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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
サンプル中における標的細菌の存在又は非存在を決定するための方法において、前記方法
は、
　（ａ）前記サンプルと、前記標的細菌を感染することが可能な一定量の親バクテリオフ
ァージとを混合して、バクテリオファージにさらされたサンプルを作製する工程と、前記
サンプルは、１．０×１０３細胞／ｍＬ以上の前記標的細菌を含み、かつ前記親バクテリ
オファージの量は、前記バクテリオファージにさらされたサンプル中において検出可能な
バクテリオファージの限界量未満であることと、
　（ｂ）前記親バクテリオファージが前記標的細菌を感染し、かつ該親バクテリオファー
ジが前記標的細菌中にて増幅するのに十分な条件を前記バクテリオファージにさらされた
サンプルに与え、該バクテリオファージにさらされたサンプル中において前記バクテリオ
ファージ又は前記バクテリオファージのキャプシド蛋白質のいずれかの検出可能な量を作
製する工程と、
　（ｃ）前記標的細菌の存在又は非存在を決定するために、前記バクテリオファージ又は
該バクテリオファージのキャプシド蛋白質のいずれかの存在又は非存在を検出するために
前記バクテリオファージにさらされたサンプルをＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ－ＭＳによって直接
検定する工程と、
からなり、
　前記親バクテリオファージは、該親バクテリオファージを子孫バクテリオファージから



(2) JP 4490112 B2 2010.6.23

10

20

30

40

50

識別するために標識化されている、方法。
【請求項２】
サンプル中における標的細菌の存在又は非存在を決定するための方法において、前記方法
は、
　（ａ）前記サンプルと、前記標的細菌を感染することが可能な親バクテリオファージと
を混合して、バクテリオファージにさらされたサンプルを作製する工程と、前記サンプル
は、１．０×１０３細胞／ｍＬ以上の前記標的細菌を含み、かつ前記親バクテリオファー
ジの量は、前記バクテリオファージにさらされたサンプル中において検出可能なバクテリ
オファージの限界量未満であることと、
　（ｂ）前記バクテリオファージを前記標的細菌中にて感染及び増幅させるのに十分な条
件を前記バクテリオファージにさらされたサンプルに与え、該バクテリオファージにさら
されたサンプル中において前記バクテリオファージ又は前記バクテリオファージに関連し
たキャプシド蛋白質のいずれかの検出可能な量を作製する工程と、
　（ｃ）マトリクス支援レーザ脱離イオン化／飛行時間形質量分析（ＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ
－ＭＳ）を用いて前記サンプルのマススペクトルを得る工程であって、前記バクテリオフ
ァージ又は前記キャプシド蛋白質の存在が前記標的細菌の存在を決定する工程と、
からなり、
　前記親バクテリオファージは、該親バクテリオファージを子孫バクテリオファージから
識別するために標識化されている、方法。
【請求項３】
前記直接検定工程（ｃ）の前に磁気ビーズを用いてサンプルを調製する工程を更に含む請
求項１に記載の方法。
【請求項４】
前記条件をバクテリオファージにさらされたサンプルに与える工程は前記直接検定工程の
前に前記細菌を溶解させる工程を含む請求項１又は２に記載の方法。
【請求項５】
サンプル中における標的細菌の存在又は非存在を検出するための方法において、前記方法
は、
　（ａ）前記サンプルと、前記標的細菌を感染することが可能な親バクテリオファージと
を混合して、バクテリオファージにさらされたサンプルを作製する工程と、前記サンプル
は、１．０×１０３細胞／ｍＬ以上の前記標的細菌を含むことと、
　（ｂ）前記バクテリオファージを前記標的細菌中にて感染及び増幅させるのに十分な条
件を前記バクテリオファージにさらされたサンプルに与え、該バクテリオファージにさら
されたサンプル中において前記バクテリオファージに関連したキャプシド蛋白質の検出可
能な量を作製する工程と、
　（ｃ）前記標的細菌の存在又は非存在の指標として、該バクテリオファージに関連した
前記キャプシド蛋白質の存在又は非存在を決定するために前記バクテリオファージにさら
されたサンプルをＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ－ＭＳによって直接検定する工程と、
からなり、
　前記親バクテリオファージは、該親バクテリオファージを子孫バクテリオファージから
識別するために標識化されている、方法。
【請求項６】
前記親バクテリオファージの濃度は前記キャプシド蛋白質の検出限界未満である請求項５
に記載の方法。
【請求項７】
前記親バクテリオファージは前記直接検定工程の前に前記バクテリオファージにさらされ
たサンプルから分離される請求項１、２又は５に記載の方法。
【請求項８】
前記分離工程は、前記標識化された親バクテリオファージを前記バクテリオファージにさ
らされたサンプルから除去する工程を含む請求項７に記載の方法。
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【請求項９】
前記除去工程は、磁気ビーズを用いて前記バクテリオファージを除去する工程を含む請求
項８に記載の方法。
【請求項１０】
前記除去工程は、前記バクテリオファージをビオチン化し、前記ビオチン化バクテリオフ
ァージをストレプタビジンでコーティングされた磁気ビーズに吸引させ、かつ磁石を用い
て前記ビーズを前記バクテリオファージにさらされたサンプルから除去する工程を含む請
求項９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、標的細菌性細胞を感染させるためにバクテリオファージを使用する、液体混
合物中における低濃度の標的細菌を検出するための方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　本願はその全体が本願明細書中において参照として援用される、発明の名称が「標的細
菌性細胞を感染させるためにファージを使用する低濃度の標的細菌の検出方法（ＭＥＴＨ
ＯＤ　ＯＦ　ＤＥＴＥＣＴＩＮＧ　ＬＯＷ　ＣＯＮＣＥＮＴＲＡＴＩＯＮＳ　ＯＦ　Ａ　
ＴＡＲＧＥＴ　ＢＡＣＴＥＲＩＡ　ＴＨＡＴ　ＵＳＥＳ　ＰＨＡＧＥＳ　ＴＯ　ＩＮＦＥ
ＣＴ　ＴＡＲＧＥＴ　ＢＡＣＴＥＲＩＡＬ　ＣＥＬＬＳ）」であり、かつ２００２年４月
１２日に、Ａｎｇｅｌｏ　Ｊ．Ｍａｄｏｎｎａ及びＫｅｎｔ　Ｊ．Ｖｏｏｒｈｅｅｓによ
って出願された米国仮出願第６０／３１９，１８４号の権利を請求する。
【０００３】
　標準的な微生物学的方法は、特定の生物体の存在を試験するために基質に基づく検定法
にこれまで依存してきた（Ｂｏｒｄｎｅｒらによる、１９７８年）。これらの技術は高レ
ベルの選択性を提供するものの、標的細胞の純粋な培養物を最初に生育する、又は培養す
るために２４時間またはそれ以上を要するという必要性が障害となっている。この時間的
な制約は、微生物の毒性株の存在に対して迅速な応答を提供するための有効性を非常に制
限するものである。
【０００４】
　分子生物学の技術は、標準的な微生物試験に対する価値のある代替方法として迅速に受
