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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
マイコプラズマ・ニューモニエのＰ３０タンパク質に対する第一の抗体を予め所定位置に
固定せしめて形成された捕捉部位を備える膜担体を用意し、該Ｐ３０タンパク質に対する
第二の抗体と所定量の被検試料との混合液を、前記捕捉部位に向けて前記膜担体にてクロ
マト展開せしめ、前記被検試料中に含まれる抗原と前記第二の抗体との複合体を前記捕捉
部位に捕捉させることからなる、マイコプラズマ・ニューモニエ検出イムノクロマトグラ
フィー測定法であって、前記第一の抗体及び第二の抗体の両方が、配列番号２のアミノ酸
配列の領域に存在するＰ３０タンパク質のエピトープを認識するモノクローナル抗体であ
り、前記配列番号２のアミノ酸配列の領域がプロリンを多く含むアミノ酸配列からなる領
域であり、前記被検試料が生体試料であり、前記第一の抗体及び第二の抗体が、前記測定
法において菌濃度１×１０６（CFU／ｍL）に調製したマイコプラズマ・ニューモニエＭ１
２９株の培養菌液を検出できる感度を備えるイムノクロマトグラフィー測定法。
【請求項２】
前記第二の抗体は金属コロイドまたはラテックスで標識されている請求項１に記載のイム
ノクロマトグラフィー測定法。
【請求項３】
前記膜担体がニトロセルロース膜である請求項２記載のイムノクロマトグラフィー測定法
。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、マイコプラズマ・ニューモニエ（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉ
ａｅ）のＰ３０タンパク質に対する抗体とそれを用いたマイコプラズマ・ニューモニエの
免疫学的検出法およびキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　マイコプラズマ肺炎はマイコプラズマ・ニューモニエによって引き起こされる非定型肺
炎である。マイコプラズマ肺炎はクラミジア肺炎とともに非定型肺炎の３０～４０％を占
め、市中肺炎の中でも高い割合を占めている。
　マイコプラズマ肺炎は幼児、小児、青年期に多く見られる。潜伏期間は２～３週間であ
り、気道粘膜への病原体の排出は初発症状発現前２～８日で見られ、臨床症状発現時にピ
ークとなり、高いレベルが約１週間続いた後、４～６週間以上排出が続く。主な臨床症状
としては発熱、全身倦怠、頭痛、その他の感冒様症状である。３８℃を超える高熱、強い
乾性咳嗽などが特徴とされ、咳嗽は解熱後も３～４週間と長期にわたる。しかし、マイコ
プラズマ肺炎に特徴的な検査所見はなく、胸部X線検査ではすりガラス様の淡い陰影が典
型的とされる。
【０００３】
　マイコプラズマの感染様式は感染患者からの飛沫感染と接触感染であり、マイコプラズ
マ・ニューモニエが経気道的に侵入し、気管支または細気管支上皮に吸着することより感
染が成立する。
【０００４】
　マイコプラズマ感染症は感染症法に基づく届出感染症（５類感染症）に指定されており
、指定医療機関は迅速に患者数を届け出る義務がある。
【０００５】
　マイコプラズマは自己増殖可能な最小の微生物であり、他の細菌とは異なり細胞壁を持
たない。したがって、細胞壁合成阻害作用を持つ抗菌薬であるβラクタム系抗菌薬および
セファム系抗菌薬は無効であり、治療にあたってはマクロライド系抗菌薬、テトラサイク
リン系抗菌薬およびニューキノロン系抗菌薬の投与が必要である。よって、原因菌の特定
は初期治療方針を決定する上でも迅速に行われることが求められている。
【０００６】
　現在、マイコプラズマ・ニューモニエ感染の確定診断には分離培養法と血清学的検査が
用いられている。
　分離培養にはマイコプラズマを検出するための専用培地（ＰＰＬＯ培地）を必要とする
。また他の細菌と比べても、増殖が遅く判定まで早くても一週間程度かかるため、分離培
養法では臨床現場において迅速に原因菌を特定することが難しい状況にある。
　またマイコプラズマは温度に敏感であり、マイコプラズマを含有する検体は一般的な細
菌を含有する検体と異なり、冷蔵状態で保管することができない。そのため検体保管もし
くは輸送中に検体に含まれるマイコプラズマが死滅もしくは減少し、分離培養法によって
も検出できないこともある。
【０００７】
　血清学的検査としては、ＩｇＧ抗体やＩｇＭ抗体を特異的に検出する間接赤血球凝集反
応（Ｉｎｄｉｒｅｃｔ　Ｈｅｍａｇｇｕｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ　ｔｅｓｔ：ＩＨＡ法）、
粒子凝集法（Ｐａｒｔｉｃｌｅ　Ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ：ＰＡ法）、酵素免疫測定
法（Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ：ＥＩＡ法）などが挙げられる。
　さらに、簡易検査として血清または血漿中のマイコプラズマ・ニューモニエ特異的Ｉｇ
Ｍ抗体をＥＩＡ法で検出するイムノクロマトグラフキット（イムノカード マイコプラズ
マ抗体（株式会社テイエフビー製））が市販されており、臨床現場にて使用されている。
【０００８】
　血清学的検査では、検出する検体中のＩｇＭ抗体は感染初期に上昇するが、抗体産生応
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答が低い場合や測定時期により偽陰性と判定される場合がある。さらに血中からＩｇＭ抗
体が消失するまでに時間がかかるため、血清学的検査の結果が現在の感染状況を的確に示
しているとは言い難い側面がある。
　したがって、血清学的検査による確定診断は急性期と回復期のペア血清を用いた定量的
検査をせざるを得ず、事後診断となる場合が多い。
【０００９】
　またマイコプラズマ・ニューモニエのＤＮＡを検出する核酸検出法も用いられている。
しかし、核酸増幅法は操作が複雑で、かつ、特別な機器を必要とすること、測定に数時間
を要することなどから一般的に用いられている検査ではない。
【００１０】
　より迅速かつ簡便にマイコプラズマ・ニューモニエ感染を検出するために、マイコプラ
ズマ・ニューモニエ抗原に対する特異的抗体が開発され、マイコプラズマ感染の有無を鑑
別する検出法が報告されている。
【００１１】
　マイコプラズマ・ニューモニエは、フラスコ型の突起部である接着器官により呼吸器上
