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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　液体化試料中の微生物の量を測定するために液体化試料を分割する方法であって、
　少なくとも１つの個別の反応区画を有する下部部材と、
　下部部材に配置された試料受容ウェルと、
　下部部材に近接して配置された上部部材と
　上部部材および下部部材の少なくとも一方によって少なくとも部分的に規定され、試料
受容ウェルに直接流体連通する第１端部と、個別の反応区画に直接流体連通する第２端部
とを有する、少なくとも１つのチャネル部材と、
　個別の反応区画に直接流体連通するオーバーフロー・ウェルと、
　換気口と
を含む装置を準備する工程と、
　液体化試料の一部を試料受容ウェルに導入し、これによって、毛管現象が、液体化試料
の一部を少なくとも１つのチャネル部材の第１端部から第２端部へと移動させることを支
援して、その後液体化試料が個別の反応区画内に分割され、液体化試料の少なくとも一部
が反応区画に留められ、過剰の液体化試料がオーバーフロー・ウェルに入れられる工程と
、
　液体化試料中の微生物濃度を分析する工程とを含むことを特徴とする、液体化試料を分
割する方法。
【請求項２】
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　液体化試料は、液体化試料を装置に導入する前に、微生物培地と混合されることを特徴
とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　装置は、微生物培地を有し、該微生物培地は、液体化試料を装置に導入する工程におい
て、液体化試料との混合が可能になるように装置と連関することを特徴とする、請求項１
または２に記載の方法。
【請求項４】
　液体試料試験を実施する方法であって、
　蓋と、
　該蓋と一体化したユニットを形成するように動作可能に係合可能な基盤とを含む液体試
料試験装置を準備する工程であって、
　該基盤は、深さを有する試料受容ウェルと、
　該試料受容ウェルから放射状に延び、試料受容ウェルの深さよりも小さい深さを有し、
試料受容ウェルに直接流体連通する、複数のキャピラリチャネルと、
　各キャピラリチャネルの端部に形成され、キャピラリチャネルの深さよりも大きい深さ
を有し、少なくとも１つのキャピラリチャネルに直接流体連通し、液体試料中の微生物の
存在および量を測定するのに適するように構成され寸法設定された、複数の標的ウェルと
、
　オーバーフロー・ウェルであって、各標的ウェルとオーバーフロー・ウェルとの間に延
在する流出チャネルを介して各標的ウェルに直接流体連通するオーバーフロー・ウェルと
を含む、液体試料試験装置を準備する工程と、
　試料受容ウェルおよび各個別の標的ウェルのうちの少なくとも一方に置かれる培地を供
給する工程と、
　液体試料の分量を試料受容ウェルに導入する工程であって、毛管現象が、液体化試料を
試料受容ウェルから少なくとも１つのキャピラリチャネルへと移動させることを支援して
、その後液体化試料が個別の標的ウェル内に分割され、液体化試料の少なくとも一部が、
液体化試料中の微生物の存在および量を測定するために、個別の反応区画に留められ、過
剰の液体化試料がオーバーフロー・ウェルに入れられる工程と、
　特定の試験について、所定温度で所定の時間、該試験装置をインキュベートする工程と
、
　液体化試料中の微生物濃度を分析する工程とを含むことを特徴とする、液体試料試験を
実施する方法。
【請求項５】
　液体試料の分量を導入する工程は、約１ｍｌ～約５ｍｌの液体試料を試料受容ウェルに
導入することを含むことを特徴とする、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記特定の試験において陽性反応を示した標的ウェルを計数する工程と、
　前記陽性反応を示した標的ウェルをＭＰＮ表と対比する工程とをさらに含むことを特徴
とする、請求項４または５に記載の方法。
【請求項７】
　該装置は、蓋に形成される開口を封止するキャップをさらに含み、該方法は、
　蓋の開口を介して、液体試料を試料受容ウェルに導入する工程と、
　蓋上にキャップを載置して開口を閉じる工程とをさらに含むことを特徴とする、請求項
４～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　該装置は、キャップ内に配置される吸収剤材料を含み、該方法は、キャップが蓋に載置
された後、装置を反転させる工程をさらに含むことを特徴とする、請求項７に記載の方法
。
【請求項９】
　少なくとも１つのチャネル部材は、試料受容ウェルから外方に放射状に延びることを特
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徴とする請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　液体化試料は、液体化試料を装置に導入する前に、微生物培地と混合されることを特徴
とする、請求項４～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　装置は、微生物培地を有し、該微生物培地は、液体化試料を装置に導入する工程におい
て、液体化試料との混合が可能になるように装置と連関することを特徴とする、請求項４
～８および１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　液体の毛管流動を向上させるように複数のチャネル部材を処理する工程をさらに含むこ
とを特徴とする、請求項４～８，１０および１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　装置が、上部部材に形成された開口を封止するように構成されたキャップをさらに含む
ことを特徴とする、請求項１～３および９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　上部部材に形成された開口を通して液体化試料を試料受容ウェルに導入する工程と、
　上部部材にキャップを載せて開口を塞ぐ工程とをさらに含むことを特徴とする、請求項
１３に記載の方法。
【請求項１５】
　装置が、キャップ内に配置された吸収剤を含み、
　キャップが蓋に載せられた後に、装置を逆さにする工程をさらに含むことを特徴とする
、請求項１３または１４に記載の方法。
【請求項１６】
　液体の毛管流動を向上させるように少なくとも１つのチャネル部材を処理する工程をさ
らに含むことを特徴とする、請求項１～３，９および１３～１５のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項１７】
　液体試料の分量を導入する工程は、約１ｍｌ～約５ｍｌの液体試料を試料受容ウェルに
導入することを含むことを特徴とする、請求項１～３，９および１３～１６のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項１８】
　所定温度で、特定の試験について、所定の時間、装置をインキュベートする工程と、
　前記特定の試験において陽性反応を示した標的ウェルを計数する工程と
　前記陽性反応を示した標的ウェルをＭＰＮ表と対比する工程とをさらに含むことを特徴
とする、請求項１～３，９および１３～１７のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本発明は、２００３年８月２６日付米国仮出願番号６０／４９７，７６７に基づく優先
権を主張した２００４年７月２６日付米国出願番号１０／８９９，２１７に基づく優先権
を主張する。これらの出願内容は、すべて本明細書に参照によって組込まれる。
【０００２】
背景
技術分野
　本発明の開示内容は、試料中の生物学的物質の定量化方法、および定量化中、生物学的
物質を分割して保持する装置に関する。
【０００３】
先行技術の検討
　微生物濃度の決定および計数は、水道、食品、化粧品、製薬業界など、様々な業界にお
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ける微生物分析の根幹である。生物学的物質の検出および定量化の従来の方法は、半流動
普通寒天培地（混釈平板法、メンブランフィルタ法など）または液体栄養培地（最確数法
など）を使用して行われる。混釈平板法が行われる場合、微生物汚染に関する被験試料は
、まずシャーレで調剤される。この試料の上から適切な栄養培地１５ｍｌが注入される。
シャーレは、約２０分間常温で放置されて固まると、特定の温度で特定の時間インキュベ
ートされ、現れたコロニーが計数される。混釈平板法の欠点は、試料中に、計数するには
小さすぎる、または相互に重なり合うことのあるバクテリアコロニーを含み、また計数を
阻害する可能性もある粒子状物質を含むことである。メンブランフィルタ法は、所要容量
の試料が微小な膜孔を有する薄膜によってろ過されて、バクテリアを特定することなく捕
捉する。その後、薄膜は、調製された固形培地に置床され、これによって標的バクテリア
の生殖が助けられる。この培地は、特定の温度で特定の時間インキュベートされ、出現し
たコロニーが計数される。メンブランフィルタ法の欠点として、試料（廃水試料など）中
に含まれるバクテリア以外の粒子状物質が薄膜を使用不能にすること、およびバクテリア
コロニーが小さすぎる、または相互に重なり合うことがあるので、その計数が困難である
ことが挙げられる。
【０００４】
　微生物の検出および定量化に関し、固形栄養培地を使用して微生物の生殖を助ける、改
良された方法として、化学処理された特殊シャーレを使用するREADIGEL（登録商標）（3M
 Microbiology Products, St. Paul, Minnesota）が挙げられる。試料は、成長培地に接
種されて平板に注入される。試料／培地混合物は、平板に塗布された薬品と接触してから
２０分間凝固させられる。また、培地が塗布されて堆積している粘着テープ状の材料であ
るPETRIFILM（登録商標）（3M Microbiology Products, St. Paul, Minnesota）を使用し
てもよい。この構成によって、液体試料との接触時に加水分解してゲル化する成長培地の
薄層が形成される。カバー片は、試料の接種を助けるとともにインキュベーション用のカ
バーとしての役割を果たす。これらの方法は、混釈平板法およびメンブランフィルタ法よ
りも実施が容易であるという点において改良されている。しかしながら、これらの方法に
は、上述の混釈平板法およびメンブランフィルタ法と同様の限界がある。
【０００５】
　最確数法（ＭＰＮ）はよく知られており、たとえば、「Compendium of Methods for
 the Microbiological Examination of Foods」第３版、１９９２年の第１０５頁目～第
１９９頁目に公開された、Reclesらによる「Most Probable Number Techniques」、およ
びGreenbergらによる「Standard Methods For the Examination of Water and
 Wastewater」第８版、１９９２年に記載されている。
【０００６】
　ＭＰＮ法を使用する微生物の定量化装置および方法は、商業上、利用可能である。
Quanti-Tray（登録商標）およびQuanti-Tray（登録商標）２０００（IDEXX Corporation,
 Westbrook, Maine）などの装置および方法は、飲料水、地表水、および廃水試料の微生
物定量化に使用される。これらの試験の詳細は、Naquiらによる米国特許第５５１８８９
２号明細書、米国特許第５６２０８９５号明細書、および米国特許第５７５３４５６号明
細書に開示されている。これらの試験を実施するためには、インキュベーション時間の前
に、試料／試薬を装置に加える工程、および別の封止装置によって装置を封止する工程が
必要である。これらの方法および装置は、使用の容易性の観点から、従来の複数管発酵法
を著しく改良するとともに、試料中の微生物の正確な定量化を可能にする。しかしながら
、この型の装置は、試料／培地混合物を個々の各区画に分配する器具を必要とする場合が
あり、微好気的条件において、微生物個体群の計数に用いられる方が適切である。
【０００７】
　Croteauらは、米国特許第５７００６５５号明細書、米国特許第５９８５５９４号明細
書、および米国特許第６２８７７９７号明細書において、ＭＰＮ法を使用した、試料中の
生物学的物質の定量化方法および装置を記載している。この装置は、平らな水平インキュ
ベート用平板を使用し、その表面は複数の窪んだウェルに分割されている。液体化試料／