け入れられている。特に、血清学的方法は、標的となる微生物に対するマトリクスの宿主
を評価するために広く使用されてきた（Ｋｉｎｇｓｂｕｒｙ及びＦａｌｋｏｗ、１９８５
年；Ｗｙａｔｔら、１９９２年）。これらの試験は、最初に捕捉するために抗体を使用し
、次いで複雑な生物学的混合物中において他の成分から標的微生物を分離することを中心
とする。分離後、捕捉された生物は濃縮され、かつ生物学的な検体を培養する必要のない
種々の異なる技術により検出される。
【０００５】
　免疫磁気分離法（ＩＭＳ）と称される一つの最も汎用される試みは、抗体を球形の微細
な常磁性ビーズに固定して、該抗体で被覆されたビーズを用いて標的微生物を液体媒体か
ら捕捉することを含む。該ビーズは標的生物体の回復及び濃縮を促進する磁場の影響下に
おいて容易に操作される。更に、該ビーズはサイズが微小であり、かつビーズの形状であ
ることからサンプル内に均等に分散され得、ビーズと標的との相互作用の速度が加速され
る。これらの好ましい特性は、検定時間を低減し、かつ分析操作の能率化を助けるととも
に、より高度なサンプルのスループット及び自動化に対する適用化を更に可能とする点に
ある。
【０００６】
　ＩＭＳとともにこれまで使用されてきた下流検出法は、ＥＬＩＳＡ（Ｃｕｄｊｏｅら、
１９９５年）、ドット・ブロット検定法（Ｓｋｊｅｒｖｅら、１９９０年）、電気化学発
光（Ｙｕ及びＢｒｕｎｏ、１９９６年）及びフローサイトメトリー（Ｐｙｌｅら、１９９
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９年）が含まれる。これらの試験法は満足のゆく結果を提供するものの、非標的検体との
交差反応性により、擬陽性の結果にかなり影響を受けやすい二値化の応答（ｙｅｓ／ｎｏ
）を実施し、かつ与えるためには、煩雑である。マトリクス支援レーザ脱離／イオン化（
ＭＡＬＤＩ）飛行時間形（ＴＯＦ）質量分析（ＭＳ）と組み合わせられたＩＭＳを用いて
複雑な生物学的混合物から特定の細菌を識別するための迅速な方法が近年報告されている
（Ｍａｄｏｎｎａら、２００１年）。この試みは、種々のマトリクスが、１時間の総分析
時間以内にてサルモネラ種の存在に対して評価されることを可能にする。更に、サンプリ
ング工程をほとんど必要としないこの発展的な方法は実施が比較的容易であり、かつ得ら
れた分子量の情報から、標的細菌からの信号と、交差反応される構成成分からの信号とを
区別することが可能である。
【０００７】
　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ法は、全ての細胞性微生物を識別するための証明された技術
である（Ｈｏｌｌａｎｄら、１９９６年；ｖａｎ　Ｂａｒｒ、２０００年；Ｍａｄｏｎｎ
ａら、２０００年）。特に、ＭＡＬＤＩは、蛋白質シグナルの分配を変更するマススペク
トルの特徴が生成される「フィンガープリント」技術である。微生物のプロテオームにお
ける生来の差異により、生成されるシグネチャプロファイル（ｓｉｇｎａｔｕｒｅ　ｐｒ
ｏｆｉｌｅｓ）は、菌株のレベルまで下がって個体を識別することを可能にする（Ａｒｎ
ｏｌｄ及びＲｅｉｌｌｙ，１９９８年）。一実施形態において、ＩＭＳと組み合わせられ
たＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ技術は、標的細菌を含み得る液体混合物を該標的細菌に特異的な免
疫磁気ビーズと短い培養時間（例えば、約２０分）にて混合する工程を含む。ビーズに捕
捉された任意の標的細菌は脱イオン水にて２回洗浄して再懸濁させ、かつＭＡＬＤＩサン
プル用プローブ上に直接適用される。次いで、標的細菌－ビーズ複合体は、ごく微量のマ
トリクス溶液で重ねられ、室温にて乾燥される。得られた結晶塊を高強度レーザにて照射
することにより、無傷細胞蛋白質の担体分離及びイオン化が促進され、該蛋白質は引き続
いて、ＴＯＦ質量分析計により検出される。次いで、得られたマススペクトルにおいて、
標的細菌の存在を示す決定的な質量ピークをデータベースにて検索する（ｉｎｔｅｒｒｏ
ｇａｔｅ）。
【特許文献１】米国特許出願公開第２００４／０１３７４３０号明細書
【特許文献２】米国特許第５９８５５９６号明細書
【特許文献３】欧州特許出願公開第０４３９３５４号明細書
【特許文献４】国際公開第９４／０６９３１号パンフレット
【特許文献５】欧州特許出願公開第１３０００８２号明細書
【特許文献６】国際公開第０３／０８７７７２号パンフレット
【特許文献７】国際公開第０２／０６１１１７号パンフレット
【特許文献８】国際公開第９８／１８９６２号パンフレット
【特許文献９】国際公開第９３／１７１２９号パンフレット
【特許文献１０】国際公開第９５／０５４８３号パンフレット
【特許文献１１】米国特許第４１０４１２６号明細書
【特許文献１２】米国特許第４７９７３６３号明細書
【特許文献１３】米国特許第４８６１７０９号明細書
【特許文献１４】米国特許第５０８５９８２号明細書
【特許文献１５】米国特許第５１６８０３７号明細書
【特許文献１６】米国特許第５６５６４２４号明細書
【特許文献１７】米国特許第５６７９５１０号明細書
【特許文献１８】米国特許第５７２３３３０号明細書
【特許文献１９】米国特許第５８２４４６８号明細書
【特許文献２０】米国特許第５８８８７２５号明細書
【特許文献２１】米国特許第５９１４２４０号明細書
【特許文献２２】米国特許第５９５８６７５号明細書
【特許文献２３】米国特許第５９８５５９６号明細書
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【特許文献２４】米国特許第６０９０５４１号明細書
【特許文献２５】米国特許第６２６５１６９号明細書
【特許文献２６】米国特許第６３０００６１号明細書
【特許文献２７】米国特許第６３５５４４５号明細書
【特許文献２８】米国特許第６４２８９７６号明細書
【特許文献２９】米国特許第６４３６６５２号明細書
【特許文献３０】米国特許第６４３６６６１号明細書
【特許文献３１】米国特許第６４６１８３３号明細書
【特許文献３２】米国特許第６５２４８０９号明細書
【特許文献３３】米国特許第６５４４７２９号明細書
【特許文献３４】米国特許第６５５５３１２号明細書
【特許文献３５】米国特許第６６６０４３７号明細書
【特許文献３６】米国特許第６６６０４７０号明細書
【特許文献３７】米国特許出願公開第２００２／００４５１９５号明細書
【特許文献３８】米国特許出願公開第２００２／０１２７５４７号明細書
【特許文献３９】米国特許出願公開第２００３／００２７２４１号明細書
【非特許文献１】トーマス（Ｔｈｏｍａｓ）他、「キャプシド蛋白質の直接的分析による
ウィルス特性（Ｖｉｒａｌ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｄｉｒｅｃｔ　
ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｃａｐｓｉｄ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ）」、アナリティカル・ケミ
ストリー（Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）、１９９８年９月、第９０巻、
第１８号、ｐ．３８６３－３８６７
【非特許文献２】エス．ダブリュ．エル．タン（Ｓ．Ｗ．Ｌ．　ＴＡＮ）外２名、「ＬＣ
及び／又はＭＡＬＤＩマススペクトロメトリを使用した二つのランウィルスの迅速な同時
