポリプロピレンやポリカーボネートなどが好ましいものとしてあげられる。
【００４３】
　免疫クロマトグラフィー法のアッセイキットは少なくとも上記の検体浮遊液、及びマイ
コプラズマ・ニューモニアに対する抗体を用いた免疫クロマトグラフィー装置、好ましく
はマイコプラズマ・ニューモニア抗原に対する標識された第一の抗体が固定化された不溶
性担体を移動可能に保持した第１部分、及びマイコプラズマ・ニューモニア抗原を捕捉す
るための第二の抗体が固定化された第２部分を有するメンブレンを含む。
【００４４】
　アッセイキットは必要により濾過フィルター及び洗浄液組成物を含んでいてもよい。
　また、必要に応じて、キットの活性を検査するためのバッファーのみからなる陰性コン
トロール液、抗原性物質などの被測定物を含むバッファーからなる陽性コントロール液を
含んでいてもよい。さらに、滅菌綿棒等の検体採取器具を含んでいてもよい。
【００４５】
　以下に、免疫クロマトグラフィー法のラテラルフロー式のメンブレンアッセイを例に挙
げ、より具体的な手順を示して説明するが、本発明の範囲は下記の特定の態様に限定され
ることはない。
【００４６】
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（ラテラルフロー式メンブレンアッセイ法）
（１）マイコプラズマ・ニューモニアに感染した患者の咽頭あるいは鼻腔等から検体試料
を採取する。拭い液を採取する場合には滅菌綿棒等を用いると便利である。また、鼻腔吸
引液等は吸引カテーテルを用いる。
（２）綿棒を検体浮遊液に浸漬させてしばらく放置する、又はかきまぜることで、採取し
た検体試料を検体浮遊液に浮遊させる。検体浮遊液はポリエチレン、ポリエチレンテレフ
タレート（ＰＥＴ）等のフレキシブルな材質からなる滴下用チューブに入れると、そのま
ま免疫クロマトグラフィー装置に滴下できるので便利である。
【００４７】
（３）検体浮遊液を、免疫クロマトグラフィー装置の前記第３部分に滴下する。検体を含
む検体浮遊液はメンブレン上を、第３部分、第１部分、第２部分の順で水平方向に展開し
てゆく。ここで検体がマイコプラズマ・ニューモニア抗原を含む場合は、前記第１部分に
て第一の抗体／抗原の複合体が形成され、該複合体が下流に移動する。該複合体が、前記
第２部分に固定化された第二の抗体の結合ラインに達するとそのライン上に、第一の抗体
／抗原／第二の抗体のサンドイッチ複合体が形成され、第一の抗体の標識により検出する
ことができる。
　なお、検体浮遊液中に含まれる凝集物等を除去するため、滴下用チューブの先端等に濾
過フィルターを装着して免疫クロマトグラフィー装置に滴下する前に濾過してもよい。
【実施例】
【００４８】
　以下、本発明を実施例によりさらに具体的に説明するが、本発明の範囲は下記の実施例
に限定されることはない。
【００４９】
＜例１＞
（１）抗体準備
　特許文献ＷＯ０１／０５７１９９に示す方法と同様に、Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｐｎｅ
ｕｍｏｎｉａｅのＲｉｂｏｓｏｍａｌ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｌ７／Ｌ１２蛋白質との反応陽
性を示すハイブリドーマＭＰＲＢ－Ａ細胞とハイブリドーマＭＰＲＢ－Ｂ細胞の２クロー
ンを取得し、定法に従ってモノクローナル抗体ＡＭＭＰ－ＡとＡＭＭＰ－Ｂを生産回収し
た。ＡＭＭＰ－Ａ抗体とＡＭＭＰ－Ｂ抗体は、Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉ
ａｅのＲｉｂｏｓｏｍａｌ　ＰｒｏｔｅｉｎＬ７／Ｌ１２蛋白質中の抗体認識部位が異な
る独立した抗体であり、Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅのＲｉｂｏｓｏｍ
ａｌ　ＰｒｏｔｅｉｎＬ７／Ｌ１２蛋白質を抗原としたサンドイッチＥＬＩＳＡ法にて該
抗原が存在した場合に検出することができる組合せの抗体群である。この2つの抗体の他
の細菌との交差反応性は、特許文献１に記載のELISA法で評価した結果、特許文献１記載
