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(57)【要約】
　本発明は、微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法およびシステムに関するも
のである。さらに本発明は、単独のシステム内でインサイチュで微生物の抗生物質耐性状
態を測定する方法を提供する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法であって、
　（ａ）前記微生物と耐性測定親和性リガンドとを、微生物／耐性測定親和性リガンド複
合体が形成可能な条件下で接触させるステップと、
　（ｂ）前記ステップ（ａ）にて形成された前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体
を、未結合の耐性測定親和性リガンドから分離するステップと、
　（ｃ）前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の、前記微生物に対する前記耐性
測定親和性リガンドの結合量を測定するステップと、および、
　（ｄ）前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の、前記微生物に対する前記耐性
測定親和性リガンドの結合量を、同じ微生物の既知の抗生物質感受性株もしくは抗生物質
耐性株、または既知の抗生物質感受性株もしくは抗生物質耐性株の個体群による耐性測定
親和性リガンドの結合量に対して比較するステップと、を含み、
　前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の前記微生物が、抗生物質感受性微生物
によって結合される量とは異なる量の耐性測定親和性リガンドに結合する場合、または、
　前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の前記微生物が、抗生物質耐性微生物に
よって結合される量と同量の耐性測定親和性リガンドに結合する場合には、
　前記微生物を抗生物質耐性として同定することを特徴とする、方法。
【請求項２】
　前記ステップ（ａ）～（ｄ）の１つまたは複数は、密閉容器内で実施されることを特徴
とする、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記耐性測定親和性リガンドは、抗生物質、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体
、又はこれらの抗体断片、核酸プローブ、酵素基質、アプタマー、ペプチド模倣物、ファ
ージ由来の結合タンパク質、レクチン、宿主防御ペプチド、バクテロシン、バクテリオフ
ァージ、ならびに、核酸、脂質、炭水化物、多糖類、タンパク質、およびこれらの組み合
わせに対して選択的な色素を含む群から選択されることを特徴とする、請求項１に記載の
方法。
【請求項４】
　前記耐性測定親和性リガンドは抗生物質であることを特徴とする、請求項１に記載の方
法。
【請求項５】
　前記耐性測定親和性リガンドは、β－ラクタム抗生物質またはグリコペプチド抗生物質
であることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記耐性測定親和性リガンドは、検出可能な標識を有することを特徴とする、請求項１
に記載の方法。
【請求項７】
　前記検出可能な標識は、蛍光性、発光性、りん光性、放射性、ラマン活性、質量分光分
析反応性、および／または、比色分析化合物標識を含むことを特徴とする、請求項６に記
載の方法。
【請求項８】
　前記微生物は、臨床試料または非臨床試料であることを特徴とする、請求項１に記載の
方法。
【請求項９】
　前記試料は、陽性血液培養物由来であることを特徴とする、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　分離する前記ステップ（ｂ）の前に、前記微生物を含む前記試料を、前記試料内に存在
しうるあらゆる非微生物細胞を選択的に溶解するように処理することを含むことを特徴と
する、請求項１に記載の方法。
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【請求項１１】
　前記微生物を容器内の密度クッション上に積層し、前記容器の遠心分離によって分離す
る前記ステップ（ｂ）を実施することを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記密度クッションは、顕微鏡の液浸油、鉱物油、シリコーン油、フルオロシリコーン
油、シリコーンゲル、コロイドシリカ、ヨウ化造影剤、スクロース、メトリゾエート‐Ｆ
ｉｃｏｌｌ（登録商標）、ジアトリゾエート‐デキストラン、カルボキシメチルセルロー
ス、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、ポリエチレンオキシド（高分子量）、Ｐｌｕ
ｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｆ１２７、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｆ６８、ポリアクリル
酸、架橋したポリビニルアルコール、架橋したポリビニルピロリジン、ＰＥＧメチルエー
テルメタクリレート、ペクチン、アガロース、キサンタン、ジェラン、Ｐｈｙｔａｇｅｌ
（登録商標）、ソルビトール、Ｆｉｃｏｌｌ（登録商標）、グリセロール、デキストラン
、グリコーゲン、塩化セシウム、パーフルオロカーボン液および／またはハイドロフルオ
ロカーボン液、これらの任意の組み合わせ、のうちの１つまたは複数を含むことを特徴と
する、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記密度クッションは約１．０２５～約１．１２０ｇ／ｍｌの密度を有することを特徴
とする、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記容器は、底部、上部および／または側面に光学窓を備え、該光学窓は、少なくとも
近赤外光、紫外光、および／または可視光スペクトルの少なくとも一部について透過性で
あることを特徴とする、請求項１１に記載の方法。
【請求項１５】
　測定する前記ステップ（ｃ）は、分光法を含むことを特徴とする、請求項１に記載の方
法。
【請求項１６】
　前記分光法は、蛍光分光法、拡散反射分光法、透過吸収分光法、赤外分光法、テラヘル
ツ分光法、ラマン分光法、表面増強ラマン分光法、空間オフセットラマン分光法、共鳴ラ
マン分光法、およびこれらのあらゆる組み合わせを含む群から選択されることを特徴とす
る、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記分光法は、全面蛍光分光法であることを特徴とする、請求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
　前記分光法は、励起発光マトリクス（ＥＥＭ）を測定するステップを含むことを特徴と
する、請求項１５に記載の方法。
【請求項１９】
　前記ＥＥＭは、少なくとも２つの異なる波長を含むことを特徴とする、請求項１８に記
載の方法。
【請求項２０】
　前記ＥＥＭは、既知の微生物のＥＥＭのデータベースと比較されることを特徴とする、
請求項１８に記載の方法。
【請求項２１】
　前記微生物の結合量を微生物の固有特性と比較して、前記耐性測定親和性リガンド結合
の量を細胞ベースで測定することを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
　前記固有特性は固有蛍光であることを特徴とする、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記ステップ（ｃ）は、回収した微生物を得るために微生物を回収するステップを含む
ことを特徴とする、請求項１１に記載の方法。
【請求項２４】
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　前記ステップ（ｄ）は同じ微生物の抗生物質感受性株および抗生物質耐性株の両方によ
る、耐性測定親和性リガンド結合量と耐性測定親和性リガンド結合量とを比較するステッ
プを含むことを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項２５】
　同一微生物の既知の抗生物質感受性株または抗生物質耐性株による結合量は、事前に測
定されていることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
　少なくとも一部が自動化されていることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項２７】
　微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法であって、
　（ａ）前記微生物と耐性測定親和性リガンドとを、微生物／耐性測定親和性リガンド複
合体が形成可能な条件下で接触させるステップと、
　（ｂ）前記ステップ（ａ）にて形成された前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体
を、未結合の耐性測定親和性リガンドから分離するステップと、
　（ｃ）前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の、前記微生物に対する前記耐性
測定親和性リガンドの結合親和性を測定するステップと、および、
　（ｄ）前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の、前記微生物に対する前記耐性
測定親和性リガンドの前記結合親和性を、同じ微生物の既知の抗生物質感受性株もしくは
抗生物質耐性株、または既知の抗生物質感受性株もしくは抗生物質耐性株の個体群による
耐性測定親和性リガンドの結合親和性に対して比較するステップと、を含み、
　前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の前記微生物が、抗生物質感受性微生物
による結合親和性とは異なる、耐性測定親和性リガンドの結合親和性を示す場合、または
、
　前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の前記微生物が、抗生物質耐性微生物に
よる結合親和性と同じ、耐性測定親和性リガンドの結合親和性を示す場合には、
前記微生物を抗生物質耐性として同定することを特徴とする、方法。
【請求項２８】
　微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法であって、
　（ａ）微生物を含むことが既知であるまたは微生物を含む可能性がある試験試料を採取
するステップと、
　（ｂ）前記試験試料内の前記微生物と耐性測定親和性リガンドとを、微生物／耐性測定
親和性リガンド複合体が形成可能な条件下で接触させるステップと、
　（ｃ）細胞の代謝または膜の完全性を測定する１種又は複数種の蛍光色素を任意で添加
するステップと、
　（ｄ）前記試料内に存在する可能性のある非微生物細胞を選択的に溶解させて、任意で
溶解試料を生成するステップと、
　（ｅ）前記試験試料の他の構成成分、または任意には前記溶解試料から前記微生物を分
離して、微生物ペレットを形成するステップと、
　（ｆ）前記ペレットを解析して前記微生物の測定値を得るステップと、
　（ｇ）前記測定値を、同じ種の微生物の抗生物質耐性および／または抗生物質感受性微
生物について得られた測定値またはその予測値と比較して、前記試験試料内の前記微生物
の抗生物質耐性状態を測定するステップと、
を含む方法。
【請求項２９】
　１種または複数種の蛍光色素を前記ステップ（ｃ）で添加することを特徴とする、請求
項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記ステップ（ｇ）における前記抗生物質耐性測定は、誘導性の耐性の測定であること
を特徴とする、請求項２８に記載の方法。
【請求項３１】
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　前記解析ステップ（ｆ）は、分光法による解析を含むことを特徴とする、請求項２８に
記載の方法。
【請求項３２】
　前記分光法は、蛍光分光法、拡散反射分光法、透過吸収分光法、赤外分光法、テラヘル
ツ分光法、ラマン分光法、表面増強ラマン分光法、空間オフセットラマン分光法、共鳴ラ
マン分光法、およびこれらのあらゆる組み合わせを含む群から選択されることを特徴とす
る、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記微生物を容器内の密度クッション上に積層し、前記容器の遠心分離によって分離す
る前記ステップ（ｂ）を実施することを特徴とする、請求項２９に記載の方法。
【請求項３４】
　微生物の抗生物質耐性状態を測定するシステムであって、該システムは、
　（ａ）前記微生物または、前記微生物および耐性測定親和性リガンドを含む試料を含む
容器と、
　（ｂ）密度クッションと、および、
　（ｃ）測定を行うための分光器と、を備え、
　前記システム内におけるインサイチュ分離により前記容器内で濃縮された前記微生物の
抗生物質耐性状態が、前記測定によって決定されることを特徴とする、システム。
【請求項３５】
　更に、遠心分離機を備えることを特徴とする、請求項３４に記載のシステム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本願は、２００９年５月７日に出願した米国仮特許出願第６１／２１５，５９４号「Me
thods for Antimicrobial Resistance Determination（抗生物質耐性測定方法）」の恩典
を主張する。この米国仮特許出願の開示内容を本明細書に援用する。
【０００２】
　本発明は微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法およびシステムに関するもの
である。さらに、本発明は、単一システム内におけるインサイチュ（in situ）の微生物
の抗生物質抵抗性を測定するための方法を提供するものである。
【背景技術】
【０００３】
　血流感染症は高い罹患率および死亡率と関連付けられるが、培養後に生化学的同定およ
び抗生物質感受性試験を行う現行の診断法は実施期間が数日に及ぶこともある。典型的に
は、臨床症状に基づく経験的治療が開始されるが、試験結果が臨床決定に影響を及ぼすの
は初期治療が失敗したときだけである。陽性の血液培養結果が出てから最初の１時間以内
に血流感染をキャラクタリゼーションすることができれば診断情報の臨床的意義が大きく
高まるはずである。この必要性を満足するために分子増幅法が提案されているが、この手
法にも大きな難題が残っている。陽性の血液培養ブロス自体は種々の同定（ＩＤ）試験で
使用され得る微生物の自然増殖個体群である。
【０００４】
　メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureu
s)は、健康な患者においてさえ早期に感染を引き起こす恐れがある、地域感染型および院
内感染型の危険な病原体である。ＭＲＳＡは、一般に年配患者および病気の患者の多くに
常在細菌叢として存在し、医療現場において複数の患者間で早期に交差感染する能力を有
する。「メチシリン耐性」のメカニズムは、ＰＢＰ２ａとして知られる、改変されたペニ
シリン結合タンパク質２の生成によって実質的に媒介される。ＰＢＰ２ａは、機能的酵素
活性を維持するが、β－ラクタム抗生物質に対する親和性が有意に低い。バンコマイシン
耐性腸球菌（VRE: Vancomycin-Resistant Enterococci）は、迅速な同定を必要とする、
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他の危険な病原体の群に属する。メチシリン耐性と同様に、バンコマイシン耐性は、それ
らの細胞膜標的に対する抗生物質の親和性を低減することによって媒介される。
【０００５】
　ＭＲＳＡおよびＶＲＥを同定するための従来の方法は労働集約的であり、さらに、使用
者がエアロゾルに曝される恐れがあるステップが存在する故に安全性も欠く恐れがあった
。血液培養ブロスに含まれる微生物を単離するために、耐性の迅速な測定に適合した、迅
速でその上安全な信頼性のある方法が至急必要とされている。本発明により、そのような
方法が提供される。
【発明の概要】
【０００６】
　本発明は、微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法を提供するものである。こ
れらの方法を用いると、微生物の抗生物質耐性状態の測定を従来技術よりも迅速に行うこ
とができ、それにより（例えば敗血症および／または他の感染症を患うまたはその疑いが
ある被験者の）より迅速な診断が可能となり、また（例えば食品、水道、および医薬品の
）汚染材料のキャラクタリゼーションも可能となる。試料の採取から微生物の抗生物質耐
性状態の測定に至る本発明の方法に含まれる各ステップを非常に短い時間枠、例えば約２
４０分未満で実行して臨床的に意義のある実用的な情報を生成することができる。また、
本発明の方法は完全に自動化することもでき、それにより感染性材料および／または汚染
試料を取り扱うリスクを低減することができる。
【０００７】
　第１の観点によれば、本発明は微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法であっ
て、
　（ａ）前記微生物と耐性測定親和性リガンドとを、微生物／耐性測定親和性リガンド複
合体が形成可能な条件下で接触させるステップと、
　（ｂ）前記ステップ（ａ）にて形成された前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体
を、未結合の耐性測定親和性リガンドから分離するステップと、
　（ｃ）前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の、前記微生物に対する前記耐性
測定親和性リガンドの結合量を測定するステップと、および、
　（ｄ）前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の、前記微生物に対する前記耐性
測定親和性リガンドの結合量を、同じ微生物の既知の抗生物質感受性株もしくは抗生物質
耐性株、または既知の抗生物質感受性株もしくは抗生物質耐性株の個体群による耐性測定
親和性リガンドの結合量に対して比較するステップと、を含み、
　前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の前記微生物が、抗生物質感受性微生物
によって結合される量とは異なる量の耐性測定親和性リガンドに結合する場合、または、
　前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の前記微生物が、抗生物質耐性微生物に
よって結合される量と同量の耐性測定親和性リガンドに結合する場合には、
　前記微生物を抗生物質耐性として同定する方法に関するものである。
【０００８】
　他の観点によれば、本発明は微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法であって
、
　（ａ）微生物を含むことが既知であるまたは微生物を含む可能性がある試験試料を採取
するステップと、
　（ｂ）前記試験試料内の前記微生物と耐性測定親和性リガンドとを、微生物／耐性測定
親和性リガンド複合体が形成可能な条件下で接触させるステップと、
　（ｃ）細胞の代謝または膜の完全性を測定する１種又は複数種の蛍光色素を任意で添加
するステップと、
　（ｄ）前記試料内に存在する可能性のある非微生物細胞を選択的に溶解させて、任意で
溶解試料を生成するステップと、
　（ｅ）前記試験試料の他の構成成分、または任意には前記溶解試料から前記微生物を分
離して、微生物ペレットを形成するステップと、
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　（ｆ）前記ペレットを解析して前記微生物の測定値を得るステップと、
　（ｇ）前記測定値を、同じ種の微生物の抗生物質耐性および／または抗生物質感受性微
生物について得られた測定値またはその予測値と比較して、前記試験試料内の前記微生物
の抗生物質耐性状態を測定するステップと、
を含む方法に関するものである。
【０００９】
　一実施形態において、分離ステップは、微生物／耐性測定親和性リガンド複合体を容器
（例えば、密閉容器）内の密度クッション上に積層し、容器を遠心分離することで、微生
物／耐性測定親和性リガンド複合体をペレット化すると共に、未結合のリガンドを含む溶
媒を密度クッションの上面に残す。他の実施形態では、容器は、底部および／または側面
に光学窓を備え、微生物／体制測定親和性リガンド複合体ペレットを測定ステップにて分
光解析することができる。微生物の抗生物質耐性状態は、ペレットのスペクトルを抗生物
質耐性状態が既知の微生物のスペクトルと比較することで決定することができる。更なる
操作を要することなくペレット内および／または密閉容器内から微生物の抗生物質耐性状
態を直接測定することができるという能力は、微生物同定の安全性を向上させる。
【００１０】
　一実施形態において、測定ステップは微生物／耐性測定親和性リガンド複合体ペレット
を回収して、微生物を適切な溶媒に再懸濁して、再懸濁した微生物を解析する（例えば、
分光学的に）ことで実施する。他の実施形態では、本発明による方法は、再懸濁した微生
物に対して、更なる同定および／又はキャラクタリゼーション試験（例えば、薬剤耐性、
毒性因子、耐性記録）を、更に実施することを含む。
【００１１】
　更なる観点において、本発明は微生物の抗生物質耐性状態を測定するシステムであって
、該システムは、
　（ａ）前記微生物または、前記微生物および耐性測定親和性リガンドを含む試料を含む
容器と、
　（ｂ）密度クッションと、および、
　（ｃ）測定を行うための分光器と、を備え、
　前記システム内におけるインサイチュ分離により前記容器内で濃縮された前記微生物の
抗生物質耐性状態が、前記測定によって決定されることを特徴とするものである。他の実
施形態において、本発明によるシステムは、未結合の耐性測定親和性リガンドから微生物
を分離するための遠心分離機を備えるシステムに関するものである。
【００１２】
　以下、添付図面を参照しながら本発明の詳細な説明を行う。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】メチシリン感受性（ＭＳＳＡ）およびメチシリン耐性（ＭＲＳＡ）のＳ．ａｕｒ
ｅｕｓ株のＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ（ＢＯＤＩＰＹ ＦＬ－標識ペニシリン）に
よる代謝標識を示す図である。
【図２】ＭＳＳＡおよびＭＲＳＡに対するＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬの結合の時間
経過を示す図である。
【図３】ＭＳＳＡおよびＭＲＳＡに対するＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）-ＦＬの滴定を示す
図である。
【図４】様々なＭＳＳＡおよびＭＲＳＡに対するＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）-ＦＬの結合
を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明は様々な形態で実施することができる。本発明は本明細書に記載した実施形態に
限定されるものと解釈すべきではない。そうではなく、これらの実施形態は本開示が詳細
で完全なものとなり、本発明の範囲が当業者に十分伝わるようにするために提示するもの
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である。例えば、一実施形態に関して例示した特徴を他の実施形態に組み込むことができ
、特定の一実施形態に関して例示した特徴をその実施形態から削除することもできる。ま
た、本開示に照らせば、本明細書に示した実施形態に対する本発明から逸脱しない様々な
変更および追加が当業者には理解されるであろう。
【００１５】
　別段の定めがない限り、本明細書で使用する技術用語および科学用語はすべて本発明が
属する技術分野の当業者によって一般に理解されるのと同じ意味を有する。本明細書では
、発明の説明で使用する用語は特定の実施形態を説明するためのものであって本発明を限
定するものではない。
【００１６】
　［定義］
　本明細書で使用する「a」、「an」または「the」は１つまたは２つ以上のものを意味す
る可能性がある。例えば「細胞（a cell）」という場合は単一の細胞を意味することも複
数の細胞を意味することもある。
【００１７】
　また、本明細書で使用する「および／または（and/or）」という表現は、列挙した関連
アイテムの１つまたは複数を対象とする任意の可能な組合せに加えて選択肢（「または（
or）」）として解釈した場合の組合せの欠如も指し、それらをすべて包含するものである
。
【００１８】
　更に、本明細書で使用する「約（about）」という用語は、本発明の化合物または作用
物質の量、投与量、時間、温度といった測定可能な値を指すときは、指定された量の±２
０％、±１０％、±５％、±１％、±０．５％または±０．１％のばらつきを含むものと
する。
【００１９】
　本明細書で使用する「微生物」という用語は、一般に単細胞であり、研究室で繁殖およ
び取扱い可能な有機体を包含する。このような有機体としてはグラム陽性バクテリア、グ
ラム陰性バクテリア、イースト、カビ、寄生虫、モリキューテス、およびこれらのあらゆ
る組み合わせが挙げられるが、これらに限定されるものではない。本発明のグラム陰性バ
クテリアの非限定的な例としては下記の属のバクテリアが挙げられるが、これらに限定さ
れるものではない：シュードモナス属、エシェリキア属、サルモネラ属、赤痢菌属、エン
テロバクター属、クレブシエラ属、セラチア属、プロテウス属、カンピロバクター属、ヘ
モフィルス属、モルガネラ属、ビブリオ属、エルシニア属、アシネトバクター属、ステノ
トロフォモナス属、ブレブンディモナス属、ラルストニア属、アクロモバクター属、フゾ
バクテリウム属、プレボテラ属、ブランハメラ亜属、ナイセリア属、バークホルデリア属
、シトロバクター属、ハフニア属、エドワードシエラ属、アエロモナス属、モラクセラ属
、ブルセラ属、パスツレラ属、プロビデンシア属およびレジオネラ属。本発明のグラム陽
性バクテリアの非限定的な例は、以下の属のバクテリアを含む：腸球菌、連鎖球菌、ブド
ウ球菌、バチルス属、パエニバチルス属、乳酸桿菌属、リステリア属、ペプトストレプト
コッカス属、プロピオン酸菌属、クロストリジウム属、バクテロイデス属、ガードネレラ
属、コクリア属、ラクトコッカス属、ロイコノストック属、ミクロコッカス、マイコバク
テリウム属およびコリネバクテリウム属。本発明のイーストおよびカビの非限定的な例と
しては下記の属のイーストおよびカビが挙げられるが、これらに限定されるものではない
：カンジダ属、クリプトコックス属、ノカルジア属、アオカビ属、アルタナリア属、ロド
トルラ属、アスペルギルス属、フザリウム属、サッカロミセス属およびトリコスポロン属
。本発明の寄生虫の非限定的な例としては下記の属の寄生虫が挙げられるが、これらに限
定されるものではない：トリパノソーマ属、バベシア属、リーシュマニア属、マラリア原
虫属、ブケリア属（Wucheria）、ブルギア属、オンコセルカ属およびネグレリア属。本発
明のモリキューテスの非限定的な例としてはマイコプラズマ属およびウレアプラズマ属の
モリキューテスが挙げられる。
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【００２０】
　本明細書で使用する「分離（separate）」という用語は、それ自体の初期状態すなわち
培養培地または培養基から除去、濃縮または他の方法で切り離された微生物の任意の試料
を包含するものとする。例えば、本発明によれば、通常なら抗生物質耐性状態の測定に干
渉する恐れがある非微生物または非微生物構成成分から微生物を（例えば分離試料として
）分離することができる。この用語は、他の２層に挟まれた微生物、例えば遠心分離後に
高密度クッションの上面に集められた微生物の層、または固体表面（例えばフィルター膜
）上に集められた微生物の層を含む。この用語は、ある層（例えば密度クッション）を部
分的に通過した一群の微生物も含む可能性がある。したがって、分離する微生物試料は、
当初の試料よりも濃縮されたまたは当初の試料から切り離された一群または一層の微生物
および／または微生物の構成成分を含む可能性があり、微生物が密集した高密度凝集塊か
ら微生物の拡散層に及ぶ様々なものが存在する可能性がある。分離フォームまたは分離試
料に含まれ得る微生物構成成分としては線毛、鞭毛、フィムブリエおよびカプセルの任意
の組合せが挙げられるが、これらに限定されるものではない。微生物から分離する非微生
物構成成分は非微生物細胞（例えば血球および／または他の組織細胞）および／またはそ
れらの任意の構成成分を含む可能性がある。
【００２１】
　本明細書で使用する「ペレット（pellet）」という用語は、一塊の微生物として圧縮ま
たは堆積した微生物の任意の試料を包含するものとする。例えば、ある試料に由来する微
生物を遠心分離または当業界で知られる他の方法によりチューブの底部に一塊に圧縮また
は堆積させることができる。この用語は、遠心分離後の容器の底部および／または側面上
に存在する一群の微生物（および／またはその構成成分）を含む。ペレットに含まれ得る
微生物構成成分としては線毛、鞭毛、フィムブリエおよびカプセルの任意の組合せが挙げ
られるが、これらに限定されるものではない。本発明によれば、通常なら抗生物質耐性状
態の測定に干渉する恐れがある非微生物または非微生物構成成分から微生物を（例えばほ
ぼ浄化された微生物ペレットとして）切り離してペレット化することができる。微生物か
ら分離する非微生物構成成分は非微生物細胞（例えば血球および／または他の組織細胞）
および／またはそれらの任意の構成成分を含む可能性がある。
【００２２】
　本明細書で使用する「密度クッション（density cushion）」という用語は、全体的に
均質な密度を有する溶液を指す。
【００２３】
　本明細書で使用する「耐性測定親和性リガンド」という用語は、抗生物質感受性株の微
生物よりも、耐抗生物質微生物に対して、（例えば、リガンド結合の量、結合の度合い、
および／または結合の親和性等において）様々な程度で結合する、あらゆる検出可能な化
合物又は分子を指す。本明細書で使用するように、この用語は標識されていないリガンド
や、検出可能な標識に対して結合されたリガンドを含む。いくつかの実施形態では、耐性
測定親和性リガンドは、抗生物質感受性株と比較して抗生物質耐性株に対して弱く結合す
る。他の実施形態では、耐性測定親和性リガンドは、抗生物質感受性株と比較して抗生物
質耐性株に対して強く結合する。
【００２４】
　本明細書で使用する「結合」という用語は、耐性測定親和性リガンドに対して用いるよ
うに、微生物とリガンドとの物理的な関連性を指す。この用語は、微生物に対するリガン
ドの実際の物理的結合、例えば、微生物の構造（例えば、細胞内または表面タンパク質、
核酸、細胞小器官、細胞膜、細胞壁等）に対する共有結合性又は非共有結合性の結合を含
む。また、この用語は、物理的結合を伴わない微生物とリガンドとの関連性を含み、例え
ば、微生物内のリガンドの捕捉を含む。例えば、耐性測定親和性リガンドは、細胞内酵素
のための酵素基質および酵素の作用を受けた後に細胞内に捕捉されるリガンドを含む。
【００２５】
　本明細書で使用する「同一微生物」という用語は、対象とする微生物と同一の属および
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種に属する微生物を指す。
【００２６】
　本明細書で使用する「異なる量を結合する」、「リガンド結合量の差異」、およびこれ
らの変形は、２つの微生物間の耐性測定親和性リガンドの結合量の統計的に有意な差異を
指す。
結合における「統計的に有意な」差異とは、少なくとも約５％、例えば、少なくとも約１
０%，２０％，３０％，４０％，５０％，６０％，７０％，８０％，９０％，１００％，
１５０％，２００％、またはそれ以上である。「同じ量を結合する」という用語およびそ
の変形は、２つの微生物間の耐性測定親和性リガンドの結合量であって、約２０％よりも
少ない結合量を指す。約２０％よりも少ない結合量とは、例えば、１５％，１０％，５％
，１％、またはそれ未満である。リガンド結合量は、当業者に既知のあらゆる方法によっ
て測定することができる。リガンド結合量は、例えば、リガンドの先天的特性や、リガン
ドにリンクされた検知可能な標識の特性を計測することで測定することができる。
【００２７】
　本明細書で使用する、「異なる結合親和性」、「リガンドの結合親和性の差異」および
これらの変形は、２つの微生物の間の体制測定親和性リガンドの結合親和性における差異
であって、少なくとも約５％の差異である。少なくとも約５％の差異とは、例えば、少な
くとも約１０％，２０％，３０％，４０％，５０％，６０％，７０％，８０％，９０％，
１００％，１５０％，２００％、またはそれ以上である。「同一の結合親和性」およびそ
の変形は、２つの微生物の間の体制測定親和性リガンドの結合親和性における差異であっ
て、少なくとも約２０％未満の差異である。少なくとも約２０％未満の差異とは、例えば
、１５％，１０％，５％，１％、またはそれ未満である。リガンドの結合親和性は、当業
者に既知のあらゆる方法によって測定することができる。リガンドの結合親和性は、例え
ば、リガンドの先天的特性や、リガンドにリンクされた検知可能な標識の特性を計測する
ことで測定することができる。
【００２８】
　本発明は、試料中の微生物の抗生物質耐性状態の測定方法を提供する。これらの迅速な
方法を用いると、微生物の抗生物質耐性状態の測定を従来技術よりも迅速に行うことがで
き、それにより（例えば敗血症、および／またはその他の感染症を患っているまたはその
疑いがある被験者の）より迅速な診断が可能となり、また（例えば食品、水道、および医
薬品の）汚染材料のより迅速な特定も可能となる。試料の採取から微生物の抗生物質耐性
状態の測定に至る本発明の方法に含まれる各ステップを非常に短い時間枠で実行して臨床
的に意義のある実用的な情報を生成することができる。いくつかの実施形態では、本発明
の方法を約２４０分未満、例えば約１８０、１２０、１１０、１００、９０、８０、７０
、６０、５０、４０、３０、２０、１５、１０、５、４、３、２または１分未満で実行す
ることができる。従来方法よりも優れた本発明の方法の改良点はこの迅速さにある。これ
らの方法を使用して本明細書に記載した任意の微生物の抗生物質耐性状態の測定を行うこ
とができる。一実施形態おいて、微生物はバクテリアである。別の実施形態において、微
生物はイーストである。別の実施形態では、微生物はカビである。他の一実施形態におい
て、微生物は寄生虫である。別の実施形態において、微生物はモリキューテスである。ま
た、本発明の方法は部分的にまたは完全に自動化することもでき、それにより感染性材料
を取り扱うリスクおよび／または試料を汚染するリスクを低減することができる。
【００２９】
　第１の態様において、本発明は微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法であっ
て、
　（ａ）前記微生物と耐性測定親和性リガンドとを、微生物／耐性測定親和性リガンド複
合体が形成可能な条件下で接触させるステップと、
　（ｂ）前記ステップ（ａ）にて形成された前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体
を、未結合の耐性測定親和性リガンドから分離するステップと、
　（ｃ）前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の、前記微生物に対する前記耐性
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測定親和性リガンドの結合量を測定するステップと、および、
　（ｄ）前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の、前記微生物に対する前記耐性
測定親和性リガンドの結合量を、同じ微生物の既知の抗生物質感受性株もしくは抗生物質
耐性株、または既知の抗生物質感受性株もしくは抗生物質耐性株の個体群による耐性測定
親和性リガンドの結合量に対して比較するステップと、を含み、
　前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の前記微生物が、抗生物質感受性微生物
によって結合される量とは異なる量の耐性測定親和性リガンドに結合する場合、または、
　前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の前記微生物が、抗生物質耐性微生物に
よって結合される量と同量の耐性測定親和性リガンドに結合する場合には、
　前記微生物を抗生物質耐性として同定することを特徴とする方法に関するものである。
【００３０】
　他の態様において、本発明は微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法であって
、
　（ａ）微生物を含むことが既知であるまたは微生物を含む可能性がある試験試料を採取
するステップと、
　（ｂ）前記試験試料内の前記微生物と耐性測定親和性リガンドとを、微生物／耐性測定
親和性リガンド複合体が形成可能な条件下で接触させるステップと、
　（ｃ）細胞の代謝または膜の完全性を測定する１種又は複数種の蛍光色素を任意で添加
するステップと、
　（ｄ）前記試料内に存在する可能性のある非微生物細胞を選択的に溶解させて、任意で
溶解試料を生成するステップと、
　（ｅ）前記試験試料の他の構成成分、または任意には前記溶解試料から前記微生物を分
離して、微生物ペレットを形成するステップと、
　（ｆ）前記ペレットを解析して前記微生物の測定値を得るステップと、
　（ｇ）前記測定値を、同じ種の微生物の抗生物質耐性および／または抗生物質感受性微
生物について得られた測定値またはその予測値と比較して、前記試験試料内の前記微生物
の抗生物質耐性状態を測定するステップと、
を含む方法に関するものである。
【００３１】
　本発明による方法の一つの利点は、方法を実施するにあたっての迅速性である。他の利
点は、本発明による方法は無傷の微生物について実施することができるという点である。
本発明による方法は、溶解済みの、または無傷ではない微生物についても実施することが
できるにもかかわらず、微生物を溶解し、あるいは、例えば、細胞内成分を露出させるた
めまたは細胞膜を単離するために微生物を破壊することなく、抗生物質耐性微生物の同定
を実施することができる。したがって、過剰なpＨ、界面活性剤、又は熱などの過酷な条
件は不要である。さらに、微生物を測定方法によって破壊する必要が無いので、その微生
物を更なる試験又は用途に用いることができる。
【００３２】
　［試料］
　本発明の幾つかの実施形態において、抗生物質耐性に関する試験の対象である微生物は
、１つまたは複数の試料である。本発明の方法によって試験可能な試料は、微生物の存在
および／または増殖が疑われるまたは疑われる可能性がある臨床試料と非臨床試料の両方
を含み、また微生物の有無を定期的にまたは臨時に検査する材料の試料も含む。利用する
試料の量は方法の汎用性および／または感度に応じて大きく変化する可能性がある。試料
調製は当業者に既知の任意の数の技法を利用して実行することができるが、本発明の１つ
の効果は、複雑な試料タイプ、例えば血液、体液および／または他の不透明物質等を、多
くの前処理を殆どまたはまったく伴わないシステムを利用して直接試験することができる
点にある。
【００３３】
　試験可能な臨床試料としては、典型的には臨床検査室または研究所で試験される任意の
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タイプの試料が含まれ、例えば血液、血清、血漿、血液分画、関節液、尿、精液、唾液、
糞便、脳脊髄液、胃内容物、膣分泌物、組織ホモジェネート、骨髄穿刺液、骨ホモジェネ
ート、痰、吸引液、ぬぐい液（swab）およびぬぐい液残滓（swab rinsate）、他の体液等
が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【００３４】
　本発明は研究用途ならびに獣医学および医学用途に適用される。臨床試料が採取可能な
適切な被検者は一般には哺乳類の被験者であるが、どのような動物であってもよい。本明
細書で使用する「哺乳類」という用語には、それらに限らないが、人間、人間以外の霊長
類、牛、ヒツジ、ヤギ、ブタ、ウマ、ネコ、イヌ、ウサギ、齧歯動物（例えばラットまた
はマウス）等が含まれる。人間の被験者には新生児、乳児、幼児、成人および老人の被験
者を含む。試料が採取可能な被験者としては哺乳類、鳥類、爬虫類、両生類および魚類が
挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【００３５】
　また、試験可能な非臨床試料としては、食品、飲料、医薬品、化粧品、水（例えば飲料
水、非飲料水および廃水）、海水バラスト、空気、土壌、汚水、植物材料（例えば種、葉
、茎、根、花、果実）、血液製剤（例えば血小板、血清、血漿、白血球分画等）、ドナー
臓器または組織試料、生物戦試料（biowarfare sample）等を含めた物質が挙げられるが
、これらに限定されるものではない。本方法は工業環境、商業環境、および／または臨床
環境の汚染レベル、工程管理、品質管理等をモニタリングするための実時間試験にも特に
適している。
【００３６】
　本発明の一実施形態では、微生物感染症を患うまたはその疑いがある被験者（例えば患
者）から試料を採取する。一実施形態において、被験者は敗血症、例えば菌血症または真
菌血症を患っているまたはその疑いがある。試料は、被験者に直接由来する血液試料であ
ってよい。試料は、患者の血液の試料から培養した血液培養物、例えばＢａｃＴ／ＡＬＥ
ＲＴ（登録商標）血液培養物に由来するものであってもよい。血液培養試料は陽性血液培
養物、例えば微生物の存在を示す血液培養物に由来するものであってよい。いくつかの実
施形態では、陽性血液培養物が陽性になった時点から短い時間のうちに、例えば約６時間
以内、例えば約５、４、３もしくは２時間以内、または約６０分以内、例えば約５５、５
０、４５、４０、３５、３０、２５、２０、１５、１０、５、４、３、２もしくは１分以
内に、該陽性血液培養物から試料を採取する。一実施形態では、微生物が対数増殖期にあ
る培養物から試料を採取する。別の実施形態では、微生物が定常期にある培養物から試料
を採取する。
【００３７】
　本発明は、微生物の検出、抗生物質耐性状態の測定に関して高い感度をもたらす。これ
により、最初に微生物を単離するステップを経る必要のない検出が可能となる。このよう
な検出は、固体または半固体培地上で微生物を培養し、培養したコロニーをサンプリング
することにより実現される。しかし、本発明の一実施形態において、試料は固体または半
固体表面上で培養した微生物（例えばバクテリア、イーストまたはカビ）のコロニーに由
来する。
【００３８】
　試料の体積は、本発明の方法における分離／単離ステップを実行した後に解析され得る
検出可能な量（例えば、ペレット）の微生物を生成するのに十分大きいものとする必要が
ある。適切な体積は試料のソースおよび試料中の予想微生物レベルに依存する。例えば、
陽性血液培養物の体積当たりの微生物レベルが汚染の有無を検査すべき飲料水試料よりも
高く、したがって飲料水試料に比べて小さい体積の血液培養基が必要となる可能性もある
。一般に、試料サイズは約５０ｍｌ未満とすることができ、例えば約４０、３０、２０、
１５、１０、５、４、３または２ｍｌ未満とすることができる。いくつかの実施形態では
、試料サイズを約１ｍｌとすることができ、例えば約０．７５、０．５または０．２５ｍ
ｌとすることができる。分離をマイクロスケールで実行するいくつかの実施形態では、試
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料サイズを約２００μｌ未満とすることができ、例えば約１５０、１００、５０、２５、
２０、１５、１０または５μｌ未満とすることができる。いくつかの実施形態（例えば試
料が少数の微生物を含むことが予想される場合）では、試料サイズを約１００ｍｌ以上と
することができ、例えば約２５０、５００、７５０または１０００ｍｌ以上とすることが
できる。
【００３９】
　［接触ステップ］
　本発明の１つの態様において、微生物または微生物含有試料を耐性測定親和性リガンド
と接触させる。一実施形態では、例えば、試料にリガンドを添加するなどして、試料培地
にて接触を実施する。他の実施形態では、接触は、微生物およびリガンドを含む結合混合
物または組成物内で生じる。更に他の実施形態では、耐性測定親和性リガンドは分離容器
内の密度クッションに含まれる。一実施形態では、耐性測定親和性リガンドは、ペニシリ
ン又は他のβ－ラクタム系抗生物質、バンコマイシン又は他のグリコペプチド抗生物質、
ポリミキシンＢ又はセフトビプロール、およびこれらのあらゆる組み合わせである。他の
実施形態では、耐性測定親和性リガンドは、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、
又は抗体断片、核酸プローブ、アプタマー、リガンド、酵素基質、ペプチド模倣物、ファ
ージ由来の結合タンパク質、脂質、炭水化物、ポリサッカライド、若しくはタンパク質、
又はこれらのあらゆる組み合わせである。耐性測定親和性リガンド自体が検出可能な信号
を発しない場合には、リガンドをマーカー（例えば、可視又は蛍光マーカー）に結合させ
るなどして、リガンドを標識して検出可能な信号を生成させることができる。マーカーに
は、蛍光性マーカー、発光性マーカー、りん光性マーカー、放射性マーカー、ラマン活性
マーカー、質量分光分析反応性マーカー、および／または、比色分析化合物を含み、これ
らに限られない。標識付き耐性測定親和性リガンドは、標識ペニシリン（例えば、ＢＯＣ
ＩＬＬＩＮ　ＦＬペニシリン）および標識バンコマイシン（例えば、ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ
バンコマイシン）である（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社、カリフォルニア州カ
ールズバッド）。
【００４０】
　耐性測定親和性リガンドと、微生物又は微生物含有試料との接触は、リガンドと微生物
との間で検出可能な量の結合が生じ（例えば、微生物／耐性測定親和性リガンド複合体が
形成され）、さらに抗生物質感受性微生物および抗生物質耐性微生物に対する結合の量ま
たは結合親和性に測定可能な差異がある限りにおいて、あらゆる方法で実施される。微生
物と接触するように配置される耐性測定親和性リガンドの量および接触時間は、リガンド
を微生物に対して結合させて微生物／耐性測定親和性リガンド複合体の形成がなされるた
めに十分なように決定する。そして、リガンドの量および接触時間は、幾つかの因子、例
えば微生物の種類、リガンドの種類、リガンドの微生物に対する親和性、リガンドに対す
る結合ターゲットが細胞外又は細胞内のいずれに存在するか、温度、バッファーの状態等
、当業者によく知られた種々の因子に応じて調節する。接触時間は、例えば、約２４０分
以下であり、例えば、約１８０、１２０、９０、６０、５０、４０、３０、２０、１０、
１０、５、４、３、２、１分以下であり得る。接触は、微生物に対するリガンドの結合の
生成に適したあらゆる温度で実施することができ、例えば、約４度～約５０度、例えば、
約１５度～約４０度、約３７度、又は室温程度であり得る。接触ステップは、適切な容器
内で実施することができ、例えば、分離ステップを実施する容器と同じ容器内、又は異な
る容器内で行うこともができる。
【００４１】
　［分離ステップ］
　微生物又は微生物含有試料を体制測定親和性リガンドと接触させて、検出可能すなわち
測定可能な量の微生物に対するリガンドの結合が生じた後に、分離ステップを実行する。
分離ステップを実行することにより、未結合の耐性測定親和性リガンドから微生物／耐性
測定親和性リガンド複合体を分離し、また、試料の他の構成成分および／または結合混合
物または構成成分から微生物を分離する。一実施形態では、分離ステップによって微生物
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／耐性測定親和性リガンド複合体をペレットに濃縮して、かかるペレットを解析して微生
物の抗生物質耐性状態を測定することができる。試料および／または結合混合物または構
成成分（例えば、未結合のリガンド）から微生物を分離することは、必ずしも完全なもの
である必要はない。すなわち、必ずしも１００％の分離を行う必要はない。ここで必要な