皮細胞の繊毛に付着した後、滑走運動により細胞表面に移動して接着することで感染が成
立する。この接着や滑走運動に中心的な役割を果たす接着タンパク質として知られている
Ｐ１タンパク質（１６９ＫＤａ）に特異的な抗体を作製し、前記Ｐ１タンパク質を検出マ
ーカーとして用いた検出法（特許文献１及び２）が報告されている。
　前記報告にある検出抗原であるＰ１タンパク質は、２つの遺伝子型が存在し、遺伝子型
間でＰ１タンパク質のアミノ酸配列が異なることも知られている。したがって、広範にマ
イコプラズマ・ニューモニエを検出するためには、それぞれのＰ１遺伝子型のＰ１タンパ
ク質に対応した抗体、もしくは各遺伝子型間のＰ１タンパク質の共通部位を認識する抗体
を作出する必要がある。また季節ごとの流行によっては、昨流行期とは異なる遺伝子型が
検出されること、つまり流行期により遺伝子型が変化することが報告されているため、流
行初期に遺伝子型を見極め、対応した抗体を使用する必要がある。
【００１２】
　またマイコプラズマ・ニューモニエの分離株間においてＰ１タンパク質よりも共通して
保存されていることが知られているＤｎａＫタンパク質を検出用マーカーとして用いた検
出法（特許文献３）も報告されている。しかしながら、ヒトにおける泌尿器感染症の原因
となるマイコプラズマ・ジェニタリウムもＤｎａＫタンパク質を保有しているため、前記
検出法においても反応性を示す。したがって、当該タンパク質を検出用マーカーとしてマ
イコプラズマ・ニューモニエを特異的に検出することはできない。
【００１３】
　マイコプラズマ肺炎は、適切な治療が行われない場合、症状の長期化や重症化、さらに
は二次感染による感染拡大を招く恐れがあった。そこで適切な治療や抗菌薬を選択するた
め、マイコプラズマ・ニューモニエの迅速かつ確実な検出が求められていた。
　さらにはマイコプラズマ・ニューモニエを特異的かつ迅速に検出する試みはなされてい
るものの、さらにマイコプラズマ・ニューモニエを特異的に検出できる検出マーカー及び
前記マーカーに対する特異的抗体、さらに前記抗体を含む免疫測定法及びキットが求めら
れていた。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１４】
【特許文献１】特開平５－３０４９９０号公報
【特許文献２】特開２０１３－７２６６３号公報
【特許文献３】国際公開ＷＯ２０１１／０６８１８９号公報
【非特許文献】
【００１５】
【非特許文献１】D. Nakaneら，「Isolation and Characterization of P1 Adhesin, a L
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eg Protein of the Gliding Bacterium Mycoplasma pneumoniae」， Journal of Bacteri
ology, Feb. 2011, p.715-722
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　本発明は、マイコプラズマ肺炎の原因菌であるマイコプラズマ・ニューモニエを簡便か
つ迅速に高感度検出できる検出マーカー及び前記マーカーに対する特異的抗体、さらに前
記抗体を含む免疫学的検出法及びキットを提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　本発明者は、前述のような現状を鑑みて鋭意検討した結果、マイコプラズマ・ニューモ
ニエの接着因子の１つであるＰ３０タンパク質が、分離株間に共通して保存され、特異的
かつ有用な検出マーカーであることを見出し、本発明を完成させるに至った。
【００１８】
　すなわち、本発明の一局面によれば、マイコプラズマ・ニューモニエのＰ３０タンパク
質に対する抗体を用いることを特徴とするマイコプラズマ・ニューモニエの免疫学的検出
法が提供される。
　また、本発明の他の局面によれば、マイコプラズマ・ニューモニエのＰ３０タンパク質
に対する抗体を少なくとも備えてなるマイコプラズマ・ニューモニエの免疫学的測定キッ
トが提供される。
　上記免疫学的検出法としては、とりわけＥＬＩＳＡ（Ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａｓｓａｙ）法、イムノクロマトグラフィー測定法などが好
ましい。
【００１９】
　また、本発明の他の局面によれば、配列番号２のアミノ酸配列の領域に存在するＰ３０
タンパク質のエピトープを認識する抗体を用いた、マイコプラズマ・ニューモニエの免疫
学的検出法が提供される。
【００２０】
　また、本発明の他の局面によれば、マイコプラズマ・ニューモニエのＰ３０タンパク質
に対する第一の抗体と第二の抗体とを用いたサンドイッチ式免疫測定法からなる、マイコ
プラズマ・ニューモニエの免疫学的検出法が提供される。
　また、本発明の他の局面によれば、マイコプラズマ・ニューモニエのＰ３０タンパク質
に対する第一の抗体と第二の抗体とを少なくとも備えてなるマイコプラズマ・ニューモニ
エのサンドイッチ式免疫測定キットが提供される。
　上記サンドイッチ式免疫測定法としては、とりわけＥＬＩＳＡ（Ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎ
ｋｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａｓｓａｙ）法、イムノクロマトグラフィー測定
法などが好ましい。
【００２１】
　また、本発明の好ましい実施形態によれば、マイコプラズマ・ニューモニエのＰ３０タ
ンパク質に対する第一の抗体を予め所定位置に固定せしめて形成された捕捉部位を備える
膜担体を用意し、該Ｐ３０タンパク質に対する第二の抗体と所定量の被検試料との混合液
を、前記捕捉部位に向けて前記膜担体にてクロマト展開せしめ、前記被検試料中に含まれ
る抗原と前記第二の抗体との複合体を前記捕捉部位に捕捉させることからなる、マイコプ
ラズマ・ニューモニエ検出イムノクロマトグラフィー測定法が提供される。
【００２２】
　また、本発明の好ましい実施形態によれば、マイコプラズマ・ニューモニエのＰ３０タ
ンパク質に対する第一の抗体と第二の抗体と膜担体とを少なくとも備え、前記第一の抗体
は前記膜担体の所定位置に予め固定されて捕捉部位を形成し、前記第二の抗体は適当な標
識物質で標識され、かつ、前記捕捉部位から離隔した位置で前記膜担体にてクロマト展開
可能なように用意されてなる、マイコプラズマ・ニューモニエ検出イムノクロマトグラフ
