
(57)【要約】
本発明は、医学的試料、工業的試料、および環境試料中の細胞標的およびウイルス標的を
迅速かつ高感度に同定するための効率的な方法を提供する。本発明は標的を標識し、次い
で、広域画像処理を使用してそれらを検出する。本発明に基づく診断試験は迅速で、超高
感度で、定量的で、多重化され、かつ自動化され得る。この試験は、試料の調製を最小限
とし、核酸増幅または細胞培養は必要としない。広範囲の細胞およびウイルスがこの試験
によって検出され得る。本発明に基づく試験により、核酸増幅試験の高レベルの感度、使
い勝手のよさ、およびイムノアッセイの速度、ならびに微生物学的試験によって提供され
る費用対効果および定量性が実現され得る。本発明は、診断レパートリーにおける格差に
取り組みながら、現在の診断技術における最良の属性を具体化する。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 試 料 中 の 標 的 細 胞 ま た は ウ イ ル ス を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 標 的 は 、
a.少 な く と も 2つ の 直 行 す る 次 元 に お い て 50ミ ク ロ ン 未 満 を 測 定 し 、 か つ
b.密 度 が mm 2 あ た り 標 的 細 胞 100個 未 満 の 検 出 領 域 を 含 む 検 出 ゾ ー ン に 無 作 為 に 分 散 し て お
り 、
該 方 法 は 、
a.該 標 的 細 胞 に 照 射 し て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 す る 工 程 、 お よ び
b.該 検 出 領 域 の 区 画 に お け る 該 シ グ ナ ル を 同 時 に 検 出 す る 工 程 で あ っ て 、 該 区 画 の 最 も 長
い 直 線 寸 法 は 、 20倍 以 下 の 倍 率 を 使 用 し て 1mmよ り 長 い 、 工 程 、
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 工 程 （ a） の 前 に 、 標 的 の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 に カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 特 異 的 に
結 合 さ せ る 条 件 下 で 、 該 標 的 を 該 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 と 接 触 さ せ 、 複 合 体 を 形 成 す る 、 請
求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 が 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の シ グ ナ リ ン グ 部 分 で 直 接 的 ま た は 間 接 的
の い ず れ か に よ り 標 識 さ れ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 検 出 工 程 が 複 合 体 を 検 出 す る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 標 的 細 胞 と 直 接 的 ま た は 間 接 的 の い ず れ か に よ り 結 合 す る シ グ ナ リ ン グ 部 分 に 試 料 を 接
触 さ せ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 複 合 体 が 、 検 出 領 域 mm 2 あ た り 10複 合 体 未 満 の 密 度 で 検 出 ゾ ー ン 中 に 無 作 為 に 分 散 さ れ
る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 標 的 が 、 検 出 領 域 mm 2 あ た り 1複 合 体 未 満 の 密 度 で 検 出 ゾ ー ン 中 に 無 作 為 に 分 散 さ れ る 、
請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 検 出 が 5倍 よ り 大 き い 倍 率 を 必 要 と し な い 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 検 出 が 2倍 よ り 大 き い 倍 率 を 必 要 と し な い 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 検 出 が 1倍 よ り 大 き い 倍 率 を 必 要 と し な い 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 検 出 が 0.2倍 よ り 大 き い 倍 率 を 必 要 と し な い 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 標 的 が 細 菌 細 胞 ま た は 真 核 生 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 標 的 が ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 カ テ ゴ リ ー 複 雑 性 が 存 在 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 標 的 が 存 在 す る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 標 的 細 胞 が 、 分 類 学 的 群 ： ウ イ ル ス 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 、 多 細 胞 動 物 、 お よ び 原 生 生 物
の う ち の 2つ ま た は そ れ 以 上 に 由 来 す る 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 検 出 工 程 が 、 標 的 に 関 す る 非 重 複 カ テ ゴ リ ー の 1つ よ り 多 く を 検 出 お よ び 同 定 す る 、 請
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求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 が 、 天 然 ま た は 組 換 え の 抗 体 ま た は ア プ タ マ ー に 特 異 的 に 結 合 す る
、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 が 、 DNA、 RNA、 ま た は PNAの プ ロ ー ブ に 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 2
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 が 、 一 塩 基 多 型 を 含 む 核 酸 多 型 に 直 接 隣 接 す る 部 位 に 特 異 的 に 結 合
す る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 試 料 が 、 多 細 胞 生 物 か ら 得 ら れ た 液 体 ま た は 組 織 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 試 料 が 動 物 の 体 液 ま た は 組 織 を 含 む 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 試 料 が ヒ ト 由 来 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 試 料 が 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 由 来 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 試 料 が 、 呼 吸 器 、 尿 生 殖 器 、 生 殖 器 、 中 枢 神 経 系 、 尿 、 血 液 、 真 皮 、 血 漿 、 血 清 、 唾 液
、 創 傷 組 織 、 滲 出 液 、 生 検 、 糞 便 、 お よ び 固 体 組 織 の 試 料 、 か ら な る 群 の メ ン バ ー で あ る
か 、 ま た は そ れ ら の メ ン バ ー に 由 来 す る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 試 料 が 植 物 に 由 来 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 試 料 が 環 境 の 大 気 も し く は 水 、 ま た は 、 環 境 に 曝 さ れ て い る 表 面 、 物 体 、 も し く は 生 物
を 採 取 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 試 料 が 、 ヒ ト ま た は 動 物 に お け る 局 所 ま た は 体 内 で の 使 用 の た め の 、 医 薬 、 化 粧 品 、 血
液 、 ま た は 他 の 製 品 の 製 造 に お け る 生 の 材 料 、 完 成 し た 材 料 、 ま た は 製 造 過 程 中 の 材 料 ；
食 品 ま た は 飲 料 の 製 造 に お け る 生 の 材 料 、 製 造 過 程 中 の 材 料 、 ま た は 完 成 し た 材 料 ； 医 療
装 置 ま た は イ ン ビ ト ロ 診 断 装 置 の 製 造 に お け る 生 の 材 料 、 製 造 過 程 中 の 材 料 、 ま た は 完 成
し た 材 料 ； 化 学 製 品 ； 工 業 的 表 面 ； 器 具 類 ； お よ び 機 械 類 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る か 、
そ れ ら に 由 来 す る か 、 ま た は そ れ ら か ら 得 ら れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 方 法 が 、 標 的 細 胞 に 対 し て 1つ ま た は そ れ 以 上 の 物 質 ま た は 処 理 の 効 果 を 検 出 す る 、 請
求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 選 択 方 法 が 、 検 出 表 面 上 に 標 的 を 沈 着 さ せ る た め に 用 い ら れ 、 か つ 該 選 択 方 法 が 磁 気 選
択 、 遠 心 分 離 、 沈 殿 、 お よ び 濾 過 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 方 法 が 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 に 結 合 体 化 さ れ た 磁 気 粒 子 と 試 料 と を 接 触 さ せ る 工 程 を 含
む 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 選 択 部 分 を 使 用 す る こ と な く 選 択 方 法 の 1つ を 用 い て 、 標 的 を 検 出 ゾ ー ン に 沈 着 さ せ る
、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 標 的 を 、 液 体 中 で 、 該 液 体 の 平 均 密 度 よ り も 大 き い 平 均 密 度 を 有 す る 標 的 特 異 的 選 択 部
分 と 接 触 さ せ 、 重 力 、 遠 心 力 、 ま た は 求 心 力 を 用 い て 検 出 表 面 上 に 実 質 的 に 沈 着 さ せ る 、
請 求 項 30記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ４ 】
　 試 料 を 液 化 お よ び /ま た は 均 質 化 す る た め に 該 試 料 を 処 理 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 接 触 を 液 相 中 で 行 う 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 接 触 を 、 液 相 と 固 相 と の 間 の 界 面 で 行 う 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 標 的 以 外 の 物 質 ま た は 物 体 を 除 去 す る た め に 試 料 を 処 理 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 接 触 工 程 の 前 に 、 標 的 が 検 出 表 面 上 に 固 定 化 さ れ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 標 的 が 、 検 出 ゾ ー ン の マ ト リ ッ ク ス ま た は 部 材 に 結 合 し て い る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 に よ
っ て 検 出 ゾ ー ン 中 に 特 異 的 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 標 的 が 、 検 出 ゾ ー ン の マ ト リ ッ ク ス ま た は 部 材 へ の 化 学 結 合 の 形 成 に よ っ て 検 出 ゾ ー ン
中 に 特 異 的 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 標 的 が 、 風 乾 、 熱 固 定 、 お よ び 化 学 固 定 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る プ ロ セ ス に よ っ て 検
出 ゾ ー ン 中 に 固 定 化 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 標 的 上 の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 が カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 に よ る 接 触 に 対 し て 接 近 可 能
と な る よ う に 、 試 料 が 処 理 さ れ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 結 合 し て い な い シ グ ナ リ ン グ 分 子 が 、 検 出 工 程 の 前 に 複 合 体 か ら 除 去 さ れ る 、 請 求 項 3
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 シ グ ナ リ ン グ 部 分 が 光 子 性 シ グ ナ リ ン グ 特 性 を 有 し 、 か つ コ ロ イ ド 性 ま た は 可 溶 性 物 質
が 、 検 出 ゾ ー ン に な い シ グ ナ リ ン グ 部 分 に よ り 放 射 さ れ る シ グ ナ ル を 吸 収 す る た め に 付 加
さ れ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 試 料 が 、 標 的 に 関 す る 異 な る 非 重 複 カ テ ゴ リ ー の 存 在 に つ い て 並 行 し て 試 験 す る た め の
個 々 の ア リ コ ー ト に 再 分 割 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 ア リ コ ー ト の 各 々 を 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 に 関 す る 異 な る 非 重 複 フ ァ ミ リ ー に 結 合 体 化
さ れ た 標 識 粒 子 の 集 団 と 接 触 さ せ る 、 請 求 項 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 試 料 を 、 標 的 実 体 の 非 重 複 カ テ ゴ リ ー に 特 異 的 に 結 合 す る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 別 個 の
フ ァ ミ リ ー と 連 続 的 に 接 触 さ せ る 、 請 求 項 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 検 出 ゾ ー ン が 、 固 体 ガ ラ ス 、 固 体 プ ラ ス チ ッ ク 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル の
表 面 、 吸 水 性 メ ン ブ レ ン 、 プ ラ ス チ ッ ク ス ト リ ッ プ 、 キ ャ ピ ラ リ ー 管 の 表 面 、 微 小 流 体 チ
ャ ン バ ー の 表 面 、 お よ び 微 小 流 体 チ ャ ネ ル の 表 面 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 物 質 を 含 む 、
請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 方 法 が ラ テ ラ ル フ ロ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 方 法 が 一 連 の 試 料 で 自 動 的 に 反 復 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 試 料 が 、 検 出 の た め の 手 段 を 備 え る 機 器 に 自 動 的 に ロ ー ド さ れ る 、 請 求 項 50記 載 の 方 法
。
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【 請 求 項 ５ ２ 】
　 検 出 の た め の 手 段 を 備 え る 機 器 に 物 理 的 に 結 合 し て お り そ し て 機 器 へ と 自 動 的 か つ 連 続
的 に ロ ー ド さ れ る 一 連 の 検 出 ゾ ー ン に 、 試 料 を 自 動 的 に 沈 着 さ せ る 、 請 求 項 50記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 方 法 が 、 複 合 体 の 照 射 の 結 果 と し て 、 放 射 光 、 散 乱 光 、 反 射 光 、 ま た は 吸 収 光 を 検 出 す
る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 検 出 工 程 が 蛍 光 を 検 出 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 検 出 工 程 が 非 発 光 性 の 化 学 発 光 を 検 出 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 照 射 の た め の 手 段 が 1つ ま た は そ れ 以 上 の レ ー ザ ー を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 照 射 の た め の 手 段 が 1つ ま た は そ れ 以 上 の 発 光 ダ イ オ ー ド を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 照 射 の た め の 手 段 が 白 色 光 の 光 源 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 照 射 の た め の 手 段 が 、 複 合 体 の 検 出 に 適 切 な 波 長 の 光 に よ る 試 料 の 照 射 用 に 適 合 さ せ た
1つ ま た は そ れ 以 上 の 光 学 フ ィ ル タ ー を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 照 射 の た め の 手 段 が 、 シ グ ナ リ ン グ 部 分 の 検 出 に 適 切 な 波 長 の 光 に よ る 試 料 の 照 射 用 に
適 合 さ せ た 1つ ま た は そ れ 以 上 の 光 学 フ ィ ル タ ー を 含 む 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 放 射 光 、 散 乱 光 、 透 過 光 、 ま た は 吸 収 光 を 検 出 す る た め の 手 段 が 、 シ グ ナ リ ン グ 部 分 の
照 射 に 由 来 す る シ グ ナ ル の 検 出 用 に 適 合 さ せ た 光 学 フ ィ ル タ ー を 含 む 、 請 求 項 3記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 検 出 工 程 が 熱 放 射 を 検 出 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 検 出 工 程 が 光 吸 収 を 検 出 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 光 吸 収 が 赤 外 領 域 に あ る 、 請 求 項 63記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 検 出 工 程 が 蛍 光 を 検 出 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 検 出 工 程 が 細 胞 の 自 己 蛍 光 を 検 出 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 検 出 工 程 が 蛍 光 偏 光 を 検 出 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 検 出 工 程 が 光 の 反 射 を 検 出 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 検 出 工 程 が 光 散 乱 を 検 出 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 検 出 工 程 が ラ マ ン 散 乱 を 検 出 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 が 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 標 識 粒 子 に 結 合 体 化 さ れ る 、 請 求 項 2記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 標 識 粒 子 が 20ミ ク ロ ン 未 満 の サ イ ズ で あ る 、 請 求 項 71記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ７ ３ 】
　 標 識 粒 子 が 10ミ ク ロ ン 未 満 の サ イ ズ で あ る 、 請 求 項 71記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 標 識 粒 子 が 5ミ ク ロ ン 未 満 の サ イ ズ で あ る 、 請 求 項 73記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 標 識 粒 子 が 1ミ ク ロ ン 未 満 の サ イ ズ で あ る 、 請 求 項 74記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 標 識 粒 子 が 100nm未 満 の サ イ ズ で あ る 、 請 求 項 75記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 標 識 粒 子 が 10nm未 満 の サ イ ズ で あ る 、 請 求 項 76記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 標 識 粒 子 が 、 立 方 ミ ク ロ ン の 粒 子 体 積 あ た り 酵 素 シ グ ナ リ ン グ 部 分 2つ 以 上 の 平 均 密 度
で 酵 素 シ グ ナ リ ン グ 部 分 を 含 む 、 請 求 項 71記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 蛍 光 シ グ ナ ル 特 性 を 有 し 、 か つ 有 機 蛍 光 団 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 蛍 光 体 、 ラ ン タ
ニ ド 、 量 子 ド ッ ト 、 お よ び 非 蛍 光 部 材 か ら 蛍 光 生 成 物 を 生 成 す る 酵 素 、 か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る シ グ ナ リ ン グ 部 分 で 着 色 さ れ た か 、 ま た は 結 合 体 化 さ れ た 粒 子 で あ る シ グ ナ リ ン
グ 部 分 を 、 標 識 粒 子 が 含 む 、 請 求 項 71記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 標 識 粒 子 が ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 シ リ カ 粒 子 、 量 子 ド ッ ト 、 共 鳴 光 散 乱 粒 子 、 ア ッ プ コ ン バ
ー ト さ れ た 蛍 光 体 で あ る か 、 ま た は 主 に 金 も し く は 銀 か ら な る 粒 子 で あ る 、 請 求 項 71記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 シ グ ナ リ ン グ 部 分 が 酵 素 的 シ グ ナ リ ン グ 部 分 で あ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 シ グ ナ リ ン グ 部 分 が ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 ま た は 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 酵
素 で あ る 、 請 求 項 81記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 シ グ ナ リ ン グ 部 分 が 、 有 機 蛍 光 団 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 蛍 光 体 、 ラ ン タ ニ ド 、 量
子 ド ッ ト 、 お よ び 非 蛍 光 部 材 か ら 蛍 光 生 成 物 を 生 成 す る 酵 素 、 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 シ グ ナ リ ン グ 部 分 が 蛍 光 シ グ ナ リ ン グ 特 性 を 有 す る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 シ グ ナ リ ン グ 部 分 が 化 学 発 光 シ グ ナ リ ン グ 特 性 を 有 す る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 分 子 が ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル で あ る 、 請 求 項 85記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 シ グ ナ リ ン グ 部 分 が 色 素 原 性 シ グ ナ リ ン グ 特 性 を 有 す る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 シ グ ナ リ ン グ 部 分 が 光 散 乱 シ グ ナ リ ン グ 特 性 を 有 す る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 が 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 が ア プ タ マ ー を 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 が 核 酸 ま た は ペ プ チ ド 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 が リ ガ ン ド を 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
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　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 が 、 100kD未 満 の 分 子 量 を 有 す る 分 子 を 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 が 、 10kD未 満 の 分 子 量 を 有 す る 分 子 を 含 む 、 請 求 項 93記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 が 、 1kD未 満 の 分 子 量 を 有 す る 分 子 を 含 む 、 請 求 項 94記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 試 料 を カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 集 合 に 接 触 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 該 集 合 は 、 検 出 さ れ る 標
的 実 体 の 各 非 重 複 カ テ ゴ リ ー に 特 異 的 な カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 1つ の フ ァ ミ リ ー を 含 む 、
請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の フ ァ ミ リ ー の す べ て が 、 同 じ シ グ ナ ル 特 性 お よ び シ グ ナ ル ク ラ ス
の シ グ ナ ル を 放 出 す る シ グ ナ リ ン グ 部 分 で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 96記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の フ ァ ミ リ ー の 各 々 が 、 別 個 の シ グ ナ ル ク ラ ス の シ グ ナ ル を 放 出 す
る シ グ ナ リ ン グ 部 分 で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 96記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 集 合 が 、 フ ァ ミ リ ー 複 雑 性 1を 有 す る 、 請 求 項 96記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 集 合 が 、 1よ り 大 き い フ ァ ミ リ ー 複 雑 性 を 有 す る 、 請 求 項 96記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 集 合 が 、 5以 上 の フ ァ ミ リ ー 複 雑 性 を 有 す る 、 請 求 項 100記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 集 合 が 、 10以 上 の フ ァ ミ リ ー 複 雑 性 を 有 す る 、 請 求 項 101記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 集 合 が 、 20以 上 の フ ァ ミ リ ー 複 雑 性 を 有 す る 、 請 求 項 102記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 集 合 が 、 少 な く と も 10種 類 の 別 個 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 含 む 、 請 求 項 96記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 集 合 が 、 少 な く と も 50種 類 の 別 個 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 含 む 、 請 求 項 104記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 各 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 フ ァ ミ リ ー が 、 少 な く と も 2つ の 別 個 の カ テ
ゴ リ ー 結 合 分 子 を 含 む 、 請 求 項 96記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 各 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 フ ァ ミ リ ー が 、 少 な く と も 10個 の 別 個 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 含 む
、 請 求 項 106記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 標 的 細 胞 の 非 重 複 カ テ ゴ リ ー が 、 検 出 領 域 に お け る そ れ ら の 異 な る 局 在 化 に よ っ て 同 定
さ れ る 、 請 求 項 96記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 各 フ ァ ミ リ ー が 、 同 じ シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー を 有 す る 、 請 求 項 96
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 シ グ ナ リ ン グ 部 分 に よ り カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 フ ァ ミ リ ー に 与 え ら れ
る 別 個 の シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー を 検 出 し 、 そ れ ら の シ グ ニ チ ャ ー 間 を 識 別 す る こ と に よ っ
て 標 的 細 胞 の 非 重 複 カ テ ゴ リ ー が 同 定 さ れ る 、 請 求 項 96記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 標 識 粒 子 が 異 な る 集 団 を 含 み 、 各 集 団 は 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 に 関 す る 異 な る 非 重 複 フ
ァ ミ リ ー に 結 合 体 化 さ れ て い る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 フ ァ ミ リ ー の 各 々 が 、 検 出 ゾ ー ン の 部 分 に 安 定 に 結 合 し て い る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の フ
ァ ミ リ ー に も 特 異 的 に 結 合 す る 標 的 の カ テ ゴ リ ー に 特 異 的 に 結 合 し 、 こ こ で 、 検 出 ゾ ー ン
に 結 合 し て い る 該 フ ァ ミ リ ー の 各 々 は 別 個 の 部 位 に 結 合 し て お り 、 該 部 位 は 検 出 工 程 に よ
っ て 区 別 さ れ 得 る 、 請 求 項 96記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 フ ァ ミ リ ー の 各 々 が 、 同 じ シ グ ナ リ ン グ の ク ラ ス お よ び シ グ ニ チ ャ ー を 有 す る 、 請 求 項
96記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 集 団 の 各 々 が 、 別 個 の シ グ ナ リ ン グ の シ グ ニ チ ャ ー お よ び ク ラ ス を 有 す る 、 請 求 項 96記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 方 法 が 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 フ ァ ミ リ ー の シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー 間 を 識 別 す る た め に 適
合 さ せ た 光 学 フ ィ ル タ ー を 含 む 、 請 求 項 96記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の フ ァ ミ リ ー が 、 1よ り 大 き い フ ァ ミ リ ー 複 雑 性 を 有 す る 、 請 求 項 9
6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の フ ァ ミ リ ー が 、 5以 上 の フ ァ ミ リ ー 複 雑 性 を 有 す る 、 請 求 項 96記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の フ ァ ミ リ ー が 、 10以 上 の フ ァ ミ リ ー 複 雑 性 を 有 す る 、 請 求 項 96記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の フ ァ ミ リ ー が 、 20以 上 の フ ァ ミ リ ー 複 雑 性 を 有 す る 、 請 求 項 96記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 検 出 工 程 が 、 試 料 を 自 動 的 に 追 跡 す る た め の バ ー コ ー ド ま た は そ れ に 相 当 す る 標 識 が あ
る 容 器 中 で 行 わ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 検 出 工 程 が 、 同 じ 表 面 の 複 数 の 画 像 の 整 列 を 容 易 に す る た め の 位 置 決 め マ ー ク を 有 す る
表 面 上 で 行 な わ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 方 法 が 、 検 出 ゾ ー ン の 特 定 の 領 域 中 の 対 照 マ ー ク ま た は 対 照 細 胞 を 検 出 す る 、 請 求 項 1
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
　 放 射 光 、 散 乱 光 、 透 過 光 、 ま た は 吸 収 光 を 検 出 す る た め の 手 段 が 、 複 合 体 の 発 光 に 由 来
す る シ グ ナ ル の 検 出 用 に 適 合 さ せ た 光 学 フ ィ ル タ ー を 含 む 、 請 求 項 53記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
　 検 出 工 程 が 光 電 検 出 器 の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】
　 検 出 工 程 が 光 電 ア レ イ 検 出 器 の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】
　 光 電 検 出 器 が CCD検 出 器 ま た は CMOS検 出 器 を 含 む 、 請 求 項 125記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】
　 放 射 光 、 散 乱 光 、 ま た は 吸 収 光 を 検 出 す る た め の 手 段 が 画 像 増 感 装 置 を 含 ま な い 、 請 求
項 53記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ８ 】
　 検 出 工 程 が 光 電 子 増 倍 管 検 出 器 の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ９ 】
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　 検 出 工 程 が 光 ダ イ オ ー ド 検 出 器 の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ０ 】
　 標 的 を 検 出 お よ び 同 定 す る た め の 手 段 が 感 光 性 フ ィ ル ム を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ １ 】
　 検 出 工 程 が 直 接 視 覚 的 検 出 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ２ 】
　 検 出 工 程 に よ っ て 得 ら れ た 画 像 を 分 析 す る こ と に よ っ て 、 該 検 出 工 程 か ら 標 的 の 数 を 推
測 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ３ 】
　 画 像 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 、 検 出 工 程 か ら 標 的 の カ テ ゴ リ ー を 推 定 す る 、 請 求 項
1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ４ 】
　 画 像 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア が 、 他 の シ グ ナ ル か ら 複 合 体 に よ っ て 生 成 さ れ た シ グ ナ ル を 識 別
す る た め の 機 能 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 133記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ５ 】
　 試 料 中 の 標 的 細 胞 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 標 的 細 胞 は 、
a.少 な く と も 2つ の 直 行 す る 次 元 に お い て 50ミ ク ロ ン 未 満 を 測 定 し 、 か つ
b.密 度 が mm 2 あ た り 標 的 細 胞 100個 未 満 の 実 質 的 に 平 面 の 検 出 領 域 に 無 作 為 に 分 散 し て お り
、
c.該 方 法 は 、 照 射 さ れ て い な い 検 出 領 域 の 区 画 に お け る 標 的 実 体 を 同 時 に 検 出 す る た め に
画 像 増 感 装 置 を 含 ま な い 光 電 検 出 器 を 使 用 す る 工 程 を 含 み 、 該 区 画 の 最 も 長 い 直 線 寸 法 は
1mmよ り 長 い 、
方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ６ 】
　 試 料 中 の 標 的 細 胞 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 標 的 細 胞 は 、
a.少 な く と も 2つ の 直 行 す る 次 元 に お い て 50ミ ク ロ ン 未 満 を 測 定 し 、 か つ
b.密 度 が mm 2 あ た り 標 的 細 胞 100個 未 満 の 検 出 領 域 を 含 む 実 質 的 に 平 面 の 検 出 表 面 に 無 作 為
に 分 散 し て お り 、
c.該 方 法 は 、 該 検 出 領 域 の 区 画 に お け る 該 標 的 細 胞 を 同 時 に 検 出 し 、 該 区 画 の 最 も 長 い 直
線 寸 法 は 1mmよ り も 長 く 、 そ し て 該 検 出 は 、
　 i.光 検 出 器 を 使 用 す る 工 程 、 ま た は
　 ii.該 検 出 領 域 を 照 射 す る 工 程
　 iii.細 胞 も し く は ウ イ ル ス の 培 養 工 程
を 含 ま な い 、 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 背 景
　 本 発 明 は 、 医 学 的 、 工 業 的 、 ま た は 環 境 的 試 料 に お け る 細 胞 お よ び ウ イ ル ス の 同 定 に 関
す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
概 要
　 低 レ ベ ル の 特 定 の 細 胞 お よ び ウ イ ル ス を 検 出 、 計 数 、 お よ び 同 定 す る こ と は 、 慣 用 的 な
医 学 的 、 工 業 的 、 お よ び 環 境 的 な 診 断 の 基 礎 で あ る 。 例 え ば 、 試 料 は 、 感 染 性 の 因 子 、 癌
細 胞 、 食 品 病 原 体 、 薬 品 お よ び 化 粧 品 の 製 品 の 微 生 物 夾 雑 物 、 な ら び に 水 お よ び 環 境 中 の
微 生 物 を 検 出 す る た め に 分 析 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 単 純 に 言 え ば 、 以 下 の 議 論 は 慣 用 的 な 医 学 的 診 断 に 焦 点 を 当 て て お り ； 同 様 の 方 法 が 工
業 的 お よ び 環 境 的 な 適 用 に つ い て も 使 用 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
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【 ０ ０ ０ ４ 】
微 生 物 学 的 方 法
　 微 生 物 培 養 は 、 大 量 に 迅 速 に 増 殖 す る そ れ ら の 性 向 を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 微 生 物 （
例 え ば 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 お よ び 真 菌 ） の 単 純 な 視 覚 的 検 出 を 可 能 に す る 。 例 え ば 、 栄 養
ブ ロ ス 中 に 置 い た 場 合 、 個 々 の 細 菌 細 胞 （ 眼 で 見 る に は は る か に 小 さ す ぎ る （ 約 100万 分
の 1メ ー ト ル ） 個 々 の 細 菌 細 胞 は 、 そ の ブ ロ ス を 24時 間 未 満 で 見 た 目 に 混 濁 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 関 連 す る 微 生 物 培 養 技 術 （ 微 生 物 計 数 ま た は コ ロ ニ ー 計 数 と 呼 ば れ る ） は 、 試 料 中 の 微
生 物 細 胞 の 数 を 定 量 す る 。 イ ン サ イ チ ュ ー の 微 生 物 の 複 製 に 基 づ く こ の 微 生 物 計 数 法 は 、
一 般 的 に 、 試 料 中 の 各 々 の 微 生 物 細 胞 に つ い て 1つ の 視 覚 的 に 検 出 可 能 な 「 コ ロ ニ ー 」 を
産 生 す る 。 従 っ て 、 目 に 見 え る コ ロ ニ ー を 計 数 す る こ と に よ り 、 微 生 物 学 者 が 試 料 中 の 微
生 物 細 胞 の 数 を 正 確 に 決 定 す る こ と が 可 能 と な る 。 微 生 物 の 計 数 を 実 行 す る た め に 、 細 菌
細 胞 を ペ ト リ 皿 中 の 栄 養 寒 天 （ 「 寒 天 プ レ ー ト 」 ） の 表 面 に 播 き 、 そ し て イ ン サ イ チ ュ ー
で 細 菌 を 複 製 さ せ る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し て も よ い 。 個 々 の 視 覚 的 に 検 出 で き な い 微
生 物 は 繰 り 返 し 複 製 し て 、 始 祖 の 微 生 物 細 胞 が 沈 着 し た 物 理 的 な 部 位 で 、 大 量 の 娘 の 微 生
物 を 生 成 す る 。 こ の 娘 の 細 胞 は も と も と の 細 胞 と と も に 同 時 に 局 在 化 し て い る の で （ 本 質
的 に 接 触 し て い る ） 、 そ の 結 果 、 娘 細 胞 の コ ホ ー ト （ 1000万 個 ま た は 1億 個 の 細 胞 に ま で
増 殖 し 得 る ） は 、 最 終 的 に は プ レ ー ト 上 で 目 に 見 え る コ ロ ニ ー を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 微 生 物 培 養 は 、 1世 紀 以 上 経 っ て い て も 医 学 的 微 生 物 学 お よ び 工 業 的 微 生 物 学 に お け る
品 質 管 理 試 験 （ 例 え ば 、 製 薬 、 食 品 、 お よ び 飲 料 の 製 造 ） に お い て な お 大 半 を 占 め る 方 法
で あ る と い う 事 実 か ら 証 明 さ れ る よ う に 、 著 し く 首 尾 よ い 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 は 安 価 で
あ り 、 比 較 的 単 純 で 、 か つ 非 常 に 感 度 が 高 い 。 微 生 物 培 養 の 感 度 は 、 牛 挽 き 肉 中 の 食 物 に
起 因 す る 病 原 体 に つ い て の 一 般 的 な 試 験 に お い て 見 る こ と が で き る 。 個 々 の 顕 微 鏡 的 な 細
菌 病 原 体 細 胞 は 、 微 生 物 培 養 を 使 用 し て 、 牛 挽 き 肉 25グ ラ ム 中 で 検 出 さ れ 得 る 。 微 生 物 培
養 の 別 の 利 点 は 、 医 学 的 お よ び 工 業 的 に 重 要 性 が あ る 広 い 範 囲 の 微 生 物 を 検 出 す る そ の 能
力 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 い く つ か の ウ イ ル ス は 培 養 で 増 殖 さ れ 得 る 。 ウ イ ル ス 培 養 は 、 研 究 の 応 用 に お い て 、 迅
速 に 増 殖 す る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ （ 細 菌 に 感 染 す る ウ イ ル ス ） に つ い て 特 に 有 用 で あ っ た
。 核 酸 増 幅 の よ う な 方 法 が 代 わ り に 増 加 し て い る が 、 ウ イ ル ス 培 養 は 、 時 折 、 臨 床 的 感 染
を 診 断 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 慣 習 的 な 微 生 物 培 養 は 遅 い 。 視 覚 的 な 検 出 の た め に 必 要 と さ れ る 細 胞 ま た は ウ イ ル ス の
数 を 生 成 す る た め に 時 間 が か か る 。 微 生 物 培 養 の た め に 必 要 と さ れ る 増 殖 期 間 が 長 期 で あ
る こ と は 、 医 療 お よ び 産 業 の 両 方 に お い て 著 し い 問 題 で あ る 。 例 え ば 、 患 者 の 血 液 の 感 染
を 引 き 起 こ す 微 生 物 を 培 養 お よ び 同 定 す る に は 何 日 も 要 す る た め 、 真 菌 の 血 液 感 染 を 有 す
る 患 者 は 、 抗 真 菌 治 療 が 開 始 さ れ る 前 に 死 ぬ 可 能 性 が あ る 。 い く つ か の 感 染 性 の 因 子 （ 例
え ば 、 結 核 を 引 き 起 こ す 細 菌 ） は 、 一 般 的 に 、 培 養 で 増 殖 す る の に 数 週 間 を 要 す る 。 M.ツ
ベ ル ク ロ ー シ ス （ M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス ） を 検 出 す る た め に 必 要 と さ れ る 期 間 が 長 い こ と で
、 結 核 を 有 す る 患 者 が 、 こ の 伝 染 性 の 高 い 疾 患 を 多 く の 他 の ヒ ト に 感 染 さ せ た り 、 ま た は
結 核 を 有 し な い 患 者 の 隔 離 に 費 用 が か か る 。 食 品 の 製 造 に お い て は 、 長 時 間 の 試 験 サ イ ク
ル に よ り 食 品 の 変 質 が 増 加 し 得 る 。 遅 い 微 生 物 培 養 は ま た 、 生 物 薬 剤 お よ び ワ ク チ ン の 製
造 に も 有 害 な 影 響 を 与 え る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 よ り 迅 速 な 微 生 物 計 数 の た め の 多 数 の 微 生 物 培 養 方 法 が 開 発 さ れ て き た 。 1つ の 迅 速 方
法 は 、 栄 養 培 地 で コ ー ト し た 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 上 に 細 菌 細 胞 を 沈 着 さ せ る 。 顕 微 鏡 試 験 を 使
用 す る こ と で 、 微 生 物 増 殖 が 肉 眼 よ り も は る か に よ り 早 期 に 検 出 さ れ 得 る 。 な ぜ な ら 、 顕
微 鏡 は 、 少 数 の 細 胞 分 裂 か ら 生 じ る 微 小 な コ ロ ニ ー を 検 出 し 得 る か ら で あ る 。 市 販 の シ ス
テ ム で あ る 、 コ リ フ ァ ー ス ト 迅 速 マ イ ク ロ コ ロ ニ ー カ ウ ン タ ー （ Colifast Rapid Microco
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lony Counter） (Colifast) は 、 目 で 観 察 さ れ 得 る 何 時 間 も 前 に 、 蛍 光 標 識 さ れ た 小 さ な
大 腸 菌 の コ ロ ニ ー を 検 出 し 得 る 。 コ リ フ ァ ー ス ト シ ス テ ム は 、 栄 養 寒 天 培 地 中 に 含 ま れ る
蛍 光 発 生 性 の 化 合 物 （ 大 腸 菌 に よ っ て 代 謝 さ れ る ま で は 蛍 光 性 で な い 基 質 ） を 使 用 す る こ
と に よ っ て 検 出 の 増 強 を 達 成 す る 。 生 物 発 光 標 識 を 使 用 し た 微 生 物 コ ロ ニ ー の 迅 速 計 数 の
た め の シ ス テ ム が 最 近 市 販 さ れ て い る 。 マ イ ク ロ ス タ ー （ MicroStar） シ ス テ ム （ Millipo
re） は 、 適 用 す る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 お よ び 基 質 の 作 用 を 介 し て 光 を 生 成 す る た め に 微 小
な コ ロ ニ ー 中 の 細 胞 ATPを 使 用 す る 。 こ の 方 法 は 、 検 出 の 時 間 を 実 質 的 に 減 少 さ せ る 。 マ
イ ク ロ ス タ ー 画 像 化 シ ス テ ム も ま た 、 特 定 の 細 菌 を 同 定 す る た め に 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ と
と も に 使 用 さ れ て き た （ Stender, H.ら （ 2001） J. Microbiol Methods 46: 69-75） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
免 疫 学 的 方 法
　 免 疫 学 的 試 験 、 す な わ ち イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 、 医 学 的 診 断 に お い て 特 定 の 細 胞 お よ び ウ
イ ル ス を 同 定 す る た め に 頻 繁 に 使 用 さ れ る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 、 標 的 お よ び ウ イ ル ス の
分 子 的 成 分 上 の 部 位 に 対 す る 抗 体 の 特 異 的 結 合 を 検 出 し 得 る 。 血 清 学 的 な 試 験 は 、 抗 原 に
つ い て の 直 接 的 な 試 験 よ り は む し ろ 、 抗 原 に 対 し 以 前 の 曝 露 に 応 答 す る 宿 主 の 免 疫 学 的 応
答 に つ い て 試 験 す る 免 疫 学 的 ア ッ セ イ 法 で あ る 。 例 え ば 、 こ れ ら は 、 特 定 の 細 胞 お よ び ウ
イ ル ス に 対 す る 宿 主 の 抗 体 の 存 在 に つ い て 試 験 し 得 る 。 多 数 の イ ム ノ ア ッ セ イ シ ス テ ム は
、 大 規 模 な 自 動 化 さ れ た 中 央 検 査 室 シ ス テ ム か ら 、 店 頭 で 入 手 可 能 な 妊 娠 検 査 薬 に 至 る ま
で の 範 囲 に お い て 利 用 可 能 で あ る 。 こ の 試 験 は 、 凝 集 ア ッ セ イ 、 沈 降 ア ッ セ イ 、 酵 素 結 合
免 疫 ア ッ セ イ 、 直 接 蛍 光 ア ッ セ イ 法 、 免 疫 組 織 学 的 試 験 、 補 体 結 合 ア ッ セ イ 法 、 血 清 学 的
試 験 、 免 疫 電 気 泳 動 的 ア ッ セ イ 法 、 お よ び 迅 速 「 ス ト リ ッ プ 」 試 験 （ 例 え ば 、 ラ テ ラ ル フ
ロ ー 試 験 お よ び フ ロ ー ス ル ー 試 験 ） を 含 む 、 広 範 囲 の 形 式 を 網 羅 し て い る 。 免 疫 学 的 試 験
は 、 極 度 に 単 純 か つ 迅 速 で あ り 得 る 。 従 っ て 、 医 院 で 、 ま た は 患 者 が 家 で 行 い 得 る 最 も 所
望 さ れ る 試 験 の 多 く は 、 免 疫 学 的 試 験 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
遺 伝 子 に よ る 方 法
　 遺 伝 子 に よ る 方 法 は 、 細 胞 お よ び ウ イ ル ス か ら の 核 酸 分 子 を 検 出 お よ び 同 定 す る た め の
一 般 的 か つ 強 力 な 手 段 で あ る 。 核 酸 増 幅 に 基 づ い て 細 胞 お よ び ウ イ ル ス の 核 酸 含 量 を 超 高
感 度 で 検 出 お よ び 区 別 す る た め の 革 命 的 な 新 規 な 方 法 が 最 近 開 発 さ れ た 。 例 え ば 、 市 販 さ
れ て い る 試 験 は 、 顕 微 鏡 下 で の 少 数 の HIVウ イ ル ス 粒 子 （ 例 え ば 、 50粒 子 /ml） か ら の 核 酸
を 検 出 し 得 る 。 増 幅 技 術 に は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ LCR）
、 核 酸 配 列 に 基 づ く 増 幅 （ NASBA） 、 転 写 媒 介 増 幅 （ TMA） 、 お よ び ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 増
幅 （ RCA） が 含 ま れ る 。 増 幅 方 法 は 、 印 象 的 な 分 析 感 度 を 与 え 、 か つ 、 適 度 に 迅 速 で あ り
得 る 。 例 え ば 、 ス マ ー ト サ イ ク ラ ー （ Smart Cycler） （ Cepheid） は 、 1時 間 以 内 に 結 果 が
得 ら れ 得 る （ Belanger, S.D.ら （ 2002） Journal of Clinical Microbiology 40: 1436-40
） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
顕 微 鏡 的 画 像 処 理 方 法
　 顕 微 鏡 的 画 像 処 理 は 細 胞 お よ び ウ イ ル ス を 検 出 す る た め の 最 も 一 般 的 な 方 法 の 1つ で あ
る 。 標 的 は 、 例 え ば 、 染 料 、 抗 体 、 ま た は 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い た 標 識 に よ っ て 顕 微 鏡 的 に
可 視 化 さ れ 得 る 。 顕 微 鏡 分 析 の 感 度 は 、 触 媒 レ ポ ー タ ー 沈 着 （ CARD） （ こ れ は 、 ヒ ト 細 胞
中 の 単 一 コ ピ ー レ ベ ル の ウ イ ル ス ゲ ノ ム を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ て き た （ Huang, C.C.
ら 、 Modern Pathology 11: 971-7, 1998） ） の よ う な 方 法 を 用 い て 増 強 さ れ 得 る 。 イ ン サ
イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 感 度 を 増 加 さ せ る た め の 他 の 方 法 は 、 例 え ば 、 分 枝 DN
Aま た は デ ン ド リ マ ー 技 術 （ 例 え ば 、 Orentas, R.J.ら 、 Journal of Virological Methods
 77: 153-63, 1999） を 使 用 す る イ ン サ イ チ ュ ー 増 幅 も し く は 複 製 、 ま た は シ グ ナ ル 増 幅
に 依 存 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 複 数 の 蛍 光 標 識 が 、 イ ン サ イ チ ュ ー 分 析 を 使 用 し て 一 度 に 数 種 類 の 病 原 体 を 検 出 す る た
め に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 異 な る カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 原 に 対 す る 抗 体 は 、 異 な る 蛍 光 タ
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グ で 標 識 さ れ 得 る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識 ス ト ラ テ ジ ー も ま た 、 い く つ も の 細 菌 病 原 体 を
同 時 に 同 定 す る た め に 顕 微 鏡 と と も に 使 用 さ れ て き た （ Amann, R.ら 、 Journal of Bacter
iology 178: 3496-500, 1996； 米 国 特 許 第 6,007,994号 ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 顕 微 鏡 的 標 的 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト イ ン サ イ チ ュ ー 顕 微 鏡 的 分 析 を 達 成 す る い く つ か の 市
販 の シ ス テ ム が 開 発 さ れ て き た （ 例 え ば 、 国 際 公 開 公 報 第 98/22618号 お よ び 同 第 93/21511
号 ） 。 代 表 的 に は 、 微 生 物 ま た は 細 胞 は ス ラ イ ド ま た は マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル の
底 に 沈 着 さ れ る 。 次 い で 、 ウ ェ ル 中 の 標 識 さ れ た 標 的 は 顕 微 鏡 的 に 画 像 処 理 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
非 顕 微 鏡 的 画 像 処 理 方 法
　 非 顕 微 鏡 的 画 像 処 理 方 法 に よ っ て 、 よ り 広 い 領 域 が 細 胞 の 存 在 に つ い て 調 査 さ れ 得 る 。
例 え ば 、 ハ マ マ ツ コ ー ポ レ ー シ ョ ン （ Hamamatsu Corporation） の 研 究 者 は 、 拡 大 な し で
個 々 の 細 菌 細 胞 を 画 像 化 し 得 る シ ス テ ム を 開 発 し た （ Masuko, M.ら 、 FEMS Microiol Lett
 67: 231-8, 1991； Masuko, M.ら 、 FEMS Microbiol Lett 65: 287-90, 1991； Yasui, T.
ら 、 Appl.Environ Microbiol 63: 4528-33, 1997） 。 こ の シ ス テ ム は 、 光 フ ァ イ バ ー シ ス
テ ム 、 画 像 増 感 装 置 、 お よ び 画 像 処 理 装 置 に 連 結 さ れ た 、 超 高 感 度 光 子 計 数 CCDカ メ ラ を
使 用 す る 。 ELISAス ポ ッ ト 試 験 法 は 、 特 定 の 抗 体 （ ま た は 他 の 豊 富 に 分 泌 さ れ る 産 物 ； Log
tenberg,T.ら 、 Immunol Lett 9: 343-7, 1985） を 産 生 す る 単 一 の 細 胞 を 計 数 す る た め の
特 殊 化 さ れ た 技 術 で あ る 。 こ の 方 法 の 感 度 は 、 多 数 の 標 的 （ 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 分 子 ）
が 分 泌 細 胞 の 周 り に 局 在 化 し て い る と い う 事 実 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 、 臨 床 診 断 検 査 室 に お い て 細 胞 を 特 徴 付 け す る た め の 重 要 な 手
段 で あ る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 は 、 そ れ ら の 物 理 的 特 性 お よ び 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ （
例 え ば 、 染 色 剤 、 抗 体 、 ま た は 核 酸 ） を 結 合 す る そ れ ら の 能 力 に 基 づ い て 、 特 定 の 細 胞 型
を 定 量 的 に 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 。 個 々 の 細 胞 ま た は 粒 子 は 、 レ ー ザ ー ビ ー ム の 先 に
、 狭 い チ ャ ネ ル を 通 っ て 一 度 に 1つ 流 さ れ る こ と を 強 い ら れ る 。 蛍 光 照 射 お よ び サ イ ズ /形
状 の 情 報 が 、 生 物 /粒 子 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る ス ペ ク ト ル お よ び 光 散 乱 を 分 析 す る こ と
に よ っ て 収 集 さ れ る 。 何 千 も の 個 々 の 細 胞 ま た は 粒 子 が 1分 間 あ た り に 分 析 さ れ 得 る 。 例
え ば 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 、 AIDS患 者 に お け る リ ン パ 球 の ク ラ ス の 集 団 サ イ ズ を 定 量
す る た め に 使 用 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 の よ う な 非 細 胞 分 子 を 検 出 お よ び 同 定 し 得
る 高 度 に 多 重 化 さ れ た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 は 、 ル ミ ネ ッ ク ス （ Luminex） か ら 市 販 さ
れ て い る （ 米 国 特 許 第 5,981,180号 ） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
レ ー ザ ー 走 査 法
　 レ ー ザ ー 走 査 は 、 表 面 に 沈 着 さ れ た 細 胞 お よ び ウ イ ル ス を 検 出 す る た め の 強 力 か つ 高 感
度 の 方 法 で あ る 。 代 表 的 に は 、 顕 微 鏡 的 レ ー ザ ー ビ ー ム （ 例 え ば 、 直 径 20μ m） が 、 多 数
の 連 続 的 で 直 線 的 な 流 路 中 の 、 固 体 表 面 に 蛍 光 標 識 さ れ た 標 的 を 含 む 二 次 元 試 料 に わ た っ
て 追 跡 さ れ る 。 こ れ ら の 流 路 の 各 々 は 前 の も の よ り も わ ず か に 片 寄 っ て お り 、 そ の 結 果 、
試 料 全 体 の 領 域 が 最 終 的 に 走 査 さ れ る 。 蛍 光 標 識 さ れ た 標 的 細 胞 が ビ ー ム の 下 に 落 下 し た
と き 、 放 射 さ れ た 蛍 光 の 閃 光 が 、 光 電 子 増 倍 管 の よ う な 検 出 装 置 に よ っ て 検 出 さ れ る 。 顕
微 鏡 的 標 的 の 数 お よ び 位 置 は レ ー ザ ー マ ル チ ビ ー ム 走 査 に よ っ て 得 ら れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 レ ー ザ ー 走 査 の た め の 多 数 の シ ス テ ム が 開 発 さ れ て き た 。 ScanRDI（ 登 録 商 標 ） シ ス テ
ム （ Chemunex） は 、 フ ィ ル タ ー 上 で 微 生 物 細 胞 を 標 識 す る た め の 非 特 異 的 な 蛍 光 色 素 を 使
用 す る （ 米 国 特 許 第 5,663,057号 ； Mignon-Godefroy, K.ら 、 Cytometry 27: 336-44, 1997
） 。 蛍 光 定 量 的 微 量 ア ッ セ イ 技 術 （ FMAT； PE Biosystems and Biometric Imaging； Mirag
lia, S.ら 、 J Biomol Screen 4: 193-204, 1999） も ま た 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル 中 で
細 胞 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ て き た 。 洗 練 さ れ た レ ー ザ ー 走 査 シ ス テ ム は 、 コ ン ピ ュ ー
サ イ ト コ ー ポ レ ー シ ョ ン （ CompuCyte Corporation） （ Kamentsky, L., 2001,「 Laser Sca
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nning Cytometry」 、 「 Cytometry」 、 Z. Darzynkiewicz, H. Crissmanお よ び J. Robinsno
n編 、 Methods in Cell Biology 第 63巻 、 A部 、 第 3版 、 シ リ ー ズ 編 者 L. Wilsonお よ び P.Ma
tsudaira（ San Diego: Academic Press） )に よ っ て 開 発 お よ び 販 売 さ れ て い る 。 液 体 試 料
（ 例 え ば 、 全 血 ） 中 で 個 々 の 顕 微 鏡 的 標 的 を 検 出 す る マ イ ク ロ ビ ー ム レ ー ザ ー 走 査 シ ス テ
ム は 、 イ ム ニ コ ン コ ー ポ レ ー シ ョ ン （ Immunicon Corporation） お よ び ト ゥ エ ン テ （ Twent
e） 大 学 の 共 同 研 究 者 に よ っ て 開 発 さ れ た （ Tibbe, A.G.ら 、 Nat Biotechnol 17: 1210-3
、 1999） 。
【 ０ ０ １ ９ 】
生 化 学 的 、 化 学 的 、 お よ び 物 理 的 方 法
　 細 胞 お よ び ウ イ ル ス 、 ま た は そ れ ら の 分 子 的 成 分 、 細 胞 お よ び ウ イ ル ス の 分 子 的 成 分 の
高 感 度 検 出 の た め の 他 の 技 術 に は 、 と り わ け 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 質 量 分 析 法 、 バ イ
オ セ ン サ ー 、 吸 収 ス ペ ク ト ル 分 析 、 蛍 光 偏 光 、 蛍 光 変 動 ス ペ ク ト ル 分 析 、 電 気 泳 動 、 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 、 そ の 他 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 バ イ オ セ ン サ ー 技 術 は ま た 、 細 胞 お よ び ウ イ ル ス の 高 感 度 分 析 の た め に 期 待 さ れ る 。 バ
イ オ セ ン サ ー は 、 生 物 学 的 な 事 象 を 転 換 す る た め の 物 理 的 方 法 、 例 え ば 、 抗 原 へ の 抗 体 の
結 合 の 検 出 可 能 な シ グ ナ ル へ の 転 換 を 使 用 す る 。 分 子 検 出 の た め に 使 用 さ れ る 1つ の 評 判
の よ い バ イ オ セ ン サ ー は 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 を 使 用 す る （ Mullett, W.M.ら （ 2000） Met
hods 22: 77-91） 。 サ ー モ バ イ オ ス タ ー （ Thermo BioStar） の 光 学 的 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 （
Schultze, D.ら （ 2001） Eur J Clin Microbiol Infect Dis 20: 280-3） は 、 抗 体 へ の 抗
原 の 結 合 を 検 出 す る た め の 光 学 的 な 干 渉 の 原 理 を 使 用 す る 。 BARCバ イ オ セ ン サ ー 技 術 は 、
単 一 の 磁 気 微 粒 子 で タ グ 化 さ れ た 分 析 物 の 磁 気 抵 抗 検 出 （ ハ ー ド デ ィ ス ク 保 存 の た め に 使
用 さ れ る よ う に ） を 使 用 す る （ Edelstein, R. L.ら 、 Biosens Bioelectron 14: 805-13, 
2000） 。
【 ０ ０ ２ １ 】
細 胞 お よ び ウ イ ル ス の 検 出 に つ い て ま だ 知 ら れ て い な い 必 要 性
　 低 レ ベ ル の 細 胞 お よ び ウ イ ル ス の 慣 用 的 な 検 出 に つ い て の 多 数 の 異 種 か つ 強 力 な 方 法 が
市 販 さ れ て い る が 、 試 験 す る レ パ ー ト リ ー に は な お 格 差 が 存 在 す る 。 特 に 、 非 常 に 低 レ ベ
ル の 細 胞 お よ び ウ イ ル ス を 検 出 す る た め の 、 迅 速 で あ り 、 実 験 室 中 で 増 殖 さ せ る 必 要 が な
く 、 使 い 勝 手 が よ く 、 そ し て 費 用 効 果 の 高 い 試 験 に つ い て は そ の 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の 背 景
　 本 発 明 は 、 医 学 的 、 工 業 的 、 お よ び 環 境 的 試 料 中 の 細 胞 お よ び ウ イ ル ス の 標 的 を 迅 速 か
つ 高 感 度 に 同 定 す る た め の 効 率 的 な 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 標 的 を 標 識 し 、 次 い で 、
広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て そ の 標 識 を 検 出 す る 。 本 発 明 に 基 づ く 診 断 試 験 は 、 迅 速 で 、 超 高
感 度 で 、 定 量 的 で あ り 、 多 重 化 さ れ 、 か つ 自 動 化 さ れ 得 る 。 こ の 試 験 は 、 試 料 調 製 を 最 小
化 し 、 核 酸 増 幅 ま た は 細 胞 培 養 を 必 要 と し な い 。 広 範 な 細 胞 お よ び ウ イ ル ス が こ の 試 験 に
よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。 本 発 明 に 基 づ く 試 験 は 、 核 酸 増 幅 試 験 の 高 レ ベ ル の 感 度 、 使 い 勝 手
の よ さ 、 お よ び イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の 迅 速 性 、 な ら び に 、 微 生 物 学 的 試 験 に よ っ て 提 供 さ れ
る 費 用 効 果 の よ さ お よ び 定 量 性 を 与 え 得 る 。 本 発 明 は 、 現 在 の 診 断 技 術 の 最 も 良 好 な 属 性
を 具 体 化 し な が ら 、 診 断 レ パ ー ト リ ー の 格 差 に 取 り 組 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 低 レ ベ ル の 標 的 お よ び ウ イ ル ス を 迅 速 か つ 安 価 に 検 出 す る 本 発 明 の 能 力 は 、 既 製 品 の 市
販 の 構 成 要 素 か ら 作 ら れ た 器 具 を 使 用 す る か 、 ま た は 全 く 器 具 を 使 用 し な い か の い ず れ か
に 基 づ き 、 高 い 強 度 の 標 識 、 迅 速 な 反 応 速 度 論 を 容 易 に す る 形 式 、 お よ び 広 域 画 像 処 理 、
を 組 み 合 わ せ る 利 点 か ら 生 じ る 。 表 1は 、 本 発 明 の 利 点 の い く つ か を 列 挙 し た も の で あ る
。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 　 （ 表 １ ）
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【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 低 レ ベ ル の 細 胞 お よ び ウ イ ル ス を 特 異 的 に 標 識 し て 、 高 い 強 度 の シ グ ナ ル を
生 成 す る こ と に よ っ て そ れ ら を 検 出 す る 。 種 々 の シ グ ナ ル 生 成 複 合 体 を 使 用 で き 、 こ れ ら
に は 、 蛍 光 染 色 、 光 散 乱 、 量 子 ド ッ ト 、 蛍 光 体 、 お よ び 酵 素 コ ー ト さ れ た 粒 子 が 含 ま れ る
。 こ れ ら の 粒 子 は 、 次 に は 、 様 々 な 種 類 の シ グ ナ ル を 生 成 で き 、 こ れ ら に は 、 蛍 光 、 化 学
発 光 、 お よ び 比 色 的 な シ グ ナ ル が 含 ま れ る 。 同 様 に 、 種 々 の 分 子 が 、 シ グ ナ ル 生 成 標 識 の
特 異 的 結 合 を 達 成 す る た め に 使 用 で き 、 こ れ ら に は 、 抗 体 、 核 酸 、 リ ガ ン ド 、 お よ び ア プ
タ マ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 大 き な 容 積 で の 少 な い 数 の 標 的 お よ び ウ イ ル ス の 検 出 は 、 い く つ か の 臨 床 、 環 境 、 お よ
び 製 造 に 関 わ る 試 料 を 試 験 す る 場 合 に 必 要 性 が あ る 。 低 レ ベ ル の 標 的 に つ い て 大 き な 試 料
を 調 査 す る 本 発 明 の 能 力 は 、 部 分 的 に は 、 拡 大 を 行 わ ず に 個 々 の 細 胞 お よ び ウ イ ル ス を 検
出 す る そ の 能 力 に 基 礎 を 置 い て い る 。 非 拡 大 検 出 は 、 広 い 領 域 を 単 一 の 画 像 中 で 少 な い 数
の 粒 子 に つ い て 調 査 す る こ と を 可 能 に す る 。 広 域 の 画 像 処 理 は 、 次 に は 、 大 容 量 の 試 料 を
効 率 的 に 分 析 す る 本 発 明 の 能 力 に と っ て 重 要 と な る 。 強 力 な 顕 微 鏡 ま た は 微 小 流 体 工 学 を
使 用 し て 大 容 量 中 で 標 識 さ れ た 粒 子 を 検 出 す る に は 、 困 難 な 濃 縮 段 階 お よ び 何 千 も の 画 像
の 分 析 を 必 要 と し 得 る 。 顕 微 鏡 的 な ビ ー ム を 使 用 し て 少 な い 数 の 粒 子 を 走 査 す る 方 法 は 、
広 域 に 適 用 さ れ た 場 合 に 非 常 に 時 間 が か か り か つ 高 価 と な る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 個 々 の 顕 微 鏡 的 標 識 を 計 数 す る こ と は 、 本 発 明 に 基 づ く 試 験 の 結 果 に 強 固 さ を 付 与 す る
。 細 胞 お よ び ウ イ ル ス の 標 的 を 分 析 す る た め の 多 く の 広 域 画 像 処 理 方 法 と は 対 照 的 に 、 本
発 明 は 、 一 般 的 に 、 個 々 の シ グ ナ ル を 狭 い 隣 接 し た 領 域 に 対 し て 直 接 的 に 比 較 す る 。 こ の
比 較 に よ り 、 広 域 に お け る 総 シ グ ナ ル お よ び バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 積 算 す る 方 法 と 比 べ て 、
標 識 さ れ た 標 的 を 少 量 含 む 試 料 に つ い て の シ グ ナ ル 対 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 比 率 が 改 善 さ れ
る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 個 々 の 細 胞 ま た は ウ イ ル ス の 検 出 に お け る 別 の 利 点 は 、 検 出 領 域 の サ イ ズ の 比 例 的 な 増
加 に 伴 い 試 料 容 量 が 増 加 し て も そ の 速 度 を 犠 牲 と は せ ず に 試 験 の 感 度 を 増 大 で き る こ と に
あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 広 域 画 像 に お け る 個 々 の シ グ ナ ル を 計 数 す る こ と は ま た 、 偽 陽 性 結 果 の 割 合 を 減 少 さ せ
る （ 偽 陽 性 結 果 と は 、 実 際 の 標 的 が 存 在 し な い 場 合 に 生 じ る 陽 性 の 試 験 結 果 で あ る ） 。 こ
の 計 数 方 法 は 、 試 料 中 の 分 子 （ 例 え ば 、 ATP、 抗 原 、 ま た は 核 酸 ） の 全 体 量 を 測 定 す る 方
法 の よ う な 単 純 な 積 算 シ グ ナ ル を 検 出 す る 方 法 と 比 較 し て 、 利 点 で あ る 。 シ グ ナ ル を 生 じ
る い か な る 人 為 産 物 （ artifact） も 、 シ グ ナ ル の 積 算 を 基 礎 と す る 方 法 を 使 用 す る 場 合 に
は 偽 陽 性 を 生 じ 得 る 。 482の 陽 性 シ グ ナ ル を 含 む 試 料 を 考 慮 す る と 、 こ れ ら の 各 々 が 100の
蛍 光 単 位 を 生 成 す る 。 積 算 方 法 の 結 果 は 、 た だ 1つ の 数 （ 48,200蛍 光 単 位 ） で あ る 。 同 様
の 数 の 蛍 光 単 位 を 生 成 す る 人 為 産 物 （ 例 え ば 、 大 き な 蛍 光 性 の ほ こ り 粒 子 ） は 区 別 す る こ
と が で き な い か も し れ な い 。 対 照 的 に 、 本 発 明 は 、 単 一 の 大 き な 蛍 光 性 の ほ こ り 粒 子 と 48
2個 の 陽 性 シ グ ナ ル と の 間 を 容 易 に 区 別 で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 を 使 用 し て 構 築 さ れ た 試 験 は 、 非 常 に 低 い レ ベ ル か ら 高 レ ベ ル ま で 、 広 い 範 囲 の
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濃 度 に わ た っ て 標 的 お よ び ウ イ ル ス を 検 出 し 得 る 。 本 発 明 の こ の 特 性 、 こ の 広 い ダ イ ナ ミ
ッ ク レ ン ジ に よ り 、 使 用 者 は 、 狭 い ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ を 有 す る 技 術 に し ば し ば 必 要 と さ
れ る 試 料 調 製 の 工 程 （ 例 え ば 、 複 数 回 の 希 釈 ） を 行 わ ず に 済 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 に 基 づ く 試 験 は 、 単 純 で 、 器 具 な し で 、 か つ 費 用 効 果 の よ い 、 単 回 使 用 の ス ト リ
ッ プ 試 験 か ら 、 洗 練 さ れ た 自 動 化 ベ ン チ ト ッ プ シ ス テ ム に 至 る ま で の 範 囲 に わ た っ て 、 種
々 の 有 用 な 形 式 を 開 発 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 種 々 の 検 出 方 法 が 本 発 明 に 使 用 で き 、 こ れ ら に は 、 視 覚 的 検 出 、 フ ィ ル ム に 基 づ く 検 出
、 お よ び 電 子 的 検 出 が 含 ま れ る 。 検 出 方 法 の 範 囲 は 、 広 範 囲 の 診 断 問 題 お よ び 試 験 現 場 に
取 り 組 む 際 に 利 点 と な る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 色 お よ び 利 点 は 以 下 の 記 載 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 標 的 」 と は 、 試 料 中 に 潜 在 的 に 存 在 す る 細 胞 ま た は ウ イ ル ス を 意 味 し 、 そ の 存 在 が 本
発 明 に よ っ て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 標 的 の 「 カ テ ゴ リ ー 」 と は 、 共 通 の 1つ ま た は そ れ 以 上 の 特 徴 を 有 し 、 か つ 本 発 明 を 使
用 し て 構 築 さ れ る 試 験 の 目 的 の た め に 同 一 で あ る と 見 な さ れ る 複 数 の 標 的 を 意 味 す る 。 例
え ば 、 す べ て の HIVウ イ ル ス を 検 出 す る た め に 設 計 さ れ た 試 験 に つ い て は 、 こ の カ テ ゴ リ
ー は 単 に HIVで あ る 。 こ の よ う な 試 験 は 、 HIV-1お よ び HIV-2の 変 異 型 を 区 別 す る こ と な く
、 す べ て の HIVウ イ ル ス を 検 出 す る 。 こ の 場 合 に お い て 、 標 的 の カ テ ゴ リ ー は 、 HIV-1と HI
V-2の 両 方 を 含 む 。 別 の 試 験 の 目 的 が 、 HIV-2か ら HIV-1を 区 別 す る こ と で あ っ て も よ い 。
こ の 場 合 に お い て は 、 HIVの 各 タ イ プ が 異 な る カ テ ゴ リ ー と し て 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 標 的 の 「 非 重 複 カ テ ゴ リ ー （ non-overlapping categories） 」 と は 、 そ の 和 集 合 が 空 集
合 で あ る 標 的 の カ テ ゴ リ ー を 意 味 す る 。 す べ て の 大 腸 菌 （ E.coli） の 細 菌 の カ テ ゴ リ ー 、
す べ て の シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonas） 属 の 細 菌 の カ テ ゴ リ ー 、 す べ て の 真 菌 の カ テ ゴ
リ ー 、 お よ び す べ て の HIVウ イ ル ス の カ テ ゴ リ ー は 非 重 複 カ テ ゴ リ ー で あ る 。 す な わ ち 、
ど の カ テ ゴ リ ー の メ ン バ ー も 、 他 の セ ッ ト の い か な る メ ン バ ー と は な ら な い 。 対 照 的 に 、
HIV-1ウ イ ル ス の カ テ ゴ リ ー お よ び HIVウ イ ル ス の カ テ ゴ リ ー は 、 標 的 に 関 す る 重 複 カ テ ゴ
リ ー で あ る 。 な ぜ な ら 、 HIV-1カ テ ゴ リ ー の 各 メ ン バ ー は 、 す べ て の HIVウ イ ル ス の カ テ ゴ
リ ー の メ ン バ ー で も あ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 複 数 の カ テ ゴ リ ー を 検 出 お よ び 同 定 す る 試 験 は 、 一 般 的 に 、 標 的 に 関 す る 複 数 の 非 重 複
カ テ ゴ リ ー を 検 出 す る 。 例 え ば 、 血 液 中 の HIVウ イ ル ス 、 HCVウ イ ル ス 、 お よ び HBVウ イ ル
ス を 同 定 す る た め に 設 計 さ れ た 試 験 を 考 慮 す る 。 こ の よ う な 試 験 は 、 標 的 に 関 す る 3つ の
非 重 複 カ テ ゴ リ ー （ 3種 類 の ウ イ ル ス の 各 々 に 対 し て 1つ の カ テ ゴ リ ー ） を 区 別 す る 。 ウ イ
ル ス の 各 種 類 は 3つ の カ テ ゴ リ ー の 1つ に の み 存 在 す る こ と に 注 意 さ れ た い （ 例 え ば 、 HCV
カ テ ゴ リ ー に は HIVウ イ ル ス は 存 在 し な い ） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 試 験 の 「 カ テ ゴ リ ー 複 雑 性 」 と は 、 試 験 に お い て 検 出 さ れ る 標 的 の 非 重 複 カ テ ゴ リ ー の
数 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 「 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 」 と は 、 「 特 異 的 結 合 条 件 」 下 で カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 に 「
特 異 的 に 結 合 す る 」 標 的 上 の 部 位 で あ り （ 「 」 内 の 用 語 に つ い て は 定 義 を 参 照 さ れ た い ）
、 か つ 、 そ の カ テ ゴ リ ー の メ ン バ ー で は な い が 試 験 試 料 中 に も 存 在 し 得 る よ う な 標 的 と 、
試 験 よ り 同 定 し よ う と す る 特 定 の カ テ ゴ リ ー の メ ン バ ー で あ る 標 的 と を 区 別 す る 、 標 的 上
の 部 位 を 意 味 す る 。 す な わ ち 、 こ の 部 位 は 、 代 表 的 に は 、 1つ の カ テ ゴ リ ー の す べ て の メ
ン バ ー 上 に 存 在 し 、 そ し て 代 表 的 に は 、 非 重 複 カ テ ゴ リ ー の 任 意 の メ ン バ ー 上 に は 存 在 し
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な い 。 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 は 、 「 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 分 子 」 に 「 特 異 的 に 結 合 す
る 」 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 は 、 常 に 標 的 と 物 理 的 に 結 合 し て い る 。 蛍 光 抗 原 を 結 合 し 、
か つ も と も と の 分 泌 細 胞 の 近 傍 に 固 定 化 さ れ て い る 多 数 の 抗 体 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と
に よ っ て 単 一 の 抗 体 分 泌 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 同 定 さ れ る 、 ELISAス ポ ッ ト ア ッ セ イ 法 を
考 慮 す る 。 こ の 場 合 に お い て 、 抗 原 に 対 す る 結 合 部 位 を 含 む 分 泌 抗 体 分 子 は 、 ハ イ ブ リ ド
ー マ 細 胞 と は 物 理 的 に 結 合 し て い な い 。 従 っ て 、 遊 離 の 抗 体 上 の 抗 原 結 合 部 位 は カ テ ゴ リ
ー 特 異 的 結 合 部 位 で は な い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 試 験 が 分 類 学 的 な 群 を 構 成 す る 標 的 の カ テ ゴ リ ー に つ い て 試 料 を 走 査 す る 場 合 、 カ テ ゴ
リ ー 特 異 的 結 合 部 位 は 、 そ の 分 類 学 的 な 群 の 本 質 的 に す べ て の メ ン バ ー に 存 在 し て い る も
の で あ る が 、 試 験 試 料 中 に 存 在 し 得 る 他 の 分 類 学 的 な 群 の 本 質 的 に す べ て の メ ン バ ー に 存
在 し て い る わ け で は な い 。 1つ の 例 は 、 特 定 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 す る HIVの 膜 タ ン
パ ク 質 上 の 部 位 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た は 、 試 験 は 、 異 な る 分 類 学 的 な 群 の メ ン バ ー に よ っ て 共 有 さ れ る カ テ ゴ リ ー 特 異 的
結 合 部 位 に つ い て 試 料 を 走 査 し 得 る 。 こ の 種 類 の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 の 例 に は 、 抗
生 物 質 耐 性 を 付 与 し 、 病 原 性 を 付 与 し 、 ま た は 生 存 度 を 示 す 種 々 の 高 分 子 （ 例 え ば 、 DNA
） お よ び 遺 伝 子 、 mRNA、 な ら び に タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 は 、
し ば し ば 、 よ り 大 き な 分 子 ま た は 複 合 体 の 一 部 で あ る 。 例 え ば 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 な ゲ ノ
ム 配 列 は 、 試 験 に お い て カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 こ の よ う な カ テ
ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 は 、 以 下 を 含 み 得 る 、 は る か に よ り 大 き な ゲ ノ ム の 一 部 と な る ： （
1） カ テ ゴ リ ー 特 異 的 で な い 区 画 ； （ 2） カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 で あ る が 試 験 が 走 査 し
な い 区 画 ； お よ び （ 3） 試 験 が 走 査 し な い 別 個 の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 で あ る 他 の 区 画 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 カ テ ゴ リ ー の メ ン バ ー で あ る 標 的 の 、 例 え ば 、 80％ 、 90％ 、 95％ 、 ま た は 99％ よ り 多 く
に 存 在 す る が 、 同 じ ク ラ ス で 他 の す べ て の カ テ ゴ リ ー の メ ン バ ー で あ る 標 的 の 、 例 え ば 、
80％ 、 90％ 、 95％ 、 ま た は 99％ よ り 多 く に 存 在 し な い 結 合 部 位 は 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 部 位
と 見 な さ れ る 。 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 は 、 些 細 に ま た は 例 外 的 に 、 そ の カ テ ゴ リ ー の
メ ン バ ー で あ る 標 的 に 欠 け て い て も よ い こ と に 注 意 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 同 様 に 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 は 、 些 細 に ま た は 例 外 的 に 、 あ る カ テ ゴ リ ー の メ ン
バ ー で な い 標 的 に 存 在 し て い て も よ い 。 例 え ば 、 本 質 的 に す べ て の 大 腸 菌 の 細 菌 に 存 在 す
る が 、 他 の 細 菌 種 に は 存 在 し な い タ ン パ ク 質 部 位 を 考 慮 す る 。 何 百 万 も の 細 菌 の な か で 1
細 胞 未 満 と い う 場 合 で あ っ て も よ い が 、 変 異 に よ り そ の タ ン パ ク 質 が 産 生 さ れ な く な っ た
場 合 、 そ の マ ー カ ー は そ の 大 腸 菌 株 に は 存 在 し な い 。 し か し 、 こ の タ ン パ ク 質 部 位 は 、 な
お カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 と 見 な さ れ る 。 ま た は 、 同 じ タ ン パ ク 質 に つ い て の 遺 伝 子 が
、 組 換 え DNA技 術 ま た は 天 然 の 手 段 （ 例 え ば 、 ウ イ ル ス 形 質 導 入 ） に よ っ て 異 な る 種 の 細
菌 株 に 遺 伝 子 導 入 さ れ る 。 こ の 場 合 に お い て 、 大 腸 菌 の カ テ ゴ リ ー の メ ン バ ー で は な い 細
菌 株 が 、 な お 大 腸 菌 特 異 的 結 合 部 位 と 見 な さ れ る も の を 発 現 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 」 と は 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 に 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 分 子
ま た は 分 子 複 合 体 を 意 味 す る 。 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 例 は 、 ゲ ノ ム DNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 核 酸 プ ロ ー ブ ； タ ン パ ク 質 上 の 部 位 に 特 異 的 に 結 合 す る よ う に 選 択 さ れ た か 、 ま た は
イ ン ビ ト ロ で 「 進 化 し た 」 核 酸 ア プ タ マ ー ； 細 胞 抗 原 ま た は 血 清 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗
体 ； お よ び 、 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー ま た は 結 合 分 子 （ 例 え ば 、 ア ビ ジ ン ） に 特 異 的 に 結 合 す
る 上 皮 増 殖 因 子 ま た は ビ オ チ ン の よ う な リ ガ ン ド で あ る 。 2つ の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 は 、
そ れ ら が 別 個 か つ 非 重 複 の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 に 結 合 す る 場 合 に 、 別 個 で あ る と い
わ れ る 。 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 は 、 そ れ ら の 分 子 的 組 成 に 従 っ て 呼 ば れ 得 る （ 例 え ば 、 カ テ
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ゴ リ ー 結 合 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 プ ロ ー ブ 、 抗 体 、 リ ガ ン ド な ど ） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 捕 捉 分 子 」 と は 、 表 面 、 メ ン ブ レ ン 、 ま た は 粒 子 で は な い 他 の マ ト リ ッ ク ス に 安 定 に
結 合 す る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 標 的 の カ テ ゴ リ ー に 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 と は 、 試 験 に よ っ て 走 査
さ れ る カ テ ゴ リ ー の メ ン バ ー で あ る 本 質 的 に す べ て の 標 的 に 、 定 義 さ れ た 「 結 合 条 件 」 下
で 結 合 す る が 、 カ テ ゴ リ ー の メ ン バ ー で は な い が 試 料 中 に 存 在 す る 可 能 性 の あ る 本 質 的 に
他 の 種 に は 結 合 し な い 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 意 味 す る 。 走 査 す る カ テ ゴ リ ー 中 の 標 的 に
結 合 さ れ る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 数 は 、 こ の よ う な カ テ ゴ リ ー に は 存 在 し な い 標 的 に 結 合
さ れ る 数 と 比 較 し て 、 例 え ば 、 2倍 、 5倍 、 10倍 、 ま た は 15倍 よ り 多 い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 結 合 条 件 」 と は 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 へ の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 特 異 的 結 合 を
達 成 す る た め の 試 験 に お い て 使 用 さ れ る 条 件 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 が
カ テ ゴ リ ー 特 異 的 DNAプ ロ ー ブ で あ る 場 合 、 特 定 の 試 験 に つ い て の 結 合 条 件 は 、 ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 で あ り 得 る 。 適 切 な ス ト リ ン ジ ェ ン ト な DNAハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 当 業 者 に よ っ て 周 知 で あ る よ う に 、 プ ロ ー ブ の 性 質 に 依 存
す る 。 例 え ば 、 500塩 基 よ り 長 い 長 さ の 代 表 的 な DNAプ ロ ー ブ に つ い て は 、 適 切 な 結 合 条 件
（ 通 常 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 用 語 で 「 洗 浄 条 件 」 と い う ） は 、 0.2× SSCで 65℃ で あ
る 。 抗 原 へ の 抗 体 の 結 合 に つ い て は 、 代 表 的 な 結 合 条 件 は 、 PBS-TB中 、 室 温 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 「 フ ァ ミ リ ー 」 と は 、 特 定 の 標 的 の カ テ ゴ リ ー に 特 異 的 に 結 合 す
る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の セ ッ ト を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 C型 肝 炎 ウ イ ル ス に 対 し て 惹 起 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 物 は 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分
子 の フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 。 な ぜ な ら 、 こ の 場 合 調 製 物 は 、 標 的 で あ る HCVの 同 じ カ テ ゴ
リ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 複 数 の 別 個 の 抗 体 を 含 む か ら で あ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 一
般 的 に 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら は 、 一 般 的 に 、
標 的 の 同 一 カ テ ゴ リ ー に 結 合 す る 複 数 の 別 個 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 含 む か ら で あ る 。 ア
フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 が 使 用 さ れ な い 限 り 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 物 は 、 代 表 的 に は 、 選 択
さ れ た 標 的 の カ テ ゴ リ ー に 結 合 「 し な い 」 抗 体 も ま た 含 む こ と 、 お よ び 、 他 の カ テ ゴ リ ー
に 結 合 す る 抗 体 を 含 み 得 る こ と に 注 意 さ れ た い 。 な ぜ な ら 、 動 物 の 抗 体 レ パ ー ト リ ー は 、
動 物 の 感 染 の 履 歴 に よ っ て 決 定 さ れ る か ら で あ る 。 従 っ て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 好 ま
し く は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 法 に よ っ て 精 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 フ ァ ミ リ ー に お け る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 は 、 カ テ ゴ リ ー 中 の い く つ か の 標 的 に 結 合 し 得
る が 、 他 に は 結 合 し 得 な い 。 例 え ば 、 HIV-2と は 交 差 反 応 し な い HIV-1特 異 的 抗 体 、 お よ び
HIV-1と は 交 差 反 応 し な い HIV-2特 異 的 抗 体 を 考 慮 す る 。 HIV-1と HIV-2の 間 を 区 別 し な い 試
験 に お い て 1つ の カ テ ゴ リ ー と し て HIVが 検 出 さ れ る 場 合 、 2種 類 の 抗 体 の 混 合 物 は 、 同 じ
シ グ ナ ル の シ グ ニ チ ャ ー を 有 す る シ グ ナ リ ン グ 部 分 で 標 識 さ れ 得 る 。 こ の カ テ ゴ リ ー 結 合
分 子 の フ ァ ミ リ ー （ こ れ は 、 2つ の 抗 体 調 製 物 の 混 合 物 で あ る ） が 試 験 に お い て 使 用 さ れ
る 場 合 、 HIV-1ま た は HIV-2が 存 在 す る か 否 か で 同 一 の シ グ ナ ル が 得 ら れ る （ こ の 例 に お い
て 、 抗 体 が 、 検 出 領 域 に お け る 部 位 で HIV標 的 を 捕 捉 す る た め に 使 用 さ れ る 場 合 に は 、 抗 H
IV-1捕 捉 抗 体 お よ び 抗 HIV-2捕 捉 抗 体 の 混 合 物 が こ の 部 位 で 使 用 さ れ る こ と に 注 意 さ れ た
い ） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の フ ァ ミ リ ー の 別 の 例 は 、 す べ て の 大 腸 菌 O157:H7株 に 存 在 す る が
細 菌 の 他 の 群 の メ ン バ ー に は 存 在 し な い 、 80の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 ゲ ノ ム DNA配 列 の セ ッ ト
で あ る 。 こ の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の フ ァ ミ リ ー は 、 適 切 に 調 製 し た 大 腸 菌 O157:H7細 胞 に
群 と し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る が 、 他 の カ テ ゴ リ ー の 細 胞 に は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 。 フ
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ァ ミ リ ー は 、 異 な る タ イ プ の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 O157抗 原 に 特 異 的
に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び イ ン チ ミ ン （ intimin） タ ン パ ク 質 （ 病 原 性 因 子 ）
に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ま た 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 上 記 の フ ァ ミ リ ー に 含 ま れ
得 る 。 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の フ ァ ミ リ ー は 、 任 意 の 数 （ す な わ ち 、 1ま た は そ れ 以 上 ） の
カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 「 非 重 複 フ ァ ミ リ ー 」 と は 、 各 フ ァ ミ リ ー が 、 非 重 複 カ テ ゴ リ ー
の セ ッ ト 中 の 1つ に 、 お よ び 1つ の み の カ テ ゴ リ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 際 の カ テ ゴ リ ー 結 合
分 子 の フ ァ ミ リ ー を 意 味 す る 。 す な わ ち 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 非 重 複 フ ァ ミ リ ー の セ ッ
ト は 、 非 重 複 カ テ ゴ リ ー の 一 致 し た セ ッ ト に 対 応 付 け ら れ る 。 例 え ば 、 4つ の USPで 対 象 と
な っ て い る 生 物 、 大 腸 菌 、 サ ル モ ネ ラ 菌 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 属 種 （ Pseudomonas spp.） 、 お
よ び ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス （ Staphylococcus aureus） を 走 査 す る 試 験 に お い
て 、 4つ の 重 複 し な い カ テ ゴ リ ー が 存 在 す る 。 こ の よ う な 試 験 に は 、 試 験 カ テ ゴ リ ー の 1つ
に 対 し て 各 々 特 異 的 な 、 4つ の 異 な る 交 差 反 応 し な い ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 組 み 入 れ 得 る
。 従 っ て 、 試 験 に は 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 4つ の 非 重 複 フ ァ ミ リ ー が 含 ま れ る 。 試 験 に
お け る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 非 重 複 フ ァ ミ リ ー は 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 集 合 と 呼 ば れ る
（ 以 下 の 定 義 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 「 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 集 合 」 と は 、 特 定 の 試 験 の た め に 混 合 物 中 に 組 み 合 わ せ る カ テ
ゴ リ ー 結 合 分 子 の 1つ ま た は そ れ 以 上 の 非 重 複 フ ァ ミ リ ー の セ ッ ト を 意 味 す る 。 標 的 の 複
数 の 非 重 複 カ テ ゴ リ ー に つ い て 走 査 す る 試 験 は 、 カ テ ゴ リ ー あ た り に カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子
の 1つ の フ ァ ミ リ ー を 含 む 。 こ れ ら の フ ァ ミ リ ー を 含 む カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 全 体 の セ ッ
ト は 集 合 と い わ れ る 。 例 え ば 、 5つ の ウ イ ル ス 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て 、 5
種 類 の 上 気 道 ウ イ ル ス （ RSV、 A型 イ ン フ ル エ ン ザ 、 B型 イ ン フ ル エ ン ザ 、 パ ラ イ ン フ ル エ
ン ザ 、 お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス ） の 存 在 に つ い て 走 査 す る 試 験 を 考 慮 す る 。 こ の 5つ の モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 5つ の 非 重 複 フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 。 こ の 抗 体
の 合 わ せ は 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 集 合 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 集 合 の 「 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 複 雑 性 」 と は 、 集 合 中 の 別 個 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 ま た は
部 分 の 数 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 集 合 が 234個 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ロ ー ブ か ら な る 場 合 、 こ の 集 合 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 複 雑 性 は 234で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 集 合 の 「 フ ァ ミ リ ー 複 雑 性 」 と は 、 集 合 中 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 非 重 複 フ ァ ミ リ ー の
数 を 意 味 す る 。 フ ァ ミ リ ー 複 雑 性 は 、 集 合 の 各 フ ァ ミ リ ー に あ る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 結
合 す る た め に 必 要 と さ れ る 標 的 の 最 小 数 と 同 じ で あ る 。 試 験 の フ ァ ミ リ ー 複 雑 性 は 、 試 験
