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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】肺炎連鎖球菌によって引き起こされた感染症の臨床徴候を示している患者の尿ま
たは脳脊髄液などの体液中の肺炎連鎖球菌を検出するための、約１５分以内で行うことが
可能な特異的および高感度の免疫クロマトグラフィー（「ＩＣＴ」）アッセイ法を提供す
る。
【解決手段】肺炎連鎖球菌からの約１０％以下の蛋白質を含むＣ多糖細胞壁抗原をスペー
サー分子と結合させた後、後者の遊離末端をクロマトグラフィーアフィニティーカラムと
結合させる。続いてこのカラムを用いて肺炎連鎖球菌に対する祖抗体を精製し、これによ
って抗原特異的抗体を得る。このような抗体の一部を、標識物質と結合させ、免疫クロマ
トグラフィーアッセイ装置を作成する工程、肺炎、気管支炎、中耳炎、副鼻腔炎、髄膜炎
、およびこの細菌による二次的罹患状態を含む、肺炎連鎖球菌によって引き起こされる種
々の病的状態を診断する工程を含む。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の段階を含む、肺炎連鎖球菌からの約１０％以下の蛋白質を含む細胞壁Ｃ多糖抗原
を入手するための方法：
（ａ）所望のサイズの試料を得るために必要な時間にわたって細菌を培養する段階、およ
びそこから湿潤細胞ペレットの形態にある細菌細胞を回収する段階；
（ｂ）湿潤細胞ペレットをアルカリ溶液中に懸濁化する段階、および混合する段階；
（ｃ）強酸を用いてｐＨを酸性ｐＨに調整する段階、および遠心処理する段階；
（ｄ）段階（ｄ）により上清を分離する段階、およびｐＨをほぼ中性に調整する段階；
（ｅ）残存蛋白質を破壊するために、この生成物を広域プロテアーゼ酵素調製物によって
消化する段階；
（ｆ）弱アルカリ水溶液を用いてｐＨをアルカリ側に調整する段階；
（ｇ）弱アルカリ溶液で平衡化したサイズ排除カラムにより、本質的に蛋白質を含まない
糖質または多糖抗原を分離除去する段階；ならびに
（ｈ）最初のピークに溶出した物質をプールする段階、およびｐＨをほぼ中性に調整する
段階。
【請求項２】
　請求項１記載の方法によって得られる、約１０％以下の蛋白質を含む細胞壁Ｃ多糖抗原
。
【請求項３】
　段階（ｂ）のアルカリ溶液が湿潤細胞ペレット１ｇ当たり約２０ｍｌの０．１Ｍ水酸化
ナトリウム水溶液を含む、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　段階（ｃ）においてｐＨが約３．０に調整される、請求項１記載の方法。
【請求項５】
　段階（ｆ）においてｐＨが約１０～約１１の間に調整される、請求項１記載の方法。
【請求項６】
　段階（ｈ）の後に凍結乾燥段階が行われる、請求項１記載の方法。
【請求項７】
　以下の段階を含む、肺炎連鎖球菌に対する粗抗体を精製するための方法：
（ａ）肺炎連鎖球菌から約１０％以下の蛋白質を含む細胞壁Ｃ多糖抗原を分離する段階；
（ｂ）該抗原を２つの末端を有するスペーサー分子の一端と結合させ、該抗原とスペーサ
ー分子との結合物を形成する段階；
（ｃ）結合物を活性化されたクロマトグラフィーカラムとカップリングする段階；
（ｄ）該粗抗体を段階（ｃ）の該カラムによるアフィニティークロマトグラフィーにかけ
て、精製された抗原特異的抗体を入手する段階；
（ｅ）該カラムから精製された抗原特異的抗体を溶出させる段階。
【請求項８】
　請求項７記載の方法によって得られる、肺炎連鎖球菌の細胞壁Ｃ多糖に対する精製され
た抗原特異的抗体。
【請求項９】
　約１０％以下の蛋白質を含む肺炎連鎖球菌における精製されたＣ多糖細胞壁抗原がスペ
ーサー分子によってカップリングされた、肺炎連鎖球菌に対する粗抗体のアフィニティー
精製のためのクロマトグラフィーカラム。
【請求項１０】
　以下の段階を含む、液体中の肺炎連鎖球菌またはその細胞壁Ｃ多糖抗原の存在をアッセ
イする方法：
（ａ）肺炎連鎖球菌の培養物から、約１０％以下の蛋白質を含む該細胞壁Ｃ多糖抗原を抽
出する段階、
（ｂ）該抗原をスペーサー分子とカップリングさせて結合物を形成させる段階、
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（ｃ）段階（ｂ）による結合物をクロマトグラフィーアフィニティーカラムとカップリン
グする段階、
（ｄ）段階（ｃ）のクロマトグラフィーアフィニティーカラムを用いて肺炎連鎖球菌に対
する粗抗体を精製し、精製された抗原特異的抗体を産生する段階、および
（ｅ）段階（ｄ）の精製抗体を用いて、液体中の肺炎連鎖球菌またはそのＣ多糖細胞壁抗
原の有無を検出する段階。
【請求項１１】
　段階（ｂ）のスペーサー分子が蛋白質分子である、請求項１０記載の方法。
【請求項１２】
　段階（ｂ）のスペーサー分子がヒドラジンとウシ血清アルブミンとの結合物である、請
求項１０記載の方法。
【請求項１３】
　段階（ｅ）の液体が哺乳動物由来の天然の液体である、請求項１０記載の方法。
【請求項１４】
　液体がヒト尿である、請求項１３記載の方法。
【請求項１５】
　液体が、肺炎型疾患の臨床徴候を呈している患者から採取される、請求項１３記載の方
法。
【請求項１６】
　段階（ｅ）がイムノアッセイ法である、請求項１５記載の方法。
【請求項１７】
　段階（ｅ）が免疫クロマトグラフィー（「ＩＣＴ」）アッセイ法である、請求項１５記
載の方法。
【請求項１８】
　段階（ｄ）による精製された抗原特異的抗体の一部が、該抗体が対応する抗原と反応し
た時に可視呈色を示すことが周知の標識物質と結合している、請求項１７記載の方法。
【請求項１９】
　標識物質が微細化された金である、請求項１８記載の方法。
【請求項２０】
　以下の段階を含む、肺炎連鎖球菌または該細菌のＣ多糖細胞壁抗原の検出のためのＩＣ
Ｔアッセイ法：
（ａ）該細菌またはその抗原を含むことが疑われる液体試料を、吸収性材料のストリップ
を含むＩＣＴ装置と接触させる段階であって、該ストリップが、
　（ｉ）（１）抗体がその対応する抗原性結合パートナーと反応すると可視的色調変化を
示す標識物質、および
　　　　（２）肺炎連鎖球菌のＣ多糖細胞壁抗原に対する精製された抗原特異的抗体であ
って、約１０％以下蛋白質を含む肺炎連鎖球菌の精製されたＣ多糖細胞壁抗原を結合する
クロマトグラフィーアフィニティーカラムを通すことによって精製された該抗体
の結合物が包埋された第１の区域と、
　（ｉｉ）色調変化を観察するためのウィンドウが備えられた区域である、非結合（ｕｎ
ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ）形態にある同一の精製された抗原特異的抗体が結合した第２の区
域とを有する段階；
（ｂ）該試料を該検査ストリップに沿って該第１の区域へと水平方向に流れるようにする
段階；
（ｃ）該試料を、抗原特異的抗体と標識との該結合物とともに、該検査ストリップに沿っ
て該第２の区域へと水平方向に流れるようにする段階；ならびに
（ｄ）段階（ａ）の開始からほぼ１５分以内に該ウィンドウを通して呈色ラインが該第２
の区域に出現したか否かを観察し、それによって肺炎連鎖球菌またはその細胞壁Ｃ多糖抗
原が試料中に存在することを示す段階。
【請求項２１】
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　肺炎連鎖球菌またはそのＣ多糖細胞壁抗原を含むことが疑われる液体が、哺乳動物由来
の天然の液体である、請求項２０記載の方法。
【請求項２２】
　哺乳動物由来の天然の液体がヒト尿である、請求項２１記載の方法。
【請求項２３】
　哺乳動物由来の天然の液体が血液または血清である、請求項２１記載の方法。
【請求項２４】
　哺乳動物由来の天然の液体が脳脊髄液である、請求項２１記載の方法。
【請求項２５】
　抗体が対応する抗原性結合パートナーと反応する場合に可視的色調変化を示す標識物質
が微細金属である、請求項２２記載の方法。
【請求項２６】
　標識物質が微細化された金である、請求項２５記載の方法。
【請求項２７】
　標識物質が微細化された金であり、かつ液体がヒト血液または血清である、請求項２０
記載の方法。
【請求項２８】
　標識物質が微細化された金であり、かつ液体がヒト脳脊髄液である、請求項２０記載の
方法。
【請求項２９】
　標識物質が微細化された金であり、かつ液体がヒト尿である、請求項２０記載の方法。
【請求項３０】
　（ｉ）（１）抗体がその対応する抗原性結合パートナーと反応する場合に可視的色調変
化を示す標識物質、および（２）肺炎連鎖球菌のＣ多糖細胞壁抗原に対する精製された抗
原特異的抗体であって、約１０％以下の蛋白質を含む肺炎連鎖球菌の精製されたＣ多糖細
胞壁抗原を結合させたクロマトグラフィーアフィニティーカラムを通すことによって精製
された該抗体の結合物が包埋された第１の区域と、
（ｉｉ）色調変化を観察するためのウィンドウが備えられた区域である、非結合形態にあ
る同一の精製された抗原特異的抗体が結合した第２の区域
とを有する吸収性材料のストリップを含む、肺炎連鎖球菌またはそのＣ多糖細胞壁抗原の
検出のためのＩＣＴ装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、肺炎連鎖球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）に
よって引き起こされた感染症の臨床徴候を示している患者の尿または脳脊髄液などの体液
中の肺炎連鎖球菌を検出するための、約１５分以内で行うことが可能な特異的および高感
度の免疫クロマトグラフィー（「ＩＣＴ」）アッセイ法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　肺炎連鎖球菌（「Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ」）は、肺炎型疾患、および気管支炎など
の他の下気道感染症、さらには感染性中耳炎および副鼻腔炎を含む上気道感染症、ならび
に菌血症および髄膜炎を含む播種性侵襲性感染症の主な原因菌の一つである。診断および
治療が適切に行われないと、肺炎連鎖球菌の肺炎性感染は、心膜炎、膿胸、電撃性紫斑病
、心内膜炎、または少なくとも１種類の関節炎のいずれかを招くことがあり、いずれの場
合も肺炎連鎖球菌が原因菌である。このような肺炎性感染はしばしば菌血症または髄膜炎
の引き金ともなる。それにもかかわらず今日まで、肺炎連鎖球菌に起因する肺炎の診断お
よび治療はある程度経験的に行われていることが多い。
【０００３】
　その理由の大部分は、肺炎連鎖球菌の検出に現在用いられる検査が（１）時間がかかり
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、手間がかかり、しかも結果の判読に機器の助けを必要とすること、または（２）感度お
よび／もしくは特異性に乏しいことのいずれかによる。感度および／または特異性の不足
に伴う問題のために、例えば医師は、肺炎型呼吸器感染症の患者に対して、感染症を十分
に治癒させると考えられる肺炎連鎖球菌に特異性のある安価な抗生物質を処方する代わり
に、高価な広域抗生物質を無難と考えて処方しやすい傾向にある。当然ながら、このよう
に広域抗生物質が数多く処方されることは、現在マスコミによく取り上げられている、多
くの種類の感染性細菌が以前は非常に有効だった抗生物質に対して耐性を獲得しつつある
ことに起因する医療危機の主な原因である。この危機、ならびに経験的に診断および治療
が行われた患者の少なくとも一部に有害な結果が生じる可能性があることは、ヒト体液中
の肺炎連鎖球菌を検出するための確実かつ迅速なアッセイ法が必要とされている理由の一
部である。
【０００４】
　肺炎連鎖球菌によって引き起こされる肺炎は重篤な疾患であり、米国だけでも１年あた
り、１～５例／１０００人の頻度で発生していると推定されている。肺炎連鎖球菌による
肺炎に感染した患者の年齢および健常状態（関連のない因子に基づく）によって異なるが
、本疾患の死亡率は感染した患者の４～３０％の範囲である。
【０００５】
