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緒 言

Mycoplasma pneumoniae(Mp)は,細 菌壁

を欠如 す る細 菌 であ り本 菌 に よつて惹起 され る

感 染症 の治療 に対 して は,マ クロラ イ ド系や テ

トラサ イ ク りン系 な ど蛋 白合成 阻害 を作 用点 と

す る薬剤 が著効 を示 し,β-ラ クタム剤 は無効 で

ある 。一 般の 感染症 に頬 して β-ラク タム剤 が第

一選 択薬 として 多 く用 い られ て いる現状 か ら
,

 Mpに 有効 な抗 生剤 を選択 す るには,ま ず本 症の

診 断が不可 欠 とな る.従 来 よ り,本 症 は菌 の分

離同 定 または血清 学 的検査 法に よって診断 され

て きたが, Mpの 分離 培養 には特 定 の培地 を必要

とし,少 な くと も2～3週 間 を要 し,血 清 抗体

価 の上昇 に も発症 後1～2週 間 以上か か る.こ

のため これ らに基づ く本 症 の診断 は,通 常retro

sp㏄tiveな もの とな って しま うこ とか ら,新 た

な早 期診 断法 の開発 が望 まれ て いた1).

教 室 の平 井 ら2)は,婦 人 性器 に おけ るMyco

plasmaを 検 索す るため に,膣 ス メアー を用 い間

接蛍光 抗体 法に よるM. hominisの 検 出法 を開

発 し,培 養 法に 比べ迅 速 で しか も検 出率 の勝 る

ことを報告 した.著 者 は 同 じ理論 ・技法 に基づ

いて,マ イ コプ ラズマ 肺炎(Mp肺 炎)患 者 の呼

吸器 系 か ら早期 にMpを 検 出す る方法の確 立 を

目途 した.こ の ため にMpに 対す る特 異抗体 を

作製 し,そ れに よる間接蛍光 抗体 法 でMp肺 炎

患者 の咽頭 スメアー か らのMpの 迅速検 出法 を

確 立 しよ うと した.本 報 で は基礎 的 な検 討 とと

もに臨床 材料 に つ いて試験 を行 い,期 待 す る結

果 が得 られ たの で報告 す る.

材 料 と 方 法

1. 抗体 の作製

Mp FH株 をHayflickの 培地(Table 1)で

1週 間培養 後, 10,000rpm 20分 間遠 沈 で集 菌 し,

 phosphate buffered saline (PBS)で 繰 り返 し

洗浄 後,最 終 的 にPBSで100倍 濃 縮液 とした も

の を免 疫用 抗原 とした.こ の抗 原 を用 い てFig.

 1の ス ケジュー ルに従 って免 疫 を行 った.ま ず

ウサ ギの皮下 および筋 肉内にFreund's complete

 adjuvantと 混和 した もの を3回 注射 し, 2週 間

後,抗 原液 のみ を耳静脈 に3回 注射 した.最 終

注射か ら7日 目に全 採血 を行 い,塩 析にてIgG分

画 まで精 製 して抗体(抗Mpウ サ ギIgG)と し

た.

Table 1 Culture medium for Mycoplasmatales 

(Hayflick's medium)

Total 100m1

こ の 抗 体 の 特 異 性 はGrowth Inhibition Test

 (GIT)3)と 間 接epi-immunofluorescence法4)

で判 定 した.す な わ ちGITは, 105CFU/mlのMp

液 を 固 形 培 地 に 接 種 し,こ の 培 地 上 に 抗 体0.03
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mlを 染み込 ませ たdiscを のせ, 7日 間培 養後disc

周 囲に形 成 され る阻止帯 の有無 を見 た.間 接epi

immunofluorescence法 は, Mpを1週 間培 養

した固形 培地 をPBSで 洗 浄後,作 製 した抗体 を

加 え室温30分 間作用 させ, PBSで 洗 浄後, 10倍

希 釈FITC標 識抗 ウサ ギIgGヤ ギIgG (MBL)

を加 え室 温30分 間 静置 後PBSで 洗 浄 し落射 式

蛍光 顕微 鏡 で コロニー を観察 した.

