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(57)【要約】
【課題】サンプル中の微生物夾雑物の存在および／または量を決定するための試験カート
リッジを提供すること。
【解決手段】本発明は、サンプル中の微生物夾雑物（例えば、細菌エンドトキシンまたは
グルカン）の検出および／または定量のための方法および組成物を提供する。特に、本発
明は、サンプル中の微生物夾雑物の検出および／または定量のための血球溶解物ベースの
アッセイの実施において有用な試験カートリッジを提供する。さらに、本発明は、このよ
うなカートリッジの作製方法および使用方法を提供する。さらに、本発明は、サンプル中
の微生物夾雑物の検出およびまたは定量のために、迅速で、感度の高い、多工程の動的血
球溶解物ベースのアッセイを提供する。さらに、本発明は、動的アッセイを行うために必
要に応じて構成された種々のアッセイ形式（例えば、試験カートリッジを含む）において
使用され得るグルカン特異的溶解物を提供する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
明細書に記載の発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の引用）
　本出願は、２００３年３月１７日出願の米国特許出願第６０／４５５，６３２号（その
内容は、本明細書に参考として援用される）の優先権およびその利益を主張する。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、一般に、サンプル中の微生物夾雑物を検出および／または定量するための方
法および組成物に関する。より具体的には、本発明は、サンプル中の微生物汚染を検出お
よび／定量するために血球溶解物を使用する方法および組成物に関する。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　例えば、グラム陽性細菌、グラム陰性細菌、酵母、真菌、および糸状菌による微生物汚
染は、重篤な疾患を引き起こし得、いくつかの場合では、ヒトに死すらも引き起こす。特
定の産業（例えば、製薬産業、医療デバイス産業、および食品産業）における製造業者は
、厳しい基準を満たして、彼らの製品があるレベルの微生物夾雑物を含まない（さもなけ
れば、レシピエントの健康状態を損なう）ことを確認しなければならない。これらの産業
は、特定の基準（例えば、米国食品医薬品局（ＵＳＦＤＡ）または環境保護局によって課
される基準）を満たすために、このような微生物夾雑物の存在に関して、頻度が高く、正
確で、かつ感度の高い試験を要する。例えば、ＵＳＦＤＡは、医薬品および侵襲性医療デ
バイスの特定の製造業者に、彼らの製品が、検出可能なレベルのグラム陰性細菌のエンド
トキシンを含まないことを確証するように求めている。
【０００４】
　さらに、人々がグラム陰性細菌に感染した場合、その細菌は、熱を誘導する細菌エンド
トキシンを生成および分泌し得る。細菌エンドトキシンは、危険で、ヒトに対して致命的
ですらあり得る。感染の症状は、軽い場合には、熱から、死亡までの範囲に及び得る。適
切な医療処置を迅速に開始するために、通常は、可能な限り速く、患者におけるエンドト
キシンの存在、および可能であれば、そのエンドトキシンの濃度を同定することが重要で
ある。
【０００５】
　今日まで、試験サンプル中の微生物夾雑物の存在および／または量を検出するために、
種々のアッセイが開発された。アッセイの１つのファミリーは、甲殻類、例えば、カブト
ガニの血液リンパから調製された血球溶解物を利用する。これらのアッセイは、代表的に
は、ある意味では、または別の意味でも、血球溶解物が微生物夾雑物に曝されたときに生
じる凝固カスケードを活用する。現在好ましい血球溶解物は、カブトガニ（例えば、Ｌｉ
ｍｕｌｕｓ　ｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ、Ｔａｃｈｙｐｌｅｕｓ　ｇｉｇａｓ、Ｔａｃｈｙｐ
ｌｅｕｓ　ｔｒｉｄｅｎｔａｔｕｓ、およびＣａｒｃｉｎｏｓｃｏｒｐｉｕｓ　ｒｏｔｕ
ｎｄｉｃａｕｄａ）の血液リンパから調製されたアメーバ様細胞溶解物（ＡＬ）である。
Ｌｉｍｕｌｕｓ、Ｔａｃｈｙｐｌｅｕｓ、およびＣａｒｃｉｎｏｓｃｏｒｐｉｕｓ種の血
液リンパから調製されたアメーバ様細胞溶解物は、それぞれ、Ｌｉｍｕｌｕｓアメーバ様
細胞溶解物（ＬＡＬ）、Ｔａｃｈｙｐｌｅｕｓアメーバ様細胞溶解物（ＴＡＬ）、および
Ｃａｒｃｉｎｏｓｃｏｒｐｉｕｓアメーバ様細胞溶解物（ＣＡＬ）といわれる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
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　ＬＡＬを利用する慣用的なアッセイとしては、例えば、ゲル凝固アッセイ、エンドポイ
ント濁度測定アッセイ、動的濁度測定アッセイ、およびエンドポイント色素形成アッセイ
（Ｐｒｉｏｒ（１９９０）「Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈ
ｅ　Ｌｉｍｕｌｕｓ　Ａｍｅｂｏｃｙｔｅ　Ｌｙｓａｔｅ　Ｔｅｓｔ」ＣＲＣ　ＰＲＥＳ
Ｓ　２８－３４）が挙げられる。しかし、これらのアッセイには、試薬費用、アッセイ速
度および制限された感度の範囲を含む１以上の欠点がある。また、これらのアッセイは、
代表的には、試験されるサンプルの起源から取り出されたサンプルを試験施設へと送るこ
とが必要である。結果として、問題を見つけ、改善し得るまでには、数時間から数週間か
かり得る。従って、より迅速かつより感度の高い方法、およびこのような方法を利用する
携帯型試験系が依然として必要である。これらの方法および試験系は、現場から離れた（
ｏｆｆ－ｓｉｔｅ）試験施設にサンプルを提出する必要性を克服する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　（発明の要旨）
　本発明は、一部、血球溶解物ベースのアッセイにおいて使用するための固定化血球溶解
物を含む光学カートリッジを作製および使用することが可能であるという発見に一部基づ
く。これらのカートリッジは、単独で、または光学検出器（例えば、携帯型光学検出器）
と組み合わせて使用されて、現場でのサンプルのアッセイを可能にし、それにより、現場
から離れた試験施設へサンプルを送る必要性が回避される。従って、そのカートリッジは
、使用地点試験系（ｐｏｉｎｔ－ｏｆ－ｕｓｅ　ｔｅｓｔ　ｓｙｓｔｅｍ）において使用
され得る。さらに、本発明は、サンプル中の目的の微生物夾雑物の存在および／または量
を決定するための迅速で、感度の高い、多工程動的アッセイの発見に一部基づく。この型
のアッセイは、カートリッジで、または任意の他の望ましいアッセイ形式において実施さ
れ得る。さらに、本発明は、グルカン特異的血球溶解物の発見、およびこのような溶解物
を作製する方法に一部基づく。そのグルカン特異的溶解物は、このようなカートリッジに
組み込まれ得、そして／または多工程動的アッセイにおいて使用され得る。
　本発明は、例えば以下の項目を提供する。
（項目１）
サンプル中の微生物夾雑物の存在または量を決定するためのカートリッジであって、該カ
ートリッジは、以下：
　（ｉ）流体入り口ポート、光学セル、および該流体入り口ポートと該光学セルとの間に
流体流動連絡を提供するための流体接触表面を有するコンジットを規定するハウジング；
ならびに
　（ｉｉ）血球溶解物であって、該コンジットの該流体接触表面の領域に配置され、その
結果、サンプルが該流体入り口ポートに付与される場合に、該サンプルが該領域を横断し
、該光学セルへ移動する間に該血球溶解物を可溶性にするようにされる、血球溶解物、
を備える、カートリッジ。
（項目２）
前記流体接触表面の第２の領域に配置された色素形成性基質をさらに含む、項目１に記載
のカートリッジ。
（項目３）
前記第２の領域は、前記第１の領域の下流に存在する、項目２に記載のカートリッジ。
（項目４）
前記コンジットの前記流体接触表面に位置した前記微生物夾雑物を示す、所定量の因子を
さらに含む、項目１に記載のカートリッジ。
（項目５）
前記因子は、前記第１の領域に配置されている、項目４に記載のカートリッジ。
（項目６）
前記因子は、細菌エンドトキシンまたは（１→３）－β－Ｄグルカンである、項目４に記
載のカートリッジ。
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（項目７）
サンプル中の微生物夾雑物の存在または量を決定するためのカートリッジであって、該カ
ートリッジは、以下：
　（ｉ）ハウジングであって：
　　第１の流体入り口ポート、第１の光学セル、および該第１の流体入り口ポートと該第
１の光学セルとの間に流体流動連絡を提供するための流体接触表面を有する第１のコンジ
ット、
　　第２の流体入り口ポート、第２の光学セル、および該第２の流体入り口ポートと該第
２の光学セルとの間に流体流動連絡を提供するための流体接触表面を有する第２のコンジ
ット、
を規定するハウジング；ならびに
　（ｉｉ）第１の血球溶解物であって、該溶解物は、該第１のコンジットの該流体接触表
面の第１の領域に配置され、その結果、サンプルが該第１の流体入り口ポートに付与され
る場合に、該サンプルが該領域を横断し、該第１の光学セルへ移動する間に該第１の血球
溶解物を可溶性にするようにされる、第１の血球溶解物；ならびに
　（ｉｉｉ）第２の血球溶解物であって、該第２のコンジットの該流体接触表面の第１の
領域に配置され、その結果、サンプルが該第２の流体入り口ポートに付与される場合に、
該サンプルが該領域を横断し、該第２の光学セルへ移動する間に該第２の血球溶解物を可
溶性にするようにされる、第２の血球溶解物、
を備える、カートリッジ。
（項目８）
前記第１のコンジットの前記流体接触表面の第２の領域に配置された色素形成性基質をさ
らに含む、項目７に記載のカートリッジ。
（項目９）
前記第２の領域は、前記第１の領域の下流に存在する、項目８に記載のカートリッジ。
（項目１０）
前記第２のコンジットの前記流体接触表面の第２の領域に配置される色素形成性基質をさ
らに含む、項目８に記載のカートリッジ。
（項目１１）
前記第２の領域は、前記第１の領域の下流に存在する、項目１０に記載のカートリッジ。
（項目１２）
前記第１のコンジットの前記流体接触表面に位置する微生物夾雑物を示す、所定量の因子
をさらに含む、項目７に記載のカートリッジ。
（項目１３）
前記因子は、前記第１の領域に配置されている、項目１２に記載のカートリッジ。
（項目１４）
前記因子は、細菌エンドトキシンまたは（１→３）－β－Ｄグルカンである、項目１２に
記載のカートリッジ。
（項目１５）
サンプル中の微生物夾雑物の存在を検出する方法であって、該方法は、以下の工程：
　（ａ）サンプルを、項目１～６のいずれか１項に記載のカートリッジのサンプル入り口
ポートに導入する工程；
　（ｂ）該サンプルを光学セルに移動させる工程；および
　（ｃ）該光学セル中の該サンプルの光学特性を測定する工程であって、ここで該光学特
性の変化は、該サンプル中の微生物夾雑物の存在を示す、工程、
を包含する、方法。
（項目１６）
前記光学特性の変化は、所定波長の光の吸光度の上昇である、項目１５に記載の方法。
（項目１７）
前記光学特性の変化は、所定波長の光の透過率の低下である、項目１５に記載の方法。
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（項目１８）
サンプル中の微生物夾雑物の量を決定する方法であって、該方法は、以下の工程：
　（ａ）サンプルを、項目１～６のいずれか１項に記載のカートリッジのサンプル入り口
ポートに導入する工程；
　（ｂ）該サンプルを光学セルに移動させる工程；
　（ｃ）該光学セル中の該サンプルの光学特性において所定の変化が生じる時間を測定す
る工程；ならびに
　（ｄ）工程（ｃ）において測定した時間を、所定の標準曲線に対して比較して、該サン
プル中の該微生物夾雑物の量を決定する工程、
を包含する、方法。
（項目１９）
前記光学特性の変化は、所定波長の光の吸光度の上昇である、項目１８に記載の方法。
（項目２０）
前記光学特性の変化は、所定波長の光の透過率の低下である、項目１８に記載の方法。
（項目２１）
サンプル中の微生物夾雑物の存在を決定する方法であって、該方法は、以下の工程：
　（ａ）サンプルと、活性化可能な酵素を含む血球溶解物とを接触させて、サンプル－溶
解物混合物を生成し、その際に、該酵素は、該微生物夾雑物が、該サンプル中に存在する
場合に活性化される、工程；
　（ｂ）工程（ａ）の後に、該サンプル－溶解物混合物と、該酵素のための基質とを接触
させて、サンプル－溶解物－基質混合物を生成し、その結果、該混合物が活性化された酵
素を含む場合、該活性化された酵素は、該基質の変化を引き起こす、工程；
　（ｃ）該サンプル－溶解物－基質混合物の光学特性において所定の変化が生じる時間を
決定する工程であって、該光学特性の変化は、該基質の変化から生じる、工程；ならびに
　（ｄ）工程（ｃ）において決定した時間を、所定の標準曲線に対して比較して、該夾雑
物が、該サンプル中に存在するか否かを決定する工程、
を包含する、方法。
（項目２２）
前記微生物夾雑物は、リポ多糖、細菌エンドトキシン、およびグルカンからなる群より選
択される、項目２１に記載の方法。
（項目２３）
前記微生物夾雑物はリポ多糖である、項目２２に記載の方法。
（項目２４）
前記微生物夾雑物は細菌エンドトキシンである、項目２２に記載の方法。
（項目２５）
前記微生物夾雑物はグルカンである、項目２２に記載の方法。
（項目２６）
前記光学特性の変化は、所定波長の光の吸光度の上昇である、項目２１に記載の方法。
（項目２７）
前記光学特性の変化は、所定波長の光の透過率の低下である、項目２１に記載の方法。
（項目２８）
前記血球溶解物は、アメーバ様細胞溶解物である、項目２１に記載の方法。
（項目２９）
前記血球溶解物は、Ｌｉｍｕｌｕｓアメーバ様細胞溶解物である、項目２１に記載の方法
。
（項目３０）
前記血球溶解物は、エンドトキシン特異的アメーバ様細胞溶解物である、項目２１に記載
の方法。
（項目３１）
前記血球溶解物は、グルカン特異的アメーバ様細胞溶解物である、項目２１に記載の方法
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。
（項目３２）
前記活性化可能な酵素は、プロ凝固酵素である、項目２１に記載の方法。
（項目３３）
前記活性化可能な酵素は凝固酵素である、項目２１に記載の方法。
（項目３４）
前記基質は色素形成性基質である、項目２１に記載の方法。
（項目３５）
前記色素形成性基質はパラ－ニトロアニリン発色団を含む、項目３４に記載の方法。
（項目３６）
前記色素形成性基質は、Ｉｌｅ－Ｇｌｕ－Ａｌａ－Ａｒｇ－ｐＮＡを含み、ｐＮＡは、パ
ラ－ニトロアニリン基である、項目３４に記載の方法。
（項目３７）
前記サンプル中の前記夾雑物の量を測定するさらなる工程を包含する、項目２１に記載の
方法。
（項目３８）
前記微生物夾雑物の存在は、微生物感染または微生物汚染を示す、項目２１に記載の方法
。
（項目３９）
前記夾雑物の量は、微生物感染または微生物汚染を示す、項目３７に記載の方法。
（項目４０）
前記微生物感染は、細菌感染、酵母感染、糸状菌感染、または真菌感染である、項目３８
または３９に記載の方法。
（項目４１）
工程（ａ）および工程（ｂ）は、所定のアッセイ感度および所要期間をもたらす、項目２
１に記載の方法。
（項目４２）
工程（ａ）および工程（ｂ）は、固体支持体により規定されるウェル中で行われる、項目
２１に記載の方法。
（項目４３）
工程（ａ）および工程（ｂ）は、カートリッジの中で行われる、項目２１に記載の方法。
（項目４４）
固体支持体の上で血球溶解物を乾燥させる方法であって、該方法は、以下の工程：
　（ａ）血球溶解物、再可溶化剤および剥離防止剤を含む一定量の混合物を、該固体支持
体の表面に付与する工程；ならびに
　（ｂ）該固体支持体の上の該混合物を乾燥させる工程、
を包含する、方法。
（項目４５）
前記乾燥する工程は、約４℃～約４０℃の温度および約０％～約３０％の相対湿度を有す
る環境で行われる、項目４４に記載の方法。
（項目４６）
前記温度は約２５℃である、項目４５に記載の方法。
（項目４７）
前記湿度は約５％である、項目４５または４６に記載の方法。
（項目４８）
前記再可溶化剤は、糖または塩である、項目４４に記載の方法。
（項目４９）
前記糖は、マンニトール、マンノース、ソルビトール、トレハロース、マルトース、デキ
ストロース、およびスクロースからなる群より選択される、項目４８に記載の方法。
（項目５０）
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前記剥離防止剤は、ポリマーまたはタンパク質である、項目４４に記載の方法。
（項目５１）
前記ポリマーは、ポリエチレングリコール、ポリビニルピロリドン、ポリビニルアルコー
ル、血清アルブミン、およびデキストランからなる群より選択される、項目５０に記載の
方法。
（項目５２）
前記固体支持体は、コンジットの流体接触表面である、項目４４に記載の方法。
（項目５３）
前記混合物は、色素形成性基質をさらに含む、項目４４に記載の方法。
（項目５４）
前記混合物は、起泡防止剤をさらに含む、項目４４または５３に記載の方法。
（項目５５）
前記起泡防止剤は、ポリビニルアルコールまたはポリプロピレングリコールである、項目
５４に記載の方法。
（項目５６）
前記混合物は、細菌エンドトキシンまたは（１→３）－β－Ｄグルカンをさらに含む、項
目４４または５３に記載の方法。
（項目５７）
前記血球溶解物は、アメーバ様細胞溶解物である、項目４４に記載の方法。
（項目５８）
前記アメーバ様細胞溶解物は、Ｌｉｍｕｌｕｓアメーバ様細胞溶解物である、項目５７に
記載の方法。
（項目５９）
ファクターＣ活性が欠如したアメーバ様細胞溶解物を調製する方法であって、該方法は、
以下の工程：
　（ａ）アメーバ様細胞の調製物を提供する工程；および
　（ｂ）該アメーバ様細胞を、少なくとも０．１５Ｍの塩の存在下で溶解して、ファクタ
ーＣ活性が欠如したアメーバ様細胞溶解物調製物を提供する工程、
を包含する、方法。
（項目６０）
工程（ｂ）の後に、前記アメーバ様細胞溶解物調製物から細胞細片を除去する工程という
さらなる工程を包含する、項目５９に記載の方法。
（項目６１）
前記塩は、一価カチオンを含む、項目５９に記載の方法。
（項目６２）
前記塩はナトリウム塩またはカリウム塩である、項目６１に記載の方法。
（項目６３）
前記塩は、塩化ナトリウムまたは塩化カリウムである、項目６２に記載の方法。
（項目６４）
工程（ｂ）において、前記アメーバ様細胞は、約０．１５Ｍ～約６Ｍの範囲の濃度％の塩
中で溶解される、項目５９に記載の方法。
（項目６５）
前記塩は、約０．２５Ｍ～約４Ｍの濃度である、項目６４に記載の方法。
（項目６６）
前記塩は、約１～約２Ｍの濃度である、項目６５に記載の方法。
（項目６７）
前記溶解物は、ファクターＣ活性が実質的にない、項目５９に記載の方法。
（項目６８）
前記溶解物は、ファクターＧ活性を保持している、項目５９に記載の方法。
（項目６９）
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前記溶解物は、グルカン特異的溶解物である、項目６８に記載の方法。
（項目７０）
ファクターＣ活性が実質的にないアメーバ様細胞溶解物であって、ここで該溶解物は、少
なくとも約０．２５Ｍの塩を含み、該溶解物は、グルカンと反応して、コアギュリンゲル
を生成し得る、溶解物。
（項目７１）
前記塩は、一価カチオンを含む、項目７０に記載の溶解物。
（項目７２）
前記塩は、ナトリウムイオン、カリウムイオン、またはナトリウムイオンとカリウムイオ
ンの組み合わせを含む、項目７１に記載の溶解物。
（項目７３）
前記溶解物は、ファクターＣ活性が実質的にない、項目７０に記載の溶解物。
（項目７４）
前記溶解物は、少なくとも約０．２５Ｍ～約６Ｍの塩を含む、項目７０に記載の溶解物。
（項目７５）
前記溶解物は、約０．５Ｍ～約４Ｍの塩を含む、項目７４に記載の溶解物。
（項目７６）
前記溶解物は、約１Ｍ～約２Ｍの塩を含む、項目７５に記載の溶解物。
（項目７７）
固体支持体を含む製造物であって、該固体支持体の上には、血球溶解物を含む組成物を乾
燥させており、該血球溶解物は、（ｉ）剥離防止剤、（ｉｉ）起泡防止剤、（ｉｉｉ）再
可溶化剤、（ｉｖ）剥離防止剤と起泡防止剤、（ｖ）剥離防止剤と再可溶化剤、（ｖｉ）
起泡防止剤と再可溶化剤、または（ｖｉｉ）剥離防止剤と起泡防止剤と再可溶化剤、を含
む、製造物。
（項目７８）
前記組成物は、基質をさらに含む、項目７７に記載の製造物。
【０００８】
　一局面において、本発明は、サンプル中の微生物夾雑物の存在および／または量を決定
するための試験カートリッジを提供する。そのカートリッジは、少なくとも１つの流体入
り口ポート、少なくとも１つの光学セル、および少なくとも１つのコンジット（このコン
ジットは、その流体入り口ポートとその光学セルとの間を接続し、それらの間に流体流動
連絡を提供する流体接触表面を有する）を規定するハウジングを備える。そのカートリッ
ジは、そのコンジットの流体接触表面の第１の領域に配置された血球溶解物をさらに含み
、その結果、サンプルがその流体入り口ポートに付与される場合に、そのサンプルがその
領域を横断し、その光学セルへ移動する間にその血球溶解物を可溶性にするようにされる
。この型のカートリッジは、例えば、エンドポイント濁度測定アッセイおよび動的濁度測
定アッセイを行うために使用され得る。
【０００９】
　そのカートリッジは、必要に応じて、その血液溶解物中の酵素のうちの１種以上につい
ての基質として作用する色素形成性基質をさらに含み得る。その色素形成性基質は、例え
ば、血液溶解物と組み合わせて、その第１の領域に配置され得る。この形式において、そ
のサンプルは、その血液溶解物および色素形成性基質を、実質的に同時に再可溶化するか
または再度可溶化し始める。この型のカートリッジは、例えば、動的色素形成アッセイを
行うために使用され得る。あるいは、その色素形成性基質は、そのコンジットの流体接触
表面の第２の領域に配置され得る。その結果、そのサンプルがそのコンジットに沿ってそ
の光学セルに向かって移動する場合、そのサンプルは、そのコンジットの異なる領域にお
いて、その血液溶解物および色素形成性基質と接触し、これを再構成する。一実施形態に
おいて、その第２の領域は、その第１の領域の下流に位置する（すなわち、その第２の領
域は、その第１の領域よりも光学セルの近くに位置する）。この型のカートリッジは、本
明細書中以下でより詳細に議論されるように、例えば、エンドポイント色素形成アッセイ
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および多工程動的色素形成アッセイを行うために使用され得る。
【００１０】
　さらに、微生物夾雑物を示す、所定量の因子、または「スパイク」（例えば、細菌エン
ドトキシン、（１→３）－β－Ｄグルカン、または他の微生物細胞壁構成成分）は、その
コンジットの流体接触表面の領域に位置する。その因子またはスパイクを含めることは、
特に有用である。なぜなら、その因子またはスパイクは、アッセイが機能していることを
示すポジティブコントロールを提供し、インヒビターまたはエンハンサーがサンプル中に
存在するか否かも示すからである。その因子またはスパイクは、そのコンジットの第１の
領域、第２の領域、または別の領域に配置され得る。
【００１１】
　特定のカートリッジにおける流体入り口、光学セル、およびコンジットの数は、サンプ
ル数または特定のときに処理される微生物夾雑物に依存して変化し得ることが予想される
。カートリッジは、同じサンプルの複製を同時にアッセイするかまたは目的の２種以上の
異なるサンプルを同時にアッセイするために使用され得る。あるいは、２種以上の異なる
血液溶解物は、実質的に同時に２種以上の異なる微生物夾雑物の存在および／または量を
決定することが可能であるように、そのカートリッジに配置され得る。さらに、異なる酵
素特異性ならびに光学特性（例えば、光吸収透過率）および／または蛍光特性を有するい
くつかの色素形成性基質が、そのカートリッジに付与され得る。このことは、実質的に同
時に２種以上の異なる微生物夾雑物の検出を可能にする。
【００１２】
　一実施形態において、そのカートリッジは、（ｉ）第１の流体入り口ポート、第１の光
学セル、およびその第１の流体入り口ポートと第１の光学セルとの間を連結し、よってこ
れらの間に流体流動連絡を提供する流体接触表面を有する第１のコンジット、ならびに（
ｉｉ）第２の流体入り口ポート、第２の光学セル、およびその第２の流体入り口ポートと
第２の光学セルとの間を連結し、よってこれらの間に流体流動連絡を提供する流体接触表
面を有する第２のコンジットを規定するハウジングを備える。そのハウジング内には、サ
ンプルがその第１の流体入り口ポートに付与される場合に、そのサンプルがその領域を横
断し、その第１の光学セルへ移動する間に第１の血球溶解物を再構成および／または可溶
性にするように、第１の血球溶解物が、その第１のコンジットのその流体接触表面の第１
の領域に配置される。そのハウジング内にはまた、サンプルがその第２の流体入り口ポー
トに付与される場合に、そのサンプルがその領域を横断し、その第２の光学セルへ移動す
る間に第２の血球溶解物を再構成および／または可溶性にするように、第２の血球溶解物
が、第２のコンジットのその流体接触表面の第１の領域に配置される。一実施形態におい
て色素形成基質は、第１のコンジットの流体接触表面の第２の領域に配置され、そして／
または色素形成基質は、第２のコンジットの流体接触表面の第２の領域に配置される。各
実施形態において、その第２の領域は、好ましくは、各コンジットにおける第１の領域の
下流に位置する。別の実施形態において、異なる色素形成性基質は、２つの異なる反応が
同じカートリッジにおいてモニターされ得るように、その第１のコンジットおよび第２の
コンジットの流体接触表面に配置され得る。
【００１３】
　別の実施形態において、微生物夾雑物またはスパイクを示す、予め選択された量の因子
は、その第１のコンジットまたは第２のコンジットの流体接触表面に配置される。そのス
パイクは、そのコンジットの第１の領域または別の領域に配置され得る。そのスパイクは
、そのアッセイについてのポジティブコントロールとして有用であり得（すなわち、妥当
な試験が行われたか否かを示す）、エンハンサーまたはインヒビターがそのサンプル中に
存在するか否かに関する情報もまた提供し得る。
【００１４】
　以下により詳細に議論されるように、本発明のカートリッジは、種々の異なるアッセイ
における使用のために適合され得る。微生物夾雑物の存在は、例えば、過去もしくは現在
、細菌、酵母、真菌、または糸状菌の感染があることを示し得る。適切な血球溶解物を使
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用することによって、そのカートリッジは、サンプル中で細菌、酵母、真菌または糸状菌
の夾雑物の存在を検出するために使用され得ることが予測される。本発明のカートリッジ
は、サンプル中のグラム陰性細菌エンドトキシンまたはグルカンの存在を検出し、そして
／またはその量を決定することにおいて特に有用である。
【００１５】
　使用の間、試験されるサンプルは、そのカートリッジのサンプル入り口ポートに導入さ
れ、その光学セルに移動するようにされる。コンジットに沿ったサンプルの移動は、受動
的であり得るか、または外部の力によって（例えば、コンジット内の陽圧または陰圧によ
って）誘導され得る。例えば、そのサンプルは、そのコンジットに沿ってその光学セルへ
と、その光学セルの下流に位置したポンプポートに接続されたポンプによる吸引力を介し
て引っ張られ得る。そのサンプルの光学特性の変化は、その光学セル中で検出され、その
変化は、そのサンプル中の微生物夾雑物の存在を示す。さらに、そのサンプルの光学特性
において予め選択された変化が起こる時間が、決定され得、かつ所定の標準曲線に対して
比較して、そのサンプル中の微生物夾雑物の濃度が決定され得る。その光学特性としては
、色の変化、吸光度もしくは透過率の変化、濁り度の変化、蛍光の変化または検出器（分
光光度計など）で検出され得る他の変化が挙げられ得る。その光学特性の変化は、例えば
、予め選択された波長の光の吸光度の上昇であってもよいし、選択された波長の光の透過
率の低下であってもよい。以下で議論されるように、そのカートリッジは、多くのエンド
ポイント色素形成性もしくは動的色素形成性のアッセイ、または濁度測定アッセイのうち
のいずれか１つを行うために適合され得る。
【００１６】
　別の局面において、本発明は、そのカートリッジの少なくとも１つのコンジットの固体
表面に、血球溶解物を配置することによって（例えば、乾燥させることによって）、その
カートリッジを調製する方法を提供する。その血球溶解物は、その血球溶解物の再溶解の
際に、活性な形態に再構成されてもよい。目的の血球溶解物ならびに再可溶化剤および／
または剥離防止剤を含むある容積の混合物は、少なくとも１つのコンジットの表面に付与
され、乾燥される。使用される血球溶解物は、カートリッジが使用されるアッセイに依存
する。その再可溶化剤は、一旦その溶解物が流体サンプルに曝されると、単独で、または
別の再可溶化剤と組み合わせてかのいずれかで、血球溶解物の１つ以上の成分の再可溶化
を容易にする薬剤である。その再可溶化剤はまた、好ましくは、その乾燥形態で溶解物を
安定化する。その混合物中で提供される再可溶化剤は、その試薬の安定性およびアッセイ
の間のそれらの溶解を促進する。再可溶化剤としては、例えば、１種以上の糖、塩、また
はこれらの組み合わせが挙げられる。好ましい糖再可溶化剤としては、例えば、マンニト
ール、マンノース、ソルビトール、トレハロース、マルトース、デキストロース、スクロ
ース、および他の単糖類または二糖類が挙げられる。その混合物中に含まれる剥離防止剤
は、その試薬をさらに安定化し、その乾燥した溶解物の剥離を減少させる。その剥離防止
剤はまた、好ましくは、その乾燥形態の溶解物を安定化し得る。好ましい剥離防止剤とし
ては、例えば、１種以上のポリマー（例えば、ポリエチレングリコール、ポリビニルピロ
リドン、ポリビニルアルコール、マンニトール、デキストラン）、およびタンパク質（例
えば、血清アルブミン）が挙げられる。
【００１７】
　一実施形態において、その溶解物／再可溶化剤／剥離防止剤混合物は、そのカートリッ
ジの少なくとも１つのコンジットの第１の領域に配置される。次いで、その混合物は、約
４℃～約４０℃、より好ましくは、約１０℃～約３５℃、より好ましくは、約１５℃～約
３０℃の温度、および約０％～約３０％、より好ましくは、約２％～約２０％、より好ま
しくは、約４％～約１０％の相対湿度を有する環境においてコンジットの表面で乾燥され
る。好ましくは、その温度は約２５℃であり、その相対湿度は約５％である。乾燥は、好
ましくは、約１０分～約８時間の間に、より好ましくは、約１時間の間に、温度調節乾燥
チャンバ中で生じる。その溶解物／再可溶化剤／剥離防止剤混合物はまた、必要に応じて
、微生物汚染を示す薬剤（すなわち、スパイク）を含み得る（例えば、細菌エンドトキシ
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ン、（１→３）－β－Ｄグルカンまたは他の微生物細胞壁成分）。
【００１８】
　別の実施形態において、その混合物は、凍結乾燥またはフリーズドライによって、例え
ば、０℃未満の温度で、例えば、約－７５℃～約－１０℃、より好ましくは、約－３０℃
～約－２０℃で、コンジットの表面で乾燥される。
【００１９】
　さらに、再可溶化剤および剥離防止剤を含む色素形成性基質は、そのカートリッジの第
２の領域に付与され、上記のようにそのカートリッジの上で乾燥される。その色素形成性
基質は、起泡防止剤（例えば、ポリビニルアルコールおよびポリプロピレングリコール）
を含有し得る。
【００２０】
　乾燥手順は、試験カートリッジに関連して議論されているが、その乾燥手順は、種々の
異なる固体支持体の上でその溶解物を乾燥させるために使用され得る。例えば、その方法
はまた、固体支持体（例えば、１２ウェルプレートまたは９６ウェルプレート）内に配置
されたかまたはそれによって規定されたウェルの表面でその溶解物を乾燥させるために使
用され得る。
【００２１】
　別の局面において、本発明は、サンプル中の特定の微生物夾雑物の存在を検出し、そし
て／またはその量を定量するために、２工程動的アッセイまたは多工程動的アッセイとい
われる改善された方法を提供する。試験されるべきサンプルは、その微生物夾雑物がサン
プル中に存在する場合に活性化される、活性化可能な酵素（例えば、プロ凝固酵素または
凝固酵素）を含む血球溶解物と接触される。そのサンプルとその溶解物とを接触させた後
、そのサンプル－溶解物混合物は、所定の期間にわたってインキュベートされる。次いで
、そのサンプル－溶解物混合物は、その活性化される酵素に関して、基質（例えば、色素
形成性基質）と接触される。そのサンプル－溶解物基質混合物が、活性化される酵素を含
む場合、その活性化される酵素は、基質の変化を引き起こし、それは、続いて、そのサン
プル－溶解物－基質混合物の光学特性の所定の変化を引き起こす。その所定の変化が生じ
る時間が、次いで、決定される。その得られた時間は、次いで、所定の標準曲線に対して
比較されて、その微生物夾雑物が、サンプル中に存在しているかを決定し、そして／また
はそのサンプル中に存在する微生物夾雑物の量を決定し得る。例えば、そのサンプル中の
微生物夾雑物の濃度は、その光学特性の所定の変化を引き起こすために要した時間を、そ
の微生物夾雑物の所定の標準曲線に対して比較することによって、測定され得る。この型
のアッセイを使用すると、所定の感度および所要時間のアッセイを作り出すために、工程
のタイミングを調節することが可能になる。
【００２２】
　測定される光学特性は、光学特性（例えば、特定の波長における吸光度、特定の波長に
おける透過率、特定の波長における蛍光、または光学密度）の変化（例えば、上昇または
低下）であり得る。例えば、その光学特性は、約２００ｎｍ～約７００ｎｍの範囲、より
好ましくは、約３５０ｎｍ～約４５０ｎｍの範囲の波長での吸光度または透過率の変化で
あり得る。
【００２３】
　その色素形成性基質は、活性化されて（例えば、加水分解されて）、光学検出器によっ
て検出可能な、検出可能な色素形成変化または蛍光生成変化を、例えば、発色団または発
蛍光団の遊離によって引き起こす、溶解物の酵素に対する任意の基質であり得る。一実施
形態において、ＬＡＬに対する色素形成性基質は、パラニトロアニリン発色団を含む。そ
の結果、例えば、その色素形成性基質であるアセテート－Ｉｌｅ－Ｇｌｕ－Ａｌａ－Ａｒ
ｇ－ｐＮＡにおいて、そのＬＡＬにおけるプロテアーゼが無色のテトラペプチドを切断し
て、そのｐＮＡ基を遊離し、この基は、色の変化を引き起こす。そのテトラペプチドの切
断は、ＬＡＬにおけるプロテアーゼと、そのテトラペプチドを含む凝固性分であるコアギ
ュロゲン（ｃｏａｇｕｌｏｇｅｎ）との切断反応をシミュレートする。結果として、この