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ィーテストストリップが提供される。
【００２３】
　本発明で必須に使用するＰ３０タンパク質に対する抗体は、ポリクローナル抗体であっ
ても、モノクローナル抗体であってもよいが、反応特異性の観点から、モノクローナル抗
体とすることが好ましい。
　さらに別の局面によれば、本発明に必須に使用する配列番号２のアミノ酸配列の領域に
存在するＰ３０タンパク質のエピトープを認識する抗体であり、同様に反応特異性の観点
から、モノクローナル抗体とすることが好ましい。なお、配列番号２のアミノ酸配列は、
配列番号１に示されるＰ３０タンパク質の全アミノ酸配列の一部を構成するものであり、
Ｐ３０タンパク質に存在するエピトープを含む領域である。
【００２４】
　イムノクロマトグラフィー測定法などのサンドイッチ式免疫測定法の場合、そこで使用
する第一の抗体及び第二の抗体は、それぞれ、ポリクローナル抗体であっても、モノクロ
ーナル抗体であってもよいが、反応特異性の観点から、一般に、少なくとも一方の抗体を
モノクローナル抗体とすることが好ましく、両方の抗体をモノクローナル抗体とすること
が特に好ましい。また、Ｐ３０タンパク質は菌体表面に局在し多数存在しているが、抗体
同士の競合反応を回避し、より高い反応性を有するためにも、第一の抗体と第二の抗体は
、Ｐ３０タンパク質に存在する異なるエピトープを認識する抗体であることが好ましい。
【００２５】
　なお、本発明のマイコプラズマ・ニューモニエ検出用抗体が反応するマイコプラズマ・
ニューモニエのＰ３０タンパク質は、マイコプラズマが生体細胞に接着する際に必要なタ
ンパク質であり、接着因子であるＰ１タンパク質と共に働く、アクセサリータンパク質の
１つとして知られている。
【００２６】
　Ｐ３０タンパク質は分子量３０ＫＤａのタンパク質であり、Ｐ１タンパク質と同様に接
着と病原性に関係する接着タンパク質の１つである。マイコプラズマ・ニューモニエの菌
体においては、接着器官の先端部の細胞表面に局在しており、細胞膜内に埋没しているＮ
末端と細胞膜外に存在するＣ末端を持つ膜貫通型タンパク質である。また、Ｃ末端側には
プロリンを多く含むアミノ酸配列が存在し、前記プロリンを多く含むアミノ酸配列の繰り
返し構造が存在する。一般的にプロリンを含むアミノ酸配列からなる領域は、立体的な高
次構造をとることが知られており、抗体の反応するエピトープとなり得ることが知られて
いる。
　したがって、本発明で使用する抗体は、Ｐ３０タンパク質の細胞外領域における、プロ
リンを多く含むアミノ酸配列の繰り返し構造からなる部分を認識する抗体である可能性が
高い。また配列番号２のアミノ酸配列は、前記細胞外領域を構成するアミノ酸配列であり
、前記プロリンを多く含むアミノ酸配列の繰り返し構造を含む領域を含み、Ｐ３０タンパ
ク質におけるエピトープを含むと考えられる領域である。
【００２７】
　かくして、本発明の他の局面によれば、マイコプラズマ・ニューモニエのＰ３０タンパ
ク質を認識する抗体が提供される。さらには、配列番号２のアミノ酸配列の領域に存在す
るＰ３０タンパク質のエピトープを認識する抗体が提供される。
【発明の効果】
【００２８】
　本発明によれば、マイコプラズマ・ニューモニエのＰ３０タンパク質に対して特異的に
反応する抗体を作製し、前記マイコプラズマ・ニューモニエのＰ３０タンパク質を検出マ
ーカーとして用いて免疫学的検出を行うことにより、マイコプラズマ・ニューモニエの感
染を、迅速かつ特異的に診断することができる。また、本発明の免疫学的検出法および測
定器具によれば、特殊な機器および熟練した技術を必要とすることなく、病院等において
簡便かつ迅速にマイコプラズマ・ニューモニエの検出及び該細菌による感染を診断するこ
とが可能となる。
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【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１】ａはイムノクロマトグラフィーテストストリップの平面図、ｂはａで示されたイ
ムノクロマトグラフィーテストストリップの縦断面図。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
　本発明において、抗体の製造および該抗体を使用する検出法及び測定法における各ステ
ップは、それぞれ、それ自体、公知の免疫学的手法に準拠して行われる。
【００３１】
（抗体）
　マイコプラズマ・ニューモニエのＰ３０タンパク質に特異的なポリクローナル抗体は、
例えば、マイコプラズマ・ニューモニエ菌体から抽出精製したＰ３０タンパク質またはク
ローニングされたＰ３０タンパク質の遺伝子を大腸菌などの宿主で遺伝子工学的に発現さ
せて抽出精製したＰ３０タンパク質、さらにはＰ３０タンパク質の一部を構成するポリペ
プチドを免疫用抗原として、常法に従って動物を免疫し、その抗血清から得ることができ
る。
【００３２】
　さらに、マイコプラズマ・ニューモニエのＰ３０タンパク質に特異的なモノクローナル
抗体は、例えば、前記と同様にマイコプラズマ・ニューモニエ菌体から抽出精製したＰ３
０タンパク質または遺伝子工学的に発現させたＰ３０タンパク質、さらにはＰ３０タンパ
ク質の一部を構成するポリペプチドを免疫用抗原として、マウスのような動物に免疫した
後、この免疫された動物の脾臓細胞とミエローマ細胞とを細胞融合して得られた融合細胞
をＨＡＴ含有培地で選択した後に増殖せしめる。増殖せしめた株を前記のようにして得ら
れたＰ３０タンパク質を利用して、例えば、酵素標識免疫法等により抗Ｐ３０タンパク質
抗体産生株を選別する。
【００３３】
　本発明の抗体は、抗体ならびに当該抗体と実質的に同等のマイコプラズマ・ニューモニ
エのＰ３０タンパク質に対する抗体フラグメントおよび改変抗体も含む。抗体フラグメン
トとしてはＦａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆａｂ’フラグメント、
ｓｃＦｖフラグメントなどが挙げられる。さらに、Ｐ３０タンパク質に結合する抗体由来
のポリペプチドも含む。
【００３４】
　被験試料中のマイコプラズマ・ニューモニエを検出するための本発明のイムノクロマト
グラフィー測定法は、公知のイムノクロマトグラフィーテストストリップの構成に準拠し
て容易に実施できる。
　一般に、かかるイムノクロマトグラフィーテストストリップは、抗原の第一の抗原決定
基にて抗体抗原反応可能な第一の抗体と、前記抗原の第二の抗原決定基にて抗体抗原反応
