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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】全血液（大量の細胞性物質を含有する）等のサ
ンプル中の病原体の直接的検出をする為の、細菌等の微
生物を含んでなるサンプル中で細胞を選択的に溶解する
方法及び装置の提供。
【解決手段】微生物を含む、または含むと疑われる、真
核細胞を伴う血液サンプル等に置いて、ｐＨが９．５付
近またはそれ以上において、非イオン性界面活性剤と緩
衝液とを前記サンプルに添加し、真核細胞を溶解させる
のに充分な時間インキュベートとし、真核細胞を選択的
に溶解させ、残存する微生物をフィルターで濾過分離し
た後、微生物を溶解して核酸ベースの分析をする、サン
プル中の微生物を検出する方法及びその装置。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　微生物を含む、または含むと疑われるサンプル内の真核細胞を選択的に溶解させる方法
であって、
ａ）微生物を含む、または含むと疑われる、真核細胞を伴うサンプルを提供する工程、
ｂ）ｐＨが９．５付近またはそれ以上の溶液を得るために、非イオン性界面活性剤と緩衝
液とを前記サンプルに添加する工程、
ｃ）前記溶液を、真核細胞を溶解させるために十分な長さの時間インキュベートする工程
を含んでなる、方法。
【請求項２】
　前記サンプルが、哺乳類の血液サンプルである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記血液サンプルが全血液である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記微生物が細菌である、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記微生物が真菌である、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記インキュベーションの工程ｃ）が３０秒～１０分間実施される、請求項１～５のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　添加した界面活性剤および添加した緩衝液の容量とサンプルの容量との比が、２／１～
１／１０である、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　非イオン性界面活性剤が、０．１および５％（ｗ／ｖ％またはｖ／ｖ％）の濃度で存在
する、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　非イオン性界面活性剤が、Ｎｏｉｄｅｔ　Ｐ４０、デオキシコレート、Ｉｇｅｐａｌ　
ＣＡ６３０および／またはＴｒｉｔｏｎ－Ｘ　１００からなる群から選択される、請求項
１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記インキュベーションした溶液を遠心分離し、前記微生物を単離する工程をさらに含
んでなる、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　微生物をフィルター上に保持する孔サイズを有するフィルターで、前記インキュベーシ
ョンした溶液を濾過する工程をさらに含んでなる、請求項１～１０のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１２】
　前記微生物を溶解させる工程をさらに含んでなる、請求項１～１１のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１３】
　核酸ベースの分子分析をさらに含んでなる、請求項１～１２のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１４】
　サンプル中の微生物を検出する装置（１）であって、
－４０ｍＬ未満の容量のサンプル液を受けるための溶解チャンバー（２）、
－溶解チャンバーに接続された、９．５以上のｐＨのアルカリ性緩衝液を含んでなるおよ
び非イオン性界面活性剤を含んでなるリザーバー（３）、または、約９．５以上のｐＨの
アルカリ性緩衝液を含んでなるリザーバー（３１）および非イオン性界面活性剤を含んで
なるリザーバー（３２）、
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－溶解チャンバーに接続された、溶解後にサンプルを濾過するためのフィルター（４）（
ここで、前記フィルターは、細菌をフィルター上に保持する孔サイズを有する）、および
－ＤＮＡの存在を分析するための検出チャンバー（５）
を含んでなる、装置。
【請求項１５】
　アルカリ性緩衝液が９．０を超えるｐＫａを有し、非イオン性界面活性剤がＴｒｉｔｏ
ｎ　Ｘ－１００である、請求項１４に記載の装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、真核細胞、より具体的には、血液細胞などの動物細胞の溶解に関する。本発
明はさらに、他の細胞が高濃度で含まれるサンプル中で、低濃度の細菌などの微生物を検
出にも関する。
【背景技術】
【０００２】
　分子診断は、血液などのサンプル中の病原体（典型的には細菌）の微小量の高速検出を
目的とする。しかし、血液は、複雑な基質であり、獲得免疫系のための白血球（white bl
ood cell）（白血球（leukocyte））、酸素の伝達のための赤血球（red blood cell）（
赤血球（erythrocyte））、および創傷治癒のための血小板（platelet）（血小板（throm
bocyte））を含んでなる。これは、全血液（大量の細胞性物質を含有する）などのサンプ
ル中の病原体の直接的な検出を困難にする。
【０００３】
　古典的な検出法は、選択培地および／または指示薬を伴う培地における細菌の増殖を含
んでなる。典型的にはそのような分析は、同定を行う前に少なくとも１日または２日の培
養が必要である。
【０００４】
　ＰＣＲベースの方法では、新鮮な血液サンプル中の細菌量は、理論上は、そのようなサ
ンプル中に存在する細菌のさらなる培養なしに検出されるほど十分に高い。しかし、微小
量の細菌を早期に検出するためには、大量の血液が必要である。特に白血球中の大量のＤ
ＮＡは、ＤＮＡベースの検出法においてバックグラウンドを劇的に増加させる。また、ヘ
モグロビン由来のヘムの存在は、ＤＮＡポリメラーゼの活性を強力に低減させる。１マイ
