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(54)【発明の名称】 微生物抗原の抽出方法

(57)【要約】
【課題】  被抽出液中の糖鎖抗原を有する微生物を濃縮
し、該糖鎖抗原を抽出する簡便な方法を開発し、得られ
た糖鎖抗原抽出液を用いて被抽出液中の微生物量を決定
すること。
【解決手段】  糖鎖抗原を有する微生物が含有されてい
る可能性のある被抽出液を濾材、好適には孔径０．８～
２μｍの濾材で濾過し、該濾材上に保持される微生物に
亜硝酸水溶液を作用させることにより上記糖鎖抗原を抽
出し、該糖鎖抗原に結合する抗体を用いた免疫学的測定
方法により、この糖鎖抗原量を定量する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  糖鎖抗原を有する微生物が含有されてい
る可能性のある被抽出液を濾材で濾過し、該濾材上に保
持される微生物に亜硝酸水溶液を作用させることにより
上記糖鎖抗原を抽出することを特徴とする微生物抗原の
抽出方法。
【請求項２】  濾材に、予め、調製した亜硝酸水溶液を
流し込むことにより、該濾材上に保持される微生物に亜
硝酸水溶液を作用させることを特徴とする請求項１記載
の微生物抗原の抽出方法。
【請求項３】  被抽出液が、唾液、歯垢、またはその混
合物を含んでなることを特徴とする請求項１または２記
載の微生物抗原の抽出方法。
【請求項４】  孔径０．８～２μｍの濾材を使用するこ
とを特徴とする請求項１～３の何れか一項に記載の微生
物抗原の抽出方法。
【請求項５】  糖鎖抗原を有する微生物が、ストレプト
コッカス・ミュータンス、またはストレプトコッカス・
ソブリヌスである請求項１～３の何れか一項に記載の微
生物抗原の抽出方法。
【請求項６】  糖鎖抗原を有する微生物が含有されてい
る可能性のある被抽出液を濾材で濾過し、該濾材上に保
持される微生物に亜硝酸水溶液を作用させることにより
該糖鎖抗原を抽出する方法を実施するために使用される
濾過装置であって、濾材として、孔径０．８～２μｍの
濾材が使用されてなることを特徴とする微生物抗原抽出
用濾過装置。
【請求項７】  請求項１～５記載の何れかの方法で抽出
した糖鎖抗原抽出液中に含まれる糖鎖抗原の量を免疫学
的測定方法にて測定し、測定結果に基づいて被抽出液中
に含まれる糖鎖抗原を有する微生物の量を決定すること
を特徴とする微生物の測定方法。
【請求項８】  免疫学的測定方法が免疫クロマトグラフ
ィー法であることを特徴とする請求項７記載の微生物の
測定方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、被抽出液中の微生
物を濾過により濃縮し、該微生物の糖鎖抗原を抽出する
方法、及びそのための濾過装置、並びに上記のようにし
て調製した糖鎖抗原抽出液中の糖鎖抗原量を免疫学的測
定方法により決定する微生物の高感度な測定方法に関す
る。
【０００２】
【従来の技術】医学検査や食品検査、または環境測定に
おいて微生物検査は重要な検査項目となっている。
【０００３】口腔内には多種多様な微生物が存在してお
り、これらの微生物の中に感染症を引き起こす微生物が
存在する場合があることが知られている。例えば、齲
蝕、歯周病の発生には齲蝕関連菌や歯周病関連菌が強く
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関与していることが知られている。近年、従来感染症と
は関係ないと思われていた疾患、例えば、心臓病、胃潰
瘍、癌等の発症にも口腔内に存在する微生物が関与して
いる場合があることが明らかとなり、口腔内の微生物検
査は歯科領域のみならず、医科領域においても重要にな
っている。
【０００４】微生物の測定は、従来培養法によって実施
されており、結果が判明するまで長時間かかるという問
題があったが、免疫学的測定方法が開発され検査時間が
大幅に短縮された。免疫学的測定方法は微生物が有する
特異的な抗原に対する抗体を利用して該微生物を高感度
に検出するという方法である。
【０００５】微生物から抗原を抽出し調製した抗原抽出
液を免疫学的測定方法により測定することで、検出感度
を更に高めることが可能である。その理由として、１）
抗原が可溶化され低分子となるので、抗原抗体反応が進
行しやすくなる、２）エピトープが露出する、等のこと
が考えられている。
【０００６】特に、展開メンブレン上を抗原を含む溶液
を展開させ、抗原抗体反応により抗原を検出する免疫ク
ロマトグラフィー法により抗原を測定する場合、不溶性
抗原よりも抽出抗原のほうが展開性が良いので、微生物
から抗原を抽出することで高感度測定が期待できる。
【０００７】微生物抗原の抽出方法としては、界面活性
剤処理、酵素処理、熱処理等多種多様な方法が実用化さ
れているが、糖鎖抗原の抽出方法として亜硝酸抽出法
（武井勉．阪大医学雑誌．３５：９３－１０９，１９９
０．）が知られている。該方法は、特に、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
微生物の糖鎖抗原の抽出に対して有効である。
【０００８】この亜硝酸抽出法は、亜硝酸水溶液を糖鎖
に反応させ、糖鎖を切断し菌体から遊離させるという方
法であり、一般的な亜硝酸抽出法は、微生物を含む被抽
出液に亜硝酸塩水溶液（多くの場合は亜硝酸ナトリウ
ム）と酸水溶液（酢酸、塩酸、硝酸等）とを混合（以
下、これらの溶液を「亜硝酸抽出試薬」とも総称す）す
ることで亜硝酸を生成させ、微生物と該亜硝酸とを十分
な時間反応させることにより実施される。上記の反応液
は強酸性であるので、反応後に塩基［２－アミノ－２－
ヒドロキシメチル－１，３－プロパンジオール（以下、
「トリス」とも略す）、水酸化ナトリウム、炭酸水素ナ
トリウム等］を添加し、該反応液を中和した後に分析す
るのが一般的である。
【０００９】
【発明が解決しようとする課題】ところが、唾液、歯
垢、またはその混合物等を含む被抽出液から、前記スト
レプトコッカス属に属する微生物の糖鎖抗原を抽出する
場合等においては、該被抽出液に含まれる微生物濃度が
希薄であるため、被抽出液に亜硝酸抽出試薬を直接に添
加して糖鎖抗原抽出液を調製したのでは、その後におい
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て免疫学的測定方法により測定可能なほどに十分な濃度
で糖鎖抗原を抽出することが困難であった。
【００１０】したがって、被抽出液中に含まれる糖鎖抗
原を有する微生物の含有量が希薄な場合においても、免
疫学的測定方法による測定が十分に可能な濃度で糖鎖抗
原を簡単に抽出できる方法を開発することが望まれてい
た。
【００１１】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、上記課題
を解決するために鋭意研究を続けてきた。その結果、糖
鎖抗原を有する微生物が含有されている可能性のある被
抽出液から該糖鎖抗原を抽出するに際して、濾過による
濃縮と亜硝酸抽出法とを組合せることにより、上記の課
題が解決できることを見出し本発明を完成するに至っ
た。
【００１２】即ち、本発明は、糖鎖抗原を有する微生物
が含有されている可能性のある被抽出液を濾材で濾過
し、該濾材上に保持される微生物に亜硝酸水溶液を作用
させることにより上記糖鎖抗原を抽出することを特徴と
する微生物抗原の抽出方法である。
【００１３】また、本発明は、上記方法で抽出した糖鎖
抗原抽出液中に含まれる糖鎖抗原の量を免疫学的測定方
法にて測定し、測定結果に基づいて被抽出液中に含まれ
る糖鎖抗原を有する微生物の量を決定することを特徴と
する微生物の測定方法も提供する。
【００１４】
【発明の実施の形態】本発明において微生物とは、細
菌、リケッチア属（Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｅ）、クラミ
ジア属（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ）、マイコプラズマ属（Ｍ
ｙｃｏｐｌａｓｍａ）および単細胞真核生物を指す。
【００１５】本発明で使用する被抽出液は、糖鎖抗原を
有する微生物を含有する可能性のあるものであれば特に
限定されないが、一般には、該糖鎖抗原を有する微生物
の含有量を検査するためのものが対象となる。こうした
被抽出液は、通常、測定対象である糖鎖抗原を有する微
生物とそれ以外の不溶物とが混在する状態にある。
【００１６】上記被抽出液を例示すると、微生物の培養
液、微生物の懸濁液、食品およびその懸濁液、咽頭ぬぐ
い液、唾液、血漿、血清、尿等の体液、或いは歯垢の懸
濁液等が挙げられる。口腔内に存在する糖鎖抗原を有す
る微生物から糖鎖抗原を抽出する場合においては、被抽
出液は、口腔から採取した唾液、歯垢、またはその混合
物を含んでなるものが、一般に使用される。
【００１７】唾液、歯垢に含まれる糖鎖抗原を有する微
生物のうち、感染症を引き起こす原因になる微生物を例
示すると、齲蝕関連菌、歯周病関連菌、上気道感染起因
菌、日和見感染菌等が挙げられる。それぞれについて具
体例を表示すると、齲蝕関連菌としては、ストレプトコ
ッカス・ミュータンス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｍ
ｕｔａｎｓ）、ストレプトコッカス・ソブリヌス（Ｓｔ
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ｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ  ｓｏｂｒｉｎｕｓ）等のミュ
ータンスレンサ球菌に属する細菌、ラクトバチルス属
（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）に属する細菌、アクチ
ノミセス属（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ）に属する細菌
