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(57)【要約】
【課題】  本発明は、医療の現場で切望されている、結
核をはじめとする呼吸器感染症の原因菌を迅速かつ簡便
で、確実に検出できる免疫学的検出方法を確立すること
を目的とする。
【解決手段】  本発明者らは、上記課題を解決すべく鋭
意研究を重ねた結果、従来の方法が着目していなかった
病原菌の消化断片の存在に注目し、この呼吸器感染症患
者の喀痰中に多く含まれる消化断片を同定することによ
り、従来の方法がなしえなかった、簡便で迅速かつ確実
に呼吸器感染症の原因菌を検出できることを見出し、本
発明を完成するに至った。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】呼吸器感染症の原因菌検出方法であって、
被検者から採取された喀痰と呼吸器感染症の原因となる
病原菌を認識する抗体とを接触させて免疫複合体を形成
させ、喀痰中に含まれる前記呼吸器感染症の原因となる
病原菌の未消化の完全な菌体のみならず消化された菌体
断片をも検出することを特徴とする呼吸器感染症の原因
菌検出方法。
【請求項２】前記抗体が、呼吸器感染症の原因となる病
原菌を認識するポリクローナル抗体、もしくは、呼吸器
感染症の原因となる病原菌の異なる構成成分をエピトー
プとして認識するモノクローナル抗体を多数組み合わせ
たカクテル抗体である、請求項１に記載の呼吸器感染症
の原因菌検出方法。
【請求項３】前記呼吸器感染症が、結核である請求項１
～２のいずれかに記載の呼吸器感染症の原因菌検出方
法。
【請求項４】前記抗体が、金コロイドで修飾された抗体
であり、形成された免疫複合体に銀増感処理を施すこと
を特徴とする請求項１～３のいずれかに記載の呼吸器感
染症の原因菌検出方法。
【請求項５】呼吸器感染症の原因となる病原菌を認識す
るポリクローナル抗体、もしくは、呼吸器感染症の原因
となる病原菌の異なる構成成分をエピトープとして認識
するモノクローナル抗体を多数組み合わせたカクテル抗
体を含有する、喀痰中に含まれる前記呼吸器感染症の原
因となる病原菌の未消化の完全な菌体のみならず消化さ
れた菌体断片をも検出するための呼吸器感染症の診断キ
ット。
【請求項６】前記抗体が、金コロイドで修飾された抗体
であることを特徴とする、請求項５に記載の呼吸器感染
症の診断キット。
【請求項７】更に、銀増感手段を有する請求項６に記載
の呼吸器感染症の診断キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、結核をはじめ、あ
らゆる呼吸器感染症を診断する簡便かつ迅速で、確実な
呼吸器感染症の原因となる病原菌を検出するための免疫
学的検出方法および免疫学的検出キットに関する。
【０００２】
【従来の技術】近年、再興感染症として流行している結
核は、呼吸器感染症の中で最も死亡数の多い疾患であ
り、最近のWHOの統計によると、世界的には年間で300万
人近い患者が死亡している。日本においても年間３万人
近い患者が死亡し、厚生省より平成１１年７月２６日に
結核緊急事態宣言が出された。この結核症において、全
身のほとんど全ての組織や器官が結核菌の罹患部位とな
るが、特に肺に多く見られる。肺結核の患者は咳嗽など
で常に空気中に菌自体を排出しており、診断の遅れが感
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染の広がりを助長することになる。
【０００３】これらの呼吸器感染症に対して、合理的か
つ有効な治療を行なうためには、迅速かつ確実に呼吸器
感染症の原因となる病原菌を同定し、適切な治療法を選
択することが必要である。
【０００４】ここで、生体に侵入した病原菌はマクロフ
ァージに貪食消化されるため、生体内から排泄される際
に破壊されず完全な菌体として残るのは、ごくわずかで
ある。したがって、喀痰ともに排出された菌体の多くは
完全な菌体ではなく、その消化された菌体断片である。
しかしながら、現在の呼吸器感染症の原因菌検出方法
は、未消化な完全な菌体の染色同定、及び、生菌の培養
が主流であり、最近では菌固有の核酸遺伝子をターゲッ
トにしてPCR増幅する方向で検討されており、消化され
た菌体断片には目を向けられていないのが現状である。
【０００５】例えば、結核の診断を例にとると、被検者
の喀痰試料中に含まれる結核菌をＺｉｅｈｌ-Ｎｅｅｌ
ｓｅｎ染色で同定する方法（チール－ネールゼン染色
法）、培養により結核菌を検出する方法（培養法）、Ｐ
ＣＲ法等により結核菌を検出する方法により行われてい
た。
【０００６】チール－ネールゼン染色法は、フクシンで
染色する方法であり、塩酸アルコールで脱色しても抗酸
菌に取り込まれたフクシンが赤色に染まることで診断す
るものである。しかしながら、固い脂質細胞壁で被われ
た完全な菌体しか染色できず、喀痰中に含まれる消化さ
れた菌断片を見逃すことになる。そのため、35％以下と
検出率が低く、多くの排菌患者を見逃す結果となってお
り、確実性に欠けるという問題がある。
【０００７】また、培養法による結核菌の培養は通常、
小川培地を用いて検体を４～８週間培養し、更に検出菌
の同定を行って、結核菌を確定するものである。しかし
ながら、結果の判定までに長時間要し、迅速性に欠ける
ため、結核の確定診断および早期の治療に大きな障害と
なっており、さらに、この判定までの間の排菌による周
囲の人への感染が大きな問題となっている。
【０００８】また、PCR法による検出は、結核菌遺伝子
の特定領域を増幅可能な核酸プライマーを用いて結核菌
を検出する結核菌の核酸遺伝子をターゲットとした検査
法である。しかしながら、培養を取り入れない喀痰サン
プルから判定した場合には精度に問題を残すため、偽陰
性を示すケースも少なくない。さらに増幅法という性質
上、微量サンプルの混入に伴う偽陽性が起こりうること
で判定における信頼性に問題があり、設備投資において
も簡便な方法とはいいがたい。
【０００９】上記した結核診断の例でも明らかなよう
に、呼吸器感染症の診断法には消化された菌体断片を利
用する方法は報告されておらず、また、従来法にはそれ
ぞれ解決すべき問題が残されている。結核をはじめとす
る呼吸器感染症を迅速かつ簡便で、確実に検出できる診
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断方法はいまだなく、かかる診断方法の確立が医療の現
場から切望されている。
【００１０】
【発明が解決しようとする課題】したがって、本発明
は、医療の現場で切望されている、結核をはじめとする
呼吸器感染症の原因菌を迅速かつ簡便で、確実に検出で
きる免疫学的検出方法を確立することを目的とする。
【００１１】本発明者らは、上記課題を解決すべく鋭意
研究を重ねた結果、従来の方法が着目していなかった病
原菌の消化断片の存在に注目し、この呼吸器感染症患者
の喀痰中に多く含まれる消化断片を同定することによ
り、従来の方法がなしえなかった、簡便で迅速かつ確実
に呼吸器感染症の原因となる病原菌を検出できることを
見出し、本発明を完成するに至った。
【００１２】
【課題を解決するための手段】即ち、本発明によれば、
被検者から採取された喀痰と呼吸器感染症の原因となる
病原菌を認識する抗体とを接触させて免疫複合体を形成
させ、喀痰中に含まれる前記呼吸器感染症の原因となる
病原菌の未消化の完全な菌体のみならず消化された菌体
断片を検出することをも特徴とする呼吸器感染症の原因
菌検出方法が提供される。