(5) JP 4454630 B2 2010.4.21

10

20

30

40

50

培地混合物は、装置の表面上に注がれ、軽く混合された後、液体化試料／培地混合物は、
窪んだウェルに分配されて、表面張力によってそのウェルに保持される。その後、平板は
、生物学的物質の有無が判断されるまで特定の温度で特定の時間インキュベートされる。
Piersonらは、発明の名称が「溶液中の検体を同定するための分析装置およびその方法」
である米国特許第６１９０８７８号明細書において、複数の窪んだウェルに分割された、
水平で平坦な表面を使用する装置を開示している。その他は、試薬島を固定した１枚以上
の表面を有する。各ウェル、複数のウェル、または試薬島は、表面張力によってウェルま
たは試薬島内にアリコートを保持するような寸法、形状、および適切な材料で形成されて
いる。これらの装置は、結果の解釈が容易であり、計数範囲が広くなるといった利点を有
することによって、ゲルベースの微生物の計数方法を改良している。これらの方法および
装置は、潜在的に複数の欠点を有する可能性がある。試料の接種は、試料の接種中にウェ
ルに形成される気泡によって妨げられる可能性があり、ピペット工程が必要になる。
【０００８】
概要
　本発明は、液体化試料溶液中の生物学的物質、微生物、および検体の有無を検出して定
量化する方法および装置に関する。本発明は、「毛細管流動」を利用する。液体化試料は
、キャピラリチャネルによって個別の区画に分割されることが可能である。本発明は、手
作業の時間を著しく短縮させ、熟練の検査技師によってアッセイの実施または説明がなさ
れる必要のない装置および方法を提供することによって、先行技術の欠点を克服する。
【０００９】
　１つの特徴において、本発明は、水溶性生体試料または液体化生体試料を別個の区画に
分割する、標的微生物を含まないインキュベーション装置を提供することによって、標的
微生物の定量化方法を特徴付ける。この装置は、概して、試料ランディングエリア、少な
くとも１つのキャピラリチャネル、機能的な毛細管流動を可能にする通気機構を有する少
なくとも１つの窪んだ区画を含む。各キャピラリチャネルは、液体化試料を試料ランディ
ングゾーンから窪んだ区画まで移動させるように構成されている。好ましくは、各チャネ
ルは、毛細管流動の容易化に適した材料から成り、またはそのような材料で処理されると
ともに、毛細管流動を容易にするように配置される。各区画は、生物学的物質の検出のた
めに、試料／培地混合物のアリコートを保持するように設計される。
【００１０】
　この装置は、被験試料中の特異型の生物学的物質の存在またはその量を決定するために
、特定の微生物培地と組合せて使用してもよい。微生物培地が使用されると、標的微生物
の生殖が容易になり、その存在が示される。実施される試験によって、異なる培地の使用
が可能であり、多様な標的微生物が検出される。被験培地の選択は、検出されるべき生物
学的物質によって変わることになる。被験培地は、好ましくは、定量化が求められている
生物学的物質の存在のみを検出し、試料中に存在し得る他の生物学的物質の存在は検出し
ない。また、この定量化が求められている生物学的物質が試料中に存在する場合、培地は
、色変化または蛍光発光など、なんらかの可視的な変化、または可視的でなくともそれ相
応の変化が生じることが好ましい。一般的に、標的微生物が存在しない場合、陽性反応は
検出されない。たとえば、Townsendらによる米国特許第６３８７６５０号明細書および米
国特許第６４７２１６７号明細書には、食品試料および水試料中のバクテリアを検出する
培地が記載されている。また、Edbergの培地（米国特許第４９２５７８９号明細書、米国
特許第５４２９９３３号明細書、および米国特許第５７８０２５９号明細書）、またはEd
berg Defined Substrate Technology（登録商標）の培地に基づかない他の微生物培地を
本発明の装置に使用して、大腸菌およびエシェリキア・コライ（Escherichia coli）の全
体量を決定して定量化してもよい。また、Chenらによる米国特許第５６２０８６５号明細
書に記載されている培地を使用し、本発明を用いて試料中の腸球菌を検出してもよい。
【００１１】
　好適な実施形態において、培地は、試料ランディングエリアに堆積する。液体化試料を
接種する際、培地は、再構築され、試料と混合されて試料／培地混合物が形成され、毛細
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管流動によって、適合したキャピラリチャネルを通って窪んだ区画、つまり反応区画に分
割される。また、培地は、キャピラリチャネルおよび／または窪んだ区画、つまり反応区
画に堆積する。試料は、適合したキャピラリチャネルを介して分割され、培地と混合し、
試料／培地混合物を形成する。その後、装置は、インキュベーションを行い、標的生物学
的物質の検出を可能にする。窪んだ区画、つまり反応区画、すなわち区画には、複数の培
地が含まれてもよく、それぞれの区画に、異なる培地、または異なる培地の多様な組合せ
が含まれてもよく、単一の装置で多数のアッセイが可能である。別の実施形態において、
試料は、装置の試料ランディングエリアに接種される前に、培地と混合されて液体化試料
／培地混合物を形成してもよく、毛細管流動によって、窪んだ区画つまり反応区画に分割
される。
【００１２】
　好適な一実施形態において、装置は、射出成形技術によってプラスチック材料から構成
されるが、他の手段によって構成されてもよい。好適な実施形態において、プラスチック
材料はポリスチレンである。装置の好適な実施形態は、その形状が円形であるが、長方形
、楕円形など、適切な幾何学的図形であってもよい。反応区画は、各区画の寸法がそれぞ
れ同一であり、所定の液量を保持可能な容量を有する。反応区画は、丸形でも滴型でも他
の形状でもよい。キャピラリチャネルは、チャネル内の液体の毛管現象を高める毛細管流
動向上コーティングを施されて構成されてもよい。特定の実施形態において、毛細管流動
向上コーティングは、コロナ処理、またはチャネルの毛管現象を高める他の表面処理であ
る。
【００１３】
　本開示内容の一側面によれば、液体化試料を個別の容積に分割する装置を提供する。こ
の装置は、下部部材と、下部部材に隣接して配置される上部部材と、これら上部部材と下
部部材との間に配置される少なくとも１つのチャネル部材とを含む。この少なくとも１つ
のチャネル部材は、上部部材および下部部材によって少なくとも部分的に規定され、第１
および第２端部を有する。第１端部は、液体を受容する開口を有し、第２端部は、反応区
画および関連する通気孔を有する。したがって、第１端部に液体化試料が導入されると、
毛管現象によって、液体化試料が第１端部から第２端部へと移動させられ、液体化試料の
少なくとも一部が反応区画内に残留させられる。
【００１４】
　実施形態において、装置の上部部材および下部部材は、液体化試料を受容する中央領域
を有してよく、この中央領域から半径方向外方に複数のチャネル部材が延びる。したがっ
