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(57)【要約】
【課題】被検対象を免疫測定により検出する方法であっ
て、該免疫測定にモノクローナル抗体を用い、それでい
てモノクローナル抗体を用いることによる感度の低さを
改善した、新規な検出方法を提供すること。
【解決手段】被検対象の検出方法は、被検対象の検出を
可能とする２種類以上の抗原が存在する被検対象の検出
方法であって、前記２種類以上の抗原を認識するモノク
ローナル抗体又はその抗原結合性断片を用いた免疫測定
方法により行う。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被検対象の検出を可能とする２種類以上の抗原が存在する被検対象の検出方法であって
、前記２種類以上の抗原を認識するモノクローナル抗体又はその抗原結合性断片を用いた
免疫測定方法により行う、前記被検対象の検出方法。
【請求項２】
　前記モノクローナル抗体又はその抗原結合性断片が標識または固相の少なくともいずれ
か一方に使用される、前記免疫測定方法がサンドイッチ法である請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記免疫測定方法がイムノクロマトグラフィー法である請求項２記載の方法。
【請求項４】
　前記モノクローナル抗体により認識される前記２種類以上の抗原が複合体を形成してい
る請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記被検対象がマイコプラズマ・ニューモニエである請求項１～４のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項６】
　前記２種類以上の抗原がＰ１タンパク質とＰ３０タンパク質である請求項５記載の方法
。
【請求項７】
　請求項１記載の方法を行うための免疫測定器具であって、前記モノクローナル抗体又は
その抗原結合性断片が標識または固相の少なくともいずれか一方に使用される、免疫測定
器具。
【請求項８】
　イムノクロマト試験片である請求項７記載の免疫測定器具。
【請求項９】
　前記被検対象がマイコプラズマ・ニューモニエである請求項７又は８記載の免疫測定器
具。
【請求項１０】
　前記２種類以上の抗原がＰ１タンパク質とＰ３０タンパク質である請求項９記載の免疫
測定器具。
【請求項１１】
　マイコプラズマ・ニューモニエ由来のＰ１タンパク質とＰ３０タンパク質に対して特異
的に反応するモノクローナル抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、病原菌等の被検対象を免疫測定により検出する検出方法並びにそのための免
疫測定器具及びモノクローナル抗体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　モノクローナル抗体は、特定の抗原のみを認識するため、その特定の抗原の検出に広く
用いられている。例えば、マイコプラズマ・ニューモニエを免疫測定する方法であって、
マイコプラズマ・ニューモニエのＰ３０タンパク質を認識するモノクローナル抗体を固相
に固定化したサンドイッチ法による免疫測定方法が特許文献１に記載されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００３】
【特許文献１】WO 2015/025968
【発明の概要】
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【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　ポリクロ―ナル抗体は様々な抗原や抗原決定域を認識する種々の抗体が混在したもので
あり、モノクローナル抗体はある特定の抗原の、ある特定領域のみを認識するという性質
から、ポリクローナル抗体と比較して、一般的に特異性が高い。その一方、抗体と結合可
能な抗原の種類とその総数において、ポリクロ―ナル抗体に対して、モノクローナル抗体
で劣ることは容易に想定される。これは、モノクローナル抗体およびそれを用いた免疫測
定方法及び免疫測定器具において、感度の低さをもたらす。
【０００５】
　本発明の目的は、被検対象を免疫測定により検出する方法であって、該免疫測定にモノ
クローナル抗体を用い、それでいてモノクローナル抗体を用いることによる感度の低さを
改善した、新規な検出方法を提供することである。さらに本発明の目的は、上記本発明の