クロリットルのヒトの血液は、約４，０００～１１，０００の白血球および約１５０，０
００～４００，０００の血小板を含む。血中のＤＮＡ濃度は、３０～６０μｇ／ｍＬの間
である。１０ｍＬの容量の全血液中で約１０～１００，０００の細菌種の存在を検出する
ことは、極めて挑戦的である。
【０００５】
　白血球の大量のＤＮＡは、意味のないＰＣＲ産物を引き起こし、あるいは、細菌ＤＮＡ
の検出用に設計されたプライマーを除去し得る。これは、細菌ＤＮＡをＰＣＲまたは他の
方法により検出する前に、完全なＤＮＡ精製と哺乳類ＤＮＡの分離を必要とする。
【０００６】
　ＰＣＲ反応それ自体の妨害は別として、哺乳類ＤＮＡの量は、サンプルの粘度を増加さ
せる。加えて、溶解した哺乳類細胞由来のタンパク質および膜は、サンプルの濾過を妨げ
る複合体を形成する。これは、特に小型装置にとって問題である。既に大容量のサンプル
のさらなる希釈は、許容できない長い操作工程に帰着する。
【０００７】
　上記理由のために、血液サンプルからヒトＤＮＡを除去する方法が必要である。
【０００８】
　哺乳類ＤＮＡの存在下で細菌ＤＮＡを特異的に分析する方法が知られている。ＳＩＲＳ
Ｌａｂ社のＬｏｏｘｔｅｒ（商標）はサンプル由来のメチル化ＤＮＡを濃縮する方法を用
いる。細菌ＤＮＡは高度にメチル化されているので、この手段は、細菌ＤＮＡの濃縮をも
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たらす。Ｍｏｌｚｙｍ社のＭｏｌｙｓｉｓ（商標）は、カオトロピック剤および界面活性
剤を用いて、哺乳類細胞を選択的に溶解させる。この溶解工程の後には、このカオトロピ
ック剤／界面活性剤に影響されないＤＮＡｓｅを用いた消化を行う。ロッシュ社（Ｓｅｐ
ｔｉｆａｓｔ（商標））により市販されている代替手段は、ヒトＤＮＡへの特異的結合お
よびヒトＤＮＡの増幅を防ぐように特異的に設計されたＰＣＲプライマーペアに依存する
。
【０００９】
　米国特許第６，８０３，２０８号公報は、細菌を添加した血小板の高倍率で希釈した懸
濁液を３７℃で１５分間溶解させる方法（その後、フィルター上に保持される細菌の目視
検査のために０．４μｍのフィルターで少量の溶解サンプルを濾過することが可能である
）を開示する。しかし、この方法では、室温で大量のサンプルを処理することはできない
。
【発明の簡単な説明】
【００１０】
　本発明の特定のおよび好ましい側面は、添付された独立形式および引用形式の請求項中
に提示されている。引用形式の請求項の特定事項は、独立形式の請求項の特定事項と、お
よび、特に限定されないが、請求項に明示された適切な他の引用形式の請求項の特定事項
と、組み合わされ得る。
【００１１】
　本発明の一つの側面は、微生物を含む、または含むと疑われるサンプル中で、真核細胞
、特に動物細胞を選択的に溶解する方法に関する。この方法は、微生物を含む、または含
むと疑われる、真核細胞、特に動物細胞を伴うサンプルを提供する工程、非イオン性界面
活性剤と緩衝液をサンプルに添加してｐＨ約９．５以上の溶液を得る工程、および、溶液
を、真核細胞、特に動物細胞を溶解させるために十分に長い時間、例えば、３０秒～１０
分、より好ましくは２～６分インキュベートする工程を含んでなる。溶解は、特定の態様
では、１５～３０℃、より好ましくは、室温付近で行うことができる。
【００１２】
　特定の態様では、サンプルは全血液などの哺乳類の血液サンプルである。
【００１３】
　他の特定の態様では、微生物は、細菌または真菌である。
【００１４】
　特定の態様によれば、添加する界面活性剤および添加する緩衝液の容量とサンプルの容
量との比は、２／１～１／１０である。
【００１５】
　特定の態様では、非イオン性界面活性剤は、Ｎｏｎｉｄｅｔ、Ｂｒｉｊ、Ｔｗｅｅｎ、
Ｉｇｅｐａｌ、還元ｔｒｉｔｏｎ、オクチルグルコシド、コール酸塩およびＴｒｉｔｏｎ
からなる群から選択される。より好ましい例としては、Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ　１００、Ｎｏ
ｎｉｄｅｔ　Ｐ４０、デオキシコール酸ナトリウム、および／または、Ｉｇｅｐａｌ　Ｃ
Ａ６３０である。
【００１６】
　特定の態様では、本発明で用いられるアルカリ性緩衝液は、９を超えるｐＫａ値を有す
る。本発明の例は、ホウ酸塩、炭酸塩、ＣＡＰＳ（Ｎ－シクロヘキシル－３－アミノプロ
パンスルホン酸）、ＣＡＰＳＯ（３－（シクロヘキシルアミノ）－２－ヒドロキシ－１－
プロパンスルホン酸）、ＣＨＥＳ（２－（Ｎ－シクロヘキシルアミノ）エタンスルホン酸
）、ピロリン酸およびエタノールアミンである。特定の例は、炭酸ナトリウムである。緩
衝液は、本発明の比率でサンプルと混合したときに最終溶液のｐＨが約９．５以上となる
十分な緩衝能力を有すべきである。
【００１７】
　特定の態様では、方法は、微生物をフィルター上に保持する孔サイズを有するフィルタ
ー、例えば、０．７μｍ未満、より好ましくは、０．５μｍ未満の孔サイズを有するフィ
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ルターで、インキュベートした溶液を濾過する工程をさらに含んでなる。本発明の方法は
、酵素的または加熱に関連した工程なしに、大量のサンプルの濾過を容易にする。
【００１８】
　特定の態様では、方法は、本発明の選択的溶解の後に、酸または酸性緩衝液を添加して
約７～９のｐＨを得る工程「中和工程」をさらに含んでなる。
【００１９】
　特定の態様では、上記方法は、その後に微生物の検出がなされる。その例は、細胞数計
測、顕微鏡法、ＰＣＲまたは培養である。
【００２０】
　特定の態様では、上記方法は、その後に微生物の溶解がなされる。
【００２１】
　本発明の他の側面は、サンプル中の微生物を検出するための装置（１）であって、４０
ｍＬ未満、好ましくは２０ｍＬ未満、より好ましくは１～２０ｍＬの容量のサンプル液を
受けるための溶解チャンバー（２）、溶解チャンバーに接続された、ｐＨ約９．５以上の
アルカリ性緩衝液を含んでなるおよび非イオン性界面活性剤を含んでなるリザーバー（３
）、または、ｐＨ約９．５以上のアルカリ性バッファーを含んでなるリザーバー（３１）
、非イオン性界面活性剤を含んでなるリザーバー（３２）、溶解チャンバーに接続された
、溶解後にサンプルを濾過するためのフィルター（４）（ここで、前記フィルターは、細
菌をフィルター上に保持する孔サイズを有する）、および、ＤＮＡの存在を分析するため
の検出チャンバー（５）を含んでなる装置に関する。
【００２２】
　本発明では、アルカリ性緩衝液は、典型的には９．５を超えるｐＫａを有するため、最
終溶液は、約９．５以上のｐＨを有するであろうし、非イオン性界面活性剤は、典型的に
