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緒 言

Mycoplasma pneumoniae似 下Mpと 略 す)

は細胞壁 を有 していないために,細 胞壁の合成

阻害剤であるβ-lactam系 抗 生剤は無効 であり,

 in vitroの成 績か らはチ トラサイ クリン系,マ ク

ロライド系, lincomycin, clindamycinが 有効 と

されている. Mpが お こす疾患にマイコプラズマ

肺炎(Mp肺 炎 と略す)が あるが,現 在,こ の診

断方法 として血清学的検査,培 養法があ る.し

かし,これらの検査では結果 を得るために2～3

週 間を要 し,確定診断はretrospectiveに な らざ

るを得ず,抗 生物質の選択などのために発症早

期に確実に診断する方法が必要となって くる.

そ こで,当 教室では抗Mpウ サギIgGを 作製 し,

間接蛍光抗体法によ りMp肺 炎感染患者の咽頭

拭い液よ り, Mp抗 原 を発症早期に診断する方法

を開発した1),し か し,こ の使用抗体はMp抗 原

をウサギに免疫 した後,血 清 を精製 し得 たポ リ

クロナー ル抗体 であ り,その特異性やlotに よる

抗体価の相違などの問題があ り,間 接蛍光抗体

法での判定が困 難な場合 もあった.こ のため,

よ り特異性の高いモノクロナール抗体 を使用す

れば,さ らに判定が正確 になるのではないか と

考えた.そ してMp抗 原 をBALB/cマ ウ スに免

疫 し,こ のマ ウスのB-cell由 来の リンパ球 と

myeloma cellと を融合 させてクローニングを行

い, Mpに 対 するモクロナール抗体を作製 した.

このモノクロナール抗体 のMpに 対する特異性

が高いことをELISAで 確 認 し,蛍 光抗体法によ

る患者の咽頭拭い液からのMp抗 原の検査成績

をポ リクロナー ル抗体 の結果 と比較 し検討 を行

った.

材 料 と 方 法

1. モ ノ クロナール抗体の作製

1) Mp抗 原 の作製

Mp FH-Liu株 をHayflickの 培 地で1週 間培

養後, 15000×g 20分 間遠沈 で集菌 し, phos

phate buffered saline (PBS)で 繰 り返 し洗浄

した.最 終的にPBSで100倍 濃縮液とし,免 疫

用抗原として使用した.

2) 免疫 スケジュール

Mp抗 原 とincomplete adjuvantを 同 量に混

和 し, 0.1mlず つ3日 毎に2回, BALB/cマ ウス

の皮下お よび筋時内に注射を行った.さ らにMp

抗 原 を4.1m1ず つ3日 毎に皮下および筋肉内に注

射 した.こ の時点で蛍光抗体法により抗体価が

上昇 している事 を確認し, 8日 後 ブー スター と

してMp抗 原を0.2ml静 脈内 に投与 した(Fig.

 1).

Fig.1Schedule of immunization

Mp: Mycoplasma pneumoniae,
s.c.: subcutaneous injection,

i.m.: intramuscular injection,
i.v.: intravenous injection
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3) Myeloma cellの 調 製

Myeloma cellと してX 63-Ag 8-6. 5. 3.

を使 用 した.こ の細胞は10% dimethyl sulfox

ide+64% RPMI1640培 地(ニ ッ ス イ)+30%

 fetal calf serum (FCS)に 懸濁 され, 1mlず つ

凍結されている.こ の凍結myeloma cellを37℃

に急速に暖め溶解 し, 10ml PBSで よ く混和 した

後に4℃ で150×g 5分 間遠沈 し,上 清を吸引除

去 した.こ の細胞をRPMI1640+10% FCS 5ml

で混 和し, 3日 間, 37℃ の5% CO2 incubator

で培養 した.

4) 脾 細 胞の調製

Mp抗 原で免疫 したマウスを最終注射かち3日

後 クロロホルムで麻酔 し, 70%メ タ ノールでマ

ウスの体表面を消毒 し,脾 臓を摘出した. PBS

の 中で脾臓をよくつぶ し, 4℃ で1000×g 5分 間

遠沈 した.上 清 を除 き,赤 血球 を溶血させ るた

めに0.83% NH4 C120mlで 混和 し速沈 を行った.