検出方法に用いられる免疫測定器具を提供することである。さらに本発明の目的は、上記
本発明の方法によるマイコプラズマ・ニューモニエの検出に利用可能な新規なモノクロー
ナル抗体を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　モノクローナル抗体の感度が低いという欠点を補うため、複数のモノクローナル抗体を
用いた免疫測定法が考えられる。一般的なＥＬＩＳＡ、イムノクロマトグラフィーといっ
た免疫測定法は、使用できる抗体の量がＥＬＩＳＡプレートやイムノクロマトグラフィー
ストリップの面積や標識物の面積に依存する。この場合、単一のモノクローナル抗体を使
用する場合に比べ、複数のモノクローナル抗体を使用することで、それら抗体と結合可能
な抗原の種類と総数は、優位になる。使用される抗体量に対し抗原量が過剰の場合に差は
見えないが、使用される抗体量に対し、抗原量が不足の時、免疫測定法における高感度化
をもたらす。
【０００７】
　しかし、各モノクローナル抗体の使用量が単一のモノクローナル抗体を用いる場合より
少なくなることから、特定の抗原あたりの抗体との遭遇確率は減少し、単位時間あたりの
反応性は低下してしまう。これが免疫測定法における高感度化を容易に達成できない要因
の一つであり、満足できる感度を得る事を難しくしてきた。
【０００８】
　本願発明者らは、鋭意研究の結果、特異性を有しながら２種類以上の抗原を認識するモ
ノクローナル抗体を用いることにより、従来のモノクローナル抗体を単独または複数で用
いる方法よりも感度が優れていることを見出し、本発明を完成した。さらに、このモノク
ローナル抗体を用いた免疫測定法により、従来のモノクローナル抗体を用いる免疫測定と
比較して感度に優れたことを見出し、本発明を完成した。
【０００９】
　すなわち、本発明は、被検対象の検出を可能とする２種類以上の抗原が存在する被検対
象の検出方法であって、前記２種類以上の抗原を認識するモノクローナル抗体又はその抗
原結合性断片を用いた免疫測定方法により行う、前記被検対象の検出方法を提供する。ま
た、本発明は、上記本発明の方法を行うための免疫測定器具であって、前記モノクローナ
ル抗体又はその抗原結合性断片が固定化された固相を含む免疫測定器具を提供する。さら
に、本発明は、マイコプラズマ・ニューモニエ由来のＰ１タンパク質とＰ３０タンパク質
に対して特異的に反応するモノクローナル抗体を提供する。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明の方法は、免疫測定にモノクローナル抗体を用いるので特異性が高く、それでい
てモノクローナル抗体を用いることによる感度の低さが改善されている。また、本発明に
より、本発明の新規な検出方法に用いる免疫測定器具及びモノクローナル抗体が提供され
た。
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【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】下記実施例において作製した本発明のモノクローナル抗体の反応性をウェスタン
ブロット法により調べた結果を示す図である。
【図２】本発明のイムノクロマト免疫測定器具の好ましい１形態を模式的に示した図であ
る。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　本発明の方法により検出される被検対象は、その検出を可能とする２種類以上の抗原が
存在するものであり、細菌、ウイルス、菌類、リケッチア等の種々の病原体を挙げること
ができるがこれらに限定されるものではない。下記実施例では、被検対象がマイコプラズ
マ・ニューモニエであり、２種類以上の抗原がＰ１タンパク質とＰ３０タンパク質である
。なお、被検対象を定量又は半定量する場合でも、定量や半定量は、必然的に「検出」を
伴うので、本発明で言う「検出」に包含される。
【００１３】
　本発明の方法では、上記２種類以上の抗原を認識するモノクローナル抗体又はその抗原
結合性断片を用いて免疫測定を行う。ここで、「認識する」とは、特異的に反応する、す
なわち、抗原抗体反応する、という意味である。「特異的」とは、タンパク質と該抗体が
混じり合う液系において、該抗体が抗原のタンパク質成分と検出可能なレベルで抗原抗体
反応を起こさないか、または何らかの結合反応や会合反応を起こしたとしても、該抗体の
抗原との抗原抗体反応よりも明らかに弱い反応しか起こさないことを意味する。
【００１４】
　本発明のモノクローナル抗体を基に、抗原結合部位のみを分離させた抗原結合性断片も
