
JP 4987469 B2 2012.7.25

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試験試料中の汚染性マイコプラズマの存在を検出する方法であって、
　(i)マイコプラズマが存在するかわからない試験試料を用意すること、
　(ii)前記試験試料中の酢酸キナーゼおよび/またはカルバメートキナーゼの活性(B)を検
出および/または測定することであって、前記活性が汚染性マイコプラズマの存在を示す
こと、および
　(iii)ステップ(ii)中の前記活性の検出および/または測定に基づいて、試験試料をマイ
コプラズマで汚染されていると確認すること
　を含む方法。
【請求項２】
　ステップ(ii)の後であるが、ステップ(iii)の前に実施される以下のステップ:
　(iia)対応する対照試料中で検出および/または測定した、酢酸キナーゼおよび/または
カルバメートキナーゼ活性の情報(A)を得るステップ、および
　(iib)試験試料中で検出および/または測定した活性(B)と、対照試料中の活性(A)を比較
するステップ
　をさらに含み
　ステップ(ii)において試験試料中で検出および/または測定した活性(B)が、ステップ(i
ia)における対照試料中の活性(A)より大きい場合、すなわち、比B/Aが1より大きい場合、
ステップ(iii)において前記試験試料をマイコプラズマで汚染されていると確認する、
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　請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　ステップ(ii)における前記試験試料中の酢酸キナーゼおよび/またはカルバメートキナ
ーゼの活性(B)の検出および/または測定、ならびに/あるいはステップ(iia)における対応
する対照試料中の酢酸キナーゼおよび/またはカルバメートキナーゼ活性の情報(A)の入手
が、以下の反応:
【数１】

【数２】

の1つもしくは複数の基質および/または1つもしくは複数の生成物の出現および/または消
失を、検出および/または測定することを含む、請求項1または2に記載の方法。
【請求項４】
　マイコプラズマ溶解剤で前記試験試料を処理することによって、マイコプラズマ細胞内
容物を前記試料中に放出させる、ステップ(i)の後であるが、ステップ(ii)の前に実施す
るステップをさらに含む、請求項1から3のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記溶解剤が界面活性剤である、請求項4に記載の方法。
【請求項６】
　前記界面活性剤による溶解処理が、細菌細胞を溶解することができない、請求項5に記
載の方法。
【請求項７】
　前記対応する対照試料が、マイコプラズマ溶解処理前の前記試験試料と同じである、請
求項4から6のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　前記対応する対照試料が前記試験試料と同じであるが、前記試験試料活性に関する検出
/測定の情報の入手を、前記対照試料に関する検出/測定の情報の入手後のある時間間隔後
に行う、請求項2から4のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　前記時間間隔が少なくとも30分である、請求項8に記載の方法。
【請求項１０】
　前記検出および/または測定ステップが、ATPを検出および/または測定することを含む
、請求項1から9のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　前記ATPを発光反応によって検出および/または測定する、請求項10に記載の方法。
【請求項１２】
　前記発光反応が生物発光反応である、請求項11に記載の方法。
【請求項１３】
　前記検出および/または測定ステップ(ii)の前に、ADPを前記試験試料に加える、請求項
1から12のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　マイコプラズマ基質(MS)試薬を、前記検出および/または測定ステップ(ii)の前に前記
試験試料に加え、前記MS試薬がアセチルリン酸もしくはその前駆体、および/またはカル
バモイルリン酸もしくはその前駆体を含む、請求項1から13のいずれか一項に記載の方法
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。
【請求項１５】
　前記アセチルリン酸の前駆体がアセチルCoAである、請求項14に記載の方法。
【請求項１６】
　前記カルバモイルリン酸の前駆体がシトルリンおよび/またはアンモニアである、請求
項14に記載の方法。
【請求項１７】
　前記対照試料は、マイコプラズマ試薬が加えられていない、前記試験試料の全体または
分量である、請求項13から16のいずれかに記載の方法。
【請求項１８】
　前記対照試料が、別の方法によってマイコプラズマを含まないことが示されている、請
求項2から7、または9から17のいずれかに記載の方法。
【請求項１９】
　前記対照試料が、PCR試験、DNA蛍光染色またはマイコプラズマ培養法の1つまたは複数
によって、マイコプラズマを含まないことが示されている、請求項18に記載の方法。
【請求項２０】
　前記試験試料および/または対照試料が、細胞培養物試料である、請求項1から19のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記細胞培養物試料中の前記細胞が、哺乳動物細胞、好ましくはVero、MRC5、HUVEC、B
SMC、NHEK、MCF-7、AoSMC、A549、HepG2、FM3A、PC12、ARPE-19、CHOおよびCOS細胞など
の付着細胞、および/または動物源から単離した初代付着細胞である、請求項20に記載の
方法。
【請求項２２】
　K562、U937、HL-60、Cem-7、およびJurkats、ならびに白血病芽細胞などの初代細胞型
などの、前記細胞培養試料中の前記哺乳動物細胞が、浮遊状態で増殖する、請求項20に記
載の方法。
【請求項２３】
　前記細胞培養物が植物細胞の培養物である、請求項20に記載の方法。
【請求項２４】
　前記細胞培養物試料が、細胞培養物に由来するが、それ自体は細胞物質を実質的に含ま
ない試料である、請求項20から23のいずれかに記載の方法。
【請求項２５】
　前記試験試料および/または対照試料が無細胞試薬からなる、請求項1から19のいずれか
に記載の方法。
【請求項２６】
　前記無細胞試薬がトリプシンである、請求項25に記載の方法。
【請求項２７】
　細胞培養物を処理してマイコプラズマ汚染を除去するための方法であって、マイコプラ
ズマ汚染した細胞培養物をある作用剤で処理して、マイコプラズマを除去および/または
破壊すること、次に、請求項1から26のいずれか一項に記載の方法を使用して、マイコプ
ラズマ汚染に関して前記培養物からの試料を試験すること、必要な場合、マイコプラズマ
汚染が前記試料中で検出されなくなるまで、前記過程を1回または複数回繰り返すことを
含む方法。
【請求項２８】
　試験試料中のマイコプラズマの存在を検出する方法であって、以下のステップ:
　(i) マイコプラズマが存在するかわからない試験試料を用意するステップ、
　(ii)ADPをATPに転換するための外因性試薬を加えずに、生物発光反応を使用して前記試
験試料中のATPを検出または測定して、ATPおよび/または光出力の測定値(A)を得ることに
よって、前記試験試料中の酢酸キナーゼおよび/またはカルバメートキナーゼの活性を検
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出および/または測定するステップ、
　(iii)対応する対照試料からATPおよび/または光出力の測定値(B)を得るステップ、
　(iv)ATPおよび/または光出力の測定値の比B/Aを比較するステップ、および
　(v)前記比B/Aが1より大きい場合、前記試験試料をマイコプラズマで汚染されていると
確認するステップ
　を含む方法。
【請求項２９】
　細菌細胞を保持するフィルターに前記試験試料を通過させるステップを含む、請求項1
から28のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
　請求項14から29で定義したマイコプラズマによる試料の汚染を検出する方法における、
アセチルリン酸もしくはその前駆体、および/またはカルバモイルリン酸もしくはその前
駆体の使用。
【請求項３１】
　マイコプラズマ汚染の検出に使用するためのキットであって、以下のもの
　(i)アセチルリン酸もしくはその前駆体、および/またはカルバモイルリン酸もしくはそ
の前駆体、
　(ii)酵素反応をATP形成の方向に進めるための過剰量のADP、
　(iii)マイコプラズマを溶かすための1つまたは複数の作用剤
　を含むキット。
【請求項３２】
　マイコプラズマを溶かすための前記作用剤が界面活性剤を含む、請求項31に記載のキッ
ト。
【請求項３３】
　発光反応によりATPを検出および/または測定するための手段をさらに含む、請求項31か
ら32のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３４】
　前記手段が酢酸マグネシウム、無機ピロリン酸、ウシ血清アルブミン、ルシフェリンル
シフェラーゼ、ADPおよびAMPを含めた、マイコプラズマ検出試薬(MDR)を含む、請求項33
に記載のキット。
【請求項３５】
　前記試薬が凍結乾燥状態で提供される、請求項31から34のいずれか一項に記載のキット
。
【請求項３６】
　凍結乾燥状態の試薬を元に戻すことができるマイコプラズマアッセイ用バッファー(MAB
)をさらに含む、請求項31から35のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３７】
　前記バッファーが7.5のpHを保つ、請求項36に記載のキット。
【請求項３８】
　照度計、好ましくは手動照度計をさらに含む、請求項33または34に記載のキット。
【請求項３９】
　細菌フィルターをさらに含む、請求項31から38のいずれか一項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞培養物由来の試料などの試験試料を汚染する、Mollicutesファミリーの
構成菌を検出するためのアッセイの方法および物質に関する。
【背景技術】
【０００２】
　分類学的には、細胞壁の欠如を使用して、Mollicutesと呼ばれる鋼の他の細菌からMoll
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icutesを分離している(Razin他1998)。この鋼の構成菌は、以下の表1中に要約する。
【０００３】
【表１】

