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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　予め培養した微生物を含まない溶液または懸濁液にて微生物の検出および／または半定
量および／または定量を行うためのプロセスであって、以下の工程：
（ａ）微生物を含有することが疑われるサンプルを、
　（ｉ）少なくとも１つの型の常磁性粒子を含むｐＨ緩衝化懸濁物であって、該常磁性粒
子は、測定されるべき微生物に特異的な捕捉抗体がその表面に結合されている、ｐＨ緩衝
化懸濁物；および
　（ｉｉ）上記抗体によって占有されていない上記磁性粒子の表面に対する、過剰量の、
少なくとも１つの型のブロッキング剤分子
とともに混合する工程；
（ｂ）得られた混合物を所定の時間にわたって、微生物－磁性粒子の複合体を形成するに
適切な条件下にてインキュベートする工程；
（ｃ）形成した微生物－磁性粒子の複合体の分離および濃縮のために磁場をかけ、引き続
いて上清を回収する工程；
（ｄ）ｐＨ緩衝化溶液中にて上記微生物－磁性粒子の複合体を再懸濁する工程であって、
該溶液は、過剰量の、少なくとも１つの型のブロッキング分子、およびマーカー（酵素）
で標識された読取り抗体を含んでいる、工程；
（ｅ）得られた混合物を所定の時間にわたってインキュベートして、標識された抗体－微
生物－磁性粒子の複合体を形成する工程；
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（ｆ）形成した上記標識された抗体－微生物－磁性粒子の複合体の分離および濃縮のため
に磁場をかけ、引き続いて上清を回収する工程；
（ｇ）上記粒子を洗浄して剰余量の読取り抗体を除去し、引き続いて上清を回収する工程
；
（ｈ）液体媒体中で、形成した上記標識された抗体－微生物－磁性粒子の複合体を、再懸
濁する工程であって、該液体媒体は、
　マーカーとして作用する酵素によって発色させるために必要な基質；
　結合したブロッキング分子に向けてシフトした吸収平衡を維持し得る濃度でのブロッキ
ング剤；および
　１つまたは数個の上記基質と競合する内因性の微生物の酵素に対して特異的であって、
５０ｍＭの濃度を有するリン酸－クエン酸緩衝液中の０．０１％の濃度のアジ化ナトリウ
ムおよびトリアゾールからなる群より選択される阻害剤、ならびに、過酸化水素および過
酸化尿素からなる群より選択される前記読取り抗体に結合した酵素に対する基質
を同時に含んでいる、工程；
（ｉ）得られた混合物を所定の時間にわたってインキュベートしてシグナルを発生させる
工程；
（ｊ）上記標識された抗体－微生物－磁性粒子の複合体が形成した結果として生じたシグ
ナルを検出および定量し、該シグナルを目的の微生物の存在および定量と関連付ける工程
、を含んでおり、
　用いられる前記ブロッキング分子は、０．１～１０％濃度のウシ血清アルブミン（ＢＳ
Ａ）であることを特徴とする、プロセス。
【請求項２】
　前記サンプルが、周囲環境に由来するもの、食品に由来するもの、または生物学的流体
から得られたものである、微生物の検出および／または半定量および／または定量を行う
ための、請求項１に記載のプロセス。
【請求項３】
　前記微生物が、微小な原核生物、または微小な真核生物である、微生物の検出および／
または半定量および／または定量を行うための、請求項１または２に記載のプロセス。
【請求項４】
　前記微生物が細菌である、微生物の検出および／または半定量および／または定量を行
うための、請求項３に記載のプロセス。
【請求項５】
　前記微生物が、病原菌の群に属する、微生物の検出および／または半定量および／また
は定量を行うための、請求項４に記載のプロセス。
【請求項６】
　目的の微生物を読取りおよび／または捕捉する抗体がモノクローナル抗体またはポリク
ローナル抗体である、微生物の検出および／または半定量および／または定量を行うため
の、請求項１～５のいずれか１項に記載のプロセス。
【請求項７】
　前記磁性粒子が球体であり、その直径が０．５μｍ～２μｍの範囲内である、微生物の
検出および／または半定量および／または定量を行うための、請求項１～６のいずれか１
項に記載のプロセス。
【請求項８】
　前記磁性粒子が化学的に、－ＮＨ２基、－ＣＯＯＨ基または－ＯＨ基で機能化されてお
り、微生物の検出を行うための、請求項１～７のいずれか１項に記載のプロセス。
【請求項９】
　非特異的な吸着を持続的に防止した同一の支持体の上に、多量の同一サンプルを用いる
および／または同一サンプルを連続的にロードすることによって感度が増加される、微生
物の検出および／または半定量および／または定量を行うための、請求項１～８のいずれ
か１項に記載のプロセス。
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【請求項１０】
　検出感度が１ｍＬあたり１個の細胞である、微生物の検出および／または半定量および
／または定量を行うための、請求項１～９のいずれか１項に記載のプロセス。
【請求項１１】
　１時間以内で結果が得られる、微生物の検出および／または半定量および／または定量
を行うための、請求項１～１０のいずれか１項に記載のプロセス。
【請求項１２】
　請求項１～１１のいずれか１項に記載のプロセスを実行するためのキットであって、
　インサイチュでの分析に手動で用いるための再利用可能なポータブル器具、および
　該分析を行うための、反応性の媒体または組成物
を備え、
　これらの全てが冷却プレートを組み込んだ容器内に配置されており、
　前記反応性の媒体または組成物は、
　アジ化ナトリウムおよびトリアゾールからなる群より選択される、内因性の微生物の酵
素に対して特異的な酵素阻害剤、ならびに、過酸化水素および過酸化尿素からなる群より
選択される前記読取り抗体に結合した酵素に対する基質を含んでおり、
　前記反応性の媒体または組成物が、
（ａ）液体培地中に免疫磁性粒子の懸濁液を含んでいる、目的の微生物を捕捉するための
組成物であって、
　該免疫磁性粒子が、その表面上に共有結合によって捕捉抗体を固定化しており、該抗体
によって占められていない表面に非共有結合によって結合したブロッキング剤を有してお
り、
　該液体培地が、（ｉ）該ブロッキング剤と同一のもの、（ｉｉ）キレート剤、（ｉｉｉ
）界面活性剤、（ｉｖ）殺生剤、および（ｖ）静菌剤、を溶液中に含んでおり、かつ、９
０ｍＭ～５００ｍＭの間の濃度を有するリン酸緩衝化溶液に相当する高いイオン強度を有
している、組成物；
（ｂ）マーカーとして作用する酵素と複合体化した読取り抗体を含んでいる、目的の微生
物に対する標識組成物であって、
　（ｉ）ブロッキング剤、（ｉｉ）前記読取り抗体に結合した酵素において競合し得る、
微生物中に存在する酵素の活性の阻害剤、を溶液中に含んでおり、かつ、３０ｍＭ～９０
ｍＭの間の濃度を有するリン酸緩衝化溶液に相当する中程度のイオン強度を有している、
組成物；
（ｃ）読取り反応の発色に必要な酸化可能な基質を、リン酸二ナトリウムの弱塩を含む溶
液中に含んでいる、目的の微生物に対する読取り組成物であって、該基質の自己酸化を低
減させるための、組成物；
（ｄ）読取り反応の発色に必要な酸化基質をリン酸－クエン酸緩衝化溶液中に含んでいる
、目的の微生物に対する読取り組成物；
（ｅ）強酸または強塩基を含んでいる、該読取り反応を停止させる停止組成物；
（ｆ）ブロッキング剤、界面活性剤および静菌剤を含んでいる、免疫磁性粒子を洗浄する
ための組成物であって、５ｍＭ～３０ｍＭの間の濃度を有するリン酸緩衝化溶液に相当す
る低度のイオン強度を有している、組成物
であり、
前記ブロッキング分子は、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）であることを特徴とする、キッ
ト。
【請求項１３】
　前記器具が、
　少なくとも２つのキュベット、および磁石を有する支持体、ならびに
　結果の解釈を補正するためのカラーチャート
を備えている、請求項１２に記載のキット。
【請求項１４】
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　前記（ａ）のイオン強度が、１００ｍＭ～２００ｍＭの間の濃度を有するリン酸ナトリ
ウム緩衝液に相当し、
　前記（ｂ）のイオン強度が、５０ｍＭかつｐＨ６．０のリン酸－クエン酸緩衝液に相当
し、
　前記（ｄ）のリン酸－クエン酸緩衝液が、ｐＨ６．０および５０ｍＭの濃度を有し、
　前記（ｅ）の強酸または強塩基の濃度が、１Ｍ～５Ｍの間であり、
　前記（ｆ）のイオン強度が、ｐＨ７．０かつ２０ｍＭ～３０ｍＭの濃度のリン酸ナトリ
ウム緩衝液に相当する、請求項１３に記載のキット。
【請求項１５】
　請求項１２～１４のいずれか１項に記載のキットであって、
　競合的な微生物の酵素に対する前記阻害剤が、アジ化ナトリウムおよびトリアゾールよ
り選択され、かつ、前記読取り抗体に結合した酵素に対する基質が、過酸化水素および過
酸化尿素より選択され、
　前記酸化可能な基質が、オルソ－フェニレンジアミン、２，２’－アジノ－ビス（３－
エチルベンゾアソリン－６－スルホン酸）、および５－アミノサリチル酸より選択され、
　前記強酸が、塩酸、硝酸および硫酸より選択され、
　前記強塩基が、水酸化カリウムおよび水酸化ナトリウムより選択され、
　前記弱塩が、リン酸二カリウムまたはリン酸二ナトリウムであり、
　前記キレート剤が、２，２’－ビピリジル，ジメルカプトプロパノール，エチレンジア
ミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、エチレンジオキシ－ジエチレン－ジニトリロ－四酢酸、エチレ
ン－グリコール－ビス－（２－アミノエチル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－四酢酸（ＥＧＴＡ
）、ニトリロ三酢酸（ＮＴＡ）、オルソ－フェナントロリン、サリチル酸およびトリエタ
ノールアミン（ＴＥＡ）より選択され、
　前記界面活性剤が、非イオン性界面活性剤が、ポリエトキシル化されたアルキルフェノ
ール、ポリエトキシル化された脂肪アルコール、ポリエトキシル化された脂肪酸、アルカ
ノールアミン、または縮合物、およびソルビタンモノラウレート（Ｔｗｅｅｎ　２０）か
らなる群より選択され、
　前記静菌剤が、ｐ－ニトロフェニル－ジ－クロロアセトアミドプロパンジオール（クロ
ラムフェニコール）、スルファニルアミド、２，４－ジアミノ－５－（３，４，５－トリ
メトキシベンジル）ピリミジン（トリメトプリム）、および2-（エチルメルクリオメルカ
プト）安息香酸のナトリウム塩（チメロサール）より選択され、
　前記殺生剤が、ストレプトマイシン、ネオマイシン、ゲンタマイシン、カナマイシン、
およびアジ化ナトリウムより選択される、キット。
【請求項１６】
　請求項１２～１５のいずれか１項に記載のキットであって、
　（ａ）目的の微生物を捕捉するための組成物において、懸濁液中にて、前記免疫磁性粒
子が、球体であり、０．８μｍ～１．１μｍの平均直径を有しており、前記捕捉抗体が、
該粒子の表面に共有結合しているモノクローナルまたはポリクローナルの抗レジオネラ抗
体であり、前記ブロッキング剤が、１０％濃度のウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）であり、
前記キレート剤が０．１％エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）であり、前記界面活性剤
が１％ソルビタンモノラウレートであり、前記殺生剤が０．１％濃度のアジ化ナトリウム
であり、前記静菌剤が０．０１％濃度のチメロサールであり、これらの全てが、１５０ｍ
Ｍの濃度のリン酸緩衝化溶液（ｐＨ７．０）中に存在し、該組成物が１／１０の割合でサ
ンプル中に混合され、
　（ｂ）前記読取り抗体が、ペルオキシダーゼ複合体化抗レジオネラ抗体である、目的の
微生物に対する標識組成物において、（ｉ）前記ブロッキング剤が０．１％ウシ血清アル
ブミン（ＢＳＡ）であり、（ｉｉ）前記読取り抗体に結合した酵素において競合し得る、
微生物中に存在する酵素の活性の阻害剤が、５０ｍＭの濃度のリン酸－クエン酸溶液（ｐ
Ｈ６．０）中の０．０１％トリアゾールであり、該標識組成物がこれらを含んでいる溶液
であり、
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　（ｃ）目的の微生物に対する読取り組成物において、読取り反応の発色に必要な酸化可
能な基質が、０．１％　５－アミノサリチル酸、および前記弱塩が該基質の自己酸化を低
減させるための０．１Ｍの濃度のリン酸二ナトリウム（ｐＨが７．５～８．０の間）であ
り、
　（ｄ）目的の微生物に対する読取り組成物において、読取り反応の発色に必要な酸化基
質が、５０ｍＭの濃度のリン酸－クレン酸緩衝化溶液（ｐＨ６．０）中の、過酸化水素ま
たは過酸化尿素であり、
　（ｅ）該読取り反応を停止する停止組成物において、前記強酸が５Ｍ塩酸または１Ｍ硫
酸であり、前記強塩基が３Ｍ水酸化ナトリウムであり、
　（ｆ）前記免疫磁性粒子を洗浄するための組成物において、前記ブロッキング剤が０．
１％ウシ血清アルブミンであり、前記界面活性剤が２５ｍＭの濃度のリン酸緩衝化溶液（
ｐＨ７．０）中での０．０１％チメロサールである、キット。
 