本発明の方法に使用することができる。すなわち、公知の方法により作製された、Ｆａｂ
、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）などの特異的な抗原結合性を有す
る断片（抗原結合性断片）を用いる場合も本発明の範囲に含まれる。また、モノクローナ
ル抗体のクラスはＩｇＧに限定されず、ＩｇＭやＩｇＹでもよい。
【００１５】
　本発明の方法に用いるモノクローナル抗体は、公知の免疫学的手法を用い、目的の２種
類以上の抗原を含む複合体や抽出物、あるいは２種類以上の抗原のうちの１つの抗原又は
それらの部分ペプチドを被免疫動物に免疫し、被免疫動物の細胞を用いてハイブリドーマ
を作製することにより得ることができる。免疫に用いるペプチドの長さは特に限定されな
いが、好ましくは５アミノ酸以上、より好ましくは１０アミノ酸以上のペプチドを用いて
免疫原とすることができる。免疫原は培養液から得ることもできるが、任意の抗原をコー
ドするＤＮＡをプラスミドベクターに組み込み、これを宿主細胞に導入して発現させるこ
とにより得ることもできる。免疫原とする任意の抗原またはその部分ペプチドは以下に例
示するようなタンパク質と融合タンパク質として発現させ、精製の後、または未精製のま
ま免疫原として用いることもできる。融合タンパク質の作製には、当業者が「タンパク質
発現・精製タグ」として一般的に用いる、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ
）、マルトース結合タンパク質（ＭＢＰ）、チオレドキシン（ＴＲＸ）、Ｎｕｓタグ、Ｓ
タグ、ＨＳＶタグ、ＦＲＡＧタグ、ポリヒスチジンタグなどが利用できる。これらとの融
合タンパク質は、消化酵素を用いて任意の抗原あるいはその部分ペプチド部分とそれ以外
のタグ部分とを切断し、分離精製した後に免疫原として用いることが好ましい。
【００１６】
　免疫した動物からのモノクローナル抗体の調製は、周知のケラーらの方法（Kohler et 
al., Nature, vol, 256, p495-497(1975)）により容易に行うことができる。すなわち、
免役した動物から、脾細胞やリンパ球等の抗体産生細胞を回収し、これを常法によりマウ
スミエローマ細胞と融合させてハイブリドーマを作製し、得られたハイブリドーマを限界
希釈法等によりクローニングし、クローニングされた各ハイブリドーマが産生するモノク
ローナル抗体のうち、動物の免疫に用いた抗原と抗原抗体反応するモノクローナル抗体を
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選択する。
【００１７】
　本発明の方法に用いるモノクローナル抗体は、２種類以上の抗原を認識するものである
から、このようにして選択された、２種類以上の抗原のうちの一つを認識するモノクロー
ナル抗体について、さらに、もう１つの抗原を認識するモノクローナル抗体をスクリーニ
ングする。３種類以上の抗原を認識するモノクローナル抗体を用いる場合には、さらに同
様なスクリーニングを繰り返して各抗原を認識するモノクローナル抗体を選択していく。
本発明の方法では、このようにして得られる２種類以上の抗原の両方を認識するモノクロ
ーナル抗体又はその抗原結合性断片を用いる。なお、２種類の抗原を認識するモノクロー
ナル抗体が存在し得るためには、２種類の抗原間で異なる抗原の中に存在する相同性の高
い領域を認識する場合、異なる抗原の中に存在する立体構造の似通った領域を認識する場
合、異なる抗原が複合体を形成しその隣接部位を跨った領域を認識する場合、異なる抗原
が複合体を形成しその隣接部位を跨った立体構造を認識する場合等、さまざまな可能性が
考えられる。従って、本願発明で言う、「被検対象の検出を可能とする２種類以上の抗原
が存在する被検対象の検出方法」は、これらの２種類以上の抗原を認識するモノクローナ
ル抗体が得られる場合に限定される。また、通常、認識する抗原の種類が増えるほど、そ
れらを認識するモノクローナル抗体は得られ難くなるので、モノクローナル抗体が認識す
る抗原は２種類であることが好ましい。なお、下記実施例においては、このようなスクリ
ーニングにより、マイコプラズマ・ニューモニエのＰ１タンパク質とＰ３０タンパク質を
認識するモノクローナル抗体が得られている。
【００１８】
　腹水や培養上清からのモノクローナル抗体の精製は、公知のイムノグロブリン精製法を
用いることができる。例えば、硫酸アンモニウムや硫酸ナトリウムを用いた塩析による分
画法、ＰＥＧ分画法、エタノール分画法、ＤＥＡＥイオン交換クロマトグラフィー法、ゲ
