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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　微生物検出プロセス用の試料容器であって、
ａ．上部開口部と、対向する底部開口部とを有する容器と、
ｂ．上部開口部をシールする上部キャップであって、上部キャップが、複数の流体流れ孔
を有する凹んだ蓋部を含むシール蓋、及び流れ孔の下側のメンブレンフィルター層を有す
る、上部キャップと、
ｃ．底部開口部をシールする底部キャップアセンブリと
を備えており、容器が、円筒形の本体と、本体よりも小径のネック部と、本体部及びネッ
ク部の中間にあるテーパ部分とを有しており、上部キャップが、ネック部に着脱可能に嵌
合し、底部キャップアセンブリが、底部開口部に着脱可能に嵌合する、容器。
【請求項２】
　底部キャップアセンブリが、外側キャップ部材と、外側キャップの下側の流体不浸透性
エラストマー層とを備える、請求項１に記載の容器。
【請求項３】
　エラストマー層が、針付き注射器によって穿刺可能である、請求項２に記載の容器。
【請求項４】
　上部キャップが、シール蓋を覆う保護フィルム層を備える、請求項１に記載の容器。
【請求項５】
　シール蓋が、凹んだ蓋部を囲む、環状に隆起したランド領域を備え、凹んだ蓋部が、略
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平坦である、請求項１に記載の容器。
【請求項６】
　容器が、使い捨てである、請求項１に記載の容器。
【請求項７】
　流体試料中の微生物の存在を検出する方法であって、
ｉ．回収ボトルの少なくとも一部を、分析対象微生物を含む流体試料で充填するステップ
であって、回収ボトルが、対向する上部開口部及び底部開口部を有し、開口部の少なくと
も１つが、充填するステップ中にシールされる、充填するステップと、
ｉｉ．開口部の１つに、第１のキャップ部材を設けるステップであって、キャップが、複
数の流体流れ孔を有する第１の面、及び第１の面の下側のメンブレンフィルター層を有す
る、第１のキャップ部材を設けるステップと、
ｉｉｉ．他の開口部に、第２のキャップ部材を設けるステップであって、第２のキャップ
部材が、流体不浸透性であって、針で穿刺可能な面を有する、第２のキャップ部材を設け
るステップと、
ｉｖ．第１のキャップ部材を通して、流体試料を排出することによって、メンブレンフィ
ルター（ＭＦ）層に分析対象微生物を堆積させる、排出するステップと、
ｖ．流体不浸透性であって、針で穿刺可能な面を通して、流体試料に試薬を注入するステ
ップであって、試薬は、メンブレンフィルター（ＭＦ）層に検出可能な存在を形成するた
めに、分析対象微生物と反応するように適合されている、試薬を注入するステップと、
ｖｉ．分析対象微生物を検出するために、検出器をメンブレンフィルター（ＭＦ）層と操
作可能に連動するように配置するステップと
を含む方法。
【請求項８】
　試薬が、染色剤を含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　試薬が、メンブレンフィルター（ＭＦ）層で微生物が発光するように適合された発光剤
を含む、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　検出器が、顕微鏡である、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　検出器が、カメラを備える、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　回収ボトルをボトル保持アセンブリに配置するステップを更に含み、試薬を流体試料に
注入するステップの後に、第１のキャップ部材を回収ボトルから分離させる、請求項７に
記載の方法。
【請求項１３】
　台座が担持する把持部材に、第１のキャップ部材を固定するステップを更に含み、台座
、及びボトル保持アセンブリを互いに動かすことによって、第１のキャップ部材を、回収
ボトルから分離させる、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　第１のキャップ部材に流体導管を接続するステップと、流体導管を通して流体試料を排
出するステップとを更に含む、請求項７に記載の方法。
【請求項１５】
　導管に真空源を適用するステップを更に含む、請求項１４に記載の方法。
                                                                                