可能で且つ標識された第二の抗体と、膜担体とを少なくとも備え、前記第一の抗体は前記
膜担体の所定位置に予め固定されて捕捉部位を形成し、前記第二の抗体は前記捕捉部位か
ら離隔した位置で前記膜担体にてクロマト展開可能なように配置されて構成される。第一
の抗体および第二の抗体は、上述のように、それぞれポリクローナル抗体であってもモノ
クローナル抗体であっても良いが、少なくとも何れか一方がモノクローナル抗体であるこ
とが好ましい。通常は、第一の抗体及び第二の抗体は「ヘテロ」の組み合わせで用いられ
、すなわち、抗原上の位置および構造の何れもが異なる各抗原決定基をそれぞれ認識する
第一の抗体及び第二の抗体が組み合わせて用いられる。しかしながら、第一の抗原決定基
と第二の抗原決定基は抗原上の位置が異なっていれば構造的に同一であってもよく、その
場合、第一の抗体および第二の抗体は「ホモ」の組み合わせのモノクローナル抗体であっ
てよく、すなわち、第一の抗体および第二の抗体の両方に同一のモノクローナル抗体が使
用できる。
【００３５】
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　例えば、図１に示されるテストストリップが挙げられる。図１において、数字１は粘着
シート、２は含浸部材、３は膜担体、３１は捕捉部位、３２は対照捕捉部位、４は吸収用
部材、５は試料添加用部材を示している。
　図示の例では、膜担体３は、幅５ｍｍ、長さ３６ｍｍの細長い帯状のニトロセルロース
製メンブレンフィルターで作成されている。
　該膜担体３には、そのクロマト展開始点側の末端から７．５ｍｍの位置に、第一の抗体
が固定され、検体の捕捉部位３１が形成される。さらに、膜担体３のクロマト展開始点側
の末端から１５ｍｍの位置に対照捕捉部位３２が設けられている。この対照捕捉部位３２
は、分析対象物質の存否にかかわらず反応が行われたことを確認するためのものであり、
通常、前記第二の抗体と免疫学的に特異的に結合する物質（分析対象物質を除く）を膜担
体３に固定化することによって形成することができる。例えば、第二の抗体としてマウス
由来の抗体を用いた場合は、該マウス抗体に対する抗体を用いることができる。
　図示の例では、膜担体３は、ニトロセルロース製メンブレンフィルターを用いているが
、被験試料に含まれる検体をクロマト展開可能で、かつ、上記捕捉部位３１を形成する抗
体を固定可能なものであれば、いかなるものであってもよく、他のセルロース類膜、ナイ
ロン膜、ガラス繊維膜なども使用できる。
【００３６】
　含浸部材２は、前記第一の抗体が結合する第一の抗原決定基と異なる部位に位置する第
二の抗原決定基にて前記抗原と抗体抗原反応する第二の抗体を含浸せしめた部材からなる
。当該第二の抗体は、適当な標識物質で予め標識される。
　図示の例では、含浸部材２として、５ｍｍ×１５ｍｍの帯状のガラス繊維不織布を用い
ているが、これに限定されるものではなく、例えば、セルロース類布（濾紙、ニトロセル
ロース膜等）、ポリエチレン、ポリプロピレン等の多孔質プラスチック布類なども使用で
きる。
【００３７】
　第二の抗体の標識物質としては、使用可能なものであればいかなる物質であってもよく
、呈色標識物質、酵素標識物質、放射線標識物質などが挙げられる。このうち、捕捉部位
３１での色の変化を肉眼で観察することにより迅速かつ簡便に判定できる点から、呈色標
識物質を用いることが好ましい。
　呈色標識物質としては、金コロイド、白金コロイド等の金属コロイド、またそれらの複
合金属コロイドの他、赤色および青色などのそれぞれの顔料で着色されたポリスチレンラ
テックスなどの合成ラテックスや、天然ゴムラテックスなどのラテックスが挙げられ、こ
のうち、金コロイドなどの金属コロイドが特に好ましい。
　当該含浸部材２は、標識された第二の抗体の懸濁液を前記ガラス繊維不織布等の部材に
含浸せしめ、これを乾燥させることなどによって作製できる。
【００３８】
　図１に示されるように、膜担体３を粘着シート１の中程に貼着し、該膜担体３のクロマ
ト展開の開始点側（すなわち図１の左側、以下「上流側」と記す、また、その逆の側、す
なわち図１の右側を、以下「下流側」と記す）の末端の上に、含浸部材２の下流側末端を
重ね合わせて連接するとともに、この含浸部材２の上流側部分を粘着シート１に貼着して
本発明のイムノクロマトグラフィーテストストリップを作成できる。
　さらに、必要に応じて、含浸部材２の上面に試料添加用部材５の下流側部分を載置する
とともに、該試料添加用部材５の上流側部分を粘着シート１に貼着してもよく、また、膜
担体３の下流側部分の上面に吸収用部材４の上流側部分を載置するとともに、該吸収用部
材４の下流側部分を粘着シート１に貼着せしめることもできる。
【００３９】
　吸収用部材４は、液体をすみやかに吸収、保持できる材質のものであればよく、綿布、
濾紙、およびポリエチレン、ポリプロピレン等からなる多孔質プラスチック不織布等を挙
げることができるが、特に濾紙が最適である。
【００４０】
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　試料添加用部材５としては、例えば、多孔質ポリエチレンおよび多孔質ポリプロピレン
などのような多孔質合成樹脂のシートまたはフィルム、ならびに、濾紙および綿布などの
ようなセルロース製の紙または織布もしくは不織布を用いることができる。
【００４１】
　かくして、生体試料などからなる被検試料を必要に応じて適当な展開溶媒と混合してク
ロマト展開可能な混合液を得た後、当該混合液を図１に示されるイムノクロマトグラフィ
ーテストストリップの試料添加用部材５上に注入すると、該混合液は該試料添加用部材５
を通過して含浸部材２において、標識された第二の抗体と混合する。
【００４２】
　さらに、図１のイムノクロマトグラフィーテストストリップは、試料添加用部材５と捕
捉部位３１の上方にそれぞれ被験試料注入部と判定部が開口された適当なプラスチック製
ケース内に収容されて提供することができる。使用者の二次感染を防ぐ目的からイムノク
ロマトグラフィーテストストリップは、プラスチック製ケース内に収容されて提供される
ことが好ましい。
【００４３】
　かくして、生体試料などからなる被験試料を必要に応じて適当な展開溶媒と混合してク
ロマト展開可能な混合液を得た後、当該混合液を図１に示されるイムノクロマトグラフィ
ーテストストリップの試料添加用部材５上に注入すると、該混合液は、該試料添加用部材
５を通過して含浸部材２において、標識された第二の抗体と混合する。
　その際、該混合液中に被検出物が存在すれば、抗原抗体反応により被検出物と第二の抗
