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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
検体に含まれるクラミジア・ニューモニエを検出する方法であって、
該検体とアルカリ溶液を接触させ、該検体に含まれるクラミジア・ニューモニエの細胞内
抗原をアルカリ溶液中に抽出し、検体抽出物を得る抽出工程と、
該検体抽出物と中和液を接触させ、中和物を得る中和工程と、
該中和物を免疫クロマトグラフィー法に供し、該細胞内抗原を検出する検出工程と、
を含み、
該中和液が、非イオン性界面活性剤と、偽陽性反応抑制上有効な緩衝液を含む、
方法。
【請求項２】
前記細胞内抗原が、リボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記アルカリ溶液が陰イオン性界面活性剤を含み、該陰イオン性界面活性剤がデオキシコ
ール酸ナトリウム及び／又はコール酸ナトリウムである、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
前記非イオン性界面活性剤が
ポリ（オキシエチレン）ノニルフェニルエーテル、
ポリ（オキシエチレン）ポリ（オキシプロピレン）アルキルエーテル、
ポリ（オキシエチレン）アルキルエーテル、
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ポリ（オキシエチレン）オクチルフェニルエーテル、及び
ポリ（オキシエチレン）ソルビタンモノラウレートからなる群より選ばれる少なくとも１
種である、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
前記中和物のｐＨが１０．０以下である、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
前記検体が上気道検体である、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
前記上気道検体が咽頭ぬぐい液、鼻咽腔ぬぐい液、鼻腔吸引液、唾液、喀痰のいずれかで
ある、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
前記偽陽性反応抑制上有効な緩衝液が、トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン緩衝液
及び／又はリン酸緩衝液である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
検体に含まれるクラミジア・ニューモニエを検出するキットであって、
該検体と接触させ、該検体に含まれるクラミジア・ニューモニエの細胞内抗原を抽出し、
検体抽出物を得るためのアルカリ溶液と、該検体抽出物と接触させ、中和物を得るための
中和液と、中和物が供され、細胞内抗原を検出するための免疫クロマトグラフィー装置を
含み、
該中和液が、非イオン性界面活性剤と、偽陽性反応抑制上有効な緩衝液を含む、
検出キット。
【請求項１０】
前記免疫クロマトグラフィー装置が、クラミジア・ニューモニエのリボソームタンパク質
Ｌ７／Ｌ１２と結合する抗体を含む、請求項９に記載の検出キット。
【請求項１１】
前記アルカリ溶液が陰イオン性界面活性剤を含み、該陰イオン性界面活性剤がデオキシコ
ール酸ナトリウム及び／又はコール酸ナトリウムである、請求項９又は１０に記載の検出
キット。
【請求項１２】
前記非イオン性界面活性剤が
ポリ（オキシエチレン）ノニルフェニルエーテル、
ポリ（オキシエチレン）ポリ（オキシプロピレン）アルキルエーテル、
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）オクチルフェニルエーテル、及び
ポリ（オキシエチレン）ソルビタンモノラウレートからなる群より選ばれる少なくとも１
種である、請求項９～１１のいずれか１項に記載の検出キット。
【請求項１３】
　前記中和液が中和物のｐＨを１０．０以下にするものである、請求項９～１２のいずれ
か１項に記載の検出キット。
【請求項１４】
前記検体が上気道検体であり、前記検体を採取するための用具をさらに含む、請求項９～
１３のいずれか１項に記載の検出キット。
【請求項１５】
前記偽陽性反応抑制上有効な緩衝液が、トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン緩衝液
及び／又はリン酸緩衝液である、請求項９～１４のいずれか１項に記載の検出キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、検体に含まれるクラミジア・ニューモニエを、細胞内抗原を利用して検出す
る方法及びキットに関する。



(3) JP 6676464 B2 2020.4.8

10

20

30

40

50

【背景技術】
【０００２】
　細菌感染症は、通常、感染部位等における原因菌の検出、又は血液もしくは体液中の原
因菌に対する抗体の検出結果に基づいて診断される。特に、この診断のためには、原因菌
の検出が患者への迅速な治療を可能にする意味で重要である。
【０００３】
　感染症原因菌の検出には、原因菌の分離培養を経てその生化学的性状をもとに該原因菌
の同定を行う培養法、原因菌に特異的な遺伝子をもとにＰＣＲ法などにより増幅し検出す
る遺伝子法、原因菌の表面抗原マーカー等と抗体との特異的反応を利用して原因菌検出を
行う免疫法に大別できる。しかしながら、培養法及び遺伝子法は検出結果を得るまでに時
間がかかるので、短時間にしかも高感度に原因菌を検出できる免疫法が、迅速かつ適切な
患者への治療につながる点で利用価値が高い。従来の免疫法による感染症原因菌の検出に
は、菌種によって様々なマーカー抗原と抗体の組み合わせが使われている。
【０００４】
　特許文献１は、呼吸器感染症の原因菌のひとつであるクラミジア・ニューモニエに属す
る細菌のリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２と反応する抗体を用いて、クラミジア・ニュ
ーモニエに属する細菌を他の属の細菌と識別する方法を提供する。また非特許文献１は、
クラミジア・ニューモニエの増殖過程とその菌体構造について記載している。これによる
とクラミジア・ニューモニエは増殖の過程で外膜を有する基本小体（ｅｌｅｍｅｎｔａｒ
ｙ　ｂｏｄｙ：ＥＢ）を形成し、このＥＢ外膜は浸透圧や超音波などの物理的ショックに
安定で物質透過性に乏しいと開示する。さらに非特許文献２では、クラミジア・ニューモ
ニエと同じクラミジア属であるクラミジア・トラコマチスを用いて、複数種類の界面活性
剤について、ＥＢの外膜を構成する分子量３９５００のタンパク質を可溶化する効率を比
較している。これによると、強力な陰イオン性界面活性剤であるドデシル硫酸ナトリウム
（ＳＤＳ）は高い効率でＥＢ外膜を可溶化しているが、非イオン性界面活性剤であるＴｒ
ｉｔｏｎＸ－１００や両性界面活性剤であるＺｗｅｉｔｔｅｒｇｅｎｔ　ＴＭ－３１４、
陰イオン界面活性剤であるデオキシコール酸ナトリウムでは可溶化の効率が低いことを開
示する。同様にクラミジア・トラコマチスを検出することを開示するものとして、特許文
献２がある。ここではクラミジア抗原に対する酵素免疫測定における偽陽性及び偽陰性の
結果を減少させる方法として、強塩基を含む水性溶液中に標本を抽出することを提案して
いる。また細胞試料から検出対象となるタンパク質を抽出する方法として、特許文献３は
、（a）固定細胞又は未固定細胞を抽出試薬に接触させて、少なくともpH約10.0のpHを有
する中間組成物を生成する工程；及び（b）前記中間組成物を中和試薬に接触させて、前
記中間組成物のpHを中和し、タンパク質抽出物を生成する工程を含む、前記固定細胞又は
未固定細胞からタンパク質抽出物を生成するための方法であって、前記抽出試薬及び前記
中和試薬の一方又は両方が、ポリオキシエチレンアルキルエーテルを含む、方法を提案す
る。またこの方法で抽出されたタンパク質は、免疫クロマトグラフィーアッセイによる検
出に適用できると述べている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】国際公開第０１／０５７０８９号公報（特許第５３３１２８４号）
【特許文献２】特表平３－５０２９６７号公報（特許２７８２２５６号）
【特許文献３】特開２０１１－５０４３０８号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】実地医家のためのクラミジア・ニューモニエ感染症　基礎と臨床（医薬
ジャーナル社）、２００２年２月２５日初版発行、Ｉ－３（ｐ２６－３４）
【非特許文献２】Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｉｔｙ、Ｍａｒ．　１９８１
，　ｐ．１１６１－１１７６
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は、検体に含まれるクラミジア・ニューモニエを高い精度で検出することを目的
とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、検体に含まれるクラミジア・ニューモニエを高い精度で検出するために
は、検体に含まれるクラミジア・ニューモニエの細胞内抗原を効率的に抽出して免疫測定
法に供すること、及び免疫測定法において、検体に由来する非特異的な反応（偽陽性反応
）を抑制することが重要であるとの見解に至った。また本発明者らは、偽陽性反応は、検
体とアルカリ溶液が接触することで発生することを見出した。そこで各種実験を行って鋭
意検討を重ねた結果、検体にアルカリ溶液を接触させて細胞内抗原を抽出し、これを特定
の緩衝液と非イオン性界面活性剤を含む中和液で中和した後に免疫クロマトグラフィー法
で検出することで、検体に由来する非特異的な反応を抑制しながらクラミジア・ニューモ
ニエを高い精度で検出することが可能となることを見出し、本発明を完成した。
【０００９】
　本発明は以下を提供する。
［１］検体に含まれるクラミジア・ニューモニエを検出する方法であって、
該検体とアルカリ溶液を接触させ、該検体に含まれるクラミジア・ニューモニエの細胞内
抗原をアルカリ溶液中に抽出し、検体抽出物を得る抽出工程と、
該検体抽出物と中和液を接触させ、中和物を得る中和工程と、
該中和物を免疫クロマトグラフィー法に供し、該細胞内抗原を検出する検出工程と、
を含み、
該中和液が、非イオン性界面活性剤と、偽陽性反応抑制上有効な緩衝液を含む、
方法。
［２］前記細胞内抗原が、リボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２である、１に記載の方法。
［３］前記アルカリ溶液が陰イオン性界面活性剤を含み、該陰イオン性界面活性剤がデオ
キシコール酸ナトリウム及び／又はコール酸ナトリウムである、１又は２に記載の方法。
［４］前記非イオン性界面活性剤が
ポリ（オキシエチレン）ノニルフェニルエーテル、
ポリ（オキシエチレン）ポリ（オキシプロピレン）アルキルエーテル、
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）オクチルフェニルエーテル、及び
ポリ（オキシエチレン）ソルビタンモノラウレートからなる群より選ばれる少なくとも１
種である、１～３のいずれか１項に記載の方法。
［５］前記中和物のｐＨが１０．０以下である、１～４のいずれか１項に記載の方法。
［６］前記検体が上気道検体である、１～５のいずれか１項に記載の方法。
［７］前記上気道検体が咽頭ぬぐい液、鼻咽腔ぬぐい液、鼻腔吸引液、唾液、喀痰のいず
れかである、６に記載の方法。
［８］前記偽陽性反応抑制上有効な緩衝液が、トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン
緩衝液及び／又はリン酸緩衝液である、１～７のいずれか１項に記載の方法。
［９］検体に含まれるクラミジア・ニューモニエを検出するキットであって、
該検体と接触させ、該検体に含まれるクラミジア・ニューモニエの細胞内抗原を抽出し、
検体抽出物を得るためのアルカリ溶液と、該検体抽出物と接触させ、中和物を得るための
中和液と、中和物が供され、細胞内抗原を検出するための免疫クロマトグラフィー装置を
含み、
該中和液が、非イオン性界面活性剤と、偽陽性反応抑制上有効な緩衝液を含む、
検出キット。
［１０］前記免疫クロマトグラフィー装置が、クラミジア・ニューモニエのリボソームタ