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　〔技術分野〕
　本発明は、免疫磁性粒子を用いた、溶液または懸濁液中の生きた微生物の、迅速な検出
、半定量および定量を行うためのプロセスに関し、このプロセスは、微生物の培養を通じ
て予め富化することを必要としない。本発明はまた、上記プロセスを実施するためのキッ
ト、および自動化したバイオセンサ装置によって検出された微生物の定量に関する。
【０００２】
　〔背景技術〕
　微生物の夾雑は、ヒトおよび周囲環境の健康についての深刻な要因であり、ヘルスケア
および予防に対するその効果に起因するだけでなく、長期にわたるその経済的な影響にも
起因する（Hutton G, Bartram J, “Global costs of attaining the Millennium Develo
pment Goal for water supply and sanitation”, Bulletin of the World Health Organ
ization, 86(1): 13-9, 2008）。細菌、ウイルス、酵母および原虫は、非常に多くの疾患
の原因因子である。
【０００３】
　これらの感染性の微生物は、キャリアとして機能する支持体を介してその宿主に到達し
、宿主の体内にて確率され、損傷を引き起こす、生物学的な因子である。本発明に従えば
、微生物は、原核生物の微生物でも真核生物の微生物でもあるが、ウイルスを含まない。
【０００４】
　細菌は、基本的には、病原性細菌として知られるもの（例えば、腸内細菌科、ビブリオ
科、バチルス属、大腸菌属、連鎖球菌属、シュードモナス属、サルモネラ属、レジオネラ
、エンテロバクター属など）を含む。
【０００５】
　細菌は、種々の方法によって、特に食品（例えばサルモネラ）、夾雑した飲料（例えば
大腸菌）、大気中からの水滴（例えばレジオネラ）を介して、脊椎動物へ伝播し得る。よ
って、病院およびホテル、公共の建物（例えば学校）、スイミングプール、体育館、保養
所、スパなどにおける冷却塔、水路のような場所では、細菌が存在しないことが、定期的
にチェックされなければならない。本発明のプロセスは、一般に病原性細菌に適用される
。
【０００６】
　上述した支持体は感染性の微生物を含み得る。これは、その増殖を可能にするに十分な
時間にわたって損傷または疾患を引き起こす。その結果、たった２～３時間または２～３
日間の間に感染可能な濃度に到達し、宿主に損傷を引き起こす可能性が極めて高い。
【０００７】
　関連する周囲環境および健康上のリスクの正確な予防達成するために、病原性の生物学
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的因子が宿主に到達するためのキャリアとして機能する上述した支持体において、病原性
の生物学的因子の存在および濃縮を検出する必要があるということは自明である。特に、
迅速に結果を得ることおよび生物学的因子の存在および濃縮を測定するためのプロセスを
単純化することは、効果的な予防および制御された戦略を規定するための基本的な２つの
論点を可能にする：（１）個人適用を容易にする安くて手頃な価格によって分析頻度を増
加させる；および（２）感染可能な濃度が長時間にわたって維持されることを避けて、疾
患に罹患する可能性を最小化するために、インサイチュでの分析を短時間で行い、補正測
定を適切に適用することを可能にすること。このことは、日常のモニタリングでの分析
および危険環境の操作の統合を可能にする。
【０００８】
　微生物を検出および算出する従来の方法は、時間を要旨かつ複雑であるので、数回の操
作工程を行うために習熟者を要する（Noble RT, Weisberg SB. “A review of technolog
ies for rapid detection of bacterium in recreational waters”. Journal of Water 
and Health, 3(4):381-92, 2005 ; Gracias KS., McKillip JL., “A review of convent
ional detection and enumeration processes for pathogenic bacterium in food”, Ca
nadian Journal of Microbiology, 50(11):883-90, 2004; Rompre A., Servais P., Baud
arts J., de-Roubin MR., Laurent P., “Detection and enumeration of coliforms in 
drinking water: current processes and emerging approaches”, Journal of Microbio
logical Processes, 49(1):31-54, 2002）。標準的な方法は、特定の培養条件下で増殖し
た細菌のコロニーを単離する工程および計数する工程を包含する。これはまた、中でも、
微生物に関連するリスクを正確に防止するために、以下のような重大な制限を有している
：（１）サンプル中で測定されるべき微生物の濃度が低い可能性があること、さらに他の
異なる微生物が付随し得ること。その結果として、微生物からなる群より選択されるを培
養培地に播種する前に分離することが必要になり得る。さもなければ、上記微生物群は、
培養培地中で都合よく競合し得、測定されるべき微生物の増殖をマスクするか防止するま
で増殖し得る；および、（２）その数を得るまでのサンプリングに要する時間は、二重に
されるべき微生物に必要な時間よりも一般的に長く、数時間までであり、いくつかの場合
において、数日間または数週間までである。この時間は、その微生物が感染可能な濃度に
達するに必要な時間よりも顕著に長い。よって、サンプル中の微生物の、短時間（例えば
約１時間）での検出を可能にすることが必要である。
【０００９】
　このような制限は、他の代替法の開発を促進する。特に、認識生物分子（例えば、広範
な種々の支持体（固相）上に固定化された抗体、抗原および核酸）の使用は、環境分野、
食品分野、バイオ医薬分野、工業分野および分析化学分野におけるイムノアッセイの開発
に非常に興味深い。
【００１０】
　従来の技術に置き換わるいくつかの方法（例えば、イムノアッセイ技術およびＰＣＲ（
ポリメラーゼ連鎖反応）技術）が開発されている。これらは、わずかに迅速であることに
加えて、かなり特異的でありかつ感度がよい。
【００１１】
　抗原－抗体反応に基づくイムノアッセイは、最近開発されたものであり、主に、疾患を
生じさせる病原性の微生物を検出するために使用されている（Meer RR, Park DL., “Imm
unochemical detection methods for Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7, and
 Listeria monocytogenes in foods”, Reviews of environmental contamination and t
oxicology, 142:1-12, 1995）。しかし、これらの方法は、重大な欠点を有している。こ
のような欠点のいくつかを以下に示す：
（１）ネガティブな結果は、分析したサンプル中に微生物が存在していることを否定しな
い。なぜなら、微生物はこの方法の検出限界よりも濃度が低い可能性があるからである。
よって、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）型を含むイムノアッセイにおいて、制
限されたアッセイ容量（一般的に０．１ｍＬ～１．０ｍＬの間）において、最小濃度の細
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胞（１０５～１０６個）が微生物の検出に必要とされる。この制限はかなり条件付けられ
ている。なぜなら、これらの方法は、多くの市販のイムノアッセイが、検出のために最小
濃度の微生物細胞を必要としているので、多量のサンプルを用いることを許容していない
からであり、このことはサンプルを予め富化しておくことを必要とし、その結果アッセイ
時間を顕著に延長させ、測定されるべき微生物が十分な細胞濃度に達することを必要とす
る。
（２）さらに、この方法は生菌と死菌とを区別しない。なぜなら、遊離した抗原もまた検
出され、そして殺生剤処理を適用した後には、死菌または遊離の抗原の存在に起因して疑
陽性が得られ得るからである。
（３）このアッセイの検出限界は、サンプルの微生物学的組成および化学的組成に、非常
に大きく依存している。なぜなら、特定の化学物質の存在または他の微生物の酵素活性の
存在、あるいは分析されるべき微生物自身の存在が、分析されるべき微生物の検出および
定量に干渉し得るからである。
【００１２】
　別のセットの技術（上述したＰＣＲ技術）は、微生物ゲノムの特定フラグメントの増幅
に基づいている。サンプルの核酸が抽出され、精製され、次いで、（ポリメラーゼ酵素に
よって）酵素的に繰り返し増幅され、電気泳動または蛍光プローブを用いた標識によって
発色される。これらの方法の主たる制限は、結果が高度に可変的に示されることであり、
この結果は、分析されるマトリクス（Yaradou DF, Hallier-Soulier S, Moreau S, Poty 
F, Hillion Y, Reyrolle M, Andre J, Festoc G, Delabre K, Vandenesch F, Etienne J,
 Jarraud S. “Integrated real-time PCR for detection and monitoring of Legionell
a pneumophila in water systems”, Applied Environmental Microbiology, 73(5): 145
2-6, 2007; Joly P, Falconnet PA, Andre J, Weill N, Reyrolle M, Vandenesch F, Mau
rin M, Etienne J, Jarraud S., “Quantitative real-time Legionella PCR for enviro
nmental water samples: data interpretation”, Applied Environmental Microbiology
, 72(4):2801-8, 2006）、および、核酸の抽出前にサンプルを調製するプロセスに依存し
、さらに、サンプル中に存在し得る、ポリメラーゼ酵素に対する多様な阻害剤に依存する
。
【００１３】
　液体サンプル中の細菌をＰＣＲによって分析する代表的な特許文献はＷＯ０１／４０５
０５Ａ１である。この文献は、免疫捕捉工程を用いたレジオネラの存在についての文責プ
ロセスを記載し、結果を要するまでに１０～１５日間を従来の培養方法と比較して、ＰＣ
Ｒによってレジオネラを検出する主要な利点が、この方法によって分析を行う場合に必要
な時間が２４～４８時間であることを述べている。この文献において、細菌は、抗体で活
性化した支持体を用いて捕捉され得る。そして、この文献は、磁気ビーズを用い、ＰＣＲ
を行う目的で細胞を破壊しＤＮＡを抽出する可能性を述べている。よって、この方法は、
微生物の完全な状態を破壊することを必要とし、従来公知の欠点を有するＰＣＲに供する
方法である。本発明はまた、本方法を行うためのキットに関する。
【００１４】
　全ての型のサンプルにおいて再現性のある結果をＰＣＲ技術によって得ることを可能に
するような、サンプルの調製について世界的に受け入れられている方法は、現在存在しな
い。よって、反応の阻害剤の除去およびこれと同時に微生物の効率的な回収を可能にする
新たな方法を開発し続けることが必要である。
【００１５】
　別のオプションは、微生物の免疫捕捉であり、これは、問題の微生物の抗原に対する抗
体で被覆された、常磁性の粒子または球体を用いることによって測定される。これらの常
磁性粒子は、サンプルと混合されて、特定の微生物との免疫複合体を形成し、磁場をかけ
ることによって捕捉した微生物を分離および濃縮し、測定を干渉し得るサンプル中の他の
成分を除去することを可能にする。
【００１６】
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　例えば、目的の微生物の抗原に対する抗体で被覆した超常磁性の粒子または球体による
免疫磁性分離を、リアルタイムＰＣＲ技術と組み合わせて使用することが記載されている
（Yanez MA, Carrasco-Serrano C, Barbera VM, Catalan V. “Quantitative detection 
of Legionella pneumophila in water samples by immunomagnetic purification and re
al-time PCR amplification of the dotA gene”, Applied Environmental Microbiology
, 71 (7):3433-41, 2005）。しかし、分析される水の複雑さの増加とともに、微生物の回
収率およびその捕捉の再現性が低減する。
【００１７】
　免疫吸収アッセイの感度を増加させるための技術は、より効率的な読取り分子およびよ
りよい検出器を用いてシグナル伝達の効率を増加させることにフォーカスされている（L.
J. Kricka, “Selected strategies for improving sensitivity and reliability of im
munoassays”, Clinical Chemistry, Vol 40, 347-357, 1994）。これらの技術が、サン
プルを予め富化するための時間の低減に含まれている。８時間以上であり、検出限界が１
０６ｃｆｕ／Ｌであるが。例えば、微生物の免疫捕捉のための方法の感度を増加するため
に、いくつかの方法（例えばＵＳ２００５／０２０２５１８Ａ１）が適用され、この方法
は，例えば、８～１５時間にわたって培養物を予め富化する工程の後ではあるが、免疫捕
捉工程において免疫磁性ミクロスフェアを適用する。
【００１８】
　特許文献ＵＳ２００６／０２４６５３５Ａ１は、予め富化させることなく、溶液または
懸濁液における微生物を抗体で被覆したラテックスミクロスフェアを用いて検出し、次い
で、凝集を測定することによって微生物を検出することを記載する。
【００１９】
　文献ＥＳ　２２３７２７２Ａ１は、Legionella pneumophilaの抗原で感作したラテック
ス粒子の凝集－沈降による、血清学的サンプル中のL. pneumophilaに特異的な抗体を検出
および定量するためのプロセスを記載している。この文献はまた、感作したラテックス粒
子、および免疫反応が行われる反応緩衝液を得る方法を記載する。
【００２０】
　いくつかの特許が、磁性ナノ粒子　対　磁性マイクロ粒子（１μｍ＝１０００ｎｍ）を
用いることによって微生物の検出の感度を向上させることを意図している。例えば、ＵＳ
特許２００６／２９２５５５Ａ１は、「培養プロセスを介して細菌を予め富化することな
く、１０２コロニーよりも少ない濃度で細菌を検出し得る、一般的かつ満足のいくアッセ
イが、今日まで存在しない」ことを記載している。特に、上述した特許は、１０～１００
個の細菌／ｍＬのオーダーでの感度の達成が、１ナノメーターではなく１ミクロンのオー
ダーの直径であるマイクロ粒子によって達成し得ないことを記載する。よって、このよう
な特許文献は、ＦｅＰｔ（鉄－プラチナ）のナノ粒子の表面に結合した抗生物質であるバ
ンコマイシンによって形成された磁性ナノ粒子を用いる工程を包含する、病原体を検出す
るための方法を記載する。
【００２１】
　固相支持体上の粒子の磁気的な誘引を含む方法について、いくつかの文献が存在する。
例えば、特許文献ＵＳ５，８３４，１９７およびＵＳ６，１５９，６８９（両方の著者が
同じ）は、種を捕捉しかつ標識するための方法を記載し、この方法は、探索される上記種
に対するアフィニティを有する粒子の誘引を含んでいる。この方法は、磁力によって固相
支持体上に上記粒子を磁気的に誘引し、固定化し、次いでサンプルの循環を引き起こし、
上記支持体を通過させることを含む。一方では、抗原－抗体相互作用に好ましい衝突の数
がより少ないことが明らかである。なぜなら、この粒子は指示体に固定されており、表面
の一部が抗体によってカバーされているのでアクセスできないからである。そして、他方
では、露出した領域は常に同一であり、そしてこの領域の一部のみが実際に利用可能であ
り、その結果、最初から捕捉されている細菌に起因する立体障害が、新たな衝突の効率を
速やかに制限する。有効な領域の損失は、支持体と永続的に接触することにだけ起因する
でなく、粒子の凝集にも起因する。これは、粒子が支持体上に残存し互いに非常に近接す
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る場合に好ましく、この効率の損失をより増加させる。さらに、同一サンプルが、残存し
た粒子を有する支持体を介して反復して再循環される。よって、ロード中にサンプルが清
浄化される可能性がなく、再循環あたり単一のサンプルロードが用いられる。
【００２２】
　文献ＷＯ０２／１０１３５４　Ａ２はサンプル中の微生物を検出するためのキットおよ
び方法に関し、微生物のマーカーに特異的な捕捉抗体を固相支持体に付着する工程、次い
で、第二の抗体を添加する工程を含む方法も記載する。この第二の抗体は、微生物の存在
を示す分子、好ましくは検出され得る光に複合体化され得る。
【００２３】
　文献ＥＳ　２２０８１２１　Ａ１はまた、分析物の同定および定量のための方法に関し
、ここで、抗体および抗原が、ＷＯ　０２／１０１３５４　Ａ２，ＵＳ５，８３４，１９
７およびＵＳ６，１５９，６８９に記載の固相支持体の代わりに、バイオセンサとして用
いられる磁性シリカ粒子に固定化される。この磁性粒子は、Massart法によって得られた
酸化鉄ナノ粒子であり、５～３０ｎｍのサイズであり、３０～１００ｎｍの厚さのシリカ
層によって被覆されている。
【００２４】
　文献ＷＯ　２００６／１２３７８１　Ａ１のアブストラクトには、サンプルからの微生
物の回収のための方法における磁性シリカ粒子の使用が記載されている。ここで、サンプ
ルは微生物を吸収する粒子と接触される。この粒子は、直径６μｍ以下であり、その特異
的表面領域が５０ｍ２／ｇ以下である。
【００２５】
　文献ＵＳ２００６／０２１１０６１　Ａ１は、イムノアッセイのよって流体中の病原性
微生物を迅速に検出するための方法に関する。この方法は、抗体を用いて、流体中の微生
物の第一のエピトープに磁性マイクロ粒子を結合させる工程；微生物に結合した磁性マイ
クロ粒子を、磁場を用いて分離する工程；第二の抗体を用いて、問題の微生物の第二のエ
ピトープにグルコース分子を結合する工程；および、サンプル中のグルコースを検出して
微生物の存在および濃度を測定する工程からなる。このマイクロ粒子は、ポリマーまたは
タンパク質（例えばアルブミンまたはアビジン）で被覆された超常磁性材料のマイクロス
フェアを含む。
【００２６】
　しかし、これらの方法は、産業への適用を妨げる欠点を有している。これらの欠点とし
ては以下が挙げられる：
　（１）磁性粒子の表面上への抗体の固定化は、その表面上に官能基（例えば、水酸基、
アミノ基またはカルボキシル基）の存在を必要とする。一旦、これらの官能基によって表
面上に抗体が結合されると、サンプル中に存在する他の化合物に対して活性な部位を提示
する遊離基が存在し得、これが抗原－抗体相互作用を干渉し得る。また、発色試薬の組成
物中に存在する他の化合物、または、外部媒体に対する指向性が変更された、固定化され
た抗体そのものもまた結合し得、抗原との相互作用を形成し、引き続いて微生物の捕捉お
よび回収を低下させるようだ。
【００２７】
　（２）免疫磁性粒子が互いに衝突し、その結果、これらが弱い結合で相互作用し得る。
これは、サンプルと混合される前またはサンプルと混合された後に凝集を形成するに好ま
しい。この効果は、粒子の濃度および接触時間に依存する。このことは、粒子の量を増加
させることによって検出限界を低減させる可能性を制限し、粒子を用いることに基づく方
法の有用期間を制限する。
【００２８】
　（３）複合サンプルと混合した磁性粒子は、凝集の形成に好ましいいくつかの成分と相
互作用し得る。その結果、粒子と微生物との相互作用が低減するようだ。そして、磁気保
持の効果が低減し、次いで、目的の微生物の捕捉および回収を低下させ、その効率を下げ
る。
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【００２９】
　（４）免疫磁性粒子の量的な回収および操作は、上述した欠点に根本的に起因し、そし
て主に多量のサンプルにおいて、可能でない。次いで、多量のサンプルによる検出限界を
低減させることもまた可能でない。なぜなら、免疫磁性粒子の変動しやすい喪失、および
免疫磁性粒子と微生物との間の複合体の喪失が存在するからである。
【００３０】
　（５）複合サンプル中に存在するいくつかの成分、または分離工程のいずれかまたはい
くつかにおいて粒子との接触を生じさせる溶液中に存在するいくつかの成分が、官能基が
露出したブロッキング分子の脱離に好都合な自身によるコーティングを変更し得る。ここ
で、微生物と固定化された抗体（捕捉抗体）との相互作用に有害であり得る他の分子、上
記捕捉抗体、または読取り抗体が吸収され得る。
【００３１】
　（６）微生物がその表面上に露出する種々の抗原の組成および濃度が、環境条件の変化
に応じて変化し得る（Albers U, Tiaden A, Spirig T, Al Alam D, Goyert SM, Gangloff
 SC, Hilbi H., “Expression of Legionella pneumophila paralogous lipid A biosynt
hesis genes under different growth conditions”, Microbiology, 153(Pt 11):3817-2
9, 2007）。その結果、微生物の測定の感度および再現性は、サンプルの期限およびその
環境条件に依存する。
【００３２】
　（７）免疫磁性粒子によって捕捉された目的の微生物は、この粒子との複合体の読取り
と干渉する内因性の酵素を有し得る。そして、捕捉された微生物の全体構造を変更するこ
となく分離したり除去したりすることができない。これらの干渉は、捕捉された微生物の
濃度に依存し、その結果、高濃度の微生物について、この干渉は、定量的な測定または半
定量的な測定における微生物の量の過小評価を引き起こし得る。あるいは、定量的な測定
における疑陰性を引き起こし得る。特に、絶対嫌気性でない（好気性、通性嫌気性、酸素
耐性嫌気性、および微好気性の）微生物（例えば、大腸菌、黄色ブドウ球菌、レジオネラ
、クレブシエラ、バチルス、サルモネラ、カンピロバクターまたはリステリア）は、内因
性の酵素カタラーゼを有している。この酵素は、通常読取り抗体に複合体化されているペ
ルオキシダーゼ酵素の基質として添加される過酸化水素に競合する。
【００３３】
　ここ数年において、複合サンプルにおいて、分析物の多様な性質の測定に関する情報に
ついての要求が増加してきており、より多様な領域においてますます、迅速かつ単純かつ
感度よい様式にて増加してきている。この要求を満たすことを妨げる従来の方法における
困難性を克服するために、分析装置の分野におけるより大きな努力が、専門的な監督を必
要とせず、操作が単純であり低コストである使用に用いるための、迅速かつ選択的、感度
よい、信頼性の高い、そして分散化した様式での分析情報を提供し得る装置を得ることに
向けられている。
【００３４】
　このような要求は、従来の分析装置に代わる分析としての、分析物が存在する複合マト
リクスから分析物を分離し、その存在およびその濃度を測定するためのバイオセンサの開
発を好んだ。
【００３５】
　磁性粒子の使用に基づくバイオセンサの調製は、固相支持体を用いる任意の分析、特に
自動化システムへの適用に新たな手法を切り開いた。
【００３６】
　バイオセンサとして機能し微生物の検出のために扱われる装置に関する特許文献がいく
つか存在する。文献ＥＳ　２２２０２２７　Ａ１は、１または数個のサンプルの分析から
物質すなわち分析物を検出するための方法および装置に関する。この発明は、遠隔操作が
可能であるロボット装置、および天然の複数サンプルの分析を可能にする方法に関する。
この発明は、タンパク質およびＤＮＡのマイクロアレイの技術に役立つ。この装置は、サ