体との複合体が形成される。この複合体は、膜担体３中をクロマト展開されて捕捉部位３
１に到達し、そこに固定された第一の抗体と抗原抗体反応して捕捉される。
　このとき、標識物質として金コロイドなどの呈色標識物質が使用されていれば、当該呈
色標識物質の集積により捕捉部位３１が発色するので、直ちに、検体を定性的または定量
的に測定することができる。さらにイムノクロマトグラフィーテストストリップの捕捉部
位３１に集積した当該呈色標識物質の呈色強度をイムノクロマトリーダーによる光学的読
み取りを行うことにより、呈色強度を数値化し、定量的に測定することができる。
　また正常にクロマト展開がなされた場合は、被検出物と抗原抗体反応しなかった第二の
抗体が対象捕捉部位３２に到達し、そこに固定された第二の抗体に対して反応する抗体に
捕捉される。このとき、標識物質として呈色標識物質が使用されていれば、当該呈色標識
物質の集積により対照捕捉部位３２が発色し、正常にクロマト展開がなされたことが確認
される。一方、対照捕捉領域３２が発色しなかった場合は、第二の抗体の展開がなされて
いない等の問題が発生したことが確認される。
　図示のイムノクロマトグラフィーテストストリップにおいて、第二の抗体は含浸部材２
に含浸させて膜担体３上に配置されているが、捕捉部位３１から離隔した位置で膜担体３
にてクロマト展開可能なように用意されていればよく、図示の形態に限定されない。例え
ば、第二の抗体は、被験試料と展開溶媒を混合するために用意されたチューブなどの容器
内に予め包入され、第一の抗体が予め固定された膜単体３からなるテストストリップと同
梱されていてもよい。
【００４４】
　被験試料としては、特に制限はないが、例えば、鼻腔吸引液、鼻腔ぬぐい液および咽頭
ぬぐい液、喀痰、唾液、気管支洗浄液等、マイコプラズマ・ニューモニエが存在し得る生
体試料が挙げられる。被験試料は、展開溶媒などの適当な希釈液で希釈して膜担体に注入
してもよい。さらには被験試料に含まれる生体成分に由来する粘性物や固形物を除去ずる
ために、フィルターによる濾過をした後に膜担体に注入しても良い。
　なお血液が混入した被験試料を用いるときで、特に標識抗体の標識物質として金コロイ
ドなどの呈色標識物質が用いられる場合、前記試料添加用部材に血球捕捉膜部材を配置し
ておくことが好ましい。血球捕捉膜部材は、前記含浸部材と前記試料添加用部材との間に
積層することが好ましい。これにより、赤血球が膜担体に展開されるのが阻止されるので
、膜担体の捕捉部位における呈色標識の集積の確認が容易になる。血球捕捉膜部材として
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は、カルボキシメチルセルロース膜が用いられ、具体的には、アドバンテック東洋株式会
社から販売されているイオン交換濾紙ＣＭ（商品名）や、ワットマンジャパン株式会社か
ら販売されているイオン交換セルロースペーパーなどを用いることができる。
【実施例】
【００４５】
　下記の実施例により本発明をさらに具体的に説明するが、本発明はこの実施例に限定さ
れるものではない。
【００４６】
（実施例１：組換えＰ３０タンパク質の発現と精製）
　マイコプラズマ・ニューモニエ Ｍ１２９株のＰ３０タンパク質のアミノ酸配列をＤＤ
ＢＪ（国立遺伝学研究所データベース）より入手した。前記Ｐ３０タンパク質のアミノ酸
配列から、膜貫通ドメインを除いた細胞外領域である配列番号２に示すアミノ酸配列（Ａ
Ａ７４－２７４）を特定し、対応する遺伝子配列を合成した。Ｈｉｓ－ｔａｇ発現用ベク
ターであるｐＥＴ３０２／ＮＴ－Ｈｉｓを制限酵素ＥｃｏＲＩで切断した後、脱リン酸化
処理としてアルカリフォスファターゼにより処理し、前記遺伝子配列と混合し、ＤＮＡ　
Ｌｉｇａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｖｅｒ．２（タカラバイオ）を用いてライゲーション反応を
おこなった。目的遺伝子を組み込んだ組換えＰ３０プラスミドを組換え蛋白発現用宿主Ｅ
．ｃｏｌｉ　ＢＬ（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ（Ｎｏｖａｇｅｎ）に導入した。導入菌をＬＢ寒
天平板培地で培養し、得られたコロニーをＬＢ液体培地で培養した。さらに１ｍＭ　ＩＰ
ＴＧ（タカラバイオ）を添加して組換えＰ３０タンパク質の発現を誘導した後、Ｅ．ｃｏ
ｌｉ回収した。回収した菌を可溶化バッファー［０．５％Ｔｒｉｒｏｎ　Ｘ－１００（ｓ
ｉｇｍａ）、１０ｍＭ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ、２０ｍＭ　Ｐｈｏｓｐｈａｔｅおよび０．
５Ｍ　ＮａＣｌ（ｐＨ７．４）（Ａｍｅｒｓｈａｍ）］に再浮遊し、超音波処理により可
溶化した後、組換えＰ３０タンパク質をＨｉｓ　ｔｒａｐ　Ｋｉｔ（Ａｍｅｒｓｈａｍ）
を用いて精製した。この精製タンパク質をリン酸緩衝生理食塩水（以下、ＰＢＳと称する
）に対して透析し、目的の組換えＰ３０タンパク質とした。
【００４７】
（実施例２：組換えＰ３０タンパク質に対するモノクローナル抗体の作出）
　実施例１で得られた組換えＰ３０タンパク質を免疫用抗原として、組換えＰ３０タンパ
ク質に対するモノクローナル抗体（以下、抗Ｐ３０抗体と称する）を作出した。モノクロ
ーナル抗体の作出は常法に従っておこなった。１００μｇの組換えＰ３０タンパク質と等
量のＡｄｕｖａｎｔ　Ｃｏｍｐｌｅｔｅ　Ｆｒｅｕｎｄ（Ｄｉｆｃｏ）を混合して、マウ
ス（ＢＡＬＢ／ｃ、５週齢、日本ＳＬＣ）に３回免疫し、その脾臓細胞を細胞融合に用い
た。細胞融合には、マウスの骨髄腫細胞であるＳｐ２／０－Ａｇ１４細胞（Ｓｈｕｌｍａ
ｎら、１９７８）を用いた。細胞の培養には、Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ
　Ｅａｇｌｅ　Ｍｅｄｉｕｍ（Ｇｉｂｃｏ）にＬ－グルタミン ０．３ｍｇ／ｍｌ、ペニ
シリンＧカリウム １００単位／ｍｌ、硫酸ストレプトマイシン １００μg／ｍｌ、Ｇｅ
ｎｔａｃｉｎ ４０μｇ／ｍｌを添加し（ＤＭＥＭ）、これに牛胎児血清（ＪＲＨ）を１
０％となるように加えた培養液を用いた。細胞融合は、免疫マウスの脾臓細胞とＳｐ２／
０－Ａｇ１４細胞を混合し、そこにＰｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ　ｓｏｌｕ
ｔｉｏｎ（Ｓｉｇｍａ）を添加することにより行った。融合細胞はＨＡＴ－ＤＭＥＭ［０