ことは、他の構成成分による実質的な干渉がない微生物の解析が可能となる程度まで、試
料の他の構成成分から微生物を分離することである。例えば、分離によって少なくとも約
１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、９５、９６、９７、９８もし
くは９９％またはそれ以上の純度の微生物ペレットを得ることができる。
【００４２】
　一実施形態では、この分離を遠心分離ステップによって実行する。遠心分離ステップで
は、微生物／耐性測定親和性リガンド複合体を分離容器内の密度クッションの上面に配置
し、容器の底部および／または側面に複合体がペレットとなる条件で容器を遠心分離にか
ける。さらに、未結合のリガンドおよび試料の他の構成成分および／または結合混合物ま
たは構成成分は密度クッションの上面上または密度クッションの上面部分内に留まる。こ
の分離ステップは材料、例えば培地、細胞残屑および／または微生物に対する耐性測定親
和性リガンドの結合の検出および／または測定に干渉する可能性がある他の構成成分から
微生物を単離する。一実施形態では、密度クッションは生きている微生物を死んだ微生物
（密度クッションを完全に通過しない微生物）から分離する働きもする。別の実施形態で
は、密度クッションは遠心分離前または遠心分離後に密度勾配を有さない。換言すれば、
密度クッションを構成する材料が密度勾配を形成するに足る量の時間および／または加速
度に至るまで分離容器を遠心分離にかけることはしない。
【００４３】
　クッションの密度は、試料および／または結合混合物または配合物の中の微生物／耐性
測定親和性リガンド複合体はクッションを通過するが、未結合の耐性測定親和性リガンド
および試料の他の構成成分および／または結合混合物または配合物（例えば血液培養ブロ
ス、細胞残屑）はクッションの上面に残るか、または密度クッションを完全には通過しな
いような密度を選択する。密度は、生きている微生物（クッションを通過する微生物）を
死んだ微生物（クッションを通過しない微生物）から分離するように選択することもでき
る。適切な密度は密度クッションで使用する材料および分離すべき試料に依存する。一実
施形態では、クッションの密度を約１．０２５～約１．１２０ｇ／ｍｌの範囲とし、例え
ば約１．０３０～約１．０７０ｇ／ｍｌ、約１．０４０～約１．０６０ｇ／ｍｌまたは約
１．０２５～約１．１２０ｇ／ｍｌの任意の範囲とする。他の実施形態では、クッション
の密度を約１．０２５、１．０３０、１．０３５、１．０４０、１．０４５、１．０５０
、１．０５５、１．０６０、１．０６５、１．０７０、１．０７５、１．０８０、１．０
８５、１．０９０、１．０９５、１．１００、１．１０５、１．１１０、１．１１５また
は１．１２０ｇ／ｍｌとする。
【００４４】
　密度クッション用の材料または材料の組み合わせは、本発明の方法に適した密度範囲を
有する任意の材料とすることができる。密度クッションを調製するために用いることがで
きる適切な材料としては、顕微鏡の液浸油（例えば、Cargille Labs社（ニューヨーク）
のタイプＤＦ）や、鉱物油（例えば、Penreco社（ペンシルバニア）Drakeol（登録商標）
５、Draketex 50、Peneteck（登録商標）)のような、低粘度、高密度の油である。他の適
切な材料はコロイドシリカである。コロイドシリカは非被覆とすることも（例えばＬｕｄ
ｏｘ（登録商標）（Ｗ．Ｒ．Ｇｒａｃｅ社（コネティカット州））、例えばシランで被覆
することも（例えばＰｕｒｅＳｐｅｒｍ（登録商標）（Ｎｉｄａｃｏｎ　Ｉｎｔ’ｌ社（
スウェーデン））、Ｉｓｏｌａｔｅ（登録商標）（Ｉｒｖｉｎｅ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
社（カリフォルニア州サンタアナ）等）、または、Ｐｅｒｃｏｌｌ（商標）Ｐｌｕｓ（Ｓ
ｉｇｍａ‐Ａｌｄｒｉｃｈ社ミズーリ州セントルイス）、または、ポリビニルピロリドン
（例えばＰｅｒｃｏｌｌ（商標）（Ｓｉｇｍａ‐Ａｌｄｒｉｃｈ社（ミズーリ州セントル
イス））で被覆することもできる。一実施形態では、分光解析で最小干渉を示したコロイ
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ドシリカ、例えば最も低い固有蛍光を有する材料を選択する。このコロイドシリカを適切
な密度を形成するのに適した任意の培地、例えば平衡塩類溶液、生理的食塩水および／ま
たは０．２５Ｍスクロースで希釈することができる。適切な密度は約１５～約８０ｖ／ｖ
％の濃度、例えば約２０～約６５ｖ／ｖ％の濃度のコロイドシリカで得ることができる。
適切な別の材料はヨウ化造影剤、例えばイオヘキソール（Ｏｍｎｉｐａｑｕｅ（商標）Ｎ
ｙｃｏＰｒｅｐ（商標）またはＮｙｃｏｄｅｎｚ（登録商標））およびイオジキサノール
（Ｖｉｓｉｐａｑｕｅ（商標）またはＯｐｔｉＰｒｅｐ（商標））である。適切な密度は
、血液培養試料の場合は約１０～約２５ｗ／ｖ％の濃度、例えば約１４～約１８ｗ／ｖ％
の濃度のイオヘキソールまたはイオジキサノールで得ることができる。スクロースは、血
液培養物試料の場合は約１０～約３０ｗ／ｖ％の濃度、例えば約１５～約２０ｗ／ｖ％の
密度クッションとして使用することができる。密度クッションに使用可能な他の適切な材
料としては、シリコーン油（ポリジメチルシロキサン）、フルオロシリコーン油、シリコ
ーンゲル、例えば血液培養試料の場合は約７５～約１００％の濃度のメトリゾエート‐Ｆ
ｉｃｏｌｌ（登録商標）（ＬｙｍｐｈｏＰｒｅｐ（商標））、例えば血液培養試料の場合
は約２５～約５０％の濃度のジアトリゾエート‐デキストラン（ＰｏｌｙｍｏｒｐｈｏＰ
ｒｅｐ（商標））、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース
、ポリエチレンオキシド（高分子量）、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｆ１２７、Ｐｌｕ
ｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｆ６８、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）化合物の混合物、ポリア
クリル酸、架橋したポリビニルアルコール、架橋したポリビニルピロリジン、ＰＥＧメチ
ルエーテルメタクリレート、ペクチン、アガロース、キサンタン、ジェラン、Ｐｈｙｔａ
ｇｅｌ（登録商標）、ソルビトール、Ｆｉｃｏｌｌ（登録商標）（例えば血液培養試料の
場合は約１０～約１５％の濃度のＦｉｃｏｌｌ（登録商標）４００）、グリセロール、デ
キストラン（例えば血液培養試料の場合は約１０～約１５％の濃度）、グリコーゲン、塩
化セシウム（例えば血液培養試料の場合は約１５～約３５％の濃度）、パーフルオロカー
ボン液（例えばパーフルオロ‐ｎ‐オクタン）、ハイドロフルオロカーボン液（例えばＶ
ｅｒｔｒｅｌ　ＸＦ）等が挙げられる。密度クッションは材料の組合せ、例えば上述した
材料の２つ以上の組み合わせで構成することもできる。一実施形態では、密度クッション
は液浸油および鉱物油の組み合わせ（例えば、比率が約０．７～約１．０部鉱物油対約０
．８～約１．２部液浸油）で構成される。一実施形態では、密度クッションはＤＦ液浸油
およびＤｒａｋｅｏｌ ５鉱物油の混合物（例えば、１０００部のタイプＤＦ液浸油：０
．８７５部Ｄｒａｋｅｏｌ ５鉱物油）を含む。他の実施形態では、密度クッションは塩
化セシウム（例えば、２４％ｗ／ｖ塩化セシウム）で構成される。
【００４５】
　密度クッションの体積／高さは、未結合の耐性測定親和性リガンドおよび他の試料構成
成分および／または結合混合物または配合物からの微生物／耐性測定親和性リガンド複合
体の分離を実現するのに十分なものとする必要がある。体積は分離容器のサイズおよび形
状に依存する。一般には約０．１～約５ｍｌの体積を使用することができ、例えば約０．
２～約１ｍｌ、例えば約０．２ｍｌ～約０．５ｍｌの体積を使用することができる。分離
をマイクロスケールで実行する場合は、密度クッションの体積を約１μｌ～約１００μｌ
、例えば約５μｌ～約５０μｌとすることができる。密度クッションの上面に積み上がる
または積層する試料および／または結合混合物または配合物の体積は、検出および／また
は測定可能な微生物を得るために十分な、例えば、解析に適したペレットを生産するのに
十分な微生物を得るに足る大きさにする必要がある。一般には容器に収まる任意の体積を
使用することができる。例えば、約０．１ｍｌ～約５ｍｌの体積を使用することができ、
例えば約０．２ｍｌ～約１ｍｌ、例えば約０．２ｍｌ～約０．５ｍｌの体積を使用するこ
とができる。分離をマイクロスケールで実行する場合は、体積を約１μｌ～約１００μｌ
、例えば約５μｌ～約５０μｌとすることができる。ある実施形態では、試料および／ま
たは結合混合物または配合物を分離容器内に配置する前に、体積を小さくし、および／ま
たは、微生物の濃度を上げておき、試料および／または結合混合物または配合物が容器内
に適切な体積となるようにする。例えば、試料および／または結合混合物または配合物を
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ろ過して体積を減少させ、および／または微生物を収集する。容器内の試料および／また
は結合混合物または配合物の利用可能なスペースは容器のサイズおよび形状に依存する。
いくつかの実施形態では、密度クッションと試料および／または結合混合物または配合物
の混合を防止するために、試料および／または結合混合物または配合物が積み上がる前ま
たは積層する前に密度クッションの上面に中間層（液体または固体）を配置することがで
きる。一実施形態では、中間層をポリプロピレンビーズとすることができる。他の実施形
態では、密度クッションと試料および／または結合混合物または配合物の間に小気泡を配
置して混合を防止することができる。別の実施形態では、微生物／耐性測定親和性リガン
ド複合体が分離中に密度クッションを通過し、密度クッションと高密度材料の間の界面に
集まるように高密度材料（例えばペルフルオロカーボン液）の上面に密度クッションを積
層することができる。
【００４６】
　本発明の一実施形態では、分離容器を遠心分離にかけ、微生物／耐性測定親和性リガン
ド複合体が容器の底部直上にペレットを形成するようにする。この容器を、微生物／耐性
測定親和性リガンド複合体をペレット化および／または未結合のリガンドおよび試料の他
の構成成分および／または結合混合物または配合物から分離するに足る加速度および時間
にわたって遠心分離にかける。遠心加速度は約１，０００×ｇ～約２０，０００×ｇとす
ることができ、例えば約２，５００×ｇ～約１５，０００×ｇ、例えば約７，５００×ｇ
～約１２，５００×ｇ等とすることができる。遠心時間は約３０秒～約３０分とすること
ができ、例えば約１分～約１５分、例えば約１分～約５分とすることができる。遠心分離
は約２℃～約４５℃の温度で実行することができ、例えば約１５℃～約４０℃、例えば約
２０℃～約３０℃の温度で実行することができる。一実施形態において、分離容器は閉鎖
部を備え、この閉鎖部を遠心分離に先立って容器に取り付けることで気密シールを形成す
る。閉鎖部の存在により、感染性および／または有害性を有する恐れがある微生物を取り
扱うリスクと共に試料および／または結合混合物または配合物の汚染リスクも低減する。
本発明の方法の１つの利点は、微生物を封止容器（例えば密封容器）内に入れた状態で本
方法の１つまたは複数の任意のステップ（例えば接触、分離、検出および／または比較）
を実行することができる点である。本方法は、直接試験で実施される試料からの微生物の
回収のような毒性の高い微生物の取扱いに関連する健康および安全上のリスクを、自動化
システムを利用して回避するものである。一実施形態では、密度クッションに密度勾配が
生じるのに十分な時間にわたって且つ／またはそのような力をもって容器を遠心分離にか
けることはしない。本発明は超遠心分離、例えば約１００，０００×ｇを超える力の遠心
分離を必要としない。更に、本発明は等密度（平衡）沈殿またはバンディングも必要とし
ない。
【００４７】
　分離容器は密度クッションおよび試料および／または結合混合物または配合物を保持す
るのに十分な容積を有する任意の容器であってよい。一実施形態では、容器が遠心ロータ
ーに嵌合する、または容器をそのように嵌合させることができる。容器の容積は約０．１
ｍｌ～約２５ｍｌとすることができ、例えば約１ｍｌ～約１０ｍｌ、例えば約２ｍｌ～約
８ｍｌとすることができる。分離をマイクロスケールで実行する場合は、容器の容積を約
２μｌ～約１００μｌ、例えば約５μｌ～約５０μｌとすることができる。一実施形態に
おいて、容器は試料および／または結合混合物または配合物、および密度クッションの大
部分を保持するために上部の内径が広くなっており、微生物／耐性測定親和性リガンド複
合体のペレットを集める下部の内径は狭くなっている。狭い部分の内径は約０．０４～約
０．１２インチ（約０．１０１６～０．３０４８ｃｍ）とすることができ、例えば約０．
０６～約０．１０インチ（約０．１５２４～約０．２５４０ｃｍ）、例えば約０．０８イ
ンチ（約０．２０３２ｃｍ）とすることができる。広い部分の内径は約０．３２～約０．
４０インチ（約０．８１２８～約１．０１６０ｃｍ）とすることができ、例えば約０．３
４～約０．３８インチ（約０．８６３６～約０．９６５２ｃｍ）、例えば約０．３６イン
チ（約０．９１４４ｃｍ）とすることができる。マイクロスケール分離の場合は内径を更
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に小さくすることができる。例えば、狭い部分の内径を約０．００１～約０．０４インチ
（約０．００２５４～約０．１０１６０ｃｍ）とすることができ、例えば約０．００２～
約０．０１インチ（約０．００５０８～約０．０２５４０ｃｍ）とすることができる。テ
ーパ内径部を上側および下側の各部分に接続することができる。テーパ部分の角度は約２
０～約７０度、例えば約３０～約６０度とすることができる。一実施形態において、下側
の狭い部分は容器の全高の半分未満、例えば容器の全高の約４０％、３０％、２０％また
は１０％未満とする。容器には閉鎖具を取り付けることができ、または閉鎖具（例えば蓋
）を受け入れるように容器をねじ切りすることができ、それにより遠心分離中の容器の密
封が可能となる。いくつかの実施形態では、微生物ペレットを分離直後に手動でまたは自
動的に（技術者が容器の内容物に曝されないような形で）容器から回収することができる
ように容器を設計する。例えば、容器はペレットを収容し容器の残部から分離できる取り
外し可能部分または離脱部分を備えることができる。別の実施形態では、容器は分離後に
ペレットにアクセスするための手段、例えば注射器および／または他のサンプリング装置
を挿入するための、および／またはペレットを取り出すための１つまたは複数のポートま
たは浸透性表面を備える。一実施形態では、容器をチューブ、例えば遠心チューブとする
ことができる。別の実施形態では、容器をチップまたはカードとすることができる。一実
施形態では、容器を独立容器、すなわち単一の試料を分離する装置とする。他の実施形態
では、容器を２つ以上の分離容器を備え複数の試料を同時に分離することができる装置の
一部とする。一実施形態において、この装置は２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１２、１５、２０、２５、３０、３６、４２、４８、６０、７２、８４、９６またはそれ
以上の分離容器を備える。一実施形態では、分離容器は、２００９年１０月３０日出願の
米国特許出願第１２／５８９．９６９号「Separation Device for Use in the Separatio
n, Characterization and/or Identification of Microorganisms」に開示の分離容器で
ある。
【００４８】
　容器は光学窓を備えることができ、この光学窓を通じて結合の測定（例えば、結合量の
測定および／または結合親和性の計測）を実施することができる。光学窓は容器の底部、
上部および／または側面に配置することができる。この窓は光（例えば近赤外（ＮＩＲ；
７００ｎｍ～１４００ｎｍ）、紫外（ＵＶ；１９０ｎｍ～４００ｎｍ）および／または可
視（ＶＩＳ；４００ｎｍ～７００ｎｍ）光スペクトルの少なくとも一部分）を透過する任
意の材料で構成することができる。適切な材料の例としては、それらに限らないが、アク
リル、メタクリレート、石英、溶融シリカ、サファイヤ、環状オレフィンコポリマー（Ｃ
ＯＣ）、ポリスチレン、ポリカーボネート、および／またはポリプロピレンが挙げられる
。一実施形態では、容器全体を光学窓材料で構成する。別の実施形態では、容器を２つ以
上の別々の部分から作製（例えば成形）することができ、例えば、光学窓を光学ＵＶ‐Ｖ
ＩＳ‐ＮＩＲ透過構成要素で構成し、容器の残部を別の材料（例えばより低コストの標準
的な成形プラスチック）で構成することができる。一実施形態において、光学窓は分光解
析が可能となる十分な薄さとする。この薄さは窓材料に依存する。別の実施形態では、分
光解析に対する干渉を低減するために光学窓を可能な限り薄くする。例えば、窓の厚さを
約０．２０インチ未満とすることができ、例えば約０．１５インチ未満、約０．１０イン
チ未満または０．０５インチ未満とすることができる。
【００４９】
　他の実施形態では、分離を濾過ステップによって実行する。この場合は、微生物を保持
する細孔径を有する選択性フィルタまたはフィルタセットを装着した装置内に試料および
／または結合混合物または配合物を配置する。保持された微生物は、フィルタに適切な緩
衝液をゆっくりと通すことにより洗浄することができる。その後、フィルタの表面を直接
サンプリングすることにより、またはフィルタを適切な水性緩衝液で逆洗することにより
、洗浄した微生物をフィルタ上で直接解析することおよび／または解析のために回収する
ことができる。
【００５０】
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　［選択的溶解ステップ］
　本発明の方法の幾つかの実施形態では、例えば分離ステップの前に、微生物を含む試料
を処理して、試料内に存在する可能性のある非微生物細胞（例えば、不要な細胞）、例え
ば、血液細胞および／または組織細胞を溶解させる。細胞を溶解させることで、試料の他
の構成成分から微生物を分離することが可能になる。他の構成成分から微生物を分離する
ことで、検出ステップ中の干渉を防止する。微生物細胞が試料内に存在しないと予想され
るか又は存在しない可能性が高いか、又は検出ステップに干渉しないと予想される場合、
溶解ステップを実施する必要は無い。一実施形態では、溶解されるべき細胞は試料内に存
在する非微生物細胞であり、試料内に存在しうる微生物は溶解されない。しかし、幾つか
の実施形態では、特定の綱（class）の微生物を選択的に溶解させることが望ましく、し
たがって、本明細書に記載の方法および当業界にてよく知られた方法に従って実施するこ
とができる。例えば、不要な微生物の綱について選択的に溶解させる（例えば、酵母は溶
解されるが細菌は分解されない、あるいはその逆となる）。他の実施形態では、所望の微
生物を溶解させて、微生物の特定の細胞成分、例えば、細胞膜又は細胞小器官を分離する
ことができる。一実施形態では、非微生物細胞を全て溶解させる。他の実施形態では、非
微生物細胞の一部分、例えば検出ステップにおける干渉を回避するために十分な細胞を溶
解させる。細胞の溶解は、微生物の溶解を伴う或いは伴わない、細胞を選択的に溶解させ
るのに効果的な当業界で既知のあらゆる方法で実施することができる。そのような方法は
、例えば、溶解液の添加、超音波処理、浸透圧衝撃、凍結－融解サイクル、化学的処理、
および／またはこれらの組み合わせである。
【００５１】
　溶解溶液は、細胞、例えば、非微生物細胞（例えば、真核生物細胞膜を可溶化による）
、および／または微生物細胞を溶解させることができる溶液である。一実施形態では、溶
解溶液は、１種または複数種の界面活性剤（洗剤）を含むことができ、１種又は複数種の
酵素、または１種又は複数種の界面活性剤および１種又は複数種の酵素の組み合わせを含
み、更に添加剤を含むことができる。一実施形態では、界面活性剤は、例えば、Ｔｒｉｔ
ｏｎ（登録商標）Ｘ－ＩＯＯ、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００－Ｒ、Ｔｒｉｔｏｎ
（登録商標）Ｘ－１１４、ＮＰ－４０、ジェナポールＣ－ＩＯＯ、ジェナポールＸ－１０
０、Igepal（登録商標）ＣＡ６３０、Arlasolve（商標）200、Brij（登録商標）96/97、C
HAPS、オクチルβ－Ｄ－グルコピラノシド、サポニン、ノナエチレングリコールモノドデ
シルエーテル（C12E9、ポリドカノール（polidocenol）、およびポリオキシエチレンエー
テル（C12E10、例えば、ジェナポール（登録商標）C-100)でありうる。任意には、非変性
溶解界面活性剤は、ドデシル硫酸ナトリウム、Ｎ－ラウリルサルコシン、デオキシコール
酸ナトリウム、胆汁酸塩、ヘキサデシルトリメチルアンモニウムブロミド、ＳＢ３－１０
、ＳＢ３－１２、アミドスルホベタイン－１４、およびＣ７ＢｚＯなどを含んでも良い。
任意には、可溶化剤は、Ｂｒｉｊ（登録商標）９８、Ｂｒｉｊ（登録商標）５８、Ｂｒｉ
ｊ（登録商標）３５、Ｔｗｅｅｎ（商標）８０、Ｔｗｅｅｎ（商標）２０、Ｐｌｕｒｏｎ
ｉｃ（商標）Ｌ６４、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｐ８４、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登録商
標）Ｆ１０８、非界面活性剤スルフォベタイン（ＮＤＳＢ２０１）、アンフィポール（Ｐ
ＭＡＬ－Ｃ８）、およびメチル－β－シクロデキストリンなどを含んでも良い。一般に非
変性界面活性剤および可溶化剤は臨界ミセル濃度（ＣＭＣ）を超える濃度で用いられる一
方、変性界面活性剤はそのＣＭＣを下回る濃度で添加されうる。例えば、非変性溶解性界
面活性剤は、濃度約０．０１０％～約１０％、例えば、約０．０１５％～約１．０％、例
えば、約０．０５％～約０．５％、約０．１０％～約０．３０％(試料希釈後の採集濃度
）で用いることができる。他の実施形態では、ポリオキシエチレン界面活性剤が好適であ
りうる。ポリオキシエチレン界面活性剤は、構造Ｃ１２－１８／Ｅ９－１０を有し、Ｃ１
２－１８は、炭素鎖の長さが１２～１８炭素原子であることを示し、Ｅ９－１０は、９～
１０のオキシエチレン親水性頭基を表す。例えば、ポリオキシエチレン界面活性剤は、Ｂ
ｒｉｊ（登録商標）９７、Ｂｒｉｊ（登録商標）９６Ｖ、ジェナポールＣ－１００、ジェ
ナポールＸ-１００、ポリドカノール、またはこれらの組み合わせからなる群から選択さ
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れうる。溶解溶液に用いられる酵素は、核酸および他の膜ファウリング材料（例えば、プ
ロテイナーゼＸＸＩＩＩ、ＤＮａｓｅ、ノイラミニダーゼ、ポリサッカリダーゼ、Glucan
ex（登録商標）、およびPectinex（登録商標））を含む。使用されうる他の添加物は、２
－メルカプトエタノール（２-Ｍｅ)またはジチオスレイトール（ＤＴＴ）のような還元剤
、ならびに、マグネシウム、ピルビン酸、および保湿剤のような安定化剤を含む。溶解溶
液は、所望の細胞を溶解するために適切な、さらには、試料の種類、溶解対象の細胞、お
よび使用される界面活性剤等を含む種々の要因に応じた、あらゆるｐＨで緩衝することが
できる。幾つかの実施形態では、ｐＨは約２～約１３の範囲、約６～約１３の範囲、約８
～約１３の範囲、約１０～約１３の範囲である。適切なｐＨ緩衝液は、ｐＨを所望範囲に
維持することができるあらゆる緩衝液を含み、例えば、約０．０５Ｍ～約１．０ＭのＣＡ
ＰＳである。
【００５２】
　一実施形態では、試料および溶解溶液を混合して十分な時間培養して細胞膜の溶解およ
び可溶化を生じさせる。十分な時間とは、例えば、約１、２、３、４、５、１０、１５、
２０、２５、３０、４０、５０、又は６０秒、又は約２、３、４、５、６、７、８、９、
１０、１５、又は２０分、或いはそれ以上であり、例えば、約１秒～約２０分、約１秒～
約５分、約１秒～約２分である。培養時間は溶解溶液の強度、例えば、界面活性剤および
／または酵素の濃度や、溶解温度に応じて変更される。一般的に、マイルドな溶解緩衝液
は、比較的長い時間を要し、そして、非微生物細胞を完全に可溶化するために試料を比較
的強く希釈する必要がある。溶解溶液の強度は、試料に含まれることが既知である、或い
は含まれる疑いのある微生物に基づいて選択することができる。比較的溶解しやすい微生
物については、マイルドな溶解溶液を用いることができる。溶解は、約２度～約４５度、
例えば約１５度～約４０度、例えば約３０度～約４０度で生じうる。一実施形態では、溶
解溶液を注射器に入れ、さらに試料を注射器に吸引して、注射器内で混合し、培養するこ
とができる。 
【００５３】
　幾つかの実施形態では、溶解状態（例えば、溶解時間又は培養時間）や、分離および／
または解析ステップは、試料内の微生物の一部又は全てを死滅させるために十分であり得
る。本発明による方法は、非常に多用途であり、単離および同定を実施するために微生物
が生存した状態であることを必要としない。ある実施形態では、微生物の一部又は全てが
死滅した状態であり、方法のステップが実施される前、最中、および／または後のいずれ
において死滅しても良い。
【００５４】
　［検出／比較ステップ］
　微生物／耐性測定親和性リガンド複合体を未結合の耐性測定親和性リガンドから分離し
た後に、微生物に対して結合した耐性測定親和性リガンドの量、すなわちリガンドの結合
親和性を検出および／または計測することができる。微生物／耐性測定親和性リガンド複
合体が遠心分離によってペレットを形成した場合、当該ペレットを解析して結合量、すな
わち耐性測定親和性リガンドの結合親和性を検査することができる。一実施形態では、解
析を非侵襲的に実行する。すなわち、ペレットを分離容器に入れたまま解析を行う。別の
実施形態において、解析中は分離容器を終始封止した状態に保つ。抗生物質耐性微生物を
非侵襲的に同定する能力は、任意選択で、分離およびキャラクタリゼーションプロセスの
全体にわたって容器の封止状態を保ち、手順の一部または全部を自動化する能力と相まっ
て、汚染された且つ／または感染性の試料を絶えず取り扱う状況を回避し、プロセス全体
の安全性を高めることになる。更に、試料またはペレットの更なる処理（例えば再懸濁、
平板培養およびコロニーの培養）を伴わない直接解析により微生物をキャラクタリゼーシ
ョンする能力は、耐抗生物質微生物の同定の実行速度を大幅に向上させる。
【００５５】
　本発明のある観点では、方法は、微生物の解析に先立って、分離ステップ中に形成され
た微生物／耐性測定親和性リガンド複合体のペレットの全てを、又はその一部を分離容器
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から回収するステップを含む。例えば、ペレット形成の後に、流動体をペレットから吸引
して、さらにペレットを適切な溶媒（例えば、微生物が生存可能な溶媒）に再懸濁する。
再懸濁した微生物を分離容器から取り除く。そして、微生物をリガンド結合すなわち親和
性について検査するために、例えば懸濁液内で、または再ペレット化した後に解析する。
他の実施形態では、再懸濁微生物を分離容器内、例えば、懸濁液内で、または再ペレット
化した後に解析する。一実施形態では、ペレットを解析に先立って回収および／または再
懸濁し、任意選択で分離容器から取り出す。別の実施形態では、試料またはペレットをイ
ンサイチュ解析後に回収および／または再懸濁し、その後更なる解析を実行する。例えば
、微生物ペレット以外の単離微生物に適用可能なラテックス凝集試験または自動化した表
現型同定試験のような技法を回収および／または再懸濁した微生物に対して実行すること
ができる。さらなる実施形態では、ペレットから回収した微生物を再懸濁することなく更
なる解析（例えば、質量分光分析）に直接用いることもできる。
【００５６】
　いくつかの実施形態では、ペレットおよび／または再懸濁微生物を分光解析することが
できる。分光解析を用いて、耐性測定親和性リガンドの特性（例えば、微生物の固有特性
または微生物に付された標識の特性）を分析して、結合を検出することができる。耐性測
定親和性リガンドの検出に加えて、分光解析を用いて、複合体内の微生物の１つ又は複数
の微生物の固有特性（例えば、固有蛍光）、例えば、例えば染色剤、色素、結合剤のよう
な付加的な作用物質の不存在下で微生物の固有特性を分析することができる。微生物、特
に細菌の固有蛍光すなわち内部蛍光は、細菌が天然のフルオロフォア（例えば、トリプト
ファン、チロシン、フェニルアラニン、ＮＡＤＨ、およびフラビン）であって、多波長光
源によって励起されうるものを含有するという事実を利用したものである。これらの実施
形態では、耐性測定親和性リガンドの結合を微生物の固有特性信号と比較して、リガンド
結合量を細胞ベースで算出することができる。解析は、例えば蛍光分光法、拡散反射分光
法、透過吸収分光法、赤外分光法、テラヘルツ分光法、ラマン分光法を使用して実行する
ことができる。ラマン分光法には表面増強ラマン分光法（ＳＥＲＳ）、空間オフセットラ
マン分光法、および／または、共鳴ラマン分光法が含まれる。ラマン（ＳＥＲＳ）および
蛍光シグナルを増強するために、微生物を遠心分離に先立って金および／または銀ナノ粒
子で被覆することができ、且つ／または内部光学面を特定のサイズおよび形状の金属コロ
イドでプレコーティングすることができる（Lakowicz, Anal. Biochem. 337:171 (2005) 
for fluorescence; Efrima et al., J. Phys. Chem. B. (Letter) 102:5947 (1998) for 
SERS参照）。他の実施形態では、遠心分離に先立ってナノ粒子を密度クッション中に存在
させ、微生物が密度クッションを通過するときに微生物と関連付けられるようにする。他
の実施形態では、ＭＡＬＤＩ‐ＴＯＦ質量分析、ＤＥＳＩ質量分析、ＧＣ質量分析、ＬＣ
質量分析、選択イオンフローチューブ（ＳＩＦＴ）分析等の質量分析法を使用して（再懸
濁された、またはペレット中の）微生物を解析することができる。一実施形態では、ペレ
ットを分離容器に入れたまま解析する。容器は容器の光学窓を介して解析することができ
る。光学窓は容器の底部および／または任意の１つまたは複数の側面および／または上部
に配置することができる。一実施形態では、分離容器が分光計内の解析に適した位置にあ
るホルダーに嵌合する、または分離容器をそのように嵌合させることができる。分光解析
は、耐性測定親和性リガンドおよび／または微生物の１つまたは複数の内因的または外因
的特性を検出するのに効果的であることが当業者に知られる任意の技法によって実行する
ことができる。例えば、ペレット中の微生物の検出に前面蛍光を使用することができる（
励起発光が同じ光学面に出入りする場合、且つ試料が一般に光学的に厚い場合、励起光は
非常に短い距離だけ試料に浸透する（例えば、Eisinger, J., and J. Flores, "Front-fa
ce fluorometry of liquid samples," Anal. Biochem. 94:15 (1983)参照）。本発明の幾
つかの観点では、細胞ベースのリガンド結合を測定する目的で、１又は複数の微生物の固
有特性を分析することに加えて、固有特性を用いて微生物を同定することができる。一実
施形態では、微生物の固有特性を既知の生物の固有特性のデータベースと比較して、微生
物を同定することができる。
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【００５７】
　更に他の実施形態では、試験微生物の計測された特性の変化（例えば、固有蛍光特性の
変化）を計測し、および／または、代謝又は膜の完全性の測定に用いられる蛍光色素を使
用することで、耐性を測定することができる。本実施形態によれば、リガンド又は試薬が
試験対象の微生物に対して結合したことに起因して計測可能な特性の変化（例えば、固有
蛍光特性の変化）を間接的に計測することで、耐性を測定することができるため、リガン
ド又は試薬自体が検出可能な信号を発するかまたは検出可能な信号により標識される必要
はない。例えば、未結合の抗生物質の結合および／または暴露は、微生物の細胞壁を改変
し、変化させ、あるいは劣化させる。微生物を解析して（例えば、本明細書にて述べたよ
うに分光分析によって）、細胞壁における変化を間接的に計測して、既知の耐性および／
または感受性微生物のデータベースと比較して、微生物の抗生物質耐性状態を測定するこ
とができる。あるいは、改変または劣化した細胞壁は、１種又は複数種の蛍光性色素に対
して透過性（或いは、比較的透過性）であるため、１種又は複数種の蛍光性色素を試料に
添加して試料を解析して蛍光性色素を検出および／または計測して、微生物の抗生物質耐
性状態を間接的に測定することができる（例えば、実施例５参照）。
【００５８】
　試料照明源すなわち励起源は、当業者に知られる任意の数の適切な光源から選択するこ
とができる。電磁スペクトルのうち有用なデータをもたらす任意の部分を使用することが
できる。紫外、可視および／または近赤外スペクトルならびに電磁スペクトルの他の部分
で発光可能な光源であって、当業者に既知の光源を利用することができる。例えば、光源
は、紫外光を生成するための重水素もしくはキセノンアークランプおよび／または可視／
近赤外励起を生成するためのタングステンハロゲンランプのような連続ランプであってよ
い。これらの光源は広範な発光範囲を提供し、また当業界で周知の光学干渉フィルタ、プ
リズムおよび／または光回折格子を使用して特定の励起波長のスペクトル帯域幅を減少さ
せることができる。
【００５９】
　別法として、発光ダイオードおよび／またはレーザーのような複数の狭帯域光源を空間
多重化して多波長励起源を提供することもできる。例えば、１９０ｎｍ～９００ｎｍ超の
発光ダイオードが利用可能であり、ソースのスペクトル帯域幅は２０ｎｍ～４０ｎｍ（半
値全幅）である。紫外ないし近赤外の離散波長におけるレーザーが利用可能である。レー
ザーは当業者に周知の多重化方法で採用することができる。
【００６０】
　任意の光源のスペクトル選択性を、走査モノクロメータのようなスペクトル弁別手段を
使用することにより改善することができる。当業者に既知の他の弁別方法を利用すること
もでき、音響光学チューナブルフィルタ、液晶チューナブルフィルタ、光学干渉フィルタ
アレイ、プリズム分光器等、およびそれらの任意の組合せを利用することができる。スペ
クトル弁別器を選択する際は同調性範囲および選択性レベルを考慮に入れる。例示として
、例えば弁別器は１０ｎｍの選択性を有する３００ｎｍ～８００ｎｍの波長範囲を利用す
ることができる。これらのパラメータは一般に同調性範囲および選択性を達成するのに必
要な最適技術を決定する。
【００６１】
　典型的には、光源によって試料を励起した後、試料の蛍光の放出を所定の時点でまたは
連続的に測定する。同様に、励起源と試料の相互作用に由来する反射光を測定して検出お
よび／またはキャラクタリゼーションに関連するデータを提供することができる。
【００６２】
　試料からの放出は任意の適切なスペクトル弁別手段により測定することができ、いくつ
かの実施形態では分光計を利用して測定することができる。分光計は、特定の発光波長を
検出することによりモノクロメータからの出力を光電子増倍管によって検出する走査モノ
クロメータとすることができ、且つ／または分光計を撮像分光器として構成することによ
り、その出力を電荷結合素子（ＣＣＤ）検出器アレイのような撮像検出器アレイによって
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検出することができる。一実施形態では、弁別器を用いることにより光検出手段（例えば
光電子増倍管、アバランシェフォトダイオード、ＣＣＤ検出器アレイおよび／または電子
増倍電荷結合素子（ＥＭＣＣＤ）検出器アレイ）による蛍光および／または散乱シグナル
の観察が可能となる。
【００６３】
　分光技法を使用して、好ましくは励起発光マトリクス（ＥＥＭ）測定値として提供され
る測定値を取得する。本明細書で使用するＥＥＭは、励起と発光波長の両方の関数として
蛍光物質の発光スペクトル発光強度と定義し、フルスペクトルまたはそのサブセットを含
む。この場合のサブセットは単一または複数の励起／発光対を含む可能性がある。また、
固定の励起波長を有するＥＥＭの断面を使用して特定の励起波長の発光スペクトルを示し
、固定の発光波長を有するＥＥＭの断面を使用して試料の励起スペクトルを示すこともで
きる。一実施形態では、複数のＥＥＭを２つ以上の特定の励起‐発光波長対、例えば少な
くとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０またはそれ以上の特定の励起‐発光波長対
で測定する。例えば、１又は複数のＥＥＭを、耐性測定親和性リガンドを検出する波長で
取得し、さらに１または複数の追加のＥＥＭを微生物の固有特性を検出する波長で取得す
る。そのような波長は、レイリー散乱ポイント（２６０～５８０ｎｍ）、トリプトファン
（２８５/３５０ｎｍ）、コラーゲン（３０５/３１５-３３０ｎｍ）、ＮＡＤＨ（３４５/
４６０ｎｍ)、およびフラビン（４６０/５２０ｎｍ)である。
【００６４】
　本発明の一実施形態によれば、前面蛍光分光法は散乱性および消光性が高い試料の蛍光
および／または反射特性を測定する際に利点をもたらすことが分かった。前面法は、その
構成は血球および微生物学的培養基の干渉性の構成成分から受ける影響が小さいため、非
常に有益な分光法である。当業者に知られるように、容器の光学面は許容可能な結果がも
たらされるような角度で照明することができる（例えば、Eisinger, J., and J. Flores,
 "Front-face fluorometry of liquid samples," Anal. Biochem. 94:15-21 (1983)参照
）。一実施形態では、分光システムが拡散反射光を少なくとも１つの固定角度で測定する
とともに、放出された蛍光を少なくとも１つの固定角度で測定するようにシステムを設計
する。
【００６５】
　本発明によれば、既知の微生物（抗生物質感受性および／または抗生物質耐性）につい
て対照測定値（control measurement）を取得し、したがって測定したテストデータと該
当する微生物のキャラクタリゼーションとの相関付けを当業者に既知の様々な数学的方法
を使用して行うことが可能となる。例えば、当業者に既知のソフトウェアシステムを利用
して試料からのデータとベースラインすなわち対照測定値とを比較することができる。よ
り詳細には、データの分析をいくつかの多変量分析法、例えば一般判別分析（ＧＤＡ）、
部分最小二乗法判別分析（ＰＬＳＤＡ）、部分最小二乗回帰、主成分分析（ＰＣＡ）、平
行因子分析（ＰＡＲＡＦＡＣ）、ニューラルネットワーク分析（ＮＮＡ）および／または
サポートベクターマシン（ＳＶＭ）によって行うことができる。一実施形態では、比較ス
テップは、同じ微生物の抗生物質感受性株又は抗生物質耐性株のいずれかに対する耐性測
定親和性リガンド結合量又は結合親和性を比較することを含む。他の実施形態では、比較
ステップは、同じ微生物の抗生物質感受性株および抗生物質耐性株の両方に対する耐性測
定親和性リガンド結合量又は結合親和性を比較することを含む。一実施形態では、同じ微
生物の既知の抗生物質感受性株又は抗生物質耐性株に対する結合量または結合親和性は、
微生物による結合量として同時に測定することができる。他の実施形態では、既知の抗生
物質感受性株又は抗生物質耐性株に対する結合量または結合親和性は、予め測定すること
ができる。予め測定されたデータは、データベース内にある。
【００６６】
　微生物の抗生物質耐性および任意の１又は複数の固有特性（固有蛍光等）の測定に加え
て、本発明の方法は更に、分離および／またはキャラクタリゼーションプロセスに役立つ
付加的な同定作用物質（identifier agent）の使用を含むことができる。親和性配位子の
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ような特定の微生物と結合する作用物質を使用することにより、微生物の分離、微生物の
クラスまたは種の同定（例えばユニークな表面タンパク質または受容体との結合を利用）
、および／または微生物の特徴の同定を行うことができる。有用な同定作用物質または親
和性リガンドとしては、それらに限らないが、単クローンおよび多クローン抗体ならびに
それらの断片（例えばＳ．ａｕｒｅｕｓ同定のためのａｎｔｉ‐Ｅａｐ）、核酸プローブ
、アプタマー、ペプチド模倣体、ファージ由来の結合タンパク質、レクチン、宿主防御ペ
プチド（例えばデフェンシン、カテリシジン、プロテオグリン（proteogrin）、マガイニ
ン）、バクテロシン（bacterocin）（例えばランチビオティクス（例えばナイシン、メル
サシジン、エピデルミン、ガリデルミンおよびプランタリシンＣおよびクラスＩＩペプチ
ド）、バクテリオファージ、および核酸、脂質、炭水化物、多糖類もしくはタンパク質、
またはそれらの任意の組合せに対して選択的な色素が挙げられる。作用物質自体が検出可
能なシグナルを示さない場合は、作用物質をマーカーと共役させる（例えば可視状態にす
るまたは蛍光性をもたせる）こと等により、作用物質を標識して検出可能なシグナルが提
供されるようにすることができる。マーカーとしては、それらに限らないが、蛍光性化合
物、発光性化合物、燐光性化合物、放射性化合物、ラマン活性、質量分光分析反応性、お
よび／または比色化合物が挙げられる。作用物質は、本発明の方法の任意のステップ、例
えば試料の接触ステップ中、分離ステップ中、および／または検出ステップ中に採取する
ときに微生物に添加することができる。いくつかの実施形態では、ペレット中の作用物質
の存在をペレットの解析中に判定することができる。他の有用な同定作用物質としては、
微生物酵素の基質、キレート剤、感光剤、消光剤、還元剤、酸化剤、緩衝液、酸、基剤、
溶媒、固定剤、洗浄剤、界面活性剤、消毒薬（例えばアルコール、漂白剤、過酸化水素）
、毒性化合物（例えばアジ化ナトリウム、シアン化カリウム）、シクロヘキサミドのよう
な代謝阻害剤等が挙げられる。同様に、微生物細胞生存度、代謝および／または膜電位の
測定のための多くの蛍光性化合物を本発明の同定作用物質として使用することができる。
当業者には容易に理解されるように、それ自体の物理的状態または代謝に影響を及ぼす抗
生物質のような任意の化合物に対する特定の微生物の感受性は、その化合物を試料、溶解
緩衝液、密度クッションまたはそれらの任意の混合物に加えることにより迅速に確認する
ことができる。
【００６７】
　本発明の一態様において、本方法は更に微生物／耐性測定親和性リガンド複合体ペレッ
トを回収し付加的な試験を実行するステップを含むことができる。一実施形態では、ペレ
ットを試料培地および／または結合混合物又は配合物および密度クッションから吸い出す
ことによって回収することができる。別の実施形態では、注射器を容器に挿入し、試料培
地および／または結合混合物又は配合物および密度クッションをそのままの状態に保持し
たままペレットを吸い出すことにより、ペレットを回収することができる。その後、回収
したペレットを適切な培地、例えば食塩水中に再懸濁させることができる。再懸濁の際は
、微生物を更に当業者に知られる上述の所望の試験にかけることができる。特に、清浄な
微生物試料を必要とする任意の試験を再懸濁させた微生物に対して実行することができる
。いくつかの実施形態では、付加的な同定試験を実行することができる。同定試験の例と
しては、Ｖｉｔｅｋ２、増殖および非増殖核酸試験（nucleic acid test：ＮＡＴ）、色
素産生およびラテックス接着アッセイ、イムノアッセイ（例えば標識した抗体および／ま
たは他のリガンドを利用）、質量分析（例えばＭＡＬＤＩ‐ＴＯＦ質量分析）および／ま
たは赤外分光法（ＦＴＩＲ）やラマン分光法のような他の光学的技法が挙げられる。薬剤
に対する耐性のような付加的なキャラクタリゼーション試験も実行することができる。付
加的なキャラクタリゼーションは、本方法の最初の分離およびキャラクタリゼーションス
テップ中に開始した試験の一部とすることもできる。
【００６８】
　本発明の一態様では、方法ステップの一部または全部を自動化することができる。本明
細書で使用する用語「自動化」とは、コンピュータによる制御を意味する。一実施形態で
は、種々の蛍光発光検出および相関ステップを自動化し、本方法によって得られた情報を
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自動的にデータベースの構築に用いる。別の実施形態では、本方法における他のステップ
、例えば、接触、分離、および／または検出ステップについても、自動化することができ
る。方法ステップを自動化することによってより多くの試料をより迅速に試験することが
可能となるだけでなく、さらに、有害性および／または感染性のある微生物を含む恐れが
ある試料を取り扱う際の人為的ミスのリスクを低減することもできる。
【００６９】
　本発明の更なる態様は、微生物の抗生物質耐性状態を測定するシステムであって、該シ
ステムは、
　（ａ）前記微生物または、前記微生物および耐性測定親和性リガンドを含む試料を含む
容器と、
　（ｂ）密度クッションと、および、
　（ｃ）測定を行うための分光器と、を備え、
　前記システム内におけるインサイチュ分離により前記容器内で濃縮された前記微生物の
抗生物質耐性状態が、前記測定によって決定されることを特徴とするシステムに関するも
のである。他の実施形態では、システムは未結合の耐性測定親和性リガンドから微生物を
分離するための遠心分離機を備える。
【００７０】
　下記の実施例では本発明について更に詳細に説明するが、下記の実施例は例示的なもの
であり本発明を決して限定するものではない。利用した技法は当業者に周知の標準的な技
法、または以下において具体的に説明する技法である。
【実施例】
【００７１】
　［実施例１］
　ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬをＭＲＳＡ株およびＭＳＳＡ株に対して結合
　２つの実験的手法を用いて、ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ 
Ｐｒｏｂｅｓ, Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）のＳ. ａｕｒｅｕｓに対する結合を試験した。２
つの実験的手法とは、（１）細胞を水酸化ナトリウム（ＮａＯＨ）で処理して、中性化し
、ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬを加え、そして細胞を分離する手法（荒い前処理）と
、（２）ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬで細胞を培養して、細胞を分離する手法（代謝
的標識）である。
【００７２】
　第１の手法において、Ｓ.ａｕｒｅｕｓ株の、ＡＴＣＣ２５９２３（Ｍｅｔｈｉｃｉｌ
ｌｉｎ感受性：ＭＳＳＡ）およびＤ１４９０６（Ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ耐性：ＭＲＳＡ
）を、トリプチックソイブロス（ＴＳＢ）中で対数増殖期（６時間）まで培養した。各試
料の懸濁液（ＴＳＢ中０．９ｍｌ）および０．１ＮＮａＯＨ（０．１ｍｌ、±２０μｌ７
．５％ＴＲＩＴＯＮ（登録商標）ＸｌＯＯ-Ｒ）を５秒間ボルテックスし、１ＭのＫＨ２
ＰＯ４(０．１２５ｍｌ)を加えて即座または１分後のいずれかに中性化し、５秒間ボルテ
ックスした。ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ（１．０ ｍｇ/ｍｌ、１５μｌ）を加えて
懸濁し、ボルテックスし、室温で５分間培養した。０．２ｍｌの油混合物（タイプＤＦ顕
微鏡液浸油１．０部＋Ｄｒａｋｅｏｌ ５鉱物油０．８７５部）上で１０，０００ ｒｐｍ
で１分間遠心分離にかけて、未結合のＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬを培養基から微生
物を分離した。上澄みおよび油の層を除去し、ペレットをｐＨ７．４の３．０ｍｌＰＢＳ
に再懸濁した。試料をＦｌｕｏｒｏＬｏｇ－３システムで、励起波長４９０ｎｍで走査し
、５１０ｎｍの蛍光発光を記録した。
【００７３】
　表１に結果を示す。細胞をｐＨ１２で５秒間処理した場合、ＭＳＳＡ細胞に対するＢＯ
ＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬの結合の方が、ＭＲＳＡ細胞に対する結合よりも多かった（
条件ａ＝２．３倍）。ＴｒｉｔｏｎＸ＝１００を反応混合物に含ませても、何らの利益が
無かった。ｐＨ１２で６０秒間処理して、細胞の処理時間を延長しても、何らの利益も得
られず、むしろ細胞を損失した。
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【００７４】
【表１】