【００１３】本発明で使用される抗体として、呼吸器感
染症の原因となる病原菌を認識するポリクローナル抗
体、もしくは、呼吸器感染症の原因となる病原菌の異な
る構成成分をエピトープとして認識するモノクローナル
抗体を多数組み合わせたカクテル抗体が好適である。多
数とは好ましくは50種類以上、更に好ましくは100種類
～300種類、をいうものとする。
【００１４】本発明が使用できる対象となる呼吸器感染
症は、病原菌により引き起こされ呼吸器に炎症を引き起
こすものであれば、特に限定はないが、特に結核に好適
に使用できる。
【００１５】また、本発明の呼吸器感染症の原因菌検出
方法は、好ましくは、金コロイド・銀増感法を利用する
ものである。
【００１６】更に、本発明は呼吸器感染症の原因となる
病原菌を認識するポリクローナル抗体、もしくは、呼吸
器感染症の原因となる病原菌の異なる構成成分をエピト
ープとして認識するモノクローナル抗体を多数組み合わ
せたカクテル抗体を含有する、喀痰中に含まれる前記病
原体の未消化の完全な菌体のみならず消化された菌体断
片をも検出するための呼吸器感染症の診断キットを提供
するものであり、好ましくは前記抗体が、金コロイドで
修飾された抗体であり、更に好ましくは、銀増感手段を
有することを特徴とするものである。
【００１７】喀痰とともに排出された菌体の多くは完全
な菌体ではなく、その消化された断片であり、本発明
は、かかる消化断片に着目することにより、結核菌をは
じめとする呼吸器感染症の迅速かつ確実な診断を可能と
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したものであり、臨床的価値は非常に高く、臨床的に広
範囲な利用が期待される。
【００１８】尚、本発明でいう消化断片とは、菌体がマ
クロファージに貪殖消化され、破壊された菌体断片であ
り、免疫原性を有する脂質、タンパク質、糖タンパク、
糖タンパク等をふくむ、すべての病原菌の構成成分を含
むものとする。
【００１９】
【発明の実施の形態】以下、本発明で利用する抗体およ
び呼吸器感染症の原因となる病原菌を検出するための免
疫学的検出方法について詳述に説明する。
【００２０】本発明で利用される抗体は、呼吸器感染症
の原因となる病原菌を免疫原として得られ、該病原菌を
認識できる抗体より適宜選択することができる。特に、
呼吸器感染症の原因となる病原菌を認識するポリクロー
ナル抗体を利用することが好ましく、呼吸器感染症の原
因となる病原菌の異なる構成成分をエピトープとして認
識するモノクローナル抗体を多数組み合わせたカクテル
抗体を使用することも可能である。また、ポリクローナ
ル抗体とモノクローナル抗体を混合して使用することも
可能である。本発明で使用できるモノクローナル抗体が
認識するエピトープは病原菌を構成するいかなる抗原性
物質上に存在していてもよい。
【００２１】しかしながら、菌体の構成成分の中、特定
の成分の一部をエピトープとして認識するモノクローナ
ル抗体を一種類のみを単独で使用したり、わずか数種類
だけ組み合わせて使用することはできない。体内から排
出される喀痰中に含まれる消化断片は、その病原菌の構
成成分である蛋白、脂質、糖蛋白、糖脂質などを種々の
成分で、それぞれ、異なる組成で含んでおり、これらの
構成成分の中で特定の構成成分をエピト－プとするモノ
クローナル抗体を単独で用いたり、わずか数種類だけを
組み合わせて用いることは、特定成分を含まない多くの
消化断片を見逃す結果となり、不適切である。すなわ
ち、抗体が認識するエピトープを菌体中のいずれかの構
成成分に限定しないことに意義がある。
【００２２】これらの抗体は市販のものを使用しても良
く、また、常法に基いて作製したものを使用しても良
い。これら抗体の作製方法は当該分野の当業者において
良く知られており、呼吸器感染症の原因となる病原菌を
免疫抗原として得られるものである。免疫抗原として利
用される病原菌は完全な菌体のみならず、病原菌を構成
するいかなる抗原性物質（菌体断片）であってもよく、
ホモジナイズ等の手段により菌体を破砕した菌体断片で
あってもよいが、抗体が多くの消化断片を認識する必要
があるという観点から、単一の構成成分を単離精製した
ものはふさわしくはない。また、菌体は、死菌体、生菌
体いずれをも使用することができる。
【００２３】温血動物を免疫感作するには、例えば、上
記免疫抗原を温血動物の抗体が産生が可能な部位にそれ
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自体あるいは、担体、希釈剤と共に投与することにより
行なわれる。投与に際しては、抗体産生能を高めるべ
く、完全フロイントアジュバンドや不完全フロイントア
ジュバンドを投与してもよい。投与は通常２～６週間毎
に１回ずつ、計３～１０回程度行なうことができる。ま
た、投与量は一般的に動物体重１ｋｇあたり、１～１０
０ｍｇの範囲で行なうことができる。
【００２４】ポリクローナル抗体は、免疫抗原で免疫し
た温血動物から採血し、血清を分取して得られた抗血清
からＩｇＧ画分を分離精製して調整できる。分離精製
は、例えば、血清からプロテインＧ又はプロテインＡカ
ラムを用いるアフィニティークロマトグラフィー、ゲル
ろ過法又は電気泳動法、ＤＥＡＥイオン交換クロマトグ
ラフィー等に従って、ＩｇＧ画分を回収してポリクロー
ナルＩｇＧを得ることができる。
【００２５】モノクローナル抗体は、免疫抗原で免疫し
た温血動物から採取された抗体産生細胞と温血動物の骨
髄腫細胞等の不死化細胞との融合されることによって、
融合細胞（ハイブリドーマ）を調製し、これにより、所
望の免疫抗原を認識する抗体を産生する所望のハイブリ
ドーマを選択し、該ハイブリドーマを培養することによ
り得ることができる。ハイブリドーマの作製は、例え
ば、Ｋｏｈｌｅｒ  ａｎｄＭｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕ
ｒｅ，Ｖｏｌ．２５６．  ｐ４９５（１９７５）に従っ
て行なうことができ、融合促進剤としてはＰＥＧ、セン
ダイウィルス等が挙げられる。得られるハイブリドーマ
の選択は通常の選択培地、例えば、ＨＡＴ培地で培養す
ることにより行なわれる。モノクローナル抗体の分離精
製は、ポリクローナル抗体の分離精製と同様に行なうこ
とができる。
【００２６】また同じ属に属する菌群においては、特定
の菌種の菌体と、他の菌種の菌体はそれぞれ類似する抗
原を有する場合が多く、一般的に、特定の菌種の菌体に
対するポリクローナル抗体を作製した場合に、類似する
抗原を有する他の菌種の菌体と交差反応性を示す。そこ
で、特定の菌種の菌体に対する抗体を、他の菌種の菌体
により吸収処理することにより、非特異的成分を除去で
き、特定の菌種の菌体に特異的に反応するポリクローナ
ル抗体を得ることができる。かかる抗体も本発明で好適
に使用することができ、このような抗体を用いることに
より、特定菌種に特異的な消化断片を検出できることか
ら、菌種の鑑別診断を迅速かつ確実に行なうことが可能
となる。また、非特異的成分を除去する吸収処理方法は
当業者に公知である。かかる公知の何れの方法を使用す
ることも可能であり、また、２００１－７２５４１号で
記載されている菌体カラムを使用して吸収処理を行なう
ことも可能である。具体的には、抗体作製の目的菌体と
類似の抗原を有する菌体を担持させた菌体カラムを作製
し、抗体作製の目的菌体を免疫感作した動物の血清免疫
グロブリン分画から得られるポリクローナル抗体を前記