は、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、デオキシコール酸ナトリウム、Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ４０お
よび／またはＩｇｅｐａｌ　ＣＡ６３０である。
【００２３】
　本発明で開示される方法は、細菌および真菌は無傷なまま（死んでいても生きていても
）であるのに対して、サンプル中の白血球および赤血球は選択的に溶解させることを可能
とする。
【００２４】
　本発明で開示される方法は、そのようなサンプルを実質的に希釈することなくサンプル
を処理することを可能とし、結果として、より大量のサンプルを処理することを可能とす
る。加えて、例えば、ＤＮａｓｅによるＤＮＡの酵素的消化や熱の使用の必要が無く、先
行技術として知られた方法と比較して、この方法をより複雑性の少ないものにする。
【００２５】
　本発明で開示される方法は、低粘度および最小の凝集物を有する溶解サンプルを生み出
し、細菌を保持するフィルターで大量の溶解サンプルを濾過することを可能とする。その
ようなフィルターでの細菌のさらなる処理は、約１００～１０００μＬの容量で進めるこ
とができ、続く手順で大量のサインプルを処理すること、および中和や洗浄などの、統合
カートリッジ中で完全に自動化された必要な操作を行うことを可能とする。
【００２６】
　本発明の上記および他の特徴、特性、および利点は、本発明の原理を例示的に説明する
添付された図面と合わせて考慮することで、下記の詳細の説明により明らかとなるであろ
う。この記載は、例示のためにのみ与えられるのであって、発明の範囲を制限するもので
はない。下記で引用される参照図面は、添付された図面に関する。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】図１は、本発明の方法の特定の態様に従って様々なｐＨ値で選択的に溶解させた
後の大量の血液の濾過効率を示す図である。
【図２】図２は、本発明の方法の特定の態様に従って様々なｐＨ値で溶解させた後の様々
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な細菌の回収を示す図である。
【図３】図３は、本発明の方法の特定の態様に従って様々なインキュベーション時間で溶
解させた後の細菌の回収を示す図である。
【図４】図４は、本発明の選択的溶解によるヒトバックグラウンドＤＮＡの低減を示す図
である。
【図５】図５は、１ｍＬの全血液中の様々な種類の病原体の検出を示す図である。
【図６】図６は、５ｍＬの全血液中の様々な種類の病原体の検出を示す図である。
【図７】図７は、本発明の手動による方法と装置による方法との差を示す図である。
【図８】図８は、市販の敗血症検出試験と本発明の方法との比較を示す図である。
【図９】図９は、本発明の選択的溶解およびフィルター上での捕捉の後の病原体の溶解を
示す図である。
【図１０】図１０は、本発明の選択的溶解およびフィルター上での捕捉の後に実施された
ときの、他の溶解方法との比較における病原体溶解効率を示す図である。
【図１１】図１１は、本発明の態様に記載された選択的溶解を実施するための装置の態様
の模式的概要を示す図である。
【図１２】図１２は、本発明の態様に記載された選択的溶解ユニットを含んでなる統合装
置の例を示す図である。
【００２８】
　様々な図面で、同じ参照記号が同じまたは類似の要素を意味する。
【発明の具体的な説明】
【００２９】
　本発明は、特定の態様に関しておよびある図面を参照して記載されるが、本発明はそれ
らに制限されることはなく、特許請求の範囲にのみ制限される。特許請求の範囲における
いかなる参照記号も範囲を制限するものと解釈すべきではない。記載された図面は、単な
る図解であって、非限定的なものである。図面では、いくつかの要素のサイズは、誇張さ
れている場合もあるし、図解を目的とし、正しい寸法で描かれたものではない。用語「含
んでなる」が本明細書および特許請求の範囲で用いられる場合、それは他の要素または工
程を除外しない。単数名詞を参照して定冠詞または不定冠詞、例えば、「ａ」または「ａ
ｎ」、「ｔｈｅ」が用いられる場合、これは何か他に特別に述べられない限り、その名詞
の複数を含む。
【００３０】
　さらに、本明細書および特許請求の範囲中の用語第一、第二、第三などは、同様の要素
間を区別するために用いられるのであって、必ずしも連続的な順番または時間的順番を意
味するために用いられるわけではない。そのように用いられる用語は、適切な環境下では
相互互換的であり、本明細書に記載される本発明の態様は、本明細書で記載され、または
例示される順番以外の順番で操作することも可能であると理解されるべきである。
【００３１】
　下記の用語または定義は、本発明の理解を助けるためだけに提供される。これらの定義
は、当業者に理解されるよりも狭い範囲を有するものと解釈するべきではない。
【発明の詳細な説明】
【００３２】
　本発明では、「血球」は血中に存在する哺乳類細胞を意味し、赤血球（red blood cell
）（赤血球（erythrocyte））、白血球（white blood cell）（白血球（leukocyte））、
および血小板（platelet）（血小板（thrombocyte））を含む。
【００３３】
　本発明では、「全血液」は血漿および血球をふくんでなる未処理血液を意味し、抗凝血
剤で処理され得る。
【００３４】
　「サンプル」は、細胞性材料を含んでなる、並びに、リンパ、脳脊髄液、血液（全血液
および血漿）、唾液などの体液を含んでなる水性懸濁液を意味し、例えば、筋肉、脳、肝
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臓またはそれ以外の組織などのホモジェナイズした懸濁液の水性画分は含まない。
【００３５】
　本発明の「真核」は、動物、特に血液を含む動物などの真菌以外のあらゆる種の真核生
物を意味し、甲殻類などの非脊椎動物および脊椎動物を含んでなる。脊椎動物は、冷血動
物（魚類、は虫類、両生類）および温血動物（鳥類および哺乳類）を含んでなる。哺乳類
は、具体的には、霊長類、より具体的にはヒトを含んでなる。
【００３６】
　本発明で用いられる「選択的溶解」とは、サンプル中で、無傷に保たれるそのサンプル
中の微生物細胞（細菌細胞など）の割合が、サンプルを回収した生物の無傷で保たれる真
核細胞の割合と比較して、有意に高い（例えば、２、５、１０、２０、５０、１００、２
５０、５００または１０００倍以上）ときに得られる。
【００３７】
