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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　流体試料における微生物の存在を検出するための、下記の工程を含む方法：
　ｉ）特異的結合対の第１メンバーが付着した複数の中空繊維フィルターメンブレンを含
むフィルターデバイスの試料入口に試料を通し、該微生物は特異的結合対の第２メンバー
を提示するものであり、該メンブレンは第１末端と第２末端、内腔を定める外面と内面を
有し、各メンブレンの第１末端は開放して試料入口と連絡しており、各メンブレンの第２
末端を通る流れは制限され、このためメンブレンの第１末端と細孔を通る流れのみが生じ
、試料混合物はメンブレンの細孔を通して濾過されて濾過残渣がメンブレンの内腔に残り
；
　ｉｉ）結合していない濾過残渣部分をメンブレン内腔から洗い去り；
　ｉｉｉ）メンブレンに付着した特異的結合対があればそれの存在を検出し；そして
　ｉｖ）検出工程（ｉｉｉ）の結果と流体試料における該微生物の存在との相関性に基づ
き、流体試料における該微生物の存在を検出する；
　ここで、メンブレンに特異的結合対の第１メンバーを付着させる前に、メンブレンは湿
潤剤として使用されるアルコール類および非イオン性界面活性剤よりなる群のうちの少な
くとも１つで処理される。
【請求項２】
　試料が少なくとも２５、５０、１００、２００、２５０、３００、４００、５００、６
００、７００、７５０、８００、９００または１０００ｍｌの容量を有する、請求項１に
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記載の方法。
【請求項３】
　特異的結合対の第１メンバーが抗体またはその抗原結合性フラグメントである、請求項
１または２に記載の方法。
【請求項４】
　メンブレンが、ポリプロピレン、ポリスルホン、酢酸セルロースおよびナイロンのメン
ブレンよりなる群から選択される、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　工程（ｉ）の前にさらに下記の工程を含む、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法
：
　ａ）気体試料を、ガスフィルターを含むガス濾過デバイスに通し；そして
　ｂ）ガス濾過デバイスのフィルターを試料用流体と接触させ、フィルターに捕獲された
微生物があればそれを懸濁または溶解して、流体試料を調製する。
【請求項６】
　パッケージの内容物を特定の微生物の存在について検査するための、下記の工程を含む
方法：
　ａ）試料用流体を収容した第２チャンバーと穿孔器具により連絡した第１チャンバーに
パッケージを入れ；
　ｂ）パッケージと穿孔器具を接触させ、これによりパッケージ内の任意の固体物質はこ
の穿孔器具を通って第２チャンバーの試料用流体中へ入り、流体試料を得ることができ；
そして
　ｃ）この流体試料について請求項１～４のいずれか１項に記載の方法を実施する。
【請求項７】
　さらに、第１チャンバー内の圧力が第２チャンバー内の圧力より高くなるように第１チ
ャンバーと第２チャンバーの相対気圧を変更させる工程を含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　パッケージがセルフシールパッドを備えており、このセルフシールパッドに穿孔器具を
接触させる、請求項６または７に記載の方法。
【請求項９】
　固体試料における微生物の存在を検出するための、下記の工程を含む方法：
　ａ）微生物が流体相に装入されるように固体試料を試料用流体と接触させて流体試料に
し；そして
　ｂ）この流体試料について請求項１～４のいずれか１項に記載の方法を実施する。
【請求項１０】
　検出工程（ｉｉｉ）が、酵素イムノソルベントアッセイ、放射性標識の検出、蛍光の検
出、ＡＴＰアッセイ、平板培養およびＰＣＲよりなる群から選択される、請求項１～９の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　メンブレンを複数の特異的結合対の第１メンバーでコーティングする、請求項１～１０
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　メンブレンに特異的結合対の第１メンバーを付着させる前に、メンブレンをイソプロパ
ノールで処理する、請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　メンブレンに特異的結合対の第１メンバーを付着させる前に、メンブレンをトゥイーン
－２０で処理する、請求項１～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　試料入口および複数の中空繊維フィルターメンブレンを含み、該メンブレンに特異的結
合対の第１メンバーが付着しており、特定の微生物が特異的結合対の第２メンバーを提示
し、該メンブレンは第１末端と第２末端、内腔を定める外面と内面を有し、各メンブレン
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の第１末端は開放して試料入口と連絡しており、各メンブレンの第２末端を通る流れは制
限され、このためメンブレンの第１末端と細孔を通る流れのみが生じ、したがって試料入
口からデバイス内へ通した試料混合物はメンブレンの細孔を通して濾過されて濾過残渣が
メンブレンの内腔に残るデバイスであって、メンブレンに特異的結合対の第１メンバーを
付着させる前に、メンブレンは湿潤剤として使用されるアルコール類および非イオン性界
面活性剤よりなる群のうちの少なくとも１つで処理される前記デバイス。
【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
　本発明は、ビールなどコロイド混合物中の微生物、特に酵母および細菌を検出するため
の改良方法に関する。本発明はまた、液相懸濁物にするかまたは溶解することができる空
気試料および固体試料（たとえば食品または細菌胞子）中の微生物の検出に関する。
【０００２】
　食品やビールなどの飲料の製造に際しては、最終製品の品質を保証するために特定の微
生物の存在について検査を行う。醸造プロセスには、たとえば数時間毎に少なくとも２５
ｍｌ容量の試料、好ましくは約２５０ｍｌ容量の試料をインライン検査することが要求さ
れる。その際、微生物、すなわち酵母および細菌を含有する可能性のある粒状物質を試料
から分離し、次いで特定の微生物の存否を判定しなければならない。これを行うために用