が、歯周病関連菌としては、ポルフィロモナス・ジンジ
バリス（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ  ｇｉｎｇｉｖａ
ｌｉｓ）、アクチノバチルス・アクチノミセテムコミタ
ンス（Ａｃｔｉｎｏｂａｔｉｌｌｕｓ  ａｃｔｉｎｏｍ
ｙｃｅｔｅｍｃｏｍｉｔａｎｓ）、バクテロイデス・フ
ォルシザス（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ  ｆｏｒｓｙｔｈ
ｕｓ）、カンピロバクター・レクタス（Ｃａｍｐｙｌｏ
ｂａｃｔｅｒ  ｒｅｃｔｕｓ）、エイケネラ・コロデン
ス（Ｅｉｋｅｎｅｌｌａ  ｃｏｒｒｏｄｅｎｓ）、トレ
ポネマ・デンチコラ（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ  ｄｅｎｔｉ
ｃｏｌａ）、プレボテラ・インターメディア（Ｐｒｅｖ
ｏｔｅｌｌａ  ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ）、プレボテラ・
ニグレッセンス（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ  ｎｉｇｒｅｓ
ｃｅｎｓ）、フゾバクテリウム・ヌクレアタン（Ｆｕｓ
ｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ｎｕｃｌｅａｔｕｍ）等が、上
気道感染起因菌としては、Ａ群レンサ球菌（Ｇｒｏｕｐ
  Ａ  Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、マイコプラズマ
・ニューモニエ（Ｍｉｃｏｐｌａｓｍａ  ｐｎｅｕｍｏ
ｎｉａｅ）、クラミジア・ニューモニエ（Ｃｈｌａｍｉ
ｄｉａ  ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）等が、日和見感染菌と
しては、カンジダ菌（Ｃａｎｄｉｄａ  ｓｐ．）、黄色
ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  ａｕｒｅ
ｕｓ）、緑膿菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ  ａｅｒｕｇ
ｉｎｏｓａ）、肺炎球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
  ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、ヘモフィルス・インフルエ
ンザ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚａ
ｅ）、クレブシラ・ニューモニエ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌ
ａ  ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、セラチア・マーセッセン
ス（Ｓｅｒｒａｔｉａ  ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）等が挙
げられる。
【００１８】本発明の抽出方法では、上記のような被抽
出液を、まず、濾材を用いて濾過し、被抽出液中に存在
する微生物を濾材上に保持する。この操作により、被抽
出液中の糖鎖抗原を有する微生物は、濾材上に良好に濃
縮される。なお、本発明において、濾材上への微生物の
保持とは、濾材の面上に保持されるものだけでなく、そ
の細孔内に捕らわれたものもいう。
【００１９】従来、免疫学的測定方法による微生物検査
等において、被抽出液中の微生物を濃縮するに際して被
抽出液が不溶物を多く含むような場合には、目詰まり等
の危険性のある濾過法よりも、遠心分離法が主に採用さ
れている。しかしながら、遠心分離法は、高価な遠心分
離機が必要な上、先ず、被抽出液を遠心分離し微生物を
沈殿させた後、上清を廃棄するという方法で実施しなけ
ればならず、操作が煩雑で濃縮に時間がかかる難点があ
った。したがって、簡単な濾過装置を用いて短時間に操
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作が実行できる濾過法により、糖鎖抗原を有する微生物
を濃縮し、これを該微生物の検査等に利用することは極
めて有意義である。
【００２０】本発明において、濾材としては、亜硝酸抽
出を施しても安定なものであれば公知の材質からなる膜
状、層状の濾材が制限無く使用できる。このような濾材
を例示すると、メンブランフィルターの等のスクリーン
フィルターやガラス繊維濾紙や濾紙のようなデプスフィ
ルター等が挙げられる。微生物を含む被検体液を濾過す
る際に、通常使用されるメンブランフィルターの材質
は、セルロースアセテート、ポリビニリデンフルオライ
ド（以下、「ＰＶＤＦ」と略す）、ナイロン等である
が、これらの材質は、亜硝酸抽出時の強酸性条件下では
やや不安定であるため、前記ガラス繊維や濾紙からなる
デプスフィルターや、或いは酸に対して十分な耐性を有
する材質からなるスクリーンフィルターを使用するのが
好ましい。
【００２１】本発明において濾材の孔径は、被抽出液に
含まれる測定対象とする糖鎖抗原を有する微生物の９０
％以上が保持される孔径であることが好ましい。
【００２２】ここで、微生物のサイズは、例えば、口腔
内に存在する糖鎖抗原を有する微生物の一種であるスト
レプトコッカス・ミュータンスやストレプトコッカス・
ソブリヌスであれば０．５～０．９μｍであるように、
大抵において、０．３～１．０μｍの範囲にある。した
がって、微生物検査における被検体液（糖鎖抗原抽出
液）の調製工程等において、被抽出液を濾過する場合に
は、濾材としては、上記微生物のサイズよりも十分に小
さい孔径、具体的には、０．２２～０．４５μｍの孔径
を有する濾材が使用されるのが常法である。
【００２３】本発明においても、被抽出液の濾過は、上
記小孔径を有する濾材を用いて行えば、糖鎖抗原を有す
る微生物を良好に捕捉することができるが、このように
小孔径であると、液の濾過速度が遅くなり、また、被抽
出液にその他の不溶物が混在する場合には、目詰まりも
生じ易くなる。そして、このようにして濾材に目詰まり
が生じた場合には、上記工程に続く、濾材上に保持され
る糖鎖抗原を有する微生物に亜硝酸水溶液を作用させる
工程においても、抽出の効率性がやや低下する。
【００２４】このような背景から、本発明では、濾材と
して、０．８～２μｍ、更に好適には０．８～１．６μ
ｍの孔径のものを用いるのが好ましい。上記孔径は、濾
材上に保持する前記糖鎖抗原を有する微生物の大きさよ
りも大抵において若干上回るものになるが、このように
糖鎖抗原を有する微生物の場合においては、この程度に
孔径が大きい濾材であってもほとんど流下させることな
く捕捉できる。したがって、濾過速度も大幅に向上し、
さらに、他の不溶物による目詰まりも極めて生じ難く、
より効率的に亜硝酸水溶液を用いた糖鎖抗原の抽出が行
えるようになる。
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【００２５】なお、本発明において濾材の孔径とは、濾
材が、その孔径より大きな粒子の９８％以上を捕捉する
値のことをいう。濾材がメンブランフィルターの等のス
クリーンフィルターである場合は、市販濾材カタログに
表示されている孔径が本発明の孔径に相当し、濾材がガ
ラス繊維濾紙や濾紙のようなデプスフィルターの場合
は、市販濾材カタログに表示されている保留粒子径や粒
子保持能が本発明の孔径に相当する。
【００２６】濾材上に保持した微生物は、濾過装置に洗
浄液を流して洗浄するのが好ましい。本発明の方法によ
り抽出された糖鎖抗原の量を免疫学的測定方法により測
定する場合、上記洗浄を行うことにより、非特異的反応
による偽陽性の発生を低減させることができる。
【００２７】濾過法によれば、濃縮した微生物の洗浄を
簡便で短時間に行えるという特徴がある。例えば、本発
明の抽出方法において、このように濾材上に保持した微
生物の洗浄操作を加えた場合、濾過装置に洗浄液を添加
し流下させるという簡単な操作で洗浄を短時間に完了さ
せることができる。これに対して、微生物の洗浄を遠心
分離法により行った場合には、濃縮された微生物の洗浄
操作は、被濃縮液を遠心分離し上清を廃棄した後、得ら
れた沈殿を洗浄液に懸濁し、さらに遠心分離して上清を
廃棄する煩雑な方法により行わなければならず、上記濾
過法の通常、２～５倍の操作時間が必要になる。
【００２８】さらに、このように濾過法において洗浄を
施せば、遠心分離法による洗浄に比べて洗浄効率を高く
することができ、後述する実施例で示されるように、遠
心分離法で濃縮した糖鎖抗原を有する微生物から抽出し
た糖鎖抗原では、非特異的反応が検出されてしまうよう
な特異性の低い抗体により免疫学的測定方法を実施した
場合でも、正確な測定が可能になるという大きな効果も
得られる。
【００２９】微生物の洗浄液としては、例えば、緩衝
液、酸水溶液、アルカリ水溶液、界面活性剤水溶液等の
液体が使用できる。
【００３０】被抽出液の濾過操作は、一般的な濾過の方
法に従って実施できる。重力下の他、加圧下、減圧下で
濾過しても良い。好適には、内部に濾材が固定されたシ
リンジフィルターを使用し、被抽出液を注入した後シリ
ンジを用いて加圧することで実施するのが好ましい。ま
た、例えば、シリンジ内に濾材を固定し、プランジャー
を外した状態で該シリンジ内に被抽出液を分注し、プラ
ンジャーをシリンジに挿入し加圧することで濾過するこ
ともできる。
【００３１】また、例えば図１に示すような、容器上面
が開口し、底壁に排液口(1)が突出し、且つ内部に濾材
(2)が固定された円筒状等の形状からなる本体容器(3)
と、該本体容器(3)の上面に嵌合可能であり、天板部に
シリンジ差込口(4)が突出する蓋部(5)からなる濾過装置
(6)を用いて濾過を行うのも好適な態様である。即ち、