【０００４】
　本出願の文脈では、用語「マイコプラズマ」は、単にマイコプラズマ目だけではなく、
Mollicutes鋼のすべての構成菌を含むものとする。実際、「マイコプラズマ」は、当分野
ではすべてのMollicutesに関する一般的な用語である。
【０００５】
　マイコプラズマは、ヒト、哺乳動物、爬虫類、魚類、節足動物および植物の寄生虫とし
て、自然界に広くはびこっている。マイコプラズマは、最も小さく単純な原核生物である
。マイコプラズマは堅い細胞壁を欠いており、ペプチドグリカン合成ができず;したがっ
て、マイコプラズマは、ペニシリンおよびその類似体などの抗生物質に敏感ではない。マ
イコプラズマは、DNAのグアニンおよびシトシン含量が低分子比率のグラム陽性細菌、す
なわちLactobacillus、Bacillus、StreptococcusおよびClostridiumの2種からの退化的進
化により発生した。Mollicutesは、進化の過程中に、それらの遺伝情報の相当部分を失っ
ている。寄生の生活環の必要性を決めるのは、この限られたコード能力である。大部分の
種は、通性嫌気性微生物であるが、いくつかの種は絶対性であり、したがって、それらの
代謝は嫌気性細菌と類似している。
【０００６】
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　180を超えるMollicute種が同定されており、その中で、ヒト、ウシおよびブタ由来の、
20の異なるマイコプラズマおよびAcholeplasma種が、細胞培養物から単離されている。す
べてのマイコプラズマ感染の95%を占める6種が存在し;これらはM.orale、M.arginii、M.f
ermentans、M.salivarum、M.hyorhinisおよびA.laidlawiiである。感染の主な原因は、研
究室に持ち込まれる他の細胞系からの交差汚染である。さらに、外因性マイコプラズマの
望ましくない源が、血清製品などの組織培養試薬中に見られる可能性がある。マイコプラ
ズマは、細菌と異なり、汚染が濁度の増大、または明らかな細胞の損傷を生み出すことは
あまりない。生菌マイコプラズマは、接種後7日で作業表面から回収することができ、マ
イコプラズマは、細菌保持フィルターを通過することもできる。その最大個体相において
、マイコプラズマは、宿主細胞と5:1の比率で、108マイコプラズマ/上清1mlほど多く存在
することができる。存在する場合、マイコプラズマは、培養培地中で検出可能な濃度に「
増殖」し、次いでマイコプラズマは、細胞表面上にさらに吸着される。これは、マイコプ
ラズマが培養中の哺乳動物細胞に入り生存するかどうかに関する論争点である。
【０００７】
　マイコプラズマは、in vitro培養物のほぼそれぞれの性質を変えることができる。マイ
コプラズマは培養物の栄養素、特にアルギニンを消耗する。感染した真核細胞は、異常な
増殖、代謝および形態の変化を示す。いくつかの生物学的性質が、毒性決定因子として関
係してきており;これらには、ホスホリパーゼ、ATPアーゼ、ヘモリシン、プロテアーゼお
よびヌクレアーゼなどのマイコプラズマ酵素の、宿主細胞環境中への分泌または導入があ
る。
【０００８】
　マイコプラズマに関する主な問題点は、それらの汚染は目につかないことが多く、細菌
検出と異なり、容易に肉眼で見ることができないことである。マイコプラズマの抗生物質
に対する耐性、および通常の細菌用滅菌フィルターを通過する能力は、マイコプラズマが
、細胞培養技法の典型的な予防措置を逃れることができることを意味する。これらの汚染
が依然未検出である負の影響の結果として、連続的なスクリーニングが、任意の細胞培養
研究室に必要不可欠であることが明らかになっている。
【０００９】
　少なくとも10%～15%の培養中の細胞が、マイコプラズによって汚染される可能性がある
ことを示した、いくつかの研究が存在する(RottemおよびBarile 1993、McGarrityおよびK
otani 1985)。大部分の細胞生物学者は、マイコプラズに関する通常の試験を行う必要性
を理解しているが、しかしながら、現在利用可能な試験のコストおよび不正確さのために
、このことはこれまで、依然として実現されていない理想のままである。
【００１０】
　生菌マイコプラズマを検出するために利用可能な、唯一の正確な方法は、微生物を培養
することである。しかしながら、それらのin vitro培養に関する難点が、それらの培養に
必要とされる複雑な培地のために問題となることが分かっている(Razin他、1998)。培養
は最も感度の良い方法であるとも考えられてきている。なぜならそれは、生きている単一
の微生物を検出することができると言われているからである。しかしながら、結果は、当
業者および非常に特異的な培養要件によって、2～3週間かかる。かかる時間は、細胞がコ
ロニーを形成する十分な数に、細胞を培養する必要性の結果であり、したがってこれは、
ディーンズ染色を使用して識別することができる。マイコプラズマは寒天上、肉汁培養物
中で培養することができ、大部分のマイコプラズマは、特徴的な「目玉焼き」の外見を有
する微視的なコロニーを生成し、寒天中に埋め込まれた状態で増殖するが、一部のコロニ
ーは、寒天中に完全に埋め込まれた状態で増殖しないこともある。標準的な寒天または肉
汁培養培地を使用して、容易に増殖させることができない、いくつかの菌株が存在する。
これらの菌株は、それらを単離および同定するために、細胞支援型の培養を必要とする。
後者の手法は、宿主細胞表面に吸着する、マイコプラズマ種の同定および検出を助ける(R
ottemおよびBarile 1993)。しかしながら、培養手順の複雑な性質のために、これらの試
験は、マイコプラズマの受託試験所によって最も一般的に行われる。
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【００１１】
　試料中のマイコプラズマを検出する簡単な手段の1つは、蛍光色素を使用するDNAのアッ
セイである。最も一般的に使用される1つは、4',6-ジアミン-2-フェニルインドール二塩
酸塩(DAPI)であるが、ヘキスト染色は選択法であると考えられる。細胞培養物試料を採取
し、固定しヘキスト33258(ビスベンズアミド)で染色し、UV落射蛍光下で調べる(Battagli
a他、1994、Raab 1999)。細胞と結合したマイコプラズマが存在する場合、したがって細
胞核は、細胞質中に蛍光構造に囲まれて現れる。陰性細胞は、細胞DNAの単なる核染色に
よって表される。DNA染色からの結果の正確な解釈は、経験豊かな目を必要とし、それは
さらに、専門機器、すなわち蛍光顕微鏡を必要とする。
【００１２】
　PCRによるマイコプラズマ検出は、外部のサービス研究所によって一般的に使用される
試験であり、適切な機器を有する研究所においても行われる。マイコプラズマPCRキット
において使用されるプライマーは、マイコプラズマゲノムの保存領域にアニーリングし、
いくつかの種の検出を可能にする(Raab 1999)。大部分の商業上利用可能なPCRキットは、
増幅産物をアガロースゲル電気泳動によって分析することを必要とし、汚染種を決定する
結果として生じるバンドパターンが存在する。しかしながら、バンドパターンの視覚化は
主観的なものである。
【００１３】
　RocheからのマイコプラズマPCR ELISA(Raab 1999)は、異なる系に頼るものであり、種
間を区別することができない。このキットはジゴキシゲニン-dUTPを含み、PCR産物は、抗
ジゴキシゲニン-ペルオキシド複合体を被覆したマイクロタイタープレート中の、ウェル
の表面上で捕捉する。テトラメチルベンジジン(TMB)で着色した生成物は、標準的なELISA
プレートリーダーを使用して目に見える状態にする。
【００１４】
　Life Technologiesは、哺乳動物細胞中にごく少量見られる(まったく見られない場合あ
り)、アデノシンホスホリラーゼの活性に基づいて、MYCOTECT(商標)キットを開発した(Ve
rhoef他、1983)。この酵素は、6-メチルプリンデオキシリボース(6-MPDR)を2つの毒性産
物(6-メチルプリンおよび6-メチルプリンリボース)に転換する。このアッセイは、24ウェ
ルの組織培養プレートにおいて増殖させた指標細胞系に、汚染細胞系を加えることを必要
とする。マイコプラズマ陽性であるとこれらの毒性物質が生成するので、6-MPDR基質を加
え、さらに3～4日間増殖後に、クリスタルバイオレット染色液を加え、指標細胞の生存性
を試験する。200,000個の標的細胞当たり1個のマイコプラズマ細胞を検出することが報告
されているが、培地条件を調節して、マイコプラズマの増殖を助長する場合(Whitaker他
、1987)、この系の主な欠点は、それは手間がかかり、時間を浪費することである。
【００１５】
　マイコプラズマ抗原に対して産生した抗体を利用する、イムノアッセイを使用して、マ
イコプラズマ抗原を検出することができる。例えば、臨床試料中のM.pneumoniaeの検出(D
axboeck他、2003)、異なる抗体の使用によって、種の同定が可能になる。いくつかの商業
的に利用可能なキットが存在し、例えば、IDEXX研究所(米国)は、動物の健康状態と関係
があるいくつかのマイコプラズマを検出するための、酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA)
を供給する。
【００１６】
　既知のアッセイの大部分は、終了するのに少なくとも24時間かかり、高価な機器および
相当量の専門知識を必要とする。さらに、これらは染色特異的アッセイである。一般的な
アッセイ、すなわち概略的にマイコプラズマ種を検出する能力を有する、アッセイは存在
しない。
【００１７】
　英国特許第2357336B号は、それを使用して細胞培養物中のマイコプラズマを検出するこ
とができる、アッセイを記載している。このアッセイは、マイコプラズマが酵素ATPアー
ゼを多量に過剰生成するという観察に基づく。マイコプラズマのATPアーゼ活性は、十分
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な細胞のATPまたは外から加えられたATPをADPに転換して、ADPを検出可能にする。それ故
、このアッセイはADPの検出に基づき、これは、ADPをATPに転換する、試薬を含む酵素(ピ
ルビン酸キナーゼとホスホエノールピルビン酸;アデニル酸キナーゼ;グリセロールキナー
ゼ、ミオキナーゼの組合せ;またはクレアチンキナーゼとクレアチンリン酸の組合せを含
む)を試料に加え、生物発光反応を使用してATPを検出することによって行われる。
【００１８】
　英国特許第2357336号の開示は、考えられる補正の目的を含めて、本明細書に組み込ん
でいる。
【特許文献１】英国特許第2357336B号
【特許文献２】英国特許第2357336号
【特許文献３】de Wet他、1987、Masuda他、1989、Wood他、1989、欧州特許出願公開第03
53464号
【特許文献４】White他、1996、国際公開第01/31028号および国際公開第00/24878号
【非特許文献１】www.unc.edu/depts/tcf/mycoplasma.htm
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１９】
　本発明は、細胞培養物由来の試料などの試料中の、マイコプラズマを検出するための、
他の手段を提供しようと努めるものである。
【課題を解決するための手段】
【００２０】
　第1の態様に従い、本発明は、試験試料中の汚染性マイコプラズマの存在を検出する方
法であって、
　(i)試験試料を用意すること、
　(ii)試験試料中の酢酸キナーゼおよび/またはカルバメートキナーゼの活性(B)を検出お
よび/または測定することであって、前記活性が汚染性マイコプラズマの存在を示すこと
、および
　(iii)ステップ(ii)中の前記活性の検出および/または測定に基づいて、試験試料をマイ
コプラズマで汚染されていると確認することを含む、方法を提供する。
【００２１】
　好ましくは、この方法は、ステップ(ii)の後、ただしステップ(iii)の前に実施される
以下のステップ:
　(iia)対応する対照試料中で検出および/または測定した、酢酸キナーゼおよび/または
カルバメートキナーゼ活性の情報(A)を得るステップ、および
　(iib)試験試料中で検出および/または測定した活性(B)と、対照試料中の活性(A)を比較
するステップであって;
　ステップ(ii)中の試験試料中で検出および/または測定した活性(B)が、ステップ(iia)
中の対照試料中の活性(A)より大きい場合、すなわち、比B/Aが1より大きい場合、ステッ
プ(iii)において試験試料をマイコプラズマで汚染されていると確認するステップをさら
に含む。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２２】
　第2の態様では、本発明は、ステップ(ii)中の試験試料中の酢酸キナーゼおよび/または
カルバメートキナーゼの活性(B)の検出および/または測定、および/またはステップ(iia)
中の対応する対照試料中の酢酸キナーゼおよび/またはカルバメートキナーゼ活性の情報(
A)の入手が、1つまたは複数の基質、および/または以下の反応:
【００２３】
【数１】
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【００２４】
【数２】