て、液体化試料が中央領域に配置されると、試料は各部材に流入し、液体化試料部分が各
チャネル部材の各反応区画に配置されることになる。
【００１５】
　望ましくは、少なくとも１つのチャネル部材は、液体の毛細管流動を高めるように処理
される。より望ましくは、チャネル部材のみが液体の毛細管流動を高めるように処理され
る。
【００１６】
　上部部材および下部部材は、ポリメチルペンテン、ポリスチレン、ポリエステル、また
はＰＥＴＧから成ることとする。
【００１７】
　一実施形態において、望ましくは、培地は装置の一部に配置される。より望ましくは、
培地は各反応区画に配置される。培地は各チャネルおよび／または中央領域に配置されて
もよい。
【００１８】
　別の実施形態において、本発明は、プラスチックフィルムを２層以上積層して構成され
たキャピラリチャネルおよび標的反応区画を有する装置を特徴とする。これらのプラスチ
ックフィルムの少なくとも１以上の表面は親水性であり、液体化試料の毛細管流動を促進
し、または容易にする。プラスチックフィルムの積層は、感圧型接着剤、加熱活性化接着
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剤、感圧型転写接着剤、または感熱型転写接着剤を使用して実現される。プラスチックフ
ィルムおよび接着剤の層は、親水性の上部層と、少なくとも１つのキャピラリチャネルを
有する疎水性のフレームと、プラスチック製の裏打ち層とを含む。好ましくは、親水性の
上部層のプラスチック材料は、クリアポリスチレン、ポリエステル（ＰＥ）、ポリメチル
ペンテン（ＰＭＰ）、またはＰＥＴＧ、または他のクリアプラスチック材料から選択され
る。キャピラリチャネルの少なくとも一部を形成する疎水性のフレーム層は、ポリスチレ
ン、ポリエステル、ＰＥＴＧ、または他の類似のポリマから選択された材料から成る。プ
ラスチック製の裏打ち層は、親水性または疎水性のプラスチック層であってよく、好まし
くは、ポリスチレン、ポリエステル（ＰＥ）、ＰＥＴＧ、または他の材料から成る。
【００１９】
　この装置は、概して、試料ランディングゾーン、少なくとも１つのキャピラリチャネル
、およびキャピラリチャネル内に位置付けられる、少なくとも１つの反応区画を含み、そ
れぞれ毛細管流動を容易にする通気機構を有する。試料ランディングエリアの性質は、親
水性または疎水性であってよい。好ましくは、その性質は疎水性であり、液体化試料また
は液体化試料／培地混合物をはじいてキャピラリチャネルに誘導し、さらにまた液体の逆
流も防ぐ。各キャピラリチャネルは、液体試料を試料ランディングゾーンから反応区画へ
と分割するように構成されている。各区画は物質の検出のために、試料／培地混合物のア
リコートを保持するように設計されている。
【００２０】
　別の実施形態において、この装置は、底部に過剰な液体または液体化試料／培地混合物
を吸収する吸収剤パッドをさらに含んでよい。吸収剤材料は、ダイカット・ポリエステル
フォーム、ポリエーテルフォーム、もしくは酢酸セルロース、または綿繊維であり、他の
性質の吸収剤材料であってもよい。また、このような材料からなる吸収剤パッドは、装置
カバーまたはプラスチックフィルムの上部層の上に載置され、過剰な液体または液体化試
料／培地混合物を吸収し、加湿を助ける。
【００２１】
　さらに好適な実施形態において、プラスチックフィルムの層を保持して格納するために
格納容器が提供される。好適な一実施形態において、プラスチックフィルムの層は、容器
底部の内径上で少なくとも２本のリブによって、適所に堅固に保持される。別の実施形態
において、格納容器は、整合する上半分および下半分からなり、プラスチックフィルムの
層を保持して格納するために使用される。
【００２２】
　さらに別の好適な実施形態において、この装置は、格納容器の下半分に直接形作られる
分配チャネルおよび窪んだウェルを伴って、射出成形技術によって構成される。プラスチ
ックフィルムの一層が分配チャネルおよび窪んだウェルの上に積層されて、キャピラリチ
ャネルおよび標的反応区画を形成する。プラスチックフィルムは、液体化試料の毛細管流
動を促進または容易にするために、親水性であってもよい。プラスチックフィルムは、感
圧型接着フィルムまたは加熱活性化接着フィルムから選択されてよい。また、キャピラリ
チャネルは、チャネル内の液体の毛管現象を高めるように構成されてもよい。このチャネ
ルは、毛細管流動向上コーティングを施されてもよい。特定の実施形態において、毛細管
流動向上コーティングは、コロナ処理、またはチャネルの毛管現象を高める他の表面処理
である。好ましくは、上部層のプラスチック材料は、クリアポリスチレン、ポリエステル
（ＰＥ）、ポリメチルペンテン（ＰＭＰ）、またはＰＥＴＧ、または他のクリアプラスチ
ック材料から選択される。格納容器の底部に直接形作られる疎水性フレーム層は、ポリス
チレン、ポリエステル、ＰＥＴＧ、または他の類似のポリマから選択された材料から成る
。
【００２３】
　別の側面において、本発明は、被験試料中の１以上の標的検体または標的微生物を検出
する方法であって、１）試料ランディングエリア内の標的生物学的物質の存在を検出可能
な培地に被験試料を接触させ、２）毛細管流動によって、試料／培地混合物を少なくとも
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１つのキャピラリチャネルに通して、個別の反応区画に分割し、３）検知可能シグナルの
発現を可能にする反応パラメータの作用を試験装置に受けさせ、４）標的検体または標的
微生物の存在を決定し、その量を計数する方法を提供する。
【００２４】
　別の側面において、本発明は、被験試料中の１以上の標的検体または標的微生物を検出
する方法であって、１）少なくとも１つの試料ランディングエリア、少なくとも１つのキ
ャピラリチャネル、および標生物学的物質の存在を検出可能な１以上の培地が堆積した、
少なくとも１つの反応区画を含む構成の装置を提供し、２）被験試料を装置の試料ランデ
ィングエリアに加え、３）毛細管流動によって、被験試料を少なくとも１つのキャピラリ
チャネルに通して、少なくとも１つの個別の反応区画に分割し、４）検知可能シグナルの
発現を可能にする反応パラメータの作用を試験装置に受けさせ、５）標的検体または標的
微生物の存在を決定し、その量を計数する方法を提供する。
【００２５】
　さらに別の側面において、本発明は、被験試料中の１以上の標的検体または標的微生物
を検出する方法であって、１）標的検体または標的微生物の検出に適した被験培地を選択
して被験試料と混合し、試液を作製し、２）１以上の試料ランディングエリア、実質的に
微細な構造を有する少なくとも１つの分割チャネル、および試液の所定量を保持可能な、
少なくとも１つの反応区画を含む装置を提供し、３）試液を反応区画に分割するに充分な
時間をかけて、試液を装置に加え、４）標的検体および標的微生物の存在の検出、および
その計数を可能にする反応パラメータの作用を装置に受けさせる方法を提供する。別の実
施形態において、前記提供する工程は、標的検体および標的微生物の存在およびその量を