(5) JP 6676464 B2 2020.4.8

10

20

30

40

50

ンパク質Ｌ７／Ｌ１２と結合する抗体を含む、９に記載の検出キット。
［１１］前記アルカリ溶液が陰イオン性界面活性剤を含み、該陰イオン性界面活性剤がデ
オキシコール酸ナトリウム及び／又はコール酸ナトリウムである、９又は１０に記載の検
出キット。
［１２］前記非イオン性界面活性剤が
ポリ（オキシエチレン）ノニルフェニルエーテル、
ポリ（オキシエチレン）ポリ（オキシプロピレン）アルキルエーテル、
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）オクチルフェニルエーテル、及び
ポリ（オキシエチレン）ソルビタンモノラウレートからなる群より選ばれる少なくとも１
種である、９～１１のいずれか１項に記載の検出キット。
［１３］　前記中和液が中和物のｐＨを１０．０以下にするものである、９～１２のいず
れか１項に記載の検出キット。
［１４］前記検体が上気道検体であって、前記検体を採取するための用具をさらに含む、
９～１３のいずれか１項に記載の検出キット。
［１５］前記偽陽性反応抑制上有効な緩衝液が、トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタ
ン緩衝液及び／又はリン酸緩衝液である、９～１４のいずれか１項に記載の検出キット。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明の方法によれば、検体に含まれるクラミジア・ニューモニエを精度よく検出する
ことができる。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】イムノクロマトグラフィー装置の一例を示す断面模式図である。１は基材、２は
標識抗体含浸部材、３はクロマト展開用膜担体、４は吸収用部材、５は試料添加用部材、
６はクラミジア・ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２と反応する抗体が固
定された捕捉部位（判定部）を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　以下、本発明についてさらに詳細に説明する。
　本発明は、検体に含まれるクラミジア・ニューモニエを検出する方法であって、該検体
とアルカリ溶液を接触させ、該検体に含まれるクラミジア・ニューモニエの細胞内抗原を
アルカリ溶液中に抽出し、検体抽出物を得る抽出工程と、該検体抽出物と中和液を接触さ
せ、中和物を得る中和工程と、該中和物を免疫クロマトグラフィー法に供し、該細胞内抗
原を検出する検出工程とを含み、該中和液が、非イオン性界面活性剤と、偽陽性反応抑制
上有効な緩衝液を含む方法を提供する。なお、「検出する」とは、クラミジア・ニューモ
ニエの存在の有無又はその量を分析することをいう。したがって、検出の結果、クラミジ
ア・ニューモニエが検出されなかった場合も、検出された場合と同様、本発明の方法の実
施に該当する。
【００１３】
［クラミジア・ニューモニエについて］
　クラミジア・ニューモニエは呼吸器感染症の原因細菌である。市中肺炎の主要な原因菌
のひとつと考えられており、市中肺炎のほか、急性気管支炎、急性上気道炎、副鼻腔炎、
中耳炎などの呼吸器感染症を引き起こす。クラミジア属に分類され、同属のその他の菌と
してはクラミジア・トラコマティス、クラミジア・シッタシなどがある。
　クラミジア・ニューモニエは偏性細胞内寄生性細菌であり、宿主細胞の細胞質内に封入
体を形成して、属共通の３つの形態の異なる菌体構造をとる。１つは感染性を有し外的刺
激に対して強固な基本小体（Ｅｌｅｍｅｎｔａｒｙ　ｂｏｄｙ：ＥＢ）、１つは増殖能を
もつ網様体（ｒｅｔｉｃｕｌａｔｅ　ｂｏｄｙ：ＲＢ）、もう１つはこれらの移行菌体で
ある中間体（ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ　ｆｏｒｍ：ＩＦ）である。このうちＥＢは浸透