(12) JP 2010-200766 A 2010.9.16

10

20

30

40

50

発色団を使用することによって、約３９５ｎｍでの光学密度の変化を測定することによっ
て、反応の進行を測定することが可能である。他の発色団は、ジニトロフェニルアラニン
、シクロヘキシルアラニンなどを含み得る。あるいは、その基質は、発色団（例えば、７
－アミノ－４－メチルクマリン、７－アミノ－４－トリフルオロメチルクマリン、および
４－メトキシ－２－ナフチルアミン（ｎａｐｈｔｈａｌｙａｍｉｎｅ））を含み得る。Ｎ
－メチルクマリンを脱離基として含むＬＡＬに対する蛍光生成性基質は、Ｅｎｚｙｍｅ　
Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，Ｌｉｖｅｒｍｏｒｅ，ＣＡから市販されている。
【００２４】
　多工程動的アッセイは、種々の形式において（例えば、チューブ、キュベット、カート
リッジ、固体支持体（例えば、９６ウェルマルチウェルプレート）上のウェル、光学検出
器（例えば、分光光度計、蛍光測定器、ルミノメーターなど）と組み合わせて使用するた
めに適したまたは他の容器において）行われ得る。
【００２５】
　別の局面において、本発明は、ファクターＣ活性が欠如したアメーバ様細胞溶解物を生
成するための方法を提供する。その方法は、以下の工程を包含する：（ａ）アメーバ様細
胞の調製物を提供する工程；および（ｂ）そのアメーバ様細胞を、少なくとも０．０５Ｍ
の塩の存在下で溶解して、ファクターＣ活性が欠如したアメーバ様細胞溶解物調製物を提
供する工程。その方法は、必要に応じて、工程（ｂ）の後に、細胞細片（例えば、細胞膜
）を除去する工程、次いで、その残りの溶解物を採取する工程という工程を包含する。そ
の細胞細片は、遠心分離によって沈降され得、その残りの上清が採取され得る。
【００２６】
　一実施形態において、その塩は、一価カチオンを含み得る（例えば、ナトリウム塩また
はカリウム塩）。本発明の実施において有用な塩としては、例えば、塩化ナトリウム、塩
化カリウム、酢酸ナトリウム、および酢酸カリウムが挙げられる。その塩濃度は、０．１
５Ｍ～約６Ｍ、より好ましくは、約０．２５Ｍ～約４Ｍ、およびより好ましくは、約１Ｍ
～２Ｍの範囲であり得る。しかし、ファクターＣ活性を除去または減少させるために必要
な塩の正確な濃度は、慣用的な実験によって決定され得る。例えば、アメーバ様細胞は、
異なる濃度の塩の存在下で溶解され得、その残渣の溶解物は、コアギュリン塊が、細菌エ
ンドトキシンの存在下で形成するか否かを見るためにチェックされ得る。その前述の方法
は、ファクターＣ活性が実質的にない、グルカン特異的アメーバ様細胞溶解物を生成し得
る。その溶解物は、従って、ファクターＧ活性を保持しているが、ファクターＣ活性が欠
如している。
【００２７】
　別の局面において、本発明は、ファクターＣ活性が実質的にないアメーバ様細胞溶解物
を提供する。ここでその溶解物は、少なくとも約０．２５Ｍの塩を含み、そしてその溶解
物は、グルカンの存在下でコアギュリンゲルを生成し得る。その溶解物は、約０．２５Ｍ
の塩～約６Ｍの塩、約０．５Ｍの塩～約４Ｍの塩、約１Ｍ～約２Ｍの塩を含み得る。一実
施形態において、その塩は、一価カチオン（例えば、ナトリウムイオンまたはカリウムイ
オン）を含む。例えば、その塩としては、塩化ナトリウム、塩化カリウム、酢酸ナトリウ
ム、酢酸カリウム、またはそれらの組み合わせが挙げられ得る。
【００２８】
　本発明の前述のおよび他の目的、特徴および利点は、以下の図面および発明の好ましい
実施形態の詳細な説明からより明らかになる。
【００２９】
　本発明の目的および特徴は、以下の図面を参照することによってよりよく理解され得る
。
　図面において、図面は、必ずしも縮尺通りでなくてもよく、類似の記号は、これらの図
全体にわたって、同じ部分または類似の部分に言及する。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
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【図１】図１は、アメーバ様細胞に存在する凝固系の模式図である。
【図２】図２Ａ～２Ｄは、斜視図における本発明の例示的カートリッジ（図２Ａ）、平面
図における本発明の例示的カートリッジ（図２Ｂ）、側面図における本発明の例示的カー
トリッジ（図２Ｃ）、および端面図における本発明の例示的カートリッジ（図２Ｄ）の模
式的例示である。
【図３】図３Ａ～３Ｂは、本発明の例示的カートリッジの模式的例示であり、ここで各コ
ンジットは、別個の流体入り口ポートを有し（図３Ａ）、そして２つのコンジットは、単
一の共通流体入り口ポートを共有する（図３Ｂ）。
【図４】図４Ａ～４Ｂは、本発明の例示的カートリッジの模式的例示であり、ここで各コ
ンジットは、それ自体の流体入り口ポートを有し（図４Ａ）、そして１対のコンジットは
、単一の共通流体入り口ポートを共有する（図４Ｂ）。
【図５Ａ】図５Ａ～５Ｄは、例示的カートリッジの模式的例示であり、ここで図５Ａは、
本発明の例示的カートリッジの底部半体の図であり、固定化血球溶解物および色素形成性
基質の位置を示す。
【図５Ｂ】図５Ａ～５Ｄは、例示的カートリッジの模式的例示であり、ここで図５Ｂは、
本発明の例示的カートリッジの上部半体の図であり、微生物夾雑物を示す、固定化された
薬剤（すなわち、スパイク）の位置を示す。
【図５Ｃ】図５Ａ～５Ｄは、例示的カートリッジの模式的例示であり、ここで図５Ｃは、
断面Ａ－Ａを通る、製造されたカートリッジの断面図である。
【図５Ｄ】図５Ａ～５Ｄは、例示的カートリッジの模式的例示であり、ここで図５Ｄは、
断面Ｂ－Ｂを通る、製造されたカートリッジの断面図である。
【図６Ａ】図６Ａ～６Ｄは、２つの例示的カートリッジの模式的例示であり、ここで図６
Ａは、カートリッジの第１の実施形態の平面図である。
【図６Ｂ】図６Ａ～６Ｄは、２つの例示的カートリッジの模式的例示であり、ここで図６
Ｂは、図６Ａに示されたカートリッジの第１の実施形態の側面図である。
【図６Ｃ】図６Ａ～６Ｄは、２つの例示的カートリッジの模式的例示であり、ここで図６
Ｃは、カートリッジの第２の異なる実施形態の平面図である。
【図６Ｄ】図６Ａ～６Ｄは、２つの例示的カートリッジの模式的例示であり、ここで図６
Ｄは、図６Ｃのカートリッジの第２の実施形態の側面図である。
【図７】図７は、本発明の例示的多工程動的色素形成アッセイのためのフローチャートで
ある。
【図８Ａ】図８Ａ～８Ｂは、例示的光学検出器とともにカートリッジを示す、模式的例示
である。ここで図８Ａは、その検出器に挿入されているカートリッジを示す。
【図８Ｂ】図８Ａ～８Ｂは、例示的光学検出器とともにカートリッジを示す、模式的例示
である。ここで図８Ｂは、その検出器に実際に挿入されたカートリッジを示す。
【図９】図９は、多工程動的色素形成アッセイの間の本発明の例示的カートリッジの光学
セルを通る光の吸光度または光学密度（実線）または光透過率（破線）の変化を示すグラ
フ図である。
【図１０Ａ】図１０Ａ～１０Ｂは、エンドポイント色素形成アッセイにおける吸光度値の
グラフ図であり、ここで図１０Ａは、本発明のカートリッジにおいて行われたエンドポイ
ント色素形成アッセイにおけるエンドトキシン標準物質（１．０エンドトキシン単位（Ｅ
Ｕ）／ｍＬ（Ａ１）、０．５ＥＵ／ｍＬ（Ａ２）、０．２５ＥＵ／ｍＬ（Ａ３）、および
０．１２５ＥＵ／ｍＬ（Ａ４））の吸光度値を経時的に示す。
【図１０Ｂ】図１０Ｂは、Ｔ＝７８０秒でのエンドトキシンの各濃度の吸光度値をプロッ
トすることによって作成した標準曲線を示す。
【図１１Ａ】図１１Ａ～１１Ｄは、本発明のカートリッジにおいて行なわれた動的色素形
成アッセイについての吸光度値のグラフ図である。ここで図１１Ａは、５．０ＥＵ／ｍＬ
　エンドトキシン標準物質の吸光度値を示す。
【図１１Ｂ】図１１Ｂは、０．５ＥＵ／ｍＬ　エンドトキシン標準物質の吸光度値を示す
。



