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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプルにおける１種または多種のストレプトコッカス・ピオゲネス（Ｓｔｒｅｐｔｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）、シュードモナス・エルギノーサ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏ
ｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、エンテロコッカス・フェカリス（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃ
ｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ）およびプロテウス・ミラビリス（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａ
ｂｉｌｉｓ）およびその組合せからなる群から選択される微生物の存在もしくは不在の検
出方法であって、
　ａ）該微生物によって生産および／または分泌される酵素によって分解可能である、検
出可能に標識された配列番号１および配列番号２から成る群から選択される陽イオン性抗
微生物ペプチドと、サンプルとを、酵素によるペプチドの分解をもたらす条件下で接触さ
せる段階；および
ｂ）ペプチドの分解もしくは分解の不在を検出する段階：
を含んでなり、ここでペプチドの分解がサンプル中の該微生物の存在を示し、かつ基質の
分解の不在が該サンプル中の該微生物の不在を示す、上記方法。
【請求項２】
　酵素がプロテイナーゼ、エラスターゼ、プロテアーゼおよびゼラチナーゼからなる群か
ら選ばれる、請求項１の方法。
【請求項３】
　該サンプルが被験者における創傷表面および体液からなる群から選ばれる、請求項１の
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方法。
【請求項４】
　該基質が固形支持体上に存在する、請求項１の方法。
【請求項５】
　固形支持体が微生物汚染菌を含有しないことが求められる材料を含んでなる、請求項４
の方法。
【請求項６】
　該固形支持体が、創傷包帯剤、体液を保持する容器、ディスク、スコープ、フィルター
、レンズ、泡、布、紙、縫合物および綿棒からなる群から選ばれる、請求項４の方法。
【請求項７】
　該体液を保持する容器が、尿回収バッグ、血液収集バッグ、血漿収集バッグ、試験管、
カテーテルおよびミクロプレートのウェルからなる群から選ばれる、請求項６の方法。
【請求項８】
　サンプル中の微生物の存在または不在を検出するためのバイオセンサーであって、固形
支持体と、検出可能に標識された配列番号１および配列番号２から成る群から選択される
陽イオン性抗微生物ペプチドとを含んでなり、ペプチドが固形支持体に付着されている、
上記バイオセンサー。
【請求項９】
　固形支持体が微生物汚染菌を含有しないことが求められる材料を含んでなる、請求項８
のバイオセンサー。
【請求項１０】
　固形支持体が、創傷包帯剤、体液を保持する容器、ディスク、スコープ、フィルター、
レンズ、泡、布、紙、縫合物および綿棒からなる群から選ばれる、請求項８のバイオセン
サー。
【請求項１１】
　体液を保持する容器が、尿回収バッグ、血液収集バッグ、血漿収集バッグ、試験管、カ
テーテルおよびミクロプレートのウェルからなる群から選ばれる、請求項８のバイオセン
サー。
【請求項１２】
　細菌がストレプトコッカス・ピオゲネス、シュードモナス・エルギノーサ、エンテロコ
ッカス・フェカリスおよびプロテウス・ミラビリスからなる群から選ばれる、請求項１１
のバイオセンサー。
【請求項１３】
　請求項８～１２のいずれか１つに記載のバイオセンサー、および感染の原因となる微生
物によって生産および／または分泌される酵素を検出するための１種以上の試薬を含んで
なる、創傷感染を検出するためのキット。
【発明の詳細な説明】
【関連出願】
【０００１】
　本出願は、２００３年１月３１日に受理された米国仮出願Ｎｏ．６０／４４４，５２１
の利益の享受を請求する。上記出願の全記述は引用によって本明細書に組み入れられてい
る。
【背景技術】
【０００２】
　創傷の感染は米国における保健医療支出の主要な出所である。全外科的創傷の約５％が
微生物により感染されるようになり、この数字は腹部手術を受けた患者ではかなり高く（
１０～２０％）なる。コロニー形成率は、両保健医療従事者と患者の中でも病院環境にお
いて有意に高い。さらに、病院環境においてコロニーを形成する微生物は、抗生物質が頻
繁に使用される病院環境に存在する強力な選択圧により、多くの抗微生物治療形態に対し
て耐性であるようである。例えば、ブドウ球菌は通常は無害な共生物として保持されるが
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、表皮に破れ目が与えられると、それらはヒト宿主において重篤な、生命をも脅かす感染
を惹起することもできる。
【０００３】
　抗微生物宿主防御ペプチドは、微生物感染と戦う防御の第一線にとっての構成要素と考
えられる生来の免疫系のエフェクター分子として認識されてきた。そのような抗微生物ペ
プチドは種を通じて広く分布している。これらのペプチドは、細菌膜の負電荷のリン脂質
との相互作用を容易にする陽イオン性を特徴とする。抗微生物ペプチドは微生物の膜を透
過性にすることによって殺傷することが示された。例えば、防御ペプチド分子は凝集し、