いられるデバイスには、平均細孔直径０．４５μｍの平坦なフィルターを備えたＢｉｂｂ
ｙ使い捨て真空フィルターユニット、および平均細孔直径０．４５μｍまたは０．２μｍ
の平坦なフィルターを備えた受け器付きＮａｌｇｅｎｅフィルターホルダーが含まれる（
たとえばＭｅｒｃｋ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｓｕｐｐｌｉｅｓ　Ｃａｔａｌｏｇｕｅ，
１９９８，ｐ．４８２参照）。そのようなデバイスは最大容量１００ｍｌの試料を濾過で
きるにすぎず、５０ｃｍ２の平面表面積をもち、使用法が複雑であるため試料の検査に３
０分もかかることがある。それらは、その最大容量を濾過すると試料流体（たとえばラガ
ー、エールその他のコロイド溶液）中に存在するタンパク質などの粒状物質で目詰まりし
、その後の濾過を行うとすれば細胞溶解を起こすほどの高い圧力が要求され、その結果、
微生物の検出が妨げられ、誤った結果が得られる。
【０００３】
　先行技術のデバイスは、試料から微生物を分離および検出するのに本発明のデバイスお
よび方法を用いるより実質的に長い時間がかかる。ＷＯ０１／１１００６には先行技術に
対する改良が開示されており、より迅速に微生物を分離および検出でき、かつその後の微
生物の回収、したがって検査が比較的単純で容易である。本発明のデバイスおよび方法は
ＷＯ０１／１１００６のものと異なる。特に（後に詳述するように）本発明方法は単なる
再懸濁工程ではなく洗浄工程を伴う。
【０００４】
　本発明のデバイスおよび方法は、試料から微生物を分離および検出するためのよりいっ
そう迅速かつ単純な方法を提供することにより、ＷＯ０１／１１００６その他の先行技術
をさらに改良したものである。
【０００５】
　特に、本発明のデバイスはたとえば１～３個程度の少数の細菌を含有する１００ｍｌ容
量の被験溶液中のすべての細菌を迅速に検出できることが認められた。より大容量のもの
、たとえば１～３個の細菌を含有する１０００ｍｌのラガーについても、同様な結果を達
成できる。
【０００６】
　本発明によれば、流体試料における微生物の存在を検出するための、下記の工程を含む
方法が提供される：
　ｉ）特異的結合対の第１メンバーが付着した複数の中空繊維フィルターメンブレンを含
むフィルターデバイスの試料入口に試料を通し、該微生物は特異的結合対の第２メンバー
を提示するものであり、該メンブレンは第１末端と第２末端、内腔を定める外面と内面を
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有し、各メンブレンの第１末端は開放して試料入口と連絡しており、各メンブレンの第２
末端を通る流れは制限され、このためメンブレンの第１末端と細孔を通る流れのみが生じ
、試料混合物はメンブレンの細孔を通して濾過されて濾過残渣（ｆｉｌｔｒａｎｄ）がメ
ンブレンの内腔に残り；
　ｉｉ）結合していない濾過残渣部分をメンブレン内腔から洗い去り；
　ｉｉｉ）メンブレンに付着した特異的結合対があればそれの存在を検出し；そして
　ｉｖ）工程（ｉｉｉ）の検出結果と流体試料における該微生物の存在との相関性を判定
する。
【０００７】
　試料は、たとえば少なくとも２５、５０、１００、２００、２５０、３００、４００、
５００、６００、７００、７５０、８００、９００または１０００ｍｌの容量をもつ。
　”特異的結合対のメンバー”は、他方の分子に特異的に結合する領域を表面上またはキ
ャビティ内にもち、このため特定の空間組織化および極性組織化について他方の分子に対
し相補的であると定義される、２つの異なる分子の一方である。特異的結合対のメンバー
は一般に、リガンドと受容体（抗リガンド）、ｓｂｐ（特異的結合対）メンバーとｓｂｐ
パートナー、ｓｂｐメンバー類などと呼ばれる。これらは通常は抗原－抗体など免疫対の
メンバーであるが、この用語は実際には他の特異的結合対を含めた、より広い意味をもつ
。
【０００８】
　種々の形の文中における”抗体”という用語は、本明細書において免疫グロブリン分子
、および免疫グロブリン分子の免疫活性部分、すなわち抗体結合部位またはパラトープを
含む分子を表わす。そのような分子は、免疫グロブリン分子の”抗原結合フラグメント”
とも呼ばれる。
【０００９】
　”付着した”とは、特異的結合対の第１メンバーがメンブレンに物理的に拘束され、そ
こからの分離が阻止または妨害されていることを意味する。これは、メンブレンへの共有
結合、たとえばメンブレンへの抗体の共有結合によるものであってもよく、他の手段、た
とえばファンデルワールス力によるものであってもよい。したがって、特異的結合対の第
１メンバー、たとえば抗体がメンブレンの繊維に単に捕捉されていてもよく、メンブレン
に共有結合している必要はない。
【００１０】
　特に、抗体そのほか特異的結合対の第１メンバーが、グルタルアルデヒドによる架橋に
よりポリプロピレンメンブレンに共有結合してもよい。架橋方法は当業者に自明であり、
たとえばポリプロピレン基を酸化またはハロゲン化して反応性モノマーにすることにより
達成できる。
【００１１】
　液相でない被験試料、たとえば空気試料、または粒状物質その他の固体、たとえば食品
を検査するためには、それらをまず懸濁流体の状態にしなければならない。これを実施す
るには２つの基本的状況がある：空気その他の気体試料を微生物の存在について検査する
場合、ならびに固体、たとえば粉末および食品を微生物の存在について検査する場合。
【００１２】
　　１．気体試料の検査：
　空気などの気体試料を特定の微生物の存在について検査するためには、選択した微生物
を捕獲するのに十分な細孔をもつ空気（すなわち気体）濾過デバイスを用いる。たとえば
、１μｍの直径をもつ炭疽菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｎｔｈｒａｃｉｓ）の場合、たとえ
ば０．２μｍの孔径を使用できる。空気濾過デバイスはフィルターへの空気の流通を促進
するためにファンを備えていてもよく、大量の空気を比較的短期間でフィルターに通すこ
とができ、細孔直径より大きなサイズの粒状物質がすべて保持される。次いで微生物を懸
濁または溶解できる試料用流体（たとえば特定の微生物を懸濁または溶解できる緩衝液、
流体または混合物）とフィルターを接触させて、捕捉された微生物があればそれを適宜、
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懸濁状態にし、または溶解する（すなわち流体相）。微生物を捕獲し、そしてそれらを懸
濁状態にし／溶解するこの初期段階が完了すると、次いで本発明方法の残り（すなわち前
記の工程（ｉ）～（ｉｖ））を実施できる。
【００１３】