さらに上清を除き,得 られた脾 細胞をPBSで 懸

濁 した後, EAGLE-MEM(ニ ッスイ) 10mlに 混

和 した.

5) 細胞 融合

上記の如 く細胞 を調製 しFig. 2の 操作順序で

細胞融合 を行 った2) 3) 4).ま ず, myeloma cellお

よび脾細胞を0.2%ト リパンプルーで染色を行い,

細胞数の計測 をした. myelama cell 1.3×106個

と脾細胞1.3×107個 を混合 し室温で100×g 5分

間遠沈 した.上 清を除 き,沈 渣を37℃ のwater

 bathで 温 め, 45% polyethyleneglycol(分 子 量

4000)を 約1分 間かけて注入混和 した.そ の後,

 4分 間37℃ のwater bathで 温 め, Eagle-MEM

を手早 くいれた.こ の溶液を室温で300×g 7分

間遠沈後,上 清を捨て,脾細胞2×108個 に対 し

100mlの 割 合にHAT培 地 を加え懸濁 した.

上記の懸濁液をそれぞれ0.2mlず つ96well plate

に ピペ ッティング し,約7日間CO2 incubator

で培養 し,そ の後, 0.1mlず つHT培 地 に置 き換

えた(fluid change).こ の3日 後HT培 地0.1

mlでfluid changeを 行 い,さ らに4日 後normal

 medium(RPMI1640+10% FCS)に 全 量をかえ

2週 間培養 を行った.

6) ELISAに よる抗Mp抗 体 のスクリーニング

ELISAの 抗原蛋白は各マイコプラズマの膜画

分を使用 し,そ の量はローリ一法により蛋白量

を計測 した.こ の膜画分 としては, PBSに いれ

た菌体 を超音波破壊装置で破壊 した後, 17000×

g, 205遠 沈 した上清をさらに100000×g, 60分

速沈 して得た沈渣 を使用 した.

Fig. 2 Preparation of anti-Mp monoclonal 

antibody

Mp抗 原 蛋 白 が10μg/0.1mlに な る よ うに 調 製

し, ELISA用 の96well plateに0.1mlず つ 加 えた.

 4℃ で1晩 放 置 後, PBS+0.05% Tween 20で3

回 洗 浄 し た.次 にPBS十0.5% Bovine serum

 albumine (BSA)+10% FCSを0.1mlず つ 各

we11に 加 え, 37℃ で2時 間保 温 後 洗 浄 し た.前

項 で 得 ら れ た融 合 細 胞 の 上 清 を0.05mlず つ 加 え,

 37℃ で1時 間 保 温 後 洗 浄 し, PBS+0.5%

 B5A+10% FCSで400借 に希 釈 したperoxidase

標 識 抗 マ ウ スIgG (Goat IgG)を0.05mlず つ 加

え, 37℃ で1時 間 保 温 後 洗 浄 を し た.最 後 に 基

質 と してcitrate diluent (0.1M C6H8O7・H2O 

48.6ml, 0.2M Na2HPO4・12H2O51.4ml, d. w.

 100ml) 10ml+O-phenyienediaminedihydroch

loride 20μl+H2O2(1/30)40μlを0.1mlず つ 各

wellに 加 え, 37℃ で20分 間 反応 させ た .停 止 液

と して6 NH2SO4を0.05mlず つ 加 え色 調 の 変 化

を見 た.さ らに,ロ腔 内 常 在 菌 で あ るMycoplasma
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orale(以 下Moと 略 す)と の交差反応 を調べ る

ため, Moを 抗原 としてELISAを 行 った.

7) クローニング

ELISAに よ りMpに 対 し強陽性でMoに 対 し

反応の弱いwellの 融 合細胞を用いクローニング

を行 った.直 径5cmのplateに 融 合細胞が5mlに

対 し約50個 に なるようnormal mediumで 希 釈

した.顕 微鏡下に融合細胞をマイクロピペ ット

で1個 ずつ吸引し, 96well plateの 各wellに そ

れぞれ移 し, normal medium 0.1mlを加 え,約

2週 間培養 を行 った.こ の上清 を用いてELTSA

を行 い, Mpに 対 し湯性で, Moに 対 し陰性のwell

を選 んだ.

