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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
細菌の存在または非存在の検出方法であって、
ａ）試料を、検出可能に標識されたα１プロテナーゼ阻害剤の反応性部位ループ（ＲＳＬ
）ドメインペプチド基質と、細菌により産生された酵素により該基質の切断がもたらされ
る条件下で、接触させる工程、及び
ｂ）基質の切断または切断の非存在を検出する工程であって、基質の切断が試料内の細菌
の存在を示しそして基質の切断の非存在が試料内の細菌の非存在を示す、工程
を含むことを特徴とする方法。
【請求項２】
細菌が黄色ブドウ球菌、表在ブドウ球菌、化膿連鎖球菌、緑膿菌、糞便連鎖球菌、霊菌、
奇怪変形菌、エンテロバクター・クロカエ、アセチノバクター・アニトラタス、肺炎桿菌
、および大腸菌から成る群から選択される創傷特異性細菌である、請求項１に記載の方法
。
【請求項３】
酵素がプロテアーゼである、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
基質が蛍光プローブおよび消光色素分子を用いて標識されている、請求項１～３のいずれ
かに記載の方法。
【請求項５】



(2) JP 4864715 B2 2012.2.1

10

20

30

40

50

基質が、スピンラベル、抗原タグ、エピトープタグ、ハプテン、酵素ラベル、補欠分子族
、蛍光物質、ｐＨ感受性物質、化学発光物質、比色化合物、生物発光物質、および放射性
物質から成る群から選択されるラベルにより標識されている、請求項１～４のいずれかに
記載の方法。
【請求項６】
基質が
ＥＡＡＧＡＭＦＬＥＡＩＰＫ、ＥＧＡＭＦＬＥＡＩＰＭＳＩＰＫ、ＫＧＴＥＡＡＧＡＭＦ
ＬＥＡＩＰＭＳＩＰＰＥＶＫ、ＧＡＭＦＬＥＡＩＰＭＳＩＰＰＥ，およびＣＧＡＭＦＬＥ
ＡＩＰＭＳＩＰＡＡＡＨＨＨＨＨから成る群から選択されるペプチドの少なくとも１種を
含んでなる、請求項１～５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
試料が被験者上の創傷表面および体液から成る群から選択される、請求項１～６のいずれ
かに記載の方法。
【請求項８】
基質が固体支持体上にある、請求項１～７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
固体支持体が、創傷用包帯、体液を保持するための容器、ディスク、スコープ、フィルタ
ー、レンズ、発泡体、布、紙、縫合糸、ディップスティック、スワブ、蓄尿バッグ、血液
蓄積バッグ、血漿蓄積バッグ、試験管、カテーテル、およびマイクロプレートのウエルか
ら成る群から選択される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
固体支持体が、微生物の汚染物を含まないことを要求される材料を含んでなる、請求項８
および９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
基質が少なくとも２種の異なる比色成分を含んでなり、そして基質が固体支持体上に付着
され、ここで、基質の改変が比色成分の一種を含む基質の少なくとも一部分を切断するこ
とを含んでなる、該切断が目視可能な色変化をもたらす、請求項８～１０のいずれかに記
載の方法。
【請求項１２】
比色成分がペプチドに共有結合される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
試料内の細菌の存在または非存在を検出するためのバイオセンサーであって、
ａ）固体支持体、および
ｂ）検出可能に標識されたα１プロテナーゼ阻害剤の反応性部位ループ（ＲＳＬ）ドメイ
ンペプチド基質であって、該固体支持体に付着されている基質、
を含むことを特徴とする、バイオセンサー。
【請求項１４】
基質が、黄色ブドウ球菌、表在ブドウ球菌、化膿連鎖球菌、緑膿菌、糞便連鎖球菌、霊菌
、奇怪変形菌、エンテロバクター・クロカエ、アセチノバクター・アントラタス、肺炎桿
菌、および大腸菌から成る群から選択される創傷特異性細菌により産生されるタンパク質
に特異性である、請求項１３に記載のバイオセンサー。
【請求項１５】
タンパク質がプロテアーゼ酵素である、請求項１４に記載のバイオセンサー。
【請求項１６】
基質が蛍光プローブおよび消光色素分子を用いて標識される、請求項１３～１５のいずれ
かに記載のバイオセンサー。
【請求項１７】
基質が、スピンラベル、抗原タグ、エピトープタグ、ハプテン、酵素ラベル、補欠分子族
、蛍光物質、ｐＨ感受性物質、化学発光物質、比色化合物、生物発光物質、および放射性
物質から成る群から選択されるラベルにより標識される、請求項１３～１６のいずれかに
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記載のバイオセンサー。
【請求項１８】
基質が
ＥＡＡＧＡＭＦＬＥＡＩＰＫ、ＥＧＡＭＦＬＥＡＩＰＭＳＩＰＫ、ＫＧＴＥＡＡＧＡＭＦ
ＬＥＡＩＰＭＳＩＰＰＥＶＫ、ＧＡＭＦＬＥＡＩＰＭＳＩＰＰＥ，およびＣＧＡＭＦＬＥ
ＡＩＰＭＳＩＰＡＡＡＨＨＨＨＨから成る群から選択されるペプチドの少なくとも１種を
含んでなる、請求項１３～１７のいずれかに記載のバイオセンサー。
【請求項１９】
固体支持体が、創傷用包帯、体液を保持するための容器、ディスク、スコープ、フィルタ
ー、レンズ、発泡体、布、紙、縫合糸、ディップスティック、スワブ、蓄尿バッグ、血液
蓄積バッグ、血漿蓄積バッグ、試験管、カテーテル、およびマイクロプレートのウエルか
ら成る群から選択される、請求項１３～１８のいずれかに記載のバイオセンサー。
【請求項２０】
固体支持体が、微生物の汚染物を含まないことを要求される材料を含んでなる、請求項１
３～１９のいずれかに記載のバイオセンサー。
【請求項２１】
基質が、ペプチドに共有結合している少なくとも２種の異なる比色成分を含んでなる、
請求項１３～２０のいずれかに記載のバイオセンサー。
【請求項２２】
ＥＡＡＧＡＭＦＬＥＡＩＰＫ、ＥＧＡＭＦＬＥＡＩＰＭＳＩＰＫ、ＫＧＴＥＡＡＧＡＭＦ
ＬＥＡＩＰＭＳＩＰＰＥＶＫ、ＧＡＭＦＬＥＡＩＰＭＳＩＰＰＥ，およびＣＧＡＭＦＬＥ
ＡＩＰＭＳＩＰＡＡＡＨＨＨＨＨから成る群から選択されるアミノ酸配列からなる、群よ
り選択されたアミノ酸配列からなる、検出可能に標識された単離ペプチド。
【発明の詳細な説明】
【関連出願】
【０００１】
　本出願は、２００４年６月９日付けの米国仮出願第６０／５７８，８１１号および２０
０３年１１月３日付けの米国仮出願第６０／５１６，６９２号の利益を主張する。上記出
願のすべての教示は引用することにより本明細書に編入される。
【技術分野】
【０００２】
　創傷の感染は、米国における健康管理経費の一つの主要な原因である。すべての手術創
傷の約５％が微生物に感染され、そしてこの値は、腹部手術を受けた患者では著しく高い
（１０～２０％）。ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｉ）のような細菌種が、感染
した創傷から最も数多く単離される生物体である。これはヒトが、環境内のブドウ球菌の
天然の蓄積体であり、いずれの時点でも人口の５０％までに定住しているからであろう。
病院環境内での健康管理従事者内および患者内の双方で定住比率が著しく高い。その上、
病院環境内での定住生物体は、抗生物質が頻繁に使用される院内環境内に存在する強い選
択圧により、抗微生物治療の多数の方式に抵抗性となり易い。ブドウ球菌は、通常、無害
の共生生物として保持されるが、しかし、表皮内に裂け目ができると、それらは重く、生
命をも脅かす感染を起こし得る。
【０００３】
　ブドウ球菌は、手術創傷感染における最も一般的な病因菌である。その他のものには、
化膿連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）、緑膿菌（Ｐｓｅｕｄ
ｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、糞便連鎖球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆ
ａｅｃａｌｉｓ）、霊菌（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）、奇怪変形菌（Ｐ
ｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓ）、エンテロバクター・クロカエ（Ｅｎｔｅｒｏｂａ
ｃｔｅｒ　ｃｌｏｃａｅ）、アセチノバクター・アニトラタス（Ａｃｅｔｉｎｏｂａｃｔ
ｅｒ　ａｎｉｔｒａｔｕｓ）、肺炎桿菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
）、および大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）が含まれるがこれらに限定はさ
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れない。上記生物体のいずれかによる手術後感染は、病院の重大な関心事である。かかる
感染を防止するための最も一般的な方法は、予防的抗生物質薬剤の投与である。この戦略
は、一般に有効ではあるが、細菌の耐性株を繁殖させるという意図しない作用を有する。
予防的な抗生物質の日常的な使用は、耐性株の繁殖を促進するという重大な理由から止め
るべきである。
【０００４】
　慣例的な予防法の使用ではなく、それより良い方法は、良好な創傷管理、すなわち、手
術前、その間、およびその後においてその領域を無菌に維持すること、および治癒の間の
感染の部位の注意深い監視の実行である。通常の監視方法には、遅い治癒、炎症の兆候お
よび膿に対する創傷部位の細心の観察、ならびに発熱の兆候に対する患者体温の測定が含
まれる。不幸なことには、多くの症状は感染がすでに確立した後にのみ明らかになる。さ
らに、患者が病院から退院した後には、患者は彼自身の健康管理の監視に責任を持つこと
になり、そして感染の症状は不慣れな患者には明確ではないこともある。
【０００５】
　特に症状が悪化する前の感染の初期段階の間に、細菌の広域スペクトルを検出できるバ
イオセンサーシステムは、患者および健康管理従事者の双方に有益であろう。病院／クリ
ニックを退院した後に患者が創傷の状態を正確に監視できれば、適切な抗菌治療が、さら
に重大な感染を防止するために十分に早く開始できる。
【発明の開示】
【０００６】
　合成酵素基質であるヒトアルファ－１プロテアーゼ阻害剤が、一般的に創傷に感染する
多種の微生物種、例えば細菌を同定するための試験系に使用できることを発見した。
【０００７】
　ヒトアルファ－１プロテイナーゼ阻害剤（α１－ＰＩ）は、セルピンファミリーの一員
である。セルピンは、プロテイナーゼの阻害をもたらす不可逆的自殺基質として機能する
セリンプロテイナーゼ阻害剤の一員である。プロテアーゼは、病原性細菌中の普通の毒性
因子であり、そして時には宿主防御を無力化するために使用される。セルピンファミリー
（阻害剤はセルピンの名称内にすでに含まれている）の中で、アルファ－１－プロテイナ
ーゼ阻害剤（α１－ＰＩ）は、主要でそして最も良く研究されているメンバーの一つであ
る。α１－ＰＩは、活性化された好中球から分泌されるエラスターゼの調節に関与し、そ
れは他方では宿主の結合組織の分解を制御する（Ｓａｌｖｅｅｎ，ＧＳ　ｅｔ　ａｌ．，
”Ｈｕｍａｎ　ｐｌａｓｍａ　ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ”，Ａｎｎ
．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，５２：６５５－７０９（１９８３）、引用することにより
本明細書に編入される）。セリンプロテイナーゼ阻害剤の独特のカテゴリーは、特性的な
暴露された反応性部位ループ（ＲＳＬ）ドメインを有する。重要なことは、α１－ＰＩの
ＲＳＬが、宿主および細菌の双方を起源とする多数のプロテイナーゼにより切断を受けや
すく、α１－ＰＩの不活性化をもたらすことが実証されたことである。
【０００８】
　試験系は、多種（例えば、少なくとも２、少なくとも５、または少なくとも１０種）の
異なる微生物種、例えば創傷に一般的に感染するものを同時に同定するように設計できる
。例えば、病原性細菌のある種には共通であるが、しかしそれは非病原性細菌中には存在
しないような酵素を同定できる。かかる酵素は、例えば細菌ゲノムデータベースのバイオ
インフォマティクススクリーンに基づいてコンピューターを用いて同定できる。検出系の
ための基準として酵素を用いることにより、非常に感度が高い試験が設計できるが、それ
というのも非常に少量の酵素でも基質のかなりの量のターンオーバーに触媒作用ができる
からである。
【０００９】
　従って、本発明は、試料中の細菌に対する分子マーカーの存在または非存在を検出して
、試料内の１種もしくはそれ以上の微生物、例えば細菌の存在または非存在を検出する方
法を特徴とする。



