
JP 2008-516632 A 2008.5.22

10

(57)【要約】
【要約書】
　本発明は、輸血用の血液、血小板、および他の血液製剤、ならびに尿を含む、液体中の
細菌を検出する方法を提供する。本方法は、細菌を溶解させてＡＴＰを放出し、そのＡＴ
Ｐを検出することに基づくものである。真核細胞が大量のＡＴＰを含むことから、真核細
胞の汚染が解決すべき問題である。したがって、本方法の一部は、細菌細胞を溶解させて
ＡＴＰを放出する前に、無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞（例えば血小板）を分離、そ
のＡＴＰを、反応を触媒するＡＴＰ消費酵素と接触させて、酵素触媒反応をモニタリング
することを伴う。一般に、この酵素はルシフェリンであり、反応はルシフェリンが発する
検出光によってモニタリングする。本発明の他の方法では、液体試料を、細菌細胞を結合
する担持表面と接触させ、細菌細胞を溶解させてＡＴＰを放出させ、ＡＴＰをＡＴＰ消費
酵素と接触させて、酵素触媒反応をモニタリングするステップ、ことを伴う。また、本方
法を実行するための装置も開示する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細菌を含有する疑いのある液体試料中の細菌を検出する方法であって、
　（ａ）前記液体試料中に存在する可能性のある無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分
離するステップと、
　（ｂ）前記細菌細胞を溶解して液体中に細菌ＡＴＰを放出し、細菌溶解液を生成するス
テップと、
　（ｃ）前記細菌溶解液中の前記細菌ＡＴＰをＡＴＰ消費酵素と接触させて、前記酵素が
反応を触媒するＡＴＰ測定液を生成するステップと、
　 （ｄ）前記ＡＴＰ測定液中の酵素触媒反応をモニタリングするステップと、を含む方
法。
【請求項２】
　前記無傷の真核細胞は、血小板を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するステップは、前記真核細胞を阻止して細菌
細胞が通過できるようにするフィルターを使用して、前記真核細胞をろ過し、前記細菌細
胞を含むろ過された液体試料を生成するステップを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記フィルターは、１～１０ミクロンの細孔サイズである、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記フィルターは、２～１０ミクロンの細孔サイズである、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記フィルターは、４～１０ミクロンの細孔サイズである、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記真核細胞をろ過する前記ステップの後に、
　前記ろ過した液体試料を、前記細菌を結合する担持表面と接触させるステップをさらに
含む、請求項３に記載の方法。
【請求項８】
　前記担持表面は、ガラス、フィブロネクチン、ラミニン、コラーゲン、Ａｒｇ－Ｇｌｙ
－Ａｓｐオリゴペプチド、またはＰｈｅ－Ｈｉｓ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｌｙｓ－Ａ
ｌａ（ＳＥＱ　ＩＤ　Ｎｏ．１）オリゴペプチドを含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記担持表面は、真核細胞を結合しない、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　前記細菌細胞は、前記担持表面に結合しながら溶解され、液体中に細菌ＡＴＰを放出し
て細菌溶解液を生成する、請求項７に記載の方法。
【請求項１１】
　前記細菌細胞を溶解させるステップの前に、前記担持表面からの前記細胞を溶出液に溶
出させるステップをさらに含む、請求項７に記載の方法。
【請求項１２】
　前記真核細胞をろ過するステップの後に、１ミクロン未満の細孔サイズのフィルターを
通して前記ろ過した液体試料をろ過するステップを含むプロセスによって、前記ろ過した
液体試料中の前記細菌細胞を濃縮するステップをさらに含む、請求項３に記載の方法。
【請求項１３】
　細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するステップは、
　前記液体試料を、前記細菌細胞を結合して前記真核細胞を結合しない担持表面と接触さ
せるステップを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記担持表面は、大部分の細菌種を結合する、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
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　前記担持表面は、ポリカチオンを含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記液体試料中に存在する可能性のある無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離する
ステップは、前記液体試料を、前記細菌を結合する担持表面と接触させるステップの前に
、
　前記真核細胞を阻止して前記細菌細胞が通過できるようにするフィルターを使用して、
前記液体試料から前記真核細胞をろ過するステップをさらに含む、請求項１３に記載の方
法。
【請求項１７】
　前記細菌細胞は、前記担持表面に結合しながら溶解され、液体中に細菌ＡＴＰを放出し
て細菌溶解液を生成する、請求項１３に記載の方法。
【請求項１８】
　前記細菌細胞を溶解させるステップの前に、前記担持表面から前記細菌細胞を溶出液に
溶出させるステップをさらに含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１９】
　前記細菌細胞を溶解させるステップの前に、前記細菌細胞を濃縮するステップをさらに
含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　前記ＡＴＰ測定液の容量は、前記液体試料の容量の少なくとも１０分の１である、請求
項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記細菌細胞は、熱または洗浄剤、あるいはその両方によって溶解される、請求項１に
記載の方法。
【請求項２２】
　前記細菌細胞は、酸または塩基によって溶解される、請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記細菌細胞は、音響エネルギーまたは粒子との接触、あるいはその両方によって溶解
される、請求項１に記載の方法。
【請求項２４】
　前記細菌細胞は、有機溶媒によって溶解される、請求項１に記載の方法。
【請求項２５】
　前記細菌細胞は、酵素、凍結融解、フレンチプレスまたはその組み合わせによって溶解
される、請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
　前記酵素触媒反応をモニタリングするステップは、前記反応によって生成される生成物
をモニタリングするステップを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２７】
　前記生成物は、光である、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　前記酵素はルシフェラーゼであり、前記方法は、前記細菌ＡＴＰおよびルシフェラーゼ
をルシフェリンと接触させるステップをさらに含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　前記液体試料は、哺乳類の体液を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３０】
　前記体液は、血液製剤である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　前記血液製剤は、濃厚血小板である、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記血液製剤は、全血、血清、血漿、濃厚骨髄幹細胞、または濃厚赤血球である、請求
項３０に記載の方法。
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【請求項３３】
　前記血液製剤は、哺乳類への輸血用である、請求項３０に記載の方法。
【請求項３４】
　前記体液は、尿である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３５】
　前記体液は、髄液である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３６】
　前記方法は、前記液体試料１ｍｌにつき１０，０００の細菌コロニー形成単位レベルに
おいて、少なくとも３つの細菌属を検出する、請求項１に記載の方法。
【請求項３７】
　前記方法は、前記液体試料１ｍｌにつき１０００の細菌コロニー形成単位レベルにおい
て、少なくとも３つの細菌属を検出する、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　前記方法は、前記液体試料１ｍｌにつき１００の細菌コロニー形成単位レベルにおいて
、少なくとも３つの細菌属を検出する、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　前記方法は、セレウス菌、枯草菌、ウェルシュ菌、コリネバクテリウム種、大腸菌、エ
ンテロバクタークロアカ、クレブシエラオキシトカ、挫瘡プロピオンバクテリウム、緑膿
菌、豚コレラ菌、セラチアマルセッセンス、黄色ブドウ球菌、表皮ブドウ球菌、化膿レン
サ球菌、および緑色連鎖球菌の細菌種１ｍｌにつき１０，０００またはそれ以下の細菌コ
ロニー形成単位を検出する、請求項３６に記載の方法。
【請求項４０】
　前記液状試料は、５ｍｌ未満である、請求項１に記載の方法。
【請求項４１】
　ステップ（ｂ）、（ｃ）、および（ｄ）は、自動化される、請求項１に記載の方法。
【請求項４２】
　ステップ（ｂ）および（ｃ）は、前記細菌細胞を、溶解剤、ルシフェラーゼ、およびル
シフェリンを含有する混合物と接触させるステップを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４３】
　前記自動化ステップは、２分未満で完了する、請求項４１に記載の方法。
【請求項４４】
　細菌を含有する疑いのある液体試料中の細菌を検出する方法であって、
　前記液体試料を、前記細菌細胞を結合する担持表面と接触させて、前記細菌細胞を濃縮
する、および／または前記液体試料中の他の成分から前記細菌細胞を分離するステップと
、
　前記細菌細胞を溶解して液体中に細菌ＡＴＰを放出し、細菌溶解液を生成するステップ
と、
　前記細菌溶解液中の前記細菌ＡＴＰをＡＴＰ消費酵素と接触させて、前記酵素が反応を
触媒するＡＴＰ測定液を生成するステップと、
　前記ＡＴＰ測定液中の酵素触媒反応をモニタリングするステップと、を含む方法。