のＡＭＭＰ－１モノクローナル抗体と同等であり、Mycoplasma pneumoniaeのすべての株
を１０6個/mlの菌濃度で検出すると同時に、Neisseria meningitidis, Neisseria lactam
ica, Neisseria mucosa, Neisseria sicca, Haemophilus influenzae, Branhamella cata
rrharis, Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli,及びKlebsiella pneumoniae とは
１０8個/mlの菌濃度で反応しないことを確認した。
【００５０】
（２）抗体固定化メンブレンの作製
　抗体固定化用メンブレンには、ニトロセルロースからなるシート（ミリポア社製、商品
名：ＨＦ１３５、３００ｍｍ×２０ｍｍ）を用いた。リン酸緩衝液（ｐＨ７．０）にてＡ
ＭＭＰ－Ａを２．０ｍｇ／ｍＬの濃度になるように希釈した。この溶液３０μＬをメンブ
レン上に１ｍｍの幅で塗布し、５０℃で３０分間乾燥させた。乾燥後、０．５（ｗ／ｖ）
％のスクロース（和光純薬社製）、０．０５（ｗ／ｖ）％のコール酸ナトリウム（和光純
薬社製）を含むトリス緩衝液（ｐＨ８．０）に洗浄し、室温で一晩乾燥させ固定化メンブ
レン（第2部分）を作製した。
【００５１】
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（３）抗体標識金コロイド含浸パッドの作製
　金コロイド分散液（ＢＢＩ社製：６０ｎｍ）１ｍＬにリン酸緩衝液（ｐＨ７．０）にて
希釈した２００μｇ／ｍＬになるように調整したＡＭＭＰ－Ｂを０．１ｍＬ加え撹拌後、
室温で３０分間静置した。次いで１０（ｗ／ｖ）％のウシ血清アルブミン（ＳＩＧＭＡ社
製、以下ＢＳＡ）を０．１ｍＬ加え撹拌後、さらに３０分間静置した。その後、７０００
×ｇで２０分間遠心分離を行い、上清を除去した後に、０．２（ｗ／ｖ）％のＢＳＡ、２
（ｗ／ｖ）％のスクロースを含むトリス緩衝液（ｐＨ８．０）１ｍＬを添加し十分に撹拌
し懸濁した後に、１０ｍｍ×１２０ｍｍのグラスファイバー（ミリポア社製）に均一にな
るように添加し、真空乾燥機にて乾燥させ、抗体標識金コロイド含浸パッド（第1部分）
を作製した。
【００５２】
（４）免疫クロマトグラフィー用試験片の作製
　接着層を持つバッキングシート（Ａｄｈｅｓｉｖｅｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｃ．製
）からなる基材に上記作製した抗体固定化メンブレン、抗体標識金コロイド含浸パッド、
試料を添加する部分に用いるサンプルパッド（第3部分：旭化成せんい社製、ＮＥ１０７
）、展開した試料や余剰抗体固定化金コロイドを吸収するための吸収パッドを貼り合せた
。そして、裁断機を用いて５ｍｍの幅になるように裁断し、免疫クロマトグラフィー用試
験片とした。
【００５３】
（５）試験菌液の培養及び調製
　マイコプラズマ・ニューモニア　ＦＨ株（ＡＴＣＣ　Ｎｏ．１５５３１）をＰＰＬＯブ
ロス（ウマ血清、新鮮酵母エキス、ブドウ糖、酢酸タリウム、ペニシリンＧ含有）に接種
し、３７℃、５日間好気培養し、ブロスのｐＨが６．８となったものを試験菌液として用
いた。
【００５４】
（６）検体浮遊液の準備
　０．１（ｗ／ｖ）％のアジ化ナトリウム（ナカライテスク社製）を含むＴｒｉｓ・ＨＣ
ｌ緩衝液（ｐＨ７．５）１００ｍＬに０．５（ｗ／ｖ）％となるようにポリオキシエチレ
ンセチルエーテル（ＳＩＧＭＡ社製、商品名：Ｂｒｉｊ５８、ＨＬＢ値：１４．０）を加
え検体浮遊液とした。
【００５５】
（７）免疫クロマトグラフィー装置を用いた測定
　上記作製した免疫クロマトグラフィー試験片を用いて、以下の方法にて試料中のマイコ
プラズマ・ニューモニアの存在の有無を測定した。
【００５６】
　即ち、上記にて作製したマイコプラズマ・ニューモニア試験菌液をＰＢＳ（和光純薬製
）にて４０倍希釈した陽性検体液２０μLを上記にて作製した検体浮遊液５００μＬに添
加し、撹拌後５分間静置したものを陽性検体試料とした。また、検体浮遊液５００μＬに