【００７５】
　第２の手法において、２種類の細菌懸濁液（１３ｍｌ）をＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－
ＦＬ（１．０ ｍｇ/ｍｌストック溶液、１７５μｌ）と混合した。混合物を０．２ｍｌ油
混合物入りのミクロチューブに１．０ｍｌ試料に等分した。チューブを３７度で種々の時
間で培養した（Ｔ０時間時点で１セットのチューブを氷に取った）。１セットのチューブ
を３０分で取り出し、ＰＢＳで２度洗浄して、未結合のＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ
から細胞を分離した。１セットのチューブは、３０、５２、６８、および８６分で取り出
し、油混合物を用いた遠心分離によって、未結合のＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬから
細胞を分離した。細胞を回収して、３ｍｌＰＢＳに再懸濁した。試料をＦｌｕｏｒｏＬｏ
ｇ－３システムで、励起波長４９０ｎｍで走査し、５１０ｎｍの蛍光発光を記録した。
【００７６】
　結果を、表２（生データ）および図１（正規化データ）に示す。ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商
標）－ＦＬ信号を微生物性のトリプトファン信号に対して正規化して（図１）、細胞ベー
スで推定した場合、ＭＲＳＡ株は、ＭＳＳＡ株の２～７倍少ない、または３～４倍少ない
ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬを結合させた。ＭＲＳＡおよびＭＳＳＡの間の大きな差
異は、３７度で約６０分間培養した後に生じた。油ベースの分離方法において（時間Ｔ０