(11) JP 5675022 B2 2015.2.25

10

20

30

40

50

ンプルが操作され、処理され、分析される、一連の操作モジュール、そして該操作モジュ
ールの操作を監督する一連の制御モジュールを備えている。サンプルを分析する方法は、
サンプルをバイオセンサと反応させる工程、反応しない過剰なサンプルを洗浄する工程、
およびバイオセンサ中に残っているサンプルを検出する工程を包含する。文献ＷＯ　９３
／２５９０９　Ａ１は、サンプル中の目的の分析物の存在を検出するための装置、特にバ
イオセンサに関し、分析物の存在を検出するための方法に関する。文献ＵＳ　７２２０５
９６　Ｂ２は、食品のようなサンプルから捕捉および検出され得る抗原を検出することに
関し、例えば、粒子に結合された抗体を含むモジュールを介してサンプルを通過させるこ
とを含む装置および方法を用いることによって約３０分間で検出する。修飾された粒子を
介するサンプルの流れは、０．２～１．２Ｌ／分である。これにより、抗原は抗体によっ
て捕捉され、次いで、抗体の検出が、蛍光技術、化学発光技術、または顕微鏡技術によっ
て行われる。
【００３７】
　したがって、例えば、特定の病原性微生物の検出および半定量を短時間（例えば１時間
）で可能にするキットによって、必要な測定を迅速にインサイチュで行われ得る方法がな
お必要とされている。
【００３８】
　このように、本発明は、環境または食品に由来する広範なサンプル、および生物学的流
体において微生物の存在を、懸濁物中の免疫磁性粒子を用いて迅速かつ感度よく測定する
ための、単純なキットおよびプロセスを提供し、従来の欠点を克服して、細胞１個／ｍＬ
のオーダーでの目的の微生物の濃度についてのインサイチュでの分析結果を、サンプルの
容量を制限することなく、１時間以内に得ること、そして工業的な適用を可能にすること
を目的としている。
【００３９】
　〔発明の概要〕
　１つの実施形態において、本発明は、サンプル中の生きた微生物をインサイチュで検出
および半定量するための方法を提供する。別の実施形態において、本発明は、サンプルか
らの生きた微生物を研究室内にて定量するための方法を提供する。そして、別の実施形態
において、本発明は、自動化されたバイオセンサ装置によって生きた微生物を検出および
定量する方法を提供する。
【００４０】
　高度に特異的でありかつ高感度なバイオセンサを用いる方法を使用することによって、
生物学的サンプル中のレジオネラ、サルモネラまたは大腸菌のような病原性細菌の存在ま
たは非存在を検出することが可能であることを見出したことは驚くべきことである。これ
らは、常磁性粒子であり、その表面上に、検出されるべき微生物に特異的な抗体、および
生物学的サンプル中に存在する夾雑分子の結合を阻止するブロッキング剤を有している。
【００４１】
　本発明のプロセスは、粒子が分析の間にわたって保護されている事実による結果として
粒子間に生じ得る弱い相互作用を、ブロッキング分子の吸収－脱離平衡が吸収された分子
へ向けてシフトする際に得られる、その表面の安定なブロッキングによって取り除く。こ
のブロッキングは、ダイナミックな不活性化または被覆を可能にし、これは粒子の表面の
官能基を隠し、上記相互作用を妨げる。その結果、粒子の凝集、および表面への付着が低
減する。同時に、吸収され得るブロッキング分子の量を決定するブロッキング剤の濃度、
および、ブロッキング分子が粒子の表面に接近することを可能にするイオン強度を決定す
る緩衝液の濃度が、吸収されたブロッキング分子の必要量および適切なイオン強度を全て
の時点で維持することを可能にし、その結果、上記分子は、支持体の表面に接近する他の
ものと迅速に置換され得、その結果、読取り分子が、捕捉された微生物に接近する。さら
に、粒子の磁性の保持に有害な不溶性の複合体の形成に起因するサンプルの干渉を低減す
るために、合わせられたキレート剤および界面活性剤を使用し、そして、潜在的に干渉す
る微生物の活性の阻害剤が、測定されるシグナルの発色のために上記分子によって使用さ
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れる基質について読取り分子と競合し得る。よって、目的の微生物の細胞の吸収量、なら
びに微生物の衝突、捕捉および保持の可能性が増大するならば、これらの全てが、粒子を
定量的に回収することを可能にし、多量の操作、および本方法の感度の改善を可能にする
。
【００４２】
　本発明は、サンプル中の特定の細菌によって産生される抗原の存在または非存在につい
ての検出キットに関する。このキットは、特定の細菌の対応する抗原に対する特定の抗体
に結合された磁性粒子、ならびにブロッキング分子、第二の標識化抗体を備えており、試
薬のすべてが本プロセスを行うために必要である。
【００４３】
　さらに、本発明はまた、研究室内における、サンプルからの生きた微生物の検出および
／または半定量および／または定量のための、自動化されたバイオセンサ装置に関する。
【００４４】
　本発明に従えば、微生物は、任意の微小原核生物（細菌を含む。）、または任意の微小
真核生物（原虫、藻類、酵母および真菌を含む。）であり、ウイルスは含まれないことが
理解される。
【００４５】
　基本的には、細菌としては、公知の病原性細菌が挙げられ、例えば、腸内細菌科の種、
ビブリオ科の種、バチルス属の種、大腸菌属の種、連鎖球菌の種、シュードモナス属の種
、サルモネラ属の種、レジオネラ菌の種、エンテロバクター属の種などが挙げられる。
【００４６】
　支持体は、ポリマー材料によって形成された固相として理解され、その表面上に、目的
の分子を固定するために必要な多数の化学基を有している。
【００４７】
　定量は、サンプル中の目的の微生物の濃度または量を正確な様式で測定することとして
理解される。
【００４８】
　半定量は、サンプル中の目的の微生物の濃度を適切な様式で測定することとして理解さ
れる。
【００４９】
　検出は、サンプル中の目的の微生物の存在－非存在を決定することとして理解される。
【００５０】
　本発明において、「サンプル」は、微生物を含むことが予想されるものとしてみなされ
る。サンプルは、一般に環境由来であるか食品由来であり、特定の場合において、生物学
的な流体（例えば血清、呼吸器の分泌物または肺組織）である。
【００５１】
　抗体は、目的の微生物において露出している特定の分子（抗原ともいわれる。）を特異
的に認識し得、この分子と特異的に結合し得る分子として理解される。このような抗体は
、捕捉抗体または読取り抗体であり得、モノクローナル抗体でもポリクローナル抗体でも
よい。
【００５２】
　モノクローナル抗体は、単一のハイブリドーマクローンに由来する、同質な抗体として
理解され、よって、これらの全てが同一の抗原認識部位を有している。
【００５３】
　ポリクローナル抗体は、同一の抗原の種々の部位に対して標的化された抗体の異種のセ
ットとして理解される。
【００５４】
　読取り抗体は、微生物の細胞表面上に露出した対応する抗原と相互作用し、検出可能な
シグナルを産生し得る分子（例えば、色または吸光度の変化を生成する反応を触媒する酵
素、または例えば、蛍光発光を生成し得る分子）と複合体化された抗体として理解される
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。
【００５５】
　捕捉抗体は、支持体の表面上に固定化された抗体であり、微生物の細胞表面上に露出し
た対応する抗原と相互作用して支持体－微生物複合体を形成する抗体であると理解される
。酸化基質は、還元反応において電子を獲得する化学物質をいう。
【００５６】
　酸化可能な基質は、還元反応において電子を供給する化学物質をいう。これはまた、還
元基質ともいう。
【００５７】
　強酸は、水溶液中にて、その構成成分であるイオンに完全に解離されて、媒体に水素イ
オン（Ｈ＋）を提供する酸である。
【００５８】
　強塩基は、水溶液中にて、その構成成分であるイオンに完全に解離されて、水酸化物イ
オン（ＯＨ－）を提供する塩基をいう。
【００５９】
　弱塩は、水溶液中にて、その構成成分であるイオンに、１００％解離される強塩と比較
して低度に解離される塩であると理解される。
【００６０】
　キレート剤は、金属イオンと安定な複合体を形成する化合物をいい、キレータともいう
。
【００６１】
　界面活性剤は、二相の間で接触する表面上での表面張力を低減させる因子をいう。
【００６２】
　静菌剤は、微生物を殺すことなくその増殖および再生を阻害する化学物質であると理解
される。
【００６３】
　殺生剤は、微生物を破壊する化学物質をいう。
【００６４】
　このように、本発明の第一の目的は、予め培養した微生物を含まない溶液または懸濁液
にて微生物の検出および／または半定量および／または定量を行うためのプロセスを提供
することであり、該プロセスは、以下の工程（ａ）～（ｊ）を包含する：
（ａ）微生物を含有することが疑われるサンプルを、
　　（ｉ）少なくとも１つの型の常磁性粒子を含むｐＨ緩衝化懸濁物であって、該常磁性
粒子は、測定されるべき微生物に特異的な抗体がその表面に結合されている、ｐＨ緩衝化
懸濁物；および
　　（ｉｉ）上記抗体によって占有されていない上記磁性粒子の表面に対する、過剰量の
、少なくとも１つの型のブロッキング剤分子
とともに混合する工程；
（ｂ）得られた混合物を所定の時間にわたって、微生物－磁性粒子の複合体を形成するに
適切な条件下にてインキュベートする工程；
（ｃ）形成した微生物－磁性粒子の複合体の分離および濃縮のために磁場をかけ、引き続
いて上清を回収する工程；
（ｄ）ｐＨ緩衝化溶液中にて上記微生物－磁性粒子の複合体を再懸濁する工程であって、
該溶液は、過剰量の、少なくとも１つの型のブロッキング分子、およびマーカー（酵素ま
たは蛍光団）で標識された第２の抗体を含んでいる、工程；
（ｅ）得られた混合物を所定の時間にわたってインキュベートして、標識された抗体－微
生物－磁性粒子の複合体を形成する工程；
（ｆ）形成した上記標識された抗体－微生物－磁性粒子の複合体の分離および濃縮のため
に磁場をかけ、引き続いて上清を回収する工程；
（ｇ）上記粒子を洗浄して剰余量の第２の抗体を除去し、引き続いて上清を回収する工程
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；
（ｈ）液体媒体中で、形成した上記標識された抗体－微生物－磁性粒子の複合体を、再懸
濁する工程であって、該液体媒体は、
　　マーカーとして作用する酵素によって発色（develop）させるために必要な基質；
　　結合したブロッキング分子に向けてシフトした吸収平衡を維持し得る濃度でのブロッ
キング剤；および
　　１つまたは数個の上記基質と競合する内因性の酵素に対して特異的な阻害剤
を同時に含んでいる、工程；
（ｉ）得られた混合物を所定の時間にわたってインキュベートしてシグナルを発生させる
工程；
（ｊ）上記標識された抗体－微生物－磁性粒子の複合体が形成した結果として生じたシグ
ナルを検出および定量し、該シグナルを目的の微生物の存在および定量と関連付ける工程
。
【００６５】
　上記プロセスにおいて、
・上記サンプルは、周囲環境に由来するもの、食品に由来するもの、または生物学的流体
から得られたものであり、
・上記微生物は、微小な原核生物、好ましくは細菌であり、微小な真核生物、好ましくは
原虫、藻類、酵母および真菌であり、病原菌、例えば、腸内細菌科の種、ビブリオ科の種
、バチルス属の種、大腸菌属の種、連鎖球菌の種、シュードモナス属の種、サルモネラ属
の種、レジオネラ菌の種、エンテロバクター属の種などであり、あるいは真核生物、好ま
しくは原虫、藻類、酵母および真菌であり、
・目的の微生物を読取り（ｒｅａｄｉｎｇ）および／または捕捉する抗体は、モノクロー
ナル抗体またはポリクローナル抗体であり、
・上記磁性粒子は球体であり、その直径が０．５μｍ～２μｍ、好ましくは０．７μｍ～
１．５μｍ、より好ましくは０．８μｍ～１．０μｍの範囲内であり、該粒子は化学的に
、特に－ＮＨ２基、－ＣＯＯＨ基または－ＯＨ基で機能化されており、
・少なくとも１つの型のブロッキング分子が全ての工程の間にわたって過剰濃度で維持さ
れており、その結果、吸着－脱離の平衡が、吸着された分子へ向けてシフトされて、上記
磁性粒子上での非特異的な吸着を防止して擬陽性または擬陰性を防止し、
・前記ブロッキング分子が、タンパク質、好ましくはウシ、血清アルブミン、乳カゼイン
、コールドウォーターフィッシュの皮膚のゼラチン、ブタの皮膚のゼラチン、脱脂粉乳で
あり、または炭水化物、好ましくはポリデキストランであり、
・上記微生物の存在が、溶液または懸濁液にて可視的に検出され、色の生成が該微生物の
存在を示し、
・所望されない吸着を持続的に防止した同一の支持体の上に、多量の同一サンプルおよび
／または同一サンプルを連続的なロードを用いて感度が増加させることを可能にし、
・検出感度が１ｍＬあたり１個の細胞であり、
・１時間以内で結果が得られる。
【００６６】
　本発明の別の目的は、以下のようなプロセスに関する：上記磁性粒子の表面を持続的に
保護することが、分析全体を通して非特異的に吸着の増加を防止するという事実に起因し
て感度が増加されることによって、免疫学的に捕捉する工程における時間が増加される。
【００６７】
　本発明の別の目的は、上述したプロセスを行うためのキットに関し、本キットは、イン
サイチュでの分析に手動で用いるための再利用可能なポータブル器具、および、該分析を
行うための、反応性の媒体または組成物を備えており、これらの全てが冷却プレートを組
み込んだ容器内に配置されている。本キットは、少なくとも２つのキュベット、および磁
石を有する支持体、ならびに、結果の解釈を補正するためのカラーチャート、を備えてお
り、上記反応性の媒体または組成物は、
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（ａ）液体培地中に免疫磁性粒子の懸濁液を含んでいる、目的の微生物を捕捉するための
組成物であって、
　該免疫磁性粒子が、その表面上に共有結合によって捕捉抗体を固定化しており、該抗体
によって占められていない表面に非共有結合によって結合したブロッキング剤を有してお
り、
　該液体培地が、（ｉ）該ブロッキング剤と同一のもの、（ｉｉ）キレート剤、（ｉｉｉ
）界面活性剤、（ｉｖ）殺生剤、および（ｖ）静菌剤、を溶液中に含んでおり、かつ、９
０ｍＭ～５００ｍＭの間、好ましくは１００ｍＭ～２００ｍＭの間、より好ましくは１５
０ｍＭの濃度を有するリン酸緩衝化溶液に対応する高いイオン強度を有している、組成物
；
（ｂ）読取り分子または蛍光基質と複合体化した読取り抗体を含んでいる、目的の微生物
に対する標識組成物であって、
　（ｉ）ブロッキング剤、（ｉｉ）該読取り分子において競合し得る、微生物中に存在す
る酵素の活性の阻害剤、を溶液中に含んでおり、かつ、３０ｍＭ～９０ｍＭの間の濃度を
有するリン酸緩衝化溶液に対応する中程度のイオン強度、好ましくは５０ｍＭのｐＨ６．
０リン酸－クエン酸緩衝液を有している、組成物；
（ｃ）読取り反応の発色に必要な、酸化可能な基質を含んでいる、目的の微生物に対する
読取り組成物であって、該基質の自己酸化を低減させるための、リン酸二ナトリウムの弱
塩を溶液中に含んでいる、組成物；
（ｄ）読取り反応の発色に必要な酸化基質をリン酸－クエン酸緩衝化溶液（好ましくはｐ
Ｈ６．０で濃度５０ｍＭ）中に含んでいる、目的の微生物に対する読取り組成物；
（ｅ）強酸または強塩基を含んでいる、該読取り反応を停止させる停止組成物；
（ｆ）ブロッキング剤、界面活性剤および静菌剤を含んでいる、免疫磁性粒子を洗浄する
ための組成物であって、５ｍＭ～３０ｍＭの間の濃度を有するリン酸緩衝化溶液（好まし
くはｐＨ７．０で濃度２０～３０ｍＭの間、好ましくは２５ｍＭ）に対応する低度のイオ
ン強度を有している、組成物
である。
【００６８】
　上記キットにおいて、
・上記ブロッキング剤は、炭水化物またはタンパク質であり、好ましくはタンパク質であ
り、より好ましくは、血清アルブミン、粉末乳カゼイン、溶液乳カゼイン、コールドウォ
ーターフィッシュの皮膚のゼラチン、ブタの皮膚のゼラチン、脱脂粉乳からなる群より選
択されるタンパク質、ポリデキストランであり、
・微生物の酵素活性の、読取り分子との競合が、この活性に特異的な阻害剤（アジ化ナト
リウムまたはトリアゾールなど、好ましくはトリアゾール）によって、または読取り酵素
（好ましくは、ペルオキシダーゼ）に対する酸化基質として、微生物の酵素活性によって
認識されない、置換された過酸化物、より好ましくは過酸化尿素を用いることによって、
除去され、
・上記酸化基質が、過酸化水素、および過酸化尿素、好ましくは０．０５％過酸化尿素よ
り選択され、
・上記酸化可能な基質が、５－アミノサリチル酸、オルソ－フェニレンジアミン、２，２
’－アジノ－ビス（３－エチルベンゾチアゾリン－６－スルホン酸）、好ましくは０．１
％　５－アミノサリチル酸より選択され、
・上記強酸が、塩酸、硝酸および硫酸、好ましくは５Ｍ塩酸および１Ｍ硫酸より選択され
、
・上記強塩基が、水酸化カリウムおよび水酸化ナトリウム、好ましくは３Ｍ水酸化ナトリ
ウムより選択され、
・上記弱塩が、リン酸二カリウムまたはリン酸二ナトリウム、好ましくは０．１Ｍリン酸
二ナトリウムであり、
・上記キレート剤が、２，２’－ビピリジル，ジメルカプトプロパノール，エチレンジア