【請求項４５】
　前記液体試料を、細菌細胞を結合する担持表面と接触させるステップの前に、
　前記液体試料中に存在する可能性のある細菌細胞を実質上溶解せずに、前記液体試料中
に存在する可能性のある真核細胞を選択的に溶解するステップをさらに含む、請求項４４
に記載の方法。
【請求項４６】
　前記液体試料を、細菌細胞を結合する担持表面と接触させるステップの前に、
　前記真核細胞を阻止して前記細菌細胞が通過できるようにするフィルターを使用して、
前記液体試料から、前記液体試料中に存在する可能性のある無傷の真核細胞をろ過するス
テップをさらに含む、請求項４４に記載の方法。
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【請求項４７】
　前記担持表面は、細菌細胞を結合して真核細胞を結合しない、請求項４４に記載の方法
。
【請求項４８】
　液状試料中の細菌を検出するためのシステムであって、
　（ａ）液体試料中の無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するための器具を受ける
ための保持手段と、
　（ｂ）液体試料中の無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するための前記器具から
の流体を受けるように構成された測定容器を形成する流体密封材料と、
　（ｃ）前記測定容器に機能的に接続して前記測定容器内に放射される光を検出する光検
出器と、を備えるシステム。
【請求項４９】
　保持手段（ａ）内の無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するための器具をさらに
備える、請求項４８に記載のシステム。
【請求項５０】
　無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するための器具は、細菌を結合して真核細胞
を結合しない担持表面を備える、請求項４９に記載のシステム。
【請求項５１】
　無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するための器具は、真核細胞を阻止して細菌
細胞が通過できるようにするフィルターを備える、請求項４９に記載のシステム。
【請求項５２】
　前記測定容器内にルシフェラーゼをさらに備える、請求項４９に記載のシステム。
【請求項５３】
　（ｄ）無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するための前記器具と流体連通する液
体試料貯蔵器を受けるための保持手段と、
　（ｅ）前記液体試料貯蔵器と、無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するための前
記器具（分離器具）と、前記測定容器とに機能的に連結して、液体を前記液体試料貯蔵器
から前記分離器具に、および前記分離器具から前記測定容器に送り込むポンプとをさらに
備える、請求項４８に記載のシステム。
【請求項５４】
　洗浄液受容器を受けるための保持手段と、
　前記無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するための器具と、前記測定容器と、前
記液体試料貯蔵器と、前記洗浄液受容器と流体連通するマルチポート選択弁であって、あ
る位置にある前記液体試料貯蔵器から、および別の位置にある前記洗浄液受容器から、液
体を透過させるために構成される前記マルチポート選択弁とをさらに備える、請求項５３
に記載のシステム。
【請求項５５】
　前記ポンプおよび前記マルチポート選択弁に操作可能に連結し、前記液体試料貯蔵器か
ら前記分離器具に、前記分離器具から前記測定容器に、および前記洗浄液受容器から前記
測定容器に、所定の量の液体を供給するようにプログラムしたプロセッサをさらに備える
、請求項５４に記載のシステム。
【請求項５６】
　前記光検出器からの処理済または未加工のデータを表示するための、前記光検出器に機
能的に連結するディスプレイをさらに備える、請求項４８に記載のシステム。
【請求項５７】
　前記光検出器によって得られた光検出データを、関連する光ユニットに、または前記デ
ィスプレイ上に表示される細菌細胞数に変換するようにプログラムしたプロセッサをさら
に備える、請求項５６に記載のシステム。
【請求項５８】
　無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するための器具と前記測定容器との間を流体
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連通する、無傷の細菌細胞を濃縮するための前記器具をさらに備える、請求項４９に記載
のシステム。
【請求項５９】
　無傷の細菌細胞を濃縮するための前記器具は、細菌細胞の通過を阻止するフィルターを
備える、請求項５８に記載のシステム。
【請求項６０】
　無傷の細菌細胞を濃縮するための前記器具は、細菌細胞を結合する担持表面を備える、
請求項５８に記載のシステム。
【請求項６１】
　前記測定容器は、フロースルー細胞である、請求項４８に記載のシステム。
【請求項６２】
　液状試料中の細菌を検出するためのシステムであって、
　（ａ）液体試料中の無傷の細菌細胞を結合する担持表面を受けるための保持手段と、
　（ｂ）液体試料中の無傷の細菌細胞を結合する前記担持表面からの流体を受けるように
構成された測定容器を形成する流体密封材料と、
　（ｃ）前記測定容器に機能的に接続して前記測定容器内に放射される光を検出する光検
出器と、を備えるシステム。
【請求項６３】
　保持手段（ａ）内の無傷の細菌細胞を結合する前記担持表面をさらに備える、請求項６
２に記載のシステム。
【請求項６４】
　前記担持表面は、ＡＴＰを結合しない、請求項６３に記載のシステム。
【請求項６５】
　前記担持表面は、前記液体試料中に存在する可能性のある無傷の真核細胞を結合しない
、請求項６３に記載のシステム。
【請求項６６】
　細菌を検出するための、前記細菌を含有する疑いのある液体試料を調製するためのプロ
セスであって、
　前記液体試料中に存在する可能性のある無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離し、
その後の細菌検出試料中の細菌の検出のために、実質上真核細胞を含まない、前記細菌検
出試料を生成するステップを含み、
　前記細菌検出試料中の細菌の検出は、前記細菌を溶解するステップと、前記溶解細菌か
ら放出されるＡＴＰをモニタリングするステップとを含むプロセス。
【請求項６７】
　無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するステップは、前記真核細胞を阻止して前
記細菌細胞が通過できるようにするフィルターを使用して、前記真核細胞をろ過するステ
ップを含む、請求項６６に記載のプロセス。
【請求項６８】
　前記真核細胞をろ過するステップの後に、前記液体試料中の前記無傷の細菌細胞を濃縮
するステップをさらに含む、請求項６７に記載のプロセス。
【請求項６９】
　無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するステップは、前記液体試料を、前記細菌
細胞を結合して前記真核細胞を結合しない担持表面と接触させるステップを含む、請求項
６６に記載のプロセス。
【請求項７０】
　細菌細胞を含有する疑いのある試料を受けるように構成された装置であって、
　（ａ）前記細菌細胞を溶解して液体中に細菌ＡＴＰを放出し、細菌溶解液を生成するス
テップと、
　（ｂ）前記細菌溶解液中の前記細菌ＡＴＰをＡＴＰ消費酵素と接触させて、前記酵素が
反応を触媒するＡＴＰ測定液を生成するステップと、
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　（ｃ）前記ＡＴＰ測定液中の酵素触媒反応をモニタリングするステップと、を含むステ
ップを実行するように構成された装置。
【請求項７１】
　細菌細胞を含有する疑いのある前記試料は液体試料であり、前記装置は、前記細菌細胞
を溶解するステップの前に、前記液体試料内に存在する可能性のある無傷の細菌細胞から
無傷の真核細胞を分離する更なるステップを実行する、請求項７０に記載の装置。
【請求項７２】
　前記細菌溶解液および前記ＡＴＰ測定液は、それぞれ１ｍｌ未満である、請求項７０に
記載の装置。
【請求項７３】
　前記装置は、ステップ（ａ）、（ｂ）、および（ｃ）を２分未満で実行する、請求項７
０に記載の装置。
【請求項７４】
　前記装置は、前記ステップを２分未満で実行する、請求項７１に記載の装置。
【請求項７５】
　(ａ）細菌細胞を含有する疑いのある試料を保持する容器を受けるように構成されたポ
ートであって、前記容器は、（ｉ）液体通過可能フィルターおよび細菌細胞を結合する担
持表面、または（ｉｉ）細孔サイズが１ミクロン未満であり、無傷の細菌細胞への通過が
不可能である液体通過可能フィルターを備える容器である、ポートと、
　（ｂ）前記ポートと流体連通し、（ｃ）と流体連通する通路と、
　（ｃ）測定容器と、
　（ｄ）前記測定容器に機能的に接続して、前記測定容器内で放射された光を検出する光
検出器と、
　（ｅ）前記通路および測定容器に機能的に接続し、液体を、前記通路を通して前記測定
容器にポンピングするように構成されたポンプと、を備える装置であって、
　（Ｉ）前記容器を前記ポート上で受けたときに、前記通路からの溶解液を、前記ポート
および前記容器の前記液体通過可能フィルターを通して送り込み、前記容器中の細菌を溶
解することによって、前記容器中に細菌ＡＴＰを含有する細菌溶解物を生成し、（ＩＩ）
前記容器からの前記細菌溶解物を、前記容器の前記液体通過可能フィルターを通して前記
通路に送り込み、（ＩＩＩ）前記細菌溶解物中の前記細菌ＡＴＰを、ルシフェラーゼおよ
びルシフェリンと接触させて、ＡＴＰ測定液を形成し、（ＩＶ）前記測定容器中の前記Ａ
ＴＰ測定液からの光の放射をモニタリングするように構成された装置。
【請求項７６】
　前記装置は、前記ポート上で受ける前記容器をさらに備える、請求項７５に記載の装置
。
【請求項７７】
　前記通路および前記測定容器と流体連通するマルチポート選択弁と、
　前記マルチポート選択弁と流体連通する溶解液容器を受けるための保持手段と、
　前記マルチポート選択弁と流体連通する廃液用容器を受けるための保持手段とをさら備
える、請求項７５に記載の装置。
【請求項７８】
　液体試料中に存在する可能性のある無傷の細菌細胞から真核細胞を分離して、細菌細胞
を検査するための検査試料を生成するように構成された器具であって、
　（ａ）（ｂ）に連結する液体容器と、
　（ｂ）細菌分離部であって、（ｉ）細孔サイズが１ミクロン未満であり、無傷の細菌細
胞を阻止する第２のフィルターに連結する、真核細胞を阻止して前記細菌細胞が通過でき
るようにする第１のフィルター、および（ｉｉ）前記細菌細胞を結合するが前記真核細胞
を結合しない担持表面から選択される細菌分離部とを備え、
　使用時に、前記液体試料は、前記液体容器から細菌分離部を通って流れ、前記液体試料
中に存在した可能性のある細菌細胞を含有する検査試料を生成し、前記検査試料は、実質
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上真核細胞を含まない器具。
【請求項７９】