検出法（Ｒａｐｉｄ　Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｗｏ　
Ｏｒｃｈｉｄ　Ｖｉｒｕｓｅｓ　Ｕｓｉｎｇ　ＬＣ－ａｎｄ／ｏｒ　ＭＡＬＤＩ－ｍａｓ
ｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）」、ジャーナル・オブ・ヴィロロジカル・メソッズ（Ｊ
ｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ）、エルスビア・サイエ
ンス・ビー．ブイ．（Ｅｌｓｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｂ．Ｖ．）、２０００年、第８
５巻、ｐ．９３－９９
【非特許文献３】ダブリュ．サン（Ｗ．ＳＵＮ）外２名、「（構築されたファージベース
の生物学的吸着剤の効果を評価するための生物発光サルモネラ菌の使用（Ｕｓｅ　ｏｆ　
Ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ　Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｆｏｒ　Ａｓｓｅｓｓｉｎｇ　
ｔｈｅ　Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｏｆ　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ　Ｐｈａｇｅ－Ｂａｓｅ
ｄ　Ｂｉｏｓｏｒｂｅｎｔ）」、ジャーナル・オブ・インダストリアル・マイクロバイオ
ロジー・アンド・バイオテクノロジー（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ　
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　＆　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）、ネイチャー・パブリッ
シング・グループ（Ｎａｔｕｒｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｇｒｏｕｐ）、２０００年、
第２５巻、ｐ．２７３－２７５
【非特許文献４】ジー．シウズダク（Ｇ．ＳＩＵＺＤＡＫ）、「マススペクトロメトリを
用いたウィルスのプロービング（Ｐｒｏｂｉｎｇ　Ｖｉｒｕｓｅｓ　Ｗｉｔｈ　Ｍａｓｓ
　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）」、ジャーナル・オブ・マス・スペクトロメトリ（Ｊｏｕ
ｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）、ジョン・ウィリー・アンド・
サンズ（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ）社、１９９８年、第３３巻、ｐ．２０３
－２１１
【非特許文献５】アール．ジェニソン（Ｒ．ＪＥＮＩＳＯＮ）外４名、「蛋白質又は核酸
標的の迅速な検出のためのシリコンベースのバイオセンサ（Ｓｉｌｉｃｏｎ－Ｂａｓｅｄ
　Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ　ｆｏｒ　Ｒａｐｉｄ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎ　ｏｒ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｔａｒｇｅｔｓ）」、クリニカル・ケミストリー
（Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）、アメリカン・アソシエーション・フォー・
クリニカル・ケミストリー（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　Ｃｌ
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ｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）社、２００１年１０月、第４７巻、第１０号、ｐ．
１８９４－１９００
【非特許文献６】アール．ジェニソン（Ｒ．ＪＥＮＩＳＯＮ）外４名、「メチシリン耐性
黄色ブドウ球菌からのｍｅｃＡの迅速な検出のための薄膜バイオセンサ（Ｔｈｉｎ　Ｆｉ
ｌｍ　Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ　ｆｏｒ　Ｒａｐｉｄ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｅｃＡ
　ｆｒｏｍ　Ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）」、クリニカル・ケミストリー（Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ）、アメリカン・アソシエーション・フォー・クリニカル・ケミストリー（Ａｍｅ
ｒｉｃａｎ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
）社、２０００年９月、第４６巻、第９号、ｐ．１５０１－１５０４
【非特許文献７】エイ．ジェイ．マドンナ（Ａ．Ｊ．ＭＡＤＯＮＮＡ）外２名、「マトリ
クス支援レーザ脱離イオン化／飛行時間形質量分析と結合された免疫磁気分離及びバクテ
リオファージの増殖を用いた大腸菌の検出（Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｅｓｃｈｅｒｉ
ｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　Ｕｓｉｎｇ　Ｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｓｅｐａｒａｔｉｏ
ｎ　ａｎｄ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｃｏｕｐｌｅ
ｄ　ｗｉｔｈ　Ｍａｔｒｉｘ－ａｓｓｉｓｔｅｄ　ｌａｓｅｒ　Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／
Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ　Ｔｉｍｅ－ｏｆ－Ｆｌｉｇｈｔ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅ
ｔｒｙ）」、ラピッド・コミュニケーションズ・イン・マス・スペクトロメトリ（Ｒａｐ
ｉｄ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）、
ジョン・ウィリー・アンド・サンズ（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ）社、２００
２年１２月２４日オンライン出版、第１７巻、ｐ．２５７－２６３
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明は、標的細菌が特定の検出技術に対する検出限界又は検出限界付近にある低濃度
にて存在するか、又は存在し得る場合に、該標的細菌が溶液中に存在するか否かを決定す
るための方法に関する。本明細書において使用されるように、「標的細菌（ｔａｒｇｅｔ