(5) 特開２００３－２１５１２６

10

20

30

40

50

7
この濾過装置(6)によれば、容器本体の上面開口部か
ら、被抽出液を容器内に注液し、次いで、この容器本体
の上面に蓋部(5)を嵌合した後、そのシリンジ差込口(4)
に加圧用シリンジの先端部を取付け、プランジャーを押
して容器内を加圧し濾液を排液口(1)から排出すること
により、被抽出液を簡単な操作で迅速に加圧濾過するこ
とができる。また、かかる濾過装置(6)によれば、上記
濾過後の洗浄操作や、さらには、その後において、濾材
上に保持された微生物に亜硝酸水溶液を作用させる際に
も、同様な手順により効率的に操作を行うことができ
る。
【００３２】ここで、上記構造の濾過装置において、本
体容器(3)は、柔軟な物質（例えばポリプロピレン等の
プラスチック）で構成されているのが好ましい。この本
体容器(3)に対して、濾材(2)は接着剤により底面に保持
されていても良いし、または特に接着をせずに摩擦力に
よってのみで底面に保持されていても良い。
【００３３】濾材(2)を本体容器の底面に直接固定した
場合、濾過速度が遅い被抽出液（例えば、粘度が高い、
大量の不溶物を含有する場合等）を濾過するとき、濾過
速度を上げようとして必要以上に加圧すると、濾材(2)
の一部が排液口(1)内に押し出され、濾過速度が顕著に
低下する場合があり注意を要する。このような場合に
は、濾材(2)と底面の間に、サポートフィルター、メッ
シュシート等を置けば濾材(2)の排液口(1)内への進入を
阻止でき、より好適である。サポートフィルターとして
は、例えば、一般的な液体クロマトグラフィー用オープ
ンカラム底部においてクロマトグラフィー担体のカラム
からの流出を防ぐ目的で使用されているもの、具体的に
は、ガラスフィルター、ポリプロピレンフィルター、ポ
リエステルフィルター、ポリアミドフィルター等が使用
できる。メッシュシートとしては、例えば一般的に市販
されている、上記サポートフィルターと同様な材質のメ
ッシュシートが使用できる。
【００３４】さらに、本体容器(3)の上面への蓋部(5)の
嵌合は、摩擦力で行うだけでなく、スクリューネジまた
はその他の密閉方法により行っても良い。
【００３５】次に、本発明の微生物抗原の抽出方法で
は、上述のような方法によって濾材上に保持させた微生
物に亜硝酸水溶液を作用させることにより、上記微生物
が糖鎖抗原を有する場合において、該糖鎖抗原を抽出す
る。微生物に亜硝酸水溶液を作用させる方法は、亜硝酸
抽出法として知られる公知の方法が制限無く使用でき
る。亜硝酸水溶液は、一般には、亜硝酸塩水溶液と酸水
溶液とを混合することで調製できる。抽出効率と、後の
免疫学的測定法での精度という観点から、混合液の液量
に対して、０．２～８Ｍの亜硝酸塩と０．３～４Ｍの酸
とが使用されたことになるような量で各溶液が混合され
て得られた亜硝酸水溶液を用いるのが望ましい。
【００３６】亜硝酸水溶液の使用量は、濾材の上面の面
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積１ｃｍ２当たり５～４００μｌ、好適には２０～３０
０μｌが好ましい。亜硝酸水溶液を作用させる温度は、
１５～５０℃が好ましく、また、作用時間は１～１０分
が好ましい。
【００３７】微生物に亜硝酸水溶液を作用させる具体的
手法は、例えば、亜硝酸塩水溶液と酸水溶液とを濾材上
に供給し該濾材上で亜硝酸を発生させる方法によって実
施することができる。亜硝酸塩水溶液として、例えば、
０．２～８Ｍの亜硝酸ナトリウム、亜硝酸カリウム等
を、酸水溶液として、例えば、０．５～４Ｍの酢酸、硝
酸、塩酸、クエン酸等を、それぞれ濾材上面の面積１ｃ
ｍ２当たり、前記各量の混合割合になるように５～２０
０μｌの範囲から採択して添加すれば良い。
【００３８】従来の亜硝酸抽出法では、このように糖鎖
抗原の抽出時、即ち、糖鎖抗原を抽出する微生物の共存
化で亜硝酸塩水溶液と酸水溶液とを反応させて亜硝酸水
溶液を生成させ微生物に作用させるのが一般的な手法で
あるが、本発明では、予め、こうした反応により亜硝酸
水溶液を調合しておき、これを前記濾過により微生物が
保持された濾材上に流し込むことにより作用させるの
が、より好ましい。濾材に保持された微生物は、通常、
その他の不溶物と混ざった状態にあり、さらに細孔の内
部まで侵入しているものもあり、これらに均一に亜硝酸
水溶液を作用させるには、上記の如く予め均一な溶液に
調製してから濾材に流し込む方が一層に効果的であり、
これにより、糖鎖抗原の抽出効率がさらに向上し、抽出
時間の短縮化も可能になる。
【００３９】予め、亜硝酸水溶液を調合しておく場合に
は、亜硝酸塩水溶液（亜硝酸ナトリウム、亜硝酸カリウ
ム等）と酸水溶液（酢酸、硝酸、塩酸、クエン酸等）と
を前記割合になるように適宜混合し、亜硝酸水溶液を作
製すれば良い。亜硝酸の安定性の観点から、調合してか
ら使用するまであまり長期間を空けないのが好ましい
が、２～２５℃に保管するのであれば４時間程度保存し
ても、実用上ほとんど問題は生じない。
【００４０】濾材上に保持される微生物やその他の不溶
物は、濾材の表面だけでなく細孔の内部まで侵入してい
るため、供給した亜硝酸水溶液は、重力下ではほとんど
流下しないのが一般的である。そのため、細孔の内部に
保持される微生物までは、亜硝酸水溶液が十分に作用し
難いため、本発明では、供給した亜硝酸水溶液を供給当
初に加圧して流下させるのが好ましい。これにより、亜
硝酸水溶液の余分量は排出されてしまうものの、必要量
が濾材の細孔の隅々まで均一に行き渡るため、その後、
亜硝酸の作用時間を前記時間程度とることにより糖鎖抗
原の抽出効率は一層に向上する。
【００４１】ここで、亜硝酸水溶液の加圧の流下は、液
を濾過装置に流し込んだ後、少なくとも２分以内に終え
ることが好ましい。これ以上時間が経過した後流下させ
ると、糖鎖抗原の抽出が相当程度進行してしまうため、
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9
排出される余分量の液に、遊離した糖鎖抗原が同伴して
有効量が消失するようになる。糖鎖抗原の抽出時に亜硝
酸塩水溶液と酸水溶液とを反応させて亜硝酸水溶液を生
成させる手法では、両方の液を濾材に供給した後、かか
る短時間で加圧して混合液を流下させたのでは、均一な
亜硝酸水溶液が生成していないおそれがあるため、かか
る観点からも、濾材への供給に先立ち、亜硝酸水溶液を
調製しておく手法は有利である。
【００４２】本発明において糖鎖抗原抽出液は、上記亜
硝酸抽出法により濾材上に保持される微生物に亜硝酸水
溶液を作用させた後、液成分を流下させて回収すること
により行えば良い。その際、前記した如くに、作用の開
始当初に亜硝酸水溶液の余分量を加圧して排出した場合
には、濾材に含有される亜硝酸水溶液の量は僅かであ
り、遊離した糖鎖抗原を十分に回収するには不足するた
め、適当量の回収液を追加して流すのが好ましい。この
回収液は、水等でも良いが、残留する酸による強酸性を
中和するため、回収される糖鎖抗原抽出液のｐＨが７．
０～８．５になるような塩基性水溶液であるのが好まし
い。
【００４３】このような塩基性水溶液としては、１～３
Ｍ  水酸化ナトリウム水溶液、０．５～２Ｍ  トリス水
溶液、０．５～１Ｍ  炭酸水素ナトリウム水溶液等を用
いるのが好ましい。なお、残留する酸の中和は、糖鎖抗
原抽出液を回収した後、所定濃度の上記塩基性水溶液を
混合することにより実施することも可能であるが、免疫