　前記細菌分離部は（ｉ）であり、前記第１のフィルターは１～１０ミクロンの細孔サイ
ズであり、前記第２のフィルターは１ミクロン未満の細孔サイズである、請求項７８に記
載の器具。
【請求項８０】
　前記細菌分離部は（ｉ）であり、細菌細胞を結合する担持表面を有するビードが、前記
第１および第２のフィルター間に保持される、請求項７８に記載の器具。
【請求項８１】
　細菌を含有する疑いのある試料中の細菌の有無を決定するための装置であって、
　（ａ）（ｂ）に接続される、細菌細胞を含有する疑いのある試料を受けるための受容手
段と、
　（ｂ）（ｃ）に接続される、前記細菌細胞を溶解して細菌ＡＴＰを液体に放出し、細菌
溶解液を生成するための手段と、
　（ｃ）（ｄ）に接続される、前記細菌溶解液中の前記細菌ＡＴＰをＡＴＰ消費発光酵素
と接触させて、前記酵素が発光反応を触媒するＡＴＰ測定液を生成するための手段と、
　（ｄ）前記ＡＴＰ測定液中の前記酵素によって生じる光を検出するための光検出手段と
、を備える装置。
【請求項８２】
　液体試料中の無傷の細菌細胞から前記液体試料中の無傷の真核細胞を分離して、実質上
真核細胞を含まない検査試料を生成するための細菌分離手段であって、前記細菌分離手段
は、前記受容手段に連結する細菌分離手段をさらに備える、請求項８１に記載の装置。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　米国では、毎年９００万以上の血小板ユニットが輸血されている。これらの血小板は機
能の損失を避けるために室温で保管されるが、室温においては汚染菌であるあらゆる細菌
が急速に増殖するため、細菌による汚染を被りやすい。血小板は、血小板減少とそれによ
る貧血、および化学療法に起因する出血のリスクの治療のため、化学療法を受けている癌
患者にしばしば投与される。これらの患者はまた免疫無防備状態であり、したがって血小
板の細菌汚染の危険に著しくさらされている。汚染された血小板による疾病および死亡の
件数は、最近になってやっと集計されてきている。
【０００２】
　細菌汚染は、過去３年間において輸血に関連する死亡の第一原因である（１）。１０2

～１０3ＣＦＵ／ｍｌという低い細菌汚染レベルは、発熱や血液培養陽性を伴っていた。
Ｊｏｈｎｓ　ＨｏｐｋｉｎｓおよびＤａｎａ－Ｆａｒｂｅｒによる研究が明らかにしたと
ころによれば、血小板輸血後の敗血症の確率は、その局部およびその血小板が無作為のド
ナー由来か、単独のドナーによるアフェレーシスかにより、０．００５％～０．１４％で
ある。記録された３３，８２９件の輸血のうち、全部で９件の敗血症が確認された（２、
３）。血小板純度の調査では、敗血症の確率は細菌汚染の確率よりも低いようであった。
血小板輸血による敗血症の確率は、さまざまな臨床的および規制的理由により、実際より
も低く示されてきたということが広く示唆されてきた。
【０００３】
　敗血症のリスクのため、ＦＤＡは５日間以上保管された血小板の廃棄を命じた。短期間
（１９８４～１９８６）においてＦＤＡは血小板の７日間の保管を許可したが、細菌の増
殖に関するデータが問題であると証明されるとこの規則を覆した（４）。
【０００４】
　血小板中の細菌の試験を行う利用可能な手段は時間がかかり過ぎるか、感度が十分でな
いか、もしくは非常に面倒である。血小板から微生物を培養するという方法がある。ＢＡ
ＣＴ／ＡＬＥＲＴシステムはこのアプローチを用いる。しかし、これには１日から３日の
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培養期間が必要となる（５）。ほかに、濃厚血小板の試料をグラム染色し、細菌を視覚的
に識別するという方法がある。しかし、これには多大な労力が必要となり、１ｍｌあたり
たった１０6コロニー形成単位（ＣＦＵ）にしか反応しなかった（５）。アクリジン・オ
レンジ染色および蛍光顕微鏡検査法により、感度は１０4～１０5ＣＦＵ／ｍｌに改善され
た（５）。血小板の目視観測による血小板の回転やｐＨ分析、グルコース濃度の変化も使
用されてきたが、しかしこれらは十分には高感度でなく、また確実でもない（５）。
【０００５】
　腸炎エルシニアの検出にはＰＣＲ法が用いられた。この方法は非常に高感度であったが
、６時間かかり、ひとつの種のみに対して特異的であった（５）。
【０００６】
　蛍光抗体もまた、フローサイトメトリーによって細菌の検出に用いられた（５）。これ
は、高感度となる可能性はあるが、費用がかかり、かなりの時間を必要とし、また抗体が
認識する種しか検出しない。
【０００７】
　細菌を検出するその他の方法は、ハイブリッド化して細菌ｒＲＮＡとなる標識オリゴヌ
クレオチドの検出を伴った（６）。しかし、このプロセスには４時間を要した。
【０００８】
　細菌は細菌ＡＴＰのルミネセンス検出によって検出されてきた（７、米国特許番号３，
９３３，５９２）。細菌は溶解されてそのＡＴＰを放出し、ＡＴＰはルシフェラーゼおよ
びルシフェリンとの反応によって検出され、光を発生する。しかし、真核細胞は細菌細胞
よりもずっと多くのＡＴＰを持つため、真核細胞のわずかな汚染であっても信頼性の低い
結果となる。ひとつの方法において、血液細胞はＴＲＩＴＯＮ　Ｘ－１００によって溶解
され、破片は細菌から密度勾配遠心によって分離され、勾配の細菌細胞層は抽出・処理さ
れてすべての細菌を溶解し、ルシフェリン－ルシフェラーゼ測定によってＡＴＰの測定が
行われた（８）。
【特許文献１】米国特許番号３，９３３，５９２
【非特許文献１】Ｅｐｓｔｅｉｎ　ＪＳ，　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　ＡＥ，　Ｂｉｓｗａｓ　
Ｒ，　Ｖｏｓｔａｌ　Ｊ．　ＦＤＡ　Ｕｐｄａｔｅ　ａｔ　ｔｈｅ　ＡＡＢＢ　Ａｎｎｕ
ａｌ　Ｍｅｅｔｉｎｇ　１０／１５／２００１　２００１．
【非特許文献２】Ｍｏｒｒｏｗ　ＪＦ，　Ｂｒａｉｎｅ　ＨＧ，　Ｋｉｃｋｌｅｒ　ＴＳ
，　Ｎｅｓｓ　ＰＭ，　Ｄｉｃｋ　ＪＤ，　Ｆｕｌｌｅｒ　ＡＫ．　Ｓｅｐｔｉｃ　ｒｅ
ａｃｔｉｏｎｓ　ｔｏ　ｐｌａｔｅｌｅｔ　ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎｓ．　Ａ　ｐｅｒｓ
ｉｓｔｅｎｔ　ｐｒｏｂｌｅｍ．　ＪＡＭＡ．　１９９１；２６６（４）：５５５－５５
８．
【非特許文献３】Ｂａｒｒｅｔｔ　ＢＢ，　Ａｎｄｅｒｓｅｎ　ＪＷ，　Ａｎｄｅｒｓｏ
ｎ　ＫＣ．　Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ａｖｏｉｄａｎｃｅ　ｏｆ　ｂａ
ｃｔｅｒｉａｌ　ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｂｌｏｏｄ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｓ．　Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ．　Ｍａｒ　１９９３；３３（３）：２２８－２３３．
【非特許文献４】Ｄｕｍｏｎｔ　Ｌ．　Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　Ｐｌａｔｅｌｅｔ　Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ．　Ｌａｋｅｗｏｏｄ：　ＣＯＢＥ
　ＢＣＴ　Ｉｎｃ．；　１９９６．
【非特許文献５】Ｍｉｔｃｈｅｌｌ　Ｋ－Ｍ　Ｔ，　Ｂｒｅｃｈｅｒ　ＭＥ．　１９９９
．　Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　１３：１３２－１４
４．
【非特許文献６】Ｃｈａｎｅｙ　Ｒ．，　ｅｔ　ａｌ．　１９９９．　Ｔｒａｎｓｆｕｓ
ｉｏｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　９：１７７－１８８．
【非特許文献７】Ｈａｎｎａ　ＢＡ．　１９８６．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍ
ｏｌｏｇｙ　１３３：２２－２７．
【非特許文献８】Ｎｉｌｓｓｏｎ　ＬＥ　ｅｔ　ａｌ．　１９８９．　Ｊ．　Ｂｉｏｌｕ
ｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　３：１０１－１
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０４．
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　血小板中の細菌を検出する新しい方法が必要である。その方法は費用がかからず、迅速
で、臨床的に有意なすべての細菌種を検出し、高感度、すなわちごくわずかな数の細菌も
検出できることが望ましい。その他の液体中における細菌を検出する新しい方法もまた必
要である。これらの液体には、輸血用の全血、敗血症の診断のために患者から採取された
全血、骨髄移植用の骨髄幹細胞、血清、血漿および尿が含まれる。人間の医学および獣医
学の双方において、診断を目的とする、迅速な尿中における細菌の検出が必要である。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明は、濃厚血小板、他の輸血用血液製剤、診断を目的として分析される、患者から
採取された血液、尿およびその他の液体中において、細菌を検出する方法を提供する。本
方法を実行するための装置もあわせて提供される。本方法は、液体中の細菌の検出および
定量化を５分未満で行うため、ベッドサイドおよび通院時における血中および尿中の細菌
の検出を可能にし、血小板中または他の血液製剤における細菌検出を、患者に輸血する直
前に行うことを可能にするものである。本方法はまた非常に高感度であり、一部の例では
体液試料１ｍｌあたり１００未満の細菌細胞の検出を可能とする。本方法は種特異的では
なく、あらゆる細菌の定量化に用いることができる。
【００１１】
　ＡＴＰ検出による液体中の細菌検出における主要な問題のひとつに、ほとんどの液体に
もやはり体細胞または他の真核細胞（血小板を含む）が含有しており、これらは大量のＡ
ＴＰを持つため、それよりも少量の、細菌中にて発見されるＡＴＰを遮蔽してしまうとい
うものがある。本発明のいくつかの方法は、細菌を溶解させるに先立って細菌から無傷の
真核細胞（血小板を含む）を分離し、真核細胞からのＡＴＰ汚染の問題を解決することを
含む。これは、細菌細胞が通過できるフィルターによる真核細胞のろ過によって、または
細菌細胞を選択的に結合し、真核細胞を結合しない表面に細菌細胞を結合させることによ
って行われる。この結合表面はまた細菌細胞を濃縮する働きも備え、その検出の感度を向
上させる。あるいは、無傷の真核細胞の除去にろ過ステップが用いられた場合、細菌細胞
は細菌を捕捉するフィルターを用いた第二のろ過ステップによって濃縮されることができ
る。
【００１２】
　本発明の他の方法は、細菌を含有することが疑われる液体試料を細菌を結合する担持表
面に接触させることを含むが、この接触ステップは必ずしも無傷の真核細胞から細菌を分
離するために用いられるものではない。例えば、真核細胞はまず選択的に試料中に溶解さ
れ、つぎにこの試料は細菌結合表面に接触されて細菌を濃縮し、および／または破片およ
び非細菌ＡＴＰからこれを除去する。
【００１３】
　よって、本発明のひとつの実施形態は、細菌を含有することが疑われる液体試料中の細