表す検知可能シグナルを生成する培地を含む（または試薬を使用する）同定手段をさらに
含んでもよい。別の実施形態において、前記可能にする工程は、試薬の発現を充分可能に
する反応パラメータの作用を装置に受けさせることを含んでもよい。同定を観察すること
、もしくは標的検体または標的微生物の存在またはその量を決定する工程、もしくは標的
検体または標的微生物の定量化工程などの別の工程を前記方法に加えてもよい。
【００２６】
　本明細書に開示する液体試料試験に関わる装置および方法の前述の利点および特徴は、
添付の図面とともに下記の実施形態の詳細な説明を参照することによって、より簡単に明
確となり、理解され易くなるであろう。
【００２７】
好適な実施形態の詳細な説明
　複数の図全体に渡って、同様の参照符号は類似または同一の要素を示している図面を具
体的に詳細に参照し、以下の詳細な説明は、試験装置および方法の具体的な実施形態に焦
点を当てる。本明細書で開示される装置および方法は、あらゆる用途に対する要望または
必要に応じ、生物学的物質の定量化のための試験において使用されるように適合可能であ
ると解されるべきである。したがって、本明細書に開示する装置および方法は、（１単位
以上の物質が検出可能な場合）液体化試料中のあらゆる段階に示される、いかなる生物学
的物質にも適用可能である。本明細書に使用される「液体化試料」は、液体であるあらゆ
る試料、または液体として作用するように処理されている試料などであるが、これらに限
定されない。
【００２８】
　図１～図５を参照して、ＭＰＮ法に基づく定量化を実施するように具体的に構成された
試験装置の一実施形態が、概してディスク・アセンブリ１００として示されている。一般
的に、本明細書に開示されている各試験装置の実施形態の動作は、毛管の流体力学に基づ
いており、液体試料を許容範囲内で、本明細書により詳細に記載される別々の標的区画に
分割および分配することを手作業の外力を用いることなく達成する。最終結果は、ＭＰＮ
法に基づいて、生物学的物質の定量的検出のための二値信号を発生させる。
【００２９】
　ディスク・アセンブリ１００は、その主要な構成部品として、基盤１１０、蓋１１２、
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およびキャップ１１４を含み、これらが組立てられて一体化したユニットを形成する。こ
れらの各部品は、好ましくは、詳細を以下に後述するように、多数のディスク・アレンブ
リ１００を相互に積重ねられるような、充分な構造上の強度を有する耐久性のある材料か
ら成る。このような材料の例として、アクリルおよびポリスチレンが挙げられるが、これ
らに限定されない。
【００３０】
　基盤１１０は、基盤の底部から、その周囲に間隔を空けて、下方に向かって延びるよう
に形成された一連の脚部１１６を含む。各ディスク１００は、好ましくは、４本の脚部１
１６を備える（図１および図２では３本のみが見られる）。しかしながら、脚部は、４本
よりも多くても少なくても利用可能であると考えられる。各脚部１１６は、ディスク１０
０を他のディスク１００の平面上または上部に静置するとき、外方に張出して、安定性を
付加してもよい。安定性の付加手段として、各脚部１１６は、図３のノッチまたは段付端
部１１６ａを含み、図２に示されるように、複数のディスク１００を相互に積重ねること
が容易になる。段付端部１１６ａは、積重ねられたディスクの相互の側方運動を防止する
。
【００３１】
　また、付加的な安定性が望まれる、またはそれを必要としている環境において、相互に
隣接して積重ねられる部材の動作中の保持は、保持機構を介して提供されてもよい。これ
は、たとえば、移動体に使用する際、もしくは相互に隣接して積重ねられたディスク１０
０にインデックスを付すことが必要である場合、またはそれが望まれる場合に実施される
試験に役立つことがある。特に、１以上の培地が利用されて複数の試験を同時に実施する
場合、ディスク・アセンブリ１００にインデックスが付され、隣接して積重ねられたディ
スク・アセンブリ１００のウェルの対応する培地を揃えることができる。隣接して積重ね
られるディスク・アセンブリ１００にインデックスを付すことを容易にするために、各デ
ィスク・アセンブリ１００に印（図示せず）を付けて、適切にディスクの位置を相互に合
わせる。また、保持機構は、隣接するディスク・アセンブリの積重ねが、積重ねられたデ
ィスク・アセンブリ１００の一方向にのみ可能であるように形成されてもよい。
【００３２】
　保持機構の一例は、図４に示されており、段付部１１６ａの内表面とこれに対応する基
盤１１６の外表面との間にデテント機構が形成される。このデテント機構では、段付部１
１６ａの内面に形成された隆起部１１６ｂなどの突起部が、基盤１１０の外表面に形成さ
れたデテント１１６ｃなどの補助的に形作られた凹部に合わせられる。このようにして、
ディスク１００が相互に積重ねられると、デテント機構は、隣接するディスクが上下また
は左右に移動しないように、積極的に保持する機能を果たす。また、保持機構の他の型と
して、たとえば、タブおよびスロット、マジックテープ、留め金、または摩擦嵌合相補形
成表面などを使用して、積重ねられた一連のディスク１００の位置関係を維持してもよい
。
【００３３】
　図５～図８を参照して、基盤１１０は、中央試料受容ウェル１１８と、上面に形成され
る、個々が放射状に並べられる複数のキャピラリチャネル１２０とをさらに含む。各キャ
ピラリチャネル１２０は、図７に最もよく示されるように、中央ウェル１１８の底部から
一様な高さにおいて、第１端部で中央ウェル１１８と流体連通する。このようにして、中
央ウェル１１８に注入される流体試料は、まずウェル表面全体に均一に広がり、中央ウェ
ル１１８の外壁に沿って、キャピラリチャネル１２０の高さにまで上昇しなければならな
い。したがって、流体は、均一に分配されて、実質的に同時に各キャピラリチャネル１２
０に入ることになる。複数の標的ウェル１２２はそれぞれ、各キャピラリチャネル１２０
に流体連通するように形成される。
【００３４】
　図７および図８に最もよく示されるように、標的ウェル１２２は、中央ウェル１１８お
よびキャピラリチャネル１２０よりも深く、様々な幾何学的形状に形成されることが可能
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である。たとえば、図４に示されるような標的ウェル１２２は、やや滴型の、または洋梨
型の開口を有し、この開口は、内端が丸く、側壁が直線状であって、キャピラリチャネル
１２０との連結地点において狭くなり、丸い外端に向かって広くなる。標的ウェル１２２
は、長方形の断面構造を有する。また、標的ウェル１２０は、他の幾何学的形状に形成さ
れてもよい。たとえば、標的ウェル１２２の開口も断面形状も、楕円形、円形、多角形な
ど、異なる形状であってもよい。
【００３５】
　図６に示されるように、標的ウェル１２２は、均一に複数に分類されて基盤１１０上に
丸く並べられる。標的ウェル１２２は、たとえば、図６に示されるように、単体で合計７
２本の標的ウェルが９本のウェル毎に８グループに分けて並べられ、ＭＰＮ法に基づく定