．１ｍＭ　Ｓｏｄｉｕｍ　Ｈｙｐｏｘａｎｔｉｎｅ、０．４μＭ Ａｍｉｎｏｐｔｅｒｉ
ｎおよび０．０１６ｍＭ　Ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ（Ｇｉｂｃｏ）を含む血清加ＤＭＥＭ］で
培養し、酵素結合抗体法（ＥＬＩＳＡ）により培養上清中の抗体産生を確認した。抗体産
生陽性の細胞をＨＴ－ＤＭＥＭ［０．１ｍＭ　Ｓｏｄｉｕｍ　Ｈｙｐｏｘａｎｔｉｎｅお
よび０．１６ｍＭ　Ｔｈｙｍｉｄｉｎｅを含む血清加ＤＭＥＭ］で培養し、さらに血清加
ＤＭＥＭで培養を続けた。
【００４８】
（実施例３：モノクローナル抗体の調製）
　クローニングした細胞は、２，６，１０，１４－Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｐｅｎｔａｄ
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ｅｃａｎｅ（Ｓｉｇｍａ）を接種しておいたマウス（ＢＡＬＢ／ｃ、リタイア、日本ＳＬ
Ｃ）に腹腔内接種し、腹水を採取した。この腹水をプロテインＧカラムに供し、モノクロ
ーナル抗体を精製した。作出したモノクローナル抗体のアイソタイプは、Ｍｏｕｓｅ　Ｍ
ｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｉｓｏｔｙｐｉｎｇ　Ｒｅａｇｅｎｔｓ（Ｓｉ
ｇｍａ）を用いて同定した。
　最終的にＰ３０タンパク質に対するモノクローナル抗体産生細胞が５クローン得られた
。これらのモノクローナル抗体のイムノグロブリンアイソタイプは全てＩｇＧ１であった
。
【００４９】
（参考例１：試験用標準菌液の作製）
　マイコプラズマ・ニューモニエのＭ１２９株およびＦＨ株の標準株をＰＰＬＯ培地に接
種し、所定濃度になるまで５％ＣＯ２雰囲気下、３７℃で培養した。得られた培養液をＰ
ＰＬＯ液体培地にて、１０万倍希釈液まで１０倍段階希釈液を調製し、その各希釈液をＰ
ＰＬＯ寒天培地上の発育コロニー数を実体顕微鏡下にて計測し、菌濃度を算出した。得ら
れた培養液を試験用菌液とした。
【００５０】
（比較例１：マイコプラズマ・ニューモニエＰ１タンパク質の精製）
　マイコプラズマ・ニューモニエＭ１２９株をＰＰＬＯ液体培地に接種し、３７℃にて培
養した。得られた培養液を遠心分離し、菌体を回収した。菌体からのＰ１タンパク質の精
製方法はＮａｋａｎｅらの方法（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ、２
０１１）に基づき実施した。
　得られた菌体はリン酸緩衝生理食塩水（以下、ＰＢＳと称する）、ｐＨ７．４にて二回
洗浄した。前記菌体を１％　ＣＨＡＰＳを含むＰＢＳに懸濁させた後、前記懸濁液を遠心
分離し、さらに得られた沈渣に対し、２％オクチルグルコシドを含むＰＢＳを添加し溶解
させた。前記溶液を遠心分離し、上清を回収した。得られた上清を硫安分画に供し、遠心
分離により残渣を得た。得られた残渣を０．３％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含むＰＢ
Ｓに溶解させ、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００を用いたゲル濾過カラムクロマトグラフィーによ
り精製した。この精製タンパク質を含む画分をＳＤＳ－ｐａｇｅにより分析し約１７０ｋ
Ｄａに単一のバンドを確認し、目的のＰ１タンパク質を得た。
　前記方法と同様の方法を用いて、マイコプラズマ・ニューモニエＦＨ株由来のＰ１タン
パク質を菌体から精製し、目的のＰ１タンパク質を得た。
【００５１】
（比較例２：Ｐ１タンパク質に対するモノクローナル抗体の作製）
　比較例１で得られた精製Ｐ１タンパク質を免疫用抗原として、Ｐ１タンパク質に対する
モノクローナル抗体（以下、抗Ｐ１抗体と称する）を作出した。モノクローナル抗体の作
出は実施例２に記載した方法に準拠して行った。得られた細胞は、比較例１にて得られた
Ｍ１２９株由来のＰ１タンパク質およびＦＨ株由来のＰ１タンパク質を固相化抗原とした
酵素抗体法（以下、ＥＬＩＳＡ法と称する）を用いて、抗Ｐ１抗体産生細胞をスクリーニ
ングした。ＥＬＩＳＡ法にて吸光度２．０以上を示した抗体産生細胞を選択した。
　抗Ｐ１抗体産生細胞は、２，６，１０，１４－Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｐｅｎｔａｄｅ
ｃａｎｅ（Ｓｉｇｍａ）を接種しておいたマウス（ＢＡＬＢ／ｃ、リタイア、日本ＳＬＣ
）に腹腔内接種し、腹水を採取した。この腹水をプロテインＧカラムに供し、精製抗Ｐ１
抗体として用いた。最終的にＭ１２９およびＦＨ由来のＰ１タンパク質に対するモノクロ
ーナル抗体産生細胞を、それぞれ５クローン選択した。これらのモノクローナル抗体のイ
ムノグロブリンアイソタイプは全てＩｇＧ１であった。
【００５２】
（実施例４：抗Ｐ３０抗体と抗Ｐ１抗体の反応性の比較検討）
　実施例３により得られた抗Ｐ３０抗体及び比較例２で得られた抗Ｐ１抗体の反応性を確
認した。参考例１にて調製したマイコプラズマ・ニューモニエＭ１２９株及びＦＨ株、マ
イコプラズマ・ジェニタリウムの菌液を所定濃度にて固相化したマイクロプレートに、実
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施例２及び比較例２にて作製した各抗体を添加し、室温にて１時間反応させた。次にウェ
ル内の溶液を吸引除去し、洗浄後、ビオチン標識抗マウス抗体を反応させた。１時間の反
応の後、ウェル内の溶液を吸引除去し洗浄した後、アビジン標識ホースラディッシュペル
オキシダーゼを添加し反応させた。その後、発色基質として３，３‘，５，５’－テトラ
メチルベンジン（ＴＭＢＺ）溶液を添加し反応させ、２規定の硫酸により反応を停止させ
た。マイクロプレートリーダー（Ｂｉｏｒａｄ）にて主波長４５０ｎｍにて測定した。結
果を表１から表３に示す。
【００５３】
【表１】

【００５４】
【表２】

【００５５】
【表３】

【００５６】
　表１から明らかなように、実施例２にて作製された抗Ｐ３０抗体は、マイコプラズマ・
ニューモニエのＭ１２９株およびＦＨ株のいずれにも高い反応性を示し、陰性対照のマイ
コプラズマ・ジェニタリウムに対しては交差反応しないことを確認した。
　また表２および表３から明らかなように、比較例２にて作製した抗Ｐ１抗体は、マイコ
プラズマ・ニューモニエのＭ１２９株とＦＨ株に対し、いずれか一方に反応性が偏る抗体
であることが示された。反応性の偏りはＰ１遺伝子型によるものであり、Ｐ１遺伝子型に