(6) JP 6676464 B2 2020.4.8

10

20

30

40

50

圧や超音波などの物理的刺激に対して安定である。
【００１４】
［検体について］
　本発明において用いられる検体は、ヒトの生体の任意の場所から採取することができ、
クラミジア・ニューモニエを含む可能性があるものであればよい。好ましくは上気道から
採取された検体であり、より好ましくは咽頭ぬぐい液、鼻咽腔ぬぐい液、鼻腔吸引液、唾
液、喀痰等である。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。例えば咽頭ぬぐい液、鼻咽腔ぬぐい液、唾液、喀痰は綿棒を用いて採取
することができ、また鼻腔吸引液は吸引カテーテルを用いて採取することができる。
　検体には測定対象であるクラミジア・ニューモニエ以外にも様々な物質が含まれている
。例えば咽頭ぬぐい液にはヒト由来の組織片や分泌物の他、クラミジア・ニューモニエや
他の細菌等の組織が含まれている場合がある。これらの一部は検体を処理した溶液中に浮
遊又は溶解した状態で存在する。
　これらを含んだ状態で免疫クロマトグラフィー法による測定に供すると、非特異反応に
より偽陽性が発生する場合がある。
【００１５】
［細胞内成分の抽出］
　クラミジア・ニューモニエを免疫クロマトグラフィー法で検出する場合、クラミジア・
ニューモニエの抗原、好ましくは細胞内抗原を測定することが望ましい。細胞内抗原とし
ては、リボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２が好ましい。
　リボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２を検出する場合には、該タンパク質が細胞内に存在
することから、細胞を覆っている外膜を破壊して該タンパク質を露出させる必要がある。
　本発明者らは検討の結果、クラミジア・ニューモニエをアルカリ溶液で処理することで
クラミジア・ニューモニエの基本小体（ＥＢ）の外膜を破壊して細胞内成分であるリボソ
ームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２を抽出できること、さらに陰イオン性界面活性剤を含むアル
カリ溶液で処理することで、その抽出効率が向上し、免疫クロマトグラフィー装置での検
出感度が向上することを見出した。
【００１６】
［アルカリ溶液と陰イオン性界面活性剤］
　本発明で用いることができるアルカリ溶液として、例えば、水酸化ナトリウム、水酸化
カリウム等の、第１族元素又は第２族元素の水酸化物の水溶液を用いることができる。ア
ルカリ溶液のｐＨは１１．０～１３．５であることが好ましい。アルカリ金属の濃度は、
５～１０００ｍＭ、好ましくは１０～５００ｍＭとすることができる。
【００１７】
　また、本発明はアルカリ溶液と同時に陰イオン性界面活性剤を用いることができる。陰
イオン性界面活性剤は、細胞膜を可溶化する働きがあるので好ましい。本発明で使用でき
る陰イオン性界面活性剤は、細菌の外膜を破壊することができる限り特に限定されないが
、好ましい例として、Ｎ－ラウロイルサルコシンナトリウム、コール酸ナトリウム、デオ
キシコール酸ナトリウムを挙げることができる。なかでもコール酸ナトリウム、デオキシ
コール酸ナトリウムがより好ましい。
【００１８】
　本発明の陰イオン性界面活性剤はアルカリ溶液に対して０．１％～２．０％添加するこ
とが好ましく、０．３％～１．０％添加することがより好ましい。濃度が低いと期待され
る効果が十分に得られない可能性があり、また濃度が高いと特異性（抗原と抗体の反応）
を阻害したり、逆に非特異的な反応を誘発・促進したりする場合がある。
【００１９】
　必要に応じ陰イオン性界面活性剤を含んだアルカリ溶液と検体との接触は、環境温度に
おいて行うことができ、必要に応じ、タンパク質等の成分の劣化がより生じにくい冷却条
件下で行ってもよい。接触は、細胞内抗原が十分抽出できる時間、例えば数秒～数時間、
行うことができ、接触の際には必要に応じ、撹拌、振とうを行ってもよい。
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【００２０】
［中和液及び非イオン性界面活性剤と緩衝液］
　本発明では、検体に含まれるクラミジア・ニューモニエの細胞内成分であるリボソーム
タンパク質Ｌ７／Ｌ１２を、陰イオン性界面活性剤を含むアルカリ溶液を用いて抽出でき
ることを先記した。この抽出液を免疫クロマトグラフィー法に直接用いると免疫クロマト
グラフィー法で用いる抗体が変性してしまい、検出することができない。そこで免疫クロ
マトグラフィー法で測定する前に抽出液のｐＨを中和することが好ましい。
【００２１】
　中和後のｐＨは、抗リボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２抗体が適切に機能する範囲であ
れば特に限定はされないが、本発明者らの検討によると、ｐＨは、１０．０以下とするこ
とができ、９．８以下であることが好ましい。ｐＨ値が１０を超えると、抗体が変性する
恐れがあるからである。ｐＨの下限値は、主として中和液に含まれる緩衝液の能力によっ
て定まる。中和後のｐＨは、例えば６．９以上、ｐＨ７．０以上、又はｐＨ７．２以上で
あり得る。
【００２２】
　中和液はまた、少なくとも非イオン性界面活性剤と緩衝液との混合であることが好まし
い。後述する免疫クロマトグラフィー法では、溶液の展開性を向上させるために非イオン
性界面活性剤を用いることが有効だからである。一方、前述したとおり、本発明では検体
をアルカリ溶液に接触させた後に中和液と接触させて得られた検体分析物を免疫クロマト
グラフィー法で検出する。本発明において、免疫クロマトグラフィー法で溶液の展開性を
向上させることを目的として非イオン性界面活性剤をアルカリ溶液に添加すると、非イオ
ン性界面活性剤が加水分解されてしまうため長期に渡って目的とする効果（溶液の展開性
を向上する）を担保することが困難である。そこで、本発明では中和液に非イオン性界面
活性剤を添加することを考え、その結果、免疫クロマトグラフィー法で溶液の展開性を向
上させ、かつ長期に渡ってその効果を持続させることが可能となった。
【００２３】
　本発明で中和液に添加して用いることができる非イオン性界面活性剤は、免疫クロマト
グラフィー法で溶液の展開性を向上せしめるものであればよく、具体的には例えば、ポリ
（オキシエチレン）ノニルフェニルエーテル、ポリ（オキシエチレン）ポリ（オキシプロ
ピレン）アルキルエーテル、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）オクチルフェニルエーテル、ポリ（オキシエチレン）ソルビタンモノラウレート
などを用いることが可能であり、中でもポリ（オキシエチレン）ポリ（オキシプロピレン
）アルキルエーテルが好ましい。
【００２４】
　ところで、本発明者らの検討では、検体をアルカリ溶液に接触させた後、特定の条件で
中和して得た検体分析物を免疫クロマトグラフィー法で測定した場合、偽陽性反応が発生
することが新たに判った。検体をアルカリ溶液で処理することで、抗クラミジア・ニュー
モニエリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２抗体と非特異反応を起こす成分が生じたものと
推測される。また、このような偽陽性反応は、検体が咽頭ぬぐい液以外でも鼻咽頭ぬぐい
液、鼻腔吸引液、唾液、喀痰でも同様に生じた。
【００２５】
　本発明者らは、この偽陽性反応を抑制する方法を鋭意検討した結果、偽陽性反応抑制上
有効な緩衝液を含む中和液を用いることが有効であることを見出した。このような中和液
を用いることで、検体が陰イオン性界面活性剤を含むアルカリ溶液と接触することで生じ
る成分が、抗クラミジア・ニューモニエリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２マウスモノク
ローナル抗体と非特異反応を起こすことを抑制し、高い検出精度を達成することが可能と
なった。「偽陽性反応抑制上有効」とは、検体をアルカリで処理する際に発生する偽陽性
反応を防止又は低減する効果があることをいう。偽陽性反応抑制上有効な緩衝液は、当業
者であれば予備実験を行い、適宜既存の緩衝液の中から、試行錯誤を要さず選択すること
ができる。既存のものから選択するというこの行為自体は一般的であるが、本発明で用い
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る検体がアルカリ処理すると偽陽性を示すことは本発明者らによって初めて確認されたも
のであり、その偽陽性反応の抑制が、特定の緩衝液によって達成できることも本発明者ら
によって初めて発見されたものである。偽陽性反応抑制上有効な緩衝液の例は、トリス（
ヒドロキシメチル）アミノメタン及び／又はリン酸を緩衝液成分として含むものである。
【００２６】
　アルカリ溶液による検体抽出物と中和液との接触は、環境温度において行うことができ
、必要に応じ、タンパク質等の成分の劣化がより生じにくい冷却条件下で行ってもよい。
接触は、中和に必要な時間、例えば数秒～数時間、行うことができ、接触の際には必要に
応じ、撹拌、振とうを行ってもよい。
【００２７】
［免疫クロマトグラフィー装置及びキットについて］
　本発明の方法は、免疫クロマトグラフィー法（「免疫クロマト法」ということもある）