学的測定方法での感度の観点からは、上記したように、
回収液を塩基性水溶液として実施する方がより好まし
い。
【００４４】本発明では、上記方法により抽出した糖鎖
抗原抽出液を被検体液として、免疫学的測定方法によ
り、含有される糖鎖抗原量を定量し、その結果に基づい
て被抽出液中の微生物量を決定する。以下、この微生物
の測定方法について説明する。
【００４５】本発明において免疫学的測定方法は、糖鎖
抗原抽出液に存在する糖鎖抗原に結合するモノクローナ
ル抗体、ポリクローナル抗体を使用する。該抗体におけ
るグロブリンクラスは特に限定されず、現在知られてい
る全てのグロブリンクラスが使用できる。更に、通常の
抗体分子のみならず、該抗体の部分分解物（Ｆａｂ、Ｆ
ａｂ’、Ｆａｂ’２等）、及び該抗体の活性フラグメン
ト（抗体の抗原認識部位）も使用できる。
【００４６】例えば、ストレプトコッカス・ミュータン
スやストレプトコッカス・ソブリヌスの糖鎖抗原抽出液
中の糖鎖抗原量を測定し、被抽出液中のストレプトコッ
カス・ミュータンスやストレプトコッカス・ソブリヌス
の量を決定する場合には、これら細菌の糖鎖抗原と反応
する抗体を使用する。
【００４７】このような抗体は公知であり、具体例とし
て、ストレプトコッカス・ミュータンスに対する抗体と
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しては、Ｚｂｌ．Ｂａｋｔ．Ｈｙｇ．（１９８７年）Ａ
２６５巻３３０－３３９ページに記載のポリクローナル
抗体、ストレプトコッカス・ソブリヌスに対する抗体と
しては、阪大医学雑誌（１９９０年）３５巻９３－１０
９ページに記載のポリクローナル抗体及びモノクローナ
ル抗体が例示できるが、ストレプトコッカス・ミュータ
ンスやストレプトコッカス・ソブリヌスの糖鎖抗原に結
合できる抗体であれば特に限定されず、公知の方法で作
製したポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体が使
用できる。
【００４８】例えば、ポリクローナル抗体は、免疫動物
にストレプトコッカス・ミュータンス菌体或いはストレ
プトコッカス・ソブリヌス菌体、またはこれらの菌体か
ら得られる糖鎖抗原抽出液を免疫することにより得るこ
とができる。得られたポリクローナル抗体は、他の微生
物との交差反応性を有する抗体の除去等の精製処理によ
り、さらに特異性をあげて使用するのが好ましい。
【００４９】免疫学的測定方法の具体的手法は、免疫凝
集法、光学免疫測定方法、標識免疫測定方法、およびこ
れらの方法の組合わせ等の従来公知の方法が制限無く採
用出来る。
【００５０】以下、これら免疫学的測定方法について説
明する。
【００５１】[免疫凝集法]該方法は、抗原抗体反応に基
づく不溶性担体の凝集反応を利用して、糖鎖抗原抽出液
中の抗原を検出、定量する方法である。半定量的方法と
してはラテックス凝集法、マイクロタイター法等が、定
量的測定方法としてはラテックス定量法等がある。
【００５２】例えば、ラテックス凝集法を利用して糖鎖
抗原抽出液中の抗原量を免疫学的に測定する場合には、
ラテックスビーズに微生物の糖鎖抗原と結合する抗体
（以下、単に「抗体」ともいう）を固定化した抗体感作
粒子からなる測定試薬を作製後、該測定試薬と糖鎖抗原
抽出液を混合し、抗原抗体反応後における感作粒子の凝
集の度合を、目視、或いは光学的測定方法等により検出
することで測定することが出来る。
【００５３】[光学免疫測定方法]該方法は、抗体と糖鎖
抗原抽出液とを接触させて抗原抗体反応を行った場合
に、抗原抗体反応の結果生じる凝集物の濁度の変化を検
出する方法、又は抗体を固定化した薄層（以下、「抗体
層」ともいう）に糖鎖抗原抽出液を接触させ、抗原抗体
反応の結果生じる抗体層の屈折率の変化を透過光や表面
プラズモン波等の変化として検出する方法等、抗原抗体
反応の有無を光学的に検出する方法のことである。
【００５４】[標識免疫測定方法]該方法は、抗体に放射
性物質、酵素、各種色素類、コロイド類、各種粒子等の
各種標識物質を結合させて得た標識抗体を含む測定試薬
と、糖鎖抗原抽出液とを接触させて抗原抗体反応を行っ
た後に、糖鎖抗原抽出液中の抗原に結合した標識物質の
量、すなわち標識物質に由来する放射活性、酵素活性、
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蛍光強度、着色等を測定することによって、糖鎖抗原抽
出液中の抗原を検出、定量する方法である。
【００５５】該方法では、例えば抗体を固定化した不溶
性担体（粒子、メンブレン、イムノプレート等）からな
る測定試薬と糖鎖抗原抽出液とを接触させて抗原抗体反
応を行った後に、抗体を標識物質で標識した標識抗体を
含む別の測定試薬を接触させて更に抗原抗体反応を行っ
た後に、標識物質の量を測定することによって、又は糖
鎖抗原抽出液と標識物質で標識した糖鎖抗原とを混合
し、抗体を固定化した不溶性担体からなる測定試薬に接
触させて抗原抗体反応を行った後に、抗体に結合した標
識物質の量を測定することによって糖鎖抗原抽出液中の
抗原を検出、定量することができる。
【００５６】標識物質としては、放射性物質として放射
性ヨード、放射性炭素等が、酵素としてペルオキシダー
ゼ、アルカリホスファターゼ、ガラクトシダーゼ等が、
各種色素類として、フルオレセインイソチオシアネー
ト、テトラメチルローダミン等の蛍光色素類が、コロイ
ドとして金コロイド、炭素コロイド等が、各種粒子とし
ては着色ラテックス粒子等が使用出来る。なお、酵素標
識を行う場合は、チオール基とマレイミド基、アミノ基
とアルデヒド基等の共有結合により直接標識する、或い
はビオチン－アビジン複合体を介し標識する等の方法が
使用可能である。
【００５７】また、標識酵素としてアルカリホスファタ
ーゼ及びパーオキシダーゼを使用し、さらに前者の酵素
の場合にはジオキセタン誘導体等の化学発光物質を、ま
た後者の酵素の場合にはルミノール誘導体等の化学発光
物質を酵素の基質として使用した場合には、該基質の発
光を検出することも出来る。
【００５８】これら各種標識免疫測定方法における操
作、手順等は一般に採用されているそれらと特に異なら
ず、公知の非競合法や競合法、サンドイッチ法等に準じ
ることが出来る。また、抗体と共に、上記の各標識物質
で標識した二次抗体、プロテインＡ等の抗体に結合可能
な物質を使用して糖鎖抗原の検出・定量に用いることも
できる。
【００５９】該標識免疫測定方法では、用いる標識に応
じて従来使用されている方法が特に限定無く使用できる
が、中でも放射性物質を標識として使用する放射免疫測
定方法、酵素を標識として使用する酵素免疫測定方法、
色素、特に蛍光色素を標識として利用する蛍光免疫測定
方法、酵素の基質としての化学発光物質を標識として利
用する化学発光免疫測定方法等は定量性が高いので、高
精度の定量測定を行なう場合にはこれら測定方法を採用
するのが好適である。また、コロイドまたは各種粒子を
標識として使用するフロースルー免疫測定方法、免疫ク
ロマトグラフィー法、並びにラテックス凝集法は、操作
が簡便であるという特徴がある。
【００６０】これらの方法のなかでも特に免疫クロマト
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グラフィー法は、歯科医院や家庭においても実施可能な
簡便迅速な方法である。以下に図を参照して該方法につ
いて詳しく説明する。
【００６１】図２および図３に本発明の免疫学的測定方