6
カラムに通過させることによって、抗体作製の目的菌体
と類似の抗原を有する菌体と反応する抗体を吸収除去
し、該目的とする菌体と特異的に反応する抗体を作製す
ることができる。
【００２７】ここでいう菌体カラムとは、抗原と抗体と
いった物質間の相互作用（親和性）を利用することによ
り試料中に含まれる抗体物質を吸着させる方法を意味す
る。本発明の方法は、抗原抗体反応、即ち、抗原として
の菌体と、菌体に反応性を示す抗体との親和性を利用す
ることにより、抗体作製の目的菌体を免疫感作した動物
の血清免疫グロブリン分画から得られるポリクローナル
抗体から、抗体作製の目的の菌体と近似の形状の菌種に
交差反応性を示す抗体を吸収除去するものである。
【００２８】菌体カラムは、具体的には、セルロース系
担体、アガロース系担体、ポリアクリルアミド系担体、
デキストラン系担体、ポリスチレン系担体、ポリビニル
アルコール系担体、ポリアミノ酸系担体あるいは多孔性
シリカ系担体等のような不溶性担体上に菌体および菌体
断片を常法により固定化（物理的吸着、架橋による高分
子化、マトリックス中への封印あるいは非共有結合等に
よる固定化）し、該不溶性担体をガラス製、プラスチッ
ク製あるいはステンレス製等のカラムに充填することに
より作製されるものである。
【００２９】本発明の方法に使用される上記不溶性担体
としては、菌体または菌体断片を固定化でき得るもので
あればどのような不溶性担体でも使用できるが、例え
ば、市販品である、アマシャムファルマシアバイオテク
社製のSepharose 2B、Sepharose 4B、Sepharose 6B、CN
Br-activated Sepharose 4B、AH-Sepharose 4B、CH-Sep
harose 4B、Activated CH-Sepharose 4B、Epoxy-activa
ted Sepharose 6B、Activated thiol-Sepharose 4B、Se
phadex、CM-Sephadex、ECH-Sepharose 4B、EAH-Sepharo
se 4B、NHS-activated SepharoseあるいはThiopropyl S
epharose 6B等、バイオラッド(Bio-Rad)社製のBio-Gel 
A、Cellex、Cellex AE、Cellex-CM、Cellex PAB、Bio-G
el P、Hydrazide Bio-Gel P、Aminoethyl Bio-Gel P、B
io-Gel CM、Affi-Gel 10、Affi-Gel 15、Affi-Prep 1
0、Affi-Gel Hz、Affi-Prep Hz、Affi-Gel 102、CM Bio
-Gel A、Affi-Gel heparin、Affi-Gel 501あるいはAffi
-Gel601等、和光純薬工業社製のクロマゲルＡ、クロマ
ゲルＰ、エンザフィックス P-HZ、エンザフィックスP-S
HあるいはエンザフィックスP-AB等、セルバ(Serva)社製
のAE-Cellulose、CM-CelluloseあるいはPAB Cellulose
等を挙げることができが、これらの中では、CNBr-activ
ated Sepharose 4Bが望ましい。
【００３０】例えば、結核菌の場合は、使用できる抗体
は、特願２００１－７２５４１号にも記載されたミコバ
クテリウム  ツベルクローシス  アオヤマＢ（Ｍｙｃｏ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ Ａｏｙ
ａｍａ Ｂ、以下、ＭＴＡＢと略する。）で免疫された
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ウサギから得られるウサギＩｇＧ精製ポリクローナル抗
体である抗結核菌ポリクローナル抗体（ＭＴＢ０１Ｒ１
Ｌ／Ｓ、（株）日本生物科学センター、）、ミコバクテ
リウム  カンサシイ（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｋ
ａｎｓａｓｉｉ、以下、ＭＫと略する。）で免疫された
ウサギから得られるウサギＩｇＧ精製ポリクローナル抗
体である抗抗酸菌（ＭＫ）ポリクローナル抗体（ＭＫＡ
０１Ｒ１Ｌ／Ｓ、（株）日本生物科学センター）ミコバ
クテリウムアビウム  コンプレックス（Ｍｙｃｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ ａｖｉｕｍ ｃｏｍｐｌｅｘ 、以下、Ｍ
ＡＣと略する。）で免疫されたウサギから得られるウサ
ギＩｇＧ精製ポリクローナル抗体である抗抗酸菌（ＭＡ
Ｃ）ポリクローナル抗体（ＭＡＣ０１Ｒ１Ｌ／Ｓ、
（株）日本生物科学センター）などの市販の抗体を好適
に使用することが可能であり、また、上記した抗体作製
方法に準じて作製してもよい。
【００３１】また、上記した抗結核菌ポリクローナル抗
体は、ＭＫ及びＭＡＣと交差反応を示すものであるが、
特願２００１－７２５４１号に記載されているように、
この交差反応性を示すＭＫ菌体を担持させたＭＫ菌体カ
