
JP 2010-510526 A 2010.4.2

(57)【要約】
　ある実施形態において、本発明は、細菌の全細胞を捕捉する方法に関し、特定の細菌の
２つ以上の異なる検体特性に対する抗原特異性を有する２つ以上の抗体の使用を含む。あ
る実施形態において、本発明は、対象とする細菌について試料を分析する方法に関する。
具体的には、これらの方法は、特に黄色ブドウ球菌の細菌の特性である細胞壁の成分等の
、対象となる細菌の１つ以上の検体特性を検出するのに有用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　特定の細菌の検体特性を捕捉する方法であって、
　特定の細菌の１つ以上の検体特性を備える標的全細胞を含むと推測される試料を提供す
る工程と、
　特定の細菌の２つ以上の異なる検体特性に対する抗原特異性を有する２つ以上の抗体を
提供する工程であって、前記抗体が、少なくとも１つのモノクローナル抗体を備える工程
と、
　固体支持材料を提供する工程と、
　存在する場合、特定の細菌の１つ以上の検体特性で標的全細胞を捕捉するのに有効な条
件下で、試料、固体支持材料、及び２つ以上の抗体間の接触を提供する工程とを含む、方
法。
【請求項２】
　前記２つ以上の抗体が、検体結合材料を形成する前記固体支持材料に結合し、前記方法
が、存在する場合、特定の細菌の１つ以上の検体特性で標的全細胞を捕捉するのに有効な
条件下で、前記試料と前記検体結合材料との間の接触を提供する工程を含む、請求項１に
記載の方法。
【請求項３】
　前記試料と前記検体結合材料との間の接触を提供する工程が、前記試料と前記２つ以上
の抗体との間の同時接触を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　試料、固体支持材料、及び２つ以上の抗体の間の接触を提供する工程が、前記２つ以上
の抗体と前記試料との間の接触を提供し、抗体結合した全細胞を形成する工程と、続いて
、前記抗体結合した全細胞と前記固体支持材料との間の接触を提供する工程とを含む、請
求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記固体支持材料が、粒子材料を含む、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記粒子材料が、磁気粒子を含む、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記抗体が、モノクローナル、ポリクローナル、又はこれらの組合せである、請求項１
～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記抗体が、ＭＡｂ－７６、ＭＡｂ－１０７、アフィニティー精製ＲｘＣｌｆ４０、ア
フィニティー精製ＧｘＣｌｆ４０、ＭＡｂ１２－９、これらのフラグメント、及びこれら
の組合せからなる群から選択される、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記抗体が、ＭＡｂ－１０７、アフィニティー精製ＧｘＣｌｆ４０、及びこれらの組合
せからなる群から選択される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　特定の細菌が、グラム陽性細菌を含む、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　特定の細菌が、黄色ブドウ球菌を含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　標的全細胞の少なくとも２０％が捕捉される、請求項１～１１のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項１３】
　標的全細胞の少なくとも５０％が捕捉される、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　標的全細胞の少なくとも８０％が捕捉される、請求項１３に記載の方法。
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【請求項１５】
　前記固体支持材料が、０．０４ｍｇ／ｍＬを超える濃度の粒子を含む、請求項１～１４
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記固体支持材料が、粒子を含み、抗体と粒子の比率が、１μｇ／ｍｇ粒子を超える、
請求項１～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記固体支持材料が、粒子を含み、抗体と粒子の比率が、少なくとも０．０１μｇ／ｍ
ｇ粒子である、請求項１～１６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　抗体と粒子の比率が、１０μｇ／ｍｇ粒子未満である、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記固体支持材料が、粒子を含み、それぞれの粒子が、それらの上に配置された異なる
検体を結合する少なくとも２つの抗体を有する、請求項１～１８のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項２０】
　細菌について試料を分析する方法であって、
　特定の細菌の１つ以上の検体特性を含むと推測される試料を提供する工程と、
　特定の細菌の２つ以上の異なる検体特性に対する抗原特異性を有する２つ以上の固定化
された抗体を提供する工程と、
　特定の細菌の２つ以上の異なる検体特性に対する抗原特異性を有する２つ以上の標識さ
れた抗体を提供する工程であって、前記抗体は直接又は間接酵素標識で標識される工程と
、
　試料、固定化された抗体、及び標識された抗体との間の接触を提供し、前記標識された
抗体と前記不動化された抗体との間に１つ以上の検体を結合する工程であって、
　存在する検体のそれぞれに対し、前記固定化された抗体及び前記標識された抗体が、２
つ以上の抗体結合対を備える工程と、
　特定の細菌の有無を分析する工程とを含む、方法。
【請求項２１】
　試料、固定化された抗体、及び標識された抗体との間の接触を提供する工程が、
　試料に存在する場合、特定の細菌の１つ以上の検体特性を捕捉するのに有効な条件下で
前記試料を前記固定化された抗体と接触させ、１つ以上の捕捉された検体を形成する工程
と、
　存在する場合、１つ以上の捕捉された検体と標識された検体との間で結合させるのに有
効な条件下で、前記１つ以上の捕捉された検体を、前記標識された抗体と接触させる工程
とを含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　試料を固定化された抗体と接触させる工程が、前記試料とそれぞれの固定化された抗体
との間の接触を同時に提供する工程を含む、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　存在する場合、１つ以上の捕捉された検体と、標識された抗体を接触させる工程が、前
記捕捉された検体とそれぞれの標識された検体との間の接触を同時に提供する工程を含む
、請求項２１又は２２に記載の方法。
【請求項２４】
　試料、固定化された抗体、及び標識された抗体との間の接触を提供する工程が、
　特定の細菌の１つ以上の検体特性と、試料に存在する場合、前記標識された抗体との間
の相互作用を生じるのに有効な条件下で、前記試料を前記標識された抗体と接触させる工
程と、
　標識された抗体、１つ以上の検体、及び固定化された抗体との間の結合を生じるのに有
効な条件下で、前記固定化された抗体を、前記標識された抗体を含む試料と接触させる工