(16) JP 5675022 B2 2015.2.25

10

20

30

40

50

ミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、エチレンジオキシ－ジエチレン－ジニトリロ－四酢酸、エチレ
ン－グリコール－ビス－（２－アミノエチル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－四酢酸（ＥＧＴＡ
）、ニトリロ三酢酸（ＮＴＡ）、オルソ－フェナントロリン，サリチル酸およびトリエタ
ノールアミン（ＴＥＡ）、好ましくはＥＤＴＡより選択され、
・上記界面活性剤が、非イオン性界面活性剤、好ましくはポリエトキシル化されたアルキ
ルフェノール、ポリエトキシル化された脂肪アルコール、ポリエトキシル化された脂肪酸
、アルカノールアミン、または縮合物、より好ましくはソルビタンモノラウレート（Ｔｗ
ｅｅｎ　２０）より選択され、
・上記静菌剤が、ｐ－ニトロフェニル－ジ－クロロアセトアミドプロパンジオール（クロ
ラムフェニコール）、スルファニルアミド、２，４－ジアミノ-5-(3,4,5-トリメトキシベ
ンジル）ピリミジン（トリメトプリム）、好ましくは2-（エチルメルクリオメルカプト）
安息香酸のナトリウム塩（チメロサール）より選択され、
・上記殺生剤が、ストレプトマイシン、ネオマイシン、ゲンタマイシン、カナマイシン、
およびアジ化ナトリウム、好ましくはアジ化ナトリウムより選択される。
【００６９】
　本発明の別の目的は、以下の特徴点を有する上記キットによって形成される：
　（ａ）目的の微生物を捕捉するための組成物において、懸濁液中にて、免疫磁性粒子が
、球体であり、０．８μｍ～１．１μｍの平均直径を有しており、捕捉抗体が、この粒子
の表面に共有結合しているモノクローナルまたはポリクローナルの抗レジオネラ抗体であ
り、ブロッキング剤が、１０％濃度のウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）であり、キレート剤
が０．１％エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）であり、界面活性剤が１％ソルビタンモ
ノラウレートであり、殺生剤が０．１％濃度のアジ化ナトリウムであり、静菌剤が０．０
１％濃度のチメロサールであり、これらの全てが、１５０ｍＭの濃度のリン酸緩衝化溶液
（ｐＨ７．０）中に存在し、上記組成物が１／１０の割合でサンプル中に混合される点；
　（ｂ）読取り抗体が、ペルオキシダーゼ複合体化抗レジオネラ抗体である、目的の微生
物に対する標識組成物において、（ｉ）ブロッキング剤が０．１％ウシ血清アルブミン（
ＢＳＡ）であり、（ｉｉ）読取り分子において競合し得る、微生物中に存在する酵素の活
性の阻害剤が、５０ｍＭの濃度のリン酸－クエン酸溶液（ｐＨ６．０）中の０．０１％ト
リアゾールであり、該標識組成物がこれらを含んでいる溶液である点；
　（ｃ）目的の微生物に対する読取り組成物において、読取り反応の発色に必要な酸化可
能な基質が、０．１％　５－アミノサリチル酸であり、弱塩がこの基質の自己酸化を低減
させるための０．１Ｍの濃度のリン酸二ナトリウム（ｐＨが７．５～８．０の間）であり
、
　（ｄ）目的の微生物に対する読取り組成物において、読取り反応の発色に必要な酸化基
質が、５０ｍＭの濃度のリン酸－クエン酸緩衝化溶液（ｐＨ６．０）中の、過酸化水素ま
たは過酸化尿素、好ましくは０．０５％過酸化尿素である点；
　（ｅ）読取り反応を停止する停止組成物において、強酸が５Ｍ塩酸または１Ｍ硫酸であ
り、強塩基が３Ｍ水酸化ナトリウムである点；
　（ｆ）免疫磁性粒子を洗浄するための組成物において、ブロッキング剤が０．１％ウシ
血清アルブミンであり、界面活性剤が２５ｍＭの濃度のリン酸緩衝化溶液（ｐＨ７．０）
中での０．０１％チメロサールである点。
【００７０】
　本発明の別の目的は、本発明のプロセスに従う、溶液または懸濁液にて微生物の検出ま
たは定量を行うための、再利用可能な手動の分析デバイスに関する。この再利用可能な手
動の分析デバイスは、ベース（２）を備えた支持体（１）、および側方に傾斜した２つの
平面（３）；磁石（５）を支持し、該支持体に関して該磁石の脱離を可能にするモバイル
シャフト（４）；クランプ（７）の形態にある、少なくとも１つの留め具；および、図２
に示すように、該ベース上にて静止してクランプ（７）の形態にて該留め具によって固定
されている少なくとも１つのキュベット（６）を備えている。
【００７１】