菌を検出する方法であって、（ａ）無傷の真核細胞を、液体試料に存在する可能性のある
無傷の細菌細胞から分離すること、（ｂ）細菌細胞を溶解させて細菌ＡＴＰを液体中に放
出し、細菌溶解液を生成すること、（ｃ）細菌溶解液中の細菌ＡＴＰをＡＴＰ消費酵素に
接触させて、酵素が反応を触媒するＡＴＰ測定液を生成すること、および（ｄ）ＡＴＰ測
定液中において酵素触媒反応をモニタリングすることを含む方法を提供する。
【００１４】
　本発明のその他の実施形態は、細菌を含有することが疑われる液体試料中の細菌を検出
する方法であって、（ａ）細菌細胞を結合する担持表面に液体試料を接触させて細菌細胞
を濃縮し、および／または細菌細胞を液体試料中の他の成分から分離すること、（ｂ）細
菌細胞を溶解させて細菌ＡＴＰを液体中に放出し、細菌溶解液を生成すること、（ｃ）細
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菌溶解液中の細菌ＡＴＰをＡＴＰ消費酵素に接触させて、酵素が反応を触媒するＡＴＰ測
定液を生成すること、および（ｄ）ＡＴＰ測定液中において酵素触媒反応をモニタリング
することを含む方法を提供する。
【００１５】
　本発明のその他の実施形態は、（ａ）液体試料中の無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞
を分離するための器具を受ける保持手段、（ｂ）液体試料中の無傷の細菌細胞から無傷の
真核細胞を分離するための器具から流体を受けるように構成される測定容器を形成する流
体密封材料、および（ｃ）測定容器に機能的に接続して測定容器内において放出された光
を検出する光検出器を含む、液体試料中の細菌を検出するシステムを提供する。
【００１６】
　本発明のその他の実施形態は、（ａ）液体試料中の無傷の細菌細胞を結合する担持表面
を受ける保持手段、（ｂ）液体試料中の無傷の細菌細胞を結合するための担持表面から流
体を受けるように構成される測定容器を形成する流体密封材料、および（ｃ）測定容器に
機能的に接続して測定容器内において放出された光を検出する光検出器を含む、液体試料
中の細菌を検出するシステムを提供する。
【００１７】
　本発明のその他の実施形態は、細菌の含有が疑われる液体試料を細菌の検出のために調
整するプロセスを提供するもので、このプロセスは、液体試料中に存在する可能性のある
無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離し、その後の細菌検出試料中における細菌の検
出のために実質上真核細胞を含まない細菌検出試料を生成し、細菌検出試料中における細
菌の検出は、細菌の溶解および溶解された細菌から放出されたＡＴＰのモニタリングを含
む。
【００１８】
　本発明のその他の実施形態は、液体試料中に存在する可能性のある無傷の細菌細胞から
無傷の真核細胞を分離し、細菌細胞の検査を行う検査サンプルを生成するように構成され
る器具を提供する。前記器具は、（ａ）（ｂ）に連結する液体容器、（ｂ）細菌分離部で
あって（ｉ）真核細胞を阻止し、細菌細胞を通過させる、１ミクロン未満の大きさの細孔
によって無傷の細菌細胞を阻止する第二のフィルターと連結する第一のフィルターおよび
、（ｉｉ）細菌細胞を結合し、真核細胞を結合しない担持表面から選択される細菌分離部
を含んで構成される。前記器具を使用すると、液体試料は細菌分離部を通過して液体容器
から流れ出て、液体試料中に存在した可能性のある細菌細胞を含む検査サンプルを生成し
、この検査サンプルは実質上真核細胞を含まない。
【００１９】
　本発明のその他の実施形態は、（ａ）細菌細胞を含むことが疑われる試料を保持する容
器を受けるように構成されるポートで、この容器は（ｉ）液体通過可能フィルターおよび
細菌細胞を結合する担持表面、または（ｉｉ）１ミクロン未満の大きさの細孔を有し、無
傷の細菌細胞が通過不可能である液体通過可能フィルターを備える容器である、ポートを
含む装置を提供する。本装置はまた、（ｂ）ポートと流体連通し、および（ｃ）測定容器
と流体連通する通路を含む。本装置はまた、（ｄ）測定容器中に放出される光を検出する
、機能的に測定容器に接続する光検出器、および（ｅ）機能的に通路および測定容器に接
続し、通路を通じて測定容器に液体を送り込むように構成されるポンプを含む。本装置は
、（Ｉ）容器をポート上で受けたときに、通路からの溶解液をポートおよび容器の液体通
過可能フィルターを通じて送り込み、容器内おいて細菌を溶解し、これによって容器内に
おいて細菌ＡＴＰを含有する細菌溶解物を生成し、（ＩＩ）容器の液体通過可能フィルタ
ーを通じて容器から細菌溶解物を通路内に送り出し、（ＩＩＩ）細菌溶解物内の細菌ＡＴ
Ｐをルシフェラーゼおよびルシフェリンに接触させてＡＴＰ測定液を形成し、および（Ｉ
Ｖ）測定容器内におけるＡＴＰ測定液からの発光をモニタリングする、ように構成される
。
【００２０】
　本発明のその他の実施形態は、細菌の含有が疑われる試料中における細菌の有無を判定
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する装置を提供する。本装置は、（ａ）細菌細胞の含有が疑われる試料を受け取るための
、（ｂ）に連結される容器手段、（ｂ）細菌細胞を溶解させて細菌ＡＴＰを液体中に放出
させ、細菌溶解液を生成する、（ｃ）に連結される手段、（ｃ）細菌溶解液中の細菌ＡＴ
ＰをＡＴＰ消費発光酵素に接触させ、酵素が発光反応を触媒するＡＴＰ測定液を生成する
、（ｄ）に連結される手段、（ｄ）ＡＴＰ測定液中の酵素から発生する光を検出する光検
出器手段、を含む。
【００２１】
　本発明のその他の実施形態は、細菌細胞の含有が疑われる試料を受けるように構成され
、
（ａ）細菌細胞を溶解させて細菌ＡＴＰを液体中に放出し、細菌溶解液を生成し、（ｂ）
細菌溶解液中の細菌ＡＴＰをＡＴＰ消費酵素と接触させて、酵素が反応を触媒するＡＴＰ
測定液を生成し、（ｃ）ＡＴＰ測定液における酵素触媒反応をモニタリングするステップ
で構成されるステップを実行する装置を提供する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２２】
　定義
　本明細書において使用される「真核細胞」という用語は、液体中に含有されることが疑
われる有核細胞および、自然発生的な膜に囲まれた真核細胞由来の、例えば血小板などの
ような、核を持たないＡＴＰ含有体を含むものとする。
【００２３】
　本明細書において使用される「フィルター」という用語は、大きさによって粒子や分子
の区別された通過を可能にする薄膜または器具を意味する。一般的に、これは特定の公称
寸法をもつフィルターに細孔を有することによって達成される。例えば、本発明において
特に関連のあるフィルターは、細菌を通過させるには十分に大きく、しかし血小板や関連
する液体試料中に存在するその他の真核細胞は通過できないほどに小さい細孔を有してい
る。細菌は一般的には直径が１ミクロンより小さく、血小板は直径約３ミクロンであり、
核のある真核細胞は一般的に直径１０～２００ミクロンである。
【００２４】
　本明細書において使用される「濃厚血小板」という用語は、哺乳動物に血小板を輸注す
る目的で、その哺乳動物に輸血するために使用される、血漿中において濃縮された血液分
画を指す。
【００２５】
　「細菌を結合する」担持表面とは、接触の状況下において、その担持表面が液体中に存
在する細菌の十分な分画を結合し、細菌の検出を可能にすることを意味する。一般的には
、これはその液体中に存在する細菌の少なくとも５０％または少なくとも９０％の細菌で
ある。
【００２６】
　「真核細胞を結合しない」担持表面とは、使用される接触の状況下において、液体中に
存在することが疑われる真核細胞の結合が、表面に結合する細菌の検出を妨げないほど十
分に低く、細胞が十分に除去されたものを意味する。一般的には、接触の状況下において
、この担持表面は液体中の真核細胞の１０％未満を、さらに好ましくは１％未満を、さら
に好ましくは０．１％を結合し、また、検出不能な数の真核細胞を結合することがもっと
も好ましい。
【００２７】
　「ＡＴＰを結合しない」担持表面とは、使用される接触の状況下において、細菌を溶解
するのに先立って液体中に存在するＡＴＰの結合が、結合したＡＴＰの量が表面に結合し
た細菌の検出を妨げないほど十分に低いことを意味する。一般的には、接触の状況下にお
いて、この担持表面は液体中に存在するＡＴＰの１０％未満を、さらに好ましくは１％未
満を、さらに好ましくは０．１％を結合し、また、検出不能な量のＡＴＰを結合すること
がもっとも好ましい。
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【００２８】
　説明
　本発明の実施形態の一部は、細菌細胞を溶解してＡＴＰを放出するのに先立って無傷の
真核細胞（例えば血小板）を無傷の細菌細胞から分離し、反応を触媒するＡＴＰ消費酵素
にＡＴＰを接触させ、および酵素触媒反応をモニタリングすることを含む。
【００２９】
　細菌は溶解されて細菌ＡＴＰを液体中に放出し、細菌溶解液を生成し、細菌溶解液中の
細菌ＡＴＰをＡＴＰ消費酵素に接触させて、酵素が反応を触媒するＡＴＰ測定液を生成す
る。いくつかの実施形態においては、この酵素は存在し、細菌が放出される液体中におい
て役割を果たすことができるため、細菌溶解液およびＡＴＰ測定液は同一の液体である。
いくつかの実施形態においては、例えばルシフェリンなどのその他の必要な補因子が細菌
溶解液に加えられて酵素反応を進めさせ、ＡＴＰ測定液を形成する。いくつかの実施形態
においては、細菌溶解液は固定ＡＴＰ消費酵素に接触し、ＡＴＰ測定液を形成する。いく
つかの実施形態においては、細菌溶解液はＡＴＰ消費酵素を含有する分離された液体と混
合され、ＡＴＰ測定液を形成する。
【００３０】
　いくつかの実施形態においては、無傷の真核細胞は血小板を含む。
【００３１】
　いくつかの実施形態においては、細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するステップは、
真核細胞を阻止し、細菌細胞を通過させるフィルターを用いて真核細胞をろ過し、細菌細
胞を含有するろ過された液体試料を生成することを含む。
【００３２】
　いくつかの実施形態においては、細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するステップは、
細菌細胞は結合するが、真核細胞は結合しない担持表面に液体試料を接触させることを含
む。
【００３３】
　担持表面は一般的に、すべてのまたはほとんどすべての型の細菌を結合する。いくつか
の実施形態においては、担持表面はほとんどの種の細菌を結合する。いくつかの実施形態
においては、担持表面は少なくとも５つの属の細菌を結合する。いくつかの実施形態にお
いては、担持表面は以下のすべての細菌種を結合する。セレウス菌、枯草菌,ウェルシュ
菌、コリネバクテリア種、大腸菌、エンテロバクタークロアカ、クレブシエラオキシトカ
、座瘡プロピオンバクテリウム、緑膿菌、豚コレラ菌、セラチアマルセッセンス、黄色ブ
ドウ球菌、表皮ブドウ球菌、化膿連鎖球菌および緑色連鎖球菌。
【００３４】
　血小板または他の真核細胞を結合することなしに細菌を結合する担持表面には、ポリカ
チオン（例：ポリエチレンイミンまたはポリリシン）から成るかまたは含有する表面を含