　本発明で用いられる「微生物」は、細菌（グラム陽性およびグラム陰性細菌並びに芽胞
胞子）並びに酵母およびカビなどの単細胞の真菌に関するが、これらはサンプルを回収し
た生物中に典型的には病原体として存在する。
【００３８】
　本発明の第一の側面は、細菌などの微生物を含む、または含むと疑われるサンプル内の
真核細胞、特に、動物細胞を選択的に溶解する方法に関する。方法のねらいは、サンプル
中の微小量の細菌（すなわち、１ｍＬのサンプル中で１００００未満、１０００未満、１
００未満、またはそれ以下の微生物）を検出するための検査の感度を増加させることであ
る。本発明の背景技術において説明したように、サンプル中の真核細胞、特に動物細胞の
ＤＮＡは、ＰＣＲベースの検出法を妨害し、このＤＮＡは、タンパク質や膜と一緒になっ
て、溶解後の粘性を増加させ、また、溶解サンプルの濾過に劇的な影響を与える凝集体を
形成する。この問題を解決するため、真核細胞、特に動物細胞は、選択的に溶解され、そ
れにより、微生物の相当の部分（すなわち、２０％、４０％、６０％、８０％、９０％を
超える、または９５％すら超える）は生き残り、あるいは、その処理により死んだとして
も細胞壁内に細菌ＤＮＡが含まれている。本発明で記載された方法は、上記の問題に取り
組むものである。
【００３９】
　本発明で記載された方法は、とりわけ、微生物、特に細菌のＤＮＡの検出が、ＤＮＡを
含む他の細胞、特にその微生物が病原体として存在する宿主の細胞の存在により阻害され
る如何なる種類のサンプルに対しても適用できる。
【００４０】
　本発明で記載された方法は、哺乳類の血液サンプル中の微小量の細菌の存在を検査する
態様に対してさらに説明される。
【００４１】
　血液サンプルは、全血液として、または、血漿若しくは血小板調製物などの処理画分と
して、保存され得る。典型的には、本発明で記載された方法は、単離されたばかりの全血
液で実施される。そのようなサンプルは、一般的に、凝結するのを防ぐために、例えば、
ヘパリン、ＥＤＴＡまたはクエン酸で処理される。
【００４２】
　あるいは、方法は、静脈から界面活性剤と緩衝液を有するチューブに直接的に血液を回
収することにより、新鮮な血液で実施される。
【００４３】
　従って、新鮮な血液サンプルまたは保存されたサンプルは、緩衝液および非イオン性界
面活性剤で補われる。緩衝液およびその濃度の選択は、血液サンプルの緩衝能力を補い、
かつ、ｐＨ約９．５以上、より具体的には、９．５～１１．５、さらにより具体的には、
９．５～１０．５を得るために選ばれる。１１．５を超えるｐＨ値は、グラム陽性細菌や
真菌などのより頑強な生物に適している。同様に、緩衝液は、ｐＨに必要な変化を与える
ために多くてもサンプル容量の２００％、１５０％、１００％、５０％、２０％または１
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０％の緩衝液容量がサンプルに添加されるように、十分に濃縮される。
【００４４】
　本発明で好適な緩衝液は、典型的には９を超える、９．５を超える、さらに１０を超え
るｐＫａを有し、ホウ酸塩、炭酸塩、ＣＡＰＳ、ＣＡＰＳＯ、ＣＨＥＳ、ピロリン酸、エ
タノールアミンおよび上記ｐＨ領域に最適な緩衝能力を有する他の通常用いられる緩衝液
が挙げられる。
【００４５】
　好適な界面活性剤は、非イオン性界面活性剤であり、一方では、真核細胞、特に動物細
胞だけに溶解作用を有するが、他方では、ＤＮＡおよびタンパク質に対し可溶化作用を有
する。
【００４６】
　非イオン性界面活性剤の例は、アルカリグリコシド、Ｂｒｉｊ　３５（Ｃ１２Ｅ２３　
ポリオキシエチレングリコールドデシルエーテル）（１５，７）、Ｂｒｉｊ　５８（Ｃ１
６Ｅ２０　ポリオキシエチレングリコールドデシルエーテル（１６）、Ｇｅｎａｐｏｌ（
１３～１９）、ＭＥＧＡ－８、－９、－１０などのｇｌｕｃａｎｉｄ、オクチルグルコシ
ド（１２，６）、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ　Ｆ１２７、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００（Ｃ１４Ｈ２

２Ｏ（Ｃ２Ｈ４Ｏ）ｎ）（１３，４）、Ｔｒｉｒｏｎ　Ｘ－１１４（Ｃ２４Ｈ４２Ｏ６）
（１２，４）、Ｔｗｅｅｎ２０（ポリソルベート２０）（１６，７）およびＴｗｅｅｎ８
０（ポリソルベート８０）（１５）、Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ４０、デオキシコール酸ナトリ
ウム、還元Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００および／またはＩｇｅｐａｌ　ＣＡ６３０である。
非イオン性界面活性剤の特に好ましい例は、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００である。
【００４７】
　界面活性剤の最も効果的な濃度は、界面活性剤によって異なるが、典型的には、０．１
～５％、より具体的には０．１～１％の範囲内である。界面活性剤（固形または液体）に
より異なり、％は、それぞれｗ／ｖ％またはｖ／ｖ％を意味する。
【００４８】
　緩衝液と界面活性剤の存在下での血液サンプルのインキュベーションは、１０～３０℃
の温度、より好ましくは、室温付近で、１０分以内、好ましくは３０秒～１０分、より好
ましくは、約１～３、１～５、１～８、２～６または１～１０分間行われる。
【００４９】
　本発明による方法は、選択的溶解が、３０℃以下の温度で１０分以内で得られるという
利点を有する。従って、方法は、一般的には、サンプルを加熱する必要なく、周辺環境温
度で行うことができる。
【００５０】
　溶解の後には、中和工程で酸または酸性緩衝液の添加により、溶解サンプルのｐＨを中
性値（すなわち、７～９）にしてもよい。中性ｐＨでは、溶解サンプルは、細菌細胞のさ
らなる溶解、溶解サンプルの流動特性に劇的な変化を起こすことなく、長期間（１時間、
２時間、６時間、１２時間または２４時間まででさえも）保存することが可能であること
が分かっている。
【００５１】
　本発明の方法で調査された他のパラメータは、溶解後の血液サンプルの流動特性の評価
である。これは、どの容量の溶解血が０．２２μｍフィルターで濾過できるかを確認する
ことにより測定できる。本発明の方法は、１容量のサンプルに１容量の緩衝液／界面活性
剤を添加することにより希釈した、少なくとも２、５、７．５または１０ｍＬでさえも全
血液の濾過を可能とする。
【００５２】
　一般的に、本発明の方法は、典型的には遠心分離または濾過により実施される、サンプ