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、様々な微生物検出方法のための、分析対象微生物を含む流体試料の回収及び
検出において、有用な使い捨て容器に関する。また、本発明は、その容器を流体試料の貯
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蔵容器として用いて行う、微生物測定方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　バイオバーデン試験は、医療、食品、化粧品、及び他の産業において、様々な試料の微
生物含有量を評価する上で、ますます重要な役割を果たすようになっている。バイオバー
デン試験は、微生物数計測、生菌数計測、全菌数計測、平板菌数計測、コロニー数計測、
従属栄養細菌数計測、中温性細菌数計測を含む、多くの名称で知られている。基本的に、
バイオバーデンは、様々な製品や構成材料に関する、微生物集団の評価である。この微生
物集団が、使用される原料、生産環境、様々な製造段階での製品の取り扱いの清浄度に関
係することは、明らかである。
【０００３】
　微生物数を測定する１つの方法は、メンブレンフィルターを使用して微生物数を測定す
る、メンブレンフィルター（ＭＦ）法である。このようなＭＦに関連する方法において、
流体試料を含む検体は、所望の分析対象微生物をＭＦに捕捉するために、ＭＦで濾過され
る。場合によっては、捕捉された微生物、及びＭＦは、微生物を培養するための培地と接
触して置かれる。微生物を含む、微生物のコロニー数は、顕微鏡やカメラを用いて計測す
ることができる。
【０００４】
　いくつかの方法において、ＭＦ上に捕捉された微生物の計測は、培地の使用等によって
微生物を培養する必要なしに、直接行うことができる。このような場合には、顕微鏡やカ
メラによる微生物の検出は、検出器の操作可能な連動、例えば、顕微鏡やカメラのＭＦと
の連動により、直接行うことができる。このような多くの直接測定技術において、微生物
検出を容易にするために、微生物と反応する染色試薬や発光試薬に、微生物を接触させる
。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】米国特許出願公開第２００８／０１７６２７３号明細書
【発明の概要】
【０００６】
　したがって、本発明は、流体試料を回収し、顕微鏡やカメラ等の検出機構による、その
後のコロニー検出用に、試料中の微生物のＭＦへの堆積を容易にするために使用できる容
器を提供する。
【０００７】
　１つの例示的な実施形態では、本発明は、容器が、一般的な透明なプラスチックボトル
の本体と、濾過膜で覆われた中央部に、複数の排出口を有し、保護フィルムでシールされ
た、特殊な構造のキャップとを備える、バイオバーデン試料の選択及び検出のための使い
捨て容器に関する。この容器はまた、ゴム板を有する、着脱可能な底部キャップも備える
。
【０００８】
　本システムは、容器が、水試料を選択するための、キャップを備えた通常のボトルとし
て機能する方法を開示する。一実施形態では、容器は、試料調製中に、排出ポンプに接続
されたステージ、すなわち台座アセンブリに、上下を逆にして置くことができる。容器は
、台座上で位置決めされて、クランプ機構によって固定され、台座は、容器の特殊なキャ
ップを保持する。ポンプをオンにすることにより、容器内の水試料が、特殊なキャップの
濾過膜と排出口を通って、排出され廃棄される。試料の細菌は、濾過膜に残留し、ポンプ
がオフにされる。針機構を下向きにして、底部キャップのゴム板を通して、容器内に染色
その他の試薬を注入する。試薬は、標準的な染色プロセスによって排出される。
【０００９】
　試料調整プロセス後、容器は、特殊なキャップを保持している同一のクランプ機構を用
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いて、別の段階に移行することになる。別の機構では、ボトル本体、及び底部キャップは
除去されるが、濾過膜を有する特殊なキャップは台座上に残り、膜は上方を向いている。
顕微鏡機構が、検出プロセスのために、膜の近くに位置決めされる。プロセスが完了した
後、使い捨て容器は、分析システムから排出することができる。
【００１０】
　一実施形態では、試料容器は、微生物検出プロセス用に提供される。容器は、上部開口
部と、対向する底部開口部とを有している。上部キャップは、上部開口部をシールし、上
部キャップは、凹んだ蓋部を有するシール蓋を備えている。この凹んだ蓋部は、複数の流
体流れ孔を有している。凹んだ蓋の片面には、流れ孔の下層にメンブレンフィルター（Ｍ
Ｆ）層がある。底部キャップアセンブリによって、容器の底部開口部がシールされる。
【００１１】
　他の例示的な実施形態では、底部キャップアセンブリは、外側キャップ部材と、外側キ