【００２５】
　の1つまたは複数の生成物の出現および/または消失を、検出および/または測定するこ
とを含む方法を提供する。
【００２６】
　好ましくは、検出および/または測定ステップは、ATPを検出および/または測定するこ
とを含む。さらにより好ましくは、ATPを発光反応、特に生物発光反応によって検出およ
び/または測定する。
【００２７】
　いくつかの発光系が知られており、いくつかの細菌、原生動物、腔腸動物、軟体動物、
魚類、ヤスデ、ハエ、真菌、ぜん虫、甲殻類、および甲虫、特にPhotinus、Photuris、お
よびLuciola属のホタル、およびpyrophorus属のコメツキムシを含めた、多くの発光生物
から単離されている。多くのこれらの生物中では、酵素により触媒される酸化還元が起こ
り、その中では、自由エネルギーの変化を利用して、高エネルギー状態に分子を励起させ
る。したがって、励起した分子が自然に基底状態に戻ると、可視光線が放出される。この
放出される光が、「生物発光」と呼ばれる。
【００２８】
　甲虫ルシフェラーゼ、特にホタル種、Photinus pyralis由来のルシフェラーゼは、初期
の研究以来、生物発光を理解するための範例となっている。P.pyralisのルシフェラーゼ
は、補欠分子団または固く結合した金属イオンはおそらく有しておらず、550のアミノ酸
および約60,000ダルトンの分子量を有する酵素であり、この酵素は、長年の間結晶形で当
分野に利用可能である。生物発光を生み出す際の、ホタルルシフェラーゼの機構における
分子要素の研究によって、この酵素の基質は、ホタルルシフェリン、複素環式有機酸、D-
(-)-2-(6'-ヒドロキシ-2'-ベンゾチアゾリル)Δ2-チアゾリン-4-カルボン酸(他に示さな
い限り、本明細書では以後は「ルシフェリン」と呼ぶ)であることが示されてきている。
【００２９】
　以下の生物発光反応を使用して、ATPを検出することができる。
【００３０】

【数３】

【００３１】
　放射される光の強度は、ATP濃度と直接関係があり、照度計を使用して測定する。
【００３２】
　ルシフェラーゼは、ATPの分濃度をアッセイする手段として使用されており、10-16モル
ほど少ないATPを、この酵素の高品質の調製物を用いて検出することができる。ルシフェ
ラーゼ-ルシフェリン反応は、ATPに非常に特異的である。例えば、デオキシ-ATPは、ATP
によって生成される光の2%未満を生成し、他のヌクレオシド三リン酸は0.1%未満を生成す
る。
【００３３】
　結晶性ルシフェラーゼは、甲虫の発光器官から直接単離することができる。(特に、P.p
yralis(ホタル)のルシフェラーゼ、P.plagiophthalamus(コメツキムシ)の4種のルシフェ
ラーゼアイソザイム、L.cruciata(ホタル)のルシフェラーゼおよびL.lateralisのルシフ
ェラーゼ(de Wet他、1987、Masuda他、1989、Wood他、1989、欧州特許出願公開第0353464
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号)を含めた)いくつかの甲虫種のルシフェラーゼをコードするcDNAが利用可能である。さ
らに、ルシフェラーゼを生成する任意の他の甲虫種の、ルシフェラーゼをコードするcDNA
は、既知の技法を使用して当業者により容易に入手可能である(de Wet他、1986、Wood他
、1989)。甲虫ルシフェラーゼをコードするcDNAを入手することによって、cDNAを発現さ
せるために形質転換した、培養中の細菌(例えば大腸菌)、酵母菌、哺乳動物細胞などから
単離することによって、非常に純粋な形で多量のルシフェラーゼを調製することは、非常
に簡単である。
【００３４】
　さらに、甲虫ルシフェラーゼをコードするcDNAの利用性、およびルシフェラーゼ-ルシ
フェリン反応を触媒する酵素をコードするcDNAを迅速にスクリーニングする能力(de Wet
他、1986、上記、Wood他、上記を参照)によって当業者は、ルシフェラーゼ-ルシフェリン
反応による生物発光の生成を触媒する活性を保持している、多量の純粋な形の、突然変異
ルシフェラーゼを調製し、得ることもできる。このような突然変異ルシフェラーゼは、1
つまたは複数の位置において天然に存在する甲虫ルシフェラーゼの配列とは異なる、アミ
ノ酸配列を有するであろう(White他、1996、国際公開第01/31028号および国際公開第00/2
4878号)。本開示では、用語「ルシフェラーゼ」は、甲虫に本来存在するルシフェラーゼ
だけでなく、このような天然のルシフェラーゼのルシフェラーゼ-ルシフェリン反応を触
媒することによって、生物発光を与える活性を保持している突然変異体も含む。
【００３５】
　本発明の方法では、ステップ(i)の後、ただしステップ(ii)の前に、試料を処理して、
任意のマイコプラズマを溶かし、それによってその細胞内容物を試料中に放出させること
が最も好ましい。当業者は、界面活性剤などの化学物質の施用、および超音波処理などの
機械的方法を含めた、様々な方法によって、溶解を実施することができることを理解する
であろう。
【００３６】
　界面活性剤で試料を処理すること、またはマイコプラズマ細胞膜を溶かすことはできる
が、存在する可能性がある任意の細菌の細胞壁には影響を与えない他の溶解法によって、
溶解を実施することが有利である。代表的な界面活性剤処理には、低濃度(例えば0.25%v/
v)のTritonX100などの界面活性剤の使用がある。
【００３７】
　好ましい溶解方法は、マイコプラズマ膜を溶かすのに十分な方法であるが、この方法は
、細菌細胞に対しては有効ではないと思われる。真核細胞の溶解と細菌の溶解を比較する
試験では、非イオン性界面活性剤(主にポリエトキシエーテル)を使用して、微生物細胞に
影響を与えずに、体細胞を溶かすことができることが認められてきた(SchrammおよびWeye
ns-van Witzenberg 1989、Stanley 1989)。界面活性剤による溶解に対して細菌を鈍感に
しているのは、堅い細胞壁の存在であり、細菌細胞を溶かすための、より厳密な溶解手順
が必要とされる。効率の良い溶解および全体のタンパク質放出のために、細胞壁を破壊す
るためのアイソザイムなどの酵素に対する露出を、細菌はしばしば必要とする(Pellegrin
i他、1992)。最も好ましい界面活性剤によるマイコプラズマの溶解条件を、本明細書で以
後示す。
【００３８】
　しかしながら、細菌による汚染は濁度の増大を生み出し、位相差顕微鏡の下で細胞培養
物を見ると、細菌を肉眼で見ることもできる。これらの細菌培養物は大変容易に検出する
ことができ、すぐに捨てることができる。
【００３９】
　細菌と異なり、マイコプラズマは、フィルター滅菌用に使用される0.45μMフィルター
を通過し(BasemanおよびTully 1997)、濾過ステップを加えることによって、細菌汚染と
マイコプラズマ汚染を区別することができる。
【００４０】
　したがって、本発明の好ましい実施形態では、試験試料を、ステップ(i)において細菌
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験試料を通過させることによって、試験試料を処理して細菌を除去する場合、マイコプラ
ズマを選択的に溶かすことは重要ではない、すなわち細菌を溶かす必要はないことを理解
されよう。
【００４１】
　好ましい実施形態では、検出および/または測定ステップ(ii)の前に、ADPを試験試料に
加える。しかしながらアッセイは、内因性ADPを利用することもできる。
【００４２】
　好ましい実施形態では、マイコプラズマ基質試薬を、検出および/または測定ステップ(
ii)の前に試験試料に加え、このマイコプラズマ基質試薬は、アセチルリン酸もしくはそ
の前駆体、および/またはカルバモイルリン酸もしくはその前駆体を含む。
【００４３】
　「その前駆体」によって我々は、そこからアセチルリン酸および/またはカルバモイル
リン酸を生成することができる、1つまたは複数の化合物を含むものとする。代表的な反
応を以下に概略する:
【００４４】
【数４】