ルからの無傷の細菌細胞の分離の工程を含んでなる。特定の態様では、無傷の細菌は、典
型的には０．４または０．２２μｍの孔サイズの市販のフィルターなどの、０．５～１０
μｍのサイズを有する細菌を保持するための１μｍ未満の孔サイズのフィルターに溶解サ
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ンプルを通過させることにより、サンプルから分離される。サンプルの濾過用には、シリ
ンジに合うように適合したフィルターなどの様々な種類の市販の装置が存在し、シリンジ
内での溶解後に、液体をシリンジのピストン棒に手動で圧力をかけることによりフィルタ
ーを通過させる。
【００５３】
　以降、フィルター上の細菌（または真菌）の存在は、検査可能である。特定の態様では
、微生物の存在は、ＰＣＲにより検査される。この目的で、細菌（または真菌）は、フィ
ルターから洗い出され、ＰＣＲ増幅のためにさらに処理される。あるいは、フィルターは
溶解緩衝液で洗浄され、微生物からＤＮＡを放出させて、ＰＣＲ反応にさらに用いる。
【００５４】
　他の検出工程は、細胞計測、顕微鏡観察、ＰＣＲまたは培養により実施され得る。
【００５５】
　サンプルの溶解、濾過および微生物の検出は、一つの装置（図１１に模式的に描かれる
）の中で実施され得る。従って、本発明の一つの側面は、装置（１）であって、１～１０
ｍＬの容量のサンプル液を受けるための溶解チャンバー（２）と、溶解チャンバー（２）
に接続された上記アルカリ性緩衝液を界面活性剤と共に含んでなるリザーバー（３）、ま
たは、上記のアルカリ性緩衝液を含んでなるリザーバー（３１）および上記の界面活性剤
を含んでなるリザーバー（３２）とを含んでなる装置に関する。装置内では、溶解チャン
バーは、溶解後のサンプルを濾過するためのフィルター（４）に接続され、それにより、
微生物はフィルターに保持される。装置は、微生物をフィルターから除去するためのチャ
ンネルをさらに含んでなり、それらを別のチャンバーで溶解させる。あるいは、装置は、
微生物をフィルター上で溶解する手段、溶解した細菌または真菌細胞のＤＮＡをフィルタ
ーから別のチャンバーに移送するチャンネルをさらに含んでなる。装置は、ＤＮＡの存在
を分析するためのＤＮＡ精製および検出チャンバー（５）をさらに含み得る。典型的には
、検出チャンバーは、ＰＣＲモジュールである。
【００５６】
　選択的溶解および続くＤＮＡ精製並びに同定が行われる装置の例は、図１２に描かれて
いる。
【００５７】
　本発明を具体化する他のシステムおよび方法の取り合わせは、当業者に自明であろう。
【００５８】
　好ましい態様、特定の構造および構成並びに材料が本発明の装置のために本明細書で議
論されてきたが、形態および詳細における様々な変更または改変が本発明の範囲および精
神から離脱することなく行われ得る。
【実施例】
【００５９】
実施例１
　濾過に対するｐＨの影響
　本実験の目的は、濾過効率に対する緩衝液のｐＨの影響を評価することである。緩衝能
力は、最終溶液中で同様のｐＨを得るに十分であり、最終溶液のｐＨを当業者に知られた
従来技術を用いて測定することにより確認された。
【００６０】
　緩衝液は、
－１Ｍ　ホウ酸ナトリウム、ｐＨ９．０＋１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
－１Ｍ　ホウ酸ナトリウム、ｐＨ９．５＋１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
－１Ｍ　炭酸ナトリウム、ｐＨ１０．０＋１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
－１Ｍ　炭酸ナトリウム、ｐＨ１０．３＋１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
－１Ｍ　炭酸ナトリウム、ｐＨ１０．８＋１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
を包含した。
【００６１】
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　１ｍＬの緩衝液を１ｍＬの全血液と混合し、３分間インキュベートした。以降、中和緩
衝液を添加し、混合物は、２５ｍｍの直径で０．４５μｍの孔サイズを有するサイズ選択
フィルターで、真空濾過設備を用いて濾過した。フィルターが詰まるまでのフィルターを
通過することのできた血液容量を測定した。結果は、図１に示されている。この実験は、
低濃度の病原体の分析のために十分な量の濾過血を得るためには、最終的なｐＨ値が、９
．５付近であるかそれ以上であるべきことを示す。
【００６２】
実施例２
　血球の選択的溶解後の無傷の病原体（E. coli）の回収に対する緩衝液のｐＨの影響を
示す。
【００６３】
　用いられた緩衝液は、
－１Ｍ　ホウ酸ナトリウム、ｐＨ９．０＋１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
－１Ｍ　ホウ酸ナトリウム、ｐＨ９．５＋１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
－１Ｍ　炭酸ナトリウム、ｐＨ１０．０＋１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
－１Ｍ　炭酸ナトリウム、ｐＨ１０．５＋１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
を包含する。
【００６４】
　同一量の細菌を１ｍＬの血液に加菌した。この容量は、上記緩衝液で３分間処理した。
その後、血液を遠心分離（１０分、４０００ｇ）し、無傷の細菌を回収した。細菌は、標
準的なアルカリ溶解法を用いて溶解し、ＤＮＡは、キアゲン社スピンカラム（ＱｉａＡｍ
ｐ　ｂｌｏｏｄ　ｍｉｎｉ　ｋｉｔ）を用いて精製した。ＤＮＡ量は、リアルタイムＰＣ
Ｒを用いて定量した。結果は図２に示されている。
【００６５】
　上記図は、選択的溶解緩衝液のｐＨの関数として細菌の回収を示す。低ｐＨ値では、白
血球ＤＮＡは分解されず、ＰＣＲ反応を阻害する。高ｐＨ値では、細菌は、選択的溶解の
間に溶解し始め、それらは回収されない。
【００６６】
実施例３
　病原体の回収に対するインキュベーション時間の影響
　本実施例では、無傷の病原体の回収に対する、本発明の選択的溶解緩衝液を用いた血液
の長期間のインキュベーションの影響を示す。一定数のP. aeruginosa細菌を血液に加菌
した。１ｍＬの加菌した血液を、１ｍＬの選択的溶解緩衝液（１Ｍ　炭酸ナトリウム　ｐ