ャップの下側の流体不浸透性エラストマー層とを備えている。エラストマー層は、針付き
注射器、又は他の鋭利な物体によって穿刺可能である。
【００１２】
　本発明の別の態様において、上部キャップは、シール蓋を覆う保護フィルム層を備えて
いる。更に別の実施形態では、シール蓋は、凹んだ蓋部を囲む、環状に隆起したランド領
域を有する。凹んだ蓋部は、略平坦な表面を有し得る。
【００１３】
　本発明の更に別の実施形態では、容器は、断面が円筒形の本体部材と、本体部よりも小
径のネック部とを備える。更に、いくつかの実施形態では、本体部とネック部との中間に
、テーパ部分が設けられる。いくつかの実施形態では、テーパ部分は、円錐台に類似した
断面を有している。上部キャップは、ネック部に着脱自在に嵌合し、底部キャップアセン
ブリは、底部開口部に着脱可能に嵌合する。
【００１４】
　本発明の他の態様は、流体試料中の微生物の存在を検出する方法に関する。いくつかの
実施形態では、回収ボトルの少なくとも一部に、所望の分析対象微生物を含む流体試料が
充填される。容器の一方の開口部に、第１のキャップ部材が設けられ、この第１のキャッ
プは、流体流れ孔を有する第１の面、及びこの第１の面の下層に、メンブレンフィルター
（ＭＦ）層を有している。第２のキャップ部材が、容器の他方の開口部に設けられ、この
第２のキャップ部材は、流体不浸透性であるが、針で穿刺可能な面を有している。流体試
料が、第１のキャップ部材を通って排出されることによって、分析対象微生物が、第１の
キャップのＭＦ層に堆積する。流体不浸透性で、針で穿刺可能な第２のキャップ面を通し
て、試薬が流体試料に注入される。試薬は、ＭＦ層で検出可能な存在を形成するために、
流体試料中の分析対象微生物と反応するように適合される。ＭＦ層で分析対象微生物の存
在を検出するために、検出器が、ＭＦ層と操作可能に連動するように配置される。
【００１５】
　本発明のいくつかの実施形態では、試薬は染色剤を含み、場合によっては、試薬は、Ｍ
Ｆ層で微生物が発光するように適合された蛍光剤を含んでいる。検出器は、場合によって
は、顕微鏡やカメラ等であってもよい。また、検出器は、ＭＦに直接挿入することができ
る光検出素子を備えた、ＣＣＤ（冷却固体カメラ装置）であってもよい。
【００１６】
　本発明の更に別の実施形態では、回収ボトルは、ボトル保持アセンブリに配置されてい
る。試薬が流体試料に注入された後、第１のキャップ部材は、回収ボトルから分離される
。いくつかの実施形態では、第１のキャップ部材は、台座が担持する把持部材に配置され
ている。台座及び保持アセンブリを、ねじる等、互いに動かすことによって、第１のキャ
ップ部材が回収ボトルから分離する。本発明の他の実施形態では、流体導管が、第１のキ
ャップ部材に接続されており、流体試料は、第１のキャップ部材を通って、流体導管に排
出される。排出を促すために、吸引手段、すなわちポンプ手段を導管に取り付けることが
でき、真空源が導管を介して、キャップ部材とそれに関連したＭＦ層を通る、完全かつ迅
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速な流体排出を確実にする。
【００１７】
　本発明は、添付の図面と併せて、更に詳しく説明される。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】いくつかの部分が破線で示されている、バイオバーデン試料選択及び検出容器の
側面図である。
【図２】上部キャップから保護フィルムを除去した、図１の容器の側面図である。
【図３】容器のいくつかの部分を取り外した、容器の分解側面図である。
【図４】流体が容器から排出される排出段階中の、容器、関連する保持アセンブリ、及び
台座の部分破断等角投影図である。
【図５】図４と同様であるが、メンブレンフィルター（ＭＦ）を担持する台座を、容器保
持アセンブリから分離させた、バイオバーデン試験プロセスにおける別の段階を示す部分
破断図である。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　図１～図３を参照すると、バイオバーデン試料を選択及び検出するための使い捨て容器
２が示されている。容器は、ポリカーボネート、ポリエチレンテレフタレート、ポリプロ
ピレン、又は他のプラスチック材料等の、透明なプラスチック材料で構成されている。示
されているように、容器は、断面が円筒形の本体部分８と、本体８に重なる、一般的な円
錐台形状の、テーパ部すなわち径減少部分１０とを備える。図１に示すように、容器の最
上部は、狭窄したネック部９によって画定され、その上のキャップ部分は、ねじ係合、ス
ナップ嵌合、その他の類似の取り付け手段によって係合するように構成されている。図１