ルろ過法などが挙げられる。また免疫動物種とモノクローナル抗体のクラスに応じて、プ
ロテインＡ、プロテインＧ、プロテインＬのいずれかを結合させた担体を用いたアフィニ
ティクロマトグラフィー法によっても精製することが可能である。
【００１９】
　本発明の免疫測定方法では、上記のようにして作製した２種類以上の抗原を認識するモ
ノクローナル抗体又はその抗原結合性断片（以下、実施例の前までの記述において、文脈
からそうでないことが明らかな場合を除き、「抗体」は、「抗体又はその抗原結合性断片
」を意味する）と検体中の抗原との抗原抗体反応を利用した免疫測定により測定する。こ
のための免疫測定法としては、競合法、凝集法、ウェスタンブロット法、免疫染色法、サ
ンドイッチ法など、当業者にとって周知のいずれの方法も用いることができる。なお、本
発明において、「測定」には、定量、半定量、検出のいずれもが包含される。
【００２０】
　免疫測定としては、サンドイッチ法が好ましい。サンドイッチ法自体は免疫測定の分野
において周知であり、例えばイムノクロマトグラフィー法やELISA法により行うことがで
きる。これらのサンドイッチ法自体はいずれも周知であり、本発明の方法は、上記した本
発明の２種類以上の抗原を認識するモノクローナル抗体を用いること以外は、周知のサン
ドイッチ法により行うことができる。
【００２１】
　サンドイッチ法には、抗原を認識する２種類の抗体（固相に固定化される抗体と、標識
抗体）が用いられるが、本発明の方法では、これらの２種類の抗体のうち、少なくともい
ずれか一方が、上記した２種類以上の抗原を認識するモノクローナル抗体である。後述す
るように、固相に固定化される抗体は、単位面積当りに固定化可能な抗体量が限られてい
るので、感度向上という本発明の目的をより良く達成するためには、少なくとも固定化抗
体に上記した２種類以上の抗原を認識するモノクローナル抗体を用いることが好ましい。
なお、単一の分子又は単一の複合体の中に、該モノクローナル抗体により認識される抗原
が少なくとも２種類存在する場合には、単一種類の該モノクローナル抗体を固相化抗体及
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び標識抗体として用いてサンドイッチ法を行うことも可能である（下記実施例参照）。
【００２２】
　サンドイッチ法を検出原理とする免疫測定において、抗体が固定化される固相としては
、抗体を公知技術により固定可能なものは全て用いることができ、例えば、毛細管作用を
有する多孔性薄膜（メンブレン）、粒子状物質、試験管、樹脂平板など公知のものを任意
に選択できる。また、抗体を標識する物質としては、酵素、放射性同位体、蛍光物質、発
光物質、有色粒子、コロイド粒子などを用いることができる。前述の種々の材料による免
疫測定法の中でも、特に臨床検査の簡便性と迅速性の観点から、メンブレンを用いたラテ
ラルフロー式の免疫測定法が好ましい。
【００２３】
　本発明では、２種類以上の抗原を認識するモノクローナル抗体を用いてラテラルフロー
式に免疫測定を行うことができる免疫測定器具をも提供する。本発明が提供する免疫測定
器具は、測定対象物（抗原）を捕捉する抗体（抗体１）が固定化された検出領域を有する
支持体、移動可能な標識抗体（抗体２）を有する標識体領域、検体を滴加するサンプルパ
ッド、展開された検体液を吸収する吸収帯、これら部材を１つに貼り合わせるためのバッ
キングシートから成り、抗体１および抗体２の少なくとも一方が本発明の２種類以上の抗
原を認識するモノクローナル抗体である免疫測定器具である。
【００２４】
　なお、検出領域の数および標識体領域に含まれる標識抗体の種類は１に限られるもので
はなく、複数の測定対象物に対応する抗体を用いることで、２以上の抗原を同一の免疫測
定器具にて検出することができる。
【００２５】
　図２は、本発明のイムノクロマト免疫測定器具の好ましい１形態を示した図である。イ
が支持体、ロが標識体領域、ハが検出領域、ニがサンプルパッド、ホが吸収帯、ヘがバッ
キングシートを指している。
【００２６】
　図２の上が上面図、下が切断断面図である。図の例では、バッキングシート上に２個の
検出領域が形成された支持体、吸収帯、標識体領域、サンプルパッドらがそれぞれ積層さ
れている。そして図示のように、吸収帯の一方の端部と支持体の一方の端部、支持体の他
方の端部と標識体領域の一方の端部、標識体領域の他方の端部とサンプルパッドの一方の
端部がそれぞれ重ね合わされており、これにより連続したラテラルフローの流路が形成さ