　肺炎連鎖球菌による疾患、特に肺炎を診断するために用いられる最も伝統的な方法には
、疾患にかかった疑いのある患者の喀痰のグラム染色および培養を行い、続いて生化学的
な同定法を用いることが含まれる。この手順は開始から終了までに１～４日程度を要する
。これは、（１）患者の唾液中に存在する他の細菌がしばしば喀痰培養で異常増殖する、
および（２）肺炎連鎖球菌に起因する疾患の徴候が個体にみられない場合にもヒト上気道
にはこの細菌が存在することが多いという理由から、診断用ツールとして十分でないこと
が明らかになっている。例えば、米国の小児の約３０％は肺炎連鎖球菌の慢性保菌者と推
定されている。成人も疾病状態とはならずに肺炎連鎖球菌が定着することがある。この細
菌の保有率は小児および成人のいずれも人混みの多い環境や冬季に増加する。
【０００６】
　喀痰標本中の肺炎連鎖球菌の多糖莢膜抗原を検出するために凝固、ラテックス粒子凝集
、および対向免疫電気泳動法が開発されており、これらは迅速であるが、信頼のおける感
度および特異性を示すことは示されていない。これはおそらく、肺炎連鎖球菌には約８３
種の血清型があり、そのそれぞれが免疫原性および他の点で異なるためと考えられる。こ
れらの検査のために開発されて用いられている市販の多価抗血清は、８３種類の肺炎連鎖
球菌血清型抗原のすべてに対する抗体を含んでいるが、それにもかかわらず、免疫原性の
低い抗原血清型は検出できない可能性がある。また、この多価抗血清には他の連鎖球菌、
およびインフルエンザ菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）などの他の
一部の感染性細菌との交差反応性も示されている。このため、これらの検査を喀痰試料に
用いた場合には、偽陰性および擬陽性反応の両方がランダムに起こるおそれがある。
【０００７】
　肺炎連鎖球菌の血清型の全てにおける肺炎球菌の細胞壁に存在することが判明している
肺炎連鎖球菌Ｃ多糖抗原の検出に基づく、いくつかの酵素免疫アッセイ法（「ＥＩＡ」）
が開発されている。例えば、パーキンソン（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ，Ａ．Ｊ．）、ラビーゴ
（Ｒａｂｉｅｇｏ，ＭＥ．）、セプベダ（Ｓｅｐｕｌｖｅｄａ，Ｃ．）、デービッドソン
（Ｄａｖｉｄｓｏｎ，Ｍ．）およびジョンソン（Ｊｏｈｎｓｏｎ，Ｃ．）、３０　Ｊ．Ｃ
ｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．３１８～３２２（１９９２）を参照されたい。このＣ多糖
抗原はテイコ酸に由来するホスホコリン含有多糖である。これらのＥＩＡアッセイ法は、
喀痰試料に対して行われることが最も多いにもかかわらず、許容される特異性および感度
を有する。しかし、このようなアッセイはそれぞれ、実施に試料採取から２～３時間を要
するほか、通常は主として臨床検査室で利用可能な装置を用いる必要がある。さらに、こ
れらのアッセイは、熟練者により、またはその厳重な監督下で行われる必要がある。
【０００８】
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　肺炎連鎖球菌感染症を診断するために喀痰試料に依拠することは、肺炎連鎖球菌による
肺炎の診断を行うには不十分であることが多く、それは単に、口内の他の細菌および／ま
たは上気道常在性の肺炎連鎖球菌が試料に混入するおそれがあるという理由のみにとどま
らない。喀痰はしばしば採取が困難であり、さらに患者に薬物療法をいったん開始すると
、喀痰中の肺炎連鎖球菌の生菌数は急速に減少する。特に、肺炎連鎖球菌の細胞壁を攻撃
する抗生物質療法を用いた場合には、喀痰中のＣ多糖抗原の存在を検出することは急速に
困難になると思われる。肺炎連鎖球菌によって感染性中耳炎、髄膜炎および前記の種々の
他の感染性疾病状態が引き起こされる場合には、喀痰試料は診断の助けとはならない。
【０００９】
　肺炎連鎖球菌感染症が疑われる患者から血液培養試料を採取することによって、喀痰試
料に付随する混入の問題は解消される。血清試料が肺炎連鎖球菌を含むことが明らかにな
れば、それが原因となって起こる種々の感染症を容易に診断することができる。この場合
の欠点は、肺炎連鎖球菌に感染した肺炎患者全体のうち菌血症となるのは約２０％に過ぎ
ないということである。このため、肺炎連鎖球菌による肺炎を診断するために血液試料の
みに依拠すれば、偽陰性の結果が得られる可能性がある。
【００１０】
　肺炎連鎖球菌による肺炎の検出に用いるには尿試料が最も信頼性が高く、簡便なもので
あることが明らかになっているが、その理由は、それらを非侵襲的に採取しうること；口
内細菌叢による汚染が考えられないこと；および、患者に治療を開始した後ですら、濃度
レベルがたとえ持続的に低下しても尿中に細菌が存在しつづけるため、処方された治療法
の有効性を評価するために患者の尿試料を毎日モニタリングすることによって有用な情報
が得られることにある。ただし、疾患の症状を呈しない肺炎連鎖球菌の保菌者は、尿中に
肺炎連鎖球菌抗原が存在するほど十分には病原体を有していないことがしばしばあること
には注意が必要である。
【００１１】
　ごく最近の論文には、脳脊髄液の被験試料に対するＥＩＡ法を用いて肺炎連鎖球菌によ
る髄膜炎の診断に成功したことが記載されている。このＥＩＡでは、Ｃ多糖抗原を検出す
るために免疫グロブリンＡ抗ホスホリルコリンモノクローナル抗体が用いられた。スツエ
ルツ（Ｓｔｕｅｒｔｚ，Ｋ）、メルクス（Ｍｅｒｘ，Ｉ）、アイフェルト（Ｅｉｆｆｅｒ
ｔ，Ｈ．）、シュムツハルト（Ｓｃｈｍｕｔｚｈａｒｄ，Ｅ．）、マデール（Ｍａｄｅｒ
，Ｍ．）およびナウ（Ｎａｕ，Ｒ．）、３６　Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．２３
４６～２３４８を参照されたい。得られた結果は、脳脊髄液中の肺炎連鎖球菌に対する２
種の抗体、すなわちマイクロタイタープレートに結合させた肺炎連鎖球菌Ｃ多糖抗原に対
するウマ抗体、および液相中の多糖莢膜抗原に対するウサギプール抗血清を用いるＥＩＡ
で得られた、ヨルケン（Ｙｏｌｋｅｎ，Ｒ．Ｈ．）、デービス（Ｄａｖｉｓ，Ｄ．）、ウ
ィンケルスタイン（Ｗｉｎｋｅｌｓｔｅｉｎ，Ｊ．）、ラッセル（Ｒｕｓｓｅｌｌ，Ｈ．
）およびシッペル（Ｓｉｐｐｅｌ，Ｊ．Ｅ．）、２０　Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏ
ｌ．８０２～８０５（１９８４）によって報告されたものと比べて勝るとも劣らないもの
であった。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１２】
【非特許文献１】パーキンソン（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ，Ａ．Ｊ．）、ラビーゴ（Ｒａｂｉ
ｅｇｏ，ＭＥ．）、セプベダ（Ｓｅｐｕｌｖｅｄａ，Ｃ．）、デービッドソン（Ｄａｖｉ
ｄｓｏｎ，Ｍ．）およびジョンソン（Ｊｏｈｎｓｏｎ，Ｃ．）、３０　Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍ
ｉｃｒｏｂｉｏｌ．３１８～３２２（１９９２）
【非特許文献２】スツエルツ（Ｓｔｕｅｒｔｚ，Ｋ）、メルクス（Ｍｅｒｘ，Ｉ）、アイ
フェルト（Ｅｉｆｆｅｒｔ，Ｈ．）、シュムツハルト（Ｓｃｈｍｕｔｚｈａｒｄ，Ｅ．）
、マデール（Ｍａｄｅｒ，Ｍ．）およびナウ（Ｎａｕ，Ｒ．）、３６　Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍ
ｉｃｒｏｂｉｏｌ．２３４６～２３４８
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【非特許文献３】ヨルケン（Ｙｏｌｋｅｎ，Ｒ．Ｈ．）、デービス（Ｄａｖｉｓ，Ｄ．）
、ウィンケルスタイン（Ｗｉｎｋｅｌｓｔｅｉｎ，Ｊ．）、ラッセル（Ｒｕｓｓｅｌｌ，
Ｈ．）およびシッペル（Ｓｉｐｐｅｌ，Ｊ．Ｅ．）、２０　Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂ
ｉｏｌ．８０２～８０５（１９８４）
【発明の概要】
【００１３】
発明の簡単な説明
　本発明によれば、ウサギに産生させた肺炎連鎖球菌のＣ多糖抗原に対する抗体を、約１
０％未満の蛋白質含有量を有する単離および精製したＣ多糖抗原によってアフィニティー
精製する。
【００１４】
　これらのアフィニティー精製抗体を、被験試料由来の肺炎連鎖球菌Ｃ多糖抗原と、ニト
ロセルロース基質上に固定化されたもう１つのアフィニティー精製されたＣ多糖抗体との
サンドイッチが形成されると呈色反応を生じる物質と結合させる。
【００１５】
　本検査は使い捨て式の免疫クロマトグラフィー検査装置の中で行われ、結果を解釈する
ための計測器は必要ない。これは検査技術の訓練を全く積んでいない人も容易に首尾よく
行うことができる。
【００１６】
　肺炎連鎖球菌による肺炎を診断するための好ましい被験試料は患者の尿であるが、本検
査は血清および喀痰を含む、肺炎連鎖球菌を含む他の体液試料でも行うことができる。肺
炎連鎖球菌による髄膜炎の診断は、患者の脳脊髄液を被験試料として用いて容易に行うこ
とができる。　
【００１７】
　本発明は、１５分以内の時間で行うことができ、結果を得るのにその８～１２倍もの時
間およびはるかに多大な作業を必要とするＥＩＡ検査と少なくとも同等な特異性および感
度を有する、肺炎連鎖球菌に関する検査の恩典を初めて提供するものである。本検査は容
易に行うことができ、特別な訓練、装置および計測器を必要とせず、肺炎連鎖球菌による
肺炎の迅速診断を可能とする。これは診察室で容易に行うことができ、このため、患者に
肺炎連鎖球菌に特異性のある治療処方を直ちに行うことが可能となる。当然ながら、これ
は臨床検査室でも行うことができるが、さらに老人施設、患者の自宅、または肺炎連鎖球
菌による肺炎もしくは他の病的状態が流行していると疑われる任意の環境でも用いること
ができる。
【００１８】
　本発明の検査は、中耳炎、気管支炎または副鼻腔炎などの疾病状態が出現した時に行う
ことが重要であり、これは、これらのいずれかが他の感染性因子ではなく肺炎連鎖球菌に
起因することが確認された時点で適切な治療法を直ちに開始することができるためである
。小児は耳管の長さが短く、直径が細いので特に中耳炎にかかりやすいため、肺炎連鎖球
菌が存在すれば、より重篤なまたは生命にかかわる疾病状態が発現する前にそれを早期発
見することができる。ノリス（Ｎｏｒｒｉｓ）ら、Ｊ．Ｐｅｄｉａｔｒｉｃｓ、８２１～
８２７（１９６６）およびホンゲング（Ｈｏｎｇｅｎｇ）ら、１３０　Ｊ．Ｐｅｄｉａｔ
ｒｉｃｓ、Ｎｏ．５（Ｍａｙ　１９９７）による論文では、鎌状赤血球症の小児は肺炎連
鎖球菌感染症に極めてかかりやすく、中でもこの階層では肺炎連鎖球菌による敗血症が最
も頻度の高い侵襲性感染であり、いったん感染した者は再発およびその後の死亡のリスク
が極めて高いことを示している。明らかに、これらの患者の尿を検査するために本発明の
ＩＣＴ検査を常用することは、これらの論文のうち２番目のものが推奨しているペニシリ
ン予防を絶えず行うという必要性を軽減する上で有用であると思われる。
【００１９】
　本検査の実施が容易であり、尿中の肺炎連鎖球菌のＣ多糖抗原が検出可能であることは
、体調がかなり優れないと報告し、関係のある感染症の明らかな臨床徴候を呈していない
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患者にこの検査を行うことが賢明であると考えられることを示唆する。尿ＩＣＴ検査の結
果が陽性となるのに十分な程度の量の肺炎連鎖球菌が存在することが確認されたこのよう
な患者はすべて、より重篤な感染症を発症すると予想される候補者であり、それが重篤化
する前に適切な治療を施すことによって疾患の発症を妨げうることが本発明によって新た
に提示される。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】図１およびこれに関連した図１Ａ、１Ｂおよび１Ｃは、以下に詳細に述べる肺炎