(5) JP 4864715 B2 2012.2.1

10

20

30

40

50

【００１０】
　「分子マーカー」とは、試料、例えば創傷または体液内の微生物（例えば細菌、真菌ま
たはウイルス）の存在または非存在の検出のために使用できるいずれかの分子である。特
定すると、検出されるべき分子マーカーは、タンパク質、例えば微生物により分泌される
か、微生物の細胞表面に発現されるか、またはウイルスまたはプリオンで感染された細胞
の表面上に発現されるタンパク質を含む。一つの態様では、酵素が細菌プロテアーゼであ
る。
【００１１】
　一つの局面では、本発明は、細菌により産生および／または分泌された酵素により基質
の改変がもたらされる条件下で、試料を検出可能に標識された合成セルピン反応性部位ル
ープ（ＲＳＬ）ドメインペプチド基質と接触させ、そして基質の改変または改変の非存在
を検出する工程を含んでなる、試料内の１種もしくはそれ以上の細菌の存在または非存在
を検出する方法を特徴とする。基質の改変は、試料内の細菌の存在を示し、そして基質の
改変の非存在は、試料内の細菌の非存在を示す。
【００１２】
　基質は合成物であることができる。例えば、それは天然または非天然に生成されたＲＳ
Ｌドメインから誘導できそして野生型セルピンのＲＳＬと同様または同等の活性を有する
ことができる。それはセルピンＲＳＬドメインの変種、類似体またはフラグメントを含ん
でなるかまたはそれらから成ることもできる。一つの態様では、基質は配列番号１、２ま
たは３を含んでなる。一つの態様では、基質は以下に記載のＣＲＩ１、ＣＲＩ２またはＣ
ＲＩ３である。
【００１３】
　細菌は、例えば創傷特異性細菌、例えば黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ａｕｒｅｕｓ）、表在ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍ
ｉｄｉｓ）、化膿連鎖球菌、緑膿菌、糞便連鎖球菌、霊菌、奇怪変形菌、エンテロバクタ
ー・クロカエ、アセチノバクター・アニトラタス、肺炎桿菌、および大腸菌である。
【００１４】
　別の局面では、本発明は、ａ）細菌により産生および／または分泌された酵素により基
質の改変がもたらされる条件下で、被験者（ｓｕｂｊｅｃｔ）内の創傷から得られた試料
を検出可能に標識された合成セルピンＲＳＬドメインペプチド基質と接触させ、ｂ）基質
の改変または改変の非存在を検出する工程を含んでなる、被験者内の創傷感染の存在また
は非存在を検出する方法と特徴とする。基質の改変は、被験者内の創傷感染の存在を示し
、そして基質の改変の非存在は、被験者内の感染の非存在を示す。
【００１５】
　さらに別の局面では、本発明は　ａ）細菌により産生および／または分泌された酵素に
より基質の改変がもたらされる条件下で、細菌により産生および／または分泌された酵素
について、被験者内の創傷を、検出可能に標識された合成セルピンＲＳＬドメインペプチ
ド基質と接触させ、ｂ）基質の改変または改変の非存在を検出する工程を含んでなる、被
験者内の創傷感染の存在または非存在を検出する方法と特徴とする。基質の改変は、被験
者内の創傷感染の存在を示し、そして基質の改変の非存在は、被験者内の感染の非存在を
示す。
【００１６】
　別の局面では、本発明は、基質が固体支持体に付着されている固体支持体および検出可
能に標識された合成セルピンＲＳＬドメインペプチド基質を含んでなる、試料中の細菌、
例えば創傷特異性細菌の存在または非存在を検出するためのバイオセンサーを特徴とする
。ペプチドは、細菌プロテアーゼによるペプチド切断の検出のための蛍光または比色色素
を用いて標識されてもよい。
【００１７】
　さらに別の局面では、本発明は、試料内の細菌の存在または非存在を検出するためのバ
イオセンサー、および創傷感染の原因因子である細菌の存在を検出するための１種もしく
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はそれ以上の試薬を含んでなる、創傷感染を検出するためのキットを特徴とする。例えば
、試薬は細菌により分泌される酵素を検出するために使用できる。特定すると、試薬は、
バイオセンサーの基質の改変を検出するために使用できる。
＜発明の詳細な説明＞
　正常な生育の過程の一部として、多くの微生物は酵素をそれらの生育環境内に分泌する
。それらの酵素は、栄養素の放出、宿主防御に対する保護、細胞エンベロープ合成（細菌
内）および／または維持、およびまだ決定されていないその他を含み、それらに限定され
ない多数の機能を有する。細菌のような多数の微生物は、細胞外環境へ暴露（そしてそれ
と相互作用）する細胞表面上で酵素産生もする。
【００１８】
　産生および／または分泌されるそれらの酵素の存在を検出できる系は、産生／分泌細菌
の存在を示すためにも同様に役立つ。あるいは、産生および／または分泌されるそれらの
酵素の非存在を検出できる系は、同様に産生／分泌細菌の非存在を示すために役立つ。か
かる検出系は例えば創傷感染のような感染の検出または診断のために有用である。
【００１９】
　本発明は、細菌の広域スペクトルにより産生または分泌される酵素の存在または非存在
を検出するための、基質、例えば合成セルピンＲＳＬドメインペプチド基質の使用に関す
る。本明細書中に使用される場合に、「合成」とは、天然には生成しないペプチドを指す
。合成ペプチドはセルピンファミリーの一員（例えばα１－ＰＩ）の全長または野生型反
応性部位ループ（ＲＳＬ）（の例えば変種、類似体またはフラグメント）から誘導できる
。一つの態様では、合成ペプチド基質は、本明細書中で例示する方法に従って調製できる
。次いで、それらの合成基質は、それらの各酵素がそれらと特異的に反応するような条件
下で検出可能なラベルを用いて標識でき、それらは改変、例えば観察される目視可能な色
変化を受ける。本発明で使用される基質には、合成または天然に生成するいずれかの分子
、例えば本発明の酵素と相互作用できるＲＳＬ配列の切断部位を含んでなる分子が含まれ
る。アルファ－１－プロテイナーゼ阻害剤（α１－ＰＩ）のＲＳＬ配列上の切断部位の相
対位置は、すでに報告されており（Ｎｅｌｓｏｎ，Ｄ　ｅｔ　ａｌ．，”Ｉｎａｃｔｉｖ
ａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｌｐｈａ　１－ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ａｓ
　ａ　ｂｒｏａｄ　ｓｃｒｅｅｎ　ｆｏｒ　ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉ
ｃ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｉｎ　ｕｎｋｎｏｗｎ　ｓａｍｐｌｅｓ”，Ａｎａｌ．Ｂｉ
ｏｃｈｅｍ．，２６０（２）：２３０－３６（１９９８））そして図１Ａに示される。基
質の例には、本明細書中に記載の基質、ならびに当該技術分野では公知の酵素のための基
質も含まれる。一つの態様では、基質は配列ＥＡＡＧＡＭＦＬＥＡＩＰＫ（配列番号１）
を含んでなる。別の態様では、基質はＥＧＡＭＦＬＥＡＩＰＭＳＩＰＫ（配列番号２）を
含んでなる。別の例には、α１－ＰＩ誘導蛍光ペプチド、例えばＥｄａｎｓ－ＥＡＡＧＡ
ＭＦＬＥＡＩＰＫ－Ｄａｂｃｙｌ（ＣＰＩ１）およびＥｄａｎｓ－ＥＧＡＭＦＬＥＡＩＰ
ＭＳＩＰＫ－Ｄａｂｃｙｌ（図１Ｂ）が含まれる。
【００２０】
　本発明に使用される基質には、比色および／または蛍光測定用成分およびペプチドも含
まれ、そしてそれは微生物により産生および／または分泌される少なくとも１種のタンパ
ク質と相互作用する。いくつかの態様では、基質のペプチド成分が微生物のタンパク質と
相互作用する。他の態様では、基質の少なくとも１種の比色成分部分が微生物のタンパク
質と相互作用する。
【００２１】
　基質の例は、２００３年１月３１日付け出願、そして２００３年８月７日付けで国際特
許出願公開（ＷＯ）第０３／０６３６９３号として公開されたＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ０
３／０３１７２号、Ｍｉｔｃｈｅｌｌ　Ｃ．Ｓａｎｄｅｒｓらによる名称「微生物の検出
方法」、および２００４年６月９日付けで出願された米国出願第６０／５７８，５０２号
、Ｍｉｔｃｈｅｌｌ　Ｃ．Ｓａｎｄｅｒｓらによる名称「比色基質、比色センサー、およ
び使用方法」中に記載されている。これら出願の教示全体は、引用することにより本明細
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書に編入される。
【００２２】
　合成セルピンＲＳＬドメインペプチド基質は、多種（すなわち１種を越え、例えば少な
くとも２、３、４、５、１０、１５、２０、２５種またはそれ以上）の創傷病原体、例え
ば細菌を検出するために使用できる。本発明の細菌検出方法に使用される酵素は、好まし
くは創傷特異性酵素である。本明細書中に使用される場合に、創傷特異性酵素とは病原性
細菌により産生および／または分泌されるが、しかし非病原性細菌によっては産生および
／または分泌されない酵素である。病原性細菌の例には、ブドウ球菌属（Ｓｔａｐｈｙｌ
ｏｃｏｃｃｕｓ）（例えば、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅ
ｕｓ）、表在ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）、
または腐性ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ）
）、連鎖球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）（例えば、化膿連鎖球菌、肺炎連鎖球菌
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、またはアガラクチア菌（Ｓｔ
ｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅ））、腸球菌属（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃ
ｕｓ）（例えば、糞便連鎖球菌、またはエンテロコッカス・フェシウム（Ｅｎｔｅｒｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍ））、コリネバクテリウム種（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉ
ａ）（例えば、ジフテリア菌（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｄｉｐｔｈｅｒｉａｅ
））、バシラス属（ｂａｃｉｌｌｕｓ）（例えば、炭疽菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｎｔｈ
ｒａｃｉｓ））、リステリア属（ｌｉｓｔｅｒｉａ）（例えば、リステリア菌（Ｌｉｓｔ
ｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ））、クロストリジウム種（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉ
ｕｍ）（例えば、ウエルシュ菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）、
破傷風菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｔｅｔａｎｕｓ）、ボツリヌス菌（Ｃｌｏｓｔｒｉ
ｄｉｕｍ　ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ）、クロストリジウム・デフィシル（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉ
ｕｍ　ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ））、ナイセリア種（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ）（例えば、髄膜炎
菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ）、または淋菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉ
ａ　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅ））、大腸菌、赤痢菌種（Ｓｈｉｇｅｌｌａ）、サルモネラ
種（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、エルシニア種（Ｙｅｒｓｉｎｉａ）（例えば、ペスト菌（
Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｅｓｔｉｓ）、仮性結核菌（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｓｅｕｄｏｔｕ
ｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、または腸炎エルシニア（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｅｎｔｅｒｏｃｏ
ｌｉｔｉｃａ））、コレラ菌（Ｖｉｂｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａｅ）、カンピロバクター種
（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ）（例えば、カンピロバクター・ジェジュニ（Ｃａｍｐｙ
ｌｏｂａｃｔｅｒ　ｊｅｊｕｎｉ）またはカンピロバクター・フィータス（Ｃａｍｐｙｌ
ｏｂａｃｔｅｒ　ｆｅｔｕｓ））、ピロリ菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ
）、シュードモナス属（ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）（例えば、緑膿菌、または馬鼻疽菌（
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｍａｌｌｅｉ））、インフルエンザ菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕ
ｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ）、百日咳菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ）、
肺炎マイコプラズマ（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、ウレアプラズマ
・ウレアリチカム（Ｕｒｅａｐｌａｓｍａ　ｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ）、レジオネラ・ニ
ューモフィラ（Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌａ）、梅毒トレポネーマ（
Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐａｌｌｉｄｕｍ）、レプトスピラ・インテロガンス（Ｌｅｐｔｏ
ｓｐｉｒａ　ｉｎｔｅｒｒｏｇａｎｓ）、ライム菌（Ｂｏｒｒｅｌｉａ　ｂｕｒｇｄｏｒ
ｆｅｒｉ）、マイコバクテリウム属（ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ）（例えば、結核菌（Ｍ
ｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ））、癩菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅ
ｒｉｕｍ　ｌｅｐｒａｅ）、放線菌種（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ）、ノカルジア種（Ｎｏ
ｃａｒｄｉａ）、クラミジア属（ｃｈｌａｍｙｄｉａ）（例えば、オウム病クラミジア（
Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｐｓｉｔｔａｃｉ）、トラコーマクラミジア（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ
　ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）、または肺炎クラミジア（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｐｎｅｕｍ
ｏｎｉａｅ））、リッケチア属（Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ）（例えば、斑点熱リッケチア（
Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ　ｒｉｃｋｅｔｓｉｉ）、発疹チフスリッケチア（Ｒｉｃｋｅｔｔ
ｓｉａ　ｐｒｏｗａｚｅｋｉｉ）またはリッケチア痘リッケチア（Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ
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　ａｋａｒｉ））、ブルセラ属（ｂｒｕｃｅｌｌａ）（例えば、ウシ流産菌（Ｂｒｕｃｅ
ｌｌａ　ａｂｏｒｔｕｓ）、マルタ熱菌（Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ）、
またはブタ流産菌（Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｓｕｉｓ））、奇怪変形菌、霊菌、エンテロバク
ター・クロカエ、アセチノバクター・アニトラタス、肺炎桿菌および野兎病菌（Ｆｒａｎ
ｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ）が含まれるが、これらに限定はされない。好ま
しくは、創傷特異性細菌は、ブドウ球菌、連鎖球菌、腸球菌、バシラス、クロストリジウ
ム種、大腸菌、エルシニア、シュドモナス、奇怪変形菌、霊菌、エンテロバクター・クロ
カエ、アセチノバクター・アニトラタス、肺炎桿菌または癩菌である。例えば、創傷特異
性酵素は、黄色ブドウ球菌、表在ブドウ球菌、化膿連鎖球菌、緑膿菌、糞便連鎖球菌、奇
怪変形菌、霊菌、エンテロバクター・クロカエ、アセチノバクター・アニトラタス、肺炎
桿菌、および／または大腸菌から産生および／または分泌され得る。
【００２３】
　本明細書中で使用される「改変（ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ）」とは、例えば切断また
はその他の直接的もしくは間接的に検出可能な手段による基質の改変を指す。本発明の酵
素は、切断により例えばタンパク質またはポリペプチドのような基質を改変でき、そして
かかる改変は検出されて、試料内の病原体の存在または非存在を決定できる。酵素による
基質の改変を検出する一つの方法は、２種の異なる色素を用いて基質を標識する方法であ
り、ここで、一方は分子、例えば色素または比色物質が極く近接してある場合に他者への
蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）を消光（ｑｕｅｎｃｈ）することに役立ち、そして
蛍光により測定される。
【００２４】
　ＦＲＥＴは、一方の蛍光分子の発光が他の励起に結合する距離依存性励起状態相互作用
のプロセスである。共鳴エネルギー移動の典型的なアクセプターおよびドナー対は、４－
〔〔－（ジメチルアミノ）フェニル〕アゾ〕安息香酸（ＤＡＢＣＹＬ）および５－〔（２
－アミノエチルアミノ〕ナフタレンスルホン酸（ＥＤＡＮＳ）から成る。ＥＤＡＮＳは３
３６ｎｍ光の照射により励起され、そして波長４９０ｎｍの光子を発生する。ＤＡＢＣＹ
Ｌ部分がＥＤＡＮＳから２０オングストローム以内に位置すると、この光子は効率良く吸
収される。ＤＡＢＣＹＬおよびＥＤＡＮＳはペプチド基質の反対末端に結合される。基質
が不変なら、ＦＲＥＴは非常に効率的である。ペプチドが酵素により切断されると、もは
や２種の色素は極く近接しては存在せず、そしてＦＲＥＴは非効率的となる。切断反応は
ＤＡＢＳＹＬ蛍光の低下またはＥＤＡＮＳ蛍光の増加（消光の消失）のいずれかを観察し
て追跡できる。
【００２５】
　改変される基質がタンパク質、ペプチドまたはポリペプチドの場合には、基質は標準的
な組換えタンパク質技術を使用して作製できる（例えばＡｕｓｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃ
ｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏ
ｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，（１９９８）参照、その教示全体は引用することによ
り本明細書に編入される）。さらに、本発明の酵素も組換え技術を用いて作製できる。酵
素またはその基質の十分な供給により、改変の正確な部位が決定できる。
【００２６】
　基質は、酵素と基質の間の相互作用を監視しそしていずれかの基質改変、例えば基質の
切断またはかかる相互作用からもたらされるラベルを検出するために使用される検出可能
なラベルを用いて標識される。検出可能なラベルの例は、基質内組み込みができる種々の
色素、例えば本明細書に記載のもの、スピンラベル、抗原タグ、エピトープタグ、ハプテ
ン、酵素ラベル、補欠分子族、蛍光物質、ｐＨ感受性物質、化学発光物質、色素原色素、
比色成分、生物発光物質、および放射性物質を含む。適切な酵素ラベルの例は、西洋ワサ
ビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、およびアセチル
コリンエステラーゼを含み、適切な補欠分子族複合体の例は、ストレプトアビジン／ビオ
チンおよびアビジン／ビオチンを含み、適切な蛍光物質の例は、ウンベリフェロン、フル
オレセイン、フルオレセインイソチオシアナート、ローダミン、ジクロロトリアジニルア
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ミンフルオレセイン、ダンシルクロリド、およびフィコエリトリンを含み、化学発光物質
の例はルミノールを含み、生物発光物質の例は、ルシフェラーゼ、ルシフェリン、および
エクオリンを含み、そして適切な放射性物質の例は１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓ、および
３Ｈを含む。検出可能なラベルのその他の例は、ボジピー（Ｂｏｄｉｐｙ）、ピレン（Ｐ
ｙｒｅｎｅ）、テキサスレッド（Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ）、ＩＡＥＤＡＮＳ、ダンシルアジ
リジン（Ｄａｎｓｙｌ　Ａｚｉｒｉｄｉｎｅ）、ＩＡＴＲおよびフルオレセインを含む。
それらのラベルのスクシミジルエステル、イソチオシアナート、およびヨードアセトアミ
ドも市場で入手できる。一つの態様では、基質は蛍光プローブおよび消光色素分子を用い
て標識される。
【００２７】
　基質は、タンパク質と基質との間の相互作用を監視しそしていずれかの基質改変、例え
ばペプチドの切断もしくはかかる相互作用からもたらされるラベルを検出するために使用
される少なくとも１種の比色成分を用いて標識されることもできる。この方法において、
比色成分は、試料内の微生物の存在または非存在を明らかにするために改変の存在または
非存在を示すラベルもしくはタグとして作用する。いくつかの態様では、比色成分はペプ
チドに共有結合する。
【００２８】
　いくつかの態様では、タンパク質は（少なくとも１種の）比色成分を含む基質の少なく
とも一部分を切断する。例えば、基質が青色比色成分および黄色比色成分を含む場合には
、非切断基質は緑色に見える。タンパク質が黄色比色成分を含む基質の部分を切断した後
では、基質は青色に見える。
【００２９】
　いくつかの態様では、基質の改変は、ペプチド内の少なくとも１個のペプチド結合を加
水分解することを含み、そして基質から切断されているペプチドの少なくとも一部分をも
たらす。切断された部分は少なくとも１個の比色成分を含み、目に見える色変化をもたら
す。他の態様では、基質の改変は、ペプチドから少なくとも１個の比色化合物の切断を含
み、目に見える色変化をもたらす。
【００３０】
　比色成分はラベルまたはタグとして作用する。一つの態様では、少なくとも１個の比色
成分が他の比色成分とは異なる色である。比色成分の例は、西洋ワサビペルオキシダーゼ
、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、およびアセチルコリンエステラーゼ
を含む。適切な補欠分子族複合体の例は、ストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン
／ビオチンを含む。本発明の一つの態様では、基質は少なくとも２個の比色成分を有する
ペプチドを含んでなり、ここでそれぞれの比色成分は異なる色を含んでなり、そしてここ
で基質は固体支持体に付着される。基質の改変は、基質の少なくとも１部分の切断を含ん
でなることができ、ここでその部分は比色成分の一方を含み、そして切断は目に見える色
変化をもたらす。
【００３１】
　細菌の存在または非存在が検出されるかまたは創傷感染が診断される試料は、例えば創
傷（例えば被験者上の創傷表面）、体液、例えば血液、尿、痰唾、または創傷液（例えば
創傷部位から生成する膿汁）であってもよい。試料または固体支持体は、細菌がその中ま
たは上に存在できるいずれかの物品、例えばカテーテル、バッグ（例えば蓄尿バッグ、血
液蓄積バッグまたは血漿蓄積バッグ）、ディスク、ポリマー、膜、樹脂、ガラス、スポン
ジ、試料を集める物品、試料を入れる物品、スコープ（ｓｃｏｐｅ）、フィルター、レン
ズ、発泡体、布、紙、縫合糸、ディップスティック、スワブ（ｓｗａｂ）、試験管、マイ
クロプレートのウエル、コンタクトレンズ液、または部屋または建物の領域、例えば健康
管理環境の試験室もしくは手術室、浴室、キッチン、またはプロセスもしくは製造設備か
らのスワブであることができる。
【００３２】
　本発明は、本明細書中に記載された（１種以上、例えば少なくとも２種、少なくとも５
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種、少なくとも１０種、少なくとも２０種、少なくとも３０種、少なくとも５０種、少な
くとも７５種、少なくとも１００種）の創傷病原体、例えば細菌を検出しそして感染の存
在を消費者に知らせるためのバイオセンサーも特徴とする。バイオセンサーは、感染され
た創傷を検出するために健康管理環境または家庭内使用のために使用できる。それは、細
菌汚染を監視される創傷またはその他の体液に近接する固体支持体に結合した（１個もし
くはそれ以上の）広域スペクトルの基質を含んでなることができる。好ましくは、基質は
、ラベルに共有結合した合成セルピンＲＳＬドメインペプチド基質でありそれにより基質
ラベル結合のタンパク質分解の際に細菌の存在を示す検出シグナルを有する。
【００３３】
　バイオセンサーは、最初に１種もしくはそれ以上、そして好ましくは、多種の検出可能
なラベル、例えば色素原性また蛍光性離脱基を有する本発明の基質、例えば合成セルピン
ＲＳＬドメインペプチド基質を標識して作製する。最も好ましくは、標識基は、シグナル
が基質からタンパク質分解により離れた場合にのみ活性化される潜在的シグナルを提供す
る。色素原性離脱基は、例えばパラ－ニトロアナリド（ｎｉｔｒｏａｎａｌｉｄｅ）基を
含む。基質が、細菌により創傷もしくはその他の体液中に内に分泌されるかまたはは細菌
細胞の表面上に存在する酵素と接触すると、酵素は、かかる改変、例えば（例えば固体支
持体、例えば創傷用包帯（ｄｒｅｓｓｉｎｇ）上）で色の変化として目視により、または
当該技術分野では標準的な分光測光技術を用いて検出できる吸光度の変化の検出をもたら
すように基質を改変する。
【００３４】
　バイオセンサーは、固体支持体、例えば創傷用包帯（例えば包帯、またはガーゼ）、滅
菌状態または微生物汚染（汚染物）を含まないことが要求される材料、例えばポリマー、
膜、樹脂、ガラス、スポンジ、ディスク、スコープ、フィルター、レンズ、発泡体、布、
紙、ディップスティック、もしくは縫合糸、または試料を保存または集めるための物品（
例えば体液を保存するための容器、例えば蓄尿バッグ、血液または血漿蓄積バッグ、試験
管、カテーテル、スワブ、またはマイクロプレートのウエル）である。
【００３５】
　典型的には、固体支持体は、支持体が創傷または試料と直接接触した場合に滅菌に適す
る材料から作製される。本発明の一つの態様では、バイオセンサーは、創傷と直接接触で
きる。ある場合には、かかる直接接触の際に創傷または体液の汚染を防止するために滅菌
被覆または層が使用される。かかる滅菌被覆を用いる場合には、それらは滅菌に適合させ
るが、しかし酵素／基質相互作用は妨害しない性質を有する。好ましくは、創傷と接触す
るバイオセンサーの部分は、試料表面からバイオセンサーを容易に離脱できるような非接
着性でもある。例えば、バイオセンサーが創傷用包帯を含んでなる場合に、包帯は、酵素
基質が反応するために十分な期間創傷と接触し、次いで創傷もしくは周囲の組織にさらな
る損傷を与えないで包帯を取り去る。
【００３６】
　検出可能なラベル、例えば色素原性色素を用いて適切に標識され、そしてセンサー装置
に付着または組み込まれた広域スペクトル基質（例えば１個を越える病原体または細菌の
検出に適する基質）は、上記の酵素を分泌する多種の病原性細菌の存在または非存在の指
標として作用できる。
【００３７】
　本発明のバイオセンサーは、場合により、病原性細菌の産生および／または分泌する酵
素に対して、１種もしくはそれ以上の追加の基質（例えば少なくとも２、少なくとも５、
少なくとも１０、少なくとも２０、少なくとも３０、少なくとも５０、少なくとも７５、
少なくとも１００種の基質）を含んでなることができる。１種を越える基質を利用する場
合には、それぞれは他のものから区別するために標識（例えば異なる検出可能ラベルを用
いて）されてもよいか、またはそれぞれを固体支持体上の特定の領域内に限定してもよい
。
【００３８】
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　疎水性離脱基を有する基質は、疎水性表面に非共有結合により結合できる。あるいは、
親水性または疎水性基質は、ジスルフィドまたは第一級アミン、カルボキシルもしくはヒ
ドロキシル基により表面に結合できる。固体支持体への基質の結合の方法は、当該技術分
野では公知である。例えば、蛍光性および色素原性基質は、創傷病原体との反応に影響し
ない非本質的反応性末端、例えば遊離アミン、カルボン酸もしくはＳＨ基を用いて固体基
質に結合できる。遊離アミンは、例えば、Ｎ－エチル－Ｎ’－（３－ジメチルアミノプロ
ピル）カルボジイミドヒドロクロリド（ＥＤＣ）またはＮ－シクロヘキシル－Ｎ’－２－
（４’－メチル－モルホリニウム）エチルカルボジイミド－ｐ－トルエンスルホナート（
ＣＭＣ）のいずれかの１０モル過剰を用い、２時間、４℃でｐＨ４．５に調整した蒸留水
中で基質上のカルボキシル基に結合させて、ペプチド結合を形成するように縮合反応を促
進できる。ＳＨ基は、ＤＴＴまたはＴＣＥＰを用いて還元し、次いでＮ－ｅ－マレイミド
カプロン酸（ＥＭＣＡ、Ｇｒｉｆｆｉｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｆｅｂｓ　Ｌｅｔｔ．，１３
４：２６１－２６３（１９８１）、引用することにより本明細書に編入される）を用いて
表面上の遊離アミノ基に結合できる。
【００３９】
　本発明のポリペプチドは、本明細書中に記載の広域スペクトルペプチド基質、例えばセ
ルピンＲＳＬドメインペプチド基質のフラグメントおよび変種を含んでなるかまたはそれ
らから成ることもできる。変種は、それらのペプチド基質として同じ遺伝子座、例えば生
物体内のα１－ＲＳＬドメインによりコードされる本質的に相同のポリペプチド、すなわ
ち対立遺伝子変種、ならびに他の変種を含む。変種は、他の生物体内の他の遺伝子座から
誘導されるが、しかし本明細書中に記載のペプチド基質と本質的な相同性を有するポリペ
プチドも包含する。変種は、それらのペプチド基質に本質的に相同または一致するが、し
かし他の生物体から誘導されたポリペプチド、すなわちオルソログも含む。変種は、それ
らのペプチド基質と本質的に相同または一致し、化学合成により製造されるポリペプチド
も含む。変種は、それらのペプチド基質と本質的に相同または一致し、組換え法により製
造されるポリペプチドも含む。
【００４０】
　２種のアミノ酸配列の一致百分率は、最適比較の目的のために配列を整列して決定でき
る（例えば、第一の配列の配列にギャップを導入できる）。次いで相当する位置にあるア
ミノ酸を比較し、そして２個のアミノ酸配列の間の一致百分率は、配列により共有される
一致位置の数の関数である（すなわち一致百分率＝一致位置の数／位置の総数Ｘ１００）
。特定の態様では、比較の目的で整列されたアミノ酸配列の長さは、ペプチド基質配列、