　試料用流体、たとえば特定の微生物を溶解または懸濁できる緩衝液その他の溶液、流体
または混合物の厳密な性質は、微生物自体および前記工程（ｉ）で用いる特異的結合対の
第１メンバーの性質に依存する。試料用流体の機能は、特定の微生物を特異的結合対の第
１メンバーと相互作用させ、これにより特異的結合対を適宜形成してその微生物を検出で
きるようにすることである。たとえば、特異的結合対の第１メンバーはその微生物または
特定の微生物と特異的結合対を形成することができ、したがってそれの検出を行い、特異
的対の形成と特定の微生物の存在との相関性を判定することができる。
【００１４】
　　２．固体の検査：
　食品（たとえばケーキまたはパン）などの固体を特定の微生物の存在について検査する
ためには、微生物を懸濁または溶解できる試料用流体と固体を接触させて、捕捉された微
生物があればそれを適宜、懸濁状態にし、または溶解する。前記のように、微生物を捕獲
し、そしてそれらを懸濁状態にし／溶解するこの初期段階が完了すると、次いで本発明方
法の残り（すなわち前記の工程（ｉ）～（ｉｖ））を実施できる。
【００１５】
　したがって本発明によれば、固体試料における微生物の存在を検出するための、下記の
工程を含む方法も提供される：
　ａ）微生物が流体相に装入されるように固体試料を試料用流体と接触させて流体試料に
し；そして
　ｂ）この流体試料について工程（ｉ）～（ｉｖ）の方法を実施する。
【００１６】
　固体を検査する他の例は、手紙などパッケージの内容物の検査である。前記方法を実施
する；すなわち固体と試料用流体を接触させ、次いで工程（ｉ）～（ｉｖ）の方法を実施
して、特定の微生物の存在を判定する。ただし、まずパッケージ内容物を取り出さなけれ
ばならない。それを達成するために本発明は、パッケージを装入できる第１チャンバー、
試料用流体を収容した第２チャンバー、第１チャンバーと第２チャンバーの相対圧を変更
する手段（たとえばポンプまたは注射器）を備え、内腔を通る流れを起こすことができる
穿孔器具により第２チャンバーが第１チャンバーと連絡している装置を提供する。
【００１７】
　本発明は、パッケージの内容物を特定の微生物の存在について検査するための、下記を
含む方法をも提供する：パッケージを第１チャンバーに入れ、第１チャンバーと第２チャ
ンバーの相対気圧を変更し、パッケージと穿孔器具を接触させ、これによりパッケージが
穿孔されてパッケージ内の固体物質、特に粒状物質がパッケージから試料用流体中へ入り
、試料用流体に懸濁または溶解して流体試料が得られる。次いでこの流体試料について工
程（ｉ）～（ｉｖ）の方法を実施し、それに含まれる微生物があれば検出される。
【００１８】
　したがって本発明によれば、パッケージの内容物を特定の微生物の存在について検査す
るための、下記の工程を含む方法が提供される：
　ａ）試料用流体を収容した第２チャンバーと穿孔器具により連絡した第１チャンバーに
パッケージを入れ；
　ｂ）パッケージと穿孔器具を接触させ、これによりパッケージ内の固体物質はいずれも
この穿孔器具を通って第２チャンバーの試料用流体中へ入り、流体試料を得ることができ
；そして
　ｃ）この流体試料について工程（ｉ）～（ｉｖ）の方法を実施する。
【００１９】
　この方法はさらに、第１チャンバー内の圧力が第２チャンバー内の圧力より高くなるよ
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うに第１チャンバーと第２チャンバーの相対気圧変更を行う工程を含む。これにより、第
１チャンバー内のパッケージから第２チャンバーへの固体物質、たとえば粒状物質の移動
を、促進または遂行できる。
【００２０】
　パッケージをこの装置から安全に取り出すことができるようにパッケージはセルフシー
ルパッドを備えていてもよく、これを穿孔器具と接触させる－パッケージを穿孔器具から
抜き取ると、パッドはセルフシールされ、固体がパッケージからそれ以上出るのが阻止さ
れ、装置からのパッケージ取出しが安全になる。
【００２１】
　穿孔器具は、パッケージを穿孔した際にシールが破れるようにシールされていてもよい
－この方法で第１チャンバーと第２チャンバーの間の圧力差を維持することができ、第２
チャンバー内の圧力は第１チャンバー内の圧力と対比して低い。あるいは、穿孔した後に
チャンバー内の圧力を変更することができる。穿孔器具はセルフシールであってもよい。
したがって本発明によれば、パッケージの内容物を特定の微生物の存在について検査する
ための方法であって、パッケージを第１チャンバーに入れ、パッケージが穿孔されてパッ
ケージ内の固体物質、特に粒状物質がパッケージから試料緩衝液（または特定の微生物を
懸濁または溶解できる他の溶液、流体または混合物）へ通過できるように、パッケージと
穿孔器具を接触させ、そして第１チャンバー内の気圧と対比して第２チャンバー内の気圧
を低下させ、これにより固体物質がパッケージから試料緩衝液中へ通過して試料緩衝液（
または特定の微生物を懸濁または溶解できる他の溶液、流体または混合物）に懸濁または
溶解する方法が提供される。
【００２２】
　あるいは、第１チャンバーと第２チャンバーの間に圧力差を設けず、二者間の固体物質
の移行をたとえば重力により行うのももちろん可能である。
　気体および固体を特定の微生物の存在について検査するこれらすべての場合、本発明は
迅速に精確な結果を与えるという明らかな利点をもつ。試料のアッセイに要する時間は、
相当する他のアッセイ法、たとえばＥＬＩＳＡおよびＰＣＲより何倍も短い。本発明を用
いた場合の一般的なアッセイ時間は１５分である。空気をサンプリングする場合、きわめ
て大容量の空気をフィルターに通すことができ（たとえば１０、２５、５０、１００、２
５０、５００、７５０、１０００、２５００、５０００、７５００または１００００リッ
トルの空気）、保持された粒状物質をきわめて短期間で検査することができる－この場合
もアッセイ時間は１５分が一般的である。したがってこれらの微生物検査方法によれば、
これまで示唆されていない方法で検査することができ、かつきわめて迅速に結果を得るこ
とができる。これはこれまで達成できなかったものである。
【００２３】
　流体試料を微生物の存在について検査する本発明は、たとえば炭疽菌抗体を特異的結合
対の第１メンバーとして用いて、流体試料を炭疽菌の存在について検査するのにももちろ
ん利用できる。
【００２４】
　炭疽菌の検査のほか、本発明は、生物戦争に用いられる可能性のある他のいかなる微生
物の検査にも利用できる。
　特異的結合対の第１メンバーと第２メンバーが結合できる条件下で、試料をフィルター
メンブレンに通す。特異的結合対の第２メンバー以外の部分が特異的結合対の第１メンバ