れている。
【００２７】
　支持体は、抗原を捕捉するための抗体を固定化する性能を持つ材料であり、かつ液体が
水平方向に通行することを妨げない性能を持つ。好ましくは、毛細管作用を有する多孔性
薄膜であり、液体およびそれに分散した成分を吸収により輸送可能な材料である。支持体
を成す材質は特に限定されるものではなく、例えばセルロース、ニトロセルロース、セル
ロースアセテート、ポリビニリデンジフルオライド（ＰＶＤＦ）、ガラス繊維、ナイロン
、ポリケトンなどが挙げられる。このうちニトロセルロースを用いて薄膜としたものがよ
り好ましい。
【００２８】
　標識体領域は、標識抗体を含む多孔性基材から成り、基材の材質は一般的に用いられて
いるガラス繊維や不織布等を用いることができる。該基材は、多量の標識抗体を含浸させ
るために、厚さ0.3mm～0.6mm程度のパッド状であることが好ましい。
【００２９】
　検出領域は、抗原を捕捉する抗体が固定化された支持体の一部の領域を指す。検出領域
は、２種類以上の抗原を認識するモノクローナル抗体を固定化した領域を少なくとも１つ
設け、さらに標識抗体を検出するための検出領域を設けることが、実際の診断補助のため
には好ましい。
【００３０】
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　サンプルパッドは、検体または検体を用いて調製された試料を滴加するための部位であ
り、吸水性を持つ多孔性材料である。該材料には一般的に用いられるセルロース、ガラス
繊維、不織布等を用いることができる。多量の検体を免疫測定に用いるために、厚さ0.3m
m～1mm程度のパッド状であることが好ましい。なお、サンプルパッドと前述の標識体領域
はあくまで機能的な区別であって、必ずしも個別の材料である必要はない。すなわち、サ
ンプルパッドとして設置した材料の一部領域が標識体領域の機能を有することも可能であ
る。
【００３１】
　吸収帯は、支持体に供給され検出領域で反応に関与しなかった成分を吸収するための部
材である。該材料には、一般的な天然高分子化合物、合成高分子化合物等からなる保水性
の高いろ紙、スポンジ等を用いることができるが、検体の展開促進のためには吸水性が高
いものが好ましい。
【００３２】
　バッキングシートは、前述の全ての材料、すなわち支持体、サンプルパッド、標識体領
域、吸収帯らが、部分的な重なりをもって貼付・固定されるための部材である。バッキン
グシートは、これら材料らが最適な間隔で配置・固定されるのであれば、必ずしも必要で
はないが、製造上あるいは使用上の利便性から、一般的には用いたほうが好ましい。
【００３３】
　図２で説明した形態の免疫測定器具において、検体は、サンプルパッド、標識体領域、
支持体、検出領域、吸収帯らの一連の接続により形成された多孔性流路を通過する。よっ
て本形態においては、これら全てが検体移動領域となる。各構成材料の材質や形態によっ
て、検体が材料内部を浸透せず界面を通行する形態もありうるが、本明細書で定義する検
体移動領域は材料の内部か界面かを問わないため、該形態の免疫測定器具も本明細書の範
囲に含まれる。
【００３４】
　図２の形態に基づき、本発明の免疫測定器具の使用方法について述べる。測定は、検体
または検体を用いて調製された試料をサンプルパッドに滴加することにより開始される。
滴加する検体試料は予め、界面活性剤を含む緩衝液を用いて２～２０倍程度に希釈されて
いることが好ましい。
【００３５】
　サンプルパッドに滴加された検体試料は毛管作用によって標識体領域、支持体、吸収帯
へと順次、水平方向に展開される。標識体領域では検体試料の展開と共に標識抗体が液中
に放出され支持体へと展開される。検体試料中に抗原が存在する場合において、支持体の
検出領域では捕捉抗体により抗原が特異的に捕捉され、なおかつ抗原は標識抗体とも特異
的反応により複合体を形成する。これにより検出領域では抗原を介した抗体のサンドイッ
チが成立し、標識抗体－抗原複合物を検出領域にて検知することができる。
【００３６】
　特異性を有しながら２種類以上の抗原を認識するモノクローナル抗体として、異なる抗
原の中に存在する相同性の高い領域を認識する場合、異なる抗原の中に存在する立体構造
の似通った領域を認識する場合、異なる抗原が複合体を形成しその隣接部位を跨った領域
を認識する場合、異なる抗原が複合体を形成しその隣接部位を跨った立体構造を認識する
場合等、さまざまな可能性が考えられるが、単一のモノクローナル抗体が認識する2種以
上の抗原は、同一の複合体中に含まれることがより望ましい。なお、ここで、「複合体」