Ｈ１０．０＋１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００）と混合して、１、２、３、５、７、また
は１０分間インキュベートした。その後、１ｍＬの中和緩衝液を添加した。病原体は遠心
分離（４０００ｇで１０分）により回収し、細菌ペレットを洗浄した。最後に、細胞を標
準的なアルカリ溶解法により溶解し、その後、ＱｉａＡｍｐ　Ｂｌｏｏｄ　ｍｉｎｉ　ｋ
ｉｔを用いてＤＮＡ精製を行った。回収したＤＮＡ量は、リアルタイムＰＣＲにより測定
した。結果は図３に示され、インキュベーションは、好ましくは、３０秒～１０分行われ
ることを示す。
【００６７】
実施例４
　本発明による選択的溶解によるヒトバックグラウンドの低減
　現行法の真核細胞ＤＮＡ、より具体的には、白血球ＤＮＡの量の低減は、これが存在す
ると、これは病原体ＤＮＡまたはＲＮＡの検出のためのその後のＰＣＲ反応を阻害するた
め、重要である。残存するバックグラウンドＤＮＡの量を検査するため、様々な血液サン
プルを本発明の選択的溶解プロトコルで処理し、ＰＣＲ反応中の白血球ＤＮＡの量は、Ｒ
ＮａｓｅＰ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｋｉｔ（アプライドバイオシステムズ社製）を用いて
分析した。これらのサンプルのＣｔ値は、２００μＬの全血液サンプル（すべての白血球
ＤＮＡが存在する）から得られる値と比較した。文献では、２００μＬの全血液に由来す
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るヒトＤＮＡが、病原体ＤＮＡの増幅を阻害せずにＰＣＲ反応に許容されうるバックグラ
ウンドＤＮＡの最大量である。様々なＰＣＲ反応の結果が図４に示されている。
【００６８】
　この図は、本発明の方法に従って処理された１ｍＬの血液サンプル（１Ｍ　炭酸ナトリ
ウム　ｐＨ１０．０＋１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００）と２００μＬの全血液の参照サ
ンプルとのヒトバックグラウンド量の差異を示している。様々なサンプルが処理され、Ｐ
ＣＲ結果が個々のデータ点として示されている。これらの結果は、本発明により処理され
た１ｍＬのサンプル中では、バックグラウンドＤＮＡの量は、２００μＬの全血液の参照
サンプルと比較して、はるかに少なかった（より高いＣｔ値）。この結果は、白血球ＤＮ
Ａは、本発明の方法を用いると、サンプルから効果的にかつ十分に除去されることを証明
する。
【００６９】
実施例５
　本実施例の目的は、本発明の方法を用いることによる全血液由来の様々な種類の病原体
の検出を実証することである。様々な種類の病原体、グラム陰性（P. aeruginosa）、グ
ラム陽性（S. aureus）および真菌（C. albicans）を共に１ｍＬの血液と中に混合した。
血液サンプルは、選択的溶解緩衝液（１ｍＬの１Ｍ炭酸ナトリウム　ｐＨ１０．０＋１％
ＴＺ－１００溶液）で３分間処理し、その後、ｐＨを中和し、すべての細胞を保持するに
十分な小さい孔を有するサイズ選択フィルターを用いて濾過した。フィルターは洗浄して
、ヘモグロビンや白血球のＤＮＡなどの残存する阻害剤を除去した。その後、細胞は標準
的なアルカリ溶解プロトコルに従って溶解し、ＤＮＡはキアゲン社ｂｌｏｏｄ　ｍｉｎｉ
　ｋｉｔを用いて精製した。
【００７０】
　病原体ＤＮＡは、リアルタイムＰＣＲにより検出した；Ｃｔ値はＤＮＡ量の尺度である
。定量のために、加菌した血液サンプルの小部分を血液アガープレートに播種して、ＣＦ
Ｕカウントを得た。図５に示されるデータは、全血液から少数の病原体を検出することが
可能であることを示す。参照サンプルは、小容量のＰＢＳ緩衝液中に直接溶解した同数の
細菌を含み、その後、ＤＮＡ精製およびリアルタイムＰＣＲを用いて定量した。参照測定
と血液からの実際の濃縮実験は、同様のＣｔ値を与え、従って、高回収率を実証した。負
の対照（細菌無しの血液）は、ＰＣＲシグナルを示さなかった。
【００７１】
　この分析は、大量の血液を用いることを可能とする。実験設備は、上記実施例と同一で
あったが、血液量は、５ｍＬまで増やした。参照サンプルは、５ｍＬの血液サンプルと同
数の病原体を含んでいたが、細胞は、少量のＰＢＳ中に保持され、直接溶解させた。結果
は図６に示されている。
【００７２】
　この実験は、大量の血液からの少数の病原体を回収する可能性を実証するものである。
データは、回収された病原体ＤＮＡの濃度が参照と同様であることを示す。従って、選択
的溶解の間、大多数の病原体は無傷であり、白血球ＤＮＡの低減は病原体ＰＣＲの阻害を
防ぐために有効であることが結論し得る。
【００７３】
実施例６
　本発明の選択的溶解法は、様々な方法で実施し得るものであって、特に限定されるもの
ではないが、手動の手順、および、方法が本発明の装置により実施される手順（統合され
た手順）を含むものである。本実施例は、そのような統合された手順と手動の手順を比較
するものである。手動の手順は、手動のピペッティング、遠心分離を必要とする一方で、
統合された手順は、マイクロ流体カートリッジおよびサイズ選択フィルターを用い、必要
な作業のすべてを実施できる。基本的な生化学プロトコルは同様である：１Ｍ炭酸ナトリ
ウム＋１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００溶液を用いた白血球および赤血球の選択的溶解の
後に３分間の中和工程が続く。次の工程では、混合物は、遠心分離されるか（手動の）、
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濾過され（統合された）、細胞は洗浄されて、最後にＤＮＡが標準的なアルカリ溶解手順
を用いて放出される。最終工程では、ＤＮＡをＱｕｉａｇｅｎ　ｂｌｏｏｄ　ｍｉｎｉ　
ｋｉｔを用いて精製し、リアルタイムＰＣＲで検出する。統合されたおよび手動の手順の
結果は、下記の図７に見出され得る。同等の結果が得られ、このことは、結果が分析の実
装形式によらないことを示す。
【００７４】
実施例７
　本実施例では、本発明の方法は、市販の方法、すなわち、ＭｏｌＹｓｉｓ　Ｃｏｍｐｌ
ｅｔｅ　ｋｉｔ（Ｍｏｌｚｙｍ社製）に対して比較評価した。このキットは、カオトロピ
ック剤および界面活性剤を用い、哺乳類細胞を選択的に溶解させる。この溶解工程の後は
、カオトロピック剤／界面活性剤の影響を受けないＤＮＡｓｅを用いた消化を行う。
【００７５】
　本実験では、１ｍＬの血液サンプルを様々な濃度のS. aureusで加菌した。１ｍＬの血