む。ポリカチオンは非特異的に外面すなわち、すべてのまたはほとんどすべての細菌種の
外膜または細胞壁を結合する。血小板を含む真核細胞を結合することなしに細菌を結合す
るビードは、ＧｅｎＰｏｉｎｔ（ノルウェー、オスロ）から市販されている。ＧｅｎＰｏ
ｉｎｔ　ＢＵＧ　ＴＲＡＰ　Ｃ－ｖｅｒｓｉｏｎは特に、アシネトバクター属、アルカリ
ゲネス属、バシラス属、ボルデテラ属、ボレリア属、クラミジア属、クロストリジウム属
、コリネバクテリウム属、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）、エンテロバクター属、ヘモフィルス
属、ヘリコバクター属、クレブシエラ属、リステリア菌、ミクロコッカス、マイコバクテ
リウム属、ナイセリア、プロピオン酸菌属、プロテウス属、シュードモナス属、サルモネ
ラ菌、セラシア属、連鎖球菌、ブドウ球菌、およびエルシニア属と結合することが報告さ
れている。
【００３５】
　細菌の濃縮に使用できるがさらに血小板または他の真核細胞を結合する結合表面には、
ガラス、ポリアクリル酸、フィブロネクチン、ラミニン、コラーゲン、Ａｒｇ－Ｇｌｙ－
Ａｓｐオリゴペプチド、またはＰｈｅ－Ｈｉｓ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｌｙｓ－Ａｌ
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ａ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１）オリゴペプチドを含む。これらのすべての表面はまた、非
特異的に外面、すなわちすべてのまたはほとんどすべての細菌属の外膜または細胞壁に結
合する。
【００３６】
　ひとつの実施形態において、担持表面は抗体を含有しない。
【００３７】
　ひとつの実施形態において、担持表面は複数個の細菌の属を認識する複数個の抗体を備
える。ひとつの実施形態において、担持表面はセレウス菌、枯草菌,ウェルシュ菌、コリ
ネバクテリア種、大腸菌、エンテロバクタークロアカ、クレブシエラオキシトカ、プロピ
オン酸菌属、緑膿菌、豚コレラ菌、セラチアマルセッセンス、黄色ブドウ球菌、表皮ブド
ウ球菌、化膿連鎖球菌、および緑色連鎖球菌を集合的に認識する複数個の抗体を備える。
【００３８】
　本発明の方法のうちのひとつの実施形態において、この方法は、真核細胞をろ過するス
テップのあとに、細菌を結合する担持表面にろ過された液体試料を接触させることを含む
。一部の実施形態において、担持表面は真核細胞を結合しない。これは真核細胞のろ過の
予備となる、追加の精製ステップを提供する。しかし、真核細胞はこれらの実施形態にお
ける液体からすでにろ過されているため、一部の例においては、真核細胞はろ過された液
体試料中に存在することが予期されないため、担持表面は細菌細胞に加えて、害すること
なく真核細胞を結合することもある。
【００３９】
　細菌を結合する担持表面を含む本発明の実施形態の一部において、この担持表面はＡＴ
Ｐを結合しない。
【００４０】
　ひとつの実施形態において、液体試料中に存在する可能性のある無傷の細菌細胞から無
傷の真核細胞を分離するステップは、細菌を結合する担持表面に液体試料を接触させるス
テップの前に、真核細胞を阻止し、細菌細胞を通過させるフィルターを使用して液体試料
から真核細胞をろ過することを含む。
【００４１】
　いくつかの実施形態において、細菌細胞は細菌ＡＴＰを液体中に放出し、細菌溶解液を
生成するために担持表面に結合している間に溶解される。他の実施形態において、細菌細
胞を溶解してＡＴＰを放出し、細菌溶解液を生成する前に、細菌細胞はまず溶離液を用い
て担持表面から溶離される。溶離後、細菌細胞はただちに溶解されてもよいが、または濃
縮するためにろ過されるか、またはその他の結合表面に結合され、細胞を溶解する前に濃
縮される。
【００４２】
　特定の実施形態において、ＡＴＰ測定液の量は液体試料よりも少ない。つまり、細菌細
胞は溶解前に濃縮されている。この方法は次に、細菌細胞を溶解するステップに先立つ細
菌細胞の濃縮を含む。これは、測定の感度を向上させ、液体試料中における低い濃度の細
菌細胞を検出することを可能にする。特定の実施形態において、ＡＴＰ測定液の量は、液
体試料の量の少なくとも１０分の１かまたは少なくとも１００分の１である。
【００４３】
　細菌細胞は、さまざまな方法によって溶解することができる。これには、熱、（例：１
００°Ｃまでまたはそれ以上）または洗浄剤との接触、またはこれら二つの組み合わせが
含まれる。他の方法は、酸または塩基との接触を含む。トリクロロ酢酸および過塩素酸な
らびにおそらく他の酸は、細菌性アピラーゼを変性させる利点を有し、さもなければ放出
されたＡＴＰを加水分解する（９、１０）。細菌細胞はまた、高周波音、粒子との接触（
例：ガラス玉）、凍結融解、有機溶媒（例：クロロホルム、フェノール、またはｎ－ブタ
ノール）、酵素（例：リゾチーム）、またはフレンチプレスによっても溶解することがで
きる。上記の溶解方法または溶解剤の二つまたはそれ以上の組み合わせが用いられること
がある。
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【００４４】
　細菌細胞の溶解に酸または塩基が用いられる場合、溶解ステップの後、酵素を働かせる
ために測定において使用されるルシフェラーゼまたはその他のＡＴＰ消費酵素を加える前
か、または加えると同時にｐＨが調整される必要があろう。ルシフェラーゼはまた、補因
子としてＭｇ2+を必要とするので、これもまた加える必要があろう。Ｏ2への暴露もまた
必要である。ルシフェラーゼ反応を、Ｅはルシフェラーゼ、ＬＨ2はルシフェリンとして
下記に示す。
Ｅ＋ＬＨ2＋ＡＴＰ＋Ｍｇ2+→Ｅ－ＬＨ2－ＡＭＰ＋Ｍｇ2+＋ＰＰi

Ｅ－ＬＨ2－ＡＭＰ＋Ｏ2→Ｅ＋ＣＯ2＋ＡＭＰ＋oxyluciferin＋photon
【００４５】
　光はＡＴＰ濃度の指標として検出される。過剰なルシフェリンおよびルシフェラーゼが
出現した場合、反応速度はＡＴＰ濃度に比例する。全面的な正反応が強く望まれるため、
有意な阻害因子がない場合は、反応速度に加え、生成された光の合計もＡＴＰ濃度に比例
する。光強度とＡＴＰ濃度の間の相関関係は、ＡＴＰ濃度の１０００倍の範囲で示されて
いる。全体の反応は、５００ミリ秒未満という反応時間で非常に急速に起こる可能性があ
ることが証明されている。（１６）
【００４６】
　オキシルシフェリンは強力な非競争のルシフェラーゼ反応の阻害剤である。半飽和定数
０．２３μＭの場合、ＡＴＰ濃度が非常に低くてもオキシルシフェリンの蓄積はルミネセ
ンスの急速な減少をもたらす可能性がある（１７）。
【００４７】
　トリクロロ酢酸を含む一部の溶解剤は、ルシフェラーゼ反応からの光信号をいくぶん減
少させることがある。阻害の量は測定によって確定することができ、例えば溶解に続く酸
の中和であるＴＣＡなどの一部の例では逆となる可能性もある。
【００４８】
　特定の実施形態において、酵素触媒反応をモニタリングするステップは、その反応によ
って発生する生成物をモニタリングするステップを含む。
【００４９】
　好適な実施形態では、その生成物は光である。
【００５０】
　光が生成物としてモニタリングされる好適な実施形態では、酵素がルシフェラーゼであ
り、その方法はルシフェラーゼとルシフェリンに細菌ＡＴＰを接触させることを含むもの
である。
【００５１】
　特定の実施形態において、液体試料は、哺乳動物の体液、例えば、血液、髄液、尿、ま
たは濃縮血小板等の血液製剤である。
【００５２】
　特定の実施形態において、血液製剤は、全血、血清、血漿、濃縮骨髄幹細胞、または濃
縮赤血球である。
【００５３】
　1つの実施形態において、体液は尿である。また別の実施形態では体液は髄液である。
【００５４】
　特定の実施形態において、体液は哺乳動物への輸血用である。
【００５５】
　本発明の有利な点の一つは、細菌を検出する良好な感度を提供することである。特定の
実施形態において、その方法は少なくとも三属の細菌を、液体試料１ｍｌあたり１０，０
００、１、０００、または１００細菌コロニー形成単位（ＣＦＵ）のレベルで検出する。
【００５６】
　特定の実施形態において、次に示す種の細菌をそれぞれ１ｍｌあたり１０，０００ＣＦ
Ｕ検出する：セレウス菌、枯草菌、ウェルシュ菌、コリネバクテリウム属、大腸菌、エン
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テロバクタークロアカ、クレブシエラオキシトカ、座瘡プロピオン酸菌、緑膿菌、豚コレ
ラ菌、セラチアマルセッセンス、黄色ブドウ球菌、表皮ブドウ球菌、 化膿連鎖球菌およ
び緑色連鎖球菌。他の特定の実施形態の方法は、それら各種を１ｍｌあたり１，０００Ｃ
ＦＵまたは、それら各種を１ｍｌあたり１００ＣＦＵで検出する。
【００５７】
　真核細胞を阻止し細菌細胞を通過させるフィルターの特定の実施形態において、フィル
ターの細孔の大きさは１～１０ミクロン、２～１０ミクロン、または４～１０ミクロンで
ある。他の特定な実施形態におけるフィルターの細孔の大きさは、約１ミクロン、約２ミ
クロン、１～３ミクロン、１～５ミクロン、約５ミクロン、または約１０ミクロンである
。
【００５８】
　本発明の一つの実施形態は、細菌を含有する疑いのある液体試料内の細菌の検出方法を
提供し、その方法は（ａ）液体試料を、細菌細胞を結合させて細菌細胞を濃縮し、および
／または液体試料内の他の成分から細菌細胞を分離させる担持表面と接触させ、（ｂ）細
菌細胞を溶解し細菌ＡＴＰを放出し、（ｃ）反応を触媒するＡＴＰ消費酵素と細菌ＡＴＰ
を接触させ、（ｄ）酵素触媒反応をモニタリングすることを含む。
　該方法の特定の実施形態は、細菌細胞を結合する担持表面と液体試料を接触させるステ
ップの前に、液体試料に存在する可能性のある細菌細胞を実質的に溶解することなく、液
体試料に存在する可能性のある真核細胞を選択的に溶解することを含む。例えば、室温、
中性ｐＨ、および適度な濃度のＴＲＩＴＯＮ－Ｘ－１００は、細菌を溶解することなく血
小板と他の体細胞を溶解する。
【００５９】
　真核細胞を選択的に溶解した後に細菌細胞を結合する担持表面と液体を接触させること
によって、細菌ＡＴＰの測定を妨害する真核細胞酵素と破片から細菌細胞を分離すること
ができるが、これには関連する真核細胞酵素と破片が細菌結合表面に結合しないことが条
件である。特に、細菌結合表面がＡＴＰに結合しなければ効果的であり、これはバックグ
ラウンドのＡＴＰが細菌細胞の溶解で放出されたＡＴＰの測定を妨害することがあるため
である。また、アピラーゼは放出された時に細菌ＡＴＰを加水分解するので、溶解された
真核細胞から放出されたアピラーゼを、細菌結合表面に結合させないことも効果的である
。
【００６０】
　細菌を結合する担持表面と液体試料を接触させる方法の特定の実施形態において、その
方法は担持表面に接触するステップに先立ち、真核細胞を阻止し細菌細胞を通過させるフ
ィルターを用いて、液体試料に存在する可能性のある無傷の真核細胞を液体試料からろ過
することを含む。
【００６１】
　特定の実施形態における担持表面は、細菌細胞に結合し真核細胞には結合しない。他の
実施形態では、細菌と真核細胞の両方に結合する。
【００６２】
　細菌を検出する方法の特定の実施形態において、細菌を含有する疑いのある測定液体試
料は５ｍｌ以下である。
【００６３】