法で好適に使用できる代表的なストリップ(7)の構造を
示す。該ストリップ(7)は、従来のストリップと同様
に、それぞれ目的に応じた多孔性支持体からなる各部
材、すなわち糖鎖抗原抽出液を一時的に吸収、保持する
ためのサンプルパッド(8)、標識抗体を一時的に保持す
るためのコンジュゲートパッド(9)、検出用抗体が固定
化される展開メンブレン(10)、およびサンプルパッド
(8)より展開された糖鎖抗原抽出液を吸収するための吸
収パッド(11)がこの順番で接合された構造からなる。
【００６２】ストリップ(7)におけるコンジュゲートパ
ッド(9)には、糖鎖抗原抽出液中の抗原を標識するため
の抗体（以下、「標識抗体」という）が塗布・乾燥する
ことにより保持されている。該標識抗体としては、例え
ば金コロイド等の標識物質で標識した抗体が使用され
る。また、上記展開メンブレン(10)上の検出ライン(12)
には、糖鎖抗原抽出液中の抗原を捕捉するための検出用
抗体が固定化されている。
【００６３】なお、図２および図３中に示される各寸法
（長さ）は、単に大きさの目安を示すものであり、本発
明の免疫クロマトグラフィー法で使用するストリップの
大きさは、これら図に示される値に限定されるものでは
ない。
【００６４】上記各部材を構成する多孔性支持体に用い
る材料は特に限定されず、各部材の目的に応じて吸湿性
材料、多孔質材料、繊維質材料等から適宜選択される。
例えば、サンプルパッド(8)としては、濾紙、吸取紙等
を用いるのが好適であり、コンジュゲートパッド(9)と
してはガラス繊維布、ポリプロピレン不織布、ガラスフ
ィルター等を用いるのが好適である。また、展開メンブ
レン(10)としてはニトロセルロース、或いは酢酸セルロ
ースを含むニトロセルロース等を用いるのが好適であ
り、吸収パッド(11)としては濾紙、吸取紙等を用いるの
が好適である。
【００６５】なお、検出用抗体およびコントロール抗体
の展開メンブレン(10)への固定化方法は特に限定され
ず、従来公知の物理的吸着法や共有結合法が何ら制限無
く使用できるし、他のタンパク質等と混合して固定化す
ることもできる。また、展開メンブレンへの糖鎖抗原抽
出液成分の非特異的吸着を抑制する、或いは展開メンブ
レンへの糖鎖抗原抽出液の湿潤性を向上するため抗体固
定化後の展開メンブレンを公知の方法によりタンパク
質、脂質、高分子化合物等によりブロッキング処理する
こともできる。このブロッキング処理に用いるタンパク
質等は特に限定されるものではないが、一般的な免疫学
的測定方法において、非特異的反応を抑制する目的で使
用されているＢＳＡ、スキムミルク等が好適である。ま
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た、糖鎖抗原抽出液が展開メンブレンを均一に展開する
ように、展開メンブレンの吸水性を調整するために、展
開メンブレンの表面に親水性重合体や界面活性剤を被覆
または含浸させることもできる。
【００６６】なお、コンジュゲートパッド(9)について
は、糖鎖抗原抽出液を添加したときに、糖鎖抗原抽出液
と標識抗体との複合体が、この部分から容易に脱離する
ように、水溶性重合体、またはサッカロース等の糖類で
予めブロッキングした後標識抗体を添加してから乾燥さ
せる、或いは標識抗体を予め水溶性重合体、またはサッ
カロース等の糖類と混合してからコンジュゲートパッド
に塗布し乾燥させるのが好ましい。
【００６７】上記水溶性重合体としては、ポリビニルピ
ロリドン、ポリビニルアルコール、ポリエチレングリコ
ール、セルロースエーテル（メチルセルロース、エチル
セルロース、カルボキシメチルセルロース、カルボキシ
エチルセルロース、オキシエチルセルロース、シアンエ
チルセルロース等）、ゼラチン等が使用できる。
【００６８】また、標識抗体を調製するための標識物質
としては、金コロイド、炭素コロイド、着色ラテックス
等の目視によって確認できる標識物が使用できる他、放
射性物質や蛍光物質も使用可能である。また、標識物質
として酵素を利用し、抗原抗体反応の後に基質を添加し
て、酵素反応により生じる化合物を検出することもでき
る。本発明の抗体の標識化は特に限定されず、従来一般
的に採用されている方法により行なうことができる。
【００６９】免疫クロマトグラフィー法では、前記スト
リップ(7)のコンジュゲートパッド(9)の近傍に位置する
サンプルパッド(8)に糖鎖抗原抽出液を添加し、室温で
１～３０分間放置することにより糖鎖抗原抽出液ととも
に標識抗体を検出ライン(12)まで展開し、サンドイッチ
法の原理に基づいて、展開液中の標識抗体と結合した微
生物の糖鎖抗原を検出用抗体にて検出ライン(12)上に捕
捉し、捕捉された微生物の糖鎖抗原に結合した標識抗体
を検出することにより、糖鎖抗原抽出液中の微生物の糖
鎖抗原の有無またはその多寡を測定することができる。
このときに標識抗体が糖鎖抗原抽出液と共に正常に展開
されていることは、上記検出ライン(12)の下流のコント
ロール判定ライン(13)に標識抗体と反応する抗体を固定
化しておき、この位置で標識抗体が検出されることによ
り確認することができる。
【００７０】なお、図２に示される展開メンブレン(10)
上の検出ライン(12)およびコントロール判定ライン(13)
の位置、順、形状、数等は一例であり特に限定されるも
のではない。
【００７１】以上、標識抗体を予め塗布して乾燥させた
ストリップを用いた免疫クロマトグラフィー法について
説明したが、標識抗体を予め糖鎖抗原抽出液と混合し抗
原抗体反応を行わせた後に、該混合液を検出用抗体が固
定化された多孔性支持体の一端に添加するという方法で
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も測定可能である。
【００７２】免疫クロマトグラフィー法による測定にお
いては、例えば以下のような手順で測定を行なうことに
より、迅速簡便に糖鎖抗原抽出液中の抗原量を定量し、
この値に基づいて被抽出液中の微生物量を決定すること
ができる。
【００７３】即ち、まず、糖鎖抗原抽出液（例えば１０
０～２００μｌ）を分取し、前記ストリップのサンプル
パッドに添加し、所定時間（例えば１～３０分）静置し
た後、該ストリップの検出ライン(12)およびコントロー
ル判定ライン(13)の着色の有無あるいはその状態により
判定することにより糖鎖抗原が存在するか否か、或いは
その量を知ることができる。糖鎖抗原抽出液中の抗原濃
度と被抽出液中の微生物濃度は比例関係にあるので、抗
原量に基づいて被抽出液中の微生物量を決定する。
【００７４】
【実施例】以下、実施例により本発明を具体的に説明す
るが、本発明は以下の実施例に限定されるものではな
い。
【００７５】製造例１［ストレプトコッカス・ミュータ
ンスに対するポリクローナル抗体の作製と精製］
（１）〔ストレプトコッカス・ミュータンスに対する抗
血清の作製〕
ブレインハートインフージョン、「ＢＨＩ」とも略す；
ＤＩＦＣＯ社）３．７ｇを１００ｍｌの超純水に溶解
後、オートクレーブ処理し、ＢＨＩ液体培地を調製し、
Ｉｎｇｂｒｉｔｔ（ストレプトコッカス・ミュータン
ス）を３７℃、１８時間、嫌気条件下で培養した。培養
液を４０００ｇ、５分遠心処理し、上清の培地成分を除
去し菌体沈殿を回収した。次いで、沈殿物を１００ｍｌ
のリン酸生理食塩緩衝液（ｐＨ７．４）（以下、「ＰＢ
Ｓ」とも略す）に懸濁させて、同様の遠心分離をする操
作を３回行い、沈殿物を洗浄した。
【００７６】菌体沈殿をＰＢＳに懸濁しＡ