(14) JP 2010-200766 A 2010.9.16

10

20

30

40

50

【図１１Ｃ】図１１Ｃは、０．０５ＥＵ／ｍＬ　エンドトキシン標準物質の吸光度値を示
す。
【図１１Ｄ】図１１Ｄは、エンドトキシン濃度の対数（Ｘ軸）　対　開始時間での吸光度
値の対数（Ｙ軸）をプロットすることによって作成した標準曲線である。
【図１２】図１２は、本発明のカートリッジにおいて行われた多工程動的色素形成アッセ
イについての標準曲線のグラフ図であり，エンドトキシン濃度の対数（Ｘ軸）　対　開始
時間での吸光度値の対数（Ｙ軸）をプロットすることによって作成した。
【図１３】図１３は、マイクロタイタープレートにおいて行われた一工程動的色素形成ア
ッセイについての標準曲線のグラフ図であり、エンドトキシン濃度の対数（Ｘ軸）　対　
開始時間での吸光度値の対数（Ｙ軸）をプロットすることによって作成した。
【図１４】図１４は、マイクロタイタープレートにおいて行われたエンドポイント色素形
成アッセイについての標準曲線のグラフ図であり、エンドトキシンの各濃度（Ｘ軸）の吸
光度値（Ｙ軸）をプロットすることによって作成した。
【図１５】図１５は、マイクロタイタープレートにおいて行われた多工程動的色素形成ア
ッセイについての標準曲線のグラフ図であり、エンドトキシン濃度の対数（Ｘ軸）　対　
開始時間での吸光度値の対数（Ｙ軸）をプロットすることによって作成した。
【図１６Ａ】図１６Ａ～Ｂは、標準ＬＡＬおよびグルカン特異的ＬＡＬについてのアメー
バ様細胞溶解物動的反応のグラフ図である。図１６Ａは、リポ多糖を使用して行われたア
ッセイを示す。
【図１６Ｂ】図１６Ｂは、グルカンを使用して行われたアッセイを示す。各図における行
Ａは、ファクターＣカスケードおよびファクターＧカスケードの両方を含む標準ＬＡＬを
示す。各図における行Ｂは、アメーバ様細胞を１Ｍ　塩化ナトリウム中で溶解することに
よって調製したグルカン特異的溶解物（すなわち、ファクターＧ特異的溶解物）を示す。
行Ｃは、アメーバ様細胞を２Ｍ　ＮａＣｌ中で溶解することによって調製したグルカン特
異的溶解物を示す。列１～５は、各サンプルに添加されたリポ多糖（１０ｎｇ／ｍｌ、１
ｎｇ／ｍｌ、１００ｐｇ／ｍｌ、１０ｐｇ／ｍｌ、０）またはグルカン（１００μｇ／ｍ
ｌ、１０μｇ／ｍｌ、１μｇ／ｍｌ、１００ｎｇ／ｍｌ、０）のいくつかの希釈液を示し
、ここでその濃度は、列１から列５へと減少する。
【図１７】図１７は、多工程動的アッセイを使用して得られたグルカン標準曲線の対数プ
ロットのグラフ図である。
【図１８】図１８は、カートリッジ形式の多工程動的アッセイにおいて異なる濃度の蛍光
形成基質Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－ＡＭＣから放出された蛍光を測定するアッセイのグラ
フ図である。
【図１９】図１９は、種々の濃度のリポ多糖－フルオレセインイソチオシアネート（１μ
ｇ／ｍｌ、１００ｎｇ／ｍｌ、１０ｎｇ／ｍｌ、１ｎｇ／ｍｌ、１００ｐｇ／ｍｌ、１０
ｐｇ／ｍｌ、およびコントロール）の、異なる希釈率のフルオレセイン標識リガンド（１
／５０、１／１５０、および１／４５０）による比例的なずれを示すグラフ図である。
【発明を実施するための形態】
【００３１】
　（発明の詳細な説明）
　本発明は、血球溶解物ベースのアッセイにおいて使用するための、固定化された血球溶
解物を含む光学カートリッジを提供する。これらのカートリッジは、単独で使用されても
よいし、光学検出器（例えば、携帯型光学検出器）一緒に使用されてもよい。さらに、本
発明は、サンプル中の微生物夾雑物の存在および／または量を決定するにあたって有用な
、迅速で、感度の高い、広い範囲の、多工程アッセイを提供する。そのカートリッジおよ
び方法は、迅速な試験結果を提供するために、別個に使用され得るが、それらは、現場で
使用され得るシステムを提供するために、一緒に組み合わせられる場合に特に有効である
。このことにより、微生物汚染のより迅速な排除および／または処置が促進される。さら
に、本発明は、サンプル中のグルカンの存在および／または量を検出するためのファクタ
ーＣ特異的溶解物を提供する。この溶解物は、従って、サンプル中の酵母または糸状菌の
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夾雑物の存在および／または量を決定するために使用され得る。
【００３２】
　（本発明のカートリッジ）
　本発明のカートリッジは、１種以上の血球溶解物とともに系統立てられてもよく、サン
プル中の微生物夾雑物の存在および／または量を検出するために種々のアッセイにおいて
使用され得ることが予測される。微生物夾雑物の検出および／または定量のための多くの
血球溶解物ベースのアッセイは、例えば、図２に例示されるように、本発明のカートリッ
ジにおいて行われ得る。そのカートリッジは、それ自体または目視による試験結果に対し
て使用されてもよく、光学検出器（例えば、米国特許Ｄｅｓ第３９０，６６１号に示され
、記載されるような携帯型光学検出器）と組み合わせて使用されてもよい。
【００３３】
　例示によって、および図２Ａ～２Ｄに示されるように、カートリッジ１は、例えば、成
形可能な生体適合性材料から製造された実質的に平坦なハウジングを有する。そのハウジ
ングは、任意の材料から製造され得るが、透明および／または半透明なガラスまたはポリ
マーが好ましい。好ましいポリマーとしては、例えば、ポリスチレン、ポリカーボネート
、アクリル（ａｃｒｙｌｉｃ）、ポリエステル、光学等級のポリマー、またはその光学セ
ルが、実質的に半透明であるような任意のプラスチックが挙げられる。そのハウジングは
、少なくとも１つの流体入り口ポート４、少なくとも１つの光学セル６、およびこの流体
入り口ポート４と光学セル６との間に流体流動連絡を提供するための流体接触表面を有す
る少なくとも１つのコンジット８を備える。光学セル６についての唯一の要件は、その光
学セル６が試験されるべきサンプルを含み得る間隙を規定し、その光学セル６の一部が光
に対して透過性であることである。カートリッジ１はまた、そのカートリッジ１をポンプ
に取り付けるために、流体入り口ポート４および光学セル６とが流体流動連絡状態にある
少なくとも１つのポンプポート１２を有する。次いで、そのポンプは、ポンプポート１２
を介して陰圧を付与して、そのサンプルを流体入り口ポート４から光学セル６へと引っ張
り得る。血球溶解物は、コンジット８の流体接触表面の第１の領域１４上に配置され、そ
の結果、サンプルが流体入り口ポート４に付与される場合、そのサンプルは、領域１４を
横断し、そのサンプルが光学セル６に向かって動く場合に、その血球溶解物をサンプルに
可溶化または再構成する。この型のカートリッジ１は、例えば、エンドポイント濁度測定
アッセイまたは動的濁度測定アッセイを行うために使用され得る。一実施形態において、
色素形成性基質はまた、必要に応じて、第１の領域１４において、そのコンジット８の表
面に、その血球溶解物と一緒に付与され得る。この型のカートリッジ１は、例えば、動的
色素形成アッセイを行うために使用され得る。
【００３４】
　好ましい実施形態において、図２Ａ～２Ｄに例示されるように、そのコンジット８の流
体接触表面の第２の領域１６は、第１の領域１４から間隔を空けて、かつこの領域の下流
に配置される。この構成において、血球溶解物は、第１の領域１４に配置され、色素形成
性基質は第２の領域１６に配置され、その結果、そのサンプルが領域１４において血球溶
解物と接触した後、そのサンプル－溶解物混合物は、コンジット８を横断し、その色素形
成性基質と領域１６において接触する。そのサンプル－溶解物－基質混合物は、次いで、
コンジット８を光学セル６へと横断する。この型のカートリッジは、以下でより詳細に議
論されるように、例えば、エンドポイント色素形成アッセイまたは多工程動的色素形成ア
ッセイを行うために使用され得る。
【００３５】
　行われるアッセイの型に依存して、微生物夾雑物を示す、所定の量の因子（すなわち「
スパイク」）（例えば、細菌エンドトキシン）が、１つ以上のコンジット８の流体接触表
面の第１の領域１４上に配置される。あるいは、そのスパイクは、そのコンジット８の異
なる領域上に配置され得る。
【００３６】
　そのカートリッジ１は、種々の異なる構成（例えば、図３および４において示される）
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を有し得ることが予測される。図３Ａは、２つのコンジット８（各コンジット８は、それ
自体のサンプル入り口ポート４を有する）を備えるカートリッジ１を示す。図３Ｂは、２
つのコンジット８（各コンジット８は、共通サンプル入り口ポート４を共有する）を備え
るカートリッジ１を示す。図４Ａは、４つの別個のコンジット８（各コンジット８は、そ
れ自体のサンプル入り口ポート４を有する）を備えるカートリッジ１を示す。図４Ｂは、
２対のコンジット８（各対は、それ自体のサンプル入り口ポート４を有する）を備えるカ
ートリッジ１を示す。
【００３７】
　それらのカートリッジは、必要とされる型および／または試験の回数に従って、設計お
よび使用され得る。例えば、単一のサンプルが、例えば、研究実験用途または医療デバイ
スおよび生物薬剤試験のために、例えば、二連または三連で試験され得る。あるいは、２
つ以上の異なるサンプルが、例えば、水および透析液の透析施設試験のために、個々に試
験され得る。そのカートリッジは、好ましくは、一度使用したら捨てる、使い捨てのカー
トリッジであり、これは、１回使用した後に廃棄される。本発明のカートリッジは、マル
チウェルプレートにおいて行われる従来のエンドポイント色素形成アッセイまたは動的色
素形成アッセイにおいて使用されているものよりも、１サンプルあたり、約２０～１００
分の１より少ない血球溶解物を使用し、従って、より低費用でかつより環境に優しい試験
を提供する。
【００３８】
　一旦特定のアッセイ形式が選択されると、そのカートリッジは、以下で議論されるよう
に、製造され得る。
【００３９】
　（カートリッジ製造）
　そのカートリッジを調製するために使用される全ての試薬および材料は、好ましくは、
微生物夾雑物がなく、そのために、そのカートリッジは、最終的に、試験するために使用
される。
【００４０】
　そのカートリッジは、目的の任意の血球溶解物とともに製造され得ることが予測される
。本明細書で使用される場合、用語「血球溶解物」とは、血球（例えば、アメーバ様細胞
および血液リンパ細胞）の溶解および／または膜透過性にすることによって生成された、
（ｉ）甲殻類もしくは昆虫から抽出された、そして／または（ｉｉ）その宿主から抽出し
た後にインビトロで培養された、任意の溶解物またはそれらの画分もしくは成分を意味す
ることが理解される。血球細胞材料は、血液リンパ細胞から、膜透過化薬剤（例えば、Ｃ
ａ２＋イオン透過担体などと接触させることによって押し出される（すなわち、溶解以外
で押し出される）か、そうでなければ、細胞溶解なくして押し出され、この材料はまた、
血球溶解物であるとみなされる。好ましい血球溶解物は、甲殻類（例えば、カブトガニま
たはイチョウガニ）の血液から調製されるアメーバ様細胞溶解物である。血球溶解物が、
図１に示される酵素カスケードの１種以上の天然の（例えば、精製された）または合成の
成分のカクテルを含み得ることもまた、予測される。
【００４１】
　本明細書で使用される場合、用語「アメーバ様細胞溶解物」とは、甲殻類（例えば、カ
ブトガニ）から抽出されたアメーバ様細胞に由来する細胞成分の溶解、押し出し、または
抽出によって生成される、任意の溶解物またはその画分もしくは成分を意味することが理
解される。そのアメーバ様細胞溶解物は、酵素カスケード（例えば、図１に示される）の
少なくとも１つの成分を含み、そして／またはエンドトキシン（例えば、グラム陰性細菌
エンドトキシンおよび／またはグルカン（例えば、酵母もしくは糸状菌によって生成され
る（１→３）－β－Ｄグルカン）の存在下で凝塊を生成する。好ましいアメーバ様細胞溶
解物は、Ｌｉｍｕｌｕｓ属に属するカニ（例えば、Ｌｉｍｕｌｕｓ　ｐｏｌｙｐｈｅｍｕ
ｓ）、Ｔａｃｈｙｐｌｅｕｓ属に属するカニ（例えば、Ｔａｃｈｙｐｌｅｕｓ　ｇｉｇａ
ｓおよびＴａｃｈｙｐｌｅｕｓ　ｔｒｉｄｅｎｔａｔｕｓ）、およびＣａｒｃｉｎｏｓｃ
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ｏｒｐｉｕｓ属に属するカニ（例えば、Ｃａｒｃｉｎｏｓｃｏｒｐｉｕｓ　ｒｏｔｕｎｄ
ｉｃａｕｄａ）を含む、カブトガニ由来であり得る。
【００４２】
　粗製溶解物は、Ｌｅｖｉｎら（１９６８）ＴＨＲＯＭＢ．ＤＩＡＴＨ．ＨＡＥＭＯＲＲ
Ｈ．１９：１８６に最初に記載された手順に改変を加えて、またはＰｒｉｏｒ（１９９０
）「Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｌｉｍｕｌｕｓ　Ａ
ｍｅｂｏｃｙｔｅ　Ｌｙｓａｔｅ　Ｔｅｓｔ」ＣＲＣ　ＰＲＥＳＳ　２８－３６および１
５９－１６６に記載された手順、ならびに米国特許第４，３２２，２１７号に記載された
手順を使用して生成され得る。他の溶解物としては、例えば、米国特許第６，２７０，９
８２号および同第６，３９１，５７０号に記載されるものが挙げられ得る。
【００４３】
　現在では、ＬＡＬは、その感度、特異性、およびサンプルに存在し得る他の成分による
妨害を避けることが比較的容易であることに起因して、多くの細菌エンドトキシンアッセ
イにおいて、選択されたアメーバ様細胞溶解物として使用されている。ＬＡＬは、細菌エ
ンドトキシンを含むサンプルと、および必要に応じて特定のＬＡＬ基質と組み合わせられ
る場合、合成色素形成性基質の場合は、そのサンプル中のエンドトキシンと反応して、検
出可能な生成物（例えば、ゲル、濁り度の増加または着色した生成物もしくは発光生成物
）を生成する。その生成物は、例えば、視覚的に、または光学検出器を使用するかのいず
れかによって検出され得る。
【００４４】
　図１に示されるように、血液リンパの凝固系（哺乳動物血液凝固系のような）は、エン
ドトキシン媒介性経路（ファクターＣ経路）および（１→３）－β－Ｄグルカン媒介性経
路（ファクターＧ経路）を含む少なくとも２つの凝固カスケードを含む。例えば、Ｍｏｒ
ｉｔａら（１９８１）ＦＥＢＳ　ＬＥＴＴ．１２９：３１８－３２１およびＩｗａｎａｇ
ａら（１９８６）Ｊ．ＰＲＯＴＥＩＮ　ＣＨＥＭ．５：２５５－２６８を参照のこと。
【００４５】
　ＬＡＬのエンドトキシン媒介性活性化は、十分に理解されており、当該分野で十分に実
証された。例えば、Ｌｅｖｉｎら（１９６８）前出；Ｎａｋａｍｕｒａら（１９８６）Ｅ
ＵＲ．Ｊ．ＢＩＯＣＨＥＭ．１５４：５１１；Ｍｕｔａら（１９８７）Ｊ．ＢＩＯＣＨＥ
Ｍ．１０１：１３２１；ならびにＨｏら（１９９３）ＢＩＯＣＨＥＭ．＆ＭＯＬ．ＢＩＯ
Ｌ．ＩＮＴ．２９：６８７を参照のこと。細菌エンドトキシンをＬＡＬと接触させると、
そのエンドトキシンは、当該分野でファクターＣ経路といわれる一連の酵素反応を開始し
、この経路は、３つのセリンプロテアーゼチモーゲン（ファクターＣ、ファクターＢ、お
よびプロ凝固酵素といわれる）を包含し得る（図１を参照のこと）。簡潔には、エンドト
キシンに曝した際に、そのエンドトキシン感受性ファクターであるファクターＣは、活性
化される。活性化されたファクターＣは、その後加水分解し、ファクターＢを活性化し、
その際に、活性化されたファクターＢは、プロ凝固酵素を活性化して、凝固酵素を生成す
る。その凝固酵素は、その後、特定の部位（例えば、コアギュロゲンのＡｒｇ１８－Ｔｈ
ｒ１９およびＡｒｇ４６－Ｇｌｙ４７）で無脊椎動物のフィブリン様タンパク質凝固可能
タンパク質を加水分解して、コアギュリンゲルを生成する。例えば、米国特許第５，６０
５，８０６号を参照のこと。
【００４６】
　溶解物（例えば、米国特許第６，３９１，５７０号および同第６，２７０，９８２号に
記載される方法によって生成されるファクターＧ欠如溶解物）からファクターＧ活性を除
去することによって、エンドトキシン特異的溶解物を生成することが可能である。また、
溶解物は、ファクターＧ活性の特定のインヒビターまたはモジュレーター（例えば、特定
の界面活性剤、糖類、多糖類、および他の試薬（米国特許第５，１５５，０３２号；同第
５，１７９，００６号；同第５，３１８，８９３号；同第５，４７４，９８４号；同第５
，６４１，６４３号；同第６，２７０，９８２号；および同第６，３４１，５７０号に記
載される））の添加によって、ファクターＧ活性が欠如する可能性があることが予測され
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る。エンドトキシン特異的溶解物は、細菌エンドトキシンと反応し得るが、（１→３）－
β－Ｄグルカンに対する反応性が、粗製溶解物（これから、そのエンドトキシン特異的溶
解物を調製した）に対して少なくとも８０％、より好ましくは、少なくとも９０％、およ
びより好ましくは、少なくとも９５％欠如している溶解物である。
【００４７】
　（１→３）－β－Ｄグルカンおよび他のＬＡＬ反応性グルカン（酵母および糸状菌のよ
うな微生物によって生成される）はまた、ファクターＧ経路と当該分野でいわれる異なる
酵素経路（図１を参照のこと）を介してＬＡＬの凝固カスケードを活性化し得る。ファク
ターＧは、（１→３）－β－Ｄグルカンまたは他のＬＡＬ反応性グルカンによって活性化
されるセリンプロテアーゼチモーゲンである。（１→３）－β－Ｄグルカンに曝す際に、
例えば、ファクターＧは活性化されて、活性化されたファクターＧを生成する。活性化さ
れたファクターＧは、その後、そのプロ凝固酵素を凝固酵素に変換し、その際に、その凝
固酵素は、コアギュロゲンをコアギュリンに変換する。
【００４８】
　本明細書で使用される場合、用語「（１→３）－β－Ｄグルカン」は、（ｉ）粗製Ｌｉ
ｍｕｌｕｓアメーバ様細胞溶解物におけるコアギュリン凝塊の形成を誘導し得、そして（
ｉｉ）（１→３）－β－Ｄグリコシド結合によって連結される少なくとも２つのβ－Ｄグ
ルコシド（式Ｉを参照のこと）を含む、任意の水溶性多糖類、二糖類またはそれらの誘導
体を意味すると理解される。このような多糖類またはそれらの誘導体はまた、（１→３）
－β－Ｄグリコシド結合を含むことに加えて、種々の他のグリコシド結合によって（例え
ば、（１→４）－β－Ｄグリコシド結合を介するかおよび／または（１→６）－β－Ｄグ
リコシド結合によって）連結されるグルコシド部分を吹くヌクレオチドことが予測される
。このような（１→３）－β－Ｄグルカンが、種々の他の供給源（植物、細菌、酵母、藻
類、および真菌が挙げられるが、これらに限定されない）から単離され得るか、または代
わりに従来の糖化学を用いて合成され得ることが予測される。
【００４９】
【化１】