　特定の実施形態においては、（ｉ）細菌細胞を溶解し細菌ＡＴＰを液体に放出させ細菌
溶解液を生成し、（ｉｉ）ＡＴＰ消費酵素と細菌溶解液中の細菌ＡＴＰを接触させ、酵素
が反応を触媒するＡＴＰ測定液を生成し、（ｉｉｉ）ＡＴＰ測定液における酵素触媒反応
をモニタリングするステップが自動化されている。他の実施形態では、液体試料に存在す
る可能性のある無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するステップも自動化されてい
る。
【００６４】
　特定の実施形態において、前節に参照された溶解、接触およびモニタリングの自動化さ
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れたステップは、５分以内または２分以内に終了される。無傷の細菌細胞から無傷の真核
細胞を分離するステップも自動化されている特定の実施形態では、該ステップと溶解、接
触およびモニタリングのステップの全てが５分以内または２分以内に終了される。
【００６５】
　本発明のもう一つの実施形態は、細菌を含有する疑いのある液体試料を細菌検出用に準
備するプロセスを提供し、このプロセスは液体試料に存在する可能性のある無傷の細菌細
胞から無傷の真核細胞を分離して、その後の細菌検出試料からの細菌検出用に真核細胞を
実質的に含まない細菌検出試料を生成し、またこの細菌検出試料からの細菌の検出は、細
菌の溶解および溶解された細菌から放出されたＡＴＰのモニタリングとで構成される。
【００６６】
　特定の実施形態において、無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するステップは、
真核細胞を阻止し細菌細胞を通過させるフィルターを用いて真核細胞をろ過することを含
む。
【００６７】
　より具体的な実施形態において、真核細胞をろ過した後のプロセスは、液体試料中の無
傷の細菌細胞を濃縮することを含む。
【００６８】
　もう一つの実施形態において、無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するステップ
は、細菌細胞に結合し真核細胞に結合しない担持表面と液体試料を接触させることを含む
。
【００６９】
　本発明の一つの実施形態は、液体試料中の細菌を検出するシステムを提供し、そのシス
テムは（ａ）液体試料中の無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離する器具を受ける保
持手段、（ｂ）液体試料中の無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離する器具からの流
量を受けるように構成された測定容器を形成する流体密封材料、および（ｃ）測定容器に
機能的に接続され、測定容器内で発光する光を検出する光検出器を含む。
【００７０】
　このシステムの実施形態は図１で表現される。システム１は、二つの連動部分１１およ
び１３の間に設置されたフィルター１２を有するろ過器１０を含み、これを用いて無傷の
真核細胞をフィルターで除去し、無傷の細菌細胞を通過させる。フィルターはチューブ部
分２０および２１の末端に付着し、チューブ部分を設置するクリップ４１で固定される。
注射器５１は、液体試料をシステム内に発射し、チューブ部分２０、ろ過器１０、チュー
ブ部分２１を強行させ測定容器２２に送る。無傷の細菌細胞を溶解した後、測定容器のＡ
ＴＰをルシフェリンとルシフェラーゼで反応させ光を発生させる。この光は光検出器３０
で検出される。光検出器は、光電子増倍管またはフォトダイオード等、光の検出に適した
装置であればどれを用いても良い。
【００７１】
　無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離する器具を保持する他の手段１０は、器具を
直接設置するクリップまたは容器の様な物を含むことができる。
【００７２】
　ろ過器１０の代わりに、細菌に結合し真核細胞には結合しない担持表面を有す器具１５
をシステムに含むことができる。図２はこの様な器具１５を表し、ビーズ１６は細菌結合
担持表面を有し、ポート１７は図１のチューブ部分２０と２１の末端に接合するように構
成される。液体試料が器具を通過する時に、無傷の細菌細胞は結合し、無傷の真核細胞は
通過し、そして分離される。
【００７３】
　幾つかの実施形態におけるシステムは、無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離する
器具を、器具の保持手段の中に含む。
【００７４】
　システムの実施形態の幾つかにおいて、システムは（ｄ）無傷の細菌細胞から無傷の真
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核細胞を分離する器具と流体連通する液体試料貯蔵器を受ける保持手段、および（ｅ）液
体試料貯蔵器、無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離する器具（分離器具）、および
測定容器に機能的に連結され、液体試料貯蔵器から分離器具に、および分離器具から測定
容器に液体を送り込むポンプを含む。図３はこのようなシステムを表す。受容器６１に保
持された試料貯蔵器６２と保持された液体試料６３が、試料貯蔵器から分離器具１０に液
体を送り込むポンプ７１と測定容器２２と共に示されている。
【００７５】
　幾つかの実施形態では、測定容器がルシフェラーゼを含む。例えば、ルシフェラーゼを
測定容器の壁、または測定容器のビーズに固定化させることができる。もしくはルシフェ
ラーゼを測定容器に溶液として添加することもできる。
【００７６】
　図４は、発明のシステムの実施形態の幾つかに含まれるさまざまな特徴を示す。システ
ムは、細菌測定される液体試料６３を含有し、保持手段６１に保持される液体試料貯蔵器
６２を含む。また、図４のシステムは、洗浄液８３を含有し、保持手段８１に保持される
洗浄液受容器８２を含む。また、ルシフェラーゼ溶液９３を含有し、保持手段９１に保持
されるルシフェラーゼ溶液受容器９２も示されている。受容器に保持される溶液は、ポン
プ７１によってポンピングされた適切な溶液を通路２０または１１０に出すマルチポート
選択弁７５に接続される。まず最初に、液体試料が通路２０を通して真核細胞をろ過する
ろ過器１０に送り込まれ、次に細菌を結合する担持表面を有す器具１５へと送られる。液
体試料中の細菌は担持表面に結合する。そして、洗浄液８３が通路２０および２１を通し
て細菌結合器具１５に送り込まれる。洗浄液が溶解剤を含有する場合は、洗浄液が器具１
５に結合した細菌を溶解し、通路２３に送られる細菌溶解液にＡＴＰを放出する。
【００７７】
　ルシフェラーゼ溶液９３は、マルチポート選択弁とポンプで通路１１０に送り込むこと
ができる。マルチポート選択弁７５およびポンプ７１は、プロセッサ７２によって制御す
ることができる。Ｙジャンクション１１１では、ルシフェラーゼ溶液と細菌溶解液を混合
してＡＴＰ測定液を生成し、図４に流水式室として示される測定容器２２に輸送する。測
定容器内で発光された光は光検出器３０で検出される。
【００７８】
　未加工または処理済データを光検出器から表示するために、表示部７４を光検出器３０
に機能的に接続してもよい。ある実施形態のシステムは、検出器からのデータを処理する
検出器に接続されたプロセッサ７３を含む。
【００７９】
　図５に示すように、マルチポート選択器から出る通路が一つしかないシステムも可能で
ある。ここで、幾つかの実施形態において、溶解剤を含有する洗浄液とルシフェラーゼ溶
液が用いられる場合は、混合用積層区域および連続注入分析（ＳＩＡ）（１１～１５）に
よる分析のように、通路を通してこれらの溶液をポンピングすることができる。１２１お
よび１２２等の積層流動区域は、図６に示されるような口径の細いチューブで形成される
。細菌ＡＴＰともう一つのルシフェラーゼを一つの区域が含有してもよい。この区域を隣
接する未混合区域として測定容器２２に輸送することができる。フリット等の障壁を越え
た双方向または一方向の急速流で区域を混合することができる。任意的に、積層流動区域
を気泡で分けることもできる。
【００８０】
　混合されると、ルシフェラーゼ触媒反応によって光が生成され、これが検出器によって
検出される。ＳＩＡは測定容器内および検出器の前面でＡＴＰに接触するルシフェラーゼ
のためのメカニズムであり、ＡＴＰとルシフェラーゼの混合から検出器へ測定液を流す間
に遅延の無いようにする。光を発生するルシフェラーゼ反応は急速に衰退するため、ＡＴ
Ｐとルシフェラーゼの混合から反応を検出する間に遅延の無いように、測定容器の中でル
シフェラーゼとＡＴＰを混合することが効果的である。これによって、方法の感度が向上
する。ＡＴＰとルシフェラーゼの初期接触を、測定容器の中または直前で作成する他の手
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段も可能である。ルシフェラーゼ溶液と細菌溶解液の流動を、図４に示すように測定容器
の直前のＹコネクション１１１で接続することによって、ルシフェラーゼ溶液をＡＴＰ含
有細菌溶解液で混合することができる。ルシフェラーゼは測定容器、例えば、測定容器の
壁に固定することができ、これによって細菌溶解液のＡＴＰが測定容器中のルシフェラー
ゼに初期接触する。または、ルシフェラーゼ溶液とＡＴＰ含有細菌溶解液を、図１に示す
タイプの測定容器に別々に添加し、測定容器の中で混合してＡＴＰ測定液を生成すること
もできる。
【００８１】
　しかし、ルシフェラーゼ反応の衰退時間は、溶解した細菌のＡＴＰにルシフェラーゼが
接触して発光が検出されるまでの時間よりも５分または約１０分以上も長いことが判明さ
れている。しかし、遅延が少ないほど、細菌を検出する感度も高くなる。
【００８２】
　細いチューブを使った連続注入分析は、細菌および細菌ＡＴＰの測定で消費される液体
の量を最小化する利点を有す。消費される試料液の量とルシフェラーゼ等の他の試薬の量
を共に最小化することができる。
【００８３】
　本発明のシステムの幾つかの実施形態は、無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離す
る器具と測定容器との間の流体連通において無傷の細菌細胞を濃縮する器具を含む。無傷
の細菌細胞を濃縮する器具は、例えば、細菌細胞を結合する担持表面、または細菌細胞の
通過を阻止するフィルターを含む。器具１５が細菌結合の担持表面を有す、上記の実施形
態を図４に示す。
【００８４】
　本発明のシステムの幾つかの実施形態は、（ｄ）無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を
分離する器具との流体連通における液体試料貯蔵器を受ける保持手段、（ｅ）液体試料貯
蔵器、無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離する器具（分離器具）、および測定容器
に機能的に連結され、液体試料貯蔵器から分離器具、および分離器具から測定容器に液体
を送り込むポンプ、（ｆ）洗浄液受容器を受ける保持手段、および（ｇ）無傷の細菌細胞
から無傷の真核細胞を分離する器具、測定容器、液体試料貯蔵器、および洗浄液受容器と
の流体連通におけるマルチポート選択弁であり、このマルチポート選択弁はある位置で液