例えばα１ＲＳＬドメイン配列の長さの少なくとも３０％、好ましくは少なくとも４０％
、さらに好ましくは少なくとも６０％、そしてよりさらに好ましくは少なくとも７０％、
８０％、９０％、または１００％である。２個の配列の実際の比較は、周知の方法、例え
ば数学的アルゴリズムを用いて達成できる。かかる数学的アルゴリズムの好ましい非限定
的な例は、Ｋａｒｌｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ，９０：５８７３－５８７７（１９９３）（これは引用することにより本明細書に編入
される）に記載されている。このようなアルゴリズムは、Ｓｃｈａｅｆｆｅｒ　ｅｔ　ａ
ｌ（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ．Ｒｅｓ．２９：２９９４－３００５（２００１）（引
用することにより本明細書に編入される））に記載のようにＢＬＡＳＴプログラム（バー
ジョン２．２）内に組み込まれている。ＢＬＡＳＴおよびＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴプロ
グラムを用いる場合には、それぞれのプログラムのデフォールトパラメーターを用いるこ
とができる。一つの態様では、検索されるデータベースは非重複性（ＮＲ）データベース
であり、そして配列比較のためのパラメーターは、フィルターなし；期待値１０；ワード
サイズ３；マトリックスがＢＬＯＳＵＭ６２であり；そしてギャップコスト（Ｇａｐ　Ｃ
ｏｓｔ）が１のＥｘｉｓｔｅｎｃｅ１および１のｅｘｔｅｎｓｉｏｎを有するように設定
できる。
【００４１】
　別の態様では、２個のアミノ酸配列の間の一致百分率は、ＧＣＧソフトウエアパッケー
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ジ（Ａｃｃｅｌｒｙｓ　Ｉｎｃ．Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）中のＧＡ
Ｐプログラムを使用し、Ｂｌｏｓｓｏｍ６３マトリックスまたはＰＡＭ２５０マトリック
スルのいずれか、およびギャップウエイト１２、１０、８、６または４、および長さウエ
イト２、３または４を使用して得ることができる。さらに別の態様では、２個の核酸配列
の間の一致百分率は、ギャップウエイト５０および長さウエイト３を用いるＧＣＧソフト
ウエアパッケージ（Ａｃｃｅｌｒｙｓ　Ｉｎｃ．）中のＧＡＰプログラムを用いて達成で
きる。
【００４２】
　その他の好ましい配列比較は本明細書中に記載されている。
【００４３】
　本発明は、一致度は低いがしかしポリペプチド基質により行使される１種もしくはそれ
以上の同一機能、例えば、細菌、例えば創傷特異性細菌により産生または分泌される酵素
のための基質として作用する能力を行使するために十分な類似性を有するポリペプチド基
質も包含する。類似性は、保存されたアミノ酸置換により決定される。かかる置換は、似
た特性の別のアミノ酸によりポリペプチド中の与えられたアミノ酸を置換するものである
。保存的置換は表現型的にサイレントとなりやすい。典型的には、保存的置換と考えられ
るのは、脂肪族アミノ酸Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、およびＩｌｅの間の相互の交換、ヒド
ロキシル残基ＳｅｒおよびＴｈｒの間の交換、酸性残基ＡｓｐおよびＧｌｕの交換、アミ
ド残基ＡｓｎおよびＧｌｎの間の置換、塩基性残基ＬｙｓおよびＡｒｇの交換および芳香
族残基ＰｈｅおよびＴｙｒの間の置換である。どのアミノ酸変化が表現型としてサイレン
トになりやすいかについてのガイダンスは、Ｂｏｗｉｅら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４７：１
３０６－１３１０（１９９０）（引用することにより明細書中に編入される）に見いださ
れる。
【００４４】
　機能的変種は、機能に無変化または重要でない変化をもたらすα１ＲＳＬドメイン内の
ものと類似のアミノ酸の置換も含むことができる。あるいは、かかる置換はある程度は機
能に正または負に影響することもある。非機能性変種は、典型的には、１個もしくはそれ
以上の非保存アミノ酸置換、欠失、挿入、逆転、もしくは短縮、または重要な残基または
重要な領域内での置換、挿入、逆転、もしくは欠失を含み、かかる重要な領域は感染特異
性プロテアーゼのためのタンパク質分解性切断部位を含む。
【００４５】
　酵素、例えばプロテアーゼによる切断に本質的である本発明のペプチド基質内のアミノ
酸は、当該技術分野では公知の方法、例えば部位指定変異誘発またはアラニン走査変異誘
発により同定できる（Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４４：
１０８１－１０８５（１９８９）、引用することにより明細書中に編入される）。後者の
方法は分子内の残基それぞれの残基において単一アラニン変異を導入する（分子あたりに
変異１個）。
【００４６】
　本発明は、本明細書中に記載の合成または天然に生成するペプチド基質、例えばα１Ｒ
ＳＬドメイン配列に６０％、７０％、８０％、９０％または９５％の配列一致を有する生
物学的活性フラグメントを含む、ペプチド基質またはその機能性変種のポリペプチドフラ
グメントも含む。本発明は、本明細書中に記載のポリペプチドの変種のフラグメントも包
含する。生物学的活性フラグメントには、細菌、例えば創傷特異性細菌により産生または
分泌される酵素のための基質として作用する能力を保持するフラグメントが含まれる。
【００４７】
　フラグメントは、分離（他のアミノ酸またはポリペプチドに融合していない）していて
もよくまたはより大きいポリペプチド内にあってもよい。さらに数個のフラグメントが単
一のさらに大きいポリペプチド内に含んでなることもできる。一つの態様では、宿主内の
発現のために設計されたフラグメントは、ポリペプチドフラグメントのアミノ末端に融合
された異種プレ－およびプロ－ポリペプチド領域およびフラグメントのカルボキシル末端
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に融合された追加の領域を有することができる。
【００４８】
　本発明のバイオセンサーおよびペプチドは、細菌、および殊には病原性細菌の存在また
は非存在を検出するために望ましいいずれの状況でも使用できる。例えば、健康管理施設
内、そして殊には手術室内の作業表面上に集まる細菌は、本明細書中に記載のバイオセン
サを用いて検出できる。細菌により分泌されるかまたはその上に存在する酵素により改変
され得る１種またはそれ以上の基質は、標識されそして回収基質、例えばスワブの先端上
の木綿繊維に共有結合により結合される。１種を越える基質を使用する場合には、相互に
区別するためにそれぞれを標識するか（例えば異なる検出可能ラベルを使用する）および
／またはそれぞれを固体支持体上の特定の領域内に限定してもよい。スワブ先端は、細菌
による汚染が疑われる表面を拭き取るために使用される。スワブ先端を媒体内に浸漬しそ
して結合し標識された基質に特異性の酵素が存在する場合に標識された基質の改変を可能
とする条件を用いてインキュベーションされる。
【００４９】
　本発明は、本明細書中に記載の創傷特異性細菌を検出するためのキットも特徴とする。
該キットは例えば、それに検出可能に標識された基質（例えばセルピン反応性部位ループ
（ＲＳＬ）ドメインペプチド基質）が連結、結合もしくは付着している複数のウエル（例
えばマイクロタイタープレート）を有する固体支持体を含んでなることができる。１種も
しくはそれ以上の緩衝液を提供する手段が設けられている。陰性対照および／または陽性
対照も提供できる。適切な対照は、当該技術分野の専門家により容易に調製できる。病原
体（例えば本明細書中に記載の細菌）による汚染が疑われる試料は緩衝液を使用して調製
される。試料のアリコート、陰性対照、および陽性対照をそれ自身のウエル内に入れ、そ
して反応させる。基質の改変、例えば色変化が観察されたウエルを微生物病原体を含むと
決定する。かかるキットは、被験者内の創傷感染を検出するために特に有用である。
【００５０】
　本発明には、バイオセンサー、例えばパッケージ化された滅菌創傷用包帯、および検出
アッセイを実行するために必要ないずれかの追加の試薬を含んでなるキットも包含される
。
実施例
【００５１】
　本発明を以下の実施例により説明するが、しかしこれをいかなる意味でも限定しようと
するものではない。
【実施例１】
【００５２】
試料内の細菌の非存在または存在の検出のための細菌の調製
　下記の細菌種それぞれの培養物を、当該技術分野では標準の方法を用いて、ブレインハ
ートインフュージョン（Ｂｒａｉｎ　Ｈｅａｒｔ　Ｉｎｆｕｓｉｏｎ、ＢＨＩ）浴中、３
７℃で激しく攪拌（約２００ｒｐｍ）して一晩（Ｏ／Ｎ）培養した；黄色ブドウ球菌、化
膿連鎖球菌、霊菌、大腸菌、緑膿菌（ＰＡ１４）、緑膿菌（ＧＳＵ３）、および糞便連鎖
球菌。一晩培養の後、それぞれの培養物の試料１ｍｌを採取し、そして１２．０００ｒｐ
ｍ、５分間の遠心分離によりカルチャー上清から細胞を取り除いた。残ったカルチャー上
清は必要になるまで氷上で保存した（１時間以内）。細菌は、以下に記載のように酵素の
存在または非存在に関してアッセイされた。
【００５３】
　あるいは、細菌細胞をカルチャー上清から分離しないで、それらの培養浴内にまだ懸濁
している細胞を含む試料についてアッセイを行った。培養４８時間（２日間）後に、操作
を繰り返した。
【実施例２】
【００５４】
創傷試料中の細菌の非存在または存在を決定するための創傷用包帯からの細菌の抽出
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　３５個の新しく冷凍した創傷用包帯をＴｈｏｍａｓ　Ｓｅｒｅｎａ博士（Ｓｔ．Ｖｉｎ
ｃｅｎｔ　Ｗｏｕｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃ，Ｅｒｉｅ，ＰＡの医学指導者かつＰｅｎｎ　Ｎｏ
ｒｔｈ　Ｃｅｎｔｅｒｓ　ｆｏｒ　Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｗｏｕｎｄ　Ｃａｒｅの創始者）
から入手した。包帯を本研究のための医療廃棄物として分類しそして創傷または患者につ
いてのいかなる情報も得られなかった。包帯は無作為に創傷に由来しそして同じ日の内に
集めて発送された。包帯をドライアイス上で輸送しそして到着すると直ちに－８０℃で保
管した。
抽出
　分析する日に、包帯をフリーザーから取り出しそして切断のために包帯を引き出すため
に十分な程度に解凍した。すべての作業は、滅菌条件下で、血液中病原体ガイドライン（
Ｂｌｏｏｄ－Ｂｏｒｎｅ　Ｐａｔｈｏｇｅｎ　Ｇｕｉｄｌｉｎｅ）に従って行われた。各
種の包帯大きさおよび浸出物が存在した。大部分の包帯はガーゼタイプであり、いくつか
は吸収中心部を有していた（すなわち、親水コロイドまたは先進的創傷管理ドレッシング
は含まれていなかったように見受けられる）。それぞれの包帯から２ｘ３．５ｃｍの長方
形を切り取った（面積７ｃｍ２）。大型包帯の場合には包帯の最も代表的な部分を選択し
た。
【００５５】
　各種の包帯色調および浸出物が得られた。滅菌ＰＢＳ３ｍｌを含む１５ｍｌ滅菌円錐形
試験管内に包帯を置きそして一晩、４℃で抽出を行った。包帯を浸漬すると直ちにＰＢＳ
が濁った白色に変化した数個の試料があった（試料２、３、９、１４、２２、２６、およ
び２７）。それらの包帯試料は創傷の処置に由来する銀を含むと推測した。包帯抽出の後
、それぞれの溶液の色調を記録した。それぞれの抽出液の０．５ｍｌアリコート３個を保
管および試験のために集めた。
【００５６】
　切断反応は、３７℃で全体積１００μｌ中の創傷試料抽出液１０μｌ、ＣＰ１２ペプチ
ド基質（水／ＤＭＳＯ中５ｍｇ／ｍＬ）３μｌを用いて行った。反応は、励起波長３５５
ｎｍおよび発光波長４８５ｎｍを用いて蛍光プレートリーダーで追跡した（図１０Ａ～１
０Ｄ）。
【実施例３】
【００５７】
α１－ＰＩ　ＲＳＬ配列の変種を用いる広域スペクトルアッセイ
　２種のペプチド基質、ＣＰＩ１およびＣＰＩ２はＲＳＬ配列のすべての切断部位を包含
するように設計され、それを図１Ａおよび１Ｂに示す。ペプチド基質を蛍光プローブｅｄ
ａｎｓ（５－（（２－アミノエチル）アミノ）ナフタレン－１－スルホン酸）および消光
色素分子ｄａｂｃｙｌ（（４－（４－（ジメチルアミノ）フェニル）アゾ）安息香酸）を
用いて標識した。
（ＣＰＩ１）Ｅｄａｎｓ－ＥＡＡＧＡＭＦＬＥＡＩＰＫ－ｄａｂｃｙｌ（配列番号１）
（ＣＰＩ２）Ｅｄａｎｓ－ＥＧＡＭＦＬＥＡＩＰＭＳＩＰＫ－ｄａｂｃｙｌ（配列番号２
）
　細菌をインキュベーター内で一晩、３７℃で５ｍＬ　ＰＨＩ（ブレインハートインフュ
ージョン）培地中で培養した。得られた培養物それぞれを２個の試料に分割した。１個は
培養物として使用し、他方は遠心分離で分離して上清を集めた。アッセイは、１５０ｍＭ
　ＮａＣｌを添加した２０ｍＭ　ｔｒｉｓ緩衝液（ｐＨ７．２）中で行った（ＰＢＳ）。
切断反応は、３７℃で全体積１００μＬ中の培地または上清７μＬおよびペプチド基質（
水／ＤＭＳＯ中５ｍｇ／ｍＬ）３μＬを用いて行った。反応は、励起波長３５５ｎｍおよ
び発光波長４８５ｎｍを用いて蛍光プレートリーダーで追跡した。
【００５８】
　実験の第一の組は、細菌培養物（培地および細胞）のアッセイ溶液内への直接添加によ
り行った。第一のアッセイは、一晩（一日）培養細胞および上清ならびに基質としてペプ
チドＣＰＩ１およびＣＰＩ２を用いた。図２Ａおよび２Ｂに示すように、プロテアーゼ活
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性はペプチド基質を用いて多数の細菌で観察された。
【００５９】
　どの細菌がプロテアーゼを分泌したかを決定するために、ペプチドＣＰＩ１およびＣＰ
Ｉ２を用いた一晩培養細菌培養物から得られた細菌上清を用いて、同様のアッセイを行っ
た。図２Ｃおよび２Ｄに示すように、結果は細菌培養物のものと同様であり、プロテアー
ゼが分泌されたことを示した。
【００６０】
　実験の第二の組では、４８時間（２日）培養細胞および上清を用いて同様のアッセイを
行った。アッセイは培地としてＣＰＩ１およびＣＰＩ２を用いた。アッセイは、細菌上清
５μＬを用いたことを除いて、実験の第一の組にすでに記載したと同様に行った。結果を
図３Ａ～Ｄに示す。
【実施例４】
【００６１】
バイオセンサー表面の開発
　表面への分子の付着は、数種の異なる形式の相互作用を用いて行うことができる。典型
的には、タンパク質は、疎水性、静電気、または共有結合相互作用を用いて表面に付着で
きる。各種の表面性質を有する多数の市場で入手できる膜および樹脂がある。表面は、所
要の表面性質を備えるために化学的に改変されることもできる。
【００６２】
　タンパク質およびペプチド結合のために市場で入手できる移動膜が存在する。それらは
正および負に帯電したポリマー、例えばイオン交換膜ディスクフィルターおよび樹脂から
なる。ニトロセルロース膜が疎水性および静電気相互作用を提供する。ガラス繊維膜は、
容易に化学的に改変されて機能性基を付加できる疎水性膜を提供する。タンパク質および
ペプチドを共有結合する反応性機能性基を提供する改変ポリマー膜も存在する。
【００６３】
　タンパク質に共有結合するために膜または樹脂上の各種の官能基および架橋剤を使用す
ることも可能である。架橋剤は２個の反応性基を含みそれにより２個の標的官能基を共有
結合的に連結する手段を提供する。タンパク質を標的とする最も通常の官能基は、分子間
架橋を形成するために使用されるアミン、チオール、カルボン酸、およびアルコール基で
ある。架橋剤は、同種二官能性または異種二官能性であることができ、種々の長さの架橋
剤の選択が市場で可能である。
【００６４】
　金属キレート（アフィニティー結合）相互作用は、生物学的分子にさらに強い結合を提
供できる。ペプチド基質内へ組み込まれたｈｉｓ－タグは、ニッケル結合樹脂への連結を
可能とするために使用できる。ヒスチジン－タグを有するペプチドは、共有結合的に結合
したニトリロ三酢酸（ＮＴＡ）により不動体化されたニッケルイオンを含む樹脂（セファ
ロース（Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ））に結合する連続ヒスチジン残基の能力に基づいて精製さ
れる。ＣＧＡＭＦＬＥＡＩＰＭＳＩＰＡＡＡＨＨＨＨＨ（配列番号５）を含んでなるＣＰ
Ｉ３ペプチドは、ヒスチジン－タグを付加してＣＰＩ２に基づいて作製された。ＣＰＩ３
は、比色色素を用いてシステイン基に標識された。この例において、レマゾール（ｒｅｍ
ａｚｏｌ）色素、リアクティブブラック（Ｒｅａｃｔｉｖｅ　Ｂｌａｃｋ）５（ＲＢ５）
を使用した。この色素は、５９５ｎｍにピーク吸光を有する暗青色を発光する。
【００６５】
【化１】