を具体的に参照すると、保護フィルム１４が容器の上部に設けられ、容易に除去できるよ
うに、例えば、容器の上部に焼き嵌めされる。上部キャップ１２はまた、環状のシール蓋
１７部分も有している。上部キャップアセンブリは、容器の上部開口部５の上部に嵌合し
て、シールしている。
【００２０】
　容器２の下端には、着脱可能な外側キャップ２０が、ボトルの底部すなわち基部に設け
られている。流体不浸透性ゴム層（ダイヤフラム）２６、又は同様の面が、ボトルの下端
の内側に沿って設けられており、これは、ボトルの基部にねじ込み、又はスナップ嵌合で
きるシールキャップ２４を介して、ボトルの底部に固定することができる。外側キャップ
２０は、容器の底部開口部７をシールする。
【００２１】
　図２において、保護フィルム１４が上部キャップ１２から除去されて環状のシール蓋１
７が露出しているが、これは、ネック部９の円周内に摩擦嵌合するのが好ましい。環状の
シール蓋１７は、複数の孔１６を有する凹んだ平坦な部分を囲む、環状に隆起したランド
領域１５を備えている。孔１６によって、シール蓋１７を通る流体の流れが容易になる。
シール蓋１７の下部すなわち底部側には、メンブレンフィルター１８があり、ポリエステ
ル、ポリカーボネート、ポリプロピレン、ポリテトラフルオロエチレン、ナイロン、及び
ポリ（フッ化ビニリデン）から構成され得る。後で詳しく説明するように、この膜は、そ
こで微生物種を保持するように機能する。
【００２２】
　図３は、反転して配置された容器を示している。これは、一実施形態では、バイオバー
デン試料採取及び検出を容易にするために、ボトルが配置される向きである。ここでは、
着脱可能な外側キャップ２０が除去されて、環状のシールキャップ２４、及びその下層の
流体不浸透性ゴム層２６が露出している。流体不浸透性ゴム層２６は、そこを通る流体の
流れに対して障壁として作用するようになっているが、この層は、皮下注射針等の鋭利な
物体で穿刺することができる。流体不浸透性ゴム層２６は、ＥＰＤＭ、スチレンブタジエ
ン、アクリロニトリル／ブタジエン、ポリクロロプレン、又は天然ゴム等の、エラストマ
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ー材料で形成されることが好ましい。また、図３において、保護フィルム１４は、ここで
は反転しているボトルの上部から除去されて、環状のシール蓋１７の底部側のメンブレン
フィルター１８が露出しており、蓋の凹んだ部分の孔１６のある側は、メンブレンフィル
ター１８の下側に配置されている。
【００２３】
　バイオバーデン試験を行うために、容器２には、分析対象微生物種を含む、水その他の
流体試料が充填されている。容器２は、図４に示すタイプのような、ボトル保持アセンブ
リ１００に配置することができる。ここで、ボトル保持アセンブリ１００は、２つの対向
するプラテン部材１０２、１０４を備え、上プラテン１０２は、コネクタ１０６、１０８
、１１０、１１２を介して下プラテン１０４に接合され、コネクタのすべてが、コイルば
ね１１４、１１６によってもたらされるばね張力を調節することができる。例えば、ゴム
製ダイヤフラム、又は同様の弾性材料から構成されている抜け止め部材１２０は、上プラ
テン１０２から下方に垂下し、ボトル保持アセンブリ１００において、容器２を確実に掴
んで保持するために、容器２の形状に適合する、一般的な形状を有している。
【００２４】
　図４に示すように、台座１４０は、下プラテン１０４の下に位置し、環状のシール蓋１
７は、台座上に担持されたヨーク部材１４２と１４４との間で係合し、ヨーク部材１４２
、１４４は、共にシール蓋１７を丸く囲んでいる。ヨーク部材によってシール蓋１７を確
実に把持するよう、ばね１４６、１４８の張力を変化させるために、止めねじ等を使用し
てもよい。この時点で、保護フィルム１４は、上部キャップ１２から除去され、メンブレ
ンフィルター１８（図３）は、容器２の内容物と直接流体連通する。導管１５０は、収束
型コネクタその他の装置（図示せず）を介して、ここでは反転しているボトルの上部に接
続される。真空源１５４すなわちポンプが、弁部材１５２が設けられていることによって
、容器２に連通する。容器２内の流体試料に、染色、発光、洗浄その他の試薬、又は純水
を注入するために、皮下注射針等が、ボトルの穿刺可能なゴム層を通して挿入される。
【００２５】
　吸引すなわちポンプをオンにすることによって、試料内の流体は、メンブレンフィルタ
ー１８、及びシール蓋１７の排出孔１６を通って排出され、廃棄される。濾過膜の孔径に
よって、試料の微生物種がメンブレンフィルター１８に捕捉され、その後、ポンプすなわ
ち真空源がオフにされる。こうして、ボトルから流体を排出した後に、従来の技術を介し