【００４５】
　したがって、アセチルリン酸をマイコプラズマ基質試薬に加える代わりに、アセチルCo
Aなどの前駆体を含めることができると思われる。
【００４６】
　同様に、カルバモイルリン酸の代わりに、シトルリンおよびアンモニアなどの前駆体を
、マイコプラズマ基質試薬に加えることができると思われる。
【００４７】
　本発明の方法では、アセチルリン酸およびカルバモイルリン酸、および/またはこれら
の前駆体は、ステップ(ii)の前に試料に加えることが最も好ましい。これによって、マイ
コプラズマ汚染に関する一般アッセイを行うことができる。なぜならマイコプラズマは、
それらの酢酸キナーゼおよび/またはカルバメートキナーゼ酵素によって、片方または両
方の基質を利用するからである。
【００４８】
　あるいは、前述の基質またはその前駆体の1つを単に使用することによって、さらに特
異的なアッセイを生み出すことができる。このようなアッセイは、酵素酢酸キナーゼまた
はカルバメートキナーゼの1つのみを使用する、マイコプラズマに特異的なものであろう
。以下の表2は、酢酸キナーゼを優先的に、カルバメートキナーゼを優先的に、あるいは
両方を利用する、Mollicutesファミリーの構成菌のいくつか(寄生哺乳動物宿主)の例を列
挙する。以下に列挙したものに加えて、いくつかの爬虫類、昆虫および植物に感染性のマ
イコプラズマが存在し、その生化学的調査によって、これらの同じ経路の使用が確認され
た(Kirchoff他、1997、Forsyth他、1996、Taylor他、1996およびTully他、1994)。
【００４９】
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【表２】

【００５０】
　最も好ましくは、本発明のすべての態様のすべての方法において、「対応する対照試料
」は、マイコプラズマ溶解処理、および/またはマイコプラズマ基質の添加、および/また
はある時間間隔(例えば約30分を超える)前の、試験試料である。この好ましい実施形態で
は、両方の活性測定を同じ試料、試験試料に行う。第1の活性測定値(A)を、マイコプラズ
マ溶解ステップの前、あるいはこれと同時に得て、次いで、マイコプラズマ基質を加えた
後、および/またはある時間間隔(例えば約30分を超える)の後に、第2の活性測定値(B)を
得る。B/Aの値が1より大きい場合、試験試料はマイコプラズマで汚染されていると確認す
る。
【００５１】
　当業者は、「対応する対照試料」は、所定の陰性対照試料であってもよいが、これはあ
まり好ましくないことを理解するであろう。
【００５２】
　一実施形態では、対照試料は、マイコプラズマ汚染がないことが示されている。これを
行うのに適した方法には、本明細書に記載するPCR試験、DNA蛍光染色、または培養法があ
る。したがって、一実施形態では、「対応する対照試料」によって、我々は、試験試料中
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に含まれる物質とほぼ同じ物質を含むが、試験試料とは異なり、マイコプラズマ汚染がな
いことが示されている試料を意味する。当業者は、マイコプラズマ非汚染状態は、様々な
既知の方法によって、示すことができることを理解するであろう。いくつかの適切な方法
がRottemおよびBarile 1993によって総説されており、一方試験キットおよびサービスの
概略は、Raab他1999中に与えられている。
【００５３】
　試験試料および/または対照試料は、細胞培養物試料、特に哺乳動物細胞の培養物など
の、細胞試料であってよい。いくつかの例を、以下の表3に列挙する。
【００５４】
【表３】

【００５５】
　さらに、哺乳動物の初代細胞型、ならびに組織バンク、例えばATCCおよびECACCによっ
て保持されているすべてのそのような細胞を試験することができると思われる。
【００５６】
　本発明のアッセイを使用して、付着細胞(例えばHepG2、A549、CHOおよびCOS細胞)、お
よび懸濁液中で培養する細胞(例えばJurkats、U937、K562およびHL-60細胞)の培養物中の
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、マイコプラズマ汚染を検出することができることは、注目に値する。
【００５７】
　試験する試料は、事前に遠心分離にかけて細胞物質を除去した、細胞培養物の上清由来
であることが好ましい。しかしながら、細胞または細胞残骸の存在下でアッセイを行うこ
ともできる。
【００５８】
　無細胞試料を、本発明の方法を使用して試験することもできる。例えば、本発明の方法
は、組織培養培地などの無細胞試薬の試料、および典型的には血清(例えばウシ胎児血清)
、トリプシンなどの動物由来の物質、および他の補充物質などを含む試料を試験するのに
非常に有用である。この方法で試験することができる、いくつかの一般的に使用される培
地および補充物質の例を、表4中に示す。
【００５９】
【表４】