体試料貯蔵器から液体を送り、もう一つの位置で洗浄液受容器から液体を送るように構成
されている。
【００８５】
　幾つかの実施形態では、プロセッサがポンプとマルチポート選択弁に作動可能に連結さ
れ、所定の量の液体を液体試料貯蔵器から分離器具、分離器具から測定容器、そして洗浄
液受容器から測定容器に送達するようにプログラムされている。
【００８６】
　本発明の一つの実施形態は、液体試料中の細菌を検出するシステムを提供し、そのシス
テムは（ａ）液体試料中の無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離する器具を受ける保
持手段、（ｂ）液体試料中の無傷の細菌細胞を結合する担持表面からの流体を受けるよう
に構成された測定容器を形成する流体密封材料、および（ｃ）測定容器に機能的に接続さ
れ、測定容器内で発光する光を検出する光検出器を含む。
【００８７】
　特定の実施形態では、システムは保持手段（ａ）無傷の細菌細胞を結合する担持表面を
含む。
【００８８】
　特定の実施形態では、担持表面はＡＴＰを結合しない。これには、細菌が溶解する前に
存在するＡＴＰ（つまり非細菌性の可能性があるＡＴＰ）が、無傷の細菌から分離され、
それにより細菌が溶解されるときに放出される細菌ＡＴＰから分離されるという利点があ
る。
【００８９】
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　別の特定の実施形態では、担持表面は、液体試料に存在する可能性がある無傷の真核細
胞を結合しない。
【００９０】
　別の実施形態では、担持表面は、無傷の真核細胞を結合する。これらの実施形態におけ
る真核ＡＴＰの汚染は、液体試料が担持表面に接触する前または後に真核細胞を選択的に
溶解することによって、あるいは液体試料が担持表面に接触する前または後にろ過などに
より真核細胞を除去することによって避けることができる。
【００９１】
　本発明の別の実施形態は、細菌細胞を含有する疑いのある試料を受けるように構成され
た装置を備え、以下を含むステップを実行する。（ａ）細菌細胞を溶解して液体中に細菌
ＡＴＰを放出し、細菌溶解液を生成するステップと、（ｂ）細菌溶解液中の細菌ＡＴＰを
ＡＴＰ消費酵素と接触させて、酵素が反応を触媒するＡＴＰ測定液を生成するステップと
、（ｃ）ＡＴＰ測定液中の酵素触媒反応をモニタリングするステップ。
【００９２】
　特定の実施形態では、細菌細胞を含有する疑いのある試料は液体試料であり、また装置
は、液体試料に存在する可能性がある無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離するさら
なるステップを、細菌細胞を溶解するステップの前に実行する。
【００９３】
　特定の実施形態では、細菌溶解液およびＡＴＰ測定液は、それぞれ１ｍｌ未満である。
【００９４】
　特定の実施形態では、装置はステップ（ａ）、（ｂ）、および（ｃ）を２分未満で実行
する。
【００９５】
　本発明の別の実施形態の例が図７に示される。図７は、液体試料に存在する可能性があ
る無傷の細菌細胞から真核細胞を分離し、細菌細胞を検査するための検査試料を生成する
器具１４１を示す。器具１４１は、本例では注射器である液体容器５１を含む。注射器５
１は、無傷の細菌細胞を阻止する細孔サイズが１ミクロン未満の第２のフィルター１４３
に連結する、真核細胞を阻止して細菌細胞を通過させる第１のフィルター１４５を含む細
菌分離部１４６と連結する。図７におけるフィルター１４５および１４３は、フィルター
器具１４４および１４２に保持される。フィルター器具は、器具をかみ合わせる雌雄のル
アーロック端を含む。注射器５１は、ルアーロックを第１のフィルター器具１４４に固定
させるルアーロック取付具も含む。このように注射器は、一つの実施形態では細孔サイズ
が５ミクロンである第１のフィルター１４５を通して液体試料をポンピングするために使
用される。これは血小板を含む真核細胞を阻止するが、細菌を通過させる。第２のフィル
ター１４３は、細菌を阻止し、細菌をこの第２のフィルターの外面上で濃縮させる細孔サ
イズを有する。このように、器具は、液体試料に存在している可能性のある細菌細胞を含
有する検査試料を生成するが、検査試料は実質上真核細胞を含まない。
【００９６】
　無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離して検査試料を生成する器具の別の実施形態
では、細菌分離成分は、無傷の細菌細胞を阻止する細孔サイズが１ミクロン未満の第２の
フィルターに連結する、真核細胞を阻止して細菌細胞を通過させる第１のフィルターであ
る。特定の実施形態では、第１のフィルターは、１～１０ミクロンの細孔サイズを有する
。
【００９７】
　別の実施形態では、細菌分離部は、真核細胞を阻止する第１のフィルターと細菌細胞を
阻止する第２のフィルターの組み合わせであり、器具は細菌細胞を結合する担持表面を有
するビーズを含み、ビーズは第１と第２のフィルターの間に保持される。別の実施形態で
、細菌を結合するビーズが、器具の２つのフィルター間に保持される場合、第２のフィル
ターは、それ自体は細菌を阻止しないが、細菌を結合するビーズを維持できるように、大
きい細孔サイズを有する。この実施形態の第２のフィルターは、第１のフィルターと同種
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のフィルターとすることができる。
【００９８】
　器具の別の実施形態では、細菌分離部は、細菌細胞を結合して真核細胞を結合しない担
持表面である。例えば細菌分離部は、細菌細胞を結合して真核細胞を結合しない面を有す
るビーズとすることができる。ビーズは２つのフィルター間に保持することができる。少
なくとも第１のフィルターは、細菌を通すのに十分な大きさの細孔サイズを有さなければ
ならない。フィルターは、真核細胞も通すのに十分な大きさであるが、ビーズを阻止する
のに十分な小ささの細孔サイズを有するフィルターであってもよい。例えばフィルターは
、ビーズの通過を阻止するのに十分な小ささの細孔を備える金網から成ることができる。
【００９９】
　本発明の別の実施形態は、図８に図解される装置を備える。この例の装置１６１は、細
菌細胞を含有する疑いのある試料を保持する容器１４２を受けるよう構成されるポート１
３１を含む。図８に示される例における容器１４２は、細孔サイズが１ミクロン未満であ
り、無傷の細菌細胞にとって通過が不可能である液体通過可能フィルター１４３を備える
フィルター器具である。フィルター器具は、図８の器具１６１の上部に示されるように液
体試料をろ過し、実質上真核細胞を含まない検査試料を生成するために使用することがで
きる。
【０１００】
　装置１６１は、ポートと流体連通し、また測定容器２２と流体連通する通路２０も有す
る。光検出器３０は、測定容器に機能的に連結され、測定容器内に放射される光を検出す
る。
【０１０１】
　装置は、通路および測定容器に機能的に接続され、通路を通して測定容器に液体を送り
込むよう構成されるポンプ７１も有する。
【０１０２】
　装置１６１は、容器１４２がポート１３１上で受けたときに、通路からの溶解液９３を
、ポートおよび容器の液体通過可能フィルターを通してポンピングし、容器中の細菌を溶
解することによって、容器１４２中に細菌ＡＴＰを含有する細菌溶解物を生成するよう構
成される。図８では、溶解液９３は、ルシフェラーゼおよびルシフェリンも含有する。こ
の溶液中の溶解剤は洗浄剤とすることができ、そのためｐＨは中性に近く、ルシフェラー
ゼおよびルシフェリンと混合可能である。別々の溶解液およびルシフェラーゼ／ルシフェ
リン溶液も使用できる。図８では、溶解液９３はマルチポート選択弁７５を通して、通路
２０およびポート１３１に、そしてフィルター１４３上方に送り込まれ、フィルターの外
側に存在する細菌を溶解し、容器１４２中に細菌溶解液を生成する。この例でのポンプは
双方向ポンプなので、細菌溶解させるのに適切な時間のあと方向を逆転させ、この例では
ルシフェラーゼおよびルシフェリンを含有することからＡＴＰ測定液でもある細菌溶解液
を通路２０およびマルチポート選択弁７５に逆の方向に通し、光検出器３０の測定容器２
２にポンピングする。光検出器は、測定容器２２中のＡＴＰ測定液からの光の放射をモニ
タリングする。上記のように、装置１６１は、容器の液体通過可能フィルターを通して、
細菌溶解物を容器から通路内へと送り込み、細菌溶解物中の細菌ＡＴＰをルシフェラーゼ
およびルシフェリンに接触させてＡＴＰ測定液を形成し、測定容器内のＡＴＰ測定液から
の光の放射をモニタリングする。
【０１０３】
　いくつかの実施形態では、装置は廃液容器１５１も含み、液体は器具から廃液容器１５
１にポンピングされる。
【０１０４】
　このように、特定の実施形態では、（ａ）細菌細胞を含有する疑いのある試料を保持す
る容器を受けるように構成されたポートと、（ｂ）ポートと流体連通し、（ｃ）と流体連
通する通路と、（ｃ）（ｄ）に機能的に接続される測定容器と、（ｄ）測定容器内で放射
された光を検出する光検出器と、（ｅ）通路および測定容器に機能的に接続し、通路を通
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して測定容器に液体を送り込むように構成されたポンプとを備える装置は、ポート上で受
ける容器をさらに備える。
【０１０５】
　別の実施形態では、装置は、（ｆ）通路および溶解容器と流体連通するマルチポート選
択弁と、（ｇ）マルチポート選択弁と流体連通する溶解液容器を受けるための保持手段と
、（ｈ）マルチポート選択弁と流体連通する廃液用容器を受けるための保持手段とをさら
に備える。
【０１０６】
　液体試料中に存在する可能性のある無傷の細菌細胞から真核細胞を分離し、細菌細胞を
検査するための検査試料を生成する器具は、公開された、以下のステップを実行するシス
テムおよび装置に含まれてもよい。細菌細胞を溶解して細菌ＡＴＰを液体中に放出し、細
菌溶解液を生成するステップと、細菌溶解液中の細菌ＡＴＰをＡＴＰ消費酵素と接触させ
、酵素が発光反応を触媒するＡＴＰ測定液を生成するステップと、ＡＴＰ測定液中の酵素
が触媒する反応をモニタリングするステップ。この方法では、完全に自動化されたシステ
ムおよび装置は、無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離し、細菌細胞を溶解させて細
菌ＡＴＰを放出させ、細菌ＡＴＰをＡＴＰ消費酵素に接触させて酵素が反応を触媒するＡ
ＴＰ測定液体を生成し、ＡＴＰ測定液中の酵素が触媒する反応をモニタリングする。利用
者は細菌検査のための液体試料を提供するだけで、システムまたは装置が液体試料を処理
し、試料中の細菌の有無を示す結果を提供し、また細菌が存在する場合、任意で試料中の
細菌数を提供する。
【０１０７】
　発明の他の実施形態は、細菌を含有する疑いのあるサンプル中での細菌の有無を決定す
る装置を提供する。装置に含まれるものは、（ａ）（ｂ）に接続される、細菌細胞を含有
する疑いのあるサンプルを受ける受容手段、（ｂ）（ｃ）に接続される、細菌溶解液を生
成する液体に細菌ＡＴＰを放出する細菌細胞を溶解する手段、（ｃ）（ｄ）に接続される
、酵素が発光反応を触媒するＡＴＰ測定液を生成するＡＴＰ消費発光酵素に細菌溶解液中
の細菌ＡＴＰを接触させる手段、（ｄ）ＡＴＰ測定液中の酵素によって生産される光を検