ーに結合する可能性を少なくすることが望ましいかまたは必要な場合、よりストリンジェ
ントな結合（”ストリンジェントハイブリダイゼーション”とも呼ばれる）条件を採用で
きる。たとえば温度またはｐＨを変更して、ストリンジェントハイブリダイゼーション条
件を得ることができる。適切なハイブリダイゼーション条件は特異的結合対のメンバーに
依存し、当業者に自明であろう。
【００２５】
　洗浄工程（ｉｉ）では、結合した特異的結合対がメンブレン内腔から洗い去られないこ
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とが必須なのは明らかである。したがって洗浄工程では、メンブレンに付着した特異的結
合対の第１メンバーに結合した特異的結合対の第２メンバー以外の濾過残渣を除去する。
もちろん、場合により特異的結合対がメンブレンから脱着して非結合濾過残渣と一緒にメ
ンブレン内腔から洗い去られる可能性もある。これが起きる場合もありうるが、特異的結
合対の第２メンバーに結合した特異的結合対の第１メンバーは実質的にすべて（すなわち
本質的にすべて）メンブレンに付着したままである。
【００２６】
　検出工程（ｉｉｉ）は多様な形態のいずれかをとることができる。たとえば、結合対ま
たは微生物に、標識プローブ、たとえば酵素を含む検出抗体を結合させることにより、特
異的結合対を検出できる（古典的な酵素イムノアッセイ、ＥＩＡ）。あるいはプローブが
放射性標識抗体または蛍光標識抗体であってもよい。他のプローブは当業者に自明であろ
う。
【００２７】
　あるいは、微生物を特異的結合対の第１メンバーから溶離（すなわち分離）し、別個の
検出工程を用いてもよい。たとえば、溶離した微生物を細胞溶解させ、放出されたＡＴＰ
があればそれをルシフェラーゼアッセイにより検出できる。あるいは微生物特異的抗体を
用いてもよく、または溶出物を一般的（または微生物特異的）栄養培地に接種し、微生物
コロニーの増殖を検出することができる。その微生物に特異的なオリゴヌクレオチドプロ
ーブを一般的ＰＣＲ試験に用いて溶出物を検査することもできる。
【００２８】
　本発明に利用できる広範な検出工程は、メンブレンに複数の特異的結合対の第１メンバ
ーが付着していてもよいことをも意味する。異なる第１メンバーを互いに混和してメンブ
レン全体に付着させてもよく、または特定の特異的結合対の第１メンバーをメンブレンの
特定位置に付着させてもよい。用いる検出工程は複数の特異的結合対を全般的に検出およ
び／または定量できるものであってもよく、選択した１以上の特異的結合対を検出および
／または定量できるものであってもよい。たとえば第１の特異的結合対の存在を第１の発
蛍光団により検出し、第２の特異的結合対の存在を放射性標識により、あるいは第１の発
蛍光団のものと識別できる励起および／または発光スペクトルをもつ第２の発蛍光団によ
り検出することができる。
【００２９】
　先行技術のデバイスは一般に、濾過した粒状物質を硬い”ビスケット（比較的強く圧縮
された高密度の粒状物質塊）”としてメンブレン表面に生成し、微生物その他の粒状物質
はメンブレンの気孔を閉塞し、気孔内に捕捉される。このビスケットは取り除きにくく、
微生物の存在を検査できるようにそれを処理するのは困難である。
【００３０】
　本発明デバイスの構造によれば、その後洗い去ることができる再懸濁可能な”ケーク”
が形成され、より低い圧力を濾過に際して使用できるため、緻密なビスケットの形成およ
び高圧使用の必要性が避けられる。高圧で操作すると細菌の溶解が起きる可能性があり、
このため不正確な結果が得られる。高圧により細菌が変形してメンブレンを通過し、不正
確な結果が得られる可能性もある。
【００３１】
　先行技術の濾過デバイスおよび方法には、ＧＥ　２１３５９０２、ＥＰ３０２９４９、
ＷＯ９４／００２２２、ＷＯ８４／０００１５、ＵＳ５８６３５０１、ＵＳ５８１４１７
９、ＵＳ４５０１７９３、特開平４－１３５４７８（ＷＰＩ　Ａｂｓｔｒａｃｔ　１９９
２－２０５００１）、特開昭６３－１０４６１５（ＷＰＩ　Ａｂｓｔｒａｃｔ　１９８８
－１６５５６６）、特開昭６３－０８８００７（ＷＰＩ　Ａｂｓｔｒａｃｔ　１９８８－
１４５０６０）および特開昭６１－１３３１０５（ＷＰＩ　Ａｂｓｔｒａｃｔ　１９８６
－２００９０８）がある。しかしこれらのいずれにも、本発明により達成できる結果を得
るのに必要なそれぞれの工程を含む本発明方法は開示または示唆されていない。特に、先
行技術にはより硬い”ビスケット”ではなく再懸濁可能な”ケーク”の形の濾過残渣を生
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成することは示唆されておらず、後続処理工程の一部として濾過残渣をメンブレンから洗
い去ることも先行技術には示唆されていない。
【００３２】
　たとえば特開昭６３－１０４６１５には、たとえばウイルスを流体から分離するための
デバイスが開示され、これは複数の中空セルロース繊維を含み、それらの一端は充填材に
埋め込まれて大気へ開放されており、他端はシールされている。しかしそれには具体的な
本発明方法もその利点も示唆されていない。他の濾過デバイスも知られている：たとえば
”ＣｕｌｔｕｒｅＧａｒｄ中空繊維フィルター”、Ｃｏｌｅ　Ｐａｒｍｅｒ（www.colepa
rmer.com）、製品コードＥＷ－２９５１０－５０。
【００３３】
　有利には、ポリプロピレン繊維メンブレンを使用できることが見いだされた（前記Ｃｏ
ｌｅ　Ｐａｒｍｅｒ製品はセルロース中空繊維メンブレンを使用）。
　特に、メンブレンを湿潤剤、たとえばイソプロパノール、および／または界面活性剤、
たとえばトゥイーン－２０（Ｔｗｅｅｎ－２０）で処理してそれらをより親水性にし、特
異的結合対の第１メンバーを付着しやすくすることができる。メンブレンに抗体を付着さ
せる前にメンブレンをイソプロパノールで処理することにわり達成される予想外に良好な
結果を後記に示す。たとえばメンブレンをトゥイーン－２０（一般に０．１％）および抗
体で処理する前にイソプロパノールに浸漬し、次いで自然乾燥させることができる。
【００３４】
　メンブレンを湿潤剤、たとえばアルコール類で前処理することにより、試料混合物がメ
ンブレンを通り抜ける速度が著しく高まることが見いだされた。これは特に、乾燥した処
理メンブレンと乾燥した未処理メンブレンを比較した場合に分かる。この流速上昇により
、微生物を溶解させずに、またはメンブレンを通過させずに、確実に採集できる。
【００３５】
　有用な界面活性剤には、非イオン界面活性剤、特にトゥイーン－２０、より具体的には
５％トゥイーン－２０溶液が含まれる。
　複数の中空繊維フィルターメンブレンを用いると、濾過を行える表面積も、単一の平坦