Fig. 1 Schedule of immunization

Fig. 2 Detection procedure of Mycoplasma 

pneumoniae from throat swabs by in
direct immunofluorescence

2. 咽頭スメアーの採取および血清抗体価

Mp肺 炎患者10名,他 の呼吸器感染症患者15

名,健 常 者5名 を対 象 とした.被 検 者 に強 く咳

をさせ た後,咽 頭後 壁 を滅菌 ス ワブで強 く擦 過

し採 取粘 液 をス ライ ドグ ラスに薄 く均一 に塗 抹

し,風 乾後,冷 アセ トンに て10分 間固定 した.

 Mp肺 炎が疑 われ る患者 については初 診 時にスメ

アー採 取 と同時 に血清抗 体価 と して寒冷 凝集 素

価(CHA),受 身赤 血球 凝集 反応(PHA),補 体

結合 反応(CF)を 測 定 した. PHAはSERODIA

MYCO(富 士 レ ビオ株 式会社FD401)で, CF

はCF-KIT (デンカ生研株 式会 社)で 各 々測定

し,ペ ア血 清 で4倍 以 上 の上昇 あ るい は単 独 な

らPHA320倍 以 上, CF64倍 以上 を陽性 と判 定 し

た.

3. 間接蛍 光抗 体法(Fig. 2)

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

洗 浄後,ー 次抗体 として20倍 希釈 の抗Mpウ サ

ギIgGを 加 えて室温30分 間反応 させ た, PBS洗

浄後,二 次 抗体 と して50倍 希釈 のFITC標 識抗

ウサ ギIgGヤ ギIgG (MBL)を 加 えて室温30分

間 反 応 させ た.こ れ を十 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.

結 果

1. 精 製抗 体 とその特性

1) 抗Mpウ サIgGは,塩 析,透 析 後PBSで

希釈 し, 1.5g/dlと した。電気 泳動 法 で γ グロ

プ リン濃 度93.6%で あっ た.凍 結保 存 し以 後 の

実験 に は そのつ ど少量 ずつ解 凍供 試 した.

2) 本抗 体 はGIT法 では幅7.5mmの 発 育阻 止 帯

を明瞭 に形成 した(Fig. 3).間 接epiimmuno

fluorescence法 ではMpコ ロニー か ら明瞭 な蛍
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光 が検 出 され た(Fig. 4).対 照 として, M. orale,

 M. salivarium, M. hominis, Acholeplasma

 laidlawiiを 用 い,両 法 に おけ る本抗体 との反応

性 をみ たが,い ず れ にお いて も全 く反応 しなか

った.以 上 の結 果か ら本 抗体 はMpに 特 異的 に

反 応 し,し か もGITで 強 い阻止 を認 め るこ とか

ら高力価 の抗体 と考 え られ た.

Fig. 3 Growth inhibition test for Mycoplasma 

pneumoniae with anti-Mp rabbit IgG 
showing an inhibition zone around the 

disc

Fig. 4 Indirect epi-immunofluorescence of Mp 

colonies with anti-Mp rabbit IgG

3) 咽頭 ス メアー に先だ ち各種 培養 菌 の塗抹標

本 を作製 し,間 接蛍光 抗体 法 を行 な った とこ ろ,

 Mpの み な らずM. oraleな どにおいて も蛍 光 を

認め る こ とが判 明 した.こ の原 因がMpと 他 菌

種 との交差 反応 に よ る ものか,あ るいは培 地成

分 に対 す る抗体 に よる もの か を明 らか にす るた

め に ラテ ックス凝 集反 応 を行 った.す なわち抗

Mpウ サ ギIgGで 感作 した感 作 ラテ ックス を調

製 し,抗 原 として 人血清,牛 血清,馬 血 清, Yeast

 extractお よびMp菌 体 と各 々反 応させ たところ,

馬血清, Yeast extract, Mp菌 体 に強 い凝集 を

示 し,人 血清,牛 血清 では全 く凝集 しなか った.