(4) JP 2010-510526 A 2010.4.2

10

20

30

40

50

程とを含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２５】
　前記抗体が、モノクローナル、ポリクローナル、又はこれらの組合せである、請求項２
０～２４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　前記抗体が、ＭＡｂ－７６、ＭＡｂ－１０７、アフィニティー精製ＲｘＣｌｆ４０、ア
フィニティー精製ＧｘＣｌｆ４０、ＭＡｂ１２－９、これらのフラグメント、及びこれら
の組合せからなる群から選択される、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記固定化された抗体が、固体支持材料に結合する、請求項２０～２６のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項２８】
　前記固体支持材料が、マイクロウェルプレートの表面を備える、請求項２７に記載の方
法。
【請求項２９】
　前記マイクロウェルプレートのウェルが、それらの中に抗体の混合物を固定化している
、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記抗体の混合物が、２つのモノクローナル抗体を含む、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　前記抗体の混合物が、ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体を含む、請求項２９
に記載の方法。
【請求項３２】
　前記固定化された抗体が、ＭＡｂ１２－９及びＭＡｂ－７６を含む、請求項２６～３１
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　前記標識された抗体が、ＭＡｂ－１０７及びアフィニティー精製ＲｘＣｌｆ４０を含む
、請求項２６～３１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　前記標識された抗体が、直接酵素標識を含む、請求項２０～３３のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項３５】
　前記標識された抗体が、ポリエチレンオキシドリンカーを介して連結したビオチンを含
む、請求項２０～３３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３６】
　前記標識された抗体が間接標識を含む場合、前記方法が、前記１つ以上の捕捉された検
体と、存在する場合、前記標識された抗体を接触する前、接触中、又は接触後に、前記標
識された抗体を酵素複合体と反応させる工程を更に含む、請求項２０～３３及び３５に記
載の方法。
【請求項３７】
　特定の細菌の有無を分析する工程が、比色分析で分析する工程を含む、請求項２０～３
６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３８】
　前記比色分析が、発色性酵素基質を使用する工程を含む、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　前記発色性酵素基質が、パラニトロフェニルリン酸塩を含む、請求項３８に記載の方法
。
【請求項４０】
　特定の細菌が、グラム陽性細菌を含む、請求項２０～３９のいずれか一項に記載の方法
。
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【請求項４１】
　特定の細菌が、黄色ブドウ球菌を含む、請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　前記試料が、溶解細胞を含む、請求項２０～４１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４３】
　前記試料が、溶解細胞を形成するためにリソスタフィンで処理される、請求項４２に記
載の方法。
【請求項４４】
　特定の細菌の有無を分析する工程が、存在する検体の全体量を定量化する工程を含む、
請求項２０～４３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４５】
　前記試料が、全細胞を含む、請求項２０～４１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４６】
　前記試料が、鼻の試料である、請求項２０～４５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４７】
　細菌について試料を分析する方法であって、
　特定の細菌の１つ以上の検体を含むと推測される試料を提供する工程と、
　特定の細菌の２つ以上の異なる抗体特性に対して抗原特異性を有する２つ以上の粒子－
抗体複合体を提供する工程と、
　特定の細菌の２つ以上の異なる検体特性に対し、抗原特異性を有する２つ以上の固定化
された抗体を含む、検出表面を備える音弾性機械的センサを備えるシステムを提供する工
程と、
　試料、音弾性機械的センサの検出表面上の固定化された抗体、及び粒子－抗体複合体と
の間の接触を提供し、前記粒子－抗体複合体及び前記固定化された抗体との間に１つ以上
の検体を結合する工程であって、
　存在する検体のそれぞれに対し、前記固定化された抗体及び前記粒子－抗体複合体が、
２つ以上の抗原結合対を含む工程と、
　特定の細菌の有無を分析する工程とを含む、方法。
【請求項４８】
　試料、音弾性機械的センサの検出表面上の固定化された抗体、及び粒子－抗体複合体と
の間の接触を提供する工程が、
　特定の細菌の１つ以上の検体特性と、試料内に存在する場合、粒子－抗体複合体との相
互作用を生じるのに有効な条件下で、試料を前記粒子－抗体複合体と接触させる工程と、
　粒子－抗体複合体、１つ以上の抗体、及び固定化された抗体との間の結合を生じるのに
有効な条件下で、音弾性機械的センサの検知表面を、前記粒子－抗体複合体を含む試料と
接触させる工程とを含む、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　試料、音弾性機械的センサの検出表面上の固定化された抗体、及び粒子－抗体複合体と
の間の接触を提供する工程が、
　試料内に存在する場合、特定の細菌の１つ以上の検体特性を捕捉するのに有効な条件下
で、前記試料を前記固定化された抗体と接触させ、１つ以上の捕捉された検体を形成する
工程と、
　１つ以上の捕捉された検体と粒子－抗体複合体との間の結合を生じるのに有効な条件下
で、前記１つ以上の捕捉された検体を、存在する場合、前記粒子－抗体複合体と接触させ
る工程とを含む、請求項４７に記載の方法。
【請求項５０】
　前記試料を前記固定化された抗体と接触させる工程が、前記試料とそれぞれの固定化さ
れた抗体との間の接触を同時に提供する工程を含む、請求項４９に記載の方法。
【請求項５１】
　前記１つ以上の捕捉された検体を、存在する場合、前記粒子－抗体複合体と接触させる
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工程が、前記補捉された検体とそれぞれの粒子－抗体複合体との間の接触を同時に提供す
る工程を含む、請求項４９又は５０に記載の方法。
【請求項５２】
　前記粒子－抗体複合体の粒子が、磁気粒子を含む、請求項４７に記載の方法。
【請求項５３】
　それぞれの粒子が、それらの上に配置された異なる検体を結合する少なくとも２つの抗
体を有する、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　前記方法が、
　標的検体を、結合した磁気粒子で、前記センサの検出表面に引き寄せる、検出表面に近
接した磁界を提供することが可能な磁界発生器を提供する工程と、
　標的生物学的検体を、結合した磁気粒子で前記検出表面に選択的に結合する工程と、
　検出表面に近接した磁界を実質的に減少させるために磁界発生器を無効にする工程と、
　検出表面が液体に沈水されている間、前記音弾性機械的センサを作動して、結合した標
的生物学的検体を検出する工程とを更に含む、請求項５２又は５３に記載の方法。
【請求項５５】
　前記磁界発生器を無効にする工程が、磁界発生器を、検出表面に隣接した磁界を実質的
に減少させるために、十分な距離を移動させる工程を含む、請求項５４に記載の方法。
【請求項５６】
　前記音弾性機械的センサが、弾性表面波センサを備える、請求項４７～５５に記載のい
ずれか１つの方法。
【請求項５７】
　前記弾性表面波センサが、せん断水平弾性表面波センサを備える、請求項５６に記載の
方法。
【請求項５８】
　前記弾性表面波センサが、Ｌｏｖｅモードせん断水平弾性表面波センサを備える、請求
項５７に記載の方法。
【請求項５９】
　前記抗体が、ＭＡｂ－７６、ＭＡｂ－１０７、アフィニティー精製ＲｘＣｌｆ４０、ア
フィニティー精製ＧｘＣｌｆ４０、ＭＡｂ１２－９、これらのフラグメント、及びこれら
の組合せからなる群から選択される、請求項４７～５８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６０】
　特定の細菌が、グラム陽性細菌を含む、請求項４７～５９のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項６１】
　特定の細菌が、黄色ブドウ球菌を含む、請求項６０に記載の方法。
【請求項６２】
　前記試料が、溶解細胞を含む、請求項４７～６１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６３】
　前記試料が、溶解細胞を形成するためにリソスタフィンで処理される、請求項６２に記
載の方法。
【請求項６４】
　特定の細菌の有無を分析する工程が、存在する検体の全体量を定量化する工程を含む、
請求項４７～６３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６５】
　試料が、鼻の試料である、請求項４７～６４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６６】
　検体結合材料であって、
　固体支持材料と、
　前記固体支持材料上に配置された、抗体ＭＡｂ－７６、ＭＡｂ－１０７、アフィニティ
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ー精製ＲｘＣｌｆ４０、アフィニティー精製ＧｘＣｌｆ４０、ＭＡｂ１２－９、これらの
フラグメント、又はこれらの組合せと、
　任意に検出可能なマーカーとを含む、検体結合材料。
【請求項６７】
　前記固体支持材料が、粒子物質を含む、請求項６６に記載の検体結合材料。
【請求項６８】
　前記粒子材料のそれぞれの粒子が、それらの上に配置された異なる検体を結合する、少
なくとも２つの抗体を有する、請求項６６に記載の検体結合材料。
【請求項６９】
　前記固体支持材料が、マイクロウェルプレートの表面を備える、請求項６６に記載の検
体結合材料。
【請求項７０】
　前記マイクロウェルプレートのウェルが、それらの中に抗体の混合物を固定化している
、請求項６９に記載の検体結合材料。
【請求項７１】
　マイクロウェルプレートが、それらの上に配置された異なる検体に結合する、少なくと
も２つの抗体を有する、請求項７０に記載の検体結合材料。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（政府の権利）
　米国政府は、防衛庁に承認されたＤＡＡＤ　１３－０３－Ｃ－００４７の条件下におい
て本発明に対する特定の権利を有することができる。
　（関連出願の相互参照）
　本願は、共に２００６年１１月２２日に出願された米国特許仮出願第６０／８６７，０
１６号及び第６０／８６７，０９８号の利益を主張し、その両方は、参照することにより
その全体が本明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　一般的に使用される抗生物質への耐性を有する細菌の出現は、感染した人の治療に深刻
な影響を伴う増えつつある問題である。したがって、このような細菌の存在を早期段階及
び比較的速やかに発見し、このような細菌に対するより良い制御を得ることが重要である
。これは、様々な他の細菌にも当てはまる。
【０００３】
　有意な対象となるこのような細菌に、黄色ブドウ球菌（「Ｓ．ａｕｒｅｕｓ」）がある
。黄色ブドウ球菌は、小さな皮下膿瘍及び創傷感染等の表面型病変、心内膜炎、肺炎及び
敗血症などの全身性でかつ生命に脅威となる状態、並びに食中毒及び中毒性ショック症候
群などの中毒症を含めた広範な感染症を引き起こす病原菌である。いくつかの菌株（例え
ば、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌）は、少数の選択された抗生物質に対してではあるが
、それらの全てに耐性である。
【０００４】
　特に抗生物質に耐性がある細菌を検出するための現在の技術は、一般的に時間がかかり
、典型的に純粋な形態で細菌を培養する工程を伴う。急性感染、すなわち、ヒト及び動物
の黄色ブドウ球菌、並びに動物のスタフィロコッカス・インターメディウス及びスタフィ
ロコッカス・ハイカスに伴う病原性ブドウ球菌を特定するこのような技術は、血漿を凝固
する細菌の能力に基づく。少なくとも２つの異なるコアグラーゼ試験：遊離コアグラーゼ
の試験管試験及び「細胞結合コアグラーゼ」又はクランピング因子のスライド試験が記載
されている。試験管コアグラーゼ試験は、典型的に脳心臓浸出物ブロスでの一夜培養に再
構成血漿を混合し、混合物を４時間培養し、凝固形成用チューブをゆっくり傾けることに
より凝固形成用チューブを観察することを包含する。少数の菌株は凝固形成に４時間を超
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える場合があるため、一夜試験培養は黄色ブドウ球菌に推奨されている。スライドコアグ
ラーゼ試験は、典型的により速くより経済的であるが、１０％～１５％の黄色ブドウ球菌
は、陰性の結果をもたらす場合があり、分離したものを試験管試験で再試験する必要があ
る。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　当該技術分野において、黄色ブドウ球菌並びに他の病原菌を検出する方法が記載されて
いるが、試料の調製及び分析（例えば、検出）の改善された方法には利点がある。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　ある実施形態において、本発明は、全細菌細胞を捕捉する方法を提供する。この方法は
、特定の細菌の２つ以上の異なる検体特性に対する抗原特異性を有する２つ以上の抗体の
使用を伴う。２つ以上の抗体は、好ましくは、それらの結合特性において共働的である。
つまり、それらは、標的検体（１つ又は複数）の異なる領域に同時に結合することが可能
である、又は最適には相補的結合であることが明らかであり、それによって異なる検体の
結合が別の抗体の結合により促進される。
【０００７】
　このような実施形態の一つにおいて、本発明は、特定の細菌の検体特性を捕捉する方法
を提供し、その方法は、特定の細菌の１つ以上の検体特性を備える標的全細胞を含むと推
測される試料を提供する工程と、特定の細菌の２つ以上の異なる検体特性に対する抗原特
異性を有する２つ以上の抗体を提供する工程であって、抗体は、少なくとも１つのモノク
ローナル抗体を備え、固体支持材料を提供する工程と、存在する場合に、特定の細菌の１
つ以上の検体特性で標的全細胞を捕捉するのに有効な条件下で、試料、固体支持材料、及
び２つ以上の抗体間の接触を提供する工程とを含む。
【０００８】
　好ましい一実施形態において、２つ以上の抗体は、検体結合材料を形成する固体支持材
料に結合し、方法は、存在する場合、特定の細菌の１つ以上の検体特性で標的全細胞を捕
捉するのに有効な条件下で、試料と検体結合材料との間の接触を提供する工程を含む。試
料と検体結合材料との間の接触を提供する工程は、試料と２つ以上の抗体との間で同時及
び／又は連続的に、好ましくは同時に接触させる工程を含む。
【０００９】
　別の好ましい実施形態において、試料、固体支持材料、及び２つ以上の抗体の間の接触
を提供する工程は、２つ以上の抗体と試料との間の接触を提供し、抗体結合した全細胞を
形成する工程と、続いて、抗体結合した全細胞と固体支持材料との間の接触を提供する工
程を含む。
【００１０】
　ある実施形態において、本発明は、対象となる微生物について、試料を分析する方法を
提供する。特に、その方法は、病原菌、特に黄色ブドウ球菌の特性である細胞壁の成分等
の対象となる微生物（すなわち、病原菌）の１つ以上の検体特性を検出するのに有用であ
る。
【００１１】
　一実施形態において、本発明は、黄色ブドウ球菌の検体特性を分析する方法を提供し、
その方法は、黄色ブドウ球菌の１つ以上の検体特性を有する標的全細胞を含むと推測され
る試料を提供する工程と、黄色ブドウ球菌の２つ以上の異なる検体特性に対する抗原特異
性を有する２つ以上の抗体を提供する工程であって、抗体は、少なくとも１つのモノクロ
ーナル抗体を含み、磁気粒子を含む固体支持材料を提供する工程と、存在する場合、黄色
ブドウ球菌の１つ以上の検体特性で標的全細胞を捕捉するのに有効な条件下で、試料、固
体支持材料、及び２つ以上の抗体の間の接触を提供する工程であって、抗体がＭＡｂ－７
６、ＭＡｂ－１０７、アフィニティー精製ＲｘＣｌｆ４０、アフィニティー精製ＧｘＣｌ
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ｆ４０、ＭＡｂ　１２－９、これらのフラグメント、及びこれらの組合せからなる群から
選択される工程と、黄色ブドウ球菌の１つ以上の検体特性の有無に対して捕捉した標的全
細胞を分析する工程とを含む。
【００１２】
　一実施形態において、本発明は、細菌について試料を分析する方法を提供する。その方
法は、特定の細菌の１つ以上の検体特性を含むと推測される試料を提供する工程と、特定
の細菌の２つ以上の異なる検体特性に対する抗原特異性を有する２つ以上の固定化された
抗体を提供する工程と、特定の細菌の２つ以上の異なる検体特性に対する抗原特異性を有
する２つ以上の標識された抗体を提供する工程であって、抗体は直接又は間接酵素標識で
標識することができ、試料、固定化された抗体、及び標識された抗体との間の接触を提供
し、標識された抗体と固定化された抗体との間に１つ以上の検体を結合する工程であって
、存在する検体のそれぞれに対し、固定化された抗体及び標識された抗体は、２つ以上の
抗原結合対を備える工程と、特定の細菌の有無を分析する工程とを含む。
【００１３】
　ある実施形態において、試料、固定化された抗体、及び標識された抗体との間の接触を
提供する工程は、試料内に存在する場合、特定の細菌の１つ以上の検体特性を捕捉するの
に有効な条件下で、試料を固定化された抗体と接触させ、１つ以上の捕捉された検体を形
成する工程と、存在する場合、１つ以上の捕捉された検体と標識された抗体との間で結合
させるのに有効な条件下で、１つ以上の捕捉された検体を、標識された抗体と接触させる
工程とを含む。あるいは、試料、固定化された抗体、及び標識された抗体の間の接触を提
供する工程は、試料内に存在する場合、特定の細菌の１つ以上の検体特性と、標識された
抗体との間の相互作用を生じるのに有効な条件下で、試料を標識された抗体と接触させる
工程と、標識された抗体、１つ以上の検体、及び固定化された抗体との間の結合を生じる
のに有効な条件下で、固定化された抗体を標識された抗体を含む試料と接触させる工程と
を含む。
【００１４】
　好ましくは、試料を固定化された抗体と接触させる工程は、試料とそれぞれの固定化さ
れた抗体との間の接触を同時に提供する工程を含む。好ましくは、存在する場合、１つ以
上の捕捉された検体を、標識された抗体と接触させる工程は、捕捉された検体とそれぞれ
の標識された抗体との間の接触を同時に提供する工程を含む。
【００１５】
　抗体は、モノクローナル、ポリクローナル、又はこれらの組合せであることができる。
好ましくは、それらは、ＭＡｂ－７６、ＭＡｂ－１０７、アフィニティー精製ＲｘＣｌｆ
４０、アフィニティー精製ＧｘＣｌｆ４０、ＭＡｂ　１２－９、これらのフラグメント、
及びこれらの組合せからなる群から選択される。
【００１６】
　好ましくは、固定化された抗体は、例えば、粒子材料又はマイクロウェルプレートの表
面等の固体支持材料に結合する。
【００１７】
　抗体は、直接標識（すなわち、酵素）又は間接標識（すなわち、酵素標識二次抗体、又
はストレプトアビジン結合酵素のような酵素複合体に対するビオチン等の中間体認識化学
）で標識することができる。ある実施形態において、抗体は、ビオチン、好ましくはポリ
エチレンオキシドリンカーを介して結合したビオチンで間接的に標識される。抗体が、こ
のように間接標識を含む場合、方法は、存在する場合、１つ以上の捕捉された検体と、標
識された抗体を接触させる工程を組合せる前、その間、又はその後に、標識された抗体を
酵素複合体と反応させる工程を更に含むことができる。
【００１８】
　分析は、比色分析的に、好ましくは、例えば、ビオチンを介して標識された抗体に結合
した酵素との相互作用によって色の変化をもたらす発色性酵素基質を用いて分析する工程
を含むことができる。
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【００１９】
　特定の細菌の有無の分析には、存在する検体の全体量を定量する工程（及び、それによ
って、存在する細菌の量を定量する工程）を含むことができる。
【００２０】
　ある実施形態において、本発明は、音弾性機械的センサの使用を含む方法を提供する。
一実施形態において、本発明は、細菌の試料を分析する方法を提供し、その方法は、特定
の細菌の１つ以上の検体特性を含むと推測される試料を提供する工程と、特定の細菌の２
つ以上の異なる検体特性に対して抗原特異性を有する２つ以上の粒子－抗体複合体を提供
する工程と、特定の細菌の２つ以上の異なる検体特性に対し、抗原特異性を有する２つ以
上の固定化された抗体を含む検出表面を備える音弾性機械的センサを備えるシステムを提
供する工程と、試料、音弾性機械的センサの検出表面上の固定化された抗体、粒子－抗体
複合体との間の接触を提供し、粒子－抗体複合体と固定化された抗体との間に１つ以上の
検体を結合する工程であって、存在する検体のそれぞれに対し、固定化された抗体及び粒
子－抗体複合体は、２つ以上の抗原結合対を含み、特定の細菌の有無を分析する工程とを
含む。
【００２１】
　特定の方法において、試料、音弾性機械的センサの検出表面上の固定化された抗体、及
び粒子－抗体複合体との間の接触を提供する工程は、試料内に存在する場合、特定の細菌
の１つ以上の検体特性と、粒子－抗体複合体との相互作用を生じるのに有効な条件下で、
試料を粒子－抗体複合体と接触させる工程と、粒子－抗体複合体、１つ以上の検体、及び
固定化された抗体との間の結合を生じるのに有効な条件下で、音弾性機械的センサの検出
表面を、粒子－抗体複合体を含む試料と接触させる工程とを含む。
【００２２】
　あるいは、試料、音弾性機械的センサの検出表面上の固定化された抗体、及び粒子－抗
体複合体との間に接触を提供する工程は、試料内に存在する場合、特定の細菌の１つ以上
の検体特性を捕捉するのに有効な条件下で、試料を固定化された抗体と接触させ、１つ以
上の捕捉された検体を形成する工程と、存在する場合、１つ以上の捕捉された検体と粒子
－抗体複合体との間の結合を生じるのに有効な条件下で、１つ以上の捕捉された検体を、
粒子－抗体複合体を接触させる工程を含むことができる。
【００２３】
　特に好ましい実施形態において、本発明は、粒子－抗体複合体の中の磁気粒子を用いる
方法を提供し、標的検体を結合した磁気粒子でセンサの検出表面に引き寄せる、検出表面
近くの磁界を提供することが可能な磁界発生器を提供する工程と、標的生物学的検体を結
合した磁気粒子で検出表面に選択的に結合させる工程と、検出表面近くの磁界を実質的に
減少させるために磁界発生器を無効にする工程と、検出表面が液体に沈水されている間、
音弾性機械的センサを作動して、結合した標的生物学的検体を検出する工程とを更に含む
。ある実施形態において、磁界発生器を無効にする工程は、磁界発生器を、検出表面近く
の磁界を実質的に減少させるために十分な距離を移動させる工程を伴う。
【００２４】
　特定の細菌の有無の分析には、存在する検体の全体量を定量する工程（及び、それによ
って、存在する細菌の量を定量する工程）を含むことができる。
【００２５】
　本発明は、固体支持材料、固体支持材料上に配置された抗体ＭＡｂ－７６、ＭＡｂ－１
０７、アフィニティー精製ＲｘＣｌｆ４０、アフィニティー精製ＧｘＣｌｆ４０、ＭＡｂ
　１２－９、これらのフラグメント、又はこれらの組合せ、並びに任意に検出可能なマー
カーを含む、検体結合材料も提供する。固体支持材料は、粒子材料を含むことができる。
ある実施形態において、粒子材料のそれぞれの粒子は、それらの上に配置された異なる検
体を結合する少なくとも２つの抗体を有する。固体支持材料は、マイクロウェルプレート
の表面であることができる。ある実施形態において、マイクロウェルプレートのウェルは
、それらの中に抗体の混合物を固定化している。好ましくは、マイクロウェルプレートは
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、それらの上に配置された異なる検体に結合する、少なくとも２つの抗体を有する。
【００２６】
　定義
　「全細胞」とは、他の生物学的物質からの分離の間にその構造を維持する生物学的に活
性な細菌細胞を意味するが、必ずしも増殖することができる必要はない。
【００２７】
　用語「検体」及び「抗原」は、同義的に使用され、対象となる微生物（すなわち、病原
菌）の特性である、様々な分子（例えば、プロテインＡ）若しくは分子のエピトープ（例
えば、プロテインＡの異なる結合部位）、又は微生物の全細胞を指す。これらには、細胞
壁の成分（例えば、プロテインＡ等の細胞壁タンパク質、黄色ブドウ球菌に見られる細胞
壁にあるフィブリノゲン受容体であるクランピング因子）、細胞外成分（例えば、カプセ
ル多糖類及び細胞壁炭水化物）等が含まれる。
【００２８】
　「磁性粒子」は、強磁性、常磁性、又は超常磁性粒子を含む粒子又は粒塊を意味し、ポ
リマービーズ内のこれらの粒子の分散物を含む。
【００２９】
　「粒子－抗体複合体」は、粒子材料で標識された抗体又は１つ以上の抗体で標識された
粒子材料を指す。
【００３０】
　用語「酵素系」は、例えば、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）で実施するよう
に、検出に酵素を伴う方法を意味する。
【００３１】
　語句「好ましい」及び「好ましくは」は、特定の環境において特定の利益を供し得る発
明の実施形態を示す。しかしながら、同様又は他の環境において、他の実施形態が好まれ
る場合もある。更に、１つ以上の好ましい実施形態の詳細説明は、他の実施形態が有用で
ないことを示すものではなく、本発明の範囲内から他の実施形態を排除することを意図す
るものではない。
【００３２】
　用語「含む」及びこの変形は、明細書及び特許請求の範囲に現れるこれらの用語を制限
する意味を有さない。
【００３３】
　本明細書で使用する時、「ａ」、「ａｎ」、「ｔｈｅ」、「少なくとも１つ」及び「１
つ以上」は同義的に使用される。したがって、例えば、抗体を含む検体結合材料は、検体
結合材料が、異なる検体を結合する１つ以上の抗体を含むことを意味すると解釈すること
ができる。
【００３４】
　用語「及び／又は」は、１つ又はすべての列挙した要素、若しくは２つ以上の列挙した
要素のいずれかの組合せを意味する。
【００３５】
　また本明細書において、端点による数値範囲の列挙には、その範囲内に包含されるすべ
ての数（例えば１～５には、１、１．５、２、２．７５、３、３．８０、４、５、等）が
包含される。
【００３６】
　本発明の上述の「課題を解決するための手段」は、本発明の開示された各実施形態又は
あらゆる実施を記載することを意図していない。以下の説明は、説明に役立つ実施形態を
より詳細に例示する。明細書全体にわたっていくつかの箇所で、実施例の一覧を通して説
明を提供するが、実施例は各種組合せにて使用することが可能である。それぞれの事例に
おいて、列挙される一覧は代表的な群としてのみ与えられるのであって、排他的な一覧と
して解釈されるべきではない。
【発明を実施するための形態】
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【００３７】
　Ｉ．全細胞捕捉
　本発明は、対象となる細菌の全細胞を対象となる細胞の２つ以上の検体特性の使用に基
づいて試料から捕捉する様々な方法に関する。具体的には、本発明の捕捉方法は、特定の
細菌の２つ以上の異なる検体の特性に対する抗原特異性を有する２つ以上の抗体の使用を
含む。２つ以上の抗体は、好ましくは、それらの結合特性において共働的である。つまり
、それらは、標的検体（１つ又は複数）の異なる領域に同時に結合することが可能であり
、又は最適には相補的結合であることが明らかであり、それにより異なる検体の結合が別
の抗体の結合により促進される。
【００３８】
　全細菌細胞を捕捉する方法は、対象となる細菌の全細胞の検体の特性の存在を検出する
工程、及び特定の実施形態において、対象となる細胞を定量する工程を伴う方法を続けて
行うことができる。本発明の方法に有用な全細胞を分析する技術は、当業者に既知の多種
多様な従来の技術のうちの１つであってよい。例えば、そのような方法は、ＥＬＩＳＡ（
例えば、比色分析ＥＬＩＳＡ）又は音弾性機械的センサ、以下に詳細に記載される望まし
い実施形態を含むことができる。
【００３９】
　捕捉された全細胞は、溶解することもでき、タンパク質の検出、カプセル多糖類及び細
胞壁多糖類、ＤＮＡ、ＲＮＡ及び標的細胞の特定の成分の検出に使用することもできる。
このような手段の利点は、選択的に細胞を濃縮し、より良い感度及び選択性を提供するこ
とができることである。これは、複合試料に存在する場合がある阻害物質も排除する。例
えば、米国特許公開広報第２００４／０２４１８２４号は、黄色ブドウ球菌を試料から吸
着するための抗プロテインＡの使用、黄色ブドウ球菌が結合されている抗体の分離、続け
てポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によってＤＮＡを検出するための、ＤＮＡを抽出する
ための黄色ブドウ球菌の溶解について論じている。
【００４０】
　本発明は、全細胞の捕捉が、検出前の試料調製工程又は更なる使用（例えば、分析）の
一部である多くの状況において有利である。標的タンパク質の発現が細胞の所定の菌株で
有意に異なることがあることは既知である。これらの状況において、標的細菌の単一抗原
に対する単一の抗体は、細菌のいくつかの菌株において、低い捕捉効率を示す又は全く捕
捉されない結果を示す可能性がある。これらの菌株において、試料調製工程は、検出に対
して、細菌の検出の効率を大きく減少する結果となるであろう。結果として、これは、検
出技術において偽陰性の数を増やし、かつこれは、アッセイの検出限界にも悪影響を及ぼ
す。異なる抗体でコーティングされた粒子の混合物、又は同じ粒子上にコーティングされ
た異なる抗体を有することにより、単一抗体では低い、又は全く捕捉されない細菌株の捕
捉効率を向上することが可能である。したがって、アッセイの感度並びに全細胞捕捉を使
用するアッセイの検出限界は、本発明の方法を使用することで改善され得る。これは単一
の抗体の技術でうまく捕捉されるこれらの菌株の捕捉に悪影響を及ぼすことなく改善を達
成することができることも明らかになっている。
【００４１】
　好ましくは、比較的少量の試験試料を使用することができる。有意に２ミリリットル（
ｍＬ）を超える試験試料容量が使用されてもよいが、５００マイクロリットル（μＬ）く
らいの試験試料が典型的に本発明の方法に十分であり、更に小さい試料の大きさも可能で
ある。
【００４２】
　好ましくは、本発明の方法を使用することにより、捕捉時間が比較的短くなる。例えば
、捕捉時間は、３０分未満、１５分未満、５分未満、６０秒未満、及び３０秒でさえある
ことができる。
【００４３】
　特に対象となる細菌は、グラム陽性及びグラム陰性細菌を含む。特に関連のある生物は
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、腸内細菌科、若しくはミクロコッカス科又は連鎖球菌属、シュードモナス属、腸球菌属
、サルモネラ菌属、レジオネラ菌属、赤痢菌属、エルシニア属、エンテロバクター属、エ
シェリキア属、バチルス属、リステリア菌属、ビブリオ属、コリネバクテリア属並びにヘ
ルペスウイルス、アスペルギルス属、フサリウム属、及びカンジダ属の部類を含む。特に
悪性の病原菌は、黄色ブドウ球菌（メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）等の耐性
菌株を含む）、表皮ブドウ球菌、肺炎球菌、ストレプトコッカス・アガラクチア、化膿連
鎖球菌、エンテロコッカス・フィカリス、バンコマイシン耐性腸球菌（ＶＲＥ）、バンコ
マイシン耐性黄色ブドウ球菌（ＶＲＳＡ）、バンコマイシン中間体耐性黄色ブドウ球菌（
ＶＩＳＡ）、炭疽菌、緑膿菌、大腸菌、黒色アスペルギルス、アスペルギルス・フミガツ
、アスペルギルス・クラバタス、フザリウム・ソラニ、フザリウム・オキシスポラム、フ
ザリウム・クラミドスポラム、リステリア・モノサイトゲネス、リステリア・イバノビイ
、コレラ菌、腸炎ビブリオ、サルモネラ・コレラエスイス、チフス菌、ネズミチフス菌、
カンジダ・アルビカンス、カンジダ・グラブラータ、カンジダ・クルセイ、エンテロバク
ター・サカザキ、大腸菌Ｏ１５７、及び複数の薬物耐性グラム陰性桿菌（ＭＤＲ）を含む
。
【００４４】
　特に対象となるものは、黄色ブドウ球菌等のグラム陽性菌である。典型的に、これらは
、細胞壁タンパク質等の細胞の細胞壁成分の特性の存在を検出することによって、検出す
ることができる。また、特に対象となるものは、ＭＲＳＡ、ＶＲＳＡ、ＶＩＳＡ、ＶＲＥ
、及びＭＤＲ等の抗生物質耐性菌である。典型的に、これらは、抗生物質耐性に関連する
膜タンパク質、輸送タンパク質、酵素等の細胞内成分の存在を追加的に検出することによ
って検出することができる。
【００４５】
　本発明の方法は、別の分子（例えば、黄色ブドウ球菌の分析のためのプロテインＡ及び
クランピング因子等の分子）又は同じ分子（例えば、タンパク質）の異なるエピトープを
使用して、試料から全細菌細胞を捕捉するために使用することができる。そのような検体
は、例えば、プロテインＡ及びフィブリノゲン結合タンパク質（例えば、クランピング因
子）、フィブロネクチン結合タンパク質、コラーゲン結合タンパク質、ヘパリン関連多糖
類結合タンパク質、並びにその同等物等のような接着マトリクス分子認識微生物表面成分
（ＭＳＣＲＡＭＭｓ）等の細胞壁タンパク質を含む。プロテインＡ、並びにフィブリノゲ
ン結合因子及びクランピング因子Ａ、Ｂ、及びＥｆｂ等のクランピング因子もまた、黄色
ブドウ球菌の存在を検出する方法に特に有用である。対象となる他の細胞壁要素は、カプ
セル多糖類及び細胞壁炭水化物（例えば、テイコ酸及びリポタイコ酸）を含む。
【００４６】
　対象となる種は、例えば、血液、唾液、接眼レンズ液、滑液、脳脊髄液、膿汁、汗、排
出物、尿、粘液、粘膜組織（例えば、頬、歯肉、鼻、眼球、気管、気管支、胃腸、直腸、
尿道、尿管、膣、頸部、及び子宮粘膜）、母乳、糞便、又は同等物等の生理的液体のよう
な多種多様な源に由来することができる試験試料内で分析することができる。更に、試験
試料は、例えば、傷、皮膚、前鼻孔、鼻咽頭腔、鼻腔、前鼻前庭、頭皮、爪、外耳、中耳
、口、直腸、膣、腋窩、会陰、肛門、直腸、又は他の同様の身体部位に由来することがで
きる。
【００４７】
　生理的液体以外に、他の試験試料は、他の液体並びに液体媒質に溶解した固体（１つ又
は複数）を含んでよい。対象となる試料は、プロセス流、水、土壌、植物又は他の草木、
空気、表面（例えば、汚染）、及び同等物を含むことができる。
【００４８】
　当該技術は、黄色ブドウ球菌等の細菌の検出のための様々な患者のサンプリング技法を
記載する。このようなサンプリング技法は、本発明の方法にも適している。例えば、無菌
の綿棒での拭き取り又はサンプリングデバイスにより、患者の鼻孔、例えば、患者の前鼻
孔、を拭き取って試料を得ることは一般的である。例えば、１本の綿棒をそれぞれの患者
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に使用して、すなわち、１本の綿棒を両鼻孔に使用して、試料を採取する。サンプリング
は、例えば、乾いた又は適切な溶液での予め湿らせた綿棒を患者の鼻孔の前端に挿入し、
鼻孔膜の表面に沿って完全に２回転綿棒を回転させて行われることができる。
【００４９】
　多種多様な綿棒又は他の試料収集デバイスは市販されており、例えば、メイン州ギルフ
ォード（Guilford、ME）のピューリタン・メディカル・プロダクツ社ＬＬＣ（Puritan Me
dical Products Co. LLC）から販売される商標表記ピュアラップス（PURE-WRAPS）、又は
カリフォルニア州ムリエッタ（Murrietta）のコパン・ダイアグノスティック社（Copan D
iagnostics, Inc.）から販売される商標表記マイクロレオロジー・ナイロン・フロックド
・スワブ・アンドＥスワブ・コレクション・アンド・トランスポートシステム（microRhe
ologics nylon flocked swab and ESwab Collection and Transport System）が挙げられ
る。試料収集は、例えば、米国特許第５，８７９，６３５号（ネイソン（Nason））に開
示されるようなものも、必要に応じて使用することができることを意味する。綿棒は、綿
、レーヨン、アルギン酸カルシウム、ダクロン、ポリエステル、ナイロン、ポリウレタン
、及び同等物を含む様々な素材のものであることができる。
【００５０】
　次いで、試料収集デバイス（例えば、綿棒）は、全細胞捕捉で上述するように、直接培
養する、直接分析する、又は適切な溶液で抽出（例えば、洗浄して、攪拌して溶出）する
ことができる。そのような抽出（すなわち、溶出）溶液は、典型的に水を含み、任意に緩
衝液及び少なくとも１つの界面活性剤を含むことができる。溶出緩衝液の一実施例には、
例えば、トウィーン（TWEEN）２０（ポリオキシエチレンソルビタンモノラウレート、シ
グマアルドリッチ社（Sigma-Aldrich Corp.）から入手可能）又はプルロニック（PLURONI
C）Ｌ６４（ポリ（オキシエチレン－コ－オキシプロピレン）ブロックコポリマー、ＢＡ
ＳＦ社（BASF Corp.）から入手可能）と組合せて使用することができる、例えば、リン酸
緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）が含まれる。他の抽出溶液は、試料収集部位から試料分析部位
まで輸送する間の試料の安定性を維持するように機能する。抽出溶液のこれらの種の例と
して、アミー（Amie's）及びスチュアート（Stuart's）の輸送培地が挙げられる。
【００５１】
　試験試料（例えば、液体）は、更なる分析の前に処理が施されてよい。これには、濃度
、沈殿、濾過、遠心分離、蒸留、透析、希釈、天然成分の不活性化、試薬の添加、化学処
理等が含まれる。
【００５２】
　試料は、検体結合（例えば、細菌認識試薬を含む検体結合材料）のために適切な反応分
子と接触される。このような反応分子には、抗体、並びに任意に、レクチン、酵素、並び
に受容体及び他の結合対技術等の他の反応分子、並びに代謝副産物（例えば、ｐＨ変化、
検出可能酵素産生）を認識する他の反応分子が挙げられる。例えば、一実施形態において
、試料は１つ以上の抗体と接触させることができる。このような抗体は、粒子材料、膜、
又は他の固体支持材料に結合させることができる。このような検体結合材料は、本明細書
において、より詳細に記載される。具体的に好ましい反応分子は、標的全細胞、特に全細
胞表面抗原、レクチン、及び全細胞表面と相互作用することが既知の他のタンパク質に対
する抗体と直接相互作用することが可能な分子である。
【００５３】
　標的検体（例えば、標的全細胞）の捕捉のための本発明の方法に有用な検体結合材料は
、典型的に、標的検体を結合する反応分子を支持体に結合して（非共有結合又は共有結合
）誘導体化された固体支持材料を含む。標的検体（例えば、標的全細胞）含有混合物は、
誘導体化された支持体と接触して、標的検体を生物学的活性物質に結合し、結合しない残
りの混合物を支持体から除去する。結合した細胞は、精製された標的検体を得るために支
持体から溶出することができ、又は固体支持材料に結合している間に処理することができ
る。
【００５４】