なメンブレンをもつ同様な全寸法（すなわちサイズ）の単一デバイスと比較して相対的に
大きくなる（一般に少なくとも３倍の大きさ）。これにより、比較的大容量の試料を細孔
の目詰まりが起きることなく濾過することも可能となる。これは、大量の粒状物質を含有
するため平坦なフィルターメンブレンを直ちに目詰まりさせる可能性のある混濁試料（た
とえばスタウト（ｓｔｏｕｔ））に特に有用である。
【００３６】
　フィルターメンブレン材料の性質そのものも重要であることが見いだされた－イソプロ
パノールで前処理した平均細孔直径０．２μｍをもつ市販のポリプロピレン中空繊維メン
ブレンは、たとえば同様に前処理した場合ですら、平均細孔直径０．２μｍをもつポリス
ルホンメンブレンよりはるかに高い流速を達成できることが見いだされた。したがって、
本発明の好ましい態様においては、中空繊維メンブレンはポリプロピレンメンブレンであ
る。もちろん他のメンブレン、特に類似の物理的特性、たとえば類似の平均細孔直径およ
びメンブレン単位表面積当たりの細孔面積をもつものも使用できる。これらには、同様な
ポリスルホン、酢酸セルロースおよびナイロンのメンブレンが含まれる。
【００３７】
　本発明に用いる中空繊維メンブレンは、０．２μｍの平均細孔直径をもつことができる
。
　本発明によれば、試料入口および複数の中空繊維フィルターメンブレンを含み、該メン
ブレンに特異的結合対の第１メンバーが付着しており、特定の微生物が特異的結合対の第
２メンバーを提示し、該メンブレンは第１末端と第２末端、内腔を定める外面と内面を有
し、各メンブレンの第１末端は開放して試料入口と連絡しており、各メンブレンの第２末
端を通る流れは制限され、このためメンブレンの第１末端と細孔を通る流れのみが生じ、
したがって試料入口からデバイス内へ通した試料混合物はメンブレンの細孔を通して濾過
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されて濾過残渣がメンブレンの内腔に残るデバイスも提供される。
【００３８】
　本発明の方法およびデバイスによる微生物検査の容易さのほか、さらに濾過速度が加わ
る－実施例の結果から分かるように、本発明によれば他のデバイスが必要とする時間のご
く一部で、しばしば少なくとも１０倍の迅速さで、ある容量の試料流体中の特定の微生物
を検出できる。
【００３９】
　本発明は、著しく混濁した混合物を濾過する場合ですら、その試料について一定の結果
を与えるという重要な利点も備えている－異なる一組の結果間で少なくとも９９％の一致
を容易に達成できる。これは、比較的不一致の可能性がある平坦なメンブレンを用いて得
た結果より優れている。
【００４０】
　本発明の種々の態様において、中空繊維メンブレンはポリプロピレンからなる。これは
タンパク質吸着能が低いため、多くの生物医学的用途に用いられている。ポリプロピレン
メンブレンに抗体そのほか特異的結合対のメンバーを付着させることは、これまで示唆さ
れていない。本発明は特に、前記のようにポリプロピレンメンブレンをイソプロパノール
で処理することにより、ＳＤＳおよびトゥイーン－２０などの界面活性剤で洗浄した場合
ですら、特異的結合対のメンバーがメンブレンに結合した状態を維持することを証明する
。これはこれまで示唆されていない。
【００４１】
　本発明は、添付の図面の幾つかの図を参照した以下の記載からさらに明らかになるであ
ろう。図面は例示のためにフィルターデバイスの１つを示すにすぎない。
　別途記載しない限り、操作はすべて、標準プロトコルを用い、適宜、製造業者の指示に
従って実施された。ＰＣＲ、分子クローニング、マニピュレーションと配列決定、抗体生
成、エピトープのマッピングとミモトープ（ｍｉｍｏｔｏｐｅ）の設計、細胞培養とファ
ージディスプレイなど種々の手法のための標準プロトコルが、下記の文献に記載されてい
る：ＭｃＰｈｅｒｓｏｎ，Ｍ．Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９１，ＰＣＲ：Ａ　ｐｒａｃｔ
ｉｃａｌ　ａｐｐｒｏａｃｈ，オックスフォード大学出版社，オックスフォード）、Ｓａ
ｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．（１９８９，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｌｏｎｉｎｇ：
ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ，ニューヨーク）、Ｈｕｙｎｈ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｅｓ（１９８５，
”ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｖｏｌ．Ｉ－Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ”
，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，オックスフォード，編者Ｄ．Ｍ．Ｇｌｏｖｅｒ）、Ｓａｎｇｅｒ
，Ｆ．，ｅｔ　ａｌ．（１９７７，ＰＮＡＳ　ＵＳＡ，７４（１２）：５４６３－５４６
７）、Ｈａｒｌｏｗ，Ｅ．　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ｄ．（”Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉ
ｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ”，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ
ｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，ニューヨーク，１９９８）、Ｊｕｎｇ，Ｇ．
　ａｎｄ　Ｂｅｃｋ－Ｓｉｃｋｉｎｇｅｒ，Ａ．Ｇ．（１９９２，Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ
．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇ．，３１：３６７－４８６）、Ｈａｒｒｉｓ，Ｍ．Ａ．　ａｎｄ
　Ｒａｅ，Ｉ．Ｆ．（”Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕ
ｌｔｕｒｅ”，１９９７，ケンブリッジ大学出版社，ＩＳＢＮ　０５２１　５７３６４５
）、”Ｐｈａｇｅ　Ｄｉｓｐｌａｙ　ｏｆ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ”（編者Ｋａｙ，Ｂ．Ｋ．，Ｗｉｎｔｅｒ