は、検体中で、複数の分子が何らかの作用により集合しているものを意味し、例えば、被
検対象が菌体である場合、菌体上にある各抗原は、複合体を形成していると考えることが
できる。下記実施例において、マイコプラズマ・ニューモニエのＰ１タンパク質とＰ３０
タンパク質は、ここで言う「複合体」を形成していると考えられる。
【００３７】
　同一の複合体中に含まれることにより、単体で存在する場合に比べ、抗体間の立体障害
を受ける可能性は低下し、上記免疫測定法におけるサンドイッチが成立する確率は高まる
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【００３８】
　本発明の方法により、免疫測定の感度が向上する原理は以下の通りであると考えられる
。サンドイッチ法においては、固相に固定化された抗体が用いられるが、固相の単位面積
当りに固定化可能な抗体の量は限られている。また、抗原抗体反応の時間も限られている
。特に、イムノクロマトグラフィー法では、検体又は検体を用いて調製された試料（検体
の希釈物など）が、上流から流れて来て検出領域を通過する間だけ抗原抗体反応が行われ
るので、この時間内に抗体に結合できなかった抗原は、そのまま検出領域よりも下流に流
れて行き、検出されることはない。検体中の抗原量が少ない場合には、固相化抗体として
、１種類の抗原を認識する１種類のモノクローナル抗体を用いる（通常のサンドイッチ法
）よりも、２種類以上の抗原を認識するモノクローナル抗体を用いた場合の方が、抗体に
結合する抗原の量が増えるので、感度が向上する。また、固相化抗体として、それぞれ１
種類の抗原を認識するモノクローナル抗体を２種類組み合わせて用いた場合、固相化され
る各モノクローナル抗体の量は、それぞれ、全固相化抗体量の半分であるから、抗原抗体
反応の時間が短い場合には、ある抗原が、この抗原と結合可能なモノクローナル抗体と所
定の方向で衝突して結合する確率は、固相化抗体の全部がその抗原を認識するモノクロー
ナル抗体である場合と比較すると１／２になる。一方、２種類以上の抗原を認識するモノ
クローナル抗体を用いる場合には、２種類以上の抗原のいずれでも、固相化抗体と所定の
方向で衝突すれば抗体と結合するので、固相化抗体に捕捉される抗原量は、それぞれ１種
類の抗原を認識するモノクローナル抗体を２種類組み合わせて用いる場合よりも多くなり
、従って、免疫測定の感度が向上する。
【実施例】
【００３９】
　以下、本発明を実施例に基づきより具体的に説明する。もっとも、本発明は下記実施例
に限定されるものではない。
【００４０】
　実施例１　　抗マイコプラズマ・ニューモニエモノクローナル抗体の作製
１．マイコプラズマ・ニューモニエ抗原の調製
　マイコプラズマ・ニューモニエを培養し、その培養液を60℃、30分間の熱処理で不活化
したものを用いた。
【００４１】
２．抗マイコプラズマ・ニューモニエモノクローナル抗体の作製
　１．のマイコプラズマ不活化抗原をＢＡＬＢ／ｃマウスに免疫し、一定期間飼育したマ
ウスから脾臓を摘出し、ケラーらの方法（Kohler et al., Nature, vol, 256, p495-497(
1975)）によりマウスミエローマ細胞（Ｐ３×６３）と融合した。得られた融合細胞（ハ
イブリドーマ）を、３７℃インキュベーター中で維持し、マイコプラズマ・ニューモニエ
Ｐ１抗原を固相したプレートとマイコプラズマ・ニューモニエＰ３０抗原を固相したプレ
ートを用いたＥＬＩＳＡにより上清の抗体活性を確認しながら細胞の純化（単クローン化
）を行った。
【００４２】
　その結果、表１に示されるとおり抗マイコプラズマ・ニューモニエＰ１抗体、抗マイコ
プラズマ・ニューモニエＰ３０抗体及び抗マイコプラズマ・ニューモニエＰ１・Ｐ３０抗
体を産生するハイブリドーマ細胞株が複数得られた。
【００４３】
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【表１】

【００４４】
　なお、このＥＬＩＳＡに用いたＰ１、Ｐ３０は、ゲルろ過およびイオン交換クロマトグ
ラフィーにより調製した。
【００４５】
　取得した細胞株をプリスタン処理したＢＡＬＢ／ｃマウスに腹腔投与し、約２週間後、
抗体含有腹水を採取した。得られた腹水から、プロテインＡカラムを用いたアフィニティ
クロマトグラフィー法によりＩｇＧを精製し、精製抗マイコプラズマ・ニューモニエモノ
クローナル抗体を複数得た。
【００４６】
　以下の実施例では複数得られた抗マイコプラズマ・ニューモニエモノクローナル抗体の
うち、反応性およびエピトープを考慮して選択した抗体を用いた。