【００６６】
　ＣＰＩ３－リアクティブブラック５標識ペプチドは、ヒスチジン－タグを介してＮＴＡ
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樹脂に結合した。ＮＴＡ樹脂は非特異性結合をしないで高いレベルのペプチド結合を与え
る。
【００６７】
　標識したＮＴＡ樹脂上のＣＰＩ３は、緑膿菌（ＰＡ１４）を用いて一晩、３７℃で切断
された。切断されたペプチドは、樹脂および細菌を入れた試験管内に配置した正に荷電し
た膜（Ｐａｌｌ　ＳＢ６４０７）を用いて集めた。対照試料は、リン酸緩衝生理食塩水（
ＰＢＳ）中の正荷電膜と一緒のＮＴＡ上のＣＰＩ３から成っていた。対照で示されるもの
と比較すると、細菌と一緒の試料内の正荷電膜上で、強い色変化が得られた。膜上の色変
化は、ＣＰＩ３が切断されそして色素を含む切断部分が膜上に拡散して青色を発生するこ
とを示した。
【００６８】
　リシンペプチドタグは、例えばウルトラバインド（ＵｌｔｒａＢｉｎｄ）ＴＭ（Ｐａｌ
ｌ　Ｇｅｌｍａｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ，ＭＩ）のような表面に
連結するために使用できる。ウルトラバインドは、タンパク質の共有結合のためにアルデ
ヒド基を用いて改変されたポリエーテルスルホン膜である。タンパク質は、ウルトラバイ
ンド表面と直接反応させる。架橋鎖を用いてタンパク質またはペプチドを表面に連結する
ことも可能である。例えば、カルボジイミド、ＥＤＣ（１－エチル－３－（３－ジメチル
アミノプロピル）カルボジイミド、ヒドロクロリド）は、カルボン酸基をアミンに連結す
るために慣用的に使用される。ペプチドと架橋剤との連結は、膜の表面を離れてペプチド
を延長し一方ではまだそれに共有結合するリンカー鎖の選択を可能とする。クロスリンカ
ーを介するペプチドの連結は、ペプチドを細菌酵素に利用させるように最適化できる。こ
れは、センサーの反応時間の最適化を可能とするが、それはペプチドの利用性がこのパラ
メーターに直接関連するからである。
【実施例５】
【００６９】
表面センサーの感度
　ＣＰＩ２は、広域スペクトルセンサーの良い候補として決定された。表面センサーは下
記のように構築された。
【００７０】
　　　使用した膜：　　　　Ｐａｌｌ　ＳＢ６４０７
　　　使用したペプチド：　ＣＰＩ２
　　　使用した量：　　　　８μｇ
　センサーを空気乾燥しそして－２０℃で一晩保管した。感度研究のために、センサーを
滅菌した９６ウエルプレート内に装入した。
【００７１】
　糞便連鎖球菌、緑膿菌、黄色ブドウ球菌、化膿連鎖球菌、および霊菌の細菌を、培養器
内で一晩、３７℃で、５ｍｌ　ＢＨＩ（ブレインハートインフュージョン）培地内で培養
し、そしてそれぞれの実験に定められた濃度に希釈した。細菌のそれぞれの株をＰＢＳ（
ｐＨ７．４）を用いて希釈して５５０ｎｍで約０．５２の光学密度（ＯＤ）を得た。この
ＯＤは細菌の約１０８細胞／ｍｌを表すと想定された。それぞれの細菌の１０８細胞／ｍ
ｌの原料をＰＢＳで希釈して、１０７、１０６、１０５および１０４細胞／ｍｌの濃度系
列を得た。感度試験は、１０７、１０６、１０５および１０４細胞／ｍｌ（細胞）の濃度
系列のそれぞれの１００μＬをセンサーの列上に配置することから成っていた。それぞれ
の感度試験の対照は、１００μＬＰＢＳに暴露されたセンサーからなっていた。
【００７２】
　データは、それぞれのプレートについて４、２４および４８時間で採取した。データは
、ＫＯＤＡＫ　ＤＣ２９０ディジタルカメラを用いて比較的均等な条件（照明、暴露時間
など）で撮影した各プレートの色（蛍光）写真から成っていた。写真は国立衛生研究所（
ＮＩＨ）で開発した公開ドメイン写真加工および分析プログラム（ｐｕｂｌｉｃ　ｄｏｍ
ａｉｎ　ｉｍａｇｅ　ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ　ａｎｄ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｐｒｏｇｒａ
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ｍ）であるＮＩＨ　ＩｍａｇｅＪを用いて分析した。分析は、それぞれのウエル内の強度
値（すなわちピクセルの数により分割された選択内のすべてのピクセルの強度値の和）の
測定からなっていた。ピクセルは０～１の値に範囲内である。ＩｍａｇｅＪは、白色を０
でそして黒色を１の値で表示した。すべてのセンサー感度データを時間に対して０～１の
指数スケールでプロットしそしてトレンドは写真内に見られるものを正確に反映していた
。
【００７３】
　１０７、１０６、１０５および１０４細胞／ｍｌの濃度系列で試験した糞便連鎖球菌セ
ンサーの結果を図４Ａおよび４Ｂに示す。
【００７４】
　１０７、１０６、１０５および１０４細胞／ｍｌの濃度系列で試験した緑膿菌センサー
の結果を図５Ａおよび５Ｂに示す。
【００７５】
　１０７、１０６、１０５および１０４細胞／ｍｌの濃度系列で試験した黄色ブドウ球菌
センサーの結果を図６Ａおよび６Ｂに示す。
【００７６】
　１０７、１０６、１０５および１０４細胞／ｍｌの濃度系列で試験した化膿連鎖球菌セ
ンサーの結果を図７Ａおよび７Ｂに示す。
【００７７】
　１０７、１０６、１０５および１０４細胞／ｍｌの濃度系列で試験した霊菌センサーの
結果を図８Ａおよび８Ｂに示す。
【００７８】
　ＣＰＩ２ペプチド基質は糞便連鎖球菌、緑膿菌、黄色ブドウ球菌、化膿連鎖球菌および
霊菌のプロテアーゼにより効率的に切断された。ＣＰＩ２ペプチド基質は大腸菌または上
清と共にインキュベーションした場合には切断されなかった。ＣＰＩ２ペプチドは非感染
創傷液の存在下では切断されなかった。細菌の最高の濃度で、上記の蛍光アッセイの多く
は消光を示し、それは１０７および１０６試料の一部での蛍光レベル内の低下により証明
された。アッセイは、蛍光消光を低下させるために膜上に少ない基質を用いて反復できる
。
【００７９】
　それぞれのセンサーの反応性は、センサー試験（４０時間）の末期に比較してそれぞれ
から得られた相対シグナルで決定した。結果を図９Ａ～９Ｃに示す。ＣＰＩ２ペプチドは
、１０５ＣＦＵで大部分の病原体を検出するために有効であった。すべての５種の細菌（
大腸菌を除く）は、１０５細菌／ｍｌの濃度で強いシグナルを発生した。しかし、１０４