　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ）」なる用語は細菌の単数又は複数の種を参照する。これに代えて
、本発明は、単位容量の溶液当たりの標的細菌の数（即ち、標的細菌の濃度）が特定の検
出技術に対する検出限界であるか、又は検出限界未満の可能性を有する場合に該標的細菌
（例えば、大腸菌）が溶液中に存在するか否かを決定することが望ましい状況において適
用可能である。場合によっては、複数の標的細菌（ａ　ｐｌｕｒａｌｉｔｙ　ｏｆ　ｔａ
ｒｇｅｔ　ｂａｃｔｅｉｒｕｍ）は標的細菌（ｔａｒｇｅｔ　ｂａｃｔｅｒｉａ）として
参照され得る。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　一実施形態において、該方法は、標的細菌に対するバクテリオファージが溶液に適用さ
れるような生物学的な増幅工程を用いることからなる（バクテリオファージは細菌を感染
させ、かつ該工程において多くの子孫を生成するウィルスである。構造的に、該バクテリ
オファージはウィルス性核酸を被包する蛋白質の殻（キャプシド）から構成される。キャ
プシドは、同一蛋白質の反復するコピーから構成される。バクテリオファージは特定の細
菌細胞を感染させることが可能であり、遺伝材料の増幅により、該細胞は最終的には最初
のファージの数百万ものコピーを爆発的に放出する。）。溶液中に存在するバクテリオフ
ァージと任意の標的細菌は培養される。培養期間の間、該バクテリオファージは溶液中に
存在する標的細菌に感染することにより増殖する。より詳細には、該バクテリオファージ
は、感染された標的細菌中にて、自身の非常に多くのコピーを複製する。最終的に、感染
された標的細菌は溶解（ｌｙｓｅ）され、複製されたバクテリオファージ、又は子孫（ｐ
ｒｏｇｅｎｙ）バクテリオファージは溶液中に放出される。次いで、該溶液は、該バクテ
リオファージに対するバイオマーカーが存在するか否かを決定するために分析され、それ
により、該標的細菌が溶液中に存在することを間接的に示す。分析技術として可能なもの
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には、ＭＡＬＤＩ－ＭＳ及びエレクトロスプレーイオン化質量分析技術のような質量分析
技術が含まれる。
【００１０】
　バクテリオファージに対するバイオマーカーの検出により標的細菌が溶液中に存在する
ことが指標されることを確実にするために、該バクテリオファージの濃度には、いかなる
分析技術が使用された場合においてもバクテリオファージ用バイオマーカーに対する検出
限界未満である溶液が適用される。これは、バクテリオファージに対するバイオマーカー
が分析技術により検出される場合に、該バイオマーカーの検出可能な濃度は、溶液中に存
在する標的細菌によるバクテリオファージの複製に起因することを確実にする。ある状況
下において、そのような濃度のバクテリオファージの使用は、低すぎて検出のためのバク
テリオファージ又はバクテリオファージ用バイオマーカーの十分な濃度を迅速に生成する
ことができない感染の多重度（ＭＯＩ）（即ち、感染しているバクテリオファージの標的
細菌に対する比率）を有する。
【００１１】
　本方法の別の実施形態は、溶液に対して非常に高濃度のバクテリオファージを加えて、
それにより高いＭＯＩを得ることによりこの問題を解決するものである。この場合、溶液
に加えられるべきバクテリオファージの濃度は、該バクテリオファージ又は該バクテリオ
ファージのバイオマーカーを検出するためにいかなる検出技術が使用されてもその検出限
界を超えるものである。結果として、該方法は、混合物中の標的細菌の感染により得られ
る任意の子孫バクテリオファージと区別される親バクテリオファージを溶液に適用する。
識別可能な子孫バクテリオファージ又は子孫バクテリオファージの識別可能なバイオマー
カーが存在する場合、標的細菌が溶液プローブ中に存在することを示す。
【００１２】
　一実施形態において、親バクテリオファージ（即ち、溶液中に最初に適用されるバクテ
リオファージ）は、使用されるいかなる分析技術も、親バクテリオファージ又は親バクテ
リオファージのバイオマーカーを、子孫バクテリオファージ又は子孫バクテリオファージ
に対するバイオマーカーと生来的に識別することが可能であるように「標識（ｔａｇ）」
を付与される。例えば、質量分析技術が使用される場合、親バクテリオファージは、該親
バクテリオファージのマススペクトルを子孫バクテリオファージに対して変更するか、又
はシフトする物質にて「標識」化され、該子孫バクテリオファージは親バクテリオファー
ジからの「標識」を遺伝的に継承していないであろう。例えば、ビオチン化されたバクテ
リオファージは親バクテリオファージとして使用され得、かつ溶液中に存在する標的細菌
を感染するビオチン化バクテリオファージにより生成される子孫バクテリオファージとは
異なるマススペクトルを有するであろう。別の「標識」は、別の型の分析技術のために使
用される。
【００１３】
　別の実施形態において、親バクテリオファージは分析の前に溶液中の子孫バクテリオフ
ァージから区別されることを可能とする性質を有し、それにより、分離の後に溶液中に存
在するバクテリオファージの全てとはいえないにしてもほとんどが、該溶液中存在する標
的細菌による親バクテリオファージの複製により得られる子孫バクテリオファージである
ことを確実にする。一実施形態において、溶液中に最初に適用される親バクテリオファー
ジは、ビオチン化バクテリオファージである。ビオチン化バクテリオファージはストレプ
トアビジンにかなり誘引される。この誘引は、ビオチン化バクテリオファージを、混合物
中に存在する標的細菌によるビオチン化バクテリオファージの複製により得られる子孫バ
クテリオファージから分離するために使用される。
【００１４】
　一実施形態において、ビオチン化バクテリオファージはストレプトアビジンで被覆され
たプローブに付着される。結果として、培養期間の後に溶液からのビオチン化バクテリオ
ファージの分離は、該溶液からプローブを除去することにより達成される。別の実施形態
において、ストレプトアビジンにより被覆された磁気ビーズが溶液に適用される。該ビー
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ズは、ビオチン化バクテリオファージを捕捉するために使用される。次いで、該ビーズは
磁石を用いて溶液から分離される。更に別の実施形態において、ストレプトアビジンにて
被覆されたプローブ（例えば、スライド）は、培養期間の後に溶液に適用される。ビオチ
ン化バクテリオファージはプローブに付着し、次いで、該プローブが溶液から分離される
。
【００１５】
　本発明の更に別の実施形態は、標的細菌が存在している可能性のある溶液が、バクテリ
オファージ又はバクテリオファージ用バイオマーカーの検出をより困難にするか、若しく
は使用される検出技術により提供される情報の信頼性を低減する、生物学的材料を含む複
合体混合物であるか、又は複合体混合物であり得ることを認識する。例えば、質量分析の
検出法を使用する場合、複合体混合物は、バクテリオファージに関連するバイオマーカー
が不明瞭である、別の言い方をするのであれば、低い信号対ノイズ比を有する、信号を生
成するかもしれない。この可能性を解決するために、溶液中に存在している標的細菌が該
溶液の残りの部分から分離される精製工程を該溶液に実施する。一実施形態において、免