【００４７】
　実施例２　　抗マイコプラズマ・ニューモニエモノクローナル抗体の反応性
　実施例１で得た各モノクローナル抗体とマイコプラズマ・ニューモニエとの反応性をウ
エスタンブロッティングで確認した。マイコプラズマ・ニューモニエはPPLO Brothで培養
し、その培養液をサンプルとした。
【００４８】
　マイコプラズマ・ニューモニエの培養液と分子量マーカーを常法のＳＤＳ－ＰＡＧＥで
電気泳動を行った。電気泳動後、ＰＶＤＦ膜に転写した。スキムミルクでブロッキングを
行った後、ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎで十分に洗浄した。ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎで１μｇ／ｍＬに
調整した抗Ｐ３０抗体を室温で１時間反応させた。ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎで十分に洗浄した
後、３０００倍に希釈したＨＲＰ標識抗マウス抗体を室温で１時間反応させた。ＰＢＳ－
Ｔｗｅｅｎで十分に洗浄した後、ECL 試薬(;GEヘルスケア)またはPODイムノステインキッ
ト（；和光）を用いてシグナルを検出した。
【００４９】
　ウエスタンブロッティングの結果を図１に示す。図１に示された通り、実施例１で得ら
れたモノクローナル抗体はＥＬＩＳＡの結果と同様に各抗原に特異的に反応することが確
認できた。なお、図１の左上の図（ECLにて蛍光検出）が、P1AとP1Bについての結果を示
しており、各右のレーンが菌体についての結果、左のレーンが分子量マーカーを示す（図
１中の他の図も同様）。各右のレーンでＰ１タンパク質のバンドが明確である。図１の右
上の図（POD染色後、デンシトメーターで撮影）は、P30AとP30Bについての結果を示す。
各左のレーンにおいてＰ３０タンパク質のバンドが明確である。図１の左下の図（POD染
色後、デンシトメーターで撮影）は、P1-P30Aについての結果を示す。左のレーンにおい
て、Ｐ１タンパク質のバンドとＰ３０タンパク質のバンドが明確である。図１の右下の図
（ECL試薬にて蛍光検出）は、P1-P30Bについての結果を示す。Ｐ３０タンパク質のバンド
が明確であり、Ｐ１タンパク質のバンドも弱いながらも確認できる。
【００５０】
実施例３　　マイコプラズマ・ニューモニエを測定する免疫測定器具
１．抗マイコプラズマ・ニューモニエ抗体のニトロセルロースメンブレンへの固定化
　実施例１で作製した抗体を1.0mg/mLになるように精製水で希釈した液及び抗マウスＩｇ
Ｇ抗体を準備し、ＰＥＴフィルムで裏打ちされたニトロセルロースメンブレンのサンプル
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トロセルロースメンブレンを４５℃、３０分間乾燥させ、抗マイコプラズマ・ニューモニ
エ抗体固定化メンブレンを得た。本実施例において抗体固定化メンブレンと呼ぶ。
【００５１】
２．抗マイコプラズマ・ニューモニエ抗体の着色ポリスチレン粒子への固定化
　実施例１で作製した抗体を1.0mg/mLになるように精製水で希釈し、これに着色ポリスチ
レン粒子を0.1％になるように加え、攪拌後、カルボジイミドを1％になるように加え、さ
らに攪拌する。遠心操作により上清を除き、50mM Tris（pH9.0）、3％BSAに再浮遊し、抗
マイコプラズマ・ニューモニエ抗体結合着色ポリスチレン粒子を得た。本実施例において
、抗体固定化粒子と呼ぶ。
【００５２】
３．マイコプラズマ・ニューモニエＰ１、Ｐ３０及びＰ１とＰ３０を測定する試験片の作
製
　１で作製した抗体固定化メンブレンと他部材（バッキングシート、吸収帯、サンプルパ
ッド）とを貼り合せて５ｍｍ幅に切断し、マイコプラズマ・ニューモニ試験片とした（図
２参照）。これらを本実施例において、試験片と呼ぶ。
【００５３】
実施例４、比較例１、比較例２
Ｐ１、Ｐ３０及びＰ１とＰ３０を測定する免疫測定器具の感度比較
　実施例１で得られたモノクローナル抗体を表２の組み合わせで実施例３の手順によりＰ
１試験片（比較例１）、Ｐ３０試験片（比較例２）、Ｐ１－Ｐ３０試験片（実施例４）の
３種類作製した。
【００５４】
【表２】

【００５５】
　各試験片に、任意に希釈したマイコプラズマ・ニューモニエ抗原と２で作製した抗体固
定化粒子とを含む検体浮遊液を５０μＬ滴加し、１５分間静置した。
【００５６】
　抗マウスＩｇＧ抗体及び抗マイコプラズマ・ニューモニエ抗体の両方の塗布位置で発色