６００
＝１．

０に調整し、Ｉｎｇｂｒｉｔｔの菌体懸濁液を調製し
た。なお、該菌体懸濁液を超音波処理後、適宜希釈した
後にＢＨＩ培地プレート上に添加し、生じたコロニー数
を計数し菌体懸濁液の希釈倍率を乗じることで該菌体懸
濁液の菌体濃度を求めたところ、約１×１０９個／ｍｌ
であった。
【００７７】免疫は以下のように実施した。
【００７８】第１週は菌体懸濁液０．５ｍｌを、５日連
続で５回ウサギに対し耳介静脈注射した。第２週は該菌
体懸濁液１．０ｍｌを、５日連続で５回ウサギに対し耳
介静脈注射した。第３週は菌体懸濁液２．０ｍｌを、５
日連続で５回ウサギに対し耳介静脈注射した。第４週は
第３週と同様に免疫した。力価の上昇をスライドグラス
を利用した菌体の凝集反応の程度により確認後、最終免
疫より１週間後に、定法に従い採血しストレプトコッカ
ス・ミュータンスに対する抗血清を得た。
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【００７９】（２）〔ストレプトコッカス・ミュータン
スに対するポリクローナル抗体の精製〕
ＢＨＩ培地にて、上記（１）と同様の方法でＣｈａｌｌ
ｉｓ（ストレプトコッカス・ゴルドニイ）を培養した
後、ＰＢＳで洗浄し２×１０１２個／ｍｌ含む菌体懸濁
液３０ｍｌを調製した。次いで該菌体懸濁液と、抗血清
０．５ｍｌを混合し４℃、６０分反応した。混合液を４
０００ｇ、５分遠心処理後上清を分取し、０．２２μｍ
フィルターで濾過した。
【００８０】次いで、あらかじめＰＢＳで平衡化した１
ｍｌのプロテインＡ－セファロース（アマシャムファル
マシアバイオテク社）を充填したカラムに上清試料を添
加し、５ｍｌのＰＢＳでカラムを洗浄後、５ｍｌの０．
１Ｍグリシン－塩酸緩衝液（ｐＨ３．０）にて溶出し、
直ちに１Ｍ  トリス－塩酸（ｐＨ９．０）を添加しｐＨ
７．４に調整した。ＩｇＧの溶出画分は、Ａ