8) モ ノ クロナール抗体の採取

(1) 培 養上清

300ml culture bottle にRPMI1640+10%

 FCSを30ml入 れ,約7日 間抗Mpモ ノ クロナー

ル抗体産生のhybridomaを培 養 した.こ の上清

液を34%硫 安塩析 を行った.そ の後PBSに 透析

し上清液 を最終的に7倍 に濃縮 しIgG画 分 を得

た.

(2) 抗 体 の腹水 化

生後2～-3週 齢 のBALB/cマ ウスの腹腔内に

pristane (Aldrich Milwaukee WIS U.S.A.)

を0.1ml投 与 した. 7日 後に0.5ml中 に約1×107

個 のhybridomaが 含 まれるよ うに濃縮 し,腹腔

内に投与 した. 7日 か ら10日 後,腹 水が大量に

貯留 した時点で,開 腹 し腹水 を回収, 30%硫 安

塩析 を行 った.そ の後PBSに 透 析 し最終的にも

との腹水 と同量のIgG画 分 を得た.

2. 蛍光 抗体法におけるMp抗 原の検出

Mp, Moを 簿 く濁 る程度にPBSに 懸濁 し,ス

ライ ドグラスの上に薄 く塗り つけ乾燥させ,ア

セン ト固定 を10分 間行 った.

この処理スメアーを20倍 希釈の正常ヤギIgGと

室温で20分 間 反応させ た. PBSで3回 洗浄後,

一 次抗体 として抗Mpモ ノクロナール抗体を37℃

で20分間 反応させ, PBSで3回 洗浄 し更に,二

次抗体 としてanti-mouse IgG FITCを 反応させ

た. PBSで 洗浄 した後, glycerine bufferで 封

入し,落射 式蛍光顕微鏡(Olympus Tokyo)を

用 いて鏡検 した.

3. モ ノ クAナ ー ル 抗 体 に 対 す る 特 異 抗 原 の 解

析

最 初 にこMp,　 Moの 膜 蛋 白 お よびHorse serum

のSDS-ポ リア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法

(SDS-PAGE)を 行 っ た. SDS-PAGEはLaem

mliら の 方 法 に従 っ た31).ゲ ル は10% (W/V)

 polyacrylamide gelを 用 い, 16cm×16cm,厚 さ

を1.5mmと し,泳 動 は35mAの 定 電 流, 4時 間 で 行

っ た.こ の ゲ ル か ら, Trans-Blot Cell(Bio-Rad)

を用 いWestern blottingを 行 っ た. Blotting

 bufferは20mM Tris-HCI+192mM Glycine+

15% Methanol(pH 8.3)を 用 い,泳 動 条 件 は200

mA, 16時 間 で, PVDF Transfer Membrane

 (Immobilon8p: Millipore Bedford MA U.S.

A.)に トラ ン ス フ ァ ー し た.

ま ず1%ス キ ン ミル ク(20mM Tris-HCl+

250mM NaCl, pH 7.5で 溶 解)でmembraneを

1時 間,コー テ ィ ン グ し,ブ ロ ッキ ン グ を 行 っ

た.次 に 一 次抗 体 と し て抗Mpポ リ ク ロ ナ ー ル

抗 体 お よ び 抗Mpモ ノ ク ロナ ー ル 抗 体 の50倍 希

釈 を2時 間 反 応 させ た.二 次 抗 体 と し て 前 者 に

はGoat anti-rabitt IgG Horseradish Perox

idase Conjugate(MBL)を,後 者 に はWestern

 Blotting Grade Affinitry Purified Goat anti

mouse IgG (H+L) Horseradish Peroxidase

 Conjugate (Bio-Rad Richmond CA U.S.A.)

の800倍 希 釈 を用 い, 1時 間 反 応 させ た.最 後 に

過 酸 化 水 素 水 を含 むHRP Color Development

 Reagent (Bio Rad Richmond CA U.S.A.)を

membraneに 反 応 させ て 発 色 させ た.