の カ テ ゴ リ ー 複 雑 性 に 一 致 す る 。 す な わ ち 、 試 料 は カ テ ゴ リ ー に つ い て 走 査 さ れ る が 、 そ
の 別 個 の カ テ ゴ リ ー の 数 で あ る 。 プ ロ ー ブ に 関 し 3つ の フ ァ ミ リ ー か ら な る DNAプ ロ ー ブ の
集 合 を 考 慮 す る 。 1つ の フ ァ ミ リ ー が 12個 の 大 腸 菌 カ テ ゴ リ ー 結 合 DNA配 列 の セ ッ ト か ら な
り 、 別 の フ ァ ミ リ ー が 10個 の ロ タ ウ イ ル ス カ テ ゴ リ ー 結 合 DNA配 列 の セ ッ ト か ら な り 、 そ
し て 別 の フ ァ ミ リ ー が 15個 の ジ ア ル ジ ア （ Giardia） カ テ ゴ リ ー 結 合 DNA配 列 の セ ッ ト か ら
な る 。 こ の プ ロ ー ブ 集 合 の フ ァ ミ リ ー 複 雑 性 は 3で あ る 。 な ぜ な ら 、 少 な く と も 3種 類 の 標
的 （ 大 腸 菌 、 ロ タ ウ イ ル ス 、 お よ び ジ ア ル ジ ア ） の ゲ ノ ム が 、 集 合 に お け る プ ロ ー ブ す べ
て に 結 合 す る た め に 必 要 と さ れ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 「 シ グ ナ ル エ レ メ ン ト 」 と は 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 直 接 生 成 す る 分 子 ま た は 粒 子 を 意
味 す る 。 「 直 接 的 に 生 成 す る 」 と い う 語 句 は 、 シ グ ナ ル エ レ メ ン ト が 、 検 出 可 能 な シ グ ナ
ル の 直 接 的 な 供 給 源 ま た は 決 定 的 な 調 節 因 子 で あ る と い う 事 実 を 意 味 す る 。 従 っ て 、 シ グ
ナ ル が 蛍 光 団 か ら 生 じ る 光 子 で あ る 場 合 、 蛍 光 団 は 光 子 の 直 接 的 な 供 給 源 で あ り 、 従 っ て
、 シ グ ナ ル エ レ メ ン ト で あ る 。 シ グ ナ ル が RLS粒 子 に よ っ て 散 乱 さ れ た 光 子 で あ る 場 合 、 R
LS粒 子 が シ グ ナ ル エ レ メ ン ト で あ る 。 あ る い は 、 シ グ ナ ル が 、 酵 素 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ
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ダ ー ゼ の 色 素 原 性 沈 殿 産 物 か ら 透 過 ま た は 散 乱 し た 光 で あ る 場 合 、 色 素 原 産 物 が シ グ ナ ル
エ レ メ ン ト で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 シ グ ナ ル エ レ メ ン ト の 特 性 は 、 こ の よ う な エ レ メ ン ト が 、 各 部 分 は 全 体 に 対 し て 比 較 し
得 る シ グ ナ ル を 生 成 す る よ う な 部 分 に 分 割 す る こ と が で き な い と い う こ と で あ る （ 特 性 と
し て で あ り 、 強 度 に お い て で は 必 ず し も な い ） 。 従 っ て 、 2nM直 径 の 量 子 ド ッ ト は 、 そ れ
を 分 割 す る こ と が 、 得 ら れ る ナ ノ ク リ ス タ ル の 特 性 （ 照 射 ス ペ ク ト ル ） を 変 化 さ せ る の で
、 シ グ ナ ル エ レ メ ン ト で あ る 。 フ ル オ レ セ イ ン の よ う な 蛍 光 色 素 を 浸 透 さ せ た 5μ m粒 子 は
シ グ ナ リ ン グ エ レ メ ン ト で は な い 。 な ぜ な ら 、 こ れ は 、 各 部 分 が 、 イ ン タ ク ト な 粒 子 と 比
較 し 得 る シ グ ナ リ ン グ 特 性 を 有 す る よ う に 部 分 に 分 割 さ れ 得 る か ら で あ る 。 分 子 フ ル オ レ
セ イ ン は 、 対 照 的 に 、 シ グ ナ リ ン グ エ レ メ ン ト で あ る 。 シ グ ナ ル 生 成 酵 素 （ 例 え ば 、 ル シ
フ ェ ラ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） の 検 出 可 能 な 産 物
も ま た 、 シ グ ナ ル エ レ メ ン ト と 見 な さ れ る 。 こ の よ う な シ グ ナ ル エ レ メ ン ト （ ま た は 、 前
駆 体 か ら シ グ ナ ル エ レ メ ン ト へ の 化 学 的 転 換 が 存 在 す る 場 合 、 そ れ ら の 前 駆 体 ） は 、 拡 散
性 の 基 質 、 不 溶 性 の 産 物 、 お よ び /ま た は 不 安 定 な 中 間 体 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 酵 素 ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 化 学 発 光 性 の 基 質 CDPス タ ー （ CDP-Star） （ NEN； カ タ ロ グ 番 号 NEL-
601） を 、 活 性 化 さ れ た 生 成 物 に 転 換 す る 。 こ の 活 性 化 し た 生 成 物 が 光 子 を 放 射 す る 「 シ
グ ナ ル エ レ メ ン ト 」 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 「 シ グ ナ ル リ ン グ 部 分 」 と は 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の シ グ ナ ル エ レ メ ン ト を 含 む か ま た
は 産 生 （ 酵 素 の 場 合 ） す る 、 分 子 、 粒 子 、 ま た は 基 質 を 意 味 し 、 そ し て こ れ は 、 カ テ ゴ リ
ー 結 合 分 子 に 結 合 体 化 さ れ 得 る 分 子 、 粒 子 、 ま た は 基 質 を 意 味 す る 。 シ グ ナ リ ン グ 部 分 は
、 共 有 結 合 的 ま た は 非 共 有 結 合 的 の い ず れ か で 、 お よ び 直 接 的 ま た は 間 接 的 の い ず れ か で
、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 に 結 合 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 1つ も し く は そ れ 以 上 の ア ダ プ タ ー ま た
は 「 化 学 リ ン カ ー 」 部 分 を 介 し て 、 あ る い は 同 じ 粒 子 に 結 合 体 化 さ れ た 両 方 の 部 分 に よ っ
て ） 。 シ グ ナ リ ン グ 部 分 の 例 に は 、 カ ル ボ キ シ ル 化 さ れ た 量 子 ド ッ ト ； 核 酸 プ ロ ー ブ ま た
は 抗 体 プ ロ ー ブ へ の 結 合 の た め に 修 飾 さ れ た テ キ サ ス レ ッ ド （ Texas Red） の よ う な 蛍 光
団 ； ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ー ト さ れ た 蛍 光 ポ リ ス チ レ ン 粒 子 （ こ れ は 、 ビ オ チ ン 化 さ れ た
カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 体 化 さ れ 得 る ） ； 反 復 核 酸 配 列 を 含 む ロ ー リ ン グ
サ ー ク ル 複 製 産 物 （ こ れ ら の 各 々 は 尾 部 に 蛍 光 修 節 し た ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る い く つ か の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き 、 こ れ ら は 5'末 端 に カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ） が 含 ま れ る 。 シ グ ナ リ ン グ 部 分 は 、 物 理 的 に 異 な る エ レ メ ン ト を
含 み 得 る 。 例 え ば 、 い く つ か の 場 合 に お い て 、 シ グ ナ リ ン グ 部 分 は 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子
（ 例 え ば 、 抗 体 ） と 結 合 体 化 さ れ た 酵 素 （ 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） で あ る 。 シ
グ ナ ル は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 基 質 （ 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 、 NENお よ び Rocheか ら の CD
P-Starま た は BM purple） が シ グ ナ ル エ レ メ ン ト で あ る 生 成 物 （ 例 え ば 、 光 子 を 放 出 す る
不 安 定 な 中 間 体 ま た は 沈 着 可 能 な 色 素 原 性 産 物 ） に 転 換 さ れ た 場 合 に 、 生 成 さ れ る 。 カ テ
ゴ リ ー 結 合 分 子 、 酵 素 的 シ グ ナ リ ン グ 部 分 、 お よ び 基 質 を 、 別 個 の 時 間 に 反 応 に 適 用 す る
こ と は 珍 し い こ と で は な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 シ グ ナ リ ン グ 部 分 複 合 体 」 と は 、 1つ よ り 多 い シ グ ナ リ ン グ 部 分 お よ び 1つ よ り 多 い カ
テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 含 む 物 理 的 実 体 を 意 味 す る 。 シ グ ナ リ ン グ 部 分 複 合 体 に お け る シ グ ナ
リ ン グ 部 分 お よ び カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 物 理 的 結 合 は 安 定 で な く て は な ら な い （ 例 え ば 、
シ グ ナ リ ン グ 部 分 お よ び カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 は 、 PBS中 、 4℃ に お い て 、 複 合 体 と の 結 合 の
平 均 半 減 期 は 少 な く と も 1日 を 有 す べ き で あ る ） 。 シ グ ナ リ ン グ 部 分 複 合 体 の 例 と し て 、 2
種 類 ： 標 的 特 異 的 抗 体 お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 の 何 千 も の 分 子 に よ り コ ー ト さ れ
る ポ リ ス チ レ ン 微 粒 子 を 考 慮 す る 。 こ の よ う な シ グ ナ リ ン グ 部 分 複 合 体 は 、 結 合 体 化 さ れ
た 抗 体 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 介 し て 標 的 に 結 合 す る 。 色 素 原 性 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基
質 （ シ グ ナ ル エ レ メ ン ト ； 例 え ば 、 BM purple, Roche） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合
、 着 色 ス ポ ッ ト を 生 成 で き 、 こ れ は 、 肉 眼 で 検 出 で き る 。 ま た は 、 同 じ シ グ ナ リ ン グ 部 分
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複 合 体 を 、 化 学 発 光 性 ま た は 蛍 光 性 の い ず れ か の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 と と も に イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 、 化 学 発 光 性 ま た は 蛍 光 性 の い ず れ か の シ グ ナ ル が 生 成 す る 。 シ グ
ナ リ ン グ 部 分 複 合 体 の さ ら な る 例 に は 、 フ ル オ レ セ イ ン 標 識 抗 体 に 結 合 体 化 さ れ た ナ ノ ゴ
ー ル ド 粒 子 、 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 と 、 過 酸 化 水 素 の 添 加 に 際 し
て 化 学 発 光 を 生 じ る ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル と の 両 方 に 結 合 体 化 さ れ た ラ テ ッ ク ス 粒 子 が
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 粒 子 」 と は 、 50ミ ク ロ ン の サ イ ズ 未 満 で あ る 物 体 ま た は マ ト リ ッ ク ス を 意 味 す る 。 粒
子 の 集 団 ま た は バ ッ チ の サ イ ズ は 、 粒 子 の 試 料 に つ い て 直 交 性 の 次 元 の 最 も 長 い 対 の 平 均
の 長 さ と し て 定 義 さ れ る 。 直 交 性 の 次 元 の 最 も 長 い 対 は 、 そ の 長 さ の 合 計 が 粒 子 の す べ て
の こ の よ う な 合 計 に お い て 最 大 と な る よ う な 、 粒 子 の 直 交 性 の 次 元 の 対 で あ る 。 2つ の 粒
子 の 試 料 が 、 そ れ ぞ れ 、 1ミ ク ロ ン × 2ミ ク ロ ン お よ び 2ミ ク ロ ン × 3ミ ク ロ ン の 直 交 性 の 次
元 の 最 も 長 い 対 を 有 す る 場 合 、 直 交 性 の 次 元 の 最 も 長 い 対 の 平 均 の 長 さ は 2ミ ク ロ ン で あ
る （ （ 1＋ 2＋ 2＋ 3） /4＝ 2ミ ク ロ ン ） 。 粒 子 の 試 料 に つ い て の 直 交 性 の 次 元 の 最 も 長 い 対
の 平 均 の 長 さ は 、 例 え ば 、 50ミ ク ロ ン 未 満 、 20ミ ク ロ ン 未 満 、 ま た は 5ミ ク ロ ン 未 満 で あ
る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 多 く の 粒 子 が あ る 程 度 固 体 の 特 性 を 有 す る 。 し か し 、 分 子 骨 格 ま た は 複 合 体 （ こ れ ら は
強 固 で な い か も し れ な い ） も ま た 、 粒 子 と し て 定 義 さ れ る 。 例 え ば 、 デ ン ド リ マ ー ま た は
他 の 分 枝 状 分 子 構 造 は 粒 子 と 見 な さ れ る 。 同 様 に 、 リ ポ ソ ー ム は 、 別 の タ イ プ の 粒 子 で あ
る 。 粒 子 は 、 シ グ ナ ル エ レ メ ン ト で 染 色 す る か 、 ま た は シ グ ナ ル エ レ メ ン ト に 結 合 体 化 す
る こ と が で き る 。 粒 子 は 、 し ば し ば 、 そ れ ら の 寸 法 ま た は 幾 何 的 構 造 を 反 映 す る 用 語 で 呼
ば れ る 。 例 え ば 、 「 ナ ノ ス フ ェ ア 」 、 「 ナ ノ 粒 子 」 、 ま た は 「 ナ ノ ビ ー ズ 」 と い う 用 語 は
、 任 意 の 所 定 の 座 標 軸 に 沿 っ て 1ミ ク ロ ン 未 満 の 大 き さ で あ る 粒 子 を 指 す た め に 使 用 さ れ
る 。 同 様 に 、 「 マ イ ク ロ ス フ ェ ア 」 、 「 マ イ ク ロ 粒 子 」 、 ま た は 「 マ イ ク ロ ビ ー ズ 」 と い
う 用 語 は 、 任 意 の 所 定 の 座 標 軸 に 沿 っ て 1mm未 満 の 大 き さ で あ る 粒 子 を い う た め に 使 用 さ
れ る 。 粒 子 の 例 に は 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 粒 子 、 マ グ ネ タ イ ト 微 粒 子 、
フ ェ ロ フ ル イ ド （ 磁 気 ナ ノ 粒 子 ） 、 量 子 ド ッ ト な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 「 標 識 粒 子 」 と は 、 標 的 に 特 異 的 に 結 合 し か つ シ グ ナ ル を 生 成 し 得 る 粒 子 を 意 味 す る 。
標 識 粒 子 は 、 シ グ ナ リ ン グ 部 分 お よ び カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 両 方 と 結 合 体 化 さ れ る か 、 ま
た は 安 定 に 結 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 標 的 ： 「 標 識 粒 子 複 合 体 」 と は 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 標 的 が 特 異 的 に 結 合 し て い る 標
識 粒 子 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 標 的 ： 「 標 識 複 合 体 」 と は 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 に 特 異 的 に 結 合
し 、 か つ 1つ ま た は そ れ 以 上 の シ グ ナ リ ン グ 部 分 を 結 合 し て い る 標 的 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 「 標 識 比 」 と は 、 接 触 工 程 に お け る 標 識 粒 子 に 対 す る 標 的 の 比 率 を 意 味 す る 。 例 え ば 、
1× 10 7 の 標 識 粒 子 を 、 1× 10 8 の 標 的 を 含 む 試 料 と 接 触 さ せ る 場 合 、 標 識 比 は 10で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 シ グ ナ ル エ レ メ ン ト ま た は シ グ ナ ル 部 分 の 「 シ グ ナ ル 特 性 」 と は 、 他 の シ グ ナ ル エ レ メ
ン ト ま た は シ グ ナ リ ン グ 部 分 か ら 区 別 す る た め に 有 用 で あ る シ グ ナ ル エ レ メ ン ト ま た は シ
グ ナ リ ン グ 部 分 に よ っ て 生 成 さ れ る シ グ ナ ル の 局 面 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン
お よ び ロ ー ダ ミ ン で 標 識 さ れ た シ グ ナ リ ン グ 部 分 の シ グ ナ ル 特 性 は 「 蛍 光 」 で あ る 。 放 射
性 ト ラ ン ス ポ ン ダ ー の 特 性 は 「 放 射 性 頻 度 」 で あ る 。 光 子 性 シ グ ナ リ ン グ 特 性 の 例 は 蛍 光
、 光 散 乱 、 燐 光 、 反 射 率 、 吸 光 度 、 化 学 発 光 、 お よ び 生 物 発 光 で あ る 。 光 子 性 シ グ ナ リ ン
グ 特 性 の 最 後 の 2つ の 例 以 外 は 、 外 因 性 の 照 射 （ 例 え ば 、 白 色 光 光 源 、 レ ー ザ ー 光 光 源 、
ま た は 日 光 ） に 依 存 す る 。 対 照 的 に 、 化 学 発 光 お よ び 生 物 発 光 は 、 外 因 性 の 光 源 と は 独 立
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し た シ グ ナ リ ン グ 特 性 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 シ グ ナ ル エ レ メ ン ト ま た は シ グ ナ リ ン グ 部 分 の 「 ク ラ ス 」 と は 、 他 の シ グ ナ ル エ レ メ ン
ト ま た は シ グ ナ リ ン グ 部 分 か ら 区 別 す る た め 有 用 で あ る シ グ ナ ル の 別 個 の 性 質 を 意 味 す る
。 例 え ば 、 赤 色 色 素 で 標 識 さ れ た リ ポ ソ ー ム は 、 異 な る 色 で 着 色 さ れ た リ ポ ソ ー ム か ら 区
別 さ れ る 。 赤 色 は そ の ク ラ ス で あ る 。 特 定 の ラ ジ オ 周 波 数 シ グ ナ ル を 送 信 す る マ イ ク ロ 電
子 送 信 機 に つ い て は 、 他 の マ イ ク ロ 電 子 送 信 機 か ら そ の マ イ ク ロ 電 子 送 信 機 を 区 別 す る ラ
ジ オ 周 波 数 シ グ ナ ル の 性 質 が シ グ ナ ル エ レ メ ン ト ク ラ ス を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 「 シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー 」 と は 、 試 験 に お い て 標 的 の カ テ ゴ リ ー に 結 合 す る シ グ ナ リ ン
グ 部 分 の 組 み 合 わ せ の 別 個 の シ グ ナ リ ン グ の 性 質 を 意 味 す る 。 4種 類 の 抗 体 に 結 合 す る 標
的 は 、 そ れ ら の 1つ が フ ル オ レ セ イ ン 分 子 に 結 合 体 化 さ れ 、 そ し て 他 の 3つ が ロ ー ダ ミ ン 分
子 に 結 合 体 化 さ れ て い れ ば 、 組 み 合 わ せ て 重 み を つ け た フ ル オ レ セ イ ン お よ び ロ ー ダ ミ ン
の 吸 収 ス ペ ク ト ル お よ び 発 光 ス ペ ク ト ル に よ っ て 記 載 さ れ る シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー を 有 す
る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 試 験 ま た は 標 識 さ れ た カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 集 合 の 「 シ グ ナ ル 複 雑 性 」 と は 、 試 験 に お
い て 、 ま た は 集 合 に 対 す る 結 合 に よ っ て 明 瞭 に 標 識 さ れ 得 る 標 的 の カ テ ゴ リ ー の 数 を 意 味
す る 。 ま た は 、 シ グ ナ ル 複 雑 性 は 、 各 々 の 標 的 の カ テ ゴ リ ー の メ ン バ ー が 存 在 す る 場 合 に
生 じ る と 予 測 さ れ る 別 個 の 「 シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー 」 の 数 と し て 定 義 さ れ る 。 い く つ か の
試 験 に つ い て 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 集 合 の シ グ ナ ル 複 雑 性 は 、 試 験 が 走 査 す る カ テ ゴ リ
ー の 数 と 同 じ で あ る 。 多 く の カ テ ゴ リ ー に つ い て 走 査 す る 他 の 試 験 は 、 1の シ グ ナ ル 複 雑
性 の み を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 「 選 択 力 」 と は 、 標 的 を 捕 捉 、 単 離 、 移 動 、 ま た は 隔 離 す る た め に 使 用 さ れ る 力 を 意 味
す る 。 選 択 力 の 例 に は 、 重 力 、 磁 力 、 電 気 的 ポ テ ン シ ャ ル 、 遠 心 力 、 求 心 力 、 浮 力 、 お よ
び 圧 力 が 含 ま れ る 。 標 的 は 、 標 的 単 独 に 作 用 す る 選 択 力 に よ っ て 移 動 さ れ 得 る 。 あ る い は
、 選 択 力 は 、 選 択 部 分 に 結 合 し た 標 的 上 に 特 異 的 に 作 用 し 得 る （ 以 下 の 定 義 を 参 照 さ れ た
い ） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 標 的 を 移 動 さ せ る 選 択 力 の 適 用 の 例 に は 、 標 的 の 遠 心 力 ； 磁 気 粒 子 に 結 合 し た 標 的 の 磁
気 選 択 ； 金 属 粒 子 で 標 識 し た 標 的 の 重 力 沈 殿 ； お よ び 真 空 濾 過 に よ る 他 孔 性 メ ン ブ レ ン へ
の 標 的 の 沈 着 が 含 ま れ る 。 選 択 力 の 使 用 の さ ら な る 例 は 、 以 下 の 実 施 例 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 「 選 択 部 分 」 と は 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 に 結 合 体 化 さ れ 、 か つ 選 択 力 に よ っ て 選 択 的 に
捕 捉 、 単 離 、 移 動 、 ま た は 隔 離 さ れ る た め の 能 力 を カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 に 付 与 す る 、 原 子
、 分 子 、 粒 子 、 ま た は 他 の 実 体 を 意 味 す る 。 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 ： 選 択 性 部 分 複 合 体 が 標
的 に 特 異 的 に 結 合 す る 場 合 、 標 的 は ま た 、 一 般 的 に 、 選 択 力 に よ っ て 、 選 択 的 に 捕 捉 、 単
離 、 移 動 、 ま た は 隔 離 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 意 味 に お い て 、 選 択 的 と は 、 選
択 力 に よ っ て 、 選 択 部 分 お よ び 結 合 し て い る 実 体 に 対 し て 、 選 択 部 分 と 結 合 し て い な い 実
体 よ り も 移 動 に 対 す る 感 受 性 を 優 先 的 に 付 与 す る こ と を い う 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 常 磁 性 粒 子 お よ び フ ェ リ チ ン は 、 選 択 部 分 の 例 で あ る 。 溶 液 中 で 沈 む 高 密 度 シ リ カ 粒 子
は 、 別 の タ イ プ の 選 択 部 分 で あ る 。 こ の よ う な 粒 子 は 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 で コ ー ト さ れ
、 標 的 に 結 合 し た 場 合 、 水 溶 液 中 で 標 的 が 沈 む こ と を 引 き 起 こ し 、 従 っ て 、 他 の 試 料 が 結
合 し て い な い 構 成 成 分 か ら の 結 合 し た 標 的 の 分 離 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 「 選 択 特 性 」 と は 、 選 択 部 分 を 捕 捉 、 選 択 、 ま た は 移 動 さ せ る た め に 有 用 な 選 択 部 分 の
局 面 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 常 磁 性 粒 子 の 選 択 特 性 は 「 磁 気 」 で あ る 。 水 溶 液 中 で 迅 速 に 沈
む シ リ カ 粒 子 の 選 択 特 性 は 「 質 量 」 で あ る 。
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【 ０ ０ ７ ６ 】
　 「 粗 平 面 」 の 表 面 ま た は 基 材 と は 、 平 面 上 の 任 意 の 1mm× 1mmの 正 方 形 の 中 の 点 か ら 架 空
の 平 面 上 の 最 も 近 接 す る 点 ま で の 距 離 を 測 定 し た 場 合 、 そ の 平 均 距 離 の 絶 対 値 が 50μ m未
満 で あ る よ う な 、 架 空 の 平 面 に 対 し て 平 行 に 整 列 さ れ 得 る 表 面 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 「 検 出 表 面 」 と は 、 標 的 が 沈 着 さ れ る 粗 平 面 基 材 の 表 面 を 意 味 す る 。 光 子 性 シ グ ナ リ ン
グ 特 性 を 使 用 す る 実 施 態 様 に お い て 、 こ の 検 出 表 面 が 光 学 的 に 透 明 で あ る 場 合 、 検 出 は 検
出 表 面 の 面 の い ず れ か を 介 し て も た ら さ れ 得 る 。 検 出 表 面 が 不 透 明 で あ る 場 合 、 検 出 は 標
的 が 沈 着 さ れ る 検 出 表 面 の 面 を 介 し て も た ら さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 「 検 出 領 域 」 と は 、 本 発 明 に よ っ て 同 時 に 分 析 さ れ る 検 出 表 面 ま た は 検 出 ゾ ー ン の 領 域
を 意 味 す る 。 検 出 領 域 は 、 代 表 的 に は 、 そ の 最 も 長 い 直 線 寸 法 に お い て 、 1mmよ り 長 く 、
例 え ば 、 5mmよ り 長 く 、 10mmよ り 長 く 、 ま た は 15mmよ り 長 い 。 例 え ば 、 集 光 レ ン ズ お よ び C
CDチ ッ プ を 備 え た 光 学 的 装 置 に よ っ て 同 時 に 画 像 処 理 さ れ る ガ ラ ス ス ラ イ ド の 部 分 は 、 0.
8cm× 0.5cmの 大 き さ で あ っ て も よ い 。 こ の と き の 検 出 領 域 は 0.4cm 2 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 「 検 出 ゾ ー ン 」 と は 、 標 的 が 検 出 さ れ 得 る 容 積 を 意 味 す る 。 こ の 検 出 ゾ ー ン は 、 検 出 領
域 と 同 じ 寸 法 を 有 す る が 、 シ グ ナ リ ン グ 部 分 は 、 検 出 お よ び 同 定 さ れ 得 る 奥 行 き に 対 応 さ
せ た 奥 行 き を 有 す る 。 従 っ て 、 検 出 ゾ ー ン の 奥 行 き は 、 陽 性 シ グ ナ ル に つ い て 点 数 付 け す
る た め に 使 用 さ れ る 閾 値 の 判 断 基 準 に 依 存 す る 。 光 学 的 検 出 が 使 用 さ れ る 場 合 、 検 出 ゾ ー
ン の 奥 行 き は 、 視 野 の 光 学 的 な 奥 行 き に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 検 出 領 域 の 「 最 も 長 い 寸 法 （ dimention） 」 と は 、 検 出 領 域 の 周 囲 の 2点 間 に 引 か れ 得 る
最 長 の 長 さ の 線 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 検 出 領 域 は 、 0.3cm× 0.4cmの 大 き さ の 長 方 形 で あ り
、 こ の 検 出 領 域 の 最 も 長 い 寸 法 は 、 対 角 線 の 0.5cmで あ る 。 検 出 領 域 が 、 長 軸 の 半 分 が 7mm
の 長 さ で あ り 、 そ し て 短 軸 の 半 分 が 2.5mmの 長 さ で あ る 楕 円 で あ る 場 合 に は 、 検 出 領 域 の
最 も 長 い 寸 法 は 14mmで あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 「 広 域 検 出 ま た は 広 域 画 像 処 理 」 と は 、 検 出 領 域 （ 検 出 装 置 に よ っ て 同 時 に 分 析 さ れ る
領 域 ） が 標 的 よ り も は る か に 大 き な 、 顕 微 鏡 的 標 的 を 検 出 す る た め の 方 法 を 意 味 す る 。 広
域 検 出 の た め の 検 出 領 域 は 、 少 な く と も 1mm以 上 で あ る 1つ の 直 線 寸 法 を 有 す る 。 対 照 的 に
、 顕 微 鏡 的 標 的 と は 、 実 質 的 に は よ り 小 さ い も の で あ り 、 代 表 的 に は 、 少 な く と も 2つ の
直 交 性 の 次 元 が 50μ m未 満 の 測 定 値 と な る 。 広 域 検 出 の 例 に は 、 CCDカ メ ラ を 用 い た 9mm直
径 の 検 出 領 域 の 画 像 処 理 ； 1cmの 長 い 寸 法 を 有 す る CCDラ イ ン ス キ ャ ナ ー を 用 い た 走 査 に よ
る 2cm× 1cmの 長 方 形 の 画 像 処 理 ； 写 真 フ ィ ル ム 上 の 直 接 的 露 光 を 使 用 し た 微 生 物 標 識 を 含
む 4cm× 4cmフ ィ ル タ ー の 画 像 処 理 ； お よ び 、 迅 速 ラ テ ラ ル フ ロ ー ス ト リ ッ プ 試 験 に お け る
1cm× 3cm試 験 領 域 上 の 顕 微 鏡 的 標 的 に 対 応 し た 着 色 ス ポ ッ ト の 視 覚 的 検 出 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 い く つ か の 技 術 が 顕 微 鏡 的 標 的 に つ い て 試 料 を 走 査 す る が 、 広 域 検 出 を 利 用 し な い 。 例
と し て は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ； 固 相 レ ー ザ ー マ イ ク ロ ビ ー ム 走 査 サ イ ト メ ト リ ー ； 液
相 走 査 （ Tibbeら 、 Nat Biotechnol 17: 1210-3, 1999に お け る よ う な ） ； お よ び ス ラ イ ド
上 の 複 数 の 高 出 力 顕 微 鏡 視 野 の 検 査 /画 像 処 理 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 「 結 合 体 化 さ れ た 」 ま た は 「 安 定 に 結 合 し た 」 と は 、 平 均 の 結 合 の 半 減 期 が PBS中 で 4℃
に お い て 少 な く と も 1日 で あ る 、 2つ の 実 体 間 の 物 理 的 結 合 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 ポ リ ス チ
レ ン 粒 子 へ の 受 動 的 な タ ン パ ク 質 吸 着 の 複 合 体 の 場 合 を 考 慮 す る 。 い く つ か の 異 な る 吸 着
し た タ ン パ ク 質 の ク ラ ス が 存 在 す る 。 い く つ か の タ ン パ ク 質 は 、 何 ヶ 月 も の 半 減 期 で 表 面
に 安 定 に 結 合 す る 。 他 の タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 吸 着 し た タ ン パ ク 質 の 外 側 の 層 に ゆ る く 結
合 す る も の ） は 、 粒 子 と 安 定 に 結 合 し な い 可 能 性 が あ り 、 そ し て 1時 間 以 内 に 浸 出 し 得 る
。
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【 ０ ０ ８ ４ 】
　 「 画 像 増 感 装 置 」 ま た は 「 画 像 チ ュ ー ブ 」 と は 、 Inoue, Shninyaら 、 「 Video microsco
py: the fundamentals」 (Plenum Press, New York, 1997; 665頁 ) ： 「 感 度 を 増 加 さ せ る
た め に ビ デ オ カ メ ラ チ ュ ー ブ に （ 光 フ ァ イ バ ー ま た は レ ン ズ に よ っ て ） 接 続 さ れ た 装 置 。
増 感 装 置 は 、 焦 点 を 当 て た 画 像 に 従 っ て 電 子 を 放 出 す る 前 部 に 光 陰 極 を 有 し 、 後 部 に 燐 光
に 電 子 の 焦 点 を 当 て る 電 子 レ ン ズ お よ び /ま た は マ イ ク ロ チ ャ ン ネ ル プ レ ー ト を 有 し 、 な
ら び に 、 電 子 の エ ネ ル ギ ー を 増 大 さ せ る 高 電 圧 加 速 器 を 有 す る 真 空 管 で あ る 。 単 一 ま た は
複 数 の ス テ ー ジ で あ り 得 る 。 」 の 用 語 に お い て 定 義 さ れ て い る よ う な 、 光 子 性 の シ グ ナ ル
を 増 幅 す る 装 置 を 意 味 す る 。 種 々 の こ の よ う な 画 像 増 感 装 置 が 同 じ 引 用 文 献 の 第 8章 に 詳
細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 検 出 領 域 の 区 画 に お け る 標 的 を 「 同 時 に 検 出 す る こ と 」 は 、 1回 の 工 程 で 粗 平 面 の 検 出
表 面 の 区 画 か ら の シ グ ナ ル の 検 出 を 意 味 す る 。 CCDチ ッ プ 、 視 覚 的 検 出 、 ま た は 光 ダ イ オ
ー ド に 基 づ く シ グ ナ ル 積 算 を 使 用 す る 検 出 領 域 中 の 標 的 の 広 域 画 像 処 理 は 、 同 時 検 出 の 例
で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 「 静 止 相 」 に お け る 標 的 は 、 非 移 動 性 の 標 的 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 に
固 定 さ れ た 標 的 は 静 止 相 に あ る 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ の ウ ェ ル の 底 に 固 定 さ れ た
位 置 に お い て カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 に よ っ て 捕 捉 さ れ た 標 的 は 静 止 相 に あ る 。 こ の よ う な 標
的 が 表 面 に 固 着 さ れ て い な い 場 合 で さ え 、 そ し て 流 体 力 学 的 ま た は 他 の 力 に よ っ て 移 動 さ
れ 得 る 場 合 で さ え 、 検 出 /画 像 処 理 の 間 、 10秒 よ り 長 い 間 隔 で 取 ら れ た 連 続 的 な 画 像 が 、
本 質 的 に 同 じ 相 対 位 置 で 本 質 的 に 同 じ 標 的 を 検 出 す る 場 合 に 、 標 的 は 静 止 相 に あ る と 見 な
さ れ る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 適 用 に お け る 標 的 は 静 止 相 に は な い 。 し か し 、 ラ テ ラ ル
フ ロ ー 試 験 の 固 相 試 験 ゾ ー ン に 結 合 し た 抗 体 に よ っ て 捕 捉 さ れ た 標 的 は 、 静 止 相 に あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 「 同 種 ア ッ セ イ 法 」 ま た は 「 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 」 と は 、 完 了 し た ア ッ セ イ の 生 成 物
か ら 反 応 物 が 物 理 的 に 除 去 さ れ な い ア ッ セ イ 法 ま た は イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 「 同 定 」 と は 、 標 的 が メ ン バ ー で あ る カ テ ゴ リ ー を 決 定 す る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、
標 的 の い く つ か の カ テ ゴ リ ー に つ い て 走 査 す る ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 を 考 慮 す る 。 こ れ ら の
各 々 は 1つ の 試 料 中 に 潜 在 的 に 存 在 す る 。 特 定 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る 標 的 は 、 対 応 す る カ
テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 体 が 結 合 す る メ ン ブ レ ン の 領 域 に 捕 捉 さ れ る 。 ど の メ ン ブ レ ン ゾ ー ン が
ど の 捕 捉 抗 体 を 含 む か 知 ら れ て い る の で 、 標 的 は 捕 捉 が 生 じ る ゾ ー ン に よ っ て 同 定 さ れ る
。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 「 試 料 」 と は 、 標 的 の 存 在 に つ い て 本 発 明 に よ っ て 走 査 さ れ る 材 料 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 「 直 接 的 視 覚 的 検 出 」 と は 、 装 着 す る 集 光 レ ン ズ 以 外 は 器 具 の 補 助 な く 行 う 視 覚 的 検 出
を 意 味 す る 。 例 え ば 、 直 接 的 視 覚 的 検 出 は 、 い く つ か の 迅 速 ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 に お け る
ナ ノ ゴ ー ル ド 粒 子 の 赤 み が か っ た 反 射 シ グ ナ ル を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 「 光 電 検 出 器 」 と は 、 光 子 シ グ ナ ル を 電 子 シ グ ナ ル に 変 換 す る 人 工 の 装 置 ま た は 機 器 を
意 味 す る 。 光 電 検 出 器 の 例 に は 、 CCD検 出 器 、 光 電 子 増 倍 管 検 出 器 、 お よ び 光 ダ イ オ ー ド
検 出 器 （ 例 え ば 、 ア バ ラ ン シ ェ 光 ダ イ オ ー ド ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 「 エ ン サ ー ク ル ド エ ネ ル ギ ー （ encircled energy） 」 ま た は 「 エ ン ス ク エ ア ド エ ネ ル ギ
ー （ ensquared energy） 」 と は 、 光 検 出 器 ア レ イ の ピ ク セ ル 上 で 捕 捉 さ れ る 無 限 に 小 さ な
光 源 か ら の 光 子 の パ ー セ ン テ ー ジ を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 「 熱 放 射 」 と は 、 黒 体 放 射 を 意 味 す る 。
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【 ０ ０ ９ ４ 】
　 「 細 胞 自 己 蛍 光 」 ま た は 「 自 己 蛍 光 」 と は 、 NADHお よ び 酸 化 さ れ た フ ラ ボ タ ン パ ク 質 の
よ う な 天 然 の 固 有 の 細 胞 成 分 の 蛍 光 に 起 因 し て 、 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る 蛍 光 を 意 味 す る
。 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 の よ う な 組 換 え 蛍 光 タ ン パ ク 質 に 起 因 す る 蛍 光 を 発 現 す る 細 胞 は 、
自 己 蛍 光 と は 見 な さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 「 照 射 」 と は 、 電 磁 気 的 な 放 射 を 伴 う 照 射 を 意 味 す る 。 種 々 の 波 長 の 電 磁 気 的 な 放 射 が
照 射 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ れ に は 、 例 え ば 、 X線 、 UV、 可 視 光 、 ま た は 赤 外 ス ペ ク
ト ル 領 域 の 波 長 を 用 い た 照 射 が 含 ま れ る 。 放 射 線 を 照 射 す る こ と は 必 ず し も 可 視 範 囲 に お
け る も の で は な い こ と に 注 意 の こ と 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 「 光 子 性 シ グ ナ リ ン グ 特 性 」 を 有 す る シ グ ナ ル エ レ メ ン ト ま た は シ グ ナ リ ン グ 部 分 と は
、 光 子 の 発 光 、 散 乱 、 反 射 、 吸 収 、 捕 捉 、 も し く は 再 方 向 付 け 、 ま た は 光 子 の 振 る 舞 い の
他 の 調 節 も し く は 組 み 合 わ せ を 介 し て 検 出 可 能 な 、 シ グ ナ ル エ レ メ ン ト ま た は シ グ ナ リ ン
グ 部 分 を 意 味 す る 。 光 子 性 シ グ ナ リ ン グ 特 性 を 有 す る シ グ ナ ル エ レ メ ン ト ま た は シ グ ナ リ
ン グ 部 分 の い く つ か の 例 に は 、 蛍 光 団 テ キ サ ス レ ッ ド （ 蛍 光 シ グ ナ リ ン グ 特 性 ） ； CDPス
タ ー （ 化 学 発 光 シ グ ナ リ ン グ 特 性 ） ； ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ 生 物 発 光 シ グ ナ リ ン グ 特 性 ） ； 共
鳴 光 散 乱 粒 子 （ 光 散 乱 シ グ ナ リ ン グ 特 性 ） ； BMパ ー プ ル （ BM purple） （ 光 吸 収 ま た は 色
素 原 性 シ グ ナ リ ン グ 特 性 ） ； お よ び ア ッ プ コ ン バ ー テ ィ ン グ 燐 光 （ 2つ の 長 波 長 光 子 の 吸
収 お よ び 1つ の 短 波 長 光 子 の 発 光 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 「 数 字 」 × 「 溶 液 名 」 は 、 そ の 溶 液 （ 水 を 除 く ） の 濃 度 を 倍 数 の 数 字 で 示 し た 、 溶 液 の
構 成 成 分 を 含 む 水 溶 液 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 10× EEは 、 10mM EDTA/100mM EPPSを 含 む （ EE
、 す な わ ち 1× EEは 、 1mM EDTA/10mM EPPSを 含 む ） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 「 EE」 は 、 1mM EDTA/10mM EPPSの 溶 液 で あ る 。 こ れ ら を 互 い に 混 合 す る 前 に 、 両 方 の 成
分 の 共 役 酸 は 、 NaOHで pH8.0に 調 整 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 「 HYB」 は 、 1M NaCl、 50mM EPPS pH8.0、 2％ ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 （ Boehringer Mannheim
） ； 0.5％ v/vト ゥ イ ー ン （ Tween） 、 20μ g/ml　 酵 母 tRNA（ Sigma） を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン の た め に 使 用 さ れ る 溶 液 で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 「 UBB」 （ ユ ニ バ ー サ ル 結 合 緩 衝 液 ） は 、 250mM NaCl、 50mM EPPS pH8.0、 2％ ブ ロ ッ キ
ン グ 試 薬 （ Boehringer Mannheim） ； 0.5％ v/vト ゥ イ ー ン 、 20μ g/ml　 酵 母 tRNA（ Sigma）
を 含 む 、 様 々 な 種 類 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 （ 例 え ば 、 抗 体 お よ び 核 酸 ） の 結 合 混 合 物 の た
め に 有 用 な 溶 液 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 「 BB」 （ ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 ） は 、 100mM EPPS pH8.0/150mM NaCl/2％ ブ ロ ッ キ ン グ 試
薬 （ Boehringer Mannheim） を 含 む 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 「 PB」 は 、 0.1Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液  pH7.4で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 「 PBS」 は 、 120mM NaCl、 2.7mM KClお よ び 10mMリ ン 酸 緩 衝 液 （ ナ ト リ ウ ム 塩 ） pH7.4を
含 む 、 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 「 PBS-B」 は 、 PBS中 0.1％ BSA（ IgGフ リ ー ； Sigmaカ タ ロ グ 番 号 A-7638） で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 「 PBS-T」 は 、 PBS中 0.05％ ト リ ト ン （ Triton） X-100（ Sigmaカ タ ロ グ 番 号 X-100） で あ
る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
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　 「 PBS-T」 は 、 PBS/0.1％ BSA/0.05ト リ ト ン X-100で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 「 PBT」 は 、 PBS/0.1％ BSA（ IgGフ リ ー ； Sigmaカ タ ロ グ 番 号 A-7638） /0.05％ ト リ ト ン 20
（ Sigmaカ タ ロ グ 番 号 X-100） で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 「 LB」 は 、 細 菌 増 殖 の た め の ル リ ア （ Luria） ブ ロ ス で あ り 、 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ
う に 作 製 す る （ Ausubel 1987, 前 出 ） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 「 SSC」 は 、 HClで pH7.0に 調 整 し た 150mM NaCl/15mMク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 「 MES」 （ 2-[N-モ ル ホ リ ノ ]エ タ ン ス ル ホ ン 酸 ） 。
【 ０ １ １ １ 】
　 「 MESB」 は 、 0.05M MES（ 2-[N-モ ル ホ リ ノ ]エ タ ン ス ル ホ ン 酸 ） 、 pH6.1で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 「 EDAC」 （ 1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド ） 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 「 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 液 （ ligation buffer） 」 は 、 10mM MgCl 2 /50mMト リ ス -HCl/10mMジ チ
オ ス レ イ ト ー ル /1mM ATP/25μ g/μ lウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 「 プ レ 溶 菌 溶 液 」 ： こ の 溶 液 は Graves, L.ら （ 1993） 、 「 Universal Bacterial DNA is
olation procedure」 、 「 Diagnostic molecular microbiology: principles and applica
tions」 、 D. Persing、 T. Smith、 F. Tenoverお よ び T. White編 （ Washington, D.C.: Ame
rican Society for Microbiology） に 従 っ て 調 製 さ れ る 。 こ の 溶 液 （ 用 時 調 製 し 、 氷 上 に
維 持 す る ） は 以 下 を 含 む ： 2Mト リ ス （ pH7.0） 0.25ml、 膵 臓 リ パ ー ゼ 3.1ml（ 膵 臓 リ パ ー ゼ
（ Sigma） 6.1mgを 59.8mlの 水 に 溶 解 し 、 0.1M CaCl 2 を 1.2ml添 加 す る こ と に よ っ て 調 製 し
； 3.1mlの ア リ コ ー ト で -20℃ に 保 存 す る ） 、 1％ タ ウ ロ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム （ Difco） 0.3m
l、 0.1M CaCl 2  0.5ml、 5.25mlス ク ロ ー ス 、 お よ び リ ゾ チ ー ム 0.05g。
【 ０ １ １ ５ 】
　 「 標 準 PCRプ ロ ト コ ー ル 」 ： す べ て の PCR反 応 は 、 （ 特 に 注 記 さ れ な い 限 り は ） 50mM KCl
、 1.5mM MgCl 2 、 10mMト リ ス -HCl pH8.3、 250μ M（ 各 ） dNTP、 お よ び 10μ M（ 各 ） プ ラ イ マ
ー 中 で 、 パ ー キ ン エ ル マ ー ジ ー ン ア ン プ （ Perkin-Elmer Geneamp） 9700サ ー モ サ イ ク ラ ー
で 、 30サ イ ク ル 、 そ の 後 72℃ で 10分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で 実 行 す る 。 1サ イ ク ル は 以
下 の 3つ の 工 程 ： 94℃ 、 30秒 間 ； 55℃ 、 30秒 間 ； 72℃ 、 90秒 間 か ら な る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 「 AP」 ： ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 「 BAL」 ： 気 管 支 肺 胞 洗 浄 液 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 「 BSA」 ： ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 「 CCD」 ： 電 荷 結 合 素 子 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 「 CFTR」 ： 嚢 胞 性 線 維 症 膜 コ ン ダ ク タ ン ス 制 御 因 子 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 「 cfu」 ： コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ 生 存 可 能 な 細 菌 細 胞 の 数 に 対 応 す る 細 菌 濃 度 の 測 定 値 ）
。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 「 CMV」 ： サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 「 FITC」 ： フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 。
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【 ０ １ ２ ４ 】
　 「 HBV」 ： B型 肝 炎 ウ イ ル ス 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 「 HCV」 ： C型 肝 炎 ウ イ ル ス 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 「 HIV」 ： ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 「 pfu」 ： プ ラ ー ク 形 成 単 位 （ 感 染 可 能 な ウ イ ル ス 粒 子 の 数 に 対 応 す る ウ イ ル ス 濃 度 の
測 定 値 ） 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 「 PNA」 ： ペ プ チ ド 核 酸 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 「 RSV」 ： 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 「 TCID 5 0 」 ： 50％ の フ ラ ス コ が 感 染 を 実 証 す る 組 織 培 養 感 染 用 量 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 文 字 と し て 書 か れ る 場 合 、 特 に 注 記 さ れ な い 限 り 、 5'か ら
3'方 向 で 示 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 特 に 注 記 さ れ な い 限 り 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 生 物 株 は 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ カ ル
チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ American Type Culture Collection）  (ATCC)、 バ ー ジ ニ ア 州 マ
ナ ッ サ ス か ら 入 手 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 多 種 （ 例 え ば 、 細 胞 、 ウ イ ル ス 、 ま た は タ ン パ ク 質 分 子 ） で 数 の 少 な い 顕 微
鏡 的 お よ び 超 顕 微 鏡 的 な 標 的 に つ い て 、 最 小 限 に 処 理 し た 試 料 を 、 迅 速 か つ 高 い 費 用 対 効
果 で 走 査 す る 。 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 強 力 な 特 色 は 、 現 代 の 高 強 度 の 標 識 、 低 コ ス ト
の 画 像 処 理 技 術 、 お よ び 非 拡 大 的 な 広 域 検 出 を 組 み 合 わ せ た 、 新 規 な 診 断 学 的 ア プ ロ ー チ
か ら 生 じ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 が い か に し て 相 対 的 に 大 き な 試 料 中 で 少 数 の 顕 微 鏡 的 な 標 的 を 検 出 す る か を 理 解
す る た め に 、 最 初 に 特 定 の 実 施 態 様 を 調 べ る こ と が 手 助 け と な る 。 図 1は 、 広 い 領 域 に わ
た っ て 広 が っ た 少 数 の 細 菌 を 検 出 す る 本 発 明 の 1つ の 実 施 態 様 の 単 純 な 図 式 を 示 し 、 こ の
場 合 は 、 顕 微 鏡 ス ラ イ ド の 一 部 で あ る 。 細 菌 は 標 識 さ れ 、 そ の 結 果 、 手 短 に 述 べ る よ う に
、 細 菌 は 光 を 放 射 す る 。 以 下 の 実 施 例 の 多 く に お い て 使 用 さ れ て い る 、 「 増 殖 し て い る 」
細 菌 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る こ の ア プ ロ ー チ は 、 個 々 の 細 菌 よ り も は る か に 大 き な 試
料 の 領 域 の 画 像 を キ ャ プ チ ャ ー す る た め に デ ジ タ ル カ メ ラ （ CCDチ ッ プ ） を 使 用 す る 。 こ
の CCDチ ッ プ は 、 光 感 受 性 の ピ ク セ ル エ レ メ ン ト の ア レ イ を 有 す る 。 試 料 の 1つ の 位 置 で の
「 増 殖 し て い る 」 細 菌 か ら の 光 は 、 CCDチ ッ プ の 対 応 す る 位 置 の ピ ク セ ル エ レ メ ン ト に 衝
突 す る 。 エ ン ド ユ ー ザ は 、 CCDチ ッ プ か ら 得 ら れ た 画 像 デ ー タ （ す な わ ち 、 照 射 さ れ た ピ
ク セ ル の 数 お よ び 強 度 ） を 処 理 す る コ ン ピ ュ ー タ か ら の 試 料 中 の 細 菌 の 数 に つ い て の 情 報
を 受 け 取 る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 次 に 、 重 要 な 細 菌 性 の 病 原 体 で あ る 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル ク ロ ー シ ス （ Mycoba
cterium tuberculosis） の 存 在 に つ い て 呼 吸 器 の 試 料 を 走 査 す る 実 施 態 様 の 特 定 の 応 用 を
考 慮 す る （ 図 1） 。 本 明 細 書 に お い て 、 実 施 例 2に 示 さ れ る よ う に 、 細 菌 は 蛍 光 性 の 化 学 物
質 、 蛍 光 団 で 標 識 さ れ 、 そ の 結 果 、 こ れ ら は 異 な る 色 の 光 （ 励 起 ス ペ ク ト ル ） に よ り 照 射
さ れ た 場 合 、 特 定 の 色 の 光 （ 発 光 ス ペ ク ト ル ） を 放 射 す る 。 細 菌 を 標 識 す る た め の 試 薬 を
発 色 さ せ る た め に 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 が 最 初 に 選 択 さ れ る 。 理 想 的 な カ テ ゴ リ ー 結 合 分
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子 は 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に 結 合 す る が 、 呼 吸 器 試 料 に 存 在 し 得 る 他 の タ イ プ の 細 菌 ま た
は 物 質 に は 結 合 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 抗 体 は 、 例 え ば 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス
細 菌 の 表 面 上 に の み 見 い 出 さ れ て い る 特 定 の 分 子 の 部 位 「 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 」 に
特 異 的 に 結 合 し 得 る 。 次 に 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 特 異 的 カ テ ゴ リ ー 結 合 部 位 は 、 蛍 光 団 （
例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン ） へ の 結 合 体 化 に よ っ て 標 識 さ れ る 。 こ の フ ル オ レ セ イ ン 分 子 は
「 シ グ ナ リ ン グ 部 分 」 と 呼 ば れ る 。 な ぜ な ら 、 こ れ は 試 験 に お い て 検 出 さ れ る シ グ ナ ル を
提 供 す る か ら で あ る 。 シ グ ナ リ ン グ 部 分 （ フ ル オ レ セ イ ン ） で 標 識 さ れ た カ テ ゴ リ ー 結 合
分 子 （ 抗 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 抗 体 ） を 調 製 し て 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に つ い て の 診 断 試 験
が 実 行 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 図 2は 、 試 験 が 、 患 者 が M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に 感 染 し て い る か 否 か を い か に し て 決 定 す
る か を 例 証 す る 。 痰 試 料 が ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 に 塗 布 さ れ か つ 貼 付 さ れ る 。 こ の ス ラ イ ド を
蛍 光 団 標 識 し た 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 未 結 合 の 抗 体 は 洗 浄 に よ っ て 試 料 か
ら 取 り 除 か れ る 。 フ ル オ レ セ イ ン の 励 起 範 囲 の 光 で 試 料 を 照 射 す る こ と は 、 試 料 中 に 存 在
す る M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 細 胞 の 表 面 を コ ー ト す る フ ル オ レ セ イ ン タ グ 化 抗 体 に よ る 蛍 光 放
射 を 誘 発 す る 。 拡 大 な し で CCDチ ッ プ の 表 面 の 放 射 光 に 焦 点 を 当 て て 、 細 胞 の 蛍 光 画 像 を
収 集 す る 。 こ の よ う に し て 、 塗 沫 試 料 の 広 い 領 域 （ 代 表 的 に は 、 約 1～ 2cm 2 ） が M.ツ ベ ル
ク ロ ー シ ス 細 胞 に つ い て 協 同 的 に 走 査 さ れ る 。 各 細 胞 か ら の 蛍 光 は 、 CCDチ ッ プ か ら コ ン
ピ ュ ー タ （ こ こ で 電 子 シ グ ナ ル は 画 像 フ ァ イ ル の 形 態 で 保 存 さ れ 得 る ） に 中 継 さ れ る 局 在
化 電 子 シ グ ナ ル を 生 じ る ピ ク セ ル の 小 ク ラ ス タ ー に 衝 突 す る 。 画 像 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア は 、
細 胞 か ら の 光 に 反 応 す る ピ ク セ ル ク ラ ス タ ー の 数 を 計 数 す る こ と 、 お よ び 反 応 す る ピ ク セ
ル の 全 体 の 光 子 の 強 度 を 積 算 す る こ と に よ っ て 試 料 中 の M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス を 計 数 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 は 、 多 種 類 の 、 形 式 、 標 識 方 法 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 、 お よ び 検 出 方 法 を 使 用 し
て 、 試 験 を 構 築 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 し か し 、 こ の 試 験 は 共 通 し た い く つ か の 鍵 と な
る 特 色 を 有 す る 。 本 発 明 の 多 く の 実 施 態 様 に 共 通 の 工 程 お よ び 処 理 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 適 用 の 一 般 的 な 構 成 は 以 下 の 工 程 か ら な る 。
工 程 1： 試 験 の 問 題 の 定 式 化 、 標 的 を 検 出 す る た め の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 選 択
工 程 2： シ グ ナ リ ン グ 部 分 の 選 択 お よ び 調 製
工 程 3： 生 物 試 料 の 調 製
工 程 4： 試 料 中 の 標 的 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 お よ び シ グ ナ リ ン グ 部 分 へ の 結 合
工 程 5： 標 的 お よ び 結 合 し た カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 選 択
工 程 6： 標 的 に 結 合 し た シ グ ナ リ ン グ 部 分 を 検 出 す る こ と に よ る 、 試 料 中 に 存 在 す る 標 的
の 同 定 お よ び 定 量
【 ０ １ ３ ９ 】
工 程 1： 試 験 の 問 題 の 定 式 化 、 標 的 を 検 出 す る た め の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 選 択
試 験 に よ っ て 検 出 さ れ る 標 的 の カ テ ゴ リ ー の 選 択
　 カ テ ゴ リ ー は 、 試 験 の 目 的 の た め に 同 一 で あ る と 見 な さ れ る 関 連 す る 標 的 の 範 囲 と し て
機 能 的 に 定 義 さ れ る 。 試 験 に よ っ て 同 定 さ れ る 標 的 の カ テ ゴ リ ー を 選 択 す る こ と は 、 診 断
試 験 の 目 的 を 定 義 す る こ と と 同 義 で あ る 。 カ テ ゴ リ ー を 選 択 す る こ と は 、 試 験 に お い て 使
用 さ れ る 分 子 試 薬 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 定 義 す る た め に 中 心 的 な こ と で も あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 に 基 づ く 新 規 な 試 験 を 構 築 す る 場 合 、 第 1の 工 程 は 、 標 的 の ど の カ テ ゴ リ ー を 試
験 が 同 定 お よ び 区 別 す べ き か を 決 定 す る こ と で あ る 。 例 え ば 、 患 者 に 肺 炎 を 引 き 起 こ す 感
染 性 の 因 子 を 同 定 す る た め の 試 験 を 構 築 す る た め に は 、 一 般 的 に 肺 炎 を 引 き 起 こ す 病 原 体
（ 例 え ば 、 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス お よ び ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ニ ュ ー モ ニ エ （ Streptococ
cus pneumoniae） の カ テ ゴ リ ー を 選 択 し ;ま た は 、 食 物 由 来 の 病 原 体 に つ い て 試 験 す る た
め に は 、 毒 性 を 引 き 起 こ す 細 菌 の カ テ ゴ リ ー を 選 択 す る 。 本 発 明 は 、 多 細 胞 生 物 、 細 菌 、
お よ び ウ イ ル ス を 含 む 広 範 な 標 的 を 同 定 し 得 る 。 さ ら に 、 種 々 の カ テ ゴ リ ー か ら の 標 的 （
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例 え ば 、 細 菌 お よ び ウ イ ル ス ） が 同 一 ア ッ セ イ に お い て 試 験 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 発 明 の 重 要 な 用 途 は 、 ヒ ト 身 体 の 液 体 試 料 （ 例 え ば 、 血 液 、 尿 、 脳 脊 髄 液 、 痰 、 ま た
は 糞 便 ） 中 の 病 原 体 の 同 定 に あ る （ 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 組 織 試 料 を 含 む 他 の タ イ プ の 臨
床 試 料 へ の 適 用 と し て も 重 要 で あ る ） 。 試 料 の 身 体 的 な 供 給 源 お よ び 患 者 の 症 候 に 依 存 し
て 、 同 定 さ れ る 生 物 の 重 要 な タ イ プ に 関 し て の 決 定 が な さ れ る 。 例 え ば 、 下 気 道 症 候 を 有
す る 患 者 か ら の 痰 試 料 の 場 合 は 、 一 般 的 に 肺 炎 を 引 き 起 こ す ウ イ ル ス 、 細 菌 、 お よ び 真 菌
を 検 出 す る こ と を 選 択 し 得 る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 カ テ ゴ リ ー の 選 択 は 、 試 験 に よ っ て 取 り 組 ま れ る 診 断 的 な 問 題 に 依 存 す る 。 従 っ て 、 2
つ の 試 験 が 2つ の 異 な る 診 断 的 な 問 題 に 答 え る 場 合 、 試 験 が 両 方 同 じ 標 的 に つ い て 同 じ 種
類 の 試 料 を 走 査 す る 場 合 で さ え 、 異 な る カ テ ゴ リ ー を 選 択 で き る 。 尿 道 感 染 に つ い て 尿 試
料 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 試 験 を 考 慮 す る 場 合 、 効 力 の あ る 診 断 的 な 問 題 は し ば し ば
： 「 有 意 な 数 の 細 菌 細 胞 が 尿 中 に 存 在 し て い る か 」 で あ る 。 こ の よ う な 試 験 の た め に 、 試
験 の カ テ ゴ リ ー は す べ て の 細 菌 を 含 み 得 る 。 す な わ ち 、 こ の 試 験 は 、 異 な る 細 菌 の 種 を 互
い に 区 別 し な い 。 従 っ て 、 例 え ば 、 大 腸 菌 と エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ シ ウ ム の 両 方 が 、 こ
の タ イ プ の ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 の 目 的 と し て は 同 じ 「 全 細 菌 （ pan-bacterial） 」 の カ テ
ゴ リ ー に 入 る 。 対 照 的 に 、 尿 道 感 染 の 試 験 の 異 な る タ イ プ の 目 的 は 、 種 の レ ベ ル で 病 原 体
を 同 定 す る こ と で あ る 。 こ の タ イ プ の 試 験 で は 、 一 般 的 に 尿 道 感 染 を 引 き 起 こ す 細 菌 の 各
々 の 種 が 異 な る カ テ ゴ リ ー と し て 定 義 さ れ る （ 例 え ば 、 大 腸 菌 お よ び エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・
フ ェ シ ウ ム は 、 別 々 の 試 験 カ テ ゴ リ ー で あ る ） 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 い く つ か の 試 験 の た め に 、 複 数 の 界 に わ た る 複 数 の 生 物 の カ テ ゴ リ ー が 選 択 さ れ る 。 異
な る 病 原 体 の パ ネ ル の ど れ が 患 者 の 症 候 の 原 因 で あ る か を 決 定 す る こ と が し ば し ば 臨 床 的
に 重 要 で あ る 。 本 発 明 は 、 患 者 の 試 料 を 、 種 々 の ウ イ ル ス 、 細 菌 、 お よ び 真 菌 の 存 在 に つ
い て 同 時 に 走 査 す る 、 費 用 効 率 の よ い 効 果 的 な 試 験 に つ い て の 決 定 的 な ま だ 対 処 さ れ て い
な い 必 要 性 に 取 り 組 む 。 「 カ テ ゴ リ ー 複 雑 性 」 は 、 試 験 が 走 査 す る 標 的 の カ テ ゴ リ ー の 数
の 測 定 値 で あ る （ 定 義 の 部 分 も ま た 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 お よ び カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子
　 標 的 の 異 な る カ テ ゴ リ ー は 、 そ れ ら の 別 個 の 分 子 成 分 に よ っ て 区 別 さ れ る 。 例 え ば 、 各
々 が 下 気 道 疾 患 を 引 き 起 こ す 異 な る 病 原 体 の 以 下 の セ ッ ト ： A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス
、 RSV、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ イ ン フ ル エ ン ゼ （ Haemophilus influenzae） 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ
ス ・ ニ ュ ー モ ニ エ 、 お よ び M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス を 考 慮 す る 。 各 々 の 病 原 体 の カ テ ゴ リ ー は
、 カ テ ゴ リ ー に 特 徴 的 で あ る が 、 他 の カ テ ゴ リ ー の メ ン バ ー ま た は 呼 吸 器 試 料 の 他 の 成 分
に は 存 在 し な い 分 子 的 成 分 を 有 す る 。 本 発 明 に 基 づ く 試 験 は 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 分 子 成 分
の 存 在 に つ い て 走 査 す る こ と に よ っ て 特 定 の カ テ ゴ リ ー の メ ン バ ー を 検 出 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
標 的 の カ テ ゴ リ ー の 存 在 を 検 出 す る た め に 、 本 発 明 は 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 分 子 成 分 に 特 異
的 に 結 合 す る 分 子 を 配 置 す る 。 標 的 上 に 存 在 す る カ テ ゴ リ ー 特 異 的 分 子 成 分 は 、 「 カ テ ゴ
リ ー 特 異 的 結 合 部 位 」 と 呼 ば れ 、 そ し て そ れ ら に 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 は 「 カ テ ゴ リ ー 結
合 分 子 」 と 呼 ば れ る 。 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 は 、 試 験 さ れ る 試 料 中 に 潜 在 的 に 存 在 す
る 標 的 の 特 性 で あ る こ と に 注 意 さ れ た い 。 対 照 的 に 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 は 診 断 試 験 キ ッ
ト に お い て 提 供 さ れ る 試 薬 で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 1つ の 利 点 は 、 広 い ス ペ ク ト ル の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 が 使 用 さ れ 得 る こ と で あ
る 。 こ の こ と は 重 要 で あ る 。 な ぜ な ら 、 異 な る タ イ プ の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 が 、 異 な る タ
イ プ の 診 断 的 な 問 題 を 尋 ね る た め に 使 用 さ れ る か ら で あ る （ 例 え ば 、 広 い 界 （ kingdom）
の レ ベ ル で の ス ク リ ー ニ ン グ 対 狭 い 亜 種 レ ベ ル の 同 定 ） 。 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 （ 時 折 、 プ
ロ ー ブ と も い わ れ る ） の ク ラ ス に は 、 核 酸 （ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア プ タ マ ー 、 ク ロ ー ニ
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ン グ さ れ た 配 列 、 ゲ ノ ム DNA、 RNAな ど ） ； 核 酸 に 関 連 す る 化 学 的 改 変 体 （ 例 え ば 、 ペ プ チ
ド 核 酸 （ PNA） ） ； 抗 体 ； 酵 素 （ こ れ は 、 標 的 基 質 に 結 合 し 得 る ） ； 非 酵 素 的 タ ン パ ク 質
（ 例 え ば 、 ア ビ ジ ン （ こ れ は 、 標 的 分 子 ビ オ チ ン に 結 合 し 得 る ） ） ； 細 胞 成 分 に 特 異 的 に
結 合 す る 分 子 （ 例 え ば 、 ア ク チ ン ま た は ア ビ ジ ン を 結 合 す る ビ オ チ ン を 結 合 す る フ ァ ロ イ
ジ ン ） ； 色 素 ま た は 染 色 剤 （ 例 え ば 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム 、 オ ー ラ ミ ン -ロ ー ダ ミ ン ン 、
ま た は SYTO 17） ； リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 上 皮 増 殖 因 子 レ セ プ タ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 上 皮
増 殖 因 子 ） ； お よ び イ ン ビ ト ロ 進 化 技 術 （ 例 え ば 、 Zhangら 、 Nat. Biothch.18: 71-74, 2
000） を 使 用 し て 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 結 合 試 薬 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 は 他 の 機 能 的 ド メ イ ン ま た は 修 飾 を 取 り 込 み 得 る 。 例 え ば 、 カ テ ゴ
リ ー 結 合 分 子 は 、 し ば し ば 、 シ グ ナ リ ン グ 部 分 （ す な わ ち 、 蛍 光 団 ま た は 色 素 化 さ れ た 微
粒 子 の よ う な 標 識 ド メ イ ン ） ま た は 選 択 部 分 （ 例 え ば 、 磁 気 粒 子 ま た は 固 体 表 面 ） と 、 共
有 結 合 的 ま た は 非 共 有 結 合 的 に 結 合 さ れ る 。 あ る い は 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 は ア ダ プ タ ー
部 分 に 連 結 で き 、 こ れ は 、 次 に は 、 別 の 機 能 的 部 分 へ の 連 結 を 容 易 に す る 。 時 折 、 カ テ ゴ
リ ー 結 合 分 子 は 、 二 重 の 、 分 離 さ れ な い 機 能 を 有 す る 。 例 え ば 、 核 酸 染 色 剤 で あ る ヨ ウ 化
プ ロ ピ ジ ウ ム は 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 と し て 使 用 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結
合 部 位 は 、 酵 母 に お け る 細 胞 の 核 酸 で あ り 得 る ） の に 対 し て 、 同 時 に 、 こ の 結 合 し た 色 素
は シ グ ナ リ ン グ 部 分 と し て 機 能 す る （ す な わ ち 、 こ れ は 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 に 結
合 し た 場 合 に 蛍 光 を 発 し 得 る ） 。 本 発 明 に 基 づ く 試 験 は 、 1つ よ り 多 い カ テ ゴ リ ー 結 合 分
子 の ク ラ ス を 組 み 入 れ 得 る （ 例 え ば 、 抗 体 お よ び 核 酸 染 色 、 ま た は 抗 体 お よ び オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド ） 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 最 も 単 純 な 試 験 は 、 単 一 の 標 的 の カ テ ゴ リ ー に つ い て 走 査 す る た め に 、 単 一 の 種 類 の カ
テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 組 み 入 れ 得 る 。 例 え ば 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に つ い て の 試 験 は 、 M.ツ
ベ ル ク ロ ー シ ス の 表 面 上 の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 使 用 し 得 る 。 あ る い は 、 例 え ば 、 尿 道 感 染 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 場 合 に は 、
単 一 の カ テ ゴ リ ー は 「 す べ て の 細 胞 」 で あ り 、 － ま た は 、 ヒ ト 細 胞 が 溶 解 さ れ る 場 合 に は
、 「 す べ て の 非 ヒ ト 細 胞 」 で あ り － か つ カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 単 一 の 種 類 が 核 酸 染 色 （ 例
え ば 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム ） で あ り 得 る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 「 フ ァ ミ リ ー 」 は 、 標 的 の 同 じ カ テ ゴ リ ー の メ ン バ ー に 結 合 す る
別 個 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の セ ッ ト で あ る 。 例 え ば 、 C型 肝 炎 ウ イ ル ス に 対 し て 惹 起 さ れ
た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 抗 体 の フ ァ ミ リ ー で あ る 。 な ぜ な ら 、 こ れ は 、 標 的 の 同 じ カ テ ゴ
リ ー （ こ の 場 合 は HCV） に 特 異 的 に 結 合 す る 複 数 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 含 む か ら で あ る
。 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の フ ァ ミ リ ー の 別 の 例 は 、 す べ て の 大 腸 菌 O157:H7株 に 存 在 す る が
細 菌 の 他 の 群 の メ ン バ ー に は 存 在 し な い 、 80の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 ゲ ノ ム DNA配 列 の セ ッ ト
で あ る 。 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の こ の フ ァ ミ リ ー は 、 適 切 に 調 製 し た 大 腸 菌 O157:H7細 胞 に
群 と し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る が 、 他 の 細 胞 の タ イ プ に は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 標 的 の 複 数 の カ テ ゴ リ ー を 検 出 す る た め に 、 試 験 は 、 各 カ テ ゴ リ ー に つ い て カ テ ゴ リ ー
結 合 分 子 の 1つ の フ ァ ミ リ ー を 含 む 。 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の フ ァ ミ リ ー の セ ッ ト は 、 カ テ
ゴ リ ー 結 合 分 子 の 「 集 合 」 と 呼 ば れ る 。 例 え ば 、 肺 炎 に つ い て の 試 験 ま た は 薬 物 の 乱 用 に
つ い て の 試 験 は 、 多 数 の 標 的 の カ テ ゴ リ ー を 互 い に 区 別 し な く て は な ら な い 。 カ テ ゴ リ ー
結 合 分 子 の 1つ の フ ァ ミ リ ー は 、 各 々 の 標 的 の カ テ ゴ リ ー に つ い て 使 用 さ れ る 。 肺 炎 試 験
の た め に 、 肺 炎 を 引 き 起 こ す 微 生 物 の 表 面 上 の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 原 に 反 応 す る 抗 体 の 集
合 が 使 用 さ れ 得 る 。 こ の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 集 合 の 1つ の フ ァ ミ リ ー は 、 ウ サ ギ 宿 主 に お
い て 惹 起 さ れ 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ニ ュ ー モ ニ エ に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 血 清 の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 画 分 か ら の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 み 得 る 。 別 の フ ァ ミ リ ー は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス の
コ ー ト タ ン パ ク 質 に 対 し て 指 向 さ れ る 組 換 え 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ５ １ 】
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　 集 合 に よ っ て 試 験 さ れ る 標 的 の 別 個 の 群 ま た は カ テ ゴ リ ー の 数 、 す な わ ち 、 「 カ テ ゴ リ
ー 複 雑 性 」 は 、 集 合 に お け る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の フ ァ ミ リ ー の 数 に よ っ て 反 映 さ れ る 。
集 合 に お け る フ ァ ミ リ ー の 数 は 、 次 に は 、 集 合 の 「 最 小 カ テ ゴ リ ー 偏 差 」 と 呼 ば れ る 量 に
よ っ て 正 確 に 規 定 さ れ る 。 「 フ ァ ミ リ ー 複 雑 性 」 は 、 試 験 集 合 に お い て カ テ ゴ リ ー 結 合 分
子 の フ ァ ミ リ ー の 各 々 か ら の メ ン バ ー を 結 合 す る た め に 必 要 で あ る 別 個 の 標 的 の 最 小 数 で
あ る 。 例 え ば 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 、 レ ジ オ ネ ラ 属 種 （ Legionella s
pp） 、 コ ク シ ジ オ イ デ ス ・ イ ミ チ ス 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 お よ び 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ
ル ス の 存 在 に つ い て 、 痰 試 料 を 同 時 に 試 験 す る た め に 使 用 さ れ る カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 体 の
集 合 を 考 慮 す る 。 集 合 の フ ァ ミ リ ー 複 雑 性 は 5で あ る 。 な ぜ な ら 、 各 病 原 体 カ テ ゴ リ ー か
ら 1つ の 、 最 小 で 5つ の 標 的 が 、 集 合 に お け る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 各 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ
ー に 結 合 す る こ と が 必 要 と さ れ る か ら で あ る 。 単 回 の 試 験 に お い て 標 的 の 広 い ス ペ ク ト ル
を 同 定 す る 本 発 明 の 能 力 は 、 大 き な フ ァ ミ リ ー 複 雑 性 を 有 す る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 集 合
を 使 用 し て 試 料 を 走 査 す る そ の 能 力 の 結 果 で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 と と も に 使 用 さ れ る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 は 、 所 望 の 標 的 （ 分 析 物 ） に ア ッ セ イ 条
件 下 で 結 合 す べ き で あ る が 、 他 の 種 類 の 標 的 、 ま た は 試 料 も し く は 試 験 の 他 の 可 能 な 構 成
成 分 に は 結 合 す べ き で な い （ ア ッ セ イ に よ っ て 区 別 さ れ る こ と を 意 味 す る ） と い う 意 味 で
、 特 異 的 で あ る べ き で あ る 。 従 っ て 、 上 気 道 細 菌 感 染 に つ い て の 試 験 に お い て 、 強 力 な カ
テ ゴ リ ー 結 合 分 子 は 、 上 気 道 の 正 常 な （ 共 生 的 な ） 微 生 物 の 構 成 成 分 と 交 差 反 応 す る も の
を 除 外 す る よ う に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 獲 得 お よ び 特 徴 付 け る た め の 代 表 的 な 方 法 は 、 以 下 の 実 施 例 に 含
ま れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
工 程 2： シ グ ナ リ ン グ 部 分 の 選 択 お よ び 調 整
シ グ ナ リ ン グ 部 分 を 用 い た カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 標 識
　 光 学 的 な 拡 大 ま た は 高 価 な 機 器 な し で 個 々 の 顕 微 鏡 的 な 標 的 を 検 出 す る 本 発 明 の 能 力 は
、 一 般 的 に 、 高 い シ グ ナ ル 強 度 で 標 的 を 特 異 的 に 標 識 す る こ と に 依 存 す る 。 標 識 は 、 カ テ
ゴ リ ー 結 合 分 子 と の 結 合 を 介 す る 、 シ グ ナ ル 分 子 の 標 的 へ の 特 異 的 結 合 に よ っ て 達 成 さ れ
る 。 し か し 、 シ グ ナ リ ン グ 部 分 と し て 標 的 の 固 有 の 特 性 （ 例 え ば 、 細 胞 の 自 己 蛍 光 ） を 使
用 す る 本 発 明 の 特 定 の 使 用 の た め に は 、 標 識 は 必 要 と さ れ な い こ と に 注 意 さ れ た い 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 は 、 2つ の 一 般 的 な 方 法 で 標 的 の カ テ ゴ リ ー 間 を 識 別 す る 。 シ グ ナ ル の 差 別 化 と
呼 ば れ る 1つ の 方 法 は 、 シ グ ナ リ ン グ 部 分 で カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 各 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 フ
ァ ミ リ ー を 標 識 し 、 そ の 結 果 、 こ れ は 独 特 な シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー を 有 す る 。 多 数 の 別 個
の シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー （ す な わ ち 、 高 い シ グ ナ ル 複 雑 性 ） を 生 成 お よ び 検 出 す る 能 力 は
、 多 数 の 標 的 の カ テ ゴ リ ー に つ い て 走 査 す る 試 験 の 構 成 （ す な わ ち 、 高 度 に 多 重 化 さ れ た
試 験 ） を 可 能 に す る 。 複 数 の 標 的 の カ テ ゴ リ ー 、 幾 何 学 的 な 区 別 の 間 を 区 別 す る た め の 他
の 方 法 は 、 検 出 領 域 の 異 な る 領 域 に お い て 標 的 の 異 な る カ テ ゴ リ ー を 沈 着 さ せ る こ と に 頼
っ て い る 。 シ グ ナ リ ン グ 部 分 の シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー か ら 独 立 し 得 る 幾 何 学 的 な 区 別 は 、
以 下 に 議 論 さ れ る （ 工 程 5） 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 は 、 様 々 な 種 類 の シ グ ナ ル 特 性 を 使 用 し 得 る 。 こ れ ら に は 、 蛍 光 、 散 乱 光 、 偏 光
、 電 磁 波 、 粒 子 サ イ ズ 、 磁 場 、 化 学 発 光 、 お よ び 放 射 能 が 含 ま れ る 。 種 々 の シ グ ナ ル 特 性
を 使 用 す る シ グ ナ リ ン グ 部 分 お よ び 検 出 ス キ ー ム の 例 は 以 下 に 見 ら れ る 。 シ グ ナ ル 特 性 の
中 に 複 数 の シ グ ナ ル ク ラ ス が 存 在 し 得 る 。 例 え ば 、 シ グ ナ ル 特 性 が 蛍 光 で あ る 場 合 に は 、
種 々 の 特 徴 的 な 放 射 ス ペ ク ト ル は シ グ ナ ル ク ラ ス （ 例 え ば 、 赤 色 蛍 光 、 緑 色 蛍 光 、 お よ び
青 色 蛍 光 ） を 含 む 。 あ る い は 、 別 の 例 と し て 、 同 じ 蛍 光 団 の 異 な る 濃 度 で 色 素 化 さ れ た 赤
色 蛍 光 微 粒 子 を 考 慮 す る 。 蛍 光 は ま た 、 シ グ ナ リ ン グ 特 性 で あ る が ； し か し 、 こ の 場 合 は
、 異 な る 強 度 の 粒 子 が シ グ ナ ル 特 性 の ク ラ ス を 構 成 す る 。 す な わ ち 、 蛍 光 強 度 は 、 1つ の
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粒 子 の 群 を 別 の 群 か ら 区 別 す る シ グ ナ ル 特 性 の 性 質 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 以 下 の 実 施 例 に お い て 実 証 す る よ う に 、 多 数 の 種 々 の シ グ ナ リ ン グ 部 分 が 本 発 明 と と も
に 使 用 さ れ 得 る 。 シ グ ナ リ ン グ 部 分 は 、 単 一 の 蛍 光 団 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 燐 光 、
天 然 の 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 お よ び そ の 関 連 物 ） 。 色 素 、 酵 素 ：
基 質 系 （ 基 質 ： 生 成 物 の 色 の 変 化 ま た は 化 学 発 光 を 生 じ る ） 、 蛍 光 微 粒 子 、 光 散 乱 粒 子 、
磁 気 粒 子 、 ま た は ラ ジ オ 送 信 マ イ ク ロ 装 置 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 高 い シ グ ナ ル 複 雑 性 は 多 数 の タ イ プ の 標 的 に つ い て 走 査 す る 試 験 （ す な わ ち 、 高 い カ テ
ゴ リ ー 複 雑 性 を 有 す る 試 験 ） を 開 発 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
高 い シ グ ナ ル 複 雑 性 の 達 成
　 混 合 物 中 の 区 別 可 能 な 標 識 （ ま た は シ グ ナ リ ン グ 部 分 ） の 数 は シ グ ナ ル 複 雑 性 と 呼 ば れ
る 。 時 折 、 高 度 に 複 雑 化 さ れ た 試 験 の た め に 、 高 い シ グ ナ ル 複 雑 性 を 有 す る シ グ ナ リ ン グ
部 分 を 使 用 す る こ と が 有 利 で あ る 。 高 い シ グ ナ ル 複 雑 性 を 生 成 す る た め に 、 本 発 明 と と も
に 使 用 さ れ 得 る 3つ の 一 般 的 な ア プ ロ ー チ は ： （ 1） 別 個 の 標 識 、 （ 2） コ ン ビ ナ ト リ ア ル
標 識 、 お よ び （ 3） 比 標 識 で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 1.別 個 の 標 識 の た め に 、 異 な る プ ロ ー ブ フ ァ ミ リ ー の プ ロ ー ブ は 、 実 験 に お い て す べ て
の 他 の シ グ ナ リ ン グ 部 分 の 存 在 下 で 容 易 に 検 出 さ れ 得 る 単 一 の シ グ ナ リ ン グ 部 分 と タ グ 化
さ れ る 。 こ れ ま で は 、 高 い シ グ ナ ル 複 雑 性 で 別 個 の 標 識 を 達 成 す る こ と は 難 し か っ た 。 な
ぜ な ら 、 大 部 分 の 標 識 方 法 は 、 光 学 的 シ グ ナ ル （ 例 え ば 、 色 素 原 性 、 蛍 光 性 、 化 学 発 光 性
） ま た は 放 射 性 標 識 を 使 用 す る か ら で あ る 。 光 学 的 シ グ ナ ル の ス ペ ク ト ル の バ ン ド 幅 お よ
び 現 在 の 機 器 に よ る 検 出 可 能 な シ グ ナ ル の 制 限 さ れ た 範 囲 の た め 、 光 学 的 シ グ ナ ル を 使 用
し て 解 像 さ れ 得 る シ グ ナ ル 複 雑 性 は 、 む し ろ 小 さ い 。 例 え ば 、 ス ペ ク ト ル の 重 複 に 起 因 し
て 、 異 な る 放 射 ス ペ ク ト ル を 有 す る 何 十 も の 蛍 光 団 の 解 像 は 現 在 不 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 2.本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 高 い シ グ ナ ル 複 雑 性 を 達 成 す る た め の 別 の 方 法 は 、 コ ン ビ
ナ ト リ ア ル 標 識 ア プ ロ ー チ を 適 用 す る こ と で あ る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識 は 、 比 較 的 少 な
い 数 の 別 個 の シ グ ナ リ ン グ 部 分 を 使 用 し て 、 高 い シ グ ナ ル 複 雑 性 を 達 成 す る た め の 技 術 で
あ る 。 こ の ア プ ロ ー チ を 用 い る と 、 シ グ ナ リ ン グ 部 分 の 別 個 の 組 み 合 わ せ は 異 な る 標 的 に
結 合 す る 。 こ の 概 念 は 図 5（ 実 施 例 1も ま た 参 照 さ れ た い ） に 例 証 さ れ て い る 。 現 在 、 蛍 光
団 は 、 分 子 的 診 断 の た め の シ グ ナ ル 部 分 の 好 ま し い ク ラ ス で あ る 。 し か し 、 複 数 の 別 個 の
蛍 光 団 （ 励 起 ス ペ ク ト ル お よ び 放 射 ス ペ ク ト ル の 重 複 か ら 多 く の 部 分 が 生 じ る ） の 分 析 に
関 与 す る 複 雑 性 が 与 え ら れ た 場 合 、 約 7以 下 の 慣 習 的 な 蛍 光 団 を 組 み 入 れ る こ と の み が 現
在 実 用 的 で あ る 。 し か し 、 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ る 場 合 、 7種 の 蛍 光 団 は 127の 別 個 の シ グ
ナ ル を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る （ N種 の 蛍 光 団 は 2 N -1の 組 み 合 わ せ を 生 じ る ） 。 高 い
シ グ ナ ル 複 雑 性 は ま た 、 他 の タ イ プ の シ グ ナ リ ン グ 部 分 を 使 用 す る コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識
を 介 し て 達 成 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 異 な る 色 素 を 浸 漬 さ せ た 粒 子 、 異 な る 別 個 の サ イ ズ の ク
ラ ス に 入 る 粒 子 、 ま た は 別 個 の 放 射 シ グ ナ ル を 放 射 す る 中 継 器 は 、 こ の ア プ ロ ー チ と と も
に 使 用 さ れ 得 る 。 蛍 光 団 を 使 用 す る コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識 は 、 最 近 、 ヒ ト の 核 型 決 定 に 首
尾 よ く 応 用 さ れ た （ Speicherら 、 1996、 前 出 ； Schrockら 、 1996、 前 出 ） 。 コ ン ビ ナ ト リ
ア ル 標 識 実 験 の 分 析 の た め の 機 器 お よ び ソ フ ト ウ ェ ア は 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 3.高 い シ グ ナ ル 複 雑 性 は ま た 、 比 標 識 ア プ ロ ー チ を 使 用 し て 得 ら れ 得 る （ Fultonら 、 19
97、 前 出 ） 。 比 標 識 に お い て は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識 と 同 様 に 、 多 く の 別 個 の タ イ プ の
シ グ ナ リ ン グ 部 分 が 、 比 較 的 少 数 の 別 個 の シ グ ナ リ ン グ エ レ メ ン ト を 使 用 し て 生 成 さ れ る
。 し か し 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識 と 対 照 的 に 、 比 標 識 に お け る シ グ ナ リ ン グ 部 分 は 、 シ グ
ナ リ ン グ エ レ メ ン ト の 比 に よ っ て 区 別 さ れ る 。 例 え ば 、 異 な る 励 起 /放 射 特 性 を 有 す る 2つ
の 蛍 光 団 Xお よ び Yは 、 ポ リ ス チ レ ン 粒 子 に 色 素 を 付 け る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 蛍 光 団 （ [X
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]、 [Y]） の 異 な る 相 対 的 濃 度 は 、 粒 子 の 異 な る セ ッ ト に 適 用 さ れ る 。 例 え ば 、 Xの 8つ の 異
な る 濃 度 お よ び Yの 8つ の 異 な る 濃 度 が 、 す べ て の 組 み 合 わ せ （ X 1 Y 1 、 X 1 Y 2 、 X 8 Y 7 、 X 8 Y 8 ）
の 粒 子 に 色 素 を 付 け る た め に 使 用 さ れ 、 64の ク ラ ス の 区 別 し 得 る 粒 子 を 生 じ る 。 比 標 識 は
機 器 の 使 用 を 単 純 化 す る 。 少 数 の シ グ ナ ル タ イ プ の み が 使 用 さ れ る 必 要 が あ る か ら で あ る
。 蛍 光 団 以 外 で あ り 、 非 光 学 的 な シ グ ナ ル エ レ メ ン ト を 含 む シ グ ナ ル エ レ メ ン ト は ま た 、
非 標 識 ア プ ロ ー チ を 使 用 し て 、 高 い シ グ ナ ル 複 雑 性 を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
強 い シ グ ナ ル を 生 成 す る こ と は 個 々 の 顕 微 鏡 的 標 的 の 検 出 を 容 易 に す る
　 必 要 と さ れ る シ グ ナ ル 強 度 の レ ベ ル は 、 当 然 、 シ グ ナ ル の 性 質 （ 光 学 的 、 粒 子 サ イ ズ な
ど ） お よ び 検 出 の 方 法 /機 器 に 依 存 す る （ 以 下 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 標 識 す る た め の 種 々 の ア プ ロ ー チ が 、 必 要 と さ れ る 感 度 を 達 成 す
る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 シ グ ナ ル 強 度 を 最 適 化 す る た め の 1つ の 方 法 は 、 高 度 に 蛍 光 性 の
シ グ ナ リ ン グ 部 分 を 用 い て 標 的 分 子 を 標 識 す る こ と で あ る 。 例 え ば 、 量 子 ド ッ ト 、 蛍 光 を
染 色 さ れ た ナ ノ ス フ ェ ア 、 お よ び ポ リ マ ー 化 さ れ た 蛍 光 団 分 子 は 、 強 力 な 蛍 光 シ グ ナ ル を
生 成 す る 。 多 数 の シ グ ナ ル エ レ メ ン ト を 組 み 入 れ る こ と は 、 シ グ ナ リ ン グ 部 分 の 蛍 光 強 度
を 増 加 さ せ 得 る 。 例 え ば 、 蛍 光 ナ ノ ス フ ェ ア （ 直 径 ～ 20nm； Molecular Probes） は 、 約 18
0個 の フ ル オ レ セ イ ン 分 子 と 等 価 な シ グ ナ ル を 生 成 し 得 る 。 蛍 光 染 色 さ れ た ポ リ ス チ レ ン
微 粒 子 （ 例 え ば 、 直 径 1μ m） は 、 何 百 万 も の 蛍 光 団 の シ グ ナ リ ン グ エ レ メ ン ト を 組 み 入 れ
得 る 。 核 酸 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 と 結 合 し て い る シ グ ナ ル 部 分 に 複 数 の 蛍 光 団 を 組 み 入 れ る
た め の 方 法 は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 の PCR増 幅 の 間 に 蛍 光 団 -dNTP結
合 体 を 組 み 入 れ る こ と で あ る 。 核 酸 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 に 複 数 の 蛍 光 団 を 組 み 入 れ る た め
の 代 替 的 な 方 法 に は 、 複 数 の シ グ ナ ル 部 分 に 結 合 し た か 、 ま た は 多 数 の ポ リ マ ー 化 し た 蛍
光 団 で 標 識 し た ヌ ク レ オ チ ド を 末 端 に 付 与 し た 、 デ ン ド リ マ ー 、 分 枝 DNA、 ま た は ロ ー リ
ン グ サ ー ク ル テ ン プ レ ー ト を 使 用 す る ア プ ロ ー チ が 含 ま れ る 。 複 数 の シ グ ナ リ ン グ 部 分 に
カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 結 合 体 化 さ せ る こ と も ま た 、 シ グ ナ ル 強 度 を 増 大 さ せ る 。 例 え ば 、
シ グ ナ ル 増 幅 は ま た 、 多 数 の シ グ ナ リ ン グ 酵 素 （ 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ま た は
西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） を ナ ノ 粒 子 に 結 合 体 化 さ せ る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 強 力 な シ グ ナ ル を 得 る た め の 別 の ア プ ロ ー チ は 、 各 標 的 に 多 数 の 標 識 し た カ テ ゴ リ ー 結
合 分 子 を 結 合 さ せ る こ と で あ る 。 こ の こ と は 、 以 下 を 含 む 種 々 の 手 段 に よ っ て な さ れ 得 る
： 複 数 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 使 用 す る こ と （ 同 じ 標 的 中 で 複 数 の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合
部 位 を 認 識 す る こ と ） 、 ま た は 、 標 的 中 に 高 度 に 表 さ れ て い る 標 的 分 子 に 結 合 す る カ テ ゴ
リ ー 結 合 分 子 を 選 択 す る こ と に よ る 。 例 え ば 、 標 識 さ れ た 微 生 物 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 微 生 物 標 的 上 の 多 数 の 別 個 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る こ と に よ っ て 、 高 い シ グ ナ ル 強
度 を 達 成 し 得 る （ 例 え ば 、 実 施 例 11を 参 照 さ れ た い ） 。 実 施 例 1は ま た 、 各 標 的 生 物 に お
い て 、 多 く の 別 個 の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 に 結 合 す る 標 識 さ れ た カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子
を 使 用 し て 記 載 さ れ る 。 各 標 的 に 多 く の 数 が 存 在 す る カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 を 選 択 す
る ス ト ラ テ ジ ー は 、 以 前 に 頻 繁 に 使 用 さ れ て き た 。 こ の ス ト ラ テ ジ ー の 例 に は 、 リ ボ ソ ー
ム RNAに つ い て の 核 酸 プ ロ ー ブ の 使 用 が 含 ま れ る （ こ れ は 、 標 的 生 物 お よ び 細 胞 タ イ プ に
依 存 し て 、 細 胞 あ た り 数 1000コ ピ ー で 存 在 し 得 る ） 。 同 様 に 、 い く つ か の 抗 原 性 標 的 分 子
が 、 標 的 生 物 の 各 々 の 細 胞 に 、 数 百 コ ピ ー ま た は 数 千 コ ピ ー で 存 在 す る 。 本 発 明 は 、 こ れ
ら の ス ト ラ テ ジ ー の 両 方 を 利 用 し 得 る 。 別 の 例 と し て 、 細 菌 に 存 在 す る 多 数 の カ テ ゴ リ ー
特 異 的 結 合 部 位 は 、 核 酸 結 合 蛍 光 色 素 シ ー バ ー グ リ ー ン I（ Syber Green I） を カ テ ゴ リ ー
結 合 分 子 /シ グ ナ リ ン グ 部 分 と し て 使 用 す る 場 合 に 、 強 い シ グ ナ ル 強 度 を 産 生 す る （ 例 え
ば 、 実 施 例 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 標 的 へ の 多 数 の シ グ ナ ル 部 分 の 結 合 は 、 シ グ ナ ル 強 度 を 増 大 さ せ る だ け で は な く 、 本 発
明 に 強 固 さ を 与 え る 。 な ぜ な ら 、 標 的 の 非 存 在 下 で は 予 測 さ れ る 複 合 性 の シ グ ナ ル シ グ ニ
チ ャ ー を 有 す る 多 数 の シ グ ナ リ ン グ 部 分 の 多 数 の ク ラ ス タ ー を 観 察 す る 機 会 は 少 な い か ら