２８０
を測

定することで確認した。０．５ｍｌの抗血清より、約５
ｍｇのＩｇＧを回収した。
【００８１】実施例１［濾過装置による被抽出液の濾
過］ *
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*被験者にパラフィンペレットを５分間噛ませ、分泌され
た唾液を被抽出液として回収した。
【００８２】ＳＣカートリッジ（マルエム社製）にガラ
ス繊維濾紙、または濾紙をセットし、図１の構造の濾過
装置を作製した。ガラス繊維濾紙、濾紙は表１のものを
使用した。
【００８３】１ｍｌの被抽出液を濾過装置に添加し、蓋
を閉めシリンジにより加圧濾過し、濾液を回収した。被
抽出液及び濾液を適宜希釈して、１００μｌをミチス・
サリバリウス・バシトラシン（以下、「ＭＳＢ」とも略
す）固体培地上に添加し、３７℃、嫌気条件下、４８時
間培養した。
【００８４】メンブランフィルターによる濾過の例とし
て、マイレクスＨＶ（孔径０．４５μｍのＰＶＤＦ膜、
直径１３ｍｍ）による被抽出液の濾過も実施した。ＭＳ
Ｂ培地上に生じるコロニー数を計数し、保持率［（被抽
出液中の菌数－濾液中の菌数）／被抽出液中の菌数×１
００］を算出した。結果を表１に示す。
【００８５】
【表１】

【００８６】ＭＳＢ培地で生育してくる菌は、主にスト
レプトコッカス・ミュータンスとストレプトコッカス・
ソブリヌスであるので、菌体は０．５～０．９μｍの大
きさである。菌体より小さな孔径の濾材を用いた場合
（実験Ｎｏ．１，２，９）、早期に目詰まりが生じてし
まい濾過できた液量は０．５ｍｌ未満であった。特に、
メンブランフィルターを用いた場合は０．１ｍｌしか濾
過できなかった。
【００８７】濾材による捕捉率は、孔径０．８～２．０
μｍまで９０％以上、特に０．８～１．６μｍでは９５
％以上であり、菌体自身の大きさより孔径が大きくても
この範囲なら口腔内のストレプトコッカス・ミュータン
スとストレプトコッカス・ソブリヌスが濾材上に捕捉さ
れることが確認できた。また、０．８～２．０μｍの濾
材では濾過可能な被検体液量は１．０ｍｌであった。
【００８８】実施例２  ［唾液と歯垢を含む被抽出液か
らの糖鎖抗原の抽出と免疫クロマトグラフィー法による
測定］
（１）［被抽出液の採取と培養法による菌数の測定］
異なる１８人の被験者から、実施例１の方法に従い唾液

及び歯垢を含む検体をそれぞれ得た。各検体を、適宜希
釈して、１００μｌをＭＳＢ固体培地上およびＢＨＩ固
体培地上に添加し、３７℃、嫌気条件下、２４～４８時
間培養した。ＭＳＢおよびＢＨＩ固体培地上に生じるコ
ロニー数を計数し、被抽出液の希釈率から、ミュータン
スレンサ球菌濃度を個／ｍｌとして算出し、表２に示し
た。
【００８９】ＭＳＢおよびＢＨＩ培地上のストレプトコ
ッカス・ミュータンスの識別は、コロニーの形態学的分
類、および形態学的に識別不可能なコロニーに関して
は、該コロニーを純粋培養後、ミュータンスレンサ球菌
の血清型特異的な抗体を利用した免疫学的測定方法およ
び、糖発酵試験等の生化学的方法によりストレプトコッ
カス・ミュータンスの同定を行った。
【００９０】（２）［糖鎖抗原抽出液の調製］
（１）で採取した被抽出液０．５ｍｌをＧＡ－１００を
セットした濾過装置により濾過した。次いで、０．５ｍ
ｌの０．１Ｍ  ＮａＯＨ溶液を濾過装置に添加し濾過
し、さらに０．５ｍｌのＰＢＳを濾過装置に添加し濾過
することで、濾材上の微生物と濾材の洗浄を行った。濾
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材に２０μｌの２Ｍ  酢酸溶液と２０μｌの１Ｍ  亜硝
酸ナトリウム塩水溶液を添加し、室温で２分、または１
０分間放置した後、９０μｌの０．０５％  Ｔｗｅｅｎ
２０を含む１Ｍ  トリス（ｐＨ未調製）を添加し、濾過
装置をシリンジで加圧することで糖鎖抗原抽出液（１０
０～１４０μｌ）を回収した。
【００９１】（３）〔免疫クロマトグラフィー法ストリ
ップによる糖鎖抗原抽出液の測定〕
コロイド粒径が４０ｎｍの市販金コロイド溶液（ＥＹ 
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）１０ｍｌに１００ｍＭＫ

２
ＣＯ

３
を８８μｌ添加し、ｐＨを９．０に調製後、０．２２
μｍフィルター処理した。金コロイド溶液の５２０ｎｍ
の吸光度を測定したところ、Ａ

５２０
＝１．０であっ

た。
【００９２】次いで、１ｍｇ／ｍｌに調整した製造例１
で調製した抗体の２ｍＭホウ酸緩衝溶液（ｐＨ９．０）
６４μｌを、上記金コロイド溶液に撹拌しながら添加
し、室温下５分放置した。次いで、１０％スキムミルク
－２ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）を１．１ｍｌ撹拌
しながら添加し（スキムミルク終濃度１％）、室温下３
０分放置した。次いで、反応溶液を１０℃、１００００
ｇ、３０分遠心処理し、上清を除去後、２ｍｌの２ｍＭ
ＰＢＳ（ｐＨ７．４）を添加し、下層の金コロイド画分
を再懸濁した。該再懸濁した画分の５２０ｎｍの吸光度
を測定したところ、Ａ

５２０
＝４．９であった。得られ

た金コロイド画分（以下、「金コロイド標識抗体」とも
略する）は、４℃にて保存した。
【００９３】ニトロセルロースメンブレン（ＭＩＬＬＩ
ＰＯＲＥ社、Ｈｉ－Ｆｌｏｗ  Ｐｌｕｓ  Ｍｅｍｂｒａ
ｎｅ、ＨＦ１８０、２５ｍｍ×６ｍｍ）からなる展開メ
ンブレン(10)上の検出ライン(12)およびコントロール判
定ライン(13)上に、それぞれ１ｍｇ／ｍｌの製造例１で
調製した抗体および抗ウサギＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）ポリクロ