4. Mp感 染 患 者 の 咽 頭 拭 い 液 に お け る蛍 光 抗

体 法(Fig. 3)

Mp肺 炎 と思 わ れ る患 者 に 強 く咳 をさせ た後 に,

咽頭 後 壁 を滅 菌 ス ワ ブ で 強 く擦 過 し て得 た 採 取

粘 液 を ス ラ イ ドグ ラ スに 薄 く均 一 に 塗 抹 し,風

乾 後,ア セ トン で10分 間 固 定 した.こ の 標 本 を

PBSで 洗 浄 後,前 処 置 と して20倍 希 釈 の 正 常 ヤ

ギIgGと 室 温 で30分 間 反 応 させ た. PBSで 洗 浄

後,一 次 抗 体 と して20倍 希 釈 の 抗 ウ サ ギ ポ ク リ

ク ロ ナー ルIgGと 抗 マ ウ ス モ ノ ク ロナ ー ルIgG

を室 温 で30分 間 反 応 させ た.さ ら にPBSで 洗 浄

後,二 次 抗 体 と して 前 者 に は50倍 希 釈 のFITC標

識 抗 ウ サ ギIgGヤ ギIgG(MBL)を,後 者 に は
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50倍 希 釈 のFITC標 識 抗マ ウスIgGヤIgG

(KPL Gaithersburg Mayland)を 室温で30分

間反応させ た.十 分 にPBSで 洗 浄後glycerine

　 bufferで 封 入 し,落 射式蛍光顕微鏡 を用いて鏡

検 した.

Fig. 3 Detection procedure of Mp from throat 

swabs by indirect immunofluorescence

* a: rinsing with PBS at 4•Ž

(P): polyclonal antibody

(M): monoclonal antibody

結 果

1. モ ノ クロナー ル抗体の作製

1) ELISAに よ る融合細胞の スクリーニング

Mpで 免 疫されたBALB/cマ ウス4匹 の脾細

胞 と, myeloma cellと の 細胞融合 を行い,そ れ

ぞれ96 well plateのwellに 分 配 した.そ して各

wellの 上清 を用いELISAを 行 った.ス クリーニ

ングおよび クローニングのMp, Moの 鏡 原蛋白

量は10μg/0.1mlで 行 った.赤 褐他になったもの

を陽性 とし,色 調の変化により+++,++,

+,± と し,変 化のなかった もの を-と し た.

 384 well中, 51 wellがMpに 対 し陽性 であった.

この51 well中, Mpに 対 して+++で あったwell

は20wellあ り,こ の中でMoに こ対 して++は3

 well,+は14 well,± は2 well,-は1 wellで あ

った.ま たMpに 対 して++で あ ったwellは21

 wellで あ り,こ の中でMoに 対 して++は2

 well,+は7 wellで,± は6 well,-は6 wellあ

っ た.

2) ク ローニユ ン グ

ELISAに よ りMp抗 原 に 対 し+++あ る い

は++で, Moに 対 し± あ るい は-の7 well(1

-4 , 1-35, 1-71, 2-24, 2-47, 2-

66, 2-85)の 融 合 細 胞 を用 い で ク ロー ニ ン グ

を行 っ た.融 合 細 胞 を希 釈 し,マ イ ク ロ ピペ ッ

トで1個 ず つ 吸 引 し96 well plateの 各wellに ピ

ペ ッ テ ィ ン グ し た, 3日間,培 養 を行 い 細 胞 上

清 の 抗 体 価 をELISAで 検 討 した.こ の 結 果, 402

 well中, 35 wellに モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 産 生 の

hybridomaが 得 ら れ た.

2. 精 製 さ れ た モ ノ ク ロナ ー ル 抗 体 の 特 性

1) ELISAに お け るモ ノ ク ロナ ー ル 抗 体 の特

異 性 の検 討

ELISAを さ らに 詳 し く検討 す る た め 抗 原 お よ

び 一 次 抗 体 のbox titrationを 行 っ た. Mp抗 原

は20.0か ら0.3125μg/0.1ml,一 次 抗 体 は2か ら

1024倍 希 釈 でELISAを 行 っ た.抗 原 は1.25,

 2.5, 5.0μg/0.1mlで,一 次 抗 体 は16か ら64倍 希

釈 で 反 応 が わ か りや す か っ た.

そ こで抗 原 と してMp, Mo, M. hominis(Mh),

 M. salivalium (Ms), Acholeplasma laidlawii

(Al)を,一 次 抗 体 と して 上 清 よ り得 た モ ノ ク

ロナ ー ル 抗 体 を用 いELISAを 行 った . ELISAの

結 果 はマ イ クロプ レー ト光 電光 度 計 を用 い414nm

の 吸 光 度 で 測 定 し, OD 0.4以 上 を+++, 0.3

か ら0.4を++, 0.2か ら0.3を+, 0.2か ら0.1を ±,

 0.1以 下 を-と した.コ ン トロ ー ル と して,抗 原

の 代 わ りにPBSを 用 い た.