での）背景信号が高かったにも関わらず、油混合物を用いた細菌の遠心分離によって、Ｐ
ＢＳで２度洗浄した場合よりも、より高レベルのＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ結合が
得られた。
【００７７】

【表２】

【００７８】
［実施例２］
　経時変化実験
　Ｓ.ａｕｒｅｕｓ株の、ＡＴＣＣ２５９２３（ＭＳＳＡ）およびＤ１４９０６（ＭＲＳ
Ａ）の試料をＢａｃＴ／ＡＬＥＲＴ ＳＡ培養基内で３７度で対数増殖期に達するまで（
８～１０時間）培養した。各培養物のＯＤ６６０ｎｍを測定し、ＳＡ培養基で両懸濁液を
０．５０に調節した。ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬを予め暖めたＳＡ培養基に希釈し
、０．２μｍフィルターでろ過し、３７度に維持した。細菌試料（９．０ｍｌ）を１．０
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ｍｌの１００μＭ ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬと混合し、実施例１にて用いたもの
と同様の０．２ｍｌ油混合物入りのミクロチューブに１．０ｍｌずつ１０等分した。Ｔ０

チューブを除いた全てのチューブを３７度においた。６、１１、１６、２２、４５、６０
、７５、および９１分の時点でチューブを取り出し、処理を行った。各チューブを１分間
遠心分離し、上澄みを吸引し、さらに、ペレットを０．１ｍｌＰＢＳに再懸濁し、そして
アクリルキュベット内の３．０ｍｌＰＢＳに添加した。試料をＦｌｕｏｒｏＬｏｇ－３シ
ステムで、励起波長４９０ｎｍで走査し、５１０ｎｍの蛍光発光を記録した。
【００７９】
　油を用いた方法によって評価したように、ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬのＳ.ａｕ
ｒｅｕｓ株に対する結合が迅速に生じた（図２）。二次多項式近似を用いてデータをプロ
ットした。最大の結合は、わずか５分後（すなわち、Ｔ０チューブ）に測定された。その
ようなＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬの濃度では、培養時間に関らず、ＭＳＳＡ株はＭ
ＲＳＡ株よりも細胞ベースで約２～３倍のＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬに結合した。
【００８０】
［実施例３］
　ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）-ＦＬの滴定
　Ｓ.ａｕｒｅｕｓ株の、ＡＴＣＣ２５９２３（ＭＳＳＡ）およびＤ１４９０６（ＭＲＳ
Ａ）の試料をＢａｃＴ／ＡＬＥＲＴ ＳＡ培養基内で３７度で６時間、約０．３５でＯＤ
６６０ｎｍに達するまで培養した。ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ（０．１ｍｌ）の希
釈液をＳＡ培養基内で調製し、培養チューブに入れた。細菌懸濁液（０．９）の試料をチ
ューブに加えて混合した。チューブにキャップをして、３７度のインキュベーターに６０
分間入れた。試料（１．０ｍｌ）を、実施例１にて用いたものと同様の０．２ｍｌ油混合
物入りのミクロチューブに移して、１分間遠心分離にかけて、吸引し、ペレットを０．１
ｍｌＰＢＳに再懸濁し、さらに、アクリルキュベット内の３．０ｍｌのｐＨ７．４ＰＢＳ
に加えた。試料をＦｌｕｏｒｏＬｏｇ－３システムで、励起波長４９０ｎｍで走査し、５
１０ｎｍの蛍光発光を記録した。
【００８１】
　ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ濃度に依存して、細胞ベースで推定した場合、ＭＳＳ
Ａ株は、ＭＲＳＡ株の２～４倍多いＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬを結合させた（図３
）。
二次多項式近似を用いてデータをプロットした。ＭＳＳＡ結合曲線は２相性であった。初
期の飽和曲線は０．５から約１０μＭまでであり、結合が増加することに伴い第２相が続
く。約５μＭＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬでは、ＭＳＳＡ株とＭＲＳＡ株の間には３
倍の差があった。約０．５μＭＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬではＭＳＳＡ株とＭＲＳ
Ａ株の間には４倍の差があった。
【００８２】
　［実施例４］
　ＭＲＳＡ株およびＭＳＳＡ株のパネルの評価
　２０の異なるＳ.ａｕｒｅｕｓ株（ＭＲＳＡが１０株、ＭＳＳＡが１０株、セフォキシ
チンディスクおよびＶｉｔｅｋ－２で確認済）を増殖させた。２４時間プレートから培養
物を１白金耳量（１μＬ）取り出し、ＢａｃＴ／ＡＬＥＲＴ ＳＡ培養基（ガラス製スク
リューキャップチューブ内に８ｍｌ）に懸濁した。チューブをよくボルテックスして、３
６度で６時間培養した。各懸濁物のＯＤを６６０ｎｍで測定し、ほぼ同じ密度（０．５０
～０．７５ＯＤ、ただし試料１２１６６は０．２８）となるように調節した。５０μＭＢ
ＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ（０．１ｍｌ）を、ラベルをつけた２０本のミクロチュー
ブにそれぞれ入れた。各株の試料（０．９ｍｌ）を各チューブに加え、３７度で３０分培
養した。そして、反応混合物を取り出し、０．２ｍｌの油混合物（タイプＤＦ顕微鏡液浸
油１．０００部＋Ｄｒａｋｅｏｌ ５鉱物油０．８７５部）を含む第２のチューブセット
に加えた。Ａ－８－１１ローター（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ５４１７Ｒ）内でチューブを１
０，０００ ｒｐｍで２分間遠心分離にかけた。吸引機で上澄みおよび油の大部分を吸引
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した。残りの油をＧｉｌｓｏｎ Ｐ２００チップを用いて除去し、ペレットを１００μｌ
ＰＢＳも再懸濁した。ＰＢＳを３ｍｌ含むアクリルキュベットに細胞を移し、Ｆｌｕｏｒ
ｏＬｏｇ－３システムにおいて表３に示すＦｌｕｏｒｏＳｃａｎ「Ｂｏｃｉｌｌｉｎ」ポ
イントを用いて読み取った。さらに、（同じ２４時間プレート由来の）２０個の単離株の
ぞれぞれについてＶｉｔｅｋ ＡＳＴカードを実施した。
【００８３】
【表３】

【００８４】
　ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ信号（Ｅｘ４９０＿Ｅｍ５１０）をトリプトファン信
号（Ｅｘ２８５＿Ｅｍ３５０）に対して正規化した場合に最良の結果が得られた。１５の
ベンジル－ペニシリン耐性株と比較して、５のベンジル－ペニシリン感受性株が２倍超の
量のＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬを結合した（図４）。この結果は、分析が特異的で
あり、Ｖｉｔｅｋ ＭＩＣ（最小発育阻止濃度）と相関があることを証明した。１０のオ
キサシリン感受性（ＭＳＳＡ）株のうちの５つは、ＭＲＳＡ感受性５０％および特異性１
００％で、比較的高レベルでＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬと結合した。これら５株は
、Ｖｉｔｅｋカードによってベンジル－ペニシリン耐性およびオキサシリン感受性として
分類され、５株中の３株はオキサシリンのＭＩＣが０．５であった。
【００８５】
　上記の説明は本発明を例示するものであり、本発明を限定するものと解釈すべきではな
い。本発明は添付の特許請求の範囲で定義されるものであり、各請求項には均等物も含ま
れる。本明細書に列挙した刊行物、特許出願、特許、特許文献および他の参考文献はすべ
て、参照する文および／または段落の教示内容全体が本明細書に援用されるものとする。
【００８６】
　［実施例５］
　固有蛍光および／または膜の完全性の変化を通じた微生物の耐性状態の間接的な測定
　本実験のために、４株のＥ．ｆａｅｃｉｕｍを選択した。２株（Ｎｏ．１２４０６、Ｎ
ｏ．１３１８５）は、ＶＩＴＥＫ２によるバンコマイシンＭＩＣ’ｓが＞３２μｇ／ｍＬ
であるＶＲＥであり、２株（Ｎｏ．１４０５４、Ｎｏ．１２４８０）はＶＩＴＥＫ２によ
るバンコマイシンＭＩＣ’ｓが＞０．５μｇ／ｍＬであるＶＳＥである。
【００８７】
　各試験株について、２４～４８時間プレート由来のコロニーを１μＬ白金耳量を１０～
１２ｍＬのＢａｃＴ／ＡＬＥＲＴ ＳＡ培養基に懸濁し、３７度で４～９時間培養した。
それぞれの対数期の試料は、０、０．２５、２．５、および１２．５μｇ／ｍＬのバンコ
マイシン－ＨＣｌを１：５０００希釈のＳｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎストック液と組み合わせ
て３７度で４時間培養される。Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎは生存可能な細胞不透過性ＤＮＡ
株（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ、ｃａｔ Ｎｏ．Ｓ７０２０）である。直後（Ｔ０

）、１時間後、２．５時間後、４時間後に培養物を等分量を取り出して分析した。
【００８８】
　適切な時点で、０．５培養物（０．５ｍＬ）の０．５ｍＬ等分量を、２００９年１０月
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３０日出願の、関連米国特許出願第１２/５８９，９６９号「Separation Device for Use
 in the Separation, Characterization and/or Identification of Microorganisms」に
記載されているような、特注の光学的遠心分離チューブ内の密度クッション（ｐＨ７．４
のＣｓＣｌ２４％ ｗ/ｖ＋Ｈｅｐｅｓ１０ｍＭ、およびＰｌｕｒｏｎｉｃ Ｆ－１０８　
０．００５％からなる）上に重ねた。チューブを密閉して１０，０００ｒｐｍで２分間遠
心分離して、無傷微生物を培養基および未結合の薬剤から分離した。そして、チューブを
基台に光ファイバープローブが組み込まれている特注のチューブホルダに直接移した。プ
ローブはＦｌｕｏｒｏＬｏｇ－３分光蛍光光度計に接続されていた。チューブをＵＶ透過
性基台を通じて解析して、核酸反射率測定値を収集した。
【００８９】
　微生物のＮＡＤＨ蛍光（Ｅｘ３４０ｎｍ／Ｅｍ４４０ｎｍ）の結果を表４に示す。２つ
のＶＳＥ株に対して抑制性であったバンコマイシンレベル（２．５および１２．５μｇ／
ｍＬ）において、細胞のＮＡＤＨレベルは、時間を経るにつれて次第に減少した。対照的
に、同じバンコマイシンレベルで処理した２種類のＶＲＥ株におけるＮＡＤＨレベルは約
１時間培養した後に上昇し、培養時間４時間を過ぎても継続的に上昇した。１つのＶＲＥ
株（Ｎｏ．１２４０６）は、ＮＡＤＨ生成において比較的長く遅延したが、この遅延はこ
の期間におけるＳｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎの流入に相関するものであった。
【００９０】
　表４：バンコマイシン感受性株およびバンコマイシン耐性株における微生物性のＮＡＤ
Ａの経時変化
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【表４】

【００９１】
　微生物のトリプトファン蛍光（Ｅｘ３００ｎｍ／Ｅｍ３６０ｎｍ）の結果を表５に示す
。２つのＶＳＥ株に対して抑制性であったバンコマイシンレベル（２．５および１２．５
μｇ／ｍＬ）において、細胞のトリプトファンレベルは、時間が経過しても一定に維持さ
れた。対照的に、同じバンコマイシンレベルで処理した２種類のＶＲＥ株におけるトリプ
トファンレベルは約１時間培養した後に上昇した。
【００９２】
　表５：バンコマイシン感受性株およびバンコマイシン耐性株における微生物性のトリプ
トファンの経時変化
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【表５】