(17) JP 5675022 B2 2015.2.25

10

20

30

40

50

　本発明の別の目的は、インサイチュでの分析を行うための、上記手動のデバイスの、使
用に関する。
【００７２】
　本発明の別の目的は、上記プロセスを実行するための、自動化されたバイオセンサであ
って、
　自動化された様式において、図２に示されたような以下の（ｉ）～（ｉｘ）：
（ｉ）目的の微生物を捕捉および標識する反応のためのセル；
（ｉｉ）選択された波長での吸光度、または選択された励起波長での蛍光を読み取るため
のセル；
（ｉｉｉ）レジオネラの場合に、分光光度計または分光蛍光光度計からなる、光変換器；
（ｉｖ）種々の液体を操作するための流体回路；
（ｖ）分析を連続的に制御し、シグナルを取得するための、マイクロプロセッサ；
（ｖｉ）データを処理するためのコンピュータ、および該マイクロプロセッサとの該コン
ピュータの通信
（ｖｉｉ）撹拌装置；
（ｖｉｉｉ）磁性保持装置；および
（ｉｘ）温度自動調節装置
を備えている統合されたシステムからなることによって特徴付けられる、バイオセンサに
関する。このバイオセンサにおいて、各測定サイクルが、ブランクの分析およびサンプル
の分析を包含し、得られた吸光度の値が、サンプルのシグナルからブランクのシグナルを
差し引いた結果である。
【００７３】
　本発明の別の目的は、水中の微生物を捕捉するための免疫磁性粒子のディスポーザブル
なアリコートの使用に基づく、該微生物の濃度をオンラインでモニタリングするための、
上記のバイオセンサの、使用に関する。特定の実施形態において、これらの微生物が、レ
ジオネラ、および／またはサルモネラ、および／または大腸菌、および／またはリステリ
ア、および／またはブドウ球菌、および／または連鎖球菌、および／またはブレタノマイ
セスである。
【００７４】
　〔図面の説明〕
　図１は、本発明において手動分析を行うために用いられる装置の構成を示す。図面に示
されるように、この装置は、基体（２）と２つの側方の斜面（３）とを含む支持体（１）
、磁石（５）を支持し上記支持体に対し磁石を変位させる可動軸（４）、締め具（７）の
形態の少なくとも１つの留め具、及び上記基体上で静止し締め具（７）の形態の上記留め
具により位置が固定された少なくとも１つのキュベット（６）を備えている。
【００７５】
　図２は、本発明において自動分析を行うために用いられる自動バイオセンサの構成を示
す。この図面に示されるように、このバイオセンサは、２つのコンパートメントＡ及びＢ
を備え、ＢはＡに含まれている。コンパートメントＡは、蠕動ポンプ及び貯蔵タンクの集
合体を備えている。標準物質またはブランクは、蠕動ポンプ（１）により、貯蔵タンク（
２２）から反応セル（１１）へ運搬される。試料（サンプル）は、蠕動ポンプ（６）によ
り、サンプル採取点から反応セル（１１）へ運搬される。免疫磁性粒子の懸濁液を含む組
成物は、攪拌装置により均質化され、蠕動ポンプ（３）により、対応する貯蔵タンク（１
５）から反応セル（１１）へ運搬される。攪拌装置（１７）により、反応セル（１１）内
の混合物が均質化することが可能になる。磁気保持装置（１２）により、反応セル（１１
）に対し磁界を与える（activating)、あるいは与えるのを停止する(deactivating)こと
が可能になる。蠕動ポンプ（８）により、反応セル（１１）の内容物を残留物へ排出する
ことが可能になる。所望の微生物に対し直接的な抗体（読取り抗体と呼ばれる）を含む組
成物は、蠕動ポンプ（２）により、その貯蔵タンク（１４）から反応セル（１１）へ運搬
される。免疫磁性粒子の洗浄を可能にする組成物は、蠕動ポンプ（７）により、その貯蔵
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タンク（２０）から反応セル（１１）へ運搬される。ペルオキシダーゼ酵素の基質を含む
組成物（読取り組成物）は、蠕動ポンプ（４）により、貯蔵タンク（１３）から反応セル
（１１）へ運搬される。停止試薬を含む組成物は、蠕動ポンプ（５）により、その貯蔵タ
ンク（２１）から反応セル（１１）へ運搬される。蠕動ポンプ（１８）は、蠕動ポンプ（
９）により、反応セル（１１）から、その内容物を、残留物へ排出される流れに通過させ
ながら、読取りセル（１８）へ運搬する。流体回路のための洗浄組成物は、蠕動ポンプ（
１０）により、その貯蔵タンク（１９）から反応セル（１１）へ運搬される。上記読取り
セルは、変換器（１８）に連結されており、コンパートメントＡの外部に配置されている
。反応セル（１１）及び磁気保持装置（１２）は、コンパートメントＢ内、言い換えると
コンパートメントＡの内部に存在し、その他の全要素は、コンパートメントＡ内に存在す
る。コンパートメントＡは、４～８℃の温度に調温制御され、コンパートメントＢは、２
４～２６℃に調温制御されている。読取りセル（１８）は、室温である。
【００７６】
　図３は、自動バイオセンサにて得られた、ブランク（レジオネラなし）の信号及びサン
プル（レジオネラあり）の信号の記録を示す。図３は、５５０ｎｍで読み取った吸光度の
、長時間にわたる継続的な記録を提示し、自動バイオセンサの測定サイクルに対応する。
この測定サイクルは、ブランク（１）及びレジオネラ　ニューモフィラ(Legionella pneu
mophila)（２）を濃度２×１０６ｃｆｕ／Ｌで含むサンプルに対して得られた信号を有す
る。この濃度は、培養法により並行して決定される。サンプルの吸光度の最大値からブラ
ンクの吸光度の最大値を差し引いた結果得られた値が、サンプルにおけるレジオネラ　ニ
ューモフィラの濃度に対応する。
【００７７】
　図４は、吸光度と清浄水中のレジオネラの濃度との間の相関関係を示す。図４は、レジ
オネラの濃度及び測定された吸光度の間で得られた相関関係を提示する。清浄水サンプル
中でのこれらの階級は、両方とも対数の形態で表わされる。相関係数は高く（ｒ＝＋０．
９９）、このことは、測定された信号とサンプル中の所望の微生物濃度の値との間に、一
貫性の度合いが高いことを暗示する。
【００７８】
　図５は、清浄水サンプルに対し、自動バイオセンサで得られた結果及び培養法で得られ
た結果を示す。図５は、種々の清浄水サンプルに対し自動バイオセンサによって得られた
値、及びこれらの値と、１０３ｃｆｕ／Ｌと１０８ｃｆｕ／Ｌとの間の広い濃度範囲での
培養法により得られた対応する値との対比を提示する。
【００７９】
　図６は、その測定感度での捕捉した微生物の内因性活性の効果を示す。図６は、微生物
を含まないブランクについて、同一の(of one and the same)微生物(Escherichia coli)
濃度である２つのサンプルの動的な読取りにおける４０５ｎｍでの吸光度の経時変化を提
示する。（□の符号で示した）一方のサンプルにおいては、上記内因性活性（カタラーゼ
）は、阻害されていない。（○の符号で示した）他方のサンプルにおいては、上記活性は
、阻害されている。図面から、捕捉した微生物の内因性活性が、基質の１つ（過酸化水素
）に対し読取り分子（ペルオキシダーゼ）と競合することにより（本発明においてなされ
たように）阻害されたとき、分析感度（長時間にわたる吸光度の変化として表わされる）
は著しく増加することがわかる。
【００８０】
　図７は、レジオネラ属の半定量測定を示す。図７の表によれば、サンプル中のレジオネ
ラの濃度の階級は、リッター当たりのコロニー形成単位（ｃｆｕ／Ｌ）で表わされ、キッ
トにより発色された色に基づいて算出され得る。作り出される種々の色強度に対応する吸
光度の異なる範囲は、光学的な読取りを必要とせずに視覚的に区別可能である。
【００８１】
　図８は、レジオネラの定量測定を示す。図８の表は、培養（１）により得られる値と本
発明の処理により得られる値との間でのレジオネラ濃度の対応を示す。定量的な実行（１
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）及び定量的な実行（２）の両方において、本発明によりサンプル中の所望の微生物の存
在または量の確実な測定が可能になることを観察することができる。
【００８２】
　図９は、粒子の動的コーティングと比較した静的コーティングにおける非特異的な吸着
に対する保護効果の比較を示す。図９の表は、免疫磁性粒子の２つの異なるタイプのコー
ティングに対して、異なる濃度の大腸菌（Escherichia coli）をアッセイすることで得ら
れる、４０５ｎｍで読み取られる吸光度を示す。静的コーティングは、粒子（Ａ）表面上
のポリマーの共有結合に関連し、動的コーティングは、蛋白の吸着－脱離平衡の吸着分子
（Ｂ）への強制シフトにより長時間持続する蛋白の非共有結合に関連する。後者は、本発
明により実行される方法である。サンプル中の大腸菌（Escherichia coli）の濃度の識別
能、及び上記濃度で得られる読取りの釣り合いは、本発明により実行される動的コーティ
ングで良好である。
【００８３】
　図１０は、非特異的な吸着に関し、免疫磁性粒子表面での、ブロッキング試薬の長時間
持続する圧力の保護効果を示す。図１０の表は、抗大腸菌免疫磁性粒子表面での読取り抗
体の非特異的な吸着に対応する信号の依存性を提示する。この表によれば、ブロッキング
分子の吸着－脱離平衡は、維持されている（ｂ）、あるいは吸着の方へシフトしている（
ａ）。永続的なブロッキングストラテジーが分析中のブロッキング圧力の維持に基づくこ
とにより、非特異的な吸着が顕著に低減する。それゆえ、ブランクとサンプルとの間の信
号の差が顕著に大きくなるので、良好な感度が得られる。
【００８４】
　図１１は、連続した捕捉により測定を改善する。図１１の表は、同じ水のサンプルでレ
ジオネラ濃度を測定するための、本発明における２つの特定の実施形態間の比較を提示す
る。一方の実施形態（Ａ）では、分析は単一の捕捉事象を含み、他方の実施形態（Ｂ）で
は、分析は３つの連続した捕捉事象を含む。結果から、Ｂにより、ブランクの信号を増加
させることなくサンプルの信号を増加させることができ、アッセイ時間が増加しても検出
をより高感度にすることが示された。
【００８５】
　図１２は、免疫捕捉時間の増加による測定の改善を示す。図１２の表は、水のサンプル
でレジオネラ濃度を測定するための、本発明における２つの特定の実施形態間の比較を提
示する。一方の実施形態（ａ）では、分析は１５分の捕捉事象を含み、他方の実施形態（
ｂ）では、分析は１６時間の捕捉事象（一晩）を含む。結果から、ｂにより、ブランクの
信号を増加させることなくサンプルの信号を増加させることができ、アッセイ時間が増加
しても検出をより高感度にすることが示された。本発明により提案された２つの実施形態
の何れの場合においても、信頼できる結果を招来した。
【００８６】
　図１３は、レジオネラ　ニューモフィラ(Legionella pneumophila)の検出における、死
菌と生菌との間の識別能を示す。図１３の表は、レジオネラ　ニューモフィラ生細胞及び
レジオネラ　ニューモフィラ死細胞を異なる濃度で含むサンプルを分析する際のキットに
より得られた結果を提示する。図面は、本発明の結果として、どの程度、不活性化してい
る死細胞はアッセイした濃度の何れにおいても検出されてない一方、生細胞は濃度に比例
して検出されるかを示す。
【００８７】
　図１４は、産業用水のサンプルの、ＰＣＲによる分析及び本発明による分析に関する定
量結果の比較を示す。図１４の表は、２つのタイプの水サンプル中（冷却塔からのサンプ
ル及び排水からのサンプル）のレジオネラ濃度を、プレート培養、ポリメラーゼ連鎖反応
（ＰＣＲ）、及び本発明の方法により決定する分析の比較を示す。結果は、一貫性の度合
いが高いことを示す。
【００８８】
　〔発明の詳細な説明〕
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　本発明は、サンプル中の微生物の、検出及び／またはインサイチュ(in situ)半定量の
処理を提供する。この処理は、以下のステップを含む。
ａ）超常磁性粒子の懸濁液に、アッセイするサンプルを混合する。この超磁性粒子は、表
面に結合して、測定される微生物に対し特異的な抗体を有する。抗体により占有されてい
ない上記粒子の活性表面は、少なくとも１つのブロッキング試薬により占有されている。
ブロッキング試薬は、上記懸濁液をサンプルとともに希釈する際に、ブロッキング分子の
、抗体により占有されていない上記粒子表面に対する圧力を一定に保つことができるよう
な、ｐＨ、イオン強度、及び濃度の条件で、上記表面に吸着される。よって、結合したブ
ロッキング試薬と遊離しているブロッキング試薬との平衡は、常に、結合したブロッキン
グ試薬の方へシフトしている。
【００８９】
　上記懸濁液は、少なくとも１つの非イオン性界面活性剤、及び少なくとも１つのキレー
ト剤を含み、抗原－抗体の相互作用に影響せずに、粒子の凝集を最小にしている。
ｂ）微生物－磁性粒子複合体の形成に適した条件下で、上記混合物を所定の時間インキュ
ベートする。
ｃ）形成された微生物－磁性粒子複合体の分離及び凝縮、並びに上清除去のために磁界を
加える。
ｄ）洗浄された微生物－磁性粒子複合体を、少なくとも１つのタイプの過剰なブロッキン
グ分子と、マーカーラベルされた二次抗体（酵素または蛍光体）とを含むｐＨ緩衝液溶液
に再懸濁する。
ｅ）ラベルされた抗体－微生物－磁性粒子複合体を形成するために、所定の時間上記混合
物をインキュベートする。
ｆ）形成されたラベルされた抗体－微生物－磁性粒子複合体の分離及び凝縮のために磁界
を加える。
ｇ）上記粒子を洗浄し、二次抗体の残余分を取り除き、上清を除去する。
ｈ）形成されたラベルされた抗体－微生物－磁性粒子複合体を、液体媒体に再懸濁する。
この液体媒体は、マーカーとして作用する酵素による発色に必要な基質、吸着平衡が結合
されたブロッキング試薬分子の方へシフトすることが可能になる濃度のブロッキング試薬
、及び上記基質の１つまたはいくつかと競合する内在酵素に特異的な阻害剤を含む。
ｉ）信号を発色するために、上記混合物を所定時間インキュベートする。
ｊ）ラベルされた抗体－微生物－磁性粒子複合体の形成の結果生じる信号を検出し定量す
る。この信号は、求められる微生物の存在または定量に関連する。
【００９０】
　本発明は、ナノ粒子の使用の必要性がない技術創作により感度を増加させる。本発明は
、むしろマイクロ粒子で、１ｃｅｌｌ／ｍＬ（１０００ｃｅｌｌｓ／Ｌ）の感度を実現す
る。この階級は、従来技術においてナノ粒子の使用により実現される最大感度よりも高い
。
【００９１】
　本発明において、「サンプル」は、微生物を含むことが予想されるものとして考慮され
る。上記サンプルは、一般的に、環境または食物の起源からなり、所定の場合では、例え
ば、唾液、気道分泌物、または肺組織といった生物学的流体である。
【００９２】
　本発明は、以下のステップにより一般的に準備されたものを使用する。
ａ）１％の濃度で表面にカルボキシル基を有する磁性粒子の懸濁液を準備する。
ｂ）抗体と共有結合できるように、カルボキシル化された磁性粒子の懸濁液を化学処理し
、粒子を活性化する。
ｃ）表面に抗体が結合した免疫磁性粒子を得るために、活性化した磁性粒子に抗体を混合
する。
ｄ）抗体により占有されていない表面をブロックするために、ステップｃ）にて得られた
免疫磁性粒子を処理する。
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ｅ）安定な懸濁液を得るために、ステップｄ）にて得られた、ブロックされた免疫磁性粒
子を処理する。
【００９３】
　本発明の磁性粒子は、ポリマー、一般的には４５－４８％の磁性色素、好ましくは磁鉄
鉱封入体を有するポリスチレンに基づいて形成される。これらは、球状タイプであり、直
径の範囲が、０．５μｍから２μｍまで、好ましくは０．７μｍから１．５μｍまで、よ
り好ましくは０．８μｍから１．０μｍまでである。これらは、特に、－ＮＨ２基、－Ｃ
ＯＯＨ基、または－ＯＨ基、好ましくは７０－８５μｅｑ／ｇの－ＣＯＯＨ基で、表面が
化学的に官能化されている。他の支持体（例えばケミセル製の、例えば直径が２００－４
００ｎｍオーダーの磁性粒子（ナノ粒子）を含む磁性流体）は、同様の形式で活性化され
得る。
【００９４】
　上述の方法の一実施形態では、ステップｂ）の処理は、エチレンジカルボジイミド（Ｅ
ＤＣ）及びＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム（スルホ－ＮＭＳ）で実施す
る。スルホ－ＮＭＳを用いることで、水溶性ＥＤＣは、磁性粒子のカルボキシル基に活性
化したエステル官能基を形成する。スルホ－ＮＭＳエステルは、抗体のアミノ基に速やか
に反応する活性親水性基である。
【００９５】
　本発明は、環境サンプルまたは食物サンプル中の所望の微生物の検出または定量のため
の、再利用可能な分析装置を提供する。分析装置は、基体（２）と２つの側方の斜面（３
）とを含む支持体（１）、磁石（５）を支持し上記支持体に対し磁石を変位させる可動軸
（４）、締め具（７）の形態の少なくとも１つの留め具、及び上記基体上で静止し締め具
（７）の形態の上記留め具により位置が固定された少なくとも１つのキュベット（６）を
備えている。所望の微生物を含む、あるいは潜在的に含み、検出または定量の全てのステ
ップが発生するサンプルは、キュベットに塗布される。これらステップは、（ａ）選択的
に検出または定量する微生物を対象とする識別生体分子に感作する超常磁性粒子の懸濁液
で、サンプル中に存在する、あるいは潜在的に存在する所望の微生物を選択的に捕捉及び
分離するためのアッセイ混合物を形成するステップであって、上記アッセイ混合物は、非
特異的な吸着及び粒子間の凝集から粒子を保護する組成物の捕捉媒体を取り込むステップ
、（ｂ）上記識別生体分子が所望の微生物への結合するに十分な条件下で、上記アッセイ
混合物をインキュベートし、粒子－微生物複合体を形成するステップ、（ｃ）磁界を加え
ることにより、粒子－微生物複合体を含む、粒子を全て分離するステップ、（ｄ）以降の
分析ステップで潜在的に干渉する成分を取り除き、非特異的な吸着及び粒子間の凝集から
粒子を保護する洗浄媒体で、粒子を全て洗浄するステップ、（ｅ）（ｉ）選択的に検出ま
たは定量する微生物を対象とする読取り生体分子、及び（ｉｉ）非特異的な吸着及び粒子