連鎖球菌アッセイ法を行うために適合化された、典型的なＩＣＴ装置の構造を示している
。
【図１Ａ】図１およびこれに関連した図１Ａ、１Ｂおよび１Ｃは、以下に詳細に述べる肺
炎連鎖球菌アッセイ法を行うために適合化された、典型的なＩＣＴ装置の構造を示してい
る。
【図１Ｂ】図１およびこれに関連した図１Ａ、１Ｂおよび１Ｃは、以下に詳細に述べる肺
炎連鎖球菌アッセイ法を行うために適合化された、典型的なＩＣＴ装置の構造を示してい
る。
【図１Ｃ】図１およびこれに関連した図１Ａ、１Ｂおよび１Ｃは、以下に詳細に述べる肺
炎連鎖球菌アッセイ法を行うために適合化された、典型的なＩＣＴ装置の構造を示してい
る。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　一般的には、本明細書で記載される肺炎連鎖球菌に関するＩＣＴアッセイ法は、当技術
分野で開示されている任意の既知の使い捨て式ＩＣＴ装置で行われるように設計および構
成することができる。好ましくはそれは、そのすべてがスミスクライン・ダイアグノステ
ィクス社（Ｓｍｉｔｈ－Ｋｌｉｎｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．）に譲渡され、
ヒト呼吸器系疾患の診断を含む広範な分野の使用に関してビナックス社（Ｂｉｎａｘ，Ｉ
ｎｃ．）（これには本出願の譲渡の権利が与えられている）に独占的にライセンスされて
いる、同時係属出願であるハワード・チャンドラー（Ｈｏｗａｒｄ　Ｃｈａｎｄｌｅｒ）
の米国特許出願第０７／７０６，６３９号、またはその一部継続出願の一つに開示された
種類のＩＣＴ装置を用いて実施されるように設計され、実施される。
【００２２】
　好ましい装置は、その一つの領域に、肺炎連鎖球菌のＣ多糖抗原に対する抗原特異的多
価抗体を適切に含浸させる。標識化した抗原特異的抗体を装置のもう一つの領域に適用す
る。肺炎連鎖球菌を含む疑いのある被験試料は、まず標識化された抗原特異的抗体と接触
させて、続いて標識化されていない結合型の抗原特異的抗体を含む装置の領域へと試料と
ともに流され、そこで試料中に肺炎連鎖球菌が存在する場合には、接触によってすでに形
成されている標識抗体：Ｃ多糖抗原結合物が固定されアフィニティー精製された非標識抗
体と結合し、その結果、可視的な呈色反応が生じる。標識は、標識抗体：抗原複合体と結
合型非標識抗体との反応によって可視的な呈色を生じるような当技術分野で周知の任意の
物質であってもよい。このような標識には、種々の微細金属と、種々の有機分子と、別の
呈色分子との酵素結合物などの種々の分子の結合物とが含まれる。本発明における好まし
い標識は金コロイド粒子である。
【００２３】
　検査装置の設計に当たって非常に重要なことは、反応が起こる検査装置の２つの部位の
それぞれに存在する抗体の濃度が、被験試料が標識抗体と接触した際に、被験試料中の抗
原を標識抗体によって確実に捕捉するのに十分な程度であること、ならびに標識抗体：抗
原結合物が試料捕捉ライン（ｓａｍｐｌｅ　ｃａｐｔｕｒｅ　ｌｉｎｅ）で結合型抗体に
よって容易に捕捉および保持されるということである。本発明に関連して行った実験作業
により、肺炎連鎖球菌のＣ多糖抗原に対する活性抗体は、抗原：抗体反応が起こる検査装
置の各部位に７．７ナノグラム／ｍｍ２表面積から３８５ナノグラム／ｍｍ２表面積の範
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囲の濃度で存在する必要があることが示された。反応させようとする部位に存在する抗体
の濃度が７．７ナノグラム／ｍｍ２未満であれば、偽陰性の結果が得られる可能性が高く
なる。
【００２４】
　肺炎連鎖球菌のＣ多糖抗原に対する抗体のアフィニティー精製の様々な方法が、知られ
ている。本発明には以下に述べるものが好ましいが、それ以外のものを代わりに用いても
よい。しかし、本発明のアフィニティー精製抗体は、シェーグレン（Ｓｊｏｇｒｅｎ）お
よびホーム（Ｈｏｌｍｅ）、１０２　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　９３～１０
０（１９８７）によって記載された「アフィニティー精製抗体調製物」とは明確に区別さ
れるべきことに注意が必要である。これらの著者は、温水フェノールによって精製した、
１７％の蛋白質を含む肺炎連鎖球菌のＣ多糖抗原を入手し、それをイオン交換ゲルＤＥＡ
Ｅ－セファロースＣＬ６Ｂに吸着させた。４８時間インキュベートした後にこの調製物は
ｐＨ７．２というほぼ中性のカラムに充填された。この抗原のゲルとの結合率は約６０％
とされている。抗体はこれらのカラムに入れ、３０分間インキュベートした後にカラムを
０．５Ｍ　ＮａＣｌ（ＰＢＳ中）により溶出させた。イオン交換カラムから、抗原の漏出
がしばしば起こることが知られている。この系では、ゲルから溶出した生成物は、本発明
の精製された抗原の調製物ではなく、インサイチューで形成された抗体と抗原との免疫複
合体であると仮定することが妥当である。本発明では、１０％未満の蛋白質を有する精製
された抗原は、ＢＳＡ－ヒドラジン結合物などのスペーサー分子と共有結合し、この結果
生じた標識抗原：結合リガンドを、次に、実施例４のホルミルスフェリローズ（Ｆｏｒｍ
ｙｌ　Ｓｐｈｅｒｉｌｏｓｅ）などのクロマトグラフィーゲルと共有結合させ、その後に
カラムに用いることに特に留意する必要がある。抗体を添加し、強酸性の緩衝液を用いて
、カラムに固定された抗原から溶出させる。
【００２５】
　本明細書の好ましい抗体は、アメリカンタイプカルチャーコレクション（Ａｍｅｒｉｃ
ａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ）からアクセッション番号ＡＴ
ＣＣ　３９９３８として入手しうる、莢膜をもたない肺炎連鎖球菌株である肺炎連鎖球菌
Ｒ６株を、動物に注射する前に細胞を加熱殺菌した上でウサギに注射することによって首
尾よく産生される。適切な期間の後に、所望のの抗体を含む血清を入手するために動物の
採血を行い、続いてそれを精製する。本発明の範囲を逸脱することなく、肺炎連鎖球菌Ｃ
多糖抗原に対する他の抗体を、本明細書で具体的に述べる抗体の代わりに使用することも
できる。
【００２６】
　抗体を、まず、他の一般的な感染性細菌との交差反応性に関して検査する必要がある。
本明細書に参照される好ましい抗体は、ＥＬＩＳＡ法を用いて、下記のそれぞれに対する
交差反応性に関して検査した：シトロバクター・フレウンディ（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ
　ｆｒｅｕｎｄｉｉ）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ
）、エンテロバクター・クロカーエ（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅ）、エ
ンテロバクター・フェカーリス（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆａｅｃａｌｉｓ）、Ｂ群
連鎖球菌ＩＩＩ型（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ、ｇｒｏｕｐ　Ｂ、Ｔｙｐｅ　ＩＩＩ）
、大腸菌、髄膜炎菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ）、サルモネラ・
クバナ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｃｕｂａｎａ）、サルモネラ・パラチフィＡ（Ｓａｌｍ
ｏｎｅｌｌａ　ｐａｒａｔｙｐｈｉ　Ａ）、肺炎桿菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕ
ｍｏｎｉａｅ）、Ｂ群連鎖球菌ＩＩ型（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ、Ｇｒｏｕｐ　Ｂ、
ｔｙｐｅ　ＩＩ）、表皮ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉ
ｄｉｓ）、腸炎菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ）、Ａ群連鎖球菌（
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ、Ｇｒｏｕｐ　Ａ）、霊菌（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅ
ｓｃｅｎｓ）、カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ）、インフ
ルエンザ菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）、モラクセラ・カタラー
リス（Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｃａｔａｒｒｈａｌｉｓ）、コリネバクテリア・クチェリ（
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Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｋｕｔｓｃｈｅｒｉ）、シュードモナス・プチダ（Ｐ
ｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐｕｔｉｄａ）、尋常変形菌（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉ
ｓ）、エンテロコッカス・アビウム（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ａｖｉｕｍ）、アシネ
トバクター・バウマンニ（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｎｉｉ）、クレブ
シエラ・オキシトカ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａ）、アシネトバクター・ル
オフリ（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｌｗｏｆｆｌｉ）、緑膿菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎ
ａｓ　ａｅｒｏｇｉｎｏｓａ）、スタフィロコッカス・サフロフィティカス（Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｈｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ）、エンテロコッカス・デュランス
（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｄｕｒａｎｓ）、ウシコリネバクテリウム（Ｃｏｒｙｎｅ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ）、プロテウス・ミラビリス（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒ
ａｂｉｌｉｓ）、シュードモナス・ステュツェリ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｔｕｔｚ
ｅｒｉ）、シュードモナス・セパチア（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｃｅｐａｃｉａ）、チ
フス菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉ）、Ｆ群連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃ
ｕｓ、Ｇｒｏｕｐ　Ｆ）、Ｂ群連鎖球菌１ａ型（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ、Ｇｒｏｕ