10

20

30

40

50

(32) JP 2005-518553 A 2005.6.23



で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 へ の シ グ ナ リ ン グ 部 分 の 結 合 体 化
　 本 発 明 は 、 多 数 の タ イ プ の シ グ ナ リ ン グ 部 分 を 組 み 入 れ 得 る 。 こ の シ グ ナ リ ン グ 部 分 は
、 当 業 者 に 公 知 の 種 々 の 方 法 を 使 用 し て 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 に 直 接 的 に 結 合 体 化 さ れ 得
る （ 例 え ば 、 Hemanson, G., 「 Bioconjugate Techniques」  (Academic Press, 1996) お
よ び 以 下 の 特 定 の 実 施 例 を 参 照 さ れ た い ） 。 例 え ば 、 抗 体 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の カ
テ ゴ リ ー 結 合 分 子 は 、 蛍 光 団 ま た は 量 子 ド ッ ト シ グ ナ リ ン グ 部 分 に 直 接 的 に 結 合 体 化 さ れ
得 る 。 あ る い は 、 例 え ば 、 抗 体 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 は 、 蛍 光
微 粒 子 ベ ー ス の シ グ ナ リ ン グ 部 分 ま た は 光 散 乱 ナ ノ 粒 子 ベ ー ス の シ グ ナ リ ン グ 部 分 を コ ー
ト す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 シ グ ナ リ ン グ 部 分 は 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 に 間 接 的 に 結 合 体
化 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 図 6に 示 さ れ る よ う に 、 シ グ ナ ル 部 分 は 、 タ グ 相 補 物 に 直 接 的 に 結
合 体 化 で き 、 次 い で 、 こ れ は 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 配 列 も 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 で あ
る 、 タ グ 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 ま た は 、 例 え ば 、 ア ビ ジ ン が 、 シ グ ナ リ ン グ 部 分
を 構 成 す る 複 数 の シ グ ナ ル エ レ メ ン ト に 直 接 的 に 結 合 体 化 さ れ 得 る 。 次 い で 、 標 識 さ れ た
ア ビ ジ ン 分 子 は 、 ビ オ チ ン 化 さ れ た カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 体 に 結 合 さ れ 得 る 。 シ グ ナ リ ン グ
部 分 は 、 結 合 工 程 の 前 、 そ の 間 、 ま た は そ の 後 に 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 に 結 合 体 化 さ れ 得
る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 1つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 さ れ た 核 酸 プ ロ ー ブ
は 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 と し て 使 用 さ れ る 。 試 料 中 の 標 識 中 の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位
に カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 結 合 さ せ た 後 で 、 未 結 合 の プ ロ ー ブ は 洗 い 流 さ れ る 。 次 い で 、 抗
ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗 体 ： ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 体 （ シ グ ナ リ ン グ 部 分 ） は 、 結 合 し た
ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ に 結 合 体 化 さ れ る 。 次 い で 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
基 質 （ 例 え ば 、 化 学 発 光 基 質 CDP-Star； NEN） が 、 シ グ ナ ル を 生 成 す る た め に 結 合 し た ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 加 え ら れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
工 程 3： 生 物 試 料 の 調 製
試 料 の 調 製
　 本 発 明 の 重 要 な 属 性 は 、 迅 速 か つ 単 純 な 試 料 調 製 プ ロ ト コ ー ル と の そ の 適 合 性 で あ る 。
こ の こ と は 、 他 の 高 感 度 の 診 断 方 法 （ 例 え ば 、 核 酸 増 幅 に 基 づ く 技 術 、 こ れ は 、 酵 素 阻 害
剤 を 除 去 す る た め に よ り 多 く の 試 料 調 製 手 順 を 必 要 と す る ） よ り も 主 要 な 有 利 な 点 を 表 す
。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 試 料 調 製 は 、 試 料 の 性 質 お よ び 試 験 の 形 式 に 依 存 す る 、 い く つ か の 機 能 を 有 し 得 る 。 い
く つ か の 場 合 に お い て 、 試 料 調 製 は 、 標 的 を 濃 縮 し 、 お よ び /ま た は 標 的 を 基 材 上 に 沈 着
さ せ る 。 例 え ば 、 水 由 来 の 微 生 物 に つ い て の 試 験 は 、 濾 過 に よ っ て 微 生 物 を 濃 縮 で き 、 検
出 の た め の 濾 紙 上 に 細 胞 を 沈 着 さ せ る 。 他 の 試 料 は 、 固 体 基 材 上 （ 例 え ば 、 顕 微 鏡 ガ ラ ス
ス ラ イ ド ） に 塗 布 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 に よ る 結 合 に 対 し て 標 的 上 で 接 近 可 能 な カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位
を 作 製 す る こ と は 、 試 料 調 製 の 重 要 な 機 能 で あ る 。 い く つ か の 場 合 に お い て 、 例 え ば 、 カ
テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 が カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 体 に 自 由 に 接 近 可 能 な 水 性 試 料 中 の 微 生 物
の 表 面 上 の エ ピ ト ー プ で あ る 場 合 、 処 理 は ほ と ん ど 必 要 な い か 、 ま た は 全 く 必 要 な い （ 例
え ば 、 実 施 例 8を 参 照 さ れ た い ） 。 他 の 場 合 に お い て 、 試 料 調 製 は 、 内 部 の カ テ ゴ リ ー 特
異 的 結 合 部 位 を 接 近 可 能 に す る た め に 必 要 と さ れ る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的
DNA配 列 が ゲ ノ ム DNA上 の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 位 に 結 合 す る た め に 使 用 さ れ る 場 合 で あ
る 。 標 的 細 胞 は 、 プ ロ ー ブ に 対 し て 透 過 性 に し な け れ ば な ら ず 、 か つ 、 そ れ ら の ゲ ノ ム DN
Aは 変 性 さ れ な く て は な ら な い 。 大 量 の 異 な る 種 類 の 標 的 が 同 じ 試 料 中 で 試 験 さ れ た 場 合
、 試 料 調 製 は 、 標 的 の 全 体 の ス ペ ク ト ル に つ い て 有 効 で な く て は な ら な い 。 試 料 調 製 方 法
の さ ら な る 特 異 的 な 例 は 、 以 下 の 実 施 例 に 詳 述 さ れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
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　 ア ッ セ イ が 陰 性 の 結 果 を 生 じ る 場 合 、 試 料 が 標 的 生 物 を 本 当 に 含 ん で い な い か 、 ま た は
ア ッ セ イ そ れ 自 体 が 失 敗 で あ っ た か 、 す な わ ち 、 そ の 結 果 が 偽 陰 性 で あ る か 否 か を 知 る こ
と は 重 要 で あ る 。 偽 陰 性 の 結 果 を 同 定 す る た め に 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 陽 性 対 照 標 的 が
実 験 試 料 に 加 え ら れ 得 る 。 陽 性 対 照 標 的 は 、 試 験 さ れ る 標 的 の 範 囲 に は 存 在 し な い カ テ ゴ
リ ー 特 異 的 結 合 部 位 を 含 む 。 陽 性 対 照 標 的 に 対 応 す る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 は 、 使 用 さ れ る
他 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 と と も に 試 験 に 含 ま れ る 。 1つ ま た は そ れ 以 上 の ア ッ セ イ 工 程 が
成 功 す る 限 り は 、 3つ の 標 的 が す べ て の ア ッ セ イ に お い て 検 出 さ れ る 。 従 っ て 、 陽 性 対 照
か ら の シ グ ナ ル を 検 出 す る こ と の 失 敗 は 、 偽 陰 性 結 果 を 示 し 得 る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
工 程 4： 試 料 中 の 標 的 の 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 お よ び シ グ ナ リ ン グ 部 分 へ の 結 合
　 こ の 工 程 に お い て 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 お よ び 結 合 し た シ グ ナ リ ン グ 部 分 は 、 特 異 的 結
合 を 容 易 に す る 条 件 下 で 、 試 料 中 の 標 的 と 接 触 さ せ ら れ る 。 例 え ば 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 核
酸 配 列 の 集 合 は 、 こ の 工 程 で 試 料 中 の 相 補 的 標 的 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 同 様 に 、 試
料 中 の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 原 は 、 対 応 す る カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 体 に 結 合 す る こ と を 可 能 に
す る 。 結 合 工 程 の た め の 7つ の 可 能 な 物 理 的 構 成 が 存 在 す る 。 例 え ば 、 結 合 は 、 液 相 中 で
（ 例 え ば 、 実 施 例 8を 参 照 さ れ た い ） 、 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 上 で （ 例 え ば 、 実 施 例 を 参 照 さ れ
た い ） 、 ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ス ト リ ッ プ 上 で 、 ラ テ ラ ル フ ロ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を
使 用 し て （ 例 え ば 、 実 施 例 38を 参 照 さ れ た い ） 、 実 行 さ れ 得 る 。 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 濃
度 は 、 迅 速 な 結 合 反 応 速 度 論 を 達 成 す る た め に 最 適 化 さ れ る 。 特 異 的 結 合 を 選 択 す る た め
に 選 択 さ れ る 条 件 は 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 お よ び そ れ ら の 標 的 分 子 と の 相 互 作 用 に 依 存 す
る 。 特 異 的 条 件 お よ び 手 順 は 、 以 下 の 実 施 例 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
工 程 5： カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 お よ び シ グ ナ リ ン グ 部 分 と 結 合 体 化 し た 標 的 の 選 択
　 未 結 合 の シ グ ナ リ ン グ 部 分 か ら の 、 シ グ ナ リ ン グ 部 分 に 結 合 す る 標 的 の 物 理 的 分 離 は 、
引 き 続 く 検 出 プ ロ セ ス を 増 強 す る 。 選 択 工 程 の さ ら な る 目 的 は 、 検 出 ゾ ー ン （ 例 え ば 、 画
像 処 理 装 置 の 焦 点 の あ る 平 面 の 領 域 ） に お い て 標 的 を 沈 着 さ せ る こ と で あ る 。 複 合 体 は 一
般 的 に 固 相 に 結 合 す る の に 対 し て 、 未 結 合 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 お よ び シ グ ナ リ ン グ 部 分
は 、 液 相 に 残 存 す る 。 い く つ か の 場 合 に お い て 、 未 結 合 の 物 質 は 洗 い 流 さ れ る 。 他 の 試 験
形 式 に お い て （ 例 え ば 、 同 質 の 液 相 形 式 お よ び メ ン ブ レ ン に 基 づ く ア ッ セ イ 法 に お い て ）
、 洗 浄 は 必 要 で な い 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 結 合 工 程 の 前 に 、 試 料 が 固 体 基 材 に 固 定 さ れ る ア ッ セ イ 法 で は 、 未 結 合 の カ テ ゴ リ ー 結
合 分 子 お よ び シ グ ナ リ ン グ 部 分 が 一 般 的 に は 洗 浄 に よ っ て 取 り 除 か れ る 。 以 下 の 代 表 的 な
例 に は 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 免 疫 組 織 化 学 の 方 法 を 使 用 す る も
の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 他 の 試 験 形 式 は 、 液 相 中 （ 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル 中 ） で 実 施 さ れ る 。 こ れ ら
の 例 に お い て 、 標 的 /カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 /シ グ ナ リ ン グ 部 分 複 合 体 は 、 一 般 的 に 結 合 工 程
後 に 表 面 に 沈 着 さ れ る （ 例 え ば 、 実 施 例 8を 参 照 さ れ た い ） 。 表 面 上 の 標 的 複 合 体 を 沈 着
さ せ る た め の 方 法 に は 、 遠 心 分 離 、 濾 過 、 重 力 沈 降 、 磁 気 選 択 、 ま た は 表 面 に 結 合 し た カ
テ ゴ リ ー 結 合 分 子 へ の 結 合 （ 例 え ば 、 実 施 例 18に お け る よ う な 捕 捉 抗 体 ） が 含 ま れ る 。 い
く つ か の 場 合 に お い て （ 例 え ば 、 磁 気 分 離 ） 、 別 個 の 部 分 、 選 択 部 分 が 使 用 さ れ る 。 カ テ
ゴ リ ー 特 異 的 抗 体 で コ ー ト さ れ た 磁 気 微 粒 子 は 選 択 部 分 の 例 で あ る （ 例 え ば 、 実 施 例 8を
参 照 さ れ た い ） 。 未 結 合 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 お よ び シ グ ナ リ ン グ 部 分 は 一 般 的 に 液 相 に
残 存 し て お り 、 取 り 除 か れ 得 る 。 検 出 手 順 （ 例 え ば 、 画 像 処 理 ） が 、 狭 い 奥 行 き の 視 野 で
固 体 表 面 を 選 択 的 に 分 析 す る 場 合 、 未 結 合 の 物 質 （ 焦 点 の 表 面 の 外 側 に 存 在 す る ） は 時 折
取 り 除 か れ る 必 要 は な い （ 例 え ば 、 実 施 例 8を 参 照 さ れ た い ） 。 こ れ ら お よ び 他 の 方 法 の
各 々 の さ ら な る 例 は 、 以 下 に 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 ラ テ ラ ル フ ロ ー 形 式 お よ び フ ロ ー ス ル ー 形 式 は 、 ポ イ ン ト オ ブ ケ ア （ point of care）
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試 験 に お い て 論 証 で き る 、 最 も 首 尾 よ い 試 験 形 式 で あ る 。 こ れ ら の 形 式 は 、 吸 収 剤 の メ ン
ブ レ ン 中 に お け る キ ャ ピ ラ リ ー フ ロ ー の 利 点 を 利 用 す る 。 こ れ ら は 、 一 般 的 に 、 表 面 結 合
カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 使 用 し て 標 的 複 合 体 を 選 択 す る 。 未 結 合 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 お よ
び シ グ ナ リ ン グ 部 分 は 、 キ ャ ピ ラ リ ー 作 用 に よ っ て 捕 捉 ゾ ー ン か ら 流 れ 出 る 。 メ ン ブ レ ン
に 基 づ く ア ッ セ イ 法 の 別 の 重 要 な 利 点 は 、 幾 何 学 的 な 区 別 を 使 用 す る こ と に よ っ て 多 重 化
す る こ と の 容 易 さ で あ る （ 以 下 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ７ ７ 】
多 重 化 さ れ た 試 験 を 構 築 す る た め の 幾 何 学 的 な 区 別
　 幾 何 学 的 な 区 別 は 、 標 的 の 複 数 の カ テ ゴ リ ー に つ い て 走 査 す る 場 合 、 重 要 な 方 法 で あ る
（ す な わ ち 、 多 重 化 さ れ た 試 験 ） 。 幾 何 学 的 な 区 別 は 、 高 い シ グ ナ ル 複 雑 性 の 多 重 化 さ れ
た 試 験 （ 工 程 2を 参 照 さ れ た い ） と 比 較 し た 場 合 に 、 多 重 化 さ れ た 試 験 に つ い て の 単 一 の
シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー し か 必 要 と し な い こ と に 利 点 を 有 す る 。 幾 何 学 的 な 区 別 を 使 用 す る
代 表 的 な イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に お い て 、 異 な る カ テ ゴ リ ー 特 異 的 捕 捉 抗 体 が 、 検 出 ゾ ー ン の
別 個 の 領 域 に 沈 着 さ れ る （ 例 え ば 、 ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 に お け る 異 な る ス ト リ ッ プ 、 ま た
は フ ロ ー ス ル ー も し く は マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル に 基 づ く 試 験 に お け る 異 な る ス ポ ッ ト ）
。 従 っ て 、 標 的 の 異 な る カ テ ゴ リ ー は 、 捕 捉 ゾ ー ン の 異 な る あ ら か じ め 決 定 さ れ た 領 域 に
捕 捉 さ れ る 。 捕 捉 抗 体 に 類 似 す る 他 の タ イ プ の 捕 捉 部 分 に は 、 抗 原 、 リ ガ ン ド 、 お よ び 核
酸 が 含 ま れ る 。 幾 何 学 的 な 区 別 の い く つ か の 例 は 以 下 に 見 ら れ る （ 例 え ば 、 実 施 例 38お よ
び 実 施 例 34を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ７ ８ 】
工 程 6： 試 料 中 の 標 的 に 結 合 す る シ グ ナ リ ン グ 部 分 を 検 出 す る こ と に よ る 試 料 中 に 存 在 す
る 標 的 生 物 の 検 出 、 同 定 、 お よ び 定 量
　 本 発 明 の 顕 著 な 利 点 （ そ の 感 度 お よ び 標 的 を 定 量 す る そ の 能 力 を 含 む ） は 、 個 々 の 標 的
を 検 出 す る た め の 広 域 画 像 処 理 を 使 用 す る 能 力 に 由 来 す る 。 シ グ ナ リ ン グ 部 分 で 標 識 し た
標 的 の 検 出 は 、 一 旦 複 合 体 が 検 出 ゾ ー ン に 配 置 さ れ る と も た ら さ れ る 。 使 用 さ れ る 検 出 プ
ロ セ ス は シ グ ナ リ ン グ 部 分 の シ グ ナ ル 特 性 （ 例 え ば 、 蛍 光 、 化 学 発 光 、 ま た は 光 散 乱 ） に
依 存 す る 。 い く つ か の シ グ ナ ル 特 性 （ 例 え ば 、 光 散 乱 お よ び 蛍 光 ） に つ い て は 、 検 出 ゾ ー
ン に お け る 複 合 体 は 、 光 源 か ら 照 射 さ れ な く て な ら な い 。 他 の シ グ ナ ル 特 性 （ 例 え ば 、 化
学 発 光 、 放 射 送 信 、 ま た は 磁 場 ） に つ い て は 、 照 射 は 必 要 と さ れ な い 。 CCDカ メ ラ 、 フ ィ
ル ム 、 お よ び 直 接 的 可 視 化 を 含 む 種 々 の 検 出 モ ー ド が 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 非 顕 微 鏡 的 な 広 域 画 像 処 理 は 、 感 度 を 非 常 に 増 大 さ せ 得 る 。 顕 微 鏡 な し で 標 的 を 検 出 す
る こ と は 、 本 発 明 の 重 要 な 局 面 で あ る 。 な ぜ な ら 、 こ れ は 、 多 く の 場 合 に お い て 、 標 準 的
な イ ン サ イ チ ュ ー 分 析 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 顕 微 鏡 的 方 法 よ り も 、 よ り 迅 速 で 、 効 率 が
よ く 、 お よ び 感 度 の 高 い 試 料 分 析 を 達 成 し 得 る か ら で あ る 。 顕 微 鏡 的 な 検 出 よ り も 非 顕 微
鏡 的 な 広 域 検 出 の 感 度 の 増 大 は 、 標 的 に つ い て 試 料 の は る か に よ り 大 き な 容 量 を 走 査 す る
能 力 か ら 生 じ る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 顕 微 鏡 的 な 画 像 処 理 を 使 用 し て 画 像 化 さ れ た 代 表 的
な 領 域 よ り も 数 千 倍 広 い 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 上 の 領 域 を 画 像 化 し 得 る 。 得 ら れ る 感 度 の 増 加 は
、 肺 炎 の 患 者 か ら の ミ リ リ ッ ト ル あ た り 10,000個 の 細 菌 を 含 む 痰 試 料 を 考 慮 す る こ と に よ
っ て 例 証 さ れ る 。 イ ン サ イ チ ュ ー 分 析 に つ い て は 、 試 料 の 一 部 を （ 例 え ば 、 約 100の マ イ
コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 細 菌 を 含 む 約 10μ l） が 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 上 の 約 1cm 2 の
サ イ ズ の 領 域 に わ た っ て 塗 布 さ れ る 。 こ の 場 合 、 本 発 明 は 、 1cm 2 の サ イ ズ の 視 野 全 体 を 画
像 化 し 、 同 時 に 100の 個 々 の 細 胞 を 検 出 す る 。 対 照 的 に 、 顕 微 鏡 分 析 を 使 用 し た 場 合 、 検
査 さ れ る 狭 い 視 野 の サ イ ズ に よ っ て は 、 単 一 の 視 野 が 全 く 細 菌 を 含 ん で い な い と い う 可 能
性 が 高 い 。 従 っ て 、 顕 微 鏡 分 析 を 使 用 す る 場 合 に は 、 多 数 の （ し ば し ば 何 百 の ） 視 野 が 注
意 深 く 検 査 さ れ な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 、 コ ス ト 、 労 力 、 そ し て 時 間 の か か る プ ロ セ ス
で あ る が 、 本 発 明 に 基 づ く 試 験 に よ っ て 回 避 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 単 一 の 標 的 の 検 出 は 本 質 的 に 定 量 的 で あ る 、 検 出 ま た は 画 像 処 理 工 程 の 間 、 本 発 明 は 、
試 料 の 規 定 さ れ た 容 量 中 の 個 々 の 標 的 を 検 出 し 得 る 。 定 量 は 、 写 真 も し く は デ ジ タ ル 画 像
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中 の 個 々 の 細 胞 を 計 数 す る こ と に よ っ て 手 動 で 、 ま た は デ ジ タ ル 画 像 の 場 合 に は 、 ソ フ ト
ウ ェ ア 分 析 に よ っ て 自 動 的 に 達 成 さ れ 得 る 。 試 料 に わ た っ て シ グ ナ ル 強 度 を 積 算 す る こ と
も ま た 、 標 的 を 定 量 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 シ グ ナ ル の 積 算 は 、 高 濃 度 の 標 的 を 含 む 試
料 ま た は 物 理 的 に 連 結 さ れ た 標 的 （ 例 え ば 、 糸 状 菌 ） を 用 い る と 特 に 有 用 で あ る 。 こ れ ら
の 場 合 に お い て 、 同 時 発 生 的 な シ グ ナ ル を 分 解 す る こ と は 常 に 可 能 で あ る と は 限 ら な い か
も し れ な い 。 そ れ ら を 一 緒 に 使 用 す る こ と が 適 切 で あ る 場 合 （ 例 え ば 、 標 的 の レ ベ ル が 十
分 に 低 く て 分 散 し た 標 的 が 区 別 さ れ 得 る 場 合 ） 、 自 動 化 さ れ た シ グ ナ ル 積 算 お よ び 粒 子 の
計 数 が 強 固 さ を 提 供 し 、 従 っ て 好 ま し い 定 量 の 方 式 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ フ ァ ミ リ ー の シ グ ニ チ ャ ー を 解 読 す る こ と は 、 標 的 の 多 数 の カ テ ゴ
リ ー の 同 定 を 可 能 に す る 。 こ の 工 程 の 重 要 な 最 終 目 的 は 、 試 料 に 付 着 し た 標 識 さ れ た カ テ
ゴ リ ー 結 合 分 子 の シ グ ニ チ ャ ー を 決 定 す る こ と に よ っ て 試 料 中 の 標 的 の カ テ ゴ リ ー を 同 定
す る こ と で あ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 画 像 処 理 対 照 標 準 は 、 同 定 の 参 照 を 提 供 し 、 ア ッ セ イ が 正 し く 機 能 し て い る こ と を 示 す
。 強 固 性 お よ び 再 現 性 は 、 本 発 明 に お い て 内 部 標 準 お よ び 対 照 を 容 易 に 組 み 入 れ る 能 力 に
よ っ て 大 き く 増 強 さ れ る 。 例 え ば 、 一 般 的 に 肺 炎 を 引 き 起 こ す 24種 類 の 病 原 体 に つ い て 下
気 道 試 料 を 走 査 す る 場 合 、 各 々 の 病 原 体 を 含 む 内 部 標 準 の セ ッ ト が 並 行 し て 走 査 さ れ 得 る
（ 例 え ば 、 実 施 例 1を 参 照 さ れ た い ） 。 す べ て の 試 薬 お よ び 手 順 の 包 括 的 か つ 高 度 に 重 複
し た チ ェ ッ ク を 提 供 す る う え に 、 内 部 標 準 は 、 試 料 の シ グ ナ ル が 同 定 の た め に 比 較 さ れ る
参 照 シ グ ナ ル の セ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 図 3に 示 す CCDカ メ ラ に 基 づ く 画 像 処 理 装 置 は 、 蛍 光 が シ グ ナ ル 特 性 と し て 使 用 さ れ る 場
合 に 、 広 域 画 像 処 理 の た め に 使 用 す る 有 用 な 装 置 で あ る 。 こ の 装 置 は 、 以 下 の 実 施 例 の 多
く に つ い て デ ー タ を 収 集 す る た め に 使 用 さ れ た 。 励 起 光 は 、 高 強 度 白 色 光 源 （ 1000Wキ セ
ノ ン ア ー ク ラ ン プ 、 モ デ ル A-6000、 Photon Technology Incorporated, Monmouth Junctio
n, NJ） か ら 、 液 体 光 導 体 （ 5mmコ ア 直 径 、 モ デ ル 380、 Photon Technology Incorporated,
 Monmouth Junction, NJ） に 光 を 導 入 す る こ と に よ っ て 提 供 さ れ た 。 液 体 光 導 体 は 、 光 を
励 起 フ ィ ル タ ー ホ イ ー ル （ BioPoint FW, Ludl Electronics, Hawthorne, NY） に 運 び 、 そ
し て フ ィ ル タ ー を 通 っ た ビ ー ム （ 代 表 的 に は 、 直 径 9mm） を 標 識 さ れ た 標 的 を 含 む 検 出 表
面 に 指 向 さ せ る 。 図 3に 示 さ れ た 装 置 は 、 種 々 の 検 出 表 面 （ 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ
ェ ル 、 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 、 カ バ ー ガ ラ ス 、 お よ び 平 ら な 、 光 学 的 に 透 明 な 底 を 有 す る チ ュ ー
ブ ） 上 で 標 識 さ れ た 標 的 を 検 出 し 得 る 。 入 射 光 は 検 出 表 面 に 当 た り 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子
を 介 し て 標 的 に 結 合 す る シ グ ナ リ ン グ 部 分 中 で 蛍 光 を 誘 発 す る 。 放 射 さ れ た 蛍 光 の 一 部 が
高 集 光 効 率 レ ン ズ シ ス テ ム に よ っ て 集 光 さ れ 、 そ し て 放 射 フ ィ ル タ ー ホ イ ー ル （ BioPoint
 FW, Ludl Electronics） を 通 し て CCDカ メ ラ （ Orca II, Hamamatsu, Bridgewater, NJ）
に 伝 達 さ れ る 。 光 学 的 方 向 の 設 計 お よ び 構 成 は 、 当 業 者 に 公 知 の 原 理 お よ び 実 務 に 基 づ い
て い る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 以 下 の 実 施 例 の 実 験 は 、 実 施 例 3に 図 解 さ れ る 機 器 を 使 用 し 、 こ れ は 、 試 料 用 容 器 （ 例
え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ） を 、 励 起 お よ び 集 光 用 の 光 学 機 器 に わ た っ て 移 動 さ せ
る た め の X-Y位 置 決 め ス テ ー ジ （ BioPoint XY, Ludl Electronics） を 備 え る （ こ の ス テ ー
ジ は 図 に は 示 さ れ て い な い ） 。 Image-proお よ び Image-Proア ド イ ン は す べ て の 機 器 の 要 素
お よ び 画 像 の 獲 得 を 制 御 す る 。 フ ィ ル タ ー ホ イ ー ル は 、 ScopeProア ド イ ン （ Media Cybern
etics, Baltimore MD） で 管 理 さ れ 、 そ し て StageProア ド イ ン （ Media Cybernetics, Balt
imore MD） は ス テ ー ジ の 位 置 を 処 理 す る の に 対 し て 、 カ メ ラ の 制 御 は ハ マ マ ツ オ ル カ II（
Hamamatsu Orca II） ド ラ イ バ ー （ Hamamatsu, Bridgewater, NJ） を 介 す る 。 Image-Pro P
lusも ま た 、 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 画 像 処 理 お よ び 分 析 の た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 試 料 領 域 の 中 程 度 の 解 像 度 の 画 像 を キ ャ プ チ ャ ー す る 低 コ ス ト カ メ ラ が 使 用 さ れ 得 る 。
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代 表 的 な 感 染 疾 患 に 適 用 す る た め に は 、 各 試 料 は 20× 20mmの 試 料 領 域 に わ た っ て 散 ら ば っ
た 、 1個 の 標 的 ～ 10,000個 の 標 的 の オ ー ダ ー を 有 す る こ と が 予 想 さ れ る 。 単 一 の 、 非 糸 状
の 、 原 核 生 物 は 、 直 径 10μ m未 満 の 点 光 源 と し て 見 え る こ と が 予 想 さ れ る 。 コ ス ト 意 識 の
あ る 医 学 的 診 断 の 研 究 室 に お い て 実 行 さ れ る 日 常 的 な 試 験 の た め に 、 中 程 度 の 解 像 度 の カ
メ ラ が 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 優 れ た 感 度 お よ び ノ イ ズ の 特 性 を 有 す る 高 価 で な い カ メ ラ
（ 例 え ば 、 Roper Scientificの SenSys CCD） が 容 易 に 利 用 可 能 で あ る 。 こ れ ら の シ ス テ ム
は 、 代 表 的 に は 、 500× 500ピ ク セ ル ま た は そ れ 以 上 の 解 像 度 を 有 す る 。 20mm四 方 の 試 料 領
域 を 500× 500ピ ク セ ル の 解 像 度 で 画 像 化 す る こ と は 、 250,000ピ ク セ ル を 提 供 し 、 こ れ は
、 代 表 的 な ア ッ セ イ 法 に お い て 予 想 さ れ る 1標 的 ～ 10,000標 的 の 大 部 分 を 区 別 す る の に 十
分 で あ り 、 そ れ 以 上 の も の で あ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 よ り 高 感 度 の カ メ ラ を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 画 像 処 理 シ ス テ ム の 感 度 が 増 大 さ れ 得 る
（ 例 え ば 、 よ り 低 い 温 度 に ま で 冷 却 し た カ メ ラ 、 ま た は 背 部 が 薄 く な っ た チ ッ プ を 使 用 す
る カ メ ラ ） 。 あ る い は 、 検 出 感 度 お よ び 解 像 度 は 、 ラ イ ン 走 査 シ ス テ ム を 実 行 す る こ と に
よ っ て 増 大 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 BT Image Array; Hamamatsu） 。 ラ イ ン 走 査 の た め に 、 リ
ニ ア CCDま た は 光 ダ イ オ ー ド ア レ イ （ 例 え ば 、 1× 500ま た は 1× 1000ピ ク セ ル ） が 画 像 を キ
ャ プ チ ャ ー す る た め に 使 用 さ れ る 。 1つ の 次 元 に お け る 解 像 度 は 、 ア レ イ エ レ メ ン ト の 数
に 対 応 す る の に 対 し て 、 2番 目 の 次 元 は 、 一 般 的 に 、 リ ニ ア ア レ イ の 下 に 垂 直 的 に 試 料 ス
ラ イ ド を 移 動 さ せ る こ と に よ っ て キ ャ プ チ ャ ー さ れ る 。 よ り 少 な い エ レ メ ン ト が 存 在 す る
の で 、 同 様 の 感 度 の リ ニ ア ア レ イ は 、 代 表 的 に は 、 領 域 形 式 の CCDカ メ ラ よ り も よ り 安 価
で あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 白 色 光 照 射 を 使 用 す る 本 発 明 の 実 施 態 様 は 、 各 々 の 蛍 光 団 に つ い て 最 適 な 励 起 ピ ー ク を
供 給 す る た め の ス ペ ク ト ル フ ィ ル タ ー を 使 用 す る 。 白 色 光 ス ペ ク ト ル は 広 い た め 、 広 範 な
種 々 の 蛍 光 団 が 重 複 す る 放 射 ス ペ ク ト ル を 除 外 す る よ う に 選 択 可 能 で あ る 。 白 色 光 照 射 装
置 を 用 い て 達 成 可 能 な 代 表 的 な ス ポ ッ ト サ イ ズ （ 例 え ば 、 2mm～ 5mm） は 、 広 域 画 像 処 理 に
適 切 で あ る 。 フ ィ ル タ ー の 変 更 は 比 較 的 単 純 で あ り 、 か つ 自 動 化 で き る の で 、 白 色 光 の シ
ス テ ム は 非 常 に 適 合 性 が あ り 、 同 じ 装 置 が 別 個 の 蛍 光 団 の セ ッ ト を 使 用 す る 試 験 に 使 用 可
能 で あ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 図 3に 示 す シ ス テ ム の 集 光 効 率 は 、 2つ の 要 素 ： 集 光 対 物 レ ン ズ お よ び 焦 点 エ レ メ ン ト か
ら な る 、 カ ス タ ム 設 計 の 集 光 装 置 を 組 み 入 れ る こ と に よ っ て 最 大 化 さ れ る 。 こ の 集 光 対 物
レ ン ズ は 高 い 集 光 効 率 （ ≧ f#/1.2） を 有 し 、 比 較 的 平 行 な ビ ー ム を 出 力 す る 。 焦 点 レ ン ズ
は 集 光 対 物 レ ン ズ か ら の 光 出 力 を 捕 捉 し 、 そ し て そ れ を CCDの 検 出 表 面 に 焦 点 を 合 わ せ る
。 こ の 光 学 機 器 は 、 2つ の 部 分 に 設 計 さ れ て お り 、 フ ィ ル タ ー ホ イ ー ル は 集 光 レ ン ズ の 光
路 に 挿 入 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 特 定 の 実 施 態 様 、 例 え ば 、 フ ィ ル タ ー の 変 更 を 必 要 と し な
い い く つ か の 実 施 態 様 の た め に 、 高 い 集 光 効 率 を 達 成 す る に は 、 先 細 り し た 光 フ ァ イ バ ー
繊 維 を 含 む こ と が 所 望 さ れ 得 る 。 こ の 光 フ ァ イ バ ー 繊 維 は 、 試 料 に 対 し て 近 位 で 光 を 集 光
し 、 お よ び CCDチ ッ プ に 直 接 光 を 伝 達 す る 繊 維 を 含 む 。 あ る い は 、 本 発 明 は 、 試 料 が CCDチ
ッ プ に 直 接 適 用 さ れ る か 、 ま た は CCDチ ッ プ に 非 常 に 近 接 し て 適 用 さ れ る （ 最 も 高 い 感 度
の た め に は 、 背 面 が 薄 い CCDチ ッ プ の 背 面 に 適 用 さ れ る ） よ う な 直 接 的 な 近 位 検 出 を 使 用
し て 、 シ グ ナ ル を 非 常 に 高 感 度 に 検 出 し 得 る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 白 色 光 、 上 記 の マ ル チ ス ペ ク ト ル シ ス テ ム に 加 え て 、 本 発 明 者 ら は ま た 、 非 拡 大 的 な 広
域 画 像 処 理 の た め の 、 よ り 単 純 な 単 色 蛍 光 画 像 処 理 シ ス テ ム を 開 発 し た 。 こ の シ ス テ ム に
お い て は 、 励 起 光 は 532nm周 波 数 二 重 ダ イ オ ー ド レ ー ザ ー （ 50mMW ， モ デ ル #BWT-50E, B&W
 Tek, Newark, DE） に よ っ て 供 給 さ れ る 。 角 度 を 付 け た 照 射 を 使 用 す る こ の シ ス テ ム は 、
図 3に 示 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 図 3に 示 さ れ る 検 出 シ ス テ ム が 単 色 光 で あ る の で 、 フ ィ ル タ ー ホ イ ー ル は 必 要 で は な い
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。 単 一 の 励 起 フ ィ ル タ ー （ モ デ ル HQ532/10x, Chroma Technology, Brattleboro, VT） に
よ り 高 調 波 ス ペ ク ト ル が レ ー ザ ー 出 力 か ら 除 去 さ れ 、 か つ 単 一 の 放 射 フ ィ ル タ ー （ モ デ ル
HQ620/60m, Chroma Technology, Brattleboro, VT） に よ り 、 特 定 の 蛍 光 シ グ ナ ル の み を C
CDカ メ ラ に ま で 通 過 さ せ る 。 こ れ ら の シ ス テ ム は ま た 、 画 像 を キ ャ プ チ ャ ー す る た め に 、
以 前 に 記 載 し た も の よ り も 安 価 な CCDカ メ ラ （ モ デ ル KX-2E, Apogee CCD, Auburn, CA） を
使 用 す る 。 こ れ ら の 図 に 示 す 機 器 は 、 複 数 の レ ー ザ ー お よ び フ ィ ル タ ー セ ッ ト を 組 み 入 れ
る こ と に よ っ て 多 色 分 析 に 容 易 に 適 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 検 出 表 面 上 に 標 的 を 沈 着 さ せ る た め の 手 段 が 、 検 出 シ ス テ ム に 組 み 入 れ ら れ て も よ い 。
例 え ば 、 磁 気 ス テ ー シ ョ ン が 機 器 に 組 み 込 ま れ 得 る 。 磁 石 （ Dexter Laboratories） が 、 9
6ウ ェ ル 形 式 マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ の 底 面 に 磁 気 ビ ー ズ を 沈 着 さ せ る た め に 構 成 さ
れ 得 る 。 自 動 化 ス テ ー ジ を 使 用 し て 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ を 、 磁 気 ビ ー ズ が 沈 着
す る の に 十 分 な 時 間 を か け て 、 磁 石 を 越 え る 位 置 に ま で 移 動 し 、 そ し て ウ ェ ル の 底 面 に 標
的 を 結 合 さ せ る （ 一 般 的 に 、 数 分 間 が 必 要 で あ る ） 。 次 い で 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ
ュ を 磁 気 ス テ ー シ ョ ン か ら 移 動 し 、 ウ ェ ル を 個 々 に 画 像 化 す る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 選 択 の た め の 他 の 手 段 は ま た 、 検 出 機 器 を 含 む シ ス テ ム に 組 み 入 れ ら れ 得 る 。 例 え ば 、
濾 過 ス テ ー シ ョ ン が 、 標 的 を フ ィ ル タ ー 上 に 沈 着 さ せ る た め に 使 用 で き る 。 こ れ は 、 次 い
で 、 自 動 的 に 画 像 化 さ れ 得 る 。 同 様 に 、 標 的 は 、 オ ン ボ ー ド 遠 心 分 離 機 に お け る 遠 心 分 離
に よ っ て 検 出 表 面 法 に 沈 着 さ れ 得 る 。 高 密 度 の 粒 子 を 用 い て 標 識 さ れ た 標 的 の 重 力 に よ る
選 択 で は 、 単 に 検 出 機 器 内 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 必 要 と す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 他 の モ ジ ュ ー ル は 、 検 出 装 置 を 備 え た 機 器 シ ス テ ム に 接 続 す る か 、 ま た は そ れ に 組 み 入
れ て も よ い 。 試 料 容 器 （ 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ ） を 扱 う た め の 自 動 化 モ ジ
ュ ー ル は 1つ の 例 で あ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 本 発 明 に 組 み 入 れ ら れ る CCDカ メ ラ は 、 一 般 的 に 、 積 算 の た め に 十 分 な 時 間 、 10秒 間 ～
約 2分 間 （ カ メ ラ の 感 度 に 依 存 ） 、 累 積 し た カ メ ラ の ノ イ ズ が 最 小 と な る よ う に 、 -5℃ ～ -
20℃ の 間 の 温 度 に 冷 却 さ れ る 。 一 般 に 、 積 算 時 間 を よ り 長 く す る と 、 延 長 さ れ た 時 間 に わ
た っ て 蛍 光 団 か ら 放 射 さ れ る 光 子 の 集 光 が 可 能 に な る こ と で 、 よ り 高 い 感 度 が 提 供 さ れ る
。 長 い 積 算 時 間 は ラ イ ン 走 査 の た め に は 不 適 切 で あ る ； し か し 、 感 度 の 増 大 と 、 非 常 に 高
い 量 子 効 率 と を 有 す る 、 背 面 が 薄 い 利 用 可 能 な リ ニ ア ア レ イ が 存 在 す る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 シ グ ナ ル の 検 出 お よ び 解 読 の た め に 干 渉 計 に 基 づ く ス ペ ク ト ル 画 像 処 理
を 使 用 し 得 る （ Schrock, E., 1997、 前 出 ） 。 こ の 技 術 を 使 用 し て 、 シ グ ナ リ ン グ 部 分 に
よ っ て 放 射 ま た は 散 乱 さ れ た 光 は 、 2つ の 光 路 に 分 け ら れ 、 プ リ ズ ム を 通 さ れ （ そ の 結 果
、 異 な る 波 長 は 異 な る 距 離 を 移 動 す る ） 、 そ し て 干 渉 パ タ ー ン を 作 製 す る た め に 組 換 え る
こ と が 許 容 さ れ る 。 干 渉 パ タ ー ン の フ ー リ エ 解 析 は 、 画 像 の 各 点 に つ い て の 分 光 写 真 を 生
成 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 ま た は 、 写 真 フ ィ ル ム を 使 用 し て 、 試 料 中 の 標 的 の 画 像 を 安 価 に 記 録 し て も よ い 。 シ グ
ナ リ ン グ 特 性 が 化 学 発 光 で あ る 場 合 、 こ の ア プ ロ ー チ は 最 も 容 易 に 実 施 さ れ る （ 例 え ば 、
実 施 例 15を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 画 像 処 理 検 出 器 を シ グ ナ リ ン グ を 使 用 す る 本 発 明 の 実 施 態 様 に つ い て は 、 コ ン ピ ュ ー タ
ソ フ ト ウ ェ ア が 標 的 を 同 定 お よ び 定 量 す る 。 一 般 的 に 、 ソ フ ト ウ ェ ア は ： （ 1） 照 射 の 不
均 一 性 を 修 正 す る ； （ 2） 必 要 な 場 合 、 逆 重 畳 積 分 マ ト リ ッ ク ス を 通 し て 蛍 光 の ク ロ ス ト
ー ク を 修 正 す る ； （ 3） 必 要 な 場 合 、 基 材 上 に 刻 印 さ れ た 登 録 標 識 を 使 用 し て 画 像 を 整 列
さ せ る ； （ 4） 標 的 を 他 の シ グ ナ ル か ら 区 別 す る た め の ア ル ゴ リ ズ ム を 実 行 す る ； （ 5） 試
料 中 の 各 々 の 画 像 化 さ れ た 標 的 に 身 元 を 割 り 当 て る ； （ 6） 各 カ テ ゴ リ ー に お け る 標 的 の
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総 数 を 計 算 す る ； （ 7） 試 料 の 同 定 の た め に 試 料 の バ ー コ ー ド を 画 像 化 お よ び 記 録 す る ；
な ら び に （ 8） 出 力 デ ー タ （ 内 部 標 準 お よ び 試 料 デ ー タ を 含 む ） 、 画 像 、 お よ び バ ー コ ー
ド を 、 ウ ェ ブ ブ ラ ウ ザ イ ン タ ー フ ェ ー ス を 介 し て 照 会 可 能 な デ ー タ ベ ー ス に 自 動 的 に 保 存
す る 。 市 販 の 画 像 分 析 パ ッ ケ ー ジ が こ れ ら の 機 能 を 提 供 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 多 色 画
像 分 析 の た め の ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ が 使 用 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Image-Pro, Media Cyb
ernetics; MetaMorph, Universal Imaging, MatLab, The Mathworks） 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 本 発 明 は 、 個 々 に 散 ら ば っ た 標 的 を 計 数 で き る が 、 標 的 は 、 物 理 的 に 連 結 さ れ て い る か
（ 例 え ば 、 糸 状 菌 の 場 合 ） 、 ま た は 重 複 も し く は 同 時 発 生 的 で あ り 得 る 。 従 っ て 、 本 発 明
と と も に 使 用 さ れ る ソ フ ト ウ ェ ア 分 析 パ ッ ケ ー ジ は 、 好 ま し く は 、 画 像 処 理 し た 領 域 に わ
た っ て シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー に つ い て シ グ ナ ル 強 度 を 積 算 す る こ と に よ っ て 標 的 を 定 量 す
る モ ジ ュ ー ル を 含 む 。 試 料 中 の 標 的 の 数 は 、 し ば し ば 、 試 料 の 画 像 の 積 算 さ れ た シ グ ナ ル
強 度 を 、 内 部 標 準 対 照 に お け る 個 々 の 標 的 の 平 均 シ グ ナ ル 強 度 と 比 較 す る こ と に よ っ て 決
定 さ れ 得 る 。 こ の ソ フ ト ウ ェ ア 定 量 モ ジ ュ ー ル は 、 好 ま し く は 、 多 数 の 試 料 に つ い て の 出
力 を 「 ゴ ー ル ド 標 準 」 方 法 に 対 し て 比 較 す る こ と に よ っ て 標 的 の 各 々 の タ イ プ に つ い て 「
調 整 」 さ れ る 。 例 え ば 、 糸 状 菌 を 含 む 試 料 は 、 好 ま し く は 、 顕 微 鏡 的 な 定 量 に 対 す る 比 較
に よ っ て 較 正 さ れ た ソ フ ト ウ ェ ア モ ジ ュ ー ル を 使 用 し て 定 量 さ れ る 。 ま た は 、 特 定 の 細 菌
に つ い て は 、 微 生 物 培 養 に よ る 定 量 ま た は 染 色 さ れ た 細 菌 の 顕 微 鏡 的 検 査 に よ る 定 量 は 、
ソ フ ト ウ ェ ア を 較 正 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 以 下 の 実 施 例 で は 、 本 発 明 を 使 用 し て 得 ら
れ る 画 像 の ソ フ ト ウ ェ ア 分 析 の 特 定 の 例 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 以 下 に 続 く 実 施 例 の 多 く で 収 集 さ れ た 蛍 光 デ ー タ を 分 析 す る た め に 使 用 さ れ た ソ フ ト ウ
ェ ア パ ッ ケ ー ジ お よ び 方 法 を こ こ で 概 観 す る こ と は 有 用 で あ る 。 検 出 表 面 は 蛍 光 標 識 さ れ
た 複 合 体 の 数 お よ び /ま た は 全 体 の 蛍 光 シ グ ナ ル を 測 定 す る た め に 画 像 処 理 さ れ る 。 蛍 光
は 、 ア ッ セ イ コ ン テ ナ の 底 か ら CCDカ メ ラ に よ っ て 捕 捉 さ れ 、 そ し て ピ ク セ ル の 位 置 お よ
び 強 度 の 記 録 を 含 む TIFF（ Tagged Image File Format） 画 像 フ ァ イ ル と し て 保 存 さ れ た 。
3つ の ア プ ロ ー チ が 、 ア ッ セ イ 結 果 を 定 量 す る た め に 使 用 さ れ た 。 画 像 処 理 さ れ た 検 出 ゾ
ー ン の 全 体 の 集 積 さ れ た シ グ ナ ル は 、 す べ て の ピ ク セ ル か ら の 蛍 光 シ グ ナ ル を 合 計 す る こ
と に よ っ て 決 定 さ れ た 。 試 料 か ら 積 算 さ れ た シ グ ナ ル は 、 陰 性 対 照 の そ れ と 比 較 さ れ た 。
全 体 の 積 算 さ れ た シ グ ナ ル を 測 定 す る こ と は 、 多 数 の 標 的 を 含 む 試 料 に 対 し て と り わ け 有
用 で あ る 。 第 2の ア プ ロ ー チ は 、 検 出 領 域 中 の 対 象 物 を 計 数 す る こ と で あ っ た 。 第 3の ア プ
ロ ー チ は 、 蛍 光 対 象 物 中 に 含 ま れ る す べ て の ピ ク セ ル の 強 度 を 積 算 す る こ と で あ っ た （ 画
像 中 の す べ て の ピ ク セ ル の 強 度 を 合 計 す る こ と と は 反 対 に ） 。 す べ て の 画 像 分 析 は 、 Imag
e-Pro v4.0（ Media Cybernetics, Silver Springs, MD） を 使 用 し て 実 行 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 全 体 の 積 算 シ グ ナ ル を 得 る こ と は 、 コ ン テ ナ の 底 を 表 す 画 像 （ 関 心 対 象 の 領 域 ） 上 の 領
域 を 最 初 に 規 定 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ た 。 Image-Proは 、 関 心 対 象 の 領 域 が 、 単 一 の
対 象 物 に 転 換 さ れ る こ と を 可 能 に し 、 そ し て 他 の Image-Proツ ー ル は 、 こ の 対 象 物 中 に 表
さ れ る ピ ク セ ル の 全 体 の シ グ ナ ル が 合 計 さ れ る こ と を 可 能 に す る 。 次 い で 、 標 的 が 加 え ら
れ て い な い ア ッ セ イ コ ン テ ナ か ら の 同 様 の 画 像 が 同 様 の 方 法 で 分 析 さ れ 、 か つ 陰 性 対 照 と
し て 使 用 さ れ た 。 陰 性 対 照 の 値 は 、 標 的 を 含 む 試 料 の 値 か ら 減 算 さ れ た 。 こ の こ と は 、 ア
ッ セ イ ノ イ ズ と 電 子 的 ノ イ ズ の 両 方 を 除 去 す る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 第 2お よ び 第 3の 定 量 方 法 は 、 Image-Proの 対 象 発 見 ユ ー テ ィ リ テ ィ ー を 使 用 し た 。 こ の
ユ ー テ ィ リ テ ィ ー は 、 自 動 的 ま た は ユ ー ザ ー 定 義 さ れ た 閾 値 よ り 上 の 値 （ シ グ ナ ル ） を 有
し た 近 接 す る ピ ク セ ル を 結 合 さ せ る 。 こ の こ と は 、 対 象 の 周 囲 に 輪 郭 線 を 確 立 す る 。 周 囲
の ピ ク セ ル お よ び 内 部 の ピ ク セ ル は 対 象 と し て 定 義 さ れ 、 そ し て こ れ ら の ピ ク セ ル 値 を 合
計 す る こ と は 対 象 の 集 積 値 を 生 じ る 。 次 い で 、 試 料 コ ン テ ナ の 底 を 示 す 、 目 的 の 領 域 中 の
す べ て の 対 象 物 は 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 自 動 的 に 計 数 さ れ 、 そ し て さ ら に 、 見 つ か
っ た す べ て の 対 象 物 の 集 積 シ グ ナ ル 強 度 が 計 算 さ れ 得 る 。
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【 ０ ２ ０ ２ 】
　 IPP Image-Proマ ク ロ 言 語 を 使 用 し て 、 上 記 の ユ ー テ ィ リ テ ィ ー は 一 度 に い く つ か の 画
像 の バ ッ チ 処 理 を 可 能 に す る よ う に 自 動 化 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 デ ー タ は 、 他 の ユ ー ザ ー 定
義 さ れ た IPPス ク リ プ ト を 用 い て 操 作 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 特 定 の サ イ ズ （ 領 域 ） ま た は 強
度 を 、 下 回 る ま た は 上 回 る 対 象 物 は 、 含 ま れ て も 排 除 さ れ て も よ い 。 こ れ は 、 ほ こ り を 排
除 す る た め の 有 用 な 手 段 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
実 施 例
　 以 下 の 実 施 例 は 、 応 用 の 範 囲 と 関 連 し た 使 用 の た め の 本 発 明 の 種 々 の 実 施 態 様 を 実 施 す
る た め の 技 術 的 詳 細 を 提 供 す る 。 こ の 実 施 例 は 限 定 を 意 図 す る も の で は な い 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
実 施 例 1． 蛍 光 DNA結 合 染 色 剤 で 標 識 し た 個 々 の 細 菌 の 広 域 画 像 処 理
　 ： こ の 実 施 例 は 、 拡 大 な し で 多 孔 性 膜 上 の 個 々 の 細 菌 細 胞 を 検 出 す る た め の 本 発 明
の 使 用 を 実 証 す る 。 大 腸 菌 の 細 菌 細 胞 標 的 を 蛍 光 核 酸 染 色 剤 で 標 識 し 、 メ ン ブ レ ン を 通 し
て 濾 過 し 、 そ し て 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て CCDカ メ ラ を 用 い て 蛍 光 画 像 を キ ャ プ チ ャ ー し
た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 ： 大 腸 菌 ATCC 8739の 培 養 は 、 ト リ プ チ ケ ー ス ソ イ ブ ロ ス （ Trypticase Soy Br
oth） （ TSB, BDカ タ ロ グ 番 号 211822） 中 で 、 37℃ 、 18時 間 増 殖 さ せ た 。 細 胞 の 1mlア リ コ
ー ト を 、 微 量 遠 心 分 離 機 で 遠 心 分 離 し 、 等 量 の 水 に 再 懸 濁 し た 。 細 胞 を 、 1mlの ア リ コ ー
ト を 100℃ で 5分 間 加 熱 す る こ と に よ っ て 死 滅 さ せ た 。 核 酸 染 色 剤 シ ー バ ー グ リ ー ン I（ Mol
ecular Probes; カ タ ロ グ 番 号 S-7563） を 、 死 滅 し た 細 胞 に 「 10× 」 の 最 終 濃 度 ま で 添 加
し た （ シ ー バ ー グ リ ー ン Iの ス ト ッ ク は 10,000× と 定 義 さ れ る ） 。 染 色 さ れ た 大 腸 菌 細 胞
を 水 で 段 階 希 釈 し 、 真 空 濾 過 装 置 お よ び プ ラ ス チ ッ ク フ ン ネ ル キ ャ ッ プ （ Millipore Micr
ofil V User Guide, PF07114, Rev A 3/00） を 使 用 し て 、 0.22μ mブ ラ ッ ク ポ リ カ ー ボ ネ
ー ト 濾 過 メ ン ブ レ ン （ Osmonicsカ タ ロ グ 番 号 K02BP04700） を 通 し て 濾 過 し た 。 蛍 光 を 、 広
域 画 像 用 の 非 拡 大 的 な CCD画 像 処 理 装 置 （ 上 記 の 工 程 6； 図 3に お い て 記 載 し た ） を 使 用 し
て 、 FITC光 学 フ ィ ル タ ー セ ッ ト （ 色 度 /励 起 470/40nm、 放 射 522/40nm） を 用 い て 検 出 し た
。 Image-Pro Plusソ フ ト ウ ェ ア 、 バ ー ジ ョ ン 4.1（ Media cybernetics） を 使 用 し て 、 CCD
画 像 処 理 装 置 か ら の 画 像 を キ ャ プ チ ャ ー お よ び 処 理 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 ： 図 7の 左 の パ ネ ル は 、 シ ー バ ー グ リ ー ン Iで 染 色 し 、 お よ び 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処
理 を 使 用 し て 画 像 処 理 し た 個 々 の 大 腸 菌 細 胞 を 示 す 。 白 色 ス ポ ッ ト と し て 見 ら れ る 蛍 光 シ
グ ナ ル の 数 は 、 使 用 さ れ た 希 釈 お よ び 視 野 の 面 積 に 基 づ い て 、 予 測 さ れ た 約 100個 の 大 腸
菌 細 胞 の 数 と 相 関 す る 。 右 の パ ネ ル は 、 細 胞 が 同 一 の 様 式 で メ ン ブ レ ン を 通 し て 濾 過 「 さ
れ ず 」 お よ び 画 像 処 理 さ れ 「 な か っ た 」 陰 性 対 象 を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
実 施 例 2． DNA結 合 蛍 光 色 素 で 染 色 し た 単 一 の 細 菌 の 広 域 画 像 処 理
　 ： こ の 実 施 例 に お い て 、 カ バ ー ガ ラ ス 上 で の 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 、 蛍 光 核 酸 染
色 で 標 識 さ れ た 単 一 の 大 腸 菌 の 細 菌 細 胞 標 的 を 検 出 し た 。 染 色 さ れ た 細 胞 を 白 色 光 で 照 射
し 、 CCDカ メ ラ で 画 像 処 理 し た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 ： 大 腸 菌 MG1655の 培 養 は 、 LBブ ロ ス （ BD; Sparks, MD） 中 で 、 37℃ 、 18時 間 増
殖 さ せ た 。 細 胞 を 、 ヒ ー ト ブ ロ ッ ク 中 で 、 18時 間 培 養 物 の 1mlア リ コ ー ト を 、 95℃ ま で 、 5
分 間 加 熱 す る こ と に よ っ て 固 定 し た 。 核 酸 染 色 剤 シ ー バ ー グ リ ー ン I（ Molecular Probes;
 カ タ ロ グ 番 号 S-7563） を 、 固 定 し た 培 養 物 に 添 加 し 、 染 色 剤 ス ト ッ ク の 1： 1000希 釈 を 達
成 し た （ 999μ lの 熱 固 定 培 養 物 に 1μ lの シ ー バ ー グ リ ー ン Iの ス ト ッ ク （ 10,000× ） ） 。
大 腸 菌 細 胞 を 10分 間 染 色 し た 。 次 い で 、 細 胞 を 、 11700gで 10分 間 、 微 量 遠 心 分 離 機 で 遠 心
分 離 し た 。 上 清 を 除 去 し 、 そ し て 細 胞 の ペ レ ッ ト を 等 量 の 水 （ タ イ プ 1品 質 ） に 再 懸 濁 し
た 。 染 色 し た 細 胞 を 段 階 希 釈 し 、 10 8 ～ 10 4 細 胞 /mlの 範 囲 の 濃 度 を 達 成 し た 。 1： 10希 釈 の
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ポ リ -L-リ ジ ン 溶 液 （ 45mlの タ イ プ 1の 水 に 5mlの ポ リ -L-リ ジ ン （ Sigma Diagnostics; カ
タ ロ グ 番 号 P-8920） ） に ス ラ イ ド を 浸 す こ と に よ っ て 、 Corning No.1 1/2カ バ ー ガ ラ ス を
ポ リ -L-リ ジ ン で コ ー ト し た 。 コ ー ト さ れ た カ バ ー ガ ラ ス を 1回 水 （ タ イ プ 1品 質 ） で 洗 浄
し 、 そ し て 風 乾 さ せ た 。 希 釈 し た 染 色 し た 細 胞 の 5μ lア リ コ ー ト を 、 ポ リ -L-リ ジ ン カ バ
ー ガ ラ ス に ピ ペ ッ テ ィ ン グ し 、 そ し て 室 温 で 乾 燥 さ せ た （ 約 20分 間 ） 。 蛍 光 を 、 CCD画 像
処 理 装 置 （ 上 記 の 工 程 6； 図 3に お い て 記 載 し た ） を 使 用 し て 、 FITC光 学 フ ィ ル タ ー セ ッ ト
（ 色 度 /励 起 470/40nm、 放 射 522/40nm） を 用 い て 検 出 し た 。 Image-Pro Plusソ フ ト ウ ェ ア
、 バ ー ジ ョ ン 4.1（ Media cybernetics） を 使 用 し て 、 CCD画 像 処 理 装 置 か ら の 画 像 を キ ャ
プ チ ャ ー お よ び 処 理 し た 。 画 像 処 理 装 置 で 検 出 さ れ た 陽 性 シ グ ナ ル を 、 同 じ フ ィ ル タ ー セ
ッ ト を 備 え る Axioplan II蛍 光 顕 微 鏡 （ Carl, Zeiss Inc., Thornwood, NY） を 使 用 す る こ
と に よ っ て 、 大 腸 菌 で あ る と 確 認 し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 ： 図 8は 、 シ ー バ ー グ リ ー ン Iで 染 色 し た 細 胞 を 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し
て 検 出 し た こ と を 示 す 。 白 色 ス ポ ッ ト と し て 見 ら れ る 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 高 拡 大 蛍 光 顕 微 鏡
法 （ 1000倍 ； 図 8） を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 単 一 の 大 腸 菌 細 胞 ま た は グ ル ー プ 化 さ れ た
細 胞 の い ず れ か に 対 応 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
実 施 例 3． 蛍 光 標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン に よ っ て 標 識 さ れ た 個 々 の 細 菌 の 広 域 画 像 処 理
　 ： こ の 実 施 例 に お い て 、 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 、 蛍 光 標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 へ の 細 胞 rRNAの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 標 識 さ れ た 、 単
一 の 大 腸 菌 細 菌 細 胞 標 的 を 検 出 し た 。 細 胞 を 実 施 例 2と 同 様 に 画 像 処 理 し た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 ： 大 腸 菌 細 胞 を 実 施 例 2と 同 様 に 増 殖 さ せ た 。 細 胞 を 、 PBS中 2.5％ の ホ ル ム ア
ル デ ヒ ド 溶 液 中 で 、 室 温 で 30分 間 固 定 し た 。 細 胞 を 、 11,700gで 10分 間 、 微 量 遠 心 分 離 機
で 遠 心 分 離 し 、 続 い て 細 胞 の ペ レ ッ ト を 等 量 の PBSに 再 懸 濁 す る こ と に よ っ て 「 洗 浄 」 し
た 。 細 胞 を 、 前 と 同 様 に 遠 心 分 離 し 、 50％ エ タ ノ ー ル 中 で 再 懸 濁 し 、 20℃ で 14時 間 放 置 し
、 そ し て 上 記 の よ う に PBSで 洗 浄 し た 。 次 い で 、 細 胞 を 前 と 同 様 に 遠 心 分 離 し 、 そ し て ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ 1M NaCl/50mM EPPS/0.5％ ト ゥ イ ー ン 20/0.4μ g/μ l　 酵 母
t-RNA/2％ ブ ロ ッ キ ン グ 剤 （ こ こ で ブ ロ ッ キ ン グ 剤 は 100mMマ レ イ ン 酸  pH7.65/150mM NaCl
/10％ ブ ロ ッ キ ン グ 剤 （ Boehringer Mannheim） で あ っ た ） ） 中 に 再 懸 濁 し た 。 次 い で 、 細
胞 を 49℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 ） 。 FITC結 合 体
化 DNAリ ボ ソ ー ム プ ロ ー ブ （ 1μ l； Synthetic genetics）
　
　
） を 添 加 し 、 そ し て 細 胞 を 49℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工
程 ） 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 、 細 胞 を 洗 浄 緩 衝 液 （ PBS-TB） で 洗 浄 し 、 49℃ で 10分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 工 程 を さ ら に 2回 反 復 し て 、 合 計 3回 の 洗 浄 を 行 っ た 。 標 識 さ
れ た 細 胞 （ 5μ l） を 、 ポ リ -L-リ ジ ン コ ー ト さ れ た カ バ ー ガ ラ ス 上 に 沈 着 さ せ （ 実 施 例 2に
記 載 ） 、 そ し て CCD画 像 処 理 装 置 （ 詳 細 な 説 明 の 項 の 工 程 6に 記 載 さ れ 、 お よ び 図 3に 示 さ
れ る ） を 使 用 し て 画 像 処 理 し た 。 Image-Pro Plusソ フ ト ウ ェ ア 、 バ ー ジ ョ ン 4.1（ Media c
ybernetics） を 使 用 し て 、 CCD画 像 処 理 装 置 か ら の 画 像 を キ ャ プ チ ャ ー お よ び 処 理 し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 蛍 光 顕 微 鏡 （ 1000倍 ； 図 8） を 使 用 す る 試 料 の 検 査 を 使 用 し て 、 非 拡 大 的 な デ ジ タ ル 画
像 に お け る ス ポ ッ ト が 大 腸 菌 細 胞 に 対 応 す る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 ： FITC結 合 体 化 大 腸 菌 特 異 的 rRNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て 大 腸 菌 細 胞
を 探 索 後 、 個 々 の 細 胞 は CCD画 像 処 理 装 置 を 使 用 し て 容 易 に 見 ら れ た （ 図 8） 。 白 色 ス ポ ッ
ト と し て 見 ら れ る 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 高 拡 大 蛍 光 顕 微 鏡 法 （ 1000倍 ； 図 8） を 使 用 す る こ と
に よ っ て 、 単 一 の 大 腸 菌 細 胞 ま た は グ ル ー プ 化 さ れ た 細 胞 の い ず れ か に 対 応 す る こ と が 示
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さ れ た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
実 施 例 4． 蛍 光 標 識 さ れ た PNAカ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 標
識 さ れ た 単 一 の 細 菌 の 広 域 画 像 処 理
　 ： こ の 実 施 例 に お い て 、 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 、 蛍 光 標 識 さ れ た PNAカ テ ゴ リ ー
結 合 分 子 へ の 細 胞 rRNAの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 標 識 さ れ た 、 単 一 の 大 腸 菌 の 細
菌 細 胞 標 的 を 検 出 し た 。 細 胞 を 実 施 例 2と 同 様 に 画 像 処 理 し た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 ： 大 腸 菌 細 胞 を 実 施 例 2と 同 様 に 増 殖 さ せ た 。 細 胞 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
の た め に 調 製 し 、 そ し て 、 PNAマ イ ク ロ Dxフ ィ ッ シ ュ 試 薬 キ ッ ト （ Boston Probes; カ タ ロ
グ 番 号 KT11000） に お い て 製 造 者 に よ っ て 指 示 さ れ る よ う に 、 大 腸 菌 に 特 異 的 な PNAプ ロ ー
ブ を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 標 識 さ れ た 細 胞 （ 5μ l） を 、 実 施 例 2と 同 様 に 、 ポ リ -
L-リ ジ ン コ ー ト さ れ た カ バ ー ガ ラ ス 上 に ス ポ ッ ト し 、 そ し て 画 像 処 理 し た 。 Image-Pro Pl
usソ フ ト ウ ェ ア 、 バ ー ジ ョ ン 4.1（ Media cybernetics） を 使 用 し て 、 CCD画 像 処 理 装 置 か
ら の 画 像 を キ ャ プ チ ャ ー お よ び 処 理 し た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 ： 図 8は 、 蛍 光 団 標 識 種 特 異 的 PNAプ ロ ー ブ で タ グ 化 さ れ た 単 一 の 細 菌 細 胞 を 拡 大 な
し で 広 域 CCD画 像 処 理 に よ っ て 検 出 し た こ と を 示 す 。 CCDを 用 い て 得 ら れ た 画 像 中 の 白 色 ス
ポ ッ ト は 、 高 拡 大 蛍 光 顕 微 鏡 法 （ 1000倍 ； 図 8） を 使 用 し て 同 じ 試 料 を 分 析 す る こ と に よ
っ て 、 単 一 の 大 腸 菌 細 胞 ま た は い く つ か の 細 胞 の 群 の い ず れ か に 対 応 す る こ と が 示 さ れ た
。
【 ０ ２ １ ７ 】
実 施 例 5． 蛍 光 標 識 さ れ た 抗 体 へ の 結 合 に よ っ て 標 識 さ れ た 単 一 の 細 菌 の 広 域 画 像 処 理
　 ： 細 胞 を 実 施 例 2と 同 様 に 増 殖 さ せ た 。 FITC標 識 ウ サ ギ 抗 大 腸 菌 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 （ 1:200希 釈 ； Biodesign; カ タ ロ グ 番 号 C65110M） を 、 10 5 ～ 10 2 細 胞 /mlの 範 囲 の 細
胞 の 希 釈 液 に 添 加 し 、 そ し て 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ せ た 。 次 い で 、 遠 心 分 離 （ 11,
700g、 10分 間 ） に よ っ て 細 胞 を ス ピ ン ダ ウ ン し 、 そ し て PBT中 に 再 懸 濁 す る こ と に よ り 、
細 胞 を 2回 「 洗 浄 」 し た 。 次 い で 、 洗 浄 し た 細 胞 を 、 実 施 例 2と 同 様 に 、 ポ リ -L-リ ジ ン コ
ー ト さ れ た カ バ ー ガ ラ ス 上 に ス ポ ッ ト し た 。 CCD画 像 処 理 お よ び 顕 微 鏡 に よ る 確 認 を 、 実
施 例 2に 記 載 さ れ る よ う に 実 行 し た 。 Image-Pro Plusソ フ ト ウ ェ ア 、 バ ー ジ ョ ン 4.1（ Medi
a cybernetics） を 使 用 し て 、 CCD画 像 処 理 装 置 か ら の 画 像 を キ ャ プ チ ャ ー お よ び 処 理 し た
。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 ： 図 8は 、 蛍 光 団 標 識 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 体 プ ロ ー ブ で タ グ 化 さ れ た 単 一 の 細 菌 細
胞 を 拡 大 な し で 広 域 CCD画 像 処 理 に よ っ て 検 出 し た こ と を 示 す 。 CCDを 用 い て 得 ら れ た 画 像
中 の 白 色 ス ポ ッ ト は 、 高 拡 大 蛍 光 顕 微 鏡 法 （ 1000倍 ； 図 8） を 使 用 し て 同 じ 試 料 を 分 析 す
る こ と に よ っ て 、 単 一 の 大 腸 菌 細 胞 ま た は い く つ か の 細 胞 の 群 の い ず れ か に 対 応 す る こ と
が 示 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
実 施 例 6． 蛍 光 発 生 性 エ ス テ ラ ー ゼ 基 質 で 染 色 し た 個 々 の 生 き て い る 細 菌 の 広 域 画 像 処 理
　 ： こ の 実 施 例 に お い て 、 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 、 蛍 光 発 生 性 エ ス テ ラ
ー ゼ 基 質 （ シ グ ナ リ ン グ 部 分 ） の 組 み 合 わ せ で 染 色 し た 個 々 の 生 き て い る 大 腸 菌 の 細 菌 細
胞 標 的 を 検 出 し た 。 こ の 基 質 は 、 イ ン タ ク ト な 生 き て い る 細 胞 の 細 胞 膜 （ こ こ で 、 代 謝 的
に 活 性 な 細 胞 に お い て 見 い 出 さ れ る エ ス テ ラ ー ゼ 酵 素 が 作 用 す る 場 合 、 基 質 は 蛍 光 性 お よ
び 電 荷 の 両 方 を 帯 び る こ と と な る ） を 通 し て 拡 散 し 得 る 。 こ れ ら の 電 荷 を お び た 生 成 物 は
、 も は や 細 胞 膜 を 通 し て 受 動 的 に 拡 散 す る こ と は で き ず 、 イ ン タ ク ト な 細 胞 に よ っ て ト ラ
ッ プ さ れ る 。 こ の 技 術 は 、 生 き て い る 細 胞 を 死 滅 し た 細 胞 か ら 区 別 す る こ と が 重 要 で あ る
場 合 に 有 用 で あ り 得 る 。 な ぜ な ら 、 活 性 な エ ス テ ラ ー ゼ お よ び イ ン タ ク ト な 細 胞 膜 を 有 す
る 細 胞 の み が 適 切 に 染 色 さ れ る か ら で あ る 。 こ の 実 施 例 に お い て 、 生 き て い る 細 胞 ま た は
死 滅 し た 大 腸 菌 細 胞 の い ず れ か を ブ ラ ッ ク ポ リ エ ス テ ル メ ン ブ レ ン を 通 し て 濾 過 し 、 蛍 光
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発 生 性 基 質 フ ル オ レ セ イ ン ジ ア セ テ ー ト （ FDA） お よ び カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン ジ ア セ
テ ー ト （ CFDA） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 非 拡 大 的 な 広 域 CCD画 像 処 理 を 使 用 し
て 画 像 処 理 し た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 ： 大 腸 菌 ATCC 8739を ト リ プ チ ケ ー ス ソ イ ブ ロ ス （ TSB, BDカ タ ロ グ 番 号 211822
） 中 で 一 晩 増 殖 さ せ 、 大 量 の 細 胞 を 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 除 去 し 、 そ し て 等 量 の PBS中 で ペ
レ ッ ト を 再 懸 濁 す る こ と に よ っ て 1回 洗 浄 し た 。 死 滅 し た 細 胞 は 、 洗 浄 し た 細 胞 の 1mlア リ
コ ー ト を 100℃ 、 20分 間 加 熱 す る こ と に よ っ て 調 製 し た 。 生 き て い る 細 胞 お よ び 死 滅 し た
細 胞 の 両 方 の 適 切 な 希 釈 物 を 、 PBS中 で 作 製 し た 。 ミ リ ポ ア （ Millipore） 1225マ ニ ホ ー ル
ド を 使 用 し て 、 細 胞 を 、 吸 着 パ ッ ド （ Chemunexカ タ ロ グ 番 号 200-C3012-02） 上 に 装 着 し た
ブ ラ ッ ク ポ リ エ ス テ ル メ ン ブ レ ン （ Chemunexカ タ ロ グ 番 号 200-C2010-01） を 通 し て 濾 過 し
た 。 濾 過 マ ニ ホ ー ル ド 中 に な お 存 在 す る 間 、 細 胞 に 、 500μ lの 濾 過 し た TSBを 重 層 し 、 そ
し て 30℃ で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 培 地 を 、 メ ン ブ レ ン を 通 し て 吸 引 し 、 そ し て 500
μ lの ChemSolB16（ Chemunexカ タ ロ グ 番 号 200-R2023-02） 中 、 20μ M CFDA（ Molecular Pro
besカ タ ロ グ 番 号 C-195） 、 10μ M FDA（ Polysciencesカ タ ロ グ 番 号 00615） で 置 き 換 え 、 そ
し て 37℃ で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 試 薬 を メ ン ブ レ ン を 通 し て 吸 引 し た 。 マ ニ ホ ー ル
ド を 分 解 し 、 ポ リ エ ス テ ル メ ン ブ レ ン を ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 に 装 着 し 、 そ し て 乾 燥 さ せ た 。
ポ リ エ ス テ ル メ ン ブ レ ン 上 の 蛍 光 シ グ ナ ル を 、 FITC光 学 フ ィ ル タ ー セ ッ ト （ 色 度 /励 起 470
/40nm、 放 射 522/40nm） を 用 い て 、 CCD画 像 処 理 装 置 （ 上 記 の 工 程 6； 図 3に お い て 記 載 さ れ
る ） を 使 用 し て 捕 捉 し た 。 Image-Pro Plusソ フ ト ウ ェ ア 、 バ ー ジ ョ ン 4.1（ Media cyberne
tics） を 使 用 し て 、 CCD画 像 処 理 装 置 か ら の 画 像 を キ ャ プ チ ャ ー お よ び 処 理 し た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 ： 図 9は 、 生 き て い る 大 腸 菌 細 胞 （ 左 の パ ネ ル ） が 明 る い 蛍 光 ス ポ ッ ト と し て 検 出
さ れ る の に 対 し て 、 死 滅 し た 大 腸 菌 細 胞 （ 右 の パ ネ ル ） が 検 出 可 能 な 蛍 光 シ グ ナ ル を 有 し
な い こ と を 示 す 。 生 き て い る 細 胞 の 視 野 に お け る ス ポ ッ ト の 数 は 約 400で あ り 、 こ れ は 、
フ ィ ル タ ー に 加 え ら れ た 細 胞 の 希 釈 物 お よ び 視 野 の 面 積 に 基 づ く 予 測 さ れ る 細 胞 の 数 と よ
く 相 関 す る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 ： 生 き て い る 細 胞 ま た は 死 滅 し た 細 胞 を 区 別 す る 他 の 色 素 が 使 用 さ
れ 得 る 。 例 え ば 、 細 胞 膜 と 交 差 反 応 し 得 る か 、 ま た は 交 差 反 応 し 得 な い 他 の 蛍 光 発 生 性 基
質 ま た は DNA染 色 剤 が 、 FDAお よ び CFDAの 代 わ り に 、 ま た は こ れ ら と 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ
得 る 。 複 数 の 染 色 剤 お よ び 色 素 が 、 蛍 光 検 出 の た め の 複 数 の 励 起 波 長 お よ び 放 射 波 長 を 使
用 す る こ と に よ っ て 区 別 さ れ 得 る 。 対 象 物 と 結 合 さ れ た 蛍 光 の ス ペ ク ト ル は 、 細 胞 が 生 き
て い る と 計 数 さ れ る か ま た は 死 滅 し て い る と 計 数 さ れ る か を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る
。 さ ら に 、 特 定 の タ イ プ の 細 菌 の 生 化 学 的 活 性 に つ い て 特 異 的 で あ る 蛍 光 発 生 性 基 質 が 、
そ の 存 在 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 蛍 光 発 生 性 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 基
質 は 、 大 腸 菌 に 特 異 的 で あ る 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に よ る そ の 蛍 光 生 成 物 に 切 断 さ れ 得
る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
実 施 例 7． 高 度 に 蛍 光 性 の 粒 子 で 標 識 さ れ た 個 々 の 細 菌 の 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理
　 ： こ の 実 施 例 に お い て 、 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 、 高 度 に 蛍 光 性 の 粒 子 で 標 識 さ れ
た 個 々 の 大 腸 菌 の 細 菌 細 胞 標 的 を 検 出 し た 。 個 々 の 細 菌 ： 粒 子 複 合 体 を 、 3つ の 別 個 の 波
長 の 光 で 照 射 し 、 そ し て 実 施 例 2と 同 様 に CCDカ メ ラ で 画 像 処 理 し た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 ： 大 腸 菌 MG1665培 養 物 を 、 LBブ ロ ス （ BD, Sparks, MD） 中 で 37℃ 、 18時 間 増 殖
さ せ た 。 大 腸 菌 細 胞 を 、 光 学 的 に 透 明 な 底 を 有 す る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Greiner 
America, Inc.; カ タ ロ グ 番 号 655896） に 、 ウ ェ ル あ た り 10 5 細 胞 の 最 終 濃 度 で 加 え た （ 50
μ lあ た り 10 5 細 胞 ） 。 次 い で 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 、 細 胞 を 含 む 溶 液 が 完 全 に 乾
燥 す る ま で 、 ヒ ー ト ブ ロ ッ ク 上 で 95℃ に 加 熱 し た 。 核 酸 染 色 剤 で あ る シ ー バ ー グ リ ー ン I
（ Molecular Probesカ タ ロ グ 番 号 S-7563） を 、 固 定 し た 培 養 物 に 、 染 色 ス ト ッ ク の 1： 100
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0希 釈 を 達 成 す る よ う に 加 え た （ 999μ lの 熱 固 定 し た 培 養 物 に 1μ lの シ ー バ ー グ リ ー ン Iス
ト ッ ク （ 10,000× ） ） 。 染 色 剤 に 10分 間 曝 し た 後 、 細 胞 を 水 で 2回 「 洗 浄 」 し た （ 各 洗 浄
に つ い て 200μ l、 続 い て 吸 引 ） 。 希 釈 し て い な い ヒ ツ ジ 血 清 （ Fitzgerald； カ タ ロ グ 番 号
88-NS55） を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ ェ ル を 吸 引 し 、 次 い
で 、 ヒ ツ ジ 血 清 中 で 1： 500に 希 釈 し た ウ サ ギ 抗 大 腸 菌 抗 体 （ Biodesign； カ タ ロ グ 番 号 C65
110M） を 適 切 な ウ ェ ル に 加 え 、 そ し て 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 ウ ェ ル
を 3回 洗 浄 し た （ 洗 浄 溶 液 1（ PBT） で 2回 、 洗 浄 溶 液 2（ PBS-B） で 1回 ） 。 次 に 、 ヒ ツ ジ 血
清 中 で 1： 500に 希 釈 し た ビ オ チ ン 標 識 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 （ Jackson； カ タ ロ グ 番 号 111-
005-003） を 適 切 な ウ ェ ル に 加 え た 。 抗 体 を 、 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ ェ ル を
洗 浄 溶 液 1で 2回 洗 浄 し 、 洗 浄 溶 液 2で 1回 洗 浄 し た 。 ア ビ ジ ン コ ー ト し た テ キ サ ス レ ッ ド 蛍
光 粒 子 （ 0.45μ m； Spherotech； カ タ ロ グ 番 号 VFP-0562-5） を 、 す べ て の ウ ェ ル に ウ ェ ル
あ た り 10 5 粒 子 の 最 終 濃 度 で 加 え た 。 プ レ ー ト を 、 室 温 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い
で 、 ウ ェ ル を 溶 液 1で 5回 洗 浄 し 、 続 い て 水 で 2回 洗 浄 し た 。 蛍 光 を 、 シ ー バ ー グ リ ー ン Iに
つ い て は FITC光 学 フ ィ ル タ ー セ ッ ト （ 色 度 /励 起 470/40nm、 放 射 522/40nm） 、 ア ビ ジ ン コ
ー ト し た テ キ サ ス レ ッ ド 赤 色 粒 子 に つ い て は テ キ サ ス レ ッ ド 光 学 フ ィ ル タ ー （ 色 度 /励 起 5
60/55nm、 放 射 645/75nm） 、 お よ び Syber Green染 色 細 胞 と テ キ サ ス レ ッ ド 粒 子 の 両 方 を 見
る た め に は GFPロ ン グ パ ス フ ィ ル タ ー セ ッ ト （ 色 度 /励 起 470/40nm、 放 射 500LP） を 備 え た C
CD画 像 処 理 装 置 上 で 画 像 処 理 す る こ と に よ っ て （ 詳 細 な 説 明 の 節 の 工 程 6に 記 載 さ れ 、 図 3
に 示 さ れ る よ う に ） 検 出 し た 。 Image-Pro Plusソ フ ト ウ ェ ア 、 バ ー ジ ョ ン 4.1（ Media cyb
ernetics） を 使 用 し て 、 CCD画 像 処 理 装 置 か ら の 画 像 を キ ャ プ チ ャ ー お よ び 処 理 し た 。 画
像 処 理 装 置 上 で 検 出 さ れ た 陽 性 シ グ ナ ル を 、 同 じ フ ィ ル タ ー セ ッ ト を 備 え た Axioplan II
蛍 光 顕 微 鏡 （ Carl, Zeiss Inc., Thornwood, NY） を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 個 々 の 大 腸
菌 細 胞 で あ る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ： 図 10は 、 非 拡 大 的 な 広 域 CCDに 基 づ く 画 像 処 理 を 使 用 し た 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗
体 お よ び 蛍 光 粒 子 シ グ ナ リ ン グ 部 分 で タ グ 化 さ れ た 個 々 の 大 腸 菌 細 胞 の 検 出 を 示 す 。 白 色
ス ポ ッ ト と し て 見 え る 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 高 拡 大 蛍 光 顕 微 鏡 （ 1000倍 ； 図 10） を 使 用 す る こ
と に よ っ て 、 複 数 の 粒 子 を 有 す る 個 々 の 大 腸 菌 細 胞 で あ る か 、 ま た は 粒 子 で 取 り 囲 ま れ た
細 胞 の 群 で あ る か の い ず れ か に 対 応 す る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら は ア ビ ジ ン コ ー ト さ れ た
粒 子 で あ っ た 。 細 胞 は 、 群 特 異 的 抗 体 で 、 次 い で 抗 -抗 体 -ビ オ チ ン 、 次 い で ア ビ ジ ン 粒 子
で 標 識 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
実 施 例 8． 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 個 々 の 細 菌 を 検 出 す る 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ
法
　 ： こ の 実 施 例 は 、 個 々 の 細 菌 細 胞 を 検 出 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 実 証 し 、 こ
れ に は 、 少 数 の 病 原 性 大 腸 菌 O157： H7細 胞 を 検 出 す る た め の 使 い 勝 手 の よ い 同 種 イ ム ノ ア
ッ セ イ 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 図 11は 、 こ の 実 施 例 お よ び 引 き 続 く 実 施 例 に お い て 使 用 さ れ る 同 種 ア ッ セ イ 法 の ア プ ロ
ー チ を 図 示 す る 。 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 診 断 に お い て 好 ま れ る 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら は 、
単 純 、 迅 速 、 安 価 、 お よ び 容 易 に 自 動 化 可 能 で あ る か ら で あ る （ 同 種 は 、 こ こ で 使 用 さ れ
る 意 味 に お い て は 、 抗 体 お よ び 分 析 物 の 結 合 が 、 試 薬 お よ び 試 料 を 混 合 し た 後 で 検 出 さ れ
る が 、 未 反 応 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 ： 標 的 複 合 体 か ら の 物 理 的 な 除
去 （ 例 え ば 、 吸 引 に よ る 除 去 ） ） を 伴 わ な い こ と を 意 味 す る 。 し か し 、 大 部 分 の 同 種 イ ム
ノ ア ッ セ イ 法 は 、 非 感 受 性 （ 核 酸 増 幅 の よ う な 方 法 と 比 較 し て ） 、 非 定 量 的 、 お よ び 非 多
重 化 的 （ ま た は 非 常 に 浅 い 程 度 に 多 重 化 さ れ る ） で あ る 。 こ こ で 、 対 照 的 に 、 本 発 明 は 、
感 受 性 で あ り 、 定 量 的 で あ り 、 お よ び 多 重 化 さ れ る 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 作 製 す る た め
に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 こ の 実 施 例 に お い て 、 大 腸 菌 O157： H7細 胞 を 含 む 試 料 を 磁 気 お よ び 蛍 光 粒 子 と 混 合 し 、
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磁 気 的 に 選 択 し 、 そ し て 非 拡 大 的 な 広 域 CCD画 像 処 理 を 使 用 し て 画 像 処 理 し た 。 洗 浄 工 程
は 必 要 で な か っ た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 ： 抗 大 腸 菌 磁 気 粒 子 を 、 活 性 ト シ ル 基 を 有 す る 磁 気 粒 子 （ Dynal, Oslo, Norwa
y, カ タ ロ グ 番 号 140.03） を 大 腸 菌 O157： H7細 胞 に 対 し て 惹 起 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
（ BioTraceア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ； Kirkegaard & Perry Laboratories, Gaithersburg, MD,
 カ タ ロ グ 番 号 01-95-90） に カ ッ プ リ ン グ す る こ と に よ り 作 製 し た 。 磁 気 粒 子 （ 30mg/ml；
100μ l； Dynal, Oslo, Norway, Dynaparticles M-280 Tosylactivatedカ タ ロ グ 番 号 140.0
3） を 、 粒 子 の 磁 気 選 択 を 使 用 し て 微 量 遠 心 チ ュ ー ブ （ 1.5ml） 中 で PB（ 3回 の 洗 浄 の 反 復
、 各 1ml） 中 で 洗 浄 し 、 続 い て 上 清 の 除 去 を 行 っ た （ こ の 実 施 例 に お け る す べ て の 磁 気 分
離 は 、 注 記 す る 以 外 は 、 Polysciences Inc.; カ タ ロ グ 番 号 8MB4111Sか ら の 装 置 を 使 用 し
て 実 行 し た ） 。 粒 子 を 、 PB（ 70μ l） に 再 懸 濁 し た 。 大 腸 菌 O157:H7に 対 し て 惹 起 さ れ た 、
ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 60μ g； Kirkegaard & Perry Laboratori
es, Gaithersburg, MD, カ タ ロ グ 番 号 01-95-90） を 、 遠 心 分 離 濾 過 装 置 （ Millipore Micr
oconモ デ ル No.YM-30） を 通 し て 製 造 業 者 の 指 示 書 に 従 っ て 、 名 目 上 の 分 子 量 限 界 30,000ダ
ル ト ン 、 製 造 業 者 か ら 入 手 し た 溶 液 を 通 過 さ せ る こ と に よ っ て 精 製 し た 。 フ ィ ル タ ー 上 に
収 集 さ れ た 抗 体 を 、 PB（ 30μ l） に 再 懸 濁 し た 。 抗 体 （ 30μ l） を 、 微 量 遠 心 チ ュ ー ブ （ 1.
5ml） 中 で 磁 気 粒 子 （ 70μ l） と 合 わ せ 、 手 短 に ボ ル テ ッ ク ス し た 。 こ の 反 応 物 を 、 回 転 機
を 用 い て （ 特 に 注 記 さ れ な い 限 り 、 約 30rpm） 、 37℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 20分
後 、 BSA（ IgGフ リ ー ） を 0.1％ の 最 終 濃 度 で 加 え 、 そ し て 回 転 さ せ な が ら 37℃ で 一 晩 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 磁 気 粒 子 を PBS-Bで 2回 洗 浄 し た （ 各 1ml； 磁 気 分 離 を 使 用 ） 。 こ の 磁 気
粒 子 を 緩 衝 液 （ 0.1％ （ w/v） BSA（ IgGフ リ ー ） を 補 充 し た 、 0.2Mト リ ス  pH8.5） ） 中 に 再
懸 濁 し 、 そ し て 回 転 さ せ な が ら 37℃ で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最 終 的 に 、 磁 気 粒 子 を 2
回 洗 浄 し （ 磁 気 粒 子 を 使 用 し て 、 PBS-B中 で ） 、 そ し て 再 懸 濁 し た （ 最 終 濃 度 は PBS-B中 1
％ 固 体 ） 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 抗 大 腸 菌 蛍 光 粒 子 を 、 磁 気 粒 子 を コ ー ト す る た め に 使 用 す る 同 じ 抗 体 の 受 動 的 吸 着 に よ
っ て 蛍 光 粒 子 （ Fluospheres; Molecular Probes, Sulfate Microspheres, 1μ m, 赤 色 蛍
光 （ 580/605）  カ タ ロ グ 番 号 F-8851） を コ ー ト す る こ と に よ っ て 作 製 し た 。 ウ サ ギ 抗 カ ン
ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 抗 体 （ 1.25nmolタ イ プ Aポ リ ク ロ ー ナ ル 精 製 IgG
； Biodesignカ タ ロ グ 番 号 B65411R， ロ ッ ト 番 号 3B03200） 抗 体 を 上 記 に 記 載 し た よ う に 精
製 し た 。 表 面 硫 酸 基 に 抗 体 を 受 動 的 に 吸 着 さ せ る た め に 、 粒 子 （ 62.5μ l； 2％ 固 体 ； Mole
cular Probesカ タ ロ グ 番 号 F8851、 1μ m、 赤 色 蛍 光 （ 580/605） ） を 、 遠 心 分 離 に よ っ て 反
復 し て （ 3回 反 復 ） 洗 浄 し （ 5分 間 ； 10,200× g； Eppendorf Centrifugeモ デ ル 5417C、 Eppe
ndolf Swinging Bucket Rotorモ デ ル A-12-11） 、 そ し て 粒 子 ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 し た （ 1ml
　 PBS/.15M NaCl） 。 こ の 粒 子 ペ レ ッ ト を PBS（ 125μ l、 濃 度 は 1％ 固 体 ） 中 に 再 懸 濁 し 、
続 い て 精 製 し た 抗 体 を ボ ル テ ッ ク ス し な が ら 滴 下 し て 加 え た （ 1nmol抗 体 /mg粒 子 の 比 で 1.
25nmol） 。 懸 濁 物 を 回 転 さ せ な が ら 25℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て 4℃ で 一 晩 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 粒 子 を 洗 浄 し （ 上 記 の よ う に 3回 反 復 、 し か し PBS-TB中 で 遠 心 分 離 後 再
懸 濁 ） 、 PBS-TB（ 200μ l） 中 に 再 懸 濁 し 、 そ し て 回 転 さ せ な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ 25
℃ で 30分 間 ） 。 粒 子 を 、 上 記 の よ う に 2回 洗 浄 し 、 そ し て PBS-TB中 で 再 懸 濁 し た （ 125μ l
、 濃 度 は 1％ 固 体 ） 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 粒 子 調 製 の 後 、 大 腸 菌 O157:H7（ DEC 3B株 、 Tom Whittam博 士 、 Pennsylvania State Uni
versity） の 接 種 物 （ 一 晩 培 養 も の 200μ l） を 培 養 し （ 200ml　 LB； 4時 間 ； 250rpm、 37℃
） 、 そ し て 以 下 の よ う に 段 階 希 釈 物 を 播 く こ と に よ っ て 滴 定 し た 。 培 養 物 を 、 さ ら な る 増
殖 を 妨 害 す る た め に 氷 上 で す ぐ に 播 い た 。 10mlア リ コ ー ト を 、 細 菌 を 含 む 培 地 へ の 直 接 的
な ホ ル マ リ ン の 付 加 に よ っ て 固 定 し た （ 最 終 濃 度 ＝ 2.5％ ） 。 培 養 物 の ア リ コ ー ト （ 100μ
l） の 段 階 希 釈 を 作 製 し （ PBS中 1： 10） 、 そ し て 各 希 釈 物 の ア リ コ ー ト を 、 固 定 し た 細 菌
の ス ト ッ ク 溶 液 中 の 細 菌 の 濃 度 を 決 定 す る た め に 播 い た 。 こ の ス ト ッ ク 溶 液 は 、 1× 10 6 細
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菌 /mlの 濃 度 を 達 成 す る よ う に 希 釈 し た 。 ス ト ッ ク 溶 液 （ 1ml） を 、 遠 心 分 離 （ 950× g） お
よ び 再 懸 濁 （ 1ml； PBS） 、 続 い て PBS（ 1ml） 中 の 細 菌 ペ レ ッ ト の 再 懸 濁 に よ っ て 洗 浄 し た
。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 抗 大 腸 菌 磁 気 お よ び 蛍 光 粒 子 （ 10μ lあ た り 各 タ イ プ 1× 10 6 ） の 混 合 物 を 超 音 波 処 理 し
た （ 1分 間 ； 設 定 8； Fisher Scientific 550 Sonic Dismembrator） 。 96ウ ェ ル ガ ラ ス 底 プ
レ ー ト （ Whatman Inc., Clifton, NJ, カ タ ロ グ 番 号 7706-2370） の ウ ェ ル を 、 Gel Slick
（ Biowhittaker Molecular Applications, カ タ ロ グ 番 号 50640） を 用 い て 1分 間 処 理 し た
。 こ の Gel Slickを 吸 引 に よ っ て 除 去 し 、 各 ウ ェ ル へ の 滅 菌 水 の 付 加 、 続 い て 吸 引 に よ っ
て 3回 洗 浄 し た 。 ウ ェ ル を 5分 間 乾 燥 さ せ 、 そ の 後 試 料 を 加 え た 。 ウ ェ ル に 緩 衝 液 （ PBS-TB
； 6ウ ェ ル 各 々 に 115μ l） ま た は 血 液 （ 6ウ ェ ル 各 々 に 115μ l） を 加 え 、 続 い て 、 超 音 波 処
理 し た 粒 子 ス ラ リ ー （ 各 ウ ェ ル に 10μ l） を 加 え た 。 固 定 し た 大 腸 菌 O157： H7細 胞 （ 10μ l
中 に 1× 10 3 ） を 、 緩 衝 液 を 含 む 3つ の ウ ェ ル お よ び 血 液 を 含 む 3つ の ウ ェ ル に 加 え た 。 ウ ェ
ル を 、 保 存 マ ッ ト （ Corning COSTAR, カ タ ロ グ 番 号 3080） を 使 用 し て シ ー ル し た 。 試 料 を
、 回 転 さ せ な が ら （ 30rpm； Dynal Sample Mixer, Oslo, Norway, カ タ ロ グ 番 号 947.01）
室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 磁 気 粒 子 を 、 磁 気 分 離 装 置 （ Dexter Magnetics, Silve
r Spring, MD, LifeSep, カ タ ロ グ 番 号 2501008） を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 ウ ェ ル の 底 の
検 出 表 面 上 で 捕 捉 し た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 血 液 中 の 個 々 の 細 菌 細 胞 を 検 出 す る 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の 効 力 を 試 験 す る た め に 、 マ
ウ ス の 血 液 中 で 実 行 さ れ た イ ム ノ ア ッ セ イ を 、 図 3Aに 示 す よ う に CCD画 像 処 理 装 置 を 使 用
し て 画 像 処 理 し た 。 検 出 領 域 の 画 像 、 す な わ ち 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル の 光 学 的 に 透 明
な 底 を 、 テ キ サ ス レ ッ ド フ ィ ル タ ー セ ッ ト （ 励 起 560/55、 放 射 645/75） （ 20msec露 出 ） お
よ び Image-Pro Plusデ ジ タ ル 画 像 処 理 ソ フ ト ウ ェ ア （ Media Cybermetics, Silver Spring
, MD） を 使 用 し て キ ャ プ チ ャ ー し た 。 次 に 、 洗 浄 工 程 を 組 み 入 れ た イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の 効
力 を 試 験 す る た め に 、 試 料 の す べ て （ す な わ ち 、 緩 衝 液 お よ び 以 前 に 画 像 処 理 し た 血 液 を
含 む 試 料 を 含 む 試 料 ） を 緩 衝 液 で 洗 浄 し た （ PBS-TB； 200μ l； 10回 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に て 吸
引 お よ び 吐 出 を 行 う こ と に よ る 3回 の 洗 浄 ） 。 洗 浄 工 程 の 間 、 磁 気 分 離 装 置 （ Polyscience
s, Inc.,　 Warrington, PA, カ タ ロ グ 番 号 8MB4111S） を 使 用 し て 、 磁 気 粒 子 お よ び 磁 気 粒
子 を 含 む 複 合 体 を ウ ェ ル の 表 面 に 捕 捉 お よ び 確 保 し た 。 各 洗 浄 に 続 い て 磁 気 分 離 （ 5分 間
） お よ び 上 清 の 吸 引 を 行 っ た 。 試 料 を 、 蛍 光 DNA挿 入 色 素 YOYO-1（ 10nm； Molecular Probe
s, カ タ ロ グ 番 号 Y-3601） を 含 む PBS-TB（ 200μ l） 中 に 再 懸 濁 し 、 そ し て 磁 気 選 択 し た （ D
exter Magneticsに よ る 装 置 を 使 用 し て ） 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 上 記 の よ う に CCD画 像 処
理 装 置 を 使 用 し て 画 像 処 理 し た 。 CCD画 像 処 理 し た 後 、 プ レ ー ト を 裏 返 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 法
を 使 用 し て 調 べ た （ Axioplan II fluorescent microscope, carl, Zeiss inc., Thornwoo
d, NY） 。 血 液 の 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ （ 3連 ； 20msec露 出 ） に お い て 得 ら れ た 画 像 （ す な わ
ち 、 洗 浄 工 程 の 前 に 得 ら れ た 画 像 ） を 、 ソ フ ト ウ ェ ア 分 析 を 使 用 し て 定 量 し た 。 マ ク ロ （
Image-Pro Plus） を 使 用 し て 、 各 ウ ェ ル の 外 周 内 に 含 ま れ る 検 出 領 域 を 含 む 関 心 対 象 の 領
域 を 囲 ん た 。 囲 ま れ た 領 域 内 の 対 象 物 の 計 数 お よ び 対 象 物 の 強 度 積 算 を 、 一 連 の ビ ジ ュ ア
ル ベ ー シ ッ ク （ Visual Basic） ス ク リ プ ト を 使 用 し て 実 行 し て 、 Image-Pro Plus分 析 デ ー
タ を 分 析 し た （ 詳 細 な 説 明 の 項 の 工 程 6に お い て 記 載 さ れ る よ う に ） 。 血 液 中 の 同 種 イ ム
ノ ア ッ セ イ に 対 す る 分 析 を 表 す 2つ の 棒 グ ラ フ を プ ロ ッ ト し た （ 図 12； Microsoft Excel; 
Microsoft Corp.） 。 同 一 の 閾 値 の 値 の 設 定 を 、 各 実 験 に お い て 、 比 較 さ れ た 試 料 に つ い
て 使 用 し た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 ： 図 12は 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 に よ っ て 大 腸 菌 を 高 感 度 に 検 出 す る イ ム ノ ア ッ
セ イ の 結 果 を 示 す 。 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 体 で コ ー ト さ れ た 磁 気 お よ び 蛍 光 粒 子 は 最 初 細 菌
細 胞 に 結 合 し 、 次 い で こ の 複 合 体 は 、 磁 力 を 使 用 し て 光 学 的 に 透 明 な ウ ェ ル （ 検 出 領 域 ）
の 底 面 に 引 き 付 け ら れ る 。 そ し て こ の 複 合 体 を 、 非 拡 大 的 な 広 域 CCDに 基 づ く 画 像 処 理 を
使 用 し て 検 出 し た 。 図 12は 、 血 液 の 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ （ 下 の パ ネ ル ） な ら び に 、 血 液 （
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上 の パ ネ ル ） お よ び 緩 衝 液 （ 中 央 の パ ネ ル ） に お け る 非 同 種 （ 洗 浄 し た ） イ ム ノ ア ッ セ イ
の 結 果 を 比 較 す る 。 最 も 単 純 な 形 式 で あ る 、 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 、 優 れ た シ グ ナ ル 対
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 比 で 効 果 的 に 細 胞 を 検 出 し た （ こ の 図 の 同 種 ア ッ セ イ 法 の 定 量 を 参 照 さ
れ た い （ 下 の 右 の パ ネ ル の 棒 グ ラ フ ） ） 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 2つ の 左 よ り の パ ネ ル は 、 非 拡 大 的 な 広 域 CCDに 基 づ く 画 像 処 理 を 使 用 し て 得 ら れ た 画 像
を 示 す 。 3つ す べ て の ア ッ セ イ が 、 大 腸 菌 が 存 在 し た 場 合 に （ 左 の パ ネ ル ） 強 力 な シ グ ナ
ル を 与 え た が 、 大 腸 菌 が 加 え ら れ な か っ た 場 合 に は 、 低 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル で あ
っ た 。 CCDカ メ ラ を 使 用 し て 得 ら れ る シ グ ナ ル が 、 粒 子 で コ ー ト さ れ た 大 腸 菌 細 胞 に 一 致
す る こ と の さ ら な る 確 認 を 、 高 出 力 の 蛍 光 顕 微 鏡 分 析 を 使 用 し て 得 た （ 1000倍 ； 上 の 2つ
の 行 、 右 よ り の 2つ の カ ラ ム ） 。 大 腸 菌 細 胞 、 磁 気 粒 子 、 お よ び 蛍 光 粒 子 を 含 む 代 表 的 な
複 合 体 の 画 像 を 示 す 。 各 複 合 体 の 2つ の 画 像 を 2つ の フ ィ ル タ ー セ ッ ト を 使 用 し て 作 製 し た
： 1つ は DNA蛍 光 を 可 視 化 す る た め の も の （ シ ー バ ー グ リ ー ン I； 右 か ら 2つ め の パ ネ ル ） お
よ び 蛍 光 粒 子 を 可 視 化 す る た め の も の （ 最 も 右 の パ ネ ル ） 。 こ の 図 は 、 磁 気 お よ び 蛍 光 粒
子 に よ っ て 取 り 囲 ま れ た 大 腸 菌 細 胞 か ら な る 複 合 体 を 示 す 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 大 腸 菌 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 選 択 さ れ な か っ
た 物 質 を 測 定 す る 実 験 な ら び に イ ム ノ ア ッ セ イ 前 後 で の 試 料 の 顕 微 鏡 に よ る 比 較 （ こ こ で
は 示 し て い な い ） に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 一 貫 し て 95％ よ り 高 い 。 顕 微 鏡 的 な 調 査 は 、
大 腸 菌 細 胞 を 含 む 選 択 さ れ た 複 合 体 が 、 細 胞 あ た り 平 均 3.33蛍 光 粒 子 （ n＝ 10； 最 小 値 ＝ 2
； 最 大 値 ＝ 10） で 結 合 し た こ と を 示 し た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 画 像 の 定 量 的 分 析 を 、 蛍 光 対 象 物 の 数 を 計 数 し （ 図 12， 下 の パ ネ ル 、 左 の 棒 グ ラ フ ） 、
そ し て 対 象 物 の す べ て の 強 度 を 積 算 す る （ 図 12、 下 の パ ネ ル 、 右 の 棒 グ ラ フ ） ソ フ ト ウ ェ
ア に よ っ て 実 行 し た 。 両 方 の 測 定 に お い て 、 大 腸 菌 （ 1000細 胞 ） を 含 む 試 料 は 、 大 腸 菌 を
含 ま な い 試 料 よ り も 有 意 に 高 い ス コ ア で あ る 。 こ の ソ フ ト ウ ェ ア 分 析 に お い て 見 い 出 さ れ
る 全 体 の 対 象 物 は 、 試 料 に お け る 細 胞 の 数 よ り も 約 15倍 多 い こ と に 注 意 の こ と （ 1.5× 10 4