間の凝集から粒子を保護する組成物のラベリング媒体を含む、アッセイ混合物を、洗浄さ
れた上記粒子の再懸濁により形成するステップ、（ｄ）上記読取り分子の結合が可能にな
る十分な条件下で、上記アッセイ混合物をインキュベートし、粒子－微生物－読取り分子
複合体を形成するステップ、（ｅ）磁界を加えることにより、粒子－微生物－読取り分子
複合体を含む、粒子を全て分離するステップ、（ｆ）粒子－微生物複合体に結合していな
い読取り分子を取り除くために十分な条件下で、非特異的な吸着及び粒子間の凝集から粒
子を保護する媒体で粒子を全て洗浄するステップ、及び（ｅ）サンプル中の測定対象であ
る細胞のタイプに起因する干渉を取り除く組成物の読取り媒体中の、上記粒子－微生物－
読取り分子複合体の存在または量を測定するステップを含む。
【００９６】
　本発明では、抗体は、特定のタイプに限定されず、測定する微生物に対し特異的な、従
来技術で知られる、いかなるタイプの抗体または断片が使用され得る。ポリクローナル光
体、モノクローナル抗体、組み換え型抗体等を含む。抗体は、微生物の種、または測定さ
れる微生物の遺伝型（この場合、例えば食物中の大腸菌　Ｏ１５７：１－１７といった特
定の混入菌の測定に有効である）に対し特異的であり得る。あるいは、抗体は、微生物の
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属、科、または目全てと反応し得る。この場合、一般的な混入があり特定生物の混入がな
い場合に微生物を測定するときに有効である。
【００９７】
　特異性が高い、あるいは低い抗体の製造方法は、当業者にとって知られている。一般的
に、本発明の方法は、水溶液または懸濁液中の少なくとも１つの微生物の検出に用いられ
る。それゆえ、上記方法は、水溶液または懸濁液に抗体で被覆された細粒を混合すること
を含む。抗体の例は、例えばBionova Cientifia, S. L. の抗体といった市場で入手可能
なものである。ポリクローナル抗体は、実際に種々の抗体の集合体であるので、一般的に
、上記変化が細菌の生細胞表面における抗原の発現の変化を緩和させ得るように、本発明
の方法に用いられる。例えばレジオネラの検出の場合、免疫原としてレジオネラ　ニュー
モフィラ(Legionella pneumophila)株、ＡＴＣＣ＃３３１５２の全細胞を用いたウサギ抗
体が、対応する場合で用いられる。細粒に用いられる各抗体に適した量は、ルーチン実験
を用いて当業者により容易に決定し得る。
【００９８】
　本発明の一態様では、ステップｅ）の処理は、ブロックされた免疫磁性粒子に、ステッ
プｃ）で用いた余剰量のブロッキング試薬、殺菌試薬、静菌試薬、界面活性剤、及びキレ
ート試薬を含む溶液を混合することにより実行される。
【００９９】
　上記ブロッキング試薬は、とりわけ中でも、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、牛乳カゼ
イン粉末、溶解状態の牛乳カゼイン、水冷の魚皮ゼラチン、豚皮ゼラチン、スキムミルク
粉末、ポリデキストラン等であり得る。
【０１００】
　上記殺菌試薬は、とりわけ中でも、ストレプトマイシン、ネオマイシン、ゲンタマイシ
ン、カナマイシン、好ましくはアジ化ナトリウムであり得る。
【０１０１】
　上記静菌試薬は、とりわけ中でも、p－ニトロフェニル－ジ－クロロアセトアミドプロ
パンジオール（クロラムフェニコール）、スルファニルアミド、２，４－ジアミノ－５－
（３，４，５－トリメトキシベンジル）ピリミジン（トリメトプリム）、好ましくは２－
（エチルマーキュロメルカプト）安息香酸ナトリウム塩（チメロサール）であり得る。
【０１０２】
　上記界面活性剤は、必須には、例えば、ポリエトキシル化アルキルフェノール、ポリエ
トキシル化脂肪アルコール、ポリエトキシル化脂肪酸、アルカノールアミン、または縮合
物等といった非イオン性界面活性剤、好ましくはソルビタンモノウラレート（Ｔｗｅｅｎ
２０）であり得る。
【０１０３】
　上記キレート試薬は、とりわけ中でも、２，２’－ビピリジル、ジメルカプトプロパノ
ール、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、エチレンジオキシ－ジエチレン－ジニトリ
ロ－四酢酸、エチレン－グリコール－ビス－（2－アミノエチル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’
－四酢酸（ＥＧＴＡ）、ニトリロトリ酢酸（ＮＴＡ）、オルト－フェナントロリン、サリ
チル酸、及びトリエタノールアミン（ＴＥＡ）、 好ましくはＥＤＴＡであり得る。
【０１０４】
　特定の形態では、上記ブロッキング試薬はウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）であり、静菌
試薬はチメロサールであり、殺菌試薬はアジ化ナトリウムであり、界面活性剤はソルビタ
ンモノウラレートであり、キレート試薬はエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）である。
【０１０５】
　上述の方法の形態では、ステップｇ）で、ペルオキシダーゼと結合した抗体を安定化す
るために、例えばチメロサールといった防腐剤が添加される。ペルオキシダーゼとの反応
に用いる補基質の自己酸化を遅延させるために、弱い２ナトリウムリン酸塩が用いられる
。リン酸－クエン酸緩衝液に溶解して、２ナトリウムリン酸塩を他の補基質に混合するに
際し、ペルオキシダーゼ活性の最適ｐＨは、基質の自己酸化の程度がわずかであり、かつ
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ペルオキシダーゼに利用できる濃度が最小であり自己酸化を無視できるレベルから開始す
るように、元に戻される。補基質と弱塩との混合物は、補基質がペルオキシダーゼと接触
したときに最終的に補基質がリン酸－クエン酸緩衝液に混合され、最小の自己酸化の初期
レベル及びペルオキシダーゼの最適ｐＨで反応が起こるように、既に安定になり得ると考
えられる。
【０１０６】
　上述の方法の形態では、ステップｈ）で、例えば３－アミノ－１，２，４－トリアゾー
ルといった、ペルオキシダーゼと競合する内因性酵素の阻害剤が添加される。３－アミノ
－１，２，４－トリアゾールは、発色基質(the development substrate)（過酸化水素）
に対しペルオキシダーゼと競合し得る微生物のカタラーゼを選択的に不活性化するが、ペ
ルオキシダーゼを阻害しない。他の可能性は、カタラーゼにより認識されずペルオキシダ
ーゼにより認識される、例えば過酸化尿素といった、置換した過酸化物を用いることであ
る。
【０１０７】
　抗体により占有されていない粒子表面をブロックすることにより、一方では、サンプル
中に存在する他の分子の粒子上での吸着、すなわち所望の微生物の捕捉を妨害し得る非特
異的な吸着（偽陰性を有利にすること）が防止され、他方では、捕捉された微生物の読取
りに用いられる分子の粒子上での吸着（偽陽性を有利にすること）も防止される。
【０１０８】
　ブロッキング分子は、固定された抗体が表面上で傾き、認識部位が外部媒体に対し露出
することなく吸着され得ることを防止するので、磁性粒子に固定された抗体の吸着も回避
される。粒子同士の凝集は減少し、粒子を含む、あるいはその中で粒子を取り扱う容器の
壁といった、他の表面に対する粒子の接着が防止される。
【０１０９】
　このようにして得られた免疫磁性粒子は、懸濁液中で長期間安定であり、磁界を印加す
ることにより速やかに集まり、磁界を取り除いて軽く攪拌することで容易に再分散する。
【０１１０】
　本発明は、測定、及び、さらにはサンプルの接触から分析結果を得るまでの測定プロセ
ス中に適用される、粒子懸濁液を安定化する手段により、定量的な取り扱いを達成し、上
記条件は、長時間持続する。
【０１１１】
　この安定化は、粒子数が分析プロセス中減少せず、かつ測定対象であり微生物と異なり
、その測定に干渉し得る他の微生物または分子に粒子が結合しないように、決して粒子が
その含んでいる表面に接着しないことを意味する。
【０１１２】
　この特徴は、抗体（微生物を捕捉するために用いられるリガンド）により占有されてい
ない粒子表面のブロッキングが必要である。ブロックされていない表面は、サンプル中に
存在する他の分子または微生物が相互作用し測定対象の微生物との相互作用を伴って干渉
するように、ある種の反応性を有している。ポリマー（例えばデキスタラン）といったブ
ロッキング試薬を用い、その粒子表面への共有結合によって粒子または支持体をコートす
る方法がある。しかし、これらの技術により、コーティングの程度の再現性ある制御を達
成させることができず、結果物がかなり変動し得る、あるいは粒子に塗布するために妥当
であるように、表面の抗体の部分をコートすることがむしろ容易である。
【０１１３】
　免疫アッセイの測定の特定のステップでは、ＥＬＩＳＡプレートといった固定化された
支持体の表面を保護するために、ブロッキング試薬を使用することが知られている。ブロ
ッキングステップは、ブロッキング試薬を含む緩衝液でプレートを一時インキュベートす
ることにより実行される。ブロッキング分子の一部は吸着され、未吸着の分子は、その後
洗浄され、測定のための発色へ進む。洗浄緩衝液の組成において、塩化ナトリウム及びリ
ン酸塩は、共通して存在する。しかし、粒子表面が脱保護され、分析中に起こる可能性が
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ある非特異的な相互作用に有利に働き得るので、これら化合物（特に塩化ナトリウム）は
、まれに(in little time)、特定のタンパクといった、ブロッキング試薬から脱離される
。
【０１１４】
　明らかに、抗体で活性化した磁性粒子といった、遊離した支持体を使用することにより
、抗体と（微生物中に存在する）抗原との間の衝突を増加させ、これら衝突の全部でない
一部が抗原－抗体の相互作用となり、所定時間での微生物の捕捉を最も効率よくすること
ができる。しかし、サンプル中の、粒子表面との反応基を有する他の分子は、同様の様式
で有利に働き得る。これらの不要な相互作用は、所望の抗原－抗体の相互作用に干渉し得
る。
【０１１５】
　その一方で、固定された支持体（例えばＥＬＩＳＡプレート）及び遊離支持体（粒子ま
たは球体）の両方において、洗浄ステップは、洗浄緩衝液の組成、または単純な希釈及び
それに続くブロッキング試薬の吸収平衡のシフトにより、表面保護の度合いに影響を与え
る。そして、上記表面が分析中同じ度合いで保護されていることは確かでない。
【０１１６】
　懸濁液中の粒子といった遊離支持体において、保護対象の表面は、懸濁液中で自由に運
動する粒子の表面である。文献では、この問題は、ポリアルコール型の合成ポリマーを適
用することにより、対処されている(approached)。これらのポリマー化合物は、粒子製造
中のステップで即座に添加され、表面に直接結合する。本発明では、常に、ブロッキング
分子の吸着は有利に働く。これを受けて、吸着平衡は、常に、ブロッキング分子吸着の方
へシフトしたままである。好ましくは、このブロッキング試薬は、タンパクである。
【０１１７】
　支持体表面上の合成ポリマーの堆積及び共有結合に伴う反応制御は再現性がないので、
達成されるコーティングの度合いは、かなり変動し得、実際には、コート対象の粒子表面
に固定された抗体の一部分（必ずしも同一部分とは限らないが）に対し、共通して、抗原
との相互作用能が欠損している。
【０１１８】
　このような事例となる理由は、用いられる化学成分(chemistry)が常に、抗体が有する
、非常に多様化した反応基に影響を与え、ポリマーが反応基のいくつかと相互作用するが
避けられないこと、または、ポリマーが、完全または部分的にいくつかの抗体上に堆積さ
れ、これにより抗原との相互作用に立体障害が生じることである。
【０１１９】
　それゆえ、再現性があり、かつ微生物の測定プロセスのための環境条件の変化に依存し
ない粒子の不活化を達成することが必要である。
【０１２０】
　本発明は、上記問題を解決し、決定プロセス中、インキュベーション、洗浄、及び分離
の両方においてブロッキング試薬を一定圧力に維持することに基づくプロセスにより、上
記不活化を達成する。一時表面から離れた(abandoning)ブロッキング試薬分子の数は、常
に、その位置を占有するブロッキング試薬分子の相当数により補償される。これは、次の
態様を考慮することを含む。
ａ）免疫試薬（固定化された抗体を有する粒子）の製造プロセスの最終ステップとして、
分析実行用サンプルに対し予見量の懸濁液を添加するに際し、得られる希釈率がブロッキ
ング試薬の最適濃度を維持し得る濃度で、ブロッキング試薬を添加すること。
ｂ）分析の全ステップでブロッキング試薬の最適濃度が維持されるように、分析に伴う全
溶液にブロッキング試薬を導入すること。
ｃ）表面へのブロッキング試薬の相互作用は、共有結合である必要がなく、むしろ弱い多
点相互作用に基づいており、吸着平衡が支持体との結合へシフトした支持体に対する吸着
を確立すること。これは、抗体を有する活性化粒子の「動的な」保護システムであり、こ
れにより、ポリマー合成及び共有結合の導入の必要がなくなる。
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【０１２１】
　よって、本発明は、次の効果が長時間持続する頑強な測定プロセスを提供する。
１）粒子表面が脱保護されず、これにより非特異的な吸着が最小になる。
２）抗体は、支持体が固定点の周囲を回転運動するに際し、支持体の近傍を運動し得ず、
実際の支持体に吸着されており、これにより生物学的活性の欠損がなくなる。
３）粒子の取り扱い、抗体を有する粒子、免疫複合体を有する粒子、及び（測定用の）ラ
ベルされた免疫複合体を有する粒子は、常に定量的であり、ＥＬＩＳＡ、または従来の磁
性粒子で起こったことと違って、組成に関わらず、測定の可変性の影響を排除する。
【０１２２】
　非常に興味深い態様は、非特異的な吸着に対する粒子表面の保護を持続したことにより
、粒子に捕捉された微生物と読取り抗体との衝突の可能性を増加させるために、低いイオ
ン強度条件下で読取り抗体の量を増加させることが可能になる点である。これが可能にな
るのは、低いイオン強度条件下において、読取り抗体と、捕捉された微生物表面に露出し
た抗原との間の静電反発力が減少することが理由である。よって、読取り抗体は、抗原の
近傍であっても運動し得、短時間で有利な衝突の回数を増加させることができる。それと
同時に、ブロッキング分子と捕捉抗体に占有されていない粒子表面との相互作用は、有利
に働く。それゆえ、非特異的な吸着に対する粒子表面の効率的な保護、及び抗体－抗原の
効率的な相互作用が同時に起こる。したがって、高い信号／ノイズ比を維持して、測定感
度が増加する。
【０１２３】
　非常に興味深い他の態様は、制御された一定の環境下で粒子を定量的に取り扱うことに
より、大容量のサンプルの、取り扱い測定感度を増加させることができる点である。サン
プルの容量を増加させることにより、感度を増加させることが可能になる。このことは、
ＥＬＩＳＡ技術といった他の免疫アッセイ技術において、非常に重大な限界である。
【０１２４】
　本発明では、同じ粒子に同じサンプルの（容積で等量の）負荷をいくつかかけることに
よっても感度を増加させることが可能である。所定のサンプル負荷で捕捉を実行したとき
、非常に多くの微生物細胞が存在し、粒子と微生物との間の接触に非常に有利に働き、微
生物の捕捉が抗原－抗体の相互作用により起こることが初期に知られている。
【０１２５】
　一般的に、時間経過に従い、微生物を捕捉した粒子集合体に有利に、（微生物と結合し
ていない）「空の」粒子の集合体が減少し、サンプル中の遊離している微生物の数が減少
する。そして、微生物が既に微生物細胞を結合し他の細胞の侵入が困難になること、及び
サンプル中の遊離した微生物が少なくなり有利に衝突する可能性が小さくなることにより
、粒子は、次第に捕捉効率が小さくなる。この理由により、免疫アッセイにおけるインキ
ュベーション時間は、通常長く、例えば３０分と３時間との間である。
【０１２６】
　特定の形態では、本発明は、インキュベーション時間を変更させない、あるいはインキ
ュベーション時間を減少させても、捕捉効率を向上させるプロセスを提供する。このプロ
セスは、等量かつ等質のアリコート（負荷）にサンプルを分割し、時間ｔ１未満で抗体で
活性化した磁性粒子に第１の負荷を接触させること、上記粒子を保持しサンプルを除去し
サンプルの新たな負荷に置換し、同じ粒子（粒子表面の一部が占有されているので、粒子
がいくつかの細胞を捕捉する能力を有するという意味では消耗している）を再び同じ濃度
の遊離細菌を有する環境に置き、時間ｔ１よりも大きい時間ｔ２で新たな相互作用を有利
に働かせること、及び必要とする多くの負荷について同じことを行うことからなる。この
とき、Ｔ＝ｔ１＋ｔ２＋・・・＋ｔｎ，ただしＴは全免疫捕捉時間である（図１１）。
【０１２７】
　他の特定の形態では、本発明は、粒子表面の持続的な保護により非特異的な吸着が増加
しないので、単一の免疫捕捉ステップの時間を増加させることで所望の微生物の測定感度
を増加させるプロセスを提供する（図１２）。
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【０１２８】
　よって、本発明は、より容量が多いサンプル及び／または微生物濃度が同じである連続
した負荷を用いること、プロセス中に不要な吸着に対し絶え間なく保護する支持体を用い
ることができるので、非常に顕著な様式で感度を増加させるプロセスを提供する。
【０１２９】
　本発明は、微生物測定用キットを提供する。上記測定の範囲は、半定量または定量であ
り得る。半定量は、結果がサンプル中の微生物濃度の階級の概算であるものとして理解さ
れる。上記キットにより、単純でかつ迅速な形式で、水または食物のサンプル中の所望の
微生物を選択的な捕捉、微生物の濃縮及びサンプル中の残りの要素からの分離、並びに微
生物の比色分析測定が可能になり、インサイチュ測定が可能になる。上記キットには、所
望の微生物に対する抗体がその表面に固定された超常磁性粒子を用いる。この抗体は、供
給される反応媒体内で、サンプル中に存在する、あるいは存在する可能性がある所望の微