【００５０】
ファクターＣ活性が欠如した溶解物を生成することによって、（１→３）－β－Ｄグルカ
ン特異的溶解物を生成することが可能である。本明細書に示されるように、少なくとも０
．１５Ｍの塩、より好ましくは、０．２５Ｍの塩（例えば、ナトリウムイオンまたはカリ
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ウムイオンのような一価カチオンを含む塩）の存在下で、アメーバ様細胞を溶解すること
によってグルカン特異的溶解物を生成することが可能である。例えば、そのアメーバ様細
胞は、０．１５Ｍ～約６Ｍの塩（例えば、塩化ナトリウム）中で溶解される。あるいは、
そのアメーバ様細胞は、約０．２５Ｍ～約４Ｍの塩、または約１Ｍ～約２Ｍの塩を含む溶
液中で溶解される。塩化ナトリウムを使用する場合、アメーバ様細胞が０．２５Ｍ　塩化
ナトリウムを含む溶液中で溶解される場合、そのアメーバ様細胞調製物は、実質的なファ
クターＣ活性を失うようである。しかし、匹敵する結果を引き起こすために必要な他の塩
の濃度は、慣用的な滴定実験によって決定され得る。例えば、アメーバ様細胞は、異なる
濃度の塩中で溶解され得、その得られた溶解物は、グラム陰性細菌エンドトキシンの存在
下でコアギュリンゲルを生成する能力について試験され得る。その塩濃度は、その得られ
た溶解物が、その細菌エンドトキシンに対する実質的な量の反応性を失った場合に選択さ
れ得る。使用され得る他の塩としては、一価イオン性塩（例えば、塩化カリウム、酢酸カ
リウム、および酢酸ナトリウム）が挙げられるが、これらに限定されない。グルカン特異
的溶解物を生成するための例示的方法は、実施例４に記載される。グルカン特異的溶解物
は、グリカン（例えば、（１→３）－β－Ｄグルカン）と反応し得るが、細菌エンドトキ
シンまたはリポ多糖に対する反応性が、その粗製溶解物（これから、そのグルカン特異的
溶解物を調製した）に対して、少なくとも８０％、より好ましくは、少なくとも９０％、
およびより好ましくは、少なくとも９５％欠如した溶解物である。
【００５１】
　エンドトキシンに対する血球溶解物の感度を高めるための方法としては、例えば、その
粗製血球溶解物を熟成させること（ａｇｉｎｇ）、ｐＨを調節すること、および二価カチ
オンの濃度を調節すること、コアギュロゲンの濃度を調節すること、クロロホルム抽出、
および血清アルブミンの添加、生体適合性緩衝液および／または生物学的界面活性剤が挙
げられ得るが、これらに限定されない。
【００５２】
　当業者に明らかであるように、二価金属塩（これは、血球溶解物のプロ凝固酵素の活性
化を促進することが公知である）、および凝固酵素を不活性化し得る極端なｐＨを避ける
ための緩衝剤は、好ましくは、その溶解物中に含められる。
【００５３】
　アメーバ様細胞溶解物系と生体適合性であることが当該分野で公知の任意の緩衝剤およ
び塩が使用され得る。代表的な処方添加物としては、約１００～３００ｍＭ　ＮａＣｌ、
約１０～１００ｍＭ　二価カチオン（例えば、Ｍｇ２＋またはＣａ２＋）、約６．０～約
８．０の最終pHを与える生体適合性緩衝剤（例えば、Ｔｒｉｓ（トリス（ヒドロキシ）ア
ミノメタン））、およびその溶解物を凍結乾燥しようとする場合、糖（例えば、マンニト
ールまたはデキストラン）が挙げられ得るが、これらに限定されない。適切な処方添加物
の選択はまた、慣用的な実験によって決定され得ることが予測される。
【００５４】
　合成色素形成性基質は、Ｔａｃｈｙｐｌｅｕｓ　ｔｒｉｄｅｎｔａｔｕｓおよびＬｉｍ
ｕｌｕｓ　ｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓというカブトガニ両方の血液リンパから調製されたＬＡ
Ｌにおけるエンドトキシンで活性化されたプロ凝固酵素のレベルを測定するために使用さ
れきた（Ｉｗａｎａｇａら（１９７８）ＨＥＭＯＳＴＡＳＩＳ　７：１８３－１８８）。
色素形成性基質を使用するＬＡＬアッセイの間に、ＬＡＬにおけるプロ凝固酵素（セリン
プロテアーゼ）は、エンドトキシンによって活性化され、その基質からその色素形成基を
遊離するように、アルギニンのカルボキシル側でその基質のペプチド鎖を切断し、それに
より、例えば、分光光度計によって容易に検出され得るマーカー化合物を遊離する。従来
のＬＡＬゲル化試験の代わりに、ＬＡＬアッセイにおいて合成色素形成性基質を使用する
１つの利点は、活性化された凝固酵素の量を定量することができ、かつそのサンプル中の
エンドトキシンレベルに相関し得ることである。
【００５５】
　血球溶解物の凝固酵素により切断される任意の色素形成性基質は、本発明の実施におい
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て使用され得る。米国特許第５，３１０，６５７号は、例えば、式Ｒ１－Ａ１－Ａ２－Ａ