細菌／ｍｌの濃度では、霊菌は背景以上で有意に測定できるシグナルを発生するとは観察
されなかった。
【００８０】
　ＣＰＩ２ペプチドと無害の細菌および創傷液との相互反応性は、適切な対照を用いてさ
らに完全に分析できる。創傷包帯上および生体ブタ内試験におけるＣＰＩ２ペプチド基質
の適用可能性も決定できる。
【００８１】
　本発明は、その好ましい態様を参照して具体的に示して説明したが、当該技術分野の専
門家は、形状よび詳細における種々の変化が、添付の請求範囲により包含される本発明の
範囲から外れることなく可能であることを理解するであろう。
【実施例６】
【００８２】
プッシュ－スルー試験
　ＣＰＩ３ペプチドは、多種の病原体の検出のために使用される広域スペクトルペプチド
ＣＰＩ２の５－ヒスチジンタグ付バージョンである。システイン基がＮ－末端に付加され
て色素を用いる標識を可能とする：
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　　ＣＰＩ３　〔Ａｃ〕－ＣＧＡＭＦＬＥＡＩＰＭＳＩＰＡＡＡＨＨＨＨＨ〕〔ＯＨ〕
　ＣＰＩ３ペプチドは、システイン基上にテトラメチルローダミン　ヨードアセトアミド
（ＴＭＲＩＡ）色素（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅ，Ｅｕｇｅｎｅ，Ｏｒｅｇｏｎか
ら入手可能）を用いて標識された。標識反応は、過剰のＴＭＲＩＡ色素を用いてＰＢＳ中
、ｐＨ値７．４で行った。色素対ペプチドの比率は約１．０と算出された。
【００８３】
　ＴＭＲＩＡ色素で標識されたＣＰＩ３の約１ｍｇを、ペプチド上の５－ヒスチジンタグ
を介して１ｍｌのニッケル－ニトリロ三酢酸（Ｎｉ－ＮＴＡ）アガロースビーズ（Ｑｉａ
ｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａから入手）に結合させた。本質的にす
べてのＣＰＩ３がＮｉ－ＮＴＡに結合し、それは溶液から色の消失により証明された。
【００８４】
　ＣＰＩ３－ＴＭＲＩＡの５０μｌビーズ体積を試験管内に配置しそしてｍＬあたりに１
ｘ１０４または１ｘ１０５ｃｆｕの糞便連鎖球菌２００μｌを加えそして５分間、室温で
インキュベーションした。細菌プロテアーゼは、色素－ペプチドフラグメントがＮｉ－Ｎ
ＴＡビーズから開放されるようにＣＰＩ３を切断した。ビーズはマイクロ遠心分離機を用
いる短時間の遠心分離により溶液から分離した。１０５、１０６、１０７ｃｆｕ当量を得
るためにに相当する体積および細胞濃度（例えば１ｘ１０５ｃｆｕ／μｌの１００μｌ）
を試験管から取り出しそして１ｍｌシリンジの先端に置いた。細菌を加えないリン酸緩衝
生理食塩水を対照として使用した。次いで濾紙で裏から抑えたポリフッ化ビニリデン（Ｐ
ＶＤＦ）膜上の適合する大きさのＯ－リングの上にシリンジを配置しそして液に膜を通過
させるようにプランジャーで押した。色素－ペプチドフラグメントはＰＶＤＦ膜の表面に
保持されそして色素を含まない液体だけが濾紙を通過した。５分後に、１０７ｃｆｕ／ｍ
Ｌの液体に暴露されたＰＶＤＦ膜は最も明るい色反応を示し、一方１０６ｃｆｕ／ｍＬの
液体に暴露されたＰＶＤＦ膜は１０７ｃｆｕ／ｍＬ液体に暴露された膜よりも低い色反応
を示した。５分後に、１０５ｃｆｕ／ｍＬの液体に暴露されたＰＶＤＦ膜は１０６ｃｆｕ
／ｍＬの液体に暴露されたＰＶＤＦ膜はよりも低い色反応を示し、一方０ｃｆｕ／ｍＬの
液体に暴露された膜は識別可能な色反応を示さなかった。
【実施例７】
【００８５】
検出可能に標識された基質の安定性
　検出可能に標識された基質の長期の安定性または使用可能性を評価するために、ＣＰＩ
２基質をＨＲＰを用いて検出可能に標識しそしてアフィゲル（ＡｆｆｉＧｅｌ）ビーズへ
付着させた。４０℃で合計して３５日間、ビーズを熟成した。３５日間の熟成過程の間に
種々の間隔でビーズの試料を採取しそして緑膿菌の１０６ＣＦＵ／ｍＬを含む溶液または
ＰＢＳの対照緩衝液に暴露した。細胞に暴露されたビーズは、暗青色シグナルを発光し、
一方対照に暴露されたものは発光しなかった。図１１は、安定性研究の間に採取された種
々の試料の色測定のグラフを示す。データは、ビーズが非常に安定でありそして時間経過
と共に検出可能なシグナルの劣化に伴ういかなる問題もなかったことを示し、ビーズが非
常に耐久性であることを示した。
【実施例８】
【００８６】
株間の操作性
　ＣＰＩ２蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）ペプチドを糞便連鎖球菌の５種の異なる
臨床株（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃｏｌｏｒａｄｏから入手）に暴露した。ペプチ
ドはすべての５種の株と強く反応した。図１２は、種々の株に暴露した後に測定された相
対蛍光のグラフを示す。データは、検出可能に標識されたペプチドが、創傷病原体の異な
る株の存在を検出することを示す。
【実施例９】
【００８７】
ＨＲＰと共役したＣＰＩ２ペプチドの反応性
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　ＣＰＩ２ペプチドを西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）と共役させ、次いで液相お
よび固相アッセイのために種々のビーズ（例えばアフィゲルおよびアガロースビーズ）に
結合させた。一部のビーズは、緑膿菌の１０６ＣＦＵ／ｍＬを含む溶液に暴露させた。暗
青色がＡＢＴＳおよび過酸化水素の存在で形成され、それは細菌の存在を示した。検出可
能な色シグナルは、４分間以下作動し、検出可能に標識されたビーズは、有害病原体を検
出するために有用な注意試験（ｃａｒｅ　ｔｅｓｔ）の迅速な広域スペクトル点として使
用できることを示唆した。
【実施例１０】
【００８８】
臨床スワブ試料試験
　ＣＰＩ２ペプチドを西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）と共役させ、次いで液相お
よび固相アッセイのために種々のビーズ（例えばアフィゲルおよびアガロースビーズ）に
結合させた。患者の創傷に暴露させたスワブ試料は、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｍａ
ｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｃｈｏｏｌから入手した。スワブ試料を下
記のプロトコールを用いて細菌の存在に関して試験した。
【００８９】
　１）ＨＲＰ－ビーズをＰＢＳを用いて１：１０に希釈してビーズスラリーを形成した。
スラリー１０μＬをフィルタープレートのそれぞれのウエルに加えた。
【００９０】
　２）冷凍した創傷試料のそれぞれ１０μＬにＰＢＳ８０μＬを加えた。次いで得られた
溶液をフィルタープレート内のウエルに加えた。
【００９１】
　３）プレートを４分間インキュベーションし、次いでＵＳ生物学的安定液体基質（１．
４６ｍＭ　ＡＢＴＳおよびＨ２Ｏ２）を含む他のプレートに回し入れた（ｓｐｕｎ　ｉｎ
ｔｏ）。
【００９２】
　４）現像時間の１分後に、マイクプレートリーダーを４０５ｎｍで読み取った。
【００９３】
　創傷病原体を含む試料は、ＡＢＴＳおよび過酸化水素の存在下で暗青色に変化した。
【図面の簡単な説明】
【００９４】
【図１Ａ－１Ｂ】図１Ａは、アルファ－１プロテイナーゼ阻害剤（α１－ＰＩ）ＲＳＬ配
列（配列番号４）上の切断部位の相対位置を示す。図１Ｂは、ＣＰＩ１ペプチド（配列番
号１）、ＣＰＩ２ペプチド（配列番号２）およびアルファ－１プロテイナーゼ阻害剤（ヒ
ト）（配列番号３）の配列を示す。
【図２Ａ－２Ｄ】図２Ａおよび２Ｂは、一晩細菌培養したアッセイ基質（図２Ａ、ＣＰＩ
１ペプチド；図２Ｂ、ＣＰＩ２ペプチド）、および１５０ｍＭＮａＣｌを含む反応緩衝液
（ｐＨ７．２）を含む試料の相対蛍光の時間経過（秒）に対するグラフである。図２Ｃお
よび２Ｄは、一晩経過細菌上清、アッセイ基質（図２Ｃ、ＣＰＩ１ペプチド；図２Ｄ、Ｃ
ＰＩ２ペプチド）、および１５０ｍＭＮａＣｌを含む反応緩衝液（ｐＨ７．２）を含む試
料の相対蛍光の時間経過（秒）に対するグラフである。
【図３Ａ－３Ｄ】図３Ａおよび３Ｂは、４８間経過細菌培養物、アッセイ基質（図３Ａ、
ＣＰＩ１ペプチド；図３Ｂ、ＣＰＩ２ペプチド）、および反応緩衝液を含む試料の相対蛍
光の時間経過（秒）に対するグラフである。図３Ｃおよび３Ｄは、４８時間経過細菌上清
、アッセイ基質（図３Ｃ、ＣＰＩ１ペプチド；図３Ｄ、ＣＰＩ２ペプチド）、および反応
緩衝液を含む試料の相対蛍光の時間経過（秒）に対するグラフである。
【図４Ａ－４Ｂ】図４Ａおよび４Ｂは、ＣＰＩ２ペプチドを用いた糞便連鎖球菌（１０７