生物に対し特異的に結合する。携帯機器の取り扱いが容易であることにより、反応キュベ
ットに離接して(closer to and away from)磁石を移動させることができる。これにより
、免疫磁性捕捉分析中に粒子を保持し再懸濁すること、所望の微生物を分離し濃縮するこ
とが可能になる。最後に、キュベット内の反応媒体は、色を発色する。この色は、色チャ
ートと比較され、所望の微生物の存在を視覚的に測定し、サンプル採取と結果取得との間
の約６０分間でその階級を概算する。
【０１３０】
　特定の形態では、上記キットは、インサイチュ分析のための手動の携帯機器と、１組の
組成物、すなわち分析を実行するための反応媒体とを備え、全てが冷却プレートを組み込
んだ容器内に配されている。分析の全ステップは、上記機器内で行われる。この機器は、
２つのキュベット及び磁石を有する支持体と、結果を正確に解釈するための色チャートと
を備えている。上記組成物すなわち反応媒体は、以下のとおりである。
ａ）（上記捕捉抗体が共有結合により表面に固定され、ブロッキング試薬が上記抗体によ
り占有されていない表面に非共有結合により結合している）免疫磁性粒子を、同じブロッ
キング試薬、キレート試薬、界面活性剤、殺菌試薬、及び静菌試薬を含む液体媒体中で懸
濁した液を含む、所望の微生物を捕捉するための組成物。上記組成物は、濃度１５０ｍＭ
のリン酸ナトリウム緩衝液に相当する高いイオン強度を有している。
ｂ）例えば過酸化水素または蛍光基質といった読取り分子に会合する読取り抗体を、ブロ
ッキング試薬、及び微生物に存在し上記読取り分子に競合する酵素の活性阻害試薬を含有
する溶液中に含む、所望の微生物用の標識組成物。上記組成物は、５０ｍＭリン酸－クエ
ン酸緩衝液及びｐＨ６．０に相当する中程度のイオン強度を有している。
ｃ）読取り反応の発色に必要な酸化可能な基質を、上記基質の自己酸化を低減するための
弱いリン酸二ナトリウムを含有する溶液中に含む所望の微生物の読取り組成物。
ｄ）読取り反応の発色に必要な酸化基質を、ｐＨ６．０、濃度５０ｍＭのリン酸－クエン
酸緩衝液溶液中に含む、所望の微生物の読取り組成物。
ｅ）１Ｍと５Ｍとの間の濃度、好ましくは３Ｍで強酸または強塩基を含む、読取り反応の
停止組成物。
ｆ）濃度２５ｍＭ、ｐＨ７．０のリン酸ナトリウム溶液に相当する低いイオン強度で、ブ
ロッキング試薬、界面活性剤、及び静菌試薬を含む、免疫磁性粒子を洗浄するための組成
物。
【０１３１】
　特定の形態では、本発明は、抗レジオネラ免疫磁性粒子の使い捨てアリコートの利用に
基づいて水中のレジオネラ濃度をオンラインでモニタリングする自動バイオセンサ設備を
提供する。
【０１３２】
　水中のレジオネラ濃度の連続的なモニタリングのためのバイオセンサの構成を以下に記
載する。上記バイオセンサは、
ｉ）所望の微生物（この例ではレジオネラ）の捕捉反応及び標識反応のためのセル、
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ｉｉ）選択された波長での吸光度、または選択された放出長での蛍光を読み取るためのセ
ル、
ｉｉｉ）光学変換器（レジオネラの場合では分光光度計、または分光蛍光光度計）、
ｉｖ）種々の液体を取り扱うための流体回路、
ｖ）分析の逐次制御及び信号の収集のためのマイクロプロセッサ、
ｖｉ）データ処理及び上記マイクロプロセッサとの通信処理のためのコンピュータ、
ｖｉｉ）攪拌装置、
ｖｉｉｉ）磁気保持装置、
ｉｘ）温度自動調節装置
を含む集積システムである。
【０１３３】
　図２は、上記バイオセンサの構成を示す。種々のセルにおいて、一方では、所望の微生
物の捕捉及び標識が起き、他方では、得られた信号の読取りが行われる。上記流体回路は
、液体の取り扱いを可能にする蠕動ポンプが構成されている。磁気保持装置により、反応
セル内での免疫磁性粒子の取り扱いが可能になる。反応セル内では、所望の微生物の捕捉
及び標識が行われる。信号の読取りは、上記変換器の要素に組み込まれた他の異なるセル
内で、流れのもとで行われる。抗原－抗体相互作用に有利な温度、及び読取り分子の活性
に適した温度に維持するために、上記反応セル及び磁気保持装置は、恒温化コンパートメ
ント（Ｂ）に配されている。同様に(in turn)、上記コンパートメントは、上記分析に伴
う試薬及び溶液の保存に有利な温度で、より大きな他の恒温化コンパートメント（Ａ）の
内部にある。
【０１３４】
　各測定サイクルにおいて、サンプル中に存在する所望の微生物の捕捉、分離及び濃縮、
並びにそれに続く読み取りが行われる。所望の微生物のない溶液を含むブランクの測定は
、サイクルの第１ステップで行われる。そして、サンプル中の所望の微生物の測定は、第
２ステップで行われる。上記機器は、上記ブランクの読取り及びサンプルの読取りを記録
し（図３）、両者の差、サンプル中の微生物濃度に相関する値を計算する（図４）。最終
的には、図２に示した自動装置（下からブラケット間で同一である種々の集積部分）を用
いて、各場合において、上記ブランク及び上記サンプルの両方に対し、次順の所定量の次
の組成物が添加される。（ａ）所定量のサンプルは、蠕動ポンプ（６）により、サンプル
採取点から、恒温化コンパートメント（Ｂ）に配された反応セル（１１）へ運搬される。
（ｂ）免疫磁性粒子の懸濁液を含む組成物のアリコートは、攪拌装置により均質化された
後、蠕動ポンプ（３）により、対応する貯蔵タンク（１５）から反応セル（１１）へ運搬
される。ｃ）サンプル及び免疫磁性粒子の混合物は、一定の時間間隔で所定期間、攪拌装
置（１７）により均質化され、これにより、所望の微生物が、抗原－抗体の相互作用によ
って免疫磁性粒子に捕捉され得、粒子－微生物複合体を形成する。ｄ）遊離している免疫
磁性粒子、及び所望の微生物と複合体を形成している磁性粒子の両方が反応セル（１１）
の領域内で保持されるような、磁気保持装置（１２）の活性化による磁界印加。ｅ）蠕動
ポンプ（８）による、上清の液体の残留物への排出。ｆ）磁気保持装置（１２）の不活性
化による、磁界印加の解除。ｇ）所望の微生物に対し直接的な抗体（例えば過酸化水素と
いった読取り分子と会合するので読取り抗体と呼ばれる）を含む所定量の組成物は、蠕動
ポンプ（２）により、その貯蔵タンク（１４）から反応セル（１１）へ運搬される。ｈ）
反応セル（１１）内の上記組成物及び磁性粒子の混合液は、一定の時間間隔で所定期間、
攪拌装置（１７）により均質化され、これにより、上記読取り抗体は、免疫磁性粒子上で
捕捉された微生物と結合し得る。ｉ）遊離している免疫磁性粒子、並びに所望の微生物及
び読取り抗体と複合体を形成している磁性粒子の両方が反応セル（１１）の領域内で保持
されるような、磁気保持装置（１２）の活性化による磁界印加。ｊ）蠕動ポンプ（８）に
よる、上清の液体の残留物への排出。ｋ）磁気保持装置（１２）の不活性化による、磁界
印加の解除。ｌ）免疫磁性粒子の洗浄が可能な所定量の組成物は、蠕動ポンプ（７）によ
り、その貯蔵タンク（２０）から反応セル（１１）へ運搬される。ｌｌ）免疫磁性粒子と
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洗浄組成物との混合液は、攪拌装置（１７）で均質化される。ｍ）洗浄された免疫磁性粒
子が反応セル（１１）の領域内で保持されるような、磁気保持装置（１２）の活性化によ
る磁界印加。ｎ）上清の液体は、蠕動ポンプ（８）により、反応セル（１１）から残留物
へ排出される。ｏ）磁気保持装置（１２）の不活性化による、磁界印加の解除。ｐ）ペル
オキシダーゼ酵素の基質を含む所定量の組成物（読取り組成物）は、蠕動ポンプ（４）に
より、その貯蔵タンク（１３）から反応セル（１１）へ運搬される。ｑ）磁性粒子及び上
記組成物の混合液は、所定期間、攪拌装置（１７）により均質化され、この混合物中では
、ペルオキシダーゼが触媒となり、水溶性着色産物が得られる。ｒ）停止試薬を含む所定
量の組成物は、蠕動ポンプ（５）により、その貯蔵タンク（２１）から反応セル（１１）
へ運搬され、読取り分子により引き起こされる反応を停止する。ｒｒ）免疫磁性粒子が反
応セル（１１）の領域内で保持されるような、磁気保持装置（１２）の活性化による磁界
印加。ｓ）上清は、読取りセル（１８）を通過する流れの下に通過させながら、蠕動ポン
プ（９）により、反応セル（１１）から残留物へ運搬される。上記セルは、所望の微生物
の存在または量を測定するために、上記上清の通過中に吸光度読取りの記録を可能にする
光学変換器に収納されている。
【０１３５】
　上記ブランクは、サンプルに先立って、サンプルと同じ形式で分析される。これを受け
て、上記ブランクは、蠕動ポンプ（１）により、その貯蔵タンク（２２）から反応セル（
１１）へ運搬される。
【０１３６】
　最終的に、ブランクに対して得られた読取りは、サンプルに対して得られた読取りと比
較される。上記比較は、サンプルに対し記録された吸光度の最大値から、ブランクから記
録された吸光度の最大値を差し引くことからなる。
【０１３７】
　測定サイクルが終了すると、蠕動ポンプ（１０）により、クリーニング溶液をその貯蔵
タンク（１９）から反応セル（１１）へ通過させて、バイオセンサの液体回路が洗浄され
る。反応セル（１１）中に含まれるクリーニング溶液は、攪拌装置（１７）により、所定
時間攪拌され、蠕動ポンプ（９）によって、読取りセル（１８）を介して残留物へ通過さ
れる。
【０１３８】
　いくつかの実施例を以下に記載する。ただし、多くの他のものは、当業者に自明な様式
で、発明の範囲内に備えられている。
【０１３９】
　〔実施例〕
　〔実施例１：清浄水サンプル中のレジオネラの検出〕
　ポリスチレンからなり、その表面にカルボキシル基を有する超常磁性粒子（平均粒径０
．９μｍ、４５．７％磁性顔料－Estapor Merck France）を用いた。抗レジオネラポリク
ローナル抗体は、これら粒子に固定された。免疫磁性粒子は、１％ＢＳＡとともに、２５
ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．０）で、緩やかに攪拌して、１２時間インキュベートされた
。結果物である免疫磁性粒子は、１０％ＢＳＡ、１．０％Ｔｗｅｅｎ２０、０．０１％チ
メロサール、及び０．１％アジ化ナトリウムを含む１５０ｍＭリン酸緩衝液溶液中で、１
／４０の比率で懸濁された。最終的な免疫磁性粒子の懸濁液は、図１に示されかつ上述さ
れたものと類似する、インサイチュ分析用の携帯機器に配置される。
【０１４０】
　キュベットから磁石を離して、容量１．０ｍＬの免疫磁性粒子懸濁液がキュベット内部
に配置された。そして、容量１０．０ｍＬの冷却塔から直接的な水サンプルが、免疫磁性
粒子に添加され、上記機器による緩やかな攪拌により均質化された混合物を形成し、この
混合物を室温で１５分間インキュベートした。このインキュベーション時間が経過した後
、磁石は、キュベットの外壁に接触し、キュベットの内壁で免疫磁性粒子が磁石付近の領
域に引き付けられ保持されるまで、近接して移動する。上清は、磁界により保持された免
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疫磁性粒子を巻き込まないように、キュベットから排出される。
【０１４１】
　そして、キュベット内で保持された免疫磁性粒子は、容量１．０ｍＬの５０ｍＭリン酸
－クエン酸緩衝液溶液（ｐＨ５．０）に再懸濁される。この緩衝液溶液は、０．１％ＢＳ
Ａ、０．０１％チメロサール、及び４．０μｇ／ｍＬの、ペルオキシダーゼと会合する抗
レジオネラ属ポリクローナル抗体を含有する。この混合物は、機器の緩やかな攪拌により
均質化され、そして、室温で１０分間インキュベートされる。インキュベート後、磁石は
、キュベットの外壁に接触し、キュベットの内壁で免疫磁性粒子が磁石付近の領域に引き
付けられ保持されるまで、近接して移動する。上清は、磁界により保持された免疫磁性粒
子を巻き込まないように、キュベットから排出される。
【０１４２】
　キュベットから磁石を離して、免疫磁性粒子は、１０％ＢＳＡ、０．１％Ｔｗｅｅｎ２
０、及び０．１％チメロサールを含有する、容量４．０ｍＬの２５ｍＭリン酸緩衝液溶液
（ｐＨ７．０）に再懸濁することにより洗浄される。そして、再度磁石を近接して移動し
キュベットに接触させることにより、上記洗浄された免疫磁性粒子を保持し、上清を除去
した。この洗浄ステップは、２回以上実行される。
【０１４３】
　最後の洗浄後、磁界が解除される、すなわち、磁石がキュベットから離れるように移動
される。免疫磁性粒子は、容量１．０ｍＬの５０ｍＭリン酸－クエン酸緩衝液溶液（ｐＨ
５．０）に再懸濁される。この緩衝液溶液は、０．５％過酸化尿素及び０．１％アミノサ
リチル酸を含有する。この混合物は、機器の緩やかな攪拌により均質化され、そして、室
温で２分間インキュベートされる。この間、ペルオキシダーゼは、抗レジオネラ抗体と会
合しており（言い換えれば、免疫磁性粒子及びレジオネラ細胞により形成された複合体に
結合しており）、過酸化尿素によるアミノサリチル酸の酸化を触媒する。この反応により
、機器内の混合物が呈色する。
【０１４４】
　上記インキュベーションが経過後、上記混合物に、０．１５ｍＬの３Ｍ水酸化ナトリウ
ム（ＮａＯＨ）溶液が添加され、ペルオキシダーゼにより触媒された上記反応を停止する
。インキュベーション後１分経過後、磁石は、キュベットの外壁に接触し、キュベットの
内壁で免疫磁性粒子が磁石付近の領域に引き付けられ保持されるまで、近接して移動する
。
【０１４５】
　レジオネラの検出において、呈色することは陽性の結果として解釈され、呈色しないこ
とは陰性の結果として解釈される。最終的に得られた呈色強度により、レジオネラ濃度（
リッター当たりのコロニー形成単位（ｃｆｕ／Ｌ）で表わされる）の階級を視覚的に概算
することができる（図７）。
【０１４６】
　波長５５０ｎｍでの吸光度の読取りを実行するため、上清が除去され得る。ブランクで
読み取る吸光度について、上記吸光度は、サンプル中のレジオネラ濃度に相関する（図２
）。
【０１４７】
　この吸光度は、免疫磁性粒子により捕捉されたレジオネラの量に比例する、言い換えれ
ば、サンプルに存在するレジオネラの量に比例する。
【０１４８】
　サンプル当たり１５レプリカで、種々のレジオネラ濃度のサンプルに対して得られた結
果は、定性的及び定量的の両方において、培養法と本発明で提供された方法との間で一致
している（図８）。
【０１４９】
　これらの結果から、サンプルからの生きている微生物の検出及び／もしくは半定量、ま
たは定量に対する、本発明により提供されるプロセスの有効性が確認される。
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【０１５０】
　〔実施例２：（冷却塔及び排水）産業用水の定量分析〕
　本発明の実施例１により提供されるプロセスに基づき、冷却塔からのサンプル及び排水
からのサンプルという、２つのタイプの水サンプルが分析された。各タイプのサンプルに
対して、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、プレート培養を用いてレジオネラ濃度が測定
され、分析は本発明の方法により実行され、５５０ｎｍでの吸光度の読取りを得た。本発
明の方法でアッセイされた各サンプルの容量は、１０．０ｍＬであり、サンプルは前処理
されていない。
【０１５１】
　図１４からわかるように、得られた結果は、アッセイされた２つのタイプのサンプルに
ついて、サンプル中のレジオネラ濃度と５５０ｎｍでの吸光度との間で一貫性の度合いが
高いことが示す。
【０１５２】
　よって、本発明により提供された方法は、種々のタイプの水についてレジオネラ濃度の
確実な概算を得ることができ、用いられる他の技術に対し顕著な利点を有し、特に結果を
得る時間が１時間未満であり、インサイチュ分析を実行することができ、かつ制御された
実験室環境での専門的な監視を必要としない。
【０１５３】
　〔実施例３：自動バイオセンサによるレジオネラの定量〕
　この実施例は、サンプル当たり７レプリカで種々のレジオネラ濃度の清浄水サンプルに
対し、上述した自動バイオセンサ設備（図３）を用いることにより得られた結果を提示す
る。この自動バイオセンサ設備は、抗レジオネラ免疫磁性粒子の使い捨てアリコートの利
用に基づいて水中のレジオネラ濃度をオンラインでモニタリングするためのものである。
【０１５４】
　各測定サイクルは、ブランクの分析及びサンプルの分析を含み、対応する信号は、自動
バイオセンサ（図４）により記録される。サンプルの信号からブランクの信号を差し引い
た結果得られた吸光度の値は、清浄水サンプル中のレジオネラ濃度と高い相関がある（相
関係数ｒ＝＋０．９９）（図２）。
【０１５５】
　図５に示されるように、培養法、及び自動バイオセンサに対し本発明で提供された方法
により得られた結果は、類似するものである。測定サイクルは、分析サンプル当たり所要
時間が１時間である。
【０１５６】
　このことから、上記バイオセンサは、主に危険設備において、水中のレジオネラ濃度の
モニタリング及び監視、並びに殺生剤量またはその他の訂正措置に適応し比例した形式で
適用することにも用いられ得ることが示唆される。特に、上記バイオセンサは、危険設備
が、長時間保持された感染性レジオネラの濃度に達するのを防止し、関連する危険の可能
性を低減するために用いられ得る。これらの濃度は、冷却塔及び類似の装置において、１
０４－１０５ｃｆｕ／Ｌに達する、あるいは超える濃度で確立することが報告されている
（World Health Organization, “Legionella and the prevention of legionellosis”,
 2007）。これらの濃度は、１２～１５日間の培養により測定される。危険設備において
レジオネラの濃度が数分で１０または１００倍になり得ること（Bentham & Broadbent, 
“The Influence of the Sessile Population in the Legionella Colonization of Cool
ing Towers in: Legionella - Current Status and Emerging Perspectives, Eds. Barba
ree, J. M., Breiman, R.F. and Dufour, A.P., ASM Press. Washington, DC, 1993）を