【００９３】
　Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ（Ｅｘ５１０ｎｍ／Ｅｍ５３０ｎｍ）の結果を表６に示し、生
存細胞のバイオマスを補償するためにＮＡＤＨ蛍光に対するＳｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ蛍光
の比率として示した。このデータは、２つのＶＲＥ株のうちの１つ（Ｎｏ．１２４０６）
が培養初期の２時間にわたってバンコマイシンの影響を受け、そして回復し始めるという
ことを示している。この知見によって、この株は数時間バンコマイシンと共培養させるこ
とで、耐性表現型がこの個体群内で優位となることが示された。この挙動は、この株が本
方法によって検出可能な誘導性の耐性を保持しているであろうことを示唆している。
【００９４】
　この実験により、抗生物質と共培養した微生物の固有蛍光の変化を測定することで、微
生物が抗生物質に対して耐性であるか否かを迅速に決定することができることが示された
。さらに、蛍光色素を添加して試験対象の微生物個体群における細胞膜の完全性をモニタ
リングすることで、微生物個体群の生存能力および耐性誘導性に関する有益な情報が得ら
れることが示された。
【００９５】
　表６：バンコマイシン感受性株およびバンコマイシン耐性株に対するＳｙｔｏｘ Ｇｒ
ｅｅｎの流入の経時変化
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【手続補正書】
【提出日】平成24年4月24日(2012.4.24)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【書類名】明細書
【発明の名称】抗生物質耐性測定方法
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本願は、２００９年５月７日に出願した米国仮特許出願第６１／２１５，５９４号「Me
thods for Antimicrobial Resistance Determination（抗生物質耐性測定方法）」の恩典
を主張する。この米国仮特許出願の開示内容を本明細書に援用する。
【０００２】
　本発明は微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法およびシステムに関するもの
である。さらに、本発明は、単一システム内におけるインサイチュ（in situ）の微生物
の抗生物質抵抗性を測定するための方法を提供するものである。
【背景技術】
【０００３】
　血流感染症は高い罹患率および死亡率と関連付けられるが、培養後に生化学的同定およ
び抗生物質感受性試験を行う現行の診断法は実施期間が数日に及ぶこともある。典型的に
は、臨床症状に基づく経験的治療が開始されるが、試験結果が臨床決定に影響を及ぼすの
は初期治療が失敗したときだけである。陽性の血液培養結果が出てから最初の１時間以内
に血流感染をキャラクタリゼーションすることができれば診断情報の臨床的意義が大きく
高まるはずである。この必要性を満足するために分子増幅法が提案されているが、この手
法にも大きな難題が残っている。陽性の血液培養ブロス自体は種々の同定（ＩＤ）試験で
使用され得る微生物の自然増殖個体群である。
【０００４】
　メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureu
s)は、健康な患者においてさえ早期に感染を引き起こす恐れがある、地域感染型および院
内感染型の危険な病原体である。ＭＲＳＡは、一般に年配患者および病気の患者の多くに
常在細菌叢として存在し、医療現場において複数の患者間で早期に交差感染する能力を有
する。「メチシリン耐性」のメカニズムは、ＰＢＰ２ａとして知られる、改変されたペニ
シリン結合タンパク質２の生成によって実質的に媒介される。ＰＢＰ２ａは、機能的酵素
活性を維持するが、β－ラクタム抗生物質に対する親和性が有意に低い。バンコマイシン
耐性腸球菌（VRE: Vancomycin-Resistant Enterococci）は、迅速な同定を必要とする、
他の危険な病原体の群に属する。メチシリン耐性と同様に、バンコマイシン耐性は、それ
らの細胞膜標的に対する抗生物質の親和性を低減することによって媒介される。
【０００５】
　ＭＲＳＡおよびＶＲＥを同定するための従来の方法は労働集約的であり、さらに、使用
者がエアロゾルに曝される恐れがあるステップが存在する故に安全性も欠く恐れがあった
。血液培養ブロスに含まれる微生物を単離するために、耐性の迅速な測定に適合した、迅
速でその上安全な信頼性のある方法が至急必要とされている。本発明により、そのような
方法が提供される。
【発明の概要】
【０００６】
　本発明は、微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法を提供するものである。こ
れらの方法を用いると、微生物の抗生物質耐性状態の測定を従来技術よりも迅速に行うこ
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とができ、それにより（例えば敗血症および／または他の感染症を患うまたはその疑いが
ある被験者の）より迅速な診断が可能となり、また（例えば食品、水道、および医薬品の
）汚染材料のキャラクタリゼーションも可能となる。試料の採取から微生物の抗生物質耐
性状態の測定に至る本発明の方法に含まれる各ステップを非常に短い時間枠、例えば約２
４０分未満で実行して臨床的に意義のある実用的な情報を生成することができる。また、
本発明の方法は完全に自動化することもでき、それにより感染性材料および／または汚染
試料を取り扱うリスクを低減することができる。
【０００７】
　第１の観点によれば、本発明は微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法であっ
て、
　（ａ）前記微生物と耐性測定親和性リガンドとを、微生物／耐性測定親和性リガンド複
合体が形成可能な条件下で接触させるステップと、
　（ｂ）前記ステップ（ａ）にて形成された前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体
を、未結合の耐性測定親和性リガンドから分離するステップと、
　（ｃ）前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の、前記微生物に対する前記耐性
測定親和性リガンドの結合量を測定するステップと、および、
　（ｄ）前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の、前記微生物に対する前記耐性
測定親和性リガンドの結合量を、同じ微生物の既知の抗生物質感受性株もしくは抗生物質
耐性株、または既知の抗生物質感受性株もしくは抗生物質耐性株の個体群による耐性測定
親和性リガンドの結合量に対して比較するステップと、を含み、
　前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の前記微生物が、抗生物質感受性微生物
によって結合される量とは異なる量の耐性測定親和性リガンドに結合する場合、または、
　前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の前記微生物が、抗生物質耐性微生物に
よって結合される量と同量の耐性測定親和性リガンドに結合する場合には、
　前記微生物を抗生物質耐性として同定する方法に関するものである。
【０００８】
　他の観点によれば、本発明は微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法であって
、
　（ａ）微生物を含むことが既知であるまたは微生物を含む可能性がある試験試料を採取
するステップと、
　（ｂ）前記試験試料内の前記微生物と耐性測定親和性リガンドとを、微生物／耐性測定
親和性リガンド複合体が形成可能な条件下で接触させるステップと、
　（ｃ）細胞の代謝または膜の完全性を測定する１種又は複数種の蛍光色素を任意で添加
するステップと、
　（ｄ）前記試料内に存在する可能性のある非微生物細胞を選択的に溶解させて、任意で
溶解試料を生成するステップと、
　（ｅ）前記試験試料の他の構成成分、または任意には前記溶解試料から前記微生物を分
離して、微生物ペレットを形成するステップと、
　（ｆ）前記ペレットを解析して前記微生物の測定値を得るステップと、
　（ｇ）前記測定値を、同じ種の微生物の抗生物質耐性および／または抗生物質感受性微
生物について得られた測定値またはその予測値と比較して、前記試験試料内の前記微生物
の抗生物質耐性状態を測定するステップと、
を含む方法に関するものである。
【０００９】
　一実施形態において、分離ステップは、微生物／耐性測定親和性リガンド複合体を容器
（例えば、密閉容器）内の密度クッション上に積層し、容器を遠心分離することで、微生
物／耐性測定親和性リガンド複合体をペレット化すると共に、未結合のリガンドを含む溶
媒を密度クッションの上面に残す。他の実施形態では、容器は、底部および／または側面
に光学窓を備え、微生物／体制測定親和性リガンド複合体ペレットを測定ステップにて分
光解析することができる。微生物の抗生物質耐性状態は、ペレットのスペクトルを抗生物
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質耐性状態が既知の微生物のスペクトルと比較することで決定することができる。更なる
操作を要することなくペレット内および／または密閉容器内から微生物の抗生物質耐性状
態を直接測定することができるという能力は、微生物同定の安全性を向上させる。
【００１０】
　一実施形態において、測定ステップは微生物／耐性測定親和性リガンド複合体ペレット
を回収して、微生物を適切な溶媒に再懸濁して、再懸濁した微生物を解析する（例えば、
分光学的に）ことで実施する。他の実施形態では、本発明による方法は、再懸濁した微生
物に対して、更なる同定および／又はキャラクタリゼーション試験（例えば、薬剤耐性、
毒性因子、耐性記録）を、更に実施することを含む。
【００１１】
　更なる観点において、本発明は微生物の抗生物質耐性状態を測定するシステムであって
、該システムは、
　（ａ）前記微生物または、前記微生物および耐性測定親和性リガンドを含む試料を含む
容器と、
　（ｂ）密度クッションと、および、
　（ｃ）測定を行うための分光器と、を備え、
　前記システム内におけるインサイチュ分離により前記容器内で濃縮された前記微生物の
抗生物質耐性状態が、前記測定によって決定されることを特徴とするものである。他の実
施形態において、本発明によるシステムは、未結合の耐性測定親和性リガンドから微生物
を分離するための遠心分離機を備えるシステムに関するものである。
【００１２】
　以下、添付図面を参照しながら本発明の詳細な説明を行う。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】メチシリン感受性（ＭＳＳＡ）およびメチシリン耐性（ＭＲＳＡ）のＳ．ａｕｒ
ｅｕｓ株のＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ（ＢＯＤＩＰＹ ＦＬ－標識ペニシリン）に
よる代謝標識を示す図である。
【図２】ＭＳＳＡおよびＭＲＳＡに対するＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬの結合の時間
経過を示す図である。
【図３】ＭＳＳＡおよびＭＲＳＡに対するＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）-ＦＬの滴定を示す
図である。
【図４】様々なＭＳＳＡおよびＭＲＳＡに対するＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）-ＦＬの結合
を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明は様々な形態で実施することができる。本発明は本明細書に記載した実施形態に
限定されるものと解釈すべきではない。そうではなく、これらの実施形態は本開示が詳細
で完全なものとなり、本発明の範囲が当業者に十分伝わるようにするために提示するもの
である。例えば、一実施形態に関して例示した特徴を他の実施形態に組み込むことができ
、特定の一実施形態に関して例示した特徴をその実施形態から削除することもできる。ま
た、本開示に照らせば、本明細書に示した実施形態に対する本発明から逸脱しない様々な
変更および追加が当業者には理解されるであろう。
【００１５】
　別段の定めがない限り、本明細書で使用する技術用語および科学用語はすべて本発明が
属する技術分野の当業者によって一般に理解されるのと同じ意味を有する。本明細書では
、発明の説明で使用する用語は特定の実施形態を説明するためのものであって本発明を限
定するものではない。
【００１６】
　［定義］
　本明細書で使用する「a」、「an」または「the」は１つまたは２つ以上のものを意味す
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る可能性がある。例えば「細胞（a cell）」という場合は単一の細胞を意味することも複
数の細胞を意味することもある。
【００１７】
　また、本明細書で使用する「および／または（and/or）」という表現は、列挙した関連
アイテムの１つまたは複数を対象とする任意の可能な組合せに加えて選択肢（「または（
or）」）として解釈した場合の組合せの欠如も指し、それらをすべて包含するものである
。
【００１８】
　更に、本明細書で使用する「約（about）」という用語は、本発明の化合物または作用
物質の量、投与量、時間、温度といった測定可能な値を指すときは、指定された量の±２
０％、±１０％、±５％、±１％、±０．５％または±０．１％のばらつきを含むものと
する。
【００１９】
　本明細書で使用する「微生物」という用語は、一般に単細胞であり、研究室で繁殖およ
び取扱い可能な有機体を包含する。このような有機体としてはグラム陽性バクテリア、グ
ラム陰性バクテリア、イースト、カビ、寄生虫、モリキューテス、およびこれらのあらゆ
る組み合わせが挙げられるが、これらに限定されるものではない。本発明のグラム陰性バ
クテリアの非限定的な例としては下記の属のバクテリアが挙げられるが、これらに限定さ
れるものではない：シュードモナス属、エシェリキア属、サルモネラ属、赤痢菌属、エン
テロバクター属、クレブシエラ属、セラチア属、プロテウス属、カンピロバクター属、ヘ
モフィルス属、モルガネラ属、ビブリオ属、エルシニア属、アシネトバクター属、ステノ
トロフォモナス属、ブレブンディモナス属、ラルストニア属、アクロモバクター属、フゾ
バクテリウム属、プレボテラ属、ブランハメラ亜属、ナイセリア属、バークホルデリア属
、シトロバクター属、ハフニア属、エドワードシエラ属、アエロモナス属、モラクセラ属
、ブルセラ属、パスツレラ属、プロビデンシア属およびレジオネラ属。本発明のグラム陽
性バクテリアの非限定的な例は、以下の属のバクテリアを含む：腸球菌、連鎖球菌、ブド
ウ球菌、バチルス属、パエニバチルス属、乳酸桿菌属、リステリア属、ペプトストレプト
コッカス属、プロピオン酸菌属、クロストリジウム属、バクテロイデス属、ガードネレラ
属、コクリア属、ラクトコッカス属、ロイコノストック属、ミクロコッカス、マイコバク
テリウム属およびコリネバクテリウム属。本発明のイーストおよびカビの非限定的な例と
しては下記の属のイーストおよびカビが挙げられるが、これらに限定されるものではない
：カンジダ属、クリプトコックス属、ノカルジア属、アオカビ属、アルタナリア属、ロド
トルラ属、アスペルギルス属、フザリウム属、サッカロミセス属およびトリコスポロン属
。本発明の寄生虫の非限定的な例としては下記の属の寄生虫が挙げられるが、これらに限
定されるものではない：トリパノソーマ属、バベシア属、リーシュマニア属、マラリア原
虫属、ブケリア属（Wucheria）、ブルギア属、オンコセルカ属およびネグレリア属。本発
明のモリキューテスの非限定的な例としてはマイコプラズマ属およびウレアプラズマ属の
モリキューテスが挙げられる。
【００２０】
　本明細書で使用する「分離（separate）」という用語は、それ自体の初期状態すなわち
培養培地または培養基から除去、濃縮または他の方法で切り離された微生物の任意の試料
を包含するものとする。例えば、本発明によれば、通常なら抗生物質耐性状態の測定に干
渉する恐れがある非微生物または非微生物構成成分から微生物を（例えば分離試料として
）分離することができる。この用語は、他の２層に挟まれた微生物、例えば遠心分離後に
高密度クッションの上面に集められた微生物の層、または固体表面（例えばフィルター膜
）上に集められた微生物の層を含む。この用語は、ある層（例えば密度クッション）を部
分的に通過した一群の微生物も含む可能性がある。したがって、分離する微生物試料は、
当初の試料よりも濃縮されたまたは当初の試料から切り離された一群または一層の微生物
および／または微生物の構成成分を含む可能性があり、微生物が密集した高密度凝集塊か
ら微生物の拡散層に及ぶ様々なものが存在する可能性がある。分離フォームまたは分離試
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料に含まれ得る微生物構成成分としては線毛、鞭毛、フィムブリエおよびカプセルの任意
の組合せが挙げられるが、これらに限定されるものではない。微生物から分離する非微生
物構成成分は非微生物細胞（例えば血球および／または他の組織細胞）および／またはそ
れらの任意の構成成分を含む可能性がある。
【００２１】
　本明細書で使用する「ペレット（pellet）」という用語は、一塊の微生物として圧縮ま
たは堆積した微生物の任意の試料を包含するものとする。例えば、ある試料に由来する微
生物を遠心分離または当業界で知られる他の方法によりチューブの底部に一塊に圧縮また
は堆積させることができる。この用語は、遠心分離後の容器の底部および／または側面上
に存在する一群の微生物（および／またはその構成成分）を含む。ペレットに含まれ得る
微生物構成成分としては線毛、鞭毛、フィムブリエおよびカプセルの任意の組合せが挙げ
られるが、これらに限定されるものではない。本発明によれば、通常なら抗生物質耐性状
態の測定に干渉する恐れがある非微生物または非微生物構成成分から微生物を（例えばほ
ぼ浄化された微生物ペレットとして）切り離してペレット化することができる。微生物か
ら分離する非微生物構成成分は非微生物細胞（例えば血球および／または他の組織細胞）
および／またはそれらの任意の構成成分を含む可能性がある。
【００２２】
　本明細書で使用する「密度クッション（density cushion）」という用語は、全体的に
均質な密度を有する溶液を指す。
【００２３】
　本明細書で使用する「耐性測定親和性リガンド」という用語は、抗生物質感受性株の微
生物よりも、耐抗生物質微生物に対して、（例えば、リガンド結合の量、結合の度合い、
および／または結合の親和性等において）様々な程度で結合する、あらゆる検出可能な化
合物又は分子を指す。本明細書で使用するように、この用語は標識されていないリガンド
や、検出可能な標識に対して結合されたリガンドを含む。いくつかの実施形態では、耐性
測定親和性リガンドは、抗生物質感受性株と比較して抗生物質耐性株に対して弱く結合す
る。他の実施形態では、耐性測定親和性リガンドは、抗生物質感受性株と比較して抗生物
質耐性株に対して強く結合する。
【００２４】
　本明細書で使用する「結合」という用語は、耐性測定親和性リガンドに対して用いるよ
うに、微生物とリガンドとの物理的な関連性を指す。この用語は、微生物に対するリガン
ドの実際の物理的結合、例えば、微生物の構造（例えば、細胞内または表面タンパク質、
核酸、細胞小器官、細胞膜、細胞壁等）に対する共有結合性又は非共有結合性の結合を含
む。また、この用語は、物理的結合を伴わない微生物とリガンドとの関連性を含み、例え
ば、微生物内のリガンドの捕捉を含む。例えば、耐性測定親和性リガンドは、細胞内酵素
のための酵素基質および酵素の作用を受けた後に細胞内に捕捉されるリガンドを含む。
【００２５】
　本明細書で使用する「同一微生物」という用語は、対象とする微生物と同一の属および
種に属する微生物を指す。
【００２６】
　本明細書で使用する「異なる量を結合する」、「リガンド結合量の差異」、およびこれ
らの変形は、２つの微生物間の耐性測定親和性リガンドの結合量の統計的に有意な差異を
指す。
結合における「統計的に有意な」差異とは、少なくとも約５％、例えば、少なくとも約１
０%，２０％，３０％，４０％，５０％，６０％，７０％，８０％，９０％，１００％，
１５０％，２００％、またはそれ以上である。「同じ量を結合する」という用語およびそ
の変形は、２つの微生物間の耐性測定親和性リガンドの結合量であって、約２０％よりも
少ない結合量を指す。約２０％よりも少ない結合量とは、例えば、１５％，１０％，５％
，１％、またはそれ未満である。リガンド結合量は、当業者に既知のあらゆる方法によっ
て測定することができる。リガンド結合量は、例えば、リガンドの先天的特性や、リガン



(38) JP 2012-525850 A 2012.10.25

ドにリンクされた検知可能な標識の特性を計測することで測定することができる。
【００２７】
　本明細書で使用する、「異なる結合親和性」、「リガンドの結合親和性の差異」および
これらの変形は、２つの微生物の間の体制測定親和性リガンドの結合親和性における差異
であって、少なくとも約５％の差異である。少なくとも約５％の差異とは、例えば、少な
くとも約１０％，２０％，３０％，４０％，５０％，６０％，７０％，８０％，９０％，
１００％，１５０％，２００％、またはそれ以上である。「同一の結合親和性」およびそ
の変形は、２つの微生物の間の体制測定親和性リガンドの結合親和性における差異であっ
て、少なくとも約２０％未満の差異である。少なくとも約２０％未満の差異とは、例えば
、１５％，１０％，５％，１％、またはそれ未満である。リガンドの結合親和性は、当業
者に既知のあらゆる方法によって測定することができる。リガンドの結合親和性は、例え
ば、リガンドの先天的特性や、リガンドにリンクされた検知可能な標識の特性を計測する
ことで測定することができる。
【００２８】
　本発明は、試料中の微生物の抗生物質耐性状態の測定方法を提供する。これらの迅速な
方法を用いると、微生物の抗生物質耐性状態の測定を従来技術よりも迅速に行うことがで
き、それにより（例えば敗血症、および／またはその他の感染症を患っているまたはその
疑いがある被験者の）より迅速な診断が可能となり、また（例えば食品、水道、および医
薬品の）汚染材料のより迅速な特定も可能となる。試料の採取から微生物の抗生物質耐性
状態の測定に至る本発明の方法に含まれる各ステップを非常に短い時間枠で実行して臨床
的に意義のある実用的な情報を生成することができる。いくつかの実施形態では、本発明
の方法を約２４０分未満、例えば約１８０、１２０、１１０、１００、９０、８０、７０
、６０、５０、４０、３０、２０、１５、１０、５、４、３、２または１分未満で実行す
ることができる。従来方法よりも優れた本発明の方法の改良点はこの迅速さにある。これ
らの方法を使用して本明細書に記載した任意の微生物の抗生物質耐性状態の測定を行うこ
とができる。一実施形態おいて、微生物はバクテリアである。別の実施形態において、微
生物はイーストである。別の実施形態では、微生物はカビである。他の一実施形態におい
て、微生物は寄生虫である。別の実施形態において、微生物はモリキューテスである。ま
た、本発明の方法は部分的にまたは完全に自動化することもでき、それにより感染性材料
を取り扱うリスクおよび／または試料を汚染するリスクを低減することができる。
【００２９】
　第１の態様において、本発明は微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法であっ
て、
　（ａ）前記微生物と耐性測定親和性リガンドとを、微生物／耐性測定親和性リガンド複
合体が形成可能な条件下で接触させるステップと、
　（ｂ）前記ステップ（ａ）にて形成された前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体
を、未結合の耐性測定親和性リガンドから分離するステップと、
　（ｃ）前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の、前記微生物に対する前記耐性
測定親和性リガンドの結合量を測定するステップと、および、
　（ｄ）前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の、前記微生物に対する前記耐性
測定親和性リガンドの結合量を、同じ微生物の既知の抗生物質感受性株もしくは抗生物質
耐性株、または既知の抗生物質感受性株もしくは抗生物質耐性株の個体群による耐性測定
親和性リガンドの結合量に対して比較するステップと、を含み、
　前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の前記微生物が、抗生物質感受性微生物
によって結合される量とは異なる量の耐性測定親和性リガンドに結合する場合、または、
　前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の前記微生物が、抗生物質耐性微生物に
よって結合される量と同量の耐性測定親和性リガンドに結合する場合には、
　前記微生物を抗生物質耐性として同定することを特徴とする方法に関するものである。
【００３０】
　他の態様において、本発明は微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法であって
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、
　（ａ）微生物を含むことが既知であるまたは微生物を含む可能性がある試験試料を採取
するステップと、
　（ｂ）前記試験試料内の前記微生物と耐性測定親和性リガンドとを、微生物／耐性測定
親和性リガンド複合体が形成可能な条件下で接触させるステップと、
　（ｃ）細胞の代謝または膜の完全性を測定する１種又は複数種の蛍光色素を任意で添加
するステップと、
　（ｄ）前記試料内に存在する可能性のある非微生物細胞を選択的に溶解させて、任意で
溶解試料を生成するステップと、
　（ｅ）前記試験試料の他の構成成分、または任意には前記溶解試料から前記微生物を分
離して、微生物ペレットを形成するステップと、
　（ｆ）前記ペレットを解析して前記微生物の測定値を得るステップと、
　（ｇ）前記測定値を、同じ種の微生物の抗生物質耐性および／または抗生物質感受性微
生物について得られた測定値またはその予測値と比較して、前記試験試料内の前記微生物
の抗生物質耐性状態を測定するステップと、
を含む方法に関するものである。
【００３１】
　本発明による方法の一つの利点は、方法を実施するにあたっての迅速性である。他の利
点は、本発明による方法は無傷の微生物について実施することができるという点である。
本発明による方法は、溶解済みの、または無傷ではない微生物についても実施することが
できるにもかかわらず、微生物を溶解し、あるいは、例えば、細胞内成分を露出させるた
めまたは細胞膜を単離するために微生物を破壊することなく、抗生物質耐性微生物の同定
を実施することができる。したがって、過剰なpＨ、界面活性剤、又は熱などの過酷な条
件は不要である。さらに、微生物を測定方法によって破壊する必要が無いので、その微生
物を更なる試験又は用途に用いることができる。
【００３２】
　［試料］
　本発明の幾つかの実施形態において、抗生物質耐性に関する試験の対象である微生物は
、１つまたは複数の試料である。本発明の方法によって試験可能な試料は、微生物の存在
および／または増殖が疑われるまたは疑われる可能性がある臨床試料と非臨床試料の両方
を含み、また微生物の有無を定期的にまたは臨時に検査する材料の試料も含む。利用する
試料の量は方法の汎用性および／または感度に応じて大きく変化する可能性がある。試料
調製は当業者に既知の任意の数の技法を利用して実行することができるが、本発明の１つ
の効果は、複雑な試料タイプ、例えば血液、体液および／または他の不透明物質等を、多
くの前処理を殆どまたはまったく伴わないシステムを利用して直接試験することができる
点にある。
【００３３】
　試験可能な臨床試料としては、典型的には臨床検査室または研究所で試験される任意の
タイプの試料が含まれ、例えば血液、血清、血漿、血液分画、関節液、尿、精液、唾液、
糞便、脳脊髄液、胃内容物、膣分泌物、組織ホモジェネート、骨髄穿刺液、骨ホモジェネ
ート、痰、吸引液、ぬぐい液（swab）およびぬぐい液残滓（swab rinsate）、他の体液等
が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【００３４】
　本発明は研究用途ならびに獣医学および医学用途に適用される。臨床試料が採取可能な
適切な被検者は一般には哺乳類の被験者であるが、どのような動物であってもよい。本明
細書で使用する「哺乳類」という用語には、それらに限らないが、人間、人間以外の霊長
類、牛、ヒツジ、ヤギ、ブタ、ウマ、ネコ、イヌ、ウサギ、齧歯動物（例えばラットまた
はマウス）等が含まれる。人間の被験者には新生児、乳児、幼児、成人および老人の被験
者を含む。試料が採取可能な被験者としては哺乳類、鳥類、爬虫類、両生類および魚類が
挙げられるが、これらに限定されるものではない。
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【００３５】
　また、試験可能な非臨床試料としては、食品、飲料、医薬品、化粧品、水（例えば飲料
水、非飲料水および廃水）、海水バラスト、空気、土壌、汚水、植物材料（例えば種、葉
、茎、根、花、果実）、血液製剤（例えば血小板、血清、血漿、白血球分画等）、ドナー
臓器または組織試料、生物戦試料（biowarfare sample）等を含めた物質が挙げられるが
、これらに限定されるものではない。本方法は工業環境、商業環境、および／または臨床
環境の汚染レベル、工程管理、品質管理等をモニタリングするための実時間試験にも特に
適している。
【００３６】
　本発明の一実施形態では、微生物感染症を患うまたはその疑いがある被験者（例えば患
者）から試料を採取する。一実施形態において、被験者は敗血症、例えば菌血症または真
菌血症を患っているまたはその疑いがある。試料は、被験者に直接由来する血液試料であ
ってよい。試料は、患者の血液の試料から培養した血液培養物、例えばＢａｃＴ／ＡＬＥ
ＲＴ（登録商標）血液培養物に由来するものであってもよい。血液培養試料は陽性血液培
養物、例えば微生物の存在を示す血液培養物に由来するものであってよい。いくつかの実
施形態では、陽性血液培養物が陽性になった時点から短い時間のうちに、例えば約６時間
以内、例えば約５、４、３もしくは２時間以内、または約６０分以内、例えば約５５、５
０、４５、４０、３５、３０、２５、２０、１５、１０、５、４、３、２もしくは１分以
内に、該陽性血液培養物から試料を採取する。一実施形態では、微生物が対数増殖期にあ
る培養物から試料を採取する。別の実施形態では、微生物が定常期にある培養物から試料
を採取する。
【００３７】
　本発明は、微生物の検出、抗生物質耐性状態の測定に関して高い感度をもたらす。これ
により、最初に微生物を単離するステップを経る必要のない検出が可能となる。このよう
な検出は、固体または半固体培地上で微生物を培養し、培養したコロニーをサンプリング
することにより実現される。しかし、本発明の一実施形態において、試料は固体または半
固体表面上で培養した微生物（例えばバクテリア、イーストまたはカビ）のコロニーに由
来する。
【００３８】
　試料の体積は、本発明の方法における分離／単離ステップを実行した後に解析され得る
検出可能な量（例えば、ペレット）の微生物を生成するのに十分大きいものとする必要が
ある。適切な体積は試料のソースおよび試料中の予想微生物レベルに依存する。例えば、
陽性血液培養物の体積当たりの微生物レベルが汚染の有無を検査すべき飲料水試料よりも
高く、したがって飲料水試料に比べて小さい体積の血液培養基が必要となる可能性もある
。一般に、試料サイズは約５０ｍｌ未満とすることができ、例えば約４０、３０、２０、
１５、１０、５、４、３または２ｍｌ未満とすることができる。いくつかの実施形態では
、試料サイズを約１ｍｌとすることができ、例えば約０．７５、０．５または０．２５ｍ
ｌとすることができる。分離をマイクロスケールで実行するいくつかの実施形態では、試
料サイズを約２００μｌ未満とすることができ、例えば約１５０、１００、５０、２５、
２０、１５、１０または５μｌ未満とすることができる。いくつかの実施形態（例えば試
料が少数の微生物を含むことが予想される場合）では、試料サイズを約１００ｍｌ以上と
することができ、例えば約２５０、５００、７５０または１０００ｍｌ以上とすることが
できる。
【００３９】
　［接触ステップ］
　本発明の１つの態様において、微生物または微生物含有試料を耐性測定親和性リガンド
と接触させる。一実施形態では、例えば、試料にリガンドを添加するなどして、試料培地
にて接触を実施する。他の実施形態では、接触は、微生物およびリガンドを含む結合混合
物または組成物内で生じる。更に他の実施形態では、耐性測定親和性リガンドは分離容器
内の密度クッションに含まれる。一実施形態では、耐性測定親和性リガンドは、ペニシリ
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ン又は他のβ－ラクタム系抗生物質、バンコマイシン又は他のグリコペプチド抗生物質、
ポリミキシンＢ又はセフトビプロール、およびこれらのあらゆる組み合わせである。他の
実施形態では、耐性測定親和性リガンドは、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、
又は抗体断片、核酸プローブ、アプタマー、リガンド、酵素基質、ペプチド模倣物、ファ
ージ由来の結合タンパク質、脂質、炭水化物、ポリサッカライド、若しくはタンパク質、
又はこれらのあらゆる組み合わせである。耐性測定親和性リガンド自体が検出可能な信号
を発しない場合には、リガンドをマーカー（例えば、可視又は蛍光マーカー）に結合させ
るなどして、リガンドを標識して検出可能な信号を生成させることができる。マーカーに
は、蛍光性マーカー、発光性マーカー、りん光性マーカー、放射性マーカー、ラマン活性
マーカー、質量分光分析反応性マーカー、および／または、比色分析化合物を含み、これ
らに限られない。標識付き耐性測定親和性リガンドは、標識ペニシリン（例えば、ＢＯＣ
ＩＬＬＩＮ　ＦＬペニシリン）および標識バンコマイシン（例えば、ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ
バンコマイシン）である（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社、カリフォルニア州カ
ールズバッド）。
【００４０】
　耐性測定親和性リガンドと、微生物又は微生物含有試料との接触は、リガンドと微生物
との間で検出可能な量の結合が生じ（例えば、微生物／耐性測定親和性リガンド複合体が
形成され）、さらに抗生物質感受性微生物および抗生物質耐性微生物に対する結合の量ま
たは結合親和性に測定可能な差異がある限りにおいて、あらゆる方法で実施される。微生
物と接触するように配置される耐性測定親和性リガンドの量および接触時間は、リガンド
を微生物に対して結合させて微生物／耐性測定親和性リガンド複合体の形成がなされるた
めに十分なように決定する。そして、リガンドの量および接触時間は、幾つかの因子、例
えば微生物の種類、リガンドの種類、リガンドの微生物に対する親和性、リガンドに対す
る結合ターゲットが細胞外又は細胞内のいずれに存在するか、温度、バッファーの状態等
、当業者によく知られた種々の因子に応じて調節する。接触時間は、例えば、約２４０分
以下であり、例えば、約１８０、１２０、９０、６０、５０、４０、３０、２０、１０、
１０、５、４、３、２、１分以下であり得る。接触は、微生物に対するリガンドの結合の
生成に適したあらゆる温度で実施することができ、例えば、約４度～約５０度、例えば、
約１５度～約４０度、約３７度、又は室温程度であり得る。接触ステップは、適切な容器
内で実施することができ、例えば、分離ステップを実施する容器と同じ容器内、又は異な
る容器内で行うこともができる。
【００４１】
　［分離ステップ］
　微生物又は微生物含有試料を体制測定親和性リガンドと接触させて、検出可能すなわち
測定可能な量の微生物に対するリガンドの結合が生じた後に、分離ステップを実行する。
分離ステップを実行することにより、未結合の耐性測定親和性リガンドから微生物／耐性
測定親和性リガンド複合体を分離し、また、試料の他の構成成分および／または結合混合
物または構成成分から微生物を分離する。一実施形態では、分離ステップによって微生物
／耐性測定親和性リガンド複合体をペレットに濃縮して、かかるペレットを解析して微生
物の抗生物質耐性状態を測定することができる。試料および／または結合混合物または構
成成分（例えば、未結合のリガンド）から微生物を分離することは、必ずしも完全なもの
である必要はない。すなわち、必ずしも１００％の分離を行う必要はない。ここで必要な
ことは、他の構成成分による実質的な干渉がない微生物の解析が可能となる程度まで、試
料の他の構成成分から微生物を分離することである。例えば、分離によって少なくとも約
１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、９５、９６、９７、９８もし
くは９９％またはそれ以上の純度の微生物ペレットを得ることができる。
【００４２】
　一実施形態では、この分離を遠心分離ステップによって実行する。遠心分離ステップで
は、微生物／耐性測定親和性リガンド複合体を分離容器内の密度クッションの上面に配置
し、容器の底部および／または側面に複合体がペレットとなる条件で容器を遠心分離にか