３－Ａ４－Ｂ－Ｒ２を有する例示的色素形成性基質を記載し、ここでＲ１は、水素、ブロ
ックしている芳香族炭化水素またはアシル基を表し；Ａ１は、Ｉｌｅ、ＶａｌまたはＬｅ
ｕから選択されるＬ－アミノ酸またはＤ－アミノ酸を表し；Ａ２は、ＧｌｕまたはＡｓｐ
を表し；Ａ３は、ＡｌａまたはＣｙｓを表し；Ａ４は、Ａｒｇを表し；Ｂは、エステルお
よびアミドから選択される連結を表し；そしてＲ２は、Ｂ連結を介してアルギニンのＣ末
端に共有結合される色素形成基または蛍光発生基を表し、その蛍光発生部分または色素形
成部分は、色素形成性基質の残りから切断されて、発色団または発蛍光団を生成し得る。
例示的色素形成性基質は、コンセンサス配列アセテート－Ｉｌｅ－Ｇｌｕ－Ａｌａ－Ａｒ
ｇ－ｐＮＡを有する。ここでｐＮＡは、パラ－ニトロアニリン基を表す。米国特許第４，
１８８，２６４号は、配列Ｒ１－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－Ｒ２におけるＬ－アミノ酸からなる構
造を有するペプチド基質を記載する。ここでＲ１は、Ｎ－ブロックされたアミノ酸を表し
、Ｒ２は、酵素加水分解によって遊離されて、呈色化合物ＨＲ２を生じる基である。米国
特許第４，５１０，２４１号は、色素形成性ペプチド基質を開示し、この基質は、Ｇｌｙ
部分がＡｌａまたはＣｙｓによって配列中で置換されているという点で、以前の基質とは
異なる。あるいは、その色素形成性基質は、発蛍光団（例えば、７－アミノ－４－メチル
クマリン、７－アミノ－４－トリフルオロメチルクマリン、および４－メトキシ－２－ナ
フチルアミン（ｎａｐｈｔｈａｌｙａｍｉｎｅ））を含み得る。
【００５６】
　そのアッセイの阻害または増強は、試験サンプル中の物質が、血球溶解反応を妨害する
場合に起こる。阻害は、より長い反応時間を生じ、このことは、その試験サンプル中に実
際に存在し得るよりも、低いレベルの微生物汚染を示す。増強は、より短い反応時間を生
じ、このことは、その試験サンプル中に実際に存在し得るよりも、高いレベルの微生物汚
染を示す。阻害も増強もないことを確認するために、試験サンプルのアリコート（または
その試験サンプルの希釈物）を、測定されるべき微生物夾雑物を示す既知量の因子で「ス
パイク」する。その微生物夾雑物スパイクは、そのサンプルにおいて、対数ベースで、そ
の標準曲線における最高の微生物夾雑物濃度と最低の微生物夾雑物濃度との間の中間点に
等しい最終的な微生物夾雑物濃度を生じることが推奨される。例えば、５０エンドトキシ
ン単位（ＥＵ）／ｍＬ～０．００５ＥＵ／ｍＬにわたる標準曲線を有するアッセイにおい
て、サンプルは、０．５ＥＵ／ｍＬの最終的な微生物夾雑物濃度を含むようにスパイクさ
れるべきである。１ＥＵ／ｍＬ～０．０１ＥＵ／ｍＬにわたる標準曲線を有するアッセイ
において、その微生物夾雑物スパイクは、０．１ＥＵ／ｍＬの最終的な微生物夾雑物濃度
を生じるべきである。
【００５７】
　そのスパイクされたサンプルは、スパイクされていないサンプルと並行してアッセイさ
れる。そのスパイクされていないサンプルにおいて得られた微生物夾雑物濃度、およびス
パイクされたサンプルにおいて回収された微生物夾雑物は、次いで、計算される。その回
収された微生物夾雑物は、約２５％内のスパイクの既知の濃度に等しいべきである。その
試験サンプル（または希釈物）がその反応を阻害するかまたは増強することが分かった場
合、そのサンプルは、その阻害または増強が克服されるまで、さらなる希釈物を要し得る
。最初に、試験サンプルの１０倍希釈物を試験することによって、阻害または増強につい
てスクリーニングすることが求められ得る。一旦適切な非阻害性または非増強性希釈物が
決定されると、その正確な希釈物が、この希釈物あたりの２倍希釈物を試験することによ
って見出され得る。阻害または増強の程度は、その試験サンプルの濃度に依存する。その
同じサンプルのいくつかの濃度がアッセイされるべき場合、各濃度についての性能特徴を
独立して確立することが必要である。
【００５８】
　本発明のカートリッジを製造するにあたって、その溶解物を固体支持体の上で乾燥させ
る前に、そのアメーバ様細胞溶解物および色素形成性基質を、少なくとも１種の再可溶化
剤（例えば、糖または塩）および少なくとも１種の剥離防止剤（例えば、ポリマー）と組
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み合わせることは、助けになる。
【００５９】
　その再可溶化剤は、好ましくは、その乾燥形態の溶解物を安定化し、そのアッセイの間
の試薬の再可溶化を促進する。有用な再可溶化剤としては、例えば、マンニトール、マン
ノース、ソルビトール、トレハロース、マルトース、デキストロース、スクロース、なら
びに他の単糖類および二糖類が挙げられる。その血球溶解物および色素形成性基質は、好
ましくは、乾燥させる前に、約０．０１％（ｗ／ｖ）～約２０％（ｗ／ｖ）、より好まし
くは、約０．１％（ｗ／ｖ）～約１．０％（ｗ／ｖ）の再可溶化剤を含む。
【００６０】
　その剥離防止剤は、血球溶解物および／または色素形成性基質が、乾燥薄片の形態で固
体支持体から解離してしまう可能性を防止または減少する薬剤である。その剥離防止剤は
また、好ましくは、乾燥形態の血球溶解物または色素形成性基質を安定化させる。有用な
剥離防止剤は、例えば、１種以上のポリマー（例えば、ポリエチレングリコール、ポリビ
ニルピロリドン、デキストラン、マンニトールが挙げられる）、およびタンパク質（例え
ば、血清アルブミン）が挙げられる。その溶解物は、好ましくは、乾燥させる前に、約０
．０１％（ｗ／ｖ）～約２５％（ｗ／ｖ）、より好ましくは、約０．１％（ｗ／ｖ）～約
１．０％（ｗ／ｖ）の剥離防止剤を含む。
【００６１】
　さらに、特定のポリマーは、その血球溶解物および／または色素形成性基質が再可溶化
されるときに、気泡の形成（例えば、起泡）を減少させることが分かった。有用な起泡防
止剤としては、ポリビニルアルコールおよびポリプロピレングリコールが挙げられる。起
泡を減少させるために、その溶解物および／または色素形成性基質は、乾燥させる前に、
約０．０１％（ｗ／ｖ）～約１０％（ｗ／ｖ）、より好ましくは、約０．１％（ｗ／ｖ）
～約１．０％（ｗ／ｖ）の起泡防止剤を含み得る。
【００６２】
　そのカートリッジのための例示的製造プロセスは、図５を参照して記載される。ここで
図５Ａは、カートリッジ１の底部半体２を示し、図５Ｂは、カートリッジ１の上部半体３
を示す。一旦調製されると、そのカートリッジ１の２つの半体が、互いに接着剤、溶媒結
合、超音波溶接、スナップフィット結合などにより結合される。
【００６３】
　図５Ａにおいて、そのカートリッジ１の底部半体２は、各コンジット８’の一方の半体
（各々が、第１の領域１４’および第２の領域１６’を有する）を規定する。そのカート
リッジ１の底部半体２の製造の間に、血球溶解物は、各第１の領域１４’に付与され、色
素形成性基質は、各第２の領域１６’に付与される。図５Ｂにおいて、そのカートリッジ
１の上部半体３は、各コンジット８”の一方の半体を規定する。そのカートリッジ１の上
部半体３の製造の間に、微生物夾雑物を示す因子（すなわち、スパイク）（例えば、所定
の量のエンドトキシン）は、領域１４”に付与される。一旦それらの試薬がそのカートリ
ッジ１のそれぞれの上部半体３および底部半体２に付与されると、そのカートリッジの半
体２および３は、その血球溶解物の活性を保護し、その血球溶解物を再構成して、活性な
溶解物を生成させる条件下で乾燥される。乾燥させる間にそれらの試薬の活性を保護する
ために、そのカートリッジの半体２および３は、約４℃～約４０℃、より好ましくは、約
１０℃～約３５℃、より好ましくは、約１５℃～約３０℃の温度、および約０％～約３０
％、より好ましくは、約２％～約２０％、より好ましくは、約４％～約１０％の相対湿度
を有する環境に置かれる。好ましい乾燥条件は、約２５℃の温度および約５％の相対湿度
を含む。本発明のカートリッジを製造するための例示的プロトコルは、実施例１に提供さ
れる。
【００６４】
　代替的アプローチにおいて、その血球溶解物は、標準的条件（減圧下で約－３０℃～約
－４０℃）の下で凍結乾燥によって乾燥され得る。
【００６５】
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　乾燥させた後に、その２つのカートリッジ半体２および３は、互いに結合されて、完全
なカートリッジ１が作られる。図５Ｃは、断面Ａ－Ａ’を通る断面図であり、ここでその
コンジットの２つの半体（すなわち、８’および８”）は、一緒になって、完全なコンジ
ット８を作りだし、ここで各コンジットの底部８’の領域１４’は、固定化された血球溶
解物２０を含み、１つのコンジットの上部８”の領域１４”は、固定化されたエンドトキ
シン２２を含む。図５Ｄは、断面Ｂ－Ｂ’を通る断面図であり、ここで各コンジットの底
部８’の領域１６’は、固定化された色素形成性基質２４を含む。
【００６６】
　図６Ａ～６Ｄは、本発明の２つの例示的カートリッジ１の例示である。これらの実施形
態は、図６Ａ～６Ｂおよび図６Ｃ～６Ｄに対応する。図６Ａにおいて、そのカートリッジ
１は、破線で示される選択肢的指グリップ５を有し得る。図６Ａおよび６Ｂは、第１のカ
ートリッジ１における光学セル６が、実質的に形状が円筒形であることを示す。図６Ｃに
おいて、そのカートリッジ１はまた、図６Ａにおける破線によって示されるものと類似の
指グリップ５を有する。図６Ｃおよび６Ｄは、第２のカートリッジ１における光学セル６
が、より細長い形状であることを示す。その細長い形状により、より長い光学経路長にわ
たって、流体をより深く、増加させることを可能にし、これに比例して、検出感度もより
上昇する。さらに、各カートリッジ１の上部半体および底部半体２および３は、１以上の
オス（メス）部材、およびその組み立てられていないカートリッジ半体を、一方を他方の
上に重ねるための１つ以上の相互かつインターフィットするメス（オス）部材を含み得、
同様に、その組み立てられた状態で嵌合した心合わせを提供し得ることが予測される。
【００６７】
　特定のカートリッジ１の寸法は、行われるべきアッセイの回数および／または型に依存
して変動し得る。しかし、一実施形態において、図６Ａに模式的に示されるように、例え
ば、そのカートリッジ１は、約１０．１６ｃｍ（４．００インチ）の長さ、約２．５４ｃ
ｍ（１．００インチ）の幅、および約０．４７６ｃｍ（０．１８８インチ）の高さを有す
る。その流体入り口ポート４からその光学セル６へと走るコンジット８の穴は、約０．１
２７ｃｍ（０．０５０インチ）である。ここでその溶解物は、その流体入り口ポート４か
ら約２．３８１ｃｍ（０．９３８インチ）のところで、そのコンジット８の領域１４上で
乾燥される。そして色素形成性基質は、その流体入り口ポート４から約４．６５ｃｍ（１
．８３１インチ）のところで、そのコンジット８の領域１６上で乾燥される。この実施形
態におけるその光学セル６は、約２５μＬのサンプルを収容する寸法にされる。
【００６８】
　（標本収集および調製）
　そのカートリッジは、流体（例えば、哺乳動物に、局所的または全身に（例えば、非経
口的に）投与されるべき流体）、または感染について試験される体液（例えば、血液、リ
ンパ液、尿、血清、血漿、腹水、肺吸引液などが挙げられる）における微生物汚染のレベ
ルを決定するために使用され得る。さらに、そのカートリッジは、上水道（例えば、飲料
水の供給）における微生物汚染のレベルを決定するために使用され得る。さらに、そのカ
ートリッジは、食品、医薬品または医療デバイスにおける微生物汚染のレベルを決定する
ために使用され得る。
【００６９】
　一般に、試験されるべきサンプルを、採取、保存、またはさもなければ接触するために
使用される材料、ならびに試験試薬は、微生物汚染がないべきであり、例えば、発熱物質
がないべきである。材料は、例えば、２５０℃で３０分間加熱することによって、発熱物
質がないようにされ得る。その後の環境的な汚染から発熱物質除去した材料を保護するた
めには、適切な予防措置がとられなければならない。
【００７０】
　（カートリッジにおいて行われ得る代表的なアッセイ）
　種々の血球溶解物アッセイが、本発明のカートリッジにおいて使用され得ることが予測
される（例えば、エンドポイント濁度測定アッセイ、動的濁度測定アッセイ、エンドポイ
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ント色素形成アッセイ、および一工程動的アッセイ）。さらに、本発明のカートリッジは
、本明細書で記載されるように、多工程動的アッセイとともに使用され得る。
【００７１】
　１．エンドポイント濁度測定アッセイ
　エンドポイント濁度測定アッセイは、Ｐｒｉｏｒ（１９９０）前出，ｐｐ．２８－３４
に記載される。簡潔には、そのエンドポイント濁度測定アッセイは、以下の工程を包含す
る：（ｉ）血球溶解物を分析されるべきサンプルで可溶化する工程、（ｉｉ）得られた混
合物を、約０～約４０℃、好ましくは約２５℃～約４０℃の温度で、所定の時間にわたっ
てインキュベートする工程、および（ｉｉｉ）存在する場合、従来の凝固測定器（ｃｏａ
ｇｕｌｏｍｅｔｅｒ）、比濁計（ｎｅｐｈｅｒｏｍｅｔｅｒ）、または分光光度計を使用
して、凝固の結果としての濁度の増加を測定する工程。
【００７２】
　図２Ａを参照すると、カートリッジ１においてエンドポイント濁度測定アッセイを行う
ために、サンプルは、例えば、その血球溶解物を含むコンジット８の第１の領域１４へと
動かされ、例えば、前後方向にポンプ作用をサイクルさせることによって、この領域にお
いてその血球溶解物が可溶化される。そのサンプル－溶解物混合物は、次いで、光学検出
器を用いて光学特性（例えば、濁度）を測定するために、光学セル６に動かされる。多重
アッセイ（例えば、２つのアッセイ）からの結果は、平均され得る。次いで、特定の所定
の時点でのそのサンプル－溶解物混合物の光学密度は、例えば、Ｙ軸上に濁度値を、対し
てＸ軸上にエンドトキシン濃度を示すことによって、所定の標準曲線に内挿されて、その
サンプル中の微生物夾雑物の濃度を与える得る。
【００７３】
　２．動的濁度測定アッセイ
　動的濁度測定アッセイは、Ｐｒｉｏｒ（１９９０）前出，ｐｐ．２８－３４に記載され
る。簡潔には、その動的濁度測定アッセイは、以下の工程を包含する：（ｉ）血球溶解物
を分析されるべきサンプルで可溶化する工程、（ｉｉ）その得られた混合物を、約０～約
４０℃、好ましくは約２５～約４０℃の温度で、所定の時間範囲にわたってインキュベー
トする工程、および（ｉｉｉ）従来の凝固測定器、比濁計、または分光光度計を使用して
、所定の値または濁度の変化の比率のいずれかに達するために、凝固によって生じた濁度
変化に要した時間を測定する工程。
【００７４】
　図２Ａを参照すると、カートリッジ１において動的濁度測定アッセイを行うために、サ
ンプルは、例えば、その血球溶解物を含むコンジット８の第１の領域１４に動かされ、前
後方向にポンプ作用をサイクルさせることによって、この領域においてその血球溶解物が
可溶化される。そのサンプル－溶解物混合物は、次いで、光学検出器を用いて、そのサン
プル－溶解物混合物の吸光度または透過率特性を測定することによって光学特性（例えば
、濁度）を測定するために、光学セル６に動かされる。その検出器は、各光学特性が、例
えば、光透過率において５％の低下を示すのにどのくらいの時間がかかるかを決定し得る
。多重アッセイ（例えば、２つのアッセイ）からの結果は、平均され得る。次いで、その
得られた値は、例えば、Ｙ軸上に透過率における所定の変化の時間を、対してＸ軸上にエ
ンドトキシン濃度を示すことによって、所定の標準曲線に内挿されて、そのサンプル中の
夾雑物の濃度を与える得る。
【００７５】
　３．エンドポイント色素形成アッセイ
　そのエンドポイント色素形成アッセイは、Ｐｒｉｏｒ（１９９０）前出，ｐｐ．２８－
３４および米国特許第４，３０１，２４５号および同第４，７１７，６５８号に記載され
る。簡潔には、そのエンドポイント色素形成アッセイは、以下の工程を包含する：（ｉ）
血球溶解調製物を分析されるべきサンプルで可溶化する工程、（ｉｉ）その得られた混合
物を、約０～約４０℃、好ましくは約２５～約４０℃の温度で、所定の時間範囲にわたっ
てインキュベートする工程、（ｉｉｉ）色素形成性基質を含む試験デバイスと、そのイン
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キュベートされたそのサンプル－溶解物混合物とを接触させる工程、（ｉｖ）反応インヒ
ビターを添加する工程、および（ｖ）プロテアーゼ活性によってその合成基質から遊離し
た物質を、例えば、比色変化によって測定する工程。
【００７６】
　図２Ａを参照すると、カートリッジ１においてエンドポイント色素形成アッセイを行う
ために、サンプルは、例えば、その血球溶解物を含むコンジット８の第１の領域１４に動
かされ、前後方向にポンプ作用をサイクルさせることによって、この領域においてその血
球溶解物が可溶化される。所定のインキュベーション時間の後、そのサンプル－溶解物混
合物は、次いで、例えば、ポンプ作用によってその色素形成性基質を含むコンジット８の
第２の領域１６に動かされ、前後方向にポンプ作用をサイクルさせることによって、この
領域においてその血球溶解物が可溶化される。次いで、そのサンプル－溶解物混合物は、
反応インヒビターを含む第３の領域に動かされる。その後、そのサンプル－溶解物－基質
混合物は、光学検出器によって、そのサンプルの光学特性（例えば、吸光度または透過率
特性）を測定するための光学セル６に動かされる。次いで、特定の所定の時点でのそのサ
ンプル－溶解物－基質混合物の光学特性は、例えば、Ｙ軸上に吸光度、光学密度、もしく
は透過率を、対してＸ軸上にエンドトキシン濃度を示す、所定の標準曲線に内挿されて、
そのサンプル中の微生物夾雑物の濃度を与える得る。
【００７７】
　４．一工程動的アッセイ
　一工程動的アッセイ（例えば、一工程色素形成アッセイ）は、米国特許第５，３１０，
６５７号に記載される。簡潔には、その動的色素形成アッセイは、以下の工程を包含する
：（ｉ）血球溶解物を、分析されるべきサンプルおよび色素形成性基質で同時に可溶化す
る工程、（ｉｉ）その得られた混合物を、約０～約４０℃、好ましくは約２５～約４０℃
の温度で、所定の時間範囲にわたってインキュベートする工程、および（ｉｉｉ）従来の
分光光度計を使用して、所定の値または比色読み取り値の変化の比率のいずれかに達する
ために、比色変化に要した時間を測定する工程。
【００７８】
　図２Ａを参照すると、カートリッジ１において動的色素形成アッセイを行うために、サ
ンプルは、例えば、その血球溶解物および色素形成性基質を含むコンジット８の第１の領
域１４にポンプ作用によって動かされ、前後方向にポンプ作用をサイクルさせることによ
って、この領域においてそれらが可溶化される。そのサンプル－溶解物－基質混合物は、
次いで、光学検出器を用いて、そのサンプルの光学特性（例えば、吸光度または透過率特
性）を測定するための光学セル６に動かされる。その検出器は、各光学特性が、例えば、
光透過率において５％の低下を示すのにどのくらいの時間がかかるかを決定し得る。多重
アッセイ（例えば、２つのアッセイ）からの結果は、平均され得る。次いで、その得られ
た値は、例えば、Ｙ軸上に吸光度または透過率における所定の変化の時間を（場合に応じ
て）、対してＸ軸上にエンドトキシン濃度を示す、所定の標準曲線に内挿されて、そのサ
ンプル中の夾雑物の濃度を与える得る。
【００７９】
　上記の方法のうち、エンドポイント色素形成アッセイおよび一工程動的色素形成アッセ
イは、現在、微生物夾雑物（例えば、エンドトキシン）の検出に関して最も迅速で、感度
が高く、かつ経済的なアッセイであると考えられている。しかし、これらアッセイは、と
もにそれぞれの制限を有する。そのエンドポイント色素形成アッセイは、ｉｓ　迅速（約
１５分）であるが、代表的には、約１対数範囲（例えば、約１ＥＵ／ｍＬ～約０．１ＥＵ
／ｍＬ）に制限される範囲のエンドトキシン濃度を検出できるにすぎず、感度は、約０．
１ＥＵ／ｍＬである。その一工程動的色素形成アッセイが、約０．０５ＥＵ／ｍＬのより
高い感度で、約５対数（例えば、約５～約０．０５ＥＵ／ｍＬ）のより広い範囲において
エンドトキシン濃度を測定するが、この方法は、実施するには極めて遅い可能性がある（
約３０分）。さらにそのエンドポイント色素形成アッセイもその一工程動的色素形成アッ
セイのいずれも、現場での実施に容易に適合可能でない。その多工程動的アッセイは、エ
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ンドポイント色素形成アッセイおよび動的色素形成アッセイにおける制限を克服する。
【００８０】
　（６．多工程動的アッセイ）
　より詳細に議論されるように、そのカートリッジはまた、多工程動的アッセイを行うた
めに使用され得る。その多工程動的アッセイに関連する種々の工程は、図７に模式的に示
される。そのアッセイは、その試験されるべきサンプルとある容量の血球溶解物とを合わ
せて、サンプル－溶解物混合物を生成することによって、開始される。次いで、その混合
物は、所定の期間にわたってインキュベートされる。そのサンプル－溶解物混合物は、次
いで、基質（例えば、色素形成性基質）と接触させて、サンプル－溶解物－基質混合物を