対 象 物 ） 。 こ の 観 察 は 、 以 下 の 段 落 に お い て 記 載 さ れ る 複 合 体 の 顕 微 鏡 的 な 分 析 と 一 致 す
る 。 ソ フ ト ウ ェ ア 分 析 に よ っ て 、 大 腸 菌 を 含 む 試 料 は 、 大 腸 菌 を 含 ま な い 試 料 と 比 較 し て
75倍 よ り 多 い 対 象 物 お よ び 約 400倍 の 積 算 強 度 を 有 し た 。 両 方 の 分 析 は 、 試 料 中 の 1× 10 3

大 腸 菌 細 胞 を 用 い て 得 ら れ る シ グ ナ ル が 、 細 胞 な し の 対 照 か ら 生 じ た シ グ ナ ル よ り 3標 準
偏 差 よ り 上 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 複 合 体 の 形 成 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 大 腸 菌 細 胞 の 存 在 に 強 く 依 存 す る が （ 図 の 最
も 左 よ り の 2つ の カ ラ ム を 比 較 し て 見 ら れ 得 る よ う に ） 、 顕 微 鏡 的 検 査 は 、 大 腸 菌 細 胞 を
欠 く 多 く の 複 合 体 を 示 す 。 こ の こ と は 、 大 腸 菌 イ ム ノ ア ッ セ イ の 一 貫 し た 特 色 で あ る 。 細
胞 を 含 ま な い 複 合 体 の 形 成 が 非 細 胞 構 造 （ 例 え ば 、 顕 微 鏡 で は 見 え な い 大 腸 菌 鞭 毛 （ flag
ella） の フ ラ グ メ ン ト ） の 存 在 に 起 因 す る こ と は 、 あ り 得 る こ と で あ る 。 あ る い は 、 大 き
な 粒 子 ： 細 胞 複 合 体 が 、 ア ッ セ イ の 間 に 分 か れ て 細 胞 を 伴 う い く つ か の フ ラ グ メ ン ト お よ
び 細 胞 を 伴 わ な い い く つ か の フ ラ グ メ ン ト を 生 じ る こ と は あ り 得 る こ と で あ る 。 単 一 の 細
胞 を 含 む 複 合 体 お よ び 細 胞 を 欠 く 複 合 体 に 加 え て 、 顕 微 鏡 分 析 は 、 1つ よ り 多 い 細 胞 を 含
む 複 合 体 の い く つ か を 示 し た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 こ れ ら の 結 果 に 基 づ い て 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 と 組 み 合 わ せ た 、 単 純 、 迅 速 、 お よ
び 使 い 勝 手 の よ い 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に よ り 、 血 液 中 に お け る 少 数 の 細 菌 を 検 出 お よ び
同 定 す る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 ： 引 き 続 く 実 施 例 に 示 さ れ る よ う に 、 こ の 実 施 例 の 方 法 は 、 多 種 類 の 試 料 （ 生 物 試
料 お よ び 非 生 物 試 料 ） に お い て 他 の 標 的 を 検 出 す る た め に 応 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 粒 子 を
コ ー ト す る た め の 適 切 な 抗 体 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 こ の 実 施 例 に 記 載 さ れ る 方 法 は 、
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特 定 の ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 HIV） 、 細 菌 、 真 菌 、 寄 生 生 物 、 タ ン パ ク 質 、 低 分 子 、 ま た は
ヒ ト 細 胞 （ 例 え ば 、 癌 細 胞 ま た は 感 染 細 胞 ） を 検 出 す る た め に 応 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 代 替 的 な 形 式 も ま た 、 こ の 実 施 例 の 方 法 と 合 わ せ て 使 用 さ れ 得 る 。 こ の 実 施 例 に お い て
記 載 さ れ る 機 器 の た め に 記 載 さ れ る 磁 石 お よ び 光 学 モ ジ ュ ー ル の 適 切 な 再 構 成 に よ っ て 、
種 々 の コ ン テ ナ が 適 応 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 よ り 大 き な 容 量 ま た は よ り 小 さ な 容 量 の 試 料 が
、 他 の タ イ プ の 容 器 に お い て 使 用 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 光 学 的 に 透 明 な 底 お よ び /ま た は 側
面 を 有 す る 試 験 管 ） 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 標 識 す る 種 々 の 方 法 も ま た 、 可 能 で あ る 。 種 々 の サ イ ズ の 粒 子 お
よ び 種 々 の シ グ ナ リ ン グ 特 性 を 有 す る 粒 子 が 使 用 さ れ 得 る 。 種 々 の ス ペ ク ト ル 特 性 を 有 す
る か 、 ま た は 蛍 光 カ ス ケ ー ド を 含 む 1つ ま た は そ れ 以 上 の 蛍 光 色 素 を 含 む 蛍 光 粒 子 が 使 用
さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Molecular Probesか ら の Transfluorosphere） 。 他 の タ イ プ の 蛍 光 粒
子 （ 例 え ば 、 量 子 ド ッ ト ） も ま た 、 使 用 さ れ 得 る 。 光 を 散 乱 さ せ る 粒 子 （ 例 え ば 、 RLS、 P
RP、 ま た は ナ ノ ゴ ー ル ド 粒 子 ） は 、 こ の 実 施 例 に お い て 蛍 光 粒 子 と 置 き 換 え ら れ 得 る 。 目
に 見 え る 色 素 で 標 識 さ れ た 粒 子 （ 例 え ば 、 色 素 を つ け た ポ リ ス チ レ ン 粒 子 ま た は 色 素 を 含
む リ ポ ソ ー ム ） が 使 用 さ れ 得 る 。 あ る い は 、 抗 体 ま た は 他 の タ イ プ の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子
は 、 蛍 光 団 （ ま た は 他 の シ グ ナ リ ン グ 部 分 ） で 直 接 標 識 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 直 接 標 識 さ
れ た 抗 体 は 、 標 的 を コ ー ト し 得 、 こ れ ら を 検 出 可 能 に す る 。 同 様 に 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子
は 、 選 択 部 分 で 直 接 標 識 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 抗 体 は フ ェ リ チ ン （ 磁 気 選 択 部 分 ） に カ ッ プ
リ ン グ さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 標 的 を 染 色 す る こ と は ま た 、 蛍 光 粒 子 の 代 わ り に 検 出 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ の 場 合
、 特 異 性 は 選 択 部 分 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 磁 気 粒 子 に よ っ て 付 与 さ れ る 。 例 え ば 、 核 酸 染 色
剤 （ 例 え ば 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム 、 STYO 17、 ま た は DAPI） が 使 用 さ れ て 標 的 を 非 特 異 的
に 標 識 し 得 る 。 病 原 体 特 異 的 磁 気 粒 子 に 結 合 す る 標 的 は 、 試 料 ウ ェ ル の 底 に 選 択 的 に 運 ば
れ て 、 非 特 異 的 な 染 色 剤 に よ っ て 可 視 化 さ れ る 。 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 染 色 手 順 も ま た 、 使 用
さ れ 得 る （ 例 え ば 、 実 施 例 9を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 粒 子 に 抗 体 を カ ッ プ リ ン グ す る た め の 代 替 的 な 方 法 も ま た 、 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 方
法 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 そ し て 多 数 の 参 考 文 献 に 詳 述 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Hermanson
、 「 Bioconjugate Techniques」  (Academic Press, San Diego, CA, 1996); お よ び Edwar
ds編  (1999)「 Immunodiagnostics: A Practical Approach」 Oxford:Oxford University P
ress） 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 他 の 形 態 の 抗 体 も ま た 使 用 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Fab、 Fab'、 Fv） 。 異 な る カ テ ゴ リ ー 特
異 的 抗 体 が 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 上 記 の 応 用 に お い て 、 異 な る M.ツ ベ ル ク
ロ ー シ ス 抗 原 に つ い て の 抗 体 が 結 合 さ れ 得 、 黄 色 -緑 色 蛍 光 粒 子 を 分 離 し 、 次 い で 合 わ さ
れ る 。 あ る い は 、 異 な る 抗 体 が 同 じ 粒 子 に 結 合 し 得 る 。 他 の 種 類 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 （
例 え ば 、 レ ク チ ン 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は リ ガ ン ド ） が 抗 体 と 置 き 換 え ら れ 得 る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
実 施 例 9． 「 模 擬 痰 」 中 で の 抗 酸 染 色 マ イ コ バ ク テ リ ア の 広 域 画 像 処 理
　 ： 結 核 は 、 1995年 に お い て 三 百 万 人 よ り 多 く の 死 亡 例 を 起 こ し て お り 、 こ れ は 同 じ
年 の AIDS/HIVの 死 亡 数 の 約 3倍 で あ る 。 発 展 途 上 国 に お い て 避 け る こ と の で き る 死 亡 例 の
約 25％ は 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 感 染 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 。 不 運 な
こ と に 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 感 染 の 診 断 に は 問 題 が あ る 。 結 果 的 に 、
高 価 で な い 、 高 速 な 、 単 純 な 、 お よ び 迅 速 な 診 断 試 験 に 対 す る 、 ま だ 対 処 さ れ て い な い 、
地 球 規 模 の 大 き な 必 要 性 が 存 在 す る 。 結 核 の 大 部 分 の 症 例 が 発 生 す る 発 展 途 上 国 に お い て
優 勢 で あ る 抗 酸 性 の バ チ ル ス （ AFB） 試 験 法 は 感 度 が 低 く 、 従 っ て 、 感 染 し た 患 者 の 多 く
の 割 合 を 見 逃 し て し ま う 。 結 果 と し て 、 偽 陰 性 の 試 験 結 果 を 伴 っ て 処 置 さ れ な い 結 核 患 者
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は 、 そ の 地 域 社 会 に お い て こ の 非 常 に 感 染 性 の 高 い 疾 患 を 伝 染 さ せ 続 け る 。 AFB試 験 は ま
た 、 時 間 が か か り か つ 労 力 を 要 す る 。 な ぜ な ら 、 多 く の 顕 微 鏡 の 視 野 を 、 染 色 さ れ た 細 胞
の 存 在 に つ い て 注 意 深 く 検 査 し な け れ ば な ら な い か ら で あ る 。 培 養 は 、 最 も 基 準 に な る 検
査 で あ る が 、 極 端 に 遅 い 。 一 般 に 、 研 究 室 で マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル ク ロ ー シ ス の コ
ロ ニ ー を 増 殖 さ せ る の に は 数 週 間 を 要 す る 。 増 幅 に 基 づ く 新 し い 分 子 試 験 は 迅 速 か つ 高 感
度 で あ る が 、 高 い 費 用 が か か り 、 最 も 裕 福 な 国 々 に お い て さ え 、 試 験 の 定 着 を 阻 害 し て い
る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 ： こ の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 迅 速 か つ 高 感 度 な 蛍 光 抗 酸 性 バ チ ル ス 試 験 を 構
築 す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ の 試 験 は 、 こ の 試 験 の 顕 微 鏡 に 基 づ く バ ー ジ ョ ン に お い て 試
験 さ れ る よ り も よ り 大 き な 領 域 を 画 像 処 理 （ 1秒 未 満 ） す る こ と に よ っ て 、 そ の 感 度 お よ
び 労 力 の 低 減 を 達 成 す る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 ： 「 模 擬 痰 」 お よ び マ イ コ バ ク テ リ ア （ マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ス ク ロ フ ラ セ ウ
ム （ Mycobacterium scrofulaceum） ） （ こ れ は 、 結 核 を 引 き 起 こ す 因 子 に 非 常 に 類 似 し て
い る ） の 塗 沫 を 含 む 準 備 し た ス ラ イ ド （ Remel; カ タ ロ グ 番 号 40-146） を 、 オ ー ラ ミ ン Oお
よ び オ ー ラ ミ ン -ロ ー ダ ミ ン で 染 色 し た 。 各 ス ラ イ ド は 、 模 擬 痰 塗 沫 中 に 陽 性 対 照 （ M.ス
ク ロ フ ラ セ ウ ム ） お よ び 陰 性 対 照 （ 大 腸 菌 ） を 含 ん だ 。 ス ラ イ ド を 、 TBオ ー ラ ミ ン -ロ ー
ダ ミ ン 染 色 （ Remel; カ タ ロ グ 番 号 40090） ま た は TBオ ー ラ ミ ン O染 色 キ ッ ト （ Remel; カ タ
ロ グ 番 号 40086） の い ず れ か を 使 用 し て 調 製 し た 。 ス ラ イ ド を 、 手 短 に 4回 、 炎 に 通 し た 。
こ の ス ラ イ ド を 、 オ ー ラ ミ ン O染 色 ま た は オ ー ラ ミ ン -ロ ー ダ ミ ン 染 色 の い ず れ か に 浸 漬 し
、 そ し て 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て 脱 イ オ ン 水 で 3回 す す い だ 。 ス ラ イ ド を
、 TB脱 色 剤 （ Remel; カ タ ロ グ 番 号 40-107） で 2分 間 脱 色 し 、 続 い て 脱 イ オ ン 水 中 で 3回 す
す い だ 。 ス ラ イ ド を 、 過 マ ン ガ ン 酸 カ リ ウ ム 対 比 染 色 剤 （ カ タ ロ グ 番 号 40-092） に 3分 間
浸 漬 し 、 続 い て 脱 イ オ ン 水 で 3回 す す い だ 。 次 い で 、 ス ラ イ ド を 風 乾 し た 。 オ ー ラ ミ ン -ロ
ー ダ ミ ン 染 色 し た ス ラ イ ド を 、 蛍 光 顕 微 鏡 法 を 用 い て （ Axioplan II蛍 光 顕 微 鏡 ； Carl, Z
eiss Inc., Thornwood, NY； Cy3チ ャ ン ネ ル ； 励 起 546/11、 放 射 567/15、 400倍 拡 大 ； 500m
sec露 出 ） 、 お よ び CCD画 像 処 理 装 置 を 使 用 す る 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 に よ っ て （ 詳 細 な
説 明 の 項 の 工 程 6に お い て 記 載 さ れ 、 お よ び 図 3Aに お い て 示 さ れ る よ う に ； TRITCの た め に
最 適 化 さ れ た フ ィ ル タ ー セ ッ ト （ 励 起 545/30、 放 射 610/75、 1秒 間 露 光 ） を 使 用 し て ） 画
像 処 理 し た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 ： 図 13は 、 蛍 光 に 基 づ く 広 域 画 像 処 理 が オ ー ラ ミ ン -ロ ー ダ ミ ン 試 薬 を 用 い て 染 色
さ れ た 個 々 の マ イ コ バ ク テ リ ア 細 胞 を 検 出 す る こ と を 示 す 。 広 域 画 像 処 理 に お け る 蛍 光 シ
グ ナ ル は 、 高 倍 率 の 蛍 光 顕 微 鏡 法 （ 1000倍 ； 図 13） を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 個 々 の マ イ
コ バ ク テ リ ア 細 胞 ま た は 細 胞 の 小 ク ラ ス タ ー に 一 致 す る こ と が 示 さ れ た 。 同 じ 手 順 に 供 さ
れ た 大 腸 菌 は 、 有 意 な 蛍 光 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 ： 他 の マ イ コ バ ク テ リ ア 種 （ 例 え ば 、 M.ア ビ ウ ム （ M.avium） ） と M.ツ ベ ル ク ロ ー
シ ス 感 染 と の 区 別 は し ば し ば 重 要 で あ る 。 実 施 例 27は 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 M.ツ ベ ル ク ロ
ー シ ス 抗 体 を 使 用 し て M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス を 特 異 的 に 同 定 す る 、 こ の 実 施 例 の 変 法 を 提 供
す る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
実 施 例 10． 広 域 画 像 処 理 を 使 用 す る 、 迅 速 な 抗 微 生 物 剤 感 受 性 試 験
　 ： 抗 微 生 物 剤 感 受 性 試 験 の 目 的 は 、 患 者 か ら 単 離 さ れ た 病 原 体 を 無 効 に す る 際 に 、
種 々 の 抗 微 生 物 治 療 の ど れ が 最 も 効 果 的 で あ る か を 決 定 す る こ と で あ る 。 迅 速 な 抗 微 生 物
剤 感 受 性 試 験 は 、 感 染 性 の 疾 患 診 断 に お い て 、 決 定 的 な （ 時 折 、 救 命 的 な ） 適 用 で あ る 。
タ イ ミ ン グ よ く 、 か つ 有 効 な 抗 微 生 物 治 療 の 選 択 は 、 抗 微 生 物 剤 感 受 性 試 験 の 結 果 に 依 存
す る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
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　 同 定 後 、 感 染 性 因 子 は 、 一 般 的 に 、 種 々 の 濃 度 の い く つ か の 抗 微 生 物 化 合 物 に 抵 抗 す る
そ れ ら の 能 力 に つ い て 試 験 さ れ る 。 固 定 す る 方 法 で は 、 結 果 が 出 る ま で に 長 く 時 間 が か か
る （ 最 も 頻 繁 に は 、 試 料 収 集 時 間 か ら 2～ 4日 ） こ と が 欠 点 で あ る 。 こ の こ と は 、 時 間 が 致
命 的 で あ る 医 学 的 な 救 命 （ 例 え ば 、 中 枢 神 経 系 お よ び 血 流 の 感 染 ） の た め に は 特 に 問 題 で
あ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 こ の 実 施 例 に お い て 、 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 、 モ デ ル の 大 腸 菌 細 胞 の 抗 生 物 質 テ ト ラ
サ イ ク リ ン に 対 す る 感 受 性 を 迅 速 に 検 出 し た 。 2つ の 株 の 細 胞 （ 1つ は 耐 性 、 1つ は 感 受 性
） は 抗 生 物 質 中 で 数 時 間 の 間 に 増 殖 す る そ れ ら の 能 力 に つ い て 試 験 さ れ た 。 増 殖 を 、 蛍 光
核 酸 染 色 剤 で 染 色 し た 個 々 の 細 胞 の 広 域 画 像 処 理 に よ っ て 検 出 し た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 ： テ ト ラ サ イ ク リ ン 感 受 性 試 験 を 、 抗 微 生 物 剤 感 受 性 に つ い て の NCCLSガ イ ド
ラ イ ン に 概 略 さ れ る ブ ロ ス 希 釈 法 （ 「 Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibil
ity Tests for bacteria That Grow Aerobically」 第 5版 ， NCCLS， M7-A5 第 20巻 第 2号 ， 2
000年 1月 ） に 従 っ て 、 2つ の 大 腸 菌 株 ： MG1655（ 感 受 性 株 ） お よ び MG1655/pLAFRI（ 耐 性 株
） で 実 行 し た 。 試 験 培 地 の 接 種 後 6つ の 時 点 で （ 0、 1、 2、 4、 6、 お よ び 18時 間 ） 、 1mlの
ア リ コ ー ト を 各 テ ト ラ サ イ ク リ ン 希 釈 物 か ら 、 耐 性 株 お よ び 感 受 性 株 の 両 方 か ら 採 取 し た
（ 耐 性 株 お よ び 感 受 性 株 に つ い て 、 そ れ ぞ れ 、 0μ g/ml～ 320μ g/mlお よ び 0μ g/ml～ 4μ g/
ml） 。 こ れ ら の 時 点 に お い て ま た 、 目 視 の 濁 度 で の 増 殖 チ ェ ッ ク お よ び プ レ ー ト 計 数 の 両
方 を 実 行 し た 。 濁 度 チ ェ ッ ク を 、 NCCLSブ ロ ス 希 釈 ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 実 行 し た 。 「 ＋
」 は 、 濁 っ た 培 養 物 に つ い て 記 録 し 、 「 -」 は 濁 っ て い な い 培 養 物 に つ い て 記 録 し た 。 次
い で 、 1mlの ア リ コ ー ト を 実 施 例 2と 同 様 に 　 シ ー バ ー グ リ ー ン Iを 用 い て 染 色 し た 。 染 色
さ れ た 細 胞 の ア リ コ ー ト （ 10μ l） を 、 90μ lの 水 （ タ イ プ I品 質 ） を 含 む 、 96ウ ェ ル プ レ
ー ト （ Greiner America, Inc.; カ タ ロ グ 番 号 655896） の 別 々 の ウ ェ ル （ 光 学 的 に 透 明 な
底 を 有 す る ） に 配 置 し た 。 プ レ ー ト を 遠 心 分 離 機 （ Beckman Allegra） に て 600g、 10分 間
遠 心 分 離 し 、 次 い で 画 像 処 理 し た 。 蛍 光 を 、 FITC光 学 フ ィ ル タ ー セ ッ ト （ 色 度 /励 起 470/4
0nm、 放 射 522/40nm） を 備 え た CCD画 像 処 理 装 置 （ 詳 細 な 説 明 の 項 の 工 程 6に 記 載 さ れ 、 お
よ び 図 3に 示 さ れ る ） を 使 用 す る 画 像 処 理 に よ っ て 検 出 し た 。 Image-Pro Plusソ フ ト ウ ェ
ア 、 バ ー ジ ョ ン 4.1（ Media cybernetics） を 使 用 し て 、 CCD画 像 処 理 装 置 か ら の 画 像 を キ
ャ プ チ ャ ー お よ び 処 理 し た 。 広 域 画 像 処 理 に よ っ て 検 出 さ れ た 陽 性 シ グ ナ ル を 、 同 じ フ ィ
ル タ ー セ ッ ト を 備 え た Axioplan II蛍 光 顕 微 鏡 （ Carl, Zeiss Inc., Thornwood, NY） を 使
用 す る こ と に よ っ て 、 単 一 の 大 腸 菌 細 胞 で あ る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 ： 図 14は 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 に よ る 個 々 の 細 胞 検 出 お よ び 定 量 を 使 用 し た 抗
微 生 物 剤 感 受 性 試 験 の 結 果 を 示 す 。 こ の 図 の 下 の 2つ の パ ネ ル の 比 較 か ら は 、 細 胞 増 殖 を
決 定 す る た め に 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 が 培 養 と 比 較 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ る （ 寒 天
プ レ ー ト 上 の コ ロ ニ ー を 計 数 す る こ と に よ る 定 量 も ま た 、 比 較 可 能 な 結 果 を 与 え た ） 。 CC
D画 像 処 理 お よ び 培 養 に よ っ て 決 定 さ れ た 、 抗 生 物 質 の 最 小 阻 害 濃 度 （ MIC） は 比 較 し 得 る
も の で あ っ た が 、 一 晩 増 殖 後 に 決 定 さ れ た MICよ り も い く ぶ ん 低 い も の で あ っ た （ 図 14の
一 番 上 の パ ネ ル か ら 2番 目 の パ ネ ル ） 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 こ の 図 は 、 こ の 迅 速 な 画 像 処 理 方 法 が 、 抗 生 物 質 耐 性 株 （ 図 14の 右 の パ ネ ル ） を 抗 生 物
質 感 受 性 株 （ 図 14の 左 の パ ネ ル ） か ら 容 易 に 区 別 す る こ と を 実 証 す る 。 増 殖 の 4時 間 後 、
耐 性 株 の 劇 的 な 増 殖 は 、 1つ の 抗 生 物 質 濃 度 （ 64μ g/ml） 中 で 明 ら か で あ っ た 。 こ の 濃 度
は 、 抗 生 物 質 感 受 性 株 の 増 殖 を 阻 害 し た 濃 度 （ 0.25μ g/ml） の 数 百 倍 で あ っ た 。 こ の 結 果
は 、 CCD画 像 処 理 （ 一 番 下 の パ ネ ル ） 、 液 体 培 養 （ 一 番 下 か ら 2番 目 の パ ネ ル ） 、 ま た は コ
ロ ニ ー 計 数 （ 示 さ ず ） に よ っ て ア ッ セ イ さ れ た 場 合 と 比 較 し 得 る も の で あ っ た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 従 っ て 、 4時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 は 、 培 養 ア ッ セ イ
（ 濁 度 と し て 点 数 付 け さ れ る ） お よ び プ レ ー ト 計 数 の 両 方 に 比 較 し 得 る 、 抗 微 生 物 剤 感 受
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性 試 験 の 結 果 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 ： こ の 実 施 例 で 記 載 し た 方 法 に つ い て 、 慣 習 的 な 抗 微 生 物 剤 感 受 性 試 験
技 術 を 超 え た い く つ か の 臨 床 的 な 重 要 な 利 点 が 存 在 す る 。 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 分 子 で 標
識 す る こ と に よ っ て （ 例 え ば 、 実 施 例 2～ 実 施 例 6を 参 照 さ れ た い ） 、 細 菌 の 同 定 は 、 抗 生
物 質 の 存 在 下 で の 細 菌 の 増 殖 を 定 量 す る の と 同 じ 時 間 で 達 成 さ れ 得 る 。 少 数 の 同 定 さ れ た
細 胞 を 検 出 お よ び 定 量 す る 能 力 は 、 未 だ 達 成 さ れ て い な い 重 要 な 診 断 的 な 必 要 性 ： 細 菌 の
継 代 培 養 を 伴 わ な い 、 臨 床 試 料 中 で の 抗 微 生 物 剤 感 受 性 試 験 、 に 合 致 す る 。 こ の 目 的 を 達
成 す る こ と で 、 適 切 な 抗 微 生 物 治 療 を 決 定 す る た め に 必 要 と さ れ る 時 間 を 有 意 に 減 少 さ せ
る こ と に よ っ て 、 患 者 に 大 き な 利 益 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
実 施 例 11． 磁 気 選 択 さ れ た 、 個 々 の 蛍 光 標 識 さ れ た カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 細 胞 の 広 域 画
像 処 理
　 ： こ の 実 施 例 は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 底 の 検 出 ゾ ー ン で 磁 気 選 択 お よ び 沈
着 さ れ た 個 々 の 細 胞 を 検 出 す る た め の 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 の 有 用 性 を 実 証 す る 。 カ ン
ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス は 、 血 管 由 来 の 感 染 お よ び 膣 の 酵 母 感 染 を 含 む 疾 患 を 引 き 起 こ す 一 般
的 な ヒ ト 病 原 体 で あ る 。 こ の 実 施 例 で は 、 C.ア ル ビ カ ン ス 細 胞 が 蛍 光 核 酸 染 色 剤 で 染 色 さ
れ 、 ウ サ ギ IgG抗 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 抗 体 で 標 識 さ れ 、 次 い で 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト の ウ ェ ル 中 で 、 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 で コ ー ト さ れ た 磁 気 粒 子 と 混 合 さ れ る 。 磁 場 の 適
用 は 、 細 胞 ： 粒 子 の 複 合 体 が ウ ェ ル の 底 に 配 置 さ れ る こ と を 引 き 起 こ す 。 次 い で 、 細 胞 が
CCDに 基 づ く 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 検 出 さ れ た 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 ： カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 株 10453（ American type Culture Collection, Man
assas VA） を YM培 地 （ BD, Sparks, MD） 中 、 22℃ で 18時 間 増 殖 さ せ た 。 細 胞 を 、 PBS中 2.5
％ の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 中 で 5分 間 固 定 し 、 PBS-Bで 洗 浄 し 、 次 い で 、 YOYO-1（ 1μ l） 核
酸 染 色 剤 （ Y-3601 Molecular Probes, Eugene, OR） お よ び ウ サ ギ 抗 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ
ン ス ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ B65411R, Biodesign International, Saco, ME） で 30分 間 、 染
色 お よ び 標 識 し た 。 次 い で 、 細 胞 を PBS-TBで 3回 洗 浄 し 、 未 結 合 の 染 色 剤 お よ び 抗 体 を 除
去 し た 。 細 胞 の ア リ コ ー ト を 、 光 学 的 に 透 明 で 、 平 ら な 、 ガ ラ ス 底 の マ イ ク ロ タ イ タ ー ト
レ イ （ Uniview; カ タ ロ グ 番 号 7706-2370, Whatman, Inc. Ann Arbor, MI） の ウ ェ ル 中 、 P
BS-TB中 で 、 表 面 に 結 合 し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 （ 8430050, Polysciences inc., Warrin
gton, PA） を 有 す る 磁 気 粒 子 の 懸 濁 液 と も に 混 合 し た 。 15分 後 、 磁 場 を 、 磁 性 鉄 ブ ロ ッ ク
（ Cortex Biochem, Inc., San Leandro, CA） を 使 用 し て 適 用 し 、 そ の 結 果 、 磁 気 粒 子 が
ウ ェ ル の 底 面 に わ た っ て 実 質 的 に 均 一 に 整 列 さ れ た 。 ウ ェ ル の 底 の 画 像 を 、 FITCフ ィ ル タ
ー セ ッ ト （ 480/40nm励 起 、 535/50nm放 射 ； Chroma Technology Corp., Brattleboro, VT）
を 使 用 す る CCD画 像 処 理 装 置 （ 詳 細 な 説 明 の 項 の 工 程 6に 記 載 し 図 3に お い て 示 し た ） 、 お
よ び MetaMorph画 像 キ ャ プ チ ャ ー ソ フ ト ウ ェ ア （ Universal Imaging Corp., West Chester
, PA） を 使 用 し て 、 キ ャ プ チ ャ ー し た 。 広 域 画 像 処 理 に お い て 見 ら れ る 別 個 の シ グ ナ ル が
単 一 の 細 胞 に 一 致 す る こ と の 確 認 を 、 同 じ FITCフ ィ ル タ ー セ ッ ト を 使 用 す る ツ ァ イ ス Axio
plan II蛍 光 顕 微 鏡 （ Carl, Zeiss Inc., Thornwood, NY） を 使 用 す る 、 1200倍 の 拡 大 の 高
拡 大 率 の 顕 微 鏡 を 使 用 し て 達 成 し た 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 ： 図 15は 、 細 胞 を 含 む マ イ ク ロ タ イ タ ー ト レ イ の 反 応 ウ ェ ル の 非 拡 大 的 な 広 域 画 像
処 理 が 、 点 状 の 蛍 光 シ グ ナ ル を 与 え た こ と を 示 す 。 こ れ ら の 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 同 じ 反 応 ウ
ェ ル の 高 拡 大 （ 1200倍 ） 蛍 光 顕 微 鏡 法 を 使 用 す る こ と に よ り 、 個 々 の カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ
ン ス 細 胞 ま た は 細 胞 の 小 さ な 群 に 一 致 す る こ と が 示 さ れ た 。 対 照 的 に 、 細 胞 を 含 ま な い ウ
ェ ル ま た は 未 染 色 の 細 胞 を 含 む ウ ェ ル （ 陰 性 対 照 ウ ェ ル ） は 、 陽 性 シ グ ナ ル を 与 え な か っ
た か 、 ま た は 非 常 に わ ず か な 陽 性 シ グ ナ ル を 与 え た 。 陰 性 対 照 の 画 像 中 の 少 な い 数 の 蛍 光
対 象 物 は 、 ほ こ り の 粒 子 ま た は 他 の 非 生 物 的 物 質 に 起 因 す る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
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実 施 例 12． 蛍 光 お よ び 常 磁 性 ポ リ ス チ レ ン 粒 子 に 特 異 的 に 結 合 し た 個 々 の カ ン ジ ダ ・ ア ル
ビ カ ン ス 細 胞 の 広 域 画 像 処 理
　 ： こ の 実 施 例 に お い て 、 個 々 の C.ア ル ビ カ ン ス 細 胞 が 、 細 胞 特 異 的 常 磁 性 粒 子 を 用
い る 分 離 お よ び C.ア ル ビ カ ン ス 特 異 的 蛍 光 粒 子 を 用 い る 標 識 の 後 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処
理 を 使 用 し て 検 出 さ れ た 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 ： 以 下 の 混 合 物 を 、 光 学 的 に 透 明 で 、 平 ら な 、 ガ ラ ス 底 の マ イ ク ロ タ イ タ ー ト
レ イ （ Uniview; カ タ ロ グ 番 号 7706-2370, Whatman, Inc. Ann Arbor, MI） の ウ ェ ル 中 で
作 製 し た ： 実 施 例 6に お い て 以 前 に 記 載 し た 、 表 面 吸 着 し た ウ サ ギ 抗 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ
ン ス ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ B65411R, Biodesign International, Saco, ME） を 有 す る 、 YO
YO-1（ 50nM） 、 5× 10 7 磁 気 粒 子 （ MEO3N直 径 1μ m； Bangs Labs Inc., Fishers, IN） を 含
む PBS-TB緩 衝 液 、 お よ び 、 標 準 EDACカ ッ プ リ ン グ 化 学 を 使 用 し て 表 面 に 共 有 結 合 的 に カ ッ
プ リ ン グ さ れ た 同 じ 抗 体 を 有 す る 5× 10 7 蛍 光 粒 子 （ Fluospheres F-8821, 直 径 1μ m, 赤 色
蛍 光 , Molecular Probes, Eugene, OR） 。 抗 体 を 粒 子 に 共 有 結 合 的 に カ ッ プ リ ン グ さ せ る
た め に 、 蛍 光 カ ル ボ キ シ ル 化 粒 子 （ 1μ m、 25ml、 2％ 固 体 、 赤 色 （ 580/605） 、 ポ リ ス チ レ
ン 、 Molecular Probesカ タ ロ グ 番 号 F-8821） を MESB（ 2ml） 中 、 室 温 で の 遠 心 分 離 に よ っ
て （ 5分 間 ； 11,000× g； Eppendorf Centrifugeモ デ ル 5417C、 Swinging Bucket Rotor A-1
2-11） 洗 浄 し 、 そ し て ボ ル テ ッ ク ス お よ び ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 再 懸 濁 し た 。 磁 気 粒 子
を 使 用 す る カ ッ プ リ ン グ 実 験 に お い て 、 洗 浄 を 、 SPHERO（ 商 標 ） FlexiMagセ パ レ ー タ ー Jr
.デ バ イ ス （ Spherotech, カ タ ロ グ 番 号 FMJ-1000） を 使 用 し て 実 行 し た 。 こ れ は 、 懸 濁 液
か ら 磁 気 粒 子 の 分 離 を 5分 間 で 可 能 に し た 。 粒 子 の 洗 浄 を 2回 反 復 し 、 続 い て MESB中 で 粒 子
の 再 懸 濁 を 行 っ た （ 500μ l； 10mg/mlの 濃 度 ） 。 新 鮮 に 調 製 し た EDAC（ Sigmaカ タ ロ グ 番 号
E-6383） を 、 0.2mg/mlの 最 終 濃 度 で 加 え 、 そ し て 室 温 で 5分 間 穏 や か に 混 合 し た 。 こ の 懸
濁 物 に 、 ウ サ ギ 抗 C.ア ル ビ カ ン ス 抗 体 （ 5nmol； タ イ プ Aポ リ ク ロ ー ナ ル ； Biodesignカ タ
ロ グ 番 号 B65411R、 ロ ッ ト 番 号 3B03200； 実 施 例 8に 記 載 す る よ う に 精 製 ） を 、 ボ ル テ ッ ク
ス し な が ら 滴 下 し て 加 え 、 回 転 さ せ な が ら （ 約 30rpm） 室 温 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
粒 子 を 、 上 記 の よ う に 遠 心 分 離 に よ っ て 、 MESB中 で 4回 洗 浄 し た 。 粒 子 を 、 エ タ ノ ー ル ア
ミ ン を 含 む MESB中 に 再 懸 濁 し （ 0.03％ ； Sigmaカ タ ロ グ 番 号 E9508） 、 そ し て 回 転 さ せ な が
ら 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 粒 子 を 上 記 の よ う に 遠 心 分 離 に よ っ て MESB中 で 4回
洗 浄 し 、 続 い て 0.1M酢 酸 ナ ト リ ウ ム pH4.0中 で 3回 洗 浄 し た 。 最 終 的 に 、 粒 子 を PBT中 で 2回
洗 浄 し 、 そ し て PBT中 1％ 固 体 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 PBS-TB緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 さ れ た カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 細 胞 を 加 え 、 そ の 結 果 、 最 終 反
応 容 量 は 200μ lで あ っ た 。 こ の 混 合 物 を 、 振 と う 機 上 で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 未 結
合 の 蛍 光 粒 子 を 、 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー ト レ イ （ 8MB4109S Polysciences Inc., Warr
ington, PA） と 境 界 を 接 し て 配 列 さ れ た ネ オ ジ ニ ウ ム -鉄 -ホ ウ 素 磁 石 の ア レ イ を 使 用 す る
磁 場 の 適 用 後 、 3回 の 200μ l PBS-TB緩 衝 液 洗 浄 に よ っ て 磁 気 粒 子 複 合 体 か ら 分 離 し た 。 蛍
光 を 、 赤 色 蛍 光 粒 子 の た め に 適 切 な 光 学 フ ィ ル タ ー セ ッ ト （ テ キ サ ス レ ッ ド フ ィ ル タ ー セ
ッ ト 、 560/55nm励 起 、 645/75nm放 射 ； Chroma Technology Corp., Brattleboro, VT） 、 お
よ び 核 酸 結 合 色 素 YOYO-1（ FITCフ ィ ル タ ー セ ッ ト 、 480/40nm励 起 、 535/50nm放 射 ） を 用 い
た CCD画 像 処 理 装 置 を 使 用 し て （ 詳 細 な 説 明 の 項 の 工 程 6に 記 載 さ れ 、 図 3に 示 さ れ る ） 、
非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 に よ っ て 検 出 し た 。 磁 気 粒 子 と 同 時 に 精 製 さ れ た 蛍 光 粒 子 の 存 在
は 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 細 胞 の 存 在 を 示 す 。 CCD画 像 処 理 装 置 上 で 検 出 さ れ た 陽 性 シ
グ ナ ル は 、 蛍 光 粒 子 を 観 察 す る た め に セ ッ ト さ れ た 同 じ テ キ サ ス レ ッ ド フ ィ ル タ ー セ ッ ト
お よ び YOYO-1染 色 細 胞 の 核 酸 を 見 る た め に セ ッ ト さ れ た FITCフ ィ ル タ ー を 装 着 し た Axiopl
an II蛍 光 顕 微 鏡 （ Carl, Zeiss Inc., Thornwood, NY） を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 、
蛍 光 粒 子 、 お よ び 磁 気 粒 子 の 複 合 体 で あ る こ と を 確 認 し た 。 画 像 を 、 Image Pro Plus画 像
キ ャ プ チ ャ ー ソ フ ト ウ ェ ア （ Media Cybernetics, Silver Spring, MD） を 使 用 し て 、 100m
sの 露 出 時 間 を 使 用 し て キ ャ プ チ ャ ー し た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
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　 ： 図 16は 、 細 胞 を 含 む 反 応 の 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 が 点 状 の 蛍 光 シ グ ナ ル を 与 え
た の に 対 し て 、 細 胞 を 有 し な い 反 応 は こ の よ う な シ グ ナ ル を 与 え な か っ た こ と を 示 す 。 こ
れ ら の 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 同 じ 反 応 ウ ェ ル の 高 倍 率 の 蛍 光 顕 微 鏡 法 を 使 用 す る こ と に よ っ て
、 単 一 の YOYO-1（ 緑 色 ） 染 色 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 細 胞 （ ま た は 細 胞 の 小 さ な 群 ） を 取
り 囲 む 赤 色 蛍 光 粒 子 に 一 致 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
実 施 例 13． 蛍 光 抗 体 お よ び 磁 気 粒 子 に 特 異 的 に 結 合 し た 個 々 の カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス の
広 域 検 出
　 ： こ の 実 施 例 は 、 蛍 光 標 識 し た 抗 体 （ シ グ ナ ル 部 分 ： カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 ） お よ び
抗 体 コ ー ト さ れ た 常 磁 性 粒 子 （ 選 択 部 分 ） を 使 用 し て 、 個 々 の 細 胞 を 検 出 お よ び 同 定 す る
た め の 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 の 有 用 性 を 実 証 す る 。 こ の 実 施 例 に お い て 、 マ イ ク ロ タ イ
タ ー デ ィ ッ シ ュ 形 式 に お け る 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 、 細 胞 へ の 常 磁 性 粒 子 お
よ び 蛍 光 団 標 識 抗 体 の 結 合 後 に カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 細 胞 お よ び 大 腸 菌 細 胞 を 別 々 に 検
出 し た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 ： 光 学 的 に 透 明 で 、 平 ら な 、 ガ ラ ス 底 の マ イ ク ロ タ イ タ ー ト レ イ （ Uniview 77
06-2370, Whatman, Inc. Ann Arbor, MI） の ウ ェ ル を 、 「 ブ ロ ッ ク エ イ ド （ Block Aid）
」 （ B-10710 Molecular Probes, Eugene, OR） を 室 温 で 30分 間 使 用 し て ブ ロ ッ ク し た 。 実
施 例 6に 記 載 す る よ う に 調 製 し た 、 表 面 吸 着 し た ウ サ ギ 抗 C.ア ル ビ カ ン ス （ B65411R, Biod
esign International, Saco, ME） ま た は 抗 大 腸 菌 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ B65003R, Biodes
ign International, Saco, ME） を 伴 う 約 5× 10 7 の 磁 気 粒 子 （ MEO3N 直 径 1μ m、 Bangs Lab
 Inc., Fishers, IN） を 、 ウ ェ ル 中 で 一 定 容 量 の PBS-TB緩 衝 液 に 加 え 、 200μ lの 最 終 反 応
容 量 と し た 。 C.ア ル ビ カ ン ス 細 胞 ま た は 大 腸 菌 細 胞 を 、 5分 間 、 PBS中 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の
2.5％ 溶 液 中 で 固 定 し 、 PBS-B中 で 2回 洗 浄 し た 。 細 胞 を 、 常 磁 性 粒 子 の 懸 濁 物 に 添 加 し 、
そ し て こ の 混 合 物 を 振 と う 機 上 で 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 FITC標 識 し た 抗 カ ン
ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 5μ g） （ CR2155RF, Cortex Biochem, San Lean
dro, CA） ま た は Alexa Flour（ 商 標 ） 488（ Molecular Probes, Eugene, OR., カ タ ロ グ 番
号 A10235） で 標 識 し た 抗 大 腸 菌 抗 体 （ 1mg； Biodesign, Saco, ME.B65001R） （ こ れ ら は 、
製 造 業 者 の 指 示 書 に 従 っ て 標 識 し た ） を 加 え 、 こ の 混 合 物 を さ ら に 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 未 結 合 の 抗 体 を 、 反 復 す る 洗 浄 お よ び 磁 気 鉄 ブ ロ ッ ク （ CD2001、 Cortex Biochem, 
Inc., San Leandro, CA） を 使 用 す る 磁 場 の 適 用 に よ っ て 、 磁 気 粒 子 ： 細 胞 複 合 体 か ら 分
離 し 、 そ の 結 果 、 磁 気 粒 子 が ウ ェ ル の 底 面 に わ た っ て 実 質 的 に 均 一 に 整 列 さ れ た 。 蛍 光 を
、 CCD画 像 処 理 装 置 （ 詳 細 な 説 明 の 項 の 工 程 6に 記 載 さ れ ； 図 3に お い て 示 さ れ る ） を 使 用
し て 、 FITC光 学 フ ィ ル タ ー セ ッ ト （ 480/40nm励 起 、 535/50nm放 射 フ ィ ル タ ー 、 FITCお よ び
Alexa488蛍 光 団 の 検 出 の た め ） を 用 い て 検 出 し た 。 磁 気 粒 子 と 同 時 に 精 製 さ れ た 蛍 光 シ グ
ナ ル は 、 C.ア ル ビ カ ン ス 細 胞 ま た は 大 腸 菌 細 胞 の 存 在 を 示 す 。 画 像 上 で 検 出 さ れ た 陽 性 シ
グ ナ ル を 、 赤 色 蛍 光 核 酸 結 合 色 素 YOYO-3（ 1μ l） （ Y-3636、 Molecular Probes, Eugene, 
OR） で 細 胞 核 酸 を 染 色 後 、 Axioplan II蛍 光 顕 微 鏡 （ Carl, Zeiss Inc., Thornwood, NY）
を 使 用 す る 高 拡 大 蛍 光 顕 微 鏡 法 （ 1200倍 ） に よ っ て 、 細 胞 ： 蛍 光 抗 体 複 合 体 で あ る こ と を
確 認 し た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 ： 図 17は 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 細 胞 ま た は 大 腸 菌 細 胞 を 含 む ウ ェ ル が 多 数 の 点
状 の 蛍 光 ス ポ ッ ト を 与 え た こ と を 示 す 。 こ れ ら の 蛍 光 シ グ ナ ル は 、
高 拡 大 蛍 光 顕 微 鏡 法 （ 1200倍 ） お よ び 赤 色 蛍 光 色 素 YOYO-3（ Molecular Probes, Eugene, 
OR） を 使 用 す る 核 酸 に つ い て の 染 色 細 胞 を 使 用 す る こ と に よ り 、 個 々 の 細 胞 （ ま た は 細 胞
の 小 ク ラ ス タ ー ） に 一 致 す る こ と が 示 さ れ た 。 細 胞 を 含 ま な い ウ ェ ル （ ま た は 非 常 に わ ず
か な 細 胞 を 含 む ウ ェ ル ） は こ の よ う な シ グ ナ ル を 与 え な か っ た 。 陰 性 対 照 の 画 像 中 の 数 の
少 な い 蛍 光 対 象 物 は 、 ほ こ り の 粒 子 ま た は 他 の 非 生 物 的 物 質 に 起 因 す る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
実 施 例 14． CCDカ メ ラ を 使 用 し た 、 個 々 の 化 学 発 光 酵 母 細 胞 の 非 拡 大 的 な 広 域 検 出
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　 ： こ の 実 施 例 の 目 的 は 、 化 学 発 光 シ グ ナ リ ン グ 部 分 で 標 識 し た 個 々 の 細 胞 を 可 視 化
す る た め の 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 す る こ と で あ っ た 。 こ の 実 施 態 様 に お い て 、 C.
ア ル ビ カ ン ス 細 胞 の 表 面 は 、 フ ル オ レ セ イ ン 結 合 抗 体 で コ ー ト さ れ 、 続 い て 、 ア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 体 化 抗 フ ル オ レ セ イ ン 抗 体 で コ ー ト さ れ 、 そ し て CDPス タ ー 基 質 と 反 応
し て 光 を 生 成 し た 。 化 学 発 光 画 像 中 で の 個 々 の 細 胞 の 存 在 は 、 蛍 光 顕 微 鏡 法 に よ っ て 確 認
し た 。 画 像 増 感 剤 は 、 個 々 の 細 胞 の 検 出 に は 必 要 と さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 ： C.ア ル ビ カ ン ス  90028（ American Type Culture Collection） を 、 YM
培 地 （ VWRカ タ ロ グ 番 号 DF0711-17） 中 で 25℃ 、 48時 間 増 殖 さ せ た 。 細 胞 を 、 PBS中 2.5％ ホ
ル ム ア ル デ ヒ ド に お い て 5分 間 固 定 し 、 続 い て PBS中 で 洗 浄 し 、 そ し て 4℃ で 保 存 し た 。 10
容 量 の ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 （ 0.5％ NENブ ロ ッ キ ン グ 試 薬  カ タ ロ グ 番 号 FP329、 0.1Mト リ ス
-HCl pH8、 0.15M NaCl） を 細 胞 の ア リ コ ー ト に 添 加 し 、 そ し て 懸 濁 物 を 30分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 C.ア ル ビ カ ン ス 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト
結 合 抗 体 （ Biodesignカ タ ロ グ 番 号 B65411F） を 1/100希 釈 で 加 え た 。 細 胞 懸 濁 物 を 、 穏 や
か に 混 合 し な が ら 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 遠 心 分 離 し 、 そ し て ブ ロ ッ キ ン グ 緩
衝 液 で 2回 洗 浄 し 、 続 い て ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 中 1/25希 釈 の 抗 フ ル オ レ セ イ ン 、 ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 抗 体 （ NENカ タ ロ グ 番 号 NEF-709） 中 に 再 懸 濁 し た 。 再 度 細 胞 を 穏 や か
に 混 合 し な が ら 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 遠 心 分 離 し 、 0.1Mト リ ス -HCl pH8、 0.
15M NaCl中 で 3回 洗 浄 し 、 続 い て 0.1Mト リ ス -HCl pH9.5、 0.1M NaCl中 で 1回 洗 浄 し た 。 最
終 的 な 細 胞 の 懸 濁 物 は pH9.5緩 衝 液 中 で あ っ た 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 広 域 画 像 処 理 の た め に 、 細 胞 の 希 釈 物 を 、 pH9.5緩 衝 液 で あ ら か じ め 湿 ら せ て お い た 、 C
DPス タ ー 試 薬 （ NEN NEL-601） を 重 層 し た CASTナ イ ロ ン コ ー ト ガ ラ ス ス ラ イ ド （ Schleiche
r and Schuellカ タ ロ グ 番 号 10484181） 上 に ス ポ ッ ト し た 。 化 学 発 光 を 、 CCD画 像 処 理 装 置
（ 詳 細 な 説 明 の 項 の 工 程 6に 記 載 し ； 図 3に お い て 示 し た ） を 使 用 し て 、 発 光 フ ィ ル タ ー な
し で 、 10分 間 の 露 光 で 可 視 化 し た 。 化 学 発 光 画 像 が キ ャ プ チ ャ ー さ れ た 後 、 ス ロ ー フ ェ ー
ド （ Slow Fade） 試 薬 （ Molecular Probesカ タ ロ グ 番 号 S-2828） を ス ラ イ ド 上 に ス ポ ッ ト
し 、 カ バ ー ガ ラ ス を の せ た 。 こ の ス ラ イ ド を 、 FITCフ ィ ル タ ー キ ュ ー ブ （ Chroma番 号 SP10
1） を 備 え た 蛍 光 顕 微 鏡 法 を 介 し て 、 個 々 の 細 胞 を 同 定 す る た め に 400倍 の 拡 大 率 で 観 察 し
た 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 ： 化 学 発 光 シ グ ナ リ ン グ 部 分 で 標 識 し た 個 々 の C.ア ル ビ カ ン ス 細 胞 は 、 図 18に 見 ら
れ る よ う に 、 拡 大 な し で 検 出 す る こ と が で き た 。 3つ の 異 な る 希 釈 は 、 左 か ら 右 に 、 そ れ
ぞ れ 、 約 200、 60、 お よ び 20細 胞 を 表 す 。 最 も 低 い 希 釈 で は 、 化 学 発 光 画 像 上 の 各 ス ポ ッ
ト を 、 蛍 光 顕 微 鏡 法 に よ っ て 観 察 し た 場 合 の 細 胞 ま た は 細 胞 の 小 さ な 群 と 相 関 さ せ る こ と
が で き た 。 空 間 的 な 配 置 は 、 鉛 筆 で 書 い た グ リ ッ ド 線 の 存 在 お よ び 相 対 的 な 細 胞 の 位 置 に
よ っ て 補 助 さ れ た 。 左 の パ ネ ル に 特 に よ り 大 き く 、 よ り 明 る く 見 え る ス ポ ッ ト は 、 1つ よ
り 多 い 細 胞 を 表 す 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
実 施 例 15． イ ン ス タ ン ト フ ィ ル ム の 直 接 的 な 露 光 を 使 用 し た 、 個 々 の 化 学 発 光 酵 母 細 胞 の
非 拡 大 的 な 広 域 検 出
　 ： こ の 実 施 例 の 最 終 目 的 は 、 化 学 発 光 シ グ ナ リ ン グ 部 分 で 標 識 し た 個 々 の 細 胞 の 非
拡 大 的 な 広 域 検 出 を 達 成 す る た め の イ ン ス タ ン ト 写 真 フ ィ ル ム を 使 用 す る こ と で あ っ た 。
こ の 実 施 態 様 に お い て 、 C.ア ル ビ カ ン ス 細 胞 の 表 面 は 、 フ ル オ レ セ イ ン 結 合 抗 体 カ テ ゴ リ
ー 結 合 分 子 で コ ー ト さ れ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ： 抗 体 結 合 体 に 結 合 し 、 そ し て CDPス
タ ー 基 質 と 反 応 し て 光 を 生 成 し た 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 ： C.ア ル ビ カ ン ス 90028（ American Type Culture Collection） を 実 施
例 14と 同 様 に 増 殖 お よ び 標 識 し た 。 ポ ラ ロ イ ド フ ィ ル ム 上 で の 画 像 化 の た め に 、 一 片 の ハ
イ ボ ン ド N（ Hybond-N） メ ン ブ レ ン （ Amersham-Pharmacia RPN1782B） を 、 一 片 の 吸 収 性 の
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濾 紙 上 に 置 き 、 0.1Mト リ ス -HCl pH9.5、 0.1M NaClで あ ら か じ め 湿 ら せ た 。 細 胞 の 希 釈 物
を メ ン ブ レ ン 上 に ス ポ ッ ト し 、 続 い て CDPス タ ー 試 薬 （ NEN NEL-601） を 加 え た 。 メ ン ブ レ
ン を 、 製 造 業 者 の 指 示 書 に 従 っ て ス ポ ッ ト ラ イ ト （ SpotLight） カ メ ラ （ Boston Probes D
T10000） に マ ウ ン ト し 、 ASA 2000フ ィ ル ム （ Boston Probes DT20000） に 30分 間 露 光 さ せ
た 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 ： 化 学 発 光 シ グ ナ リ ン グ 部 分 で 標 識 し た 個 々 の C.ア ル ビ カ ン ス 細 胞 を 、 図 19に 示 さ
れ る よ う に イ ン ス タ ン ト フ ィ ル ム 上 で 直 接 的 に 検 出 す る こ と が で き た 。 こ の 図 は 、 標 識 細
胞 の 3つ の 異 な る 希 釈 物 の 画 像 を 示 す 。 図 19に 示 す 試 料 の 希 釈 物 は 実 施 例 14（ 図 18） に お
い て 画 像 処 理 さ れ た も の と 同 じ で あ り 、 約 200、 60、 お よ び 20細 胞 （ 左 か ら 右 に 、 そ れ ぞ
れ 図 に お い て ） を 表 す 。 左 の パ ネ ル に 特 に よ り 大 き く 、 よ り 明 る く 見 え る ス ポ ッ ト は 、 多
数 の 細 胞 を 含 む ク ラ ス タ ー に 対 応 す る 。 こ の 図 の 右 の パ ネ ル に お け る ス ポ ッ ト は 、 個 々 の
細 胞 ま た は い く つ か の 細 胞 の ク ラ ス タ ー の い ず れ か を 表 す 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
実 施 例 16． 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 す る 、 下 気 道 感 染 に 関 与 す る 生 物 体 の 検 出
　 ： 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 、 下 気 道 感 染 に 関 与 す る 生 物 体 ： ク ラ ミ ジ ア
・ ニ ュ ー モ ニ エ （ Chlamydia pneumoniae） 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ニ ュ ー モ ニ エ （ Mycoplasma
 pneumoniae） 、 お よ び レ ジ オ ネ ラ ・ ニ ュ ー モ フ ィ ラ （ Legionella pneumophila） を 同 定
す る こ と 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 ： 肺 炎 は 、 世 界 規 模 で の 主 要 な 死 因 で あ り 、 米 国 に お い て 6番 目 に 多 い 死 因 で あ る
。 傾 向 と し て は 、 他 の 要 因 と 同 様 に 、 65歳 よ り 高 い 年 齢 の 個 体 の 割 合 が 高 く な る こ と が 示
さ れ る 。 現 在 の 診 断 方 法 は し ば し ば 経 験 的 で あ る が 、 決 定 的 な 診 断 方 法 は 適 切 な 抗 生 物 質
を 処 方 す る こ と に よ っ て 患 者 の 予 後 を 改 善 す る と 考 え ら れ て い る 。 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処
理 の 能 力 と 組 み 合 わ せ た 、 痰 の 直 接 的 な 蛍 光 染 色 に よ っ て 、 特 定 の 生 物 体 （ そ の う ち の い
く つ か は 培 養 す る の が 困 難 で あ る ） の 検 出 が 診 断 を 補 助 し 、 そ れ に よ っ て 肺 炎 な ら び に 医
療 費 に 起 因 す る 致 死 率 の 発 生 を 減 少 さ せ る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 ： ク ラ ミ ジ ア ・ ニ ュ ー モ ニ エ 対 照 ス ラ イ ド お よ び マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ニ ュ ー モ ニ
エ 対 照 ス ラ イ ド を 入 手 し た （ Bion, Park Ridge, IL; そ れ ぞ れ カ タ ロ グ 番 号 CP-4212お よ
び MP-1212） 。 ス ラ イ ド を 室 温 ま で 暖 め 、 そ し て ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た
（ PBS/1％ BSA、 15分 間 、 25℃ ） 。 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を 吸 引 に よ っ て 取 り 除 き 、 そ し て ブ ロ
ッ キ ン グ 溶 液 中 の 一 次 抗 体 の 希 釈 物 を （ 抗 ク ラ ミ ジ ア ・ ニ ュ ー モ ニ エ ； DAKO Corporation
, Carpinteria, CA, コ ー ド NM660, ク ロ ー ン RR402、 1/5希 釈 、 お よ び 抗 マ イ コ プ ラ ズ マ ・
ニ ュ ー モ ニ エ ； Fitzgerald International Industries, Inc., Concord, MA, カ タ ロ グ 番
号 10-M40、 1/1000希 釈 ） 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ニ ュ ー モ ニ エ 対 照 ス ラ イ ド お よ び マ イ コ プ ラ ズ マ
・ ニ ュ ー モ ニ エ 対 照 ス ラ イ ド の 個 々 の ウ ェ ル に 加 え た 。 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト し （ 25
℃ で 30分 間 ） 、 続 い て 洗 浄 手 順 を 行 い （ PBS-BT、 各 4× 5分 間 ） 、 そ し て Cy3結 合 体 化 二 次
抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た （ 25℃ で 15分 間 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG-Cy3、 Jackson I
mmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, カ タ ロ グ 番 号 111-165-144） 。 ス ラ イ ド
を 、 ウ ェ ル に PBS-BTお よ び タ イ プ 1滅 菌 水 で 浸 す こ と に よ っ て 洗 浄 し た （ そ れ ぞ れ 、 各 4×
5分 間 お よ び 各 2× 5分 間 ） 。 レ ジ オ ネ ラ ・ ニ ュ ー モ フ ィ ラ の 広 域 画 像 処 理 の 実 証 の た め に
、 L.ニ ュ ー モ フ ィ ラ 血 清 型 1に 対 す る FITC結 合 抗 体 （ カ タ ロ グ 番 号 92-103-FL） な ら び に 熱
固 定 し た レ ジ オ ネ ラ ・ ニ ュ ー モ フ ィ ラ 血 清 型 1（ Philadelphia 1, カ タ ロ グ 番 号 92-103-H
） お よ び 6（ Chicago 2, カ タ ロ グ 番 号 92-110-H） を 入 手 し た （ mTECH（ 商 標 ） Monoclonal 
Technologies, Alpharetta, GA） 。 2つ の 熱 殺 菌 し た レ ジ オ ネ ラ ・ ニ ュ ー モ フ ィ ラ 血 清 型
（ 1お よ び 6） か ら の 細 胞 の 塗 沫 を 、 ポ リ リ ジ ン コ ー ト さ れ た ス ラ イ ド （ Sigma、 カ タ ロ グ
番 号 P0425） 上 で 調 製 し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を ス ラ イ ド 上 に 浸 し 、 そ し て イ ン キ ュ ベ ー
ト し （ 25℃ で 15分 間 ） 、 続 い て 吸 引 を 行 っ た 。 レ ジ オ ネ ラ ・ ニ ュ ー モ フ ィ ラ 血 清 型 1に 対
す る FITC結 合 一 次 抗 体 を ス ラ イ ド に 浸 し （ 25℃ で 30分 間 ） 、 続 い て 、 吸 引 な ら び に PBSお
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よ び タ イ プ 1水 を 用 い た 洗 浄 （ そ れ ぞ れ 、 各 2× 5分 間 お よ び 各 2× 5分 間 ） を 行 っ た 。 す べ
て の ス ラ イ ド を 風 乾 さ せ 、 続 い て 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 画 像 の キ ャ プ チ ャ ー
を 行 っ た （ Cy3結 合 体 に つ い て は TRITCフ ィ ル タ ー セ ッ ト 、 Chroma Id. No. 41002b, 励 起 5
44/30nm、 放 射 610/75nm、 お よ び FITC結 合 体 に つ い て は FITCフ ィ ル タ ー セ ッ ト 、 Chroma Id
. No. SP101, 470/40nm、 放 射 522/40nm） 。 ス ラ イ ド を マ ウ ン ト し （ Pro Long Antifade R
eagent, Molecular Probes, Eugene, OR, カ タ ロ グ 番 号 P-4781） 、 そ し て 蛍 光 顕 微 鏡 法 （
Axioplan II蛍 光 顕 微 鏡 、 Carl, Zeiss Inc., Thornwood, NY； Cy3結 合 体 に つ い て は Cy3.5
フ ィ ル タ ー セ ッ ト 、 Chroma Id. No. 41002b、 励 起 544/30nm、 放 射 610/75nm、 ま た は FITC
フ ィ ル タ ー セ ッ ト 、 Chroma Id. No. SP101, 励 起 470/40nm、 放 射 522/40nm） を 実 行 し て 、
詳 細 を 観 察 し た （ 400倍 ） 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 ： こ の 実 施 例 は 、 下 気 道 感 染 に 関 与 す る 生 物 体 が 、 直 接 的 な 蛍 光 抗 体 染 色 技 術 と 組
み 合 わ せ た 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 検 出 さ れ 得 る こ と を 実 証 す る 。 陽 性 対 照
お よ び 陰 性 対 照 の 広 域 画 像 処 理 は 、 こ の 検 出 が 特 異 的 で あ る こ と を 示 す （ 図 20） 。 広 域 画
像 処 理 を 使 用 し て 見 ら れ る シ グ ナ ル が 標 識 さ れ た 細 菌 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ る も の に 対 し
て 特 異 的 で あ る こ と は 、 蛍 光 顕 微 鏡 分 析 に よ っ て 確 認 し た 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 ： 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 の 能 力 は 、 他 の 細 菌 、 酵 母 、 お よ び カ ビ 、 な ら び に 、 尿
路 感 染 症 、 敗 血 症 、 お よ び 性 感 染 症 を 含 む 他 の 疾 患 の カ テ ゴ リ ー に 適 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
実 施 例 17． 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 3つ の 別 個 の 微 生 物 に つ い て 試 料 を 同 時 に
走 査 す る 、 多 重 化 直 接 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 法
　 ： こ の 実 施 例 に お い て 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 、 3種 類 の 微 生 物 を 検
出 お よ び 同 定 す る 多 重 化 試 験 に お い て 使 用 さ れ た 。 細 胞 を 3つ の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 （ こ の
場 合 、 種 特 異 的 ） 抗 体 （ こ れ ら の 各 々 が 別 個 の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ た ） の 混 合 物 と と も に
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 個 々 の 細 胞 を CCD画 像 処 理 装 置 を 使 用 し て 検 出 し た 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 ： 大 腸 菌 お よ び カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス を 、 実 施 例 2お よ び 実 施 例 11に そ れ ぞ
れ 従 っ て 、 増 殖 お よ び 固 定 さ せ た 。 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ピ オ ゲ ネ ス （ Streptococcus py
ogenes） を 、 Brain Heart Infusion（ Difcoカ タ ロ グ 番 号 237500） 中 、 37℃ で 一 晩 増 殖 さ
せ 、 実 施 例 2に 従 っ て 固 定 お よ び 洗 浄 し た 。 3つ す べ て の 種 類 の 細 胞 を 、 個 々 に 水 で 高 解 像
度 視 野 （ 40倍 ） あ た り 20～ 50細 胞 ま で 希 釈 し 、 こ れ は 、 位 相 差 顕 微 鏡 に よ っ て 観 察 で き た
。 こ れ ら の 希 釈 物 の ア リ コ ー ト （ 3μ l） を 、 ポ リ -L-リ ジ ン コ ー ト し た カ バ ー ガ ラ ス 上 に
配 置 し 、 そ し て 直 径 約 5mmの 領 域 に わ た っ て 広 げ 、 そ し て 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 抗 大 腸 菌 抗 体 （ 1mg； Biodesign, Saco, ME. B65001R） 、 抗 C.ア ル ビ カ ン ス 抗 体 （ 1mg；
Biodesign, Saco, ME. B65411R） 、 お よ び 抗 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス Grp A抗 体 （ 1mg； Biodes
ign, Saco, ME. B10601R） を 、 製 造 業 者 （ Molecular Probes, Eugene, OR） の 指 示 書 に 従
っ て 、 Alexa Flour（ 商 標 ） 488（ カ タ ロ グ 番 号 A10235） 、 Alexa Flour（ 商 標 ） 350（ カ タ
ロ グ 番 号 A10170） 、 お よ び Alexa Flour（ 商 標 ） 546（ カ タ ロ グ 番 号 A10237） 、 タ ン パ ク 質
標 識 キ ッ ト で そ れ ぞ れ 標 識 し た 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 標 識 さ れ た 抗 体 の 混 合 物 を 、 正 常 ウ サ ギ 血 清 （ カ タ ロ グ 番 号 88-NR50； Fitzgerald, Con
cord, MA） 中 （ 各 20μ g/ml） で 調 製 し た 。 カ バ ー ガ ラ ス に ス ポ ッ ト し た 細 胞 を 、 抗 体 混 合
物 で 覆 い 、 そ し て 、 水 で 飽 和 さ せ た ペ ー パ ー タ オ ル を 含 み 、 サ ラ ン ラ ッ プ で 覆 っ た 、 湿 ら
せ た プ ラ ス チ ッ ク 製 の ピ ペ ッ ト ボ ッ ク ス の フ タ の 中 で 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
次 い で 、 カ バ ー ガ ラ ス を 、 1％ 正 常 ウ サ ギ 血 清 を 含 む PBS中 で 1回 洗 浄 し 、 次 い で 、 PBS中 で
2回 洗 浄 し た （ 洗 浄 あ た り 10分 間 ） 。 カ バ ー ガ ラ ス を 、 洗 浄 液 か ら 回 収 し 、 そ し て い か な
る 残 っ た 液 体 も 圧 縮 空 気 を 用 い て 吹 き 飛 ば し た 。 各 カ バ ー ガ ラ ス の 関 連 す る 領 域 を 、 FITC
（ 励 起 480nm/40nmお よ び 放 射 535nm/50nm） （ Alexa488特 異 的 ） チ ャ ン ネ ル 、 テ キ サ ス レ ッ
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ド （ 励 起 560nm/55nmお よ び 放 射 645nm/75nm） （ Alexa546特 異 的 ） チ ャ ン ネ ル お よ び DAPI（
励 起 360nm/40nmお よ び 放 射 460nm/50nm） （ Alexa350特 異 的 ） チ ャ ン ネ ル に お い て 、 CCD画
像 処 理 装 置 で （ 詳 細 な 説 明 の 項 の 工 程 6に 記 載 さ れ 、 お よ び 図 3に 示 さ れ る ） 1秒 間 画 像 処
理 し た 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 ： 多 重 化 細 菌 ア ッ セ イ 法 の 結 果 は 図 21に 示 さ れ る 。 各 別 個 の 細 菌 試 料 に つ い て 、 対
象 物 の 数 お よ び 強 度 が 予 想 さ れ る 蛍 光 チ ャ ン ネ ル に お い て 最 大 で あ っ た 。 従 っ て 、 FITC（
Alexa488） チ ャ ン ネ ル に お い て 見 ら れ る 対 象 物 の 数 お よ び 強 度 は 、 大 腸 菌 試 料 に つ い て 最
大 で あ っ た 。 同 様 に 、 C.ア ル ビ カ ン ス 試 料 お よ び S.ピ オ ゲ ネ ス 試 料 は 、 DAPIチ ャ ン ネ ル お
よ び テ キ サ ス レ ッ ド チ ャ ン ネ ル に お い て 、 そ れ ぞ れ 最 強 の 強 度 お よ び 最 も 多 く の 対 象 物 を
有 し た 。 従 っ て 、 こ の ア ッ セ イ は 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 、 抗 体 カ テ ゴ リ ー
結 合 分 子 の 混 合 物 を 有 す る 3つ の カ テ ゴ リ ー の 細 胞 を 区 別 し 得 る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
実 施 例 18． ア デ ノ ウ イ ル ス に つ い て の 固 相 捕 捉 ア ッ セ イ 法
　 ： こ の 実 施 例 は 、 固 体 支 持 体 上 で 捕 捉 さ れ た 少 数 の ウ イ ル ス を 、 蛍 光 粒 子 で 標 識 で
き 、 そ し て 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 に よ っ て 可 視 化 で き る こ と を 示 す 。 最 初 に 、 96ウ ェ ル
プ レ ー ト の ウ ェ ル が 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス 抗 体 で コ ー ト さ れ た 。 次 に 、 ア デ ノ ウ イ ル ス お よ び
抗 ア デ ノ ウ イ ル ス 抗 体 で コ ー ト さ れ た 粒 子 が ウ ェ ル に 加 え ら れ 、 そ し て 抗 体 コ ー ト さ れ た
表 面 に よ っ て 、 ウ イ ル ス お よ び 粒 子 が 捕 捉 さ れ た 。 未 結 合 の 粒 子 は 除 去 さ れ 、 そ し て 捕 捉
さ れ た 粒 子 （ 捕 捉 さ れ た ウ イ ル ス を 示 す ） は 、 広 域 の 蛍 光 画 像 処 理 に よ っ て 検 出 さ れ た 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 ： 96ウ ェ ル グ ラ イ ナ ー （ Greiner） プ レ ー ト （ Greiner Labortechnikカ
タ ロ グ 番 号 655097） に 、 100mM重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム pH10中 の 0.2mg/ml溶 液 50μ lを 加 え 、 か つ
室 温 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 ビ オ チ ン 化 BSA（ Sigmaカ タ ロ グ 番 号 A-8549） を コ ー ト し
た 。 ウ ェ ル を 100μ lPBSで 1回 洗 浄 し た 。 次 い で 、 ビ オ チ ン 化 BSA層 を 、 50μ lの 、 PBS中 0.1
mg/mlス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ Jackson Immunoresearch Laboratoriesカ タ ロ グ 番 号 016-000-
013） で 、 室 温 に て 2時 間 コ ー ト し 、 続 い て PBSで 洗 浄 し 、 次 い で 、 50μ lの 、 PBS中 0.1mg/m
lの ビ オ チ ン 化 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス 抗 体 （ Chemiconカ タ ロ グ 番 号 MAB8052、 Molecular Probes
キ ッ ト カ タ ロ グ 番 号 F-6347で ビ オ チ ン 化 し た 抗 体 ） で 、 室 温 に て 2時 間 コ ー ト し た 。 ウ ェ
ル を 、 100μ lの PBS-TB中 で 3回 洗 浄 し 、 そ し て 4℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 2型 ア デ ノ ウ イ ル ス （ ATCC VR-846） お よ び 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス （ RSV） （ ATCC VR-130
2） を 、 4％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド /PBS（ 最 終 濃 度 ） 中 で 、 室 温 で 30分 間 再 構 成 す る こ と に よ っ
て 固 定 し た 。 グ リ セ ロ ー ル を 最 終 濃 度 16％ で 加 え 、 そ し て ア リ コ ー ト を -80℃ で 凍 結 し た
。 ウ イ ル ス 粒 子 の 力 価 （ titer） を 、 TCID 5 0 と し て 表 現 さ れ る 、 製 造 業 者 に よ っ て 提 供 さ
れ る 力 価 に 基 づ い て 見 積 も り 、 そ し て 製 造 業 者 （ ATCC） に よ っ て 推 奨 さ れ る よ う に 、 0.7
の 因 子 を 乗 算 す る こ と に よ り pfu（ プ ラ ー ク 形 成 単 位 ） に 転 換 し た 。 pfuが 、 調 製 物 中 の ウ
イ ル ス 粒 子 の 数 に ほ ぼ 等 し い と い う 仮 定 が な さ れ た 。 使 用 前 に 、 ア リ コ ー ト を 氷 上 で 解 凍
し た 。 解 凍 後 、 未 使 用 の 部 分 は さ ら な る 実 験 の た め に 4℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 粒 子 を 、 0.2μ m直 径 の 蛍 光 粒 子 を 1％ 固 体 で 使 用 し た （ Molecular Probesカ タ ロ グ 番 号 F
-8848） 以 外 は 、 実 施 例 8に 記 載 さ れ る よ う に 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス 抗 体 （ Chemiconカ タ ロ グ 番
号 MAB8052） で コ ー ト し た 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 ア ッ セ イ 法 を 実 行 す る た め に 、 保 存 用 緩 衝 液 を ウ ェ ル か ら 取 り 除 い た 。 約 10,000ウ イ ル
ス 粒 子 お よ び 3× 10 8 粒 子 を 、 ブ ロ ッ ク エ イ ド 緩 衝 液 （ Molecular Probesカ タ ロ グ 番 号 1070
1） 中 100μ lの 最 終 容 量 で ウ ェ ル に 加 え た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー ト レ イ を 、 振 盪 台 の 上 で 室
温 に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ ェ ル を PBS-TB中 で 3回 、 次 い で 水 中 で 1回 洗 浄 し た 。
水 を 除 去 し た 後 、 ウ ェ ル を 、 FITC励 起 フ ィ ル タ ー （ 470nm/40nm） お よ び 放 射 フ ィ ル タ ー （
522nm/40nm） の セ ッ ト を 使 用 し て 、 CCD画 像 処 理 装 置 （ 詳 細 な 説 明 の 項 の 工 程 6に 記 載 さ れ
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、 お よ び 図 3に 示 さ れ る ） を 使 用 し て 画 像 処 理 し た 。 画 像 を 、 Image-Pro Plusソ フ ト ウ ェ
ア 、 バ ー ジ ョ ン 4.1（ Media cybernetics） を 使 用 し て 、 処 理 お よ び 分 析 し た 。 対 象 物 計 数
ユ ー テ ィ リ テ ィ ー を 使 用 し て 、 ウ ェ ル 中 の 粒 子 の 数 を 見 積 も っ た 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 ： こ の 実 施 例 は 、 固 相 上 に 捕 捉 さ れ た ウ イ ル ス 粒 子 を 蛍 光 粒 子 シ グ ナ リ ン グ 部 分 で
標 識 で き 、 そ し て 図 22に 見 ら れ る よ う に 、 拡 大 な し で 検 出 で き る こ と を 示 す 。 Image-Pro 
Plusソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 す る 画 像 の 分 析 （ 一 番 下 の パ ネ ル ） は 、 対 象 物 （ 粒 子 ） の 数 が 約
13,000で あ る こ と を 示 し 、 こ れ は 、 加 え た ア デ ノ ウ イ ル ス 粒 子 の お よ そ の 数 （ ～ 10,000）
と 大 体 一 致 す る 。 し か し 、 調 製 物 中 の ビ リ オ ン の 数 は 正 確 に 決 定 さ れ て い な い こ と に 注 意
す べ き で あ る 。 ど れ ほ ど の 数 の 感 染 組 織 培 養 細 胞 ま た は こ の よ う な 細 胞 の フ ラ グ メ ン ト が
調 製 物 中 に 存 在 し て い る か も ま た 、 未 知 で あ っ た 。 RSV陰 性 対 照 （ 一 番 上 の パ ネ ル ） に お
け る 対 象 物 の 計 数 は 約 800で あ っ た 。 こ れ は 、 非 特 異 的 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 表 す 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
実 施 例 19． 血 中 の ウ イ ル ス の 固 相 捕 捉
　 ： こ の 実 施 例 は 、 血 液 試 料 中 の 少 数 の ウ イ ル ス が 固 体 支 持 体 上 に 捕 捉 さ れ 、 蛍 光 粒
子 で 標 識 さ れ 、 そ し て 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 に よ っ て 可 視 化 さ れ 得 る こ と を 示 す 。 ア デ
ノ ウ イ ル ス が 感 染 し た 血 液 を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト 中 の 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス 抗 体 で コ ー ト さ れ
た ウ ェ ル に 加 え た 。 ウ イ ル ス の 捕 捉 後 、 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス 抗 体 で コ ー ト さ れ た 蛍 光 粒 子 を
加 え た 。 未 結 合 の 粒 子 を 除 去 し 、 そ し て 捕 捉 さ れ た 粒 子 （ 捕 捉 さ れ た ウ イ ル ス を 表 す ） を
、 CCDに 基 づ く 蛍 光 画 像 処 理 に よ っ て 検 出 し た 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 ： 96ウ ェ ル プ レ ー ト （ Greiner Labortechnikカ タ ロ グ 番 号 655097） の ウ
ェ ル を 、 ビ オ チ ン 化 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス 抗 体 で コ ー ト し た 。 2型 ア デ ノ ウ イ ル ス （ ATCC VR-8
46） お よ び RSV（ ATCC VR-1302） を 再 構 築 し 、 実 施 例 18と 同 様 に 固 定 し た 。 粒 子 を 、 0.2μ
m直 径 の 蛍 光 粒 子 （ Molecular Probesカ タ ロ グ 番 号 F-8848） を 1％ 固 体 で 使 用 し た 以 外 は 実
施 例 8に 記 載 さ れ る よ う に 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス 抗 体 （ Chemiconカ タ ロ グ 番 号 MAB8052） で コ ー
ト し た 。 こ の ア ッ セ イ を 実 行 す る た め に 、 保 存 用 緩 衝 液 を ウ ェ ル か ら 除 去 し た 。 約 10,000
ウ イ ル ス 粒 子 を 、 最 終 容 量 100μ l中 、 50％ ブ ロ ッ ク エ イ ド 緩 衝 液 （ Molecular Probesカ タ
ロ グ 番 号 10701） 、 50％ マ ウ ス 血 液 中 で 、 ウ ェ ル に 加 え た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー ト レ イ を 、
振 盪 台 上 で 室 温 に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ ェ ル を 、 PBS-TB中 で 2回 洗 浄 し 、 続 い て
100μ lブ ロ ッ ク エ イ ド 緩 衝 液 中 、 3× 10 8 粒 子 を 加 え た 。 振 盪 し な が ら 1時 間 の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン の 後 、 ウ ェ ル を PBS-TBで 3回 、 水 で 1回 洗 浄 し 、 そ し て FITC励 起 フ ィ ル タ ー （ 470n
m/40nm） お よ び 放 射 フ ィ ル タ ー （ 522nm/40nm） の セ ッ ト を 使 用 し て 、 CCD画 像 処 理 装 置 （
詳 細 な 説 明 の 項 の 工 程 6に 記 載 さ れ 、 お よ び 図 3に 示 さ れ る ） を 使 用 し て 可 視 化 し た 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 ： こ の 実 施 例 は 、 特 定 の ウ イ ル ス 粒 子 （ こ の 場 合 は ア デ ノ ウ イ ル ス ） を 、 50％ 血 液
の 存 在 下 で 固 相 に 捕 捉 で き 、 蛍 光 粒 子 シ グ ナ リ ン グ 部 分 で 標 識 で き 、 そ し て 、 図 23に 見 ら
れ る よ う に 拡 大 な し で 検 出 で き る こ と を 示 す 。 Image-Pro Plusソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 す る 画
像 の 分 析 （ 一 番 下 の パ ネ ル ） は 、 対 象 物 （ 粒 子 ） の 数 が 13,489で あ り 、 こ れ は 、 加 え た ア
デ ノ ウ イ ル ス の お よ そ の 数 （ 10,000） と 大 体 一 致 す る 。 RSV陰 性 対 照 （ 一 番 上 の パ ネ ル ）
に お け る 対 象 物 の 計 数 は 約 2,173で あ っ た 。 こ れ は 、 非 特 異 的 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 表 す
。 こ の ア ッ セ イ 法 の 結 果 は 実 施 例 18の 結 果 （ 血 液 の 存 在 は 、 固 相 へ の ウ イ ル ス 粒 子 の 捕 捉
、 蛍 光 粒 子 を 用 い る そ れ ら の 標 識 、 ま た は 拡 大 な し で の そ れ ら の 検 出 を 妨 害 し な い こ と を
示 す ） と 同 様 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
実 施 例 20． ア デ ノ ウ イ ル ス に つ い て の 液 相 ア ッ セ イ 法
　 ： こ の 実 施 例 は 、 本 発 明 が 液 相 サ ン ド イ ッ チ 形 成 方 法 を 使 用 し て 少 数 の ウ イ ル ス を
走 査 で き る こ と を 示 す 。 ア デ ノ ウ イ ル ス を 含 む 試 料 を 、 抗 ウ イ ル ス 抗 体 で コ ー ト し た 磁 気
お よ び 蛍 光 粒 子 の 組 み 合 わ せ と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 磁 気 お よ び 抗 体 粒 子 の 複 合 体 は 、 ア
デ ノ ウ イ ル ス の 存 在 下 で （ し か し 対 照 ウ イ ル ス の 非 存 在 下 で ） 形 成 す る よ う に 誘 導 さ れ た
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。 こ れ ら の 蛍 光 複 合 体 は 磁 気 的 に 選 択 さ れ 、 光 学 的 に 透 明 な 表 面 に 沈 着 さ れ 、 そ し て 非 拡
大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 画 像 処 理 さ れ た 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 ： ア デ ノ ウ イ ル ス お よ び RSVを 、 実 施 例 18に 記 載 さ れ る よ う に 再 構 成 お
よ び 固 定 し た 。 抗 体 コ ー ト さ れ た 蛍 光 お よ び 磁 気 粒 子 を 、 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス 抗 体 （ Chemic
onカ タ ロ グ 番 号 MAB8052） を 用 い て 、 1μ m直 径 赤 色 蛍 光 粒 子 （ Molecular Probesカ タ ロ グ
番 号 F-8851） お よ び 2.8μ m直 径 磁 気 粒 子 （ Dynal; カ タ ロ グ 番 号 142.03） を 使 用 し て 、 実
施 例 8に 記 載 さ れ る よ う に 調 製 し た 。 こ の 実 施 例 に お い て 、 5× 10 5 赤 色 蛍 光 粒 子 を 、 ブ ロ
ッ ク エ イ ド 緩 衝 液 （ Molecular Probesカ タ ロ グ 番 号 B-10710） 中 で 、 5× 10 6 磁 気 粒 子 と と
も に 、 最 終 容 量 250μ lに 混 合 し た 。 ア デ ノ ウ イ ル ス ま た は RSVを 、 試 料 あ た り 約 1000ウ イ
ル ス 粒 子 の 力 価 で ア ッ セ イ に 加 え た 。 混 合 し な が ら 室 温 で 4時 間 後 、 磁 気 粒 子 お よ び 任 意
の 結 合 粒 子 を 、 微 量 遠 心 チ ュ ー ブ 用 ポ リ サ イ エ ン ス （ Polysciences） BioMag磁 気 分 離 機 を
使 用 し て 分 離 し 、 PBS-TB中 で 3回 洗 浄 し た 。 洗 浄 し た 磁 気 粒 子 を マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル
（ Greiner Labortechnikカ タ ロ グ 番 号 655097） に 移 し 、 そ し て テ キ サ ス レ ッ ド 励 起 フ ィ ル
タ ー （ 560nm/55nm） お よ び 放 射 フ ィ ル タ ー （ 645nm/75nm） の セ ッ ト を 使 用 し て 、 CCD画 像
処 理 装 置 （ 詳 細 な 説 明 の 項 の 工 程 6に 記 載 さ れ 、 お よ び 図 3に 示 さ れ る ） に お い て 可 視 化 し
た 。 画 像 を 、 実 施 例 18と 同 様 に 、 Image-Pro Plusソ フ ト ウ ェ ア （ Media cybernetics） を
用 い て キ ャ プ チ ャ ー お よ び 分 析 し た 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 ： こ の 実 施 例 は 、 特 定 の ウ イ ル ス 粒 子 が 、 磁 気 お よ び 蛍 光 粒 子 を 用 い る 液 相 サ ン ド
イ ッ チ 形 成 方 法 を 使 用 し て 捕 捉 さ れ 、 そ し て 、 図 24に 見 ら れ る よ う に 拡 大 な し で 検 出 さ れ
得 る こ と を 示 す 。 お よ そ 1000個 の ウ イ ル ス 粒 子 が ア ッ セ イ に 加 え ら れ た 。 こ の 図 の 一 番 下
の パ ネ ル に お い て 、 Image-Pro Plus対 象 計 数 ユ ー テ ィ リ テ ィ ー を 使 用 す る 分 析 は 、 2324個
の ア デ ノ ウ イ ル ス 粒 子 を 検 出 す る の に 対 し て 、 RSV陰 性 対 照 に お い て は （ 一 番 上 の パ ネ ル
） 、 46粒 子 の み が 検 出 さ れ た 。 こ れ は 、 非 特 異 的 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 結 合 を 表 す 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
実 施 例 21． 血 液 中 の ア デ ノ ウ イ ル ス の 同 種 ア ッ セ イ 法
　 ： 効 率 的 か つ 費 用 対 効 果 の 高 い ウ イ ル ス ロ ー ド 試 験 （ ヒ ト 試 料 中 の ウ イ ル
ス 濃 度 を 決 定 す る こ と ） は 、 医 学 的 診 断 に お け る 未 だ 達 成 さ れ て い な い 主 要 な 必 要 性 を 表
す 。 こ の 実 施 例 は 、 本 発 明 が 試 料 中 の ウ イ ル ス を い か に し て 迅 速 に 計 数 し 得 る か を 実 証 す
る 。 こ の 実 施 例 は 、 重 要 な ヒ ト 病 原 体 で あ る ア デ ノ ウ イ ル ス に つ い て 試 験 す る 。 技 術 的 に
は 、 こ の 実 施 例 は 実 施 例 8と 同 様 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 ： 粒 子 を 、 実 施 例 8に お け る よ う に 抗 体 で コ ー ト し
、 そ し て 2％ 固 体 の 濃 度 に 再 懸 濁 す る 。 こ の 実 施 例 に お い て 、 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 （ anti-hexon; カ タ ロ グ 番 号 MAB8052; Chemicon） を 使 用 し て 、 黄 色 -緑 色 蛍 光
粒 子 （ TransFluoSpheres; カ タ ロ グ 番 号 T-8871; Molecular Probes） お よ び 磁 気 ナ ノ 粒 子
（ カ ル ボ キ シ ポ リ マ ー コ ー ト し た フ ェ ロ フ ル イ ド ； Immunicon; カ タ ロ グ 番 号 F3000） を コ
ー ト す る 。 等 量 の 蛍 光 お よ び 磁 気 粒 子 を 混 合 し 、 そ の 結 果 、 混 合 物 中 の 各 タ イ プ の 粒 子 の
最 終 濃 度 は 1％ 固 体 と な る 。 こ の 粒 子 混 合 物 は 、 実 施 例 8に お け る よ う に 超 音 波 処 理 を 使 用
し て 分 散 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 ： こ の 実 施 例 に お い て 記 載 さ れ る 試 験 は 血 液
中 の ア デ ノ ウ イ ル ス ビ リ オ ン を 検 出 す る 。 種 々 の 量 （ 0、 10 3 、 10 4 、 10 5 pfu） の 精 製 ア デ
ノ ウ イ ル ス ビ リ オ ン （ CsCl勾 配 精 製 ； Frank Graham, McMaster University） を 含 む 試 料
（ PBS-B中 10μ l） を 、 全 血 お よ び 粒 子 混 合 物 に 加 え 、 そ し て 反 応 物 を 実 施 例 8に お け る よ
う に 処 理 す る 。 実 験 試 料 に お け る 蛍 光 粒 子 ク ラ ス タ ー の 数 － 陰 性 対 照 試 料 に お け る ク ラ ス
タ ー の 平 均 数 は 、 試 料 に お け る ア デ ノ ウ イ ル ス 粒 子 の 数 を 示 す 。
【 ０ ３ ０ １ 】
実 施 例 22． 細 菌 お よ び ウ イ ル ス を 同 時 に 走 査 す る 、 多 重 化 さ れ た 広 域 画 像 処 理 イ ム ノ ア ッ
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セ イ 法
　 ： こ の 実 施 例 は 、 本 発 明 が 、 複 数 の 異 な っ た 分 析 物 （ こ こ で は 、 細 菌 お よ び ウ イ ル
ス ） に つ い て 試 料 を 同 時 に 走 査 す る 試 験 を 構 築 す る た め に 使 用 さ れ 得 る こ と を 実 証 す る 。
対 の 抗 体 コ ー ト さ れ た 微 粒 子 （ 1つ は 蛍 光 お よ び 1つ は 常 磁 性 ） を 使 用 し て 、 以 前 の い く つ
か の 実 施 例 に お け る よ う に （ 例 え ば 、 実 施 例 8） 標 的 に 結 合 さ せ た 。 し か し 、 こ の 実 施 例
で は 、 2つ の こ の よ う な 対 の 粒 子 を 使 用 し た 。 1つ は 抗 大 腸 菌 抗 体 で コ ー ト し た セ ッ ト 、 お
よ び 1つ は 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス 抗 体 で コ ー ト し た セ ッ ト で あ っ た 。 2種 類 の 粒 子 ： 分 析 物 複 合
体 を 互 い か ら 区 別 す る た め に 、 各 分 析 物 に つ い て 別 個 の 蛍 光 粒 子 を 使 用 し た 。 大 腸 菌 特 異
的 粒 子 が 緑 色 蛍 光 特 性 を 有 し た の に 対 し て 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 特 異 的 粒 子 は 赤 色 蛍 光 特 性 を
有 し た 。 試 料 お よ び 分 析 物 特 異 的 粒 子 を 混 合 後 、 得 ら れ る 粒 子 ： 分 析 物 複 合 体 を 検 出 ゾ ー
ン に 磁 気 選 択 し 、 そ し て 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 画 像 処 理 し た 。 赤 色 粒 子 ま た
は 緑 色 粒 子 の い ず れ か に つ い て 調 整 さ れ た 光 学 フ ィ ル タ ー セ ッ ト を 使 用 し 、 そ の と き 得 ら
れ た 2つ の CCD画 像 の 分 析 に よ っ て 、 ウ イ ル ス 標 的 お よ び 細 菌 標 的 を 同 定 お よ び 定 量 し た 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 ： 大 腸 菌 細 胞 を 、 実 施 例 8に 記 載 さ れ る よ う に 増 殖 お よ び 固 定 し 、 そ し
て ア デ ノ ウ イ ル ス を 、 実 施 例 18に 記 載 さ れ る よ う に 、 再 構 成 お よ び 固 定 し た 。 抗 体 コ ー ト
さ れ た 蛍 光 お よ び 磁 気 粒 子 を 、 実 施 例 8に 記 載 さ れ る よ う に 調 製 し た 。 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス
抗 体 （ Chemiconカ タ ロ グ 番 号 MAB8052） を 使 用 し て 赤 色 蛍 光 粒 子 （ Molecular Probesカ タ
ロ グ 番 号 F-8851） を コ ー ト し 、 そ し て 抗 大 腸 菌 抗 体 （ KPLカ タ ロ グ 番 号 01-95-90） を 使 用
し て 緑 色 蛍 光 粒 子 （ Molecular Probesカ タ ロ グ 番 号 8852） を コ ー ト し た の に 対 し て 、 磁 気
粒 子 （ Dynal.カ タ ロ グ 番 号 142.03） の バ ッ チ を 、 各 々 の 抗 体 を 用 い て 作 製 し た 。 ア ッ セ イ
法 の た め に 、 粒 子 を 、 以 下 の 量 ： 各 蛍 光 粒 子 に つ い て 2.5× 10 7 粒 子 お よ び 各 磁 気 粒 子 に つ
い て 5× 10 6 粒 子 で 、 250μ lの 最 終 容 量 の ブ ロ ッ ク エ イ ド 緩 衝 液 （ Molecular Probesカ タ ロ
グ 番 号 B-10710） 中 で 混 合 し た 。 ア デ ノ ウ イ ル ス お よ び /ま た は 大 腸 菌 を 、 各 々 約 1000ウ イ
ル ス 粒 子 /細 胞 で ア ッ セ イ に 加 え た 。 室 温 で 混 合 し な が ら 1時 間 後 、 磁 気 粒 子 お よ び 任 意 の
結 合 粒 子 を 磁 場 で 分 離 し 、 そ し て PBS-TB中 で 3回 洗 浄 し た 。 洗 浄 し た 磁 気 粒 子 を 、 グ ラ イ
ナ ー マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル （ Greiner Labortechnikカ タ ロ グ 番 号 655097） 中 で 、 FITCお
よ び テ キ サ ス レ ッ ド 励 起 /放 射 フ ィ ル タ ー の 両 方 の セ ッ ト を 用 い た （ フ ィ ル タ ー の 詳 細 に
つ い て は 実 施 例 18お よ び 実 施 例 20を 参 照 さ れ た い ） CCD画 像 処 理 装 置 を 使 用 し て （ 詳 細 な
説 明 の 項 の 工 程 6に 記 載 さ れ 、 お よ び 図 3に 示 さ れ る ） 可 視 化 し た 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 ： こ の 実 施 例 は 、 細 菌 お よ び ウ イ ル ス を 同 じ 試 料 中 で 走 査 で き 、 そ し て 非 拡 大 的 な
広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 検 出 で き る こ と を 実 証 す る 。 図 25に お い て 見 ら れ る よ う に 、 お よ
そ 1000個 の ア デ ノ ウ イ ル ス が 混 合 物 に 加 え ら れ た 場 合 、 検 出 さ れ る 粒 子 の 大 部 分 は 抗 ア デ
ノ ウ イ ル ス 赤 色 蛍 光 粒 子 で あ る （ テ キ サ ス レ ッ ド フ ィ ル タ ー セ ッ ト ） （ 一 番 上 の 行 ） 。 お
よ そ 1000個 の 大 腸 菌 が 加 え ら れ た 場 合 、 抗 大 腸 菌 緑 色 蛍 光 粒 子 が FITCフ ィ ル タ ー セ ッ ト を
使 用 し て 検 出 さ れ る の に 対 し て （ 2番 目 の 行 ） 、 ア デ ノ ウ イ ル ス お よ び 大 腸 菌 の 両 方 が 加
え ら れ た 場 合 、 粒 子 は 両 方 の チ ャ ン ネ ル で 検 出 さ れ る （ 3番 目 の 行 ） 。 い ず れ の 病 原 体 も
加 え ら れ な い 場 合 、 1桁 低 い 強 度 の 粒 子 が 検 出 さ れ た 。 こ れ は 、 非 特 異 的 な バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド を 表 す （ 一 番 下 の 行 ） 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
実 施 例 23． 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 す る 個 々 の 細 菌 を 検 出 す る た め の フ ィ ル タ ー フ
ロ ー ス ル ー ア ッ セ イ 法
　 ： こ の 実 施 例 に お い て 、 高 度 に 蛍 光 性 の 粒 子 で 標 識 さ れ た 少 数 の 細 菌 を 検 出 す る た
め に 迅 速 フ ロ ー ス ル ー ア ッ セ イ を 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 と 組 み 合 わ せ る 。 細 菌 お よ び ビ
ー ズ を 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 細 菌 ： ビ ー ズ 複 合 体 を 含 む 得 ら れ る 溶 液 を 、 抗 細 菌
抗 体 で コ ー ト し た フ ィ ル タ ー に 通 過 さ せ る 。 次 い で 、 フ ィ ル タ ー に よ っ て 捕 捉 さ れ た 複 合
体 を 、 実 施 例 1に お け る よ う に 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 検 出 す る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 ： ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン （ Pall Biodyne A; 5μ m孔 ; カ タ ロ グ 番 号 BNCF
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810S） を 、 2つ の 1cm× 1cmの 正 方 形 に 切 断 し た 。 こ の 正 方 形 を 、 抗 大 腸 菌 O157（ PBS中 200
μ g/ml） を 含 む 溶 液 中 に 浸 漬 し た 。 室 温 で 乾 燥 後 、 こ の メ ン ブ レ ン を ブ ロ ッ キ ン グ し た （
200ml； 30分 間 ； 室 温 ； PBS中 、 1％ カ ゼ イ ン （ Hammerston grade; EM sciences; カ タ ロ グ
番 号 CX0525-1） お よ び 0.1％ ト ゥ イ ー ン 20（ Sigma； カ タ ロ グ 番 号 P1379） ） 。 次 い で 、 メ
ン ブ レ ン を 吸 収 ペ ー パ ー 上 に ブ ロ ッ ト し 乾 燥 さ せ た 。 こ の メ ン ブ レ ン を パ ラ フ ィ ル ム に 移
し 、 そ し て こ の メ ン ブ レ ン を PBS（ 300μ l） で 飽 和 さ せ た 。 大 腸 菌 O157（ 10 5 細 胞 ） の 溶 液
お よ び 、 抗 大 腸 菌 O157抗 体 （ Kirkegaurd and Perry Laboratories; カ タ ロ グ 番 号 01-95-9
0； 実 施 例 8に 記 載 さ れ る よ う に 受 動 的 に 吸 着 さ れ た 抗 体 ） で コ ー ト し た 赤 色 蛍 光 ビ ー ズ （
10 6 ビ ー ズ /Molecular Probes； 1μ m； サ ル フ ェ ー ト ； 580/605nm； カ タ ロ グ 番 号 F-8851）
を チ ュ ー ブ 中 で 一 緒 に 混 合 し 、 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ せ 、 次 い で 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 正
方 形 の 1つ に 加 え た 。 他 の 正 方 形 に は 、 抗 体 の み を コ ー ト し た 蛍 光 ビ ー ズ を 加 え た （ こ の
フ ィ ル タ ー は 、 「 細 菌 を 含 ま な い 」 陰 性 対 照 で あ っ た ） 。 さ ら な る 15分 間 の イ ン キ ュ ベ ー
ト の 後 、 メ ン ブ レ ン を 一 片 の 濾 紙 （ Whatman 50μ m孔 ） 上 に 置 き 、 余 分 の 液 体 を 吸 収 さ せ
た 。 次 い で 、 メ ン ブ レ ン を 洗 浄 し た （ PBS-T； 50ml； 20分 間 ） 。 蛍 光 を 、 赤 色 蛍 光 ビ ー ズ
の た め の FITC光 学 フ ィ ル タ ー セ ッ ト （ 励 起 560/55nm、 放 射 645/75nm） を 用 い て CCD画 像 処
理 装 置 を 使 用 し て 画 像 処 理 す る こ と に よ っ て 検 出 し た 。 Image-Pro Plusソ フ ト ウ ェ ア 、 バ
ー ジ ョ ン 4.1（ Media cybernetics） を 使 用 し て 、 CCD画 像 処 理 装 置 か ら の 画 像 を キ ャ プ チ
ャ ー お よ び 処 理 し た 。 画 像 処 理 装 置 で 検 出 さ れ た 陽 性 シ グ ナ ル を 、 同 じ フ ィ ル タ ー セ ッ ト
を 備 え た Axioplan II蛍 光 顕 微 鏡 （ Carl, Zeiss Inc., Thornwood, NY） を 使 用 す る こ と に
よ っ て 、 大 腸 菌 に 結 合 し た ビ ー ズ で あ る と 確 認 し た 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 ： 図 26は 、 特 異 的 に 結 合 す る 蛍 光 性 が 高 度 の ビ ー ズ で 修 飾 さ れ た 細 菌 を 検 出 す る た
め の フ ロ ー ス ル ー ア ッ セ イ 法 を 使 用 し た 結 果 を 示 す 。 細 菌 含 有 試 料 が 通 過 し た 実 験 フ ィ ル
タ ー の CCD画 像 は 、 多 数 の 白 色 ス ポ ッ ト を 含 ん だ の に 対 し て 、 細 菌 を 欠 く 試 料 が 通 過 し た
対 照 フ ィ ル タ ー は ほ と ん ど ビ ー ズ を 含 ま な か っ た 。 高 出 力 顕 微 鏡 法 は 、 実 験 の フ ィ ル タ ー
が ビ ー ズ に 取 り 囲 ま れ た 細 菌 か ら な る 多 数 の 複 合 体 を 含 ん だ の に 対 し て 、 対 照 フ ィ ル タ ー
が 分 散 し た 単 一 の ビ ー ズ 以 外 に 複 合 体 を 含 ま な か っ た こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
実 施 例 24． 蛍 光 発 生 性 エ ス テ ラ ー ゼ 基 質 で 染 色 さ れ た 細 胞 の 広 域 画 像 処 理 を 使 用 す る 細 菌
の 定 量
　 ： 多 く の 適 用 に お い て は 、 生 き て い る 細 菌 細 胞 を 定 量 す る た め の 広 い ダ イ ナ ミ ッ ク
レ ン ジ を 有 す る こ と が 必 要 で あ る 。 理 想 的 な シ ス テ ム は 、 0も し く は 1個 の 細 菌 細 胞 か ら 数
百 万 も し く は 数 千 万 個 の 細 菌 細 胞 ま で の 正 確 な 計 数 が 可 能 で あ り 、 従 っ て 、 慣 習 的 な 微 生