疫磁気分離法（ＩＭＳ）は、溶液中に存在する標的細菌を該溶液の残りの部分から分離す
るために使用される。一つの特殊な実施形態において、磁気ビーズは標的細菌に対する抗
体で被覆される。該抗体は液体混合物中に存在する標的細菌に捕捉し、次いで、該ビーズ
を溶液の残りの部分から分離するために磁石が使用される。次いで、ビーズ及び任意に接
着する標的細菌に、生物学的増幅工程及び分析が実施される。この精製工程はまた、バク
テリオファージの野生種が溶液中に存在する可能性、及びそのような種が、該溶液の精製
工程を実施しなかった場合には擬陽性を発生する可能性、に取り組むものであることが理
解されるべきである。
【００１６】
　バクテリオファージの野生種が心配ではない場合、精製工程は生物学的な増幅工程の後
に実施される。この実施形態において、該精製工程は、標的細菌と溶液とを分離するより
はむしろ、バクテリオファージと溶液とを分離する工程を含む。一実施形態において、バ
クテリオファージに対する抗体で磁気ビーズが被覆されているＩＭＳが使用される。該ビ
ーズは溶液中に存在するバクテリオファージを捕捉し、次いで、該ビーズを溶液の残りの
部分から分離するために磁石が使用される。
【００１７】
　本発明の別の実施形態において、分析工程は、標的細菌に対するバイオマーカーが存在
するか否かを決定するためにＭＳ／ＭＳ分析法を用いることを含む。ＭＳ／ＭＳ分析法の
使用は、標的細菌に対するバイオマーカーの存在の信頼性の高い指標を生成する。結果と
して、少なくともいくらかの場合、ＭＳ／ＭＳ分析法の使用は、精製工程の必要性を不必
要にする。
【００１８】
　更に別の実施形態において、本発明は複合体混合物中の低濃度の標的細菌を検出する方
法に関する。一実施形態において、該方法は液体混合物中に存在し得る標的細菌の少なく
ともいくらかを単離するためにＩＭＳ工程を用いることからなる。該方法は更に、標的細
菌に対する低滴定濃度又は低濃度のバクテリオファージがＩＭＳ工程によって単離された
標的細菌の少なくともいくらかに適用される生物学的増幅工程を使用することを含む。バ
クテリオファージ及び単離された標的細胞のいくらかの混合物は培養される。少なくとも
所定の濃度の標的細菌が存在する場合、バクテリオファージは、高滴定濃度又は高濃度の
バクテリオファージが混合物に存在し、かつＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析法により検出
可能であるように、培養期間の間増殖される。仮に標的細胞が全く存在しないか、又はほ
んのわずかしか存在しない場合、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析法により理にかなって検
出することのできない低濃度のバクテリオファージが混合物中に存在するであろう。培養
に続いて、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析法はバクテリオファージ及び標的細菌の培養さ
れた混合物において実施される。得られたマススペクトルは、バクテリオファージと関連
した蛋白質が存在しているか否かを決定するために分析される。仮にバクテリオファージ
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に対する蛋白質が検出される場合、少なくとも低濃度の標的細菌が混合物中に存在してい
ると結論づけられる。
【００１９】
　本発明の方法は、細菌が成長する、又は繁殖する様式にかかわらず、低濃度の標的細菌
を検出することが可能であるものと理解されるべきである。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２０】
　本発明は、概して、標的細菌の濃度が使用されるべき特定の検出技術に対して検出限界
であるか、又は可能性として検出限界付近若しくは検出限界未満であるような溶液中の標
的細菌の存在を間接的に検出するためにバクテリオファージを使用する方法に関する。
【００２１】
　バクテリオファージは細菌を感染させるウィルスであり、かつ感染の工程において、該
細菌は多くの子孫を生成する。構造的には、該バクテリオファージはウィルス性核酸を被
包する蛋白質の殻（キャプシド）からなる。キャプシドは同一蛋白質の反復するコピーか
ら構成される。バクテリオファージは特定の細菌細胞を感染可能であり、多くの子孫の増
殖により、該細胞は最終的には、最初のファージの数百万ものコピーを爆発的に放出する
。この感染工程は、低濃度の標的細菌細胞を検出するためのバイオマーカー増幅工程とし
ての目的を果たすために使用されてきた。例えば、ＭＳ２バクテリオファージのキャプシ
ドは１３ｋＤの蛋白質の１８０のコピーを含む。この特殊なウィルスは大腸菌の菌株を特
異的に感染させ、かつ標的細菌細胞に付着後４０分間の間に自身の１００００乃至２００
００のコピーを生成可能である。本質的には、一つの大腸菌がＭＳ２に感染し、１．８×
１０６倍のキャプシド蛋白質の複製を生ずる。
【００２２】
　マトリクス支援レーザ脱離イオン化／質量分析（ＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ）により得られる
結果は、増幅工程の有用性を示すために使用される。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ―ＭＳは全細胞
性微生物を識別するための証明された技術である（Ｈｏｌｌａｎｄら、１９９６年；ｖａ
ｎ　Ｂａｒｒ、２０００年；Ｍａｄｏｎｎａら、２０００年）。特に、ＭＡＬＤＩは、蛋
白質シグナルの分配を変更するマススペクトルの特徴が生成される「フィンガープリント
」技術である。微生物のプロテオームにおける生来の差異により生成されるシグネチャプ
ロファイルは、菌株のレベルまで下降して生物体を識別することを可能にする（Ａｒｎｏ
ｌｄ及びＲｅｉｌｌｙ，１９９８年）。
【００２３】
　標的細菌細胞からの蛋白質のＭＡＬＤＩ信号が検出されるには弱すぎるような実験にお
いて、低レベル（低すぎてＭＡＬＤＩにより検出できない）の適切なファージの標的細菌
細胞への添加の約３０分後に、ファージキャプシド蛋白質に起因する検出可能な蛋白質Ｍ
ＡＬＤＩ信号を生成した。他の細菌種に特異的なバクテリオファージは、典型的には異な
る分子量であるキャプシド蛋白質を有し、故に、異なるＭＡＬＤＩ信号を与える。従って
、該方法は多数の異なる細菌種に適用可能である。イオン移動度分光分析、光学分光分析
、免疫技術、クロマトグラフィー技術及びアプタマー法のような他の検出技術も同様に実
施可能である。
【００２４】
　一般的に、標的細菌以外の生物学的材料を含むか、又は含んでいる可能性のある複合体
液体混合物中における低濃度の標的細菌を検出するための方法は、仮に少なくとも所定の
濃度の標的細菌が混合物中に存在している場合、該標的細菌の識別可能な信号又は指標が
生成される分析に対する液体混合物、溶液又はサンプルを生成するために該混合物又はそ
の一部を処理する工程を含む。「溶液」及び「液体混合物」なる用語は、試験を受けるべ
く最初の溶液又は混合物及び、方法の適用の結果として、該最初の溶液又は混合物の一部
を含む任意の溶液又は混合物を参照するものと理解されるべきである。
【００２５】
　一実施形態において、該方法は、低濃度の標的細菌が液体中に存在しているか否かを決