ラムおよびＭＡＣ菌体を担持させたＭＡＣ菌体カラムを
作製し、抗結核菌ポリクローナル抗体を該各菌体カラム
に通し、ＭＫ菌体およびＭＡＣ菌体に交差反応性を有す
る抗体を吸収除去することにより、ＭＴＡＢに特異反応
性を示す抗体（以下、ＭＴＡＢ特異的抗体と略する。）
を調製することができる。このようにして作製された抗
体を本発明で使用することができ、これにより、菌種別
診断をさらに迅速かつ確実に行なうことができる。
【００３２】同様にして、抗抗酸菌（ＭＫ）ポリクロー
ナル抗体から、ＭＡＣ、ＭＴＡＢと反応する抗体を吸収
することにより、ＭＫに特異反応性を有する抗体（以
下、ＭＫ特異的抗体と略する。）が、抗抗酸菌（ＭＡ
Ｃ）ポリクローナル抗体から、ＭＫ、ＭＴＡＢと反応す
る抗体を吸収することにより、ＭＡＣに特異反応性を有
する抗体（以下、ＭＡＣ特異的抗体と略する。）が作製
できる。
【００３３】また、抗原と抗体が反応して形成される免
疫複合体検出する方法としては、共雑物質の存在なし
で、特異的に抗原を検出できるものであれば、特に制限
はないが、特に金コロイド・銀増感法を好適に使用でき
る。微細な断片として分布する消化断片を金コロイドを
利用して検出するのには、目視での判定を容易にすべく
銀増感を施す必要がある。したがって、銀増感できるも
のであれば、いかなる金属コロイドも使用可能である。
また、蛍光染色法は、喀痰中には蛍光を発する成分が含
有されるため、コンストラクトが悪く、これらの共雑物
質と金コロイド修飾された抗体と免疫複合体を形成した
菌体断片を特異的に区別して認識することが困難である
ので適しない。また、酵素免疫法も同様、小さな断片を
目視で判定するには適しないことから、本発明で使用す
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ることはできない。
【００３４】金コロイドの粒子径としては、保存安定性
や調整しやすさの点から、５～１０ｎｍ程度とする。粒
径が小さすぎると、一粒子当りの着色の程度が少ないの
で発色の程度が悪く、目視確認性が劣るようになる。ま
た粒子が大きすぎると非特異的反応を起こしたりするこ
とがある。
【００３５】金コロイドで修飾された抗体の作製方法
は、公知であり、市販の金コロイド粒子又は、常法、例
えば、Ｆｒａｎｓ等，Ｎａｔｕｒｅ  Ｐｈｙｓ．  Ｓｃ
ｉ．，ｖｏｌ．２４１  ｐ２０－２２（１９７３）記載
の方法等従って作製された金コロイド粒子と、目的の抗
体とを常法、例えば、Ｇｅｏｇｈｅｇａｎ  ａｎｄ  Ａ
ｃｋｅｒｍａｎ，  Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．  Ｃｙｔ
ｏｃｈｅｍ．  ｖｏｌ．２５  ｐ１１８７－１２００
（１９７７）に記載の方法等に従って処理することによ
り、金コロイドで修飾された抗体を作成することができ
る。
【００３６】銀増感には、市販のキットを使用すること
ができ、例えば、Ｓｉｌｖｅｒ Ｅｎｈａｎｃｅｒ Ｋｉ
ｔ（Ｓｉｇｍａ）などが使用される。
【００３７】本発明は、また、上記呼吸器感染症の原因
菌の免疫学的検出方法に適した呼吸器感染症の診断キッ
トをも提供する。該キットは、呼吸器感染症の原因とな
る病原菌に特異反応性を有するポリクローナル抗体、も
しくは、呼吸器感染症の原因となる病原菌の異なる構成
成分をエピトープとして認識するモノクローナル抗体を
多数組み合わせたカクテル抗体を必須の構成要素とする
ものである。該抗体は適当な緩衝液中に溶解させた溶液
状および凍結乾燥品でもよく、更に、安定化剤、保存剤
等を含有させることができる。
【００３８】また、該抗体は、必要に応じて例えば、金
コロイド等により修飾され、さらに、銀増感のための手
段を含ませることもできる。しかし、これらは市販品を
好適に利用することが可能であるから、必須の構成要素
ではない。
【００３９】
【実施例】実施例を挙げて本発明を詳述するが、本発明
は従来、着目されていなかった菌体の消化断片を診断の
ターゲットとしたことに意義があり、次の実施例に限定
されるものではない。以下、検体として喀痰を用い、金
コロイド修飾した抗結核ポリクローナル抗体と反応さ
せ、銀増感させることにより、結核菌の診断を行なった
例を詳細に説明する。
【００４０】〔実施例１〕
金コロイド修飾抗結核ポリクローナル抗体の調製
５０μｌの０．０２Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．３）に溶
解した１ｍｇの抗結核菌ポリクローナル抗体（ＭＴＢ０
１Ｒ１Ｌ／Ｓ、（株）日本生物科学センター）に、１０
０μｌの金コロイド溶液（ＧＯＬＤ  ＣＯＬＬＯＩＤ  
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５ＮＭ、ＳＩＧＭＡ）を添加して混合し、４℃で１２～
１６時間、静置させて標識した。標識後、限界濾過膜
（ＵＬＴＲＡＦＲＥＥ、ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ）で０．０
２％ＮａＮ