【００６０】
　本発明の第3の態様は、試験試料中のマイコプラズマの存在を検出する方法であって、
以下のステップ:
　(i)試験試料を用意するステップ、
　(ii)ADPをATPに転換するための外因性試薬(例えば、キナーゼ活性の基質)を加えずに、
生物発光反応を使用して試験試料中のATPを検出および/または測定し、ATPおよび/または
光出力の測定値(A)を得るステップ、
　(iii)対応する対照試料からATPおよび/または光出力の測定値(B)を得るステップ、
　(iv)ATPおよび/または光出力の測定値の比B/Aを比較するステップ、および
　(v)比B/Aが1より大きい場合、試験試料をマイコプラズマで汚染されていると確認する
ステップを含む方法を提供する。
【００６１】
　本発明の前の態様に関して述べたように、マイコプラズマ溶解処理、および/またはマ
イコプラズマ基質の添加、および/またはある時間間隔は、ステップ(ii)の前に行うこと
が最も好ましい。
【００６２】
　本発明の前の態様に関して述べたように、「対応する対照試料」は、マイコプラズマ溶
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解処理、および/またはマイコプラズマ基質の添加、および/またはある時間間隔の放置(
例えば約30分を超える)を施されていない、試験試料であることが最も好ましい。
【００６３】
　言い換えれば、両方の測定値は試験試料から得る。したがって、好ましい実施形態では
、対照ATPおよび/または光出力の測定値を、界面活性剤およびルシフェラーゼ/ルシフェ
リンおよびAMPを含む、マイコプラズマ検出試薬の試料への添加後に得て、試験ATPおよび
/または光出力の測定値は、キナーゼ活性の基質(またはその前駆体)の添加後に得る。
【００６４】
　本発明の第4の態様は、細胞培養物を処理してマイコプラズマ汚染を除去するためのin 
vitro法であって、マイコプラズマ汚染した細胞培養物をある作用剤で処理して、マイコ
プラズマを除去および/または破壊すること、および、本発明の方法を使用して、マイコ
プラズマ汚染に関して培養物由来の試料を後に試験すること、必要な場合、マイコプラズ
マ汚染が試料中で検出されなくなるまで、この過程を1回または複数回繰り返すことを含
む方法を提供する。
【００６５】
　細胞培養において使用される最も一般的な抗生物質は、マイコプラズマに対して無効で
ある。阻害活性を示すいくつかの物質が存在し、これらにはゲンタマイシン硫酸塩、カナ
マイシン硫酸塩およびチロシン酒石酸がある(www.unc.edu/depts/tcf/mycoplasma.htm)。
マイコプラズマ除去物質(ICN-Flow)、キノロン系の抗生物質の誘導体、さらにMinerva Bi
olabs(ベルリン、ドイツ)からの非抗生物質治療剤Mynox(登録商標)を含めた、いくつかの
市販の治療製品が存在する。米国企業InvivogenはPlasmocin(商標)を供給し、これは2つ
の細菌要素を有し、一方はタンパク質合成に働き、他方はDNA複製を阻害する。抗生物質
テトラサイクリンおよびシプロフロキサシンは、80～85%未満の成功率を有することが報
告されている(www.unc.edu/depts/tcf/mycoplasma.htm)。したがって、ひとたび汚染が確
立されると、培養物からマイコプラズマを完全に根絶することは非常に困難である。
【００６６】
　有効な抗生物質の大部分はキノロン系の誘導体であり、異なる抗生物質の有効性は、試
験するマイコプラズマ種に従って変わる。Duffy他、2000は、キノロン系ゲミフロキサシ
ンに対するM.pneumoniae、M.hominis、M.fermentans、M.genitaliumおよびU.urealyticum
の生存性を調べ、テトラサイクリン、クリンダマイシンおよび他のキノロンを含めたいく
つかの抗生物質と比較した。これらの結果によって、種間の様々な応答性が示されたが、
しかしながら、ゲミフロキサシンはテトラサイクリンより良く働いた。tetM遺伝子を得て
いるために、テトラサイクリンに対して耐性を示すいくつかの種が存在する。これは頻繁
に起こることであり、マイコプラズマ源に依存する種の応答性の変動によって複雑になる
。例えば、真核細胞培養物中で抗生物質に曝されたマイコプラズマは、ヒトまたは動物源
から単離した同種とは異なるプロファイルを示す(Taylor-RobinsonおよびBebear 1997)。
抗マイコプラズマ治療の報告されている成功は、非常に様々なようであるが、Uphoff他、
2002による近年の研究は、96%の白血病-リンパ腫細胞系は、試験した治療剤の少なくとも
1つによって、マイコプラズマがなくなったことを報告している。
【００６７】
　本発明の様々な態様を具体化するいくつかの例を、添付の図面を参照しながら、ここで
記載する。
【実施例１】
【００６８】
　本発明のアッセイ法
　好ましいアッセイ法の原則は、マイコプラズマ酵素の適切な基質を供給することである
。マイコプラズマ汚染が存在する場合、好ましくはルシフェラーゼ-ルシフェリン反応に
よって、次いで測定することができるADPからATPへの転換が存在する。
【００６９】
　マイコプラズマ検出試薬を加え、約5分後、第1の光出力の読み取り値(A)を得て、マイ
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コプラズマ基質(MS)を加え、任意の酵素活性を約10分間進行させ、この地点で第2の光の
読み取り値(B)を得る。
【００７０】
　マイコプラズマ汚染が存在する場合、したがって第2の読み取り値(B)は、第1読み取り
値(A)と比較すると大きく、1より大きい比B/Aを与える。培養物が陰性である(マイコプラ
ズマによって汚染されていない)場合、したがって比B/Aは1であるか、あるいは通常経時
的に見られる発光シグナルの減衰のために、1未満であることが最も多いであろう。図1は
、この反応の動態を示す。典型的には、マイコプラズマ汚染に関して見られる比B/Aは、1
よりはるかに大きく、例えば図1は、114の比を示す。
【００７１】
　本発明の好ましいアッセイキットは、マイコプラズマ検出試薬(MDR)、MDRを元に戻すた
めのマイコプラズマアッセイ用バッファー(MAB)、およびマイコプラズマ基質(MS)を含む
。MDRおよびMSは、凍結乾燥状態の調製物として提供することが好ましい。
【００７２】
　すべてのマイコプラズマは、酢酸キナーゼ経路またはカルバメートキナーゼ経路によっ
てATPを生成する。本発明のマイコプラズマ基質は、これらの酵素反応の一方または両方
の基質を含む。ADPは両方の酵素に必要なものであり、本発明のマイコプラズマ検出試薬
中に過剰に供給して、ATP形成の発生を促進することが好ましい。
【００７３】
　事前に遠心分離にかけて細胞物質を除去した培養物上清の試料に、MDRを加えるが、細
胞の存在下でアッセイを実施することができる。代替的あるいは追加的に、試験試料を細
菌フィルターに通過させることができる。
【００７４】
　MDRは、ルシフェラーゼの基質、ルシフェリンおよび他の補助因子、ならびにAMPおよび
ADPを含む。マイコプラズマ基質(MS)は、カルバメートおよび/または酢酸キナーゼ活性を
検出するために必要な、カルバモイルリン酸および/またはアセチルリン酸またはその前
駆体を含む。
【００７５】
　好ましい試料体積は100μlであり、これに100μlの還元MDRを加える。約5分後、第1の
発光読み取り値(A)を得て、これによって基本の読み取り値が与えられ、これによって更
なる比の計算値B/Aを決定する。
【００７６】
　本発明のアッセイ法を使用して、Acholeplasma laidlawii、M.hyorhinis、M.fermentan
s、M.oraleおよびM.genitaliumによる汚染を調べ、いくつかの未知のマイコプラズマ汚染
を検出している。
【００７７】
　本発明者は、彼らのデータを比較してPCRによりマイコプラズマを検出しており、1より
大きい比とマイコプラズマDNAの検出の間に、相関関係があることを示している。これを
図2に示し、この場合、ゲル上の陽性PCRバンドは、1より大きい比と相関関係がある。
【実施例２】
【００７８】
　細胞培養物からマイコプラズマ汚染を除去するための過程における、本発明の方法の使
用。
　本発明者は、代表的なマイコプラズマ除去物質(ICN-Flow)、キノロン系の抗生物質の誘
導体で細胞を処理すると、我々は比B/Aの減少を検出することができることも示している
。
【００７９】
　製造者(ICN-Flow)は、汚染性マイコプラズマの完全な除去を確実にするための検疫にお
ける、細胞の7日間の処理を奨励している。しかしながら、本発明のアッセイ法を使用し
て得た比率のデータによって、7日間では十分でなかったことが示された。これらの比率
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が1より大きい状態であった事実から、このことは明らかであった。さらに処理剤の除去
、連続的培養の後、比率は増大し、PCR試験(Stratageneキット)後、培養物は再度陽性で
あった。これらのデータは図3中に示し、この場合3つの異なる細胞系がM.hyorhinisで汚
染されていることが見出された。
【００８０】
　K562およびU937細胞は浮遊細胞系であるが、A549細胞は付着細胞型であり;したがって
、これらのデータによって、付着細胞型と浮遊細胞型の両方に、アッセイを使用すること
ができることが確認される。これは図2中にも示し、CHOおよびCOS-7細胞は、細胞培養研
究室で一般的に使用される付着細胞型である。
【００８１】
　図3も、10日間のMRAを用いた処理を示し、COS-7およびCHO細胞培養物は、汚染性マイコ
プラズマを除去するのに十分であった。
【実施例３】
【００８２】
　マイコプラズマを除外するための細菌フィルターの失敗
　本発明者は、いくつかの細菌阻止フィルターを通過する培養物上清が、生菌マイコプラ
ズマの存在を示す、正の比率を示し続けたことも示している。これは図4中に示す。
【００８３】
　マイコプラズマは直径600μmもの大きさのコロニーを形成することができるが、そのラ
イフサイクル中に、0.15μmもの小ささの単細胞として存在することもできる。その小さ
な大きさのために、マイコプラズマは、組織培養用試薬を「滅菌する」ために一般的に使
用される、0.45μmおよび0.22μmのフィルターを通過することができる。図4によって、
細胞の存在下でアッセイを行うことができるが、低い検出感度が存在することも確認され
る。したがって、本発明のアッセイ法は、実質的に細胞を含まない試料に行うことが好ま
しい。このことは、細胞培養物を遠心分離にかけ、上清を試料採取し、および場合によっ
ては細菌フィルターを介した濾過によって、容易に達成することができる。
【実施例４】
【００８４】
　好ましいアッセイの感度
　図5および8中に示すように、上清の希釈がアッセイの感度を示し、その中で、汚染され
た培養物上清の1:1000希釈によって、1より大きい比を依然として与えることができる。
異なるマイコプラズマ(Mollicutes)種の、酢酸キナーゼおよびカルバメート酵素の特異的
活性に依存して、試料をさらに希釈することが可能である。希釈範囲も、試験試料中のコ
ロニー形成単位の数に応じて変わるであろう。
【実施例５】
【００８５】
　本発明のアッセイ法の変形
　本発明のアッセイ法は、ADPの形でのカルバメートおよび酢酸キナーゼ基質、カルバモ
イルリン酸およびアセチルリン酸またはその前駆体の、外からの外的な添加なしで機能す
るであろう。汚染された培養物試料では、アセチルリン酸およびカルバモイルリン酸また
はその前駆体が、細胞培養物由来の十分な細胞ADPと共に内生的に存在して、ATPの形成に
向かう反応を刺激するであろう。あるいは、他の外から加えられる酵素または細胞酵素、
すなわちATPおよびAMPを利用するアデニル酸キナーゼによって、ADPを生成させることが
できる。
【００８６】
　これらの基質を直接加えることを避け、これらの基質をそれ自体で生成する系を有する
ことができる。酢酸塩およびアンモニアをATPと共に使用することによって、酢酸キナー
ゼおよびカルバメートキナーゼ酵素に、アセチルリン酸およびカルバモイルリン酸を生成
させ、次いでこれらを同じ酵素により使用して、ADPからATPを生成させることができる。
【００８７】
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【数５】