ｐ　Ｂ、ｔｙｐｅ　１ａ）、カンジダ・ステラトイデス（Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｔｅｌｌａ
ｔｏｉｄｅｓ）、ストレプトコッカス・パラサングイス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　
ｐａｒａｓａｎｇｕｉｓ）、Ｇ群連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ、Ｇｒｏｕｐ　
Ｇ）、Ｃ群連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ、Ｇｒｏｕｐ　Ｃ）、ストレプトコッ
カス・ミュータンス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｍｕｔａｎｓ）、モルガネラ・モル
ガニイ（Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉｉ）、スタフィロコッカス・ヘモリティ
カス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）、Ｂ型インフルエン
ザ菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ　ｔｙｐｅ　Ｂ）、ステノトロホ
モナス・マルトフィリア（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ　ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ
）、Ｄ型インフルエンザ菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ　ｔｙｐｅ
　Ｄ）、ガードネレラ・バギナリス（Ｇａｒｄｎｅｒｅｌｌａ　ｖａｇｉｎａｌｉｓ）、
ストレプトコッカス・ミティス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｍｉｔｉｓ）、パライン
フルエンザ菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）、ストレプト
コッカス・サングイス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｎｇｕｉｓ）および分類不能
インフルエンザ菌（Ｈ．ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ　ｎｏｎｔｙｐｅａｂｌｅ）。
【００２７】
　明らかな交差反応性が認められたのは、ストレプトコッカス・ミティスおよび黄色ブド
ウ球菌のみであった。第一のＳ．ミティス（Ｓ．ｍｉｔｉｓ）は心内膜炎の原因因子であ
り、本症の患者の症状は明らかであるため、医師は肺炎連鎖球菌の肺感染によるものと臨
床的に容易に区別することができる。Ｓ．ミティス（Ｓ．ｍｉｔｉｓ）　は肺炎連鎖球菌
と同一のＣ多糖抗原を含んでおり、この２つはいずれも心内膜炎を引き起こすが、肺炎連
鎖球菌がこれを引き起こすのは、通常、原発性肺炎が適切に治療されず、続いて菌血症お
よび／または心内膜炎もしくは別の病的二次感染症を発症するような患者の場合である。
これに対して、Ｓ．ミティスは肺炎の原因因子ではなく、Ｓ．ミティスに起因する心内膜
炎は通常、他の感染症とは無関係に発症する。このため、Ｓ．ミティスによる原発性心内
膜炎が疑われる症例を、必要な場合には、本発明のアッセイ法を用いて確認することがで
きる。しかし、Ｓ．ミティスは肺炎連鎖球菌に比べて尿中に存在する可能性が低いため、
このような場合には血清のアッセイによって確定的な情報が得られる可能性が高いと思わ
れる。
【００２８】
　黄色ブドウ球菌のいくつかの菌株は、ＩｇＧと無差別に結合する、すなわちすべての抗
体と結合する非特異的蛋白質であるプロテインＡを分泌する。存在が疑われるこれらの黄
色ブドウ球菌の有無は、当技術分野で周知の他の簡単な検査を行うことによって容易に確
認または否定することができる（実施例９に示す通り、プロテインＡが存在しない黄色ブ
ドウ球菌の菌株は本発明の抗体と交差反応性を示さない）。インフルエンザ菌とはわずか
な交差反応性が認められたが、これは尿試料中の肺炎連鎖球菌の検出に問題となる程度で
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はないと考えられる。
【００２９】
　以下の実施例は、抗体を精製し、これによって抗原特異的な多価抗体調製物を得るため
に用いる抗原の予備的分離および精製を含む、抗体のアフィニティー精製の好ましい様式
を例示したものである。
【実施例】
【００３０】
実施例１―細菌の増殖条件
　肺炎連鎖球菌Ｒ６株（ＡＴＣＣ番号３９９３８）を、２０ｍＭヘペス（Ｈｅｐｅｓ）緩
衝液を加えた肺炎連鎖球菌用培地中で増殖させた。培地の１リットル当たりの組成は以下
の通りである：
　カゼイン膵液消化物　１７．０ｇ．
　グルコース　１０．０ｇ．
　ＮａＣｌ　５．０ｇ．
　大豆粉のパパイン消化物　３．０ｇ．
　酵母抽出物　３．０ｇ．
　Ｋ２ＨＰＯ４　２．５ｇ．
　ＨＥＰＥＳ　２０ｍＭ
この培地のはじめのｐＨは２６℃で７．２±０．２であった。これに１５ｐｓｉおよび１
２１℃で１５分間オートクレーブ処理を行い、取り出して冷ました。
【００３１】
　肺炎連鎖球菌Ｒ６株（ＡＴＣＣ番号３９９３８）の凍結アリコートを５％ヒツジ血液寒
天番地に接種し、増殖させた。プレートからの増殖物を播種用培地の少量のアリコート中
に採取し、上記の組成の肺炎連鎖球菌用補足培地１，７００ｍｌをそれぞれ含む３つのフ
ラスコにこの播種用培地を接種して、３７℃の５％ＣＯ２雰囲気下で換気は行わずに攪拌
しながらさらに増殖させた。培地のｐＨが５．５以下に低下した時点（対数期後期）でフ
ラスコをインキュベーターから取り出し、０．１％アジ化ナトリウムで細胞を死滅させ、
自己溶菌を防ぐためにｐＨを７．０以上に調整した。続いてフラスコを４℃に一晩保った
。翌日に各フラスコから採取した懸濁液を８，０００ｒｐｍで６０分間遠心処理した。続
いてペレットを集めて１３，０００ｒｐｍで３０分間遠心処理した。ペレットの湿重量を
記録して－２０℃で保存した。
【００３２】
実施例２―１０％未満の蛋白質を含む肺炎連鎖球菌Ｃ多糖抗原の単離
　実施例１の通りに増殖、処理および保存を行った細胞を室温で解凍し、０．２％アジ化
ナトリウムを加えたｐＨ　７．２のリン酸緩衝生理食塩水（「ＰＢＳ」）中に緩衝液１．
２ｍｌに対して湿潤細胞１ｇの割合で懸濁化し、室温に２日間おいた。
【００３３】
　続いて、湿潤細胞１ｇ当たり１１ｍｌの０．１Ｎ　ＮａＯＨを肺炎連鎖球菌懸濁液（リ
ン酸緩衝生理食塩水中）に添加し、ｐＨ　１２．３４（ｐＨ計による測定）となったもの
を約３０℃で４５分間インキュベートした。続いて２Ｎ　ＨＣｌで懸濁液のｐＨを２．７
５（ｐＨ計による測定）に調整した後に、懸濁液を３，５００ｒｐｍで２５分間遠心処理
した。上清を分離し、１Ｎ　ＮａＯＨでｐＨを７．０～７．１に調整した。この本質的に
中和された上清を分子量カットオフ値１２，０００～１４，０００の透析チューブ（Ｓｐ
ｅｃｔｒａ／Ｐｏｒから入手）に入れ、水に対して４℃で２日間透析した。透析上清を真
空ロータリー蒸発装置で２５～４０倍に濃縮した。
【００３４】
　湿潤細胞１ｇ当たり０．２０ｍｇのプロテイナーゼＫ（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎ
ｎｈｅｉｍ製）を添加し、混合物を３７℃に３．５～４時間放置した後、室温で翌日まで
放置した。
【００３５】
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　プロテイナーゼＫによる消化の後に、この結果得られた上清をスペクトラ／ポー（Ｓｐ
ｅｃｔｒａ／Ｐｏｒ）社製の分子量カットオフ値１２，０００～１４，０００の透析チュ
ーブに入れ、水に対して４℃で透析した。透析上清を１２等分してそれぞれを３０ｍｌガ
ラス管に入れ、当容積の９０％フェノールと混合した。管を密封し、水面の高さがチュー
ブ内の混合物の高さをわずかに上回るようにして温水浴中で６８～７２℃で３分間インキ
ュベートした。肉眼で懸濁液がほぼ均一となるように、各チューブ内の懸濁液をパスツー
ル型ガラスピペットで時折攪拌した。このインキュベーションの後に、懸濁液を室温で３
０分間放置し、続いて１５℃、５，０００ｒｐｍで４０分間遠心処理した。
【００３６】
　続いて、各チューブ内の上方の水相をガラス製注射筒で慎重に回収し、その容積を個々
のチューブに関して慎重に測定した上で、等容積の水を代わりに加えた。懸濁液を６８～
７２℃でインキュベートした後に再び１５℃、５，０００ｒｐｍで４０分間遠心処理し、
さらにこれをもう１回繰り返した。
【００３７】
　続いて、各チューブ内の下方のフェノール相をガラス製注射筒で慎重に回収し、中間相
（水－フェノール混合物）および上相（水）はチューブ内に残した。その間に、抽出した
フェノール相を併せたものに対して約１０：１の容積比の冷エタノールを含むフラスコを
氷浴中に置いた。このフラスコにフェノール相をよく攪拌しながらゆっくりと滴下した。
フェノール相の添加後も攪拌を１０～１５分間続け、その後に、Ｃ多糖抗原のペレット化
を促すために混合物を４℃の冷蔵室に入れ、一晩放置した。翌日に混合物を４℃、１２，
０００ｒｐｍで２０分間遠心処理した。この結果得られたＣ多糖抗原のペレットを湿潤細
胞１ｇ当たり約０．４ｍｌの水にて懸濁化し、スペクトラ／ポー（Ｓｐｅｃｔｒａ／Ｐｏ
ｒ）社製の上記の分子量カットオフ値１２，０００～１４，０００の透析チューブを用い
て蒸留水に対して４℃で透析した。この結果得られたＣ多糖抗原の水溶液を凍結乾燥して
秤量した。その蛋白質濃度はローリー法によって評価し、その組成はウエスタンイムノブ
ロットアッセイ法によるＳＤＳ－ＰＡＧＥ（１２％ゲル）で確認し、そのＣ多糖抗原活性
はＥＬＩＳＡによって確認した。
【００３８】
　この操作を何回も繰り返した。肺炎連鎖球菌Ｃ多糖抗原の全収率は肺炎連鎖球菌Ｒ６株
の湿潤細胞１ｇ当たり１．２～１．４％であり、その蛋白質含有量は約５～約８％の間で
あることが明らかになった。
【００３９】
　一般に、１０％を上回る蛋白質含有量のＣ多糖抗原調製物は、蛋白質含有量が１０％未
満の調製物よりも本発明が首尾よく実施される可能性が低くなると考えられることに注意
が必要である。
【００４０】
実施例３―抗原のＢＳＡ結合物の調製
　ウサギ抗肺炎連鎖球菌Ｒ６株抗体のアフィニティー精製を行うため、精製された肺炎連
鎖球菌Ｒ６株Ｃ多糖抗原をクロマトグラフィーカラムにカップリングさせるために、ＢＳ
Ａ－ヒドラジン結合物を選択した。このカップリング機能を実現するために、類似の機能
を有する他の既知の材料を選択して結合させてもよい。
【００４１】
　ＢＳＡ－ヒドラジン結合物は以下の通りに調製した：
　アルドリッチケミカル社（Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．）から入手した
二塩酸ヒドラジンを水に溶かして０．５Ｍ溶液を作製した。乾燥ＮａＯＨでｐＨを５．２
に調整し、シグマケミカル社（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．）製の乾燥ウシ血
清アルブミン（「ＢＳＡ」）を添加してＢＳＡの最終濃度を２５ｍｇ／ｍｌとした。ＢＳ
Ａを完全に溶解した後、Ｎ－（ジメチルアミノプロピル）－Ｎ１－エチルカルボジイミド
塩酸塩（Ｆｌｕｋａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．製）を最終濃度が２．５ｍｇ／ｍｌとな
るように添加した。この反応混合物を連続攪拌しながら室温で一晩インキュベートした。
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その翌日に水に対して４℃で十分に透析した。結合物の濃度はベックマン（Ｂｅｃｋｍａ
ｎ）ＤＵ　６４０分光光度計を用いて２８０ｎｍで測定した（ＢＳＡ濃度として）　。
【００４２】