(42) JP 2012-525850 A 2012.10.25

ける。さらに、未結合のリガンドおよび試料の他の構成成分および／または結合混合物ま
たは構成成分は密度クッションの上面上または密度クッションの上面部分内に留まる。こ
の分離ステップは材料、例えば培地、細胞残屑および／または微生物に対する耐性測定親
和性リガンドの結合の検出および／または測定に干渉する可能性がある他の構成成分から
微生物を単離する。一実施形態では、密度クッションは生きている微生物を死んだ微生物
（密度クッションを完全に通過しない微生物）から分離する働きもする。別の実施形態で
は、密度クッションは遠心分離前または遠心分離後に密度勾配を有さない。換言すれば、
密度クッションを構成する材料が密度勾配を形成するに足る量の時間および／または加速
度に至るまで分離容器を遠心分離にかけることはしない。
【００４３】
　クッションの密度は、試料および／または結合混合物または配合物の中の微生物／耐性
測定親和性リガンド複合体はクッションを通過するが、未結合の耐性測定親和性リガンド
および試料の他の構成成分および／または結合混合物または配合物（例えば血液培養ブロ
ス、細胞残屑）はクッションの上面に残るか、または密度クッションを完全には通過しな
いような密度を選択する。密度は、生きている微生物（クッションを通過する微生物）を
死んだ微生物（クッションを通過しない微生物）から分離するように選択することもでき
る。適切な密度は密度クッションで使用する材料および分離すべき試料に依存する。一実
施形態では、クッションの密度を約１．０２５～約１．１２０ｇ／ｍｌの範囲とし、例え
ば約１．０３０～約１．０７０ｇ／ｍｌ、約１．０４０～約１．０６０ｇ／ｍｌまたは約
１．０２５～約１．１２０ｇ／ｍｌの任意の範囲とする。他の実施形態では、クッション
の密度を約１．０２５、１．０３０、１．０３５、１．０４０、１．０４５、１．０５０
、１．０５５、１．０６０、１．０６５、１．０７０、１．０７５、１．０８０、１．０
８５、１．０９０、１．０９５、１．１００、１．１０５、１．１１０、１．１１５また
は１．１２０ｇ／ｍｌとする。
【００４４】
　密度クッション用の材料または材料の組み合わせは、本発明の方法に適した密度範囲を
有する任意の材料とすることができる。密度クッションを調製するために用いることがで
きる適切な材料としては、顕微鏡の液浸油（例えば、Cargille Labs社（ニューヨーク）
のタイプＤＦ）や、鉱物油（例えば、Penreco社（ペンシルバニア）Drakeol（登録商標）
５、Draketex 50、Peneteck（登録商標）)のような、低粘度、高密度の油である。他の適
切な材料はコロイドシリカである。コロイドシリカは非被覆とすることも（例えばＬｕｄ
ｏｘ（登録商標）（Ｗ．Ｒ．Ｇｒａｃｅ社（コネティカット州））、例えばシランで被覆
することも（例えばＰｕｒｅＳｐｅｒｍ（登録商標）（Ｎｉｄａｃｏｎ　Ｉｎｔ’ｌ社（
スウェーデン））、Ｉｓｏｌａｔｅ（登録商標）（Ｉｒｖｉｎｅ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
社（カリフォルニア州サンタアナ）等）、または、Ｐｅｒｃｏｌｌ（商標）Ｐｌｕｓ（Ｓ
ｉｇｍａ‐Ａｌｄｒｉｃｈ社ミズーリ州セントルイス）、または、ポリビニルピロリドン
（例えばＰｅｒｃｏｌｌ（商標）（Ｓｉｇｍａ‐Ａｌｄｒｉｃｈ社（ミズーリ州セントル
イス））で被覆することもできる。一実施形態では、分光解析で最小干渉を示したコロイ
ドシリカ、例えば最も低い固有蛍光を有する材料を選択する。このコロイドシリカを適切
な密度を形成するのに適した任意の培地、例えば平衡塩類溶液、生理的食塩水および／ま
たは０．２５Ｍスクロースで希釈することができる。適切な密度は約１５～約８０ｖ／ｖ
％の濃度、例えば約２０～約６５ｖ／ｖ％の濃度のコロイドシリカで得ることができる。
適切な別の材料はヨウ化造影剤、例えばイオヘキソール（Ｏｍｎｉｐａｑｕｅ（商標）Ｎ
ｙｃｏＰｒｅｐ（商標）またはＮｙｃｏｄｅｎｚ（登録商標））およびイオジキサノール
（Ｖｉｓｉｐａｑｕｅ（商標）またはＯｐｔｉＰｒｅｐ（商標））である。適切な密度は
、血液培養試料の場合は約１０～約２５ｗ／ｖ％の濃度、例えば約１４～約１８ｗ／ｖ％
の濃度のイオヘキソールまたはイオジキサノールで得ることができる。スクロースは、血
液培養物試料の場合は約１０～約３０ｗ／ｖ％の濃度、例えば約１５～約２０ｗ／ｖ％の
密度クッションとして使用することができる。密度クッションに使用可能な他の適切な材
料としては、シリコーン油（ポリジメチルシロキサン）、フルオロシリコーン油、シリコ
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ーンゲル、例えば血液培養試料の場合は約７５～約１００％の濃度のメトリゾエート‐Ｆ
ｉｃｏｌｌ（登録商標）（ＬｙｍｐｈｏＰｒｅｐ（商標））、例えば血液培養試料の場合
は約２５～約５０％の濃度のジアトリゾエート‐デキストラン（ＰｏｌｙｍｏｒｐｈｏＰ
ｒｅｐ（商標））、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース
、ポリエチレンオキシド（高分子量）、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｆ１２７、Ｐｌｕ
ｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｆ６８、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）化合物の混合物、ポリア
クリル酸、架橋したポリビニルアルコール、架橋したポリビニルピロリジン、ＰＥＧメチ
ルエーテルメタクリレート、ペクチン、アガロース、キサンタン、ジェラン、Ｐｈｙｔａ
ｇｅｌ（登録商標）、ソルビトール、Ｆｉｃｏｌｌ（登録商標）（例えば血液培養試料の
場合は約１０～約１５％の濃度のＦｉｃｏｌｌ（登録商標）４００）、グリセロール、デ
キストラン（例えば血液培養試料の場合は約１０～約１５％の濃度）、グリコーゲン、塩
化セシウム（例えば血液培養試料の場合は約１５～約３５％の濃度）、パーフルオロカー
ボン液（例えばパーフルオロ‐ｎ‐オクタン）、ハイドロフルオロカーボン液（例えばＶ
ｅｒｔｒｅｌ　ＸＦ）等が挙げられる。密度クッションは材料の組合せ、例えば上述した
材料の２つ以上の組み合わせで構成することもできる。一実施形態では、密度クッション
は液浸油および鉱物油の組み合わせ（例えば、比率が約０．７～約１．０部鉱物油対約０
．８～約１．２部液浸油）で構成される。一実施形態では、密度クッションはＤＦ液浸油
およびＤｒａｋｅｏｌ ５鉱物油の混合物（例えば、１０００部のタイプＤＦ液浸油：０
．８７５部Ｄｒａｋｅｏｌ ５鉱物油）を含む。他の実施形態では、密度クッションは塩
化セシウム（例えば、２４％ｗ／ｖ塩化セシウム）で構成される。
【００４５】
　密度クッションの体積／高さは、未結合の耐性測定親和性リガンドおよび他の試料構成
成分および／または結合混合物または配合物からの微生物／耐性測定親和性リガンド複合
体の分離を実現するのに十分なものとする必要がある。体積は分離容器のサイズおよび形
状に依存する。一般には約０．１～約５ｍｌの体積を使用することができ、例えば約０．
２～約１ｍｌ、例えば約０．２ｍｌ～約０．５ｍｌの体積を使用することができる。分離
をマイクロスケールで実行する場合は、密度クッションの体積を約１μｌ～約１００μｌ
、例えば約５μｌ～約５０μｌとすることができる。密度クッションの上面に積み上がる
または積層する試料および／または結合混合物または配合物の体積は、検出および／また
は測定可能な微生物を得るために十分な、例えば、解析に適したペレットを生産するのに
十分な微生物を得るに足る大きさにする必要がある。一般には容器に収まる任意の体積を
使用することができる。例えば、約０．１ｍｌ～約５ｍｌの体積を使用することができ、
例えば約０．２ｍｌ～約１ｍｌ、例えば約０．２ｍｌ～約０．５ｍｌの体積を使用するこ
とができる。分離をマイクロスケールで実行する場合は、体積を約１μｌ～約１００μｌ
、例えば約５μｌ～約５０μｌとすることができる。ある実施形態では、試料および／ま
たは結合混合物または配合物を分離容器内に配置する前に、体積を小さくし、および／ま
たは、微生物の濃度を上げておき、試料および／または結合混合物または配合物が容器内
に適切な体積となるようにする。例えば、試料および／または結合混合物または配合物を
ろ過して体積を減少させ、および／または微生物を収集する。容器内の試料および／また
は結合混合物または配合物の利用可能なスペースは容器のサイズおよび形状に依存する。
いくつかの実施形態では、密度クッションと試料および／または結合混合物または配合物
の混合を防止するために、試料および／または結合混合物または配合物が積み上がる前ま
たは積層する前に密度クッションの上面に中間層（液体または固体）を配置することがで
きる。一実施形態では、中間層をポリプロピレンビーズとすることができる。他の実施形
態では、密度クッションと試料および／または結合混合物または配合物の間に小気泡を配
置して混合を防止することができる。別の実施形態では、微生物／耐性測定親和性リガン
ド複合体が分離中に密度クッションを通過し、密度クッションと高密度材料の間の界面に
集まるように高密度材料（例えばペルフルオロカーボン液）の上面に密度クッションを積
層することができる。
【００４６】
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　本発明の一実施形態では、分離容器を遠心分離にかけ、微生物／耐性測定親和性リガン
ド複合体が容器の底部直上にペレットを形成するようにする。この容器を、微生物／耐性
測定親和性リガンド複合体をペレット化および／または未結合のリガンドおよび試料の他
の構成成分および／または結合混合物または配合物から分離するに足る加速度および時間
にわたって遠心分離にかける。遠心加速度は約１，０００×ｇ～約２０，０００×ｇとす
ることができ、例えば約２，５００×ｇ～約１５，０００×ｇ、例えば約７，５００×ｇ
～約１２，５００×ｇ等とすることができる。遠心時間は約３０秒～約３０分とすること
ができ、例えば約１分～約１５分、例えば約１分～約５分とすることができる。遠心分離
は約２℃～約４５℃の温度で実行することができ、例えば約１５℃～約４０℃、例えば約
２０℃～約３０℃の温度で実行することができる。一実施形態において、分離容器は閉鎖
部を備え、この閉鎖部を遠心分離に先立って容器に取り付けることで気密シールを形成す
る。閉鎖部の存在により、感染性および／または有害性を有する恐れがある微生物を取り
扱うリスクと共に試料および／または結合混合物または配合物の汚染リスクも低減する。
本発明の方法の１つの利点は、微生物を封止容器（例えば密封容器）内に入れた状態で本
方法の１つまたは複数の任意のステップ（例えば接触、分離、検出および／または比較）
を実行することができる点である。本方法は、直接試験で実施される試料からの微生物の
回収のような毒性の高い微生物の取扱いに関連する健康および安全上のリスクを、自動化
システムを利用して回避するものである。一実施形態では、密度クッションに密度勾配が
生じるのに十分な時間にわたって且つ／またはそのような力をもって容器を遠心分離にか
けることはしない。本発明は超遠心分離、例えば約１００，０００×ｇを超える力の遠心
分離を必要としない。更に、本発明は等密度（平衡）沈殿またはバンディングも必要とし
ない。
【００４７】
　分離容器は密度クッションおよび試料および／または結合混合物または配合物を保持す
るのに十分な容積を有する任意の容器であってよい。一実施形態では、容器が遠心ロータ
ーに嵌合する、または容器をそのように嵌合させることができる。容器の容積は約０．１
ｍｌ～約２５ｍｌとすることができ、例えば約１ｍｌ～約１０ｍｌ、例えば約２ｍｌ～約
８ｍｌとすることができる。分離をマイクロスケールで実行する場合は、容器の容積を約
２μｌ～約１００μｌ、例えば約５μｌ～約５０μｌとすることができる。一実施形態に
おいて、容器は試料および／または結合混合物または配合物、および密度クッションの大
部分を保持するために上部の内径が広くなっており、微生物／耐性測定親和性リガンド複
合体のペレットを集める下部の内径は狭くなっている。狭い部分の内径は約０．０４～約
０．１２インチ（約０．１０１６～０．３０４８ｃｍ）とすることができ、例えば約０．
０６～約０．１０インチ（約０．１５２４～約０．２５４０ｃｍ）、例えば約０．０８イ
ンチ（約０．２０３２ｃｍ）とすることができる。広い部分の内径は約０．３２～約０．
４０インチ（約０．８１２８～約１．０１６０ｃｍ）とすることができ、例えば約０．３
４～約０．３８インチ（約０．８６３６～約０．９６５２ｃｍ）、例えば約０．３６イン
チ（約０．９１４４ｃｍ）とすることができる。マイクロスケール分離の場合は内径を更
に小さくすることができる。例えば、狭い部分の内径を約０．００１～約０．０４インチ
（約０．００２５４～約０．１０１６０ｃｍ）とすることができ、例えば約０．００２～
約０．０１インチ（約０．００５０８～約０．０２５４０ｃｍ）とすることができる。テ
ーパ内径部を上側および下側の各部分に接続することができる。テーパ部分の角度は約２
０～約７０度、例えば約３０～約６０度とすることができる。一実施形態において、下側
の狭い部分は容器の全高の半分未満、例えば容器の全高の約４０％、３０％、２０％また
は１０％未満とする。容器には閉鎖具を取り付けることができ、または閉鎖具（例えば蓋
）を受け入れるように容器をねじ切りすることができ、それにより遠心分離中の容器の密
封が可能となる。いくつかの実施形態では、微生物ペレットを分離直後に手動でまたは自
動的に（技術者が容器の内容物に曝されないような形で）容器から回収することができる
ように容器を設計する。例えば、容器はペレットを収容し容器の残部から分離できる取り
外し可能部分または離脱部分を備えることができる。別の実施形態では、容器は分離後に
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ペレットにアクセスするための手段、例えば注射器および／または他のサンプリング装置
を挿入するための、および／またはペレットを取り出すための１つまたは複数のポートま
たは浸透性表面を備える。一実施形態では、容器をチューブ、例えば遠心チューブとする
ことができる。別の実施形態では、容器をチップまたはカードとすることができる。一実
施形態では、容器を独立容器、すなわち単一の試料を分離する装置とする。他の実施形態
では、容器を２つ以上の分離容器を備え複数の試料を同時に分離することができる装置の
一部とする。一実施形態において、この装置は２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１２、１５、２０、２５、３０、３６、４２、４８、６０、７２、８４、９６またはそれ
以上の分離容器を備える。一実施形態では、分離容器は、２００９年１０月３０日出願の
米国特許出願第１２／５８９．９６９号「Separation Device for Use in the Separatio
n, Characterization and/or Identification of Microorganisms」に開示の分離容器で
ある。
【００４８】
　容器は光学窓を備えることができ、この光学窓を通じて結合の測定（例えば、結合量の
測定および／または結合親和性の計測）を実施することができる。光学窓は容器の底部、
上部および／または側面に配置することができる。この窓は光（例えば近赤外（ＮＩＲ；
７００ｎｍ～１４００ｎｍ）、紫外（ＵＶ；１９０ｎｍ～４００ｎｍ）および／または可
視（ＶＩＳ；４００ｎｍ～７００ｎｍ）光スペクトルの少なくとも一部分）を透過する任
意の材料で構成することができる。適切な材料の例としては、それらに限らないが、アク
リル、メタクリレート、石英、溶融シリカ、サファイヤ、環状オレフィンコポリマー（Ｃ
ＯＣ）、ポリスチレン、ポリカーボネート、および／またはポリプロピレンが挙げられる
。一実施形態では、容器全体を光学窓材料で構成する。別の実施形態では、容器を２つ以
上の別々の部分から作製（例えば成形）することができ、例えば、光学窓を光学ＵＶ‐Ｖ
ＩＳ‐ＮＩＲ透過構成要素で構成し、容器の残部を別の材料（例えばより低コストの標準
的な成形プラスチック）で構成することができる。一実施形態において、光学窓は分光解
析が可能となる十分な薄さとする。この薄さは窓材料に依存する。別の実施形態では、分
光解析に対する干渉を低減するために光学窓を可能な限り薄くする。例えば、窓の厚さを
約０．２０インチ未満とすることができ、例えば約０．１５インチ未満、約０．１０イン
チ未満または０．０５インチ未満とすることができる。
【００４９】
　他の実施形態では、分離を濾過ステップによって実行する。この場合は、微生物を保持
する細孔径を有する選択性フィルタまたはフィルタセットを装着した装置内に試料および
／または結合混合物または配合物を配置する。保持された微生物は、フィルタに適切な緩
衝液をゆっくりと通すことにより洗浄することができる。その後、フィルタの表面を直接
サンプリングすることにより、またはフィルタを適切な水性緩衝液で逆洗することにより
、洗浄した微生物をフィルタ上で直接解析することおよび／または解析のために回収する
ことができる。
【００５０】
　［選択的溶解ステップ］
　本発明の方法の幾つかの実施形態では、例えば分離ステップの前に、微生物を含む試料
を処理して、試料内に存在する可能性のある非微生物細胞（例えば、不要な細胞）、例え
ば、血液細胞および／または組織細胞を溶解させる。細胞を溶解させることで、試料の他
の構成成分から微生物を分離することが可能になる。他の構成成分から微生物を分離する
ことで、検出ステップ中の干渉を防止する。微生物細胞が試料内に存在しないと予想され
るか又は存在しない可能性が高いか、又は検出ステップに干渉しないと予想される場合、
溶解ステップを実施する必要は無い。一実施形態では、溶解されるべき細胞は試料内に存
在する非微生物細胞であり、試料内に存在しうる微生物は溶解されない。しかし、幾つか
の実施形態では、特定の綱（class）の微生物を選択的に溶解させることが望ましく、し
たがって、本明細書に記載の方法および当業界にてよく知られた方法に従って実施するこ
とができる。例えば、不要な微生物の綱について選択的に溶解させる（例えば、酵母は溶
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解されるが細菌は分解されない、あるいはその逆となる）。他の実施形態では、所望の微
生物を溶解させて、微生物の特定の細胞成分、例えば、細胞膜又は細胞小器官を分離する
ことができる。一実施形態では、非微生物細胞を全て溶解させる。他の実施形態では、非
微生物細胞の一部分、例えば検出ステップにおける干渉を回避するために十分な細胞を溶
解させる。細胞の溶解は、微生物の溶解を伴う或いは伴わない、細胞を選択的に溶解させ
るのに効果的な当業界で既知のあらゆる方法で実施することができる。そのような方法は
、例えば、溶解液の添加、超音波処理、浸透圧衝撃、凍結－融解サイクル、化学的処理、
および／またはこれらの組み合わせである。
【００５１】
　溶解溶液は、細胞、例えば、非微生物細胞（例えば、真核生物細胞膜を可溶化による）
、および／または微生物細胞を溶解させることができる溶液である。一実施形態では、溶
解溶液は、１種または複数種の界面活性剤（洗剤）を含むことができ、１種又は複数種の
酵素、または１種又は複数種の界面活性剤および１種又は複数種の酵素の組み合わせを含
み、更に添加剤を含むことができる。一実施形態では、界面活性剤は、例えば、Ｔｒｉｔ
ｏｎ（登録商標）Ｘ－ＩＯＯ、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００－Ｒ、Ｔｒｉｔｏｎ
（登録商標）Ｘ－１１４、ＮＰ－４０、ジェナポールＣ－ＩＯＯ、ジェナポールＸ－１０
０、Igepal（登録商標）ＣＡ６３０、Arlasolve（商標）200、Brij（登録商標）96/97、C
HAPS、オクチルβ－Ｄ－グルコピラノシド、サポニン、ノナエチレングリコールモノドデ
シルエーテル（C12E9、ポリドカノール（polidocenol）、およびポリオキシエチレンエー
テル（C12E10、例えば、ジェナポール（登録商標）C-100)でありうる。任意には、非変性
溶解界面活性剤は、ドデシル硫酸ナトリウム、Ｎ－ラウリルサルコシン、デオキシコール
酸ナトリウム、胆汁酸塩、ヘキサデシルトリメチルアンモニウムブロミド、ＳＢ３－１０
、ＳＢ３－１２、アミドスルホベタイン－１４、およびＣ７ＢｚＯなどを含んでも良い。
任意には、可溶化剤は、Ｂｒｉｊ（登録商標）９８、Ｂｒｉｊ（登録商標）５８、Ｂｒｉ
ｊ（登録商標）３５、Ｔｗｅｅｎ（商標）８０、Ｔｗｅｅｎ（商標）２０、Ｐｌｕｒｏｎ
ｉｃ（商標）Ｌ６４、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｐ８４、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登録商
標）Ｆ１０８、非界面活性剤スルフォベタイン（ＮＤＳＢ２０１）、アンフィポール（Ｐ
ＭＡＬ－Ｃ８）、およびメチル－β－シクロデキストリンなどを含んでも良い。一般に非
変性界面活性剤および可溶化剤は臨界ミセル濃度（ＣＭＣ）を超える濃度で用いられる一
方、変性界面活性剤はそのＣＭＣを下回る濃度で添加されうる。例えば、非変性溶解性界
面活性剤は、濃度約０．０１０％～約１０％、例えば、約０．０１５％～約１．０％、例
えば、約０．０５％～約０．５％、約０．１０％～約０．３０％(試料希釈後の採集濃度
）で用いることができる。他の実施形態では、ポリオキシエチレン界面活性剤が好適であ
りうる。ポリオキシエチレン界面活性剤は、構造Ｃ１２－１８／Ｅ９－１０を有し、Ｃ１
２－１８は、炭素鎖の長さが１２～１８炭素原子であることを示し、Ｅ９－１０は、９～
１０のオキシエチレン親水性頭基を表す。例えば、ポリオキシエチレン界面活性剤は、Ｂ
ｒｉｊ（登録商標）９７、Ｂｒｉｊ（登録商標）９６Ｖ、ジェナポールＣ－１００、ジェ
ナポールＸ-１００、ポリドカノール、またはこれらの組み合わせからなる群から選択さ
れうる。溶解溶液に用いられる酵素は、核酸および他の膜ファウリング材料（例えば、プ
ロテイナーゼＸＸＩＩＩ、ＤＮａｓｅ、ノイラミニダーゼ、ポリサッカリダーゼ、Glucan
ex（登録商標）、およびPectinex（登録商標））を含む。使用されうる他の添加物は、２
－メルカプトエタノール（２-Ｍｅ)またはジチオスレイトール（ＤＴＴ）のような還元剤
、ならびに、マグネシウム、ピルビン酸、および保湿剤のような安定化剤を含む。溶解溶
液は、所望の細胞を溶解するために適切な、さらには、試料の種類、溶解対象の細胞、お
よび使用される界面活性剤等を含む種々の要因に応じた、あらゆるｐＨで緩衝することが
できる。幾つかの実施形態では、ｐＨは約２～約１３の範囲、約６～約１３の範囲、約８
～約１３の範囲、約１０～約１３の範囲である。適切なｐＨ緩衝液は、ｐＨを所望範囲に
維持することができるあらゆる緩衝液を含み、例えば、約０．０５Ｍ～約１．０ＭのＣＡ
ＰＳである。
【００５２】
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　一実施形態では、試料および溶解溶液を混合して十分な時間培養して細胞膜の溶解およ
び可溶化を生じさせる。十分な時間とは、例えば、約１、２、３、４、５、１０、１５、
２０、２５、３０、４０、５０、又は６０秒、又は約２、３、４、５、６、７、８、９、
１０、１５、又は２０分、或いはそれ以上であり、例えば、約１秒～約２０分、約１秒～
約５分、約１秒～約２分である。培養時間は溶解溶液の強度、例えば、界面活性剤および
／または酵素の濃度や、溶解温度に応じて変更される。一般的に、マイルドな溶解緩衝液
は、比較的長い時間を要し、そして、非微生物細胞を完全に可溶化するために試料を比較
的強く希釈する必要がある。溶解溶液の強度は、試料に含まれることが既知である、或い
は含まれる疑いのある微生物に基づいて選択することができる。比較的溶解しやすい微生
物については、マイルドな溶解溶液を用いることができる。溶解は、約２度～約４５度、
例えば約１５度～約４０度、例えば約３０度～約４０度で生じうる。一実施形態では、溶
解溶液を注射器に入れ、さらに試料を注射器に吸引して、注射器内で混合し、培養するこ
とができる。 
【００５３】
　幾つかの実施形態では、溶解状態（例えば、溶解時間又は培養時間）や、分離および／
または解析ステップは、試料内の微生物の一部又は全てを死滅させるために十分であり得
る。本発明による方法は、非常に多用途であり、単離および同定を実施するために微生物
が生存した状態であることを必要としない。ある実施形態では、微生物の一部又は全てが
死滅した状態であり、方法のステップが実施される前、最中、および／または後のいずれ
において死滅しても良い。
【００５４】
　［検出／比較ステップ］
　微生物／耐性測定親和性リガンド複合体を未結合の耐性測定親和性リガンドから分離し
た後に、微生物に対して結合した耐性測定親和性リガンドの量、すなわちリガンドの結合
親和性を検出および／または計測することができる。微生物／耐性測定親和性リガンド複
合体が遠心分離によってペレットを形成した場合、当該ペレットを解析して結合量、すな
わち耐性測定親和性リガンドの結合親和性を検査することができる。一実施形態では、解
析を非侵襲的に実行する。すなわち、ペレットを分離容器に入れたまま解析を行う。別の
実施形態において、解析中は分離容器を終始封止した状態に保つ。抗生物質耐性微生物を
非侵襲的に同定する能力は、任意選択で、分離およびキャラクタリゼーションプロセスの
全体にわたって容器の封止状態を保ち、手順の一部または全部を自動化する能力と相まっ
て、汚染された且つ／または感染性の試料を絶えず取り扱う状況を回避し、プロセス全体
の安全性を高めることになる。更に、試料またはペレットの更なる処理（例えば再懸濁、
平板培養およびコロニーの培養）を伴わない直接解析により微生物をキャラクタリゼーシ
ョンする能力は、耐抗生物質微生物の同定の実行速度を大幅に向上させる。
【００５５】
　本発明のある観点では、方法は、微生物の解析に先立って、分離ステップ中に形成され
た微生物／耐性測定親和性リガンド複合体のペレットの全てを、又はその一部を分離容器
から回収するステップを含む。例えば、ペレット形成の後に、流動体をペレットから吸引
して、さらにペレットを適切な溶媒（例えば、微生物が生存可能な溶媒）に再懸濁する。
再懸濁した微生物を分離容器から取り除く。そして、微生物をリガンド結合すなわち親和
性について検査するために、例えば懸濁液内で、または再ペレット化した後に解析する。
他の実施形態では、再懸濁微生物を分離容器内、例えば、懸濁液内で、または再ペレット
化した後に解析する。一実施形態では、ペレットを解析に先立って回収および／または再
懸濁し、任意選択で分離容器から取り出す。別の実施形態では、試料またはペレットをイ
ンサイチュ解析後に回収および／または再懸濁し、その後更なる解析を実行する。例えば
、微生物ペレット以外の単離微生物に適用可能なラテックス凝集試験または自動化した表
現型同定試験のような技法を回収および／または再懸濁した微生物に対して実行すること
ができる。さらなる実施形態では、ペレットから回収した微生物を再懸濁することなく更
なる解析（例えば、質量分光分析）に直接用いることもできる。
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【００５６】
　いくつかの実施形態では、ペレットおよび／または再懸濁微生物を分光解析することが
できる。分光解析を用いて、耐性測定親和性リガンドの特性（例えば、微生物の固有特性
または微生物に付された標識の特性）を分析して、結合を検出することができる。耐性測
定親和性リガンドの検出に加えて、分光解析を用いて、複合体内の微生物の１つ又は複数
の微生物の固有特性（例えば、固有蛍光）、例えば、例えば染色剤、色素、結合剤のよう
な付加的な作用物質の不存在下で微生物の固有特性を分析することができる。微生物、特
に細菌の固有蛍光すなわち内部蛍光は、細菌が天然のフルオロフォア（例えば、トリプト
ファン、チロシン、フェニルアラニン、ＮＡＤＨ、およびフラビン）であって、多波長光
源によって励起されうるものを含有するという事実を利用したものである。これらの実施
形態では、耐性測定親和性リガンドの結合を微生物の固有特性信号と比較して、リガンド
結合量を細胞ベースで算出することができる。解析は、例えば蛍光分光法、拡散反射分光
法、透過吸収分光法、赤外分光法、テラヘルツ分光法、ラマン分光法を使用して実行する
ことができる。ラマン分光法には表面増強ラマン分光法（ＳＥＲＳ）、空間オフセットラ
マン分光法、および／または、共鳴ラマン分光法が含まれる。ラマン（ＳＥＲＳ）および
蛍光シグナルを増強するために、微生物を遠心分離に先立って金および／または銀ナノ粒
子で被覆することができ、且つ／または内部光学面を特定のサイズおよび形状の金属コロ
イドでプレコーティングすることができる（Lakowicz, Anal. Biochem. 337:171 (2005) 
for fluorescence; Efrima et al., J. Phys. Chem. B. (Letter) 102:5947 (1998) for 
SERS参照）。他の実施形態では、遠心分離に先立ってナノ粒子を密度クッション中に存在
させ、微生物が密度クッションを通過するときに微生物と関連付けられるようにする。他
の実施形態では、ＭＡＬＤＩ‐ＴＯＦ質量分析、ＤＥＳＩ質量分析、ＧＣ質量分析、ＬＣ
質量分析、選択イオンフローチューブ（ＳＩＦＴ）分析等の質量分析法を使用して（再懸
濁された、またはペレット中の）微生物を解析することができる。一実施形態では、ペレ
ットを分離容器に入れたまま解析する。容器は容器の光学窓を介して解析することができ
る。光学窓は容器の底部および／または任意の１つまたは複数の側面および／または上部
に配置することができる。一実施形態では、分離容器が分光計内の解析に適した位置にあ
るホルダーに嵌合する、または分離容器をそのように嵌合させることができる。分光解析
は、耐性測定親和性リガンドおよび／または微生物の１つまたは複数の内因的または外因
的特性を検出するのに効果的であることが当業者に知られる任意の技法によって実行する
ことができる。例えば、ペレット中の微生物の検出に前面蛍光を使用することができる（
励起発光が同じ光学面に出入りする場合、且つ試料が一般に光学的に厚い場合、励起光は
非常に短い距離だけ試料に浸透する（例えば、Eisinger, J., and J. Flores, "Front-fa
ce fluorometry of liquid samples," Anal. Biochem. 94:15 (1983)参照）。本発明の幾
つかの観点では、細胞ベースのリガンド結合を測定する目的で、１又は複数の微生物の固
有特性を分析することに加えて、固有特性を用いて微生物を同定することができる。一実
施形態では、微生物の固有特性を既知の生物の固有特性のデータベースと比較して、微生
物を同定することができる。
【００５７】
　更に他の実施形態では、試験微生物の計測された特性の変化（例えば、固有蛍光特性の
変化）を計測し、および／または、代謝又は膜の完全性の測定に用いられる蛍光色素を使
用することで、耐性を測定することができる。本実施形態によれば、リガンド又は試薬が
試験対象の微生物に対して結合したことに起因して計測可能な特性の変化（例えば、固有
蛍光特性の変化）を間接的に計測することで、耐性を測定することができるため、リガン
ド又は試薬自体が検出可能な信号を発するかまたは検出可能な信号により標識される必要
はない。例えば、未結合の抗生物質の結合および／または暴露は、微生物の細胞壁を改変
し、変化させ、あるいは劣化させる。微生物を解析して（例えば、本明細書にて述べたよ
うに分光分析によって）、細胞壁における変化を間接的に計測して、既知の耐性および／
または感受性微生物のデータベースと比較して、微生物の抗生物質耐性状態を測定するこ
とができる。あるいは、改変または劣化した細胞壁は、１種又は複数種の蛍光性色素に対