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定することを含む。この決定は、溶液中に存在する任意の標的細菌が低濃度にて存在する
ことを前提とすることにより行われる。これに代えて、いかなる検出技術が使用されてい
る場合においても検出限界を確実に超える濃度にて標的細菌が存在するか否かを決定する
ために検定が実施され得る。例えば、質量分析技術が使用可能である。仮に、質量分析技
術が溶液中の標的細菌の存在を示す信頼のおける信号を提供する場合、更なる工程を必要
としない。しかしながら、質量分析技術が溶液中の標的細菌の存在を示す信頼のおける信
号を提供しない場合、標的細菌は溶液中に存在している可能性はあるが、質量分析技術の
検出限界未満又は検出限界付近の濃度にて存在していると結論付けられる。この場合、標
的細菌が質量分析技術の検出限界を下回る濃度にて溶液中に存在しているか否かを決定す
るために更なる工程が実施される。
【００２６】
　該方法は、混合物中に存在し得る標的細菌を捕捉し、かつ該補足された細菌のいくらか
を該混合物中に存在し得る他の生物学的材料から分離することを含む精製工程からなる。
捕捉された細菌のいくらかを混合物中に存在し得る他の生物学的材料から分離することに
より、該混合物中に存在する他の生物学的材料に関連した引き続き生成されるマススペク
トル信号の部分が減少される。一実施形態において、免疫磁気分離（ＩＭＳ）法が標的細
菌を捕捉及び分離するために使用される。
【００２７】
　該方法は更に、捕捉され、かつ分離された任意の標的細菌の少なくともいくらかを、該
標的細菌に特異的であるバクテリオファージで感染させる増幅工程を受けることからなる
。存在する標的細菌が少なくとも所定の濃度である場合、バクテリオファージに関連した
バイオマーカーがＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ－ＭＳのような分析技術を用いて検出可能な地点ま
で、該バクテリオファージは増殖されるであろう。ＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ－ＭＳの場合、バ
クテリオファージの存在を示す引き続き生成されるマススペクトル信号の一部は、増大す
るであろう。仮に特定の濃度未満にて標的細菌が存在している場合、バクテリオファージ
は、ＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ－ＭＳを用いて生成されるマススペクトルにおいて検出可能なま
でには充分に増殖されないであろう。本質において、少なくとも所定の濃度の標的細菌が
混合物中に存在している場合、精製工程及び増幅工程は、バクテリオファージに関連する
、引き続いて生成されるマススペクトルの一部に対して信号対ノイズ比を増大させるため
に提供される。
【００２８】
　増幅後、増幅された混合物の少なくとも一部は、標的細菌に対するバイオマーカーが存
在するか否かを決定するための分析が行われる。例えば、ＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ－ＭＳ分析
法は、マススペクトルを生成するために使用され得る。マススペクトルは、バクテリオフ
ァージに対する一つ以上のバイオマーカーが存在しているか否かを決定するために分析さ
れる。そのようなバイオマーカーが存在している場合、標的細菌の少なくとも所定の濃度
が最初のサンプル混合物中に存在していたことの間接的な指標となる。
【００２９】
　精製工程の必要性は、他の生物学的材料に関連した信号の部分がフィルタ化されるか、
排除されるか若しくは無視されるような状況、及び／又は増幅工程がバクテリオファージ
に関連したマススペクトルの部分が他の生物学的材料に関連した任意のバックグランド信
号を超えるような利得を有する状況、及び／又は擬陽性になり得る可能性が低いと考えら
れる状況にある場合には不必要であることは理解されるべきである。更に、バクテリオフ
ァージに対するバイオマーカーが存在しているか否かを決定することを困難にするような
その他の生物学的材料の一つが、試験されるべき溶液中に存在するバクテリオファージの
野生種であることも理解されるべきである。精製工程は野生型バクテリオファージの存在
の問題に取り組むものである。
【００３０】
　仮に試験されるべき溶液又は混合物中に野生型のバクテリオファージが存在しているか
、又は存在している可能性が問題とならない場合、増幅工程後に精製工程を実施すること
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も可能である。しかしながら、この場合、バクテリオファージは溶液の残りの部分から分
離される。既に明記したＩＭＳ技術が使用され得る。しかしながら、磁気ビーズは標的細
菌に対する抗体よりはむしろ、バクテリオファージに対する抗体で被覆される。
【００３１】
　ある場合において、バクテリオファージに対するバイオマーカーがバクテリオファージ
に対して非常に高い特異性を有し擬陽性になることがほとんどないような、ＭＳ／ＭＳ法
のような特異性の高い分析技術を用いることにより精製工程の必要性を排除することもま
た可能である。現在のところ、ＭＳ／ＭＳ法の使用は、７０００Ｄａ未満であるキャプシ
ド蛋白質に限られている。
【００３２】
　図１を参照して、混合物中の標的細菌を捕捉して、捕捉された任意の標的細菌を該混合
物中の他の生物学的材料から分離するための免疫磁気分離（ＩＭＳ）技術が記載されてい
る。マイクロサイズのビーズは、ポリマー表面にて被覆された酸化鉄のコアから構成され
ている。一次抗体のＦｅの領域に対して生成された二次抗体は、リンカーを介してポリマ
ー表面に共有結合にて付着されている。一次抗体（標的細菌に対して生成される）は、二
次抗体との強い非共有結合的な相互作用により該ビーズに付着されており、該二次抗体は
、標的抗原との反応において、適切な方向にて一次抗体を保持している。
【００３３】
　図２を参照して、免疫磁気ビーズは分析されるべく細菌混合物又は生物学的混合物に加
えられ、室温にて２０分間培養される。次いで、該ビーズは磁石を用いて反応管の側方に
て分離される。この方法は余分な（非標的）材料を吸引により除去可能とする。この段階
において、該ビーズはＰＢＳに再び懸濁される前に、数回洗浄される。
【００３４】
　図３を参照して、ビーズ－細菌標的複合体は標的細菌に特異的な低滴定濃度のバクテリ
オファージ懸濁液と混合される。該滴定濃度は、ウィルスからの質量分析信号が検出不能
であるように低く維持される。４０分間の培養の後に、バクテリオファージは、付着、挿
入、自己アセンブリ、反応環境中に放出される多くの子孫の生成により生じる細胞の溶解
からなる繁殖のサイクルを完了した。該環境は次に、標的細菌が存在していることを間接
的に示すバクテリオファージ用バイオマーカーが存在しているか否かを決定するために分
析される。例えば、該環境は、フェルラ酸マトリクスを用いたサンドイッチサンプル調製
（ｓａｎｄｗｉｃｈ　ｓａｍｐｌｅ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ）技術を用いてＭＡＬＤＩ
－ＴＯＦ－ＭＳにより分析され得る。当業者に周知の他のＭＡＬＤＩ用マトリクスもまた
使用可能である。得られたマススペクトルは、バクテリオファージキャプシド蛋白質の存
在を示しており、該蛋白質は標的細菌が存在しない場合はまた存在しなかったであろう。
【００３５】