て微生物の計測を行えるように、微生物種及び試薬をメンブレンフィルター１８の表面に
配置する。
【００２６】
　図５を参照すると、示されているように、台座１４０は、メンブレンフィルター１８に
微生物種及び試薬が配置された状態で、下プラテン１０４から取り外されている。このプ
ロセスの直前に、シール蓋１７は、容器の残りの部分から取り外され、シール蓋１７は台
座上に残された。図５に示すように、ばね１４６、１４８のばね張力が緩和され、シール
蓋１７は、ヨーク部材１４２、１４４で緩く囲まれている。この段階で、分析対象微生物
種を計測又は検出するために、顕微鏡等の検出器を膜に近づけることができる。検査終了
後、容器２は、廃棄してもよい。
【００２７】
　上述したように、バイオバーデン試料を選択及び検出するための使い捨て容器が、提供
されていることは明らかである。この容器は、流体試料を選択するための通常のボトルに
なり、キャップによってシールされている。本発明の１つの態様において、この容器は、
次に、試料の調製（濾過、染色）、及び検出（撮像）のために、上下を逆にしてステージ
に配置される。
【００２８】
　バイオバーデン測定プロセスは、流体不浸透性ゴム層２６を穿刺する注射器等を介して
、容器２内の流体試料に染色試薬が注入される測色測定技術等の、様々な従来の技術のう
ちの、いずれか１つを含むことができる。バイオバーデンレベルを評価するため、メンブ
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レンフィルター１８上の微生物コロニーを計測するための顕微鏡等が用いられる。
【００２９】
　また、別の例示的なバイオバーデン試験方法は、穿刺可能な流体不浸透性ゴム層２６を
通した、容器２内の試料への、発光又は蛍光試薬の注入を含み得る。この後に、メンブレ
ンフィルター１８の表面に捕捉された所望の分析対象微生物種は、メンブレンフィルター
１８に近接して配置されたカメラ等を介して検出することができる。
【００３０】
　利用できる他のバイオバーデン試験手順に、「インサイチュ細胞分裂」法が含まれる。
この方法は、細胞が肉眼で見えるようになる前に、生体の標的細胞を検出するための、直
接成長迅速法である。この方法において、試料は、微生物を捕捉するために、ＭＦを通し
て濾過される。ＭＦは、栄養寒天プレートに移され、標的細胞は、その場での（インサイ
チュ）呼吸によって、微小コロニーを形成することができる（これは、通常、培養に３時
間程度かかる）。微小コロニーには、青色ＬＥＤ（Ｅｘ４５０～５００ｎｍ、Ｅｍ５１０
～５６０ｎｍ）が照射される。細胞の自家蛍光を検出するためにＣＣＤチップが使用され
、各微小コロニーを覆う感光画素を自動的に計測するために、分析ソフトウェアが使用さ
れる。
【００３１】
　別の例示的なバイオバーデン試験手順は、「固相サイトメトリー（ＳＰＣ）法」として
知られている。この方法は、以下の連続した手順で、全生存細胞（ＴＶＣ）を検出する迅
速法である。（ａ）微生物を捕捉するために、黒色ポリエステル又はポリカーボネートの
ＭＦで試料を濾過する。（ｂ）代謝的に活性な細胞だけを標識するために、ＭＦをフルオ
ロカーボン染料を含むパッドに移し、培養する。（ｃ）アルゴンレーザ走査（Ｅｘ４８０
ｎｍ、Ｅｍ５１５ｎｍ）で、標識された細胞が発する蛍光を検出する。（ｄ）蛍光粒子か
ら有効なシグナルを区別するために、コンピュータでシグナルを処理する。（ｅ）全生存
細胞を定量化する。
【００３２】
　濾過膜の孔径は、その上に固着した微生物分析物を捕捉するように選択される。この孔
径は、例えば、約０．０５μｍ～約０．６５μｍまでの孔径を含み、広い範囲で変えるこ
とができる。例示的なメンブレンフィルター（ＭＦ）として、以下のものが挙げられる。
１）直径２５ｍｍ、厚さ７～２０μｍ、孔径０．４μｍ。２）直径２５ｍｍ、厚さ６～１
１μｍ、孔径０．２μｍ。３）直径４７ｍｍ、厚さ７～２２μｍ、孔径０．４５μｍ。適
切なメンブレンフィルター１８を選択することは、当業者の技術の範囲内である。
【００３３】
　バイオバーデン試験は、様々な微生物の存在を測定し、レベルを計測するために行える
ことが、当業者には理解されるであろう。例えば、様々な細菌、真菌、カビ、酵母菌、及
び胞子の計測は、本発明の容器及び方法を用いて行うことができる。
【００３４】
　本発明は、本明細書に記載及び図示されている説明に限定されるものではなく、様々な
本発明の実施形態の単なる例示であるとみなされ、種々の修正に適するものであることを
理解されたい。本発明は、添付の特許請求の範囲で定義されている精神及び範囲で、この
ようなすべての修正を包含することを意図している。
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