そ こで次 に十分量 の 馬血清, Yeast extractで ラ

テ ッ クス を感作 してお き,こ れ と抗Mpウ サ ギ

IgGと を反応 させ る こ とで 抗 馬血 清 抗体 抗

Yeast extract抗 体 を各々吸 収 した.こ の吸収 後

の抗体 を用 い て再 び菌 塗抹標 本 の間接蛍 光抗体

法 を行 な うと,Mpに の み蛍光 を認 め, M. oyale

な どの蛍 光 は殆 ど消 失 した.し たが ってこの蛍

光 抗体 法に おけ る非特 異反応 は培地 成分 に対 す

る抗体 に起 因す る もの であ り, M. oraleな ど と

の交差 反応 では ない と考 え られ た.

4) 抗体 の至 適濃度 を決 め るため に,一 次抗体

は4, 10, 20, 40, 100倍 に,二 次 抗体 は10, 20,

 50, 100, 200倍 に各々PBSで 希 釈 して検討 した.

その結果,抗 体 のlotに よ って も異 な るが一 次抗

体 は20～40倍,二 次 抗体 は50～100倍 希 釈 した も

のが最 も蛍光 が強 く,し か もbackgroundの 非

特 異蛍光 が 少 な く,適 当で あ った.

2. 咽頭 ス メアー にお け る間接蛍 光抗体 法

1) 対 照 とす る健常 者 の咽頭 ス メアー にお いて

前処 置な しで行 な う とbackgroundに 非特 異蛍

光 を認 め たため,前 処 置 として正 常ヤ ギIgG,ヤ

ギ血清,ウ サ ギ血清 またはBovine serum a1bu

min(BSA)と の反 応 を加 え た.そ の結果BSA

以外 は これ を明 らか に減弱 で き,中 で も正常 ヤ

ギIgGが 最 もその効 果が 著 しか ったので臨床例

に は正 常ヤ ギIgGに よる前処 置 を加 えた もの を

検討 した.

2) Mp肺 炎例 の咽頭 スメアーか ら2型 の蛍光パ

ター ンを認 め た.第1型 は粘液 中 に凝 集塊 ある

い は細胞 断片上 に認 め る大 小顆 粒状 の蛍光 であ

り(Fig. 5-a),第2型 は小 型上 皮細 胞 のほぼ全

表面 よ りdiffuseに 観 察 され る蛍光 で あ る(Fig.

 5-b).こ の2型 は独 立 してで は な く症 例 に よ り

種々 の割合 に 混在 して観 察 され た.こ れ らの蛍

光パ ター ンが標 本 中数か 所 以上 にか な り広 く存

在 しているものをIndirect Immunofluorescence



82　 塩 出 純 二

Fig. 5 Indirect immunofluorescence pattern of the throat smears from mycoplasmal pneumonia patients

a: The granular fluorescence was observed mainly in the mucus.

b: The diffuse fluorescence was observed on the entire surface of the epithelium.
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(IF)+,全 体 に観察 され るもの を++,全 体 的

に多量 検 出され るもの を+++と して判 定 した.

この ような判定 基準 で臨床例 につ いて検討 した

結呆 をTable 2に 示 す,症 例1-10は 血 清抗体 価

の上昇 に よ りMp肺 炎 と診 断 した症例 であ るが,

この10例 中9例 がIF陽 性 であ った.一 方,表 に

は5症 例 しか記 して い ないが,健 常 者お よび他

の呼 吸器感 染症20例 に おいて は全 て陰性 であ っ

た.す なわ ち間 接蛍光 抗体法 陽性 と病 期進 行 に

ともな う血清抗 体価CF, PHAの 上 昇 とは非常

によ く相 関 した.

Table 2 The indirect immunofluorescence and 

the serological data of the clinical cases.

CHA: Cold haemagglutinin. PHA: Passive haemagglutination.

CF: Complement fixation. IF: Indirect immunofluorescence.

M. P.: Mycoplasmal pneumonia. COPD: Chronic obstructive pulmonam 

disease.

•¨ indicates the results of paired sera.

3) 症例3, 7, 8, 9で は初 診 時に はPHA,

 CF抗 体価 の上昇 は認め ず, 1～2週 間後 のペ ア

ー 血清 で初 め て本症 と診断 され た もの であ るが

IFで は初 診時 の咽頭 スメアーで直 ちに陽性 と判

定 し得 た.

次 に代 表的 な症例 をl例 呈示 す る.