液は、実施例５に記載の通り処理し、別の１ｍＬは製造業者の指示書に従ってＭｏｌＹｓ
ｉｓ　ｋｉｔで処理した。Ｃｔ値は、図８では、細胞の濃度に対してプロットされ、本発
明の方法は、酵素やカオトロピック塩の添加無しに、既知のＭｏｌＹｓｉｓ　ｋｉｔと少
なくとも同等の効率であることを示す。
【００７６】
実施例８
　血球の選択的溶解およびサイズ選択フィルター上での病原体細胞の濃縮の後、アルカリ
溶解を行って、フィルター上の様々な病原体の同時溶解を成し遂げ、ＤＮＡをＰＣＲ分析
に利用可能とする。
【００７７】
　図９は、統合されたカートリッジ上で実施されたアルカリ溶解の手順の結果を示す。１
ｍＬの血液に１０６細胞のS. aureus、P. aeruginosaおよびC. albicansを加菌した。血
球の選択的溶解およびフィルター上での病原体の濃縮の後、２００ｍＭ　ＮａＯＨ、０．
５％　ＳＤＳを含む２００μＬの溶液を用いて、９５℃で１０分間インキュベートするこ
とによって、アルカリ溶解を実施し、フィルターの病原体の完全な溶解を達成した。病原
体ＤＮＡを含む溶出液は、２０μＬの１Ｍクエン酸溶液で中和し、ＱＩＡａｍｐ　ＤＮＡ
／Ｂｌｏｏｄ　Ｍｉｎｉ　ｋｉｔを用いて精製した。対照サンプルとして、１０６細胞の
各病原体をベンチで溶解させ、中和し、上記のように精製した。
【００７８】
　アルカリ溶解の手順の最適化および比較評価には、Candida albicansをモデル系として
選択したが、これらの酵母細胞は溶解困難で厳重な細胞壁で良く知られるからである。図
１０は、アルカリ溶解の手順（５０ｍＭ　ＮａＯＨ、０．２５％　ＳＤＳを組合せて使用
し、熱処理を伴う）と、他の溶解法、すなわち、高強度超音波（ＨｉＦＵ）処理および市
販のキット（ＢＤ　ＧｅｎｅＯｈｍ　ｌｙｓｉｓ　ｋｉｔ）とを比較する図である。アル
カリ溶解と市販のキットによる溶解では、サンプルは、遠心分離を用いて１ｍＬからそれ
ぞれ１６０μＬおよび１００μＬに濃縮された。ＨｉＦＵでは、２ｍＬの細胞溶液を事前
に濃縮することなく用いた。溶解後、未溶解細胞と残屑を遠心分離によりサンプルから除
去した。１μＬの粗溶解物をＰＣＲのインプットとして用いた。
【００７９】
　ＮａＯＨとＳＤＳの組合せは、個々の化合物のそれぞれよりも溶解に対して有効であっ
た。いずれかの化合物の濃度を増加させても、溶解効率はさらに増加しなかった。熱イン
キュベーションの工程の無いアルカリ溶解は、有意に効率が低い。溶解効率は、９５℃で
2分間インキュベートすることにより増加し得るが、分析をカートリッジに統合するため
には、７０℃でのより長期のインキュベーションが好ましい。
【００８０】
　アルカリ溶解では、細胞は、５０ｍＭ　ＮａＯＨおよび０．２５％　ＳＤＳを含む１０
０μＬの溶解溶液に再懸濁する。続いて、サンプルを７０℃で１０分間インキュベートし
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、室温まで急速に冷却し、３０μＬの５００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．０を添加
することにより中和した（最終濃度１５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、すなわち、ＮａＯＨ濃度の三
倍を得る）。
【００８１】
　粗溶解物ＰＣＲでは、未溶解細胞および残屑は、遠心分離（５分間、１４，０００ｇ）
によりサンプルから除去された。１μＬの上清を２５μＬのＰＣＲ反応に添加した。ＰＣ
Ｒによる検出は、ｒＲＮＡ遺伝子を標的としたＴａｑｍａｎ　ＰＣＲ分析（Ａｐｏｌｌｏ
社製）に基づくものとした。ＰＣＲ反応は、５００ｎＭのフォワードプライマーと３００
ｎＭのリバースプライマーおよびＦＡＭ－ＢＨＱ１標識プローブ（すべてのオリゴヌクレ
オチドカスタムはＢｉｏｌｅｇｉｏ　ＢＶ社により合成された）を用いて、Ｔａｑｍａｎ
　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ（アプライドバイオシステムズ社製）中で行
った。ＰＣＲ反応は、バイオラッド社製ＣＦＸリアルタイムＰＣＲシステム中で実施した
。９５℃での１０分間の初期の加熱工程でホットスタートポリメラーゼを活性化した後に
、増幅のために９５℃１５秒および６０℃１分を５０サイクル用いた。蛍光シグナルは、
各サイクルで６０℃の工程の間に検出した。データ分析は、バイオラッド社製ＣＦＸソフ
トウェアを用いて実施した。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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【図８】

【図９】

【図１０】

【図１１】

【図１２】
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【手続補正書】
【提出日】平成28年2月25日(2016.2.25)
【手続補正１】
【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】
　微生物を含む、または含むと疑われる哺乳類の血液サンプル内の血液細胞を選択的に溶
解させる方法であって、
ａ）微生物を含む、または含むと疑われる、血液細胞を伴う哺乳類の血液サンプルを提供
する工程であって、前記哺乳類の血液サンプルは凝結するのを防ぐための物質で処理され
た単離されたばかりの全血液である、工程、
ｂ）ｐＨが９．５またはそれ以上の溶液を得るために、非イオン性界面活性剤とアルカリ
性緩衝液とを前記処理された全血液に添加する工程、
ｃ）前記溶液を、血液細胞を溶解させるために十分な長さの時間インキュベートする工程
を含んでなる、方法。
【請求項２】
　前記凝結するのを防ぐための物質が、ヘパリン、ＥＤＴＡまたはクエン酸である、請求
項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記微生物が細菌または真菌である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記インキュベーションの工程ｃ）が３０秒～１０分間実施される、請求項１～３のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記インキュベーションの工程ｃ）が１０～３０℃の温度で実施される、請求項１～４
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　添加した界面活性剤および添加した緩衝液の容量と処理された全血液の容量との比が、