，Ｊ．，ａｎｄ　ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ，Ｊ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ社，１９
９６，ＩＳＢＮ　０－１２－４０２３８０－０）。
【００４２】
　特に本明細書に詳述する方法に有用な試薬および装置は、下記などから入手できる：Ａ
ｍｅｒｓｈａｍ（www.amersham.co.uk）、Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ（ww
w.boehringer-ingeltheim.com）、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ（www.clontech.com）、Ｇｅｎｏｓ
ｙｓ（www.genosys.com）、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ（www.millipore.com）、Ｎｏｖａｇｅｎ
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（www.novagen.com）、Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ（www.perkinelmer.com）、Ｐｈａｒｍ
ａｃｉａ（www.pharmacia.com）、Ｐｒｏｍｅｇａ（www.promega.com）、Ｑｕｉａｇｅｎ
（www.quiagen.com）、Ｓｉｇｍａ（www.sigma-aldrich.com）およびＳｔｒａｔａｇｅｎ
ｅ（www.stratagene.com）。
【００４３】
　”ＰＭＩＤ：”参照番号が刊行物に付記されている場合、これらは米国国立医学図書館
がそれらにあてがったＰｕｂＭｅｄ識別番号である。同図書館から各刊行物の完全な書籍
情報と抄録をwww.ncbi..nlm.nih.govで入手できる。特にたとえばＰＮＡＳ、ＪＢＣおよ
びＭＢＣ刊行物の場合、これによって完全な刊行物の電子コピーに直接アクセスすること
もできる。
【００４４】
　ラクトバシラス・ブレビス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｂｒｅｖｉｓ）に特異的な
抗原は当技術分野で周知である：たとえばＹａｓｕｉ　Ｔ．　ａｎｄ　Ｙｏｄａ　Ｋ．（
Ａｐｐｌ．Ｅｎｖｉｒｏｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，１９９７年１１月；６３（１１）：
４２５８－３３；ＰＭＩＤ：９３６１４３９）、Ｙａｓｕｉ　Ｔ．，Ｙｏｄａ　Ｋ．（Ｆ
ＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｌｅｔｔ．，１９９７年６月１５日；１５１（２）：１６
９－７６；ＰＭＩＤ：９２２８７５０）およびＳｈｉｍｏｈａｓｈｉ　Ｈ．，Ｋｏｄａｉ
ｒａ　Ｓ．，ａｎｄ　Ｓｕｅｇａｒａ　Ｎ．（Ｊｐｎ．Ｊ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，１９
７６年１０月；２０（５）：４０５－１３；ＰＭＩＤ：６２８６２）；抗ラクトバシラス
・ブレビス抗体も同様に周知である（たとえばＹｏｕｉｃｈｉ　Ｔｓｕｃｈｉｙａ，Ｙａ
ｓｕｋａｚｕ　Ｎａｋａｋｉｔａ，Ｊｕｎｊｉ　Ｗａｔａｒｉ，ａｎｄ　Ｋｅｎ　Ｓｈｉ
ｎｏｔｓｕｋａ，１９９９　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｏｆ　Ｂｒｅｗｉｎｇ
　Ｃｈｅｍｉｓｔｓ（ＡＳＢＣ）アリゾナ州フェニックス年会，６月１９～２３日，抄録
Ｏ－１７参照）。
【００４５】
　　抗体の調製
　高濃度溶液のラクトバシラス・ブレビス微生物を、室温で８％ホルムアルデヒド溶液２
～３時間の添加により殺した。１２０００ｒｐｍで１０分間の遠心により細胞ペレットを
得た。液体を除去し、細胞ペレットを洗浄し、無菌脱イオン水に再懸濁した。ホルムアル
デヒドの痕跡がすべて除かれるまで、この遠心と洗浄の操作を繰り返した。最終細胞ペレ
ット（免疫原）を０．５ｍｌのＰＢＳに再懸濁し、必要になるまで凍結保存した。この免
疫原を注射する前に、０．１２５ｍｌの免疫原を等部数のフロイント完全アジュバント（
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社、カタログ番号Ｆ５８８１）で希釈した。これにより初回
注射を行った。その後、免疫原を等部数のフロイント不完全アジュバント（Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ社、カタログ番号Ｆ５５０６）で希釈したもので３回のブースター注射を
行った。再懸濁した抗原調製物の試料を同様に平板培養および計数により検査し、生存可
能な細胞が残存しないことを確認した。
【００４６】
　プロテインＡアフィニティークロマトグラフィー（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社が供
給、カタログ番号ＰＵＲＥ－１Ａ）により、血清から免疫グロブリンを精製する。
　　中空繊維メンブレンの前処理
　公称孔径０．２ミクロン、長さ５５ｃｍの中空繊維ポリプロピレンメンブレン（Ｍｅｍ
ｂｒａｎａ，ドイツ国ウッペルタール；カタログ番号ＰＰ　Ｑ３／２）をイソプロパノー
ルに一夜浸漬した。次いでメンブレンを乾燥させ、続いてトゥイーン－２０（５％）に２
０分間浸漬し、次いで乾燥させた。
【００４７】
　　中空繊維メンブレンの調製
　前処理した一定長さの中空繊維メンブレン（前記）３５本の一端を束ね合わせた。紫外
線硬化性接着剤をメンブレンのごく一部に付与し、付与した後、５ｍｍのカラーを接着領
域上に滑り込ませた。次いで接着剤が硬化するまで（４５秒）紫外線を照射した。すべて
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のメンブレンを検査して、メンブレン内腔が完全に開放していることを確認した。次いで
注射器フィッティング付きキャップをカラーに取り付け、紫外線硬化性接着剤で固定した
。
【００４８】
　抗ラクトバシラス・ブレビス抗体の１：１０，０００希釈液５ｍｌ（０．１Ｍ炭酸／炭
酸水素塩緩衝液（Ｓｉｇｍａ、カタログ番号Ｃ３０４１）中に希釈）を注射器に入れ、メ
ンブレンのキャップに取り付けた。メンブレン内腔が溶液で濡れるように、メンブレンの