を目視で確認できた場合に＋と判定した。抗マウスＩｇＧ抗体の塗布位置のみで発色を目
視で確認でき、抗マイコプラズマ・ニューモニエ抗体の塗布位置で発色を目視で確認でき
ない場合は－と判定した。また、抗マウスＩｇＧ抗体の塗布位置で発色を目視で確認でき
ない場合は無効と判定した。
【００５７】
　各試験片の結果を表３に示す。
【００５８】
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【００５９】
　表３に示された通り、本発明のマイコプラズマ・ニューモニエのＰ１及びＰ３０の両方
を測定する免疫測定器具は、Ｐ１単独を測定する免疫測定器具の比較して１６倍、Ｐ３０
単独を測定する免疫測定器具の比較して８倍優れた感度を示した。
【００６０】
実施例５
　Ｐ１－Ｐ３０試験片の使用抗体をＰ１－Ｐ３０ＡとＰ１－Ｐ３０Ｂの組み合わせで実施
例４と同様に試験した。その結果、Ｐ１－Ｐ３０Ａのみの組み合わせ（実施例４）と比較
して２～４倍優れた感度を示した。
【符号の説明】
【００６１】
　イ　支持体
　ロ　標識体部
　ハ　検出領域
　ニ　サンプルパッド
　ホ　吸収帯
　へ　バッキングシート
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【図１】 【図２】

【手続補正書】
【提出日】令和1年8月28日(2019.8.28)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被検対象の検出を可能とする２種類以上の抗原が存在する被検対象の検出方法であって
、前記２種類以上の抗原を認識するモノクローナル抗体又はその抗原結合性断片を用いた
免疫測定方法により行う、前記被検対象の検出方法であって、前記被検対象がマイコプラ
ズマ・ニューモニエであり、前記２種類以上の抗原が分子量２５０～１５０ｋＤのタンパ
ク質と分子量３７～２５ｋＤのタンパク質である、方法。
【請求項２】
　前記モノクローナル抗体又はその抗原結合性断片が標識または固相の少なくともいずれ
か一方に使用される、前記免疫測定方法がサンドイッチ法である請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記免疫測定方法がイムノクロマトグラフィー法である請求項２記載の方法。
【請求項４】
　請求項１記載の方法を行うための免疫測定器具であって、前記モノクローナル抗体又は
その抗原結合性断片が標識または固相の少なくともいずれか一方に使用される免疫測定器
具であり、前記被検対象がマイコプラズマ・ニューモニエであり、前記２種類以上の抗原
が分子量２５０～１５０ｋＤのタンパク質と分子量３７～２５ｋＤのタンパク質である、
免疫測定器具。
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【請求項５】
　イムノクロマト試験片である請求項４記載の免疫測定器具。
【請求項６】
　マイコプラズマ・ニューモニエ由来の分子量２５０～１５０ｋＤのタンパク質と分子量
３７～２５ｋＤのタンパク質に対して特異的に反応するモノクローナル抗体。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０００９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００９】
　すなわち、本発明は、被検対象の検出を可能とする２種類以上の抗原が存在する被検対
象の検出方法であって、前記２種類以上の抗原を認識するモノクローナル抗体又はその抗
原結合性断片を用いた免疫測定方法により行う、前記被検対象の検出方法であって、前記
被検対象がマイコプラズマ・ニューモニエであり、前記２種類以上の抗原が分子量２５０
～１５０ｋＤのタンパク質と分子量３７～２５ｋＤのタンパク質である、方法を提供する
。また、本発明は、上記本発明の方法を行うための免疫測定器具であって、前記モノクロ
ーナル抗体又はその抗原結合性断片が標識または固相の少なくともいずれか一方に使用さ
れる免疫測定器具であり、前記被検対象がマイコプラズマ・ニューモニエであり、前記２
種類以上の抗原が分子量２５０～１５０ｋＤのタンパク質と分子量３７～２５ｋＤのタン
パク質である、免疫測定器具を提供する。さらに、本発明は、マイコプラズマ・ニューモ
ニエ由来の分子量２５０～１５０ｋＤのタンパク質と分子量３７～２５ｋＤのタンパク質
に対して特異的に反応するモノクローナル抗体を提供する。
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