を利用した装置又はキットを用いる。キットは、免疫クロマトグラフィー装置を含み、そ
れ以外に、検体と接触させ、検体に含まれるクラミジア・ニューモニエの細胞内抗原を抽
出し、検体抽出物を得るためのアルカリ溶液、及び／又は検体抽出物と接触させ、中和物
を得るための中和液を含んでいてもよい。アルカリ溶液及び中和液については、上述した
。キットはさらに、検体を採取するための用具、例えば綿棒、及び／又は吸引カテーテル
を含んでいてもよい。
【００２８】
　免疫クロマトグラフィー装置は、細菌の有無を判定するための判定部を有し、判定部上
には抗原であるクラミジア・ニューモニエの細胞内抗原、好ましくは、リボソームタンパ
ク質Ｌ７／Ｌ１２に対する抗体が固定される。キット又は免疫クロマトグラフィー装置は
、固定化された抗体とは異なる部位と結合する抗体を用いるサンドイッチアッセイ（「サ
ンドイッチ免疫アッセイ」ということもある。）を利用したものでもよい。
【００２９】
　より詳細には、抗原であるクラミジア・ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ
１２は、判定部に固定化された抗体とは異なる部位と結合する抗体と、判定部に固定化さ
れた抗体とを用いてサンドイッチアッセイ法により検出することができる。あるいは、標
識された抗原と、判定部上に固定化された抗体とは異なる部位と結合する抗体を用いて競
合法にて検出してもよい。但し、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が好ましい。
【００３０】
　図１に、免疫クロマトグラフィー装置の例の、断面模式図を示した。１は基材、２は標
識抗体含浸部材、３はクロマト展開用膜担体、４は吸収用部材、５は試料添加用部材を示
す。６はクラミジア・ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２と反応する抗体
が固定された判定部であり、ここに抗原であるクラミジア・ニューモニエのリボソームタ
ンパク質Ｌ７／Ｌ１２が捕捉されることから、捕捉部位ということもある。
【００３１】
　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。以下のその具体例を示す。
【００３２】
［基材について］
　装置基材としては、水溶液と界面を形成することが可能な固体、ならびにそれらの表面
を改質してなる固体である。基材の材質としては、入手のしやすさや安定性、安全性、成
形性及び滅菌性に優れるという点でポリエチレン、ポリプロピレン、ポリスチレン、アク
リル樹脂、ナイロン、ポリエステル、ポリカーボネート、ポリアクリルアミド、ポリウレ
タン等の合成高分子、アガロース、セルロース、ニトロセルロース、酢酸セルロース、キ
チン、キトサン、アルギン酸塩等の天然高分子自体ならびにそれを架橋した構造体や改質
した構造体、ヒドロキシアパタイト、ガラス、アルミナ、チタニア等の無機材料、ステン
レス、チタン、アルミニウム等の金属を用いることができる。中でも合成高分子や天然高
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分子誘導体が好ましい。また基材の形状としては平板、メッシュ、織布、不織布、スポン
ジ状構造体、３次元成型体（ブロック状）等で用いることができ、中でも平板が好ましい
。
【００３３】
［標識抗体、及び標識抗体含浸部材について］
　標識抗体含浸部材には標識化された抗体が保持されている。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（
金コロイド粒子、白金コロイド粒子ということもある。）、非金属粒子、ラテックス粒子
などが挙げられ、好ましくは金コロイド粒子であるが、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、５ｎ
ｍから１μｍであり、さらに好ましくは１０ｎｍから１００ｎｍである。
標識抗体含浸部材に使用する材料は、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、綿等であり、より好ましくはガラス繊維である。
【００３４】
［クロマト展開用担体について］
　クロマト展開用担体に使用する材料は、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。
【００３５】
［判定部について］
　前述したクロマト展開用担体には判定部を設けてあり、ここにはクラミジア・ニューモ
ニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２に結合する抗体が固定化されている。この判定
部（すなわちクロマト展開用担体）への抗体の固定化においては、基材表面に抗体分子が
直接結合していてもよいし、又は活性基を介して結合していてもよい。基材から抗体分子
又は活性基が基材表面に固定化された状態であれば、いずれの結合状態であってもよい。
結合状態としては、共有結合、イオン結合、ファンデルワールス結合、水素結合又は疎水
結合の単独又はこれら複数の合力があげられる。特に抗体溶液と基材表面との単純な接触
による物理的な吸着法は、簡便で本発明に特に好適に用いられる。また抗体の吸着後に基
材表面を洗浄や乾燥させること、あるいは基材表面に抗体溶液を塗布後に水分を蒸発せし
めて基材表面に抗体を固定化する方法も、本発明に極めて好適に使用することができる。
【００３６】
　検体に含まれるクラミジア・ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２が、前
述した標識化された抗体と結合しながらクロマト展開用担体を展開した後、判定部にて標
識化された抗体とは異なる部位で結合する抗体と抗原を挟んでサンドイッチを形成するこ
とにより、クラミジア・ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２を検出できる
（サンドイッチアッセイ法）。
　なお、判定部に固定化された抗体と、標識化された抗体は、いずれもクラミジア・ニュ
ーモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２と反応する抗体であり、１つの該タンパク
質に同時に結合できることができる抗体である。したがって一方の抗体が結合するエピト
ープは、他方の抗体が結合するエピトープとは異なることが好ましい。
また、判定部に標識された抗原が保持されている場合には、競合法により特定物質を検出
することができる（競合アッセイ法）。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。
【００３７】
［抗体の作製方法］
　本発明で用いる抗体は、ポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体のいずれでもよい
が好ましくはモノクローナル抗体である。
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　リボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２抗原に対する抗体は、国際公開第００／０６６０３
号公報（前掲特許文献１）に記載の方法で作製することができる。抗体は、リボソームタ
ンパク質Ｌ７／Ｌ１２の全長タンパク質あるいはその部分ペプチドを抗原として用いて作
製することができるが、全長タンパク質を抗原として作製することが好ましい。この部分
ペプチドあるいは全長タンパク質をそのまま、又はキャリアタンパク質と架橋した後必要
に応じてアジュバントとともに動物へ接種せしめ、その血清を回収することでＬ７／Ｌ１
２リボソームタンパク質を認識する抗体（ポリクローナル抗体）を含む抗血清を得ること
ができる。また抗血清より抗体を精製して使用することもできる。接種する動物としては
ヒツジ、ウマ、ヤギ、ウサギ、マウス、ラット等であり、特にポリクローナル抗体作製に
はヒツジ、ウサギなどが好ましい。また、抗体としてはハイブリドーマ細胞を作製する公
知の方法により取得したモノクローナル抗体を適用することがより好ましいが、この場合
はマウスが好ましい。当該モノクローナル抗体として、特定の細菌のリボソームタンパク
質Ｌ７／Ｌ１２と反応し、特定の細菌とは異なる種に属する細菌、又は異なる属に属する
細菌のリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２とは反応しないモノクローナル抗体をスクリー
ニングすることにより、当該細菌による感染症にかかっているかどうかの診断に役立てる
ことが可能となる。
【００３８】
　本発明ではクラミジア・ニューモニエが検出される。ここで用いられる抗体は、クラミ
ジア・ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２抗原と種特異的又は属選択的に
反応する抗体である。ここで、「種に特異的」とは、クラミジア属に属するある特定の種
の細菌（たとえばクラミジア・ニューモニエ）とのみ反応し、クラミジア属以外の他の属
に属する細菌、並びにクラミジア属に属する上記特定の種以外の種の細菌とは反応しない
ことを意味する。また、「属に選択的」とは、クラミジア属に属する一部又はすべての細