(15) JP 2010-510526 A 2010.4.2

10

20

30

40

50

　上述のとおり、全細胞上の標的検体は、反応分子（例えば、黄色ブドウ球菌反応分子又
は黄色ブドウ球菌の細菌認識試薬）で検出することができる。一部の実施形態において、
黄色ブドウ球の抗体のような、１つ以上の抗体が黄色ブドウ球菌反応物質として用いられ
る。「黄色ブドウ球菌の抗体」は、所定の抗原、それらの抗原結合フラグメントを含めて
、特異的に結合する能力を有する免疫グロブリンを指す。用語「抗体」は、脊椎動物、例
えば、哺乳類からの多種多様なアイソタイプ（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＥ
等）の全抗体、及びそれらのフラグメントを含むことを意図し、それらはまた、非自己の
化合物、例えば、タンパク質に特異的に反応する。
【００５５】
　抗体は、モノクローナル、ポリクローナル、又はこれらの組合せであることができる。
抗体は、従来の技術を用いてフラグメント化されることができ、フラグメントは全抗体に
おけるのと同じ方法で、有用性がスクリーニングされることができる。したがって、この
用語には、選択的に特定のタンパク質と反応することが可能な抗体分子のタンパク質をタ
ンパク質分解的に切断又は組み換え技術によって調製した部分が含まれる。このようなタ
ンパク質分解及び／又は組み換えフラグメントの非限定的な例には、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’
）２、Ｆｖ、及びペプチドリンカーにより結合したＶＬ及び／又はＶＨ領域を含む１本鎖
抗体（ｓｃＦｖ）が挙げられる。ｓｃＦｖ’ｓは、共有結合又は非共有結合して、２つ以
上の結合部位を有する抗体を形成することができる。抗体は、当業者に既知の多種多様な
検出可能部分（すなわち、検出可能マーカー）で標識することができる。一部の様態では
、測定したい検体に結合する抗体（一次抗体）は、標識されないが、代わりに標識された
二次抗体又は一次抗体に特異的に結合する他の試薬の結合により間接的に検出される。
【００５６】
　様々な黄色ブドウ球菌の抗体は、当該技術分野において既知である。例えば、黄色ブド
ウ球菌の抗体は、シグマアルドリッチ社（Sigma-Aldrich）及びアキュレート・ケミカル
社（Accurate Chemical）から市販されている。更に、モノクローナル抗体Ｍａｂ　１２
－９等の他の黄色ブドウ球菌の抗体は、米国特許第６，９７９，４４６号に記載されてい
る。特定の望ましい実施形態において、抗体は、本明細書に記載されるもの（例えば、Ｍ
Ａｂ－７６、ＭＡｂ－１０７、アフィニティー精製ＲｘＣｌｆ４０、アフィニティー精製
ＧｘＣｌｆ４０、ＭＡｂ　１２－９からなる群から選択される）、これらのフラグメント
、及びこれらの組合せからなる群から選択される。このような抗体は、共に「プロテイン
Ａ選択性を有する抗体（ANTIBODY WITH PROTEIN A SELECTIVITY）」と題する、２００６
年１１月２２日に出願された米国特許出願第１１／５６２，７５９号、及びＰＣＴ特許出
願第ＵＳ０７／８４，７３６号、並びに共に「プロテインＡ選択性を有する抗体（ANTIBO
DY WITH PROTEIN A SELECTIVITY）」と題する、２００６年１１月２２日に出願された米
国特許出願第１１／５６２，７４７号、及びＰＣＴ特許出願第ＵＳ０７／８４，７３９号
、並びに共に「選択的溶出条件による特異抗体の選別（SPECIFIC ANTIBODY SELECTION BY
 SELECTIVE ELUTION CONDITIONS）」と題する、２００６年１１月２２日に出願された米
国特許出願第６０／８６７，０８９号及びその日付で出願された米国特許出願第＿＿＿＿
＿＿＿＿号（代理人整理番号第６２６１１ＵＳ００５）にも開示される。
【００５７】
　好ましい抗体は、モノクローナル抗体である。特に好ましい抗体は、黄色ブドウ球菌（
本明細書において「Ｓ．ａｕｒｅｕｓ」又は「Ｓｔａｐｈ　Ａ」とも呼ばれる）のプロテ
インＡに結合するモノクローナル抗体である。
【００５８】
　更に具体的には、一実施形態において、好適なモノクローナル抗体、及びそれらの抗原
結合フラグメントは、ハイブリドーマ細胞株３５８Ａ７６．１により産生されるモノクロ
ーナル抗体の免疫学的結合特性を示すものである。マウスモノクローナル抗体７６は、プ
ロテインＡで免疫されたマウスから単離したマウスＩｇＧ２Ａκ抗体である。ブダペスト
条約に従って、モノクローナル抗体７６を産生するハイブリドーマ３５８Ａ７６．１は、
２００６年１０月１８日、米国培養細胞系統保存機関（（American Type Culture Collec
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tion）ＡＴＣＣ）の保管所（１０８０１、ユニバーシティー・ブルヴァード（University
 Boulevard）、マナッサス（Manassas）、バージニア州２０１１０－２２０９）に寄託さ
れ、特許寄託番号ＰＴＡ－７９３８（本明細書では、受入番号ＰＴＡ－７９３８とも呼ぶ
）が付与された。ハイブリドーマ３５８Ａ７６．１は、本明細書で、「Ｍａｂ　７６」と
呼ばれる抗体を産生し、Ｍａｂ　７６は、「Ｍａｂ７６」、「Ｍａｂ－７６」「ＭＡｂ－
７６」、「モノクローナル７６」、「モノクローナル抗体７６」、「７６」、「Ｍ７６」
、又は「Ｍ　７６」とも呼ばれ、本明細書では全て同じ意味で使用され、米国培養細胞系
統保存機関（ＡＴＣＣ）に２００６年１０月１８日に寄託され、受入番号ＰＴＡ－７９３
８が付与されたハイブリドーマ細胞株３５８Ａ７６．１より産生される免疫グロブリンを
指す。
【００５９】
　別の実施形態において、好適なモノクローナル抗体、及びそれらの抗原結合フラグメン
トは、ハイブリドーマ細胞株３５８Ａ１０７．２により産生されるモノクローナル抗体１
０７の免疫学的結合特性を示すものである。マウスモノクローナル抗体１０７は、プロテ
インＡで免疫したマウスから単離したマウスＩｇＧ２Ａκ抗体である。ブダペスト条約に
従って、モノクローナル抗体１０７を産生するハイブリドーマ３５８Ａ１０７．２は、２
００６年１０月１８日、米国培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ）の保管所（１０８０１、
ユニバーシティー・ブルヴァード（University Boulevard）、マナッサス（Manassas）、
バージニア州２０１１０－２２０９）に寄託され、特許寄託番号ＰＴＡ－７９３７（本明
細書では、受入番号ＰＴＡ－７９３７とも呼ぶ）が付与された。ハイブリドーマ３５８Ａ
１０７．２は、本明細書で「Ｍａｂ　１０７」と呼ばれる抗体を産生し、Ｍａｂ　１０７
は、本明細書は「Ｍａｂ１０７」、「Ｍａｂ－１０７」、「ＭＡｂ－１０７」、「モノク
ローナル１０７」、「モノクローナル抗体１０７」、「１０７」、「Ｍ１０７」、又は「
Ｍ　１０７」とも呼ばれ、本明細書では全て同じ意味で使用され、米国培養細胞系統保存
機関（ＡＴＣＣ）に２００６年１０月１８日に寄託され、受入番号ＰＴＡ－７９３７が付
与されたハイブリドーマ細胞株より産生される免疫グロブリンを指す。
【００６０】
　好適なモノクローナル抗体は、モノクローナル抗体ＭＡｂ－７６と黄色ブドウ球菌のプ
ロテインＡとの結合を阻害する抗体でもある。本発明は、モノクローナル抗体ＭＡｂ－７
６により認識される黄色ブドウ球菌のプロテインＡの同じエピトープに結合するモノクロ
ーナル抗体を使用することもできる。モノクローナル抗体が、モノクローナル抗体ＭＡｂ
－７６と黄色ブドウ球菌のプロテインＡとの結合を阻害するかを判断する方法、及びモノ
クローナル抗体が、モノクローナル抗体ＭＡｂ－７６により認識される黄色ブドウ球菌の
プロテインＡの同じエピトープに結合するかを判断する方法は、免疫学の当業者に既知で
ある。
【００６１】
　好適なモノクローナル抗体も、モノクローナル抗体ＭＡｂ－１０７と黄色ブドウ球菌の
プロテインＡとの結合を阻害する抗体である。本発明は、モノクローナル抗体ＭＡｂ－１
０７により認識される黄色ブドウ球菌のプロテインＡの同じエピトープに結合するモノク
ローナル抗体を使用することもできる。モノクローナル抗体が、モノクローナル抗体ＭＡ
ｂ－１０７と黄色ブドウ球菌のプロテインＡとの結合を阻害するかを判断する方法、及び
モノクローナル抗体が、モノクローナル抗体ＭＡｂ－１０７により認識される黄色ブドウ
球菌のプロテインＡの同じエピトープに結合するかを判断する方法は、免疫学の当業者に
既知である。
【００６２】
　好適なモノクローナル抗体は、本ハイブリドーマの子孫又は誘導体により産生されたモ
ノクローナル抗体、及び同等又は同様のハイブリドーマにより産生されたモノクローナル
抗体である。
【００６３】
　また、本発明に含まれるものには、抗原結合フラグメントとも呼ばれる様々な抗体フラ
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グメントが含まれ、それらには、無傷の抗体の一部分のみ、一般に無傷の抗体の抗原結合
部位が含まれ、それにより抗原に結合する能力が保持される。抗体フラグメントの例には
、例えば、タンパク質分解及び／又はジスルフィド架橋を還元して産生されるＦａｂ、Ｆ
ａｂ’、Ｆｄ、Ｆｄ’、Ｆｖ、ｄＡＢ、及びＦ（ａｂ’）２フラグメント、及びＦａｂ発
現ライブラリから産生されるフラグメントが挙げられる。このような抗体フラグメントは
、当業者に既知の技術により生成することができる。
【００６４】
　本発明に有用なモノクローナル抗体は、ヒト化抗体、キメラ抗体、１本鎖抗体、１本鎖
Ｆｖｓ（ｓｃＦｖ）、ジスルフィド結合Ｆｖｓ（ｓｄＦｖ）、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（
ａｂ’）フラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆｖフラグメント、ダイアボディ
、Ｆａｂ発現ライブラリにより産生された直鎖抗体フラグメント、ＶＬ又はＶＨ領域のい
ずれかを含むフラグメント、細胞内で作られた抗体（すなわち、細胞内抗体）、及びそれ
らの抗原結合抗体フラグメントが挙げられるが、これらに限定されない。
【００６５】
　本発明に有用なモノクローナル抗体は、多種多様なアイソタイプの抗体であってよい。
本発明に有用なモノクローナル抗体は、例えば、マウスＩｇＭ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、
ＩｇＧ２ｂ、ＩｇＧ３、ＩｇＡ、ＩｇＤ、又はＩｇＥであってよい。本発明に有用なモノ
クローナル抗体は、例えば、ヒトＩｇＭ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、Ｉ
ｇＡ１、ＩｇＡ２、ＩｇＤ、又はＩｇＥであってよい。一部の実施形態において、モノク
ローナル抗体は、マウスＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ１、又はＩｇＧ３であってよい。本発明の、
所定の重鎖は、κ型又はλ型のいずれかの軽鎖と対になっいてよい。
【００６６】
　本発明に有用なモノクローナル抗体は、動物（ヒト、マウス、ラット、ウサギ、ハムス
ター、ヤギ、ウマ、ニワトリ、又はターキーを含むが、これらに限定されない）によって
産生され、化学的に合成され、又は組み換えによって発現されることができる。本発明に
有用なモノクローナル抗体は、免疫グロブリン分子の精製のための当該技術分野において
既知の多種多様な方法、例えば、クロマトグラフィ（例えば、イオン交換、アフィニティ
ー、及びサイズ排除カラムクロマトグラフィー）、遠心分離、溶解度差、又はタンパク質
の精製のための多種多様な他の標準的な技法によって、精製することができる。
【００６７】
　好適な抗体には、黄色ブドウ球菌の組み換え型クランピング因子（ｒＣｌｆ４０）タン
パク質を、好ましくは少なくとも１ミリリットルあたり１ピコグラム（ｐｇ／ｍＬ）、及
び更に好ましくは１００ｐｇ／ｍＬまでの濃度で、検出する、高い結合活性の抗黄色ブド
ウ球菌クランピング因子タンパク質ポリクローナル抗体調製物も含まれる。好適な抗体に
は、黄色ブドウ球菌クランピング因子タンパク質抗血清と比較して、検出感度において少
なくとも４倍の高い感度を示す、高い結合活性の抗黄色ブドウ球菌クランピング因子タン
パク質ポリクローナル抗体調製物も含まれる。
【００６８】
　ある実施形態において、高い結合活性の抗黄色ブドウ球菌クランピング因子タンパク質
ポリクローナル抗体調製物は有用であり、高い結合活性の黄色ブドウ球菌クランピング因
子タンパク質ポリクローナル抗体調製物は、黄色ブドウ球菌の組み換え型クランピング因
子（ｒＣｌｆ４０）タンパク質で免疫された動物から抗血清を得る工程、抗血清を黄色ブ
ドウ球菌クランピング因子（Ｃｌｆ４０）タンパク質アフィニティーカラムに結合させる
工程、カラムを０．５Ｍの塩及びｐＨ４を有する洗浄緩衝液で洗浄する工程、及びｐＨ２
の溶出緩衝液でカラムから高い結合活性の抗黄色ブドウ球菌クランピング因子タンパク質
ポリクローナル抗体を溶出する工程を含む方法により調製される。本明細書において、ウ
サギ及びヤギからの高い結合活性の抗黄色ブドウ球菌クランピング因子タンパク質ポリク
ローナル抗体調製物は、それぞれアフィニティー精製ＲｘＣｌｆ４０及びアフィニティー
精製ＧｘＣｌｆ４０と呼ばれる。一部の実施形態において、高い結合活性の抗黄色ブドウ
球菌クランピング因子タンパク質ポリクローナル抗体調製物は、抗血清を黄色ブドウ球菌
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クランピング因子（Ｃｌｆ４０）タンパク質アフィニティーカラムに結合させる前に、抗
体のＩｇＧクラスに対して抗血清を濃縮する工程を更に含む方法により得ることができる
。このような濃縮は、調製物から免疫グロブリン以外のタンパク質を除去してもよく、及
び／又は試料内の抗体のＩｇＧクラスを濃縮してもよい。
【００６９】
　本明細書において、抗血清は、凝固タンパク質及び赤血球（ＲＢＣｓ）が除去されてい
る、免疫された宿主動物からの血液を指す。抗標的抗原血清は、多種多様な宿主動物を免
疫することにより得ることができる。多種多様な免疫プロトコルを使用してもよい。
【００７０】
　抗体結合活性は、ポリクローナル抗体の調製の機能的親和性で測定される。結合活性は
、複数の抗体／抗原相互作用の化合物親和性である。つまり、結合活性は、本当の親和性
ではなく、抗原／抗体結合の見かけの親和性である。ほとんどの抗血清における親和性の
不均一性にも関わらず、平均の親和性（Ｋ０）を同定することによって、このような群を
特徴付けることができる。
【００７１】
　固体支持材料には、粒子材料、膜、ゲル（例えば、アガロース）、又はチューブ又はプ
レートの表面等のその他の固体支持材料を挙げることができる。代表的な固体支持体には
、ニトロセルロース、ポリスチレン、ポリプロピレン、ナイロン、強磁性材料、常磁性材
料、及び超常磁性材料、金ゾル、ポリカーボネート、ポリエチレン、セルロース、多糖類
、並びにポリビニルアルコール等の材料を挙げることができる。特定の実施形態には、粒
子材料及び膜が好ましい。
【００７２】
　好ましくは、特定の実施形態には、検体結合材料は、粒子材料（例えば、２ミクロン未
満、好ましくは０．０５ミクロン～１ミクロンの範囲の平均粒子サイズを有する磁気ビー
ズ）である。例えば、カルボキシ基、アミン、及びトシル基等の様々な基で官能化された
磁気ビーズは、インビトロジェン社（Invitrogen）（カリフォルニア州カールスバッド（
Carlsbad））及びＡｄｅｍｔｅｃｈ社（フランス、ペサック（Pessac））等の様々な商業
的供給元から市販されている。ストレプトアビジンでコーティングされた粒子は、インビ
トロジェン社（Invitrogen）（カリフォルニア州カールスバッド（Carlsbad））、Ａｄｅ
ｍｔｅｃｈ社（フランス、ペサック（Pessac））、及びミルテニーバイオテクＧｍｂＨ社
（Miltenyi Biotec GmbH）（ドイツ、ベルギッシュグラートバハ（Bergisch Gladbach）
）等の様々な商業的供給元からも市販されている。
【００７３】
　検体結合材料は、好ましくは固体支持材料上に配置された２つ以上の抗体を有する固体
支持材料、好ましくは粒子材料を含む。ある実施形態において、粒子材料の各粒子は、そ
れらの上に配置された異なる検体を結合する少なくとも２つの抗体を有する。例えば、あ
る実施形態において、検体結合材料は、それらの上に配置された抗体ＭＡｂ－１０７及び
アフィニティー精製ＧｘＣｌｆ４０（好ましくは、１：１の比率）を有する固体支持材料
（好ましくは粒子材料）を含む。
【００７４】
　抗体は、共有結合又は非共有結合のいずれかを介し、支持材料、好ましくは粒子支持材
料に結合することができる。
【００７５】
　抗体の固体支持材料への非共有結合には、例えば、イオン相互作用又は水素結合による
結合が含まれる。本発明に含まれる非共有結合の一実施例は、既知のビオチン－アビジン
系である。アビジン－ビオチンの親和性に基づく技術は、生物学及びバイオテクノロジー
の数々の分野において幅広い適用が見い出されている。アビジンとビオチンとの親和定数
は、著しく高く（解離定数、Ｋｄ、は約１０－１５Ｍであり（グリーン（Green）、バイ
オケム・Ｊ（Biochem. J）、８９巻、５９９頁、１９６３年参照）、ビオチンが多種多様
な生体分子に結合する際に、大きく減少しない。生体分子の活性又は他の望ましい特性に
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おいて最小限又はごくわずかな損失で、生体分子をビオチンに結合するために、数々の化
学反応が確認されている。ビオチン－アビジン技術の概説は、親和性に基づく分離へのア
ジビン－ビオチン技術の応用（Applications of Avidin-Biotin Technology to Affinity
-Based Separation）、バイエル（Bayer）ら、ジャーナル・オブ・クロマトグラフィ（J.
 of Chromatography）、３～１１頁、１９９０年に見ることができる。
【００７６】
　ストレプトアビジン、及びその機能的同族体であるアビジンは、４つの同一のサブユニ
ットを有する四量体タンパク質である。ストレプトアビジンは、アクチノバクテリア、ス
トレプトミセスアビジニィにより分泌される。ストレプトアビジン又はアビジンのモノマ
ーは、水溶性ビタミン、ビオチンの対する１つの高親和性結合部を含み、ストレプトアビ
ジン又はアビジン四量体は、４つのビオチン分子を結合する。
【００７７】
　ビタミンＨ又はシス－ヘキサヒドロ－２－オキソ－１Ｈ－チエノ－［３－４］－イミダ
ゾール－４－ペンタン酸としても知られるビオチンは、細菌及び酵母を含むほとんどの生
物に不可欠である基本のビタミンである。ビオチンは、その結合パートナーであるアビジ
ン及びストレプトアビジンよりも更に小さい、２４４ダルトンの分子量を有する。ビオチ
ンは、ピルベートカルボキシラーゼ、トランス－カルボキシラーゼ、アセチル－ＣｏＡ－
カルボキシラーゼ及びβ－メチルクロトニル－ＣｏＡカルボキシラーゼの酵素補助因子で
もあり、それらは、カルボキシレートを多種多様の基質と共にする。
【００７８】
　ストレプトアビジン及びアビジンの両方は、ビオチンと非常に強力で極めて特異的な結
合を示し、その結合は、１０－１５モル（Ｍ）のモル解離定数（グリーン（Green）、タ
ンパク質化学の進歩（Advances in Protein Chemistry）、２９巻、８５～１３３頁、１
９７５年）、及び８９日のリガンド解離半減期（ｔ１／２）（グリーン（Green）、Ｎ．
Ｍ．、タンパク質化学の進歩（Advances in Protein Chemistry）、２９巻、８５～１３
３頁、１９７５年）のタンパク質とリガンドとの最も強い既知の非共有結合相互作用の１
つである。アビジン－ビオチン結合は、血清中及び循環中において安定である（ウェイ（
Wei）ら、エクスペリエンシア（Experientia）、２７巻、３６６～３６８頁、１９７０年
）。一度形成されると、アビジン－ビオチン錯体は、究極のｐＨ、有機溶媒、及び変性条
件に影響を受けない。ビオチンからのストレプトアビジンの分離は、８Ｍグアニジン、ｐ
Ｈ１．５、又は１２１℃で１０分間（ｍｉｎ）のオートクレーブ等の条件を必要とする。
【００７９】
　抗体は、多種多様な既知の方法を使用してビオチン化することができる。例えば、抗体
は、イリノイ州ロックフォード（Rockford）のピアス・ケミカル社（Pierce Chemical Co
mpany）から市販されるＮ－ヒドロキシサクシンイミドビオチン（ＮＨＳ－ビオチン）等
の活性化ビオチン類似体を使用して化学的にビオチン化することができ、抗体上に遊離一
級アミノ基の存在を必要とする。
【００８０】
　本発明の好ましい方法において、磁気粒子は、ストレプトアビジンでコーティングされ
ることができ、ビオチン化された抗体と接触させることができる。これらの粒子は、更に
細菌捕捉に使用することができる。２つ以上の抗体で、同時又は連続した捕捉を行うこと
ができる。もう１つの方法は、ビオチン化された抗体が、細菌を捕捉するために試料と混
合され、抗体－細菌錯体が、更にビーズ（Ｄｙｎａｌ　Ｔ１　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔ
ａｖｉｄｉｎ　Ｐａｃｋａｇｅの挿入物）上で捕捉されることができる方法である。
【００８１】
　ある実施形態において、ビオチン分子数と抗体数の比率は、特定の粒子の凝集を回避す
るために最適化することができる。例えば、アデムテック社（Ademtech）の２００ｎｍス
トレプトアビジンでコーティングされた粒子では、約２：１の比率が好ましい。これより
高い比率、特に７：１以上では、これらの粒子の凝集問題が示されている。
【００８２】
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　抗体を粒子支持材料に共有結合する代表的な方法には、抗体内の他の反応基（ヒドロキ
シル基、アミノ基、アミド基、又はスルフヒドリル基等）と反応するように活性化化合物
（グルタルアルデヒド、カルボジイミド、臭化シアン等）で活性化された支持材料内の官
能基（カルボキシル基、アミン、ヒドロキシル基、マレイミド基、ヒドラジド等）を使用
する方法が挙げられる。この結合は、例えば、ジスルフィド結合、チオエステル結合、ア
ミド結合、チオエーテル結合、及び類似のものであってよい。抗体は、抗体上の官能基（
アミン等）と直接反応することができる基（トシル基、クロロメチル基等）で官能化され
た支持材料に直接結合することもできる。
【００８３】
　抗体は、当該技術分野において既知の多種多様な方法により粒子支持材料に共有結合す
ることができる。例えば、カルボキシル基で誘導体化されたビーズが市販されている。抗
体は、更に抗体上の一級アミンとカルボジイミド活性により媒介されたビーズ表面上のカ
ルボキシル基との間のアミド結合の形成を介してこれらのビーズに結合させることができ
る。
【００８４】
　典型的に、粒子濃度及び抗体と粒子の比率は、早い捕捉を達成するために対象となるシ
ステムに最適化される。一般的に、これは、粒子依存性である。例えば、Ｄｙｎａｌ　１
－μｍ粒子では、粒子濃度は、好ましくは、０．０４ｍｇ／ｍＬ超過、更に好ましくは０
．１ｍｇ／ｍＬ超過、及びより更に好ましくは０．１６ｍｇ／ｍＬ超過である。同じ粒子
において、抗体と粒子の比率は、好ましくは１μｇ／ｍｇ粒子超過、更に好ましくは１０
μｇ／ｍＬ超過、及びより更に好ましくは４０μｇ／ｍｇ粒子超過である。
【００８５】
　例えば、Ａｄｅｍｔｅｃｈ２００ｎｍ粒子では、粒子濃度は、好ましくは、０．０４ｍ
ｇ／ｍＬ超過、更に好ましくは０．１ｍｇ／ｍＬ超過、及びより更に好ましくは０．１６
ｍｇ／ｍＬ超過である。同じ粒子において、抗体と粒子の比率は、好ましくは少なくとも
０．０１μｇ／ｍｇ粒子、更に好ましくは０．１μｇ／ｍＬ超過、及びより更に好ましく
は１μｇ／ｍｇ粒子超過である。同じ粒子において、抗体と粒子の比率は、好ましくは１
０μｇ／ｍｇ粒子以下である。
【００８６】
　好適な粒子は、非特異的結合を防止するためにブロックされても又はブロックされなく
てもよい。このようなブロッキングは、抗体結合前又は後に行ってよい。例えば、購入す
る特定の磁気ビーズ（例えば、Ｄｙｎａｌ　Ｔ１　ＭｙＯｎｅストレプトアビジンビーズ
）をウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）でブロックした。他の好適な非特異的結合のブロッキ
ング剤を使用することができ、それらは、当該技術分野において既知である。
【００８７】
　標的全細胞を含有する試料と抗体を含有する固体支持材料との接触時間（例えば、混合
時間）は、１５分以下であることができるが、短くて３０秒、長くて３０分が用いられて
よい。そのような組成物は、任意にプルロニックＬ－６４界面活性剤、エチレンジアミン
四酢酸（ＥＤＴＡ）、ＢＳＡ、又はこれらの組合せを含むＰＢＳ等の、緩衝液を含んでも
よい。物理的な攪拌（又は混合）を大きな粒子及び小さな粒子の両方に使用することがで
きるが、小さな粒子は、混合しないで使用することができる。
【００８８】
　粒子は、沈降、遠心分離、又は濾過により分離することができる。好ましくは、磁気粒
子が使用され、磁界の使用により分離される。これらの分離された粒子（それらの上に全
細胞を有する）は、例えば、プルロニックＬ－６４又はトウィーン（TWEEN）２０、ＢＳ
Ａ有り或いは無しを含んだＰＢＳを含む種々の緩衝液で洗浄されることができる。
【００８９】
　注目すべきは、本発明の全捕捉方法を使用して、好ましくは標的全細胞の少なくとも２
０％が捕捉され、更に好ましくは標的全細胞の少なくとも５０％が捕捉され、より更に好
ましくは標的全細胞の少なくとも８０％が捕捉される。
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【００９０】
　ＩＩ．酵素系の分析方法
　本発明は、酵素検出アッセイを使用して対象となる細菌の１つ以上の検体特性の分析を
基に、対象となる細菌について試料を分析する様々な酵素系の方法を提供する。そのよう
な方法は、対象となる細菌の１つ以上の検体特性の存在を検出するだけでなく、好ましく
は、検体（１つ又は複数）が特徴的であることによって細菌を同定することができる、こ
のような検体（１つ又は複数）を同定する工程も伴うことができる。ある実施形態におい
て、試料を分析する工程は、対象となる細菌の検体特性の総量を定量する工程を含む。
【００９１】
　好ましくは、本発明の酵素系の方法は、特定の細菌の２つ以上の異なる検体特性に対す
る抗原特異性を有する２つ以上の固定化された抗体の使用、特定の微生物の２つ以上の異
なる検体特性に対する抗原特異性を有する２つ以上の標識された抗体の第２の組の使用を
含み、それぞれの存在する検体に対して、固定化された抗体及び標識された抗体は、２つ
以上の抗原結合対を包含する。１組の抗体は、抗原結合対を形成することが可能な限り、
他の組の抗体と同じであってよい。
【００９２】
　このような抗体は、好ましくは、それらの結合特性において共働的である。つまり、そ
れらは、標的検体（１つ又は複数）の異なる領域に同時に結合することが可能であるか、
又は最適には、相補的結合であることが見い出されており、それにより１つの抗体の組に
よるそれらの異なる検体の結合が１つ以上の他の抗体の組の結合により促進される。
【００９３】
　本発明の酵素系の方法には、特定の細菌の１つ以上の検体特性を含むと推測される試料
を提供する工程と、特定の細菌の２つ以上の異なる検体特性に対する抗原特異性を有する
２つ以上の固定化された抗体を提供する工程と、特定の細菌の２つ以上の異なる検体特性
に対する抗原特異性を有する２つ以上の標識された抗体を提供する工程であって、抗体は
直接又は間接酵素標識で標識されることができ、試料、固定化された抗体、及び標識され
た抗体との間の接触を提供し、標識された抗体と固定化された抗体との間に１つ以上の検
体を結合する工程（すなわち、「サンドイッチ」）と、それぞれの存在する検体に対して
、固定化された抗体及び標識された抗体は、２つ以上の抗原結合対を包含し、及び特定の
細菌の有無を分析する工程が挙げられる。
【００９４】
　２つ以上の異なる検体は、プロテインＡ及びクランピング因子、又は同じ分子の２つの
異なるエピトープ等の分離した分子であることができる。標識された抗体は、固相標識（
例えば、粒子－抗体複合物）を含んでよく、及び／又は固体支持材料（例えば、粒子材料
）上で固定化されてよい。固定化された抗体は、粒子材料、フィルム、固体表面（例えば
、マイクロウェルプレートの表面）等の多種多様な固体支持材料上で固定化することがで
きる。
【００９５】
　本発明の酵素系の方法は、試料中に存在する場合、特定の細菌の１つ以上の検体特性を
捕捉するのに有効な条件下で、固定化された抗体を試料と接触させ、１つ以上の捕捉され
た検体を形成する工程と、存在する場合、１つ以上の捕捉された検体と標識された抗体を
結合させるのに有効な条件下で、標識された抗体と１つ以上の捕捉された検体を接触させ
る工程を伴うイムノアッセイを含む。あるいは、試料、固定化された抗体、及び標識され
た抗体の間の接触を提供する工程は、試料中に存在する場合、特定の細菌の１つ以上の検
体特性と、標識された抗体との間の相互作用を生じるのに有効な条件下で、試料を標識さ
れた抗体と接触させる工程と、標識された抗体、１つ以上の検体、及び固定化された抗体
との間の結合を生じるのに有効な条件下で、固定化された抗体を標識された抗体を含む試
料と接触させる工程を含む。