物 学 的 プ レ ー テ ィ ン グ 方 法 に か か せ な い 段 階 希 釈 と 、 段 階 希 釈 特 有 の 正 確 性 の 欠 如 と を 除
外 す る 。 こ の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 CCDに 基 づ く 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 と
共 役 さ せ た 、 生 細 胞 の 蛍 光 発 生 性 基 質 に よ る 染 色 が 、 い か に し て 少 な く と も 5オ ー ダ ー の
大 き さ に わ た る 細 胞 の 定 量 に 使 用 さ れ 得 る か を 示 す 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 ： 大 腸 菌 ATCC 8739細 胞 を 、 実 施 例 Y（ 細 胞 指 向 実 施 例 ） に お い て 記 載 さ れ る よ
う に 増 殖 お よ び 処 理 し た 。 10倍 の 細 胞 の 段 階 希 釈 を PBS中 で 作 製 し 、 ミ リ ポ ア 1225マ ニ ホ
ー ル ド 中 で 、 吸 収 パ ッ ド （ Chemunexカ タ ロ グ 番 号 200-C3012-02） に 装 着 し た ブ ラ ッ ク ポ リ
エ ス テ ル メ ン ブ レ ン （ Chemunexカ タ ロ グ 番 号 200-C2010-01） を 通 し て 2連 の 試 料 を 濾 過 し
、 そ し て 実 施 例 Y（ 細 胞 指 向 実 施 例 ） に お い て 記 載 さ れ る よ う に 染 色 し た 。 さ ら に 、 10μ l
の 10 - 5 希 釈 物 を 、 TSA（ BDカ タ ロ グ 番 号 236950） 上 に 3連 で 播 き 、 そ し て 細 胞 の 力 価 を 得 る
た め に 37℃ で 一 晩 増 殖 さ せ た 。 ポ リ エ ス テ ル メ ン ブ レ ン 上 の 蛍 光 シ グ ナ ル を 、 FITC光 学 フ
ィ ル タ ー セ ッ ト （ 色 度 /励 起 470/40nm、 放 射 522/40nm） を 備 え た CCD画 像 処 理 装 置 （ 上 記 の
工 程 6； 図 3に 記 載 さ れ る ） を 使 用 し て キ ャ プ チ ャ ー し た 。 Image-Pro Plusソ フ ト ウ ェ ア 、
バ ー ジ ョ ン 4.1（ Media cybernetics） を 使 用 し て 、 CCD画 像 処 理 装 置 か ら の 画 像 を キ ャ プ
チ ャ ー お よ び 処 理 し た 。 各 フ ィ ル タ ー か ら 生 成 し た シ グ ナ ル を 、 す べ て の 対 象 物 の ピ ク セ
ル 強 度 の 合 計 と し て 定 義 し た （ こ こ で 対 象 物 は 、 こ の 特 定 の 実 施 例 に お い て は 、 350～ 653
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01の ピ ク セ ル 強 度 を 含 む と 定 義 す る ） 。 こ の シ グ ナ ル を 定 義 す る 方 法 は 、 い か な る 染 色 さ
れ た 細 胞 を 含 ま な い フ ィ ル タ ー の 領 域 か ら 得 た バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 除 外 す る が 、 重 複 す る
対 象 物 か ら の 強 度 を マ ス ク ま た は 実 際 よ り 少 な く 数 え る こ と は な い （ な ぜ な ら 、 細 胞 は 小
さ く 、 全 く 透 明 で あ る の で 、 細 胞 の 層 が 薄 い 限 り は シ グ ナ ル は 相 加 的 で あ る か ら で あ る ）
。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 ： 図 28に 示 さ れ る よ う に 、 こ の 方 法 か ら 生 成 し た シ グ ナ ル は 、 少 な く と も 5オ ー ダ
ー の 大 き さ に わ た っ て 直 線 的 で あ り 、 こ れ は 、 こ の 試 験 の た め の 広 い ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ
と 見 な さ れ る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 ： 少 な い 数 の 対 象 物 で は 、 正 確 な 定 量 は 、 そ れ ら の ピ ク セ ル 強 度 の 合 計 を 使 用 す る
よ り も 、 個 々 の 対 象 物 を 計 数 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 な ぜ な ら 、 対 象 物 が 重 複 す
る 可 能 性 は 低 い た め で あ る 。 こ の こ と は 、 1個 も し く は 0個 の 細 胞 ま で を 正 確 に 計 数 す る こ
と に 拡 張 さ れ 得 る （ と り わ け 、 複 数 の 色 素 お よ び 複 数 の 励 起 お よ び /ま た は 放 射 波 長 が 、
ど の 対 象 物 が 生 存 し て い る 細 胞 を 表 す か を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ る 場 合 ） 。 さ ら に 、 よ
り 洗 練 さ れ た 対 象 物 発 見 ア ル ゴ リ ズ ム を 利 用 し て 、 局 所 的 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 強 度 お よ び
照 射 の バ リ エ ー シ ョ ン を 考 慮 に 入 れ て も よ い 。
【 ０ ３ １ １ 】
実 施 例 25． 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し た 、 フ ィ ル タ ー 上 で の 個 々 の 染 色 さ れ た 細 菌
の 検 出
　 ： こ の 実 施 例 に お い て は 、 核 酸 に 結 合 す る 蛍 光 色 素 を 用 い て 染 色 さ れ る 個 々 の 大 腸
菌 の 細 菌 細 胞 標 的 を 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 検 出 す る 。 染 色 さ れ た 細 胞 は ブ ラ ッ ク ポ リ カ
ー ボ ネ ー ト フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 さ れ 、 白 色 光 で 照 射 さ れ 、 そ し て CCDカ メ ラ で 画 像 処
理 さ れ る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 ： 大 腸 菌 MG1655の 培 養 物 を 、 実 施 例 2に お け る よ う に 、 シ ー バ ー グ リ ー ン Iを 用
い て 染 色 し た 。 こ の 培 養 物 を 希 釈 し 、 そ し て 約 10 5 細 胞 を 、 真 空 ポ ン プ お よ び プ ラ ス チ ッ
ク フ ン ネ ル カ ッ プ （ Millipore Microfil V User Guide, PF07114, Rev A 3/00） を 使 用 し
て 、 ブ ラ ッ ク ポ リ カ ー ボ ネ ー ト フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し た 。 次 い で 、 こ の フ ィ ル タ ー を
水 （ 50ml； タ イ プ 1品 質 ） で 洗 浄 し た 。 蛍 光 を 、 広 域 CCDに 基 づ く 画 像 処 理 装 置 （ 図 3） お
よ び 、 シ ー バ ー グ リ ー ン Iを 検 出 す る た め に 適 切 な FITC光 学 フ ィ ル タ ー セ ッ ト （ 励 起 470/4
0nm、 放 射 522/40nm） を 使 用 し て 検 出 し た 。 Image-Pro Plusソ フ ト ウ ェ ア 、 バ ー ジ ョ ン 4.1
（ Media cybernetics） を 使 用 し て 、 CCD画 像 処 理 装 置 か ら の 画 像 を キ ャ プ チ ャ ー お よ び 処
理 し た 。 画 像 処 理 装 置 で 検 出 さ れ た 陽 性 シ グ ナ ル を 、 同 じ フ ィ ル タ ー セ ッ ト を 備 え た Axio
plan II蛍 光 顕 微 鏡 （ Carl, Zeiss Inc., Thornwood, NY） を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 細 胞
で あ る と 確 認 し た 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 ： 図 27は 、 フ ィ ル タ ー 上 で の 細 菌 の 捕 捉 お よ び 検 出 を 示 す 。 フ ィ ル タ ー の 表 面 上 で
シ ー バ ー グ リ ー ン I染 色 さ れ た 細 胞 は 白 色 ス ポ ッ ト し て 観 察 さ れ る 。 高 出 力 拡 大 下 で 観 察
し た 場 合 、 ス ポ ッ ト は 染 色 さ れ た 細 胞 と し て 観 察 さ れ る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
実 施 例 26． 機 器 不 使 用 の 、 拡 大 な し で 行 う 、 少 数 の 細 菌 細 胞 の 検 出
　 ： こ の 実 施 例 に お い て 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び 抗 大 腸 菌 抗 体 の 両 方 で コ ー
ト さ れ た 粒 子 を 使 用 し て 、 液 体 捕 捉 ア ッ セ イ 法 に お い て 大 腸 菌 O157細 菌 を 検 出 し た 。 細 菌
は 、 液 体 中 で 二 重 に コ ー ト さ れ た 粒 子 お よ び 抗 体 コ ー ト さ れ た 磁 気 粒 子 の 両 方 に 結 合 し 、
そ し て 粒 子 ： 分 析 物 複 合 体 は 、 未 結 合 の 粒 子 か ら 粒 子 複 合 体 を 分 離 す る た め に 磁 力 を 使 用
す る こ と に よ っ て 分 離 お よ び 洗 浄 さ れ た 。 こ の 複 合 体 は 、 濾 過 を 使 用 し て 0.2μ m孔 ニ ト ロ
セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン 上 に 沈 着 さ れ 、 次 い で 、 化 学 発 光 基 質 お よ び 比 色 定 量 基 質 の 両 方 を
使 用 し て 可 視 化 さ れ た 。
【 ０ ３ １ ５ 】
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　 ： 二 重 に コ ー ト さ れ た 粒 子 を 、 ビ オ チ ン 化 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ 2.9mg/ml
ス ト ッ ク を 5μ l； Pierce; カ タ ロ グ 番 号 29339） お よ び ビ オ チ ン 化 ロ バ 抗 ヤ ギ IgG抗 体 （ 1.
6mg/mlス ト ッ ク を 5μ l； Jackson; カ タ ロ グ 番 号 705-065-147） の 両 方 を 、 ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン コ ー ト さ れ た 粒 子 （ 10 8 粒 子 ； Bangs： 0.95μ m， 非 蛍 光 性 ； カ タ ロ グ 番 号 CP01N） に 加
え る こ と に よ っ て 作 製 し た 。 反 応 レ ベ ル は 、 PBSで 100μ lま で 上 げ ら れ た 。 30分 間 の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 粒 子 を 2回 洗 浄 し た 。 洗 浄 は 、 微 量 遠 心 チ ュ ー ブ 中 で 、 粒 子 を 3000g、
5分 間 、 遠 心 分 離 し 、 次 い で 、 上 清 を 取 り 除 き 、 か つ PBS（ 100μ l） 中 で 粒 子 を 再 懸 濁 す る
こ と か ら 構 成 さ れ た 。 洗 浄 後 、 ヤ ギ 抗 大 腸 菌 O157抗 体 （ 1mg/mlス ト ッ ク の 5μ l； Kirkegau
rd and Perry Laboratories; カ タ ロ グ 番 号 01-95-90） を 粒 子 に 加 え た 。 粒 子 を 、 室 温 で 3
0分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ せ 、 次 い で 、 上 記 の よ う に 2回 洗 浄 し た 。 二 重 コ ー ト し た 粒 子 の 作
製 後 、 大 腸 菌 O157培 養 物 を 2.5％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で 固 定 し （ 実 施 例 1、 蛍 光 DNA結 合 色
素 で 染 色 し た 個 々 の 細 菌 の 広 域 画 像 処 理 を 参 照 さ れ た い ） 、 10倍 に 増 加 す る 段 階 希 釈 を 行
い 、 10 7 ～ 10 3 細 胞 /mlを 達 成 し た 。 別 々 の 1.5mlチ ュ ー ブ に 、 各 希 釈 物 10μ l（ 2連 で 行 う ）
を 、 ヤ ギ 抗 大 腸 菌 O157抗 体 コ ー ト さ れ た 磁 気 粒 子 （ 10 6 粒 子 ； Dynal； 2.8μ m； ト シ ル 化 ；
カ タ ロ グ 番 号 M-280； 実 施 例 8に お け る よ う に 調 製 ） お よ び 二 重 コ ー ト さ れ た 粒 子 （ 10 6 粒
子 ） と 合 わ せ た 。 粒 子 ： 細 菌 懸 濁 物 は 、 PBS-TBで 100μ lに さ れ 、 室 温 で 1時 間 、 混 合 し な
が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 チ ュ ー ブ を 4回 、 PBS-TB中 で 洗 浄 し た
。 洗 浄 は 、 磁 気 粒 子 ： 細 菌 ： 粒 子 サ ン ド イ ッ チ を チ ュ ー ブ の 一 方 に 引 き 付 け る 磁 気 分 離 、
続 い て 上 清 を 除 去 す る た め の 吸 引 、 お よ び PBS-TB（ 100μ l） 中 で の 再 懸 濁 か ら な っ た 。 洗
浄 し た 粒 子 ： 細 菌 サ ン ド イ ッ チ の 各 希 釈 の 両 方 の 複 製 を 、 別 々 に 濾 過 し た 。 各 複 製 を PBS
（ 50ml） に 加 え 、 そ し て 真 空 ポ ン プ お よ び プ ラ ス チ ッ ク フ ン ネ ル カ ッ プ （ Millipore Micr
ofil V User Guide, PF07114, Rev A 3/00） を 使 用 し て 、 0.2μ m孔 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン
ブ レ ン を 通 し て 濾 過 し た 。 BMパ ー プ ル AP基 質 （ 500μ l； Roche； カ タ ロ グ 番 号 1442074） を
、 1つ の フ ィ ル タ ー の セ ッ ト に 加 え た 。 他 の フ ィ ル タ ー の セ ッ ト に は 、 CDPス タ ー （ 500μ l
； NEN； カ タ ロ グ 番 号 NEL-601） を そ れ ら に 加 え た 。 1時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 BMパ
ー プ ル メ ン ブ レ ン を 水 中 で 洗 浄 し 、 BMパ ー プ ル を 除 去 し 、 そ し て メ ン ブ レ ン を 風 乾 さ せ た
。 CDPス タ ー メ ン ブ レ ン を 、 製 造 業 者 の 指 示 書 に 従 っ て ス ポ ッ ト ラ イ ト カ メ ラ （ Boston Pr
obes; カ タ ロ グ 番 号 DT10000） に 装 着 し 、 ASA2000フ ィ ル ム （ Boston Probes; カ タ ロ グ 番
号 DT20000） に 2秒 間 露 光 さ せ た 。 次 い で 、 同 じ フ ィ ル タ ー を 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を
使 用 し て 露 光 さ せ た 。 Image-Pro Plusソ フ ト ウ ェ ア 、 バ ー ジ ョ ン 4.1（ Media cybernetics
） を 使 用 し て 、 CCD画 像 処 理 装 置 か ら の 画 像 を キ ャ プ チ ャ ー お よ び 処 理 し た 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 ： 図 29は 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 分 子 お よ び 酵 素 的 シ グ ナ リ ン グ 部 分 に 結 合 体 化 さ
れ た 二 機 能 性 粒 子 が 、 色 素 原 性 ま た は 化 学 発 光 性 シ グ ナ ル エ レ メ ン ト の い ず れ か を 使 用 し
て 検 出 さ れ 得 る こ と を 示 す 。 二 重 に 標 識 さ れ た 粒 子 を 使 用 す る 、 本 明 細 書 に 記 載 の ア ッ セ
イ 法 は 、 高 感 度 で 、 少 数 の 細 菌 を 検 出 す る （ 約 100細 胞 ） 。 肉 眼 で 見 る 能 力 は 、 多 く の 酵
素 分 子 を 含 む こ れ ら の 粒 子 の 莫 大 な シ グ ナ リ ン グ 能 力 に 起 因 す る （ 大 腸 菌 ： ビ ー ズ 複 合 体
は 、 通 常 は 高 解 像 度 の 顕 微 鏡 下 で の み 観 察 で き る ） 。 実 際 、 単 一 の 分 散 し た 顕 微 鏡 的 ビ ー
ズ は 、 こ の 実 施 例 に お け る よ う に 、 調 製 さ れ 、 フ ィ ル タ ー 上 に 沈 着 さ れ 、 そ し て 色 素 原 性
基 質 で 処 理 さ れ た 場 合 に 肉 眼 で 検 出 可 能 で あ っ た 。 こ の 実 施 例 に お い て 使 用 さ れ た ア プ ロ
ー チ に よ り 、 単 純 で 、 高 価 で な く 、 か つ 機 器 を 使 用 し な い ポ イ ン ト オ ブ ケ ア 試 験 を 提 供 す
る 、 現 在 の 迅 速 な 試 験 と 対 照 的 に 極 度 に 高 感 度 で あ る 、 本 発 明 の 潜 在 能 力 を 実 証 す る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
実 施 例 27． 臨 床 試 料 中 で の マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に つ い て の 迅 速 、 同 種
、 高 感 度 、 お よ び 定 量 的 イ ム ノ ア ッ セ イ 法
　 ： M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に つ い て の 診 断 試 験 の 医 学 的 重 要 性 は 、 実 施 例 9の 概 要 に お
い て 議 論 し て い る 。 こ の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 M.ツ ベ ル ク ロ ー
シ ス 抗 体 を 使 用 す る 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 （ 実 施 例 8お よ び 図 11を 参 照 さ れ た い ） を 構 築
す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ の 種 の 試 験 は 、 迅 速 、 高 感 度 、 安 価 、 お よ び 取 り 扱 い が 容 易 で
あ る 。 こ こ で 記 載 さ れ る ア ッ セ イ 法 は 、 実 施 例 9に お い て 実 証 さ れ た 抗 酸 バ チ ル ス ア プ ロ
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ー チ を 補 足 す る も の で あ る 。 な ぜ な ら 、 こ れ は 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス を 他 の マ イ コ バ ク テ
リ ア 種 か ら 区 別 す る か ら で あ る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 ： こ の 実 施 例 に お け る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 は 、 M.ツ ベ ル
ク ロ ー シ ス に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。 こ の 実 施 例 は 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 複 合 体 に
お け る 種 に つ い て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ MPB64-ICA） を 利 用 す る (Abeら 、 J.Clin.
Microbiol. 37: 3693-2881, 1999)。 あ る い は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 使 用 さ れ 得 る 。 例
え ば 、 本 発 明 の た め に 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス と 反 応 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ BioD
esign, カ タ ロ グ 番 号 B65601R） を 使 用 し 得 る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 を 使 用 し て 、 免 疫 ア フ ィ
ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 好 ま し く 精 製 さ れ る 。 こ の 実 施 例 に お い て 、 M.ツ ベ
ル ク ロ ー シ ス 特 異 的 抗 体 は 、 活 性 化 さ れ た 粒 子 （ 例 え ば 、 Affigel 10; BioRad） 上 に 固 定
化 さ れ た 標 的 病 原 体 を 含 む カ ラ ム を 使 用 し て 精 製 さ れ る （ Harlowら 、 「 Using Antibodies
: A Laboratory Manual」 (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
 NY, 1999)） 。 こ の 方 法 に お い て 所 望 の 抗 体 の 陽 性 選 択 の 後 、 抗 体 は 、 他 の 下 気 道 病 原 体
お よ び 気 道 に 典 型 的 な 共 生 フ ロ ー ラ （ 結 核 を 引 き 起 こ さ な い マ イ コ バ ク テ リ ア 種 （ 例 え ば
、 M.ア ビ ウ ム 、 「 Pathogens are fixed」 (Amannら 、 Appl Environ Microbiol 56: 1919-2
5、 1990)） を 含 む ） と の 交 差 反 応 に つ い て チ ェ ッ ク さ れ （ 例 え ば 、 Murrayら 編 （ 1999） 「
Manual of Clinical Microbiology」 第 7版 、 Washington, D.C.: American Society for M
icrobiology、 第 3章 、 表 1） 、 ポ リ リ ジ ン コ ー ト さ れ た ガ ラ ス ス ラ イ ド （ Sigma； カ タ ロ グ
番 号 P-0425） 上 に ス ポ ッ ト さ れ 、 そ し て 抗 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 抗 体 で 処 理 さ れ （ PBS-B中
で 1： 500希 釈 ； 20分 間 ； 室 温 ） 、 PBS-TB（ 50ml） で 4回 洗 浄 さ れ 、 次 い で 、 フ ル オ レ セ イ
ン 標 識 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgGで 同 様 に 処 理 さ れ た 。 次 い で 、 抗 体 と 交 差 反 応 す る 生 物 体 を 使 用
し て 、 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 か ら 交 差 反 応 す る 抗 体 を 取 り 除 い た 。 こ の 交 差 反 応 す る 生 物
体 は 粒 子 に 結 合 さ れ 、 そ し て 上 記 に 記 載 し た よ う に 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 特 異 的 抗 体 の 陽
性 選 択 の た め に 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 交 差 反 応 抗 体 の 吸 着 に 使 用
さ れ る 。 し か し 、 交 差 反 応 抗 体 を 取 り 除 く た め に 、 未 結 合 の 抗 体 は 収 集 さ れ 、 そ し て 結 合
し た 抗 体 が 廃 棄 さ れ る 。 得 ら れ る 抗 体 は M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 あ る い は 、 市 販 さ れ て い な い 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル も し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル ） ま た は 組
換 え 抗 体 が 、 種 々 の 研 究 お よ び そ の 中 の 引 用 文 献 （ 例 え ば 、 Coligan, J.ら 編 （ 1994） 「 C
urrent Protocols in Immunology」 New York; John Wiley & Sons; Knott, C.ら （ 1997）
「 Development of Antibodies for Diagnostic Assays. Principles and Practice of Im
munoassay」 C. Price お よ び  D.Newman編 ： Stockton Press; George, A.（ 1997） 「 Antib
ody Engineering: Potential Applications for Immunoassays」 「 Principles and Pract
ice of Immunoassay」 C. Price お よ び  D.Newman編 ： Stockton Press） に お い て 記 載 さ れ
て い る 、 当 業 者 に 公 知 の 標 準 的 な 方 法 を 使 用 す る こ と に よ っ て 産 生 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 ： カ テ ゴ リ ー 特
異 的 抗 体 を 使 用 し て 、 実 施 例 8に 記 載 さ れ る よ う に 、 磁 気 粒 子 お よ び 蛍 光 染 色 さ れ た ポ リ
ス チ レ ン を 粒 子 コ ー ト し た 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 ： 次 の 工 程 に お い て 、 蛍 光 性 お よ
び 磁 性 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 特 異 的 粒 子 を 、 下 気 道 試 料 中 の M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 細 胞 に 結 合
さ せ る 。 液 体 状 態 に し た 下 気 道 試 料 （ 200μ l） を 、 光 学 的 に 透 明 な 底 を 有 す る 96ウ ェ ル マ
イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ の ウ ェ ル （ Greiner Labs; カ タ ロ グ 番 号 665097） 中 で 、 M.ツ ベ
ル ク ロ ー シ ス 特 異 的 粒 子 混 合 物 （ 各 タ イ プ 1× 10 6 粒 子 ） と 混 合 す る 。 BAL下 気 道 試 料 を 前
処 理 な し で 使 用 す る 。 痰 試 料 を 、 NALC-NaOH法 （ Isenberg編 （ 1992） 「 Clinical microbio
logy procedures handbook. Washington, D.C.: American Society of Microbiology」 3.
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4節 ） を 使 用 し て 調 製 す る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 ： 試 料 を 、 実 施 例 8に 記 載 さ れ る よ う に
処 理 、 画 像 処 理 、 お よ び 分 析 す る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 ： 陽 性 対 照 実 験 お よ び 陰 性 対 照 実 験 を 、 好 ま し く は 、 臨 床 試 料 と 並 行 し て 処 理 す る
。 陽 性 対 照 試 料 （ こ れ は 、 臨 床 試 料 と 同 じ に 処 理 さ れ る ） は 、 好 ま し く は 、 PBS中 に 既 知
の 量 （ 約 1000細 胞 ） の M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス を 含 む 。 陽 性 対 照 中 の 細 胞 の 正 確 な 量 の 検 出 は
、 生 化 学 的 お よ び 画 像 の 分 析 手 順 が 正 し く 機 能 し て い る こ と を 示 す 。 陰 性 対 照 試 料 は PBS
を 含 む が 細 胞 を 含 ま な い 。 す べ て の 手 順 が 正 し く 機 能 し た 場 合 に は 、 陰 性 対 照 実 験 に お い
て 陽 性 シ グ ナ ル は 見 ら れ な い は ず で あ る 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 ： 標 的 の 染 色 は ま た 、 蛍 光 粒 子 を 使 用 す る こ と の 代 わ り に 、 ま た は 蛍 光 粒 子 を 使 用
す る こ と に 加 え て 、 検 出 の た め に 使 用 さ れ 得 る （ 実 施 例 8に お け る 変 法 を 参 照 さ れ た い ）
。 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に つ い て の 特 異 的 染 色 手 順 （ 例 え ば 、 オ ー ラ ミ ン Oま た は オ ー ラ ミ
ン -ロ ー ダ ミ ン 染 色 ） も ま た 使 用 さ れ 得 る （ 実 施 例 9を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
実 施 例 28． 蛍 光 染 色 を 使 用 し た 、 臨 床 試 料 中 で の マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル ク ロ ー シ ス
の 迅 速 同 種 抗 微 生 物 感 受 性 試 験
　 ： M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス の 迅 速 な 同 定 （ 実 施 例 9を 参 照 さ れ た い ） お よ び 迅 速 な 感 受
性 試 験 に 関 連 す る 、 大 き な 医 学 的 重 要 性 が 存 在 す る 。 こ の 実 施 例 は 、 臨 床 試 料 中 の 直 接 的
な M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス の 迅 速 な 増 殖 を 、 単 純 で あ る が 高 感 度 の 抗 酸 性 塗 擦 技 術 （ 実 施 例 9
、 図 13） と 組 み 合 わ せ て 、 現 在 必 要 と さ れ て い る 数 週 間 の 時 間 を 節 約 し 、 結 核 を 有 す る 患
者 に つ い て の 感 受 性 デ ー タ を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に つ い て 、 感 受 性 試 験 に つ い て 結 果 が 出 る ま で の 時 間 は 、 数 週 間 か
ら 数 ヶ 月 の 範 囲 に わ た っ て お り 、 こ の 時 間 の 間 に 、 最 適 以 下 の 抗 微 生 物 治 療 で 処 置 さ れ た
患 者 は 、 多 く の 他 の ヒ ト に こ の 疾 患 を 伝 染 さ せ 得 る 。 存 在 す る 感 受 性 試 験 は 、 培 養 し た 試
料 か ら 開 始 す る 。 従 っ て 、 多 く の 生 物 体 に つ い て 、 感 受 性 試 験 の 開 始 は 、 一 般 に 試 料 収 集
後 24～ 48時 間 で あ り 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に つ い て は 、 試 験 の 開 始 は 一 般 に 数 週 間 遅 れ る
。 現 在 の 迅 速 試 験 レ ジ メ は 、 一 般 に 7～ 12日 間 を 要 し 、 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 の 前 に 薬 物 を
使 わ ず に 増 殖 さ せ る 。 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル ク ロ ー シ ス の た め の よ り 迅 速 な 感 受 性
試 験 が 決 定 的 に 必 要 と さ れ て い る 。 な ぜ な ら 、 世 界 的 規 模 で 多 剤 耐 性 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム
・ ツ ベ ル ク ロ ー シ ス の 伝 染 が 増 え て い る か ら で あ る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 こ の 実 施 例 に 記 載 さ れ る 抗 微 生 物 感 受 性 ア ッ セ イ 法 は 、 臨 床 的 に 価 値 の あ る 特 色 を 提 供
し 、 こ れ ら に は ： 最 小 限 の 増 殖 の 必 要 性 （ 数 世 代 ） 、 単 純 さ 、 費 用 対 効 果 、 多 数 の 抗 微 生
物 レ ジ メ の 並 行 分 析 、 細 菌 の 低 い 力 価 を 含 む 生 物 学 的 に 複 雑 な 臨 床 試 料 を 直 接 試 験 す る 能
力 が 含 ま れ る 。 こ の 試 験 の こ れ ら の 固 有 の 特 色 は 、 顕 微 鏡 を 使 用 せ ず に 試 料 中 の 少 数 の 微
生 物 を 同 定 お よ び 計 数 す る 本 発 明 の 能 力 の 結 果 で あ る 。 本 発 明 は 、 別 の 薬 物 を 含 ま な い 必
須 の 培 養 工 程 を バ イ パ ス す る こ と に よ っ て 、 お よ び 抗 生 物 質 を 伴 う イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を
4日 間 ま で 短 く す る こ と に よ っ て 、 古 典 的 な 感 受 性 試 験 の 結 果 が 出 る ま で の 時 間 を 数 週 間
節 約 す る 。 本 発 明 を 使 用 す る 試 験 の 結 果 が 出 る ま で の 時 間 は 、 新 し い 迅 速 試 験 の 最 も 速 い
も の （ 例 え ば 、 Nordenら 、 J. Clin. Micro. 33: 1231-1237, 1995） の 半 分 未 満 で あ る 。
本 発 明 は 、 他 の 迅 速 感 受 性 試 験 方 法 （ 例 え ば 、 BACTEC-460お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ）
に よ っ て 必 要 と さ れ る よ り も は る か に 安 価 な 機 器 し か 必 要 と し な い 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 こ の 実 施 例 に お い て 使 用 さ れ る ア プ ロ ー チ は ま た 、 抗 微 生 物 的 治 療 を 受 け て い る 患 者 を
モ ニ タ リ ン グ す る た め に 使 用 さ れ 得 る （ 別 の 重 要 な 未 だ 達 成 さ れ て い な い 臨 床 的 な 必 要 性
） 。 抗 生 物 質 を 投 与 さ れ て い る 患 者 に お け る 生 細 胞 の 数 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と は 、 治 療
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的 な 効 力 を 決 定 す る た め に 重 要 で あ る 。 核 酸 増 幅 に 基 づ く M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に つ い て の
現 在 の 迅 速 試 験 は 、 患 者 の モ ニ タ リ ン グ の た め に は 使 用 す る こ と が で き な い 。 こ れ は 、 増
幅 可 能 な 核 酸 を 含 む 生 存 し て い な い マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル ク ロ ー シ ス が 、 治 療 が 有
効 で あ る 場 合 で さ え 、 長 期 間 に わ た っ て 存 続 し て い る か ら で あ る 。 生 存 し て い る 生 物 体 の
数 は 、 数 世 代 の 増 殖 の た め の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 前 後 で 試 料 中 の 細 胞 の 数 を 評 価 す る こ
と に よ っ て 決 定 さ れ 得 る （ こ の 適 用 に お い て は 抗 生 物 質 の 非 存 在 下 ） 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 ： 痰 試 料 を 、 オ ー ラ ミ ン -ロ ー ダ ミ ン 抗 酸 バ チ ル ス 法 （ Isenb
erg編 、 1992、 前 出 ） を 使 用 し て 調 製 お よ び 染 色 し 、 そ し て 実 施 例 9に 記 載 さ れ る よ う に M.
ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に つ い て 試 験 す る 。 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス が 存 在 す る 場 合 、 痰 の ア リ コ ー
ト を 使 用 し て 、 病 原 体 の 抗 微 生 物 剤 感 受 性 を 分 析 す る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 ： 抗 生 物 質 感 受
性 試 験 を 、 ブ ロ ス 微 量 希 釈 法 を 使 用 し て 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル ク ロ ー シ ス を 含 む
試 料 で 実 行 す る 。 液 体 化 し た 痰 の ア リ コ ー ト （ 100μ l； 実 施 例 27と 同 様 に 調 製 ） を 、 濃 縮
し た 7H9ブ ロ ス （ 100μ l； 通 常 の 濃 度 の 3倍 で 調 製 ； DIFCO番 号 211417） を 含 む 試 験 管 （ 2ml
ポ リ プ ロ ピ レ ン ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ チ ュ ー ブ ； Sarstedt） に 加 え 、 そ し て 以 前 に 記 載 さ れ
た よ う に （ Mooreら 、 J.Clin Microbiol 37: 479-83, 1999） 、 種 々 の 濃 度 の エ タ ン ブ ト ー
ル 、 イ ソ ニ ア ジ ド 、 お よ び リ フ ァ ン ピ ン （ 各 チ ュ ー ブ に 100μ lの 抗 生 物 質 を 加 え る ； Sigm
a） を 接 種 す る 。 2つ の チ ュ ー ブ に は 抗 生 物 質 で は な く PBS（ 100μ l） を 接 種 す る 。 こ れ ら
の 一 方 の チ ュ ー ブ を 、 感 受 性 試 験 試 料 と 並 行 し て イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 薬 物 が な い 場 合 の
細 菌 の 増 殖 を 測 定 す る （ 陽 性 対 照 ） 。 他 の チ ュ ー ブ は 、 増 殖 を 妨 げ る た め に 4℃ で イ ン キ
ュ ベ ー ト す る （ 陰 性 対 照 ） 。 す べ て の チ ュ ー ブ を 4日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 以 前
に 記 載 さ れ た よ う に （ Mooreら 、 1999、 前 出 ） 、 1％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 用 い る 処 理 に
よ っ て 死 滅 さ せ る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 ： 抗 生 物 質 の 存 在 下 ま た は
非 存 在 下 で 増 殖 さ せ た 試 料 を 、 次 に 、 実 施 例 9に 記 載 の 蛍 光 抗 酸 バ チ ル ス を 使 用 し て 計 数
す る 。 試 料 の ア リ コ ー ト （ 例 え ば 、 100μ l） を 、 上 述 し た よ う に （ 実 施 例 9） 、 ス ラ イ ド
上 に 塗 布 し 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 画 像 処 理 し 、 そ し て 分 析 す る 。 試 験 す る
各 抗 生 物 質 に つ い て 、 試 料 計 数 デ ー タ を 使 用 し て 、 2つ の 曲 線 を プ ロ ッ ト す る 。 1つ の 曲 線
は 、 画 像 の 全 体 の 積 算 強 度 に 基 づ き 、 そ し て 他 方 は 、 画 像 処 理 ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 見
い 出 さ れ た 対 象 物 の 総 数 に 基 づ く 。 種 々 の 抗 生 物 質 の 最 小 阻 害 濃 度 （ MIC） を 、 こ れ ら の
曲 線 の 検 査 に よ っ て 決 定 す る （ 実 施 例 10を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 ： 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 が こ の 適 用 に 適 用 さ れ
得 る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 実 施 例 27に お い て 使 用 さ れ た 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ 形 式 で あ る （ 図
11も ま た 参 照 さ れ た い ） 。 液 相 形 式 を 使 用 す る 場 合 、 種 々 の 抗 生 物 質 濃 度 に お い て 増 殖 し
た 試 料 の ア リ コ ー ト （ 100μ l） を 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 特 異 的 蛍 光 お よ び 磁 気 粒 子 の 混 合
物 に 加 え 、 そ し て 実 施 例 27に 記 載 さ れ る よ う に 処 理 す る 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
実 施 例 29． 血 液 中 の ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス に つ い て の 迅 速 、 同 種 、 定 量 的 試 験
　 ： 血 液 中 の HIVレ ベ ル を 検 出 お よ び 測 定 す る こ と は 、 HIV感 染 の あ ら ゆ る ス テ ー ジ で
決 定 的 に 重 要 で あ る 。 HIV感 染 の 初 期 の 診 断 は 、 血 漿 中 の 低 レ ベ ル の ウ イ ル ス を 検 出 す る
能 力 に 依 存 す る 。 血 漿 中 の ウ イ ル ス の レ ベ ル を 定 量 す る こ と は 、 AIDS患 者 の 健 康 を モ ニ タ
リ ン グ す る た め の 鍵 と な る ス ト ラ テ ジ ー で あ り 、 抗 ウ イ ル ス 処 理 の 有 効 性 を 理 解 す る た め
に 必 須 で あ る 。 HIV検 出 方 法 に 必 要 と さ れ る 感 度 は 、 100ビ リ オ ン /ml未 満 で あ る 。 現 在 の
超 高 感 度 方 法 は 、 核 酸 検 出 （ 例 え ば 、 PCR、 TMA、 お よ び bDNA） に 基 づ い て い る 。 し か し 、
こ れ ら の 方 法 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 と 比 較 し て 、 高 価 で あ り か つ 遅 い 。 し か し 、 現 在 の イ
ム ノ ア ッ セ イ 法 は 、 血 漿 中 で 低 レ ベ ル の ウ イ ル ス を 測 定 す る の に 十 分 な 感 度 が な い 。
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【 ０ ３ ３ ５ 】
　 こ の 実 施 例 は 、 単 純 、 迅 速 、 か つ 経 済 的 な 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ 形 式 で 核 酸 増 幅 試 験 の 超
高 感 度 を 提 供 す る 本 発 明 の 能 力 を 実 証 す る 。 本 発 明 の 重 要 な 特 色 で あ る 、 非 顕 微 鏡 的 試 料
中 で の 個 々 の 標 的 の 検 出 お よ び 同 定 は 、 感 度 お よ び 簡 易 性 の 組 み 合 わ せ を 達 成 す る た め に
必 須 で あ る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 ： HIV特 異 的 粒 子 を 作 製 す る た め に 、 黄 色 -緑 色 蛍 光 粒 子 （ Fl
uoSphere; カ タ ロ グ 番 号 T-8803； Molecular Probes） お よ び 磁 気 粒 子 （ カ ル ボ キ シ ポ リ マ
ー コ ー ト し た フ ェ ロ フ ル イ ド ； Immunicon； カ タ ロ グ 番 号 F3000） を 、 抗 HIV gp160/120（ C
hemicon; カ タ ロ グ 番 号 MAB8836） を 使 用 す る 以 外 は 、 実 施 例 8と 同 様 に 抗 体 で コ ー ト す る
。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 ： こ の 実 施 例 は 、 陽 性 お よ び 陰 性 の 両 方 の 内 部 対 照 を 組 み 入 れ る 。 す べ て の 手
順 お よ び 試 薬 が 正 し く 機 能 し た 場 合 、 陽 性 対 照 粒 子 は 明 白 で あ る が 、 有 意 な 数 の 陰 性 対 照
粒 子 は 検 出 さ れ な い 。 陽 性 対 照 粒 子 は オ レ ン ジ 蛍 光 粒 子 （ TransFluoSpheres; 100nmカ タ
ロ グ 番 号 T-8872） お よ び 磁 気 ナ ノ 粒 子 （ フ ェ ロ フ ル イ ド ） か ら な る 。 陽 性 対 照 粒 子 は 、 抗
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Fd抗 体 （ Accurate； カ タ ロ グ 番 号 BYA-3163-1） で コ ー ト さ れ る 。 既 知
の 数 （ ～ 1000） の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Fdビ リ オ ン は 各 実 験 試 料 に 加 え ら れ る 。 手 順 が 正 し
く 機 能 し て い る 場 合 、 す べ て の Fdビ リ オ ン は Fd特 異 的 オ レ ン ジ 蛍 光 ナ ノ 粒 子 と Fd特 異 的 磁
気 ナ ノ 粒 子 の 両 方 に 結 合 す る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 陰 性 対 照 粒 子 は 、 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗 体 （ Roche; カ タ ロ グ 番 号 1 333 062） で コ ー ト さ
れ た 暗 赤 色 蛍 光 粒 子 で あ る （ TransFluoSpheres; 100nmカ タ ロ グ 番 号 T-8876） 。 ア ッ セ イ
法 に お い て 検 出 さ れ る 暗 赤 色 蛍 光 粒 子 は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル を 示 す （ す な わ ち 、 磁 気
的 に 標 識 さ れ た 標 的 と の 結 合 と 独 立 し て 検 出 さ れ る 粒 子 の 数 ） 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 ： HIV特 異 的 粒 子 お よ び 対 照 粒 子 を 混 合 し て 、 そ の 結 果 、 全 体 の 合 わ
せ た 粒 子 濃 度 は 2％ 固 体 で あ る 。 こ の 粒 子 を 、 実 施 例 8と 同 様 に 超 音 波 処 理 に よ っ て 分 散 さ
せ る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 ： 血 液 を 、 EDTAを 抗 凝 血 剤 と し て 使 用 し て 滅 菌 チ ュ ー ブ （ 例 え ば 、 Bection-
Dickinson; カ タ ロ グ 番 号 6454） 内 に 収 集 す る 。 血 漿 を 、 ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ 微 量 遠 心 チ
ュ ー ブ （ 例 え ば 、 Sarstedt; カ タ ロ グ 番 号 782.694.006） 中 で 、 室 温 で 10分 間 、 900RPMの
遠 心 分 離 に よ っ て 、 全 血 か ら 分 離 す る 。 血 漿 は 、 -20℃ で 数 週 間 凍 結 し て 保 存 さ れ て も よ
く 、 ま た は 冷 却 し な い 場 合 に は 1日 以 内 に 使 用 さ れ 得 る 。 約 1000Fdバ ク テ リ オ フ ァ ー ジ （ P
BS中 100pfu/μ lの 10μ l;ATCCカ タ ロ グ 番 号 15669-B2） を 各 血 漿 試 料 （ 200μ l)に 加 え る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 ： 次 い で 、 粒 子 混 合 物 （ 100μ l） お よ び 試 料 を 、 マ イ
ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ の ウ ェ ル 中 で 互 い に 混 合 し 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 磁 気 選 択 し 、 そ
し て 3種 類 の 粒 子 に 適 切 な フ ィ ル タ ー セ ッ ト を 使 用 し て 3つ の 画 像 を 収 集 す る 以 外 は 、 実 施
例 22と 同 様 に 画 像 処 理 し た 。 こ の フ ィ ル タ ー セ ッ ト に は 以 下 の も の が 含 ま れ る ： 単 一 の 励
起 フ ィ ル タ ー （ Chroma HQ480/40x） お よ び 3つ の 異 な る 放 射 フ ィ ル タ ー （ 黄 色 -緑 色 粒 子 に
つ い て は Chroma HQ522/40m、 オ レ ン ジ 粒 子 に つ い て は Chroma HQ567/15m、 お よ び 暗 赤 色 粒
子 に つ い て は Chroma HQ667/30m） 。 黄 色 -緑 色 粒 子 （ HIV特 異 的 ） の 数 － 暗 赤 色 粒 子 （ 陰 性
対 照 ） の 数 は 、 試 料 中 の ウ イ ル ス の 数 を 示 す 。 暗 赤 色 粒 子 の 数 対 イ ン プ ッ ト の Fdバ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ 粒 子 の 数 の 比 は 、 試 験 の 効 力 を 示 す 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
実 施 例 30． 免 疫 表 現 型 決 定 に よ る ヒ ト 細 胞 の 分 析 ： AIDS患 者 に お け る CD4+細 胞 の 定 量
　 ヒ ト 疾 患 の 診 断 （ 癌 お よ び 免 疫 不 全 の 診 断 を 含 む ） は 、 そ れ ら の 別 個 の 分 子 的 な 構 成 成
分 に 基 づ く ヒ ト 細 胞 の 同 定 に 依 存 す る 。 免 疫 表 現 型 決 定 は 、 特 定 の 細 胞 型 を 同 定 す る 重 要
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な 手 段 で あ り 、 標 的 細 胞 を タ グ 化 お よ び 染 色 す る た め に 抗 体 を 使 用 す る 。 免 疫 表 現 型 決 定
の た め の 共 通 の 技 術 的 形 式 に は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー お よ び 高 倍 率 顕 微 鏡 法 （ 免 疫 組 織
化 学 ） が 含 ま れ る 。 し か し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 高 価 な 機 器 を 必 要 と し 、 そ し て 高 倍
率 顕 微 鏡 法 は 、 感 度 が 高 く な い 可 能 性 が あ る 。 対 照 的 に 、 本 発 明 を 使 用 す る 免 疫 表 現 型 決
定 ア ッ セ イ 法 は 、 高 感 度 か つ 比 較 的 安 価 の 両 方 で あ り 得 る 。 こ の 実 施 例 は 、 AIDS患 者 の 免
疫 状 態 、 従 っ て 健 康 状 態 を 決 定 す る た め の 鍵 と な る 試 験 に 本 発 明 を 使 用 す る 。 こ の ア ッ セ
イ 法 は 、 血 液 中 の CD4 + T細 胞 の 濃 度 を 決 定 す る 。 こ の 実 施 例 は 、 こ の 実 施 例 に お い て 標 的
細 胞 が ヒ ト 細 胞 で あ る こ と 、 お よ び 試 料 が 血 液 で あ る こ と 以 外 は 、 実 施 例 8と 技 術 的 に 同
様 で あ る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 ： CD4+特 異 的 蛍 光 お よ び 磁 気 粒 子 を 、 CD4特 異 的 抗 体 （ B
iodesign； カ タ ロ グ 番 号 P54400M） を こ の 実 施 例 で 使 用 す る こ と 以 外 は 実 施 例 8と 同 様 に 調
製 す る 。 コ ー ト さ れ た 粒 子 を 、 実 施 例 8と 同 様 に 混 合 し 、 そ し て 、 PBS-TB（ 175μ l） を 含
む 、 光 学 的 に 透 明 な 底 を 有 す る 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ （ 例 え ば 、 Greiner
； カ タ ロ グ 番 号 655896） の 6つ の ウ ェ ル の 各 々 に 加 え た （ 1％ 懸 濁 物 の 25μ l） 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 ： AIDS患 者 か ら の 全 血 （ 5μ l） を 、 6つ の マ イ ク ロ タ イ タ ー
デ ィ ッ シ ュ の ウ ェ ル の 各 2つ の ウ ェ ル に 粒 子 混 合 物 を 加 え る （ 2連 の 実 験 試 料 ウ ェ ル を 構 成
す る ） 。 健 常 な ド ナ ー か ら の 全 血 （ 5μ l） （ 既 知 の CD4+細 胞 濃 度 を 有 す る ） を 各 2つ の ウ
ェ ル に 加 え る （ 2連 の 陽 性 対 照 ウ ェ ル を 構 成 す る ） 。 ヒ ト 血 清 （ 細 胞 枯 渇 ； Biochemed； カ
タ ロ グ 番 号 758AB） を 、 粒 子 混 合 物 を 含 む 3つ 目 の 対 の ウ ェ ル に 加 え る （ 2連 の 陰 性 対 照 ウ
ェ ル を 構 成 す る ） 。 細 胞 お よ び 粒 子 を 室 温 で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 CD4+特 異 的 磁 気
粒 子 と 結 合 し た CD4+細 胞 を 、 実 施 例 8と 同 様 に 、 磁 石 を 使 用 し て ウ ェ ル の 底 面 に 引 き つ け
る 。 未 結 合 物 質 を 、 磁 場 を 維 持 し な が ら 、 洗 浄 （ 3回 の 洗 浄 ； 各 洗 浄 200μ l PBS-TB） に よ
っ て 除 去 す る 。 CD4+細 胞 を 、 実 施 例 8と 同 様 に 画 像 処 理 お よ び 定 量 す る 。 試 験 の 効 力 を 、
陽 性 対 照 に お け る CD4+細 胞 計 数 を 既 知 の 濃 度 に 対 し て 比 較 す る こ と に よ り 決 定 す る 。 ア ッ
セ イ の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル を 、 陰 性 対 照 ウ ェ ル か ら 決 定 す る 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
実 施 例 31． ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス （ Chlamydia trachomatis） お よ び ナ イ セ リ ア ・ ゴ
ノ レ エ （ Neisseria gonorrhoeae） に つ い て の 迅 速 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法
　 ： こ の 実 施 例 に お い て 開 発 さ れ た 診 断 ア ッ セ イ 法 は 、 2つ の 性 感 染 症 の 病 原 体 で あ
る ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス お よ び ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ エ （ こ れ ら は 共 通 し て 尿 道 炎 を 引
き 起 こ す ） を 試 験 す る 。 こ れ ら の 感 染 は 、 重 篤 な 続 発 症 を 有 す る （ 骨 盤 炎 症 性 疾 患 、 不 妊
症 、 お よ び HIV感 染 に 対 す る 感 受 性 の 増 加 が 含 ま れ る ） 。 約 1億 5千 万 人 の 人 が 、 1995年 に
こ れ ら の 2つ の 病 原 体 の 1つ に 新 規 に 感 染 し た と 見 積 も ら れ て い る （ 米 国 に お い て 1998年 に
ほ ぼ 百 万 人 の 人 が 感 染 し た ） 。 ほ ぼ 年 間 あ た り 10億 ド ル が 、 C.ト ラ コ マ チ ス お よ び N.ゴ ノ
レ エ に つ い て の 試 験 に 費 や さ れ る 。 現 在 の 試 験 は 、 グ ラ ム 染 色 （ N.ゴ ノ レ エ に つ い て ） か
ら DNA増 幅 ま で の 複 雑 な 方 法 の 範 囲 を 使 用 す る 。 不 運 な こ と に 、 こ の 試 験 は 、 安 価 か つ 低
感 度 で あ る か （ 例 え ば 、 グ ラ ム 染 色 、 直 接 蛍 光 ア ッ セ イ 法 ） 、 ま た は 高 感 度 か つ 高 価 で あ
る か （ 例 え ば 、 核 酸 増 幅 試 験 ） の い ず れ か で あ る 傾 向 が あ る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 こ の 実 施 例 は 、 尿 試 料 中 の C.ト ラ コ マ チ ス お よ び N.ゴ ノ レ エ を 、 安 価 か つ 高 感 度 で 検 出
し 、 同 定 し 、 そ し て 計 数 す る 試 験 を 構 築 す る た め に 本 発 明 を 使 用 す る 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 ： 病 原 体 特 異 的 粒 子 を 、 実 施 例 8に 記 載 す る 手
順 を 使 用 し て 作 製 す る 。 緑 色 蛍 光 粒 子 （ FluoSpheres; カ タ ロ グ 番 号 T-8803； Molecular P
robes） お よ び 磁 気 粒 子 は 、 抗 ク ラ ミ ジ ア 抗 体 （ BioDesign； カ タ ロ グ 番 号 C65641M） で コ
ー ト す る 。 赤 色 蛍 光 粒 子 （ Molecular Probes TransFluoSpheres; カ タ ロ グ 番 号 T-8861）
お よ び 磁 気 粒 子 は 、 抗 N.ゴ ノ レ エ 抗 体 （ BioDesign； カ タ ロ グ 番 号 C65618M） で コ ー ト す る
。 陽 性 対 照 粒 子 お よ び 陰 性 対 照 粒 子 は 実 施 例 29と 同 様 に 作 製 す る 。
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【 ０ ３ ４ ８ 】
　 ： 尿 試 料 （ 10ml） を 、 市 販
の キ ッ ト （ B-D尿 採 取 キ ッ ト （ Urine Collection Kit）  (Becton-Dickinson, BD Vacutain
er（ 商 標 ） Brand urine collection cups)） を 使 用 し て 収 集 す る 。 尿 を 、 4000× gで 10分
間 遠 心 分 離 し 、 そ し て 上 清 を 取 り 除 く 。 ペ レ ッ ト を 400μ lの PBS-B中 に 再 懸 濁 す る 。 試 料
を 、 実 施 例 29と 同 様 に 、 粒 子 と 混 合 し 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 磁 気 選 択 し 、 画 像 処 理 し 、 そ
し て 分 析 す る 。 し か し 、 こ の 実 施 例 に お い て は 、 4つ の 画 像 が 試 料 か ら 得 ら れ 、 3つ は 、 実
施 例 29に お い て 記 載 さ れ た フ ィ ル タ ー セ ッ ト を 用 い 、 そ し て 1つ は 赤 色 蛍 光 粒 子 （ Chroma 
HQ617/40m） を 画 像 処 理 す る た め に 適 切 な フ ィ ル タ ー を 用 い る も の で あ る 。 黄 色 -緑 色 蛍 光
粒 子 は 、 試 料 中 の C.ト ラ コ マ チ ス の 数 を 示 す 。 赤 色 蛍 光 粒 子 の 数 は 、 試 料 中 の N.ゴ ノ レ エ
の 数 を 示 す 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 ： こ の 実 施 例 に お け る 試 験 は 、 尿 道 炎 を 引 き 起 こ し 得 る 他 の 病 原 体 （ 例 え ば 、 膣 ト
リ コ モ ナ ス （ Trichomonas vaginalis） 、 ウ レ ア プ ラ ズ マ ・ ウ レ ア リ チ カ ム （ Ueraplasma 
urealyticum） お よ び マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ボ ヴ ィ ゲ ニ タ リ ウ ム （ Mycoplasma genitalium） ）
に つ い て の 走 査 を 含 む よ う に 拡 張 さ れ 得 る 。 さ ら な る 別 個 の シ グ ナ リ ン グ 部 分 （ す な わ ち
、 区 別 可 能 な 蛍 光 特 性 を 有 す る 粒 子 ） ま た は コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識 ス ト ラ テ ジ ー を 使 用 し
て 、 さ ら な る 標 的 が 検 出 お よ び 同 定 さ れ 得 る 。 多 形 核 白 血 球 の 存 在 に つ い て の 定 量 的 試 験
（ こ れ は 、 尿 道 炎 の 診 断 に お い て 役 立 つ ） は 、 こ れ ら の 細 胞 に 特 異 的 な 抗 体 で コ ー ト さ れ
た 粒 子 を 使 用 す る こ と に よ っ て 試 験 に 組 み 入 れ ら れ 得 る 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
実 施 例 32． 下 気 道 病 原 体 に つ い て の 、 迅 速 で 、 多 重 化 さ れ た 、 同 種 の サ イ ト メ ト リ ー 試 験
　 ： 肺 炎 は 、 米 国 に お け る 感 染 性 の 疾 患 に よ る 最 も 一 般 的 な 死 因 で あ る 。 こ の 疾 患 の
病 因 論 は 、 年 齢 お よ び 免 疫 状 態 に 依 存 し て い る 。 ウ イ ル ス は 大 部 分 の 小 児 の 肺 炎 を 引 き 起
こ す の に 対 し て 、 細 菌 病 原 体 は 、 成 人 の 肺 炎 を 引 き 起 こ す 最 も 一 般 的 な 病 原 体 で あ る 。 免
疫 無 防 備 状 態 の 宿 主 に お い て 肺 炎 を 引 き 起 こ す 病 原 体 の ス ペ ク ト ル は 大 き く 変 化 し 、 そ し
て 、 免 疫 系 ま た は 保 護 表 面 （ 粘 膜 ま た は 皮 膚 ） に 影 響 を 与 え る 癌 を 有 す る 患 者 、 移 植 被 提
供 者 、 お よ び HIV感 染 患 者 に つ い て は 異 な る 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 肺 炎 の 首 尾 よ い 処 置 の た め に 、 病 原 体 を 迅 速 に 同 定 す る こ と が 本 質 的 で あ る 。 し か し 、
現 在 の 診 断 実 務 は 、 効 率 的 な 病 原 体 の 同 定 が で き な い 。 肺 炎 の 原 因 を 決 定 す る た め の 診 断
的 な 努 力 の 半 分 よ り 多 く が 病 因 論 の 因 子 を 同 定 し 損 な っ て い る （ こ の こ と は 、 病 原 体 を 同
定 す る た め の 試 み が な さ れ て い な い 場 合 の 大 き な 割 合 を 含 ん で い な い ） 。 下 気 道 感 染 を 引
き 起 こ す 多 く の 細 菌 お よ び す べ て の ウ イ ル ス お よ び 真 菌 の 病 原 体 は 、 日 常 的 な 微 生 物 培 養
方 法 に よ っ て 同 定 す る こ と は で き な い 。 例 え ば 、 結 核 、 百 日 咳 、 レ ジ オ ネ ラ 症 、 お よ び マ
イ コ プ ラ ズ マ に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 肺 炎 を 引 き 起 こ す 病 原 体 を 同 定 す る た め に は 、 特 別
な 方 法 が 必 要 で あ る 。 下 気 道 診 断 は 、 正 常 な 上 気 道 フ ロ ー ラ が 夾 雑 し て い な い 下 気 道 試 料
を 得 る 際 の 困 難 さ に よ っ て 複 雑 化 さ れ て い る 。 さ ら に 、 上 気 道 に お い て 害 の な い 正 常 な フ
ロ ー ラ が 、 患 者 に よ っ て 吸 引 さ れ た 場 合 に 肺 炎 を 引 き 起 こ し 得 る 。 診 断 に よ っ て 同 定 さ れ
た 株 が 上 気 道 の 夾 雑 物 で あ る か 、 ま た は 病 因 論 的 な 因 子 で あ る か を 識 別 す る こ と は 、 注 意
深 い 試 料 品 質 の 規 制 措 置 お よ び 微 生 物 学 的 定 量 を 必 要 と す る 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 肺 炎 の 症 例 は 、 一 般 的 に 2つ の ク ラ ス ： 地 域 社 会 由 来 の 肺 炎 お よ び 病 院 由 来 の 肺 炎 、 に
あ る と 見 な さ れ て い る 。 地 域 社 会 由 来 の 肺 炎 は 、 約 20,000例 の 死 亡 を 引 き 起 こ し 、 か つ 米
国 に お い て 年 間 80億 よ り 多 い 治 療 費 用 が 課 せ ら れ て い る 。 病 院 由 来 の 肺 炎 は 最 も 深 刻 で あ
り 、 か つ 2番 目 に 最 も 一 般 的 な タ イ プ の 病 院 由 来 の 感 染 症 で あ る 。 集 中 治 療 室 に い る 患 者
の 10%よ り 多 く が 、 病 院 に い な が ら 肺 炎 に な っ て い る 。 死 亡 率 は 高 い ： 院 内 肺 炎 患 者 の 1/3
が こ の 疾 患 で 死 亡 し て い る 。 迅 速 か つ 正 確 な 診 断 は 決 定 的 で あ る 。 な ぜ な ら 、 最 適 な 救 命
抗 生 物 質 治 療 は 、 多 数 の 潜 在 的 な 病 原 体 の ど れ が 疾 患 を 引 き 起 こ し て い る か に 依 存 す る 。
広 い 範 囲 の 潜 在 的 な 病 原 体 （ こ の う ち の い く つ か は 表 2に 列 挙 さ れ る ） は 下 気 道 診 断 の チ
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ャ レ ン ジ に 寄 与 す る 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 下 気 道 感 染 を 有 す る 患 者 は 、 米 国 に お い て 経 口 抗 生 物 質 処 方 の 75％ を 占 め て い る 。 大 部
分 の 下 気 道 感 染 に お い て 病 原 体 を 同 定 す る た め の 現 在 の 診 断 の 失 敗 に 起 因 し て 、 年 間 ほ ぼ
10億 ド ル が 役 に 立 た な い 抗 生 物 質 に 浪 費 さ れ て い る 。 ウ イ ル ス 感 染 に 対 す る 抗 生 物 質 治 療
の 不 正 確 な 適 用 は 、 大 部 分 、 抗 生 物 質 の 乱 用 お よ び 抗 生 物 質 耐 性 病 原 体 の 現 在 の 世 界 的 規
模 の 蔓 延 の 原 因 で あ る 。 従 っ て 、 下 気 道 病 原 体 の 包 括 的 な セ ッ ト に つ い て 試 験 す る 単 一 の
診 断 ア ッ セ イ 法 に は 大 き な 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 ： こ の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 超 高 感 度 、 定 量 的 、 か つ 高 度 に 多 重 化 さ
れ た 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ る 。 一 般 的 な 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 お よ
び 真 菌 の 病 原 体 を 同 時 に 試 験 す る こ と に よ っ て 、 記 載 さ れ る こ の 方 法 は 、 現 在 の 実 務 を 超
え た 実 質 的 な 改 善 を 提 供 す る 。 培 養 、 増 幅 、 ま た は 酵 素 的 な 工 程 を 有 し な い 高 感 度 の イ ム
ノ ア ッ セ イ は 、 使 い 勝 手 が よ く 、 費 用 対 効 果 が 高 く 、 迅 速 で 、 か つ 商 品 化 さ れ や す い （ 同
種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の 利 点 に つ い て は 実 施 例 8を 参 照 さ れ た い ） 。 こ の 試 験 は 、 診 断 的 に
有 効 性 の あ る 主 要 な 改 善 を も た ら し 、 適 切 か つ 時 期 を 得 た 抗 微 生 物 学 治 療 が 導 か れ 、 究 極
的 に は 多 く の 生 命 を 救 う 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 ： 図 32は 、 こ の 実 施 例 に お い て 使 用 さ れ る ス キ ー ム を 図 示 す る
。 下 気 道 感 染 症 候 を 有 す る 患 者 か ら の 下 気 道 試 料 （ 例 え ば 、 BALま た は 液 体 化 し た 痰 ） を
、 各 々 が 特 定 の 標 的 病 原 体 に 結 合 す る 抗 体 で コ ー ト さ れ た 粒 子 の 集 合 と 混 合 す る 。 各 々 の
病 原 体 特 異 的 粒 子 を 、 比 標 識 に よ っ て 独 特 な 色 で コ ー ド し た 。 実 施 例 31に お い て 使 用 さ れ
る も の と 類 似 し た ア プ ロ ー チ を 、 よ り 高 度 に 多 重 化 し た こ の 試 験 に お い て 使 用 す る 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 　 （ 表 ２ ） 　 一 般 的 な 下 気 道 病 原 体
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 ： こ の 実 施 例 に お け る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 は 、 表 2に 列 挙 さ れ た 下 気
道 病 原 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。 各 病 原 体 に 対 す る 抗 体 は 、 可 能 な 場 合 、 商 業 的
な 供 給 源 （ 例 え ば 、 BioDesign, Biotrend Gmbh, Cologne, Germany, Fitzgerald Industr
ies International, Inc., Concord, MA, お よ び Accurate Chemical and Scientific Cor
poration, Westbury, NY） か ら 得 ら れ る 。 あ る い は 、 抗 体 は 実 施 例 27に 記 載 さ れ る よ う に
、 入 手 さ れ 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ 、 そ し て 試 験 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 抗 体 は 、 結 合 特 異 性 お よ び 標 的 病 原 体 を 標 識 す る た め の 能 力 に つ い て 試 験 さ れ る 。 最 適
な 標 識 を 得 る た め に 、 特 定 の 病 原 体 に 特 異 的 な い く つ か の 抗 体 は 、 好 ま し く は 互 い に 比 較
さ れ る 。 標 的 病 原 体 （ 10μ lの PBS-T中 、 約 10 5 病 原 体 細 胞 ま た は ウ イ ル ス 感 染 し た 細 胞 ）
を 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 体 （ 10μ lの PBS-T中 、 約 10μ g） お よ び 余 分 の （ 例 え ば 、 20μ g）
蛍 光 標 識 （ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン ） 二 次 抗 体 （ 例 え ば 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス ま た は ヤ ギ 抗 ウ サ
ギ 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 一 次 抗 体 の 供 給 源 に 依 存 す る ） と と も に 混 合 し 、 そ し て 室 温 で 20分
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間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 未 結 合 の 抗 体 を 、 PBS-T（ 1ml） 中 で 2回 洗 浄 す る こ と に よ っ て 除
去 す る 。 洗 浄 は 、 微 量 遠 心 チ ュ ー ブ 中 で 希 釈 し た 生 物 を 遠 心 分 離 す る こ と に よ っ て 達 成 さ
れ る （ 12,000× g； 1分 間 ） 。 次 い で 、 蛍 光 標 識 さ れ た 標 的 生 物 を 、 蛍 光 顕 微 鏡 （ Zeiss Ax
ioplan 2） に お い て 画 像 処 理 し 、 そ し て 画 像 処 理 ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 記 録 す る （ Imag
e-Pro Plus, Media Cybernetics, Silver Spring, MD） ） 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 類 似 の ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て 、 標 的 病 原 体 の 最 適 な 標 識 を 提 供 す る 抗 体 が 、 気 道 の 病 原
体 の パ ネ ル お よ び 下 気 道 に お い て 一 般 に 見 い 出 さ れ る 共 生 フ ロ ー ラ に そ れ ら を 結 合 さ せ る
こ と に よ っ て 、 特 異 性 に つ い て 試 験 さ れ る 。 同 様 に 、 抗 体 が 気 道 の 内 因 性 の 成 分 と は 反 応
し な い こ と を 保 証 す る た め に 、 各 抗 体 は ま た 、 正 常 な 患 者 お よ び 下 気 道 疾 患 （ こ れ は 、 標
的 病 原 体 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ な い こ と が 既 知 で あ る ） を 有 す る 患 者 か ら の 上 気 道 お よ び
下 気 道 の 試 料 の パ ネ ル に 結 合 す る こ と に つ い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 こ れ ら の 試 験 を 使 用 し て 、 標 的 病 原 体 に 効 率 的 に 結 合 す る が 、 気 道 試 料 に お い て 見 い 出
さ れ る い か な る 他 の 微 生 物 ま た は 成 分 に も 結 合 し な い 抗 体 が 選 択 さ れ る 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 ： 表 2に 列 挙 さ れ た 下 気 道 病 原 体
の 各 々 に つ い て の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 体 を 使 用 し て 、 実 施 例 8と 同 様 に 、 2つ の 種 類 の 粒 子
： ポ リ ス チ レ ン コ ー ト さ れ た 磁 気 粒 子 お よ び 蛍 光 染 色 さ れ た ポ リ ス チ レ ン 粒 子 を コ ー ト す
る 。 し か し 、 こ の 実 施 例 に お い て 、 病 原 体 特 異 的 抗 体 の 各 フ ァ ミ リ ー は 独 特 に 比 標 識 さ れ
た 蛍 光 粒 子 に 結 合 体 化 さ れ る 。 従 っ て 、 各 病 原 体 カ テ ゴ リ ー に つ い て 、 磁 気 粒 子 お よ び 蛍
光 粒 子 の コ ー ド さ れ た セ ッ ト を 含 む カ テ ゴ リ ー 特 異 的 粒 子 の セ ッ ト の 対 を 作 製 す る 。 こ の
実 施 例 に お い て 使 用 さ れ る 蛍 光 粒 子 は 、 カ ス タ ム メ イ ド の 比 標 識 さ れ た 硫 酸 誘 導 体 化 ビ ー
ズ （ Bangs Laboratories; 5つ の 異 な る 濃 度 の フ ル オ レ セ イ ン （ 505/515） お よ び テ キ サ ス
レ ッ ド （ 595/615） の 組 み 合 わ せ ） で あ る 。 こ の ビ ー ズ は 標 識 さ れ る 。 こ の 粒 子 の 集 合 は
、 最 終 粒 子 濃 度 が 2％ 固 体 （ PBS-TB中 ） と な る よ う に 合 わ さ れ る 。 陽 性 お よ び 陰 性 の 対 照
粒 子 を 調 製 し 、 そ し て こ の 実 施 例 に お け る 対 照 粒 子 が 、 病 原 体 特 異 的 粒 子 か ら 区 別 さ れ る
色 の コ ー ド を 有 す る 比 標 識 粒 子 を 使 用 し て 構 築 さ れ る 以 外 は 、 実 施 例 29と 同 様 に 粒 子 集 合
に 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 ： 液 体 化 さ れ た 下 気 道 試 料 （ 1000対 照 フ ァ ー
ジ が 実 施 例 29と 同 様 に 加 え ら れ た 200μ l BAL試 料 ） を マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ 中 の 粒
子 集 合 で 混 合 す る 。 こ の 試 料 を 実 施 例 8と 同 様 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 磁 気 選 択 す る 。 2つ の
画 像 を 、 比 標 識 の た め に 使 用 さ れ る 2つ の 色 素 に つ い て 適 切 な 2つ の フ ィ ル タ ー セ ッ ト を 使
用 し て 収 集 す る （ フ ル オ レ セ イ ン に つ い て は ： 励 起 Chroma HQ480/40xお よ び 放 射 Chroma H
Q535/50m； テ キ サ ス レ ッ ド に つ い て は ： 励 起 Chroma HQ560/55xお よ び 放 射 Chroma HQ645/7
5m） 。 画 像 を Image-Pro Plusソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 整 列 さ せ る 。 こ の ソ フ ト ウ ェ ア に よ
っ て 見 い 出 さ れ る 各 対 象 物 の 蛍 光 シ グ ニ チ ャ ー （ す な わ ち 、 比 標 識 の た め に 使 用 さ れ る 2
つ の 色 素 の 比 ） を 点 数 付 け し 、 蛍 光 シ グ ニ チ ャ ー と 病 原 体 特 異 性 を 相 関 さ せ る 検 査 表 （ lo
ok-up table） （ 比 標 識 蛍 光 粒 子 の 異 な る ク ラ ス を 使 用 し て 経 験 的 に 作 製 し た も の ） と 比
較 す る 。 対 象 物 の 数 お よ び 分 類 を 、 ImagePro Plusソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ を 用 い て 作 製
さ れ た カ ス タ ム 化 ソ フ ト ウ ェ ア モ ジ ュ ー ル を 使 用 し て 表 に す る 。 試 験 の 効 力 を 、 陽 性 対 照
粒 子 お よ び 陰 性 対 照 粒 子 に 対 応 す る 対 象 物 の 計 数 に よ っ て モ ニ タ ー す る 。 試 験 の バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド を 、 PBS（ 200μ l） が BAL試 料 の 代 わ り に 置 き 換 わ っ て い る 並 行 し た 試 験 の 実 行 の
分 析 に よ っ て 見 積 も る 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 Chroma HQ560/55xお よ び 放 射 （ Chroma HQ645/75m） Chroma励 起 HQ560/55、 放 射 HQ645/75
m。
【 ０ ３ ６ ４ 】
実 施 例 33． 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 す る 多 数 の 下 気 道 病 原 体 に つ い て 並 行 し て 走 査
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す る イ ム ノ ア ッ セ イ 法
　 ： こ の 実 施 例 の 医 学 的 目 的 お よ び 重 要 性 は 、 実 施 例 32と 同 じ で あ る 。 本 明 細 書 に お
い て は 、 前 の 実 施 例 と 同 様 に 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 体 を 使 用 し て 、 肺 炎 を 引 き 起 こ す 多 数
の 多 岐 に わ た る 病 原 体 （ ウ イ ル ス 、 細 菌 、 お よ び 真 菌 を 含 む ） に つ い て 下 気 道 試 料 を 同 時
に 走 査 す る 。 し か し 、 こ の 実 施 例 で は 、 試 料 を ガ ラ ス ス ラ イ ド に 固 着 す る 。 下 気 道 病 原 体
の 同 一 性 は 、 並 行 し た 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 、 続 い て 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 に よ る 個 々 の
標 的 の 画 像 処 理 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 図 33は 、 こ の 実 施 例 に お い て 使 用 さ れ る ス キ ー ム を
示 す 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
　 ： 下 気 道 試 料 の 塗 沫 を ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 で 調 製 し
、 以 前 に 記 載 し た よ う に 固 着 さ せ る （ 例 え ば 、 Isenberg編 、 1992、 前 出 ； 9.5節 ） 。 ガ ラ
ス ス ラ イ ド の 異 な る 部 分 に 異 な る 抗 体 を 結 合 さ せ る た め に 、 接 着 性 ウ ェ ル （ 例 え ば 、 接 着
性 シ リ コ ー ン flexiPerm細 胞 培 養 チ ャ ン バ ー 、 30ウ ェ ル を 有 す る カ ス タ ム 製 造 品 ； IVSS； S
artorius） を ス ラ イ ド に 固 着 さ せ る 。 こ の 実 施 例 に お い て 使 用 さ れ る カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗
体 は 、 実 施 例 32に お い て 記 載 さ れ る 。 各 々 の タ イ プ の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 体 （ 200μ l； PB
S中 10μ l/ml） を 異 な る ウ ェ ル に 加 え る 。 陰 性 対 照 と し て 、 免 疫 前 の ウ サ ギ 血 清 か ら 精 製
し た IgG（ 200μ l； PBS中 10μ g/ml； ウ サ ギ IgG試 薬 等 級 , Sigma, カ タ ロ グ 番 号 I5006） お
よ び 免 疫 前 の マ ウ ス 血 清 か ら 精 製 し た IgG（ マ ウ ス IgG試 薬 等 級 , Sigma, カ タ ロ グ 番 号 538
1） を 、 別 々 の ウ ェ ル に 加 え る 。 ス ラ イ ド を 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ウ ェ ル を P
BSで 洗 浄 す る （ 200μ l； 4回 洗 浄 ） 。 次 い で 、 固 着 ウ ェ ル を 移 動 し て 、 全 体 の ス ラ イ ド が
単 一 の ユ ニ ッ ト と し て 効 率 的 に 処 理 さ れ 得 る よ う に す る 。 PBS中 、 次 い で 蒸 留 水 中 に ス ラ
イ ド を 浸 し （ Coplinジ ャ ー 中 で ） 、 ス ラ イ ド を 風 乾 し た 。 試 料 に 、 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ お よ び ヤ
ギ 抗 マ ウ ス ビ オ チ ン 化 ポ リ ク ロ ー ナ ル 二 次 抗 体 （ PBS中 5μ g/μ l各 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ）
の 混 合 物 を 完 全 に 重 層 さ せ 、 そ し て 湿 式 ス ラ イ ド チ ャ ン バ ー （ Boekel） 中 で 室 温 で 30分 間
、 イ ン キ ュ ベ ー ト さ せ た 。 す す い だ 後 （ PBS中 で 2回 ； 蒸 留 水 で 1回 ； Coplinジ ャ ー 中 で ）
、 試 料 に 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ー ト さ れ た 蛍 光 粒 子 （ Molecular Probes; カ タ ロ グ 番 号
F-8780； 0.5%固 体 ） を 完 全 に 重 層 し 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 以 前 の 工 程 と 同 様 に 洗 浄
し た 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
　 ： 試 料 を 、 以 前 と 同 様 に CCDに 基 づ く 画 像 処 理 装 置 を 使 用 し て 画 像
処 理 す る （ 詳 細 な 説 明 の 工 程 6に 記 載 さ れ 、 図 3に 示 さ れ る ） 。 こ の 画 像 処 理 装 置 は 、 病 原
体 特 異 的 抗 体 ま た は 対 照 抗 体 を 含 む ウ ェ ル に 対 応 す る ス ラ イ ド の 各 区 画 の 画 像 を 獲 得 す る
。 次 い で 、 画 像 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア （ Image-Pro Plus） が 、 各 画 像 中 の 全 体 の 蛍 光 お よ び 蛍
光 染 色 さ れ た 対 象 物 の 数 を 計 算 す る 。 陰 性 対 照 ウ ェ ル よ り も 有 意 に 多 い 蛍 光 対 象 物 お よ び
蛍 光 強 度 を 有 す る ウ ェ ル は 、 対 応 す る 病 原 体 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 の 可 能 性 を 示 す
。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　 ： 代 表 的 に は 、 下 気 道 試 料 に 夾 雑 す る 、 口 /食 道 領 域 に お
い て 通 常 見 い 出 さ れ る 共 生 種 に つ い て の 試 験 は 、 こ の 化 合 物 ア ッ セ イ 法 に お け る 有 用 な 抱
き 合 わ せ 試 験 で あ り 得 る （ さ ら な る ウ ェ ル に お い て ） 。 扁 平 上 皮 細 胞 （ こ れ は 下 気 道 の 性
質 を 示 し 得 る ） お よ び /ま た は 免 疫 系 の 細 胞 （ こ れ は 感 染 の 可 能 性 に つ い て の 情 報 を 与 え
得 る ） に 特 異 的 な 抗 体 を 含 む こ と も ま た 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
　 高 い シ グ ナ ル 複 雑 性 を 達 成 す る た め の 潜 在 能 力 を 有 す る 他 の 種 類 の シ グ ナ リ ン グ 部 分 が
、 比 標 識 さ れ た 粒 子 の 代 わ り に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 蛍 光 団 標 識 さ れ た 抗 体 が 類 似 し て
使 用 さ れ 得 る 。 2つ ま た は そ れ 以 上 の 蛍 光 団 を 有 す る 各 々 の 病 原 体 特 異 的 抗 体 の 2つ の プ ー
ル を 標 識 す る こ と は 、 高 い シ グ ナ ル 複 雑 性 を 生 成 し 得 る 。 こ の ア ッ セ イ 法 に お い て 使 用 さ
れ る 最 終 的 な 抗 体 フ ァ ミ リ ー は 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル に 標 識 さ れ た 独 特 な 比 の 病 原 体 特 異
的 抗 体 を 混 合 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ る 。 例 え ば 、 病 原 体 Xに 特 異 的 な 抗 体 フ ァ ミ リ ー
は 、 1部 赤 色 蛍 光 抗 体 、 1部 黄 色 抗 体 、 お よ び 1部 青 色 抗 体 を 有 し 得 る 。 病 原 体 Yに 特 異 的 な
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抗 体 フ ァ ミ リ ー は 、 2部 黄 色 抗 体 、 お よ び 1部 青 色 抗 体 を 有 し 得 る 、 な ど で あ る 。 蛍 光 抗 体
で 標 識 し た 標 的 の シ グ ナ ル 強 度 は 、 一 般 的 に は 、 こ の 実 施 例 に お い て 使 用 さ れ る よ り 高 度
な 蛍 光 粒 子 と 比 較 し て は る か に 減 少 し て い る こ と に 注 意 さ れ た い 。 シ グ ナ ル 強 度 は ま た 、
標 的 上 の 抗 原 の 数 に 依 存 す る 。 従 っ て 、 小 さ な 標 的 、 お よ び 比 較 的 少 な い 数 の カ テ ゴ リ ー
特 異 的 結 合 部 位 を 有 す る 他 の 標 的 に つ い て は 、 こ の 方 法 は よ り 高 感 度 の シ グ ナ ル 検 出 機 器
を 必 要 と し 得 る 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 こ の 実 施 例 に お け る も の に 類 似 す る ア プ ロ ー チ は ま た 、 イ ン サ イ チ ュ ー 核 酸 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ く 試 験 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ の 場 合 、 細 胞 は 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的
プ ロ ー ブ の 各 フ ァ ミ リ ー が ビ オ チ ン で 標 識 さ れ る （ 標 準 的 な 方 法 を 使 用 し て ； 例 え ば 、 PC
Rの 間 の 取 り 込 み ） 以 外 は 、 実 施 例 1に 記 載 さ れ る よ う に 調 製 、 固 定 、 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 の 後 に 、 ス ラ イ ド は 、 こ の 実 施 例 に お け る
よ う に 処 理 お よ び 画 像 処 理 さ れ る （ す な わ ち 、 未 結 合 の ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 を 除 去 し た 後
に 行 う 工 程 ） 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
実 施 例 34． 培 養 を 伴 わ な い 、 尿 路 感 染 の 多 重 化 さ れ た 同 定
　 尿 路 感 染 （ UTI） は 、 一 般 的 で あ り （ 年 間 約 1億 5千 万 件 ） 、 数 十 億 ド ル の 保 健 医 療 の コ
ス ト を 示 す 。 UTIの 確 認 さ れ た 診 断 は 一 般 的 に 尿 の 培 養 を 必 要 と す る 。 こ れ は 時 間 が か か
り 、 そ し て い く つ か の 病 原 体 に つ い て は 、 標 準 的 な 微 生 物 学 的 な 方 法 お よ び 培 地 を 使 用 す
る こ と が で き な い （ 例 え ば 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス ） 。 こ の 実 施 例 は 、 高 度 に 多 重 化
さ れ て お り 、 か つ 細 菌 培 養 を 必 要 と し な い 単 純 か つ 高 感 度 の UTI試 験 を 構 築 す る た め の 本
発 明 の 使 用 を 記 載 す る 。 こ の 試 験 方 法 の ス キ ー ム は 図 34に 示 さ れ る 。
【 ０ ３ ７ １ 】
　 ： 表 3は 、 共 通 し て UTIを 引 き 起 こ す 細 胞 病 原 体 を 示
す 。 各 病 原 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 実 施 例 27お よ び 実 施 例 32に お け る も の と 類 似 し
て 入 手 お よ び 選 択 す る 。 種 特 異 的 抗 体 に 加 え て 、 広 い 群 の 細 菌 と 反 応 す る 抗 体 が こ の 実 施
例 に お い て 使 用 さ れ る 。 大 部 分 の グ ラ ム 陰 性 細 菌 と 結 合 す る 抗 体 （ カ タ ロ グ 番 号 15306、 Q
ED Bioscience, Inc., San Diego, CA） お よ び 大 部 分 の グ ラ ム 陽 性 細 菌 と 結 合 す る 抗 体 （
例 え ば 、 カ タ ロ グ 番 号 15711、 QED Bioscience, Inc., San Diego, CA） が 、 種 特 異 的 抗 体
が 含 ま れ な い 、 よ り 一 般 的 で な い 生 物 の 検 出 の た め に 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
　 　 （ 表 ３ ） 　 尿 路 感 染 （ UTI） を 引 き 起 こ す 細 菌 病 原 体
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 ： 抗 体 を 、 ア ル デ ヒ ド を 含 む ガ ラ ス ス ラ イ ド （ Tele
Chem International; SuperAldehyde Substrates） に 共 有 結 合 さ せ る 。 ガ ラ ス ス ラ イ ド の
異 な る 部 分 に 異 な る 抗 体 を 結 合 さ せ る た め に 、 接 着 性 ウ ェ ル
（ 例 え ば 、 接 着 性 シ リ コ ー ン flexiPerm細 胞 培 養 チ ャ ン バ ー 、 24ウ ェ ル を 有 す る カ ス タ ム
製 造 品 ； IVSS； Sartorius） を ス ラ イ ド に 固 着 さ せ る 。 各 々 の タ イ プ の カ テ ゴ リ ー 特 異 的
抗 体 を （ PBS中 100μ g/ml； 深 さ 約 2.5mm） 、 異 な る ウ ェ ル に 加 え 、 次 い で 以 前 に 記 載 さ れ
る よ う に 処 理 す る （ MacBeath, G.ら 、 Science 289: 1760-3, 2000; 著 者 に よ っ て 供 給 さ
れ る 補 足 の 材 料 を 含 む 、 http://www.sciencemag.org/feature/data/1053284.shlに お け る
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ワ ー ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ 上 で ） 。 遊 離 の 抗 体 を 洗 浄 に よ っ て 除 去 し た 後 、 引 き 続 く 処 理 工 程
の 前 に シ リ コ ー ン ウ ェ ル を 除 去 す る 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
　 ： 標 準 的 な 手 順 （ Isenberg
編 、 1992、 前 出 ） に 従 っ て 尿 試 料 を 収 集 す る 。 試 料 （ 50mlデ ィ ス ポ ー ザ ブ ル ポ リ プ ロ ピ レ
ン チ ュ ー ブ ； Falcon中 に 28ml） を 、 1M EPPS pH8.0（ 4ml； ナ ト リ ウ ム 塩 ） 、 100mM NaEDTA
 pH8.0（ 4ml； ナ ト リ ウ ム 塩 ） 、 お よ び 10× PBS-TB（ 4ml； 定 義 を 参 照 の こ と ） の 添 加 に よ
っ て 中 性 に す る 。 捕 捉 抗 体 が 結 合 し た 顕 微 鏡 ス ラ イ ド を 、 尿 試 料 中 に 浸 し 、 そ し て 穏 や か
に 攪 拌 し な が ら （ Bambino回 転 機 ； Boekel） 室 温 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン の 間 、 細 菌 は 、 対 応 す る 捕 捉 抗 体 を 含 む ス ラ イ ド の 部 分 に 接 触 お よ び 付 着 す る 。
こ の ア ッ セ イ 法 の 実 行 実 現 性 は 、 細 菌 UTI感 染 が 一 般 的 に 高 い 病 原 体 力 価 で 生 じ る （ 例 え
ば 、 10 3 ～ 10 5 細 胞 /ml） と い う 事 実 に よ っ て 可 能 に な る 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
　 ： ス ラ イ ド を 尿 試 料 か ら 取 り 出 し 、 洗 浄 し （ 3× ； 50ml 
PBS-TB； 5分 間 ； 穏 や か に 攪 拌 し な が ら ； 続 い て 50ml EE洗 浄 ； 穏 や か に 攪 拌 し な が ら 15秒
間 ） 、 風 乾 し 、 そ し て 熱 固 定 す る （ 100℃ に 加 熱 し た ヒ ー ト ブ ロ ッ ク の 表 面 上 で 5分 間 ） 。
次 い で 、 ス ラ イ ド を 、 シ ー バ ー グ リ ー ン I（ 10,000× ス ト ッ ク 溶 液 の 1:1000希 釈 ； Molecul
ar Probesカ タ ロ グ 番 号 S7563） を 含 む 溶 液 で 覆 い 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し （ 室 温 で 10分 間 ） 、
そ し て 洗 浄 す る （ EE中 で 2回 の 50ml洗 浄 ； 各 1分 間 ； 穏 や か に 攪 拌 し な が ら ） 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 ス ラ イ ド の 各 区 画 を 、 図 3Aに 示 さ れ 上 記 の 詳 細 な 説 明 の 項 の 工 程 6に 記 載 さ れ る 画 像 処
理 装 置 を 使 用 す る 非 拡 大 的 な 広 域 の 蛍 光 画 像 処 理 に よ り 分 析 す る 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　 ： こ の 実 施 例 に お い て 記 載 さ れ る 試 験 は 、 多 数 の 応 用
を 有 す る （ 例 え ば 、 呼 吸 器 、 感 染 し た 外 科 的 な 傷 、 食 品 、 ま た は 環 境 の 試 料 に お け る 病 原
体 を 同 定 す る こ と を 含 む ） 。 類 似 の ア ッ セ イ 法 が 、 代 替 的 な 標 識 技 術 （ 例 え ば 、 蛍 光 粒 子
、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ /抗 体 コ ー ト さ れ た 粒 子 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ： 抗 体
結 合 体 、 蛍 光 抗 体 、 RLS粒 子 、 磁 気 粒 子 ） 、 形 式 （ 例 え ば 、 微 流 体 ま た は ラ テ ラ ル フ ロ ー
お よ び フ ロ ー ス ル ー の 形 式 、 こ こ で 捕 捉 抗 体 は 吸 収 性 メ ン ブ レ ン に 結 合 さ れ る ） 、 お よ び
画 像 処 理 方 法 （ 例 え ば 、 色 素 発 生 性 ア ッ セ イ 法 の 可 視 的 ま た は 反 射 率 計 検 出 な ら び に 化 学
発 光 性 お よ び 生 物 発 光 性 の ア ッ セ イ 法 の フ ィ ル ム ル ミ ノ グ ラ フ ィ ー ） を 使 用 し て 構 築 さ れ
得 る 。 こ れ ら の 多 く は 本 願 の 別 の 箇 所 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
実 施 例 35． 血 液 由 来 の ウ イ ル ス ： HIV、 HCV、 HBV、 お よ び CMVの 迅 速 で 、 多 重 化 さ れ た 同 定
　 血 液 由 来 の ウ イ ル ス の 検 出 は 、 個 々 の 患 者 の 試 料 お よ び 血 液 バ ン ク 申 請 の 試 料 を 試 験 す
る た め に 不 可 欠 で あ る 。 血 清 学 的 な 試 験 （ 標 的 ウ イ ル ス に 特 異 的 な 抗 体 に つ い て の 試 験 ）
が 一 般 に 用 い ら れ る 。 し か し 、 標 的 ウ イ ル ス に つ い て 直 接 的 に 試 験 す る 方 法 は 、 血 清 学 的
な 方 法 よ り も 感 染 プ ロ セ ス に お い て よ り 初 期 に 感 染 し た 試 料 を 検 出 す る 利 点 を 有 す る 。 こ
の こ と は 、 病 原 体 に 特 異 的 な 抗 体 （ セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン ） が 、 一 般 的 に は 感 染 し た 個 体 の
血 液 中 に 3～ 4週 間 現 れ な い か ら で あ る 。 不 運 に も 、 ウ イ ル ス に つ い て の 直 接 的 試 験 は 、 感
受 性 が 低 い か （ 大 部 分 の 抗 原 試 験 ） ま た は 高 価 で あ る か （ 大 部 分 の 核 酸 試 験 ） の い ず れ か
で あ る 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
　 こ の 実 施 例 は 、 迅 速 で 、 多 重 化 さ れ た 試 験 を 構 築 す る た め の 本 発 明 の 使 用 を 記 載 す る 。
こ の 試 験 は 、 顕 微 鏡 を 使 用 す る こ と な く 、 血 液 試 料 中 で の 個 々 の 遊 離 の ウ イ ル ス 粒 子 を 検
出 し 得 る 。 こ の 試 験 の ス キ ー ム を 図 35に 示 す 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　 ： 標 的 ウ イ ル ス に 特 異
的 な 抗 体 は 、 多 数 の 商 業 的 な 供 給 源 か ら 購 入 で き る 。 例 え ば 、 以 下 の 抗 体 は 示 し た 業 者 か
ら 入 手 す る ： 抗 HIV（ 抗 gp120； モ ノ ク ロ ー ナ ル ； Biodesign； カ タ ロ グ 番 号 C65199M） ； 抗
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HCV（ Biodesign； カ タ ロ グ 番 号 C8A024M） ； 抗 HBV（ 抗 B型 肝 炎 表 面 抗 原 ； モ ノ ク ロ ー ナ ル
； Biodesign； カ タ ロ グ 番 号 C86132M） ； お よ び 抗 CMV（ 抗 糖 タ ン パ ク 質 B； モ ノ ク ロ ー ナ ル
； Biodesign； カ タ ロ グ 番 号 C8A024M） 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　 抗 体 は 、 受 動 的 な 吸 収 に よ り 、 ウ ェ ル あ た り 4つ の 隣 接 し た 別 個 の ス ポ ッ ト で マ イ ク ロ
タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ の ウ ェ ル に 結 合 す る （ 抗 体 あ た り 1ス ポ ッ ト ） 。 各 々 の 抗 ウ イ ル ス 抗
体 を 、 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Greiner America; カ タ ロ グ 番 号 55896） の ウ
ェ ル に ス ポ ッ ト し （ 1μ l； 1μ g/μ l） 、 そ し て 湿 式 チ ャ ン バ ー 中 で （ Boekel Slide Moat;
 モ デ ル 240000） 、 室 温 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 記 載 さ れ た よ う に 、 ウ ェ ル
を 洗 浄 お よ び ブ ロ ッ キ ン グ す る 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
　 別 個 の 放 射 ス ペ ク ト ル を 有 す る 蛍 光 的 に 着 色 さ れ た ポ リ ス チ レ ン 粒 子 に 、 実 施 例 8に 記
載 さ れ た 方 法 を 使 用 し て 抗 ウ イ ル ス 抗 体 で コ ー ト す る こ と に よ っ て 、 色 で コ ー ド さ れ た ウ
イ ル ス 特 異 的 な 蛍 光 粒 子 を 作 製 し た 。 蛍 光 粒 子 （ Molecular Probes） を 以 下 の よ う に コ ー
ド す る ： HIV特 異 的 粒 子 （ 黄 色 -緑 色 ； カ タ ロ グ 番 号 F8823） ； HCV特 異 的 粒 子 （ オ レ ン ジ 色
； カ タ ロ グ 番 号 F8820） ； HBV特 異 的 粒 子 （ 深 い 赤 ； カ タ ロ グ 番 号 F8816） ； お よ び CMV特 異
的 粒 子 （ 赤 外 ； カ タ ロ グ 番 号 F8818） 。 4種 類 の 抗 体 コ ー ト し た 粒 子 を 、 等 し い 濃 度 で 混 合
す る （ PBS-T中 10 7 粒 子 /ml） 。 使 用 前 に 、 抗 体 を 超 音 波 処 理 お よ び 洗 浄 す る （ 実 施 例 8） 。
種 々 の 抗 体 が ウ ェ ル 中 の ス ポ ッ ト に 分 離 さ れ て い る の で 、 各 ウ イ ル ス に つ い て 同 じ タ イ プ
の 蛍 光 粒 子 を 使 用 す る こ と も ま た 可 能 で あ る こ と に 注 意 さ れ た い 。 し か し 、 別 個 の シ グ ナ
リ ン グ 部 分 の 使 用 は 試 験 の 強 固 さ を 増 大 さ せ る 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
　 ： 血 液 試 料 を 以 下 を 含 む 種 々 の 供 給 源 、 例 え ば 、 患 者 か ら
（ 例 え ば 、 Isenberg編 、 1992、 前 出 に お い て 記 載 さ れ る よ う に 、 抗 凝 血 剤 EDTAで の 処 理 を
含 む 標 準 的 な 方 法 を 使 用 す る ） ； 供 与 さ れ た 血 液 の 単 位 か ら ； ま た は 血 液 画 分 （ 例 え ば 、
血 漿 ） か ら 収 集 す る 。 全 血 （ 200μ l） を 、 各 捕 捉 抗 体 の ス ポ ッ ト を 含 む マ イ ク ロ タ イ タ ー
デ ィ ッ シ ュ ウ ェ ル に 加 え る 。 こ の 試 料 を 、 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ せ 、 ウ イ ル ス が
ウ ェ ル 表 面 上 で 捕 捉 抗 体 に 吸 着 し 得 る こ と を 確 実 に す る 。 血 液 試 料 を 、 ウ ェ ル か ら 徹 底 的
に 洗 浄 し て 除 去 す る （ 4回 ； 各 洗 浄 に つ い て 200μ l PBS-TBを 使 用 ） 。 ウ イ ル ス 特 異 的 粒 子
の 混 合 物 （ 200μ l） を ウ ェ ル に 加 え 、 手 短 に 遠 心 分 離 し て （ Beckman Allegra 6; GH-3.8
ロ ー タ ー ； 1200g） 、 ウ ェ ル の 底 を 粒 子 で コ ー ト す る 。 短 い イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン （ 室 温 で 1
0分 間 ） の 後 、 未 結 合 の 粒 子 を 、 攪 拌 し な が ら 洗 浄 す る こ と に よ っ て （ 4回 、 200μ l PBS-T
B、 ボ ル テ ッ ク ス を 伴 う ;各 洗 浄 1分 間 ） 除 去 す る 。 最 後 に 、 ウ ェ ル を EEで す す ぎ （ 200μ l
） 、 乾 燥 さ せ る 。 次 い で 、 複 数 の 画 像 が 適 切 な フ ィ ル タ ー セ ッ ト （ 黄 緑 ： 励 起 Chroma HQ4
80/40xお よ び 放 射 Chroma HQ535/50m；  オ レ ン ジ ： 励 起 Chroma HQ535/50xお よ び 放 射 Chrom
a HQ610/75； 深 い 赤 ： 励 起 Chroma HQ560/55xお よ び 放 射 Chroma HQ645/75m； お よ び 赤 外 ：
励 起 Chroma HQ710/75xお よ び 放 射 Chroma HQ810/90m） を 使 用 し て 得 ら れ る 以 外 は 、 実 施 例
8に 記 載 さ れ る よ う に 、 CCD画 像 処 理 装 置 を 使 用 し て 、 ウ ェ ル を 画 像 処 理 お よ び 分 析 す る 。
ウ イ ル ス を 、 付 着 し た 粒 子 に 結 合 し た ス ポ ッ ト に よ っ て 同 定 す る 。 さ ら な る 診 断 の 強 固 さ
は 、 ア ッ セ イ 法 が 成 功 し た 場 合 に 、 予 想 し た 色 の 粒 子 の み が 特 定 の ス ポ ッ ト に 付 着 す る と
い う 事 実 に よ っ て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
実 施 例 36． 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 す る 、 A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス に つ い て の
超 高 感 度 ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験
　 ： こ の 実 施 例 は 、 使 い 勝 手 の よ い ラ テ ラ ル フ ロ ー ア ッ セ イ 形 式 お よ び 非 拡 大 的 な 広
域 画 像 処 理 を 用 い て 低 レ ベ ル の ウ イ ル ス を 迅 速 に 検 出 す る た め の 本 発 明 の 使 用 を 実 証 す る
。 以 下 に 記 載 す る 実 験 に お い て 、 A型 イ ン フ ル エ ン ザ 粒 子 の 希 釈 物 は 、 多 孔 性 メ ン ブ レ ン
ス ト リ ッ プ に 適 用 さ れ 、 結 合 体 パ ッ ド 中 の 標 識 粒 子 と 接 触 さ れ 、 そ し て ウ イ ル ス ： 標 識 粒
子 複 合 体 を 選 択 す る た め に 、 キ ャ ピ ラ リ ー 作 用 に よ っ て 捕 捉 抗 体 を 過 ぎ て 移 動 さ れ る 。 次
い で 、 こ れ ら の 捕 捉 さ れ た 複 合 体 は 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 可 視 化 さ れ る 。
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【 ０ ３ ８ ５ 】
　 ： ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 ス ト リ ッ プ を 、 記 載 さ れ る よ う に 組 み 立 て た 。 抗 体 線 を
、 A型 イ ン フ ル エ ン ザ 特 異 的 捕 捉 線 （ QED、 カ タ ロ グ 番 号 1302） お よ び 対 照 線 （ Jackson im
muno Research Laboratories, Inc.; ビ オ チ ン 抗 マ ウ ス IgG、 カ タ ロ グ 番 号 115-165-146）
の 両 方 を 、 メ ン ブ レ ン 上 で （ wicking padよ り 5～ 10mm） ス ト リ ッ プ 化 す る こ と に よ っ て 作
製 し た 。 使 用 前 に こ れ ら の 線 を 乾 燥 さ せ た （ 約 15分 間 ） 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 標 識 し た 蛍
光 ビ ー ズ （ Bangs Laboratories Inc.; カ タ ロ グ 番 号 CP01F-5121） を 、 ビ ー ズ （ 10μ lの 1.
23× 10 1 1 ス ト ッ ク ） 、 抗 体 （ 10μ lの 1.0μ g/mlス ト ッ ク ） 、 お よ び PBS（ 80μ l） を 合 わ せ
る こ と 、 な ら び に 混 合 す る こ と （ 1.5時 間 /室 温 ） に よ っ て 、 ビ オ チ ン 抗 A型 イ ン フ ル エ ン
ザ 抗 体 で 標 識 し た 。 次 い で 、 こ の ビ ー ズ を 遠 心 分 離 し （ 5000g、 10分 間 ） 、 そ し て PBS-B（
100μ l） 中 に 再 懸 濁 し た 。 抗 A型 イ ン フ ル エ ン ザ コ ー ト さ れ た 蛍 光 ビ ー ズ （ 2μ l） を 各 ス
ト リ ッ プ の 結 合 体 パ ッ ド に 加 え た 。 精 製 し た A型 イ ン フ ル エ ン ザ の ス ト ッ ク （ Advanced Bi
otechnologies Inc.: Influenza A/PR/8/34 (H1N1)、 カ タ ロ グ 番 号 10-210-000） を 、 PBS-
Bを 使 用 し て 段 階 希 釈 し た 。 試 験 試 料 （ 100μ lの IL-2希 釈 ） を PBS-TB（ 50μ l） と 合 わ せ て
、 試 験 ス ト リ ッ プ の 試 料 パ ッ ド に 加 え た 。 ア ッ セ イ を 実 行 し た 後 （ ～ 15分 間 ） 、 ス ト リ ッ
プ を 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 可 視 化 し た 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
　 ： 図 36は 、 蛍 光 標 識 粒 子 で 標 識 し 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 分 析 し た A
型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に つ い て の ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 の 結 果 を 示 す 。 こ の 図 は 、 （ 左
か ら 右 に ） 0、 10 5 、 10 6 、 10 7 、 お よ び 10 8 ビ リ オ ン /mlを 含 む 試 料 を ア プ ラ イ し た 試 験 ス ト
リ ッ プ か ら の 捕 捉 線 お よ び 対 照 線 の 画 像 を 示 す 。 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 A型 イ ン フ ル エ ン ザ ビ
リ オ ン の 濃 度 が 増 加 す る に 従 っ て 増 加 す る 。 示 し た デ ー タ は 、 こ の 試 験 が 少 な く と も 10 5