　この結合物を肺炎連鎖球菌Ｒ６株Ｃ多糖抗原とカップリングさせるための手順は以下の
通りである：
　抗原の乾燥調製物１．１ｍｇ／ｍｌを蒸留水に溶解した。希塩酸を用いて溶液のｐＨを
５．０～６．０に調整した。ＢＳＡ：ヒドラジン結合物の濃度２３ｍｇ／ｍｌの水溶液を
希塩酸で処理し、そのｐＨを４．０～５．０の範囲にし、この溶液を約１：６．６５の容
積比（重量比で約３：１）となるように抗原溶液にゆっくりと添加した。３分間攪拌した
後、約１００～２００ｍｃｌの蒸留水に溶解したＮ－（ジメチルアミノプロピル）－Ｎ１

－エチルカルボジイミド塩酸塩（Ｆｌｕｋａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．製）を、Ｃ多糖
抗原に対して重量比約１～１．９２となるように、Ｎ－エチルカルボジイミド塩酸塩中の
反応混合物に添加した。
【００４３】
　室温で２時間攪拌した後、得られた混合物のｐＨを希ＮａＯＨで約９．０に調整した。
その後、室温で１時間、続いて４℃で一晩インキュベーションを行った。
【００４４】
実施例４―アフィニティーカラムの調製および抗体の精製
　実施例３で得たリガンド溶液に希塩酸を添加してｐＨを７．０にした。免疫吸着ゲルの
基質としてはイスコ社（Ｉｓｃｏ，Ｉｎｃ．）製のホルミルスフェリローズ（Ｆｏｒｍｙ
ｌ　Ｓｐｈｅｒｉｌｏｓｅ）を選択した。Ｃ多糖抗原のリガンドとこの基質とのカップリ
ングは、既知の手順、例えばスフェリローズの使用（Ｓｐｈｅｒｉｌｏｓｅ　ａｐｐｌｉ
ｃａｔｉｏｎｓ）、ＩＳＣＯ社使用説明書（ＩＳＣＯ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　Ｂｕ
ｌｌｅｔｉｎ）７８、２８～３５ページに記載された通りに行った。他の既知の基質およ
びカップリング手順で代用してもよい。
【００４５】
　ゲルをカラムに充填し、蒸留水、ｐＨ　２．５の０．２Ｍグリシン－ＨＣＬ溶液、ｐＨ
　７．２の３倍強度のリン酸緩衝生理食塩水、およびｐＨ　７．２の標準強度のＰＢＳを
順次、それぞれの溶液をゲル容積の５～１０倍の容積で用いて洗浄した。
【００４６】
　続いて、この結果得られた活性化カラムを、抗体をアフィニティー精製し、これによっ
て抗原特異的抗体を得るために以下の通りに用いた：
　肺炎連鎖球菌Ｒ６株（ＡＴＣＣ番号３９９３８）の加熱殺菌細胞全体に対するウサギ抗
血清を乾燥ＮａＣｌを混合して最終濃度を０．５Ｍとした。この混合物を８，５００ｒｐ
ｍで２０分間遠心処理し、上清を原綿で濾過した。この濾液をアフィニティーカラムにか
けた。非結合成分はｐＨ　７．２の３倍強度のリン酸緩衝生理食塩水およびｐＨ　７．２
の標準強度のリン酸緩衝生理食塩水を用いてカラムから洗い流した。ｐＨ　２．５の０．
２Ｍグリシン－ＨＣｌ緩衝液を用いてカラムから抗体を溶出させた。ベックマン（Ｂｅｃ
ｋｍａｎ）分光光度計を用いて２８０ｎｍで溶出液を観測し、抗体を含む画分を氷水浴に
入れたフラスコにプールした。プールした画分をｐＨ　９．０の０．５Ｍ　ＮａＨ２ＰＯ

４水溶液で中和した。
【００４７】
　２８０ｎｍにおける分光光度計による吸光度の値から抗体の濃度を評価した。
【００４８】
　この抗体溶液をｐＨ　７．２のＰＢＳに対して透析し、アミコン（Ａｍｉｃｏｎ）社か
ら入手したＰＭ－１０フィルターを用いて、抗体の濃度が０．８～１．５ｍｇ／ｍｌとな
るまで濃縮した。
【００４９】
　このように処理した肺炎連鎖球菌Ｒ６株に対するウサギ抗血清２５ｍｌから、アフィニ
ティー精製抗体が１８～２０ｍｇ回収されたことが明らかになった。
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【００５０】
　以下の実施例で述べる肺炎連鎖球菌Ｃ多糖抗原に対して特異的なＩＣＴ検査には、これ
らのアフィニティー精製抗体を用いた。
【００５１】
実施例５―ＩＣＴ装置およびその調製
Ａ．検査装置の調製：
　検査結果および対照結果の両方の観察を可能にするウィンドウを備えた中折れ式の厚紙
ハウジングを含む検査装置を、図１に示すように調製した。本装置は、試料を染み込ませ
た綿棒を右側から収容するための成形済みのプラスチック製綿棒用ウェルが内部に配置さ
れた陥凹部を有する（図中に１と記したもの）。続いて図１Ａに示したオーバーラベルを
装置の右側全体に被せる。このオーバーラベルには２つの穴が備わっており、下方のもの
（図１ＡにＢと表記）の中には液体が染み込んだ綿棒を挿入し、上方のもの（図１ＡにＢ
と表記）は綿棒を穴Ｂに挿入した後にそれに向かって押し進めるためのものである。穴Ａ
および穴Ｂを備えたオーバーラベルならびに綿棒の位置は、アッセイ中に綿棒が正しい位
置に保たれ、吸収された液体の綿棒からの圧出が促されるようにうまく連携する。
【００５２】
　以下に述べるあらかじめ組み立てられた検査ストリップ（図１にＣと表記）を陥凹部（
図１に２と表記）に挿入し、その底部に塗布された接着剤によって固定する。図１Ｂに示
すオーバーラベルは左側の最上部に配置される。これには、測定の実行のため、装置を閉
じた時に右側の穴Ａと嵌合する１つの穴（図１ＢにＤと表記）が備わっている。
【００５３】
　組み立てられた装置は、乾燥剤を加えた密封パウチに入れて使用時まで保管する。パウ
チの密封および保管の前に、装置の右半分の外縁にゆるく接着テープを付ける。
【００５４】
Ｂ．検査ストリップの構成および調製
　図１Ｃは、あらかじめ組み立てられたストリップの構成を示す。これは、金粒子と上記
の抗原特異的ウサギ抗肺炎連鎖球菌Ｃ多糖抗原抗体との結合物を染み込ませた吸着剤の結
合物パッドを含む。結合物パッドはアールストローム１２８１（Ａｈｌｓｔｒｏｍ　１２
８１）（図示していない）のブリッジパッドにより、上記の通りに調製した抗原特異的ウ
サギ抗肺炎連鎖球菌Ｃ多糖抗原抗体のストリップを包埋することにより、結合物と反応さ
せる試料のための捕捉ラインが設置されたニトロセルロースパッドと連結される。ニトロ
セルロースパッドには、パッドにヤギ抗ウサギ免疫グロブリン（ＩｇＧ）の縞を入れるこ
とにより、下流対照ラインも設置されている。ニトロセルロースパッドに続いて、ストリ
ップの末端には液体溜めとしての役割を果たす吸着剤パッドがある。これらのパッドはす
べて接着性ストリップによって裏打ちされた上で装置内に配置される。
【００５５】
　この結合物パッドは通常、不織ポリエステルまたは押出酢酸セルロース製である。この
パッドをアッセイ用に調製するために、上記の通りに調製したアフィニティー精製後のウ
サギ抗肺炎連鎖球菌Ｃ多糖抗体に直径５０ｎｍの金粒子を結合させる。この結合は、ポラ
ック（Ｐｏｌａｋ，Ｊ．Ｍ．）およびファンノーデン（Ｖａｎ　Ｎｏｒｄｅｎ，Ｓ．）（
編）、「免疫化学：最近の方法および応用（Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ：Ｍｏｄｅ
ｒｎ　ＭｅｔｈｏｄｓおよびＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ）」（Ｗｒｉｇｈｔ、Ｂｒｉｓｔｏ
ｌ、Ｅｎｇｌａｎｄ、１９８６）においてデメイ（ＤｅＭａｙ）によって記載された方法
などの既知の方法を用いて行われる。この金結合粒子を、１．０％ＢＳＡ、０．１％Ｔｒ
ｉｔｏｎ　Ｘ－１００、２．０％Ｔｗｅｅｎ　２０、６．０％ショ糖および０．０２％ア
ジ化ナトリウムを含む、ｐＨ　８．０の５ｍＭ四ホウ酸ナトリウム水溶液からなる乾燥剤
と混合する。水分がすべて除去される程度にパッドを加熱し、検査ストリップを組み立て
るまで低湿度環境で保管する。これらのパッドおよびその処理は、パッドが乾燥結合物を
保持し、後に試料によって湿潤した場合にのみそれを遊離するように特に選択されたもの
である。
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【００５６】
　ニトロセルロースパッドをまず、リン酸緩衝生理食塩水の担体溶液を用いて、その第１
の部分にアフィニティー精製されたウサギ抗肺炎連鎖球菌Ｃ多糖抗体の縞を包埋すること
によって処理する。これらの抗体は捕捉ラインとして作用する。組み立てられた検査装置
で第１の部分の下流に位置するパッドの第２の部分には、パッドの表面に同一の担体溶液
中のヤギ抗ウサギＩｇＧの縞を入れることによって対照ラインを設置する。続いて、蛋白
質の縞の永続的な吸着を促すためにニトロセルロースパッドを１８～２５℃で乾燥させる
。
【００５７】
　用いる吸着剤パッドはアールストローム９３９（Ａｈｌｓｔｒｏｍ　９３９）の名称で
市販されているセルロース材料によるものである。このパッドには特別な処理は必要ない
。
【００５８】
Ｃ．キットの調製
　販売される時点では、完成した検査ストリップを含む検査装置は組み立てられる。実際
に、ダクロン繊維から作られた相応の数の綿棒、および試薬Ａを滴下するために適合化さ
れた上端が備えられた「試薬Ａ」の瓶とともに、数多くの装置が包装されている。「試薬
Ａ」は、ｐＨ　６．５の０．０５Ｍクエン酸ナトリウム－リン酸ナトリウム緩衝液中にあ
る２．０％Ｔｗｅｅｎ　２０、０．０５％アジ化ナトリウム、および０．５％ドデシル硫
酸ナトリウムの溶液である。各キットには陽性対照および陰性対照も含まれる。
【００５９】
実施例６―ＩＣＴアッセイ法の実施
　実際に、各装置を備えた綿棒を、綿棒の頭部を完全に浸漬するようにして液体試料に浸
す。尿、血液、リンパ液などの液体生物試料中および液体環境試料中に存在する溶解して
いない固体、半固体およびコロイド用のフィルターとして作用させるための綿棒の使用は
、１９９８年３月１９日に出願され、ビナックス社（Ｂｉｎａｘ，Ｉｎｃ．）に譲渡され
ている、ノーマン・ムーア（Ｎｏｒｍａｎ　Ｍｏｏｒｅ）およびビンセント・シー（Ｖｉ
ｎｃｅｎｔ　Ｓｙ）による同時係属出願中の米国特許出願第０９／０４４，６７７号の主
題である。綿棒を装置の底部にある穴（図１Ａの穴Ｂ）に挿入し、綿棒の先端が上部の穴
（図１Ａの穴Ａ）から見えるように上向きにゆっくりと押す。試薬Ａのバイアルを穴Ｂの
上に垂直に置き、試薬Ａを３滴ゆっくりと添加する。　続いて直ちに接着剤ライナーを装
置の右縁からはがし、装置を閉じてしっかりと密閉することにより、綿棒を綿棒用ウェル
内の金結合物パッドに対して押しつける。１５分間後には装置のウィンドウから結果を読
み取ることができる。陰性試料、すなわち、同定可能な肺炎連鎖球菌Ｃ多糖抗原を含まな
い試料では、ウィンドウの上半分に対照ラインのみが認められるはずである。標的抗原を
含む陽性試料の場合は２本のラインが認められると考えられ、このうち下方のものが患者
（または試料）ラインである。弱い試料ラインだけでも試料中に標的抗原が存在すること
を示す。１５分後にウィンドウ内に全くラインが出現しない場合、または試料ラインのみ
がウィンドウの下方に出現した場合には検査は無効であり、再度行う必要がある。
【００６０】
　上記の手順を用い、ちょうど先に述べたＩＣＴ手順を用いて、米国疾病管理センター（
Ｃｅｎｔｅｒｓ　ｆｏｒ　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ｃｏｎｔｒｏｌ）から入手した患者１４６例
の尿試料に対して、実施例５の通りに調製した装置を試験した。肺炎連鎖球菌感染の有無
に関する患者の診断は、血液培養、グラム染色、喀痰培養、自己溶解素ＰＣＲおよびニュ
ーモリジン（Ｐｎｅｕｍｏｌｙｓｉｎ）ＰＣＲを含むさまざまな異なる指標に基づいて行
われたが、尿アッセイ法の結果は得られていないため、本発明者らの検査施設において、
これらの試料のそれぞれを肺炎連鎖球菌Ｃ多糖抗原の有無に関して本明細書に述べるＩＣ
ＴおよびＥＬＩＳＡを用いて試験した。
【００６１】
　ＩＣＴおよびＥＬＩＳＡアッセイ法を行う作業者には、患者から採取された尿試料の米
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国疾病管理センター分類が肺炎連鎖球菌感染に関して陽性または陰性のいずれに診断され
たかを知らせなかった。ＩＣＴおよびＥＬＩＳＡの結果は少なくとも約１３４の症例では
感度および特異性の両面で同等であった。しかし、一部の症例ではＥＬＩＳＡおよびＩＣ