【００９６】
　捕捉するための条件及び標識された抗体と固定化された抗体との間に１つ以上の検体を
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結合させる（及び、「サンドイッチ」アッセイを形成する）ための条件は、当業者によっ
て容易に判断することができる。
【００９７】
　特定の好ましい実施形態において、試料を固定化された抗体に接触させる工程は、継続
的接触を使用することもできるが、同時に試料及び各固定化された抗体の間の接触を提供
する工程を含む。同様に、特定の好ましい実施形態において、存在する場合、１つ以上の
捕捉された検体を標識された抗体に接触させる工程は、継続的接触を使用することもでき
るが、同時に捕捉された検体と各標識された抗体との間の接触を提供する工程を含む。
【００９８】
　典型的に、特定の細菌の有無を分析する工程は、１つ以上の検体の存在、又はすべての
検体の欠如によって行うことができる。必要であれば、分析に捕捉された検体の総量の定
量を伴うことができる。これは、当業者に既知の標準曲線及び方法を使用して実施するこ
とができる。
【００９９】
　本発明の酵素系の方法は、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、具体的には、比
色分析ＥＬＩＳＡを伴う。本発明は、改善された有用な結果を得るために必要な時間、使
用の簡便性、性能（感度、特異性等）、及び慎重な（幅広い種を対象とする）検出等の理
由により、このような細菌について試料を分析する従来の技術よりも有利である。
【０１００】
　このような方法において、有意に、比較的少量の試験試料を使用することができる。２
ミリリットル（ｍＬ）に及ぶ試験試料量を使用することができるが、有利には、約１０マ
イクロリットル（μＬ）の試験試料が、本発明の方法には十分であり、特定の実施形態で
は、５０～１００μＬが好ましい。
【０１０１】
　本発明の好ましい方法を使用することで、初めの捕捉時間が比較的短くなる。また、検
出時間も比較的短くなる。例えば、検出時間は、６０分未満、３０分未満、１５分未満、
１０分未満、及び５分の短さであってもよい。典型的なＥＬＩＳＡでは、検出時間は、２
～４時間である。
【０１０２】
　特定の対象となる細菌には、全細胞捕捉で上述するように、グラム陽性菌及びグラム陰
性菌が含まれる。特に対象となるものは、黄色ブドウ球菌等のグラム陽性菌である。典型
的に、これらは、細胞壁タンパク質等の細胞の細胞壁成分特性の存在を検出して検出する
ことができる。また、特に対象となるものは、ＭＲＳＡ、ＶＲＳＡ、ＶＩＳＡ、ＶＲＥ、
及びＭＤＲ等の抗生物質耐性菌である。典型的に、これらは、抗生物質耐性の原因である
膜タンパク質、輸送タンパク質、酵素等の細胞内部成分の存在を追加的に検出して検出す
ることができる。
【０１０３】
　本発明は、細菌の検体（例えば、外部の細胞関連成分及び／又は細胞の内部からの細胞
マーカー）特性の信号が強化されるため、このような細菌について試料を分析するための
従来の技術よりも有利である。本発明の方法は、個別の分子（例えば、黄色ブドウ球菌の
分析のためのプロテインＡ及びクランピング因子等の分子）又は同じ分子（例えば、タン
パク質）の２つの異なるエピトープについて試料を分析するために使用することができる
。このような検体は、上述のように、細胞のフラグメント又は全細胞上に存在してよい。
【０１０４】
　このような検体は、例えば、プロテインＡ、及びフィブリノゲン結合タンパク質（例え
ば、クランピング因子）、フィブロネクチン結合タンパク質、コラーゲン結合タンパク質
、ヘパリン／ヘパリン関連多糖類結合プロタンパク質、並びにそれらと同等の物のような
接着マトリクス分子認識微生物表面成分（ＭＳＣＲＡＭＭｓ）といった細胞壁タンパク質
を含む。プロテインＡ、並びにフィブリノゲン結合タンパク質及びクランピング因子Ａ、
Ｂ、及びＥｆｂ等のクランピング因子もまた、黄色ブドウ球菌の存在を検出する方法に特
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に有用である。他の対象となる細胞外成分には、カプセル多糖類及び細胞壁炭水化物（例
えば、テイコ酸及びリポタイコ酸）が含まれる。
【０１０５】
　必要な場合に、本発明の方法は、対象となる検体として、細胞膜に関連する又は関連し
ない細胞内成分について試料を分析する工程を更に含むことができる。細胞内成分は、Ｍ
ＲＳＡ、ＶＲＳＡ、ＶＩＳＡ、ＶＲＥ、及びＭＤＲ等の抗生物質耐性菌の分析において特
に有用である。このような細菌の特性であることができる細胞内成分には、膜タンパク質
が含まれる。このような膜タンパク質の例には、細胞質膜タンパク質、内膜タンパク質、
外膜タンパク質、及び細胞膜タンパク質が挙げられる。ペニシリン結合タンパク質（ＰＢ
Ｐ）（例えば、ＰＢＰ２’又はＰＢＰ２ａ）等の細胞質膜タンパク質は、特に抗生物質耐
性菌の特性とすることができる。例えば、細胞質膜タンパク質ＰＢＰ２’は、ＭＲＳＡの
特性である。
【０１０６】
　対象となる種は、全細胞捕捉で上述するように、生理的液体等の多種多様な源のいずれ
かに由来してよい試験試料内で分析することができる。更に、試験試料は、全細胞捕捉で
上述するように、多種多様な身体部位に由来してよい。
【０１０７】
　特に対象となる試料には、鼻の試料（例えば、鼻孔、鼻咽頭腔、鼻腔、前鼻前庭等から
）、並びに外耳、中耳、口、直腸、膣、又は他の同様の細胞からの試料等の粘液含有試料
が含まれる。特定の粘膜組織の例には、頬、歯肉、鼻、眼球、気管、気管支、胃腸、直腸
、尿道口、尿管、膣、頚部、及び子宮粘膜のような粘膜が挙げられる。
【０１０８】
　生理的液体以外に、他の試験試料は、全細胞捕捉で上述するように、他の液体並びに液
体媒質に溶解した固体（１つ又は複数）を含んでよい。試料は、培養細胞を含むこともで
きる。
【０１０９】
　全細胞捕捉で上述するように、様々な患者サンプリング技術、並びに多種多様な綿棒又
は他の試料収集デバイスを使用することができる。
【０１１０】
　試料収集デバイス（例えば、綿棒）は、更に、全細胞捕捉で上述するように、直接培養
する、直接分析する、又は適切な溶液で抽出することができる。
【０１１１】
　試験試料（例えば、液体）は、更なる分析の前に処理が施されてもよい。これには、濃
縮、沈殿、濾過、遠心分離、蒸留、透析、希釈、天然成分の不活性化、試薬の添加、化学
処理等が含まれる。
【０１１２】
　つまり、試験試料は、当業者に既知の多種多様な方法を使用して調製することができる
。例えば、試料は、物理的方法（例えば、音波処理、圧縮、煮沸又は他の加熱方法、ガラ
スビーズでの攪拌等）を使用して対象となる特定の細菌の検体特性の分析が可能となるよ
うに分解することができる。あるいは、試料は、１つ以上の成分を含むことができる、様
々な化学試薬を使用して、対象となる特定の微生物の検体特性の分析が可能となるように
分解することができる。
【０１１３】
　ある実施形態において、全細胞は分析に大抵望ましいが、本発明の方法は、試験試料中
の細胞を溶解する工程を含む。本発明の方法では、溶解は、細胞を溶解剤と接触させる工
程又は物理的に細胞を溶解する工程を含む。溶解は、従来の条件下、例えば、５℃～４２
℃（おそらく５０℃まで）の温度、好ましくは１５℃～２５℃の温度で実施することがで
きる。有意に、溶解は、培養細胞を使用することができるが、未培養細胞、すなわち、直
接試験試料を使用して実施することができる。
【０１１４】
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　溶解は、細胞を物理的に溶解して実施することができる。物理的な溶解は、試験試料を
グラスビーズで攪拌、音波処理、加熱及び煮沸、又は試験試料を高圧下に置くこと、例え
ば、フレンチプレスを使用して実施することができる。
【０１１５】
　溶解は、溶解剤を使用して実施することもできる。好適な溶解剤には、例えば、酵素（
例えば、プロテアーゼ、グリコシダーゼ、ヌクレアーゼ）が挙げられる。代表的な酵素に
は、リソスタフィン、ペプシン、グルコシダーゼ、ガラクトシダーゼ、リゾチーム、アク
ロペプチダーゼ、エンドペプチダーゼ、Ｎ－アセチルムラミル－Ｌ－アラニンアミダーゼ
、エンド－β－Ｎ－アセチルグルコサミニダーゼ、ＡＬＥ－１、ＤＮアーゼ、及びＲＮア
ーゼが挙げられる。必要に応じて、様々な酵素の組合せを使用することができる。リソス
タフィンは、黄色ブドウ球菌の存在を検出する方法において特に有用である。
【０１１６】
　他の溶解剤には、塩（例えば、カオトロピック塩）、可溶化剤（例えば、洗剤）、還元
剤（例えば、β－メルカプトエタノール（ＢＭＥ）、ジチオスレイトール（ＤＴＴ）、ジ
チオエリトリトール（ＤＴＥ）、トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン塩酸（ＴＣ
ＥＰ：ピアス・ケミカル社（Pierce Chemical Company）、イリノイ州ロックフォード（R
ockford））、システイン、ｎ－アセチルシステイン）、酸（例えば、ＨＣｌ）、及び塩
基（例えば、ＮａＯＨ）が挙げられる。このような溶解剤は、他に比べ特定の生物により
適し、例えば、それらは、グラム陽性菌との使用に比べ、グラム陰性菌との使用により適
する。
【０１１７】
　必要に応じて、溶解剤及び／又は方法の様々な組合せを使用することができる。
【０１１８】
　溶解の方法は、米国特許公開広報第２００５／０１５３３７０　Ａ１号に更に記載され
ている。具体的に、このような溶解方法は、対象となる種（例えば、対象となる細菌）の
特性である細胞壁の１つ以上の成分と、任意に、対象となる種（例えば、対象となる抗生
物質耐性菌）の更なる特性である１つ以上の細胞内成分を検出する工程を伴う。分析され
た細胞壁フラグメントは、細胞壁の固体片であると考えられている。つまり、それらは、
溶解しても可溶化されず、細胞壁は、単に断片に破壊されると考えられている。更に、分
析される細胞壁成分は、まだ細胞壁フラグメントの一部分である（すなわち、細胞壁中又
は細胞壁の上にある）。つまり、それらは、溶解によって可溶化されていない。有意に、
これは、溶解されていない細胞の同じ成分と比較すると、細胞壁成分の信号を強化する。
【０１１９】
　更に、必要に応じ、試料が粘液含有試料の場合に、溶解前又は後のいずれかに、粘液溶
解剤を含むことができる、少なくとも１つの試薬を使用して、更に処理することができる
。粘液溶解剤を使用する粘液含有試料の処理は、分析中の粘液の存在により生じた干渉を
減少することができる。
【０１２０】
　粘液溶解剤の例には、酵素（例えば、ペプシン、ＤＮアーゼ、ＲＮアーゼ、グルコシダ
ーゼ、ガラクトシダーゼ、グリコシダーゼ）、塩（例えば、カオトロピック塩）、可溶化
剤（例えば、界面活性剤、洗剤）、還元剤（例えば、β－メルカプトエタノール（ＢＭＥ
）、ジチオスレイトール（ＤＴＴ）、ジチオエリトリトール（ＤＴＥ）、システイン、Ｔ
ＣＥＰ、ｎ－アセチルシステイン）、及び酸（例えば、ＨＣｌ）が挙げられる。必要に応
じて、このような粘液剤の様々な組合せを使用することができる。当業者は、例えば、す
べての溶解剤は粘液溶解剤ではないが、溶解剤及び粘液剤は重複することができると理解
するであろう。
【０１２１】
　ある実施形態において、試料が粘液含有試料であり、粘液溶解剤が還元剤である場合に
、還元剤は酸性化（例えば、ｐＨ３未満を有する）することができる。還元剤は、無機酸
（例えば、ＨＣｌ）又は有機酸（例えば、乳酸、クエン酸）等の様々な酸を使用して、酸
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性化することができる。あるいは、十分に高濃度で使用する場合、還元剤のｐＨは、酸で
調整される必要はない。
【０１２２】
　典型的に、任意ではあるが、還元剤を加えた後、試料調製は、組成物において、還元剤
を不活性化することを伴う。これを、例えば、競合的基質（例えば、ｎ－アセチルシステ
インに対してウシ血清アルブミン）を提供することによって、行うことができる。還元剤
を不活性化する試薬の他の例には、中和緩衝液を含む、希釈剤が挙げられる。中和緩衝液
のための代表的な成分には、例えば、緩衝剤（１つ又は複数）（例えば、リン酸塩）、塩
（１つ又は複数）（例えば、ＮａＣｌ）、タンパク質安定剤（１つ又は複数）（例えば、
ＢＳＡ、カゼイン、血清）、ポリマー（１つ又は複数）、糖類、及び／又は洗剤（１つ又
は複数）若しくは界面活性剤（１つ又は複数）（例えば、商標名及び商業的に入手可能な
供給元によって挙げられる以下の薬剤のうちの１つ以上：ＮＩＮＡＴＥ　４１１（アミン
アルキルベンゼンスルホン酸塩、イリノイ州ノースフィールド（Northfield）のステパン
社（Stepan Co.,）より入手可能）、ＺＯＮＹＬ　ＦＳＮ　１００（ポリエチレングリコ
ールを有するテロマーＢモノエーテル（Telomer B monoether）、Ｅ．Ｉ．デュポンドヌ
ムール社（E.I. DuPont de Nemours Co.）より入手可能）、エアロゾルＯＴ（Aerosol OT
）１００％（ジオクチルスルホコハク酸ナトリウム、アメリカン・サイアナミド社（Amer
ican Cyanamide Co.）より入手可能）、ＧＥＲＯＰＯＮ　Ｔ－７７（Ｎ－オレイル－Ｎ－
メチルタウリン酸ナトリウム、ローディアノバケア社（Rhodia Novacare）より入手可能
）、ＢＩＯ－ＴＥＲＧＥ　ＡＳ－４０（オレフィン（Ｃ１４～Ｃ１６）スルホン酸ナトリ
ウム、ステパン社（Stepan Co.）より入手可能）、ＳＴＡＮＤＡＰＯＬ　ＥＳ－１（ポリ
オキシエチレン（１）ラウリル硫酸ナトリウム、ペンシルベニア州アンブラー（Ambler）
のコグニス社（Cognis Corp.）より入手可能）、ＴＥＴＲＯＮＩＣ　１３０７（エチレン
ジアミンアルコキシレートブロックコポリマー、ＢＡＳＦ社（BASF Corp.）より入手可能
）、ＳＵＲＦＹＮＯＬ　４６５、４８５、及び１０４　ＰＧ－５０（全てエアープロダク
ツ・アンド・ケミカルズ社（Air Products and Chemicals, Inc.）より入手可能）、ＩＧ
ＥＰＡＬ　ＣＡ２１０（オクチルフェノールエトキシレート、ステパン社（Stepan Co.）
より入手可能）、ＴＲＩＴＯＮ　Ｘ－４５、Ｘ－１００、及びＸ－３０５（オクチルフェ
ノキシポリエトキシエタノール、全てダウ・ケミカル社（The Dow Chemical Co.）より入
手可能）、ＳＩＬＷＥＴ　Ｌ－７６００（ポリジメチルシロキサンメチルエトキシレート
、コネティカット州ウィルトン（Wilton）のモメンティブ・パフォーマンス・マテリアル
ズ社（Momentive Performance Materials, Inc.）より入手可能）、ＲＨＯＤＡＳＵＲＦ
　ＯＮ－８７０（ポリエトキシル化（２）オレイルアルコール、ローディアノバケア社（
Rhodia Novacare）より入手可能）、ＣＲＥＭＯＰＨＯＲ　ＥＬ（ポリエトキシル化ヒマ
シ油、ＢＡＳＦ社（BASF Corp.）より入手可能）、ＴＷＥＥＮ　２０及びＴＷＥＥＮ　８
０（ポリオキシエチレンソルビタンモノラウレート及びモノオレエート、共にシグマアル
ドリッチ社（Sigma-Aldrich Corp.）より入手可能）、ＢＲＩＪ　３５（ポリオキシエチ
レン（２３）ドデシルエーテル、シグマアルドリッチ社（Sigma-Aldrich Corp.）より入
手可能）、ＣＨＥＭＡＬ　ＬＡ－９（ポリオキシエチレン（９）ラウリルアルコール、サ
ウスカロライナ州ピードモントのＰＣＣケマックス社（PCC Chemax）より入手可能）、プ
ルロニックＬ６４（ポリ（オキシエチレン－コ－オキシプロピレン）ブロックコポリマー
、ＢＡＳＦ社（BASF Corp.）より入手可能）、サーファクタント（SURFACTANT）１０Ｇ（
ｐ－ノニルフェノキシポリ（グリシドール）、コネティカット州ノーウォーク（Norwalk
）のアーチケミカルズ社（Arch Chemicals Inc.）より入手可能）、ＳＰＡＮ　６０（モ
ノステアリン酸ソルビタン、シグマアルドリッチ社（Sigma-Aldrich Corp.）より入手可
能）、ＣＲＥＭＯＰＨＯＲ　ＥＬ（ポリエトキシル化ヒマシ油、シグマアルドリッチ社（
Sigma-Aldrich Corp.）より入手可能）を挙げることができる。必要に応じて、中和緩衝
液を、試料のｐＨを調整するために使用することもできる。
【０１２３】
　還元剤に加えて、又は代わるものとして、粘液含有試料の試料調製は、１つ以上の界面
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活性剤又は洗剤（例えば、試料と粘液溶解剤を有する酵素溶解剤を合わせる工程に続いて
又はそれと同時に）の使用を含むことができる。好適な界面活性剤は、非イオン性、アニ
オン性、カチオン性、又は双性イオン性であることができる。好適な例には、ドデシル硫
酸ナトリウム（ＳＤＳ）及びラウリル硫酸ナトリウム（ＳＬＳ）が挙げられる。必要に応
じて、様々な界面活性剤の組合せを使用することができる。
【０１２４】
　任意に、試料調製法は、続けて、界面活性剤を不活性化する工程を含むことができる。
これを、例えば、競合的基質を提供することによって行うことができる。界面活性剤を不
活性化するための他の例は、粘液溶解剤試験試料及び界面活性剤のｐＨを、少なくともｐ
Ｈ５に調整するのに十分な緩衝液のような、試薬中和緩衝液を使用することを含む。好ま
しくは、緩衝液は、ｐＨを８以下に調整するのに十分である。
【０１２５】
　更に、試料調製試薬のうちの１つ以上が酸性である場合、対象となる検体を含む後続の
組成物は、ｐＨを７から７．５まで又は７．２付近に中和されることが好ましい。これを
、例えば、緩衝液及び／又は希釈剤を提供することによって行うことができる。
【０１２６】
　ある実施形態においては、試料を、検体結合のための適切な反応物分子（例えば、細菌
認識試薬を含む検体結合剤）と接触させる。このような反応物分子は、典型的に抗体を含
む。抗体は、粒子材料、膜、又は他の固体支持材料に結合することができる。
【０１２７】
　全細胞の捕捉において上述したように、全細胞上あるいは溶解した試料内で、標的検体
（すなわち、対象となる検体又は組成物）を、反応物分子（例えば、黄色ブドウ球菌反応
物分子又は黄色ブドウ球菌に対する細菌認識試薬）によって検出することができる。一部
の実施形態において、黄色ブドウ球菌の抗体等の１つ以上の抗体は黄色ブドウ球菌反応物
として用いられる。「黄色ブドウ球菌の抗体」は、その抗原結合フラグメントを含めて特
定の抗原を特異的に結合する能力を有する免疫グロブリンを指す。用語「抗体」は、脊椎
動物、例えば、哺乳類種からの、いかなるアイソタイプの全抗体（ＩｇＧ、ＩｇＡ、Ｉｇ
Ｍ、ＩｇＥ等）、及びこれらのフラグメントをも含むことを意図し、それらはまた、非自
己の化合物、例えば、タンパク質に特異的に反応する。
【０１２８】
　本発明の分析の方法（例えば、捕捉及び検出を含む）に関して、抗体は、全細胞捕捉で
上述するように、モノクローナル、ポリクローナル、又はそれらの組合せであることがで
きる。全細胞捕捉のための抗体の考察を、全細胞又は溶解した細胞に対して、捕捉及び検
出を含む分析方法に等しく適用する。分析方法のための例示的な抗体は、全細胞捕捉で上
述した抗体であり、例えば、ＭＡｂ－７６、ＭＡｂ－１０７、アフィニティー精製ＲｘＣ
ｌｆ４０、アフィニティー精製ＧｘＣｌｆ４０、ＭＡｂ　１２－９からなる群から選択さ
れる抗体、それらのフラグメント、及びそれらの組合せを含む。好ましい抗体は、モノク
ローナル抗体である。具体的に好ましい抗体は、黄色ブドウ球菌（本明細書において、「
Ｓ．ａｕｒｅｕｓ」又は「Ｓｔａｐｈ　Ａ」とも呼ばれる）のプロテインＡに結合するモ
ノクローナル抗体である。
【０１２９】
　本発明の分析方法のある好ましい実施形態では、２つ以上の固定化された抗体は、２つ
の（単離された）モノクローナル抗体、具体的には、ＭＡｂ　１２－９及びＭＡｂ－７６
を含む。本発明のある好ましい実施形態では、２つ以上の標識された抗体は、１つのモノ
クローナル抗体（例えば、ＭＡｂ－１０７）、及び１つのポリクローナル抗体（例えば、
アフィニティー精製ＲｘＣｌｆ４０）を含む。
【０１３０】
　固定化された抗体は、固体支持材料で固定化されることが好ましい。好適な固体支持材
料には、粒子材料、膜、ゲル（例えば、アガロース、ｐｖｐ）、若しくはチューブ又はプ
レート（例えば、マイクロウェルプレート）の表面等の他の固体支持材料を挙げることが
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できる。例示的な固体支持体には、ニトロセルロース、ポリスチレン、ポリプロピレン、
ナイロン、金ゾル、ラテックス等の材料を挙げることができる。ある実施形態には、粒子
材料及び膜が好ましい。
【０１３１】
　検体結合材料は、固体支持材料上に配置された１つ以上の抗体を有する固体支持材料を
含む。ある実施形態において、固体支持材料（例えば、それぞれの粒子又はマイクロウェ
ルプレートのそれぞれのウェル）は、それらに配置された異なる検体を結合する少なくと
も２つの抗体を有する。例えば、ある実施形態において、検体結合材料は、それらの上に
配置された抗体ＭＡｂ－７６及びＭＡｂ　１２－９（好ましくは、１μｇ／ｍＬのＭＡｂ
－７６と７．５μｇ／ｍＬのＭＡｂ１２－９の濃度の組合せ）を有する固体支持材料を含
む。所望の結果及び使用された抗体に依存して、固定化された抗体の濃度及び密度は、当
業者により変更することができる。
【０１３２】
　抗体は、共有結合又は非共有結合のいずれかを介して、固体支持材料に結合することが
できる。
【０１３３】
　固体支持材料への抗体の非共有結合には、例えば、受動的吸着及び／又は吸着、イオン
相互作用、又は水素結合による結合が挙げられる。
【０１３４】
　抗体を粒子支持材料に共有結合する代表的な方法には、抗体中の反応基（ヒドロキシル
基、アミノ基、アミド基、又はスルフヒドリル基等）と支持材料中の（同じような性質の
）他の反応基との間で結合を形成するために反応するヘテロ二機能性架橋化合物（すなわ
ち、「リンカー」）等の化学架橋が挙げられる。この結合は、例えば、ペプチド結合、ジ
スルフィド結合、チオエステル結合、アミド結合、チオエーテル結合等であることができ
る。
【０１３５】
　抗体は、当該技術分野において既知の任意の方法により粒子支持材料に共有結合するこ
とができる。例えば、グルタルアルデヒド、アルデヒドシッフ塩基、ｎ－ヒドロキシルス
クシンイミド、アズラクトン、臭化シアン、無水マレイン酸等は、結合化学として使用さ
れ得る。
【０１３６】
　本発明に含まれる抗体の非共有結合標識の一実施例は、既知のビオチン－アビジン系で
ある。このような系は、特に、酵素検出系がＥＬＩＳＡにおいて使用される場合、検出の
ための抗体の標識系に使用することもできる。
【０１３７】
　アビジン－ビオチンの親和性に基づく技術は、上述した全細胞捕捉でより詳細に論じら
れる。このような考察を、本発明の分析方法に等しく適用する。
【０１３８】
　本発明の方法に有用な分析技法は、ＥＬＩＳＡに使用される標準的な技法（例えば、比
色分析ＥＬＩＳＡ）を含む。
【０１３９】
　好ましくは、本発明のアッセイにおいて、固定化された抗体は、例えば、マイクロウェ
ルプレートの固体表面等の固体支持材料に物理的に吸着される。好ましくは、マイクロウ
ェルプレートのウェルは、それらの中に、抗体の混合物（例えば、ＭＡｂ　１２－９及び
ＭＡｂ－７６等の２つのモノクローナル抗体の混合物、又はポリクローナル抗体と単離さ
れたモノクローナル抗体の混合物）を固定化している。
【０１４０】
　試料を２つ以上の抗体と接触させる工程は、同時に及び／又は連続して行うことができ
る。同様に、存在する場合、捕捉された検体を２つ以上の標識された抗体と接触させる工
程は、同時に及び／又は連続して行うことができる。
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【０１４１】
　試料に存在する場合、特定の細菌の１つ以上の検体特性を捕捉するのに有効な条件下で
、試料を固定化された抗体と接触させる工程は、１つ以上の捕捉した検体を形成する条件
下で実施する。好ましくは、このような条件は、非特異的結合を最小化しつつ、有効な抗
原：抗体の結合を確保するように最適化される条件を含む。同様に、存在する場合、１つ
以上の捕捉された検体を標識された抗体と接触させる工程において、１つ以上の捕捉され
た検体と標識された抗体との間で結合を引き起こすのに有効である条件を使用する。好ま
しくは、このような条件は、有効な抗原：抗体の結合を確保する一方、非特異的結合を最
小化するように最適化される条件を含む。
【０１４２】
　このような条件は、結合対（すなわち、抗原、抗体）の特異的相互作用を可能にするが
、他の非特異的（すなわち、イオン性及び静電気的）相互作用を最小化する濃度で、塩、
ｐＨ調整剤、界面活性剤、担体タンパク質（例えば、胚乳、カゼイン、脱脂粉乳、血清等
）等の選択された剤の使用を含む。
【０１４３】
　好ましくは、本発明のアッセイにおいて、標識された抗体は、典型的に検出に使用され
る、多種多様の化学（大抵、検出可能、若しくはレポーター部分又はマーカーと呼ばれる
）で標識化されることができ、それは、当該技術分野において既知である。１つの方法に
おいて、標識は、直接標識（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、グルコースオキシダ
ーゼ、アルカリホスファターゼ等の酵素）であることができ、Ｐ．テュッセン（P.Tijsse
n）酵素イムノアッセイの実践と理論（Practice and Theory of Enzyme Immunoassays）
、生化学及び分子生物学における検査手技（Laboratory Techniques in Biochemistry an
d Molecular Biology）、１５巻、エルゼビアサイエンスパブリッシャーズ（Elsevier Sc
ience Publishers）、Ｂ．Ｖ．ニューヨーク州ニューヨーク（New York）、１９８５年、
に開示されるような、当該技術分野において既知の様々な結合化学を介して結合すること
ができる。
【０１４４】
　あるいは、標識は、間接標識であることができ、例えば、ビオチンを含む系に使用され
ることができ、当該技術分野において知られている様々な化学を通して、検体特異抗体に
結合することができる。ビオチン標識された抗体を含む、この間接系は、更に、酵素結合
（例えば、ストレプトアビジン－アルカリホスファターゼ又はアビジン－アルカリホスフ
ァターゼ結合物等のストレプトアビジン結合酵素又はアビジン結合酵素）と共に使用され
、当該技術分野において既知である。他の間接標識には、当業者によく知られているよう
に、例えば、酵素標識二次抗体、ハプテン又は標識された抗体を使用して検出されること
ができる他の抗原が挙げられる。
【０１４５】
　ある実施形態において、抗体は、ビオチン、好ましくはポリエチレンオキシドリンカー
を介して結合したビオチンで間接的に標識される。抗体が、このように間接標識を含む場
合に、方法は、存在する場合、１つ以上の捕捉された検体と標識された抗体を接触する前
、接触中、又は接触後に、標識された抗体を酵素複合体と反応させる工程を更に含むこと
ができる。
【０１４６】
　例示的な系において、ビオチンは、例えば、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド化学（例え
ば、ＰＥＯ４－ＮＨＳ）を使用して、ポリエチレンオキシドリンカーを介して抗体に結合
されることができる。本実施形態において、ビオチンは、間接標識であると見なされ、方
法は、標識された抗体を酵素結合（例えば、ストレプトアビジン又はアビジンに結合する
酵素を含む）と反応させる工程を含む。このようなビオチン－アビジン系は、特に、酵素
検出系がＥＬＩＳＡにおいて使用される場合、検出のための抗体のよく知られている標識
系である。酵素は、Ｐ．テュッセン（P.Tijssen）酵素イムノアッセイの実践と理論（Pra
ctice and Theory of Enzyme Immunoassays）、生化学及び分子生物学における検査手技
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（Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology）、１５巻、エルゼ
ビアサイエンスパブリッシャーズ（Elsevier Science Publishers）、Ｂ．Ｖ．ニューヨ
ーク州ニューヨーク（New York）、１９８５年、に開示されるような、例えば、アルカリ
ホスファターゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ等を含む、ＥＬ
ＩＳＡに使用するために知られている多種多様な酵素であることができる。
【０１４７】
　酵素は、ホスファターゼ酵素標識のためのパラ－ニトロフェニルリン酸、ペルオキシダ
ーゼ酵素のためのテトラメチルベンチジン又はジアミノベンチジン、及びグルコースオキ
シダーゼによってグルコース酸化の最終産物としてホルマザン塩等の適切な色素酵素基質
を使用して、比色分析で検出することができる。
【０１４８】
　比色分析に加えて、検出の代替方法は、例えば、蛍光検出、放射線標識検出、ラマン分
光法、磁気的検出、発光、及び電気化学発光を含むことができる。検出のこのような方法
は、当業者によく知られている。
【０１４９】
　ＥＬＩＳＡを用いる方法に使用される技法は、一般に、当業者によく知られている。し
かしながら、注目すべきは、特定の細菌の２つ以上の異なる検体特性に対する抗原特異性
を有する２つ以上の固定化された抗体の使用、特定の微生物の２つ以上の異なる検体特性