出する光検出手段である。
【０１０８】
　細菌細胞を溶解する手段は、例えば、超音波処理器具またはビーズミルが可能である。
しかし、最も好ましくは、本明細書で記述される細菌の疑いのあるサンプルへ溶解液を送
達するポンプ、通路および液体貯蔵器のシステム、あるいはその同等物である。
【０１０９】
　ＡＴＰ消費発光酵素に細菌溶解液中の細菌ＡＴＰを接触させる手段は、細菌細胞を溶解
する手段と同じ手段、または重複する手段でよい。好ましくは、ＡＴＰ消費発光酵素を含
有する液体を送達するポンプ、通路および液体貯蔵器のシステムである。溶解剤、ルシフ
ェラーゼおよびルシフェリンを含有する単独の溶液が、無傷の細菌細胞に接触して、細胞
を溶解し、同時に細菌ＡＴＰをルシフェラーゼに接触させる場合、両手段は同じであり、
細菌溶解液およびＡＴＰ測定液は同じである。
【０１１０】
　本装置のいくつかの実施形態において、装置は、さらに、実質上真核細胞を含まない検
査サンプルを生成するために、液体試料中に存在する無傷の真核細胞を液体試料中に存在
する無傷の細菌細胞から分離する細胞分離手段から成り、その細胞分離手段は受容手段に
接続される。
【０１１１】
　発明は、以下の限定されない実施例によって説明される。
【実施例】
【０１１２】
　実施例１
細菌結合ビーズを使用した細菌汚染に関する濃厚血小板の測定
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【０１１３】
　使用した測定方法は、以下の通り。
【０１１４】
　１．　１．０ｍｌの濃厚血小板サンプルは、ＧｅｎＰｏｉｎｔ　ＢＵＧ　ＴＲＡＰ　Ｃ
－ｖｅｒｓｉｏｎのビーズ（ＧｅｎＰｏｉｎｔ、オスロ、ノルウェー）の４０マイクロリ
ットルの充填ビーズカラムで、６０秒間、双方向でポンピングした。
【０１１５】
　２．　カラムは、ハンクス液（０．１８５ｇ／ｌのＣａＣｌ2、０．２ｇ／ｌのＭｇＳ
Ｏ4、０．４ｇ／ｌのＫＣｌ、０．０６ｇ／ｌのＫＨ2ＰＯ4、８ｇ／ｌのＮａＣｌ、０．
０４８ｇ／ｌのＮａ2ＨＰＯ4、１．５ｇ／ｌの無水デキストロース、１５．７ｇ／ｌの一
水和デキストロ－ス、４．７７ｇ／ｌのＨＥＰＥＳ、１．３６５ｇ／ｌの ＮａＨ2ＰＯ4

）である洗浄バッファー、２５０マイクロリットルで洗い流した。
【０１１６】
　３．　摂氏６０度に加熱した水中の４０マイクロリットルの０．１％トリクロロ酢酸は
、双方向で１０秒間カラム上を通過させ、細菌溶解液を作成した。
【０１１７】
　４．　ルシフェリン・ルシフェラーゼ溶液（１０マイクロリットル、ｐＨ７．５の５０
ｍＭのリン酸ナトリウム中に０．２μｇのルシフェラーゼ、２μｇのルシフェリンを含有
）は、系列インジェクション分析および液体ゾーン（Ｇｌｏｂａｌ　ＦＩＡ、フォックス
島、ワシントン州）の混合によって細菌溶解液と混合し、一斉に飛び込んでくる光を検出
する発光検出器（光子計数器、Ｅｌｅｃｔｏｎ　Ｔｕｂｅｓ、英国）の前を通過したＡＴ
Ｐ測定液を形成した。
【０１１８】
　１つの濃厚血小板バッグは４つのサンプルに分け、それぞれＰＬ７３２バッグに入れた
。各バッグには、１０ＣＦＵ／ｍｌの大腸菌、緑膿菌、黄色ブドウ球菌、またはセラチア
マルセッセンスを植菌した。４つの対照バッグには細菌を植菌しなかった。室温で３６時
間後、各バッグから５ｍｌを自動培養システム細菌ロード検出用のＢＡＣＴ／ＡＬＥＲＴ
培養瓶へ移動した。ＢＡＣＴ／ＡＬＥＲＴを使用して、各サンプルの５ｍｌは、標準好気
性、標準嫌気性、活性炭好気性および嫌気性瓶に植菌した。
【０１１９】
　各バッグの１．０ｍｌのサンプルは、上記のように細菌ＡＴＰの試験も行った。
【０１２０】
　結果を表１に示す。
【０１２１】
【表１】

【０１２２】
　実施例２
真核細胞を細菌から分離し細菌を濃縮する器具
【０１２３】
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　５ｍｌの注射器は、直径２５ｍｍ、細孔サイズ５ミクロンのＡＣＲＯＤＩＳＣ　ＳＵＰ
ＯＲ薄膜フィルター、直径１５ｍｍ、細孔サイズ０．２ミクロンのＡＣＲＯＤＩＳＣ　Ｓ
ＵＰＯＲ薄膜フィルターへと順番に接続した。注射器およびフィルターは、ルアーロック
コネクタを使用して、注射器～５ミクロンフィルター～０．２ミクロンフィルターの順番
で接続した。濃厚血小板は、器具との処理に関して検査した。濃厚血小板（３ｍｌ）は、
注射器に装着し、その後、２つのフィルターを通過させた。１番目のフィルターは血小板
および他の真核細胞を除去し、２番目のフィルターは細菌を停止させ、濃縮すると予想さ
れる。細孔サイズ５ミクロンのフィルターである１番目のフィルターからのろ液は、血小
板および他の真核細胞に関して、粒度測定および顕微鏡検査を行った。１番目のフィルタ
ーを通過した血小板や他の真核細胞は見られなかった。これは、１番目のフィルターの微
細孔サイズは５ミクロンであり、血小板の直径は約３ミクロンであるため、少々意外であ
った。
【０１２４】
　実施例３
コンピュータ制御細菌検出器具
【０１２５】
　図８に示される器具が、基本的に作製された。Ｃ２５Ｚモデルのマルチポート選択弁（
Ｖａｌｃｏ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　Ｃｏ．　Ｉｎｃ．、ヒューストン、テキサス州、
ｗｗｗ．ｖｉｃｉ．ｃｏｍ）は、細穴チューブによって、洗浄液受容器（７０％イソプロ
ピルアルコール）およびリーシス／ルシフェラーゼ／ルシフェリン溶液貯蔵器（ＢＡＣＴ
ＩＴＥＲ－ＧＬＯ試薬、Ｐｒｏｍｅｇａ、マディソン、ウィスコンシン州、ｗｗｗ．ｐｒ
ｏｍｅｇａ．ｃｏｍ）に接続した。マルチポート弁も、ＭＩＬＩＧＡＴポンプ（Ｇｌｏｂ
ａｌ　ＦＩＡ　Ｉｎｃ．、サグ・ハーバー、ワシントン州、ｗｗｗ．ｇｌｏｂａｌｆｉａ
．ｃｏｍ）に接続した。光検出器は、Ｅｌｅｃｔｏｎ　Ｔｕｂｅｓ，Ｉｎｃ．（ロッカウ
ェー、ニュージャージー州、ｗｗｗ．ｅｌｅｃｔｒｏｎｔｕｂｅｓ．ｃｏｍ）の光電子増
倍管Ｐ２５２３２モデルを使用した。弁、ポンプ、および光電子増倍管は、ＷＩＮＤＯＷ
Ｓ（登録商標）　ＸＰソフトウェア搭載のＴＰＣ－６０ＳタッチパネルＰＣによって制御
された。光電子増倍管の結果も、ＰＣディスプレイに表示された。
【０１２６】
　器具は、図８に示されるようにポート１３１も含み、それには、外面に細菌を含有する
０．２ミクロンのフィルターを取り付けることができた。
【０１２７】
　１つの実施例において、器具は、１５０μｌのリーシス／ルシフェリン／ルシフェラー
ゼ溶液がサンプルポートを通過して、細菌を溶解するフィルターの上へポンピングするよ
うプログラムされた。溶液は、３０秒間フィルターの上に残した。その後、ポンプの送り
込み方向を逆にして、フィルターから光電子増倍管の測定容器へ１５０μｌの液体を送り
込んだ。測定は、２０秒間行われた。その後、溶液は廃棄物容器へと送り込まれた。そし
てプログラムは、ラインを洗浄するため、２．５ｍｌのイソプロピルアルコール溶液がラ
インを通してポンピングされるよう指示した。
【０１２８】
　実施例４
実施例３の器具を使用した細菌汚染の測定
【０１２９】
　血漿のサンプルは、特定の細菌の種類でスパイクした。その後、３ｍｌの血漿は、６０
μｌのＧｅｎＰｏｉｎｔ　ＢＵＧ　ＴＲＡＰ　Ｃ－ｖｅｒｓｉｏｎのビーズ（ＧｅｎＰｏ
ｉｎｔ、オスロ、ノルウェー）で５分間培養した。その後、サンプルを細孔サイズ５ミク
ロンのＡＣＲＯＤＩＳＣ　ＳＵＰＯＲ薄膜でろ過し、ビーズを捕らえ、濃縮した。ビーズ
が付着したフィルターは、実施例３で記述した器具のポート上に装着した。実施例３で記
述したプログラムを、ビーズ上の細菌を溶解し、溶液から発光を定量化するよう実行した
。結果を下記の表２に示す。
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【０１３０】
【表２】

【０１３１】
　２つの連鎖球菌種のみが背景と同様な発光を生じさせたため、本発光検出法では検出さ
れなかった。発明者は、これは細胞が十分に溶解されなかったためであり、本プロトコル
で使用した３０分よりも長い時間、同溶解試薬で培養することによって連鎖球菌が検出さ
れるであろうと推測する。
【０１３２】
　次に、濃厚血小板のバッグは、１０ｃｆｕ／ｍｌの大腸菌でスパイクし、摂氏３７度で
培養した。サンプルは１時間ごとに採取し、本実施例の上記の方法によって細菌を測定し
て相対発光量を得るか、またはｃｆｕ／ｍｌを決定するために定量的にめっきした。結果
を図９に示す。本器具で決定した相対発光量の結果は、めっきによるコロニー形成単位の
判定に近似した。
【０１３３】
　これらの結果、グラム陽性、グラム陰性および嫌気性細菌を含む様々な細菌は、１００
０ｃｆｕ／ｍｌ未満の感度、および通常は１００ｃｆｕ／ｍｌ未満で本方法によって検出
可能であることが示された。
【０１３４】
　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ：
１．　Ｅｐｓｔｅｉｎ　ＪＳ，　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　ＡＥ，　Ｂｉｓｗａｓ　Ｒ，　Ｖｏ
ｓｔａｌ　Ｊ．　ＦＤＡ　Ｕｐｄａｔｅ　ａｔ　ｔｈｅ　ＡＡＢＢ　Ａｎｎｕａｌ　Ｍｅ
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１４．　Ｕ．Ｓ．　Ｐａｔｅｎｔ　Ｎｏ．　６，６１３，５７９．
１５．　Ｕ．Ｓ．　Ｐａｔｅｎｔ　Ｎｏ．　６，７１６，３９１．
１６．　Ｌｅｍａｓｔｅｒｓ　ＪＪ，　Ｈａｃｋｅｎｂｒｏｃｋ　ＣＲ．　１９７９．　
Ｍｅｔｈ．　Ｅｎｚｙｍｏｌ．　５６：５３０－５４４．
１７．　Ｈｉｇａｓｈｉ　Ｔ，　ｅｔ　ａｌ．　１９８５．　Ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ　ａ
ｎｄ　Ｈａｅｍｏｓｔａｓｉｓ　５３：６５－６９．
【０１３５】
　特許、特許文献、およびその他の引用文献はすべて、参照することにより本明細書に組
み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【０１３６】
【図１】液体中の細菌を検出する本発明のシステムを示す。
【図２】細菌細胞を結合する担持表面の手段を用いて無傷の真核細胞を無傷の細菌細胞か
ら分離する器具を示す。
【図３】液体中の細菌を検出する本発明のその他のシステムを示す。
【図４】液体中の細菌を検出する本発明のその他のシステムを示す。
【図５】液体中の細菌を検出する本発明のその他のシステムを示す。
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【図６】二つの積層地帯を有する管類を示す。
【図７】液体試料中に存在する可能性のある無傷の細菌細胞から無傷の真核細胞を分離し
、細菌細胞の試験を行う検査サンプルを生成する器具を示す。
【図８】試料中の細菌を検出する装置を示す。
【図９】細菌数の尺度としての相対光ユニットを産出する本発明の方法によって確定され
る濃厚血小板中の細菌の増殖曲線と、濃厚血小板を平板培養して細菌コロニー形成単位を
測定することで確定される成長曲線との比較を示す。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】

【図７】
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