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よるＰ１タンパク質のアミノ酸配列の相違がモノクローナル抗体の反応性に表れている可
能性が高い。また陰性対照としたマイコプラズマ・ジェニタリウムに対する若干の交差反
応性を認めた。
　したがって、Ｐ３０タンパク質はマイコプラズマ・ニューモニエにおいて共通して保存
されており、かつ、特異的なタンパク質であることが示され、さらにＰ３０タンパク質を
特異的に認識するモノクローナル抗体を取得した。
【００５７】
（実施例５：抗Ｐ３０抗体を用いたイムノクロマトグラフィーテストストリップの作製）
（１）抗Ｐ３０抗体の調製
　実施例３で得られたハイブリドーマＢＬＡ－００１およびＢＬＡ－００２をマウス腹腔
に接種し得られた腹水それぞれを、さらに常法によりプロテインＧを用いたＩｇＧ精製を
行い、抗Ｐ３０抗体とした。
【００５８】
（２）白金－金コロイド粒子溶液の調製
　使用するガラス器具の全てを王水で洗浄した。３９０ｍｌの超純水をフラスコに入れて
沸騰させ、この沸騰水に塩化金酸水溶液（水溶液１リットル当たり金として１ｇ 、片山
科学工業株式会社製）３０ｍｌを加え、その後、１重量％ クエン酸ナトリウム水溶液６
０ｍｌを加え、６分４５秒後に、塩化白金酸水溶液（水溶液１リットル当たり白金として
１ｇ、和光純薬工業株式会社製） ３０ｍｌを加えた。塩化白金酸水溶液添加から５分後
に１重量％ クエン酸ナトリウム水溶液６０ｍｌを加え、４時間、還流を行い、白金－金
コロイド懸濁液を得た。
【００５９】
（３）白金－金コロイド標識抗Ｐ３０抗体溶液の調製
　白金ー金コロイド標識する抗Ｐ３０抗体として、上記（１）で得られたクローンＢＬＡ
－００２を用い、下記の手順で白金－金コロイド標識を行った。
　抗Ｐ３０抗体の蛋白換算重量１μｇ（以下、抗体の蛋白換算重量を示すとき、単に、そ
の精製蛋白質の重量分析による重量数値で示す）と上記（２）の白金－金コロイド溶液１
ｍｌとを混合し、室温で２分間静置してこの抗体のことごとくを白金－金コロイド粒子表
面に結合させた後、白金－金コロイド溶液における最終濃度が１％となるように１０％ウ
シ血清アルブミン（以下、「ＢＳＡ」と記す）水溶液を加え、この白金－金コロイド粒子
の残余の表面をことごとくこのＢＳＡでブロックして、白金－金コロイド標識抗Ｐ３０抗
体（以下、「白金－金コロイド標識抗体」と記す）溶液を調製した。この溶液を遠心分離
（５６００×Ｇ、３０分間）して白金－金コロイド標識抗体を沈殿せしめ、上清液を除い
て白金－金コロイド標識抗体を得た。この白金－金コロイド標識抗体を１０％サッカロー
ス・１％ＢＳＡ・０．５％Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００を含有する５０ｍＭトリス塩酸緩衝液
（ｐＨ７．４）に懸濁して白金－金コロイド標識抗体溶液を得た。
【００６０】
（４）マイコプラズマ・ニューモニエのＰ３０タンパク質検出イムノクロマトグラフィー
テストストリップの作製
（４－１）マイコプラズマ・ニューモニエのＰ３０タンパク質と白金―金コロイド標識抗
体との複合体の捕捉部位
　幅５ｍｍ、長さ３６ｍｍの細長い帯状のニトロセルロース膜をクロマトグラフ媒体のク
ロマト展開用膜担体３として用意した。抗Ｐ３０抗体１．０ｍｇ／ｍｌが含有されてなる
溶液０．５μｌを、このクロマト展開用膜担体３におけるクロマト展開開始点側の末端か
ら７．５ｍｍの位置にライン状に塗布して、これを室温で乾燥し、マイコプラズマ・ニュ
ーモニエのＰ３０タンパク質と白金ー金コロイド標識抗体との複合体の捕捉部位３１とし
た。この塗布用抗Ｐ３０抗体として、上記（１）で得られたクローンＢＬＡ－００１を用
いた。
（４－２）白金ー金コロイド標識抗体含浸部材
　５ｍｍ×１５ｍｍの帯状のガラス繊維不織布に、白金－金コロイド標識抗体溶液３７．
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５μｌを含浸せしめ、これを室温で乾燥させて白金ー金コロイド標識抗体含浸部材２とし
た。
（４－３）イムノクロマトグラフィーテストストリップの作製
　上記クロマト展開用膜担体３、上記標識抗体含浸部材２の他に、試料添加用部材５とし
て綿布と、吸収用部材４として濾紙を用意した。そして、これらの部材を用いて、図１と
同様のイムノクロマトグラフィーテストストリップを作製した。
【００６１】
（５）試験
　参考例１で得られたマイコプラズマ・ニューモニエのＭ１２９株およびＦＨ株の培養菌
液を検体抽出液で希釈して、所定濃度に調製し、被検試料とした。そして、被検試料１２
０μｌを用いて上記（４）で得られたテストストリップの試料添加用部材５にマイクロピ
ペットで滴下してクロマト展開し、室温で１５分放置後、上記捕捉部位３１で捕捉された
Ｐ３０タンパク質と白金ー金コロイド標識抗体との複合体の捕捉量を肉眼で観察した。捕
捉量は、その量に比例して増減する黒色の呈色度合いを肉眼で－（着色なし）、±（微弱
な着色）、＋（明確な着色）、＋＋（顕著な着色）、＋＋＋（顕著な着色）の５段階に区
分して判定した。
　その結果を表４に示す。表４から明らかなように、２種の抗Ｐ３０抗体を使用したイム
ノクロマトグラフィー測定法により、マイコプラズマ・ニューモニエのＰ３０タンパク質
を検出できることがわかった。またＢｌａｎｋにおける非特異的呈色も確認されなかった
。
【００６２】

【表４】

【００６３】
（比較例４：Ｐ１タンパク質検出イムノクロマトグラフィーテストストリップの作製）
　実施例３に記載のイムノクロマトグラフィーテストストリップの作製手順に従い、比較
例２にて作製した抗Ｐ１抗体において、Ｍ１２９株とＦＨ株の両方に対して反応する抗Ｐ
１抗体を使用し、標識用抗体としてＢＬＭ－００２を、捕捉部位用抗体としてＢＬＦ－０
０１を用い、イムノクロマトグラフィーテストストリップを作製した。
　上記抗Ｐ１抗体を使用したイムノクロマトグラフィーテストストリップにより、マイコ
プラズマ・ニューモニエＰ１タンパク質を検出することができることが示された。
【００６４】
（実施例６：Ｐ３０タンパク質検出イムノクロマトグラフィーテストストリップとＰ１タ
ンパク質検出イムノクロマトグラフィーテストストリップの反応性比較試験）
　参考例１にて調製したマイコプラズマ・ニューモニエのＭ１２９株およびＦＨ株の培養
菌液を、検体抽出液にて所定濃度に調製し、被検試料とした。各イムノクロマトグラフィ
ーテストストリップに、被検試料１２０μｌを試料添加用部材５にマイクロピペットでそ