(49) JP 2012-525850 A 2012.10.25

して透過性（或いは、比較的透過性）であるため、１種又は複数種の蛍光性色素を試料に
添加して試料を解析して蛍光性色素を検出および／または計測して、微生物の抗生物質耐
性状態を間接的に測定することができる（例えば、実施例５参照）。
【００５８】
　試料照明源すなわち励起源は、当業者に知られる任意の数の適切な光源から選択するこ
とができる。電磁スペクトルのうち有用なデータをもたらす任意の部分を使用することが
できる。紫外、可視および／または近赤外スペクトルならびに電磁スペクトルの他の部分
で発光可能な光源であって、当業者に既知の光源を利用することができる。例えば、光源
は、紫外光を生成するための重水素もしくはキセノンアークランプおよび／または可視／
近赤外励起を生成するためのタングステンハロゲンランプのような連続ランプであってよ
い。これらの光源は広範な発光範囲を提供し、また当業界で周知の光学干渉フィルタ、プ
リズムおよび／または光回折格子を使用して特定の励起波長のスペクトル帯域幅を減少さ
せることができる。
【００５９】
　別法として、発光ダイオードおよび／またはレーザーのような複数の狭帯域光源を空間
多重化して多波長励起源を提供することもできる。例えば、１９０ｎｍ～９００ｎｍ超の
発光ダイオードが利用可能であり、ソースのスペクトル帯域幅は２０ｎｍ～４０ｎｍ（半
値全幅）である。紫外ないし近赤外の離散波長におけるレーザーが利用可能である。レー
ザーは当業者に周知の多重化方法で採用することができる。
【００６０】
　任意の光源のスペクトル選択性を、走査モノクロメータのようなスペクトル弁別手段を
使用することにより改善することができる。当業者に既知の他の弁別方法を利用すること
もでき、音響光学チューナブルフィルタ、液晶チューナブルフィルタ、光学干渉フィルタ
アレイ、プリズム分光器等、およびそれらの任意の組合せを利用することができる。スペ
クトル弁別器を選択する際は同調性範囲および選択性レベルを考慮に入れる。例示として
、例えば弁別器は１０ｎｍの選択性を有する３００ｎｍ～８００ｎｍの波長範囲を利用す
ることができる。これらのパラメータは一般に同調性範囲および選択性を達成するのに必
要な最適技術を決定する。
【００６１】
　典型的には、光源によって試料を励起した後、試料の蛍光の放出を所定の時点でまたは
連続的に測定する。同様に、励起源と試料の相互作用に由来する反射光を測定して検出お
よび／またはキャラクタリゼーションに関連するデータを提供することができる。
【００６２】
　試料からの放出は任意の適切なスペクトル弁別手段により測定することができ、いくつ
かの実施形態では分光計を利用して測定することができる。分光計は、特定の発光波長を
検出することによりモノクロメータからの出力を光電子増倍管によって検出する走査モノ
クロメータとすることができ、且つ／または分光計を撮像分光器として構成することによ
り、その出力を電荷結合素子（ＣＣＤ）検出器アレイのような撮像検出器アレイによって
検出することができる。一実施形態では、弁別器を用いることにより光検出手段（例えば
光電子増倍管、アバランシェフォトダイオード、ＣＣＤ検出器アレイおよび／または電子
増倍電荷結合素子（ＥＭＣＣＤ）検出器アレイ）による蛍光および／または散乱シグナル
の観察が可能となる。
【００６３】
　分光技法を使用して、好ましくは励起発光マトリクス（ＥＥＭ）測定値として提供され
る測定値を取得する。本明細書で使用するＥＥＭは、励起と発光波長の両方の関数として
蛍光物質の発光スペクトル発光強度と定義し、フルスペクトルまたはそのサブセットを含
む。この場合のサブセットは単一または複数の励起／発光対を含む可能性がある。また、
固定の励起波長を有するＥＥＭの断面を使用して特定の励起波長の発光スペクトルを示し
、固定の発光波長を有するＥＥＭの断面を使用して試料の励起スペクトルを示すこともで
きる。一実施形態では、複数のＥＥＭを２つ以上の特定の励起‐発光波長対、例えば少な
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くとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０またはそれ以上の特定の励起‐発光波長対
で測定する。例えば、１又は複数のＥＥＭを、耐性測定親和性リガンドを検出する波長で
取得し、さらに１または複数の追加のＥＥＭを微生物の固有特性を検出する波長で取得す
る。そのような波長は、レイリー散乱ポイント（２６０～５８０ｎｍ）、トリプトファン
（２８５/３５０ｎｍ）、コラーゲン（３０５/３１５-３３０ｎｍ）、ＮＡＤＨ（３４５/
４６０ｎｍ)、およびフラビン（４６０/５２０ｎｍ)である。
【００６４】
　本発明の一実施形態によれば、前面蛍光分光法は散乱性および消光性が高い試料の蛍光
および／または反射特性を測定する際に利点をもたらすことが分かった。前面法は、その
構成は血球および微生物学的培養基の干渉性の構成成分から受ける影響が小さいため、非
常に有益な分光法である。当業者に知られるように、容器の光学面は許容可能な結果がも
たらされるような角度で照明することができる（例えば、Eisinger, J., and J. Flores,
 "Front-face fluorometry of liquid samples," Anal. Biochem. 94:15-21 (1983)参照
）。一実施形態では、分光システムが拡散反射光を少なくとも１つの固定角度で測定する
とともに、放出された蛍光を少なくとも１つの固定角度で測定するようにシステムを設計
する。
【００６５】
　本発明によれば、既知の微生物（抗生物質感受性および／または抗生物質耐性）につい
て対照測定値（control measurement）を取得し、したがって測定したテストデータと該
当する微生物のキャラクタリゼーションとの相関付けを当業者に既知の様々な数学的方法
を使用して行うことが可能となる。例えば、当業者に既知のソフトウェアシステムを利用
して試料からのデータとベースラインすなわち対照測定値とを比較することができる。よ
り詳細には、データの分析をいくつかの多変量分析法、例えば一般判別分析（ＧＤＡ）、
部分最小二乗法判別分析（ＰＬＳＤＡ）、部分最小二乗回帰、主成分分析（ＰＣＡ）、平
行因子分析（ＰＡＲＡＦＡＣ）、ニューラルネットワーク分析（ＮＮＡ）および／または
サポートベクターマシン（ＳＶＭ）によって行うことができる。一実施形態では、比較ス
テップは、同じ微生物の抗生物質感受性株又は抗生物質耐性株のいずれかに対する耐性測
定親和性リガンド結合量又は結合親和性を比較することを含む。他の実施形態では、比較
ステップは、同じ微生物の抗生物質感受性株および抗生物質耐性株の両方に対する耐性測
定親和性リガンド結合量又は結合親和性を比較することを含む。一実施形態では、同じ微
生物の既知の抗生物質感受性株又は抗生物質耐性株に対する結合量または結合親和性は、
微生物による結合量として同時に測定することができる。他の実施形態では、既知の抗生
物質感受性株又は抗生物質耐性株に対する結合量または結合親和性は、予め測定すること
ができる。予め測定されたデータは、データベース内にある。
【００６６】
　微生物の抗生物質耐性および任意の１又は複数の固有特性（固有蛍光等）の測定に加え
て、本発明の方法は更に、分離および／またはキャラクタリゼーションプロセスに役立つ
付加的な同定作用物質（identifier agent）の使用を含むことができる。親和性配位子の
ような特定の微生物と結合する作用物質を使用することにより、微生物の分離、微生物の
クラスまたは種の同定（例えばユニークな表面タンパク質または受容体との結合を利用）
、および／または微生物の特徴の同定を行うことができる。有用な同定作用物質または親
和性リガンドとしては、それらに限らないが、単クローンおよび多クローン抗体ならびに
それらの断片（例えばＳ．ａｕｒｅｕｓ同定のためのａｎｔｉ‐Ｅａｐ）、核酸プローブ
、アプタマー、ペプチド模倣体、ファージ由来の結合タンパク質、レクチン、宿主防御ペ
プチド（例えばデフェンシン、カテリシジン、プロテオグリン（proteogrin）、マガイニ
ン）、バクテロシン（bacterocin）（例えばランチビオティクス（例えばナイシン、メル
サシジン、エピデルミン、ガリデルミンおよびプランタリシンＣおよびクラスＩＩペプチ
ド）、バクテリオファージ、および核酸、脂質、炭水化物、多糖類もしくはタンパク質、
またはそれらの任意の組合せに対して選択的な色素が挙げられる。作用物質自体が検出可
能なシグナルを示さない場合は、作用物質をマーカーと共役させる（例えば可視状態にす
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るまたは蛍光性をもたせる）こと等により、作用物質を標識して検出可能なシグナルが提
供されるようにすることができる。マーカーとしては、それらに限らないが、蛍光性化合
物、発光性化合物、燐光性化合物、放射性化合物、ラマン活性、質量分光分析反応性、お
よび／または比色化合物が挙げられる。作用物質は、本発明の方法の任意のステップ、例
えば試料の接触ステップ中、分離ステップ中、および／または検出ステップ中に採取する
ときに微生物に添加することができる。いくつかの実施形態では、ペレット中の作用物質
の存在をペレットの解析中に判定することができる。他の有用な同定作用物質としては、
微生物酵素の基質、キレート剤、感光剤、消光剤、還元剤、酸化剤、緩衝液、酸、基剤、
溶媒、固定剤、洗浄剤、界面活性剤、消毒薬（例えばアルコール、漂白剤、過酸化水素）
、毒性化合物（例えばアジ化ナトリウム、シアン化カリウム）、シクロヘキサミドのよう
な代謝阻害剤等が挙げられる。同様に、微生物細胞生存度、代謝および／または膜電位の
測定のための多くの蛍光性化合物を本発明の同定作用物質として使用することができる。
当業者には容易に理解されるように、それ自体の物理的状態または代謝に影響を及ぼす抗
生物質のような任意の化合物に対する特定の微生物の感受性は、その化合物を試料、溶解
緩衝液、密度クッションまたはそれらの任意の混合物に加えることにより迅速に確認する
ことができる。
【００６７】
　本発明の一態様において、本方法は更に微生物／耐性測定親和性リガンド複合体ペレッ
トを回収し付加的な試験を実行するステップを含むことができる。一実施形態では、ペレ
ットを試料培地および／または結合混合物又は配合物および密度クッションから吸い出す
ことによって回収することができる。別の実施形態では、注射器を容器に挿入し、試料培
地および／または結合混合物又は配合物および密度クッションをそのままの状態に保持し
たままペレットを吸い出すことにより、ペレットを回収することができる。その後、回収
したペレットを適切な培地、例えば食塩水中に再懸濁させることができる。再懸濁の際は
、微生物を更に当業者に知られる上述の所望の試験にかけることができる。特に、清浄な
微生物試料を必要とする任意の試験を再懸濁させた微生物に対して実行することができる
。いくつかの実施形態では、付加的な同定試験を実行することができる。同定試験の例と
しては、Ｖｉｔｅｋ２、増殖および非増殖核酸試験（nucleic acid test：ＮＡＴ）、色
素産生およびラテックス接着アッセイ、イムノアッセイ（例えば標識した抗体および／ま
たは他のリガンドを利用）、質量分析（例えばＭＡＬＤＩ‐ＴＯＦ質量分析）および／ま
たは赤外分光法（ＦＴＩＲ）やラマン分光法のような他の光学的技法が挙げられる。薬剤
に対する耐性のような付加的なキャラクタリゼーション試験も実行することができる。付
加的なキャラクタリゼーションは、本方法の最初の分離およびキャラクタリゼーションス
テップ中に開始した試験の一部とすることもできる。
【００６８】
　本発明の一態様では、方法ステップの一部または全部を自動化することができる。本明
細書で使用する用語「自動化」とは、コンピュータによる制御を意味する。一実施形態で
は、種々の蛍光発光検出および相関ステップを自動化し、本方法によって得られた情報を
自動的にデータベースの構築に用いる。別の実施形態では、本方法における他のステップ
、例えば、接触、分離、および／または検出ステップについても、自動化することができ
る。方法ステップを自動化することによってより多くの試料をより迅速に試験することが
可能となるだけでなく、さらに、有害性および／または感染性のある微生物を含む恐れが
ある試料を取り扱う際の人為的ミスのリスクを低減することもできる。
【００６９】
　本発明の更なる態様は、微生物の抗生物質耐性状態を測定するシステムであって、該シ
ステムは、
　（ａ）前記微生物または、前記微生物および耐性測定親和性リガンドを含む試料を含む
容器と、
　（ｂ）密度クッションと、および、
　（ｃ）測定を行うための分光器と、を備え、
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　前記システム内におけるインサイチュ分離により前記容器内で濃縮された前記微生物の
抗生物質耐性状態が、前記測定によって決定されることを特徴とするシステムに関するも
のである。他の実施形態では、システムは未結合の耐性測定親和性リガンドから微生物を
分離するための遠心分離機を備える。
【００７０】
　下記の実施例では本発明について更に詳細に説明するが、下記の実施例は例示的なもの
であり本発明を決して限定するものではない。利用した技法は当業者に周知の標準的な技
法、または以下において具体的に説明する技法である。
【実施例】
【００７１】
　［実施例１］
　ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬをＭＲＳＡ株およびＭＳＳＡ株に対して結合
　２つの実験的手法を用いて、ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ 
Ｐｒｏｂｅｓ, Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）のＳ. ａｕｒｅｕｓに対する結合を試験した。２
つの実験的手法とは、（１）細胞を水酸化ナトリウム（ＮａＯＨ）で処理して、中性化し
、ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬを加え、そして細胞を分離する手法（荒い前処理）と
、（２）ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬで細胞を培養して、細胞を分離する手法（代謝
的標識）である。
【００７２】
　第１の手法において、Ｓ.ａｕｒｅｕｓ株の、ＡＴＣＣ２５９２３（Ｍｅｔｈｉｃｉｌ
ｌｉｎ感受性：ＭＳＳＡ）およびＤ１４９０６（Ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ耐性：ＭＲＳＡ
）を、トリプチックソイブロス（ＴＳＢ）中で対数増殖期（６時間）まで培養した。各試
料の懸濁液（ＴＳＢ中０．９ｍｌ）および０．１ＮＮａＯＨ（０．１ｍｌ、±２０μｌ７
．５％ＴＲＩＴＯＮ（登録商標）ＸｌＯＯ-Ｒ）を５秒間ボルテックスし、１ＭのＫＨ２
ＰＯ４(０．１２５ｍｌ)を加えて即座または１分後のいずれかに中性化し、５秒間ボルテ
ックスした。ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ（１．０ ｍｇ/ｍｌ、１５μｌ）を加えて
懸濁し、ボルテックスし、室温で５分間培養した。０．２ｍｌの油混合物（タイプＤＦ顕
微鏡液浸油１．０部＋Ｄｒａｋｅｏｌ ５鉱物油０．８７５部）上で１０，０００ ｒｐｍ
で１分間遠心分離にかけて、未結合のＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬを培養基から微生
物を分離した。上澄みおよび油の層を除去し、ペレットをｐＨ７．４の３．０ｍｌＰＢＳ
に再懸濁した。試料をＦｌｕｏｒｏＬｏｇ－３システムで、励起波長４９０ｎｍで走査し
、５１０ｎｍの蛍光発光を記録した。
【００７３】
　表１に結果を示す。細胞をｐＨ１２で５秒間処理した場合、ＭＳＳＡ細胞に対するＢＯ
ＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬの結合の方が、ＭＲＳＡ細胞に対する結合よりも多かった（
条件ａ＝２．３倍）。ＴｒｉｔｏｎＸ＝１００を反応混合物に含ませても、何らの利益が
無かった。ｐＨ１２で６０秒間処理して、細胞の処理時間を延長しても、何らの利益も得
られず、むしろ細胞を損失した。
【００７４】
【表１】