[症 例3]

18歳,女 性 昭和60年1月4日 よ り38℃ の発

熱,咳 漱,喀 痰 が 出現, 1月8日 初 診.胸 部X

-P(Fig . 6)で 左下 葉 に浸潤 影 を認め,肺 炎の

診 断 で 入 院 し た,左 背 部 に ラ 音 を 聴 取.

 WBC6800/cmm,赤 沈1時 間 値53m, CRP

 8+, Mycoplasma抗 体 価PHA40倍 以 下, CF

8倍,寒 冷凝 集素価1024倍.咽 頭 ス メアー の間

接蛍 光抗体 法 で は全 視 野に顆 粒状 の蛍光 を認め

IF(+++)と 判 定 した. Mp肺 炎 と考 えMinocy

 cline 200mg/日 を投与 した ところ翌 日よ り下 熱傾

向 とな り,咳 漱 も次第 に減少 して きた, 4日 目,

 7日 目の咽頭 ス メアーにおいて もIF陽 性 であっ

た. 10日 目, PHA1280倍 以上, CF256倍 以上 と

上昇 しMp肺 炎 と確 定 した.

Fig. 6 Chest X-ray film of case 3 An infiltrative 

shadow was observed in the left lower 

lung field.

考 察

Mp肺 炎 に対 す る血清 学的診 断法 としては,補

体結合 反 応(CF),受 身赤血球 凝集 反応(PHA),

寒冷 凝集素 価(CHA),代 謝 阻 止試験(MIT)

な どが現在 頻 用 されて い る検査 法 であ る.こ れ

らを組 み合 わせ るこ とに よ り抗体 の検 出率 は高

ま るが,特 異性 にお いて なお 問 題 を残 して い

る5)～11).近年, Busoloら12)に よ りEnzyme-lin

ked immunosorbent assay(ELISA)法 を用 い

た特 異 的IgGお よびIgM抗 体の測定 法が開発 さ

れた.そ の後, Raisainenら13)はELISAの 抗 原

にTween-80-ether処 理 し精 製 した蛋 白抗体 を

用い る方法 を,ま たJacobsら14)はMpの 付 着性

蛋 白(分 子量168kd)を 抗原 と したdot ELISA

法 を報 告す るな ど特 異性 を高 め るための い くつ

かの 改良 が試み られて きた.一 方,培 養 法 にお

け る新 たな試み としてはTulleyの 方法15) 16)があ
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り, SP-4培 地 に よ る分離 と直接蛍光 抗体 法に よ

る同定 との併 用 に よって検 出率が著 し く向上 し

た と報告 してい る.

この よ うに血清 学的 診断法 や培養 法 におけ る

進 歩は 見 られ るものの,最 も早期 に上昇 す るlgM

抗体 の 出現 でさえ発病 後1週 間以降 であ17),菌

の培 養 同定 には2～3週 間 が必要 で あ る.そ こ

で著 者 は病初 期 に迅速 に診 断す るこ とを目的 と

して菌 の直 接同 定法 の開発 を行 な った.

Mycoplasmaは,多 形性 で大 きさは300-800

nmと 最 小の細 菌18)であ り通 常の染 色 などによる

光 顕 レベ ルで は観察不 能 であ る.文 献 的に臨 床

材料 におけ るMpの 直接1司定 法に関する報 告 は,

現 在 まで に1967年Hersら19)の 間接蛍 光抗体 法

と1974年Collierら20)の 電顕 による方法 の2つ が

あ る. Hersら の方法 はMp肺 炎 患者 の回復期 血

清 を抗 体 として用 い痰か ら検 出 を行 な った もの

であ るが,非 特 異蛍光 が 多い ため その後は行 な

われ なか っ た.こ れ は人血 清 中に は常 在菌 で あ

るM. orate, M. salivariumな どに対 す るあ る

程 度 の抗体 が含 有 され ているため と考 えられる.

最 近 にな って動物 実験 ではあ るが, 1986年 石 山21)

は ハ ム ス タ ー の 実 験 系 でavidin-biotin

peroxidase complex methodを 用 いた方法 を開

発 し臨床 応用へ の可能 性 を示唆 した.