生成する。その後、光学特性の所定の変化（例えば、吸光度値における特定の変化または
透過率値における特定の変化）が生じる時間が測定される。微生物夾雑物の存在および／
または量は、次いで、予め較正された標準曲線（例えば、光学特性（吸光度または透過率
）における所定の変化を起こす時間をＹ軸上に、対してエンドトキシン濃度をＸ軸上に示
す標準曲線）に対して、その測定された時間を内挿することによって、決定され得る。
【００８１】
　その標準曲線は、例えば、漸増量の因子（例えば、エンドトキシン、グルカン、または
他の微生物細胞壁成分）をブランクサンプル（例えば、発熱物質を含まない水）中に添加
することによって、作成され得る。光学特性における所定の変化（例えば、吸光度におけ
る所定の上昇または透過率における所定の低下）が生じる時間が、その微生物細胞壁成分
の各濃度に対して決定される。光学特性の標準的変化を達成するその種々の時間測定値は
、次いで、その微生物細胞壁成分濃度の関数としてプロットされる。一般に、そのエンド
トキシンの濃度は、光学特性における標準的な変化を達成するために必要な時間に反比例
する。次いで、その標準曲線は、目的のサンプル中の微生物夾雑物の存在および／または
量を評価するために使用され得る。標準曲線の計算は、実施例２に提供される。
【００８２】
　当業者に明らかであるように、血球溶解物および基質の相対量は、これら２つの成分の
有効量が、確実にそのサンプル－溶解物－基質混合物中に、そのアッセイの最後に存在す
るように調節され得る。そのアッセイ中の血球溶解物タンパク質の最終的な量は、約１μ
ｇ～約５００μｇ、好ましくは、約５０μｇである。そのアッセイ中の基質（例えば、そ
の色素形成性基質）の最終的な量は、約１μｇ～約５０μｇ、好ましくは、約６．５μｇ
である。その基質（例えば、色素形成性基質）の濃度および組成の決定は、当業者の技術
水準の範囲内にあると考えられる。
【００８３】
　得られたサンプル－溶解物－基質混合物の最終的な量は、そのサンプルの光学特性にお
ける変化を測定するために使用される光学検出器の要件に基づき得る。そのサンプルと、
溶解物と、基質との間の容量比は、当業者によって、容易に確立され得る。そのサンプル
－溶解物－基質混合物中のサンプル、溶解物、および基質の相対容量に依存して、そのア
ッセイの他の成分の濃度は、本明細書に記載される機能する範囲の最終的な濃度に維持さ
れるように調節され得る。
【００８４】
　図２Ａを参照すると、本発明のカートリッジ１においてその多工程動的アッセイを行う
ために、サンプルは、まず、例えば、ポンプ作用によって、血球溶解物を含む第１の領域
１４に動かされ、その領域において、その血球溶解物は混合され、所定の時間にわたって
インキュベートされる。そのサンプル－溶解物混合物は、次いで、例えば、ポンプ作用に
よって、基質（例えば、色素形成性基質）を含む第２の領域１６に動かされ、その領域に
おいてその基質が可溶化される。そのサンプル－溶解物－基質混合物は、次いで、光学特
性の測定のために、光学セル６に動かされる。混合工程およびインキュベート工程に要す
る時間間隔は、最適な感度および微生物夾雑物濃度の範囲について予めプログラムされて
いる。
【００８５】
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　図８Ａおよび８Ｂは、本発明の実施において有用な例示的カートリッジおよび携帯型光
学検出器を示す。図８Ａは、そのカートリッジが検出器に導入されているところを示し、
図８Ｂは、そのカートリッジが、流体入り口ポート（ユーザーにとってなお露出されてい
る）を有する検出器に挿入されたところを示す。
【００８６】
　図９は、多工程動的アッセイを使用して、カートリッジにおいて生成され得る光学特性
の変化を示すグラフである。破線は、そのサンプルの透過率における変化を経時的に示す
。実線は、そのサンプルの吸光度における変化を経時的に表す。図２Ａおよび９を参照す
ると、光学特性は、サンプルのアリコートが、その流体入り口ポート４に０秒の時点で添
加された後に、モニターされた。６０秒後、そのサンプルを、領域１４（ここでサンプル
は、領域１４に配置された血球溶解物と６０秒間混合される（Ｔ＝６０からＴ＝１２０ま
での垂直方向のジグザグ線によって示される））から引き出した。その混合の振幅（垂直
方向の線の長さ）は、そのサンプルが、領域１４全体にわたって、反復して動かされるよ
うに決定された。その後、そのサンプル－溶解物混合物は、１２０～４８０秒、さらに混
合することなく領域１４でインキュベートされた。４８０秒後、そのサンプルを、領域１
６における色素形成性基質へと引っ張り、そのサンプル－溶解物混合物を、４８０～５４
０秒まで示される期間にわたってその色素形成性基質と合わせた（Ｔ＝４８０からＴ＝５
４０までの垂直方向のジグザグ線によって表される）。その混合の振幅（垂直方向の線の
長さ）は、そのサンプルが領域１６全体にわたって、反復して動かされるように決定され
た。得られたサンプル－溶解物－基質混合物は、次いで、光学セル６へと引っ張られ、そ
の光学特性（吸光度および透過率）を、５４０秒から１４４０秒までの期間にわたって測
定した。
【００８７】
　その混合物の初期の吸光度または透過率の読み取りを使用して、吸光度または透過率が
、任意の量まで変化するために要する時間（反応時間）が決定される。次いで、そのサン
プル中の微生物夾雑物の量は、そのサンプルについての反応時間を、所定の標準曲線に対
して比較することによって決定される。
【００８８】
　スパイクされたサンプルは、そのスパイクされていないサンプルと並行して圧制される
。そのスパイクされていないサンプルにおける微生物夾雑物濃度およびそのスパイクされ
たサンプルにおいて回収された微生物夾雑物は、上記のように、妨害（例えば、その反応
のインヒビターまたはエンハンサー）の存在を決定するために、比較され得る。
【００８９】
　その多工程アッセイは、上記で議論された型のカートリッジにおいて行われ得るが、種
々の他の形式（例えば、マイクロタイタープレートのウェル内）で使用され得る。マイク
ロタイタープレートのウェル中で行われる例示的アッセイは、実施例３において議論され
る。種々の試験流体の複数サンプル、ならびにスパイクされたサンプルおよび標準曲線を
作成する一連のコントロールサンプルは、そのマイクロタイタープレートのウェル中に入
れられ得る。固定量の血球溶解物、次いで基質は、好ましくは、自動化システム（例えば
、ロボット）を使用して、そのウェルの各々に添加され、そのプレートは、反復様式で各
ウェルの吸光度を連続して読み取るようにプログラムされているマイクロプレートリーダ
ーによって処理される。
【００９０】
　さらに、そのカートリッジ、グルカン特異的アッセイ、およびその多工程動的アッセイ
は、試験サンプル中の目的のリガンドの存在および／または量を検出するために使用され
得ることが予測される。例えば、そのアッセイ形式を適切な場合には、適合させることに
よって、サンプル中の目的の任意のリガンド（例えば、薬物、トキシン、タンパク質、代
謝産物）の存在および／または量を検出することが可能である。マイクロタイタープレー
トのウェルにおいて行われる例示的リガンドアッセイは、実施例７において議論される。
例示によって、目的のリガンドに対する結合因子（ｂｉｎｄｅｒ）（例えば、抗体または
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その抗原結合フラグメント）は、固体支持体（例えば、カートリッジまたはマイクロタイ
タープレート）の表面に固定化される。その結合因子は、次いで、リポ多糖またはグルカ
ンに連結または結合した目的のリガンドを含む複合体を用いて予め負荷または予め結合さ
れる。グルカンまたはリポ多糖をリガンドに結合体化するための方法は、当該分野で周知
である。例えば、Ｂｏｕｔｏｎｎｉｅｒら（２００１）ＩＮＦＥＣＴ．ＩＭＭＵＮ．６９
：３４８８－３４９３は、リポ多糖を破傷風トキソイドに結合体化するための方法を記載
する（Ｋｏｎａｄｕら（１９９４）ＩＮＦＥＣＴ．ＩＭＭＵＮ．６２：５０４８－５０５
４；Ｋｅｎｎｅら（１９８２）ＣＡＲＢＯＨＹＤＲ．ＲＥＳ．１００：３４１－３４９）
もまた参照のこと）。目的のリガンドを含むサンプルがその固定化された結合因子と組み
合わされる場合、そのリポ多糖またはグルカンが標識されたリガンドは、置き換えられる
。置き換えられたリガンドの量は、次いで、リポ多糖またはグルカンがＬＡＬ調製物の反
応を開始した程度によって定量され得る。
【００９１】
　これらの原理を使用して、サンプル中の目的のリガンドの存在および／または量を決定
するためのカートリッジを作ることが可能である。この型の形式において、リガンドに対
する結合因子は、サンプル入り口ポートの下流に、かつその光学セルの上流にあるコンジ
ットの表面に固定化される。リガンドに対するその結合因子は、次いで、例えば、リポ多
糖またはグルカンに連結または結合体化された目的のリガンドを含む複合体で予め負荷さ
れる。血球溶解物（例えば、置き換えられたグルカンを検出するためのファクターＧ特異
的溶解物、または置き換えられたリポ多糖を検出するためのファクターＣ特異的溶解物）
は、リガンドに対するその固定化された結合因子の下流にあるコンジットの表面に固定化
される。その目的のサンプルが、そのサンプル入り口ポートに付与されると、そのサンプ
ルは、リガンドに対するその結合因子の上を進む。そのサンプルがリガンドを含む程度ま
で、そのリガンドは、固定化された結合因子からのその複合体に置き換わる。置き換えら
れたリガンドの量は、血球溶解物における光学特性の変化を測定することによって測定さ
れ得る。光学特性におけるこの変化を、次いで、そのサンプル中の目的のリガンドの量と
相関させ得る。
【実施例】
【００９２】
　本発明の実施は、以下の実施例からより十分に理解され、この実施例は、例示目的で本
明細書に示されるのであって、如何様にも本発明を限定すると解釈されるべきではない。
【００９３】
　（実施例１：色素形成アッセイカートリッジの調製）
　図２に示される例示的カートリッジを、以下のように調製した。図５Ａを参照すると、
ＬＡＬおよび色素形成性基質を、それぞれ、Ｈａｍｉｌｔｏｎ　Ｍｉｃｒｏｌａｂ　５４
０Ｂディスペンサー（Ｈａｍｉｌｔｏｎ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｒｅｎｏ，ＮＶ）を用いて、
カートリッジ１の底部半体２のコンジット８’の、それぞれ領域１４’および１６’に付
与した。簡潔には、１％　マンニトール（Ｏｓｍｉｔｒｏｌ，Ｂａｘｔｅｒ，Ｄｅｅｒｆ
ｉｅｌｄ，ＩＬ）および０．１％　デキストラン（ＭＷ１０～１００Ｋ，Ｓｉｇｍａ－Ａ
ｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を含む１０ｍｇ／ｍＬ　Ｅｎｄｏｓａｆｅ　Ｌ
ＡＬ（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｅｎｄｏｓａｆｅ，Ｃｈａｒｌｅｓｔｏｎ，ＳＣ）
、４～５．０μＬを、領域１４’に付与した。１％　ポリビニルアルコール（ＰＶＡ）（
ＭＷ　７Ｋ～３０Ｋ，Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を含む（
１．３　ｍｇ／ｍＬ）色素形成性基質Ｉｌｅ－Ｇｌｕ－Ａｌａ－Ａｒｇ－ｐＮＡ　Ｃｈｒ
ｏｍｏｇｅｎｉｘ　Ｓ－２４２３（Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓ，Ｍｉｌａｎ，Ｉｔａｌｙ）、４～５．０μＬを、領域１６’に付与した。その
カートリッジ１の底部半体２を、Ｌｕｎａｉｒｅ　Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　Ｓｔｅ
ａｄｙ　Ｓｔａｔｅ＆Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　Ｔｅｓｔ　Ｃｈａｍｂｅｒ（Ｌｕｎａｉｒｅ
　Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ，Ｗｉｌｌｉａｍｓｐｏｒｔ，ＰＡ）中で、Ｐｕｒｅｇａ
ｓ　ＨＦ２００　Ｈｅａｔｌｅｓｓ　Ｄｒｙｅｒ（ＭＴＩ　Ｐｕｒｅｇａｓ，Ｄｅｎｖｅ
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ｒ，ＣＯ）で１時間、２５℃±２℃の制御された温度および５％±５％の湿度下で乾燥さ
せた。温度および湿度を、Ｗａｔｌｏｗ　Ｓｅｒｉｅｓ　９６　１／１６　ＤＩＮ　Ｔｅ
ｍｐｅｒａｔｕｒｅ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒ（Ｗａｔｌｏｗ　Ｅｌｅｃｔｒｉｃ　Ｍａｎ
ｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）によって制御した。
【００９４】
　図５Ｂを参照すると、５μｌのＥｎｄｏｓａｆｅ　ＣＳＥエンドトキシン（Ｃｈａｒｌ
ｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｅｎｄｏｓａｆｅ，Ｃｈａｒｌｅｓｔｏｎ，ＳＣ）（「スパイク」）
を、そのカートリッジ１の上部半体３のコンジット８”の領域１４”に付与した。そのカ
ートリッジ１の上部半体３を、上記のように、２５℃±２℃の制御された温度および５％
±５％の湿度の下で１時間にわたって乾燥させた。
【００９５】
　製造後、その２つの半体２および３は、領域１４’および１４”が一方を他方の上部の
上に並び、そのカートリッジ半体２および３の縁が、Ｄｕｋａｎｅ　Ｄｙｎａｍｉｃ　Ｐ
ｒｏｃｅｓｓ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒ（Ｄｕｋａｎｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｓｔ．
Ｃｈａｒｌｅｓ，ＩＬ）の制御下で、Ｄｕｋａｎｅ　Ｍｏｄｅｌ　２１０　Ｕｌｔｒａｓ
ｏｎｉｃ　Ｓｅａｌｅｒ（Ｄｕｋａｎｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｓｔ．Ｃｈａｒｌｅ
ｓ，ＩＬ）を用いて超音波でシールされるように、組み立てた。
【００９６】
　得られたカートリッジ１は、そのサンプル中の微生物夾雑物を定量するために使用され
る標準曲線を後に識別するために、そのカートリッジのロット番号を識別するために標識
した。そのシールして、標識されたカートリッジ１を、次いで、シリカゲルまたは分子シ
ーブのような乾燥剤とともに、積層ホイルパウチに入れた。そのホイルパウチを、窒素ガ
スでパージし、次いで、ＰＡＣ　Ｍｏｄｅｌ　ＰＶ－Ｇ　Ｖａｃｕｕｍ　Ｉｍｐｕｌｓｅ
　Ｈｅａｔ　Ｓｅａｌｅｒ（Ｐａｃｋａｇｉｎｇ　Ａｉｄｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，
Ｓａｎ　Ｒａｆａｅｌ，ＣＡ）でシールした。
【００９７】
　（実施例２：カートリッジベースのアッセイ）
　この実施例は、本発明のカートリッジが、エンドポイント色素形成アッセイ、動的色素
形成アッセイおよび多工程色素形成アッセイによって、微生物夾雑物の量を測定するため
に使用され得ることを実証する。
【００９８】
　図８は、本発明のカートリッジが、どのように移動式携帯型光学検出器とともに使用さ
れうるかを示す。図８Ａは、カートリッジが、光学検出器に挿入されているというプロセ
スを示す。図８Ｂは、そのカートリッジが光学検出器に十分に挿入されたことを示すが、
そのカートリッジの流体入り口ポートは、ユーザーになお利用しやすい。この構成は、た
とえそのカートリッジの光学セルがその光学検出器内に適切に位置しているとしても、ユ
ーザーが目的の１以上のサンプルを露出された流体入り口ポートに付与することを可能に
する。
【００９９】
　（Ｉ）カートリッジにおけるエンドポイント色素形成アッセイ
　カートリッジを、スパイクをコンジットに添加しなかったことを除いて、本質的に実施
例１に記載されるように調製した。１．０ＥＵ／ｍＬ、０．５ＥＵ／ｍＬ、０．２５ＥＵ
／ｍＬ、および０．１２５ＥＵ／ｍＬのエンドトキシン標準物質のサンプルを調製し、各
々の２５μＬを、４つのカートリッジ流体入り口ポートのうちの１つにピペットで入れた
。その携帯型光学検出器を、試験の所要時間にわたって、３７℃の温度を維持した。その
携帯型光学検出器を、一連の工程を行うためにプログラムした。その携帯型光学検出器は
、まず、各エンドトキシンサンプルを、乾燥ＬＡＬを含むコンジットの領域に引っ張り、
混合し、そのサンプルをＬＡＬとともに１２０秒（Ｔ＝６０～Ｔ＝１８０）にわたってイ
ンキュベートした。その携帯型光学検出器は、次いで、そのエンドトキシンサンプル－Ｌ
ＡＬ混合物を、乾燥色素形成性基質を含むコンジットにおける領域に引っ張り、そのサン
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プル－ＬＡＬ混合物をその基質と５秒にわたって混合した。その携帯型光学検出器は、次
いで、そのサンプル－ＬＡＬ－基質混合物をその光学セルに引っ張った。その携帯型光学
検出器は、次いで、４つのチャネルの各々からの吸光度データを記録した。約１０分（約
７８０秒）後、その試験を、最後の吸光度（光学密度）値を読み取ることによって終了し
た。各エンドトキシンサンプルについての吸光度値曲線を、図１０Ａに示す。７８０秒で
生成された吸光度値を記録し、エンドトキシン濃度の関数としてプロットして（図１０Ｂ
）、標準曲線を得た。この標準曲線は、そのサンプルを、標準物質と同じ様式で処理する
場合に、目的のサンプル中のエンドトキシンの濃度を決定するために使用されうる。
【０１００】
　（ＩＩ）カートリッジにおける一工程動的色素形成アッセイ
　その色素形成性基質を、ＬＡＬと同じ領域に付与し、スパイクを、そのコンジットに添
加しなかったことを除いて、カートリッジを、本質的に実施例１に記載されるように調製
した。エンドトキシン標準物質（５．０ＥＵ／ｍＬ、０．５ＥＵ／ｍＬ、および０．０５
ＥＵ／ｍＬ）のサンプルを調製し、そして２５μＬの５ＥＵ／ｍＬ標準物質を、そのカー
トリッジの２つの流体入り口ポートにピペットで入れた。その携帯型光学検出器を、試験
の所要時間にわたって３７℃で維持した。その携帯型光学検出器を、一連の工程を行うた
めにプログラムした。その携帯型光学検出器は、まず、各エンドトキシンサンプルを、乾
燥させたＬＡＬおよび色素形成性基質の両方を含むコンジットの領域に引っ張り、混合し
、そのサンプルと、ＬＡＬとを３０秒間にわたってインキュベートした。その携帯型光学
検出器は、サンプル－ＬＡＬ－基質混合物を光学セルに引っ張った。その携帯型光学検出
器は、両方のサンプルについての吸光度を記録し始めた。そのアッセイを０．５ＥＵ／ｍ
Ｌおよび０．０５ＥＵ／ｍＬ標準物質について報告した。
【０１０１】
　各エンドトキシンの標準物質についての記録されたデータのプロットを、図１１Ａ、１
１Ｂおよび１１Ｃに示す。各エンドトキシン標準物質－ＬＡＬ－基質混合物の光学密度が
０．０５の光学密度に達する時間を、各標準物質についての開始時間として記録した。そ
のエンドトキシン濃度の対数（Ｘ軸）　対　開始時間の対数（Ｙ軸）のプロットは、動的
標準曲線を提供する（図１１Ｄ）。この標準曲線は、目的のサンプルを標準物質と同じ様
式で処理する場合、そのサンプル中のエンドトキシンの濃度を決定するために使用されう
る。
【０１０２】
　（ＩＩＩ）カートリッジにおける多工程動的アッセイ
　スパイクをそのコンジットに添加しなかったことを除いて、カートリッジを、本質的に
実施例１に記載されるように調製した。１．０ＥＵ／ｍＬ、０．５ＥＵ／ｍＬ、０．２５
ＥＵ／ｍＬ、および０．１２５ＥＵ／ｍＬのエンドトキシン標準物質のサンプルを調製し
、各々の２５μＬを、４つのカートリッジ流体入り口ポートの１つにピペットで入れた。
その携帯型光学検出器は、その試験の所要時間にわたって、３７℃の温度を維持した。そ
の携帯型検出器を、一連の試験を行うためにプログラムした。その携帯型光学検出器は、
まず、各エンドトキシンサンプルを、乾燥ＬＡＬを含むコンジットの領域に引っ張り、混
合し、そのサンプルを、ＬＡＬとともに２４０秒にわたってインキュベートした。その携
帯型光学検出器は、次いで、そのエンドトキシンサンプル－ＬＡＬ混合物を、乾燥色素形
成性基質を含むコンジットにおける領域に引っ張り、そのサンプル－ＬＡＬ混合物を、そ
の基質と２０秒にわたって混合した。その携帯型光学検出器は、次いで、そのサンプル－
ＬＡＬ－基質混合物を、その光学セルに引っ張った。その携帯型光学検出器は、その４つ
のチャネルの各々からの吸光度データを記録し始めた。各エンドトキシン標準物質－ＬＡ
Ｌ－基質混合物の光学密度が０．０５の光学密度に達する時間を、各標準物質についての
開始時間として記録した（表１を参照のこと）。そのエンドトキシン濃度の対数（Ｘ軸）
　対　開始時間の対数（Ｙ軸）のプロットは、動的標準曲線を提供する（図１２）。この
標準曲線は、サンプルを標準物質と同じ様式で処理する場合、そのサンプル中のエンドト
キシンの濃度を決定するために使用されうる。
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【表１】