【００８８】
　この2つの基質は、グルコース発酵およびアルギニン溶解経路の最初の部分を利用する
ことによって、例えばマイコプラズマ酵素によって使用することができるアセチルCoAお
よびシトルリンを加えて、アセチルリン酸およびカルバモイルリン酸をそれぞれ合成する
ことによって、「前駆体」から生成することもできる。
【００８９】
【数６】

【００９０】
　以下の図は、M.fermentansの生化学的活性の間の違いを示し、M.fermentansはカルバメ
ートキナーゼ経路によりATPを優先的に生成するが、酢酸キナーゼ経路も利用するであろ
う。図6は、個々に酵素経路用に、次いで試薬と組み合わせて基質を加える影響を示す。
【００９１】
　M.fermentansは両方の経路を利用し、M.oraleはカルバメートキナーゼ経路のみを利用
し、図7に示すように、正の比率は、カルバメート試薬単独または組合せ試薬においての
み観察される。図8は、M.oraleに関する検出限界が、14CFU/ウェルという低さであること
を示す。
【００９２】
　本発明者は、酢酸キナーゼ経路を優先的に利用するマイコプラズマ、すなわちM.hyorhi
nisを調べている。そのデータは、図9に示す。
【００９３】
　本発明者は、15を超える異なる細胞系(表3参照)を試験し、これらの細胞はいずれも、
比率に影響を与え偽陽性を与えるのに、十分な基本的酵素活性を有していないことを示し
た。本発明者は、理論によって縛られることを望まずに、この理由は、これらの経路が嫌
気性であり、すべての哺乳動物細胞培養物は、酸化リン酸化によってATPを生成するから
であると考える。それ故、カルバモイルリン酸またはその前駆体のみ、あるいはアセチル
リン酸またはその前駆体のみを使用することによって、問題のマイコプラズマ汚染が、酢
酸キナーゼ経路、カルバメートキナーゼ経路、あるいは両方を使用する群に由来するかど
うかを判定することができる、本発明のアッセイ法を生み出すことができる。これには、
有用な診断用途がある可能性がある。
【００９４】
　酢酸キナーゼ活性を有する細菌は、細胞培養物の汚染物質として通常見出される細菌に
限らず、主に分子生物学のために研究室で扱われる、ある決まった大腸菌種の例外が考え
られる。しかしながら、この微生物に関する活性は、非常に高い接種原濃度においてのみ
見られ、この場合、濁度の増大が存在し、試料の生じる濁度は、肉眼によって容易に観察
される。それ故、必要な場合、本発明の方法を改変して、細菌汚染に関する最初のスクリ
ーニングステップを含ませることができる。これは様々な方法によって達成することがで
きるが、試料を標準的な細菌フィルターに通過させることによって、行うことが好ましい
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【実施例６】
【００９５】
　本発明のマイコプラズマアッセイ法およびキットにおいて使用するための好ましい試薬
要素
　1.マイコプラズマ検出試薬(MDR)、100ml当たり
　・　酢酸マグネシウム　　　214.5mg(10mM)
　・　無機ピロリン酸　　　　178.4μg(4μM)
　・　ウシ血清アルブミン　　160mg(0.16%)
　・　D-ルシフェリン　　　　10mg(360μM)
　・　L-ルシフェリン　　　　250μg(8.9μM)
　・　ルシフェラーゼ(RY)　　85μg
　・　ADP　　　　　　　　　 250.5μg(5μM)
　・　AMP　　　　　　　　　 69.44mg(2mM)
　*RYは、Lucigenによって供給される組換えルシフェラーゼに与えられた名称である。D-
ルシフェリンとL-ルシフェリンの混合物は、D-ルシフェリン単独より、安定した光出力を
与えることが見出されている。
【００９６】
　2.マイコプラズマ基質(MS)、100ml当たり
　・　アセチルリン酸　　　　55.23mg(3mM)
　・　カルバモイルリン酸　　45.87mg(3mM)
【００９７】
　マイコプラズマ基質(MS)前駆体
　アセチルリン酸またはカルバモイルリン酸を生成する反応の例:
【００９８】
【数７】