ビ リ オ ン /mlま で 低 い 濃 度 を 検 出 し 得 る こ と を 示 す 。 従 っ て 、 こ の 実 験 は 、 本 発 明 に 基 づ
く ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 の 感 度 を 実 証 す る 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
実 施 例 37． 視 覚 的 検 出 を 使 用 す る M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に つ い て の 迅 速 ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験
　 ： 迅 速 ラ テ ラ ル フ ロ ー 、 す な わ ち 「 ス ト リ ッ プ 」 試 験 形 式 は 、 ポ イ ン ト オ ブ ケ ア 診
断 （ 例 え ば 、 医 院 、 救 命 室 、 お よ び 家 庭 に お け る 試 験 ） を 提 供 す る た め に 重 要 性 が 増 し て
い る 。 し か し 、 ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 は 、 し ば し ば 、 感 度 が 低 す ぎ て 、 臨 床 試 料 に 低 レ ベ ル
で 存 在 し 得 る 病 原 体 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 を 検 出 す る た め に 使 用 で き な い 。 例 え ば
、 痰 中 の M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 感 染 を 検 出 す る こ と は 、 痰 の 数 千 細 胞 /ml（ こ れ は 、 現 在 の
ス ト リ ッ プ 試 験 の 感 度 の 閾 値 よ り 下 で あ る ） を 検 出 す る こ と を 必 要 と す る 。 M.ツ ベ ル ク ロ
ー シ ス に つ い て の 単 純 で 機 器 を 用 い な い 試 験 に つ い て 、 発 展 途 上 国 に お い て 、 決 定 的 な 、
未 だ 達 成 さ れ て い な い 、 公 的 な 健 康 に 関 す る 必 要 性 が 存 在 す る 。 核 酸 増 幅 試 験 は M.ツ ベ ル
ク ロ ー シ ス の 低 い 力 価 を 検 出 し 得 る が 、 こ れ ら の 試 験 は 、 あ ま り に 高 価 か つ 複 雑 で 、 大 部
分 の 臨 床 的 な 設 定 に お い て 利 用 で き な い 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
　 こ の 実 施 例 は 、 高 価 で な く 、 単 純 で 、 迅 速 な 、 か つ 高 感 度 な 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に つ
い て の ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 を 記 載 す る 。 使 用 者 は 、 機 器 の 使 用 を 伴 う こ と な く 、 試 験 を 視
覚 的 に 解 釈 す る 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
　 ： 等 モ ル
濃 度 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 抗 体 （ MPB64-ICA; Abeら 、 1999、 前 出 ） お よ
び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Pierce； 31391） を 、 製 造 業 者 の 推 奨 に 従 う 受 動 的 吸 着 に よ
っ て 金 結 合 体 化 粒 子 （ 30nm； Nanoprobes； CG3054） に 結 合 さ せ 、 そ し て 10 1 1 粒 子 /mlで 再
懸 濁 さ せ た
【 ０ ３ ９ ０ 】
　 ラ テ ラ ル フ ロ ー ユ ニ ッ ト を 、 ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 の 当 業 者 に 理 解 さ れ て い る 説 明 書 、 材
料 、 お よ び 手 順 を 使 用 し て 、 設 計 お よ び 構 築 す る 。 設 計 お よ び 構 築 の 問 題 は 、 ラ テ ラ ル フ
ロ ー 試 験 の 製 造 業 者 に よ っ て 提 供 さ れ る テ ク ニ カ ル ノ ー ト 番 号 （ 例 え ば 、 「 Millipore's 
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Short Guide for Developing Immunochromatographic Test Strips」 第 2版 、 Millipore, 
テ ク ニ カ ル ノ ー ト 番 号 TB500、 1999； 「 Lateral Flow Tests」 第 1版 、 Bangs Laboratories
、 テ ク ニ カ ル ノ ー ト 番 号 303、 1999） お よ び 他 の 文 献 （ 例 え ば 、 Chandler, J.ら 、 IVD Tec
hnology 6: 37-49, 2000； Weiss, Alan, IVD Technology 5: 48-57, 1999； Wild, D.編 （
2001） 「 Immunoassay Handbood」 第 2版 、 New York, NY: Nature Publishing Group, 2001
） に お い て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ９ １ 】
　 ラ テ ラ ル フ ロ ー 成 分 を 、 製 造 業 者 の 指 示 書 に 従 っ て 、 キ ッ ト （ Millipore:カ タ ロ グ 番 号
HFMI-DAK015； Hi-Flow Plus Membrane Assortment Assembly Kit） か ら 組 み 立 て る 。 試 験
ゾ ー ン 中 の 抗 体 お よ び 対 照 ゾ ー ン 中 の 因 子 を 、 製 造 業 者 の 指 示 書 に 従 っ て 試 薬 分 配 装 置 （
matrix 1600; Kinematics） を 使 用 し て 、 線 と し て 適 用 す る 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
　 液 体 化 し た 痰 ま た は BAL試 料 （ 200μ l； 実 施 例 27） を 、 試 料 パ ッ ド に ス ポ ッ ト す る 。 試
料 は 、 キ ャ ピ ラ リ ー 作 用 に よ っ て メ ン ブ レ ン を 通 っ て 移 動 す る 。 短 い 時 間 の 後 （ 3分 間 ）
、 PBS-T（ 200μ l） を 試 料 パ ッ ド に 適 用 し 、 試 料 が キ ャ ピ ラ リ ー 作 用 に よ っ て メ ン ブ レ ン
を 通 っ て 進 行 す る こ と を 可 能 に す る 。 こ の PBS-T洗 浄 工 程 を 別 の 短 い 時 間 （ 3分 間 ） の 後 で
反 復 す る 。 別 の 3分 間 の 後 、 次 い で 、 金 結 合 体 （ 10μ l； 抗 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス /ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ で コ ー ト さ れ た 10 9 粒 子 ） を 試 料 に 適 用 し 、 続 い て 2回 の PBS-Tで の 洗 浄 （
前 と 同 様 ） を 行 う 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 （ 1ml； BM purple； Boehringer Mannhei
m） を メ ン ブ レ ン に 直 接 的 に 適 用 し 、 そ し て ス ポ ッ ト が 陽 性 対 照 ゾ ー ン に お い て 見 ら れ る
ま で （ 30分 ～ 1時 間 ） 発 色 さ せ 、 そ の 後 残 り の 比 色 定 量 用 検 出 試 薬 を 注 ぎ 出 し 、 水 （ 1ml）
を メ ン ブ レ ン に 直 接 的 に 適 用 す る 。 3分 後 水 を 注 ぎ 出 す 。 試 験 が 正 し く 機 能 す る 場 合 に は
、 陽 性 対 照 ゾ ー ン に お い て 見 る こ と の で き る 約 1000ス ポ ッ ト が 存 在 す る 。 試 験 ゾ ー ン に お
け る ス ポ ッ ト の 数 は 試 料 中 の M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス の 数 を 示 す 。
【 ０ ３ ９ ３ 】
　 「 フ ロ ー ス ル ー 」 配 置 を 含 む 種 々 の 代 替 的 な 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 構 成 も ま た 、 可
能 で あ る （ 実 施 例 23を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
実 施 例 38． 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 す る 多 数 の 異 な る 細 菌 戦 因 子 （ biowarfare age
nt） を 検 出 す る た め の 迅 速 ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験
　 細 菌 戦 因 子 に 起 因 す る 感 染 を 診 断 す る こ と は 、 日 常 的 な 感 染 疾 患 の 診 断 に お い て 遭 遇 す
る も の を 超 え た 、 い く つ か の 困 難 を 提 供 す る 。 バ イ オ テ ロ リ ズ ム ま た は 細 菌 戦 に お い て 利
用 さ れ る 可 能 性 の あ る 因 子 は 、 通 常 の 医 学 的 な 実 務 に お い て 見 ら れ る も の と は 異 な る こ と
が 予 想 さ れ 、 従 っ て 、 標 準 的 な 診 断 プ ロ ト コ ー ル を 使 用 し て 認 識 す る こ と は 困 難 で あ り 得
る 。 フ ィ ー ル ド に お け る 非 慣 習 的 な 因 子 の 使 用 を 診 断 す る こ と は 、 力 価 が 非 常 に 低 い 場 合
に 初 期 の 段 階 で 感 染 を 検 出 し 得 る 、 携 帯 型 の 、 使 い 勝 手 の よ い シ ス テ ム を 使 用 し て 、 異 な
る 因 子 （ 毒 素 、 ウ イ ル ス 、 お よ び 細 菌 を 含 む ） に つ い て 走 査 す る こ と を 必 要 と す る 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
　 こ の 実 施 例 は 、 迅 速 な 、 携 帯 型 の 、 か つ 使 い 勝 手 の よ い 、 ラ テ ラ ル フ ロ ー イ ム ノ ア ッ セ
イ 法 を 記 載 す る 。 こ れ は 、 臨 床 的 ま た は 環 境 的 試 料 に お い て 少 な い 数 で 存 在 す る 広 範 な 因
子 に つ い て 試 料 を 走 査 し 得 る 。 技 術 的 に は 、 こ の 実 施 例 は 、 多 数 の 病 原 体 が 1回 の ア ッ セ
イ に お い て 検 出 さ れ る こ と 、 お よ び 化 学 発 光 シ グ ナ ル が 電 子 的 に 検 出 さ れ る こ と 以 外 は 実
施 例 36に 類 似 し て い る 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
　 　 （ 表 ４ ） 　 細 菌 戦 ま た は バ イ オ テ ロ リ ズ ム に お い て 使 用 さ れ る 可 能 性 の あ る 非 慣 習 的
な 因 子
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【 ０ ３ ９ ７ 】
　

： こ の 実 施 例 は 、 表 4に 列 挙 さ れ た 因 子 （ こ れ ら の い く つ か は 、 細 菌 、
ウ イ ル ス 、 お よ び タ ン パ ク 質 毒 素 で あ る ） に つ い て 試 料 （ 例 え ば 、 血 液 ） を 走 査 す る 。 表
4に お け る 各 因 子 に 特 異 的 な 抗 体 は 、 実 施 例 32お よ び 実 施 例 27に 記 載 さ れ る よ う に 、 入 手
、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 、 お よ び 特 異 性 に つ い て 試 験 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 毒 素 に つ い て は 、
別 個 の か つ 非 重 複 的 な エ ピ ト ー プ を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ナ ノ ゴ ー ル ド 粒 子 へ の 結
合 体 化 の た め に 、 ま た は ラ テ ラ ル フ ロ ー メ ン ブ レ ン 上 の 試 験 ゾ ー ン （ ま た は 捕 捉 ゾ ー ン ）
の た め に 使 用 さ れ る こ と に 注 意 さ れ た い （ 以 下 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
　 表 4の 因 子 に 特 異 的 な ナ ノ ゴ ー ル ド 結 合 体 は 、 実 施 例 26に 記 載 さ れ る よ う に 、 ア フ ィ ニ
テ ィ ー 精 製 さ れ た 各 タ イ プ の 抗 体 、 お よ び 等 モ ル の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 受 動 的 吸 収
に よ っ て 作 製 さ れ る 。 PBS-TB中 の 得 ら れ た 因 子 特 異 的 結 合 体 を 等 モ ル の 濃 度 で 一 緒 に 混 合
し 、 そ の 結 果 、 最 終 的 な 全 体 の 結 合 体 濃 縮 物 は PBS-TB中 で の 固 形 分 で あ る 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
　 ： こ の 実 施 例 に お け る ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 は 、 多 数 の 分 析 物 が 試 験
さ れ る こ と 、 異 な る シ グ ナ ル 特 性 （ こ の 実 施 例 で は 化 学 発 光 、 実 施 例 36で は 比 色 分 析 ） 、
お よ び こ の 実 施 例 に お け る 結 合 体 パ ッ ド の 使 用 以 外 は 、 実 施 例 36に お け る ア ッ セ イ 法 と 同
様 に 構 築 お よ び 実 施 さ れ る 。 図 38は 、 ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 の 構 成 を 示 す 。 こ の 図 は 、 明 確
化 の た め に 単 純 化 さ れ て い る （ 例 え ば 、 表 4に お い て 試 験 は 3つ の み の 因 子 に つ い て の ア ッ
セ イ を 示 し 、 図 の 一 番 上 の 結 合 体 パ ッ ド 上 に 示 さ れ る 3つ の 結 合 体 が 因 子 特 異 的 結 合 体 の
集 団 を 表 し て い る ） 。 デ ィ ス ポ ー ザ ブ ル の ラ テ ラ ル フ ロ ー 装 置 は 、 実 施 例 36に お け る よ う
に 、 試 験 ゾ ー ン お よ び 対 照 ゾ ー ン を 有 す る が 、 こ の 場 合 、 試 験 ゾ ー ン は 固 着 さ せ た 因 子 特
異 的 な 抗 体 の 並 行 し た 線 を 含 む （ 1本 の 線 が 各 々 の 因 子 特 異 的 抗 体 に 対 し て で あ る ） 。 こ
の 対 照 ゾ ー ン は 固 着 し た 非 慣 習 的 な 因 子 の 並 行 し た 線 を 含 む （ 1本 の 線 が 各 々 の 標 的 因 子
に 対 し て で あ る ） 。 因 子 特 異 的 結 合 体 の 混 合 物 は 、 種 々 の 参 考 文 献 に 記 載 さ れ て い る よ う
に （ 例 え ば 、 Millipore, テ ク ニ カ ル ノ ー ト 番 号 TB500、 1999、 前 出 ； Bangs Laboratories
, テ ク ニ カ ル ノ ー ト 番 号 303、 1999、 前 出 ； Chandler,J.ら 、 2000、 前 出 ； Weiss,A.、 1999
、 前 出 ； Wild、 2001、 前 出 ） 、 結 合 体 パ ッ ド 中 に 包 埋 さ れ る 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
　 ： 液 体 化 し た 試 料 （ 200μ lの 、 例 え ば 、 唾 液 、 液 体 化 し た 痰
、 血 清 ） を 、 試 料 パ ッ ド に 適 用 し 、 続 い て 200μ lの PBS-TBの 試 料 へ の 3回 の 適 用 を 行 う （
試 料 パ ッ ド へ の 適 用 の 間 は 60秒 間 待 つ ） 。 液 体 化 し た 試 料 は 、 結 合 体 を 動 か す 。 そ れ は 、
キ ャ ピ ラ リ ー 作 用 を 介 し て 、 試 料 パ ッ ド か ら 結 合 体 パ ッ ド を 通 っ て 動 く か ら で あ る （ 図 38
） 。 試 料 中 に 存 在 し 得 る い か な る 標 的 因 子 も 、 対 応 す る ナ ノ ゴ ー ル ド ： 抗 体 ： AP結 合 体 に
結 合 す る 。 因 子 ： ナ ノ ゴ ー ル ド 複 合 体 は 、 こ れ ら が 、 特 定 の 因 子 に 対 応 す る 試 験 ゾ ー ン の
線 に お け る 対 応 す る 因 子 特 異 的 抗 体 に 接 触 す る ま で 、 キ ャ ピ ラ リ ー 作 用 に よ っ て 移 動 し 続
け る 。 こ こ で 因 子 ： ナ ノ ゴ ー ル ド 複 合 体 は 固 定 化 さ れ る 。 因 子 に 結 合 し て い な い ナ ノ ゴ ー
ル ド 結 合 体 は 、 対 照 ゾ ー ン ま で 進 行 し 、 そ し て 対 照 抗 原 の 対 応 す る 線 に 結 合 す る 。
【 ０ ４ ０ １ 】
　 試 験 ス ト リ ッ プ を CDPス タ ー （ PE Biosystems） で 覆 い 、 そ し て 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ
せ た 。 次 い で 、 こ の ス ト リ ッ プ を 、 実 施 例 38に 記 載 さ れ る よ う に 、 CCD画 像 処 理 装 置 （ Orc
a II; Hamamatsu） を 使 用 し て 画 像 処 理 し た 。 個 々 の 因 子 （ 生 物 、 ウ イ ル ス 、 ま た は タ ン
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パ ク 質 ） を 、 因 子 が 結 合 し て い る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ コ ー ト さ れ た 粒 子 に よ っ て 放 射
さ れ た 化 学 発 光 に よ っ て 検 出 す る 。 こ の ア ッ セ イ 法 が 正 し く 機 能 し た 場 合 、 す べ て の 対 照
の 線 は 化 学 発 光 粒 子 で コ ー ト さ れ る 。 1つ （ ま た は そ れ 以 上 ） の 因 子 が 試 料 中 に 存 在 し た
場 合 、 対 応 す る 線 が 固 定 化 さ れ た 化 学 発 光 粒 子 を 含 む 。 因 子 の 同 一 性 は 、 対 照 の 線 か ら の
陽 性 試 験 の 線 の 距 離 に よ っ て 決 定 さ れ る （ 対 照 の 線 か ら 各 因 子 の 試 験 の 線 の 距 離 ） 。 画 像
処 理 ソ フ ト ウ ェ ア （ Image-Pro Plus） は 、 試 験 の 線 に お け る ス ポ ッ ト の 数 を 定 量 し 、 対 照
の 線 か ら の 距 離 を 測 定 す る こ と に よ っ て 因 子 に 対 す る 同 一 性 を 割 り 当 て る マ ク ロ を 使 用 す
る こ と に よ り 、 CCDカ メ ラ の 収 集 し た 画 像 を 処 理 す る 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
実 施 例 39． 核 酸 プ ロ ー ブ を 使 用 す る 呼 吸 器 系 病 原 体 に つ い て の 包 括 的 試 験
　 ： こ の 実 施 例 に お い て 、 単 回 の ア ッ セ イ が 、 下 気 道 疾 患 の 症 候 を 有 す る
患 者 か ら の 試 料 中 の 一 般 的 な 呼 吸 器 系 病 原 体 の 異 な る ア レ イ の 存 在 に つ い て 包 括 的 に 試 験
す る 。 こ の 実 施 例 の 医 学 的 な 目 的 お よ び 重 要 性 は 、 実 施 例 32と 同 じ で あ る 。 し か し 、 こ の
実 施 例 は 、 抗 体 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 お よ び イ ム ノ ア ッ セ イ 形 式 で は な く 、 ゲ ノ ム DNAプ ロ
ー ブ お よ び イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 形 式 を 使 用 す る 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
　 ： カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 は ゲ ノ ム 差 分 （ 細 菌 お よ び 真 菌 ） ま た は コ
ン ピ ュ ー タ 分 析 （ ウ イ ル ス ） を 使 用 し て 種 々 の 下 気 道 病 原 体 か ら 単 離 す る 。 各 病 原 体 群 に
特 異 的 な カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の フ ァ ミ リ ー を 合
成 す る 。 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 プ ロ ー ブ の 各 フ ァ ミ リ ー を 、 蛍 光 量 子 ド ッ ト 標 識 の 別 個 の 組 み
合 わ せ で 標 識 す る 。 全 体 の プ ロ ー ブ 集 合 （ す な わ ち 、 す べ て の プ ロ ー ブ フ ァ ミ リ ー ） が 試
料 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ 、 こ れ は 、 ス ラ イ ド に 固 定 さ れ 、 次 い で 、 未 結 合 プ ロ ー ブ が 洗 い
流 さ れ る 。 CCDカ メ ラ を 使 用 し て 、 病 原 体 特 異 的 プ ロ ー ブ の ど の フ ァ ミ リ ー が （ す な わ ち
、 ど の 量 子 ド ッ ト 標 識 の 組 み 合 わ せ が ） 試 料 中 の 微 生 物 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か を 確 認 す
る こ と に よ り 、 臨 床 試 料 中 の 病 原 体 の 同 一 性 が 決 定 さ れ る 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
　 ： 表 2は 、 下 気 道 感
染 を 引 き 起 こ す 一 般 的 な 病 原 体 を 列 挙 す る 。 ゲ ノ ム 差 分 方 法 （ Straus 1995, 前 出 ） を 使
用 し て 、 細 菌 お よ び 真 菌 （ す な わ ち 、 非 ウ イ ル ス ） 病 原 体 か ら カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 を 単
離 す る 。 以 下 の 節 で は 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ニ ュ ー モ ニ エ に 特 異 的 な 診 断 マ ー カ ー を 精
製 お よ び 同 定 す る た め の プ ロ セ ス を 記 載 す る こ と に よ っ て 差 分 ス ト ラ テ ジ ー を 例 証 す る 。
S.ニ ュ ー モ ニ エ は 、 肺 炎 の は る か に 最 も 一 般 的 な 原 因 で あ る ； こ れ は 、 一 般 社 会 で の 肺 炎
に か か っ た す べ て の 場 合 の 約 30～ 50％ の 原 因 で あ る （ 米 国 に お い て 年 間 500,000件 ） 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
　

： 図 39Aは 、 S.ニ ュ ー モ ニ エ と そ の 最 も 密 接 な 関 連 物 の 系 統 学 的 な 関 連 性
を 示 す （ Kawamuraら 、 International Journal of Systematic Bacteriology 45: 406-8, 
1995） 。 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 を 単 離 す る た め の ス ト ラ テ ジ ー は 2つ の 工 程 に 分 け ら れ 得
る ： ゲ ノ ム 減 算 （ genomic subtraction） 工 程 （ 図 39B） お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 工 程 （ 図 39
C） で あ る 。 最 初 に 、 ゲ ノ ム 減 算 （ Straus、 1995、 前 出 ） が 、 系 統 学 的 な 株 （ こ の 場 合 、 S
.ニ ュ ー モ ニ エ ） か ら の DNAを 「 ＋ 」 ゲ ノ ム 差 分 試 料 と し て 使 用 し て 実 行 さ れ る （ 図 39B）
。 「 -」 ゲ ノ ム 差 分 試 料 は 、 最 も 密 接 な 関 連 物 で あ る 株 （ 肺 炎 を 一 般 的 に 引 き 起 こ さ な い
株 ） の い く つ か を プ ー ル す る こ と に よ っ て 構 築 さ れ る 。 得 ら れ る 減 算 産 物 は 、 病 原 体 の ゲ
ノ ム に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 密 接 に 関 連 す る 種 の ゲ ノ ム に は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い フ ラ グ
メ ン ト で あ る 。 次 い で 、 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト は 、 パ ー シ ャ ル フ ィ ル イ ン 法 （ Corrette-B
ennettら 、 Nucleic Acids Res 26: 1812-8, 1998） を 使 用 し て 、 pBluscriptIベ ク タ ー の X
hoI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ ４ ０ ６ 】
　 ： 次 の 工 程 は 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 で あ る （
す な わ ち 、 す べ て の S.ニ ュ ー モ ニ エ 株 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 他 の 群 の い か な る 株 に も ハ
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目 的 お よ び 利 点

実 施 例 の 技 術 的 概 要

下 気 道 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 か ら の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 の 単 離

ゲ ノ ム 差 分 を 使 用 し た 、 S.ニ ュ ー モ ニ エ カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 を 含 む DNAフ ラ グ メ ン ト
の セ ッ ト の 単 離

カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 で あ る 減 算 産 物 の 同 定



イ ブ リ ダ イ ズ し な い ） S.ニ ュ ー モ ニ エ 特 異 的 な 減 算 産 物 の サ ブ セ ッ ト を 単 離 す る こ と で あ
る 。 す べ て の 減 算 産 物 が カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 で あ る わ け で は な い こ と に 注 意 さ れ た い 。
減 算 産 物 の セ ッ ト は 、 所 望 の す べ て の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 フ ラ グ メ ン ト を 含 む が 、 い く
つ か の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 で な い フ ラ グ メ ン ト も 含 む 。 こ の こ と は 、 ゲ ノ ム 差 分 実 験 （ 前 の
段 落 を 参 照 さ れ た い ） が 、
単 一 の S.ニ ュ ー モ ニ エ 株 （ ゲ ノ ム 差 分 に お け る 「 ＋ 」 株 ） に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ い く
つ か の 関 連 す る 種 の 単 一 の 株 に は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い フ ラ グ メ ン ト を 選 択 し た こ と が 原
因 で あ る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 い く つ か の 減 算 産 物 は 、 他 の い く つ か の S.ニ ュ ー モ ニ エ 株 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ せ ず 、 そ し て い く つ か は 減 算 に お い て 使 用 さ れ た S.ミ チ ス （ S.mitis） の
異 な る 株 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ ４ ０ ７ 】
　 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 で あ る 減 算 産 物 の サ ブ セ ッ ト を 同 定 す る た め に 、 ク ロ ー ニ ン グ さ
れ た フ ラ グ メ ン ト が 、 多 く の 異 な る ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 単 離 物 の ゲ ノ ム DNAへ の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 す べ て の S.ニ ュ ー モ ニ エ 株 へ の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン に つ い て プ ロ ー ブ を 試 験 す る こ と は 不 可 能 で あ る の で 、 最 も 良 好 な 推 定 は
、 世 界 中 か ら 単 離 さ れ 、 か つ 数 十 年 の 期 間 に わ た っ て 単 離 さ れ て き た 何 百 も の S.ニ ュ ー モ
ニ エ 株 （ S.ニ ュ ー モ ニ エ 株 に つ い て は 、 American Type Culture Center、 お よ び Center f
or Disease Controlに お い て 達 成 さ れ た コ レ ク シ ョ ン か ら 得 ら れ る ） に 対 す る ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン に つ い て プ ロ ー ブ を 試 験 す る こ と に よ っ て な さ れ る 。 同 様 に 、 各 プ ロ ー ブ は
、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス の 多 く の 非 S.ニ ュ ー モ ニ エ 株 に 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に つ
い て 試 験 さ れ る 。 図 39Cは 、 プ ロ ー ブ が カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 で あ る か 否 か を 試 験 す る た
め の 便 利 な 方 法 を 示 す 。 ゲ ノ ム DNAは 、 S.ニ ュ ー モ ニ エ お よ び 関 連 す る ス ト レ プ ト コ ッ カ
ス の 種 の 異 な っ た 単 離 物 か ら 調 製 さ れ （ Gravesお よ び Swaminathan, Gravesら （ 1993） 、
「 Universal Bacterial DNA isolation procedure」 、 「 Diagnostic molecular microbio
logy: principles and applications」 D. Persing, T.Smith, F. Tenover お よ び  T. Whi
te編 （ Washington, D.C.: American Society for Microbiology） ,617-621頁 の 方 法 を 使
用 す る ） 、 変 性 し 、 そ し て 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト ア レ イ の 形 式 で 、 プ ラ ス に 荷 電 し た ナ イ ロ ン
フ ィ ル タ ー （ 例 え ば 、 GeneScreen Plus, NEN） 上 に ス ポ ッ ト さ れ る （ Ausubel 1987 前 出
） （ 「 ド ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ 」 で は な く コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 敏 感 な 種 に つ
い て は 、 株 が ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー 上 で イ ン サ イ チ ュ ー に 増 殖 お よ び 溶 菌 さ れ 得 、 従 っ て 、
多 数 の 株 か ら の DNAを 精 製 す る こ と を 避 け る ） 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 減 算 産 物 が カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 で あ る か 否 か を 試 験 す る た め に 、
こ れ は 、 ア レ イ 化 さ れ た ゲ ノ ム DNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 ク ロ ー ン は 、 そ れ が す べ て
の S.ニ ュ ー モ ニ エ 株 か ら の ゲ ノ ム DNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 関 連 す る ス ト レ プ ト コ ッ
カ ス 属 の 種 か ら の ゲ ノ ム DNAに は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 場 合 に 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 と
し て 分 類 さ れ る （ 図 39C） 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 減 算 産 物 は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 組 換 え
プ ラ ス ミ ド の PCR増 幅 の 間 に ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン を 取 り 込 む こ と に よ っ て 標 識 さ れ る 。 反 応 が
ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -dUTP（ 100μ M； Boehringer Mannheim） で 補 充 さ れ る 以 外 は 、 XhoLお よ び
XhoRプ ラ イ マ ー （ こ れ は 、 Bluescriptベ ク タ ー 中 で ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 減 算 産 物 に じ か に
隣 接 す る ） を 用 い た 、 標 準 的 な PCR条 件 が 使 用 さ れ る （ 定 義 を 参 照 さ れ た い ） 。 次 い で 、
個 々 の 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ が 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の
標 準 的 な 方 法 を 使 用 し て 、 ゲ ノ ム DNAの ド ッ ト ブ ロ ッ ト ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ （ Aus
ubel 1987, 前 出 ） 、 続 い て 製 造 業 者 （ Boehringer Mannheim） の 推 奨 す る プ ロ ト コ ー ル に
従 っ て 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ： 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗 体 結 合 体 （ Genius; Boehringer M
annheim） お よ び CDPス タ ー （ NEN） を 使 用 す る 検 出 を 行 う 。 化 学 発 光 画 像 を 、 遮 光 用 の 覆
い （ Alpha Innotech Corp., MultiImage II キ ャ ビ ネ ッ ト , カ タ ロ グ 番 号 DE-500-110） の
中 に 備 え ら れ た CCDカ メ ラ （ ORCA II; Hamamatsu） を 使 用 し て 得 、 Image-Pro Plus画 像 処
理 ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ （ Media Cybernetics, Silverspring, MD） を 使 用 し て 分 析 す
る 。
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【 ０ ４ ０ ９ 】
　 ： 次 に 、 上 記 に 記 載 し た ド ッ
ト ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 同 定 さ れ た 30個 の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 ク ロ ー ン に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 合 成 す る 。 最 初 に 、 30個 の 選 択 さ れ た S.ニ ュ ー モ ニ エ カ テ ゴ リ ー 特
異 的 配 列 の 各 々 を 配 列 決 定 す る 。 す べ て の DNA配 列 決 定 は 、 パ ー キ ン エ ル マ ー （ Perkin El
mer） か ら の ABI 377自 動 シ ー ク エ ン サ ー を 使 用 し て 、 お よ び 製 造 業 者 に よ っ て 推 奨 さ れ る
方 法 を 使 用 し て 実 行 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 合 成 す る た め に 、 30個 の カ テ ゴ
リ ー 特 異 的 配 列 の 各 々 か ら の 約 20塩 基 長 の 2つ の サ ブ 配 列 を 、 プ ロ グ ラ ム 「 プ ラ イ マ ー 3（
Primer3） 」 （ S.Rozen, H. Skaletsky (1998), コ ー ド は http://www-genome.wi.mit.edu/
-genome_software/other/primer3.htmlか ら 利 用 可 能 ） を 使 用 し て 、 最 低 溶 解 温 度 を 59℃
に 設 定 し 、 そ し て 最 高 溶 解 温 度 を 61℃ で 設 定 す る 以 外 は 、 内 部 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ピ ッ キ ン グ の た め の デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ ー 設 定 を 使 用 し て 、 選 択 す
る 。
【 ０ ４ １ ０ 】
　 5'末 端 に ア ミ ノ 基 修 飾 を 有 す る 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る （ Midland Certified 
Scientific Reagent Co.） 。 ア ミ ノ 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 高 度 に 蛍 光 性 の 量 子 ド ッ
ト に 共 有 結 合 的 に 結 合 さ れ 得 る （ 以 下 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ４ １ １ 】
　 　 （ 表 ５ ） 　 量 子 ド ッ ト を 使 用 す る コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
5種 類 の 別 々 に 着 色 さ れ た 量 子 ド ッ ト を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 31（ 2 5 -1） の 異 な る
色 の 組 み 合 わ せ が 可 能 で あ る 。 表 2の 一 番 上 の 行 に 列 挙 さ れ た 24種 の 病 原 体 の 各 々 に つ い
て 、 病 原 体 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の サ ブ セ ッ ト が 、 カ ラ ム 中 の 菱 形 で マ ー ク し た 各 々
の タ イ プ の 量 子 ド ッ ト に 結 合 さ れ る 。 従 っ て 、 別 個 の シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー を 有 す る プ ロ
ー ブ の フ ァ ミ リ ー が 各 病 原 体 に つ い て 構 築 さ れ る 。 5つ の 標 識 の 色 の 31の 可 能 な 組 み 合 わ
せ の う ち の 7つ （ す な わ ち 、 色 な し 、 1色 、 お よ び 5色 に 対 応 す る 組 み 合 わ せ ） は 表 に 示 さ
れ て い な い こ と に 注 意 の こ と 。
【 ０ ４ １ ２ 】
　