ま ずMp, Mo, Mh, Ms, Alを 抗 原 と して2.5

μg/0.1mlを 用 い,一 次 抗 体(1-4-10, 1-

4-11, 1-4-22, 1-4-18, 1-4-21,

 1-35-11, 1-35-20の 上 清)と 二 次 抗 体 を

反 応 させ た.こ の 結 果1-4-18お よ び1-35

-11が 特 異 性 が 高 か っ た の で 以 下 に こ の 結 果 を

記 す(Table 1).

1-4-18(上清)で はMpに 対 して+++

が4倍 希 釈 ま で,+が16倍 希 釈 ま で 見 られ た.他

の 抗 原 にこ対 し て はMhで 十 が4倍 希 釈 ま で み ら

れ る の み で それ 以 外 は す べ て ± あ る い は-で あ

っ た.ま た, 1-35-11(上 清)で はMpに 対

し2+++が256倍 希 釈 まで,++が512倍 希 釈 ま
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でみ られ た. Moに こ対 しては4倍 希釈 まで, Mh

に対 しては16倍 希釈 まで++が み られたが,他

はすべて+あ るいはそれ以下であった.供 試し

た中では特異性が高 く抗体優その ものが高いの

は1-35-11で あ ったが, 1-4-18は 抗体価

は低 いものの特異性は高かった.

Table 1 ELISA of monoclonal antibody (supernatant) with mycoplasmas

Mp: Mycoplasma pneumoniae.•@ Mo: Mycoplasma orale.

Mh: Mycoplasma hominis.•@ Ms: Mycoplasma salivalium.

Al: Acholeplasma laidlawii

Ag: Antigen•@ Ab: Antibody

Table 2 ELISA of monoclonal antibody (ascites) with mycoplasmas

Mp: Mycoplasma pueumoniae.•@ Mo: Mycoplasma orate•@ Al: Acholeplasma laidlawii

Ag.: Antigen•@ Ab.: Antibody

上記の結果をふまえ,さ らに腹水より得た1

-4-18 , 1-35-11の モ ノクロナール抗体の

ELISAを 行 った(Table 2).抗 原はMp, Mo,

 Alを 用 いたが2.5μg/0.1mlで は過剰反応を起こ

し,抗 原濃度 を1.25μg/0.1mlと して実験を行っ

た. 1-4-18で はMpに 対 して+++が2048
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倍希釈 までみられたが, Moに 対 しては16倍 希釈,

 Alに 対 しては4倍 希釈 までみられるにす ぎなか

った.ま た1-35-11で はMpに 対 して+++

が128倍 希釈 までみ られたが, Moに 対 して+は

わずかにこ4倍 希釈 までみられるのみで他はすべ

て±以下であった.こ の結果1-35-21は もち

ろんのこ と1-4-18で も腹水では抗体価は高

く,こ の2種 類のどちらか を間接蛍光抗 体法の

一次抗体 として使用 した
.

2) モ ノクロナール抗体に対する特異抗原の

解析

Werstern blottingに よればポリクロナール抗

体 ではMp抗 原に対 し膜上に多数のバ ン ドが見

られたが, Mo抗 原に 対 してはバン ドは数本 しか

見 られなかった.さ らにHorse serumで も数本

のバ ンドが見 られ, Mo抗 原 との反応はHorse

 serumのcontaminationの 影 響が考えられた.

モ ノクロナール抗体(1-4-18, 1-35-

11)で はMp抗 原にこ対し膜上 に一本の淡 いバン

ドが見 られた. 1-4-18で は分子量約80000,

 1-35-11で は分子量約50000の 位置に反応が見

られ,そ れぞれ違 う種類の抗原に対する抗体と

考 えた.