3
ＰＢＳ（－）にバッファーを交換した後、

１００μｌに濃縮した。
【００４１】〔実施例２〕
結核菌の検出
【００４２】検体として、結核が疑われる被検者１３例
から採取した喀痰を用いた。被検者から採取した喀痰を
火炎滅菌した白金耳でぬぐい取り、スライドグラス上に
塗抹した後、火炎固定を行なった。
【００４３】まず、チール－ネールゼン染色法による結
核診断を行なった。上記スライドグラスに、石炭酸フク
シン液を滴下し、５分間６０℃で加温した後、流水にて
水洗し、3％塩酸アルコールで脱色した後、流水にて水
洗し、メチレンブルーに10秒間、反応させ、流水にて水
洗を行なった。このスライドグラスを風乾後、光学顕微
鏡にて染色の有無を観察すると共に、ガフキー号数を用
いて判定した。
【００４４】次に抗体染色および銀増感を行なった。次
に、このチール－ネールゼン染色法による診断を行なっ
たスライドグラスを、０．０１％ Ｔｗｅｅｎ ２０含有
０．０５M ＴＲＩＳ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ７．６）にて
5分間浸漬した後、ウサギ正常イムノグロブリン分画
（Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｆｒａｃｔｉｏｎ, 
Ｎｏｒｍａｌ ｒａｂｂｉｔ，Ｄａｋｏ）を滴下し３０
分間反応させることにより、ブロッキングを行なった。
このスライドグラスを０．０１％ Ｔｗｅｅｎ２０含有
０．０５Ｍ ＴＲＩＳ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ７．６）で
５分間、３回洗浄した後、同じ緩衝液で、２００倍に希
釈した実施例１で調製された金コロイド修飾抗結核ウサ
ギポリクローナル抗体を、同じサンプルに滴下し、６０*
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*分間反応させた後、水洗し、市販の銀増感キットＳｉｌ
ｖｅｒ Ｅｎｈａｎｃｅｒ Ｋｉｔ（Ｓｉｇｍａ）を用い
て製造業者の指示に従い、増感した。銀増感は具体的に
は、使用直前にＳｏｌｕｔｉｏｎ A及びBを混合し、混
合して得られる混合液をスライドグラスに滴下し、観察
しながら適切な濃さまで増感した後、水洗し、固定液に
2分間浸漬した後、水洗を行なった。このスライドグラ
スをＧｅｌＭｏｕｎｔで封入し、光学顕微鏡にて400倍
の倍率で銀増感によって得られた銀粒子をカウントし
た。なお、観察された粒子の数が０．１３ｍｍ2に２０
個以下であれば陰性（－）、５０個以上であれば陽性
（＋）、２１～４９個であれば擬陽性（＋－）と判定し
た。以上は全て室温で行なった。
【００４５】比較例として、上記喀痰についてＰＣＲ法
による結核診断を行なった。ＰＣＲ法は市販のアンプリ
コア  ＴＢ（ロッシュ）を用いて行なった。
【００４６】結果を、表１にまとめるともに、図１～図
３に検体番号３、６および１１の金コロイド・銀増感法
による顕微鏡像の写真を示す。検体３はチール－ネール
ゼン染色法およびＰＣＲでは、結核菌が検出されなかっ
た例であり、本発明の方法によっても陰性であるとの判
断がされたものである。また、検体６はチール－ネール
ゼン染色法によっては結核菌が検出されなかったが、Ｐ
ＣＲでは、結核菌が検出された例であり、本発明の方法
によっても陽性であるとの判断がされたものである。検
体１１は、チール－ネールゼン染色法によって結核菌が
検出され、ＰＣＲを行なうまでもなく、結核であると判
断された例であり、本発明の方法によっても陽性である
との判断がされたものである。
【００４７】
【表１】

【００４８】以上の結果から、ＰＣＲ法と同程度の感度
を有することが理解される。また、チール－ネールゼン
染色法による診断が行なわれたサンプルを使用すること
ができ、また、チール－ネールゼン染色法による診断よ
りも感度良く結核菌を検出できることが理解される。
【００４９】〔実施例３〕次に、本発明で好適に利用で
きる菌種別抗体の作製の具体例を説明する。これら抗体