Ｔ検査はいずれも疾病管理センターから提供された患者の診断とは完全には対応しなかっ
た。肺炎連鎖球菌感染の診断のための基盤として培養評価は十分でないことが当技術分野
で認識されていること、および患者に行われた治療、または尿試料が採取された時間と治
療を開始した時間との関係に関する情報がないことが、すべての結果に関する完全に意味
のある比較を妨げる要因である。
【００６２】
　１３４の事例でＩＣＴおよびＥＬＩＳＡの結果が実質的に同等であったことにより、本
発明のこの１５分間のＩＣＴ検査が、肺炎連鎖球菌による感染症を迅速に診断し、それに
続いて患者に最も有効な治療を早期に行えるようにするという大きな利点が裏づけられた
。
【００６３】
実施例７―臨床試験
　実施例５の記載通りに調製した装置および実施例６の第１段落に記載した通りのＩＣＴ
手順を用い、特徴づけられた一連の検体を用いて、３つの施設で臨床試験を行った。これ
らには、入院患者および外来患者から採取した２７３件の尿検体が含まれる。２７３例の
患者のうち３５例は血液培養結果が陽性であり、２３８例は血液培養結果が陰性であった
（培養の方法はしばしば施設によって大きく異なることに注意が必要である）。血液培養
の結果が陽性であった患者の尿試料は、血液採取および抗生物質の投与開始から２４時間
以内に採取されたものと考えられる。血液培養検査が陰性であった患者の２３８件の尿試
料のうち、２８件は菌血症患者から、４件は膿胸の患者から、５３件は肺炎の患者から、
１５３件は尿路感染症の患者から採取されたものであった。
【００６４】
　加えて、感染が判明していない個人から採取した１００件の尿試料を、実施例５の通り
に調製した装置および実施例６に記載したＩＣＴ手順を用いる本発明の検査によってアッ
セイした。これらの個人からの血液試料は培養検査の結果では陰性であった。
【００６５】
　血液培養検査が肺炎連鎖球菌に関して陽性であった患者から採取した３５件の尿のうち
、３０件では本発明の検査で陽性の結果が得られ、５件の結果は陰性であった。血液培養
検査が陰性であった患者全例、および陰性と推定される１００例からの３３８件の尿試料
のうち、本発明のＩＣＴ検査で陽性であったのは２１件であり、３１７件は陰性であった
。ＩＣＴ検査の感度は８６％、特異性は９４％、精度は９３％と算出された。
【００６６】
　ＩＣＴによる尿検査が肺炎連鎖球菌に関して陽性であり、肺炎連鎖球菌に関する血液培
養が陰性であった患者については、他の検査によって尿路感染症の５例が大腸菌感染を有
し、２例がエンテロバクター・クロカーエ（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅ
）感染を有し、３例がラクトバシラス（ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）感染を有し、１例
はプロビデンシア・スチュアーチ（Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ　Ｓｔｕａｒｔｉｉ）に感染
し、１例は黄色ブドウ球菌に感染し、１例は連鎖球菌（非Ａ非Ｂ型）に感染し、１例は連
鎖球菌（非Ｄ型）にも感染していたことが確認されたことに注意する必要がある。また、
肺炎患者のうち２例は結核菌に感染し、１例はマイコバクテリウム・カンサシイ（Ｍｙｃ
ｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｋａｎｓａｓｉｉ）に感染していた。菌血症患者１例はプロテウ
ス・ミラビリス（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓ）にも感染していた。感染が判明
していない患者４例の尿試料が本発明のＩＣＴ検査では陽性であった。
【００６７】
実施例８―臨床試験
　下気道症状および敗血症症状を少なくとも１つ有するか、または別の理由で肺炎連鎖球
菌肺炎であることが疑われた、入院および外来患者から採取した２１５件の尿試料を評価



(17) JP 2015-180880 A 2015.10.15

10

20

30

40

50

するために、７つの病院で検査を行った。そのうち６つは米国、１つはスペインの病院で
ある。これらの検査では、実施例５に従って調製した装置を実施例６の手順で用い、その
結果を、同一患者から採取した血液検体に対して行った血液培養の結果と比較した。参加
施設の培養法の均一性は確認していない。
【００６８】
　血液培養の結果は、３１例が肺炎連鎖球菌に関して陽性との評価であり、１８４例が陰
性との評価であった。血液培養の結果が陽性であった患者３１例の尿試料に対して本発明
のＩＣＴ検査を行ったところ、２８例は陽性であり、３例は陰性であった。血液培養の結
果が陰性と評価された患者１８４例のうち４５例の尿試料は本発明のＩＣＴ検査では陽性
であり、１３９例の尿試料は陰性であった。この試験では、本発明の検査の感度は９０％
、特異性は７６％、精度は７８％であった。
【００６９】
　実施例７および実施例８における本発明のＩＣＴ検査を用いて得られた結果は、培養検
査に伴う公知の問題、および肺炎連鎖球菌肺炎に感染した患者の約８０％では血液標本が
肺炎連鎖球菌を含んでいないという周知の可能性を踏まえた上で考慮する必要がある。本
発明のアッセイの経験をさらに重ねることにより、比較の目的に血液培養検査を用いたた
めに、実施例７および８ではその特異性、感度および精度が低い値となったことが納得さ
れるように示されると考えられる。
【００７０】
実施例９―さらなる交差反応性試験
　実施例５の通りに調製した装置、および実施例６の手順を用いて、約１４４種の微生物
の試験を１０６～１０９ＣＦＵ／ｍＬの濃度で行った。試験を行ったそれぞれの微生物は
適切な寒天上で増殖させ、５　％ＣＯ２下にて３７℃で一晩インキュベートした後にプレ
ートを純度に関して検討し、十分に分離されている各微生物のコロニーを試験のために選
択した。
【００７１】
　１４４種の微生物のうち、試験結果が陽性であり、すなわち交差反応性であったのはＳ
．ミティス、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃４９４５６のみであった。上記のように、Ｓ．ミティス
は本発明の検査で検出されるように設計されるＣ多糖細胞壁抗原を含むことが知られてい
るため、これは予想されたことであった。
【００７２】
　本発明のアッセイで陰性の結果が得られたのは以下のそれぞれであった：アシネトバク
ター・アニトラタス（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ａｎｉｔｒａｔｕｓ）（ＡＴＯＣ＃
４９１３９）、アシネトバクター・バウマンニ（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍ
ａｎｉｉ）（ＡＴＣＣ＃１９０６－Ｔ）、アシネトバクター・カルコアセチカス（Ａｃｉ
ｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｃａｌｃｏａｃｅｔｉｃｕｓ）（ＡＴＣＣ番号４９４６６）、ア
シネトバクター・ヘモリティカス（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃ
ｕｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１９００２）、アデノウイルス２および３（米国疾病管理セ
ンターから入手したプールされた純粋培養物）、アルカリゲネス・フェカーリス（Ａｌｃ
ａｌｉｇｅｎｅｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃６６３３）、百日咳菌（Ｂ
ｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃３４６７）、ブランハ
メラ・カタラーリス（Ｂｒａｎｈａｍｅｌｌａ　ｃａｔａｒｒｈａｌｉｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ
．Ｃ．＃２５２３８－Ｔ）、ブラストミセス・デルマティティディス（Ｂｌａｓｔｏｍｙ
ｃｅｓ　ｄｅｒｍａｔｉｔｉｄｉｓ）（米国疾病管理センターから入手した純粋培養物、
菌株番号は不明）、カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ）（Ａ
．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃ｅ１０２３１、１４０５３および６０１９３、それぞれを別に検討）、
カンジダ・ステラトイデス（Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｔｅｌｌａｔｏｉｄｅｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ
．Ｃ．＃１１００６）、シトロバクター・フレウンディ（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒ
ｅｕｎｄｉｉ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃３７５ＧＴ）、コクシディオデス・イミティス（Ｃ
ｏｃｃｉｄｉｏｄｅｓ　ｉｍｍｉｔｉｓ）（米国疾病管理センターから入手した純粋培養
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物、菌株番号は不明）、コリネバクテリウム・クチェリ（Ｃｏｒｙｎｅｈａｃｔｅｒｉｕ
ｍ　ｋｕｔｓｃｈｅｒｉ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１５６７７－Ｔ）、コリネバクテリウム
・マトリコティ（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｎ　ｍａｔｒｕｃｈｏｔｉｉ）（Ａ．Ｔ
．Ｃ．Ｃ．＃１４２６６－Ｔ）、コリネバクテリウム・シュードディフェリティカム（Ｃ
ｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｐｓｅｕｄｏｄｉｐｈｅｒｉｔｉｃｕｍ）（Ａ．Ｔ．Ｃ
．Ｃ．＃１０７００－Ｔ）、エンテロバクター・クロカーエ（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ
　ｃｌｏａｃａｅ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１３０４７－Ｔ、２３３５５、３５０３０およ
び４９１４１、それぞれ別に検討）、エンテロコッカス・アヴィウム（Ｅｎｔｅｒｏｃｏ
ｃｃｕｓ　ａｖｉｕｍ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．第４９４６２号）、エンテロコッカス・デュ
ランス（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｄｕｒａｎｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃４９１３５）
、エンテロコッカス・フェカーリス（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ）（
Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１９４３３－Ｔ、２９２１２、４９４７７、４９４７８、４９１４９
および５１２９９、それぞれを別に検討）、大腸菌（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃２３５１３、８
７３９、２３５１４、２５９２２、３５２１８、１１７３ＧＴ、３５４２１および１５６
６９ならびに１つの無番号試料、それぞれを別に検討）、エシェリキア・ヘルマンニイ（
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｈｅｒｍａｎｎｉｉ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃３３６５０－Ｔお