3) モデ ル型での蛍光抗体法によるMp抗 原

の検出

抗原 としてMpお よびMoの 培養菌体 を,一

次抗体 として1-35-11(モ ノクロナール抗体)

を使用 した.一 次および二次抗体の至適濃度が

不明なため,一 次抗体 は5倍 から640倍 を,二 次

抗体は20倍 か ら200倍 を,組 み会 わせて実験を行

った. Mp, Moを比 較すると一次抗体は640倍,

二次抗体は200倍 の最高希釈濃度 まで蛍光発色に

差がみ られた.い ずれもMpに 対 しては細胞の

部に一致 して蛍光発色がみ られたが, Moに 対 し

ては発色はみられなかった.な お最終的には,

一次抗体 は40倍 希釈 ,二 次抗体 は100倍 希 釈で

Mpの 蛍光発色が強 く見易かった.

Table 3 Indirect immunofluorescence and serological data of clinical cases.

PHA: Passive hemagglutination.•@ CHA: Cold hemagglutinin.•@ M-18: Monoclonal antibody (1-4-18).

CF: Complement fixation.•@ IF: Indirect immunofluorescence.•@ M-11: Monoclonal antibody (1-35-11).

M. P.: Mycoplasmal pneumonia.•@ P: Polyclonal antibody.

4) Mp患 者 の咽頭拭い液にこおける蛍光抗体

法に対す る反応

患者のスメアー採取 と同時に血清抗体価 とし

て受身赤血球凝集反応(PHA)を 測定 し,ペ ア

血清で4倍 以上,単 独であれば320倍 以上 をMp

肺炎 陽性 と判定 した.陽 性 と判定された患者の

咽頭拭い液は4例 あり,症 例1で はPHAで320

倍以 上 症例2で は640倍 以上,症 例3で は320

倍以上の抗体価があった.症 例4で は寒冷凝集

反応(CHA), PHA,補 体 結合反応(CF)の ペ

ア血清の検索を行ってお り,そ れぞれ初回検査

に対 し, 16倍, 8倍, 16倍 の上昇が見られた(Table

 3). 4症 例 とも咽頭拭い液の蛍光抗体法を行 っ

ているが,モ ノクロナール抗体 では症例1, 2

では細胞 表面にdiffuseに 光 っている部分 と細胞

外の部分 に顆粒状に光っている部分 とが観察さ

れた.症 例3, 4で は細胞表面にdiffuseに 光 っ

ている部分は見 られたが細胞外の顆粒状の蛍光

は見 られなかった(Fig. 4).一 次 抗体は1-4
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-18と1-35-11の 両者 を使用 したが蛍光抗体

法においては特に差 はなかった.ま た,ポ リク

ロナール抗体でもモノクロナール抗体 と同様の

所見であったが,バ ックグラウン ドとの コン ト

ラス トはモノクロナール抗体がはるかに強かっ

た.さ らにモノクロナール抗体では細胞表面か

らのdiffuseな 蛍 光は顆粒状の蛍光の集合体 とし

て見られるもの も多数存在 した.

Fig. 4 Indirect immunofluorescence patterns of the throat smears from mycoplasmal pneumonia 

patients
a: The diffuse fluorescence on the entire surface of the epithelium and granular fluorescence in

 the mucus were observed (type 1 and 2).
b: The diffuse fluorescence was observed only on the entire surface of the epithelium (type 2).

コン トロール として健康人の咽頭拭い液の蛍

光抗体法も行 っているが,上 記のような特異的

な蛍光の発色は全 く観察 されなかった.

考 察

Mp肺 炎 に対す る血清学 的診断法 として,

 CHA, PHA, CFな どが行われている5)～11)のは

周知の通 りであるが,こ れらの検査 もその特異

性や感度 とい う意味では,な お問題 を残 してい

る.そ こで抗Mp抗 体の検 出の感度および特異

性を向上 させ るため, ELISA12)～15),さ らには

Jacobら16)のM. P.の 付 着性蛋 白(分 子量168-

kilodalton)を 抗 原 として用い るdot ELISAな

どの開発が行われてい る.特 に最近, Mpに 対 す

るIgMがMp肺 炎の早期診断に有用であるとい

う文献が報告 されており, IgMに 対するELISA,

間接蛍光抗体法, radioimmunoassayな ど鮪

用性 も論 じられている17)～21).

一方
,咽 頭拭い液の培養によ りMpの 分離 を

行 う方法 も以前 より行われている.こ の検出率

を向上させ る方法として, Tullyら22) 23)はSP-

4培 地 を用いて培養 し,こ れを直接蛍光抗体法

により観察する方法 を考案 しているが,こ の方

法ではnormal mediumで 培養 した時より高い

検出率があり不顕性感染の可能性 も示 している.