２０μＬのＰＢＳのみを添加し、撹拌後５分間静置したものを陰性検体試料とした。陽性
検体試料、陰性検体試料とも１２０μＬを免疫クロマトグラフィー試験片のサンプルパッ
ド上に載せて展開させ、各３本ずつを１０分後、及び２０分後に目視判定した。抗体固定
化メンブレン上の抗体固定化ラインの赤い線が検体滴下後１０分で確認できず２０分で確
認できるものを「＋」、検体滴下後１０分で確認できるものを「２＋」、検体滴下後２０
分で非常に薄く赤い線が確認できるものを「±」、検体滴下後２０分で赤い線が確認でき
ないものを「－」とした。表１に結果を示す。
【００５７】
＜例２＞
　Ｂｒｉｊ５８の代わりに非イオン系界面活性剤であるポリオキシエチレンアルキル（Ｃ
１３）エーテル（ライオン社製、商品名：レオコールＴＤ－９０、ＨＬＢ値：１２．２）
を使用したこと以外は、例１と同様にして測定を行った。表１に結果を示す。
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＜例３＞
　Ｂｒｉｊ５８の代わりに非イオン系界面活性剤であるポリオキシエチレンアルキル（Ｃ
１３）エーテル（ライオン社製、商品名：レオコールＴＤ－１２０、ＨＬＢ値：１４．５
）を使用したこと以外は、例１と同様にして測定を行った。表１に結果を示す。
【００５９】
＜例４＞
　Ｔｒｉｓ・ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ７．５）の代わりにホウ酸／ホウ砂緩衝液（ｐＨ７．６
）を使用したこと以外は、例１と同様にして測定を行った。表１に結果を示す。
【００６０】
＜例５＞
　Ｔｒｉｓ・ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ７．５）の代わりにＴｒｉｓ・ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ７．
０）を使用したこと以外は、例１と同様にして測定を行った。表１に結果を示す。
【００６１】
＜例６＞
　Ｔｒｉｓ・ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ７．５）の代わりにＴｒｉｓ・ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ８．
０）を使用したこと以外は、例１と同様にして測定を行った。表１に結果を示す。
【００６２】
＜例７＞
　Ｂｒｉｊ５８の代わりに非イオン系界面活性剤であるポリオキシエチレン－ｐ－ｔ－オ
クチルフェニルエーテル（ＳＩＧＭＡ社製、商品名：ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、ＨＬＢ値
：１３．５）を使用したこと以外は、例１と同様にして測定を行った。表１に結果を示す
。
【００６３】
＜例８＞
　Ｂｒｉｊ５８の代わりに両性界面活性剤である商品名：アンヒトール２４Ｂ（花王社製
、）を使用したこと以外は、例１と同様にして測定を行った。表１に結果を示す。
【００６４】
＜例９＞
　Ｂｒｉｊ５８の代わりに陰イオン系界面活性剤であるコール酸ナトリウム（和光純薬社
製）を使用したこと以外は、例１と同様にして測定を行った。表１に結果を示す。
【００６５】
＜例１０＞
　Ｂｒｉｊ５８の代わりに陽イオン系界面活性剤である商品名：コータミン２４Ｐ（花王
製）を使用したこと以外は、例１と同様にして測定を行った。表１に結果を示す。
【００６６】
＜例１１＞
　Ｔｒｉｓ・ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ７．５）の代わりにリン酸緩衝液（ｐＨ７．３）を使用
したこと以外は、例１と同様にして測定を行った。表１に結果を示す。
【００６７】
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【表１】

【００６８】
＜例１２＞
　マイコプラズマ・ニューモニアに罹患した患者から、レーヨン製綿棒（平和メディク社
製）で採取した咽頭拭い液を用意し、ポリエチレン製の抽出チューブに入れた検体浮遊液