れぞれ滴下してクロマト展開し、室温で１５分間放置後、捕捉部位３１で捕捉された抗原
と白金－金コロイド標識抗体との複合体を肉眼で観察して判定を行った。捕捉量は、その
量に比例して増減する黒色の呈色度合いを肉眼で－（着色なし）、±（微弱な着色）、＋
（明確な着色）、＋＋（顕著な着色）、＋＋＋（顕著な着色）の５段階に区分して判定し
た。結果を表５に示す。
【００６５】
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【表５】

【００６６】
　表５から明らかなように、Ｐ３０タンパク質検出イムノクロマトグラフィーテストスト
リップを用いた場合、Ｍ１２９株では１×１０７ＣＦＵ／ｍｌ、ＦＨ株では１×１０６Ｃ
ＦＵ／ｍｌで顕著な呈色を示し、Ｍ１２９株では１×１０６ＣＦＵ／ｍｌ、ＦＨ株では１
×１０５ＣＦＵ／ｍｌで明確な呈色を示した。
　一方、Ｐ１タンパク質検出イムノクロマトグラフィーテストストリップを用いた場合に
は、Ｍ１２９株では１×１０８ＣＦＵ／ｍｌ、ＦＨ株では１×１０７ＣＦＵ／ｍｌにて明
確な呈色を示した。
【００６７】
　表５の結果から明らかなように、同じ呈色強度を示した被検試料の菌濃度を比較した結
果、Ｐ３０タンパク質検出イムノクロマトグラフィーテストストリップが、Ｐ１タンパク
質検出イムノクロマトグラフィーテストストリップに対し、Ｍ１２９株およびＦＨ株との
反応性において１００倍の検出感度差があることが示された。
　以上の結果より、抗Ｐ３０抗体を用いた、Ｐ３０タンパク質検出イムノクロマトグラフ
ィーテストストリップにより、マイコプラズマ・ニューモニエを高感度かつ特異的に検出
することが可能であることが示された。
【００６８】
（実施例６：咽頭拭い液からのマイコプラズマ・ニューモニエの検出）
　臨床的にマイコプラズマ・ニューモニエの感染が疑われる患者から、滅菌した綿棒を用
いて、咽頭拭い液を採取した。前記咽頭拭い液は国立感染症研究所作成の遺伝子検査法に
より、咽頭拭い液中にマイコプラズマ・ニューモニエの遺伝子が存在するか確認した。そ
の結果より、採取した咽頭拭い液中からマイコプラズマ・ニューモニエの遺伝子が検出さ
れた検体の７例と遺伝子が検出されなかった検体の３例を選択し、選択された咽頭拭い液
を検体抽出液に抽出し、被験試料として調製した。被験試料は本発明のＰ３０タンパク質
検出イムノクロマトグラフィー測定用テストストリップを用いて、マイコプラズマ・ニュ
ーモニエの検出を実施した。
【００６９】
　被検試料１２０μｌを実施例３にて作製したイムノクロマトグラフィーテストストリッ
プの試料添加用部材５にマイクロピペットでそれぞれ滴下してクロマト展開し、室温で１
５分間放置後、捕捉部位３１で捕捉された抗原と白金－金コロイド標識抗体との複合体を
肉眼で観察して判定を行った。
　試験の結果を表６に示す。
【００７０】
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【表６】

【００７１】
　表６から明らかなように、本発明のＰ３０タンパク質検出イムノクロマトグラフィーテ
ストストリップを用いた検出法と遺伝子検査法の結果は全て一致し、本発明のＰ３０タン
パク質検出イムノクロマトグラフィーテストストリップを用いることにより、咽頭拭い液
からのマイコプラズマ・ニューモニエを迅速かつ簡便に検出することができることが示さ
れた。
【００７２】
（実施例７：咽頭拭い液からのマイコプラズマ・ニューモニエの検出）
　臨床的にマイコプラズマ・ニューモニエの感染が疑われる患者81名を対象とし、患者咽
頭を滅菌した綿棒により擦過し、81例の咽頭拭い液を採取した。咽頭拭い液を採取した綿
棒を0.7mlの検体抽出液に抽出し、被験試料として調製した。被検試料は本発明のＰ３０
タンパク質検出イムノクロマトグラフィーテストストリップを用いて、マイコプラズマ・
ニューモニエの検出を実施した。また対照として、Ｐ１タンパク質検出イムノクロマトグ
ラフィーテストストリップを用い、性能比較試験を実施した。採取した全ての臨床検体は
、国立感染症研究所作成の遺伝子検査法に基づく核酸増幅法（ＰＣＲ法）を実施し、マイ
コプラズマ・ニューモニエの存在確認を実施した。
【００７３】
　被験試料１２０μｌを実施例３にて作製したイムノクロマトグラフィーテストストリッ
プの試料添加用部材５にマイクロピペットにて滴下してクロマト展開させ、室温にて１５
分間放置後、捕捉部位３１で捕捉された抗原と白金－金コロイド標識抗体との複合体を肉
眼で観察して判定を行った。結果を表７に示す。また対照として比較例４にて作製したイ
ムノクロマトグラフィーテストストリップを用い、同様の方法にて反応後、判定を行った
。結果を表８に示す。
【００７４】
【表７】

【００７５】
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　核酸増幅法を標準とした場合、本発明のＰ３０タンパク質検出イムノクロマトグラフィ
ーテストストリップは、陽性一致率（感度）７９．２％、陰性一致率（特異度）１００．
０％、及び全体一致率：８７．７％を示した。
【００７６】
【表８】

【００７７】
　一方、比較例のＰ１タンパク質検出イムノクロマトグラフィーテストストリップは、陽
性一致率（感度）１６．７％、陰性一致率（特異度）１００．０％、及び全体一致率５０
．６％を示した。
【００７８】
　表７及び表８から明らかなように、本発明のＰ３０タンパク質検出イムノクロマトグラ
フィーテストストリップを用いた検出法と核酸増幅法（ＰＣＲ法）の結果は良好に相関す
ることが示された。また比較例のＰ１タンパク質検出イムノクロマトグラフィーテストス
トリップと比較して、本発明は高い検出感度を示した。本結果から臨床現場において、本
発明のＰ３０タンパク質検出イムノクロマトグラフィーテストストリップにより、マイコ
プラズマ・ニューモニエを高感度かつ特異的に検出することが可能であることが示された
。
【産業上の利用可能性】
【００７９】
　本発明によれば、マイコプラズマ・ニューモニエのＰ３０タンパク質に対する抗体を用
いることを特徴とするマイコプラズマ・ニューモニエの免疫学的検出法およびキットが提
供され、特殊な機器および熟練した技術を必要することなく、マイコプラズマ・ニューモ
ニエの感染を迅速かつ特異的に診断することが可能となる。
【符号の説明】
【００８０】
１ 粘着シート
２ 含浸部材
３ 膜担体
３１ 捕捉部位
３２ 対照捕捉部位
４ 吸収用部材
５ 試料添加用部材
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