【００９９】
【数８】

【０１００】
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【数９】

【０１０１】
【数１０】

【０１０２】
　供給業者
　　Sigma-Aldrich Company Ltd.
　　Fancy Road
　　Poole
　　Dorset
　　BH12 4QH
　　英国
【０１０３】
　3.マイコプラズマアッセイ用バッファー(MAB)、100ml当たり
　・　HEPES　　　　　 1.1915g(50mM)
　・　EDTA　　　　　　74.44mg(2mM)
　・　Triton X-100　　250μl(0.25%)
　・　pH7.50
【０１０４】
　本発明のマイコプラズマアッセイ法およびキットにおいて使用するための要素の、好ま
しい濃度範囲
　好ましい濃度範囲は以下のものを含む。
　・　ADP、1μM～100mM、好ましくは1μM～100μM、より好ましくは5μM。
　・　AMP、1μM～100mM、好ましくは0.1mM～10mM、より好ましくは2mM。
　・　アセチルリン酸、1μM～100mM、好ましくは0.1mM～20mM、より好ましくは3mM。10
を超える濃度は光出力を低下させるが、アッセイは依然有効である。
　・　カルバモイルリン酸、1μM～100mM、好ましくは0.1mM～20mM、より好ましくは3mM
。
【実施例７】
【０１０５】
　界面活性剤のマイコプラズマアッセイに対する影響
　試料中への酵素の放出を可能にするために、生菌マイコプラズマの細胞膜を破壊するこ
とは、本発明のアッセイ法の好ましい実施形態である。
　これによって、基質の結合およびATPの生成が可能になる。しかしながら、マイコプラ
ズマ汚染を示す正の比率は、任意の溶解処理の不在下で得ることができる。これらの酵素
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は、生菌マイコプラズマによって放出される可能性があることによって、このことが示さ
れる。一部の死んでいる微生物が、自然な溶解によってその中身を放出したことも考えら
れる。
【０１０６】
　さらに低濃度の非イオン性界面活性剤Triton-X100を加えることによって、カルバメー
トキナーゼおよび酢酸キナーゼの試料中への最大限の放出を確実にすることによって、ア
ッセイの感度が大幅に増大する。
【０１０７】
　以下の実験の目的は、マイコプラズマ汚染K562細胞培養物に関して見られた比率に関す
る、Hepes-EDTAバッファー中のTriton-X100の濃度を決定することであった。2種の微生物
、M.hyorhinisおよびM.oraleを調べた。
【０１０８】
　図10は、界面活性剤による溶解ステップなしで、マイコプラズマ酵素を検出することが
できることを示す。図10は、4～5%より大きい濃度で光出力の低下も示し、これはルシフ
ェラーゼ酵素/反応に対する、界面活性剤の悪影響によるものである。しかしながら、20%
(v/v)もの高濃度で正の活性を検出することもできる。
【０１０９】
　本発明者は、前の実験で使用したTriton-X100の濃度では、大腸菌菌株JM109細胞由来の
検出可能なカルバメートキナーゼまたは酢酸キナーゼの活性も、まったくなかったことも
示している。
【０１１０】
　前述の結果によって、使用した細菌細胞数に関して、正の比率が存在しないことが確認
される。細菌細胞を溶かすことが報告されているレベル(1～2%)まで、Triton-X100濃度を
増大させることによっても、1を超える正の比率は依然もたらさなかった。
【０１１１】
　一般に、生物学的界面活性剤を普通に使用し、脂質の両極膜を破壊して放出させ、次い
で膜結合タンパク質を溶かす。非イオン性界面活性剤は非変性であり、生物学的活性を害
さずに膜を溶かすことができる。非イオン性界面活性剤は主に、タンパク質の立体配座の
研究用、および疎水性タンパク質が広がる膜からの親水性タンパク質の分離用に使用され
ている。アニオン性およびカチオン性界面活性剤は、タンパク質構造の大きな修飾をもた
らし、タンパク質凝集体を破壊する際により有効である。両性イオン性界面活性剤も低変
性であるが、タンパク質凝集体を破壊する際に有効である。
【０１１２】
　真核生物と原核生物両方のタンパク質要素を効率良く溶解、放出および保存するために
、これらの異なる群の界面活性剤が、いくつかの異なる細胞型と共に研究されている。
【０１１３】
　本発明の好ましいアッセイ用に、必要とされる溶解剤は、マイコプラズマ膜の破壊を引
き起こし、基質と反応するために必要とされる代謝酵素の放出を可能にする、溶解剤であ
る。界面活性剤除去または中和ステップは存在しないので、選択した系が、カルバメート
キナーゼおよび/または酢酸キナーゼの活性、またはルシフェラーゼ/ルシフェリン/ATP反
応を害さないことが、したがって重要である。細胞培養物/試料の潜在的な汚染源である
可能性がある細菌に対して、ほとんどあるいはまったく影響を与えずに、マイコプラズマ
の溶解を選択的に引き起こす系を使用することも好ましい。
【０１１４】
　しかしながら、0.45μmフィルターによる濾過ステップが存在することによって、任意
の汚染源であるより大きな微生物を除去するはずである。
【０１１５】
　細菌とマイコプラズマの間の重要な違いは、細胞壁の欠如であり、細菌を溶解するのを
さらに困難にしているのは、細菌の細胞壁である。全体的な溶解をもたらすことができる
、いくつかの非常に厳密な方法が存在し、これらには圧力(French Press)および超音波処
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理がある。他の酵素による消化法には、リゾソーム、次に界面活性剤の添加がある。しか
しながら、マイコプラズマは約1～2%のTriton X-100の濃度で溶かすことができる。
【０１１６】
　Brij(登録商標)35(0.4%)(Sigma-Aldrich Company Ltd.)およびB-PER(1%)(Perbio Scien
ce UK Ltd.)などの、低濃度の他の非イオン性界面活性剤は、ルシフェラーゼ酵素に対す
る悪影響がなく、ルシフェラーゼ反応に悪影響を与えずに、マイコプラズマ膜を破壊する
ことができる。これらの界面活性剤の濃度は、マイコプラズマ検出の感度を失わずに、10
%まで引き上げることができる。
【０１１７】
　汚染性マイコプラズマを、溶解ステップなしで検出して、マイコプラズマ膜を破壊する
ことができる。しかしながら、軽い溶解ステップ(Hepes-EDTAバッファー中に0.25%のTrit
on X-100)を加えることによって、当該のマイコプラズマ酵素が反応混合物中に放出され
ることによって、アッセイの感度が増大する。
【０１１８】
　溶解ステップは、好ましいことにマイコプラズマの選択的溶解を引き起こすが、細菌細
胞にはほとんど、あるいはまったく影響を与えないと思われる。低濃度の大部分の非イオ
ン性界面活性剤が、これを行うはずである。しかしながら、濾過ステップは、任意の汚染
細菌を物理的に除去し、任意の界面活性剤の使用を可能にするが、ルシフェラーゼ反応あ
るいはカルバメートキナーゼおよび酢酸キナーゼの活性を阻害しない、界面活性剤が好ま
しいと思われる。
【実施例８】
【０１１９】
　好ましいキットの中身
　LT07-118(10の試験に十分である)
　1.LT27-217、マイコプラズマ検出試薬、凍結乾燥状態。2×600μlバイアル。
　2.LT27-218、マイコプラズマアッセイ用バッファー、1×10mlボトル。
　3.LT27-221、マイコプラズマ基質、凍結乾燥状態。2×600μlバイアル。
【０１２０】
　LT07-218(25の試験に十分である)
　1.LT27-217、マイコプラズマ検出試薬、凍結乾燥状態。5×600μlバイアル。
　2.LT27-218、マイコプラズマアッセイ用バッファー、1×10mlボトル。
　3.LT27-221、マイコプラズマ基質、凍結乾燥状態。5×600μlバイアル
【０１２１】
　LT07-318(100の試験に十分である)
　1.LT27-216、マイコプラズマ検出試薬、凍結乾燥状態。1×10mlバイアル。
　2.LT27-220、マイコプラズマアッセイ用バッファー、1×20mlボトル。
　3.LT27-224、マイコプラズマ基質、凍結乾燥状態。1×10mlバイアル
【０１２２】
　本発明のキットおよび方法用の、好ましい試薬組成物
　1.マイコプラズマ検出試薬(MDR)、100ml当たり
　・　酢酸マグネシウム1　　　214.5mg(10mM)
　・　無機ピロリン酸1　　　　178.4μg(4μM)
　・　ウシ血清アルブミン1　　160mg(0.16%)
　・　D-ルシフェリン2　　　　10mg(360μM)
　・　D-ルシフェリン2　　　　250μg(8.9μM)
　・　ルシフェラーゼ(RY)3　　85μg
　・　ADP1　　　　　　　　　 250.5μg(5μM)
　・　AMP1　　　　　　　　　 69.44mg(2mM)
【０１２３】
　2.マイコプラズマ基質(MS)、100ml当たり
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　・　アセチルリン酸1　　　　55.23mg(3mM)
　・　カルバモイルリン酸1　　45.87mg(3mM)
【０１２４】
　3.マイコプラズマアッセイ用バッファー(MAB)、100ml当たり
　・　HEPES1　　　　　　　　 1.1915g(50mM)
　・　EDTA1　　　　　　　　　74.44mg(2mM)
　・　Triton X-1001　　　　　250μl(0.25%)
　・　pH7.50
【０１２５】
　好ましい濃度範囲:
　・　ADP、1μM～100mM
　・　AMP、1μM～100mM
　・　アセチルリン酸、1μM～100mM、好ましくは1mM～10mM
　・　カルバモイルリン酸、1μM～100mM
【０１２６】
　供給業者
　1.
　　Sigma-Aldrich Company Ltd.
　　Fancy Road
　　Poole
　　Dorset
　　BH12 4QH
　　英国
　2.
　　Resem BV
　　Goudenregenstraat 84
　　NL-4131 BE Vanen
　　オランダ
　3.
　　Lucigen Ltd
　　Porton Down Science Park
　　Porton、Salisbury
　　Wiltshire SP4 OJQ
　　英国
【０１２７】
　本発明の好ましい実施形態は、いくつかのマイコプラズマ酵素の活性を利用する、選択
的な生化学的試験を提供する。これらの酵素が存在することによって、迅速なスクリーニ
ング手順が与えられ、試験試料中の汚染性マイコプラズマの感度の良い検出が可能になる
。生菌マイコプラズマが溶解され、酵素はADPからATPへの転換を触媒するマイコプラズマ
基質と反応する。
【０１２８】
　マイコプラズマ基質の添加の前(A)および後(B)に、試料中のATPのレベルを測定するこ
とによって、マイコプラズマの存在または不在を示す、比B/Aを得ることができる。これ
らの酵素が存在しない場合、第2の読み取り値は第1の読み取り値(A)を超える増大を示さ
ず、一方、マイコプラズマ基質試薬中の、マイコプラズマ酵素とそれらの特異的基質の反
応によって、高いATPレベルがもたらされる。このATPの増大は、以下の生物発光反応を使
用して検出することができる。
【０１２９】
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【数１１】

【０１３０】
　放出される光の強度はATP濃度と直接関係があり、照度計を使用して測定する。アッセ
イは、周囲室温(18～22℃)、ルシフェラーゼ活性の最適温度で行うことが好ましい。
【０１３１】