に対する抗原特異性を有する２つ以上の標識された抗体の第２組の使用は、それぞれの存
在する検体に対し、固定化された抗体及び標識された抗体が、２つ以上の抗原結合対を備
え、従来の方法、特に黄色ブドウ球菌等の細菌を分析するための方法よりも有意な利点を
提供する。
【０１５０】
　注目すべきは、本発明の方法及び装置を使用して、改善された検出感度（すなわち、低
濃度の検出）及び特異性を、微生物、特に黄色ブドウ球菌等の細菌のための従来の検出方
法に対して実現することができる。
【０１５１】
　ＩＩＩ．音弾性機械的分析方法
　本発明はまた、対象となる細菌の１つ以上の検体特性の分析に基づいて対象となる細菌
について試料を分析する様々な音弾性機械系の方法も提供する。酵素系の方法と同様に、
それらの方法は、対象となる細菌の１つ以上の検体特性の存在を検出するだけでなく、好
ましくは、検体（１つ又は複数）が特徴的である細菌を同定することができる、そのよう
な検体（１つ又は複数）を同定する工程を伴うことができる。ある実施形態において、試
料を分析する工程には、対象となる細菌の検体特性の総量を定量する工程が含まれる。
【０１５２】
　好ましくは、本発明の音弾性機械系の方法は、特定の細菌の２つ以上の異なる検体特性
に対する抗原特異性を有する２つ以上の固定化された抗体の使用、粒子－抗体複合体の形
で２つ以上の抗体の第２組の使用を含み、２つ以上の抗体は、特定の微生物の２つ以上の
異なる検体特性に対する抗原特異性を有し、存在するそれぞれの検体に対して、固定化さ
れた抗体及び粒子－抗体複合体の抗体は、２つ以上の抗原結合対を備える。１つの組の抗
体は、抗原結合対を形成することが可能である限り、他の組の抗体と同じであってもよい
。
【０１５３】
　そのような抗体は、好ましくは、それらの結合特性において共働的である。つまり、標
的検体（１つ又は複数）の異なる領域に同時に結合することが可能である、又は最適には
、相補的結合であることが見い出されており、それにより、１つの抗体の組によるそれら
の異なる検体の結合が、１つ以上の他の抗体の組の結合により促進される。
【０１５４】
　本発明の音弾性機械系の方法は、特定の細菌の１つ以上の検体特性を含むと推測される
試料を提供する工程と、特定の細菌の２つ以上の異なる検体特性に対する抗原特異性を有
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する２つ以上の粒子－抗体複合体を提供する工程と、特定の細菌の２つ以上の異なる検体
特性に対する抗原特異性を有する２つ以上の固定化された抗体を備える検出表面を含む音
弾性機械的センサを備えるシステムを提供する工程と、試料、音弾性機械的センサの検出
表面上の固定化された抗体と、粒子－抗体複合体との間の接触を提供し、粒子－抗体複合
体と固定化された抗体との間に１つ以上の検体を結合する工程であって、それぞれの存在
する検体に対して、固定化抗体及び粒子－検体複合体が、２つ以上の抗原結合対を含み、
及び特定の細菌の有無を分析する工程とを含む。
【０１５５】
　酵素系のアッセイのために上述したように、２つ以上の異なる検体は、プロテインＡ及
びクランピング因子、又は同じ分子の２つの異なるエピトープ等の分離された分子である
ことができる。抗体は、固相標識（すなわち、粒子）を含むことができ、又は抗体は、粒
子の標識である。検出可能な部分（すなわち、標識）であるかどうかに関わらず、このよ
うな物質は、本明細書において、粒子－抗体複合体と呼ばれる。
【０１５６】
　試料、音弾性機械的センサの検出表面上の固定化された抗体、及び粒子－抗体複合体の
接触は、いかなる順序においても同時に又は連続して実施することができる。例えば、１
つの方法は、試料内に存在する場合、特定の細菌の１つ以上の検体特性を捕捉するのに有
効な条件下で、１つ以上の捕捉された検体を形成するために、固定化された抗体（すなわ
ち、音弾性機械的センサの表面上に固定化された抗体）と試料を接触させる工程と、存在
する場合、１つ以上の捕捉された検体と粒子－抗体複合体との間の結合を生じるのに有効
な条件下で、１つ以上の捕捉された検体を粒子－抗体複合体と接触させる工程とを含む。
【０１５７】
　あるいは、このような方法のある実施形態において、試料、音弾性機械的センサの検出
表面上の固定化された抗体と、粒子抗体複合物の間で接触を提供する工程は、特定の細菌
の１つ以上の検体特性と、試料内に存在する場合、粒子－抗体複合体との相互作用を生じ
るのに有効な条件下で、試料を粒子－抗体複合体と接触させる工程と、粒子－抗体複合体
、１つ以上の検体、及び固定化された抗体との間の結合を生じるのに有効な条件下で、音
弾性機械的センサの検出表面と粒子－抗体複合体を含む試料を接触させる工程が含まれる
。
【０１５８】
　固定化された抗体と粒子－抗体複合体の間で検体を結合するための条件は、当業者によ
って容易に決定することができる。
【０１５９】
　ある好ましい実施形態において、試料を固定化された抗体と接触させる工程は、継続的
接触を使用することもできるが、同時に試料とそれぞれの固定化された抗体の間の接触を
提供する工程を含む。同じように、ある好ましい実施形態において、存在する場合、１つ
以上の捕捉された検体を粒子－抗体複合体と接触させる工程は、捕捉された検体とそれぞ
れの粒子－抗体複合体の間で同時に接触を提供する工程を含み、順次接触も使用すること
ができるが、例えば、異なる場合、異なる抗体は、異なる粒子に結合する。
【０１６０】
　様々な方法が、粒子－抗体複合体、１つ以上の検体、音弾性機械的センサの検出表面上
の固定化された抗体との間の結合を得るために使用されることができる。一実施形態にお
いて、そこに結合される検体を有する粒子－抗体複合体を、音弾性機械的センサの検出表
面とそれを接触させる前に、試料の残りの部分と分離することができる。
【０１６１】
　適切に選択された抗体及び最適化されたシステムを用いて、以下のいずれかを実行する
ことができる。固定化された抗体を有する音弾性機械的センサ（すなわち、センサ）に検
体を加え、次いで、粒子－抗体複合体を加える。センサに検体を加え、次いで、抗体を加
える、続いて、抗体を「キャッピング」するための特異性を有する粒子を加える。検体を
粒子－抗体複合体に加え、次いで、これをセンサに加える。検体を抗体に加え、次いで、
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粒子を本混合物に加え、続いて、混合物をセンサに加える。検体を抗体に加え、これをセ
ンサに加え、次いで、粒子をセンサに加える。直接／間接標識された抗体をセンサに加え
る工程は、バックグラウンドを低減する、又はより少ない反応性抗体（高Ｋｄ）にその標
的エピトープを捕捉する良好な機会を与えるのに望ましいことであることができる。逐次
添加を行う別の理由は、更に相分離を加えることによって非特異的結合を低減することで
ある。
【０１６２】
　典型的に、特定の細菌の有無を分析する工程は、１つ以上の検体の存在、又はすべての
検体の欠如によって行うことができる。必要であれば、分析は捕捉された検体の総量の定
量を伴うことができる。これは、当業者に既知の標準曲線及び方法を使用して実施するこ
とができる。
【０１６３】
　本発明は、改善された有用な結果を得るために必要な時間、使用の簡便性、性能（感度
、特異性等）、及び慎重な（幅広い種を対象とする）検出等のため、このような細菌につ
いて試料を分析する従来の技術よりも有利である。
【０１６４】
　このような音弾性機械系の方法において、有意に、比較的少量の試験試料を使用するこ
とができる。２ミリリットル（ｍＬ）に及ぶ試験試料量を使用することができるが、有利
に、約１００マイクロリットル（μＬ）の試験試料は、本発明の方法に十分である。ＥＬ
ＩＳＡのように、より少量の試験試料を使用することができるが、１０μＬ未満の試料は
、一般に実用的ではない。
【０１６５】
　本発明の好ましい音弾性機械系の方法を使用することで、初めの捕捉時間が比較的短く
なる。また、検出時間も比較的短くなる。例えば、検出時間は、体積及び流速により異な
るが、６０分未満、３０分未満、１５分未満、１０分未満、及び５分の短さであることが
できる。
【０１６６】
　特に対象となる細菌には、全細胞捕捉及び酵素系の方法で上述するように、グラム陽性
菌及びグラム陰性菌が挙げられる。特に対象となるものは、黄色ブドウ球菌等のグラム陽
性菌である。典型的に、これらは、細胞壁タンパク質等の細胞の細胞壁成分特性の存在を
検出することができる。また、特に対象となるものは、ＭＲＳＡ、ＶＲＳＡ、ＶＩＳＡ、
ＶＲＥ、及びＭＤＲ等の抗生物質耐性菌である。典型的に、これらは、抗生物質耐性の原
因である膜タンパク質、輸送タンパク質、酵素等の細胞内成分の存在を追加的に検出して
検出することができる。
【０１６７】
　本発明の音弾性機械系の方法は、細菌の検体（例えば、外部の細胞関連成分及び／又は
細胞の内部からの細胞マーカー）特性の信号が強化されることによって、そのような細菌
について試料を分析するための従来の技術よりも有利である。本発明の方法は、試料の個
別の分子（例えば、黄色ブドウ球菌の分析のためのプロテインＡ及びクランピング因子等
の分子）、又は同じ分子（例えば、タンパク質）の２つの異なるエピトープについて試料
を分析するために使用することができる。検体は、上述のように、細胞フラグメント又は
全細胞上に存在してもよい。
【０１６８】
　このような検体は、酵素系の方法で上述される検体（例えば、細胞壁タンパク質及び細
胞内成分）と同じである。
【０１６９】
　対象となる種は、全細胞捕捉及び酵素系の分析方法で上述される生理的液体等の多種多
様な源のいずれかに由来することができる試験試料内で分析することができる。更に、試
験試料は、上述の全細胞捕捉及び酵素系の分析方法で論じられるような、多種多様な身体
部位に由来することができる。特に対象となる試料は、酵素系の分析方法で上述される粘
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液含有試料、特に鼻の試料を含む。
【０１７０】
　生理的液体以外に、他の試験試料は、全細胞捕捉及び酵素系の分析方法で上述された、
他の液体並びに液体媒質に溶解した固体（１つ又は複数）を含んでもよい。試料は、培養
細胞を含むこともできる。
【０１７１】
　様々な患者サンプリング技術、試料収集デバイス（例えば、綿棒）、試料処置手順等は
、全細胞捕捉及び酵素系の分析方法で上述されるように、使用されることができる。対象
となる試料における細胞は、酵素系の分析方法で上述される全細胞あるいは溶解された細
胞のいずれかであることができる。試料が粘液（例えば、鼻の試料）を含む場合、酵素系
の分析方法で上述された、粘液溶解剤（及び必要に応じて、例えば、界面活性剤等の試薬
）で処理されることができる。
【０１７２】
　本発明の音弾性機械系の方法において、試料を、検体結合のための適切な反応分子（例
えば、細菌認識試薬を含む検体結合剤）と接触させる。このような反応分子は、好ましく
は、２つ以上の抗体を含む。このような抗体は、音弾性機械的センサの検出表面に結合さ
れる同一又は異なる抗体と共に、粒子材料に結合し、それによって粒子－抗体複合体を形
成する。センサ表面上の抗体は、粒子と結合した検体錯体と非競合的に結合することがで
きるように、選択される。
【０１７３】
　好適な抗体は、上述の全細胞捕捉及び酵素系の分析方法（例えば、捕捉及び標識を含む
）で論じられる。それらは、例えば、モノクローナル抗体、ポリクローナル、又はそれら
の組合せ、それらのフラグメント等を含む。具体的な例は、ＭＡｂ－７６、ＭＡｂ－１０
７、アフィニティー精製ＲｘＣｌｆ４０、アフィニティー精製ＧｘＣｌｆ４０、ＭＡｂ　
１２－９）、それらのフラグメント、及びそれらの組合せからなる群から選択されるもの
を含む。好ましい抗体は、モノクローナル抗体である。黄色ブドウ球菌（本明細書におい
ては、「Ｓ．ａｕｒｅｕｓ」又は「Ｓｔａｐｈ　Ａ」とも呼ばれる）のプロテインＡに結
合するモノクローナル抗体が、特に好ましい。本発明の分析方法のある好ましい実施形態
において、２つ以上の固定化された抗体は、２つの（単離された）モノクローナル抗体、
特にＭＡｂ　１２－９及びＭＡｂ－７６を含む。本発明のある好ましい実施形態において
、粒子－抗体複合体における２つ以上の標識された抗体は、１つのモノクローナル抗体（
例えば、ＭＡｂ－１０７）、及び１つのポリクローナル抗体（例えば、アフィニティー精
製ＲｘＣｌｆ４０）を含む。
【０１７４】
　抗体は、上述の全細胞捕捉及び酵素系のアッセイで論じられるような、様々な技法（例
えば、共有結合又は非共有結合）を使用して、粒子材料に結合され、音弾性機械的センサ
の検出表面上で固定化されることができる。
【０１７５】
　粒子－抗体複合体の粒子、並びに音弾性機械的センサの表面は、それに配置される１つ
以上の抗体を有することができる。例えば、１種の抗体は粒子材料の１種に配置され、も
う１種の抗体は同じ又は異なる種の粒子材料に配置されることができる。ある実施形態に
おいて、固体支持材料（例えば、それぞれの粒子又はセンサ検出表面）は、そこに配置さ
れた異なる検体を結合する少なくとも２つの抗体を有する。例えば、ある実施形態におい
て、粒子－抗体複合体は、それらの上に配置された、好ましくは、粒子材料のそれぞれの
粒子に配置された抗体ＭＡｂ－７６及びＭＡｂ　１２－９を有する粒子材料を含む。所望
の結果及び使用された抗体に依存して、固定化された抗体の濃度及び密度は、当業者によ
り変更することができる。
【０１７６】
　存在する場合、検体を２つ以上の抗体を固定化した抗体と接触させる工程は、同時に及
び／又は連続して行うことができる。同様に、存在する場合、捕捉された検体を２つ以上
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の粒子－抗体複合体と接触させる工程は、同時に及び／又は連続して行うことができる。
検体、センサ検出表面上の固定化抗体、及び粒子－抗体複合体との間で結合を起こすのに
有効な条件が使用される。好ましくは、このような条件は、非特異的結合を最小化しつつ
、有効な抗原：抗体の結合を確実にするように最適化される条件を含む。このような条件
は、結合対（すなわち、抗原、抗体）の特異的相互作用を可能にするが、他の非特異的（
すなわち、イオン性及び静電気的）相互作用を最小化する濃度で、塩、ｐＨ調整剤、界面
活性剤、担体タンパク質（例えば、胚乳、カゼイン、脱脂粉乳、血清等）等の選択された
剤の使用を含む。
【０１７７】
　音弾性機械的センサを用いる方法に使用される技法は、一般に、当業者によく知られて
いる。しかしながら、注目すべきことに、特定の細菌の２つ以上の異なる検体特性に対す
る抗原特異性を有する２つ以上の固定化された抗体の使用、抗体が特定の微生物の２つ以
上の異なる検体特性に対する抗原特異性を有し、存在するそれぞれの検体に関して、固定
化された抗体及び粒子－抗体複合体が、２つ以上の抗原結合対を備える、粒子－抗体複合
体で２つ以上の抗体の第２組の使用は、特に黄色ブドウ球菌等の細菌を分析するための方
法よりも有意な利点を提供する。
【０１７８】
　注目すべきことに、本発明の方法及び装置を使用して、改善された検出感度（すなわち
、低濃度の検出）及び特異性を、微生物、特に黄色ブドウ球菌等の細菌のための従来の検
出方法に対して実現することができる。
【０１７９】
　本発明の音弾性機械系の方法において、試験試料における標的生物学的検体の存在は、
測定される、そうでなければ、波動減衰、相変化、周波数変動、及び／又は共振周波数を
測定して検知される、音弾性機械的エネルギーの使用を通して検出される。音弾性機械的
エネルギーは、例えば、圧電系表面弾性波（ＳＡＷ）装置を使用して、生成されることが
できる。例えば、米国特許第５，８１４，５２５号（レンシュラー（Renschler）ら）に
記載されるように、圧電系の音弾性機械的装置の種類は、検出のモードにより異なるが、
表面弾性波（ＳＡＷ）、音響板モード（ＡＰＭ）、又は水晶振動子マイクロバランス（Ｑ
ＣＭ）装置に、更に再分割することができる。様々な音弾性機械的センサが知られており
、２００７年８月１５日出願のＰＣＴ特許出願第ＵＳ２００７／０７５９４８号、並びに
下記に参照される他の特許及び刊行物に記載される。
【０１８０】
　特定の実施形態において、本発明の音弾性機械系の方法は、磁気粒子の表面上の標的検
体を捕捉する工程と、次いで、センサ表面上の磁気粒子を捕捉する工程とを含む。磁気粒
子の使用は、磁気泳動を使用して、センサ表面上で捕捉されることのできる標的検体の量
を増加させる。更に、（標的検体を介して）センサ表面への磁気粒子の結合は、センサの
反応を増強することができる。コーティングされた磁気粒子で標的生物学的検体を捕捉す
る工程は、２００７年８月１５日出願のＰＣＴ特許出願第ＵＳ２００７／０７５９４８号
に開示されている。
【０１８１】
　センサ表面上で標的検体を結合する磁気粒子の捕捉は、磁界の強度（磁石の強度及びセ
ンサから磁石の距離によって決定されるように）、Ｘ－Ｙ面におけるセンサ表面に対する
磁界発生器の位置、磁界発生器の配向、磁気粒子の大きさ及び組成物、並びに捕捉及び磁
界発生器の動作中、センサ上の試験試料の流速を含む、いくつかの要因によって影響され
る。例えば、センサ表面に直接隣接した（例えば、０ｍｍの距離で）磁界発生器を定置さ
せ、所定の流速に対してセンサの前縁で、すべての粒子を捕捉することができる。その後
、磁界発生器を取り外し、センサから流れ出る粒子群を放出してよい。代替的には、磁気
粒子を引き寄せる磁界を更に維持しながら、磁界発生器をセンサから離れた距離に位置付
けてもよく、適切な流速の使用と共に、粒子を１つの工程で、センサ上に均一にコーティ
ングしてもよい。
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【０１８２】
　センサにおける磁気粒子をセンサ表面上に捕捉した後、磁界発生器は、センサが検体濃
度に相関する信号を提供するために、取り除かれる。本明細書に記載の方法を利用する一
実施形態において、センサは、試料物質において、５００マイクロリットルの標的生物学
的検体あたり１ｎｇの低濃度を検出することができる。
【０１８３】
　更に、使用される磁気粒子は、好ましくは、ＳＨ－ＳＡＷセンサで使用される場合、１
ミクロン未満の大きさである。好ましい実施形態において、磁気粒子は、２５０ミクロン
、更に好ましくは１００ミクロンの大きさである。標的検体に結合するための磁気粒子の
使用は、センサ表面上で標的検体の捕捉効率の増加を提供する。有意には、より多くの量
の標的検体をセンサ表面上に捕捉することができる。例えば、拡散のみでは、センサを通
過する有効な標的検体のうちの約０．１～１％の捕捉である。しかしながら、標的検体に
結合する磁気粒子への磁界発生器の適用によって、センサ表面上で標的検体の最大１００
％の捕捉効率が、磁気泳動を使用することによって可能である。標的検体は、センサ表面
に引き付けられる磁気粒子に結合されるため、標的検体は、試料の他の構成要素よりも更
に高率で表面に移動される。したがって、センサ表面への標的検体の優先的吸着が達成さ
れる。
【０１８４】
　本明細書に記載の方法は、音弾性センサ、更に特に、音弾性機械的バイオセンサを利用
し、少なくとも１つの物理的特性の変化を検出し、検出可能な変化に応えて、信号を発生
する。好ましくは、本明細書に利用される音弾性機械的バイオセンサは、表面弾性波（Ｓ
ＡＷ）バイオセンサである。これらの装置において、弾性波は、表面弾性波あるいはバル
ク超音波のいずれかとして、圧電基板上で交互配置型変換器（ＩＤＴ）から生成される。
第２のＩＤＴは、測定用の電気信号に戻る弾性波を変換してよい。これは遅延線と呼ばれ
る。あるいは、装置は、共振回路として作動させてもよい。２つのＩＤＴ間の空間は、化
学的又はバイオセンシング応用のための反応分子を含んでよいコーティングで改善するこ
とができる。
【０１８５】
　圧電系のＳＡＷバイオセンサは、典型的に、質量又は粘度の微細な変化を検出するため
に能力を基に作動する。米国特許第５，８１４，５２５号に記載されるように、圧電系の
音弾性機械的装置の種類は、質量変化の検出のモードにより異なるが、表面弾性波（ＳＡ
Ｗ）、音響板モード（ＡＰＭ）、又は水晶振動子マイクロバランス（ＱＣＭ）装置に、更
に再分割することができる。
【０１８６】
　いくつかの実施形態において、音弾性機械的バイオセンサは、圧電系の音弾性機械的バ
イオセンサの表面に標的検体を結合する二次捕捉剤又は反応物質（例えば、抗体）を含む
。表面波の伝搬速度は、質量、弾性、粘弾性、伝導度及び誘電率等の変化を検出すること
ができる高感度プローブである。したがって、これらの特性のいずれかの変化は、表面弾
性波の検出可能な変化をもたらす。つまり、物質がＳＡＷ装置の表面コーティングと接触
、吸着、又はさもなくば、接着をもたらす場合、対応する反応が発生される。
【０１８７】
　ＡＰＭはまた、液体と接触して装置と共に作動させることもできる。同様に、ＱＣＭ（
典型的に、ＡＴカット水晶）装置上の２つの対向電極に印加される交流電圧は、コーティ
ング物質において、質量に比例して共振周波数変動を変化させる厚さのせん断波モードを
誘発する。
【０１８８】
　音波伝搬の方向（例えば、導波路に平行平面又は導波路の平面に垂直に）は、音弾性機
械的バイオセンサを作製する厚電材料の結晶カットによって決定される。平面中及び平面
外に音波伝搬の大部分（すなわち、レーリ波、ほとんどはラム波）を有するＳＡＷバイオ
センサは、一般に、表面との液体接触から音響減衰がありすぎるため、液体センシング応
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用に利用されない。
【０１８９】
　液体試料培地では、せん断水平表面弾性波バイオセンサ（ＳＨ－ＳＡＷ）が使用される
のが好ましく、それは、波動伝搬がせん断水平モード（すなわち、バイオセンサ導波路の
平面）に対して回転することを可能にする、結晶カット及び配向を有する厚電材料から作
製され、バイオセンサ表面と接触して液体の減少した弾性漏洩損失をもたらす。せん断水
平弾性波は、例えば、音響板モード（ＡＰＭ）、表面スキミングバルク波（ＳＳＢＷ）、
Ｌｏｖｅ波、漏洩弾性波（ＬＳＡＷ）、及びＢｌｅｕｓｔｅｉｎ－Ｇｕｌｙａｅｖ（ＢＧ
）波を含む。
【０１９０】
　特に、Ｌｏｖｅモードセンサは、ＳＴ結晶のＳＳＢＷ等のＳＨ波又は３６°ＹＸＬｉＴ
ａＯ３の漏洩波を支持する基質からなる。これらのモードは、薄弾性導波層又は導波路の
応用によって、Ｌｏｖｅ波モードに変換される。これらの波は、周波数に依存し、導波層
のせん断波速度は、厚電基質の速度よりも低いという条件で、発生されることができる。
ＳｉＯ２は、結晶上で弾性導波層として使用されている。ポリメチルメタクリレート、フ
ェノール－ホルムアルデヒド樹脂（例えば、商標表記　ＮＯＶＡＬＡＣ）、ポリイミド及
びポリスチレン等の他の熱可塑性及び架橋重合導波路材料も利用されている。
【０１９１】
　あるいは、ＱＣＭ装置もまた、これらの装置を用いるが、液体試料培地と共に使用する
ことができ、弾性波は、液体培地によって著しく漏洩し、一般に感度が低い装置をもたら
す。
【０１９２】
　音弾性機械的手段を利用するバイオセンサ及びこのようなバイオセンサの構成成分はよ
く知られている。例えば、米国特許第５，０７６，０９４号、同第５，１１７，１４６号
、同第５，２３５，２３５号、同第５，１５１，１１０号、同第５，７６３，２８３号、
同第５，８１４，５２５号、同第５，８３６，２０３号、同第６，２３２，１３９号を参
照。ＳＨ－ＳＡＷ装置は、ニューメキシコ州アルバカーキ（Albuquerque）所在のサンデ
ィアナショナルラボラトリーズ（Sandia National Laboratories）等の様々な製造業者か
ら入手することができる。あるＳＨ－ＳＡＷバイオセンサは、バイオセンサ及びバイオ電
子（Biosensors and Bioelectronics）、１９巻、８４９～８５９頁、２００４年、の「
３６°ＹＸＬｉＴａＯ３のＬｏｖｅ波バイオセンサを使用した炭疽菌刺激物質の低濃度で
の検出（Low-level detection of a Bacillus anthracis simulant using Love-wave bio
sensors on 36°YX LiTaO3）にも記載されている。ＳＡＷバイオセンサ、並びに生物剤を
検出する方法は、２００３年１２月３０日出願の米国特許出願第６０／５３３，１６９号
にも記載されている。
【０１９３】
　いくつかの実施形態において、バイオセンサの表面は、導波路層を覆っている二次捕捉
剤又は反応物質（例えば、抗体）を含む。本実施形態において、バイオセンサは、典型的
に、二次捕捉剤又は反応物質によって結合される粘度及び／又は質量の変化を検出する。
本実施形態では、バイオセンサは、好ましくは、固定化される層（導波路層を覆っている
）及び任意の結合層（１つ又は複数）を含む。
【０１９４】
　本発明に関連して使用されることができるような音弾性機械的センサを操作及び監視す
る技術の実施例は、例えば、米国特許第５，０７６，０９４号（フライ（Frye）ら）、同
第５，１１７，１４６号（マーチン（Martin）ら）、同第５，２３５，２３５号（マーチ
ン（Martin）ら）、同第５，１５１，１１０号（ベイン（Bein）ら）、同第５，７６３，
２８３号（セルノセック（Cernosek）ら）、同第５，８１４，５２５号（レンシュラー（
Renschler）ら）、同第５，８３６，２０３号（マーチン（Martin）ら）、及び同第６，
２３２，１３９号（カザルヌオーヴォ（Casalnuovo）ら）等に見ることができる。更なる
実施例は、例えば、ブランチ（Branch）らの、バイオセンサ及びバイオ電子（Biosensors
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 and Bioelectronics）、１９巻、８４９～８５９頁、２００４年、の「３６°ＹＸＬｉ
ＴａＯ３におけるＬｏｖｅ波バイオセンサを使用した炭疽菌刺激物質の低濃度での検出（
Low-level detection of a Bacillus anthracis simulant using Love-wave biosensors 
on 36°YX LiTaO3）、並びに２００４年１２月１７日出願のＰＣＴ公開第ＷＯ　２００５
／０６６６２２号に記載されている。
【０１９５】
　検出装置は、検出カートリッジとして記載される１つの単位に含まれてもよい。例示的
な検出カートリッジは、更に２００４年１２月１７日出願のＰＣＴ公開第ＷＯ　２００５
／０７５９７３号、２００４年１２月１７日出願のＰＣＴ公開第ＷＯ　２００５／０６４
３４９号に更に記載され、本発明に関連して使用することのできる検出カートリッジ及び
／又はモジュールの追加の機能に記載される。流体モニター及び様々な物質を運搬するた
めのモジュール等のセンサカートリッジの他の任意の機能は、ＰＣＴ公開第ＷＯ　２００
５／０７５９７３号に更に記載される。様々な検出システム及び構成要素（バイオセンサ
を含む検出カートリッジ）は、例えば、ＰＣＴ公開第ＷＯ　２００５／０７５９７３号及
び同第ＷＯ　２００５／０６４３４９号に見られる。
【０１９６】
　本発明の方法は、下記に示される様々な米国特許出願に記載されるように、様々な物質
、方法、系、装置等と組合せて利用されてよい。それらは、米国特許出願公開第２００５
－０１４２２９６－Ａ１号、同第２００５－０１０７６１５－Ａ１号、同第２００５－０
１１２６７２－Ａ１号、同第２００５－０１０６７０９－Ａ１号、同第２００５－０２２
７０７６－Ａ１号、米国特許出願公開第２００５－０１５３３７０－Ａ１号、同第２００
６－０１３５７１８－Ａ１号、同第２００６－０１３５７８３－Ａ１号、ＰＣＴ公開第Ｗ
Ｏ　２００５／０６６６２２号、ＰＣＴ公開第ＷＯ　２００５／０６６６２１、ＰＣＴ公
開第ＷＯ　２００５／０７５９７３号、ＰＣＴ公開第ＷＯ　２００５／０６４３４９号、
及びＰＣＴ公開第ＷＯ　２００５／０６６０９２号を含む。
【実施例】
【０１９７】
　ここで、本発明は、可能な記述が実施可能な発明者によって予測される、いくつかの特
定の実施形態を参照して記載されている。現在予測されていない修正を含む、本発明の実
体の無い修正は、それでもなお、それらと同等であると定めることができる。したがって
、本発明の範囲は、本明細書において説明した詳細及び構造に限定されるべきではなく、
むしろ、以下の特許請求の範囲、及びそれらと同等の物によって単に限定されるべきであ
る。
【０１９８】
　Ｉ．細菌の全細胞を捕捉する方法
　（実施例Ｉ－１）
　特定の抗体－磁気粒子複合体の調製
　Ａ．１ミクロンの粒子
　マウス抗プロテインＡモノクローナル抗体、ＭＡｂ－１０７は、２００６年１１月２２
日出願の米国特許出願第１１／５６２，７４７号、及びＰＣＴ特許出願第ＵＳ０７／８４
，７３９号、共に名称「プロテインＡ選択性を有する抗体（ANTIBODY WITH PROTEIN A SE
LECTIVITY）」において記載される。米国特許第６，９７９，４４６号に記載のマウス抗
ブドウ球菌クランピング因子モノクローナル抗体、ＭＡｂ　１２－９は、インヒビテック
ス社（Inhibitex, Inc.）（ジョージア州アルファレッタ（Alpharetta））から入手した
。アフィニティー精製したヤギ抗クランピング因子免疫血清は、２００６年１１月２２日
出願の米国特許出願第６０／８６７，０８９号、及びこれと共に同日に出願の米国特許出
願第＿＿＿＿＿＿＿＿号（代理人整理番号第６２６１１ＵＳ００５号）に記載され、それ
らの両方は、「選択的な溶出条件による特異抗体の選択（SPECIFIC ANTIBODY SELECTION 
BY SELECTIVE ELUTION CONDITIONS）」という題である。
【０１９９】