量化を実現する。実施する試験によって、標的ウェル１２２の分類方法は異なってもよい
と解される。たとえば、図９の実施形態に示されるように、基盤１１０に類似する基盤２
１０は、５本の標的ウェル１２２のグループを８グループ有しており、各グループ間の間
隔を視覚的に空けるために、より少ない標的ウェル１２２で各分類を行ってもよい。また
、各ディスク１００が最大数の標的ウェルを有することが望まれることがあるので、たと
えば図１０の実施形態に示されるように、基盤３１０は、区別可能なウェルグループでは
なく、むしろ連続する一連の標的ウェル１２２を有するように表されている。
【００３６】
　基盤２１０および３１０の実施形態それぞれにおいて、図１～図８の実施形態とは別の
キャピラリチャネル構造が例示されている。特に、チャネル１２０として示される単一の
深さのキャピラリチャネルの代わりに、基盤２１０および基盤３１０にはそれぞれ、深さ
の異なる別の部分を含むように形成されたキャピラリチャネルが備えられている。チャネ
ル部分は、中央ウェル２１８および３１８から最も離れており、中央ウェル２１８および
３１８に近い部分よりも深い。基盤３１０を例示する図１１に示すように、各キャピラリ
チャネル３１０は、中央ウェル３１８から離れて半径方向に延びる段付部３２０ａおよび
３２０ｂを含み、標的ウェル３２２と流体連通する。各標的ウェル３２２は、中央ウェル
３１８から半径方向に一定距離離れて、基盤３１０の外周近くに形成される。
【００３７】
　図６～図８を再度参照して、基盤１１０は、各標的ウェル１２２から半径方向外方に延
びる、別個のランオフ・チャネル１２６を介して、標的ウェル１２２に流体連通するオー
バフロー・ウェル１２４をさらに含む。吸収剤リング１２８は、オーバフロー・ウェル１
２４内に配置されて、別個の各標的ウェル１２２からウェル１２４に流込む過剰な試液を
吸収する。また、図９および図１０の実施形態に示されるように、基盤２１０および基盤
３１０は、オーバフロー・ウェルを伴うことなく形成される。これらの各実施形態におい
て、過剰な試料は、これらの各実施形態のキャップに配置される吸収剤パッドによって吸
収される。
【００３８】
　標的微生物の生殖を容易にする培地は、基盤に載置される。実施される試験によって、
異なる培地の使用が可能であり、多様な標的微生物が検出される。被験培地の選択は、検
出されるべき生物学的物質によって変化することになる。被験培地は、定量化が求められ
ている生物学的物質の存在を検出し、好ましくは、培地中に存在し得る他の生物学的物質
の存在は検出しない培地でなければならない。また、この定量化が求められている生物学
的物質が試料中に存在する場合、色変化または蛍光発光など、なんらかの可視的な変化、
または可視的でなくとも検知可能な変化を生じさせる材料でなければならない。
【００３９】
　一実施形態において、培地は粉末状であり、製造工程全体が簡略化される。この粉末は
、試料がディスク・アセンブリ１００に注入されると、即座に培地が試料に溶解するよう
に、中央１１８内の試料ランディングエリアに直接堆積してもよい。別の実施形態におい
て、他の高速培地分散方法が使用されてもよく、たとえば、図５に示されるように、培地
保持部および分散バッグ１３０などの多孔性の格納固形物を使用して、粉末状の培地を保
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持し、輸送中などの装置の移動時に培地が移動することを防いでもよい。培地分散バッグ
１３０は、ティーバッグのように機能することが可能であり、バッグの材料は、多孔性で
、流体を流動可能にする。しかしながら、バッグ１３０を構成する材料に形成された孔の
寸法は、好ましくは、培地が流体試料によって溶解されるまで培地を保持できる寸法であ
る。
【００４０】
　高速溶解タブレット、透水性シールなど、迅速に培地を溶解する、さらに他の装置およ
び技術が考えられる。
【００４１】
　さらに別の方法は、培地を各標的区画１２２に直接分注することである。上述の培地を
載置する各実施形態において、輸送時には培地が装置の一体化した部分を形成することに
よって、別個の培地パッケージおよび別個の培地準備工程は不要となる。
【００４２】
　蓋１１２は、基盤１１０を覆うように、またそのような寸法に構成されて、基盤１１０
の外周に沿って形成される上部水平縁１３２に対し、適切な技術、たとえば、超音波溶接
によって封止される。通気孔１３４は、蓋１１２を貫通するように形成され、蓋１１２が
基板１１０に固定されているとき、オーバフロー・ウェル１２４の上に位置するような蓋
１１２上の位置にあり、オーバフロー・ウェル１２４と流体連通する。通気孔１３４は、
試料がディスク・アセンブリ１００に注入されるとき、キャピラリチャネル１２０を通る
試料の毛細管流動作用が背圧によって妨げられないように充分な通気を行うことができる
寸法である。
【００４３】
　蓋１１２は、さらに蓋１１２から上方に延び、蓋によって開口１３８を規定するカラー
１３６をさらに備える。キャップ１１４は、カラー１３６を覆って取付けられるように、
またそのような寸法に構成されて、カラー１３６と滑り接触して封止する。また、キャッ
プ１１４の内部およびカラー１３６の外部は、相互に交わる糸を備え、キャップ１１４に
糸を通して蓋１１２に固定することを容易にする。
【００４４】
　吸収剤パッド１４０は、たとえば摩擦嵌合によって、キャップ１１４内に保持されるよ
うに、またそのような寸法に構成される。このようにして、試料が開口１３８を通して注
入されて、キャップ１１２がカラー１３６に堅固に載置された後、中央ウェル１１８に残
る過剰な水試料は、パッド１４０によって吸収されて保持されることになる。これは、個
別のキャピラリチャネル１２０と個別の標的ウェル１２２との間の交差汚染、すなわち「
クロストーク（cross-talk）」の防止を助けることになる。本明細書に記載される様々な
実施形態のアセンブリは、手動のアセンブリ、半自動アセンブリ、および完全自動化アセ
ンブリによって達成可能であると考えられる。
【００４５】
　図１２および図１３を参照すると、本開示に従って構成された水試験装置の別の実施形
態が概してディスク・アセンブリ４００として表されている。明確にするために、ディス
ク・アセンブリ４００の構造用部品のみが表されている。前述の付加要素のいくつか、ま
たはすべてをディスク・アセンブリ４００に組込んでもよいが、ここでは繰返さない。デ
ィスク・アセンブリ４００は、キャップ４１４がゴムなどの柔軟な材料から成り、試料「
Ｓ」上にキャップ４１４が載置された後に使用者がキャップを押下げることが可能である
という点でディスク・アセンブリ１００と異なる。この押込み作用は、キャップ下に含ま
れた空気量を動かし、試料をチャネル４２０に通して標的ウェル４２２に入れることに役
立つ。
【００４６】
　また、基盤４１０が脚部を有さず、複数の基盤４１０が水平面に平らに載置可能な実施
形態も例示する。また、基盤４１０は、基盤１１０に関して上記で開示したような脚部を
備えてもよい。