も、本発明の呼吸器感染症の原因菌検出方法および呼吸
器感染症の診断キットに使用できる。
【００５０】ＭＴＡＢ特異的抗体の作製
１．まず、ＭＫに交差反応性を有する抗体を除去するた
めに用いるＭＫの菌体および菌体断片が担持されたＭＫ
菌体カラムを作製した。
（１）湿重量４００ｍｇのＭＫ（ＡＴＣＣ  Ｎｏ．１２
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４７８）の加熱死菌をカップリングバッファー（０．１
Ｍ  炭酸水素塩バッファー(ｐＨ８．３)＋０．５Ｍ  Na
Cl）４ｍＬに懸濁し、超音波洗浄機内で１５～６０分超
音波処理することで、均一化し、菌体処理溶液を得た。
（２）CNBr-activated  Sepharose  4B（アマシャムフ
ァルマシアバイオテク）１ｇを１ｍＭ  ＨＣｌに１５分
間膨潤させた。
（３）（２）で膨潤させたCNBr-activated  Sepharose 
 4BをＰＤ－１０カラム（アマシャムファルマシアバイ
オテク）に充填し、１ｍＭ  ＨＣｌ  ５０ｍＬ、前記カ
ップリングバッファー５０ｍＬを用いてこの順で洗浄し
た。
（４）（３）のカラムに（１）で作製した菌体処理溶液
を加え、室温で１６時間、ローテーターで反応させた。
（５）（４）のカラムをカップリングバッファー２０ｍ
Ｌ、ブロッキングバッファー（０．２Ｍ  グリシンバッ
ファー(ｐＨ８．３)）１０ｍＬを用いてこの順で洗浄し
た後、このカラムをブロッキングバッファーで満たし、
室温で２時間反応させた。
（６）カップリングバッファー３０ｍＬ、洗浄バッファ
ー（０．１Ｍ  酢酸バッファー（(ｐＨ４．０)＋０．５
Ｍ  ＮａＣｌ）３０ｍＬ、溶出バッファー（０．１Ｍ  
グリシンバッファー(ｐＨ２．５)）３０ｍＬ、結合バッ
ファー（ＰＢＳ（－））３０ｍＬでこの順で洗浄した。
（７）結合バッファーでカラムを満たし、使用時まで４
℃で保存した。
【００５１】２．ＭＡＣ菌体カラムの作製
ＭＡＣ抗体を吸収するＭＡＣ菌体カラムを、ＭＫ加熱死
菌の代わりに、ＭＡＣ（ＡＴＣＣ  Ｎｏ．１９０７８）
加熱死菌を用いることを除いて上記と同様の方法により
作製した。
【００５２】３．次に、抗結核菌ポリクローナル抗体に
吸収処理を行い、ＭＴＡＢ特異的抗体、即ち、ＭＫ及び
ＭＡＣと交差反応を示さず、ＭＴＡＢと特異的に反応す
る抗体を以下の手順により作製した。
（１）抗結核菌ポリクローナル抗体（ＭＴＢ０１Ｒ１Ｌ
／Ｓ、（株）日本生物科学センター）１０ｍｇをＰＢＳ
（－）に置換した。
（２）上記１に記載の方法で作製されたＭＫ菌体カラム
（３．５ｍＬ）をＰＢＳ（－）で平衡化しておき、
（１）の抗結核菌ポリクローナル抗体／ＰＢＳ溶液を、
前記ＭＫ菌体カラムに流速０．６ｍＬ／分の条件で通し
た。
（３）前記ＭＫ菌体カラムを通過した蛋白画分を回収し
た。
（４）上記２に記載の方法で作製されたＭＡＣ菌体カラ
ム（３．５ｍＬ）をＰＢＳ（－）で平衡化しておき、
（３）で回収された蛋白画分を再度前記ＭＡＣ菌体カラ
ムに通した。
（５）前記ＭＡＣ菌体カラムを通過した蛋白画分を回収
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した。
（６）（５）で回収された蛋白画分を限外濾過膜（分画
分子量５００００）を用いて濃縮し、ＭＴＡＢ特異的抗
体を得た。
【００５３】尚、上記例では、吸収処理をＭＫ菌体カラ
ムを使用した後にＭＡＣ菌体カラムを使用したが、ＭＡ
Ｃ菌体カラムを使用した後にＭＫ菌体カラムを使用して
もよい。
【００５４】４．抗結核菌ポリクローナル抗体の吸収処
理抗体と未吸収処理抗体のＭＫ及びＭＡＣとの交差反応
性を調べることにより、抗結核菌ポリクローナル抗体の
吸収処理抗体と未吸収処理抗体の性能比較を行なった。
【００５５】抗結核菌ポリクローナル抗体の未吸収処理
抗体は、採血時点の抗体価は、菌体に２５６００（Ａｂ
ｓ．０．６５９）であった。抗結核菌ポリクローナル抗
体の吸収処理抗体は、上記３で得られたＭＴＡＢ特異的
抗体である。
【００５６】検討はＥＬＩＳＡ法の間接法により行なっ
た。
（１）ＰＢＳで懸濁した１００ｍｇ／ｍＬのＭＴＡＢ
（ＡＴＣＣ  Ｎｏ．３１７２６）、ＭＫ、ＭＡＣの各加
熱死菌をコーティングバッファーで１００μｇ／ｍＬ
（ｐＨ９．６）に調製した後、各死菌体を、それぞれの
マイクロプレートの各ウェルに６０μＬ分注し、３７℃
で１．５時間インキュベートしてウェルに吸着させた。
これらプレートは使用直前に液を廃棄し、プレートウォ
ッシャーで２回洗浄後、更にブロッキング溶液を各ウェ
ルに１６０μl分注し、３７℃で1時間インキュベートし
た。
（３）前記各ウェルのブロッキング溶液を廃棄し、プレ
ートウォッシャーで３回洗浄した。
（４）一次抗体として、前記抗結核菌ポリクローナル抗
体の未吸収処理抗体と前記抗結核菌ポリクローナル抗体
の吸収処理抗体を使用した。これら抗体を検体希釈液で
１００μｇ／ｍＬから２ｘ１０－７まで２倍段階希釈
し、前記抗結核菌ポリクローナル抗体の未吸収処理抗体
のそれぞれの段階希釈液と、前記抗結核菌ポリクローナ
ル抗体の吸収処理抗体のそれぞれの段階希釈液とをマイ
クロプレートに各ウェルに８０μＬづつ分注し、３７℃
で1時間インキュベートした。
（５）インキュベート後、反応液を廃棄し、プレートウ
ォッシャーで３回洗浄した。
（６）二次抗体として、ビオチン標識した抗ウサギＩｇ
Ｇ抗体溶液を各マイクロプレートの各ウェルに８０μL
分注し、３７℃で1時間インキュベートする。
（７）二次抗体の反応が終了したプレートをプレートウ
ォッシャーで洗浄した後、酵素基質を各マイクロプレー
トの各ウェルに８０μL分注し、反応開始より３０分後
に、波長４０５ｎｍにおける吸光度をプレートリーダー
にて測定した。対象検体とコントロールの吸光度差が
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０．１以上をクリアーする最高希釈倍率をもって未吸収
処理抗体および吸収処理抗体の性能を比較した。尚、上
記各試薬の組成を表２に示した。
【００５７】
【表２】２０ｘコーティングバッファー
Na