18
ーナル抗体（ＩＣＮファーマシューティカルズ社）１μ
ｌをスポットし、インキュベーター内で３７℃、６０分
乾燥し抗体を固定化した。該抗体固定化メンブレンを１
％スキムミルク－０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００水溶液
中で室温下、５分振とうした。次いで、該メンブレンを
１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）中で室温下、１０
分振とう後取り出し、真空ポンプで吸引しながら６０分
間デシケーター中で乾燥した。
【００９４】また、コンジュゲートパッド(9)（ＭＩＬ
ＬＩＰＯＲＥ社、７．５ｍｍ×６ｍｍ）を０．５％ＰＶ
Ａ－０．５％ショ糖水溶液中で１分間振とう後取り出
し、真空ポンプで吸引しながら６０分間デシケーター中
で乾燥した。該コンジュゲートパッドにＡ

５２０
＝１．

０に調整した金コロイド標識抗体を２５μｌ添加し、真
空ポンプで吸引しながら６０分間デシケーター中で乾燥
した。更に、サンプルパッド(8)（ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ
社、１７ｍｍ×６ｍｍ）を１％Ｔｗｅｅｎ２０－ＰＢＳ
水溶液中で１分間振とう後取り出し、真空ポンプで吸引
しながら６０分間デシケーター中で乾燥した。尚、吸収
パッド(11)（ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社、２０ｍｍ×６ｍ
ｍ）は未処理のまま用いた。
【００９５】このように調製した、図２に示すような免
疫クロマトグラフィー法ストリップの各構成部分をプラ
スチックの支持台上に配置し、図３に示すような免疫ク
ロマトグラフィー法ストリップを組み立てた。
【００９６】免疫クロマトグラフィー法ストリップのサ
ンプルパッド(8)上に、糖鎖抗原抽出液１００μｌを添
加し、１０分後にスポットの有無を判定した。判定は、
検出用抗体スポット上に捕捉された金コロイドの程度を
４段階（＋＋＋：強い陽性、＋＋：陽性、＋：弱い陽
性、－：陰性）に目視で識別した。結果を表２に示す。
【００９７】
【表２】
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【００９８】表２に示したように、培養法により得られ
たストレプトコッカス・ミュータンスの濃度と相関する
スポット発色強度が得られた。亜硝酸水溶液の作用時間
は２分より１０分の方がスポット強度が強かった。本発
明の測定方法により糖鎖抗原抽出液中の抗原量を、言い
換えれば、被抽出液中のストレプトコッカス・ミュータ
ンス量を、濃度依存的に検出可能であった。
【００９９】比較例１  ［唾液と歯垢を含む被抽出液か
らの遠心分離法による糖鎖抗原の抽出と免疫クロマトグ
ラフィー法による測定］
（１）［糖鎖抗原抽出液の調製］
実施例１で採取した唾液と歯垢を含む被抽出液（０．５
ｍｌ）を１０，０００ｒｐｍで５分間遠心分離し、沈殿
を０．５ｍｌの０．１ＭＮａＯＨに懸濁し、遠心分離に
より上清を除去した。次いで沈殿を０．５ｍｌのＰＢＳ
に懸濁し、遠心分離にて上清を除去した。
【０１００】ＰＢＳによる同様の操作を再度実施した
後、沈殿に２０μｌの２Ｍ  酢酸溶液と２０μｌの１Ｍ
  亜硝酸ナトリウム塩水溶液を添加し良く混合後、室温
で１０分間放置した。９０μｌの０．０５％  Ｔｗｅｅ
ｎ２０を含む１Ｍ  トリス（ｐＨ未調製）を添加し、糖
鎖抗原抽出液を調製した。
【０１０１】（２）〔免疫クロマトグラフィー法ストリ
ップによる糖鎖抗原抽出液の測定〕
上記（１）で調製した糖鎖抗原抽出液を実施例２（３）
と同様の方法にて測定した。結果を表３に示す。
【０１０２】
【表３】
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【０１０３】表３に示したように培養法でストレプトコ
ッカス・ミュータンスが検出されなかった検体で陽性と
なるものがあった（検体１４、１５、１７）。これは被
抽出液中に含まれる非特異的反応原因物質が遠心分離法
による洗浄では十分に除去できなかったために非特異的
反応により陽性となったものと思われる。
【０１０４】実施例３［予め調製した亜硝酸水溶液によ
る亜硝酸抽出］
実施例２（１）と同様の方法により、被抽出液を濾過し
た後、０．５ｍｌの０．１Ｍ  ＮａＯＨ溶液で濾材上の
微生物と濾材を洗浄した。１Ｍ  亜硝酸ナトリウム溶液
と２Ｍ  酢酸溶液を１：１で混合し、亜硝酸水溶液を調
製し、該亜硝酸水溶液０．２ｍｌを濾過装置に添加し、
シリンジで加圧して速やかに余分量を流下させた。２分
間室温で放置した後、９０μｌの０．０５％  Ｔｗｅｅ
ｎ２０を含む１Ｍ  トリス（ｐＨ未調製）水溶液を添加
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し、濾過装置をシリンジで加圧することで糖鎖抗原抽出
液（１００～１４０μｌ）を回収した。実施例２（３）
と同様の方法により糖鎖抗原抽出液を測定した。結果を*

22
*表４に示す。
【０１０５】
【表４】

【０１０６】亜硝酸抽出の反応時間を２分に短縮しても
実施例１で１０分間反応させたものと同じ結果であっ
た。
【０１０７】
【発明の効果】本発明の微生物抗原の抽出方法により、
被抽出液中に存在する糖鎖抗原を有する微生物を簡便迅
速に濃縮し、容易に糖鎖抗原抽出液を調製することがで
きる。この糖鎖抗原抽出液を免疫学的測定方法にて分析
することで、被抽出液中の上記微生物の濃度が希薄であ
る場合にも高感度で簡便にその値を求めることが可能に
なる。
【０１０８】特に唾液や歯垢を含む被抽出液中のストレ
プトコッカス・ミュータンスまたはストレプトコッカス
・ソブリヌスより糖鎖抗原を抽出し、該糖鎖抗原抽出液
を免疫クロマトグラフィー法、ラテックス凝集法、フロ
ースルー免疫測定方法により測定する本発明の測定方法
によれば、歯科医院や家庭で迅速、且つ簡便にストレプ
トコッカス・ミュータンスまたはストレプトコッカス・
ソブリヌスの測定を行うことが可能となり、新たな齲蝕
診断システムを構築することも可能となる。
【図面の簡単な説明】

【図１】本図は、本発明の微生物抗原の抽出方法で使用
する濾過装置の略図である。
【図２】本図は、本発明の微生物の測定方法を、免疫ク
ロマトグラフィー法により実施する場合において使用す
るストリップの各部材の概略図である。
【図３】本図は、図２のストリップの側面図である。
【符号の説明】
１・・・排液口
２・・・濾材
３・・・容器本体
４・・・シリンジ差込口
５・・・蓋部
６・・・濾過装置
７・・・ストリップ
８・・・サンプルパッド
９・・・コンジュゲートパッド
１０・・・展開メンブレン
１１・・・吸収パッド
１２・・・検出ライン
１３・・・コントロール判定ライン
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