(37) JP 2010-510526 A 2010.4.2

10

20

30

40

50

　すべての抗体調製物は、製造業者の使用法に従って、ピアス（Pierce）からＥＺ－リン
クＮＨＳ－ＰＥ０４－ビオチン（製品番号２１３３０）を用いてビオチン化された。スト
レプトアビジンコーティングされた磁気粒子（１μｍ　Ｄｙｎａｌ　Ｔ１）はインビトロ
ゲン社（Invitrogen, Inc.）（カリフォルニア州カールズバッド（Carlsbad））から入手
した。すべての反応及び洗浄は、他に規定されない限り、ＰＢＳ　Ｌ－６４緩衝液（０．
２％ｗ／ｖプルロニックＬ６４を有するリン酸緩衝生理食塩水）中で実施された。洗浄工
程は、他に規定されない限り、３回の連続洗浄を含んだ。洗浄プロセスは、磁石に近位の
管側に、粒子を引き込むための管に隣接して磁石を設置する工程と、隣接した磁石で管か
ら液体を除去する工程と、除去された液体を交換するために等量の新しい緩衝液を添加す
る工程からなる。磁石を除去し、再懸濁及び粒子の混合を可能にした。
【０２００】
　ストレプトアビジンコーティングされた磁気粒子を、１ミリリットルあたり２．５ミリ
グラム（ｍｇ／ｍＬ）の濃度で、５００マイクロリットル（μＬ）のＰＢＳ　Ｌ－６４緩
衝液中で、ビオチン化抗体調製物と混合した。結合のための粒子に対する抗体の質量比は
、４０μｇ抗体／ｍｇ粒子であった。得られる混合物を３７℃で１時間（ｈｒ）インキュ
ベートした。続いて、粒子を、ＰＢＳ　Ｌ－６４緩衝液中で洗浄し、結合しなかった抗体
を除去した。最終洗浄後、粒子を、２．５ｍｇ／ｍＬの粒子濃度で再懸濁した。
【０２０１】
　Ｂ．ナノ粒子
　ストレプトアビジンコーティングされた２００ｎｍ粒子は、アデムテック（Ademtech）
（フランス、ペサック（Pessac））から入手した。ビオチン化されたＭＡｂ－１０７抗体
は、抗体結合反応が製造業者（アデムテック（Ademtech））によって提供される独自の固
定化緩衝液中で実行されることを除いて、上述のように、ストレプトアビジンコーティン
グされた粒子に結合された。結合のための粒子に対する抗体の質量比は、アデムテック（
Ademtech）粒子に対しては１μｇ抗体／ｍｇ粒子であった。粒子を洗浄した後、抗体複合
体粒子を、５ｍｇ／ｍＬの粒子濃度で、固定化緩衝液中に再懸濁した。
【０２０２】
　（実施例Ｉ－２）
　１つ以上の抗原特異性を含む磁気粒子懸濁液の調製
　Ａ．免疫多特異的磁気粒子の調製
　ストレプトアビジンコーティングされたＤｙｎａｌ　Ｔ１磁気粒子（２．５ｍｇ／ｍＬ
）の懸濁液を、実施例Ｉ－１Ａに記載されるように、アフィニティー精製ＧｘＣｌｆ４０
－ビオチンとＭＡｂ１０７－ビオチンの混合物に結合した。
【０２０３】
　本実施例において、結合のための粒子に対するそれぞれ特定の抗体の質量比は、２０μ
ｇ抗体／ｍｇ粒子であった。粒子を洗浄した後、抗体複合体粒子を、２．５ｍｇ／ｍＬの
最終粒子濃度で、ＰＢＳ　Ｌ－６４中に再懸濁した。この懸濁液を「混合物１」と呼んだ
。
【０２０４】
　ストレプトアビジンコーティングされたアデムテック（Ademtech）２００ｎｍ磁気粒子
（２．５ｍｇ／ｍＬ）の懸濁液を、結合反応における粒子に対するそれぞれの抗体の質量
比が、固定化緩衝液中で、１．０μｇ抗体／ｍｇ粒子に調整されたことを除いて、実施例
Ｉ－１Ｂに記載されるように、ＭＡｂ１０７－ビオチンとアフィニティー精製ＧｘＣｌｆ
４０－ビオチン抗体の混合物と結合させた。洗浄後、粒子を、５ｍｇ／ｍＬの粒子濃度で
、固定化緩衝液中に再懸濁した。この懸濁液を「混合物２」と呼んだ。
【０２０５】
　Ｂ．単一特異的抗体コーティングされた磁気粒子の混合物の調製
　等量のＭＡｂ１０７と、実施例Ｉ－１Ａからのアフィニティー精製ＧｘＣｌｆ４０抗体
複合体Ｄｙｎａｌ　Ｔ１（１μｍ）粒子懸濁液を混合し、２．５ｍｇ／ｍＬの最終粒子濃
度（１．２５ｍｇ／ｍＬのＭＡｂ－１０７複合体及び１．２５ｍｇ／ｍＬのアフィニティ