菌とのみ反応し、クラミジア属以外の他の属に属する細菌とは反応しないことを意味する
。
本態様で用いる抗体は、クラミジア・ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２
の全長あるいはその部分ペプチドを抗原として用いて作製することができる。クラミジア
・ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２のアミノ酸配列は公知であり、例え
ば、ＷＯ０１／０５７０８９の配列番号２に記載されている。
【００３９】
　本態様で用いるクラミジア・ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２抗原に
対する抗体は、以下のａ）又はｂ）記載の方法、あるいはその他の類似の方法によって取
得することができるが、これらの方法に限定されるものではない。
ａ）クラミジア・ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２のアミノ酸配列をコ
ードする遺伝子配列は公知であるため、他のリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２のアミノ
酸配列をコードする遺伝子配列が公知な微生物における該タンパク質のアミノ酸配列との
類似性が少ない領域についてアミノ酸数５個から３０個ほどのペプチド断片を合成し、そ
れを免疫原としてポリクローナル抗体、あるいはモノクローナル抗体を作製することによ
り目的の抗体を取得することができる。
【００４０】
ｂ）また、既知の該遺伝子の両端部位におけるＤＮＡ配列をプローブとしたＰＣＲ手法に
よる遺伝子増幅、相同部分配列を鋳型プローブとしたハイブリダイゼーション法など通常
の遺伝子操作手法を用いることにより該遺伝子の全長配列を取得することができる。その
後、他のタンパク質遺伝子とのフュージョン遺伝子などを構築し、大腸菌等を宿主として
公知の遺伝子導入手法により宿主内に該当フュージョン遺伝子を挿入し大量に発現させた
後にフュージョンタンパク質として用いたタンパク質に対する抗体アフィニティーカラム
法などにより発現タンパク質を精製することにより目的とするタンパク質抗原を取得する
ことができる。
この場合、クラミジア・ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２の全長タンパ
ク質が抗原となるため、異なる微生物間で保存されているアミノ酸部分に対する抗体を取
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得しても本発明の目的に合致しない。したがって、本法によって取得した抗原に対しては
公知の手法によりモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを取得し、クラミジア・
ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２とのみ反応する抗体を産生するクロー
ンを選択することにより目的の抗体を取得することができる。
【００４１】
　抗原となるリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２の精製度が不足している場合は、公知の
精製手法であるイオン交換クロマトグラフィー、疎水クロマトグラフィー、ゲル濾過など
の手法により精製した後、ＷＯ０１／０５７０８９に記載のすでに作製した抗体によるウ
ェスタンブロットなどの方法によりクラミジア・ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ
７／Ｌ１２の溶出画分を同定しさらに精製度の高いタンパク質を得ることができる。得ら
れた精製クラミジア・ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２抗原を基にして
公知の方法によりハイブリドーマあるいはポリクローナル抗体を取得し、同様に目的の微
生物に特異的に反応するハイブリドーマあるいはポリクローナル抗体を選択することによ
り目的の抗体を取得することができる。
【実施例】
【００４２】
［実施例１：免疫クロマトグラフィー装置の作製］
（抗体の準備）
　クラミジア・ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２に対する抗体は国際公
開第０１／０５７０８９号公報に記載の方法で作製することができる。具体的には、例え
ば、クラミジア・ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２のアミノ酸配列の全
部又は一部をコードしたＤＮＡを組み込んだ発現ベクターで形質転換した大腸菌をＬＢ培
地等を用いて培養し、アフィニティカラムにより発現ベクター由来のタグ配列を利用して
融合タンパク質として精製する。この部分ペプチドあるいは全長タンパク質を必要に応じ
てアジュバントとともに動物へ接種する。接種する動物としてはヒツジ、ウマ、ヤギ、ウ
サギ、マウス、ラット等であり、特にモノクローナル抗体を得る場合にはマウスが好まし
い。マウスの脾臓細胞を摘出して骨髄腫細胞と細胞融合して抗体産生ハイブリドーマを作
製する。ハイブリドーマより産生されるモノクローナル抗体をＥＬＩＳＡ法等を用いて選
別し、クラミジア・ニューモニエと特異的に反応するモノクローナル抗体を取得できる。
【００４３】
（クロマト展開用膜担体の作製）
　クラミジア・ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２に対する抗体及びトレ
ハロースをそれぞれ２．０ｍｇ／ｍｌ及び３％（ｖ／ｖ）となるように５０ｍＭリン酸ナ
トリウム緩衝液に希釈した。これを、市販のニトロセルロース膜を幅２．５ｃｍ、長さ３
０ｃｍにカットしたものに１ｃｍあたり１μｌ液量で塗布し、その後乾燥させて、クロマ
ト展開用膜担体とした。
【００４４】
（金コロイド標識抗体及び標識抗体含浸部材の作製）
　金コロイド溶液（粒径６０ｎｍ）に１／１０量の０．１Ｍ感作Ｂｕｆｆｅｒとクラミジ
ア・ニューモニエのリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２に対する抗体を加えて混合し、室
温で３０分間静置して抗体を金コロイド粒子表面に結合させた後、金コロイド溶液におけ
る最終濃度が０．１％となるように１％ウシ血清アルブミン水溶液を加えてブロッキング
し、金コロイド標識抗リボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２抗体液を調製した。
　この液を市販のガラス繊維シートに浸み込ませた後、湿度０～６０％の乾燥庫にて一晩
乾燥させて、標識抗体浸潤部材とした。
【００４５】
（免疫クロマトグラフィー装置の組み立て）
　上述した手順で作製したクロマト展開用膜担体及び金コロイド標識抗体含浸部材に加え
て、さらに試料添加用部材として綿布と、吸収用部材として濾紙を用意した。そして、こ
れらの部材を基材に貼り合せた後、６ｍｍ幅に切断し、図１と同様の免疫クロマトグラフ
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ィー装置を作製した。
【００４６】
［実施例２：クラミジア・ニューモニエの試験菌液の作製］
　ＨＥｐ－２細胞を２４穴プレートに単層培養し、ここにクラミジア・ニューモニエＴＷ
１８３株を播種して培養液を添加し３６℃、５％ＣＯ2雰囲気下で３日間培養した。ラバ
ーポリスマンを用いて細胞ごとはがし取り、クラミジア・ニューモニエ菌体を含む培養液
を回収し、ウログラフィン注７６％（バイエル薬品）を用いた密度勾配遠心法によりクラ
ミジア・ニューモニエ菌体を精製した。
【００４７】
［実施例３：アルカリ溶液の調製］
　水酸化ナトリウム水溶液（和光純薬）に陰イオン性界面活性剤としてコール酸ナトリウ
ム（和光純薬）、デオキシコール酸ナトリウム（和光純薬）、Ｎ－ラウロイルサルコシン
ナトリウム（ナカライテスク）を終濃度０．５％となるように添加し、下記に示す６種類
のアルカリ溶液を調製した。
アルカリ溶液(1)：５０ｍＭ　水酸化ナトリウム（ｐＨ１２．５）
アルカリ溶液(2)：１００ｍＭ　水酸化ナトリウム（ｐＨ１３．０）
アルカリ溶液(3)：５０ｍＭ　水酸化ナトリウム、０．５％コール酸ナトリウム（ｐＨ１
２．５）
アルカリ溶液(4)：１００ｍＭ　水酸化ナトリウム、０．５％コール酸ナトリウム（ｐＨ
１３．０）
アルカリ溶液(5)：５０ｍＭ　水酸化ナトリウム、０．５％デオキシコール酸ナトリウム
（ｐＨ１２．５）
アルカリ溶液(6)：５０ｍＭ　水酸化ナトリウム、０．５％Ｎ－ラウロイルサルコシンナ
トリウム（ｐＨ１２．５）
【００４８】
［実施例４：中和液の調製１］
　リン酸水素二カリウム（和光純薬）３４．８４ｇを蒸留水に溶解して４００ｍｌにメス
アップし０．５Ｍリン酸水素二カリウム水溶液とした。さらにリン酸二水素カリウム（和
光純薬）１７．０１ｇを蒸留水に溶解して２５０ｍｌにメスアップし０．５Ｍリン酸二水
素カリウム水溶液とした。これらを混合して０．５Ｍリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．０
）を調製した。
　ビーカーに塩化ナトリウム（和光純薬）０．５８ｇ、ウシ血清アルブミン０．２５ｇ（
ＳＩＧＭＡ）、アジ化ナトリウム（和光純薬）０．０２５ｇをそれぞれ量りとり、上記の