、１０６、１０５および１０４細胞／ｍｌの濃度系列）のセンサーデータを示す。図４Ａ
は、３６５ｎｍ紫外線源下で細菌と共にインキュベーションしたセンサーの写真を示す。
図４Ｂは、ディジタル化した写真から得られた各濃度からの強度データを示す。
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【図５Ａ－５Ｂ】図５Ａおよび５Ｂは、ＣＰＩ２ペプチドを用いた緑膿菌（１０７、１０
６、１０５および１０４細胞／ｍｌの濃度系列）のセンサーデータを示す。図５Ａは、３
６５ｎｍ紫外線源下で細菌と共にインキュベーションしたセンサーの写真を示す。図５Ｂ
は、ディジタル化した写真から得られた各濃度からの強度データを示す。
【図６Ａ－６Ｂ】図６Ａおよび６Ｂは、ＣＰＩ２ペプチドを用いた黄色ブドウ球菌（１０
７、１０６、１０５および１０４細胞／ｍｌの濃度系列）のセンサーデータを示す。図６
Ａは、３６５ｎｍ紫外線源下で細菌と共にインキュベーションしたセンサーの写真を示す
。図６Ｂは、ディジタル化した写真から得られた各濃度からの強度データを示す。
【図７Ａ－７Ｂ】図７Ａおよび７Ｂは、ＣＰＩ２ペプチドを用いた化膿連鎖球菌（１０７