【０１０４】
　（実施例３：マイクロプレートベースのアッセイ）
　この実施例は、微生物夾雑物（この実施例においては細菌エンドトキシン）の量が、エ
ンドポイント色素形成アッセイ、一工程動的アッセイおよび多工程アッセイによって測定
されうるように、マルチウェルマイクロタイタープレートが製造されうることを示す。
【０１０５】
　（Ｉ）マイクロプレート上での一工程動的アッセイ
　一工程動的色素形成アッセイを、以下のように行った。簡潔には、５０μＬのコントロ
ールの目的の微生物夾雑物（例えば、５ＥＵ／ｍＬ、０．５ＥＵ／ｍＬ、または０．０５
ＥＵ／ｍＬのＥｎｄｏｓａｆｅ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｓｔａｎｄａｒｄ　Ｅｎｄｏｔｏｘｉ
ｎ（ＣＳＥ），Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｅｎｄｏｓａｆｅ，Ｃｈａｒｌｅｓｔｏｎ
，ＳＣ）を、９６ウェルの１以上のウェルに添加した。５０μＬの５ｍｇ／ｍＬ　Ｅｎｄ
ｏｓａｆｅ　ＬＡＬ（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｅｎｄｏｓａｆｅ，Ｃｈａｒｌｅｓ
ｔｏｎ，ＳＣ）および５μＬの１．３ｍｇ／ｍＬ　Ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｘ　Ｓ－２４２
３　色素形成性基質（Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｍ
ｉｌａｎ，Ｉｔａｌｙ）を、各ウェルに添加し、３７℃で３２分間インキュベートした。
各ウェル中の混合物の光学密度を、分光光度計（例えば、Ｓｕｎｒｉｓｅ　ｍｉｃｒｏ　
ｐｌａｔｅ　ｒｅａｄｅｒ（Ｔｅｃａｎ，Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｔｒｉａｎｇｌｅ　Ｐａｒ
ｋ，ＮＣ）によりモニターした。各標準物質が０．１吸光度単位変化するのにかかった時
間を、決定した（「開始時間」）。結果を以下の表２にまとめる。そのエンドトキシン濃
度の対数（Ｘ軸）　対　開始時間の対数（Ｙ軸）のプロットは、動的標準曲線を提供する
（図１３）。この標準曲線は、目的のサンプルを標準物質と同じ様式で処理する場合、そ
のサンプル中のエンドトキシンの濃度を決定するために使用されうる。
【０１０６】
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【表２】