０．５Ｍリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．０）に溶解して５０ｍｌにメスアップした（中
和液(1)）。
　また中和液(1)に非イオン性界面活性剤としてペレテックス－１２２４（日光ケミカル
ズ）、ＰＢＣ－４４（日光ケミカルズ）、ＢｒｉｊＳ１００（ＳＩＧＭＡ）、Ｂｒｉｊ３
５（ＳＩＧＭＡ）、ＴｒｉｔｏｎＸ－４０５（ＳＩＧＭＡ）、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００（
ＳＩＧＭＡ）、ＴｒｉｔｏｎＸ－１１４（ＳＩＧＭＡ）、Ｔｗｅｅｎ２０（ＢｉｏＲａｄ
）を終濃度０．７５％となるように添加した（中和液(2)～(9)）。
【００４９】
　最終組成は下記のとおりである。
中和液(1)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％ＢＳＡ、０．０５％ＮａＮ３、０．５Ｍ　リ
ン酸Ｋ／ｐＨ６．８）
中和液(2)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％ＢＳＡ、０．７５％ペレテックス－１２２４
、０．０５％ＮａＮ３、０．５Ｍ　リン酸Ｋ／ｐＨ６．８
中和液(3)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％ＢＳＡ、０．７５％ＰＢＣ－４４、０．０５
％ＮａＮ３、０．５Ｍ　リン酸Ｋ／ｐＨ６．８
中和液(4)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％ＢＳＡ、０．７５％ＢｒｉｊＳ１００、０．
０５％ＮａＮ３、０．５Ｍ　リン酸Ｋ／ｐＨ６．８
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中和液(5)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％ＢＳＡ、０．７５％Ｂｒｉｊ３５、０．０５
％ＮａＮ３、０．５Ｍ　リン酸Ｋ／ｐＨ６．８
中和液(6)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％ＢＳＡ、０．７５％ＴｒｉｔｏｎＸ－４０５
、０．０５％ＮａＮ３、０．５Ｍ　リン酸Ｋ／ｐＨ６．８
中和液(7)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％ＢＳＡ、０．７５％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００
、０．０５％ＮａＮ３、０．５Ｍ　リン酸Ｋ／ｐＨ６．８
中和液(8)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％ＢＳＡ、０．７５％ＴｒｉｔｏｎＸ－１１４
、０．０５％ＮａＮ３、０．５Ｍ　リン酸Ｋ／ｐＨ６．８
中和液(9)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％ＢＳＡ、０．７５％Ｔｗｅｅｎ２０、０．０
５％ＮａＮ３、０．５Ｍ　リン酸Ｋ／ｐＨ６．８
【００５０】
［実施例５：中和液の調製２］
　ビーカーに塩化ナトリウム（和光純薬）０．５８ｇ、ウシ血清アルブミン０．２５ｇ（
ＳＩＧＭＡ）、アジ化ナトリウム（和光純薬）０．０２５ｇをそれぞれ量りとり、さらに
トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン３．０３ｇを加え、ＰＢＣ－４４（日光ケミカ
ルズ）を終濃度１．０％になるように添加し、塩酸（和光純薬）を滴下してｐＨ６．６に
合わせた後、蒸留水で５０ｍｌにメスアップした（中和液(10)）。
中和液(10)でＰＢＣ－４４（日光ケミカルズ）を添加せず、かつ塩酸の代わりにリン酸（
東京化成）を滴下してｐＨ６．６に合わせた後、蒸留水で５０ｍｌにメスアップした（中
和液(11)）。また中和液(11)にＰＢＣ－４４（日光ケミカルズ）、ＴｒｉｔｏｎＸ－４０
５（ＳＩＧＭＡ）を終濃度１．０％となるように添加した（中和液(12)、(13)）。
【００５１】
　最終組成は下記のとおりである。
中和液(10)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％ＢＳＡ、０．０５％ＮａＮ３、０．３Ｍ　ト
リス（ヒドロキシメチル）アミノメタン－塩酸／ｐＨ６．６
中和液(11)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％ＢＳＡ、０．０５％ＮａＮ３、０．３Ｍ　ト
リス（ヒドロキシメチル）アミノメタン－リン酸／ｐＨ６．６
中和液(12)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％ＢＳＡ、０．０５％ＮａＮ３、１．０％ＰＢ
Ｃ－４４、０．３Ｍ　トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン－リン酸／ｐＨ６．６
中和液(13)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％ＢＳＡ、０．０５％ＮａＮ３、１．０％Ｔｒ
ｉｔｏｎＸ－４０５、０．３Ｍ　トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン－リン酸／ｐ
Ｈ６．６
【００５２】
［実施例６：中和液の調製３］
　ビーカーに塩化ナトリウム（和光純薬）０．５８ｇ、ウシ血清アルブミン０．２５ｇ（
ＳＩＧＭＡ）、アジ化ナトリウム（和光純薬）０．０２５ｇ、ＰＢＣ－４４（日光ケミカ
ルズ）０．５ｇをそれぞれ量りとった。ここに緩衝液成分として、ＨＥＰＥＳ（同仁堂）
２．３８ｇ、ホウ酸（和光純薬）１．５５ｇ、Ｂｉｃｉｎｅ（同仁堂）２．０４ｇ、ＢＥ
Ｓ（同仁堂）２．６７ｇ、ＴＥＳ（同仁堂）２．８７ｇ、ＴＡＰＳＯ（同仁堂）３．２４
ｇのいずれかを加え、蒸留水で５０ｍｌにメスアップした（中和液(14)～(19)）。
【００５３】
　各中和液の最終組成は下記のとおりである。
中和液(14)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％　ＢＳＡ、１．０％　ＰＢＣ－４４、０．０
５％　ＮａＮ３、０．２Ｍ　ＨＥＰＥＳ
中和液(15)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％　ＢＳＡ、１．０％　ＰＢＣ－４４、０．０
５％　ＮａＮ３、０．２５Ｍホウ酸
中和液(16)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％　ＢＳＡ、１．０％　ＰＢＣ－４４、０．０
５％　ＮａＮ３、０．２５ＭＢｉｃｉｎｅ
中和液(17)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％　ＢＳＡ、１．０％　ＰＢＣ－４４、０．０
５％　ＮａＮ３、０．２５Ｍ　ＢＥＳ
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中和液(18)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％ＢＳＡ、１．０％ＰＢＣ－４４、０．０５％
ＮａＮ３、０．２５Ｍ　ＴＥＳ
中和液(19)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％ＢＳＡ、１．０％ＰＢＣ－４４、０．０５％
ＮａＮ３、０．２５Ｍ　ＴＡＰＳＯ
【００５４】
［実施例７：中和液の調製４］
　リン酸水素二カリウム（和光純薬）１３．９３ｇを蒸留水に溶解して４００ｍｌにメス
アップし０．２Ｍリン酸水素二カリウム水溶液とした。さらにリン酸二水素カリウム（和
光純薬）６．８０ｇを蒸留水に溶解して２５０ｍｌにメスアップし０．２Ｍリン酸二水素
カリウム水溶液とした。これらを混合して０．２Ｍリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．０）
を調製した。
　ビーカーに塩化ナトリウム（和光純薬）０．５８ｇ、ウシ血清アルブミン０．２５ｇ（
ＳＩＧＭＡ）、アジ化ナトリウム（和光純薬）０．０２５ｇをそれぞれ量りとり、上記の
０．２Ｍリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．０）に溶解して５０ｍｌにメスアップした（中
和液(20)）。
【００５５】
　最終組成は下記のとおりである。
中和液(20)：０．２Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％ＢＳＡ、０．０５％ＮａＮ３、０．７５％Ｂ
ｒｉｊＳ１００、０．２Ｍ　リン酸Ｋ／ｐＨ７．０
【００５６】
［実施例８：陰イオン性界面活性剤の効果］
　実施例３で調製したアルカリ溶液(1)～(6)３００μｌに実施例２で作製したクラミジア
・ニューモニエ菌体液を１０μｌ添加し、続いて実施例５で調製した中和液(12)を２００
μｌ加えて陽性サンプルとした。またクラミジア・ニューモニエ菌体液の代わりにＰＢＳ
（和光純薬）を用いたものを陰性サンプルとした。
　これら陽性サンプル及び陰性サンプルを実施例１で作製した免疫クロマトグラフィー装
置に１４０μｌ滴下し、１５分後に目視で判定を行った。結果を次に示す。
【００５７】