： 包 括 的 な 下 気 道 感 染 試 験 の 目 的 を 達 成 す る た め に 、 S.ニ ュ ー モ ニ エ プ ロ ー ブ フ ァ
ミ リ ー は 、 表 2に お け る 他 の 病 原 体 に 対 応 す る プ ロ ー ブ フ ァ ミ リ ー か ら そ れ を 区 別 す る 方
法 で 標 識 さ れ な く て は な ら な い 。 こ の 実 施 例 に お い て 、 各 々 の プ ロ ー ブ フ ァ ミ リ ー は 、 量
子 ド ッ ト 標 識 の 別 個 の 組 み 合 わ せ で 標 識 さ れ る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識 の 原 理 は 図 5に 示
さ れ る 。 量 子 ド ッ ト は 、 ナ ノ メ ー タ ー サ イ ズ の 半 導 体 結 晶 で あ り 、 こ れ は 、 単 純 か つ 安 価
な 機 器 を 用 い て 単 一 の 粒 子 と し て 容 易 に 検 出 さ れ る に 十 分 明 る い 蛍 光 を 発 す る （ Bruchez
ら 、 Science 281: 2013-6, 1998; Chanら 、 Science 281: 2016-8, 1998; Service, Scien
ce 281: 1930-1, 1998） 。 要 約 す れ ば 、 本 発 明 の た め に 非 常 に 有 用 で あ る 量 子 ド ッ ト の 特
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カ テ ゴ リ ー 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の フ ァ ミ リ ー の 合 成

量 子 ド ッ ト を 用 い た 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の コ ン ビ ナ ト リ ア
ル 標 識



性 に は 、 放 射 ス ペ ク ト ル が 非 常 に 狭 い ； 放 射 ス ペ ク ト ル が ナ ノ ク リ ス タ ル の サ イ ズ に よ っ
て 決 定 さ れ る -変 動 す る サ イ ズ に よ っ て 、 多 数 の 別 個 の 放 射 ス ペ ク ト ル を 有 す る 量 子 ド ッ
ト 標 識 試 薬 が 生 成 さ れ る （ こ の 多 色 適 用 の た め に 重 要 で あ る ） ； 発 光 が 非 常 に 強 く 、 そ の
結 果 、 単 一 の 粒 子 が 画 像 化 さ れ 得 る ； 粒 子 の サ イ ズ が 小 さ く 、 そ の サ イ ズ は 小 さ な タ ン パ
ク 質 の サ イ ズ と 比 較 さ れ 得 る （ イ ン サ イ チ ュ ー 分 析 の 間 に 、 固 定 さ れ た 細 胞 中 で の 標 的 へ
の プ ロ ー ブ の 接 近 し や す さ を 増 強 す る ） ； 量 子 ド ッ ト は 生 物 学 的 に 重 要 な 分 子 （ 例 え ば 、
核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 ビ オ チ ン ） で 共 有 結 合 的 に 修 飾 さ れ 得 る ； お よ び 、 単 一 の 光 の 波 長 が
異 な る 放 射 ス ペ ク ト ル を 有 す る 量 子 ド ッ ト か ら の 放 射 を 引 き 起 こ す 、 と い う 事 実 が 含 ま れ
る 。
【 ０ ４ １ ３ 】
　 24種 の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ フ ァ ミ リ ー （ 表 2に 列 挙 さ れ た 呼
吸 器 系 の 病 原 体 に 対 応 す る ） の 各 々 を 別 々 に 標 識 す る た め に 、 量 子 ド ッ ト の 異 な る 組 み 合
わ せ が 使 用 さ れ る 。 別 々 に 着 色 し た 5種 類 の 量 子 ド ッ ト を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 31
（ 2 5 -1） の 異 な る 色 の 組 み 合 わ せ が 可 能 で あ る （ 表 2） 。 病 原 体 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 各 セ ッ ト に つ い て 、 100の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 表 2の 病 原 体 の カ ラ ム 中 の 菱 形 で マ
ー ク し た 量 子 ド ッ ト の 各 々 の タ イ プ に 結 合 体 化 さ れ る 。 従 っ て 、 S.ニ ュ ー モ ニ エ に つ い て
、 100の 異 な る S.ニ ュ ー モ ニ エ カ テ ゴ リ ー 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 紫 色 量 子 ド ッ ト
で 標 識 さ れ る 。 同 様 に 、 100の 他 の S.ニ ュ ー モ ニ エ カ テ ゴ リ ー 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
が 青 色 量 子 ド ッ ト で 標 識 で 標 識 さ れ る 。 200の 量 子 ド ッ ト 標 識 さ れ た S.ニ ュ ー モ ニ エ カ テ
ゴ リ ー 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 S.ニ ュ ー モ ニ エ カ テ ゴ リ ー 特 異 的 プ ロ ー ブ フ ァ ミ リ
ー を 構 成 す る 。 個 々 の S.ニ ュ ー モ ニ エ 細 胞 に 対 す る プ ロ ー ブ フ ァ ミ リ ー の イ ン サ イ チ ュ ー
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 青 色 お よ び 紫 色 の 量 子 ド ッ ト の ク ラ ス タ ー と し て 検 出 さ れ る
。 同 様 に 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 細 胞 が 、 紫 色 お よ び 緑 色 の 量 子 ド ッ ト の 局 在
化 し た ク ラ ス タ ー と し て 検 出 さ れ る （ 表 2の カ ラ ム 2に お い て 示 さ れ る よ う に ） 。 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 製 造 業 者 の 推 奨 す る 手 順 に 従 っ て 、 量 子 ド ッ ト （ Quantum Dot Corp） に 共
有 結 合 的 に 結 合 さ れ る 。
【 ０ ４ １ ４ 】
　 偶 発 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 そ れ が カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 の サ ブ 配 列 で あ
る 場 合 で さ え 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 と し て 振 る 舞 わ な い か も し れ な い 。 こ れ は 、 よ り 大
き な カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 中 の パ ッ チ 配 列 の 分 岐 に 起 因 し て 生 じ 得 る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド が カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 で あ る こ と の 確 認 は 、 量 子 ド ッ ト 標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト へ の ハ イ ブ リ ダ イ ジ ン グ に よ っ て 、 上 記 に 記 載 し た よ う に 、 し か し
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 適 切 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 使 用 し て 、 達 成 さ れ る （ Au
subel 1987, 前 出 ） 。 こ の ド ッ ト ブ ロ ッ ト は 、 ORACAII CCDカ メ ラ （ Hamamatsu） を 使 用 し
て 、 ベ ン チ ト ッ プ の 覆 い （ Alpha Innotech Corp., MutiImage II cabinet; カ タ ロ グ 番 号
DE-500-110） 中 の UV落 射 照 明 、 お よ び 画 像 処 理 ソ フ ト ウ ェ ア （ MetaMorph Universal Imag
ing Corporation, Downingtown, PA） を 用 い て 、 分 析 さ れ る 。 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 と し
て 振 る 舞 わ な い プ ロ ー ブ セ ッ ト 中 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ す べ て の S.ニ ュ ー モ ニ エ 株 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る が 他 の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 株 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い ） は 、 カ テ ゴ リ ー
特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ フ ァ ミ リ ー に は 含 ま れ な い 。
【 ０ ４ １ ５ 】
　 他 の シ グ ナ ル 生 成 部 分 が 、 こ の 実 施 例 に お い て 量 子 ド ッ ト の 代 わ り に 置 き 換 え 得 る こ と
に 注 意 さ れ た い 。 例 え ば 、 カ ル ボ キ シ レ ー ト 修 飾 蛍 光 標 識 粒 子 （ 40ナ ノ メ ー タ ー 直 径 、 Tr
ansFluoSpheres, Molecular Probes） が 、 EDAC化 学 を 使 用 し て （ 製 造 業 者 の 指 示 書 に 従 っ
て ） 、 5'末 端 ア ミ ノ 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 さ れ 得 る 。 次 い で 、 別 個 の 放 射 ス ペ ク
ト ル （ 560、 605、 645、 685、 お よ び 720nm） を 有 す る が 、 す べ て 同 じ 吸 収 極 大 （ 488nm） を
有 す る 、 5種 類 の TransFluoSpheresを 使 用 し て 、 表 5に お け る 5つ の 異 な る タ イ プ の 量 子 ド
ッ ト を 使 用 す る も の と 類 似 す る 組 み 合 わ せ で 、 病 原 体 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す
る 。
【 ０ ４ １ ６ 】
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　 ま た は 、 よ り 大 き な ク ロ ー ニ ン グ さ れ た カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 は 、 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ
チ ド の 存 在 下 で 、 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iの ク レ ノ ウ （ Klenow） フ
ラ グ メ ン ト 、 逆 転 写 酵 素 、 ま た は Taqポ リ メ ラ ー ゼ ） を 使 用 し て 標 識 さ れ 得 る 。 有 用 な ヌ
ク レ オ チ ド 修 飾 の 例 に は 、 蛍 光 団 に 直 接 結 合 体 化 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 Molecula
r Probesか ら の Alexaシ リ ー ズ 、 ま た は フ ル オ レ セ イ ン -12-dUTP（ NEN Life Sciences; カ
タ ロ グ 番 号 NEL413） ） 、 一 級 ア ミ ン を 含 む ヌ ク レ オ チ ド （ こ れ は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ の
取 り 込 み の 後 に 蛍 光 団 に 結 合 体 化 さ れ 得 る ） 、 お よ び ハ プ テ ン 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば
、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -dUTP； Boehringer Mannheim） が 含 ま れ る 。 ハ プ テ ン 修 飾 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド に つ い て は 、 シ グ ナ リ ン グ 部 分 （ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 標 識 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗 体
） は 、 プ ロ ー ブ が 試 料 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 後 に 、 し ば し ば 、 プ ロ ー ブ に 結 合 体 化 さ れ
る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 標 識 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 を 使 用 す る コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識 の た め に 、
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て は 、 標 識 ス キ ー ム は 区 別 可 能 な シ グ ナ リ ン グ 部 分 の セ ッ ト を
使 用 し な く て は な ら な い 。
【 ０ ４ １ ７ 】
　 ： 表 2に お け る 他 の 細 菌
お よ び 真 菌 の 病 原 体 に つ い て の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 プ ロ ー ブ フ ァ ミ リ ー は 、 上 記 の よ う に 、
S.ニ ュ ー モ ニ エ に つ い て 作 製 さ れ る 。 し か し 、 上 記 お よ び 表 5に 示 す よ う に 、 各 カ テ ゴ リ
ー 特 異 的 プ ロ ー ブ フ ァ ミ リ ー は 、 量 子 ド ッ ト の 異 な る 組 み 合 わ せ で 標 識 さ れ る 。 こ の 試 験
を 開 発 す る た め に 使 用 さ れ る 病 原 体 は 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン  (
ATCC; Manassas, VA)か ら 入 手 す る 。
【 ０ ４ １ ８ 】
　 ウ イ ル ス カ テ ゴ リ ー 特 異 的 プ ロ ー ブ フ ァ ミ リ ー は 、 ウ イ ル ス カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 が 公
的 に 利 用 可 能 な ゲ ノ ム 配 列 の 比 較 に よ っ て 単 離 さ れ る 以 外 は 、 同 様 に 調 製 さ れ る 。 第 一 に
、 公 的 な デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 GenBank； http://www.ncbi.nlm.nih.gov） が 、 ウ イ ル ス
病 原 体 （ 例 え ば 、 A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ） 由 来 の 配 列 に つ い て 走 査 さ れ る 。 次 い で
、 こ れ ら の 配 列 は 、 プ ロ グ ラ ム MegAlign（ DNAStar） 中 で イ ン ポ ー ト お よ び 整 列 さ れ る 。
カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 は 、 ゲ ノ ム 中 で 不 変 で あ り 、 か つ ウ イ ル ス の 1つ よ り 多 い 単 離 物 か
ら 配 列 決 定 さ れ た 領 域 よ り 選 択 さ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 設 計 さ れ 、 合 成 さ れ 、 量
子 ド ッ ト に 結 合 さ れ 、 そ し て S.ニ ュ ー モ ニ エ に つ い て 上 記 の よ う に 試 験 さ れ る 。 ウ イ ル ス
単 離 物 は 、 培 養 物 レ パ ー ト リ ー （ 例 え ば 、 American Type Culture Collection (ATCC)）
か ら 、 ゲ ノ ム 核 酸 （ ド ッ ト ブ ロ ッ ト の た め に ） を 調 製 す る た め に 得 ら れ る 。 例 え ば 、 ATCC
は 、 A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス お よ び B型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 大 き な コ レ ク シ ョ ン
を 維 持 し て い る 。 ウ イ ル ス 種 の 種 々 の 単 離 物 か ら の 核 酸 は 、 標 準 的 な 方 法 に よ っ て ゲ ノ ム
ド ッ ト ブ ロ ッ ト の た め に 調 製 さ れ る （ 例 え ば 、 Stephensonら 編 （ 1988） 「 Diagnostic vir
ology-Laboratory manuals」  (Totaowa, NJ: Humana Press) 307頁 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ４ １ ９ 】
　 病 原 体 特 異 的 プ ロ ー ブ フ ァ ミ リ ー は 、 下 気 道 病 原 体 プ ロ ー ブ 集 合 を 作 製 す る た め に 合 わ
せ ら れ る 。 こ の プ ロ ー ブ 集 合 は 、 EE緩 衝 液 （ 定 義 を 参 照 さ れ た い ） 中 で 合 わ せ ら れ 、 そ の
結 果 、 各 プ ロ ー ブ の 濃 度 は 10nMで あ る 。
【 ０ ４ ２ ０ 】
　 ： 病 原 体 特 異 的 プ ロ ー ブ 集 合 を 使 用 し て 、 同 時 に 24
種 の 病 原 体 に つ い て 呼 吸 器 系 試 料 を 走 査 す る （ 図 40） 。 試 料 の 好 ま し い レ イ ア ウ ト お よ び
対 照 を 図 40に 示 す 。 顕 微 鏡 ス ラ イ ド を 、 画 像 の 整 列 を 容 易 に す る た め に 試 料 お よ び 対 照 領
域 中 に 位 置 決 め の マ ー ク で エ ッ チ ン グ す る （ 以 下 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ４ ２ １ 】
　 呼 吸 器 系 の 試 料 （ 例 え ば 、 痰 、 気 管 支 肺 胞 洗 浄 液 、 ま た は 保 護 さ れ た 気 管 支 ブ ラ シ 試 料
） は 、 対 照 標 的 と と も に 、 ガ ラ ス 製 の 顕 微 鏡 ス ラ イ ド に 塗 布 さ れ 、 そ し て 風 乾 す る 。 ス ラ
イ ド 上 の 内 部 対 照 部 分 が 各 ス ラ イ ド 上 に 構 築 さ れ 、 そ の 上 で 精 製 さ れ た 呼 吸 器 系 の 病 原 体
を 含 む ス ポ ッ ト が 整 列 さ れ る 。 こ の ス ラ イ ド の 対 照 部 分 の 目 的 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン が 正 確 に 進 行 し て い る こ と を 確 認 す る こ と 、 お よ び 試 料 中 の シ グ ナ ル と 比 較 さ れ る 、 内

10

20

30

40

50

(83) JP 2005-518553 A 2005.6.23

他 の 下 気 道 病 原 体 に つ い て の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 プ ロ ー ブ の 単 離

臨 床 試 料 中 に 存 在 す る 病 原 体 の 同 定



部 の 蛍 光 標 識 さ れ た 標 準 を 提 供 す る こ と で あ る 。 プ ロ ー ブ 集 合 中 に 示 さ れ る 24種 の 呼 吸 器
系 の 病 原 体 （ 表 2に 列 挙 さ れ る ） の 各 々 が ス ラ イ ド 上 に ス ポ ッ ト さ れ （ 0.1μ l PBS中 ～ 250
生 物 体 ） 、 そ し て 風 乾 さ れ る 。 次 い で 、 試 料 お よ び 対 照 を 、 Braun-Howlandら の 方 法 （ Bra
un-Howlandら 、 Biotechniques 13: 928-34, 1992） を 使 用 し て 固 定 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン の 前 に 、 固 定 し た 試 料 中 の 核 酸 は 、 試 料 を 70％ ホ ル ム ア ミ ド で 、 75℃ 、 10分 間 覆
う こ と に よ っ て 変 性 さ せ た 。 過 剰 の 液 体 を 注 ぎ 出 し 、 そ し て ス ラ イ ド を EEで す す ぎ 、 風 乾
さ せ た 。
【 ０ ４ ２ ２ 】
　 次 に 、 プ ロ ー ブ 集 合 を ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 で 試 料 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン は 5μ lの プ ロ ー ブ 集 合 （ 各 プ ロ ー ブ の 最 終 濃 度 は 1nMで あ る ） を 含 む HYB緩 衝 液
（ 50μ l； 定 義 を 参 照 さ れ た い ） 中 で 実 行 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 は カ バ ー ガ
ラ ス で 覆 い 、 湿 式 ス ラ イ ド モ ウ ト （ Boekel） で 、 50℃ 、 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ス ラ
イ ド を 、 HYB緩 衝 液 中 で 、 50℃ で 5回 洗 浄 す る （ 各 洗 浄 30秒 間 ） 。 ス ラ イ ド を 室 温 ま で 冷 却
し た 後 、 こ れ ら を EEで す す ぎ 風 乾 す る 。
【 ０ ４ ２ ３ 】
　 図 3Aの も の と 同 様 の CCD画 像 処 理 装 置 （ し か し 、 自 動 化 ス テ ー ジ は つ い て い な い ） を 使
用 し て 、 試 料 お よ び 内 部 標 準 の 画 像 を 得 る 。 ロ ー デ ィ ン グ ト レ イ は 3つ の 位 置 を 有 す る ：
オ ー プ ン 、 第 1の 画 像 処 理 位 置 、 お よ び 第 2の 画 像 処 理 位 置 で あ る 。 量 子 ド ッ ト 標 識 プ ロ ー
ブ を 結 合 し た ス ラ イ ド を 、 画 像 処 理 装 置 の ロ ー デ ィ ン グ ト レ イ に 挿 入 す る （ オ ー プ ン 位 置
で ） 。 内 部 標 準 部 分 の 位 置 は 画 像 処 理 装 置 の 方 に 向 か っ て 配 置 し て い る 。 ロ ー デ ィ ン グ ト
レ イ を 、 ス ラ イ ド の 内 部 標 準 部 分 を 見 る た め の 第 1の 画 像 処 理 位 置 に 移 動 さ せ る 。 標 準 を
画 像 処 理 し た 後 、 ス ラ イ ド を 、 実 験 試 料 を 分 析 す る た め に 第 2の 画 像 処 理 位 置 に 移 動 さ せ
る 。
【 ０ ４ ２ ４ 】
　 画 像 の 獲 得 は 、 好 ま し く は コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ ェ ア （ Image-Pro Plus） に よ っ て 制 御
さ れ る 。 5つ の 画 像 を 自 動 的 に 獲 得 し 、 1つ が 各 々 の 蛍 光 団 シ グ ナ リ ン グ 部 分 に 対 応 す る 。
各 蛍 光 団 を 画 像 処 理 す る た め に 、 こ の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 正 し い 励 起 フ ィ ル タ ー お よ び 放 射
フ ィ ル タ ー を 自 動 的 に 選 択 し 、 そ し て ユ ー ザ 定 義 の パ ラ メ ー タ ー （ 例 え ば 、 露 光 時 間 、 標
準 の 強 度 値 な ど ） に 従 っ て 画 像 を 収 集 す る 。 こ の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 5つ の 画 像 の 各 々 か ら
の 情 報 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 合 成 画 像 を 構 築 す る 。 画 像 を 、 位 置 決 め マ ー ク の 補
助 で （ マ ー ク は 試 料 領 域 お よ び 対 照 領 域 に エ ッ チ ン グ さ れ 、 そ の 結 果 、 こ れ ら は 各 画 像 中
で 見 ら れ る ） 自 動 的 に 整 列 さ せ る 。 整 列 は 必 要 で あ る 。 な ぜ な ら 、 連 続 し た 画 像 は 、 一 般
的 に は 、 フ ィ ル タ ー 交 換 の 間 の 小 さ な 機 械 的 な 摂 動 に 起 因 し て 、 わ ず か に 補 正 さ れ る か ら
で あ る 。 次 い で 、 こ の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 合 成 画 像 に お け る 各 ピ ク セ ル に 、 5つ の 画 像 の 各
々 の 強 度 に 対 応 す る 値 の マ ト リ ッ ク ス を 割 り 当 て る 。
【 ０ ４ ２ ５ 】
　 標 準 の ソ フ ト ウ ェ ア に 基 づ く 分 析 は 2つ の 主 な 機 能 を 有 す る 。 第 1に 、 こ れ は 、 実 験 手 順
が 正 し く 機 能 し て い る か こ と を 確 認 す る 。 標 準 の ア レ イ に お け る 24個 の 「 ス ポ ッ ト 」 の 各
々 が 、 実 験 試 料 に お い て 存 在 し 得 る 病 原 体 と 同 じ に 処 理 さ れ た 標 的 病 原 体 の 個 々 の 細 胞 ま
た は ウ イ ル ス を 含 む 。 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 各 病 原 体 特 異 的 フ ァ ミ リ ー に つ い て の シ グ ナ
ル 部 分 の 組 み 合 わ せ は 既 知 で あ る 。 従 っ て 、 こ の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 各 ス ポ ッ ト に お け る 細
胞 /ウ イ ル ス が シ グ ナ リ ン グ 部 分 の 予 想 さ れ る 組 み 合 わ せ に 一 致 す る か 否 か を チ ェ ッ ク す
る 。 さ ら に 、 各 ス ポ ッ ト に お い て 観 察 さ れ る 病 原 体 の 数 が 、 既 知 の 数 （ 約 250生 物 体 ） と
実 験 的 に 比 較 さ れ る 。 正 確 な 数 の 病 原 体 が 、 結 合 し た プ ロ ー ブ に よ っ て 予 想 さ れ る よ う に
標 識 さ れ る 場 合 、 実 験 手 順 は 正 し く 機 能 し て い る と 見 な さ れ る 。 こ の ソ フ ト ウ ェ ア 分 析 は
、 拒 否 の 判 断 基 準 に 対 し 結 果 を 比 較 す る こ と を 含 む 。 こ れ は 、 利 用 者 に よ っ て 設 定 さ れ 得
る 。 実 験 は 、 好 ま し く は 以 下 を 含 む 理 由 に よ っ て 拒 否 さ れ る ： 1つ ま た は そ れ 以 上 の 病 原
体 が 、 正 確 ま た は 効 率 的 に 標 識 さ れ な か っ た た め 、 過 度 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド （ 病 原 体 を 有
し な い 画 像 の 区 画 を 分 析 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る ） 、 お よ び 乏 し い シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ
比 。 5つ の 画 像 の 各 々 に つ い て こ の ス テ ー ジ で 評 価 さ れ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光 の 値 は 、
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好 ま し く は 、 標 準 画 像 お よ び 試 料 画 像 か ら 減 算 さ れ る 。
【 ０ ４ ２ ６ 】
　 標 準 の 分 析 の 第 2の 機 能 は 、 シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー を 既 知 の 病 原 体 と 関 連 付 け る た め の
正 確 な キ ー を 生 成 す る こ と で あ る 。 各 病 原 体 に つ い て 、 5つ の 画 像 の 各 々 に つ い て の 予 測
値 の マ ト リ ッ ク ス が 構 築 さ れ る （ す な わ ち 、 蛍 光 団 最 適 化 さ れ た 励 起 /放 射 フ ィ ル タ ー で
収 集 さ れ た 各 々 の 画 像 に つ い て ） 。 1つ の 画 像 に お け る 病 原 体 に つ い て の 予 測 さ れ る 範 囲
を 確 立 す る た め に 、 1つ の ス ポ ッ ト に お け る ～ 250生 物 体 の 各 々 に つ い て の 強 度 値 が 表 に さ
れ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 閾 値 は 、 標 準 に お い て 検 出 さ れ る 強 度 値 の 観
察 さ れ る 範 囲 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 従 っ て 、 次 に 、 各 病 原 体 に つ い て 、 各 画 像 に つ い て
の 予 測 範 囲 の セ ッ ト が 構 築 さ れ る 。 偽 の 色 を 特 定 の 病 原 体 に つ い て 予 測 さ れ る 範 囲 内 に 収
ま る 値 の セ ッ ト と 関 連 付 け る 検 査 表 も ま た 、 構 築 さ れ る 。 偽 の 色 を 割 り 当 て る プ ロ セ ス は
、 核 型 分 析 の た め に 使 用 さ れ る も の と 同 様 で あ る （ Schrockら 、 1996、 前 出 ； Speicherら
、 1996、 前 出 ） 。
【 ０ ４ ２ ７ 】
　 試 料 同 定 の た め の バ ー コ ー ド （ 種 々 の 厚 さ の 黒 い 棒 を 適 用 す る こ と に よ っ て 構 築 す る ）
が 、 ス ラ イ ド 上 に 好 ま し く 配 置 さ れ 、 そ の 結 果 、 こ れ は 、 標 準 と 同 時 に 画 像 化 さ れ る 。 バ
ー コ ー ド 適 用 お よ び 分 析 の た め の 方 法 は 、 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
　 標 準 の 分 析 の 後 、 ス ラ イ ド ロ ー ダ ー が 第 2の 位 置 ま で 移 動 し 、 ス ラ イ ド の 試 料 部 分 を 画
像 処 理 領 域 中 に 配 置 す る 。 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 試 料 の 5つ の 画 像 の コ レ ク シ ョ ン を 駆 動 す る
（ 標 準 に つ い て は 、 先 の よ う に 自 動 的 に 画 像 処 理 す る ） 。 標 準 の 分 析 の 間 に 構 築 さ れ た 検
査 表 を 使 用 し て 、 偽 の 色 は 、 特 定 の 病 原 体 に つ い て 予 測 さ れ る 範 囲 内 に 収 ま る 色 の 比 の 値
の セ ッ ト に 対 応 す る 、 個 々 の 対 象 物 に 割 り 当 て ら れ る 。 偽 の 色 の 対 象 物 の 各 々 の タ イ プ に
つ い て の 強 度 は 合 計 さ れ 、 対 照 試 料 中 の 標 的 の 平 均 強 度 の 値 に よ っ て 割 り 算 さ れ 、 各 試 料
中 に 存 在 す る 標 的 の 数 の 見 積 も り を 得 る 。 こ の 画 像 分 析 の 最 初 の 関 門 は 、 標 的 の 単 一 の カ
テ ゴ リ ー を 表 す 対 象 物 中 の 病 原 体 を 同 定 お よ び 計 数 す る 。 第 2の 関 門 に お い て 、 こ の ソ フ
ト ウ ェ ア が 、 任 意 の 標 的 病 原 体 の 複 合 物 と は 一 致 し な い 、 値 の 比 を 登 録 す る ピ ク セ ル を 試
験 し て 、 こ れ ら が 1つ よ り 多 い タ イ プ の 病 原 体 の 登 録 と 一 致 す る 比 を 有 す る か 否 か を 決 定
す る 。 最 後 に 、 こ の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 利 用 者 の た め に 、 診 断 （ す な わ ち 、 感 染 ま た は 感 染
な し ） 、 試 料 中 の 病 原 体 の 同 一 性 お よ び 数 、 試 料 の ID番 号 （ ス ラ イ ド 上 の バ ー コ ー ド 化 さ
れ た 情 報 か ら 抽 出 さ れ た も の ） 、 な ら び に 標 準 お よ び 試 料 の 両 方 の 合 成 画 像 （ 偽 の 色 の ピ
ク セ ル を 伴 う ） を 示 す 。
【 ０ ４ ２ ９ 】
実 施 例 40． 核 酸 プ ロ ー ブ を 使 用 す る 多 数 の 病 原 体 に つ い て の 血 液 試 料 の 同 時 試 験
　 ： 心 臓 血 管 系 の 病 原 体 侵 入 は 、 最 も 深 刻 な 感 染 性 疾 患 の 1つ で あ る 。 米 国 に お
い て 毎 年 約 200,000件 の 血 流 感 染 が 起 こ っ て お り 、 そ の う ち 20～ 50％ が 致 命 的 で あ る 。 特
に リ ス ク が あ る の は 、 免 疫 無 防 備 な 患 者 、 非 常 に 若 い 患 者 お よ び 非 常 に 年 を と っ て い る 患
者 、 皮 膚 ま た は 軟 組 織 の 感 染 お よ び 創 傷 を 有 す る 患 者 、 な ら び に 侵 襲 的 な 医 学 的 処 置 の 受
け 手 で あ る 。 す べ て の 主 要 な 種 類 の 病 原 体 は 、 血 流 に 感 染 し 得 、 こ れ ら に は 、 細 菌 、 ウ イ
ル ス 、 真 菌 、 お よ び 寄 生 生 物 が 含 ま れ る 。 血 流 感 染 に お け る 病 原 体 の 迅 速 な 同 定 は 、 適 切
な 、 潜 在 的 な 救 命 治 療 を 設 定 す る た め に 決 定 的 で あ る 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
　 治 療 の 選 択 は 、 病 原 体 の 同 定 に 依 存 す る 。 多 く の 試 験 お よ び 多 く の 費 用 が 感 染 源 を 決 定
す る た め に 必 要 と さ れ 得 る 。 し か し 、 最 適 な 治 療 の 素 早 い 開 始 は 、 し ば し ば 、 生 死 の 問 題
で あ る 。 従 っ て 、 広 範 な 一 般 的 な 血 流 感 染 源 の 同 定 を 迅 速 に 決 定 す る 単 回 の ア ッ セ イ 法 に
必 要 性 が 存 在 す る 。
【 ０ ４ ３ １ 】
　 ： こ の 実 施 例 に お け る 試 験 は 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の
た め の 間 接 的 に 標 識 さ れ た 病 原 体 特 異 的 プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と に よ り 、 血 液 試 料 中 の 広
範 な 血 流 病 原 体 の 存 在 に つ い て 走 査 す る 。 一 般 的 な 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 お よ び 原 生 生 物 の 病
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原 体 を 同 時 に 試 験 す る こ と に よ っ て 、 こ の 方 法 は 、 現 在 の 実 務 を 超 え て 実 質 的 な 改 善 を 提
供 す る 。 こ の 試 験 の 迅 速 性 （ こ れ は 、 微 生 物 の 培 養 を 必 要 と し な い ） は 、 こ れ を 、 血 流 病
原 体 の 迅 速 診 断 の 決 定 的 な 作 業 の た め 、 お よ び 適 切 か つ 時 期 を 得 た 治 療 を 設 定 す る た め に
特 に 有 用 に す る 。
【 ０ ４ ３ ２ 】
　 　 （ 表 ６ ） 　 血 流 感 染 を 引 き 起 こ す 病 原 体
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ ３ 】
　

： 表 6は 、 血 流 感 染 を 引 き 起 こ す い く つ か の 一 般 的 な 病 原 体 を 列 挙
す る 。 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 が 、 Tinslayら （ 1996、 前 出 ） に よ っ て 修 飾 さ れ た 表 示 差 分
析 方 法 に よ っ て 、 非 ウ イ ル ス 性 （ す な わ ち 、 細 菌 、 真 菌 、 お よ び 寄 生 生 物 ） 病 原 体 か ら 単
離 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 実 施 例 39に お い て 使 用 さ れ る も の と 技 術 的 に 別 で あ る が 、 こ れ は
、 同 一 の 特 性 を 有 す る 減 算 産 物 を 単 離 す る 。 ゲ ノ ム 差 試 料 は 、 実 施 例 39に お い て 記 載 さ れ
る よ う に 構 築 さ れ 、 そ の 産 物 は 、 標 準 的 な 方 法 を 使 用 し て 、 Bluscript IIベ ク タ ー に ク ロ
ー ニ ン グ さ れ る （ Ausubel、 1987、 前 出 ） 。 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 の 病 原 体 特 異 的 フ ァ ミ
リ ー は 、 実 施 例 39に お け る よ う に 同 定 お よ び 配 列 決 定 さ れ る 。
【 ０ ４ ３ ４ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 実 施 例 39に お け る よ う に 合 成 お よ び 試 験 さ れ る 。 ス ペ
ク ト ル 的 に 別 個 の 5つ の 量 子 ド ッ ト を 使 用 す る コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識 が 、 以 前 の 実 施 例 と
同 様 に 、 表 5に 示 さ れ る も の と 類 似 し た ス キ ー ム を 使 用 し て 使 用 さ れ る 。 し か し 、 こ の 実
施 例 に お い て 、 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 2つ の 部 分 を 有 す る よ う に 設 計 さ れ る ： カ テ ゴ
リ ー 特 異 的 配 列 お よ び タ グ 配 列 で あ る （ 図 6お よ び 図 41） 。 タ グ 部 分 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ロ ー ブ の 間 接 的 標 識 の た め の 手 段 を 提 供 す る 。 プ ロ ー ブ 分 子 を 間 接 的 に 標 識 す る た
め に 、 ア ン チ タ グ （ ま た は タ グ 相 補 物 ） 配 列 が シ グ ナ リ ン グ 部 分 で 標 識 さ れ 、 次 い で 、 二
機 能 性 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る （ 図 41） 。 5つ の 別 個 の タ
グ が 使 用 さ れ 、 1つ が 各 々 の 色 の ク ラ ス に 対 応 す る 。 例 え ば 、 S.ア ウ レ ウ ス に つ い て の 「
色 の コ ー ド 」 が 緑 色 、 紫 色 、 お よ び 青 色 で あ る と 仮 定 す る 。 約 100個 の S.ア ウ レ ウ ス 特 異
的 な プ ロ ー ブ が 「 緑 色 タ グ 」 を 用 い て 合 成 さ れ 、 100個 の 別 の プ ロ ー ブ が 「 青 色 タ グ 」 を
用 い て 、 そ し て 100個 の 別 の プ ロ ー ブ が 「 紫 色 タ グ 」 を 用 い て 合 成 さ れ る 。 こ の タ グ 配 列
お よ び カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 が 設 計 さ れ 、 そ の 結 果 、 溶 解 温 度 （ Tm： Suggs（ Suggs, S.V.
ら 、 Proc Natl Acad Sci USA 78: 6613-7, 1981） の ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 1M NaClで 計
算 さ れ る ） は 、 各 部 分 お よ び そ の 相 補 物 に つ い て 60℃ （ ± 1℃ ） で あ る 。 こ の タ グ は ま た
設 計 さ れ て 、 そ の 結 果 、 そ れ ら は 互 い に 、 各 々 の 他 の 相 補 物 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 、 ま た は カ テ ゴ リ ー 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 物 と 、 交 差 ハ イ ブ リ ダ イ
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ズ し な い （ す な わ ち 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の す べ て の こ の よ う な 組 み 合 わ せ は 、 好 ま し く
は 40℃ （ す な わ ち 、 Tm（ perfectmuch） －  20℃ ） の 融 解 温 度 （ Tm（ mismuch） ） を 有 す る
） 。 こ の ス ト ラ テ ジ ー の 利 点 は 、 5つ の み の 標 識 ア ン チ タ グ 配 列 が 合 成 さ れ る 必 要 が あ る
こ と （ お よ び こ れ ら は 多 数 の 適 用 の た め に 使 用 さ れ 得 る ） 、 な ら び に タ グ お よ び ア ン チ タ
グ は 試 料 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 間 に 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る こ と で あ る （ 代
替 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 単 一 の ユ ニ バ ー サ ル タ グ 配 列 が す べ て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 上
で 使 用 さ れ 得 る か 、 ま た は フ ァ ミ リ ー 特 異 的 タ グ が 使 用 さ れ 得 る こ と に 注 意 さ れ た い ） 。
【 ０ ４ ３ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 実 施 例 39に お け る よ う に 、 そ れ ら が 、 ゲ ノ ム DNAの ド ッ ト ブ ロ
ッ ト へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 厳 密 な カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 と し て 振 る 舞 う
こ と を 確 認 す る た め に チ ェ ッ ク さ れ る 。 し か し 、 こ の 実 施 例 に お い て 、 プ ロ ー ブ は 、 酵 素
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Synthetic Genetics） と 共 役 す る ア ン チ タ グ で 間 接 的 に 標 識 さ
れ る 。 プ ロ ー ブ は 、 HYB緩 衝 液 中 で 、 52℃ （ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド /ゲ ノ ム DNAの ハ イ ブ リ ッ
ド の 融 解 温 度 （ Tm） （ 60℃ ） -8℃ に 等 し い 温 度 ） で ド ッ ト ブ ロ ッ ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ
る 。 こ の ブ ロ ッ ト を 、 同 じ 緩 衝 液 で 同 じ 温 度 で 洗 浄 し （ 10分 間 、 3回 ） 、 150mM NaClお よ
び 100 mMト リ ス -HCl pH9.5の 溶 液 で 手 短 に す す ぎ 、 そ し て CDPス タ ー （ NEN） を 重 層 す る 。
ブ ロ ッ ト の デ ジ タ ル 画 像 は 、 以 前 の 実 施 例 に お い て 記 載 さ れ る よ う に 得 る 。
【 ０ ４ ３ ６ 】
　 こ の よ う に 、 病 原 体 特 異 的 プ ロ ー ブ フ ァ ミ リ ー に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 各 々 の
セ ッ ト （ 各 プ ロ ー ブ フ ァ ミ リ ー は 表 6に 列 挙 し た 30個 の 病 原 体 の う ち の 1つ に 特 異 的 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る ） は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識 ス キ ー ム を 使 用 し て 、 蛍 光 色 素 の 独 特 の 組 み
合 わ せ で 標 識 さ れ る 。 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ フ ァ ミ リ ー は 、 実 施 例 39に お け る よ う に 、 血 流
病 原 体 特 異 的 プ ロ ー ブ 集 合 を 形 成 す る よ う に 組 み 合 わ さ れ る 。
【 ０ ４ ３ ７ 】
　
： 血 液 試 料 を 標 準 的 な 方 法 を 使 用 し て 収 集 す る （ Isenberg編 （ 1992） 「 Clinical microbi
ology procedures handbook」 Washington, D.C.; American Society of Microbiology）
。 血 液 試 料 （ 0.5ml） を 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 、 Lischewski
ら （ Lischewskiら 、 J Clin Microbiol 35: 2943-8, 1997） の 方 法 を 使 用 し て 調 製 す る 。
血 液 試 料 に 隣 接 し て 、 対 照 ス ポ ッ ト の ア レ イ を 、 こ の 実 施 例 で は ス ポ ッ ト が 表 6に 列 挙 さ
れ る 血 流 病 原 体 か ら の 生 物 を 含 む 以 外 は 、 以 前 の 実 施 例 と 同 様 に ス ポ ッ ト す る 。 ス ラ イ ド
に ま た 、 以 前 の 実 施 例 と 同 様 に バ ー コ ー ド を 付 け る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄
工 程 を 、 こ の 実 施 例 で は 、 プ ロ ー ブ の 集 合 （ 最 終 濃 度 は 各 プ ロ ー ブ 1nM） お よ び ア ン チ タ
グ （ プ ロ ー ブ の 集 合 に お け る 対 応 す る タ グ 配 列 の 対 応 す る 濃 度 と 等 モ ル ） の 両 方 が 含 ま れ
る 以 外 は 、 以 前 の 実 施 例 と 同 様 に 実 行 す る 。
【 ０ ４ ３ ８ 】
　 ス ラ イ ド は 、 実 施 例 39と 同 様 に 画 像 処 理 お よ び 分 析 す る 。
【 ０ ４ ３ ９ 】
実 施 例 41． 核 酸 プ ロ ー ブ を 使 用 す る 多 数 の 中 枢 神 経 系 ウ イ ル ス に つ い て の 迅 速 な 協 同 的 試
験
　 ： 中 枢 神 経 系 （ CNS） の 感 染 は 、 医 学 的 な 緊 急 事 態 で あ る 。 感 染 因 子 の 迅
速 な 診 断 は 、 最 適 な 治 療 結 果 の た め に 決 定 的 で あ る 。 ウ ィ ル ス 感 染 の 診 断 は 特 に 問 題 で あ
り 、 し ば し ば 高 価 で あ る 。 こ の 実 施 例 に お い て 記 載 さ れ る 方 法 は 、 脳 脊 髄 液 （ CSF） 試 料
を 、 様 々 な 種 類 の ウ イ ル ス の 存 在 に つ い て 同 時 に 試 験 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ４ ０ 】
　 こ の 実 施 例 は 、 試 料 調 製 、 必 要 と さ れ る 機 器 、 お よ び 実 験 的 複 雑 さ を 最 小 化 す る 、 迅 速
な 、 高 度 に 多 重 化 さ れ た 試 験 を 詳 述 す る 。 CSF試 料 を 、 ラ テ ラ ル フ ロ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 法 を 使 用 し て 、 フ ィ ル タ ー 上 に ス ポ ッ ト お よ び 固 定 し 、 変 性 さ せ 、 そ し て ウ イ ル ス プ ロ
ー ブ の 集 合 （ 量 子 ド ッ ト で コ ン ビ ナ ト リ ア ル に 標 識 さ れ た も の ） に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る
。 結 合 し た プ ロ ー ブ は 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 に よ っ て 画 像 処 理 お よ び 同 定 さ れ る 。
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【 ０ ４ ４ １ 】
　 ： 表 7に 列 挙 さ れ た ウ イ ル ス の パ ネ ル に お け る ウ
イ ル ス の 群 の 各 々 に 特 異 的 な カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 を 選 択 す る 。 い く つ か の 場 合 に お い て
、 ウ イ ル ス 特 異 的 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 は 、 文 献 に す で に 記 載 さ れ て い る 。 他 の 場 合 に お
い て 、 配 列 は 、 デ ー タ ベ ー ス 中 の 他 の ウ イ ル ス と 配 列 を 比 較 し た 後 で 、 公 的 な デ ー タ ベ ー
ス 中 の ウ イ ル ス の ゲ ノ ム 配 列 か ら 選 択 さ れ る 。 配 列 比 較 は 、 標 準 的 な 方 法 を 使 用 し て な さ
れ る （ Ausubelら 、 1987、 前 出 ） 。 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 実 施 例 39と
同 様 に 、 選 択 さ れ 、 合 成 さ れ 、 そ し て 量 子 ド ッ ト で 標 識 さ れ る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識 ス
キ ー ム は 、 表 7に お け る ウ イ ル ス か ら の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 量 子 ド ッ
ト に 結 合 体 化 さ れ る 以 外 は 、 表 5に 示 さ れ る も の と 類 似 で あ る 。 中 枢 神 経 系 病 原 体 特 異 的
プ ロ ー ブ 集 合 は 、 種 々 の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 EE中 で 10nM（ 各 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド ） の 濃 度 で 合 わ せ る こ と に よ っ て 構 築 さ れ る 。
【 ０ ４ ４ ２ 】
　 　 （ 表 ７ ） 　 CNS感 染 を 引 き 起 こ す ウ イ ル ス
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ４ ３ 】
　 ： CSFを 、 標 準 的 な 方 法 を 使 用 し て 収 集 す る （ Isenberg、 1992、 前 出 ） 。 試 料
（ 1ml） を 、 微 量 遠 心 分 離 （ 12,000× g； 1分 間 ） で 、 手 短 に 遠 心 分 離 し て 、 細 胞 お よ び 粒
子 状 物 質 を 除 去 す る 。 上 清 中 の ウ イ ル ス （ 1ml） を 、 Biomax-5グ レ ー ド ウ ル ト ラ フ リ ー (gr
ade Ultrafree)-4 遠 心 分 離 ユ ニ ッ ト （ カ タ ロ グ 番 号 UFV4 510XB; Millipore, Bedford, M
A） 中 で 、 7,500gで の 遠 心 分 離 に よ っ て 濃 縮 す る 。 保 持 物 （ 10μ l） を 、 95℃ で 5分 間 加 熱
し 、 核 酸 を 変 性 さ せ て 、 支 持 体 の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ス ト リ ッ プ （ 0.5× 2cm； 5μ m孔 径 ； Os
monics） に ス ポ ッ ト す る 。 試 料 と は 別 個 の ス ト リ ッ プ の 領 域 中 で 、 表 7に お け る ウ イ ル ス
の 各 々 か ら の 変 性 し た ゲ ノ ム 核 酸 の 対 照 試 料 （ 各 1× 10 5 ゲ ノ ム ） を 、 以 前 に 記 載 し た よ う
に （ Gravittら 、 Journal of Clinical Microbiology 36: 3020-7, 1998） 隣 接 す る 線 に 配
置 す る （ バ ー コ ー ド に お け る よ う に ） 。 イ ン ク の 参 照 線 を 同 様 に 適 用 す る 。
【 ０ ４ ４ ４ 】
　 ： 量 子 ド ッ ト 標 識 プ ロ ー ブ 集 合 は 、 Rein
hartzら （ Reinhartz、 1993、 前 出 ） に よ っ て 記 載 さ れ る ペ ー パ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 試 料 お よ び 対 照 の 変 性 試 料 DNA
と 接 触 さ れ る 。 図 42は 、 こ の 実 施 例 に お い て 使 用 さ れ る 手 順 を 図 示 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 溶 液 中 の プ ロ ー ブ は 、 ス ト リ ッ プ の 一 端 に 適 用 さ れ 、 キ ャ ピ ラ リ ー 作 用 を 介 し て
、 固 定 さ れ た 変 性 さ れ た 試 料 核 酸 を 過 ぎ て 流 れ る こ と を 可 能 に す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 溶 液 は 、 溶 液 に 含 ま れ る DNAが 血 液 由 来 の 病 原 体 プ ロ ー ブ 集 合 で あ る （ 最 終 濃 度 は 各
量 子 ド ッ ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ に つ い て 1nMで あ る ） 以 外 は 、 1％ ポ リ ビ ニ ル ポ リ
ピ ロ リ ド ン で 補 充 し た 、 Reinhartzら に よ っ て 使 用 さ れ た も の で あ る 。 こ の ス ト リ ッ プ を
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 （ 100μ l） に 沈 め 、 そ し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー を 50℃ で 25分 間 実 行 す る 。 試 料 を 0.3％ ト ゥ イ ー ン /PBS中 、 37℃ で 5分 間 、 2回
洗 浄 し 、 次 い で 、 風 乾 さ せ た 。
【 ０ ４ ４ ５ 】
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　 ： 病 原 体 を 、 実 施 例 39と 同 様
に 画 像 処 理 に よ っ て 同 定 す る 。 試 料 中 の ウ イ ル ス 核 酸 分 子 は 、 量 子 ド ッ ト 標 識 の 特 徴 的 な
組 み 合 わ せ を 有 す る プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 量 子 ド ッ ト の 各 ク ラ ス タ ー に は 偽 の
色 を 割 り 合 て る 。 CSF試 料 中 の ウ イ ル ス の 同 定 は 、 試 料 中 の ス ポ ッ ト の 偽 の 色 を 、 対 照 の
線 （ 既 知 の ウ イ ル ス ゲ ノ ム を 含 む ） に 割 り 当 て ら れ た 偽 の 色 と 比 較 す る こ と に よ り 、 達 成
さ れ る 。
【 ０ ４ ４ ６ 】
実 施 例 42． ゲ ノ ム DNAプ ロ ー ブ を 使 用 し た 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に つ
い て の 迅 速 な 同 定 お よ び 抗 微 生 物 剤 感 受 性 試 験
　 ： M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に つ い て の 迅 速 感 受 性 試 験 の 医 学 的 重 要 性 は 、 実 施 例 28の 概
要 で 議 論 し て い る 。 こ の 実 施 例 は 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 特 異 的 株 、 非 特 異 的 株 、 ま た は 抗
体 で は な く 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 特 異 的 ゲ ノ ム DNA配 列 が カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 と し て 使 用
さ れ る と い う 点 で 以 前 の 実 施 例 （ 実 施 例 9、 実 施 例 27、 お よ び 実 施 例 28） と は 異 な る 。
【 ０ ４ ４ ７ 】
　 ゲ ノ ム 減 算 に よ っ て 得 ら れ る M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 特 異 的 ゲ ノ ム DNA配 列 は 、 ハ プ テ ン ジ
ゴ キ シ ゲ ニ ン に よ っ て 修 飾 さ れ る 。 患 者 の 痰 試 料 の ア リ コ ー ト は 、 種 々 の 濃 度 で 種 々 の 抗
生 物 質 を 含 む 増 殖 培 地 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 フ ィ ル タ ー 上 に 試 料 を 配 列 し た 後 、 ハ
プ テ ン 標 識 し た M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 特 異 的 配 列 で プ ロ ー ビ ン グ し 、 化 学 発 光 お よ び 非 拡 大
的 な 広 域 CCD検 出 を 使 用 し て 、 細 胞 を 計 数 す る 。
【 ０ ４ ４ ８ 】
　 ： M.ツ ベ ル ク ロ ー シ
ス 特 異 的 配 列 は 、 実 施 例 39に 記 載 さ れ 、 図 40に 示 さ れ る よ う な ゲ ノ ム 減 算 お よ び ド ッ ト ブ
ロ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 単 離 さ れ る 。 ゲ ノ ム 減 算 の た め に 、 プ ラ ス ゲ ノ ム 差 分 試 料
は M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス で あ り 、 そ し て マ イ ナ ス ゲ ノ ム 差 分 試 料 は マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ア
ビ ウ ム （ Mycobacterium avium） で あ る 。 ど の ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 減 算 産 物 が M.ツ ベ ル ク
ロ ー シ ス 特 異 的 配 列 で あ る か を 決 定 す る た め に 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 産 物 を 使 用 し て 、 50
個 の M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 単 離 物 （ 別 々 の 地 理 的 位 置 由 来 ） お よ び 実 施 例 39に お け る よ う に
ド ッ ト ブ ロ ッ ト に お け る 関 連 す る マ イ コ バ ク テ リ ウ ム 属 種 の 50個 の 単 離 物 を プ ロ ー ビ ン グ
す る 。 プ ロ ー ブ を ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 し 、 そ し て ド ッ ト ブ ロ ッ ト を 実 施 例 39に 記 載 さ れ る
よ う に 画 像 処 理 す る 。 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 （ n=96） を プ ー ル す る （
各 プ ロ ー ブ の 最 終 濃 度 は 250pg/μ lで あ る ） 。
【 ０ ４ ４ ９ 】
　 ： 痰 試 料 を 、 NALC-NaOH法 （ Isenberg
編 （ 1992） ） を 使 用 し て 調 製 す る 。 次 い で 、 調 製 し た 痰 （ 100μ l） を ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー
（ GeneScreen； NEN） に 適 用 し 、 以 下 の よ う に 一 連 の フ ィ ル タ ー の 配 置 に よ っ て 調 製 す る
。 フ ィ ル タ ー を 、 プ レ 溶 解 溶 液 （ 溶 液 の 節 を 参 照 さ れ た い ） で 、 37℃ で 45分 間 飽 和 さ せ た
数 枚 の フ ィ ル タ ー の 積 み 重 ね （ 蒸 発 を 防 ぐ た め に プ ラ ス チ ッ ク ラ ッ プ に 包 む ） 上 に 連 続 的
に 配 置 す る （ 注 記 さ れ る 以 外 は 、 各 室 温 で 5分 間 ） ； フ ィ ル タ ー を 乾 燥 さ せ る （ Whatman 3
MM） ； フ ィ ル タ ー を 、 1％  SDS/100μ g/ml プ ロ テ イ ナ ー ゼ K（ Life Technologies） の 溶 液
で 、 37℃ 、 30分 間 飽 和 さ せ る （ プ ラ ス チ ッ ク ラ ッ プ に 包 む ） ； フ ィ ル タ ー を 乾 燥 さ せ る ；
フ ィ ル タ ー を 0.5N NaOHで 飽 和 さ せ る ； フ ィ ル タ ー を 乾 燥 さ せ る ； フ ィ ル タ ー を 1Mト リ ス  
pH7.5で 飽 和 さ せ る ； お よ び フ ィ ル タ ー を 乾 燥 さ せ る 。 陽 性 対 照 と し て 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー
シ ス （ 10μ l中 ～ 1000生 物 体 ） を 痰 試 料 に 隣 接 し て ス ポ ッ ト す る 。 陰 性 対 照 と し て 、 大 腸
菌 （ ～ 1000細 胞 ） を 陽 性 対 照 に 隣 接 し て ス ポ ッ ト す る 。 ハ プ テ ン 標 識 し た プ ロ ー ブ を 用 い
る イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 実 施 例 39に 記 載 さ れ る よ う に 実 行 す る 。 次
い で 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Genius kit; Boehringer Mannheim） に 結 合 体 化 さ れ た
抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た プ ロ ー ブ に 結 合 さ れ る 。 フ ィ ル タ ー は 、 製
造 業 者 の 推 奨 に 従 っ て 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 に 配 置 さ れ 、 そ し て CDPス タ ー （ NEN） と と も に
イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 こ の ス ラ イ ド を 、 非 顕 微 鏡 的 な CCD画 像 処 理 装 置 （ 図 3） を 使 用 し
て 画 像 処 理 お よ び 分 析 す る 。
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フ ィ ル タ ー ス ト リ ッ プ の CCD画 像 処 理 に よ る 病 原 体 の 同 定

概 要

ハ プ テ ン 修 飾 し た M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 の 調 製

M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に つ い て の 下 気 道 試 料 の 試 験



【 ０ ４ ５ ０ 】
　 ： 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 を 、 実 施 例 28
と 同 様 に M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス を 含 む 試 料 上 で 実 行 す る 。
【 ０ ４ ５ １ 】
　 ： 培 養 し た 試 料
（ 100μ l） の ア リ コ ー ト を 、 真 空 フ ラ ス コ に 装 着 し た デ ィ ス ポ ー ザ ブ ル 濾 過 装 置 （ Millip
ore; Micro Funnel (100ml), カ タ ロ グ 番 号 MIHAWG072） を 使 用 し て 、 グ リ ッ ド 付 き の ナ イ
ロ ン フ ィ ル タ ー 上 に 配 列 す る 。 試 料 （ 100μ l） を 、 真 空 を 適 用 し な が ら （ 例 え ば 、 Gast（
モ デ ル ； DOA-P104-AA） 真 空 ポ ン プ を 使 用 し て 1/3最 大 真 空 レ ベ ル で ） 、 交 互 の グ リ ッ ド の
正 方 形 上 に ピ ペ ッ テ ィ ン グ す る 。 フ ィ ル タ ー を 取 り 出 し 、 風 乾 す る 。 次 い で 、 こ の フ ィ ル
タ ー を 、 こ の 実 施 例 よ り も 先 に 記 載 し た よ う に 、 一 連 の フ ィ ル タ ー 上 に 置 く こ と に よ っ て
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 に 準 備 す る 。
【 ０ ４ ５ ２ 】
　 ： M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 特 異 的
プ ロ ー ブ （ 上 記 の ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 ） を 、 製 造 業 者 （ Boehringer Mannheim） の 推 奨 す
る プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 （ Au
subel 1987, 前 出 ） 、 続 い て ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ： 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗 体 結 合 体 （ Ge
nius; Boehringer Mannheim） へ の 結 合 、 な ら び に 、 化 学 発 光 性 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
基 質 、 CDPス タ ー （ NEN） と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 使 用 し て 、 配 列 さ れ た M.ツ ベ ル ク ロ ー
シ ス に 結 合 さ せ る 。 化 学 発 光 画 像 は 、 上 記 の よ う に 非 拡 大 的 な CCDカ メ ラ に 基 づ く 画 像 処
理 を 使 用 し て 得 ら れ る 。 各 試 料 ス ポ ッ ト 中 の 別 個 の 対 象 物 の 数 お よ び 積 算 さ れ た 強 度 は 、
発 明 の 詳 細 な 説 明 、 工 程 6に お い て 上 述 し た よ う に 計 算 す る 。
【 ０ ４ ５ ３ 】
　 実 験 ス ポ ッ ト 中 の 標 的 の 数 は 、 陰 性 対 照 お よ び 陽 性 対 照 の ス ポ ッ ト を 比 較 し て 、 種 々 の
抗 生 物 質 希 釈 物 中 に 存 在 す る 増 殖 の 量 を 決 定 す る 。 細 胞 数 の 減 少 は 、 エ タ ン ブ ト ー ル 、 イ
ソ ニ ア ジ ド 、 お よ び リ フ ァ ン ピ ン を 含 む 試 料 に つ い て 、 そ れ ぞ れ 、 45、 50、 ま た は 25％ で
あ る 。 こ の こ と は 、 所 定 の 抗 生 物 質 レ ジ メ に 対 す る 感 受 性 を 示 す （ Mooreら 、 1999、 前 出
） 。
【 ０ ４ ５ ４ 】
　 上 記 に 記 載 す る こ の ア プ ロ ー チ は 、 同 じ 様 式 で 他 の 細 菌 に 対 し て 適 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ５ ５ 】
　

： 種 々 の 抗 生 物 質 を 含 む 培 地 中 で の 微 小 コ ロ ニ ー の 増 殖 （ 例 え ば 、 2～ 1000
個 の ク ロ ー ン 的 に 関 連 す る 細 胞 か ら な る コ ロ ニ ー ） は ま た 、 株 の 抗 生 物 質 感 受 性 プ ロ フ ィ
ー ル を 評 価 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 概 念 的 に 、 こ の ア プ ロ ー チ は 古 典 的 な デ ィ ス ク 希 釈
も し く は 寒 天 希 釈 技 術 、 ま た は よ り 新 し い 固 定 グ ラ ジ エ ン ト 法 （ 例 え ば 、 Eテ ス ト ） に 類
似 す る 。 こ れ ら の す べ て の 方 法 に お い て 、 細 胞 は 、 異 な る 濃 度 の い く つ か の 抗 生 物 質 を 含
む 固 形 増 殖 培 地 上 に 配 置 さ れ る 。 株 の 抗 生 物 質 感 受 性 プ ロ フ ィ ー ル を 確 認 す る た め に 、 細
菌 単 離 物 が 種 々 の 抗 生 物 質 上 の 増 殖 に つ い て 点 数 付 け さ れ る 。
【 ０ ４ ５ ６ 】
　 本 発 明 は 、 こ の ア プ ロ ー チ を 使 用 し て 、 決 定 的 な 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 デ ー タ の 獲 得 を 非
常 に 加 速 し 得 る 。 例 え ば 、 デ ィ ス ク 希 釈 感 受 性 試 験 は 、 NCCLSに よ っ て 推 奨 さ れ る よ う に
実 行 さ れ 得 る （ 「 NCCLS Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibilit
y Tests」 ; 認 可 標 準 （ Approved Standard） 第 7版  M2-A7 第 20巻 、 第 1号 、 2000年 1月 ） 。
し か し 、 寒 天 プ レ ー ト 上 に 細 菌 を 直 接 的 に 播 く の で は な く 、 細 菌 は 、 寒 天 培 地 プ レ ー ト 上
に 配 置 さ れ た ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー 上 に 配 置 さ れ る 。 種 々 の 抗 生 物 質 を 含 む 小 さ な フ ィ ル タ
ー デ ィ ス ク （ 2.5mm直 径 ） が ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー 上 に 配 置 さ れ 、 そ し て 細 菌 は 約 5の 倍 加 時
間 で （ 速 く 増 殖 す る 細 菌 で は 通 常 数 時 間 ） 増 殖 さ せ ら れ る 。 次 に 、 フ ィ ル タ ー は 、 引 き 続
い て 乾 燥 し た フ ィ ル タ ー 上 に 置 か れ （ 各 Whatman 3MMフ ィ ル タ ー 上 で 室 温 で 5分 間 ） ； フ ィ
ル タ ー を 100％ メ タ ノ ー ル で 飽 和 さ せ ； フ ィ ル タ ー を 乾 燥 さ せ ； フ ィ ル タ ー を ヨ ウ 化 プ ロ
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臨 床 試 料 の 種 々 の 抗 生 物 質 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン

フ ィ ル タ ー 上 の 試 料 の 配 列 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 調 製

ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 化 学 発 光 画 像 処 理 、 お よ び 分 析

微 小 コ ロ ニ ー の イ ン サ イ チ ュ ー 増 殖 を 非 顕 微 鏡 的 に モ ニ タ リ ン グ す る こ と に よ る 、 迅 速
な 感 受 性 試 験



ピ ジ ウ ム （ 水 中 10μ g/μ l） で 飽 和 さ せ ； フ ィ ル タ ー を 乾 燥 さ せ る 。 次 い で 、 こ の 実 施 例
で 使 用 さ れ る 、 非 拡 大 的 な 蛍 光 画 像 処 理 装 置 を 使 用 し て 、 デ ィ ス ク を 取 り 囲 む 個 々 の 細 胞
を 直 接 的 に 可 視 化 す る 。 増 殖 阻 害 の 部 分 の 直 径 を 、 古 典 的 な デ ィ ス ク 拡 散 抗 生 物 質 感 受 性
試 験 に お い て 肉 眼 に よ る デ ィ ス ク の 周 り の ゾ ー ン ま た は ハ ロ ー を 測 定 す る プ ロ セ ス に 類 似
し て 、 画 像 処 理 ソ フ ト ウ ェ ア （ Image-Pro Plus、 バ ー ジ ョ ン 4.1 Media cybernetics） に
よ り 自 動 的 に 測 定 す る 。 あ る い は 、 細 胞 は 、 こ の 実 施 例 お よ び 他 の 実 施 例 に お い て 記 載 さ
れ る よ う に 、 病 原 体 特 異 的 染 色 、 ま た は 、 光 散 乱 、 も し く は 蛍 光 、 も し く は 化 学 発 光 シ グ
ナ リ ン グ 部 分 を 有 す る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の よ う な 方 法 を 使 用 し て 画 像 処 理 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ５ ７ 】
　 ： 多 く の 新 規 な 抗 ウ イ ル ス 化 合 物 が 現 在 開 発 さ れ て い る 。
抗 ウ イ ル ス 耐 性 の 問 題 は 、 HIVに お け る 耐 性 の 進 化 が 急 速 で あ る た め に 顕 著 に な っ て き た
。 こ の よ う に 、 感 受 性 試 験 は 重 要 に な り つ つ あ る 。 耐 性 を 決 定 す る た め の 遺 伝 子 型 決 定 方
法 は 有 用 に な り つ つ あ る が 、 核 酸 配 列 に お け る 変 異 の 組 み 合 わ せ を 検 査 す る こ と に よ る 薬
物 耐 性 の 評 価 は 、 極 端 に 複 雑 で あ り 、 か つ 常 に 正 確 に 耐 性 を 予 測 す る わ け で ば な い 。 不 運
な こ と に 、 ウ イ ル ス 継 代 培 養 で の 表 現 型 の 感 受 性 試 験 は 時 間 が か か る 。 し か し 、 上 記 の M.
ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に つ い て 記 載 さ れ た も の と 類 似 し て 、 細 胞 培 養 中 で ウ イ ル ス 複 製 を モ ニ
タ ー す る 方 法 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス 感 受 性 試 験 の た め の 結 果 が 出
る ま で の 時 間 を 大 幅 に 改 善 し 得 る 。
【 ０ ４ ５ ８ 】
実 施 例 43． 核 酸 プ ロ ー ブ を 使 用 す る 性 感 染 症 病 原 体 に つ い て の 試 験
　 ： こ の 実 施 例 は 、 2つ の 主 要 な 性 感 染 症 の 病 原 体 で あ る ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ
コ マ チ ス お よ び ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ エ に つ い て 尿 を 同 時 に 試 験 す る た め に 本 発 明 を 利 用 す
る 。 こ の 試 験 の 重 要 性 に つ い て の よ り 多 く の 情 報 は 、 実 施 例 31の 概 要 を 参 照 さ れ た い 。 こ
れ ら の 株 か ら の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 は 、 ゲ ノ ム 減 算 を 使 用 し て （ ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ エ
） ま た は コ ン ピ ュ ー タ に 基 づ く 仮 想 的 な 減 算 ス ト ラ テ ジ ー （ ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス ）
を 使 用 し て 単 離 さ れ る 。 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 を 、 ハ プ テ ン ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン （ ク ラ ミ ジ ア
・ ト ラ コ マ チ ス ） ま た は フ ル オ レ セ イ ン （ ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ エ ） を 用 い て 標 識 し 、 そ し
て フ ィ ル タ ー 上 で 濃 縮 か つ 固 定 化 さ れ た 、 固 定 さ れ た 細 胞 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 強 い
シ グ ナ リ ン グ 部 分 （ 共 鳴 光 散 乱 粒 子 （ RLS粒 子 ） と 呼 ば れ る ） を 使 用 し て 、 病 原 体 を 検 出
お よ び 同 定 す る 。 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗 体 （ 赤 色 散 乱 RLS粒 子 ） ま た は 抗 フ ル オ レ セ イ ン 抗
体 （ 緑 色 散 乱 RLS粒 子 ） に 結 合 体 化 さ れ た RLS粒 子 は 、 試 料 中 の 病 原 体 に 結 合 さ れ る 。 シ グ
ナ リ ン グ 部 分 の 強 度 の た め に 、 病 原 体 は 、 照 射 し た 試 料 の 単 純 な 視 覚 的 検 査 に よ っ て 同 定
さ れ 得 る 。 赤 色 の ス ポ ッ ト は ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス 感 染 を 示 し 、 緑 色 の ス ポ ッ ト は ナ
イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ エ 感 染 の シ グ ナ ル を 示 す 。
【 ０ ４ ５ ９ 】
　 ： ク ラ ミ
ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス の 株 に つ い て の 完 全 な ゲ ノ ム 配 列 （ Stephensら 、 Science 282: 754-9
, 1998） の 存 在 は 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ニ ュ ー モ ニ エ （ Kalmanら 、 Nat Genet 21: 385-9, 1999
） が 、 他 の ゲ ノ ム と は 異 な る 1つ の ゲ ノ ム か ら の 領 域 の コ ン ピ ュ ー タ ー に 基 づ く 決 定 を 可
能 に す る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 ゲ ノ ム 減 算 実 験 と の 類 似 性 か ら 仮 想 的 減 算 と 呼 ば れ る 。 公 的
な デ ー タ ベ ー ス （ NCBI； http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PMGifs/-Genomes/bacbt.html） に
お い て 利 用 可 能 で あ る ゲ ノ ム 配 列 は 、 全 体 の ゲ ノ ム を 整 列 お よ び 比 較 す る ソ フ ト ウ ェ ア に
よ っ て 処 理 さ れ る （ MUMmer; Delcherら 、 Nucleic Acids Res 27: 2369-2376, 1999） 。 MU
Mer（ 最 小 MUM長 さ の パ ラ メ ー タ ー に つ い て 20bpを 使 用 す る ） は 、 ア ラ イ ン メ ン ト に お い て
す べ て の ギ ャ ッ プ を 示 す 詳 細 な フ ァ イ ル を 生 成 す る 。 こ れ ら の ギ ャ ッ プ に は 、 挿 入 /欠 失
お よ び 高 度 に 多 型 性 の 領 域 が 含 ま れ る 。 プ ロ グ ラ ム 、 プ ラ イ マ ー 3（ S. Rozenら 、 1998、
前 出 ） を 使 用 し て 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス に 存 在 す る が ク ラ ミ ジ ア ・ ニ ュ ー モ ニ エ に
は 存 在 し な い 増 幅 領 域 （ ～ 200か ら 500bp） に つ い て PCRプ ラ イ マ ー を 選 択 し た 。 こ れ ら の P
CRプ ラ イ マ ー は 、 図 43に 示 さ れ る 二 成 分 性 構 造 を 有 す る よ う に 設 計 さ れ る 。 1つ の プ ラ イ
マ ー は 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス  に お け る 挿 入 /欠 失 領 域 の 「 左 側 」 末 端 に 対 応 す る 20
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実 施 例 の 概 要

仮 想 的 減 算 を 使 用 す る ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 の 単 離



bpの プ ラ イ マ ー に 連 結 さ れ た XhoLプ ラ イ マ ー 配 列 を 有 す る （ 5'-XhoL-ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ
マ チ ス 左 側 プ ラ イ マ ー -3'） 。 他 の プ ラ イ マ ー は 、 構 造 5'-XhoR-ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ
ス 右 側 プ ラ イ マ ー -3'を 有 し 、 こ こ で 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス 右 側 プ ラ イ マ ー は 、 同
じ 挿 入 /欠 失 領 域 の 「 右 側 」 末 端 に 対 応 す る 20bpの プ ラ イ マ ー で あ る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ
ー を 使 用 し て 、 EE緩 衝 液 中 、 5分 間 の 細 胞 の 沸 騰 後 、 仮 想 的 な 減 算 配 列 が ク ラ ミ ジ ア ・ ト
ラ コ マ チ ス 細 胞 （ 10μ l EE中 ～ 10 5 細 胞 ； ATTCか ら 入 手 ） か ら 増 幅 さ れ る 。 増 幅 産 物 を ジ
ゴ キ シ ゲ ニ ン -dUTPで 標 識 し 、 実 施 例 39に お け る よ う に ド ッ ト ブ ロ ッ ト 分 析 を 使 用 し て カ
テ ゴ リ ー 特 異 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ４ ６ ０ 】
　 ： 潜 在 的 な ナ
イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ エ が 、 実 施 例 39に お い て 記 載 さ れ る よ う な ゲ ノ ム 減 算 （ Straus、 1995、
前 出 ） を 使 用 し て 、 こ の 実 施 例 に お い て 単 離 さ れ る 。 プ ラ ス ゲ ノ ム 差 分 試 料 は ナ イ セ リ ア
・ ゴ ノ レ エ ゲ ノ ム DNAの Sau3A消 化 物 か ら な り 、 そ し て マ イ ナ ス ゲ ノ ム 差 分 は 、 剪 断 し た ナ
イ セ リ ア ・ メ ニ ン ジ テ ィ デ ィ ス （ Neisseria meningitidis） DNAか ら な る 。 ナ イ セ リ ア ・
ゴ ノ レ エ お よ び ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ジ テ ィ デ ィ ス （ ATTCか ら 入 手 ） を 適 切 な 培 地 中 で 増 殖
さ せ （ ATCC； 814 GC培 地 ） 、 そ し て CTAB法 （ Ausubel 1987, 前 出 ） を 使 用 し て 調 製 す る 。
減 算 産 物 を 、 実 施 例 39と 同 様 に 、 ク ロ ー ニ ン グ し 、 標 識 し 、 そ し て ド ッ ト ブ ロ ッ ト （ 種 々
の ナ イ セ リ ア 属 種 由 来 の DNAを 含 む ） に 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 蛍 光 標 識 し た カ テ ゴ
リ ー 特 異 的 配 列 を 、 製 造 業 者 の 推 奨 す る 手 順 に 従 っ て 、 フ ル オ レ セ イ ン -12-dUTP（ NEN Li
fe Sciences; カ タ ロ グ 番 号 NEL413） な ら び に XhoLプ ラ イ マ ー お よ び XhoRプ ラ イ マ ー （ 略
号 の 節 に お い て 配 列 を 参 照 さ れ た い ） を 使 用 す る 組 換 え プ ラ ス ミ ド の 増 幅 に よ っ て 合 成 す
る 。
【 ０ ４ ６ １ 】
　 ： ジ ゴ キ シ ゲ
ニ ン 標 識 し た ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 （ n=96） を 、 フ ル オ レ セ イ
ン 標 識 し た ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ エ カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 （ n=96） と 合 わ せ る （ 等 量 の 増 幅
反 応 物 が 一 緒 に 混 合 さ れ 、 そ の 結 果 、 各 プ ロ ー ブ の 最 終 濃 度 は 約 250pg/μ lで あ る ） 。
【 ０ ４ ６ ２ 】
　 ： RLS粒 子 （ こ れ は 、 強 力 な 光 散 乱 に よ っ て
容 易 に 可 視 化 さ れ る ） を 結 合 プ ロ ー ブ に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 個 々 の 病 原 体 細 胞 が 検
出 お よ び 同 定 さ れ る 。 2つ の 異 な る タ イ プ の RLS粒 子 （ 米 国 特 許 第 6,214,560号 に 記 載 さ れ
る よ う に 調 製 す る ） を 使 用 し て 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス 結 合 プ ロ ー ブ お よ び ナ イ セ リ
ア ・ ゴ ノ レ エ 結 合 プ ロ ー ブ を デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル に 標 識 す る 。 赤 色 散 乱 RLS粒 子 （ 160nm直
径 金 粒 子 ） を 使 用 し て 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス プ ロ ー ブ に 結 合 さ せ る の に 対 し て 、 緑
色 散 乱 RLS粒 子 （ 60nm直 径 金 粒 子 ） を 使 用 し て 、 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ エ プ ロ ー ブ に 結 合 さ
せ る 。 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス プ ロ ー ブ に 特 異 的 な 赤 色 散 乱 粒 子 は 、 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン
抗 体 （ Roche、 カ タ ロ グ 番 号 1 333 062） を 、 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に （ Hermanson, 1
996, 前 出 、 お よ び そ の 中 の 引 用 文 献 ） 粒 子 に 結 合 体 化 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ る 。 同
様 に 、 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ エ プ ロ ー ブ に 特 異 的 な 緑 色 散 乱 RLS粒 子 は 、 抗 フ ル オ レ セ イ ン
抗 体 （ Roche、 カ タ ロ グ 番 号 1 426 320） を 粒 子 に 結 合 体 化 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ る 。
赤 色 お よ び 緑 色 散 乱 RLS： 抗 体 結 合 体 は 、 等 濃 度 （ 3.8× 10 - 1 1 M） で 一 緒 に 混 合 す る 。
【 ０ ４ ６ ３ 】
　 ： 市 販 の キ ッ ト （ B-D尿
採 取 キ ッ ト (Becton-Dickinson)） を 使 用 し て 収 集 し た 尿 試 料 （ 10ml） を 、 ブ ラ ッ ク ポ リ カ
ー ボ ネ ー ト メ ン ブ レ ン （ 0.22μ m； Osmonics） を 通 し て 濾 過 し 、 存 在 し 得 る 細 菌 を 濃 縮 す
る 。 細 菌 DNAを 変 性 さ せ 、 そ し て フ ィ ル タ ー を 処 理 す る こ と に よ り コ ロ ニ ー の 隆 起 に 本 質
的 に 接 近 し や す く す る （ Ausubel 1987, 前 出 ） 。 試 料 を 含 む フ ィ ル タ ー を 、 連 続 し て 、 0.
5M NaOHで 飽 和 さ せ た フ ィ ル タ ー （ Whatman 3MM） （ 5分 間 ） ； 乾 燥 し た フ ィ ル タ ー （ 5分 間
） ； 1Mト リ ス  pH7.5で 飽 和 さ せ た フ ィ ル タ ー （ 5分 間 ） ； お よ び 乾 燥 し た フ ィ ル タ ー （ 5分
間 ） の 上 に 配 置 す る 。
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【 ０ ４ ６ ４ 】
　 対 照 フ ィ ル タ ー を 同 様 に 調 製 す る 。 10ml PBS中 の ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス （ ～ 1000エ
レ メ ン タ ル ボ デ ィ ー ； ATTC） を フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し 、 そ し て 実 験 試 料 に つ い て 記 載
し た よ う に 調 製 す る 。 GC培 地 （ 10ml） 中 の ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ エ （ ～ 1000細 胞 ） を 同 様 に
収 集 し 、 別 個 の フ ィ ル タ ー 上 で 調 製 す る 。 最 後 に 、 LB（ 10ml） 中 の 大 腸 菌 （ ～ 1000細 胞 ）
を 含 む 陰 性 対 照 フ ィ ル タ ー を 、 同 じ 様 式 で 調 製 す る 。
【 ０ ４ ６ ５ 】
　 代 替 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 他 の 基 材 （ 例 え ば 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 ポ リ リ ジ ン 処 理 し た
ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 シ ラ ン 処 理 し た ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー な ど ） が
ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー の 代 わ り に 置 き 換 え ら れ て も よ い こ と に 注 意 さ れ た い 。 ま た 、 尿 試 料
は 、 濾 過 で は な く 遠 心 分 離 に よ っ て 濃 縮 し て も よ い （ 例 え ば 、 12,000× g、 1分 間 ） 。 あ る
い は 、 尿 試 料 は 、 よ り 少 量 で （ 例 え ば 、 100μ l） 、 直 接 基 材 に 適 用 し 、 続 い て 、 固 定 化 お
よ び ゲ ノ ム DNAを 接 近 可 能 に す る 処 置 を 行 っ て も よ い 。
【 ０ ４ ６ ６ 】
　