(12) JP 4454630 B2 2010.4.21

10

20

30

40

50

【００４７】
　図１４～図１７を参照して、水試料試験装置のさらに別の実施形態が概してディスク・
アセンブリ５００として表されている。前述のディスク・アセンブリの実施形態１００～
４００と同様、５００番台の番号が付されている各要素を除き、前述の実施形態の構造に
類似する構造は、同様の符号が付されている。したがって、前述の実施形態に記載された
前述の特徴に実質的に類似する、またはそれと同一の特徴は、ここでも符号が付されてい
るけれども、ディスク・アセンブリ５００の実施形態に関して、必ずしも再度個別に列挙
してはいない。
【００４８】
　蓋５１２は、注入口５３８が内部に形成されるように形成されるが、その外周にカラー
部材を含まない。その代わりに、一連の通気孔は蓋５１２の開口５３８寄りに形成される
。図１６に示されるように、キャップ５１２が蓋５１２から取外されると、通気孔５３４
は、キャピラリチャネル部５２０ｂに流体連通して通気を行う。蓋５１２にキャップ５１
４を載置する際、通気孔５３４は、インキュベーション時間中に付加的に空気が進入しな
いように、封止される。この配置は、標的ウェル５２２に付加的な空気が入込まないこと
を確保するという試験条件を有することが重要である場合、特に有益である。
【００４９】
　図１８～図２０を参照して、本明細書で開示される水試料試験装置のさらに別の実施形
態は、概して試験装置６００として表され、試験装置６００は、多くの側面において、前
述の実施形態と実質的に類似している。試験装置６００の主な相違は、概して長方形の構
成に形成されていることである。その他すべての側面において、試験装置６００は前述の
実施形態に類似しており、本明細書に前述した様々な別の特徴を含むように形成されるこ
とが可能である。
【００５０】
　上述した各実施形態を使用する方法は、実質的に類似し、ここに記載する。実施形態同
士の相違が存在するところについて記載する。簡潔に言えば、水試料試験などの液体化試
料試験を実施するためには、使用者は、キャップを取外し、約１ｍｌから約５ｍｌの水試
料を中央ウェルに注入し、キャップを元に戻し、試験装置を一度反転させて、中央ウェル
に残存する過剰な試料を吸収し、特定の試験について、所要の温度で、必要な時間をかけ
て、試験装置をインキュベートする。結果は、陽性の目標に番号を付して番号が付された
陽性をＭＰＮ表と比較することによって得られる。
【００５１】
　試料が中央ウェルに注入されると、粉末培地は、水試料と接触して溶解され、適切な試
料と培地との混合物が得られる。中央ウェル内の試料の高さがキャピラリチャネルの高さ
に到達すると、試料と培地との混合物は、試験装置の外縁に位置するウェルに流れる。
【００５２】
　装置は、インキュベーション時間中、反転された位置のままであっても、元の直立位置
に戻されてもよい。前述したように、これを容易にする実施形態については、複数の試験
が同時に行われる場合、基盤がその上に段付脚部が形成された独特の有利な構造であるの
で、個別の装置は相互に積重ねられてもよい。
【００５３】
　図２１～図２３は、標的微生物を定量化する液体試料試験装置のさらに別の実施形態を
例示しており、概して試験装置７００として表されている。簡潔に言えば、試験装置７０
０の操作部は、たとえば転写接着剤によって、一体となって保持されるプラスチックフィ
ルムの多層アセンブリを含み、底部７０２ｂを覆うように取付けられる上部部分７０２ａ
を有する２つの部分から成る透明皿などの疎水性の容器で囲まれる。多層フィルム・アセ
ンブリは、上部親水性層７１０、少なくとも１つのキャピラリチャネル７２０を内部に含
む疎水性のフレーム７１２、およびプラスチック製の裏打ち層７１４を含む。
【００５４】
　好ましくは、上部層７１０は、親水性表面を有し、クリアポリエステル（ＰＥ）材料か
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ら成り、試験されている液体試料の上部層７１０を介する疎水性フレーム７１２への通過
を容易にする。また、上部層７１０は、表面が親水性であれば、他のいかなるクリアプラ
スチック材料から成ってもよい。さらに、上部層７１０は、親水性であってもよく、フレ
ーム７１２に臨む側に感熱型接着剤または感圧型接着剤が塗布される。この構成によって
、転写接着剤または２つの部分を接合する他の接着手段を使用する必要性が無くなる。
【００５５】
　キャピラリチャネル構造を形成する疎水性フレーム７１２は、好ましくは、ポリスチレ
ン、ポリエステル、およびＰＥＴＧから選択された物質から成る。試料ランディングゾー
ン７１６は、フレーム７１２の中央部に規定される。キャピラリチャネル７２０は、疎水
性フレーム７１２内に形成され、上部層７１０およびプラスチック製の裏打ち層７１４が
たとえば転写接着剤によって疎水性フレーム７１２に接着されると、上下から取囲まれる
。各キャピラリチャネルは、試料ランディングゾーン７１６に流体連通し、試料ランディ
ングゾーン７１６から窪んだ区画に液体試料が分割されるように構成される。キャピラリ
チャネル７２０は、前述の実施形態について記載したように、様々にまとめて配置されて
、または連続的に配置されて、形成されてよい。
【００５６】
　図２３に示されるように、５０本のキャピラリチャネル７２０が５グループに分けて配
置される。各キャピラリチャネル７２０は、疎水性フレーム７１２内に形成された反応ウ
ェル７２２を含む。キャピラリチャネル７２０および反応ウェル７２２は、図示したよう
に、またそのような寸法に構成されるか、本明細書で例示および説明された他の実施形態
について前述した構成および寸法に構成されてもよい。
【００５７】
　反応ウェル７２２は、少なくとも１つの窪んだ区画を含むように形成され、少なくとも
１つの窪んだ区画は、そこから半径方向外方に配置される通気スロット７２４と連通し、
毛細管流動を容易にする。各反応ウェル７２２は、標的とされた生物学的物質の検出のた
めに、試料／培地混合物のアリコートを保持するように、またそのような寸法に構成され
る。
【００５８】
　プラスチック製の裏打ち層７１４は、疎水性のプラスチック層である。好ましくは、ポ
リエステルまたは他の類似の材料から成る。プラスチック製の裏打ち層７１４は、この層
を貫通して形成される一連の孔７２６を含み、各孔は、好ましくは、層のアセンブリ上に
おいて、孔７２６がキャピラリチャネル７２０のグループ間に１つずつ位置付けられるよ
うに、半径方向に間隔を空けている（図２４参照）。中央孔７２８は、試料ランディング
ゾーン７１６と中心同士が揃うように形成される。また、孔７２６および７２８は、過剰
な試料を通過させて装置７００の底部に導く過程を容易にする。