【表１】

【００５８】
　水酸化ナトリウムのみ（アルカリ溶液(1)、(2)）に比較して、陰イオン界面活性剤とし
てコール酸ナトリウム又はデオキシコール酸ナトリウムを含んだもの（アルカリ溶液(3)
、(4)、(5)）では陽性サンプルでの目視で強い陽性と判定され、陰性サンプルは目視で陰
性と判定された。すなわち免疫クロマトグラフィー装置での検出感度が向上した。
【００５９】
［実施例９：非イオン性界面活性剤を緩衝液に添加する効果］
　実施例３で調製したアルカリ溶液(3)３００μｌに実施例２で作製したクラミジア・ニ
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ューモニエ菌体液を１０μｌ添加し、続いて実施例４、実施例５で調製した中和液(1)～(
9)、(11)～(13)のいずれかを２００μｌ加えて陽性サンプルとした。またクラミジア・ニ
ューモニエ菌体液の代わりにＰＢＳ（和光純薬）を用いたものを陰性サンプルとした。
　これら陽性サンプル及び陰性サンプルを実施例１で作製した免疫クロマトグラフィー装
置に１４０μｌ滴下し、１５分後に目視で判定を行った。結果を次に示す。
【００６０】
【表２】

【００６１】
　非イオン性界面活性剤を含まない中和液（中和液(1)、(11)）を用いた場合、免疫クロ
マトグラフィー装置における液の展開性が著しく悪く、その結果、陽性サンプルを測定し
た場合でも目視で陰性と判定された。
一方、非イオン性界面活性剤を含む中和液（中和液(2)～(9)、(12)、(13)）を用いた場合
では免疫クロマトグラフィー装置における液の展開性が良好であり、陽性サンプルでは目
視で陽性と判定され、陰性サンプルでは目視で陰性と判定された。
【００６２】
［実施例１０：検体をアルカリ溶液及び中和液で処理することによる偽陽性の発生、及び
中和液を構成する緩衝液による偽陽性の抑制効果］
（検体の採取）
　滅菌綿棒（平和メディク製、咽頭用）を用いてヒトの咽頭後壁を擦過し、これを検体と
した。
【００６３】
（測定用の陽性サンプル及び陰性サンプルの調製）
　実施例３で調製したアルカリ溶液(3)３００μｌに実施例２で作製したクラミジア・ニ
ューモニエ菌体液を１０μｌ添加し、続いて実施例４、実施例５、実施例６で調製した中
和液(10)、(12)、(3)、(4)、(14)、(15)、(16)、(17)、(18)、(19)を２００μｌ加えて陽
性サンプルとした。またクラミジア・ニューモニエ菌体液の代わりにＰＢＳ（和光純薬）
を用いたものを陰性サンプルとした。
【００６４】
（検体を含んだサンプルの調製）
　≪工程１：検体をアルカリ溶液で処理した後に中和する工程≫
　低密度ポリエチレン製のチューブの中に実施例３で調製したアルカリ溶液(3)（５０ｍ
Ｍ　水酸化ナトリウム、０．５％コール酸ナトリウム（ｐＨ１２．５））を３００μｌ入
れ、この中に検体を採取した綿棒を差し込んで、チューブの外側から５～２０回よく揉ん
だ。ここに実施例４、実施例５、実施例６で調製した中和液(10)、(12)、(3)、(4)、(14)
、(15)、(16)、(17)、(18)、(19)のいずれかを２００μｌ添加した後、綿棒を取り出した
。得られた溶液を工程１のサンプルとした。
【００６５】
≪工程２：検体をアルカリ溶液と中和液の混合溶液で処理する工程≫
低密度ポリエチレン製のチューブの中に実施例３で調製したアルカリ溶液(3)（５０ｍＭ
　水酸化ナトリウム、０．５％コール酸ナトリウム（ｐＨ１２．５））を３００μｌ入れ



(16) JP 6676464 B2 2020.4.8

10

20

30

40

50

、ここに実施例４、実施例５、実施例６で調製した中和液(10)、(12)、(3)、(4)、(14)、
(15)、(16)、(17)、(18)、(19)のいずれかを２００μｌ添加した。この中に検体を採取し
た綿棒を差し込んで、チューブの外側から５～２０回よく揉んだ後、綿棒を取り出した。
得られた溶液を工程２のサンプルとした。
【００６６】
（免疫クロマトグラフィー装置での測定）
　サンプルを免疫クロマトグラフィー装置に１４０μｌ滴下し、１５分後に目視で判定を
行った。結果を次に示す。
【００６７】
【表３】