考慮すると、培養法は、防止目的で用いられ得ず、むしろ検査道具としてのみ用いられ得
る。
【０１５７】
　一方、本発明により提示されたバイオセンサは、専門的な監視を必要とせずに、レジオ
ネラ濃度をオンラインでモニタリングするために危険設備に組み込まれ得る。これにより
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、レジオネラに関連する生物学的危険に対し効率的な防止ストラテジーが可能になる。
【０１５８】
　〔実施例４：粒子の動的なコーティングと比較した、静的コーティングの非特異的な吸
着に対する保護効果の比較〕
　２つの異なるタイプの免疫粒子表面の挿入について、保護効果の比較が実行された。一
方は、デキストラン－アスパラギン酸－アルデヒド（ＤＡＡ）の共有結合によるものであ
り、他方は、本発明にて後に記載されている、タンパク、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）
の非共有結合によるものであり、免疫磁性粒子の微環境において、その濃度は過度に維持
され、上記粒子は予め上記ブロッキング試薬でブロックされている。
【０１５９】
　２つのタイプの抗大腸菌免疫磁性粒子に対し、分離して、特定化されたプロトコールが
適用される。これらのうち１つでは、上記粒子は、ＢＳＡでブロックされる。もう１つの
場合では、粒子は、ＤＡＡでブロックされる。全ての場合において、分析中、ＢＳＡは、
過剰に維持されている。各タイプの粒子に対し、大腸菌が０ｃｆｕ／ｍＬ、１０ｃｆｕ／
ｍＬ、１０２ｃｆｕ／ｍＬ、及び１０３ｃｆｕ／ｍＬである４つのサンプルで、上記プロ
トコールが適用される。
【０１６０】
　この比較は、次のプロトコールに従い実行される。ｉ）４．０ｍＬのサンプル（全サン
プルは、１５０ｍＭリン酸（ｐＨ７．０）に２％ＢＳＡを含む）に抗大腸菌免疫磁性粒子
の懸濁液２５μＬを添加する。ｉｉ）室温で１５分間緩やかに攪拌する。ｉｉｉ）免疫磁
性粒子を保持し上清を除去する。ｉｖ）１５０ｍＭリン酸緩衝液溶液（ｐＨ７．０）及び
２％ＢＳＡで連続して３回洗浄し、最後に２５ｍＭリン酸緩衝液溶液（ｐＨ７．０）及び
２％ＢＳＡで洗浄する。ｖ）抗大腸菌ウサギ抗体を含む（希釈率１／２００）、１．０ｍ
Ｌの２５ｍＭリン酸緩衝液溶液（ｐＨ７．０）及び２％ＢＳＡで、免疫磁性粒子を再懸濁
する。ｖｉ）室温で１５分間緩やかに攪拌する。ｖｉｉ）１５０ｍＭリン酸緩衝液溶液（
ｐＨ７．０）及び２％ＢＳＡで連続して３回洗浄し、最後に２５ｍＭリン酸緩衝液溶液（
ｐＨ７．０）及び２％ＢＳＡで洗浄する。ｖｉｉｉ）ペルオキシダーゼと会合した抗ウサ
ギ抗体を含む（希釈率１／２００）、１．０ｍＬの２５ｍＭリン酸緩衝液溶液（ｐＨ７．
０）及び２％ＢＳＡで、免疫磁性粒子を再懸濁する。ｉｘ）室温で１５分間緩やかに攪拌
する。ｘ）１５０ｍＭリン酸緩衝液溶液（ｐＨ７．０）及び２％ＢＳＡで連続して３回洗
浄し、最後に２５ｍＭリン酸緩衝液溶液（ｐＨ７．０）及び２％ＢＳＡで洗浄する。ｘｉ
）５０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ６．０）及び０．０３％Ｈ２Ｏ２の５ｍＭＡＢＴＳ溶液１
ｍＬで免疫粒子を再懸濁する。ｘｉｉ）長時間、４０５ｎｍでの吸光度を読み取る。
【０１６１】
　図９に示されるように、本発明で提案したように、磁性粒子をＢＳＡでブロックし分析
中一定のＢＳＡ圧を受けさせることにより、アッセイされた大腸菌濃度を全て識別するこ
とができる。一方、磁性粒子をＤＡＡでブロックすることにより、アッセイされた大腸菌
濃度を識別することができない。
【０１６２】
　このことから、ＤＡＡは、非特異的な吸着から粒子を保護するが、固定化された抗体の
認識部位をも被覆し、抗原－抗体の相互作用及びこれによる大腸菌細胞の捕捉を妨げるこ
とが示唆された。
【０１６３】
　〔実施例５：読取り分子の非特異的な吸着に対する免疫粒子の連続的な保護の効果〕
　免疫粒子の２つのアリコート２５μＬに対し、分離して、上記プロトコールが適用され
た。両方とも最初にＢＳＡでブロックされたが、一方の場合ではプロトコールの種々のス
テップで上記緩衝液（１％ＢＳＡ）を用い、他方の場合ではＢＳＡを用いていない。
【０１６４】
　分析の全てのステップにおいて免疫粒子の濃度をおよそ過剰に維持して、免疫磁性粒子
での読取り分子の非特異的な吸着に関する、ブロッキング試薬ウシ血清アルブミン（ＢＳ
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Ａ）存在下での効果を測定した。上記分析は、次のプロトコールに従って実行された。ｉ
）抗大腸菌ヤギ抗体を有する免疫磁性粒子２５μＬを、容量１．０ｍＬの１５０ｍＭリン
酸緩衝液（ｐＨ７．０）で懸濁する。ｉｉ）室温で１５分間緩やかに攪拌する。ｉｉｉ）
免疫磁性粒子を保持し上清を除去する。ｉｖ）１５０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．０）の
、抗大腸菌ウサギ抗体の１／２００溶液１．０ｍＬで、免疫磁性粒子を再懸濁する。ｖ）
室温で３０分間緩やかに攪拌する。ｖｉ）２５ｍＭリン酸緩衝液溶液（ｐＨ７．０）で連
続して５回洗浄し、免疫磁性粒子を保持し上清を除去する。ｖｉｉ）ペルオキシダーゼと
会合した、抗ウサギ読取り抗体の１／２００溶液で免疫磁性粒子を再懸濁する。ｖｉｉｉ
）室温で１５分間緩やかに攪拌する。ｉｘ）２５ｍＭリン酸緩衝液溶液（ｐＨ７．０）で
連続して３回洗浄し、免疫磁性粒子を保持し上清を除去する。ｘ）１ｍＭＡＢＴＳ及び０
．０３％Ｈ２Ｏ２の溶液１ｍＬで免疫粒子を再懸濁する。
【０１６５】
　分析中ブロッキング試薬の圧力を一定にしたプロトコールにより処理され、ブロックさ
れた免疫磁性粒子は、ブロッキング試薬を含まないこと以外同じプロトコールにより処理
されブロックされた免疫磁性粒子に対し、読取り分子の非特異的な吸着の減少を示した（
図１０）。
【０１６６】
　このことから、ブロッキング試薬のない緩衝液を用いた洗浄ステップ、及びサンプルの
希釈においては、初期に粒子表面に吸着したブロッキング分子が媒体へ放出されることが
示唆される。よって、読取り分子と会合した抗体が非特異的な形式で吸着している反応基
は、露出され得る。これら条件では、上記分析の最終的な読取りの重要な部分は、上記非
特異的な吸着に起因し、信号／ノイズ比が顕著に減少する。
【０１６７】
　それゆえ、非特異的な形式で読取り分子を吸着しない免疫磁性粒子を生成するためには
、上記粒子にブロッキング試薬を予め吸着し上記相互作用をブロックするだけでは不十分
である。表面に対しブロッキング試薬の最大負荷を得るために、分析中、粒子の微環境に
おいて上記ブロッキング試薬を十分な濃度に維持することが必要である。これにより、洗
浄及び希釈に対し保護効果を維持することができる。
【０１６８】
　〔実施例６：活性内因性カタラーゼ存在下での、磁性粒子に捕捉された大腸菌(Escheri
chia coli)の読取り依存性〕
　図６は、１．１×１０６ｃｆｕ／ｍＬを含む懸濁液から磁性粒子で捕捉した大腸菌(Esc
herichia coli)のカタラーゼ活性の阻害を伴う、反応（比色）の読取り率の依存性を示す
。
【０１６９】
　２つのサンプルを調製した。サンプル全てについて最終濃度が１．１×１０６ｃｆｕ／
ｍＬになるように、各サンプルは、１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を含む２０ｍＭリ
ン酸緩衝液溶液（ｐＨ７．０）１５．０ｍＬに対し、１．１×１０７ｃｆｕ／ｍＬの大腸
菌(Escherichia coli)懸濁液１．５ｍＬを含む。抗大腸菌ポリクローナル抗体を有する、
容量２５．０μＬの磁性粒子が、各サンプルに添加される。上記混合物は、室温で９０分
間の緩やかな攪拌下で、インキュベートされる。コントロールは、同じ形式で調製され、
大腸菌を含まない点だけが上記サンプルと相違する。
【０１７０】
　インキュベーション後、コントロール及びサンプルは、容量５．０ｍＬの１５０ｍＭリ
ン酸緩衝液溶液（２％ＢＳＡ含有）で３回洗浄される。３回目の洗浄後、コントロール及
びサンプルについて、遊離した磁性粒子及び大腸菌細胞と磁性粒子との間で形成された免
疫複合体を含むペレットは、抗大腸菌ウサギ抗体の１／２００溶液（容量１．０ｍＬ）で
再懸濁される。上記混合物は、室温で１５分間の緩やかな攪拌下で、インキュベートされ
る。
【０１７１】
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　インキュベーション後、ペレットは、容量５．０ｍＬの１５０ｍＭリン酸緩衝液溶液（
２％ＢＳＡ含有）で３回洗浄される。ここで、２つのサンプルのうち１つについて、ペレ
ットは、ＢＳＡを含む１５０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．０）に３．０ｍｇ／ｍＬのアジ
化ナトリウムを含む溶液１．０ｍＬで再懸濁される。インキュベーション後、ペレットは
、容量５．０ｍＬの１５０ｍＭリン酸緩衝液溶液（２％ＢＳＡ含有）で徹底的に洗浄され
る（６回以上の洗浄）。最後に、各ペレットは、ペルオキシダーゼと会合した抗ウサギポ
リクローナル抗体（容量１．０ｍＬ）で再懸濁される。上記混合物は、室温で１５分間の
緩やかな攪拌下で、インキュベートされる。インキュベーション後、ペレットは、容量５
．０ｍＬの１５０ｍＭリン酸緩衝液溶液（２％ＢＳＡ含有）で３回洗浄される。
【０１７２】
　ペルオキシダーゼ活性のアッセイを実行するために、各ペレットは、５ｍＭＡＢＴＳ及
び５０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．０）の溶液（容量１．０ｍＬ）内に置かれ、１５μＬ
の０．０３５％Ｈ２Ｏ２が添加される。反応は全て、４分間モニタリングされ、各分で４
０５ｎｍで吸光度を読み取る。
【０１７３】
　アジ化ナトリウムは、磁性粒子で捕捉した大腸菌(Escherichia coli)に存在するカタラ
ーゼ活性を阻害する。しかし、アジ化ナトリウムは、抗ウサギポリクローナル抗体と会合
する、言い換えれば捕捉された細胞の表面に結合する抗大腸菌ウサギポリクローナル抗体
と結合する、ペルオキシダーゼも阻害する。よって、ペルオキシダーゼと会合する抗体溶
液を添加する前に、免疫捕捉されインキュベートされた大腸菌細胞を含むペレットを、ア
ジ化ナトリウムで徹底的に洗浄することが非常に重要である。
【０１７４】
　図５では、カタラーゼが阻害されていないサンプルは、四角の符号で示されており、丸
の符号で示されたカタラーゼ活性が阻害されたサンプルと細菌濃度が同じである。
【０１７５】
　この結果から、捕捉された微生物の内因性酵素が阻害されていない場合、上記活性は、
読取り分子と競合し得、捕捉された微生物の生存細胞量に比例して、サンプル中の微生物
濃度を過小に見積もり得る。
【０１７６】
　この効果は、分析で用いられ得るサンプルの容量に影響を与える。分析の検出限界を低
減するためには、サンプルの容量を増加させ、サンプル中の微生物の総細胞数をより多く
することが最適である。しかし、これにより、読取り分子と競合する内因性酵素の量が増
加し、偽陰性を得る、あるいは微生物濃度を過小に評価する可能性がより大きくなる。
【０１７７】
　〔実施例７：連続的な捕捉による水中でのレジオネラの測定感度の向上〕
　所望の微生物（この実施例ではレジオネラ）の免疫捕捉プロセス中、捕捉率は、必須に
次の２つの要因によって、長時間にわたり減少した。
１）細菌が占有されている（細菌サイズを考えると、立体障害が引き起こされ得る）ので
、細菌の結合点が次第に少なくなる。
２）媒体中の遊離レジオネラ濃度が長時間にわたり減少し、それに比例して衝突が少なく
なるので、捕捉率が減少する。
【０１７８】
　第１の点の解決策は、磁性粒子の濃度及び捕捉抗体の濃度を増加させることであり、こ
れにより、より多くの、微生物の固定点の数を提供する。しかし、粒子における比特異的
な吸着の活性表面は、増加する。
【０１７９】
　第２の点の解決策は、免疫捕捉プロセスの時間を増加させ捕捉率の減少を補償すること
であり、長期間、免疫磁性粒子の表面が脱保護されていなければ、非特的な信号が増加せ
ずにサンプルの信号が増加することが期待され得る。本発明の形態では、免疫捕捉ステッ
プは、一晩の所要時間を有する（１６ｈｒ）。図１２は、免疫捕捉ステップの時間を１５
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分から１６時間へ増加させたときに得られた結果を提示する。サンプルの信号は顕著に増
加したが、ブランクの信号は増加しなかった。このことから、この時間中、免疫磁性粒子
が非特異的な吸着に対する保護を欠損せずに、微生物の捕捉が起き続けていることが示唆
される。
【０１８０】
　本発明の他の形態では、レジオネラの測定は、各ステップでサンプルが新たなサンプル
に置換されるように、免疫捕捉ステップの繰り返すことにより実行される。このプロセス
は、各ステップにおける同一（one and the same)容量の新たなサンプルを対象とし、免
疫磁性粒子の量（並びに、抗体及び潜在的な固定点の量）を一定に保つことである。第１
の捕捉は、容量９．０ｍＬで実行される。上清が除去され、新たなサンプル９．０ｍＬの
アリコートで捕捉が繰り返される。このプロセスは、３回繰り返される（全サンプル２７
．０ｍＬ）。そして、結果を比較したとき、捕捉プロセスにおいて、媒体中のレジオネラ
濃度の影響が見られ得た。図１１は、水中のレジオネラ測定に対し、本発明における２つ
の可能な形態間の比較を提示する。上記２つの可能な形態は、単一捕捉（Ａ）または連続
した数回の捕捉（Ｂ）を含む測定に基づく。このプロセスにより、アッセイ時間が約４０
分増加し、６０分から１１０分までになった。しかし、図１１に示されるように、サンプ
ルの信号は、約５０％増加し、ブランクの信号は、変化しないままであった。
【０１８１】
　〔実施例８：レジオネラ　ニューモフィラ(Legionella pneumophila)の検出における、
細菌の生細胞と死細胞との間の識別〕
　レジオネラ　ニューモフィラ(Legionella pneumophila)の濃度が異なるサンプルが、本
発明により提供された定量プロセスによって分析された。細菌を熱失活したサンプル、及
びこのような失活が起こらず細菌細胞が生存したままであるサンプルという、２つのタイ
プのサンプルが区別された。上記生存は、培養によりチェックされ、対応するカウントを
得る。
【０１８２】
　上記アッセイを実行するために、容量９．０ｍＬの細菌の各懸濁液、及び容量９．０ｍ
Ｌのブランクが準備された。上記ブランク及びサンプルの両方について、実施例１に記載
されたプロセスが適用された。結果を図１３に提示する。わかるように、失活した細胞は
検出されない一方、生細胞は検出され、各懸濁液に対応する信号は、レジオネラ　ニュー
モフィラ(Legionella pneumophila)の濃度に依存している。
【０１８３】
　このことは、本発明にて提供されたプロセスは、危険設備での消毒処理の後先に、レジ
オネラの生菌濃度の迅速な評価を実行するために用いられ得ることを示唆する。そして、
消毒処理の有効性及びその適用の適合性を測定するために用いられ得る。
【０１８４】
　よって、本発明は、次に要約された既存の方法に対し種々の利点を提供すると結論付け
得る。
ａ）本発明は、ナノ粒子の利用の必要性がなく、むしろマイクロ粒子を伴う技術的創造に
より感度を増加させ、ナノ粒子の利用により達成される最大感度よりも大きい階級である
、感度１ｃｅｌｌ／ｍＬを実現する。
ｂ）このプロセスは、液体媒体に懸濁され、好ましくは測定対象の微生物に対するポリク
ローナル抗体が直接的かつ共有結合で固定された超常磁性粒子を得て用いることに基づく
。液体媒体の組成物は、細粒の凝集を最小限にすること、非特異的な吸着を最小限にする
こと、及び分析されたサンプルの干渉を最小限にすることが同時にできる。そして、組成
物の濃度は、分析されるサンプルの希釈に対するこれらの影響を維持することができる。
ｃ）これにより、微生物と衝突する粒子の露出表面が常にあり粒子の取り扱いが定量的で
あることにより抗原－抗体の相互作用の可能性が高く、かつサンプルに存在する他の化学
的または生物的要素との相互作用が減少する限り、免疫捕捉に基づく微生物の効率的な回
収が可能になる。
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ｄ）機械装置を用いることで、半定量値によるインサイチュ測定、及び定量値による実験
室での測定の両方を、１時間もかからない時間で実行することができる。自動バイオセン
サを得るため、プロセスは自動化され得る。
【図面の簡単な説明】
【０１８５】
【図１】本発明において手動分析を行うために用いられる装置の構成を示す。
【図２】本発明において自動分析を行うために用いられる自動バイオセンサの構成を示す
。
【図３】自動バイオセンサにて得られた、ブランク（レジオネラなし）の信号及びサンプ
ル（レジオネラあり）の信号の記録を示す。
【図４】吸光度と清浄水中のレジオネラの濃度との間の相関関係を示す。
【図５】清浄水サンプルに対し、自動バイオセンサで得られた結果及び培養法で得られた
結果を示す。
【図６】その測定感度での捕捉した微生物の内因性活性の効果を示す。
【図７】レジオネラ属の半定量測定を示す。
【図８】レジオネラの定量測定を示す。
【図９】粒子の動的コーティングと比較した静的コーティングにおける非特異的な吸着に
対する保護効果の比較を示す。
【図１０】非特異的な吸着に関し、免疫磁性粒子表面での、ブロッキング試薬の長時間持
続する圧力の保護効果を示す。
【図１１】連続した捕捉による測定の改善を示す。
【図１２】免疫捕捉時間の増加による測定の改善を示す。
【図１３】レジオネラ　ニューモフィラ(Legionella pneumophila)の検出における、死菌
と生菌との間の識別能を示す。
【図１４】産業用水のサンプルの、ＰＣＲによる分析及び本発明による分析に関する定量
結果の比較を示す。
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