【００７５】
　第２の手法において、２種類の細菌懸濁液（１３ｍｌ）をＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－
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ＦＬ（１．０ ｍｇ/ｍｌストック溶液、１７５μｌ）と混合した。混合物を０．２ｍｌ油
混合物入りのミクロチューブに１．０ｍｌ試料に等分した。チューブを３７度で種々の時
間で培養した（Ｔ０時間時点で１セットのチューブを氷に取った）。１セットのチューブ
を３０分で取り出し、ＰＢＳで２度洗浄して、未結合のＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ
から細胞を分離した。１セットのチューブは、３０、５２、６８、および８６分で取り出
し、油混合物を用いた遠心分離によって、未結合のＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬから
細胞を分離した。細胞を回収して、３ｍｌＰＢＳに再懸濁した。試料をＦｌｕｏｒｏＬｏ
ｇ－３システムで、励起波長４９０ｎｍで走査し、５１０ｎｍの蛍光発光を記録した。
【００７６】
　結果を、表２（生データ）および図１（正規化データ）に示す。ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商
標）－ＦＬ信号を微生物性のトリプトファン信号に対して正規化して（図１）、細胞ベー
スで推定した場合、ＭＲＳＡ株は、ＭＳＳＡ株の２～７倍少ない、または３～４倍少ない
ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬを結合させた。ＭＲＳＡおよびＭＳＳＡの間の大きな差
異は、３７度で約６０分間培養した後に生じた。油ベースの分離方法において（時間Ｔ０

での）背景信号が高かったにも関わらず、油混合物を用いた細菌の遠心分離によって、Ｐ
ＢＳで２度洗浄した場合よりも、より高レベルのＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ結合が
得られた。
【００７７】
【表２】

【００７８】
［実施例２］
　経時変化実験
　Ｓ.ａｕｒｅｕｓ株の、ＡＴＣＣ２５９２３（ＭＳＳＡ）およびＤ１４９０６（ＭＲＳ
Ａ）の試料をＢａｃＴ／ＡＬＥＲＴ ＳＡ培養基内で３７度で対数増殖期に達するまで（
８～１０時間）培養した。各培養物のＯＤ６６０ｎｍを測定し、ＳＡ培養基で両懸濁液を
０．５０に調節した。ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬを予め暖めたＳＡ培養基に希釈し
、０．２μｍフィルターでろ過し、３７度に維持した。細菌試料（９．０ｍｌ）を１．０
ｍｌの１００μＭ ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬと混合し、実施例１にて用いたもの
と同様の０．２ｍｌ油混合物入りのミクロチューブに１．０ｍｌずつ１０等分した。Ｔ０

チューブを除いた全てのチューブを３７度においた。６、１１、１６、２２、４５、６０
、７５、および９１分の時点でチューブを取り出し、処理を行った。各チューブを１分間
遠心分離し、上澄みを吸引し、さらに、ペレットを０．１ｍｌＰＢＳに再懸濁し、そして
アクリルキュベット内の３．０ｍｌＰＢＳに添加した。試料をＦｌｕｏｒｏＬｏｇ－３シ
ステムで、励起波長４９０ｎｍで走査し、５１０ｎｍの蛍光発光を記録した。
【００７９】
　油を用いた方法によって評価したように、ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬのＳ.ａｕ
ｒｅｕｓ株に対する結合が迅速に生じた（図２）。二次多項式近似を用いてデータをプロ
ットした。最大の結合は、わずか５分後（すなわち、Ｔ０チューブ）に測定された。その
ようなＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬの濃度では、培養時間に関らず、ＭＳＳＡ株はＭ
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ＲＳＡ株よりも細胞ベースで約２～３倍のＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬに結合した。
【００８０】
［実施例３］
　ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）-ＦＬの滴定
　Ｓ.ａｕｒｅｕｓ株の、ＡＴＣＣ２５９２３（ＭＳＳＡ）およびＤ１４９０６（ＭＲＳ
Ａ）の試料をＢａｃＴ／ＡＬＥＲＴ ＳＡ培養基内で３７度で６時間、約０．３５でＯＤ
６６０ｎｍに達するまで培養した。ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ（０．１ｍｌ）の希
釈液をＳＡ培養基内で調製し、培養チューブに入れた。細菌懸濁液（０．９）の試料をチ
ューブに加えて混合した。チューブにキャップをして、３７度のインキュベーターに６０
分間入れた。試料（１．０ｍｌ）を、実施例１にて用いたものと同様の０．２ｍｌ油混合
物入りのミクロチューブに移して、１分間遠心分離にかけて、吸引し、ペレットを０．１
ｍｌＰＢＳに再懸濁し、さらに、アクリルキュベット内の３．０ｍｌのｐＨ７．４ＰＢＳ
に加えた。試料をＦｌｕｏｒｏＬｏｇ－３システムで、励起波長４９０ｎｍで走査し、５
１０ｎｍの蛍光発光を記録した。
【００８１】
　ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ濃度に依存して、細胞ベースで推定した場合、ＭＳＳ
Ａ株は、ＭＲＳＡ株の２～４倍多いＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬを結合させた（図３
）。
二次多項式近似を用いてデータをプロットした。ＭＳＳＡ結合曲線は２相性であった。初
期の飽和曲線は０．５から約１０μＭまでであり、結合が増加することに伴い第２相が続
く。約５μＭＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬでは、ＭＳＳＡ株とＭＲＳＡ株の間には３
倍の差があった。約０．５μＭＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬではＭＳＳＡ株とＭＲＳ
Ａ株の間には４倍の差があった。
【００８２】
　［実施例４］
　ＭＲＳＡ株およびＭＳＳＡ株のパネルの評価
　２０の異なるＳ.ａｕｒｅｕｓ株（ＭＲＳＡが１０株、ＭＳＳＡが１０株、セフォキシ
チンディスクおよびＶｉｔｅｋ－２で確認済）を増殖させた。２４時間プレートから培養
物を１白金耳量（１μＬ）取り出し、ＢａｃＴ／ＡＬＥＲＴ ＳＡ培養基（ガラス製スク
リューキャップチューブ内に８ｍｌ）に懸濁した。チューブをよくボルテックスして、３
６度で６時間培養した。各懸濁物のＯＤを６６０ｎｍで測定し、ほぼ同じ密度（０．５０
～０．７５ＯＤ、ただし試料１２１６６は０．２８）となるように調節した。５０μＭＢ
ＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ（０．１ｍｌ）を、ラベルをつけた２０本のミクロチュー
ブにそれぞれ入れた。各株の試料（０．９ｍｌ）を各チューブに加え、３７度で３０分培
養した。そして、反応混合物を取り出し、０．２ｍｌの油混合物（タイプＤＦ顕微鏡液浸
油１．０００部＋Ｄｒａｋｅｏｌ ５鉱物油０．８７５部）を含む第２のチューブセット
に加えた。Ａ－８－１１ローター（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ５４１７Ｒ）内でチューブを１
０，０００ ｒｐｍで２分間遠心分離にかけた。吸引機で上澄みおよび油の大部分を吸引
した。残りの油をＧｉｌｓｏｎ Ｐ２００チップを用いて除去し、ペレットを１００μｌ
ＰＢＳも再懸濁した。ＰＢＳを３ｍｌ含むアクリルキュベットに細胞を移し、Ｆｌｕｏｒ
ｏＬｏｇ－３システムにおいて表３に示すＦｌｕｏｒｏＳｃａｎ「Ｂｏｃｉｌｌｉｎ」ポ
イントを用いて読み取った。さらに、（同じ２４時間プレート由来の）２０個の単離株の
ぞれぞれについてＶｉｔｅｋ ＡＳＴカードを実施した。
【００８３】
【表３】
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【００８４】
　ＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬ信号（Ｅｘ４９０＿Ｅｍ５１０）をトリプトファン信
号（Ｅｘ２８５＿Ｅｍ３５０）に対して正規化した場合に最良の結果が得られた。１５の
ベンジル－ペニシリン耐性株と比較して、５のベンジル－ペニシリン感受性株が２倍超の
量のＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬを結合した（図４）。この結果は、分析が特異的で
あり、Ｖｉｔｅｋ ＭＩＣ（最小発育阻止濃度）と相関があることを証明した。１０のオ
キサシリン感受性（ＭＳＳＡ）株のうちの５つは、ＭＲＳＡ感受性５０％および特異性１
００％で、比較的高レベルでＢＯＣＩＬＬＩＮ（商標）－ＦＬと結合した。これら５株は
、Ｖｉｔｅｋカードによってベンジル－ペニシリン耐性およびオキサシリン感受性として
分類され、５株中の３株はオキサシリンのＭＩＣが０．５であった。
【００８５】
　上記の説明は本発明を例示するものであり、本発明を限定するものと解釈すべきではな
い。本発明は添付の特許請求の範囲で定義されるものであり、各請求項には均等物も含ま
れる。本明細書に列挙した刊行物、特許出願、特許、特許文献および他の参考文献はすべ
て、参照する文および／または段落の教示内容全体が本明細書に援用されるものとする。
【００８６】
　［実施例５］
　固有蛍光および／または膜の完全性の変化を通じた微生物の耐性状態の間接的な測定
　本実験のために、４株のＥ．ｆａｅｃｉｕｍを選択した。２株（Ｎｏ．１２４０６、Ｎ
ｏ．１３１８５）は、ＶＩＴＥＫ２によるバンコマイシンＭＩＣ’ｓが＞３２μｇ／ｍＬ
であるＶＲＥであり、２株（Ｎｏ．１４０５４、Ｎｏ．１２４８０）はＶＩＴＥＫ２によ
るバンコマイシンＭＩＣ’ｓが＞０．５μｇ／ｍＬであるＶＳＥである。
【００８７】
　各試験株について、２４～４８時間プレート由来のコロニーを１μＬ白金耳量を１０～
１２ｍＬのＢａｃＴ／ＡＬＥＲＴ ＳＡ培養基に懸濁し、３７度で４～９時間培養した。
それぞれの対数期の試料は、０、０．２５、２．５、および１２．５μｇ／ｍＬのバンコ
マイシン－ＨＣｌを１：５０００希釈のＳｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎストック液と組み合わせ
て３７度で４時間培養される。Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎは生存可能な細胞不透過性ＤＮＡ
株（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ、ｃａｔ Ｎｏ．Ｓ７０２０）である。直後（Ｔ０

）、１時間後、２．５時間後、４時間後に培養物を等分量を取り出して分析した。
【００８８】
　適切な時点で、０．５培養物（０．５ｍＬ）の０．５ｍＬ等分量を、２００９年１０月
３０日出願の、関連米国特許出願第１２/５８９，９６９号「Separation Device for Use
 in the Separation, Characterization and/or Identification of Microorganisms」に
記載されているような、特注の光学的遠心分離チューブ内の密度クッション（ｐＨ７．４
のＣｓＣｌ２４％ ｗ/ｖ＋Ｈｅｐｅｓ１０ｍＭ、およびＰｌｕｒｏｎｉｃ Ｆ－１０８　
０．００５％からなる）上に重ねた。チューブを密閉して１０，０００ｒｐｍで２分間遠
心分離して、無傷微生物を培養基および未結合の薬剤から分離した。そして、チューブを
基台に光ファイバープローブが組み込まれている特注のチューブホルダに直接移した。プ
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ローブはＦｌｕｏｒｏＬｏｇ－３分光蛍光光度計に接続されていた。チューブをＵＶ透過
性基台を通じて解析して、核酸反射率測定値を収集した。
【００８９】
　微生物のＮＡＤＨ蛍光（Ｅｘ３４０ｎｍ／Ｅｍ４４０ｎｍ）の結果を表４に示す。２つ
のＶＳＥ株に対して抑制性であったバンコマイシンレベル（２．５および１２．５μｇ／
ｍＬ）において、細胞のＮＡＤＨレベルは、時間を経るにつれて次第に減少した。対照的
に、同じバンコマイシンレベルで処理した２種類のＶＲＥ株におけるＮＡＤＨレベルは約
１時間培養した後に上昇し、培養時間４時間を過ぎても継続的に上昇した。１つのＶＲＥ
株（Ｎｏ．１２４０６）は、ＮＡＤＨ生成において比較的長く遅延したが、この遅延はこ
の期間におけるＳｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎの流入に相関するものであった。
【００９０】
　表４：バンコマイシン感受性株およびバンコマイシン耐性株における微生物性のＮＡＤ
Ａの経時変化
　【表４】

【００９１】
　微生物のトリプトファン蛍光（Ｅｘ３００ｎｍ／Ｅｍ３６０ｎｍ）の結果を表５に示す
。２つのＶＳＥ株に対して抑制性であったバンコマイシンレベル（２．５および１２．５
μｇ／ｍＬ）において、細胞のトリプトファンレベルは、時間が経過しても一定に維持さ
れた。対照的に、同じバンコマイシンレベルで処理した２種類のＶＲＥ株におけるトリプ
トファンレベルは約１時間培養した後に上昇した。
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【００９２】
　表５：バンコマイシン感受性株およびバンコマイシン耐性株における微生物性のトリプ
トファンの経時変化
　【表５】

【００９３】
　Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ（Ｅｘ５１０ｎｍ／Ｅｍ５３０ｎｍ）の結果を表６に示し、生
存細胞のバイオマスを補償するためにＮＡＤＨ蛍光に対するＳｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ蛍光
の比率として示した。このデータは、２つのＶＲＥ株のうちの１つ（Ｎｏ．１２４０６）
が培養初期の２時間にわたってバンコマイシンの影響を受け、そして回復し始めるという
ことを示している。この知見によって、この株は数時間バンコマイシンと共培養させるこ
とで、耐性表現型がこの個体群内で優位となることが示された。この挙動は、この株が本
方法によって検出可能な誘導性の耐性を保持しているであろうことを示唆している。
【００９４】
　この実験により、抗生物質と共培養した微生物の固有蛍光の変化を測定することで、微
生物が抗生物質に対して耐性であるか否かを迅速に決定することができることが示された
。さらに、蛍光色素を添加して試験対象の微生物個体群における細胞膜の完全性をモニタ
リングすることで、微生物個体群の生存能力および耐性誘導性に関する有益な情報が得ら
れることが示された。
【００９４】
　表６：バンコマイシン感受性株およびバンコマイシン耐性株に対するＳｙｔｏｘ Ｇｒ
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ｅｅｎの流入の経時変化
　【表６】

【手続補正２】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法であって、
　（ａ）前記微生物と耐性測定親和性リガンドとを、微生物／耐性測定親和性リガンド複
合体が形成可能な条件下で接触させるステップと、
　（ｂ）前記ステップ（ａ）にて形成された前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体
を、未結合の耐性測定親和性リガンドから分離するステップと、
　（ｃ）前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の、前記微生物に対する前記耐性
測定親和性リガンドの結合量を測定するステップと、および、
　（ｄ）前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の、前記微生物に対する前記耐性
測定親和性リガンドの結合量を、同じ微生物の既知の抗生物質感受性株もしくは抗生物質
耐性株、または既知の抗生物質感受性株もしくは抗生物質耐性株の個体群による耐性測定
親和性リガンドの結合量に対して比較するステップと、を含み、



(59) JP 2012-525850 A 2012.10.25

　前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の前記微生物が、抗生物質感受性微生物
によって結合される量とは異なる量の耐性測定親和性リガンドに結合する場合、または、
　前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の前記微生物が、抗生物質耐性微生物に
よって結合される量と同量の耐性測定親和性リガンドに結合する場合には、
　前記微生物を抗生物質耐性として同定することを特徴とする、方法。
【請求項２】
　前記ステップ（ａ）～（ｄ）の１つまたは複数は、密閉容器内で実施されることを特徴
とする、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記耐性測定親和性リガンドは、抗生物質、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体
、又はこれらの抗体断片、核酸プローブ、酵素基質、アプタマー、ペプチド模倣物、ファ
ージ由来の結合タンパク質、レクチン、宿主防御ペプチド、バクテロシン、バクテリオフ
ァージ、ならびに、核酸、脂質、炭水化物、多糖類、タンパク質、およびこれらの組み合
わせに対して選択的な色素を含む群から選択されることを特徴とする、請求項１に記載の
方法。
【請求項４】
　前記耐性測定親和性リガンドは抗生物質であることを特徴とする、請求項１に記載の方
法。
【請求項５】
　前記耐性測定親和性リガンドは、β－ラクタム抗生物質またはグリコペプチド抗生物質
であることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記耐性測定親和性リガンドは、検出可能な標識を有することを特徴とする、請求項１
に記載の方法。
【請求項７】
　前記検出可能な標識は、蛍光性、発光性、りん光性、放射性、ラマン活性、質量分光分
析反応性、および／または、比色分析化合物標識を含むことを特徴とする、請求項６に記
載の方法。
【請求項８】
　前記微生物は、臨床試料または非臨床試料であることを特徴とする、請求項１に記載の
方法。
【請求項９】
　前記試料は、陽性血液培養物由来であることを特徴とする、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　分離する前記ステップ（ｂ）の前に、前記微生物を含む前記試料を、前記試料内に存在
しうるあらゆる非微生物細胞を選択的に溶解するように処理することを含むことを特徴と
する、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記微生物を容器内の密度クッション上に積層し、前記容器の遠心分離によって分離す
る前記ステップ（ｂ）を実施することを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記密度クッションは、顕微鏡の液浸油、鉱物油、シリコーン油、フルオロシリコーン
油、シリコーンゲル、コロイドシリカ、ヨウ化造影剤、スクロース、メトリゾエート‐Ｆ
ｉｃｏｌｌ（登録商標）、ジアトリゾエート‐デキストラン、カルボキシメチルセルロー
ス、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、ポリエチレンオキシド（高分子量）、Ｐｌｕ
ｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｆ１２７、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｆ６８、ポリアクリル
酸、架橋したポリビニルアルコール、架橋したポリビニルピロリジン、ＰＥＧメチルエー
テルメタクリレート、ペクチン、アガロース、キサンタン、ジェラン、Ｐｈｙｔａｇｅｌ
（登録商標）、ソルビトール、Ｆｉｃｏｌｌ（登録商標）、グリセロール、デキストラン
、グリコーゲン、塩化セシウム、パーフルオロカーボン液および／またはハイドロフルオ



(60) JP 2012-525850 A 2012.10.25

ロカーボン液、これらの任意の組み合わせ、のうちの１つまたは複数を含むことを特徴と
する、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記密度クッションは約１．０２５～約１．１２０ｇ／ｍｌの密度を有することを特徴
とする、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記容器は、底部、上部および／または側面に光学窓を備え、該光学窓は、少なくとも
近赤外光、紫外光、および／または可視光スペクトルの少なくとも一部について透過性で
あることを特徴とする、請求項１１に記載の方法。
【請求項１５】
　測定する前記ステップ（ｃ）は、分光法を含むことを特徴とする、請求項１に記載の方
法。
【請求項１６】
　前記分光法は、蛍光分光法、拡散反射分光法、透過吸収分光法、赤外分光法、テラヘル
ツ分光法、ラマン分光法、表面増強ラマン分光法、空間オフセットラマン分光法、共鳴ラ
マン分光法、およびこれらのあらゆる組み合わせを含む群から選択されることを特徴とす
る、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記分光法は、全面蛍光分光法であることを特徴とする、請求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
　前記分光法は、励起発光マトリクス（ＥＥＭ）を測定するステップを含むことを特徴と
する、請求項１５に記載の方法。
【請求項１９】
　前記ＥＥＭは、少なくとも２つの異なる波長を含むことを特徴とする、請求項１８に記
載の方法。
【請求項２０】
　前記ＥＥＭは、既知の微生物のＥＥＭのデータベースと比較されることを特徴とする、
請求項１８に記載の方法。
【請求項２１】
　前記微生物の結合量を微生物の固有特性と比較して、前記耐性測定親和性リガンド結合
の量を細胞ベースで測定することを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
　前記固有特性は固有蛍光であることを特徴とする、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記ステップ（ｃ）は、回収した微生物を得るために微生物を回収するステップを含む
ことを特徴とする、請求項１１に記載の方法。
【請求項２４】
　前記ステップ（ｄ）は同じ微生物の抗生物質感受性株および抗生物質耐性株の両方によ
る、耐性測定親和性リガンド結合量と耐性測定親和性リガンド結合量とを比較するステッ
プを含むことを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項２５】
　同一微生物の既知の抗生物質感受性株または抗生物質耐性株による結合量は、事前に測
定されていることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
　少なくとも一部が自動化されていることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項２７】
　微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法であって、
　（ａ）前記微生物と耐性測定親和性リガンドとを、微生物／耐性測定親和性リガンド複
合体が形成可能な条件下で接触させるステップと、
　（ｂ）前記ステップ（ａ）にて形成された前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体
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を、未結合の耐性測定親和性リガンドから分離するステップと、
　（ｃ）前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の、前記微生物に対する前記耐性
測定親和性リガンドの結合親和性を測定するステップと、および、
　（ｄ）前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の、前記微生物に対する前記耐性
測定親和性リガンドの前記結合親和性を、同じ微生物の既知の抗生物質感受性株もしくは
抗生物質耐性株、または既知の抗生物質感受性株もしくは抗生物質耐性株の個体群による
耐性測定親和性リガンドの結合親和性に対して比較するステップと、を含み、
　前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の前記微生物が、抗生物質感受性微生物
による結合親和性とは異なる、耐性測定親和性リガンドの結合親和性を示す場合、または
、
　前記微生物／耐性測定親和性リガンド複合体内の前記微生物が、抗生物質耐性微生物に
よる結合親和性と同じ、耐性測定親和性リガンドの結合親和性を示す場合には、
前記微生物を抗生物質耐性として同定することを特徴とする、方法。
【請求項２８】
　微生物の抗生物質耐性状態を測定するための方法であって、
　（ａ）微生物を含むことが既知であるまたは微生物を含む可能性がある試験試料を採取
するステップと、
　（ｂ）前記試験試料内の前記微生物と耐性測定親和性リガンドとを、微生物／耐性測定
親和性リガンド複合体が形成可能な条件下で接触させるステップと、
　（ｃ）細胞の代謝または膜の完全性を測定する１種又は複数種の蛍光色素を任意で添加
するステップと、
　（ｄ）前記試料内に存在する可能性のある非微生物細胞を選択的に溶解させて、任意で
溶解試料を生成するステップと、
　（ｅ）前記試験試料の他の構成成分、または任意には前記溶解試料から前記微生物を分
離して、微生物ペレットを形成するステップと、
　（ｆ）前記ペレットを解析して前記微生物の測定値を得るステップと、
　（ｇ）前記測定値を、同じ種の微生物の抗生物質耐性および／または抗生物質感受性微
生物について得られた測定値またはその予測値と比較して、前記試験試料内の前記微生物
の抗生物質耐性状態を測定するステップと、
を含む方法。
【請求項２９】
　１種または複数種の蛍光色素を前記ステップ（ｃ）で添加することを特徴とする、請求
項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記ステップ（ｇ）における前記抗生物質耐性測定は、誘導性の耐性の測定であること
を特徴とする、請求項２８に記載の方法。
【請求項３１】
　前記解析ステップ（ｆ）は、分光法による解析を含むことを特徴とする、請求項２８に
記載の方法。
【請求項３２】
　前記分光法は、蛍光分光法、拡散反射分光法、透過吸収分光法、赤外分光法、テラヘル
ツ分光法、ラマン分光法、表面増強ラマン分光法、空間オフセットラマン分光法、共鳴ラ
マン分光法、およびこれらのあらゆる組み合わせを含む群から選択されることを特徴とす
る、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記微生物を容器内の密度クッション上に積層し、前記容器の遠心分離によって分離す
る前記ステップ（ｂ）を実施することを特徴とする、請求項２９に記載の方法。
【請求項３４】
　微生物の抗生物質耐性状態を測定するシステムであって、該システムは、
　（ａ）前記微生物または、前記微生物および耐性測定親和性リガンドを含む試料を含む
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容器と、
　（ｂ）密度クッションと、および、
　（ｃ）測定を行うための分光器と、を備え、
　前記システム内におけるインサイチュ分離により前記容器内で濃縮された前記微生物の
抗生物質耐性状態が、前記測定によって決定されることを特徴とする、システム。
【請求項３５】
　更に、遠心分離機を備えることを特徴とする、請求項３４に記載のシステム。
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