２／１～１／１０である、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記アルカリ性緩衝液が９を超えるｐＫａ値を有する、請求項１～６のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項８】
　非イオン性界面活性剤が、０．１および５％（ｗ／ｖ％またはｖ／ｖ％）の範囲内の濃
度で存在する、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　非イオン性界面活性剤がＴｒｉｔｏｎ（商標）Ｘ－１００である、請求項１～８のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　工程ｃ）における血液細胞の溶解の後に、酸または酸性緩衝液を添加して７～９のｐＨ
を得る中和工程をさらに含んでなる、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記微生物を分離する工程をさらに含んでなる、請求項１～１０のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１２】
　微生物をフィルター上に保持する孔サイズを有するフィルターで、前記インキュベーシ
ョンした溶液を濾過する工程をさらに含んでなる、請求項１～１０のいずれか一項に記載
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の方法。
【請求項１３】
　微生物を含む、または含むと疑われる哺乳類の血液サンプル内の微生物を検出する方法
であって、
ａ）微生物を含む、または含むと疑われる、血液細胞を伴う哺乳類の血液サンプルを提供
する工程であって、前記哺乳類の血液サンプルは凝結するのを防ぐための物質で処理され
た単離されたばかりの全血液である、工程、
ｂ）ｐＨが９．５またはそれ以上の溶液を得るために、非イオン性界面活性剤と緩衝液と
を前記処理された全血液に添加する工程、
ｃ）前記溶液を、血液細胞を溶解させるために十分な長さの時間インキュベートする工程
、
ｄ）前記微生物を、前記インキュベーションした溶液から、濾過または遠心分離により分
離する工程、
ｅ）微生物の存在を検出する工程、
を含んでなる、方法。
【請求項１４】
　前記凝結するのを防ぐための物質が、ヘパリン、ＥＤＴＡまたはクエン酸である、請求
項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記微生物が細菌または真菌である、請求項１３または１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記インキュベーションの工程ｃ）が１０～３０℃の温度で３０秒～１０分間実施され
る、請求項１３～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　添加した界面活性剤および添加した緩衝液の容量と処理された全血液の容量との比が、
２／１～１／１０であり、かつ、非イオン性界面活性剤が、０．１および５％（ｗ／ｖ％
またはｖ／ｖ％）の範囲内の濃度で存在する、請求項１３～１６のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項１８】
　前記緩衝液が９を超えるｐＫａ値を有する、請求項１３～１７のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項１９】
　非イオン性界面活性剤がＴｒｉｔｏｎ（商標）Ｘ－１００である、請求項１３～１８の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　工程ｃ）における血液細胞の溶解の後に、酸または酸性緩衝液を添加して７～９のｐＨ
を得る中和工程をさらに含んでなる、請求項１３～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　インキュベーションした溶液から前記微生物を分離する工程ｄ）が、微生物をフィルタ
ー上に保持する孔サイズを有するフィルターで、前記インキュベーションした溶液を濾過
する工程である、請求項１３～２０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　前記微生物を前記インキュベーションした溶液から分離する工程ｄ）の後に、前記微生
物を溶解させる工程が続く、請求項１３～２１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　微生物の存在を検出する工程ｅ）が核酸ベースの分子分析である、請求項１３～２２の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　微生物を含む、または含むと疑われる哺乳類の血液サンプル中の微生物を検出する装置
（１）であって、
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－４０ｍＬ未満の容量の前記哺乳類の血液サンプルを受けるための溶解チャンバー（２）
であって、前記哺乳類の血液サンプルは凝結するのを防ぐための物質で処理された単離さ
れたばかりの全血液である、溶解チャンバー（２）
－ｐＨが９．５またはそれ以上の溶液を得るために、非イオン性界面活性剤とアルカリ性
緩衝液とを前記処理された全血液に添加するための溶解チャンバー（２）に接続された、
９．５以上のｐＨのアルカリ性緩衝液を含んでなるおよび非イオン性界面活性剤を含んで
なるリザーバー（３）、または、９．５以上のｐＨのアルカリ性緩衝液を含んでなるリザ
ーバー（３１）および非イオン性界面活性剤を含んでなるリザーバー（３２）、
－溶解チャンバー（２）に接続された、血液細胞の溶解後に溶液を濾過するためのフィル
ター（４）（ここで、前記フィルター（４）は、微生物をフィルター上に保持する孔サイ
ズを有する）、および
－ＤＮＡの存在を分析するための検出チャンバー（５）
を含んでなる、装置。
【請求項２５】
　前記凝結するのを防ぐための物質が、ヘパリン、ＥＤＴＡまたはクエン酸である、請求
項２４に記載の装置。
【請求項２６】
　アルカリ性緩衝液が９．０を超えるｐＫａを有し、および／または非イオン性界面活性
剤がＴｒｉｔｏｎ（商標）Ｘ－１００である、請求項２４または２５に記載の装置。
【請求項２７】
　前記血液サンプルを受けるための溶解チャンバーが１～２０ｍｌの容量を有する、請求
項２４～２６のいずれか一項に記載の装置。
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