： 上 記 に 記 載 し た よ う な プ ロ ー ブ 集 合 混 合 物 の 1:2希
釈 物 （ 各 プ ロ ー ブ の 最 終 濃 度 は 約 125ng/μ lで あ る ） を 含 む 1ml HYB溶 液 （ 定 義 を 参 照 さ れ
た い ） 中 で 、 フ ィ ル タ ー を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 反 応 を 、 イ ン キ ュ ベ ー タ ー （ Hybaid）
中 で 、 65℃ 、 4時 間 実 行 す る 。 未 結 合 の プ ロ ー ブ を 、 ガ ラ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ボ ト
ル （ Hybaid） 中 で 、 0.2× SSC（ 100ml； 定 義 を 参 照 の こ と ） で 2回 洗 浄 す る こ と に よ っ て （
各 洗 浄 に つ き 20分 間 ） 除 去 す る 。
【 ０ ４ ６ ７ 】
　 ： フ ィ ル
タ ー を 、 室 温 で （ ～ 22℃ ） 、 穏 や か に 振 盪 し な が ら （ ～ 60rpm） 、 回 転 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム
上 で 、 プ ラ ス チ ッ ク ト レ イ （ RubberMaid） に お い て 、 BB（ ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 ； 100ml；
定 義 を 参 照 さ れ た い ） 中 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 「 ブ ロ ッ ク 」 す る 。 1× BB（ 1ml
） 中 で RLS粒 子 （ 200μ lの 上 記 の 混 合 物 ） を 、 シ ー ル し た ポ ー チ （ Seal-A-Meal） 中 の フ ィ
ル タ ー に 加 え 、 そ し て 穏 や か に 振 盪 し な が ら 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 未 結 合 の R
LS： 抗 体 結 合 体 を 、 穏 や か に 振 盪 し な が ら 室 温 で BB（ 100ml） 中 で 2回 洗 浄 す る こ と に よ っ
て 除 去 し た 。 可 視 化 の 前 に 、 フ ィ ル タ ー を ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 で 風 乾 す る 。
【 ０ ４ ６ ８ 】
　 ： CCD画 像 処 理 装 置 中 の キ セ ノ ン ア ー ク ラ ン プ か ら の 光 （
詳 細 な 説 明 の 工 程 6に 記 載 ） を 、 フ ィ ル タ ー の 平 面 に 対 し て 傾 斜 し た 角 度 で フ ィ ル タ ー に
向 け る 。 RLS粒 子 の 2つ の ク ラ ス に 対 応 す る 励 起 フ ィ ル タ ー お よ び 放 射 フ ィ ル タ ー を 使 用 し
て 、 2つ を 画 像 処 理 お よ び 加 工 す る 。 実 験 手 順 は 、 対 照 フ ィ ル タ ー を 評 価 す る こ と に よ っ
て 評 価 す る 。 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス 対 照 フ ィ ル タ ー は ～ 1000個 の 赤 色 ス ポ ッ ト を 有 し
、 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ エ フ ィ ル タ ー は 同 様 の 数 の 緑 色 ス ポ ッ ト を 有 し 、 そ し て 、 陰 性 対 照
フ ィ ル タ ー （ 大 腸 菌 を 含 む ） は 、 緑 色 ま た は 赤 色 の ス ポ ッ ト を 有 し て い な い は ず で あ る 。
最 後 に 、 臨 床 的 な 尿 試 料 か ら の 細 胞 を 含 む フ ィ ル タ ー は 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス の 存
在 （ 赤 色 ス ポ ッ ト ） 、 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ エ の 存 在 （ 緑 色 ス ポ ッ ト ） 、 混 合 感 染 （ 赤 色 お
よ び 緑 色 ス ポ ッ ト ） お よ び ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス /ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ エ 感 染 の 非 存
在 （ 陰 性 対 照 を 超 え る 統 計 学 的 に 有 意 な 数 の ス ポ ッ ト の 欠 如 ） に つ い て 評 価 さ れ る 。
【 ０ ４ ６ ９ 】
　 ： 多 く の 関 連 す る 臨 床 的 に 重 要 な 診 断 試 験 が 、 こ の 実 施 例 に 記 載 さ れ
る も の と 同 じ 線 に 沿 っ て 容 易 に 開 発 さ れ る 。 他 の 尿 路 病 原 体 （ 例 え ば 、 大 腸 菌 ） に つ い て
の 試 験 が 構 築 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 試 験 は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識 が 使 用 さ れ る 場 合 に は
、 多 数 の 病 原 体 を 含 み 得 る 。 ス ワ ブ （ swab） に よ っ て 収 集 さ れ た 試 料 を 使 用 す る ク ラ ミ ジ
ア ・ ト ラ コ マ チ ス お よ び ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ エ （ お よ び 泌 尿 生 殖 器 の 他 の 感 染 因 子 ） に つ
い て の 試 験 は 、 重 要 な 関 連 す る 適 用 を 表 す （ Isenberg、 1992、 前 出 ） 。 例 え ば 、 尿 道 （ 男
性 ま た は 女 性 ） 、 子 宮 頸 部 、 お よ び 膣 の ス ワ ブ を 使 用 し て 収 集 し た 資 料 は 、 泌 尿 生 殖 器 病
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原 体 診 断 の た め に 重 要 で あ る 。 ス ワ ブ 上 の 試 料 は 、 こ れ ら の 例 に お い て 、 フ ィ ル タ ー ま た
は ス ラ イ ド 上 に 直 接 的 に 塗 布 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 試 験 は ま た 、 泌 尿 生 殖 器 の 重 要 な ウ イ
ル ス 病 原 体 （ 例 え ば 、 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 、 1型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 お よ び 2型 単
純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 真 菌 （ 例 え ば 、 カ ン ジ ダ ） 、 な ら び に 寄 生 生 物 （ 例 え ば 、 膣 ト リ コ
モ ナ ス ） ） を 診 断 す る た め に 価 値 が あ り 得 る 。 こ の 実 施 例 に お い て 使 用 さ れ る 方 法 は （ 適
切 に 修 飾 さ れ た 試 料 収 集 技 術 と 組 み 合 わ せ て ） 、 多 く の 異 な る タ イ プ の 臨 床 試 料 （ 例 え ば
、 外 科 的 創 傷 、 血 液 、 お よ び 呼 吸 器 系 の 試 料 ） に 適 用 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 様 々 な 種 類 の
カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 （ 例 え ば 、 抗 体 、 mRNAに つ い て の プ ロ ー ブ ） と 組 み 合 わ せ て 、 同 様 の
方 法 が 非 病 原 体 分 析 物 （ 罹 患 組 織 、 血 清 タ ン パ ク 質 、 お よ び 毒 素 を 含 む ） に 適 用 さ れ 得 る
。
【 ０ ４ ７ ０ 】
　 ： 上 述 の 試 料 収 集 お よ び 基 材 の バ リ エ ー シ ョ ン に 加 え て 、 本 発 明 は 、 他 の 有
用 な 技 術 的 変 法 を 取 り 込 み 得 る 。 例 え ば 、 操 作 的 に よ り 単 純 な 試 験 が 、 蛍 光 団 ま た は 蛍 光
粒 子 で 標 識 し た 蛍 光 性 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 体 を 使 用 し て 構 築 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 試 験 は
、 い く つ か の 工 程 （ 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ） を 除 外 す る こ と を 可 能 に す る 。 多
く の タ イ プ の シ グ ナ リ ン グ 分 子 （ 例 え ば 、 蛍 光 ナ ノ 粒 子 、 量 子 ド ッ ト 、 お よ び 慣 習 的 な 蛍
光 団 ） を 取 り 込 み 、 そ し て CCDカ メ ラ を 使 用 し て 自 動 的 に 画 像 処 理 で き る 。 制 限 フ ラ グ メ
ン ト サ イ ズ の カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 で は な く 、 い く つ か の 他 の 実 施 例 に 記 載 さ れ る よ う に
、 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も ま た 使 用 さ れ 得 る 。 こ の 実 施 例 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト の 適
用 は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー フ ィ ル タ ー プ レ ー ト （ 例 え ば 、 384ウ ェ ル プ レ ー ト ） を 組 み 入 れ
、 こ こ で は 、 各 ウ ェ ル が 異 な る 試 料 を 含 む こ と が で き る 。 結 合 工 程 の 後 で 、 各 ウ ェ ル の フ
ィ ル タ ー 上 の 標 識 さ れ た 細 胞 が 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト リ ー ダ ー ま た は 光 散 乱 を 検 出
で き る CCD画 像 処 理 装 置 を 使 用 し て 画 像 処 理 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ７ １ 】
他 の 実 施 態 様
　 本 願 に お い て 参 照 さ れ る す べ て の 特 許 、 特 許 出 願 、 お よ び 刊 行 物 は 、 本 明 細 書 に 参 照 と
し て 組 み 入 れ ら れ る 。 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 は 、 本 明 細 書 お よ び 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ る
本 発 明 の 実 施 を 考 慮 す る こ と か ら 、 当 業 者 に は 明 白 で あ る 。 本 明 細 書 お よ び 実 施 例 は 例 示
と し て の み 見 な さ れ る こ と を 意 図 し て お り 、 本 発 明 の 真 の 範 囲 お よ び 精 神 は 添 付 の 特 許 請
求 の 範 囲 に よ っ て 示 さ れ る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 方 法 に 対 し て 適 用 さ れ 得 る 他 の 実 施
態 様 の 例 は 、 2002年 9月 6日 に 出 願 さ れ た 「 RAPID AND SENSITIVE DETECTION OF REPLICATI
NG CELLS」 と い う 標 題 の 米 国 特 許 出 願 第 ＿ ＿ ＿ 号 、 お よ び 2002年 9月 6日 に 出 願 さ れ た 「 RA
PID AND SENSITIVE DETECTION OF MOLECULES」 と い う 標 題 の 米 国 特 許 出 願 第 ＿ ＿ ＿ 号 に お
い て 見 い 出 さ れ る 。 こ れ ら の 各 々 は 、 本 明 細 書 に よ っ て 参 考 と し て 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ４ ７ ２ 】
　 他 の 実 施 態 様 は 特 許 請 求 の 範 囲 内 に あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ４ ７ ３ 】
　 　 （ 図 １ ） CCDア レ イ を 用 い る 個 々 の シ グ ナ ル 生 成 粒 子 の 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 の 原
理 を 示 す 。 こ の 図 は 、 CCDア レ イ 検 出 器 を 使 用 す る 個 々 の 標 的 の 画 像 処 理 の 原 理 を 示 す 。
　 　 （ 図 ２ ） 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 す る M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス の 検 出 を 示 す 。 こ の
図 は 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス （ 結 核 を 引 き 起 こ す 細 菌 性 の 病 原 体 ） の 存 在 に つ い て 痰 試 料 を
走 査 す る 、 本 発 明 に 基 づ く 試 験 を 示 す 。 顕 微 鏡 ス ラ イ ド へ の 痰 試 料 の 熱 固 定 の 後 、 こ の 試
料 は 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 さ れ た 抗 体 （ 抗 MTB抗 体 ） と と も に イ
ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 結 合 し て い な い 抗 体 は 、 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 細 菌 に 結 合 し て い る 抗
体 の み を 残 し て 除 去 さ れ る 。 こ の 抗 体 は 蛍 光 団 で 標 識 さ れ 、 そ の 結 果 、 1種 の 光 の 色 （ 励
起 ス ペ ク ト ル ） で 照 射 さ れ た 場 合 に 、 第 2の 色 を 放 射 す る （ 放 射 ス ペ ク ト ル ） 。 励 起 ス ペ
ク ト ル で ス ラ イ ド を 照 射 す る こ と に よ っ て 、 細 菌 が ス ラ イ ド に 固 定 さ れ て い る 部 位 に 局 在
化 し て い る 抗 体 が 、 放 射 ス ペ ク ト ル の 光 を 放 射 す る こ と を 可 能 に す る 。 放 射 光 は CCDチ ッ
プ の ピ ク セ ル の ア レ イ に 焦 点 を 合 わ せ ら れ る 。 蛍 光 性 細 菌 の 下 に あ る ピ ク セ ル は 照 射 さ れ
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、 コ ン ピ ュ ー タ に 電 子 的 シ グ ナ ル を 伝 達 し 、 こ こ で 画 像 と し て 保 存 さ れ る 。 ソ フ ト ウ ェ ア
が 画 像 を 分 析 し 、 そ し て ユ ー ザ イ ン タ ー フ ェ ー ス が 走 査 に お い て 見 い 出 さ れ た 細 菌 の 数 を
報 告 す る 。
　 　 （ 図 ３ ） 広 域 画 像 処 理 の た め の CCD画 像 処 理 装 置 を 示 す 。 こ の 図 に 示 さ れ た CCDに 基 づ
く 画 像 処 理 装 置 は 、 実 施 例 に 記 載 さ れ た デ ー タ の 多 く を 収 集 す る た め に 使 用 さ れ た （ 詳 細
な 記 載 の 部 分 の 工 程 6も ま た 参 照 さ れ た い ） 。 励 起 光 は 高 強 度 の 白 色 光 源 （ 1000ワ ッ ト キ
セ ノ ン ア ー ク ラ ン プ 、 モ デ ル A-6000、 Photon Technology Incorporated, Monmouth Junct
ion, NJ） か ら 液 体 光 導 体 （ 5mmコ ア 直 径 ； モ デ ル 380、 Photon Technology Incorporated,
 Monmouth Junction, NJ） に 導 入 す る こ と に よ っ て 提 供 す る 。 液 体 光 導 体 は 、 光 を 励 起 フ
ィ ル タ ー ホ イ ー ル （ BioPoint FW, Ludl Electronics, Hawthorne, NY） に 運 び 、 フ ィ ル タ
ー を 通 っ た ビ ー ム （ 代 表 的 に は 、 9mm直 径 ） を 標 識 さ れ た 標 的 を 含 む 検 出 表 面 に 方 向 付 け
る 。 こ の 装 置 は 、 種 々 の 検 出 表 面 （ 例 え ば 、 多 孔 性 メ ン ブ レ ン 、 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 、 マ イ ク
ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ 、 カ バ ー ガ ラ ス 、 お よ び 、 平 ら な 光 学 的 に 透 明 な 底 を 有 す る チ ュ ー
ブ ） 上 で 標 識 さ れ た 標 的 を 検 出 し 得 る 。 入 射 光 が 検 出 表 面 に 達 し 、 カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を
介 し て 標 的 に 結 合 し て お り 、 か つ 光 学 的 に 透 明 な 表 面 上 に 沈 着 し て い る シ グ ナ リ ン グ 部 分
に お い て 蛍 光 を 誘 導 す る 。 放 射 さ れ た 蛍 光 性 の 光 の 部 分 は 、 高 集 光 効 率 レ ン ズ シ ス テ ム に
よ っ て 集 光 さ れ 、 そ し て 放 射 フ ィ ル タ ー ホ イ ー ル を 通 し て 、 CCDカ メ ラ （ Orca II, Hamama
tsu, Bridgewater, NJ） に 伝 達 さ れ る 。
　 　 （ 図 ４ ） 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 の た め の CCD画 像 処 理 シ ス テ ム を 示 す 。 こ の 図 は 、
角 度 を 付 け た 照 射 の 構 成 を 有 す る CCD画 像 処 理 装 置 を 示 す 。 こ こ で は 、 光 が 、 集 光 光 学 装
置 の 側 か ら 一 定 の 角 度 で 検 出 表 面 （ こ こ で は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル の 底 と
し て 示 さ れ る ） に 導 入 さ れ る 。 こ の 角 度 は 、 集 光 の 効 率 を 最 適 化 す る た め 、 お よ び 集 光 レ
ン ズ に よ る 入 射 ビ ー ム の 妨 害 を 避 け る た め に 選 択 さ れ る 。 こ の 構 成 の 利 点 は 、 試 料 ホ ル ダ
ー の 底 面 か ら の 反 射 が 集 光 レ ン ズ に よ っ て 集 光 さ れ ず 、 そ れ ゆ え に 蛍 光 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
ノ イ ズ に 寄 与 し な い と い う こ と で あ る 。
　 　 （ 図 ５ ） コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識 を 使 用 す る 、 異 な る 病 原 体 の 検 出 を 示 す 。 複 数 の シ グ
ナ リ ン グ 部 分 （ 標 識 ） を 使 用 す る コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識 が 、 高 い シ グ ナ ル 複 雑 性 を 達 成 す
る た め に 使 用 さ れ 得 る （ す な わ ち 、 多 数 の 別 個 の シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー ； 詳 細 な 説 明 の 項
の 工 程 2に お け る 議 論 も ま た 参 照 さ れ た い ） 。 図 解 に お い て 表 さ れ て い る 3つ の 病 原 体 の 各
々 は 、 量 子 ド ッ ト の 別 個 の 組 み 合 わ せ で 標 識 さ れ る 。 従 っ て 、 各 病 原 体 は 、 別 個 の コ ー ド
さ れ た シ グ ナ ル を 放 出 す る （ 病 原 体 の 右 側 に 色 を 付 し た カ ラ ー バ ー コ ー ド と し て 示 す よ う
に ） 。 示 さ れ る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 は 、 ゲ ノ ム DNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 病 原 体 特 異 的 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ で あ る 。 各 プ ロ ー ブ は 、 蛍 光 性 の 量 子 ド ッ ト に 結 合 体 化 さ れ て
い る 。 多 く の タ イ プ の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 （ 例 え ば 、 抗 体 、 リ ガ ン ド 、 PNAプ ロ ー ブ な ど
） が 他 の タ イ プ の シ グ ナ リ ン グ 部 分 （ 蛍 光 団 、 蛍 光 粒 子 、 RLS光 散 乱 粒 子 な ど ） が 使 用 さ
れ 得 る の と 同 様 に 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。
　 　 （ 図 ６ ） シ グ ナ ル 部 分 を 結 合 体 化 す る た め の タ グ 相 補 物 の 使 用 を 示 す 。 こ の 図 は 、 カ
テ ゴ リ ー 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 を 間 接 的 に 標 識 す る た め の 方 法 を
示 す 。 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 結 合 部 分 お よ び タ グ 配 列 部 分 を 含 む 二 成 分 性 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド が 合 成 さ れ る 。 シ グ ナ リ ン グ 部 分 は 、 タ グ 配 列 と 相 補 的 な 、 タ グ 相 補 物 と 呼 ば れ る 第 2
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 結 合 体 化 さ れ る 。 間 接 的 な 標 識 の た め の こ の シ ス テ ム を 使 用 し て
、 タ グ を 有 す る カ テ ゴ リ ー 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の フ ァ ミ リ ー は 、 シ グ ナ リ ン グ 部 分
の 組 み 合 わ せ で 容 易 に 合 成 お よ び コ ー ド さ れ 得 る 。
　 　 （ 図 ７ ） 蛍 光 性 DNA結 合 染 色 剤 で 標 識 し た 個 々 の 細 菌 の 広 域 画 像 処 理 を 示 す 。 こ の 図
は 、 多 孔 性 メ ン ブ レ ン 支 持 体 上 で 蛍 光 染 色 し た 個 々 の 細 菌 細 胞 の 検 出 を 示 す 。 細 胞 は 、 核
酸 染 色 剤 シ ー バ ー グ リ ー ン Iで 染 色 し 、 そ し て ブ ラ ッ ク ポ リ カ ー ボ ネ ー ト メ ン ブ レ ン を 通
し て 濾 過 し た 。 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 CCDに 基 づ く 非 拡 大 性 の 広 域 画 像 処 理 装 置 で 、 FITC光 学
フ ィ ル タ ー セ ッ ト を 用 い て 画 像 処 理 し た 。 左 の パ ネ ル は 、 約 100個 の 大 腸 菌 細 胞 か ら の 蛍
光 画 像 を 示 す 。 ス ポ ッ ト の 数 は 、 メ ン ブ レ ン に 加 え た 細 胞 の 数 と 相 関 す る 。 右 の パ ネ ル は
、 細 胞 が メ ン ブ レ ン に 加 え ら れ て い な い 陰 性 対 照 を 示 す 。

10

20

30

40

50

(95) JP 2005-518553 A 2005.6.23



　 　 （ 図 ８ ） 種 々 の カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 お よ び シ グ ナ リ ン グ 部 分 で 標 識 し た 個 々 の 細 菌 細
胞 の 広 域 画 像 処 理 を 示 す 。 こ の 図 は 、 カ バ ー ガ ラ ス 上 の 大 腸 菌 細 胞 が 4種 類 の シ グ ナ リ ン
グ 部 分 （ シ ー バ ー グ リ ー ン I、 実 施 例 2； 蛍 光 団 標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 、
実 施 例 3； 蛍 光 団 標 識 さ れ た PNAプ ロ ー ブ 、 実 施 例 4； 蛍 光 団 標 識 さ れ た 抗 体 、 実 施 例 5） で
標 識 さ れ た 実 験 の 結 果 を 示 す 。 個 々 の 細 胞 は 、 図 3に 示 さ れ た 装 置 を 使 用 し て 非 拡 大 的 な
広 域 画 像 処 理 に よ っ て 検 出 し た 。 標 識 さ れ た 細 胞 の 希 釈 物 は 、 ポ リ -l-リ ジ ン で コ ー ト さ
れ た カ バ ー ガ ラ ス 上 に ス ポ ッ ト し た 。 標 識 さ れ た 細 胞 を CCD画 像 処 理 装 置 を 使 用 し て 画 像
処 理 し た 後 、 画 像 処 理 さ れ た 物 体 は 、 蛍 光 顕 微 鏡 に よ っ て 、 単 一 の 細 胞 ま た は 偶 発 的 な い
く つ か の 細 胞 の 群 を 含 む こ と を 確 認 し た 。 画 像 の 上 の パ ネ ル は 、 CCD画 像 処 理 に よ っ て 検
出 し た 場 合 の 標 識 さ れ た 細 胞 を 示 す 。 明 る い ス ポ ッ ト が 標 識 さ れ た 細 胞 に 対 応 す る 。 下 の
パ ネ ル は 蛍 光 顕 微 鏡 で 見 た 場 合 （ 1000倍 に 拡 大 ） の 同 じ 標 識 さ れ た 細 胞 を 示 す 。
　 　 （ 図 ９ ） 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 す る 個 々 の 生 存 可 能 な 細 菌 細 胞 の 検 出 を 示 す
。 こ の 図 は 、 本 発 明 が 、 蛍 光 発 生 的 に 実 行 可 能 で あ る 染 色 剤 を 使 用 し て 生 存 し て い る 細 菌
を 検 出 し 得 る こ と を 示 す 。 生 存 し て い る 大 腸 菌 細 胞 （ 左 の パ ネ ル ） は 、 明 る い 蛍 光 ス ポ ッ
ト と し て 検 出 さ れ た の に 対 し て 、 死 滅 し た 大 腸 菌 細 胞 （ 右 の パ ネ ル ） は 、 検 出 可 能 な 蛍 光
シ グ ナ ル を 有 し な い 。 約 400個 の 生 存 し て い る 大 腸 菌 細 胞 が 左 の パ ネ ル の 画 像 処 理 さ れ た
領 域 中 に 存 在 し 、 約 400の 死 滅 し た 大 腸 菌 細 胞 が 左 の パ ネ ル に 存 在 す る 。
　 　 （ 図 １ ０ ） 蛍 光 性 が 高 度 の 粒 子 で 標 識 し た 個 々 の 細 菌 の 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 示
す 。 こ の 図 は 、 病 原 性 大 腸 菌 細 胞 が マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ ウ ェ ル の 光 学 的 に 透 明 な
表 面 に 結 合 さ れ 、 蛍 光 粒 子 で 標 識 し 、 そ し て 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 画 像 処 理
し た 実 験 （ 実 施 例 7） の 結 果 を 示 す 。 大 腸 菌 O157細 胞 （ シ ー バ ー グ リ ー ン Iで 染 色 ） は 、 熱
を 用 い て 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 底 に 固 定 さ れ 、 そ し て 抗 大 腸 菌 O157抗 体 で コ ー ト さ れ た 蛍 光
粒 子 へ の 結 合 に よ っ て 標 識 さ れ た 。 左 の パ ネ ル は 、 CCD画 像 処 理 装 置 で 見 ら れ た 細 胞 ： 粒
子 複 合 体 を 示 す 。 中 央 の パ ネ ル は 、 低 出 力 の 蛍 光 顕 微 鏡 法 （ 50倍 拡 大 ） に よ っ て 見 ら れ る
同 じ 試 料 を 示 す 。 染 色 さ れ た 大 腸 菌 O157細 胞 は 、 高 出 力 蛍 光 顕 微 鏡 法 （ 右 の パ ネ ル ； 1000
倍 拡 大 ） に よ っ て 示 さ れ る よ う な 多 数 の 蛍 光 粒 子 に よ っ て 囲 ま れ て い る 。
　 　 （ 図 １ １ ） 蛍 光 粒 子 ： ウ イ ル ス ： 磁 気 粒 子 複 合 体 の 液 相 磁 気 選 択 、 引 き 続 い て 非 拡 大
的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 す る 、 ウ イ ル ス （ HCV） に つ い て の 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 示 す
。 こ の 図 は 、 液 相 試 料 中 で 、 顕 微 鏡 的 な 標 的 （ こ の 場 合 は C型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HCV） ） に つ
い て 走 査 す る た め の 有 用 な 方 法 を 図 示 す る 。 ウ イ ル ス に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で コ ー ト さ
れ た 磁 気 粒 子 お よ び 蛍 光 粒 子 は 、 潜 在 的 に ウ イ ル ス を 含 む 試 料 と と も に マ イ ク ロ タ イ タ ー
デ ィ ッ シ ュ の ウ ェ ル 中 で 混 合 さ れ る 。 次 い で 、 試 料 中 の ウ イ ル ス は こ れ ら の 粒 子 に 結 合 す
る 。 い く つ か の ウ イ ル ス は 、 図 の 突 き 出 し た 拡 大 部 分 に 表 さ れ る よ う に 、 磁 気 粒 子 お よ び
蛍 光 粒 子 に 結 合 す る 。 こ の 磁 気 粒 子 ： ウ イ ル ス ： 蛍 光 粒 子 の 複 合 体 は 、 磁 力 ま た は 高 度 に
蛍 光 性 で あ る こ と に よ っ て 選 択 可 能 な 特 性 を 有 す る 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ は 磁 石
の 上 に 置 か れ 、 そ の 結 果 、 磁 気 粒 子 、 な ら び に 磁 気 粒 子 と 結 合 し た HCVウ イ ル ス お よ び 蛍
光 粒 子 が 、 ウ ェ ル の 光 学 的 に 透 明 な 底 面 に 引 き 付 け ら れ る 。 CCD画 像 処 理 装 置 （ 図 3に 示 さ
れ る よ う な も の ） を 使 用 し て 、 ウ ェ ル の 底 が 画 像 処 理 さ れ る 。 ウ イ ル ス 複 合 体 は 、 ウ イ ル
ス に 結 合 す る 高 度 に 蛍 光 性 の 粒 子 の た め に 、 画 像 中 で 明 る い ス ポ ッ ト と し て 見 え る 。 こ の
画 像 の ソ フ ト ウ ェ ア 分 析 は 、 検 出 表 面 上 の 複 合 体 の 数 を 定 量 し 、 お よ び 標 識 さ れ た 複 合 体
由 来 の シ グ ナ ル の 全 体 の 強 度 を 積 算 す る （ 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の 結 果 を 表 す 図 8お よ び
図 12を 参 照 さ れ た い ） 。
　 　 （ 図 １ ２ ） 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 個 々 の 細 菌 を 検 出 す る 同 種 イ ム ノ ア ッ
セ イ 法 を 示 す 。 こ の 図 は 、 実 施 例 8に 記 載 さ れ る 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 に よ っ て 大 腸 菌
を 高 感 度 に 検 出 す る イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の 結 果 を 示 す 。 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 抗 体 で コ ー ト さ れ
た 磁 気 粒 子 お よ び 蛍 光 粒 子 は 、 最 初 に 細 菌 細 胞 に 結 合 さ れ 、 次 い で 、 こ の 複 合 体 は 、 磁 力
を 使 用 し て 光 学 的 に 透 明 な ウ ェ ル の 底 面 （ 検 出 領 域 ） に 引 き 付 け ら れ 、 そ し て こ の 複 合 体
は 、 非 拡 大 的 な 広 域 CCDに 基 づ く 画 像 処 理 を 使 用 し て 検 出 さ れ た 。 こ の 図 は 、 血 液 に お け
る 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の 結 果 （ 一 番 下 の パ ネ ル ） 、 な ら び に 血 液 （ 一 番 上 の パ ネ ル ） と
緩 衝 液 （ 中 央 の パ ネ ル ） の 両 方 に お け る 同 種 で な い （ 洗 浄 し た ） イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の 結 果
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の 比 較 を 示 す 。 最 も 単 純 な 形 式 で あ る 、 同 種 免 疫 ア ッ セ イ は 、 優 れ た シ グ ナ ル 対 バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド 比 で 細 胞 を 効 果 的 に 検 出 し た （ 図 の 最 も 下 の 右 側 の パ ネ ル に お け る 同 種 ア ッ セ イ
法 の 定 量 を 参 照 さ れ た い ） 。
　 最 も 左 の パ ネ ル は 、 非 拡 大 的 な 、 広 域 CCDに 基 づ く 画 像 処 理 を 使 用 し て 得 ら れ た 画 像 を
示 す 。 3つ す べ て の ア ッ セ イ 法 が 、 大 腸 菌 の 存 在 す る 場 合 に 強 力 な シ グ ナ ル を 与 え た が （
左 の パ ネ ル ） 、 大 腸 菌 が 加 え ら れ な か っ た 場 合 に は 、 低 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル で あ
っ た 。 CCDカ メ ラ を 使 用 し て 得 ら れ た シ グ ナ ル が 、 粒 子 で コ ー ト し た 大 腸 菌 細 胞 に 一 致 す
る こ と は 、 高 解 像 度 の 蛍 光 顕 微 鏡 分 析 （ 1000倍 ； 上 の 2つ の 列 、 最 も 右 の 2つ の カ ラ ム ） を
使 用 し て さ ら に 確 認 さ れ た 。 大 腸 菌 細 胞 、 磁 気 粒 子 、 お よ び 蛍 光 粒 子 を 含 む 代 表 的 な 複 合
体 の 画 像 が 示 さ れ る 。 各 複 合 体 の 2つ の 画 像 は 2つ の フ ィ ル タ ー セ ッ ト を 使 用 し て 作 製 さ れ
た ： 1つ は DNA蛍 光 に つ い て の も の （ シ ー バ ー グ リ ー ン I； 右 か ら 2つ め の パ ネ ル ） お よ び 1
つ は 蛍 光 粒 子 の 可 視 化 に つ い て の も の （ 最 も 右 の パ ネ ル ） で あ る 。 こ の 図 は 、 こ の 複 合 体
が 磁 気 粒 子 お よ び 蛍 光 粒 子 に よ っ て 取 り 囲 ま れ た 大 腸 菌 細 胞 か ら な る こ と を 示 す 。 画 像 の
定 量 的 分 析 は 、 蛍 光 物 体 の 数 を 計 数 し （ 図 12、 一 番 下 の パ ネ ル 、 左 の 棒 グ ラ フ ） 、 お よ び
物 体 の す べ て の 強 度 を 積 算 す る （ 図 12、 一 番 下 の パ ネ ル 、 右 の 棒 グ ラ フ ） ソ フ ト ウ ェ ア に
よ っ て 実 行 さ れ た 。 示 さ れ る デ ー タ は 6つ の 試 料 の 分 析 を 表 す ： 1000個 の 大 腸 菌 細 胞 を 含
む 3つ の 試 料 お よ び 細 胞 を 含 ま な い 3つ の 試 料 で あ る 。 両 方 の 測 定 に お い て 、 大 腸 菌 （ 1000
個 の 細 胞 ） を 含 む 試 料 は 、 大 腸 菌 を 含 ま な い 試 料 よ り も 有 意 に 高 い ス コ ア で あ っ た 。 棒 の
高 さ は 、 3つ の 試 料 の 平 均 値 を 示 す 。 エ ラ ー バ ー は 3つ の 試 料 の 平 均 値 か ら の 3つ の 標 準 偏
差 を 示 す 。
　 さ ら な る 詳 細 お よ び 議 論 に つ い て は 、 実 施 例 8を 参 照 さ れ た い 。
　 　 （ 図 １ ３ ） 「 模 擬 痰 」 中 に お け る 抗 酸 染 色 マ イ コ バ ク テ リ ア の 広 域 画 像 処 理 を 示 す 。
こ の 図 は 、 実 施 例 9に お い て 記 載 さ れ る 試 験 の 結 果 を 示 す 。 こ こ で は 、 結 核 を 引 き 起 こ す
病 原 体 に 密 接 に 関 連 し て い る マ イ コ バ ク テ リ ア の 株 が 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 と 組 み 合
わ せ た 抗 酸 バ チ ル ス （ AFB） 染 色 法 を 使 用 し て 検 出 さ れ た 。 「 模 擬 痰 」 中 に マ イ コ バ ク テ
リ ア 細 胞 （ マ イ コ バ ク テ リ ア ・ ス ク ロ フ ラ セ ウ ム ； 左 の パ ネ ル ： 1A、 2A） ま た は 大 腸 菌 （
右 の パ ネ ル ： 1B、 2B） の い ず れ か を 含 む 市 販 の ス ラ イ ド ガ ラ ス は 、 オ ー ラ ミ ン -ロ ー ダ ミ
ン で 染 色 し 、 そ し て 非 拡 大 的 な 、 広 域 の 、 CCDに 基 づ く 画 像 処 理 を 使 用 し て 可 視 化 し た （
一 番 上 の パ ネ ル ： 1A、 1B） 。 大 腸 菌 を 含 む 試 料 に お け る は る か に 少 な い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
ス ポ ッ ト 数 と 比 べ て 、 多 数 の 対 象 物 が マ イ コ バ ク テ リ ア 細 胞 を 含 む 試 料 中 で 検 出 さ れ た 。
蛍 光 顕 微 鏡 分 析 （ 400倍 ； 一 番 下 の パ ネ ル ： 2A、 2B） は 、 CCDカ メ ラ を 用 い て 、 拡 大 な し で
キ ャ プ チ ャ ー さ れ た シ グ ナ ル が 単 一 の マ イ コ バ ク テ リ ア 細 胞 に 対 応 す る こ と を 確 認 し た 。
　 　 （ 図 １ ４ ） 広 域 画 像 処 理 を 使 用 す る 迅 速 な 抗 微 生 物 剤 感 受 性 試 験 を 示 す 。 こ の 図 は 、
非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 大 腸 菌 の 増 殖 に 対 す る 抗 微 生 物 剤 の 最
小 阻 害 濃 度 （ MIC） を 決 定 す る た め に 設 計 さ れ た 実 験 の 結 果 を 示 す （ 実 施 例 10） 。 種 々 の
時 間 点 に お け る 2連 の 細 胞 の ア リ コ ー ト は 、 LB寒 天 上 で 培 養 さ れ 、 そ し て CCD画 像 処 理 装 置
（ 図 3） を 使 用 す る 画 像 処 理 の た め に 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ の ウ ェ ル の 光
学 的 に 透 明 な 表 面 上 に 沈 着 さ れ る 。 増 殖 （ 図 中 で は 、 ＋ /-の 記 号 で 定 性 的 に 表 示 さ れ る ）
は 、 LB寒 天 プ レ ー ト 上 の コ ロ ニ ー を 計 数 す る こ と で 測 定 さ れ （ 図 に は 示 し て い な い ） 、 そ
し て CCDカ メ ラ に よ っ て キ ャ プ チ ャ ー さ れ た 画 像 の 対 象 物 お よ び 強 度 を 測 定 す る こ と で 測
定 さ れ る 。 18時 間 の 培 養 時 間 の 点 は 、 NCCLS標 準 プ ロ ト コ ー ル に 対 応 す る 。 4時 間 培 養 の 結
果 お よ び 4時 間 の CCD画 像 処 理 結 果 も ま た 示 さ れ る 。 培 養 お よ び CCD画 像 処 理 に よ っ て 検 出
さ れ る よ う な 、 耐 性 株 お よ び 感 受 性 株 の 増 殖 に 関 し 抗 生 物 質 濃 度 依 存 性 を 比 較 す る こ と に
よ り 、 2つ の ア プ ロ ー チ が 比 較 で き る こ と が 示 さ れ る 。
　 　 （ 図 １ ５ ） 磁 気 的 に 選 択 さ れ た 、 個 々 に 蛍 光 標 識 さ れ た カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 細 胞
の 広 域 検 出 を 示 す 。 こ の 図 は 、 実 施 例 11に 記 載 さ れ る 実 験 の 結 果 を 示 す 。 C.ア ル ビ カ ン ス
細 胞 は 、 核 酸 染 色 剤 （ YOYO-1） お よ び ウ サ ギ 抗 カ ン ジ ダ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ ら か じ め
標 識 さ れ た 。 標 識 さ れ た 細 胞 は 、 ガ ラ ス 底 の マ イ ク ロ タ イ タ ー ト レ イ の ウ ェ ル 中 で 、 ヤ ギ
抗 ウ サ ギ IgG抗 体 で コ ー ト さ れ た 磁 気 粒 子 に 加 え ら れ た 。 細 胞 は 、 磁 場 の 適 用 に よ っ て 、
ウ ェ ル の 底 に わ た っ て 均 一 に 整 列 さ れ た 。 細 胞 は 、 CCD画 像 処 理 装 置 な ら び に 、 YOYO-1蛍
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光 色 素 の た め に 適 切 な 励 起 フ ィ ル タ ー お よ び 放 射 フ ィ ル タ ー （ FITCセ ッ ト 、 480/40nm励 起
、 535/50nm放 射 ） を 使 用 し て 、 ウ ェ ル の 底 面 全 体 を 画 像 処 理 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ た
。
　 C.ア ル ビ カ ン ス 細 胞 を 含 む マ イ ク ロ タ イ タ ー ト レ イ の ウ ェ ル の 非 拡 大 的 な 広 域 CCD画 像
は 、 記 載 さ れ る よ う に YOYO-1で 染 色 さ れ た 。 蛍 光 シ グ ナ ル （ 図 中 の 白 い ス ポ ッ ト ） は 、 高
解 像 度 の 拡 大 （ 1000倍 ） の 下 で 蛍 光 顕 微 鏡 で マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル を 調 べ る こ と に よ っ
て 単 一 ま た は 小 さ な 群 の C.ア ル ビ カ ン ス 細 胞 に 対 応 す る こ と が 示 さ れ た 。
　 C.ア ル ビ カ ン ス 細 胞 が 加 え ら れ て い な い マ イ ク ロ タ イ タ ー ト レ イ ウ ェ ル の 非 拡 大 的 な 広
域 CCD画 像 （ 陰 性 対 照 ） 。
　 　 （ 図 １ ６ ） 蛍 光 性 お よ び 常 磁 性 の ポ リ ス チ レ ン 粒 子 に 特 異 的 に 結 合 す る 個 々 の カ ン ジ
ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 細 胞 の 広 域 検 出 を 示 す 。 こ の 図 は 、 実 施 例 12に 記 載 さ れ る 実 験 の 結 果 を
示 す 。 細 胞 は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ 中 で 、 抗 カ ン ジ ダ 抗 体 で コ ー ト さ れ た 磁 気 粒
子 お よ び 赤 色 蛍 光 粒 子 の 混 合 物 に 加 え ら れ た 。 磁 石 に 結 合 し た 細 胞 は 、 磁 場 お よ び 流 体 洗
浄 の 適 用 に よ っ て 未 結 合 の 粒 子 か ら 分 離 さ れ た 。 細 胞 -蛍 光 粒 子 複 合 体 は 、 CCD画 像 処 理 装
置 （ Aお よ び B） ま た は 蛍 光 顕 微 鏡 法 （ C-E） な ら び に 蛍 光 粒 子 の た め の 適 切 な 励 起 フ ィ ル
タ ー お よ び 放 射 フ ィ ル タ ー を 使 用 し て 、 ウ ェ ル の 全 体 の 底 面 を 画 像 化 す る こ と に よ っ て 検
出 さ れ た 。
　 A． 複 数 の 赤 色 蛍 光 粒 子 で 標 識 さ れ た C.ア ル ビ カ ン ス 細 胞 を 含 む マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ
ル の 非 拡 大 的 な 広 域 CCD画 像 。
　 B． C.ア ル ビ カ ン ス 細 胞 が 加 え ら れ て い な い マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル の 非 拡 大 的 な 広 域 C
CD画 像 （ 陰 性 対 照 ） 。
　 C． Aに お い て 十 分 に 画 像 化 さ れ た の と 同 じ ウ ェ ル の 領 域 の 拡 大 的 な 蛍 光 顕 微 鏡 画 像 （ 10
0倍 拡 大 ） 。 単 一 ま た は 小 さ な 塊 の C.ア ル ビ カ ン ス 細 胞 （ 緑 色 染 色 ） が 複 数 の 赤 色 蛍 光 粒
子 に よ っ て 取 り 囲 ま れ て い る 。
　 D． Bに お い て 十 分 に 画 像 化 さ れ た の と 同 じ ウ ェ ル の 領 域 の 拡 大 的 な 蛍 光 顕 微 鏡 画 像 （ 10
0倍 拡 大 ） （ 細 胞 が 加 え ら れ て い な い 陰 性 対 照 ） 。
　 Eお よ び F． Aに お い て 示 さ れ る の と 同 じ 試 料 の 領 域 の 高 解 像 度 増 幅 （ 1000倍 ） 蛍 光 顕 微
鏡 画 像 。 C.ア ル ビ カ ン ス 細 胞 （ 約 5μ m直 径 、 緑 色 染 色 ） が 、 複 数 の 1μ m直 径 の 赤 色 蛍 光 粒
子 に よ っ て 取 り 囲 ま れ て い る 。 磁 気 粒 子 は 見 ら れ な い 。
　 　 （ 図 １ ７ ） 蛍 光 抗 体 お よ び 磁 気 粒 子 に 特 異 的 に 結 合 し た 個 々 の カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン
ス の 広 域 検 出 を 示 す 。 こ の 図 は 、 実 施 例 13に 記 載 さ れ る 実 験 の 結 果 を 示 す 。 C.ア ル ビ カ ン
ス 細 胞 は 、 ガ ラ ス 底 の マ イ ク ロ タ イ タ ー ト レ イ の ウ ェ ル 中 で 、 抗 C.ア ル ビ カ ン ス 抗 体 ま た
は 大 腸 菌 抗 体 で コ ー ト さ れ た 磁 気 粒 子 と 混 合 さ れ た 。 30分 後 、 蛍 光 団 標 識 さ れ た 抗 C.ア ル
ビ カ ン ス 抗 体 ま た は 大 腸 菌 抗 体 を 加 え た 。 磁 気 複 合 体 は 洗 浄 さ れ 、 次 い で 、 磁 場 の 適 用 に
よ っ て 、 ウ ェ ル の 底 に わ た っ て 均 一 に 整 列 さ れ た 。 細 胞 は 、 本 発 明 の CCD画 像 処 理 装 置 な
ら び に 蛍 光 団 の た め の 適 切 な 励 起 フ ィ ル タ ー お よ び 放 射 フ ィ ル タ ー を 使 用 し て 、 ウ ェ ル の
全 体 の 底 面 を 画 像 化 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ た 。
　 A． 蛍 光 性 抗 C.ア ル ビ カ ン ス 抗 体 で 標 識 さ れ た カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 細 胞 を 含 む 反 応
ウ ェ ル の 非 拡 大 的 な 広 域 CCD画 像 。
　 B． 細 胞 が 加 え ら れ て い な い 反 応 ウ ェ ル の 非 拡 大 的 な 広 域 CCD画 像 （ 陰 性 対 照 ） 。
　 C． 蛍 光 性 抗 大 腸 菌 抗 体 で 標 識 さ れ た 大 腸 菌 細 胞 を 含 む 反 応 ウ ェ ル の 非 拡 大 的 な 広 域 CCD
画 像 。
　 D． 細 胞 が 加 え ら れ て い な い 反 応 ウ ェ ル の 非 拡 大 的 な 広 域 CCD画 像 （ 陰 性 対 照 ） 。 注 記 ：
点 状 の 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 赤 色 蛍 光 性 核 酸 結 合 色 素 （ YOYO-3） を 用 い る 染 色 お よ び 高 解 像 度
拡 大 （ 1200倍 ） 下 で の 蛍 光 顕 微 鏡 に お け る マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル の 検 査 に よ る 、 単 一 ま
た は 小 さ な 群 の 細 胞 に 対 応 す る こ と が 示 さ れ た 。
　 　 （ 図 １ ８ ） CCDカ メ ラ を 使 用 し た 、 個 々 の 化 学 発 光 酵 母 細 胞 の 非 拡 大 的 な 広 域 検 出 を
示 す 。 こ の 図 は 、 実 施 例 14に 記 載 さ れ る 実 験 の 結 果 を 示 す 。 C.ア ル ビ カ ン ス 細 胞 は 、 FITC
結 合 抗 C.ア ル ビ カ ン ス 抗 体 で 標 識 さ れ 、 こ れ は 、 次 に は 、 抗 フ ル オ レ セ イ ン 抗 体 ： ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 体 に 結 合 さ れ る 。 標 識 さ れ た 細 胞 の 希 釈 物 は 、 ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン
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で コ ー ト さ れ た ス ラ イ ド 上 に ス ポ ッ ト さ れ 、 そ し て 化 学 発 光 基 質 CDPス タ ー が 添 加 さ れ た
。 細 胞 は 、 CCD画 像 処 理 装 置 に お い て 拡 大 な し で 画 像 処 理 さ れ た 。 単 一 の 細 胞 の 位 置 は 、
蛍 光 顕 微 鏡 法 に よ っ て 確 認 さ れ た 。 左 か ら 右 に 、 パ ネ ル は 、 お よ そ 200、 60、 お よ び 20の
個 々 の C.ア ル ビ カ ン ス 細 胞 を 表 す 。 多 く の 個 々 の 細 胞 は 、 中 央 お よ び 右 の パ ネ ル 中 に 画 像
化 さ れ て い る 。 よ り 大 き く 明 る い ス ポ ッ ト は 、 互 い に 近 接 し て い る 2つ ま た は そ れ 以 上 の
細 胞 を 表 す 。
　 　 （ 図 １ ９ ） イ ン ス タ ン ト フ ィ ル ム の 直 接 的 な 露 出 を 使 用 し た 、 個 々 の 化 学 発 光 酵 母 細
胞 の 非 拡 大 的 な 広 域 検 出 を 示 す 。 こ の 図 は 、 実 施 例 15に 記 載 さ れ る 実 験 の 結 果 を 示 す 。 C.
ア ル ビ カ ン ス 細 胞 は 、 FITC結 合 抗 C.ア ル ビ カ ン ス 抗 体 で 標 識 さ れ 、 こ れ は 、 次 に は 、 抗 フ
ル オ レ セ イ ン 抗 体 ： ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 体 に 結 合 さ れ た 。 標 識 さ れ た 細 胞 の 希 釈
物 は 、 ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン 上 に ス ポ ッ ト さ れ 、 そ し て 化 学 発 光 基 質 CDPス タ ー が 添 加 さ れ
た 。 ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン は 、 ス ポ ッ ト ラ イ ト カ メ ラ （ Boston Probe） 上 に ロ ー ド さ れ 、 そ
し て ASA 2000ポ ラ ロ イ ド フ ィ ル ム （ Polaroid Film） で 画 像 化 し た 。
　 左 か ら 右 に 、 パ ネ ル は 、 図 15と 同 様 に 、 お よ そ 200、 60、 お よ び 20の 個 々 の C.ア ル ビ カ
ン ス 細 胞 を 表 す 。 各 パ ネ ル に お い て ス ポ ッ ト さ れ た 細 胞 の 数 が 与 え ら れ る が 、 そ の ス ポ ッ
ト の 多 く は 個 々 の 細 胞 、 と り わ け 、 最 も 右 の パ ネ ル に あ る 細 胞 を 表 す こ と が 結 論 さ れ 得 る
。
　 　 （ 図 ２ ０ ） 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し た 、 下 気 道 感 染 に 関 与 す る 生 物 の 検 出 を
示 す 。 こ の 図 は 、 実 施 例 16に 記 載 さ れ る 、 蛍 光 標 識 さ れ た 下 気 道 生 物 か ら 生 成 し た シ グ ナ
ル を 高 感 度 で 検 出 す る 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て キ ャ プ チ ャ ー さ れ た 画 像 の 結 果
を 示 す 。 こ の 図 は 、 種 々 の 下 気 道 病 原 体 か ら の 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 生 成 さ
れ た シ グ ナ ル を 示 す （ 左 寄 り の 2つ の パ ネ ル ） 。 上 か ら 下 に 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ニ ュ ー モ ニ エ
、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ニ ュ ー モ ニ エ 、 お よ び レ ジ オ ネ ラ ・ ニ ュ ー モ フ ィ ラ で あ る 。 右 寄 り の
2つ の パ ネ ル は 蛍 光 顕 微 鏡 法 を 使 用 し て 得 ら れ た 画 像 を 示 す 。
　 　 （ 図 ２ １ ） 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 、 3つ の 異 な る 微 生 物 に つ い て 1つ の 試
料 を 同 時 に 走 査 す る 、 多 重 化 直 接 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 示 す 。 こ の 図 は 、 実 施 例 17に 記
載 さ れ る 実 験 の 結 果 を 示 す 。 3種 類 の 異 な る 微 生 物 （ 大 腸 菌 、 C.ア ル ビ カ ン ス 、 お よ び S.
ピ オ ゲ ネ ス ） を 含 む 3つ の 試 料 は カ バ ー ガ ラ ス に 固 定 さ れ 、 そ し て カ テ ゴ リ ー 特 異 的 （ こ
の 場 合 、 種 特 異 的 ） 抗 体 の 集 合 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 集 合 中 の 各 抗 体 の フ ァ ミ
リ ー は 、 異 な る 蛍 光 団 と 結 合 体 化 さ れ た （ 大 腸 菌 ＝ 緑 色 、 C.ア ル ビ カ ン ス ＝ 青 色 、 S.ピ オ
ゲ ネ ス ＝ 赤 色 ） 。 非 結 合 の 抗 体 を 洗 い 流 し た 後 で 、 試 料 の 画 像 は 3つ の 異 な る フ ィ ル タ ー
セ ッ ト （ 緑 色 、 青 色 、 お よ び 赤 色 の チ ャ ン ネ ル ） を 使 用 し て キ ャ プ チ ャ ー さ れ た 。 3つ す
べ て の 試 料 に つ い て 、 最 も 強 い シ グ ナ ル が 、 試 料 中 の 微 生 物 に 結 合 す る 標 識 さ れ た 抗 体 に
対 応 す る チ ャ ン ネ ル 中 で 得 ら れ た 。
　 　 （ 図 ２ ２ ） ア デ ノ ウ イ ル ス に つ い て の 固 相 捕 捉 ア ッ セ イ 法 を 示 す 。 こ の 図 は 、 ウ イ ル
ス を 捕 捉 す る た め に 固 相 に 結 合 し た 抗 体 を 使 用 し て ア デ ノ ウ イ ル ス に つ い て 試 料 を 走 査 す
る 試 験 の 結 果 を 示 す 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル は 、 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス 抗 体 で コ
ー ト さ れ た 。 固 定 さ れ た ア デ ノ ウ イ ル ス 試 料 ま た は 固 定 さ れ た RSV試 料 は 、 抗 ア デ ノ ウ イ
ル ス コ ー ト さ れ た 蛍 光 粒 子 と と も に ウ ェ ル に 添 加 さ れ た 。 1時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後
、 す べ て の 未 結 合 の 粒 子 が 洗 い 流 さ れ 、 そ し て 残 り の 結 合 粒 子 が 、 CCD画 像 処 理 装 置 に お
い て 拡 大 な し で 可 視 化 さ れ た 。
　 陰 性 対 照 （ RSVの パ ネ ル ） は 、 ウ ェ ル に 残 存 す る 非 常 に 少 量 の 粒 子 を 示 す 。 ア デ ノ ウ イ
ル ス の パ ネ ル に お い て 、 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス コ ー ト さ れ た ウ ェ ル 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 お よ び
抗 ア デ ノ ウ イ ル ス コ ー ト さ れ た 粒 子 の 相 互 作 用 に よ っ て 、 何 千 も の 蛍 光 粒 子 が ウ ェ ル 中 に
捕 捉 さ れ た 。
　 　 （ 図 ２ ３ ） 血 中 の ウ イ ル ス の 固 相 捕 捉 を 示 す 。 こ の 図 は 、 固 相 に 結 合 し た 抗 体 を 使 用
し て ウ イ ル ス を 捕 捉 す る 、 ア デ ノ ウ イ ル ス に 関 し 血 液 試 料 の 走 査 用 に 使 用 さ れ た 試 験 の 結
果 を 示 す （ 実 施 例 19） 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル は 、 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス 抗 体 で
コ ー ト さ れ た 。 固 定 さ れ た ア デ ノ ウ イ ル ス 試 料 ま た は 固 定 さ れ た RSV試 料 は 、 50％ マ ウ ス
血 液 中 で ウ ェ ル に 添 加 さ れ た 。 1時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 す べ て の 未 結 合 の 粒 子 が
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洗 い 流 さ れ 、 そ し て 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス コ ー ト さ れ た 蛍 光 粒 子 が ウ ェ ル に 添 加 さ れ た 。 洗 浄
後 、 結 合 し た 粒 子 は 、 CCD画 像 処 理 装 置 に お い て 拡 大 な し で 可 視 化 さ れ た 。 陰 性 対 照 （ RSV
の パ ネ ル ） は 、 ウ ェ ル に 残 存 す る 非 常 に 少 量 の 粒 子 を 示 す 。 ア デ ノ ウ イ ル ス の パ ネ ル に お
い て 、 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス コ ー ト さ れ た ウ ェ ル 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 お よ び 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス
コ ー ト さ れ た 粒 子 の 相 互 作 用 に よ っ て 、 何 千 も の 蛍 光 粒 子 が ウ ェ ル 中 に 捕 捉 さ れ た 。 ア デ
ノ ウ イ ル ス 捕 捉 フ ェ ー ズ に お い て 血 液 の 存 在 は ア ッ セ イ を 妨 害 し な か っ た 。
　 　 （ 図 ２ ４ ） ア デ ノ ウ イ ル ス の 液 相 ア ッ セ イ 法 を 示 す 。 こ の 図 は 、 「 二 重 粒 子 」 試 験 形
式 を 使 用 し て ア デ ノ ウ イ ル ス を 検 出 す る 試 験 の 結 果 を 示 す （ 実 施 例 20、 図 11の 図 解 も ま た
参 照 さ れ た い ） 。 固 定 さ れ た ア デ ノ ウ イ ル ス お よ び 固 定 さ れ た RSVは 、 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス
コ ー ト さ れ た 磁 気 粒 子 お よ び 蛍 光 粒 子 と 混 合 さ れ た 。 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 磁 気
粒 子 お よ び 任 意 の 結 合 粒 子 が 他 の 物 資 か ら 分 離 さ れ 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 移 さ れ
、 そ し て CCD画 像 処 理 装 置 に お い て 拡 大 な し で 可 視 化 さ れ た 。
　 ア デ ノ ウ イ ル ス の パ ネ ル は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス と の そ れ ら の 相 互 作 用 に よ っ て 、 磁 気 粒 子
に よ っ て 捕 捉 さ れ た 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス コ ー ト さ れ た 何 千 も の 蛍 光 粒 子 を 示 す 。 非 常 に 少 な
い 蛍 光 粒 子 が RSVパ ネ ル に お い て 捕 捉 さ れ た 。
　 　 （ 図 ２ ５ ） 細 菌 お よ び ウ イ ル ス に つ い て 同 時 に 走 査 す る 多 重 化 広 域 画 像 処 理 イ ム ノ ア
ッ セ イ を 示 す 。 こ の 図 は 、 大 腸 菌 お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス の 存 在 に つ い て 試 料 を 同 時 に 走 査
す る 試 験 を 用 い た 実 験 の 結 果 を 示 す （ 実 施 例 22） 。 抗 ア デ ノ ウ イ ル ス コ ー ト さ れ た 赤 色 蛍
光 粒 子 お よ び 磁 気 粒 子 、 な ら び に 抗 大 腸 菌 コ ー ト さ れ た 緑 色 蛍 光 粒 子 お よ び 磁 気 粒 子 は 、
固 定 さ れ た ア デ ノ ウ イ ル ス の 存 在 下 、 固 定 さ れ た 大 腸 菌 の 存 在 下 、 両 方 の 存 在 下 、 ま た は
そ の い ず れ も 非 存 在 下 に お い て 混 合 さ れ た 。 1時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 磁 気 粒 子
お よ び 任 意 の 結 合 粒 子 が 他 の 物 質 か ら 分 離 さ れ 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 移 さ れ 、 そ
し て CCD画 像 処 理 装 置 に お い て 拡 大 な し で 可 視 化 さ れ た 。
　 1番 目 の 行 ： ア デ ノ ウ イ ル ス の み が 粒 子 混 合 物 に 加 え ら れ た 。 シ グ ナ ル の 大 部 分 は テ キ
サ ス レ ッ ド フ ィ ル タ ー セ ッ ト を 用 い て 観 察 で き た 。 こ の フ ィ ル タ ー セ ッ ト は 、 赤 色 蛍 光 抗
ア デ ノ ウ イ ル ス 粒 子 を 可 視 化 す る 。
　 2番 目 の 行 ： 大 腸 菌 の み が 粒 子 混 合 物 に 加 え ら れ た 。 シ グ ナ ル の 大 部 分 は FITCフ ィ ル タ
ー セ ッ ト を 用 い て 観 察 で き た 。 こ の フ ィ ル タ ー セ ッ ト は 、 緑 色 蛍 光 抗 大 腸 菌 粒 子 を 可 視 化
す る 。
　 3番 目 の 行 ： ア デ ノ ウ イ ル ス と 大 腸 菌 の 両 方 が 混 合 物 に 加 え ら れ た 。 シ グ ナ ル は 、 テ キ
サ ス レ ッ ド フ ィ ル タ ー セ ッ ト と FITCフ ィ ル タ ー セ ッ ト の 両 方 を 用 い て 観 察 で き た 。
　 　 （ 図 ２ ６ ） 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し た 、 単 一 の 細 菌 を 検 出 す る た め の フ ィ ル
タ ー フ ロ ー ス ル ー ア ッ セ イ 法 を 示 す 。 こ の 図 は 、 液 体 試 料 中 の 単 一 の 分 散 し て い る 細 菌 を
検 出 す る 迅 速 な 「 フ ロ ー ス ル ー 」 ア ッ セ イ 法 の 結 果 を 示 す （ 実 施 例 23） 。 2枚 の ニ ト ロ セ
ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン は 、 抗 大 腸 菌 O157抗 体 中 に 浸 さ れ 、 そ し て 乾 燥 さ れ た 。 1枚 の フ ィ ル
タ ー が 蛍 光 性 大 腸 菌 特 異 的 粒 子 と と も に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 大 腸 菌 細 胞 を 収 集 す る
た め に 使 用 さ れ た （ 「 大 腸 菌 」 ； こ れ ら の 粒 子 は 大 腸 菌 O157:H7特 異 的 抗 体 で コ ー ト さ れ
た ） 。 大 腸 菌 特 異 的 な 粒 子 を 含 む が 大 腸 菌 細 胞 を 含 ま な い 試 料 は 他 の フ ィ ル タ ー を 通 し た
（ 「 大 腸 菌 な し 」 ） 。 未 結 合 の 粒 子 は フ ィ ル タ ー を 洗 浄 す る こ と に よ っ て 除 去 さ れ た 。 CC
D画 像 処 理 装 置 は 、 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 蛍 光 シ グ ナ ル を 検 出 す る た め に 使
用 さ れ た （ 一 番 上 の パ ネ ル ） 。 2つ の フ ィ ル タ ー の 、 確 認 の た め の 顕 微 鏡 画 像 が 中 央 の パ
ネ ル （ 50倍 拡 大 ） お よ び 一 番 下 の パ ネ ル （ 100倍 拡 大 ） に 示 さ れ る 。
　 　 （ 図 ２ ７ ） 蛍 光 発 生 性 エ ス テ ラ ー ゼ 基 質 を 用 い て 染 色 し た 細 胞 の 広 域 画 像 処 理 を 使 用
し て 行 う 細 菌 の 定 量 を 示 す 。
　 目 的 ： 多 く の 応 用 に お い て 、 生 き て い る 細 菌 細 胞 を 定 量 す る た め に 広 い ダ イ ナ ミ ッ ク レ
ン ジ を 有 す る こ と は 有 用 で あ る 。 理 想 的 な シ ス テ ム で は 、 0ま た は 1個 の 細 菌 細 胞 か ら 数 10
0万 ま た は 数 1000万 個 ま で の 細 胞 を 正 確 に 計 数 で き 、 従 っ て 、 慣 習 的 な 微 生 物 学 的 プ レ ー
テ ィ ン グ 方 法 の た め に か か せ な い 段 階 希 釈 と 、 そ れ に 特 有 の 正 確 性 の 欠 如 と を 除 外 す る こ
と が で き る 。 こ の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 CCDに 基 づ く 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理
と 連 関 し た 、 蛍 光 発 生 性 の 基 質 を 用 い る 生 細 胞 の 染 色 が 、 ど の よ う に し て 、 少 な く と も 5
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桁 の 大 き さ に わ た る 細 胞 の 定 量 に 使 用 さ れ 得 る か を 示 す 。
　 実 験 方 法 ： 大 腸 菌 ATCC 8739細 胞 は 、 実 施 例 Y（ 細 胞 指 向 実 施 例 ） に お い て 記 載 さ れ る よ
う に 増 殖 お よ び 処 理 さ れ た 。 細 胞 の 段 階 的 な 10倍 希 釈 は PBS中 で 作 製 さ れ 、 ミ リ ポ ア 1225
マ ニ フ ォ ー ル ド 中 の 吸 収 パ ッ ド （ Chemunexカ タ ロ グ 番 号 200-C3012-02） 上 に 載 せ ら れ た ブ
ラ ッ ク ポ リ エ ス テ ル メ ン ブ レ ン （ Chemunexカ タ ロ グ 番 号 200-C2010-01） を 通 し て 2連 の 試
料 を 濾 過 し 、 そ し て 実 施 例 Y（ 細 胞 指 向 実 施 例 ） に お い て 記 載 さ れ る よ う に 染 色 し た 。 さ
ら に 、 10～ 5倍 希 釈 の 10μ lを 3連 で TSA（ BDカ タ ロ グ 番 号 236950） 上 に 播 き 、 細 胞 の 力 価 を
得 る た め に 37℃ で 一 晩 増 殖 さ せ た 。 ポ リ エ ス テ ル メ ン ブ レ ン 上 の 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 CCD画
像 処 理 装 置 （ 上 記 の 工 程 6； 図 3に 記 載 さ れ る ） を 使 用 し て 、 FITC光 学 フ ィ ル タ ー セ ッ ト （
色 度 /励 起 470/40nm、 放 射 522/40nm） を 用 い て キ ャ プ チ ャ ー さ れ た 。 Image-Pro Plusソ フ
ト ウ ェ ア 、 バ ー ジ ョ ン 4.1（ Media cybernetics） が 、 CCD画 像 処 理 装 置 か ら の 画 像 を キ ャ
プ チ ャ ー お よ び 処 理 す る た め に 使 用 さ れ た 。 各 フ ィ ル タ ー か ら 生 成 し た シ グ ナ ル は 、 す べ
て の 対 象 物 の ピ ク セ ル 強 度 の 合 計 と し て 定 義 さ れ た （ こ こ で 、 対 象 物 は 、 350-65301か ら
の ピ ク セ ル 強 度 を 含 む よ う な こ の 特 定 の 実 施 例 に お い て 定 義 さ れ る ） 。 こ の シ グ ナ ル を 定
義 す る 方 法 は 、 い か な る 染 色 細 胞 を も 含 ま な い フ ィ ル タ ー の 領 域 か ら バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を
除 去 す る が 、 重 複 す る 対 象 物 か ら の 強 度 を 覆 い 隠 し た り ま た は 実 際 よ り 少 な く 計 数 す る こ
と は な い （ 細 胞 は 小 さ く か つ 全 く 透 明 で あ る の で 、 細 胞 の 層 が 薄 い 限 り は シ グ ナ ル は 相 加
的 で あ る ） 。
　 結 果 ： 図 28に 示 さ れ る よ う に 、 こ の 方 法 か ら 生 成 さ れ た シ グ ナ ル は 、 少 な く と も 5桁 の
大 き さ に わ た っ て 直 線 的 で あ り 、 こ れ は 、 こ の 試 験 に つ い て の 広 い ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ と
見 な さ れ る 。
　 変 法 ： 小 さ い 対 象 物 の 数 で は 、 正 確 な 定 量 は 、 こ れ ら の ピ ク セ ル 強 度 の 合 計 を 使 用 す る
よ り も 、 個 々 の 対 象 物 を 計 数 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 な ぜ な ら 、 対 象 物 は 、 重 複
す る こ と が な い ら し い か ら で あ る 。 こ の こ と は 、 と り わ け 、 複 数 の 染 色 な ら び に 複 数 の 励
起 お よ び /ま た は 放 射 の 波 長 が 、 ど の 対 象 物 が 目 に 見 え る 細 胞 を 表 す か を 決 定 す る た め に
使 用 さ れ る 場 合 に 、 1ま た は 0個 の 細 胞 に ま で 下 げ た と き の 正 確 な 計 数 に 拡 張 し 得 る 。 さ ら
に 、 よ り 洗 練 さ れ た 対 象 発 見 ア ル ゴ リ ズ ム が 、 局 所 的 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 強 度 お よ び 照 射
の バ リ エ ー シ ョ ン を 考 慮 に 入 れ る た め に 利 用 さ れ 得 る 。
　 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し た 、 フ ィ ル タ ー 上 で の 個 々 の 染 色 細 菌 の 検 出 ： こ の 図
は 、 CCDカ メ ラ を 使 用 す る 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 が 、 メ ン ブ レ ン 上 に 沈 着 さ れ た 個 々 の
細 菌 細 胞 を 検 出 す る こ と を 示 す （ 実 施 例 24） 。 シ ー バ ー グ リ ー ン Iで 染 色 さ れ た 大 腸 菌 細
胞 は 、 ブ ラ ッ ク ポ リ カ ー ボ ネ ー ト フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 さ れ た 。 次 い で 、 こ の フ ィ ル タ
ー は 、 CCD画 像 処 理 装 置 を 使 用 し て 画 像 処 理 し た （ 一 番 上 の パ ネ ル ） 。 一 番 下 の パ ネ ル は
、 CCD画 像 中 の 発 光 物 体 が 、 確 か に 、 Syber Green染 色 さ れ た 大 腸 菌 で あ る こ と の 蛍 光 顕 微
鏡 的 な 確 認 を 示 す （ 1000倍 ） 。
　 　 （ 図 ２ ８ ） 本 発 明 に 基 づ く 試 験 の ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ を 示 す 。 こ の 図 は 、 本 発 明 を 使
用 し た 場 合 に 可 能 で あ る 、 大 き な ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ を 示 す 。 大 腸 菌 細 胞 は 、 数 百 万 の 細
胞 か ら 数 百 に ま で 希 釈 さ れ 、 濾 過 さ れ 、 お よ び 蛍 光 原 性 エ ス テ ラ ー ゼ 基 質 で 染 色 さ れ た 。
CCDに 基 づ く 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 に よ っ て 生 成 さ れ た 蛍 光 画 像 は 、 分 析 さ れ 、 そ し て
そ れ ら の シ グ ナ ル が 細 胞 計 数 に 対 し て プ ロ ッ ト さ れ た 。 そ の シ グ ナ ル は 、 少 な く と も 5桁
の 大 き さ に わ た っ て 直 線 的 で あ る 。
　 　 （ 図 ２ ９ ） 拡 大 な し で 機 器 不 使 用 の 、 少 数 の 細 菌 細 胞 の 検 出 を 示 す 。 こ の 図 は 、 単 一
の 大 腸 菌 細 胞 を 検 出 す る 液 体 捕 捉 ア ッ セ イ 法 に お け る 、 二 重 に コ ー ト し た （ ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ /抗 大 腸 菌 抗 体 ） 粒 子 の 使 用 （ 実 施 例 26に 記 載 ） を 実 証 す る 。 パ ネ ル の 3つ の カ
ラ ム の 各 々 に お い て 、 画 像 は 異 な る 検 出 方 法 を 使 用 し て 得 ら れ た 。 パ ネ ル の 一 番 上 の 行 は
、 100細 胞 を 含 む 試 料 に 適 用 し た 場 合 の ア ッ セ イ を 示 す 。 パ ネ ル の 一 番 下 の 行 は 、 試 料 が
細 胞 を 含 ま な い 場 合 の 結 果 を 示 す 。 「 100細 胞 」 と 標 識 さ れ た 各 々 の パ ネ ル は 、 対 応 す る
「 細 胞 な し 」 の 対 照 よ り も 有 意 に 多 い ス ポ ッ ト を 有 す る 。 化 学 発 光 シ グ ナ ル に つ い て は 、
ス ポ ッ ト は 白 色 ま た は 黒 色 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド で あ る の に 対 し て 、 色 素 発 生 シ グ ナ ル に つ
い て は 、 ス ポ ッ ト が 白 色 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 上 で 黒 色 に 現 れ る 。 後 者 の ス ポ ッ ト は ま た 、
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拡 大 の 使 用 な し で 、 裸 眼 で の メ ン ブ レ ン の 検 査 に よ っ て 観 察 さ れ る こ と に 注 意 さ れ た い 。
従 っ て 、 こ の 実 施 例 の 結 果 は 、 二 機 能 性 の ビ ー ズ を 使 用 す る 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 が 、
複 雑 な 機 器 を 使 用 し な い 場 合 で さ え 、 高 感 度 の 検 出 に と っ て 強 力 な 手 段 と な り 得 る こ と を
実 証 す る 。
　 　 （ 図 ３ ０ ） ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス お よ び ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ エ に つ い て の 迅 速 同
種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 ； そ の 1； ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス の 存 在 の 検 出 を 示 す 。 こ の 図 は
、 一 般 的 な 性 感 染 症 の 病 原 体 で あ る ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス お よ び ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ
エ に つ い て 走 査 す る 、 実 施 例 31に 記 載 の 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 図 示 す る 。 こ の 図 は 、 こ
の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 が 試 料 中 の ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス の 存 在 を い か に し て 検 出 す る か
を 示 す 。 試 験 が 2つ の 病 原 体 を い か に し て 区 別 す る か を 理 解 す る こ と は 図 31に 言 及 さ れ る
。 こ の ア ッ セ イ 法 の 形 式 は 図 11に お い て 図 示 さ れ る も の に 対 応 す る 。 実 験 の 詳 細 は 、 実 施
例 22（ 図 25） に お か る 細 菌 お よ び ウ イ ル ス を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 多 重 化 ア ッ セ イ 法
と 同 様 で あ る 。
　 　 （ 図 ３ １ ） ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス お よ び ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ エ に つ い て の 迅 速 同
種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 ； そ の 2； 多 重 化 検 出 の 原 理 を 示 す 。 こ の 図 は 、 図 30の 続 き で 、 実 施
例 31に 記 載 の 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 図 示 し 、 こ れ は 、 一 般 的 な 性 感 染 症 の 病 原 体 で あ る
ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス お よ び ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ エ に つ い て 走 査 す る 。 赤 色 の 粒 子 の
検 出 は 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス 感 染 を 示 す の に 対 し て 、 緑 色 の 粒 子 の 検 出 は 、 ナ イ セ
リ ア ・ ゴ ノ レ エ 感 染 を 示 す 。
　 こ の ア ッ セ イ 法 の 形 式 は 図 11に お い て 図 示 さ れ る も の に 対 応 す る 。 実 験 の 詳 細 は 、 実 施
例 22（ 図 25） に お い て 細 菌 お よ び ウ イ ル ス を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 多 重 化 ア ッ セ イ 法
と 同 様 で あ る 。
　 　 （ 図 ３ ２ ） 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し た 、 高 シ グ ナ ル 複 雑 性 を 有 す る 多 重 化 同
種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 示 す 。 こ の 図 は 、 高 度 に 多 重 化 し た 同 種 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に つ い て
の 図 式 を 示 す 。 こ の ア ッ セ イ 法 が 2対 の 分 析 物 特 異 的 蛍 光 粒 子 で は な く む し ろ 、 多 く の 分
析 物 に つ い て 同 時 に 走 査 す る 多 く の 分 析 物 特 異 的 粒 子 対 を 組 み 込 む 以 外 は 、 こ の ア ッ セ イ
の 原 理 は 図 30に 図 解 さ れ た も の と 同 じ で あ る 。 多 数 の 標 的 の カ テ ゴ リ ー を 同 定 す る た め に
必 要 と さ れ る 高 度 な シ グ ナ ル 複 雑 性 （ す な わ ち 、 別 個 の 多 数 の シ グ ナ ル ） を 達 成 す る た め
の 方 法 は 、 詳 細 な 説 明 の 項 の 工 程 6に 記 載 さ れ る 。
　 　 （ 図 ３ ３ ） 多 数 の 下 気 道 病 原 体 に つ い て 並 行 し て 走 査 す る イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 示 す 。
こ の 図 は 、 実 施 例 33に 記 載 さ れ る イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 図 解 す る 。 下 気 道 試 料 （ 例 え ば 、 痰
ま た は BAL） は 顕 微 鏡 ス ラ イ ド に 固 定 さ れ る 。 マ ル チ ウ ェ ル テ ン プ レ ー ト を ス ラ イ ド に 添
付 し た 後 、 病 原 体 特 異 的 な ビ オ チ ン 化 さ れ た 抗 体 の 異 な る フ ァ ミ リ ー が 各 ウ ェ ル に 添 加 さ
れ る （ 例 え ば 、 抗 S.ニ ュ ー モ ニ エ 抗 体 ま た は 抗 レ ジ オ ネ ラ 抗 体 が 別 々 の ウ ェ ル に 添 加 さ れ
る ） 。 未 結 合 の 抗 体 が 洗 い 流 さ れ 、 そ し て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー ト さ れ た 蛍 光 粒 子 が
ビ オ チ ン 化 さ れ た 抗 体 に 結 合 し た 病 原 体 に 結 合 さ れ る 。 蛍 光 粒 子 が 結 合 し た 区 域 の 位 置 が
病 原 体 の 同 定 を 示 す 。 な ぜ な ら 、 こ の よ う な 区 域 は 既 知 の 病 原 体 に 対 す る 抗 体 を 含 ん だ ウ
ェ ル に 対 応 す る か ら で あ る 。 こ の 粒 子 含 有 の 区 域 は 、 CCD検 出 を 使 用 し て 画 像 処 理 さ れ る
。
　 　 （ 図 ３ ４ ） 培 養 を 伴 わ な い 、 下 気 道 感 染 の 多 重 化 さ れ た 同 定 を 示 す 。 こ の 図 は 、 実 施
例 34に 記 載 の 試 験 を 図 示 す る 。 異 な る 尿 道 病 原 体 に つ い て の 捕 捉 抗 体 を 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド
上 で 平 行 し た 線 に 付 着 さ せ る 。 ス ラ イ ド は 、 細 菌 細 胞 中 の 核 酸 に 結 合 す る 蛍 光 染 色 で 処 理
し た 尿 溶 液 に 浸 漬 す る 。 細 菌 病 原 体 が 、 存 在 す る 場 合 、 細 菌 病 原 体 は ス ラ イ ド 上 の 捕 捉 抗
体 の 対 応 す る 線 に 付 着 し 、 そ し て 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し て 画 像 処 理 さ れ る 。
　 　 （ 図 ３ ５ ） 血 液 由 来 の ウ イ ル ス ： HIV、 HCV、 HBV、 お よ び CMVの 迅 速 か つ 多 重 化 さ れ た
同 定 を 示 す 。 こ の 図 は 、 実 施 例 35に 記 載 さ れ る 試 験 を 図 示 す る 。 4つ の 異 な る ウ イ ル ス （ H
IV、 HBV、 HCV、 お よ び CMV） に 特 異 的 な 4つ の 異 な る 捕 捉 抗 体 を 含 む 4つ の 別 個 の ス ポ ッ ト
が 、 光 学 的 に 透 明 な マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ の 底 に 吸 着 さ れ た 。 血 液 （ 図 で は HIVを
含 む ） が ウ ェ ル に 添 加 さ れ 、 そ し て ウ イ ル ス を 捕 捉 抗 体 に 結 合 さ せ る 。 血 液 を 取 り 除 い た
後 、 4種 類 の ウ イ ル ス 特 異 的 蛍 光 粒 子 の 混 合 物 が ウ ェ ル に 添 加 さ れ る 。 各 々 の 種 類 の 粒 子
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が 別 個 の ス ペ ク ト ル 特 性 （ シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー ） を 有 す る 蛍 光 団 で 染 色 さ れ 、 そ し て 異
な る ウ イ ル ス 特 異 的 抗 体 で コ ー ト さ れ る 。 ウ ェ ル の 表 面 上 に ト ラ ッ プ さ れ る ウ イ ル ス 粒 子
は 、 CCDに 基 づ く 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 に よ っ て 検 出 お よ び 定 量 さ れ る 対 応 す る 蛍 光 粒
子 に 結 合 す る 。 結 合 粒 子 の 位 置 お よ び シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー の 両 方 が 血 液 中 の ウ イ ル ス を
同 定 す る 。
　 　 （ 図 ３ ６ ） 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し た 、 A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 超 高
感 度 ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 を 示 す 。 こ の 図 は 、 蛍 光 標 識 粒 子 で 標 識 さ れ 、 か つ 非 拡 大 的 な 広
域 画 像 処 理 を 使 用 し て 分 析 さ れ る 、 A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に つ い て の ラ テ ラ ル フ ロ
ー 試 験 の 結 果 を 示 す 。 こ の 図 は 、 （ 左 か ら 右 に ） 0、 10 5 、 10 6 、 10 7 、 お よ び 10 8 ビ リ オ ン /
mlを 含 む 試 料 を 適 用 さ れ た 試 験 ス ト リ ッ プ か ら の 捕 捉 線 お よ び 対 照 線 の 画 像 を 示 す 。 蛍 光
シ グ ナ ル は 、 A型 イ ン フ ル エ ン ザ ビ リ オ ン の 濃 度 の 増 加 に 伴 っ て 増 加 す る 。 示 さ れ た デ ー
タ は 、 こ の 試 験 が 少 な く と も 10 5 ビ リ オ ン /mlま で 低 い 濃 度 を 検 出 し 得 る こ と を 示 す 。 従 っ
て 、 こ の 実 験 に よ り 、 本 発 明 に 基 づ く ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 の 感 度 が 実 証 さ れ る 。
　 　 （ 図 ３ ７ ） 可 視 的 検 出 を 使 用 し た M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に つ い て の 迅 速 ラ テ ラ ル フ ロ ー
試 験 を 示 す 。 こ の 図 は 、 実 施 例 36に 記 載 の 試 験 を 図 示 す る 。 一 番 上 の パ ネ ル は 、 ラ テ ラ ル
フ ロ ー 試 験 の 構 成 の 側 面 図 を 示 す 。 試 験 ゾ ー ン は 、 吸 収 剤 の メ ン ブ レ ン に 結 合 し た 抗 M.ツ
ベ ル ク ロ ー シ ス 捕 捉 抗 体 の 線 を 含 む 。 陽 性 対 照 ゾ ー ン は 、 メ ン ブ レ ン に 結 合 し た M.ツ ベ ル
ク ロ ー シ ス 細 菌 を 含 む 。 試 料 （ 図 で は M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス を 含 む ） は 試 料 パ ッ ド に 適 用 さ
れ る 。 キ ャ ピ ラ リ ー フ ロ ー は 、 メ ン ブ レ ン に 沿 っ て 病 原 体 細 胞 を 引 っ 張 り 、 そ の 結 果 、 こ
れ ら は 試 験 ゾ ー ン 中 の 捕 捉 抗 体 と 接 触 し 、 か つ ト ラ ッ プ さ れ る 。 抗 M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 抗
体 お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 結 合 体 化 さ れ た 粒 子 は 、 試 料 パ ッ ド に 適 用 さ れ る 。 キ
ャ ピ ラ リ ー フ ロ ー を 経 由 し て 吸 収 パ ッ ド に 向 か う 移 動 の 過 程 で 、 結 合 体 は 、 試 験 ゾ ー ン 中
で 捕 捉 さ れ た M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 細 胞 に 結 合 し 、 そ し て 対 照 ゾ ー ン 中 で フ ィ ル タ ー に 結 合
し た M.ツ ベ ル ク ロ ー シ ス に 結 合 す る 。 こ れ ら の 結 合 し た 結 合 体 は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ 基 質 を 用 い る 色 素 発 生 性 染 色 後 に 直 接 的 に 可 視 化 さ れ る 。
　 　 （ 図 ３ ８ ） 非 拡 大 的 な 広 域 画 像 処 理 を 使 用 し た 、 多 数 の 異 な る 細 菌 戦 因 子 を 検 出 す る
た め の 迅 速 ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 を 示 す 。 こ の 図 は 、 実 施 例 38に 記 載 さ れ る 試 験 を 図 示 す る
。 こ の ス ト ラ テ ジ ー は 、 以 下 の 例 外 を 除 い て 、 図 37の 説 明 文 中 に 記 載 さ れ た も の と 同 様 で
あ る 。 こ の 試 験 は 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 お よ び 毒 素 を 含 む 、 多 数 の 異 な る 細 菌 戦 因 子 に つ い
て 、 試 料 を 走 査 す る （ 単 純 化 の た め に 、 こ の 図 は 実 施 例 38に お い て 記 載 さ れ る 試 験 中 の 標
的 、 結 合 体 、 お よ び 捕 捉 抗 体 の す べ て を 示 し て い る わ け で は な い こ と に 注 意 の こ と ） 。 こ
の 実 施 例 に お い て 、 試 料 は 、 結 合 体 パ ッ ド に お い て 結 合 体 と 接 触 し 、 か つ 結 合 体 を 移 動 さ
せ る 。 最 終 的 に 、 こ の 試 験 は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 化 学 発 光 性 基 質 お よ び CCD画 像
処 理 を 使 用 し て 、 特 異 的 に 結 合 し た 結 合 体 粒 子 を 検 出 す る 。
　 　 （ 図 ３ ９ ） ゲ ノ ム 減 算 を 使 用 し た 、 S.ニ ュ ー モ ニ エ カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 の 単 離 を 示
す 。 こ の 図 は 、 実 施 例 39に 記 載 の S.ニ ュ ー モ ニ エ 特 異 的 配 列 の 単 離 を 図 示 す る 。 図 39Aは
、 S.ニ ュ ー モ ニ エ と そ の 最 も 密 接 な 関 連 物 と の 間 の 系 統 学 的 な 関 連 性 を 示 す （ Kawamuraら
、 International Journal of Systematic Bacteriology 45: 406-8, 1995） 。 カ テ ゴ リ ー
特 異 的 配 列 を 単 離 す る た め の ス ト ラ テ ジ ー は 2つ の 工 程 に 分 け ら れ 得 る ： ゲ ノ ム 減 算 段 階
（ 図 39B） お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 段 階 （ 図 39C） で あ る 。 最 初 に 、 ゲ ノ ム 減 算 （ Straus、 19
95、 前 出 ） が 、 系 統 学 的 な 株 （ こ の 場 合 、 S.ニ ュ ー モ ニ エ ） か ら の DNAを 「 ＋ 」 ゲ ノ ム 差
分 試 料 と し て 使 用 し て 実 行 さ れ る （ 図 39B） 。 「 -」 ゲ ノ ム 差 分 試 料 は 、 最 も 密 接 な 関 連 物
で あ る 株 （ 肺 炎 を 一 般 的 に 引 き 起 こ さ な い 株 ） の い く つ か を プ ー ル す る こ と に よ っ て 構 築
さ れ る 。 得 ら れ る 減 算 産 物 は 、 病 原 体 の ゲ ノ ム に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 最 も 密 接 に 関 連 す
る 種 の ゲ ノ ム に は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 減 算 産 物 を ク ロ ー ニ ン グ し
た 後 、 カ テ ゴ リ ー 特 異 的 で あ る サ ブ セ ッ ト が 単 離 さ れ る （ 図 39C） 。 こ れ ら は 、 す べ て の S
.ニ ュ ー モ ニ エ 株 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 他 の 群 の い か な る 株 に も ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い D
NAフ ラ グ メ ン ト で あ る 。 試 験 さ れ た す べ て の S.ニ ュ ー モ ニ エ 株 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 他
の 種 で あ る ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 の 菌 株 と は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い プ ロ ー ブ が 選 択 さ れ る
。 詳 細 に つ い て は 実 施 例 39を 参 照 さ れ た い 。
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　 　 （ 図 ４ ０ ） 核 酸 プ ロ ー ブ を 使 用 し た 、 呼 吸 器 系 の 病 原 体 に つ い て の 包 括 的 な 試 験 を 示
す 。 こ の 図 は 、 実 施 例 39に 記 載 の 試 験 を 図 示 す る 。 病 原 体 特 異 的 プ ロ ー ブ の 集 合 は 、 2つ
の 区 域 （ 1つ は 呼 吸 器 系 の 試 料 を 含 み 、 そ し て 1つ は ス ポ ッ ト の ア レ イ を 含 み 、 こ れ ら の 各
々 は 異 な る カ テ ゴ リ ー の 対 照 で あ る 呼 吸 器 性 病 原 体 を 含 む ） を 含 む ス ラ イ ド に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ れ る 。 集 合 中 の 各 プ ロ ー ブ の フ ァ ミ リ ー は 、 別 個 の シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー で 標 識 さ
れ る 。 対 照 ス ポ ッ ト の シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー と 、 臨 床 試 料 に お け る 病 原 体 の シ グ ナ ル シ グ
ニ チ ャ ー と を 比 較 す る こ と で 、 臨 床 試 料 中 の 病 原 体 を 同 定 す る 。 画 像 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア に
よ っ て 見 い 出 さ れ た 対 象 物 の 数 お よ び 強 度 は 、 試 料 中 の 病 原 体 の 数 を 定 量 す る 。 詳 細 に つ
い て は 実 施 例 39を 参 照 さ れ た い 。
　 　 （ 図 ４ １ ） カ テ ゴ リ ー 特 異 的 配 列 の 間 接 的 な コ ン ビ ナ ト リ ア ル 標 識 を 示 す 。 こ の 図 は
、 実 施 例 40に お け る 、 高 い シ グ ナ ル 複 雑 性 を 達 成 す る た め に 使 用 さ れ る 方 法 を 示 す 。 カ テ
ゴ リ ー 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る カ テ ゴ リ ー 結 合 分 子 の 各 フ ァ ミ リ ー は 、 表 5に 示
す 図 式 に 類 似 の 図 式 を 使 用 し て 特 定 の シ グ ナ ル シ グ ニ チ ャ ー で 標 識 さ れ る 。 従 っ て 、 図 に
示 さ れ る よ う に 、 S.ニ ュ ー モ ニ エ プ ロ ー ブ は 、 紫 色 ま た は 青 色 の い ず れ か の 量 子 ド ッ ト で
間 接 的 に 標 識 さ れ る の に 対 し て 、 S.ア ウ レ ウ ス プ ロ ー ブ は 、 黄 色 ま た は 緑 色 の い ず れ か の
量 子 ド ッ ト で 標 識 さ れ る 。 例 え ば 、 紫 色 の 量 子 ド ッ ト で 標 識 さ れ る プ ロ ー ブ は 、 2つ の 隣
接 す る 部 分 ： カ テ ゴ リ ー 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 「 紫 色 タ グ 」 を 用 い て 合 成 さ れ
る 。 こ の 紫 色 タ グ の 配 列 は 、 紫 色 の 量 子 ド ッ ト に 結 合 体 化 さ れ た 「 紫 色 タ グ 相 補 物 」 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る 。
　 　 （ 図 ４ ２ ） CNSス ト リ ッ プ 試 験 を 示 す 。 こ の 図 は 、 実 施 例 41に 記 載 の 試 験 を 図 示 す る
。
　 　 （ 図 ４ ３ ） 仮 想 的 な 減 算 に よ っ て 特 定 さ れ る ゲ ノ ム 上 の 差 分 の 配 列 を 増 幅 す る た め の
二 成 分 性 PCRプ ラ イ マ ー を 示 す 。 こ の 図 は 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス に お い て 存 在 す る
が 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ニ ュ ー モ ニ エ に お い て は 存 在 し な い 領 域 （ ～ 200か ら 500bp） を 増 幅 す る
た め に 、 実 施 例 43に お い て 使 用 さ れ る PCRプ ラ イ マ ー を 示 す 。 二 成 分 性 の 構 造 を 有 す る PCR
プ ラ イ マ ー が 設 計 さ れ る 。 「 左 側 プ ラ イ マ ー 」 は 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス  に お け る
挿 入 /欠 失 領 域 の 「 左 側 」 末 端 に 対 応 す る 20bpの プ ラ イ マ ー に 連 結 さ れ た XhoLプ ラ イ マ ー
配 列
　
　
を 有 す る （ 5'-XhoL-ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス 左 側 プ ラ イ マ ー -3'） 。 「 右 側 プ ラ イ マ ー
」 は 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス  に お け る 挿 入 /欠 失 領 域 の 「 右 側 」 末 端 に 対 応 す る 20bp
の プ ラ イ マ ー に 連 結 さ れ た XhoRプ ラ イ マ ー 配 列
　
　
を 有 す る （ 5'-XhoR-ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス 右 側 プ ラ イ マ ー -3'） 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】
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【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】

【 図 ２ ５ 】 【 図 ２ ６ 】
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【 図 ２ ７ 】 【 図 ２ ８ 】

【 図 ２ ９ 】 【 図 ３ ０ 】
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【 図 ３ １ 】 【 図 ３ ２ 】

【 図 ３ ３ 】 【 図 ３ ４ 】
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【 図 ３ ５ 】 【 図 ３ ６ 】

【 図 ３ ７ 】 【 図 ３ ８ 】

(113) JP 2005-518553 A 2005.6.23



【 図 ３ ９ 】 【 図 ４ ０ 】

【 図 ４ １ 】 【 図 ４ ２ 】
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【 図 ４ ３ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 9月 2日 (2004.9.2)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ４ ７ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
　 【 ０ ４ ７ ２ 】
　 他 の 実 施 態 様 は 特 許 請 求 の 範 囲 内 に あ る 。
【 配 列 表 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 SEQUENCE LISTING

<110> Genomic Profiling Systems, Inc.

<120> Rapid and Sensitive Detection of Cells and Viruses

<130> CE-A0408

<140> JP　  2003-572353
<141> 2002-09-06

<150> US　  60/317,658
<151> 2001-09-06

<160> 3
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<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210> 1
<211> 16
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220> 
<223> primer

<400> 1
gggccccccc tcgatc　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  16

<210> 2
<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220> 
<223> primer

<400> 2
atcgataccg tcgacctc　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  18

<210> 3
<211> 18
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<400> 3
gctgcctccc gtaggagt　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  18
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