2
CO
3
        1.272 g

NaHCO
3
        2.344 g

NaN
3
          0.160 g

ミリQ水で40 mlに定容
２5ｘＰＢＳ（－）
KCl            5g
KH

2
PO
4
            5g

Na
2
HPO

4
        72.5g

NaCl            200g *
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*ミリQ水で１０００mLに定容
洗浄液
２5ｘＰＢＳ（－）        400 ml
Tween ２０                10 ml
NaN

3
                      10 g

ミリQ水で１０Lに定容
ブロッキング溶液
Geratin                  10 g
２5ｘＰＢＳ（－）        40 ml
NaN3                      1 g
ミリQ水で１０００mLに定容
温水中で加温しGeratinを溶かす
検体希釈液      ブロッキング溶液を洗浄液にて10倍希
釈する。

  酵素基質（AP用）： p-Nitrophenylphosphate d
isodium salt    100 mg
                     0.5mM MgCl2溶液                        
 100 ml
                     Diethanolamine                     
     100 μl

【００５８】抗結核菌ポリクローナル抗体の未吸収処理
抗体は、各死菌体の力価を比較することにより、前記Ｍ
ＴＡＢ死菌体との反応性に対して、前記ＭＫ死菌体と２
５％（２５６０／１０２４０）、前記ＭＡＣ死菌体と５
０％（５１２０／１０２４０）の交差反応性を有してい
た。一方、前記抗結核菌ポリクローナル抗体の吸収処理
抗体は、各死菌体の力価を比較すると、ＭＴＡＢ死菌体
との反応に対して、前記ＭＫ死菌体が０．４％（２０／
５１２０）、前記ＭＡＣ死菌体が０．２％（１０／５１
２０）という値にすぎなかった。これにより、上記３．
で作製されたＭＴＡＢ特異的抗体はＭＫ及びＭＡＣに対
する交差反応性を有さず、ＭＴＡＢと特異的に反応する
抗体であることが確認された。
【００５９】〔実施例４〕
ＭＫ特異的抗体の作製
１．ＭＡＴＢ菌体カラムの作製
ＭＡＴＢに反応するＭＡＴＢ抗体を吸収するＭＡＴＢ菌
体カラムを、ＭＡＣ加熱死菌の代わりに、ＭＡＴＢ（Ａ
ＴＣＣ  Ｎｏ．３１７２６）加熱死菌を用いることを除
いて実施例３に記載の方法と同様の方法により作製し
た。
【００６０】２．抗抗酸菌（ＭＫ）ポリクローナル抗体
の吸収処理
抗抗酸菌（ＭＫ）ポリクローナル抗体（ＭＫＡ０１Ｒ１
Ｌ／Ｓ、（株）日本生物科学センター）からＭＴＡＢと
反応する抗体及びＭＡＣと反応する抗体を吸収処理する
ことにより、ＭＴＡＢ及びＭＡＣと交差反応を示さず、
ＭＫと特異的に反応する抗体、即ち、ＭＫ特異的抗体を
取得した。抗抗酸菌（ＭＫ）ポリクローナル抗体の吸収
処理は、上記抗結核菌ポリクローナル抗体の吸収処理の
方法において、ＭＫ菌体カラムとＭＡＣ菌体カラムとを
組み合わせる代わりに、上記１．で作製したＭＴＡＢ菌
体カラムと実施例３で作製したＭＡＣ菌体カラムとを組