【００６８】
　中和液 (10)、(12)、(3)、(4)、(14)、(15)、(16)、(17)、(18)、(19)の全てにおいて
、陽性サンプルは目視で陽性と判定され、陰性サンプルは目視で陰性と判定された。
【００６９】
　中和液(14)～(19)（緩衝液の成分として、ＨＥＰＥＳ、ホウ酸、Ｂｉｃｉｎｅ、ＢＥＳ
、ＴＥＳ、ＴＡＰＳＯのいずれかを含む中和液）を用いた場合、検体を≪工程１≫で処理
するといずれの中和液も高い頻度で偽陽性が発生した。一方、検体を≪工程２≫で処理す
るといずれの中和液でも偽陽性は全く発生しなかった。このことから、検体がまずアルカ
リ溶液で処理される（いわゆる≪工程１≫）ことで、抗クラミジア・ニューモニエリボソ
ームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２マウスモノクローナル抗体と非特異反応を起こす成分が生じ
ているものと推測される。
　一方、中和液(10)、(12)、(3)、(4)（緩衝液の成分として、トリス（ヒドロキシメチル
）アミノメタン及び／又はリン酸を含む中和液）を用いた場合、検体を≪工程２≫で処理
するといずれの中和液でも偽陽性は全く発生しなかったのは上述した中和液(14)～(19)と
同じ結果であるが、検体を≪工程１≫で処理するといずれの中和液も偽陽性は全く発生せ
ず、中和液(14)～(19)とは異なる結果が得られた。
　すなわち、中和液(10)、(12)、(3)、(4)を用いた場合には、抗クラミジア・ニューモニ
エリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２マウスモノクローナル抗体と非特異反応を起こす成
分の影響を抑制できる。
【００７０】
[実施例１１：検体をアルカリ溶液及び中和液で処理することによる偽陽性の発生、及び
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中和液を構成する緩衝液による偽陽性の抑制効果その２]
（検体の採取）
　滅菌綿棒（平和メディク製、咽頭用）を用いてヒトの咽頭後壁を擦過し、これを検体と
した。
【００７１】
（検体を含んだサンプルの調製）
　≪工程１：検体をアルカリ溶液で処理した後に中和する工程≫
　低密度ポリエチレン製のチューブの中に実施例３で調製したアルカリ溶液(1)（５０ｍ
Ｍ　水酸化ナトリウム（ｐＨ１２．５））を３００μｌ入れ、この中に検体を採取した綿
棒を差し込んで、チューブの外側から５～２０回よく揉んだ。ここに実施例４、実施例５
、実施例６で調製した中和液(10)、(12)、(3)、(4)、(14)のいずれかを２００μｌ添加し
た後、綿棒を取り出した。
【００７２】
【表４】

【００７３】
　検体をアルカリ溶液(1)で処理した後、中和液(10)、(12)、(3)、(4)（緩衝液の成分と
して、トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン及び／又はリン酸を含む中和液）で中和
した場合には偽陽性は全く発生しなかった。一方、中和液(14)で中和した場合には偽陽性
が発生した。
【００７４】
　実施例１１と実施例１０の工程１において中和液として中和液(14)を用いた場合を見て
みると、いずれも偽陽性が発生している。両者の違いは、検体が接触するのがアルカリ溶
液(1)（陰イオン性界面活性剤を含まない、５０ｍＭ ＮａＯＨ（ｐＨ１２．５））である
か、アルカリ溶液(3)（陰イオン界面活性剤としてコール酸ナトリウムを含む、５０ｍＭ
　ＮａＯＨ（ｐＨ１２．５））であるか、である。これらの結果から検体がまずアルカリ
溶液と接触することで抗クラミジア・ニューモニエリボソームタンパク質Ｌ７／Ｌ１２マ
ウスモノクローナル抗体と非特異反応を起こす成分が生じ、この現象は陰イオン性界面活
性剤の有無には関係がなく生じるものと推察される。
　中和液(10)、(12)、(3)、(4)（緩衝液の成分として、トリス（ヒドロキシメチル）アミ
ノメタン及び／又はリン酸を含む中和液）で中和した場合には抗体と非特異反応を起こす
成分の影響を抑制できる。
【００７５】
［実施例１２：中和後のｐＨについて］
（測定用の陽性サンプル及び陰性サンプルの調製）
　実施例３で調製したアルカリ溶液(3)３００μｌに実施例２で作製したクラミジア・ニ
ューモニエ菌体液を１０μｌ添加し、続いて実施例５、実施例６、実施例７で調製した中
和液(4)、(12)、(13)、(20)のいずれかを２００μｌ加えて陽性サンプルとした。またク
ラミジア・ニューモニエ菌体液の代わりにＰＢＳ（和光純薬）を用いたものを陰性サンプ
ルとした。
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【００７６】
（中和液添加後のｐＨの測定及び免疫クロマトグラフィー装置での測定）
　上記の方法で調製した陰性サンプルについて、ｐＨを測定し、中和後のｐＨとした。
　また陽性サンプル、陰性サンプルを免疫クロマトグラフィー装置に１４０μｌ滴下し、
１５分後に目視で判定を行った。結果を次に示す。
【００７７】
【表５】

【００７８】
　中和後のｐＨがｐＨ１０．８の場合、陽性サンプルで目視陰性と判定された。これは高
いｐＨ条件であるために抗原抗体反応が阻害されたものと考えられる。一方、中和後のｐ
Ｈが９．８を下回っている場合では、いずれの条件でも陽性サンプルは目視で陽性と判定
された。
【００７９】
［実施例１３：クラミジア・ニューモニエ感染疑い患者から採取した検体を用いた評価］
（検体の採取）
　クラミジア・ニューモニエ感染が疑われる患者から検体を採取した。咽頭ぬぐい液は滅
菌綿棒で患者の咽頭後壁を擦過して得た。鼻咽腔ぬぐい液は滅菌綿棒を患者の鼻腔から挿
入し、鼻腔の奥に到達したところで綿棒を回転させて採取した。鼻腔吸引液はトラップ付
きの気管カテーテルを患者の鼻腔から挿入し、鼻腔の奥に到達したところで吸引して採取
した。トラップに溜まった吸引液を滅菌綿棒でふき取り、これを鼻腔吸引液検体とした。
【００８０】
（測定用のサンプルの調製）
　低密度ポリエチレン製のチューブの中に実施例３で調製したアルカリ溶液(3)を３００
μｌ入れ、この中に検体を採取した綿棒を差し込んで、チューブの外側から５～２０回よ
く揉んだ。ここに実施例５で調製した中和液(12)を２００μｌ添加した後、綿棒を取り出
した。得られた溶液をサンプルとした。
【００８１】
（免疫クロマトグラフィー装置での測定）
　サンプルが入った低密度ポリエチレン製チューブに、ろ紙フィルターを備えた滴下ノズ
ルを装着して、免疫クロマトグラフィー装置に４滴（容量としておおよそ１４０μｌ）を
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【００８２】
（サンプルの残液を用いたＰＣＲ）
　サンプルの残液からＤＮＡを抽出し、クラミジア・ニューモニエの１６ＳｒＲＮＡに対
するプライマーを用いてＰＣＲを行った。手順を下記に示す。
　ＤＮＡの抽出には市販のキット（ＱＩＡＧＥＮ社：ＤＮＡｍｉｎｉＫＩＴ）を用いた。
サンプル１００μｌをキット付属のプロテアーゼＫ及びｂｕｆｆｅｒＡＬと混合して５６
℃１０分間加熱した後、さらにエタノールを加えた。これをキット付属のスピンカラムに
アプライして遠心吸着後、ＢｕｆｆｅｒＡＷ１及びＢｕｆｆｅｒＡＷ２を用いて洗浄し、
ＢｕｆｆｅｒＥＬを１００μｌアプライして遠心し、ＤＮＡ抽出液を得た。
　得られたＤＮＡ抽出液をテンプレートとしてＰＣＲを行った。ＰＣＲの条件はＪｏｕｒ
ｎａｌ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，　Ｖｏｌ．　６，　Ｎｏ
．　２，　Ｍａｙ　２００４を参考にした。
【００８３】
（測定結果）
　免疫クロマトグラフィー装置での目視判定の結果と、ＰＣＲの結果を下記に示す。
【００８４】
【表６】

【００８５】
　クラミジア・ニューモニエ感染が疑われる患者から採取された咽頭ぬぐい液、鼻咽腔ぬ
ぐい液、鼻腔吸引液について、いずれも、ＰＣＲで陽性判定された検体ではキット判定も
陽性であった。またＰＣＲで陰性判定された検体ではキット判定も陰性であった。
【産業上の利用可能性】
【００８６】
　本発明は、クラミジア・ニューモニエ菌による細菌感染症の診断において利用すること
ができる。
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