　混合物中にて標的細菌を捕捉し、かつ該混合物中において任意の捕捉された標的細菌を
分離し、引き続いてＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＭＳ分析を行うＩＭＳ技術が、２００２年４月
１２日に出願された、発明の名称が「ある種の細菌が混合物中に存在しているかを決定す
るための方法（Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　Ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ　ｉｆ　ａ　Ｔｙｐｅ　
ｏｆ　Ｂａｃｔｅｒｉａ　ｉｓ　Ｐｒｅｓｅｎｔ　ｉｎ　ａ　Ｍｉｘｔｕｒｅ）」である
米国特許出願第１０／０６３３４６号に記載されており、該特許出願は、その全体が参照
により本明細書中にて援用される。
【実施例】
【００３６】
　以下に記載されるように、本方法の実施形態は、大腸菌の検出限界を５．０×１０４細
胞／ｍＬ未満に減少させるために使用された。該方法では、以下において標的－ビーズ複
合体として参照される、大腸菌に対する抗体で被覆された免疫磁気ビーズを溶液から細菌
を単離するために使用した。次に、標的－ビーズ複合体は、大腸菌に特異的なバクテリオ
ファージであるＭＳ２を含む溶液中に再懸濁した。ＭＳ２バクテリオファージの濃度は、
ＭＳ２バクテリオファージのキャプシド蛋白質からのイオンシグナルが質量分析の検出限
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界未満となるように調整された。４０分間の培養の後、溶液のアリコートが取り除かれ、
１３ｋＤａのキャプシド蛋白質に対してオンプローブ（ｏｎ－ｐｒｏｂｅ）ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ－ＭＳ法により分析した。ＭＳ２キャプシド蛋白質に対する［Ｍ＋Ｈ］＋（ｍ／ｚ
　１３７２６）及び［Ｍ＋２Ｈ］＋２（ｍ／ｚ　６８６５）イオンシグナルが検出された
（図４）。
【００３７】
　図５Ａを参照して、５．０×１０６細胞／ｍＬの濃度の大腸菌を含む混合物に対して本
発明の方法を適用することにより、大腸菌及びＭＳ２バクテリオファージの両方に対する
蛋白質シグナルを示すマススペクトルが得られた。該方法は、大腸菌の濃度を低減するた
めに繰り返された。具体的には、図５Ｂを参照して、該方法は、～５．０×１０５細胞／
ｍＬの濃度の大腸菌に対して繰り返された。この場合、マススペクトルは大腸菌細胞の任
意の蛋白質シグナルを明らかに示してはいないが、ＭＳ２バクテリオファージキャプシド
蛋白質に対する蛋白質シグナルは示している。図５Ｃを参照して、該方法は、～５．０×
１０４細胞／ｍＬの濃度の大腸菌に対して繰り返された。この場合、マススペクトルは大
腸菌細胞の任意の蛋白質シグナルを明らかに示してはいないが、ＭＳ２バクテリオファー
ジキャプシド蛋白質に対する蛋白質シグナルは依然として示されている。これらの結果は
、大腸菌が免疫磁気ビーズに捕捉され、次いで、ＭＳ２ウィルスにより感染され、増殖可
能となり、検出可能なレベルまでキャプシド蛋白質の濃度が増大可能となったことを示し
ている。現在のところ、～１．０×１０３細胞／ｍＬであるような濃度の標的細菌を本発
明の方法を用いて間接的に検出している。
【００３８】
　大腸菌の検出の実施例に関して実施された本発明の方法の種々の実施形態を以下に記載
する。
大腸菌の調製
　大腸菌は、標準的な微生物学的方法を用いて３７℃にて培養しながら、トリプチカーゼ
大豆培地（ＴＳＢ）（ミシガン州デトロイトに所在のＤｉｆｃｏ社）にて生育した。
【００３９】
バクテリオファージの調製
　バクテリオファージの増殖は、Ｍ．Ｈ．Ａｄａｍｓ’Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓ（
Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ社、ニューヨーク、１９５９年）に記
載されているようなアダムス寒天重層（Ａｄａｍｓ　ａｇａｒ－ｏｖｅｒｌａｙ）法に従
って実施した。簡潔に述べると、軟寒天／ホスト皮膜を、ＴＳＢ中に２滴の２０ｈｒホス
ト（２０ｈｒ　ｈｏｓｔ）を含んだ溶融した０．５％の寒天の２．５ｍＬ（同一の媒体）
を寒天プレート（トリプチカーゼ大豆寒天，Ｄｉｆｃｏ社）に積層することにより調製さ
れた。軟寒天皮膜は、凍結乾燥したＭＳ２をＴＳＢ中にて再水和することにより調製され
た濃縮されたＭＳ２の懸濁液の０．５ｍＬを積層により加える前に、硬化された。２４時
間後、軟寒天が寒天プレート表面からこすりとられ、２５分間遠心分離（１０００Ｇ）し
て、細胞性の堆積物と寒天とを沈殿させた。上澄み液を保存し、０．２２μｍのミリポア
フィルタにてろ過し、４乃至８℃にて冷蔵保存した。
【００４０】
免疫磁気ビーズの調製
　ウサギ抗大腸菌ＩｇＧ抗体（カリフォルニア州、サンレアンドロに所在のＣｏｒｔｅｘ
　Ｂｉｏｃｈｅｍ社）を、製造業者が示唆したプロトコルを用いて、免疫磁気ビーズ（メ
ガビーズ（ＭｅｇａＢｅａｄｓ）、ヤギ抗ウサギＩｇＧ　Ｆ（ｃ）、Ｃｏｒｔｅｘ　Ｂｉ
ｏｃｈｅｍ社）に付着した。
【００４１】
免疫磁気分離（ＩＭＳ）大腸菌
　大腸菌は、免疫磁気ビーズを用いたアフィニティーキャプチャーにより水性懸濁液から
単離された。細菌の懸濁液は、１．５ｍＬのマイクロ遠心管（ニューヨーク州、Ｗｅｓｔ
ｂｕｒｙに所在のＢｒｉｎｋｍａｎｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ社）内にて、１００μＬ
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の培養液を９００μＬのリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ，０．０１ＭのＮａ２ＨＰＯ４，
０．１５ＭのＮａＣｌを、ＨＣｌを用いてｐＨ７．３５に滴定した）と混合することによ
り調製した。細胞の濃度は、ペトロフ－ハウザーカウントチャンバー（Ｐｅｔｒｏｆｆ－
Ｈａｕｓｅｒ　ｃｏｕｎｔｉｎｇ　ｃｈａｍｂｅｒ）（ペンシルバニア州Ｈｏｒｓｈａｍ
に所在のＨａｕｓｅｒ　Ｓｃｅｎｔｉｆｉｃ社）を用いて決定した。
【００４２】
　本発明の研究において開発された免疫磁気分離（ＩＭＳ）法は以下の工程を含む：第一
の工程において、３０μＬの免疫磁気ビーズを細菌サンプル溶液中に加え、連続的に振盪
しながら室温にて約２０分インキュベートした。第二の工程は、磁気粒子集中装置（ｍａ
ｇｎｅｔｉｃ　ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒ）（ニューヨーク州Ｌａｋ
ｅ　Ｓｕｃｃｅｓｓに所在のＤｙｎａｌ社）を用いてサンプル管の側部に該ビーズを集め
、１ｍＬのピペットを用いて上澄み液を除去する工程を包含した。第三の工程において、
磁石が除去され、該ビーズは２０秒間激しく振盪しながら１ｍＬの新たなＰＢＳ中に再懸
濁して、任意の非特異的に付着する成分を洗い流した。次に、ビーズ懸濁液を新たな管に
移し、第二及び第三の工程をもう一度繰り返した。第四及び最終工程において、該ビーズ
を磁石を用いて分離し、次に、緩衝洗浄液を廃棄するために別の容器に移し、５００μＬ
の脱イオン水中に該ビーズを再懸濁した。次に、ビーズ－大腸菌複合体を低滴定濃度（質
量分析計の検出限界未満）のＭＳ２バクテリオファージと混合し、室温にて緩やかに振盪