【００５９】
　別の実施形態において、装置は、さらに吸収剤パッド７３０を含んでもよく、吸収剤パ
ッド７３０は、底部ディスク部７０２ａ内の多層プラスチック・アセンブリの下方に位置
付けられて、過剰な液体試料を吸収する。吸収剤材料は、ダイカット・ポリエステルフォ
ーム、ポリエーテルフォーム、綿、もしくは酢酸セルロース、または他の適切な吸収剤材
料であってもよい。また、過剰な液体試料を含む吸収剤パッドは、加湿源として作用し、
アセンブリ７００内のアッセイがインキュベーション中に乾燥することを防止する。
【００６０】
　使用において、上部ディスク部７０２ａは、装置７００から取外され、液体試料約３．
５ｍｌの接種容量が試料ランディングゾーン７１６に導かれて、ディスク７０２ａの上部
部分が元に戻され、装置７００を閉じる。試料の誘導にかかる合計時間は、約５秒である
。試料でランディングゾーン７１６が満たされると、毛管現象によってキャピラリチャネ
ル７２０に引込まれて、各反応ウェル７２２を満たす。過剰な試料は、貫通孔７２６、貫
通孔７２８、または貫通通気スロット７２４を移動するので、パッド７３０に吸収される
。
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【００６１】
　図２４は、標的微生物を定量化する液体試料試験装置のさらに別の実施形態を例示して
おり、概して試験装置８００として表されている。試験装置８００の操作部は、一体とし
て保持されるプラスチックフィルムの多層アセンブリを含み、底部８０２ｂを覆うように
取付けられる上部部分８０２ａを有する２つの部分から成る透明皿などの疎水性の容器で
囲まれるという点において、試験装置７００と類似している。プラスチックフィルムの多
層アセンブリは、試料受容孔８１６が貫通して形成される上部親水性層８１０、少なくと
も１つのキャピラリチャネル８２０を内部に含む疎水性のフレーム８１２、および吸収剤
パッド裏打ち層８３０を含む。疎水性のフレーム８１２は、射出成形または型押しなどの
適切な技術によって形成可能である。さらに、上部層８１０は、親水性であって、フレー
ム７１２に臨む側に感熱型接着剤または感圧型接着剤が塗布されてもよい。この構成によ
って、転写接着剤または２つの部分を接合する他の接着手段の使用を不要にすることが可
能である。
【００６２】
　しかしながら、試験装置８００は、試験装置７００のプラスチック製の裏打ち層７１４
のような裏打ち層を含まない。代わりに、通気孔８２６および中央孔８２８が疎水性フレ
ーム８１２の中央領域に形成される。前述の様々な実施形態と同様、キャピラリチャネル
８２０は、前述の実施形態について記載したように、様々にまとめて配置されて、または
連続的に配置されて、形成されてよい。試験装置の使用は、試験装置７００の場合と同一
であり、再度詳細に述べることはしない。さらに、上部層８１０は、親水性であって、フ
レーム８１２に臨む側に感熱型接着剤または感圧型接着剤が塗布されてもよい。この構成
によって、転写接着剤または２つの部分を接合する他の接着手段の使用を不要にすること
が可能である。
【００６３】
　図２５および図２６は、標的微生物を定量化する液体試料試験装置のさらに別の実施形
態を例示しており、概して試験装置９００として表されている。試験装置９００の操作部
は、射出成形技術によって試験装置９００の下半分９０１に直接形作られる分配チャネル
および窪んだ区画を含む。様々な前述の実施形態と同様、キャピラリチャネルおよび標的
反応区画は、プラスチックフィルム９０３を装置９００の下半分９０１上に載置すること
によって形成される。プラスチックフィルム９０３は、装置９００の下半分９０１に臨む
側に感熱型接着剤または感圧型接着剤が塗布されてもよい。吸収剤リング９０４は、プラ
スチックフィルム９０３上に取付けられて、過剰な液体または液体化試料／培地混合物を
吸収することが可能である。また、図２６に示されるように、プラスチック・リング９０
５は、プラスチックフィルム９０３の上に取付けられて、毛管現象によってキャピラリチ
ャネルおよび標的反応区画に分配される前に液体試料または液体化試料／培地混合物を格
納してよい。また、図２６に見られるように、吸収剤パッド９０６は、装置９００の上半
分９０２に取付けられて、過剰な液体または液体化試料／培地混合物を吸収する。試験装
置９００の使用は、前述の実施形態における使用と同一であり、再度詳細に述べることは
しない。
【００６４】
実施例１：水中の従属栄養細菌のバクテリア検出および計数装置
　以下は、本発明が水試料中の従属栄養細菌を検出して計数する方法をいかに提供するか
に関する例である。このアッセイにおいて使用された装置は、図２６に例示された図面に
従って構成されている。Tow nsendおよびChenの培地（米国特許第６３８７６５０号明細
書、米国特許第６４７２１６７号明細書、および参照によって本明細書に組込まれる内容
全体）が、キャピラリチャネルおよび反応区画に提供されて堆積される。培地は、アミノ
酸源と窒素との混合物（２．５グラム／リットル）、ビタミン源の混合物（１．５グラム
／リットル）、ピルビン酸ナトリウム（０．３グラム／リットル）、硫酸マグネシウム（
０．５グラム／リットル）、ファストグリーン染料（０．２グラム／リットル）、緩衝成
分（４．４グラム／リットル）、および酵素基質の混合物（０．１０５グラム／リットル
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）を含む。
【００６５】
　この例の結果は、国際標準規格ＩＳＯ６２２２（水質－培養による微生物の計数－栄養
寒天培地への接種によるコロニーの計数）に照らして評価された。データは、ＩＳＯ番号
１７９９４の方法（水質－微生物の２種の検出方法の等価性を確立する基準）に記載され
た統計法を使用して分析された。結果は、以下の表１に示す。合計３６８種類の水試料が
分析され、３７℃、または約３７℃で、約４８時間インキュベートされ、合計３３９種類
の水試料が、２２℃、または約２２℃で、約７２時間インキュベートされた。各水試料の
約３．５ｍＬのアリコートが、各装置の試料ランディングエリアに添加された。各水試料
は、数秒のうちに、毛管現象によって自動的に全反応区画に分配された。その後、装置は
、３７℃、または約３７℃で、約４８時間、もしくは２２℃、または約２２℃で、約７２
時間インキュベートされた。水試料中のバクテリア濃度は、殺菌灯（３６６ｎｍ）下で蛍
光信号を発する反応区画数を調べることによって決定された。その後、試料中に存在する
バクテリアの数は、ＭＰＮ法に基づいて決定された。ＩＳＯ番号１７９９４の方法（水質
－微生物の２種の検出方法の等価性を確立する基準）に基づくデータ統計分析は、表１に
示す。
【００６６】
【表１】