しか し,一 般的な血清学的診断法および培養

による菌の検出法は,い ずれ も約2週 間か ら3

週間以上の期間を要 し,最 も早 く上昇する1gM

抗体 の検出にも1週 間を要 し18),治療上これらの

検査は有用 とは言い難い.

最 近になってMp肺 炎に対する迅速診断法が

望 まれるようになり24),石山25) 26)のモ ノクロナー

ル抗体 を用いたavidin-biotin-peroxidase com

plex method(以 下ABCと 略 す)に よる診断法,

当教室の塩出1),によるポリクロナール抗体を用い

た蛍光抗体法による診断法などの報告が散見さ

れるようになってきた.

著 者の方法は, Mpに 対 するモノクロナール抗

体を用い間接蛍光抗体法によってMp肺 炎の迅

速診断を行 うものであるが,そ の結果 を上述 し

た石 山お よび塩出らの方法 と,比 較 しながら考

察する.

石 山の報告では,ハ ムスター をMpに 感染 さ

せ,こ の咽頭拭い液を用いABCに よ り迅速診断

を行 っている,こ の方法では, (1)多 くの煩雑な

操作過程 を要すること, (2)咽頭 拭い液の細胞が
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剥離 しやす くpoly-L-lysine-coatedslideを

使用 しなければならないこと, (3)細胞 塗抹標本

であ り細 胞同士の重 な り合 い等に よりback

ground stainingを 生 じ易いことなどの問題 もあ

り,ま た実際に臨床 で患者の診断を行ってはい

ない.著 者のモノクロナール抗体を用いたMpの

迅速診断法は,塩 出の方法 をさらに発展させた

ものであ り,非特異蛍光の問題は残しているが,

操 作は石 山らの方法 より簡便で,細 胞同士 の重

な り合いによるback ground stainingも 比較的

生 じに くか った.一 方,塩 出の用いた抗Mp抗

体 は,ウ サギに感染後の血清 を塩析 して得 てい

るが,こ の抗体 を作製するには約3週 間の期間

を要 し,さ らに,個 々のウサ ギの感染の状態も

異な り,得 られたポ リクロナール抗体の抗体価

は一定ではな く,そ の組成が変化して くる可能

性がある.

著者は,最 終的に2種 類のMpに 特 異性の高

いモノクロナール抗体産生のhybridomaを 作製

したが, hybridomaは 凍 結に より保存ができ,

ポ リクロナール抗体に比べて特異性,抗 体価,

双方の面で一定した抗体が得 られ る.

Mp肺 炎 では細胞内に菌の侵 入はなく,線毛上

皮細胞の全表面を覆 うように多数の菌が付着す

ると言 れている27) 28) 29).塩 出は,蛍 光住のパ タ

ーンよ り,細 胞断片に付着 したMp菌 集塊ある

いはmicrocolonyを 示すと考 えられる第1型 と,

小 型細胞 全表面に付着 したMpを 示す と考えら

れる第2型 に分類 している.今 回の症例 でも,

症例1, 2で は第1型 と2型 との混在 したパタ

ー ンがみ られ,症 例3, 4で は第2型 のみが観

察 され た.

ポ リタロナール抗体使用例 とモ ノクロナール

抗体使用 例 とで比較 してみると,モ ノクロナー

ル抗体 を用いた方がbackgroundの 蛍光がかな

り低 く判定が容易であった.さ らにモノクロナ

ール抗体では細胞表面からのdiffuseな 蛍光は顆

粒状の蛍光の集合体 として見 られるもの も多数

存在 し,こ のdiffuseな 蛍光 はおそら く細胞表面

上のMpのmicrocolonyの 集合体 であろうと考

えられた.

佐 々木30)らは, ELISAを 用 いMpと 種々の

Mycopiasmaと の共通抗原の存在について指摘

してお り,特 に抗Mpモ ノ タロナール抗体はポ

リクロナール抗体に比べ交差反応がより強 く出

現す ると報告 している,著 者 もMp, Mo, Mh,

 Ms, Alの 膜抗 原に対 しモノクロナール抗体 を用

いてELISAを 行 ったが, Mp以 外 のマイコプラ

ズマでも若干の交差反応がみちれた.し か し,

蛍光抗体法ではMpに 対 しては反応を示 しても

Moで0は無 反応の結果が得られ,間 接蛍光抗体法

での交差反応はとくに問題にならないと考えら

れた.