(38) JP 2010-510526 A 2010.4.2

10

20

30

40

50

ー精製ＧｘＣｌｆ４０複合体）を得た。得られた懸濁液を「混合物３」と呼んだ。
【０２０６】
　（実施例Ｉ－３）
　抗体コーティングされた１μｍ磁気粒子を使用した黄色ブドウ球菌細胞の捕捉
　Ａ．方法
　細胞捕捉試験に使用された黄色ブドウ球菌株を表Ｉ－１に記載する。菌株２５９２３は
、バージニア州マナッサス（Manassas）所在のアメリカ合衆国培養細胞系統保存機関から
入手した。黄色ブドウ球菌の他の菌株は、臨床試料から単離した。細菌懸濁液を、トリプ
シン大豆ブロス中で３７℃で一晩培養することによって調製した。培養物は、細胞を採取
するために遠心分離され、細胞ペレットを、約５×１０８ｃｆｕ／ｍＬの最終濃度で、０
．２％ｗ／ｖプルロニックＬ６４を有する無菌リン酸緩衝生理食塩水中に再懸濁した。実
験前に、細菌を３回洗浄し、約５×１０３に希釈した。３２マイクロリットルの抗体コー
ティングされた（Ｄｙｎａｌ）粒子懸濁液（２．５ｍｇ／ｍＬ）を、ポリプロピレンの２
ｍＬバイアル瓶中で、４６８マイクロリットルの黄色ブドウ球菌懸濁液と混合した。バイ
アル瓶を３０秒（ｓ）間手動で振動させ、細菌と粒子を混合した後、ロッキングプラット
フォーム（１秒あたり約０．３サイクルに設定したＲｅｃｉｐｒｏｃａｔｉｎｇ　Ｂａｒ
ｎｓｔｅａｄ／Ｔｈｅｒｍｏｌｙｎｅ　Ｖａｒｉｍｉｘ）で１５分間攪拌した。粒子を、
５分間、バイアル瓶の片側に（実施例Ｉ－１のように、磁石を用いて）引き寄せた。粒子
によって吸着されない細菌細胞を含む上澄み液を除去し、滅菌したＰＢＳ　Ｌ－６４で１
０倍に希釈した。磁石からバイアル瓶を離し、５００μＬの滅菌したＰＢＳ　Ｌ－６４緩
衝液を加え、バイアル瓶を３０秒（ｓ）間手動で攪拌し、粒子を再懸濁した。バイアル瓶
を５分間磁石に隣接して定置し、洗浄液を吸引除去し、ＰＢＳ　Ｌ－６４で１０倍に希釈
した。磁石からバイアル瓶を離し、５００μＬの緩衝液を加え、バイアル瓶を３０秒手動
で攪拌し、粒子を再懸濁した。
【０２０７】
　各溶液のそれぞれ（上澄み液、洗浄液、及び再懸濁した粒子）における生菌数を、ＰＥ
ＴＲＩＦＩＬＭ　Ａｅｒｏｂｉｃ　Ｃｏｕｎｔ　Ｐｌａｔｅ（ミネソタ州セントポール（
St. Paul）所在のスリーエムカンパニー（3M Company））でそれぞれの懸濁液の連続希釈
液をプレートすることによって測定した。
【０２０８】
【表１】

【０２０９】
　Ｂ．特定の抗体複合体磁気粒子を有する黄色ブドウ球菌の捕捉
　Ｄｙｎａｌ　Ｔ１粒子の複合体（実施例Ｉ－１Ａ）を、実施例Ｉ－３Ａによりブドウ球
菌細胞を捕捉し、定量するために使用した。菌株２５９２３は、プロテインＡ及びクラン
ピング因子抗原の両方を産生する。菌株３１７は、クランピング因子を産生するが、試験
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抗原として溶解ブドウ球菌細胞を用いたＥＬＩＳＡアッセイを使用したとき、検出可能な
濃度のプロテインＡを産生しない。複製試料を、それぞれの抗体に実施した。結果を下記
の表Ｉ－２に示す。
【０２１０】
【表２】

【０２１１】
　データは、両方の菌株は、抗クランピング因子抗体のいずれかでコーティングされた粒
子によって効率よく捕捉されたが、菌株３１７は、抗プロテインＡ抗体でコーティングさ
れた粒子によって効率よく捕捉されなかったことを示す。
【０２１２】
　Ｃ．プロテインＡ及びクランピング因子抗原の両方に対して行われた抗体を含む粒子懸
濁液を使用した黄色ブドウ球菌株３１７の捕捉
　Ｍａｂ１０７及びアフィニティー精製ＧｘＣｌｆ４０抗体を有するＤｙｎａｌ　Ｔ１の
複合体はそれぞれ、実施例Ｉ－２Ａ（混合物１）に記載されるように調製された。Ｍａｂ
１０７及びアフィニティー精製ＧｘＣｌｆ４０抗体の両方を有するＤｙｎａｌ　Ｔ１の複
合体は、実施例Ｉ－２Ｂ（混合物３）により調製された。黄色ブドウ球菌株３１７の懸濁
液を産生し、磁気粒子懸濁液と接触させ、細菌捕捉を実施例Ｉ－３Ａに記載されるように
測定した。結果を、表Ｉ－３にまとめる。
【０２１３】

【表３】

【０２１４】
　実施例Ｉ－３Ｂに見られるように、ＭＡｂ－０７抗体複合体粒子によって細胞の捕捉は
ほとんどなかったが、アフィニティー精製ＧｘＣｌｆ４０抗体複合体粒子によって効率的
に細胞は捕捉された。データは、抗体が共に粒子に結合されるか、別々に粒子に結合され
るかに関わらず、両方の抗体特異性を有する粒子懸濁液による黄色ブドウ球菌細胞の効率
的な捕捉を示す。
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【０２１５】
　類似の捕捉実験が、黄色ブドウ球菌のいくつかの他の菌株で繰り返され、結果を表Ｉ－
４に示す。
【０２１６】
【表４】

【０２１７】
　両方の抗体でコーティングされた粒子は、ほとんど又は全くプロテインＡを発現しない
３つの菌株の有意に良好な捕捉を示した。プロテインＡの比較的高いレベルを発現する、
第４の菌株（３３６）に関しては、細胞捕捉は、単一特異的及び多特異的粒子の両方に匹
敵する。
【０２１８】
　（実施例Ｉ－４）
　抗体－コーティングされた２００ｎｍ磁気粒子を使用した黄色ブドウ球菌細胞の捕捉
　Ａ．免疫単一特異的（抗プロテインＡ）粒子による捕捉
　細菌懸濁液を、実施例Ｉ－３に記載されるように、増殖、採取、及び洗浄した。アデム
テック（Ademtech）２００ｎｍ磁気粒子を、実施例Ｉ－１Ｂに記載されるように、ＭＡｂ
－１０７抗体でコーティングした。細菌捕捉実験は、本実施例において、１５．８マイク
ロリットルの抗体複合体粒子を４８４マイクロリットルの細菌懸濁液と混合することを除
いて、実施例Ｉ－３のように行われた。５つの異なる細菌株を本実施例に使用した。捕捉
結果を表Ｉ－５に示す。
【０２１９】
　Ｂ．免疫多特異的（抗プロテインＡ＋抗クランピング因子）粒子による捕捉
　細菌懸濁液を、実施例Ｉ－３に記載されるように、増殖、採取、及び洗浄した。アデム
テック（Ademtech）２００ｎｍ磁気粒子を、実施例Ｉ－２Ａに記載されるように、ＭＡｂ
－１０７及びアフィニティー精製ＧｘＣｌｆ４０抗体でコーティングした。細菌捕捉実験
は、本実施例において、１５．８マイクロリットルの抗体複合体粒子を４８４マイクロリ
ットルの細菌懸濁液と混合することを除いて、実施例Ｉ－３のように行われた。５つの異
なる細菌株を本実施例に使用した。捕捉結果を表Ｉ－５に示す。
【０２２０】
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【表５】

【０２２１】
　より大きい（１μｍ）磁気粒子で見られるように、これらの結果は、異なる抗原特異性
を有する抗体の混合物でコーティングされた粒子は、比較的低レベルのプロテインＡを発
現する黄色ブドウ球菌細胞を更に効率よく捕捉したことを示す。
【０２２２】
　ＩＩ．ＥＬＩＳＡを使用して細菌について試料を分析する方法
　（実施例ＩＩ－１）
　捕捉濃度の最適化及びタンデムプロテインＡ／クランピング因子の酵素免疫測定法（Ｅ
ＬＩＳＡ）に使用されるキャッピング抗体
　Ａ．一般材料及び方法
　アッセイに使用される抗体は、２つの抗黄色ブドウ球菌プロテインＡモノクローナル抗
体（ＭＡｂ－７６及びＭＡｂ－１０７、２００６年１１月２２日出願の米国特許出願第１
１／５６２，７５９号、及びＰＣＴ特許出願第ＵＳ０７／８４，７３６号、共に名称「プ
ロテインＡ選択性を有する抗体（ANTIBODY WITH PROTEIN A SELECTIVITY）」において記
載され、又は、２００６年１１月２２日出願の米国特許出願第１１／５６２，７４７号、
及びＰＣＴ特許出願第ＵＳ０７／８４，７３９号、共に名称「プロテインＡ選択性を有す
る抗体（ANTIBODY WITH PROTEIN A SELECTIVITY）」において記載される）と、抗黄色ブ
ドウ球菌クランピング因子モノクローナル抗体、ＭＡｂ　１２－９（米国特許第６，９７
９，４６６号に記載のジョージア州アルファレッタ（Alpharetta）所在のインヒビテック
ス（Inhibitex））、及びＲｘＣｌｆ４０（ウサギ抗Ｃｌｆ４０抗血清、インヒビテック
ス（Inhibitex））を含んだ。ＥＬＩＳＡアッセイで使用する前に、ＲｘＣｌｆ４０抗体
を、２００６年１１月２２日出願の米国特許出願第６０／８６７，０８９号、及びこれと
同日に出願の米国特許出願第＿＿＿＿＿＿＿＿号（代理人整理番号第６２６１１ＵＳ００
５号）、共に名称「選択的な溶出条件による特異抗体の選択（SPECIFIC ANTIBODY SELECT
ION BY SELECTIVE ELUTION CONDITIONS）」において記載される工程によりアフィニティ
ー精製した。
【０２２３】
　すべてのキャッピング抗体は、使用前にビオチン化された。抗体は、イリノイ州ロック
フォード（Rockford）所在のピアス（Pierce）からのＥＺ－リンクＮＨＳ－ＰＥ０４－ビ
オチンキットを使用して、製造業者の取り扱い説明書に従いビオチン化された。
【０２２４】
　これらの実験に使用されるリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ、１０ｍＭリン酸緩衝液中、
１３７ｍＭ　ＮａＣｌ及び２．７ｍＭ　ＫＣｌ、ｐＨ７．５０）は、カリフォルニア州サ
ンディエゴ（San Diego）所在のＥＭＤバイオサイエンス（EMD Biosciences）から入手し
た１０倍の濃縮溶液から調製された。ＰＢＳＴ試薬は、０．０５％（ｖ／ｖ）トウィーン
（TWEEN）２０をＰＢＳ緩衝液に加えることによって、調製された。コスター（Costar）
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９６ウェル高結合ポリスチレンマイクロタイタープレートは、マサチューセッツ州アクト
ン（Acton）所在のコーニングライフサイエンス（Corning LifeSciences）から入手した
。すべての緩衝液は、洗浄緩衝液を除いて使用前に濾過された。すべての手順は、他に特
定されない限り、室温で実施された。すべてのＥＬＩＳＡ洗浄手順は、１ウェルあたり２
００マイクロリットルの容積の５回順次洗浄を含み、すべての洗浄は、ＰＢＳＴ緩衝液で
行われた。アルカリホスファターゼ発色基質、ｐＮＰＰは、メリーランド州ゲイサーズバ
ーグ（Gaithersburg）所在のＫＰＬから入手した。
【０２２５】
　最適化実験に使用される抗原は、ザイメッドラボラトリーズ（Zymed Laboratories）（
カリフォルニア州カールズバッド（Carlsbad）所在のインビトロゲン社（Invitrogen, In
c.））からのプロテインＡ抗原、ジョージア州アルファレッタ（Alpharetta）所在のイン
ヒビテックス（Inhibitex）からのクランピング因子抗原（ｒＣｌｆ４０、米国特許第６
，００８，３４１号）及び黄色ブドウ球菌株２５９２３の溶解細胞を含んだ。黄色ブドウ
球菌２５９２３は、バージニア州マナッサス（Manassas）所在のアメリカ合衆国培養細胞
系統保存機関から入手した。すべての抗原は、抗原希釈緩衝液中で３μｇ／ｍＬに希釈さ
れ、濾過された溶解溶液－リソスタフィン（ミズーリ州セントルイス（St. Louis）所在
のシグマアルドリッチ）中で調製された。抗原希釈緩衝液は、ｐＨ７．４４で、０．２％
ｗ／ｖプルロニックＬ６４（ＢＡＳＦ、ニュージャージー州フローラムパーク（Florham 
Park））及び５０ｍＭ　ＥＤＴＡ二ナトリウムを含む、ＰＢＳからなった。
【０２２６】
　黄色ブドウ球菌抗原を調製するために、菌株２５９２３は、トリプシン大豆ブロス（カ
リフォルニア州サンタ・マリア（Santa Maria）所在のハーディ・ダイアグノスティクス
（Hardy Diagnostics））中で、５．０×１０８ｃｆｕ／ｍＬの推定濃度に、３７℃で一
晩増殖された。培養物は、２回洗浄され（４℃、１０，０００ｒｐｍ、１０分間遠心分離
した）、その後、ＰＢＳＬ（０．２％ｗ／ｖプルロニックＬ６４を含むＰＢＳ、ＢＡＳＦ
、ニュージャージー州フローラムパーク（Florham Park））に再懸濁された。洗浄された
細菌ストックを、ＰＢＳＬ中、１．０×１０７ｃｆｕ／ｍＬの適切な濃度に、１：５０で
希釈した。これを更に、１．０×１０５ｃｆｕ／ｍＬの最終試料濃度のために、溶解溶液
に１：１００で希釈した。溶解しなかった、希釈した細菌を血液寒天プレート上にプレー
トし、元のブロス培養の濃度を実証した。アッセイ結果は、実際の出発細菌濃度に反映す
る。
【０２２７】
　Ｂ．ＥＬＩＳＡアッセイ条件
　１つ又は２つの捕捉抗体をアッセイに使用した。抗体は、ＰＢＳで冷蔵保存された（４
℃）保存出発濃度からマイクロウェルコーティング濃度に希釈された。１００マイクロリ
ットルのコーティング溶液は、マイクロウェルのウェルに加えられた。プレートは、３７
℃で６０分間インキュベートされた。コーティング溶液は、ブロック工程前に除去された
。
【０２２８】
　すべてのマイクロタイタープレートは、２００μＬ／ウェルのＳｔａｂｉｌＣｏａｔイ
ムノアッセイ安定剤（ミネソタ州エデンプレーリー（Eden Prairie）所在のサーモディク
ス（Surmodics））でブロックされた後、４℃で一晩インキュベートされた。ブロック溶
液は、抗原コーティング工程前に除去された。
【０２２９】
　１００マイクロリットルの捕捉抗原の適切な溶液は、それぞれのウェルに加えられ、プ
レートは、３７℃で６０分間インキュベートされた。プレートは、次いで、ＰＢＳＴ溶液
で洗浄された。
【０２３０】
　２つのキャッピング抗体をアッセイに使用した。すべてのキャッピング抗体調製物は、
ブロット（blotto）（ＰＢＳＴ中の２％脱脂粉乳）で希釈された。１００マイクロリット



(43) JP 2010-510526 A 2010.4.2

10

20

30

40

50

ルの適切なキャッピング抗体混合物が、それぞれのウェルに加えられ、プレートは、３７
℃で６０分間インキュベートされた。
【０２３１】
　ストレプトアビジン結合アルカリホスファターゼ（ストレプトアビジンＡＰ、ペンシル
ベニア州ウェストグローブ（West Grove）所在のジャクソン・イムノリサーチ・ラボラト
リーズ（Jackson Immunoresearch Laboratories））は、０．５μｇ／ｍＬの濃度に、ブ
ロットで希釈された。マイクロタイタープレートを洗浄し、１００μＬ／ウェルのストレ
プトアビジンＡＰをプレートに加えた。プレートは、３７℃で６０分間インキュベートさ
れた。
【０２３２】
　プレートを洗浄した。次いで、１００μＬ／ウェルのｐＮＰＰ基質をプレートに加えた
。プレートを室温で１５分間放置し、発色を観察した。アルカリホスファターゼ反応を１
００μＬ／ウェルの５％（ｗ／ｖ）ＥＤＴＡ二ナトリウムを加えることによって停止し、
プレートをプレートリーダーに置き、４０５ｎｍの波長で吸光度を読み取った。
【０２３３】
　Ｃ．ブドウ球菌抗原の検出のための捕捉抗体濃度及び割合の最適化
　ＥＬＩＳＡアッセイを上述のように設定した。本試験の目的は、捕捉抗体及びキャッピ
ング抗体の濃度が、全て３つの抗原調製物で最良の結合（ＥＬＩＳＡアッセイにおいて最
大の吸光度指数）を提供し、同時に、最低のバックグラウンド（ＥＬＩＳＡアッセイにお
いて最小の吸光度指数）を提供するものを決定することである。７つの９６ウェルプレー
トを、表ＩＩ－１に示される捕捉抗体の組合せでコーティングした。
【０２３４】
【表６】

【０２３５】
　４つの抗原を以下のアッセイで実行した。１）ＰＢＳ（抗原を含まない対照）、２）１
ｎｇ／ｍＬに溶解溶液で希釈したｒＣｌｆ４０クランピング因子タンパク質、３）１００
ｐｇ／ｍＬに溶解溶液で希釈したＺｙｍｅｄプロテインＡ、及び４）黄色ブドウ球菌株２
５９２３（ＡＴＣＣ、バージニア州マナッサス（Manassas））は、上述されるように調製
した。１００マイクロリットルアリコートの抗原をプレートに加え、上述されるようにイ
ンキュベートした。
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　７つのタンデムキャッピング抗体混合物は、それぞれのマイクロタイタープレートに対
して１つの混合物として作製された。キャッピング抗体混合物を表ＩＩ－２に示す。
【０２３７】
【表７】

【０２３８】
　表ＩＩ－３は、試験で使用されたプレートのうちの１つからの代表的なＥＬＩＳＡの結
果を示す。すべての実験からのデータは、０．９３μｇ／ｍＬのＭＡｂ－７６及び７．５
μｇ／ｍＬのＭＡｂ　１２－９からなる捕捉抗体濃度の混合が、抗原に対して最大結合活
性及びＰＢＳ対照に対して最小のバックグラウンド指数を得たことを示した。この組合せ
が、キャッピング抗体混合物の更なる最適化のために選択された。
【０２３９】
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【表８】

【０２４０】
　Ｄ．ブドウ球菌抗原の検出のためのキャッピング抗体濃度の最適化
　本実験は、捕捉抗体濃度を１μｇ／ｍＬ（ＭＡｂ－７６）及び７．５μｇ／ｍＬ（ＭＡ
ｂ　１２－９）で一定にすることを除いて、実施例ＩＩ－１Ｃに記載される実験と同様に
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行われた。これらの実験からの代表的なデータを表ＩＩ－４に示す。データは、２．５μ
ｇ／ｍＬのＭＡｂ－１０７及び０．７５μｇ／ｍＬのアフィニティー精製ＲｘＣｌｆ４０
からなるキャッピング抗体の混合物が、ブドウ球菌抗原の一番低い量を検出したことを示
す。
【０２４１】
【表９】

【０２４２】
　検出限界試験を行うために選択された抗体濃度の組合せを表ＩＩ－５に示す。
【０２４３】
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【表１０】

【０２４４】
　（実施例ＩＩ－２）
　タンデムプロテインＡ／クランピング因子酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）におけるプロ
テインＡ及びクランピング因子抗原の検出の下限値の測定
　すべての手順は、実施例ＩＩ－１に記載されるように実行された。抗原は、抗原希釈緩
衝液－０．２％ｗ／ｖプルロニックＬ６４（ＢＡＳＦ、ニュージャージー州フローラムパ
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ーク（Florham Park））及び５０ｍＭ　ＥＤＴＡ二ナトリウムを含むＰＢＳ、ｐＨ７．４
４で、３μｇ／ｍＬに希釈された、濾過した溶解溶液－リソスタフィン（ミズーリ州セン
トルイス（St. Louis）所在のシグマアルドリッチ（Sigma Aldrich））中で調製された。
【０２４５】
　３つの抗原でアッセイを行った。１）２ｎｇ／ｍＬ～０．００１９ｎｇ／ｍＬに連続２
倍希釈で希釈されたＣｌｆ４０クランピング因子タンパク質、２）２５０ｐｇ／ｍＬ～０
．２４ｐｇ／ｍＬに連続２倍希釈で希釈されたＺｙｍｅｄプロテインＡ（ＳｐＡ）、及び
３）黄色ブドウ球菌株２５９２３、約５×１０５ＣＦＵ／ｍＬ～約４．８×１０２ＣＦＵ
／ｍＬまでの最終試料濃度に連続２倍希釈で希釈されることを除いて、実施例ＩＩ－１の
ように、調製された。抗原を含まない対照（上述されるような溶解溶液）も、プレートに
含まれた。
【０２４６】
　それぞれの抗原の検出の下限値は、その濃度点かつそれ以上で、連続して増加する吸光
度を伴い、抗原を含まない対照の上で３倍の標準偏差値であった試料濃度を選択すること
によって決定された。タンデムアッセイに関しては、クランピング因子抗原の検出の下限
値は、０．００１９ｎｇ／ｍＬ以下であり、プロテインＡの検出の下限値は、７．８１ｐ
ｇ／ｍＬであった。溶解された黄色ブドウ球菌株２５９２３の検出の下限値は、３，８２
８細胞／ｍＬであった。本試験の結果を表ＩＩ－６に示す。
【０２４７】
【表１１】