今 回,著 者 は先 ず抗Mp抗 体 をウサ ギへ の接

種 で作 製 し, GITと 間 接epi-immunofluoresc

 enceで 特 異性 を確 認 した後,培 地成分 に対 す る

抗体 を吸収 して特 異抗 体 を精製 した.そ して 前

処 置 として正 常ヤ ギIgGに よるblocking操 作 を

加 え る こ とでbackgroundの 非特 異蛍 光 を減 弱

させ る こ とが で きた.ス メアー は,咳 漱後 の 咽

頭 後壁 の擦過 物 を薄 く塗抹 した ものが非特 異蛍

光 が少 な くしか も十分 量 の上皮 細胞 を採取 で き

良好 な検 体 であ っ た.痰 の塗抹標 本 で は,粘 液

成分 が 多 くな り非特 異蛍光 の排 除が 困難 な ため

検 体 と して は不 適 で あ っ た.な おMpと 他 の

Mycoplasma間 におけ る抗 原交 差性 の問題 であ

るが,佐 々木 ら22.)は口腔 内常在 の種 々のMyco

plasmaとMpと の共通 抗 原の存在 を指 摘 してい

る.こ の点 につ き著者 は 間接蛍光 抗体 法 とラテ

ッ クス凝 集 反応 で検討 した結果,培 地成分 に対

す る抗体 を吸収後 の抗Mpウ サ ギIgGは,両 法

の レベ ルで はM. orale, M. Salivarium, M.

 hominis, Acholeplasma laidlawiiと の交 差反 応

を示 さなか った.ま た咽 頭 ス メアー に おけ る検

討 で も対 照例 には偽 陽性 を認 めずMp肺 炎例 の

み に特 異蛍光 を認め た.し たが って,こ の 間接

蛍光 抗体 法 はか な り特 異性 の高 いMpの 検 出法

であ る と考 え られ る、 しか も所要 時間 は2～3

時 間 と短 く,手 技 も比較 的簡 便 であ るこ とに よ

りMp肺 炎 の迅 速診 断法 として極 め て有用 で あ

る.

ところでMpが 異 型肺 炎 を惹起 す るこ とは周

知 の こ とで あ るが,本 菌 の感 染病 態 には なお不

明 な点 が 多い1) 23).ハ ム スターや 器官培 養系,細
の

胞培養 系に おけ る感 染実 験に よれば, Mpは その

特 有 の末端構 造terminal structureに よって線

毛 上皮 細胞 表面 の線毛 基底部 に付 着 し感染 を惹

起 させ るこ とが観 察 され てい る24)～28).菌の細 胞

内侵入 は な く,上 皮細 胞の全 表面 を覆 うよ うに

非常 に 多数 の菌 が付着 し,さ らに集 塊形成や 細

胞間 隙のmicrocolony形 成 へ と進展 す る. Col

lierら20)は患者痰の電 顕像 もこれ と同様の所見 で

あ るこ とか ら感染 実験 と臨床 例 の病 態 との一致

を指摘 した.こ の こ とか ら今 回の蛍 光像 の第1

型 は細 胞 断 片 に 付 着 したMp菌 集 塊 あ るい は

microcolonyを,第2型 は小 型細胞 金表 面に付

着 したMpを 示 す もの と思 われ る.石 山21)の観

察 したclusterと 思 われ る不整 形構 造物は前者 で

あ り,染 色陽性 線毛上 皮細 胞 は後者 に相 当す る.

平井 ら2)は同 じ間接蛍 光抗体 法 を用 いて膣 スメア

ー か らM . hominisを 検 出 したが,そ の際 の蛍 光

像 は細 胞表面 にmicrocolonyと 考 えられ る明瞭

な粒 状蛍 光 の散在 した もの であ り今 回の所 見 と

は異 な る像 であ った.こ れ はMpとM. hominis

の存在 形 態の違いすなわ ちM. hominisが 膣 常在

菌 として上 皮細 胞上 でcolonyを 形 成 して生 息 し

てい るのに対 して, Mpは 上 皮細 胞へ の感染 お よ

び増殖状 態 を示 して い るため と考 え られ る.こ

の点か らも本 検 出法 はMpの 存在 の有 無の判 定

のみ な らず,そ の感染 病 態解 明へ の一助 とな る

こ とが 期待 され る.