一般に
,小 児ではMp肺 炎が疑われる場合は,

検査結果 を待たずマ クロライ ド系やテ トラサイ

クリン系がまず投与 される.こ のため,検 査結

果は血清学的方法にこしろ培養法に しろ患者が治

癒 した頃に得 られることが多い,し かし,他 の

肺炎の場合には上記の抗生剤では効果が無い場

合 もあり, Mp肺 炎 との鑑別が問題になる.一 方

成人では肺炎 の場合壁合成阻害剤であるβ-

lactam系 抗 生剤がfirst choiceと して使用され,

 Mp肺 炎 の治療が遷延する場合が多い.著 者の方

法では発症早期に確実に診断 をくだすことがで

き,咽 頭拭い液 を用いるため非侵襲的な検査法

であり,モ ノクロナール抗体 を使用す るためポ

リクロナール抗体に比べ判定が容易となった.

しかし,蛍 光抗体法で検査 を行 うため定量性に

乏 しく,判 定を行 うためにある程度の熟練を要

し,検 査後の資料を長期に保存することができ

ないという欠点 もある.こ のため,今 後さちに

症例 を重ね,誰 でも即座に判定できるよう新た

な判定基準の設定を行いたい と考えている.

結 論

1. Mp FH-Liu株 の培養濃縮液でBALB/cマ

ウ スを免疫 し, Mp抗 原に対するモノクロナール

抗体産生のhybridomaを2種 類作製 した.本

hybridomaか ら得 られたモノクロナール抗体は

ELISAで はMpに こ対 して高い特異性を示 し,他

のマイコプラズマに若干の交差性がみられた程

度であった.し か し, Mpお よびMoを 抗原 とし

て,間接 蛍光抗体法 を行 うとMp抗 原は強 く蛍

光発色を示 したが, Mo抗 原 は反応を示さなかっ

た.

2. モ ノ クロナール抗体 を用いてマイコプラズ
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マ肺 炎患者4例 の咽 頭拭い液の蛍光抗体法を行

った.症 例1, 2で は塩出の分類の第1型 と2

型の混在が,症 例3, 4で は 第2型 が観察され

た.ポ リクロナール抗体に比べると, background

の非特異蛍光は非常に弱 く,判 定が より容易で

あった.

3. モノクロナール抗体産生のhybridomaよ り,

いつでも大量に一定の抗体価 を持った抗体が得

られ, Mp肺 炎 の迅速検 出法をより正確に行 うこ

とが可能 と考えられ た.
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した平井義一講師,モ ノクロナール抗体の作製に御

指導を戴きました横浜市立大学医学部 奥田研爾教

授ならびに斉藤勝江先生に,ま た多大なる細協力,

御助言を戴瀞ました塩出純二先主,森 徳子先生,細
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Although serological methods or culture methods of Mycoplasma pneumoniae (Mp) from 

throat washings are used for diagnosis of Mp infection, the patient is often discharged from 

the hospital before definitive results can be obtained. Therefore we have developed a rapid 

detection from patients' throat smears by immunofluorescence with anti-rabbit IgG. Antibody 

specificity to Mp and the difference of titers between each lot have been a problem, because 

of polyclonal antibody which is prepared by immunizing a rabbit.

Two hybridoma cell lines producing monoclonal antibodies to Mp were obtained by fusion of 

spleen cells from BALB/c mice immunized by Mp antigen with myeloma cells (X63-Ag8-6. 5. 3.). 

The high specificity to Mp of these monoclonal antibodies produced by the hybridomas was 

affirmed ELISA, immunofluorescence, and Western blot. A few cross-reactions were recog

nized by ELISA between Mp antigen and other Mycoplasma antigens. No cross-reactivity was 

found by indirect immunofluorescence.

Throat smears from 4 patients suffered from Mp infection were examined by immunofluor

escence with monoclonal antibody. Specific immunofluorescence was seen in all smears. Both 

granular and diffuse types of fluorescence were seen in smears from case 1 and 2. Only diffuse 
type was found in smears from case 3 and 4.

Monoclonal antibodies can be obtained at any time and amount. The method may be useful 

and convenient for the rapid diagnosis of Mycoplasmal pneumonia.