【００６７】
　表１に示された結果は、本発明に係る装置および方法によって、水試料中の従属栄養細
菌を検出して計数することが可能であり、本発明に係る装置および方法が標準的な基準の
方法と同等またはそれよりも良いことを示している。
【００６８】
実施例２：腸球菌のバクテリア検出および計数装置
　以下は、本発明を使用して微生物を検出して計数する別の方法である。このアッセイに
おいて使用された装置は、図２６に例示された図面に従って構成されている。その内容全
体が参照によって本明細書に組込まれる、Chenらによる米国特許第５６２０８６５号明細
書の培地（IDEXX社が販売する、試料中の腸球菌検出用のEnterolertTM培地によって実用
化されている）は、キャピラリチャネルおよび反応区画に提供されて堆積される。羊血液
５％から供給されるトリプチケースソイ寒天（Trypticase Soy Agar）によって同定され
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るような、公知レベルの大便連鎖球菌ＡＴＣＣ３５６６７が、本発明の装置に接種された
（表２）。結果は、図２６の装置によって決定される大便連鎖球菌ＡＴＣＣ３５６６７の
濃度が、平板測定法で羊血液５％のＴＳＡによって決定される濃度と統計的に同等である
ことを示した。
【００６９】
【表２】

【００７０】
　本発明は、好適な実施形態に関して具体的に示して説明してきたが、当業者は、形状お
よび細部について、本発明の範囲および精神から逸脱することなく、様々な変更を行うこ
とができると解される。したがって、上述のような変更は、それらに限定されないが、本
発明の範囲内のものと考えられる。
【図面の簡単な説明】
【００７１】
【図１】本開示内容に従って構成された液体試料試験装置の実施の一形態の斜視図である
。
【図２】図１の試験装置の２つを積層構造で示した斜視図である。
【図３】図１の試験装置の脚部の部分拡大図である。
【図４】別の脚部の構成の部分拡大図である。
【図５】図１の試験装置の個別の各部品を部分ごとに分離して示す斜視図である。
【図６】図１の試験装置の複数のウェルを備えた基盤の平面図である。
【図７】図６の切断線７－７に関する複数のウェルを備えた基盤の部分断面図である。
【図８】組立てた図１の液体試料試験装置の断面図である。
【図９】複数のウェルを備えた基盤の別の実施形態の平面図である。
【図１０】複数のウェルを備えた基盤のさらに別の実施形態の平面図である。
【図１１】図１０の切断線１１－１１に関する部分断面図である。
【図１２】本開示内容に従って構成された液体試料試験装置の別の実施形態の斜視図であ
る。
【図１３】組立てた図１２の液体試料試験装置の断面図である。
【図１４】本開示内容に従って構成された液体試料試験装置の別の実施形態の斜視図であ
る。
【図１５】図１４の試験装置の個別の各部品を部分ごとに分離して示す斜視図である。
【図１６】組立てた図１４の液体試料試験装置の断面図である。
【図１７】図１４の液体試料試験装置の部品を部分ごとに分離して示す断面図である。
【図１８】本開示内容に従って構成された液体試料試験装置のさらに別の実施形態の斜視
図である。
【図１９】図１８の試験装置の部品を部分ごとに分離して示す斜視図である。
【図２０】図１８の液体試料試験装置の基盤の平面図である。
【００７２】
【図２１】本開示内容に従って構成された液体試料試験装置のさらに別の実施形態の斜視
図である。
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【図２２】図２１の試験装置部品を部分ごとに分離して示す斜視図である。
【図２３】図２１の試験装置のキャピラリチャネルを形成するフレーム要素の平面図であ
る。
【図２４】本開示内容に従って構成された液体試料試験装置のさらに別の実施形態の斜視
図である。
【図２５】本開示内容に従って構成された液体試料試験装置のさらに別の実施形態の斜視
図である。
【図２６】本開示内容に従って構成された液体試料試験装置のさらに別の実施形態の斜視
図である。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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【図１６】

【図１７】
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