他端を鉗子で閉じて溶液を装入した。メンブレンの外面に溶液が見えた時点で装入を停止
した。これはメンブレンの全面が溶液で覆われたことを示す。次いでメンブレンをハイブ
リダイゼーションチューブ内にシールし、室温で１５分間インキュベートした。
【００４９】
　次いで、メンブレン内腔に空気を通し、続いて０．１％トゥイーン－２０を含有するリ
ン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）（１回当たり約５０ｍｌ）を数回装入して内腔を洗浄す
ることにより、結合していない抗体を除去した。次いで、被覆したメンブレンを完全に自
然乾燥させた。
【００５０】
　　中空繊維メンブレンの検査
　イソプロパノールによる前処理がポリプロピレン中空繊維メンブレンへの抗体付着に及
ぼす効果を証明するために、２種類のチューブを作成した（図３参照）。一方（チューブ
Ａ、３００）は、炭酸／炭酸水素塩緩衝液に一夜浸漬した後、ＨＲＰ（西洋ワサビペルオ
キシダーゼ、Ｄａｋｏ）に結合したブタ抗体に６０分間浸漬したポリプロピレン中空繊維
メンブレン３０１を収容していた。他方のチューブ（チューブＢ、３１０）は、イソプロ
パノールに一夜浸漬した後、ＨＲＰ（西洋ワサビペルオキシダーゼ、Ｄａｋｏ）に結合し
たブタ抗体に６０分間浸漬したポリプロピレン中空繊維メンブレン３１１を収容していた
。次いで、０．１％トゥイーン－２０を含有する緩衝液中に両メンブレン３０１、３１１
を保持し、十分に洗浄した。
【００５１】
　抗体付着度を測定するために、１．５ｍｌのＨＲＰ基質を入れた２個のガラスバイアル
（図示されていない）それぞれに２滴のＴＭＢ（テトラメチルベンザジン）色原体試薬を
装入し、各メンブレン３０１、３１１をバイアルの１つに浸漬し、抗体の存在を示す色の
変化を発現させる。
【００５２】
　結果を図３に示す。メンブレン３１０、３１１の濃いパッチはＨＲＰにより起きた色の
変化、すなわちメンブレンへの抗体付着を示す。メンブレン３１１の方がメンブレン３１
０より実質的に色が濃い。これは、より多量の抗体がそれに付着していることを示す。
【００５３】
　　結合の定量
　中空繊維メンブレンに付着した抗体への微生物の結合を定量するために、既知濃度のラ
クトバシラス・ブレビスを含有する試料１００ｍｌをフィルターデバイスに通し、０．１
％トゥイーン－２０中のＰＢＳ（前記）で洗浄して結合していない微生物を除去し、結合
した微生物を緩衝液（一般に０．１Ｍクエン酸、ｐＨ３．０）で溶離する。次いで溶出微
生物を微生物用平板培地に接種して、捕獲レベルを測定する。
【００５４】
　　結合の特異性
　メンブレンの特異性を証明するために、既知濃度の混合微生物を含有する溶液１００ｍ
ｌをフィルターに装入し、前記操作を実施する。ターゲット微生物、すなわちラクトバシ
ラス・ブレビスのみが、微生物用平板培地上に検出される。溶離前に、他の微生物はすべ
てメンブレンから洗い去られていた。
【００５５】
　　フィルターデバイス
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　フィルターデバイス１００は、ルアーロック（Ｌｕｅｒ　ｌｏｃｋ）フィッティング２
１を備えた試料入口２０を含む。この入口は、３５本の平均細孔直径０．２μｍをもつ中
空ポリプロピレン繊維メンブレン３０と連絡している。試料入口２０において、メンブレ
ン３０の第１末端は紫外線硬化性接着剤に埋め込まれ、これによりメンブレンは適所に保
持され、かつ試料入口２０と連絡している。出口１１０において、メンブレン３０の第２
末端は紫外線硬化性接着剤に埋め込まれ、これによりメンブレンは適所に保持され、かつ
試料出口１１０と連絡している。出口はプラグ１２０で閉じられ、これによりメンブレン
３０の第２末端を通る流れは制限される。メンブレン３０は前記”中空繊維メンブレンの
調製”のセクションの記載に従って調製された。
【００５６】
　使用する際には、工程Ｉにおいて１００ｍｌ容量のラガー６０を蠕動ポンプ１３０によ
りチューブ１４０を通して１００ｍｌ／分の速度でデバイス１００に送入する（メンブレ
ンの表面積を調整するだけで、デバイス１００により濾過するラガーなどの試料の容量を
、たとえば１０００ｍｌ以上にまで増加させることができる）。デバイス１００がラガー
６０で満たされるのに伴って、出口１１０を閉鎖しているプラグ１２０のため、デバイス
１００からの唯一の出口はメンブレン３０の細孔となる。したがってラガー６０はメンブ
レン３０を通して濾過され、濾液は廃液採集容器１５０に採集され、廃棄される。
【００５７】
　工程ＩＩにおいて、プラグ１２０を取り除き、チューブ１４０を通して５０ｍｌの洗浄
緩衝液１６０（０．０１％トゥイーン－２０を含有するリン酸緩衝化生理食塩水からなる
）を送入し、メンブレン３０の内腔に沿って通過させ（すなわちメンブレン３０の細孔を
通してではなく）、廃液容器１５０に採集し、廃棄する。洗浄緩衝液１６０がデバイス１
００を通過し終えると、空気をチューブ１４０およびメンブレン３０に送入してメンブレ
ン３０から余分な流体を排除するために、さらに１０秒間、ポンプ１３０を作動させてお
く。次いでポンプ１４０を停止し、デバイス１００をチューブ１４０およびポンプ１３０
から分離する。
【００５８】
　工程ＩＩＩにおいて、次いで０．５ｍｌの溶離緩衝液１６１（０．２Ｍ　ＮａＯＨを含
む細胞溶解緩衝液）を入れた１ｍｌの無菌注射器を試料入口２０に取り付け、注射器５０
のプランジャー５５を完全に押し込んで、溶離緩衝液１６１をメンブレン３０に吹き込む
。次いでプランジャー５５を引き戻し、メンブレン３０の内腔から溶離緩衝液１６１を抜
き出す。これをさらに２回繰り返して、結合した微生物をすべて確実に溶解させる。次い
でプランジャー５５を完全に押し込んで、溶離緩衝液１６１を１．５ｍｌの無菌試験管１
７０内へ排出する。
【００５９】
　工程ＩＶにおいて、等容量の中和緩衝液（０．２Ｍリン酸トリス）を試験管１７０に添
加し、試験管１７０に蓋をし、試験管１７０を２～３回反転させることにより内容物を混
合する。
【００６０】
　最後に工程Ｖにおいて、Ｂｉｏｔｒａｃｅ　ＵｎｉｌｉｔｅルミノメーターおよびＳｉ
ｇｍａ　Ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ試薬を用いて試料のＡＴＰアッセイを実施する
。
【００６１】
　ＰＣＲおよび平板培養など広範な微生物検出方法を採用でき、したがって工程ＩＩＩ～
Ｖを適宜変更できることは、明らかである。たとえば溶離工程ＩＩＩは、０．１Ｍクエン
酸（ｐＨ３．０）を用いて実施し、全微生物を溶解せずに試験管１７０内へ溶離すること
ができる。
【００６２】
　　ＡＴＰアッセイ