しながら４０分間培養した。次に、一定量の懸濁液を取り出し、フェルラ酸マトリクス（
１７％のギ酸、３３％のアセトニトリル、５０％の脱イオン水から構成された溶液１ｍＬ
中に１２．５ｍｇのフェルラ酸）を用いたサンドウィッチ試薬調製法を用いてＭＳ２キャ
プシド蛋白質を分析した。
【００４３】
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ
　全てのマススペクトルは、ポジティブなリニアモードにて稼動するＶｏｙａｇｅｒ－Ｄ
Ｅ　ＳＴＲ＋ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析計（マサチューセッツ州Ｆｒａｍｉｎｇｈａｍ
に所在のＡＢ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社）にて生成した。以下のパラメ
ータが使用された：加速電圧２５ｋＶ、加速電圧の９２％のグリッド電圧、３５０ｎｓｅ
ｃの遅延引き出し（ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｄｅｌａｙ）時間及び４ｋＤａに設定された
低質量イオンゲート。レーザの強度（Ｎ２，３３７ｎｍ））は、イオン発生閾値より僅か
に大きい値に設定され、かつ３００ｎｓ毎にパスル化した。マススペクトルは、５つの異
なるサンプルスポットから１００のレーザショットを累積することにより、各サンプルか
ら得られた（最終的なスペクトル＝５×１００レーザショットの平均）。
【００４４】
　バクテリオファージに対するバイオマーカーの検出により標的細菌が溶液中に存在する
ことが示されることを確実にするために、「親」バクテリオファージの濃度には、いかな
る分析技術が使用された場合においても該バクテリオファージ又は該バクテリオファージ
用バイオマーカーの検出限界未満であるような溶液が適用されることが理解されるべきで
ある。これにより、バクテリオファージ又はバクテリオファージ用バイオマーカーが該分
析技術により検出され、該バクテリオファージ又はバイオマーカーの検出濃度は子孫バク
テリオファージ、即ち、溶液中に存在する標的細菌による該バクテリオファージの複製に
より得えられるバクテリオファージ、に起因するものであることが確実となる。ある状況
下において、そのような濃度の「親」バクテリオファージの使用は、低すぎて検出のため
のバクテリオファージ又はバクテリオファージ用バイオマーカーの十分な濃度を迅速に生
成することができない感染の多重度（ＭＯＩ）（即ち、親バクテリオファージの数の標的
細菌の数に対する比率）を有する。
【００４５】
　低ＭＯＩに関連した欠点を解決するために、十分に高濃度の「親」バクテリオファージ
が溶液に加えられる。この場合、溶液に加えられるべき「親」バクテリオファージの濃度
は、該バクテリオファージ又は該バクテリオファージのバイオマーカーを検出するために
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いかなる分析技術を使用した場合であってもその検出限界を超えているであろう。その結
果、この方法にて処理された溶液の分析は、標的細胞による複製にて得られる子孫バクテ
リオファージよりもむしろ、溶液に加えられるべき「親」バクテリオファージを検出する
。
【００４６】
　従って、該方法の別の実施形態は、任意の子孫バクテリオファージから区別することが
可能なある濃度の「親」バクテリオファージを溶液に適用する。一実施形態において、親
バクテリオファージ（即ち、最初に溶液に適用されるバクテリオファージ）は、いかなる
分析技術が使用された場合であっても該親バクテリオファージ又は該親バクテリオファー
ジのバイオマーカーを、子孫バクテリオファージ又は該子孫バクテリオファージのバイオ
マーカーから区別することが生来的に可能であるように「標識」化される。例えば、マス
スペクトル分析技術を使用した場合、親バクテリオファージは、該親バクテリオファージ
のマススペクトルを子孫バクテリオファージに対して変更するか、又はシフトする物質に
て「標識」化され、該物質は親バクテリオファージからの「標識」を遺伝的に継承してい
ない。例えば、ビオチン化バクテリオファージは親バクテリオファージとして使用され得
、かつ溶液中に存在する標的細菌を感染させるビオチン化バクテリオファージにより生成
される子孫バクテリオファージとは異なるマススペクトルを有するであろう。別の「標識
」は、別の型の分析技術のために使用される。
【００４７】
　別の実施形態において、親バクテリオファージは分析の前に溶液中の子孫バクテリオフ
ァージから区別されることを可能とする性質を有し、それにより、分離の後に溶液中に存
在するバクテリオファージの全てとはいえないにしてもほとんどが、該溶液中存在する標
的細菌によって親バクテリオファージの複製により得られる子孫バクテリオファージであ
ることを確実にする。一実施形態において、ビオチン化バクテリオファージは、溶液中に
最初に適用される。ビオチン化バクテリオファージはストレプトアビジンにかなり誘引さ
れる。その結果、ビオチン化バクテリオファージを溶液から分離するために、ストレプト
アビジンプローブが使用される。一実施形態において、ビオチン化バクテリオファージは
ストレプトアビジンで被覆されたプローブに付着され、かつ該プローブが溶液中に配置さ
れる。この場合、培養期間の後に溶液からのビオチン化バクテリオファージの分離は、該
溶液からプローブを除去することにより達成される。別の実施形態において、ストレプト
アビジンにより被覆された磁気ビーズが溶液に適用される。ビオチン化バクテリオファー
ジは、溶液に該ビーズを適用する前にストレプトアビジンにて被覆された磁気ビーズに付
着される。これに代えて、溶液に予め加えられたビオチン化バクテリオファージを捕捉す
るためにビーズが使用され、次いで磁石を用いて該溶液から該ビーズが除去される。更に
別の実施形態において、ストレプトアビジンにて被覆されたプローブ（例えば、スライド
）は、培養期間の後に溶液に適用される。ビオチン化バクテリオファージはプローブに付
着し、次いで、該プローブが溶液から分離される。ビオチン化バクテリオファージが液体
混合物から分離される様式に関係なく、少なくとも一部の溶液が、溶液中に標的細菌が存
在したことを間接的に示すバクテリオファージ又はバクテリオファージ用バイオマーカー
が存在するか否かを決定するために分析される。
【図面の簡単な説明】
【００４８】
【図１】本発明の一実施形態に対して、標的微生物を単離するために使用される免疫磁気
ビーズを示す（抗体は縮尺に基づいて描かれていない）。
【図２】本発明の一実施形態において、標的抗原（大腸菌）を単離するために使用される
免疫磁気精製工程の概略図である。
【図３】本発明の一実施形態に対するバクテリオファージ増幅工程の概略図である。
【図４】ＰＢＳ中における高滴定濃度のＭＳ２サンプルから得られる典型的なＭＡＬＤＩ
－ＴＯＦマススペクトルを示す。
【図５】（ａ）～（ｃ）は、大腸菌の濃度を減少するために、該大腸菌の存在を指標する
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バクテリオファージのバイオマーカーを本発明の一実施形態が如何に検出可能であったか
を示す。

【図１】 【図２】
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