み合わせることを除いて、前記方法に準じて行った。
【００６１】３．抗抗酸菌（ＭＫ）ポリクローナル抗体
の吸収処理抗体と未吸収処理抗体のＭＴＡＢ及びＭＡＣ
との交差反応性を調べることにより抗抗酸菌（ＭＫ）ポ
リクローナル抗体の吸収処理抗体と未吸収処理抗体の性
能比較を行なった。
【００６２】抗抗酸菌（ＭＫ）ポリクローナル抗体は、
採血時点の抗体価は、菌体に２５６００（Ａｂｓ．１．
１１９）であった。
抗抗酸菌（ＭＫ）ポリクローナル抗体の吸収処理抗体
は、上記２で得られたＭＫ特異的抗体である。
【００６３】抗抗酸菌（ＭＫ）ポリクローナル抗体の吸
収処理抗体と未吸収処理抗体の吸光度の測定はＥＬＩＳ
Ａ法を用いて行い、抗体の力価を求めた。
実験手順は、各死菌体のウェルへの吸着条件を４℃で１
６時間静置とし、一次抗体として前記抗抗酸菌（ＭＫ）
ポリクローナル抗体の未吸収処理抗体と前記ＭＫ特異的
抗体を用いたことを除いて、上記実施例３に記載の方法
に準じて行った。
【００６４】前記抗抗酸菌（ＭＫ）ポリクローナル抗体
の未吸収処理抗体は、各死菌体の力価を比較することに
より、前記ＭＫ死菌体との反応性に対してＭＴＡＢ死菌
体と前記ＭＡＣ死菌体共に１２．５％（５１２０／４０
９６０）の交差性を有していた。一方、前記抗抗酸菌
（ＭＫ）ポリクローナル抗体の吸収処理抗体は、各死菌
体の力価を比較すると、前記ＭＴＡＢ死菌体が０．８％
（８０／１０２４０）、前記ＭＡＣ死菌体が０．１％
（１０／１０２４０）という値にすぎなかった。これに
より、上記３で作製された、前記ＭＫ特異的抗体は、Ｍ
ＴＡＢ及びＭＡＣに対する交差性は、ほとんど認められ
ず、ＭＫと特異的に結合する抗体であることが確認され
た。
【００６５】〔実施例５〕
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ＭＡＣ特異的抗体の作製
１．抗抗酸菌（ＭＡＣ）ポリクローナル抗体の吸収処理
抗抗酸菌（ＭＡＣ）ポリクローナル抗体（ＭＡＣ０１Ｒ
１Ｌ／Ｓ、（株）日本生物科学センター）からＭＴＡＢ
と反応する抗体及びＭＫと反応する抗体を吸収処理する
ことにより、ＭＴＡＢ及びＭＫと交差反応を示さず、Ｍ
ＡＣと特異的に反応する抗体、即ち、ＭＡＣ特異的抗体
と略する。）を取得した。抗抗酸菌（ＭＡＣ）ポリクロ
ーナル抗体の吸収処理は、実施例３に記載の方法におい
て、ＭＫ菌体カラムとＭＡＣ菌体カラムとを組み合わせ
る代わりに、ＭＴＡＢ菌体カラムとＭＫ菌体カラムとを
組み合わせることを除いて、前記方法に準じて行った。
【００６６】２．抗抗酸菌（ＭＡＣ）ポリクローナル抗
体の吸収処理抗体と未吸収処理抗体のＭＴＡＢ及びＭＫ
との交差反応性を調べることにより、抗抗酸菌（ＭＡ
Ｃ）ポリクローナル抗体の吸収処理抗体と未吸収処理抗
体の性能比較を行なった。
【００６７】抗抗酸菌（ＭＡＣ）ポリクローナル抗体の
未吸収処理抗体は、採血時点の抗体価は、菌体に２５６
００（Ａｂｓ．０．７７６）であった。
抗抗酸菌（ＭＡＣ）ポリクローナル抗体の吸収処理抗体
は、上記１で得られた抗ＭＡＣ特異的抗体である。
【００６８】実験手順は、各死菌体のウェルへの吸着条
件を４℃で１６時間静置とし、一次抗体として前記抗Ｍ
ＡＣウサギＩｇＧ未吸収処理抗体と前記抗ＭＡＣウサギ
ＩｇＧ吸収処理抗体を用いたことを除いて、実施例３に
記載の方法に準じて行った。
【００６９】前記ＭＡＣ死菌体と同程度の吸光度（０．
１１８）に達する力価とを比較すると、前記抗抗抗酸菌
（ＭＡＣ）ポリクローナル抗体の未吸収処理抗体は、前
記ＭＴＡＢ死菌体と１２．５％（２５６０／２０４８ *

16
*０）、前記ＭＫ死菌体と５０％（１０２４０／２０４８
０）の交差性を有していた。これより、前記抗抗酸菌
（ＭＡＣ）ポリクローナル抗体の未吸収処理抗体におい
ては、前記ＭＴＡＢ死菌体及び前記ＭＫ死菌体に対する
交差性が認められた。一方、前記抗抗酸菌（ＭＡＣ）ポ
リクローナル抗体の吸収処理抗体は、各死菌体の力価を
比較すると、ＭＡＣ死菌体との反応性に対して、前記Ｍ
ＴＡＢ死菌体が０．８％（２０／２５６０）、前記ＭＫ
死菌体が０．４％（１０／２５６０）にすぎなかった。
これにより、１．で作製されたＭＡＣ特異的抗体はＭＴ
ＡＢ及びＭＫに対する交差性は、ほとんど認められず、
ＭＡＣと特異的に反応する抗体であることが確認され
た。
【００７０】
【発明の効果】本発明は、迅速、簡便かつ高感度な呼吸
器感染症の診断が可能となる呼吸器感染症の原因菌検出
方法および呼吸器感染症の診断キットを提供するもので
ある。したがって、呼吸器感染症診断において、広範な
適用が期待され、呼吸器感染症の診断、呼吸器感染症の
早期治療へ大きな貢献を果たすものである。特に結核菌
診断の場合、結核の診断において、最も汎用されている
チール・ネールセン染色法により染色されたサンプルを
そのまま利用することができるので、再度のサンプル調
製が必要ないので、経済的にも優れている。
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明の呼吸器感染症の原因菌検出方法によ
り、診断された検体３の顕微鏡像を示す図。
【図２】本発明の呼吸器感染症の原因菌検出方法によ
り、診断された検体６の顕微鏡像を示す図。
【図３】本発明の呼吸器感染症の原因菌検出方法によ
り、診断された検体１１の顕微鏡像を示す図。

【図１】
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呼吸道感染患者的痰液的存在，这是常规方法所不重视的病原细菌的消
化片段。 发明人发现，通过鉴定本发明中大量含有的消化片段，可以简
单，快速和确定地检测到呼吸道感染的致病细菌，而这是常规方法无法
实现的，从而可以检测出呼吸道感染的致病细菌。
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