【０１０７】
　（ＩＩ）マイクロプレート上でのエンドポイントアッセイ
　実施例３（Ｉ）における試薬を使用して、エンドポイント色素形成アッセイを、以下の
ように行った。簡潔には、例えば、５ＥＵ／ｍＬ、０．５ＥＵ／ｍＬ、または０．０５Ｅ
Ｕ／ｍＬの濃度のコントロールの目的の微生物夾雑物（例えば、エンドトキシン）５０μ
Ｌを、９６ウェルプレートの１以上のウェルに添加した。５０μＬの血球溶解物（５ｍｇ
／ｍＬ）を、その標準物質を含む１以上のウェルに添加し、３７℃で５分間にわたってイ
ンキュベートした。５μＬの色素形成性基質（１．３ｍｇ／ｍＬ）を、１以上のウェルに
添加し、３７℃で５分間インキュベートした。次いで、その反応系を、１００μＬの５０
％酢酸を各ウェルに添加することによって停止させた。各ウェルのその混合物の光学密度
を、分光光度計（例えば、Ｓｕｎｒｉｓｅ　ｍｉｃｒｏ　ｐｌａｔｅ　ｒｅａｄｅｒ（Ｔ
ｅｃａｎ，Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｔｒｉａｎｇｌｅ　Ｐａｒｋ，ＮＣ））によって、４０５
ｎｍで測定した。７８０秒での各サンプルの吸光度（表３に示される）を、記録した。各
サンプルの吸光度（Ｙ軸）を、エンドトキシン濃度（Ｘ軸）に対してプロットして、標準
曲線（図１４に示される）を提供した。この標準曲線は、目的のサンプルをその標準物質
と同じ様式で処理する場合、そのサンプル中のエンドトキシンの濃度を測定するために使
用されうる。
【０１０８】
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【表３】

【０１０９】
　（ＩＩＩ）マイクロプレート上での多工程動的アッセイ
　実施例３（Ｉ）と同じ試薬を使用して、多工程動的色素形成アッセイを以下のように行
った。簡潔には、５ＥＵ／ｍＬ、０．５ＥＵ／ｍＬ、または０．０５ＥＵ／ｍＬの濃度の
コントロールの目的の微生物夾雑物（例えば、エンドトキシン）５０μＬを、９６ウェル
プレートの１以上のウェルに添加した。５０μＬの血球溶解物（５ｍｇ／ｍＬ）を１以上
のウェルに添加し、３７℃で３分間インキュベートした。５μＬの色素形成性基質（１．
３ｍｇ／ｍＬ）を、その標準物質を含む１以上のウェルに添加し、３７℃で１６．５分間
インキュベートした。各ウェルのその混合物の光学密度を、分光光度計（例えば、Ｓｕｎ
ｒｉｓｅ　ｍｉｃｒｏ　ｐｌａｔｅ　ｒｅａｄｅｒ（Ｔｅｃａｎ，Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｔ
ｒｉａｎｇｌｅ　Ｐａｒｋ，ＮＣ）によってモニターした。各微生物夾雑物標準物質およ
び／またはサンプルが０．１吸光度単位変化するのにかかった時間を、決定した（「開始
時間」）。この結果を、表４にまとめる。そのエンドトキシン濃度の対数（Ｘ軸）　対　
開始時間の対数（Ｙ軸）のプロットは、動的標準曲線（図１５）を提供する。この標準曲
線は、目的のサンプルをその標準物質と同じ様式で処理する場合、そのサンプル中のエン
ドトキシン濃度を測定するために使用されうる。
【０１１０】
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【表４】

【０１１１】
　（実施例４：グルカン特異的ＬＡＬの調製および試験）
　図１に示されるように、粗製ＬＡＬは、エンドトキシン（リポ多糖）およびグルカン両
方と反応し、その結果、グラム陰性細菌および酵母／糸状菌細胞の両方に由来する細胞壁
材料は、凝固カスケードを活性化させる。グラム陰性細菌の場合、凝固は、ファクターＣ
カスケードを通じて媒介される。酵母および糸状菌の場合、凝固は、ファクターＧカスケ
ードを通じて媒介される。その２つの夾雑物がサンプル中に存在するか、またはどの割合
で各々が混合した夾雑物に含まれうるかを決定するために、以下に記載されるように、Ｌ
ＡＬがグルカンに対して特異的であるような条件下で、ＬＡＬを生成した。
【０１１２】
　アメーバ様細胞血液を、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ　２０（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉ
ｓ，　ＭＯ）、１５０ｍＭ　ＮａＣｌと６：１で混合し、Ｓｏｒｖａｌ　ｍｏｄｅｌ　Ｒ
Ｃ－３Ｂ遠心分離器で３，０００ｒｐｍで５分間、遠心分離した。ペレット化した細胞を
、０．０１％　Ｔｗｅｅｎ　２０、１５０ｍＭ　ＮａＣｌで洗浄し、３，０００ｒｐｍで
５分間遠心分離した。そのペレット化し、洗浄した細胞を、３つのアリコートに分け、リ
ポ多糖を含まない水、リポ多糖を含まない１Ｍ　ＮａＣｌ、またはリポ多糖を含まない２
Ｍ　ＮａＣｌのいずれかに再懸濁した。各ペレット中の細胞を、１～２分間の超音波処理
によって溶解させた。細胞細片を、４，０００ｒｐｍで１０分間遠心分離によって除去し
、得られた上清を採取し、凝固実験において直接使用した。
【０１１３】
　図１６は、マイクロタイタープレートの多工程動的アッセイ（例えば、標準的ＬＡＬ（
各図のＡ行）またはグルカン特異的ＬＡＬ（各図のＢ行およびＣ行）のいずれかを用いた
実施例３（ＩＩＩ）に記載されるもの）において種々の濃度のリポ多糖（図１６Ａ）また
はグルカン（図１６Ｂ）を使用する動的凝固反応のグラフ図を提供する。
【０１１４】
　図１６Ａは、その溶解物と、列１～列５まで１：１０で連続希釈したリポ多糖（Ｃｈａ
ｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｅｎｄｏｓａｆｅ）との反応性を示す。列１～５におけるリポ多
糖濃度は、それぞれ、１０ｎｇ／ｍｌ、１ｎｇ／ｍｌ、１００ｐｇ／ｍｌ、１０ｐｇ／ｍ
ｌ、および０である。
【０１１５】
　図１６Ｂは、その溶解物と列１～列５まで１：１０で連続希釈したグルカン（Ｃｈａｒ
ｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｅｎｄｏｓａｆｅ，Ｃｈａｒｌｅｓｔｏｎ，ＳＣ）との反応性を示
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す。列１～５におけるグルカン濃度は、それぞれ、１００μｇ／ｍｌ、１０μｇ／ｍｌ、
１μｇ／ｍｌ、１００ｎｇ／ｍｌ、および０である。
【０１１６】
　各図において、行Ａは、発熱物質なしの水中において溶解した細胞から調製された標準
ＬＡＬ（すなわち、グルカンおよびリポ多糖の両方と反応性）との反応性を示す。各図に
おいて、行Ｂは、１Ｍ　ＮａＣｌ中で細胞を溶解することによって生成したグルカン特異
的ＬＡＬである。各図において、行Ｃは、２Ｍ　ＮａＣｌ中で細胞を溶解することによっ
て生成したグルカン特異的ＬＡＬである。各グラフは、経時的に（Ｘ軸に示される）光学
密度または吸光度における変化（Ｙ軸に示される）を示す。例えば、図１６Ａにおいて、
行Ａ列１に示されるグラフは、１０ｎｇ／ｍｌのリポ多糖が標準ＬＡＬに添加される場合
の経時的な吸光度の変化を示す。
【０１１７】
　この結果により、リポ多糖が標準溶解物に添加される場合、そのリポ多糖がその溶解物
を活性化して、吸光度の上昇を引き起こすことが示される（図１６Ａ、行Ａを参照のこと
）。しかし、その吸光度変化の速度は、各サンプルに添加されるリポ多糖が少なくなるに
つれて減少する。しかし、この結果により、リポ多糖が各グルカン特異的溶解物に添加さ
れる場合、吸光度において実質的な変化がないことが示される（図１６Ａ、行ＡおよびＢ
を参照のこと）。
【０１１８】
　この結果はまた、グルカンが標準的溶解物に添加される場合、そのグルカンは、（リポ
多糖のように）その溶解物を活性化して、吸光度における上昇を引き起こすことを示す（
図１６Ｂ、行Ａを参照のこと）。しかし、吸光度変化の速度は、各サンプルに添加される
グルカンの濃度が少なくなるにつれて、減少する。リポ多糖が添加された状況とは対照的
に、グルカンは、各グルカン特異的溶解物を活性化して、経時的に吸光度の上昇を引き起
こす（図１６Ｂ、行ＢおよびＣを参照のこと）。
【０１１９】
　これらの結果は、本明細書に記載されるプロトコルを使用して、グルカン特異的溶解物
を生成することが可能であることを実証する。
【０１２０】
　（実施例５：カートリッジベースの多工程アッセイにおけるグルカン特異的ＬＡＬの試
験）
　グルカン特異的ＬＡＬを、実施例４に記載されるように、アメーバ様細胞を２Ｍ　Ｎａ
Ｃｌ中で溶解することにより調製し、カートリッジベースの多工程動的アッセイ（例えば
、実施例２（ＩＩＩ）に記載されるもの）で試験した。
【０１２１】
　１００μｇ／ｍｌ、１０μｇ／ｍｌ、１μｇ／ｍｌ、１００ｎｇ／ｍｌ、および０のグ
ルカンを含むサンプルを、グルカン特異的溶解物とともに４分間インキュベートした。得
られた混合物を、色素形成性基質であるアセテート－Ｉｌｅ－Ｇｌｕ－Ａｌａ－Ａｒｇ－
ｐＮＡと混合し、その吸光度の変化を、４０５ｎｍで経時的に測定した。０．０５の開始
光学密度に達するのに要した時間を集め（表５を参照のこと）、グルカン濃度の対数、開
始ＯＤに達する時間の対数に対してプロットした（図１７を参照のこと）。
【０１２２】
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【表５】

【０１２３】
　そのデータは、カートリッジベースの多工程アッセイを使用して、グルカン濃度の標準
曲線を生成することが可能であることを示す。次いで、その標準曲線は、目的のサンプル
を標準物質と同じ様式で処理する場合、そのサンプルにおけるグルカンの濃度を決定する
ために使用されうる。
【０１２４】
　（実施例６：蛍光基質を使用するＬＡＬ反応をよみとる手段）
　カートリッジベースの多工程動的ＬＡＬアッセイ（例えば、実施例２（ＩＩＩ）に記載
されているもの）を、蛍光生成基質：Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－ＡＭＣ（Ｅｎｚｙｍｅ　
Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，Ｌｉｖｅｒｍｏｒｅ，ＣＡ）を用いて行った。その
カートリッジ、そのサンプルと光センサとの間に配置されたロングパスフィルタを備える
ように改変し、励起波長（３９０ｎｍ）を有する光をブロックするが、４６０±２５ｎｍ
の波長の発光は通ることができ、そのセンサによって検出可能であるようにした。
【０１２５】
　このデバイスを使用して、蛍光データ（相対蛍光単位として表される）を、１０ＥＵ（
エンドトキシン単位）、１ＥＵ、および０．１ＥＵを含むサンプルから集めた。相対蛍光
単位における経時的な変化を、図１８に示す。この結果は、その多工程動的アッセイが、
蛍光基質を使用して、サンプル中のエンドトキシン量を測定しうることを実証する。
【０１２６】
　（実施例７：固定化抗体を用いたリポ多糖標識リガンドの測定）
　マイクロタイタープレート多工程動的ＬＡＬアッセイ（例えば、実施例３（ＩＩＩ）に
記載されているもの）はまた、リガンドの濃度を測定するために使用されうる。簡潔には
、目的のリガンドを結合する抗体は、マイクロタイタープレートのウェルの表面に固定化
される。次いで、その抗体のリガンド結合部位は、リポ多糖に連結されたリガンドを含む
複合体で予め負荷される。そのリガンドを含むサンプルが、その固定化された抗体に曝さ
れる場合、そのリポ多糖標識リガンドは、ＬＡＬとの反応によって、置き換えられ、定量
される。この実施例において、検出されるリガンドは、フルオレセインであった。抗フル
オレセイン抗体を、ウェルの表面に固定化し、フルオレセイン標識リポ多糖で予め負荷す
る。フルオレセイン標識抗体を含むサンプルを、その固定化抗体に曝すと、そのフルオレ
セイン－リポ多糖結合体は、その固定化抗体から遊離し、ＬＡＬとの反応性によって測定
される。
【０１２７】
　簡潔には、ウサギ抗フルオレセイン抗体（Ｖｉｒｏｓｔａｔ，Ｐｏｒｔｌａｎｄ　ＭＥ
）を、ＣＡＰＳ緩衝液，ｐＨ１０．２（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）で１／４
０００希釈した。２５μｌの希釈した抗体を、高結合型プレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ　２５
８０１）のウェルに添加し、３７℃で１時間インキュベートした。そのプレートを、４×
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１００μｌ／ウェルで、ＴＴＢＳ（０．１％　Ｔｗｅｅｎ、１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ緩衝化
生理食塩水）でマルチピペッターを用いて洗浄した。そのウェルを、ゼラチン希釈液を１
５０μｌ／ウェルを添加することによってブロックし、４℃で一晩保存した。次いで、そ
のウェルを、３×１００μｌ／ウェルでＴＴＢＳで洗浄した。リポ多糖（ＬＰＳ）－フル
オレセイン（ＦＩＴＣ）結合体（Ｌｉｓｔ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ，Ｃａｍｐｂｅｌｌ，ＣＡ）を、１μｇ／ｍｌ～１０μｇ／ｍｌまで、０．１Ｍ　Ｔｒ
ｉｓ中で１０倍希釈を用いて希釈した。０．１Ｍ　Ｔｒｉｓを、コントロールとして使用
した。７５μ１の希釈したＬＰＳ／ＦＩＴＣ結合体を、１ウェルあたりに添加し、３７℃
で３０分間インキュベートした。そのウェルを、次いで、０．１Ｍ　Ｔｒｉｓを用いて３
×１００μｌ／ウェルで洗浄した。
【０１２８】
　フルオレセイン標識ヤギ抗ニワトリ抗体（Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．Ａｓｓ
ｏｃｉａｔｅｓ　Ｉｎｃ　６１００－０２，Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ，ＡＬ）を、０．１Ｍ
　Ｔｒｉｓで１／５０、１／１５０、および１／４５０に希釈した。０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ
をコントロールとして使用した。７５μｌのフルオレセイン標識ヤギ抗ニワトリ抗体を、
１ウェルあたりに添加し、３７℃で３０分間インキュベートした。５０μｌを各ウェルか
ら取り出し、きれいな９６ウェルプレート（Ｆａｌｃｏｎ，３５３０７２，Ｂｅｃｔｏｎ
　Ｄｉｃｋｅｎｓｏｎ，Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ）に移した。５０μｌのＥ
ｎｄｏｃｈｒｏｍｅ　Ｋ（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｅｎｄｏｓａｆｅ）（これは、
ＬＡＬ基質およびＬＡＬ溶解物の１：１混合物である）を、各ウェルに添加した。そのプ
レートを、４０５ｎｍで、３７℃で６０～９０分で、一定の時間間隔で（例えば、動的に
）読み取った（最小ＯＤ：０、Ｍａｘ最大：０．８、開始ＯＤ：０．１）。
【０１２９】
　固定化抗体に予め結合されるべきＬＰＳ／ＦＩＴＣの適切な濃度を見出すために、漸増
濃度を、１０ｐｇ／ｍＬ～１μｇ／ｍＬまで、プレートに付与した。次いで、そのフルオ
レセイン標識抗体リガンドの希釈液を、固定化抗体に曝し、その置き換わったＬＰＳ／Ｆ
ＩＴＣを、ＥＵ等価物として測定した。図１９に示されるように、１μｇ／ｍＬレベルの
ＬＰＳ／ＦＩＴＣにおいて、リガンドに比例するＥＵを、達成した（最も左）。従って、
この型の形式を使用することによって、試験サンプル中の目的のリガンドの存在を検出し
、そして／または量を測定することが可能である。
【０１３０】
　（等価物）
　本発明は、その趣旨および本質的な特徴から逸脱することなく、他の具体的な形態にお
いて具現化され得る。前述の実施形態は、従って、全ての点において、本明細書に記載さ
れる発明を限定するのではなく、例示であるとみなされるべきである。よって、本発明の
範囲は、前述の説明によって示されるのではなく、添付の特許請求の範囲によって示され
、特許請求の範囲の意味および均等の範囲内に入る全ての変化は、その範囲内に包含され
ると解釈される。
　（参考としての援用）
　本明細書中で引用されるすべての刊行物および特許文献は、あたかも個々の刊行物およ
び特許文献のそれぞれの全体の内容が、本明細書中に援用される場合と同程度で、それら
の全体がすべての目的のために本明細書中に参考として援用される。
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