中に該綿棒を5分間浸漬し、その後綿棒に含まれている検体浮遊液を絞ってあわせたもの
をガラス濾紙メンブレン（Ｗｈａｔｍａｎ社製、ＧＦ／ＤＶＡ）からなるフィルターを有
するろ過用ノズルを装着して濾過し、濾過後の検体浮遊液120μLを検体試料とする以外は
例１と同様にして、測定を行った。3例を評価した結果（２＋）（＋）（２＋）であった
。
【００６９】
　同様に、健常者から、レーヨン製綿棒（平和メディク社製）で採取した咽頭拭い液を用
意し、ポリエチレン製の抽出チューブに入れた検体浮遊液中に該綿棒を5分間浸漬し、そ
の後綿棒に含まれている検体浮遊液を絞ってあわせたものをガラス濾紙メンブレン（Ｗｈ
ａｔｍａｎ社製、ＧＦ／ＤＶＡ）からなるフィルターを有するろ過用ノズルを装着して濾
過し、濾過後の検体浮遊液120μLを検体試料とする以外は例１と同様にして、測定を行っ
た。3例を評価した結果（－）（－）（±）であった。
【００７０】
＜参考例＞
（ＥＬＩＳＡ法による抗原抗体反応性評価）
　ＡＭＭＰ－Ｂ抗体をペルオキシダーゼに結合せしめることにより検出用の抗体とした。
酵素標識はホースラディッシュパーオキシダーゼ（ＳＩＧＭＡグレードＶＩ）を用い結合
には試薬Ｓ－アセチルチオ酢酸Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドを使用しＡｎａｌｙｔｉｃ
ａｌ　Ｂｉｏ－Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１３２（１９８３）、６８－７３に述べられている
方法に従って行った。ＥＬＩＳＡ反応においてはＡＭＭＰ－Ａ抗体を１０μｇ／ｍＬ濃度
で希釈した液を１００μＬずつ９６穴プレートに別々に分注し４℃で１晩吸着させた。上
澄み除去後、１％牛血清アルブミン溶液（ＰＢＳ中）２００μＬを添加し室温で１時間反
応しブロッキングした。上澄み液を除去後、生成物を洗浄液（０．０２％Ｔｗｅｅｎ２０
、ＰＢＳ）で洗浄した。
【００７１】
　これに、５０倍に生理食塩水で希釈したマイコプラズマ・ニューモニア培養液と１重量
％の各界面活性剤（Ｂｒｉｊ５８、ＴｒｉｒｏｎＸ－１００、Ｔｗｅｅｎ２０、コール酸
ナトリウム）を含む生理食塩水とを１：１の割合で５分間抽出した抗原陽性溶液、陰性コ
ントロールとして５０倍に生理食塩水で希釈したマイコプラズマ・ニューモニア培養液と
界面活性剤を含まない生理食塩水とを１：１の割合で５分間抽出した陰性コントロール溶
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理食塩水と１重量％の各界面活性剤を含む生理食塩水とを１：１の割合で５分間抽出した
抗原陰性溶液をも加え、同様に室温で１時間反応させた。上澄み液を除去し、生成物を再
び洗浄液で洗浄した。
【００７２】
　次いで、１重量％ＢＳＡを含むＰＢＳでペルオキシダーゼ標識ＡＭＭＰ－Ｂ抗体が濃度
１０μｇ／ｍＬになるように希釈した溶液を１００μＬ添加し、室温にて１時間反応させ
た。上澄み液を除去し、生成物を再び洗浄液にて洗浄した。ＴＭＢ溶液（ＫＰＬ社製）を
１００μＬずつ加え、混合物を室温にて２０分間反応させた。着色したところで１Ｎの硫
酸１００μＬを加え、反応を停止させ、４５０ｎｍの吸光度を測定した。表２に結果を示
す。２＋は強陽性、＋は陽性、－は陰性を示したことを示す。この結果は、ＥＬＩＳＡで
は検体浮遊液に用いた界面活性剤によらずに検出できたことを示しているが、コール酸ナ
トリウム等の界面活性剤はメンブランに固定化した抗体を剥離させてしまうため免疫クロ
マトグラフィーでは良好な結果を与えなかったためと考えられた。
【００７３】
【表２】

【産業上の利用可能性】
【００７４】
　本発明は、人などのマイコプラズマ・ニューモニアによる感染症の診断に利用すること
ができる。
【符号の説明】
【００７５】
１．標識抗体含浸部材（第1部分）
２．クロマト展開用膜担体（第２部分）
３．捕捉部位
４．試料添加用部材 （第3部分）
５．吸収用部材
６．基材
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