よび４６４８ＧＴ、それぞれ別に検討）、フラボバクテリウム・インドロゲネス（Ｆｌａ
ｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｉｎｄｏｌｏｇｅｎｅｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃４９４７１）
、フラボバクテリウム・メニンゴセプティカム（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｍｅｎ
ｉｎｇｏｓｅｐｔｉｃｕｍ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃４９４７０）、ガードネルラ・バギナ
リス（Ｇａｒｄｎｅｒｅｌｌａ　ｖａｇｉｎａｌｉｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１４０１８
－Ｔ）、インフルエンザ菌ａ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ、ａ）（
Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃９００６）、インフルエンザ菌ｂ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆ
ｌｕｅｎｚａｅ、ｂ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃９７９５および３３５３３、それぞれ別に検
討）、インフルエンザ菌ｃ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ、ｃ）（Ａ
．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃９００７）、インフルエンザ菌ｄ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌ
ｕｅｎｚａｅ、ｄ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃９００８）、インフルエンザ菌ｅ（Ｈａｅｍｏ
ｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ、ｅ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃８１４２）、インフル
エンザ菌ｆ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ、ｆ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．
＃９８３３）、インフルエンザ菌ＮＴ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ
、ＮＴ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃４９１４４、４９２４７および４９７６６、それぞれ別に
検討）、パラインフルエンザ菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ
ｅ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃３３３９Ｚ－Ｔ、疾病管理センターから純培養物として入手）
、ヒストプラスマ・カプスラーツム（Ｈｉｓｔｏｐｌａｓｍａ　ｃａｐｕｌａｔｕｍ）（
疾病管理センター由来の２つの別の純培養物、菌株不明、それぞれ別に検討）、クレブシ
エラ・オキシトカ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃４３
０８６および４９１３１、それぞれ別に検討）、クレブシエラ・ニューモニエ（Ｋｌｅｂ
ｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１３８８２、１３８８３－
Ｔおよび４９４７２、それぞれ別に検討）、ラクトバシラス－アシドフィルス（Ｌａｃｔ
ｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃４３５６）、カセ
イ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃３９３）、ラク
トバシラス・ガッセリ（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｇａｓｓｅｒｉ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．
Ｃ．＃３３３２３）、ラクトバシラス・イエンセンニ（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｊ
ｅｎｓｅｎｉｉ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃２５２５８）、レジオネラ・ニューモフィーラ（
Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌａ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃３３１５２）、
リステリア・モノサイトゲネス（Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）（Ａ
．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃７６４４）、ミクロコッカス・ルテウス（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｌ
ｕｔｅｕｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃９３４１および４９７３２、それぞれを別に検討）、
モラクセラ・オスレンシス（Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｏｓｌｏｅｎｓｉｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．
Ｃ．＃１５２７６）、モルガン菌（Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉｉ）（Ａ．Ｔ
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．Ｃ．Ｃ．＃２５８３０－Ｔ）、マイコプラズマ・ゲニタリウム（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ
　ｇｅｎｉｔａｌｉｕｍ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃３３５３０、疾病管理センターから純培
養物として入手）、マイコプラスマ・ホミニス（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｈｏｍｉｎｉｓ
）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃２７５４５、疾病管理センターから純培養物として入手）、マイ
コプラスマ・ニューモニエ（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）（ＦＨ２型
、疾病管理センターから純培養物として入手）、ナイセリア・シネレア（Ｎｅｉｓｓｅｒ
ｉａ　ｃｉｎｅｒｅａ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１４６８５）、淋菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ
　ｇｏｎｏｒｒｈｅａｅ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃８６６０、１９４２４－Ｔおよび２７６
３１、それぞれを別に検討）、ナイセリア・ラクタミカ（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｌａｃｔ
ａｍｉｃａ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃２３９７０－Ｔ）、髄膜炎菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　
ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１３０７７－Ｔ）、ナイセリア・サブ
フラバ（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｓｕｂｆｌａｖａ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃４９２７５）、
ノカルジア・ファルシニア（Ｎｏｃａｒｄｉａ　ｆａｒｃｉｎｉａ）（疾病管理センター
から純培養物として入手）、パラコシディオデス・ブラシリエンシス（Ｐａｒａｃｏｃｃ
ｉｄｉｏｄｅｓ　ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ）（菌株番号不明、疾病管理センターから純
培養物として入手）、パラインフルエンザ１型（Ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ　Ｔｙｐ
ｅ　１）（Ｃ３９株、疾病管理センターから純培養物として入手）、パラインフルエンザ
２型（Ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ　Ｔｙｐｅ　２）（ＨＡ　４７８８５株、疾病管理
センターから純培養物として入手）、プロテウス・ミラビリス（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒ
ａｂｉｌｉｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃７００２および１２４５３、それぞれ別に検討）、
尋常変形菌（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１３３１５－Ｔ
および４９１３２、それぞれを別に検討）、プロビデンシア・スチュアーティ（Ｐｒｏｖ
ｉｄｅｎｃｉａ　ｓｔｕａｒｔｉｉ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃４９８０９）、緑膿菌（Ａ．
Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１５４４２および２７８５３、それぞれ別に検討）、シュードモナス・セ
パシア（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｃｅｐａｃｉａ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃２５４１６－
Ｔ）、シュードモナス・ピケティイ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐｉｃｋｅｔｔｉｉ）（
Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃４９１２９）、シュードモナス・プチダ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　
ｐｕｔｉｄａ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃４９１２８）、シュードモナス・プトレファシエン
ス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐｕｔｒｅｆａｃｉｅｎｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃４９１