【数１２】

【０１３２】
　方法の概略
　培養物上清を遠心分離にかけて細胞を除去し、および場合によっては、アッセイを行う
前に細菌フィルターに通すことが好ましい。
　キットは、アッセイを行うために必要とされる試薬すべてを含む。
　100μlの培養物上清を、試料として採取する。
　マイコプラズマ検出試薬(MDR)を加える。
　5分間待つ。
　発光(A)を読み取る。
　マイコプラズマ基質(MS)を加える。
　10分間待つ。
　発光(B)を読み取る。
【０１３３】
　試薬の還元および保存
　関連キットに適用可能な、正確な試薬還元に従うことを確実にする(10、25または100ア
ッセイ地点)。
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　この手順は、少なくとも15分間の平衡時間を通常必要とする。
　マイコプラズマ検出試薬(MDR)およびマイコプラズマ基質(MS)は、凍結乾燥状態のペレ
ットとして供給されるのが好ましい。これらをマイコプラズマアッセイ用バッファー(MAB
)中で元に戻して、アッセイにおいて使用するための作業溶液を生成する。
【０１３４】
　10試験用の(キットLT07-118):
　1.マイコプラズマ検出試薬の調製
　600μlのマイコプラズマアッセイ用バッファーを、凍結乾燥状態のマイコプラズマ検出
試薬を含むバイアルに加える。
　キャップを付け戻し、軽く混合する。
　室温で15分間、試薬を平衡状態にする。
【０１３５】
　2.マイコプラズマ基質の調製
　600μlのマイコプラズマアッセイ用バッファーを、凍結乾燥状態のマイコプラズマ基質
を含むバイアルに加える。
　キャップを付け戻し、軽く混合する。
　室温で15分間、試薬を平衡状態にする。
【０１３６】
　3.マイコプラズマアッセイ用バッファー
　これは、すぐに使用できる状態で提供することが好ましい。使用しないときは、2～8℃
で保存する。
【０１３７】
　25試験用の(キットLT07-218)
　1.マイコプラズマ検出試薬の調製
　600μlのマイコプラズマアッセイ用バッファーを、凍結乾燥状態のマイコプラズマ検出
試薬を含むバイアルに加える。
　キャップを付け戻し、軽く混合する。
　室温で15分間、試薬を平衡状態にする。
【０１３８】
　2.マイコプラズマ基質の調製
　600μlのマイコプラズマアッセイ用バッファーを、凍結乾燥状態のマイコプラズマ基質
を含むバイアルに加える。
　キャップを付け戻し、軽く混合する。
　室温で15分間、試薬を平衡状態にする。
【０１３９】
　3.マイコプラズマアッセイ用バッファー
　これは、すぐに使用できる状態で提供することが好ましい。使用しないときは、2～8℃
で保存する。
【０１４０】
　100試験用の(キットLT07-318)
　1.マイコプラズマ検出試薬の調製
　10mlのマイコプラズマアッセイ用バッファーを、凍結乾燥状態のマイコプラズマ検出試
薬を含むバイアルに加える。
　キャップを付け戻し、軽く混合する。
　室温で15分間、試薬を平衡状態にする。
【０１４１】
　2.マイコプラズマ基質の調製
　600μlのマイコプラズマアッセイ用バッファーを、凍結乾燥状態のマイコプラズマ基質
を含むバイアルに加える。
　キャップを付け戻し、軽く混合する。
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　室温で15分間、試薬を平衡状態にする。
【０１４２】
　3.マイコプラズマアッセイ用バッファー
　これは、すぐに使用できる状態で提供することが好ましい。使用しないときは、2～8℃
で保存する。
【０１４３】
　装置
　1.器具
　このキットは、照度計の使用を必要とする。照度計のパラメータを評価し、それ未満の
条件を使用して、機械の正しいプログラミングを生み出すこと。
【０１４４】
　本発明の好ましいアッセイは、キュベット/管状照度計と共に使用するために設計され
た。プレート状照度計に関する使用は、以下を参照されたい。
　キュベット/管状照度計:
　時間1秒(集積値)を読み取る。
【０１４５】
　2.他の装置および消耗品
　a.10mlの滅菌ピペット
　b.照度計用キュベット
　c.マイクロピペッター-50～200μL;200～1000μl
　d.卓上遠心分離機
【０１４６】
　好ましい試験プロトコル
　培養培地の試料は、任意の他の処理ステップ、例えばトリプシン処理の前に、採取すべ
きであることに留意されたい。
　1.すべての試薬を使用前に室温にする。
　2.マイコプラズマアッセイ用バッファー中で、マイコプラズマ検出試薬およびマイコプ
ラズマ基質を元に戻す。室温で15分間放置して、完全な再水和を確実にする。
　3.2mlの細胞培養物または培養物上清を遠心分離管に移し、1500rpm(200×g)で5分間、
任意の細胞をペレット状にする。
　4.100μlの透明な上清を照度計用キュベット/管に移す。
　5.1秒間の集積読み取り値を得るために、照度計をプログラム設定する(これは通常、大
部分のキュベット照度計のデフォルト設定値である)。
　6.100μlのマイコプラズマ検出試薬をそれぞれの試料に加え、5分間待つ。
　7.キュベットを照度計中に置き、プログラムを開始させる(読み取り値A)。
　8.100μlのマイコプラズマ基質をそれぞれの試料に加え、10分間待つ。
　9.キュベットを照度計中に置き、プログラムを開始させる(読み取り値B)。
　10.比率を計算する=読み取り値B/読み取り値A。
【０１４７】
　結果の解釈
　読み取り値Bと読み取り値Aの比率を使用して、細胞培養物がマイコプラズマによって汚
染されているかどうかを判定する。
【０１４８】
　本発明のキットによって与えられる速度および利便性は、本発明のキットが、マイコプ
ラズマの存在に関して培養物をスクリーニングするための、独特な方法を提供することを
意味する。このように、本発明のキットは、培養中の細胞の一般的な試験に理想的に適合
している。本発明の試験法を頻繁に使用することは、細胞系が感染したとき、治療行動を
とることが促されることを示す。本発明の試験法を、完全培地の移入細胞系および一般的
に使用される成分に広げることもできる。
【０１４９】
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　それぞれの実験状況内で、得られる異なる比率の解釈は、使用する細胞型および条件に
応じて変わる可能性がある。しかしながら、この試験は、非感染培養物に関して1未満の
比B/Aを与える。マイコプラズマに感染した細胞は、1より大きい比を通常生み出すであろ
う。
【０１５０】
【表５】

【０１５１】
　プレート式照度計に関するプロトコル
　1.すべての試薬を使用前に室温にする。
　2.マイコプラズマアッセイ用バッファー中で、マイコプラズマ検出試薬およびマイコプ
ラズマ基質を元に戻す。室温で15分間放置して、完全な再水和を確実にする。
　3.2mlの細胞培養物上清の細胞培養物を遠心分離管に移し、1500rpm(200×g)で5分間、
任意の細胞をペレット状にする。
　4.100μlの透明な上清を発光適合性があるプレートに移す。
　5.1秒間の集積読み取り値を得るために、照度計をプログラム設定する。
　6.100μlのマイコプラズマ検出試薬をそれぞれの試料に加え、5分間待つ。
　7.プレートを照度計中に置き、プログラムを開始させる(読み取り値A)。
　8.100μlのマイコプラズマ基質をそれぞれの試料に加え、10分間待つ。
　9.プレートを照度計中に置き、プログラムを開始させる(読み取り値B)。
　10.比率を計算する=読み取り値B/読み取り値A。
【０１５２】
　試薬のいずれかを取り扱うときは、多大な注意を払わなければならない。皮膚は、高レ
ベルのATPをその表面に有しており、これが試薬を汚染し、偽の高い読み取り値をもたら
す可能性がある。ラテックス製手袋は、この問題を回避する。
【０１５３】
　すべての試薬の最適な作業温度は22℃である。試薬が凍結されている場合、使用前に試
薬を室温(18～22℃)に到達させる時間を常に与えること。
【０１５４】
　アッセイの感度によって隠れた汚染を検出することができ、この比率がかろうじて1を
超える場合(例えば1.3まで)、試料を再試験することが勧められる。検疫状態に保たれた
任意の培養物を、培養のさらに24～48時間後に試験して、比率が増大したかどうかを見る
ことができる。
【０１５５】
　概要
　本発明のアッセイは、細胞の存在下または不在下で行うことができる。既知のマイコプ
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ラズマ検出システムとは異なり、本発明のアッセイは、安価な手動照度計システムを使用
して、試料を迅速にスクリーニングすることができ、15分以内に結果を与え、汚染試料の
適切な取り扱いを可能にすることができる。
【０１５６】
　PCRおよびDAPI/ヘキスト染色液は、生菌マイコプラズマまたは死菌マイコプラズマ由来
の、すべてのDNAに結合するであろう。それ故、マイコプラズマの処理および除去を調べ
ると、マイコプラズマが根絶されていても、PCR/DNA染色液を使用すると、依然として偽
陽性で終わる可能性がある。
【０１５７】
　本発明のアッセイは、生菌マイコプラズマを検出することができるが、一方PCRなどの
既知の方法は、生菌マイコプラズマと死菌マイコプラズマを区別することができない。
【０１５８】
［参考文献］
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【図面の簡単な説明】
【０１５９】
【図１】M.hyorhinis汚染の存在下での、ATP生成の動態の図である。
【図２】StratageneからのPCRキットと、本発明の好ましい実施形態の比率の間の比較の
図である。
【図３】本発明の好ましい実施形態のマイコプラズマ除去物質を用いた、汚染細胞系の処
理の図である。
【図４】細胞、上清、および0.45μm(F1)、0.22μm(F2)および0.1μm(F3)フィルターによ
って濾過した上清に関する、比率のデータの図である。
【図５】上清の希釈の影響の図である。
【図６】異なる基質に対して試験した、7900CFU/ウェルでの、M.fermentansの図である。
【図７】異なる基質に対して試験した、1450CFU/ウェルでの、M.oraleストックの図であ
る。
【図８】アッセイの感受性を示すための、M.oraleストックの希釈の図である。
【図９】M.hyorhinis、異なる基質試薬の比較の図である。
【図１０】M.hyorhinis(MH)およびM.orale(MO)で感染させたK562細胞における、マイコプ
ラズマ酵素活性の検出に対する、Triton-X100濃度の影響の図である。
【図１１】多数(1～10,000細胞/試料100μl)の細菌細胞(大腸菌)と比較した、M.hyorhini
s(MH)で汚染されたK562細胞に対する、高いTriton-X100濃度の影響を示す図である。
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