一般 に
,Mp肺 炎例 か らの培養 法 に よるMpの

検 出率 は70～80%と され てい るが29),本検 出法 で

は菌 の生死 に関 わ らず,ま た抗生 剤投 与に も影
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響 され ない ので検 出頻 度 はよ り高率 にな る こ と

が予 測 され る.し か し定 量性 に 乏 しいため 判定

に は慎重 で なけ れば な らない.症 例10は 対照例

に 比較す れば 細胞表 面 に弱 い蛍光 を認 め るが陽

性例 ほ どの顕 著 な もの を欠 くため陰性 と判定 し

た。 スメアー採 取 の仕 方や病期 に よ りこの よ う

な判 定 困難例 に遭遇 す る と考 え られ るの で,今

後訪 れ るで あ ろ うMp肺 炎の 多発年 に症例 を集

積 し新 た な判 定基準 の 設定 を行 ない たい と考 え

てい る.

結 論

咽頭 ス メアーか らMycoplasma pneumoniae

(Mp)を 迅速 に検 出 す るこ とを 目的 として間接

蛍光 抗体 法 を行 ない以下 の結果 を得 た.

1. Mp FH株 の培 養 濃縮液 でウサギを免 疫 し抗

Mpウ サ ギIgGを 精 製 した.本 抗体 に は培地成

分 に対す る抗体 も含 まれ て いたが,そ れ を吸収

後 はM. orale, M. salivarium, M, hominis, Ach

 oleplasma laidlawiiと の 交差 反応 をほ とん ど認

め なか った.

2. 咽頭 ス メアー を用 い, 20倍 希 釈の抗Mpウ

サ ギIgGを 一 次抗体 と して, 50倍 希 釈 のFITC

標識 抗 ウサ ギIgGヤ ギIgGを 二 次抗体 として間

接蛍光 抗体 法 を行 なった.健 常 者例 の検討 か ら

この操 作 に先立 ち正常 ヤ ギIgGと の反応 を前処

置 と して加 えるこ とに よ りbackgroundの 非 特

異蛍光 を掬制 し得 た.

3. マ イコプ ラズマ肺 炎(Mp肺 炎) 10例 中9例

に特異 蛍光 を認め た.蛍 光パ ター ンは粘 液 中の

顆 粒状 蛍光 と上皮 細 胞表 面 のdiffuseな 蛍 光 の

2型 に分 類 され た.一 方健 常者 や他 の呼 吸器感

染症 例 か らはこれ らの特 異蛍光 を認め なか つた.

4症 例 にお いては 血清抗体 価 の上 昇 よ りも早 期

にす でに蛍光 を検 出 した.

4. 本法 はMpの 特異 的検 出法 であ り,所 要 時

間2～3時 間 で結果 が判 明す るこ と と上 記 の こ

とを考 えあわせ るとMp肺 炎 にお ける迅 速診 断

法 として有 用 であ る。
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In mycoplasmal pneumonia, both bacteriological and serological diagnoses are retrospective 
and, therefore, offer little help to clinicians. The isolation and identification of M. 

pneumoniae (Mp) require more than 1-2 weeks, and the serum antibody titer takes 1-2 weeks 
to rise after onset of the disease.

I have developed a rapid test which applies the indirect immunofluorescent technique, for 

patient throat smears.
Anti-Mp rabbit IgG was prepared by immunizing a rabbit with a concentrated cell suspen

sion of Mp. Purified anti-Mp rabbit igG (primary antibody) and FITC-labeled anti-rabbit IgG 
goat IgG were applied to the throat smears which were pretreated with normal goat IgG to 
eliminate background non-specific fluorescence.

Specific immunofluorescence was seen in 9 out of 10 throat smears from patients with Mp 
infection. Both granular and diffuse types of fluorescence were seen in the smears; the former 
was found in mucus and the latter on the entire surface of the epithelium. No specific 
immunofluorescence was seen in smear taken from patients with other respiratory infections 
or from normal volunteers.

I consider that the method is useful for the early and rapid diagnosis of mycoplasmal 
infection.