　微生物汚染を検出するための最も一般的かつ迅速な方法は、細胞性ＡＴＰの測定である
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。これには、細胞内に存在するＡＴＰを放出させるために細胞膜／壁を破壊する（細胞溶
解）必要がある。次いで、放出されたＡＴＰは基質（ルシフェリン）とＡＴＰを多数の生
成物（光を含む）に変換する酵素反応により測定することができる。次いで標準的ルミノ
メーターにより光の量を測定できる。多数のＡＴＰアッセイ系が市販されている。ただし
、完全に細胞溶解し、したがってすべての細胞性ＡＴＰを放出する能力は、微生物株に依
存する。
【００６３】
　　第２濾過デバイス（図２）に示す濾過デバイスの構築：
　装置：
　１．　平均細孔直径０．２μｍのポリプロピレン中空繊維メンブレン（５％トゥイーン
－２０で前処理）；
　２．　ハンドヘルドアプリケーターおよびフットスイッチを含むＬｏｃｔｉｔｅ（ＲＴ
Ｍ）２１半自動制御器；圧力を０．２バールに、ディジタル出力を３５．０に設定；
　３．　Ｂｏｎｄｍａｔｉｃ　８５０紫外線源；タイマーを４０秒に設定；
　４．　内径７．０ｍｍ、外径１２．４ｍｍのカラー（図２、２００）（ポリカーボネー
トロッド）；
　５．　２ｍｍのポリマーポリプロピレンで作成したＹ形末端キャップ（図２、２１０）
；カラーを受けるための広い末端（内径１２．４ｍｍ）と、ルアー注射器ノズルに接続す
るための狭い末端（内径４．１ｍｍ）をもつ；
　下記に従って濾過デバイスを作成した：
　１．　すべての作業面をＩＰＡ（イソプロピルアルコール）で清浄にする；
　２．　適宜な本数の長いポリプロピレン中空繊維メンブレンからなる束をとり、束の周
りに複数のカラーを配置する；
　３．　中空繊維メンブレンの束の末端から約３０ｍｍの位置で、接着剤がメンブレンの
束に浸透するようにメンブレンの束の中心に接着剤アプリケーターのノズルを配置して接
着剤を付与し、接着剤がその領域のメンブレンすべてに付与されるようにノズルを操作す
る。その位置の束の外側にさらに接着剤を付与する。次いでカラーが接着剤に接触するよ
うに、カラーをその位置においてメンブレン上で滑り回転させる；
　４．　束の接着剤被覆部分を紫外線源下に置いて、接着剤を硬化させる；
　５．　先のカラーから束に沿って約３０ｍｍの位置に、工程３（前記）に詳述したよう
に接着剤を付与する。第１カラー、次いで第２カラーを互いに接触するように接着剤上で
滑り回転させ、次いでそれらを１～２ｍｍ離し、工程４を繰り返す；
　６．　メンブレンの長さ全体にカラーが適所に配置されるまで工程５を繰り返す；
　７．　１対のカラーの間の１～２ｍｍの隙間で繊維を切断すると、繊維の各末端が開放
内腔をもち、各末端の外側がカラーでシールされた、複数の中空繊維デバイスが得られる
；
　８．　これらのデバイスの１つおよび１対の末端キャップをとり、ｌｏｃｔｉｔｅ下塗
剤７７０を末端キャップの内側リムおよびデバイスカラーの外側に付与する。約１分間放
置し、次いでＬｏｃｔｉｔｅ速硬性接着剤４０３を各カラーの外側に付与し、末端キャッ
プをカラー上に接着するまで強く押し付ける。
【００６４】
　前記のように、本発明のデバイスおよび方法を用いて得られる結果は、大容量の試料液
から少数の微生物を簡単、迅速かつ精確に検出できることを示す。
　図４に示すように、フィルターデバイス５００は、フィルター本体５２０に収容された
長さ４０ｍｍの中空繊維ポリプロピレンメンブレン５１０を２０本含む。メンブレン５１
０はそれぞれ本体５２０の溝内に隔離され、各末端が接着剤５３０で適所に保持されてい
る。接着剤はメンブレン５１０の外側に配置され、メンブレン５１０の内腔または末端に
進入することはない。スナップ嵌め末端キャップ５４０は、チューブ５４１に対するコネ
クターを備え、したがって試料タンクからデバイス５００へ試料を直接供給することがで
きる。スナップ嵌め末端キャップ５５０は、チューブ（図示されていない）に対するコネ
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クターを備えたホイルシールキャップからなる。これは、ホイルシールが無傷の場合、流
体がデバイス５００から流出する唯一の経路はメンブレン５１０を通した濾過であること
を意味する。たとえば注射器５５１でホイルシールを穿刺すると、濾過以外の流れを起こ
すことができる。これは、メンブレン５１０に付着した抗体に結合していない微生物の洗
浄除去が可能であることを意味する。
【００６５】
　デバイス５００の外側本体５２０にも口５６０が含まれる。これに真空装置を接続して
、メンブレン５１０による濾過をさらに促進できる。
　中空繊維メンブレンに接着剤を付与する前記工程を簡略化するために、紫外線硬化性接
着剤とアプリケーター（たとえば注射器）（これはメンブレンと接触させる必要があり、
汚染を生じる可能性がある）を用いるのではなく、代わりにグルー（たとえばエポキシ樹
脂）と遠心機の組合わせを用いる。すなわち、中空繊維メンブレンの束をエポキシ樹脂と
共にポットに入れ、遠心することにより（たとえば７５０ｒｐｍで）、中空繊維メンブレ
ン束の一端の周囲のみにエポキシ樹脂のシールを形成することができる。樹脂が硬化する
まで遠心を続ける。
【００６６】
　次いでメンブレンの束を逆転させてこの操作を繰り返すことにより、メンブレンの他端
をシールする。たとえばベーキングにより接着剤を追加硬化させることができる。接着剤
およびメンブレンがたとえば遠心機に粘着するのを防ぐために、部品を剥離剤、たとえば
Ｐｒｏｍｏｌ　Ｋ５０２で拭うことにより前処理できる。
【００６７】
　次いで、シールしたメンブレン末端をエポキシ樹脂プラグを通して切断することにより
、各末端がエポキシ樹脂プラグ中にあって閉鎖していない中空繊維メンブレンの束が得ら
れる。次いでこれを紫外線硬化性接着剤を用いて作成した束と同様に使用できる。
【００６８】
　有用なエポキシ樹脂の例は、Ｐｕｒ　Ｓｙｓｔｅｍ接着剤７２５ＡおよびＰｕｒ　Ｓｙ
ｓｔｅｍ接着剤７２５ＢＦである。
【図面の簡単な説明】
【００６９】
【図１】本発明による第１デバイス、および微生物の検出におけるその使用を示す。
【図２】図１のデバイスの末端キャップの断面図およびカラーの上面図を示す。
【図３】抗体が付着したポリプロピレンメンブレンの写真を示す。一方のメンブレン（チ
ューブＡ、左）は炭酸／炭酸水素塩緩衝液に一夜浸漬することにより前処理したもの、他
方（チューブＢ、右）はイソプロパノールに一夜浸漬することにより前処理したもの。
【図４】本発明に用いる他の態様のフィルターデバイスを示す。
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