３８）、シュードモナス・ステュツェリ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｔｕｔｚｅｒｉ）
（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１７５８８－Ｔ）、プールされた呼吸合包体ウイルス（Ａ２株およ
びＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１８５７３のプールされた試料、それぞれ疾病管理センターから純
培養物として入手した）、ライノウイルス（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃０８８および０７７、そ
れぞれ疾病管理センターから純培養物として入手し、それぞれ別に検討）、サルモネラ・
キュバナ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｃｕｂａｎａ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１２００７）、
サルモネラ・エンテリティディス（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ）（
Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１３０７６－Ｔ）、サルモネラパラチフィＡ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
　ｐａｒａｔｙｐｈｉ　Ａ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃９１５０）、サルモネラ・チフィ（Ｓ
ａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃６５３９）、霊菌（Ａ．Ｔ．Ｃ
．Ｃ．＃１３８８０－Ｔ）、スフィンゴバクテリウム・マルチボルム（Ｓｐｈｉｎｇｏｂ
ａｃｔｅｒｉｕｍ　ｍｕｌｔｉｖｏｒｕｍ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃３５６５６）、黄色ブ
ドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１２５
９８、６５３８Ｐ、２５９２３、２９２１３、４３３００および４９４７６、それぞれ別
に検討）、表皮ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）
（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１２２２８、１４９９０－Ｔ、４９１３４および４９４６１、それ
ぞれ別に検討）、溶血性連鎖状球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｈａｅｍｏｌｙｔ
ｉｃｕｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃２９９７０－Ｔ）、スタフィロコッカス・サプロフィテ
ィカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．
Ｃ．＃１５３０５－Ｔおよび４９９０７、それぞれ別に検討）、スタフィロコッカス・キ
シローシス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｘｙｌｏｓｉｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃４
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９１４８）、ステノトロホモナス・マルトフィリア（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ
　ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１３６３７－Ｔ）、扁桃炎連鎖状球菌
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｎｇｉｎｏｓｕｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃９８９５）
、ウシ連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｂｏｖｉｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃４９
１３３）、Ａ群連鎖球菌（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１３５７および１９６１５、それぞれ別に
検討）、Ｂ群連鎖球菌（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１３８１３－Ｔ、１２３８６、１２４００、
１２４０１、２７５９１、１２９７３、１２４０３および３１４７５、それぞれ別に検討
）、Ｃ群連鎖球菌（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１２３８８）、Ｆ群連鎖球菌（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．
＃１２３９２）、Ｇ群連鎖球菌（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１２３９４）、ストレプトコッカス
・
ミュータンス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｍｕｔａｎｓ）（Ｓｈｏｃｋｍａｎ株）、
ストレプトコッカス・パラサングイス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐａｒａｓａｎｇ
ｕｉｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１５９０９）、ストレプトコッカス・サングイス（Ｓｔｒ
ｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｎｇｕｉｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃１０５５６－Ｔ）、膣ト
リコモナス（Ｔｒｉｃｈｏｍｏｎａｓ　ｖａｇｉｎａｌｉｓ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．＃０８
５および５２０、それぞれ米国疾病管理センターから純培養物として入手し、それぞれ別
に検討）。
【００７３】
実施例１０―健康小児および罹患小児による臨床試験
　健康小児および罹患小児を対象とする現時点では終了していない臨床試験が進行中であ
る。予備的な短い結果では、実施例６に述べた通りに調製した装置および実施例７に述べ
た手順を用いて、副鼻腔炎と診断された３例の小児中の２例の尿から肺炎連鎖球菌が検出
されたことが示されている。検査した小児の尿が陰性であった副鼻腔炎の症例には異なる
原因因子がかかわっていたと考えられる。
【００７４】
　同一の試験において、髄膜炎の明らかな徴候を呈した小児１例の脳脊髄液中に、本発明
の装置および方法を用いて肺炎連鎖球菌が検出され、この個体に迅速かつ有効な治療を行
うことが可能であった。
【００７５】
実施例１１―髄膜炎患者の尿における肺炎連鎖球菌抗原の検出
　髄膜炎の明らかな臨床徴候を呈している患者２例が入院した。うち１例は入院前に抗菌
療法を受けており、他の例は受けていなかった。この各例から脳脊髄液を採取し、培養検
査を行った。検査結果は陰性であり、血液培養の結果も同様であった。
【００７６】
　最後の診断手段として、各患者から採取した尿試料に対して、実施例５に従って調製し
た装置を実施例６に記載した手順で用いた。各例とも、尿試料の検査結果は肺炎連鎖球菌
Ｃ多糖細胞壁抗原に対して陽性であった。
【００７７】
　これらの予備的な結果により、肺炎連鎖球菌による髄膜炎の検査を行う上で、脳脊髄液
の代わりに尿試料をルーチンに用いうることを強く示唆される。被験媒体として尿を脳脊
髄液の代わりに用いうる可能性がさらなる臨床経験によって裏づけられれば、患者にとっ
ての大きな恩典となり、医師にとっても同様であると考えられる。脳脊髄液を採取するた
めに行う必要がある脊椎穿刺は、患者の痛みを伴うほか、ある程度危険でもある。医師に
とって脊椎穿刺は時間がかかる上、集中して細かい注意を払う必要もある。
【００７８】
　一般に免疫化学の分野の当業者、特にイムノアッセイ法の分野の業者は、他の材料およ
び成分、ならびに時には他の個々の手順を、本明細書で具体的に推奨したものの代わりに
容易に用いうることを理解すると考えられる。特許および特許でないものの両方を含む極
めて多くの文献で、本明細書に記載および推奨される好ましいＩＣＴ装置を代用しうると
考えられる信頼性の高い、１回だけ用いる使い捨て式のイムノアッセイ検査装置が考察さ
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れている。本発明は、特許請求の範囲によって制限されるものを除き、置換可能なアッセ
イ装置、材料、成分または工程段階の点で制限されるものではない。

【図１】

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図１Ｃ】
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【手続補正書】
【提出日】平成27年6月8日(2015.6.8)
【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】
　以下の（ａ）～（ｃ）の工程を含む、液体試料における肺炎連鎖球菌の存在を検出する
ための方法：
　（ａ）液体試料を吸収性材料のストリップに適用する工程であって、
該ストリップが、液体の流路を定義し、
該ストリップが、
　（ｉ）液体試料を受け取るための試料受取領域；
　（ｉｉ）試料受取領域の下流にある試験ストリップの流路にそって、乾燥状態で結合領
域において配置された複数の結合物質であって、
ここで、それぞれの結合物質は、
ａ）検出し得る粒子、及び
ｂ）単離・精製された肺炎連鎖球菌のＣ多糖細胞壁抗原を用いて、アフィニティー精製さ
れたポリクローナル抗体であって、肺炎連鎖球菌の調製物の細胞壁Ｃ多糖抗原に特異的に
結合し、前記調製物は、約１０重量％以下の蛋白質を有する、前記ポリクローナル抗体を
含み、
但し、結合物質は、肺炎連鎖球菌のＣ多糖抗原の蛋白質に結合する抗体が実質的にない、
前記複数の結合物質；
　（ｉｉｉ）乾燥状態で捕捉領域において配置された複数の捕捉物質であって、それぞれ
の捕捉物質は、非複合体で、同一のアフィニティー精製されたポリクローナル抗体を含む
、前記複数の捕捉物質；及び
　（ｉｖ）試料受取領域の下流にある捕捉領域
を含む、前記工程；
（ｂ）試験ストリップの流路にそって試料を水平方向に流れるようにし、結合物質を動か
せる工程；
（ｃ）肺炎連鎖球菌のＣ多糖細胞壁抗原の存在下で、捕捉領域中の抗原に結合した捕捉物
質の一つを含む複合体を結合させる工程であって、ここで、呈色ラインの形成は、液体試
料における肺炎連鎖球菌の存在を示す、前記工程。
【請求項２】
　細胞壁Ｃ多糖抗原は、肺炎連鎖球菌の血清型の全てに生来備わっている、請求項１に記
載の方法。
【請求項３】
　抗体は、多価抗体である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　液体試料は、尿である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　抗原特異的抗体は、抗原：抗体反応が起こる試験ストリップの各部位に、７．７ナノグ
ラム／ｍｍ２表面積から３８５ナノグラム／ｍｍ２表面積の範囲の濃度で存在する、請求
項１に記載の方法。
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