【０２４８】
　（実施例ＩＩ－３）
　タンデムプロテインＡ／クランピング因子酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）における溶解
及び非溶解の黄色ブドウ球菌細菌の検出の下限値の測定
　すべての手順は、本実施例において、細胞を洗浄した黄色ブドウ球菌を２つの試料（溶
解及び非溶解）に分けることを除いて、実施例ＩＩ－１に記載されるように、実行された
。溶解された試料は、実施例ＩＩ－１に記載されるように処置された。黄色ブドウ球菌株
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【０２４９】
　非溶解黄色ブドウ球菌を除いて、すべての抗原、及び標準曲線は、抗原希釈緩衝液－０
．２％ｗ／ｖプルロニックＬ６４（ＢＡＳＦ、ニュージャージー州フローラムパーク（Fl
orham Park））及び５０ｍＭ　ＥＤＴＡ二ナトリウムを含むＰＢＳ、ｐＨ７．４４で、３
μｇ／ｍＬに希釈された、濾過した溶解溶液－リソスタフィン（ミズーリ州セントルイス
（St. Louis）所在のシグマアルドリッチ（Sigma Aldrich））中で調製された。非溶解黄
色ブドウ球菌は、実施例ＩＩ－１Ａに記載される抗原希釈緩衝液中で調製された。
【０２５０】
　標準曲線は、Ｃｌｆ４０クランピング因子タンパク質及びＺｙｍｅｄプロテインＡで作
成された。Ｃｌｆ４０クランピング因子タンパク質は、２．５ｎｇ／ｍＬ～０．２０ｎｇ
／ｍＬの連続２倍希釈で調製された。プロテインＡは、４００ｐｇ／ｍＬ～３．１３ｐｇ
／ｍＬの連続２倍希釈で調製された。抗原を含まない対照も、プレートに含まれた。
【０２５１】
　黄色ブドウ球菌株２５９２３及び２２２は、トリプシン大豆ブロス（カリフォルニア州
サンタ・マリア（Santa Maria）所在のハーディ・ダイアグノスティクス（Hardy Diagnos
tics））中で、５．０×１０８ｃｆｕ／ｍＬの推定濃度に、３７℃で一晩増殖された。培
養物を２回洗浄した－ブロス培養物は、１０，０００ｒｐｍ、４℃で１０分間遠心分離さ
れた後、ＰＢＳＬ（０．２％ｗ／ｖプルロニックＬ６４を含むＰＢＳ）に再懸濁した。そ
れぞれの洗浄した細菌ストックを、１．０×１０８ｃｆｕ／ｍＬから１．０×１０３ｃｆ
ｕ／ｍＬ（非溶解細胞）の推定濃度に、連続１０倍希釈でＰＢＳＬ中で希釈した。これら
の希釈した試料のアリコートを、続けて、ゼロ細菌対照と同様に、１．０×１０７ｃｆｕ
／ｍＬ～１．０×１０２ｃｆｕ／ｍＬ（溶解細胞）の最終試料濃度に、溶解溶液で、１：
１０に更に希釈した。溶解しなかった、希釈した細菌を血液寒天プレート上にプレートし
、元のブロス培養の濃度を実証した。アッセイ結果は、実際の出発細菌濃度を反映する。
【０２５２】
　個々の安定化させたマイクロタイタープレートを洗浄し、捕捉抗体溶液：ＭＡｂ　１２
－９、ＭＡｂ－７６、又はＭＡｂ　１２－９とＭＡｂ－７６の混合物のうちの１つでコー
ティングした。抗原試料（溶解黄色ブドウ球菌の連続希釈、非溶解黄色ブドウ球菌の連続
希釈、及び溶解溶液対照）を、それぞれのコーティングされたプレートの２系列のウェル
に加えた。クランピング因子及びプロテインＡの標準曲線試料を、それらの対応する抗原
に対する捕捉抗体でコーティングしたプレートに加えた。
【０２５３】
　３つのキャッピング抗体調製物を作製した。１）２．５μｇ／ｍＬのＭＡｂ－１０７．
ビオチン、２）２．５μｇ／ｍＬのアフィニティー精製ウサギ抗クランピング因子．ビオ
チン、及び３）それぞれ２．５μｇ／ｍＬ及び０．７５μｇ／ｍＬの最終濃度のために、
１．５μｇ／ｍＬのアフィニティー精製ウサギ抗クランピング因子．ビオチンと等量の５
μｇ／ｍＬのＭＡｂ－１０７．ビオチンの混合によって調製されたタンデムキャッピング
抗体。キャッピング抗体混合物を適切なマイクロタイタープレートに加え、ＥＬＩＳＡア
ッセイを完了した。
【０２５４】
　実験からの代表的なデータを表ＩＩ－７に示す。プロテインＡプレート及びタンデム捕
捉／キャッピングプレートからのデータは、全細菌と比較して、溶解された細菌に対して
更に高感度の検出を示した。クランピング因子プレートからの結果は、溶解された及び全
細菌と等価の検出を示した。概して、タンデムコーティング／捕捉アッセイは、単一捕捉
抗体を使用したアッセイと比較したとき、標準曲線上で細菌の最も低い濃度を検出した。
【０２５５】
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【表１２】

【０２５６】
　（実施例ＩＩ－４）
　タンデムプロテインＡ／クランピング因子酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）における非中
和Ｎ－アセチルＬ－システインによる３Ｍ黄色ブドウ球菌株２２２のＥＬＩＳＡ活性の阻
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　Ａ．一般材料及び方法
　ＥＬＩＳＡアッセイに使用された抗体は、２つの抗黄色ブドウ球菌プロテインＡモノク
ローナル抗体（ＭＡｂ－７６、及びＭＡｂ－１０７、抗黄色ブドウ球菌クランピング因子
モノクローナル抗体、ＭＡｂ　１２－９）を含んだ。ＥＬＩＳＡアッセイに使用する前に
、ＲｘＣｌｆ４０抗体は、実施例ＩＩ－１に記載されるように、アフィニティー精製され
た。すべてのキャッピング抗体は、使用前にビオチン化された。抗体は、イリノイ州ロッ
クフォード（Rockford）所在のピアス（Pierce）からのＥＺ／リンクＮＨＳ－ＰＥ０４－
ビオチンキットを使用して、製造業者の取り扱い説明書に従いビオチン化された。
【０２５７】
　これらの実験に使用されるリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ、１３７ｍＭ　ＮａＣｌ及び
２．７ｍＭ　ＫＣｌ、１０ｍＭリン酸緩衝液、ｐＨ７．５０）は、カリフォルニア州サン
ディエゴ（San Diego）所在のＥＭＤバイオサイエンス（EMD Biosciences）から入手した
１０倍の濃縮溶液から調製された。ＥＬＩＳＡアッセイに使用されるＰＢＳＴ試薬は、０
．０５％（ｖ／ｖ）トウィーン（TWEEN）２０をＰＢＳ緩衝液に加えることによって、調
製された。コスター（Costar）９６ウェル高結合ポリスチレンマイクロタイタープレート
は、マサチューセッツ州アクトン（Acton）所在のコーニングライフサイエンス（Corning
 LifeSciences）から入手した。すべての緩衝液は、洗浄緩衝液を除いて使用前に濾過さ
れた。すべてのＥＬＩＳＡ洗浄手順は、１ウェルあたり２００マイクロリットルの容積の
５回順次洗浄を含み、すべての洗浄は、ＰＢＳＴ緩衝液で行われた。アルカリホスファタ
ーゼ発色基質、ｐＮＰＰは、メリーランド州ゲイサーズバーグ（Gaithersburg）所在のＫ
ＰＬから入手した。
【０２５８】
　これらの実験に使用される抗原は、３Ｍ黄色ブドウ球菌株２２２の細胞であった。黄色
ブドウ球菌抗原を調製するために、菌株２２２は、トリプシン大豆ブロス（カリフォルニ
ア州サンタ・マリア（Santa Maria）所在のハーディ・ダイアグノスティクス（Hardy Dia
gnostics））中で、５．０×１０８ｃｆｕ／ｍＬの推定濃度に、３７℃で一晩増殖された
。培養物は、２回洗浄され（１０，０００ｒｐｍ、４℃で１０分間遠心分離され）、その
後、ＰＢＳに再懸濁された。洗浄された細菌ストックを、ＰＢＳ中で、２．０×１０５ｃ
ｆｕ／ｍＬまで希釈した。これを、１．０×１０４ｃｆｕ／ｍＬの最終試料濃度に、抗原
試料調製中、１：２０で更に希釈した。
【０２５９】
　これらの実験で使用されるＮ－アセチルＬ－システイン（ＮＡＣ）は、シグマグレード
（Sigma grade）であり、ミズーリ州セントルイス（St. Louis）所在のシグマアルドリッ
チ（Sigma-Aldrich）から入手された。非中和ＮＡＣを調製するために、ＮＡＣ粉末をＰ
ＢＳに加え、４％（ｗ／ｖ）溶液を作製した後、連続２倍希釈物をＰＢＳ中に作製し、２
％及び１％溶液を得た。中和ＮＡＣを調製するために、４％溶液に十分なＮＡＣ粉末をＰ
ＢＳの換算体積に加えた。５Ｍ　ＮａＯＨでほぼ中性のｐＨまで、ｐＨを調整した後、更
にＰＢＳを加え、全体積が４％溶液を形成するようした。連続２倍希釈物をＰＢＳ中に作
製し、２％及び１％溶液を得た。ＮＡＣを含まないＰＢＳ緩衝液を、０％ＮＡＣ対照とし
て使用した。それぞれの溶液のｐＨを測定した後、それぞれの溶液を、０．２２μＭフィ
ルタを用いてフィルタ滅菌した。
【０２６０】
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【表１３】

【０２６１】
　本試験に使用されるリソスタフィンをシグマアルドリッチ（Sigma-Aldrich）から入手
した。リソスタフィンを調製するために、リソスタフィンストックは、ＰＢＳで２００μ
ｇ／ｍＬに希釈され、その後、０．２２μＭフィルタでフィルタ滅菌された。これを、１
０μｇ／ｍＬの最終試料濃度のために、抗原試料調製中、１：２０で更に希釈した。
【０２６２】
　すべての手順は、他に特定されない限り、室温で実施された。
【０２６３】
　Ｂ．ＥＬＩＳＡアッセイ条件
　２つの捕捉抗体（ＭＡｂ　７６及びＭＡｂ　１２－９）をアッセイに使用した。抗体を
、それらの冷蔵（４℃）保存出発濃度から、ＰＢＳ中、２．０μｇ／ｍＬのＭＡｂ　７６
及び１５μｇ／ｍＬのＭＡｂ　１２－９に希釈し、その後、２つの抗体溶液を、１．０μ
ｇ／ｍＬのＭＡｂ　７６及び７．５μｇ／ｍＬのＭＡｂ　１２－９の最終マイクロウェル
コーティング濃度に等量で合わせた。１００マイクロリットルのコーティング溶液が、マ
イクロウェルのウェルに加えられた。プレートは、３７℃で６０分間インキュベートされ
た。コーティング溶液は、洗浄することによって、ブロック工程前に除去された。
【０２６４】
　マイクロタイタープレートは、２００μＬ／ウェルのStabilCoatイムノアッセイ安定化
剤（ミネソタ州エデンプレーリー（Eden Prairie）所在のサーモディクス（Surmodics）
）でブロックされた後、４℃で一晩インキュベートされた。ブロッキング溶液は、洗浄す
ることによって、抗原コーティング工程前に除去された。
【０２６５】
　１００マイクロリットルの捕捉抗原の溶液が、それぞれのウェルに加えられ、プレート
は、３７℃で６０分間インキュベートされた。プレートは、次いで、ＰＢＳＴ溶液で洗浄
された。
【０２６６】
　２つのキャッピング抗体（ビオチン標識ＭＡｂ－１０７及びビオチン標識ＲｘＣｌｆ４
０）をアッセイに使用した。抗体を、それらの冷蔵（４℃）保存出発濃度から、ブロット
（２％脱脂粉乳、ＰＢＳＴ）中、５．０μｇ／ｍＬのＭＡｂ　１０７及び１．５μｇ／ｍ
ＬのＲｘＣｌｆ４０に希釈した。２つの抗体溶液をその後、２．５μｇ／ｍＬのＭＡｂ　
１０７及び０．７５μｇ／ｍＬのＲｘＣｌｆ４０の最終マイクロウェルコーティング濃度
に等量で合わせた。１００マイクロリットルのキャッピング抗体混合物が、それぞれのウ
ェルに加えられ、プレートは、３７℃で６０分間インキュベートされた。
【０２６７】
　ストレプトアビジン結合アルカリホスファターゼ（ストレプトアビジンＡＰ、ペンシル
ベニア州ウェストグローブ（West Grove）所在のジャクソン・イムノリサーチ・ラボラト
リーズ（Jackson ImmunoResearch Laboratories））は、０．５μｇ／ｍＬの濃度に、ブ
ロットで希釈された。マイクロタイタープレートを洗浄し、１００μＬ／ウェルのストレ
プトアビジンＡＰをプレートに加えた。プレートは、３７℃で６０分間インキュベートさ
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【０２６８】
　プレートを洗浄した。続いて、１００μＬ／ウェルのｐＮＰＰ基質をプレートに加えた
。プレートを室温で１５分間放置し、発色を観察した。アルカリホスファターゼ反応を１
００μＬ／ウェルの５％（ｗ／ｖ）ＥＤＴＡ二ナトリウムを加えることによって停止し、
プレートをプレートリーダーに置き、４０５ｎｍの波長で吸光度を読み取った。
【０２６９】
　Ｃ．タンデムプロテインＡ／クランピング因子酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）における
非中和Ｎ－アセチルＬ－システインによる３Ｍ黄色ブドウ球菌株２２２のＥＬＩＳＡ活性
の阻害の測定
　ＥＬＩＳＡアッセイを上述のように設定した。本試験の目的は、３Ｍ黄色ブドウ球菌株
２２２の抗原活性が非中和Ｎ－アセチルＬ－システイン（ＮＡＣ）によって阻害されるか
否かを判定することである。黄色ブドウ球菌細胞、リソスタフィン、及び中和又は非中和
ＮＡＣを異なる配列で混合した後、上記に記載のようにタンデムアッセイにおける抗原と
して使用した。
【０２７０】
　試料調製：ＮＡＣ、黄色ブドウ球菌細胞、及びリソスタフィンを、下記に示される手順
に従い、異なる配列で混合した後、２系列でマイクロタイタープレートに直ちに加えた。
これを、試験したそれぞれのＮＡＣ溶液に繰り返した。
【０２７１】
　１．細菌を含まない対照：１１．２５μＬのＰＢＳと１１．２５μＬのリソスタフィン
を２０２．５μＬのＮＡＣに加え、３０秒間、攪拌した。
【０２７２】
　２．ＮＡＣ＋（黄色ブドウ球菌＋リソスタフィン）：等量の黄色ブドウ球菌ストックと
リソスタフィンを混合し、３０秒間、撹拌した。２２．５μＬの本混合物を２０２．５μ
ＬのＮＡＣに加え、更に３０秒間、攪拌した。
【０２７３】
　３．（ＮＡＣ＋黄色ブドウ球菌）＋リソスタフィン：１１．２５μＬの黄色ブドウ球菌
ストックと２０２．５μＬのＮＡＣを混合し、３０秒間、攪拌した。１１．２５μＬのリ
ソスタフィンを加えた後、更に３０秒間、攪拌した。
【０２７４】
　４．（ＮＡＣ＋リソスタフィン）＋黄色ブドウ球菌：１１．２５μＬのリソスタフィン
と２０２．５μＬのＮＡＣを混合し、３０秒間、攪拌した。１１．２５μＬの黄色ブドウ
球菌ストックを加えた後、更に３０秒間、攪拌した。
【０２７５】
　表ＩＩ－９は、試験からのＥＬＩＳＡ結果を示す。データは、溶液の強度又は試験した
混合の順序に関わらず、本アッセイにおいて、非中和ＮＡＣは、黄色ブドウ球菌株２２２
のいずれのＥＬＩＳＡ活性をもなくすことを示す。
【０２７６】
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【表１４】

【０２７７】
　追加の対照：
　リソスタフィン保存液：０．０９５
　ＰＢＳ希釈剤：０．０９２５
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　ＩＩＩ．音波センサを使用した細菌について試料を分析する方法
　（実施例ＩＩＩ－１）
　磁気粒子へのＭａｂ　１０７－ビオチンの結合
　Ｍａｂ　１０７　ＩｇＧ、Ｍａｂ　７６　ＩｇＧ、ウサギ抗Ｃｌｆ４０　ＩｇＧ、ヤギ
抗Ｃｌｆ４０　ＩｇＧ、Ｍａｂ　１２－９　ＩｇＧ（ジョージア州アルファレッタ（Alph
aretta）所在のインヒビテックス（Inhibitex））は、イリノイ州ロックフォード（Rockf
ord）所在のピアス（Pierce）からのＥＺ－リンクＮＨＳ－ＰＥ０４－ビオチンキットを
使用して、製造業者の取り扱い説明書に従いビオチン化された。プロテインＡを、インビ
トロゲン社（Invitrogen）から入手し、所望の試験濃度にＰＢＳで希釈した。ストレプト
アビジンコーティングされた磁気粒子及びビオチン化－Ｍａｂ　１０７　ＩｇＧ、Ｍａｂ
　７６　ＩｇＧ、ウサギ抗Ｃｌｆ４０　ＩｇＧ、ヤギ抗Ｃｌｆ４０　ＩｇＧ、Ｍａｂ　１
２－９　ＩｇＧ抗体の組合せ（２つ以上）を、所望の濃度で共に混合し、ＰＢＳＬ緩衝液
中で、３７℃で少なくとも１時間インキュベートした。その後、試料を、ＰＢＳＬ緩衝液
中で３回洗浄し、いかなる結合していない抗体も除去した。最終洗浄後、上澄み液をＰＢ
ＳＬ緩衝液中の１ｍＬのプロテインＡ試験試料で置換し、３７℃で少なくとも３０分間イ
ンキュベートした。
【０２７８】
　（実施例ＩＩＩ－２）
　センサを調製し、検出実験を実行する方法
　横波型弾性表面波（ＳＨ－ＳＡＷ）センサ（カナダオンタリオ州（Ontario）ケンブリ
ッジ（Cambridge））所在のＣｏｍ　Ｄｅｖ又はニューメキシコ州アルバカーキ（Albuque
rque）所在のサンディアナショナルラボラトリー（Sandia National Laboratory）により
供給）（導波管でスピンコーティングされた（２００４年１２月１７日出願の名称「音響
的センサ及び方法（Acoustic Sensors and Methods）」のＰＣＴ公開第ＷＯ　２００５／
０６６０９２号の実施例Ｗ１に記載されるように調製された、５０：５０のメチルメタク
リレートとイソボルニルメタクリレートのコポリマー）を実験に使用した。センサは、２
００４年１２月１７日出願の名称「音響的センサ及び方法（Acoustic Sensors and Metho
ds）」のＰＣＴ公開第ＷＯ　２００５／０６６０９２号の実施例ＭＰ２６に記載されるよ
うに調製された、５０／５０の酢酸ブチル／アセトニトリル中で作製された、３５／３５
／３０／０．５のイソボルニルメタクリレート／メタルメタクリレート／サッカリン－メ
タクリレート／アクリロイルオキシベンゾフェノンのターポリマーを備える、固定化化学
でスプレイジェットコーティングされる。
【０２７９】
　場合によっては、２つ以上の抗体の組合せで、プロテインＡに特異的であるモノクロー
ナル抗体（Ｍａｂ１０７）、プロテインＡに特異的であるＭａｂ　７６　ＩｇＧ、ウサギ
抗Ｃｌｆ４０　ＩｇＧ、ヤギ抗Ｃｌｆ４０　ＩｇＧ、Ｍａｂ　１２－９　ＩｇＧ（クラン
ピング因子タンパク質特異的、ジョージア州アルファレッタ（Alpharetta）所在のインヒ
ビテックス（Inhibitex））は、両方（アクティブ及び参照）のセンサチャネルに、手動
でコーティング、又はスプレイジェットでコーティングされる。他の場合においては、２
つ以上の抗体の組合せで、Ｍａｂ　１０７　ＩｇＧ、Ｍａｂ　７６　ＩｇＧ、ウサギ抗Ｃ
ｌｆ４０　ＩｇＧ、ヤギ抗Ｃｌｆ４０　ＩｇＧ、Ｍａｂ　１２－９　ＩｇＧ（ジョージア
州アルファレッタ（Alpharetta）所在のインヒビテックス（Inhibitex））又はウサギ抗
黄色ブドウ球菌（RaSa）（ニューヨーク州ウエストバリー（Westbury）所在のアキュレー
ト・ケミカル・アンド・サイエンティフィック・コーポレイション（Accurate Chemical 
& Scientific Corporation））は、１つのセンサチャンネル（アクティブチャンネル）に
、手動でコーティング、又はスプレイジェットでコーティングされ、かつ非特異的ニワト
リＩｇＹ（ペンシルベニア州ウェストグローブ（West Grove）所在のジャクソン・イムノ
リサーチ・ラボラトリーズ（Jackson Immunoresearch Laboratories）は、他のチャネル
（参照チャネル）に、手動でコーティング、又はスプレイジェットでコーティングされる
。
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【０２８０】
　コーティングされたセンサは、導電接着剤（異方性導電膜接着剤（Anisotropic conduc
tive film adhesive）７３１３、ミネソタ州セントポール（St. Paul）所在のスリーエム
カンパニー（3M Company））を介して熱ボンドされたフレキシブル回路である。接着され
たセンサは、両面接着膜を介して温度制御されたフローポッドに付着される。センサは、
その後、ネットワーク分析器を使用して、ＬａｂＶＩＥＷソフトウェアに書き込まれたソ
フトウェアプログラムによって起動される電子測定ボード（フレックス回路を介して）に
接続される。ＬａｂＶＩＥＷソフトウェアは、ナショナルインスツルメンツ（テキサス州
オースティン（Austin））から入手することができる。減衰及び位相特性は、所望の周波
数範囲における実験を通して集めることができる。
【０２８１】
　実験を開始するために、ＰＢＳ泳動用緩衝液（下記に記載）は、シリンジポンプを介し
て０．１ｍＬ／分の平均流速で、センサ上を流れ、その後、所望の流速に調整される。ソ
フトウェアプログラムは、その後、実験を開始するために使用される。ネオジム－鉄－ホ
ウ素（ＮｄＦｅＢ）からなる希土類磁石を、センサ下の位置に作製する。十分な流量が安
定化した後、試料を、注入バルブを介して注入し、ソフトウェアによって指定された時間
でセンサに流す。
【０２８２】
　試料がセンサ表面上に到達し、回収された後、磁石は、センサ表面で磁界の強さを有意
に低下させるために、十分な距離（ソフトウェアによって指定された時間で）に移動させ
る（下げる）。典型的に、磁石は、６５ｍｍを超えて移動される。しかしながら、磁界強
度は、更に短い距離で有意に低下される。
【０２８３】
　フローは、位相及び減衰信号を安定させるまで、十分な時間継続される。（典型的に、
これは、コンピュータスクリーンに表示される位相及び減衰生信号の目視検査によって測
定される。磁石を下げた後、期待される信号の変化と比較して、生信号の経時変化が比較
的小さい場合、信号は安定していると見なされる。）。
【０２８４】
　タイムゲートアルゴリズム（８７５３ＥＴ／ＥＳネットワーク分析器のユーザガイドの
３～３５頁、及び３～３６頁、アジレントテクノロジー（Agilent Technologies））を使
用して、実験から生じた生の位相及び減衰データを処理する。他に特に規定のない限り、
データ収集のための時間間隔単位は、１３秒であり、データ収集をソフトウェアによって
開始するとき、時間は始まる。アルゴリズムに対する適切なゲートは、使用される特定の
センサ設計に基づいて特定され得る。アルゴリズムは、実験から得られたデータが既にタ
イムゲートされるように、ネットワーク分析器を通して直接適用することができる。ある
いは、生データをＭａｔｌａｂ（マサチューセッツ州ナティック（Natick）所在のザ・マ
スワークス（The Mathworks））に書き込まれたソフトウェアプログラムを使用して収集
することができ、実行することができる。
【０２８５】
　タイムゲートされたデータは、位相及び減衰においてシフトを測定するために更に分析
される。本データ処理のすべては、Ｍａｔｌａｂソフトウェアを使用して行われる。参照
チャネルがないこれらの場合では、２つのチャネルにおける位相と減衰の両方に対する信
号におけるシフトは、磁石を下げた後、信号が安定している場合の値から磁石を下げる前
の値を差し引くことによって、計算される。
【０２８６】
　アクティブ及び参照チャネルの両方を有するセンサでは、異なる信号は、それぞれ、参
照チャネルの減衰及び位相信号をアクティブチャネルの減衰及び位相信号から差し引くこ
とによって算出される。この異なる信号のシフトは、磁石を下げた後に得られた安定した
信号から、磁石を下げる直前の値を差し引くことによって、計算される。
【０２８７】



(57) JP 2010-510526 A 2010.4.2

　本明細書に記載されるすべての特許、特許出願、刊行物、並びに核酸及びタンパク質デ
ータベースエントリ（例えば、ＧｅｎＢａｎｋ受入番号を含む）のすべての開示は、個々
に組み込まれるように、参照することによって本願に組み込まれる。本発明の範囲及び趣
旨から逸脱することなく、本発明の様々な変更及び変化が当業者には明らかであろうし、
本明細書に記載の説明的実施例に本発明が不当に制限されないことは理解されるべきであ
る。
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