、１０６、１０５および１０４細胞／ｍｌの濃度系列）のセンサーデータを示す。図７Ａ
は、３６５ｎｍ紫外線源下で細菌と共にインキュベーションしたセンサーの写真を示す。
図７Ｂは、ディジタル化した写真から得られた各濃度からの強度データを示す。
【図８Ａ－８Ｂ】図８Ａおよび８Ｂは、ＣＰＩ２ペプチドを用いた霊菌（１０７、１０６

、１０５および１０４細胞／ｍｌの濃度系列）のセンサーデータを示す。図８Ａは、３６
５ｎｍ紫外線源下で細菌と共にインキュベーションしたセンサーの写真を示す。図８Ｂは
、ディジタル化した写真から得られた各濃度からの強度データを示す。
【図９Ａ－９Ｃ】図９Ａ～９Ｃは、異なる細菌濃度を用いた４０時間にわたる相対インキ
ュベーションを示す棒グラフである。（Ａ＝１０６ＣＦＵ；Ｂ＝１０５ＣＦＵ；Ｃ＝１０
４ＣＦＵ）（Ｓｔａｐｈ＝黄色ブドウ球菌、Ｓｅｒｒａｔｉａ＝霊菌、Ｓｔｒｅｐ＝唾液
連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ）、ＰＡ１４＝緑膿菌、
Ｅｎｔｅｒｏ＝糞便連鎖球菌）
【図１０Ａ－１０Ｄ】図１０Ａ～１０Ｄは、外傷用包帯から抽出された細菌の相対蛍光を
示すグラフである（ペプチド基質：ＣＰＩ２）（反応緩衝液：１ＸＰＢＳ）。（Ａ：創傷
試料番号１～１０；Ｂ：創傷試料番号１１～２０；Ｃ：創傷試料番号２０～３０；Ｄ：創
傷試料番号３１～３５）。
【図１１】図１１は、安定性研究の間に採取された種々の試料から測定された蛍光のグラ
フを示す。
【図１２】図１２は、創傷病原体の種々の株に暴露された後の検出可能に標識された基質
から測定された相対蛍光のグラフを示す。
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