そして脂質二重層に電位依存チャンネルを形成して、微生物の両内外膜の透過を可能にす
ることが示された（非特許文献１）。これらの分子の両親媒性は、静電誘引によって脂質
二重層中への疎水性残基の挿入を促進し、一方、極性残基は膜中および膜上に突出する。
【０００４】
　抗微生物ペプチドに対する耐性は、有害な病原体の重要な毒性因子の１つである。病原
性微生物は、数種のメカニズムを進化させ、これによって、これらのペプチドの抗微生物
効果を妨げる。これらは、（ｉ）細菌細胞のエンベロープの負電荷を低下させる陰イオン
分子の共有改変（ｃｏｖａｌｅｎｔ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ）、（ｉｉ）プロトン駆
動力依存の流出ポンプを介する抗微生物ペプチドの流出、（ｉｉｉ）膜流動性の変動、お
よび（ｉｖ）タンパク質分解的切断による抗微生物ペプチドの不活性化を含む。ペプチド
耐性のこれらのメカニズムは宿主における感染の確立をもたらす。
【０００５】
　微生物感染を防ぐもっとも一般的方法は予防抗生物質薬を投与することである。一般的
に有効ではあるけれども、この戦略は細菌の耐性株を育成するという意図しない効果を有
する。予防抗生物質の日常的使用は、それが耐性株の増殖を促進するという正当な理由の
ために阻止されねばならない。
【０００６】
　日常的予防を用いるよりも、良好なアプローチは、良好な創傷管理を実行すること、す
なわち外科手術の前、間および後に無菌領域を維持し、そして治癒の間、感染について創
傷部位を注意深くモニターすることである。普通のモニター方法は、ゆっくりした治癒に
ついて創傷部位の緻密な観察、炎症および膿の兆候、ならびに発熱の兆候に対する患者体
温の測定を含む。不幸にも、多くの症候は、感染が既に確立した後にのみ明らかになる。
さらにまた、患者が退院した後は、彼らは自分の健康管理をモニターする責任を負うよう
になるが、感染の症候は未熟な患者にとっては明白ではないであろう。
【０００７】
　症候が発現する前に感染の初期段階を検出できるシステムもしくはバイオセンサーは、
両患者と保健医療従事者にとって有益になるであろう。患者が退院後の創傷の状態を正確
にモニターできれば、適当な抗微生物療法が、より重い感染を防ぐために十分早く開始す
ることができる。
【非特許文献１】Ｌｅｈｒｅｒ，Ｒ．Ｉ．，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ
．，８４：５５３（１９８９）
【発明の開示】
【０００８】
　本発明は、特異的かつ広範なスペクトル検出アッセイ、およびサンプル中の微生物、例
えば病原細菌の検出のためのバイオセンサーを包含する。陽イオン性抗微生物ペプチド（
Ｃａｔｉｏｎｉｃ　Ａｎｔｉ－Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ（ＣＡＭＰ））は
、微生物、例えば細菌もしくは真菌によって分泌されるか、または微生物の細胞表面に発
現される分子、例えばプロテイナーゼのような酵素によって分解または切断される分子で
ある。本明細書に記述される１種または多種のＣＡＭＰの分解または切断（これはＣＡＭ
Ｐの不活性化をもたらす）は、サンプル、例えば創傷もしくは体液中の微生物の存在もし
くは不在の検出のためのマーカーとして役立つことができる。したがって、本発明は、サ
ンプル中に存在する酵素、例えばプロテイナーゼによる１種以上のＣＡＭＰの分解の存在
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もしくは不在を検出することによって、サンプル中の１種または多種の微生物の存在もし
くは不在を検出する方法を特徴とする。１つの態様では、本発明は、微生物によって生産
および／または分泌される酵素による分解可能なペプチドとして本明細書にまた言及され
る、切断によるように改変（例えば構造的に変化）される検出可能に標識された陽イオン
抗微生物ペプチドとサンプルを、酵素によるＣＡＭＰの改変をもたらす条件下で接触させ
；そしてＣＡＭＰの改変もしくは改変の不在を検出する段階を含んでなる、生物学的サン
プルにおける１種または多種の微生物の存在もしくは不在を検出する方法を特徴とする。
本明細書で使用されるように、用語改変（ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ）は分解または切断
を意味し、ここで、ＣＡＭＰは、特徴的な長さのインタクトのペプチド（例えば、そのＣ
ＡＭＰについては、ある数のアミノ酸残基によって定義される）から、２個以上のより小
さいアミノ酸フラグメントに分解（不活性化）される。より小さいフラグメントへのＣＡ
ＭＰの分解は検出可能なシグナルをもたらす。ＣＡＭＰの改変、およびシグナルの検出は
、サンプル中の１種または多種の微生物の存在を示し、そしてＣＡＭＰの分解の不在（検
出可能なシグナルが生産されない）は、サンプル中の微生物の不在および／またはペプチ
ドを切断するために特異的である酵素の不在を示す。本発明の酵素は、典型的には、プロ
テイナーゼ、プロテアーゼ、エラスターゼ、ゼラチナーゼおよびＣＡＭＰのタンパク質分
解的分解に係わる他の酵素である。
【０００９】
　多数の異なる生物が同じかまたは実質的に類似のＣＡＭＰを不活性化（分解）できるこ
とに注意すべきである。かくして、本発明の特定の態様では、複数の微生物がただ１種の
ＣＡＭＰの分解によって検出できる広範なスペクトルアッセイが意図される。あるいはま
た、２種以上のＣＡＭＰの配列を模倣し、それにより１種以上の微生物のための基質とし
て作用する共通アミノ酸配列が決定できる。
【００１０】
　その他の態様では、本発明は、ａ）微生物によって生産および／または分泌される酵素
によって分解することができる（分解可能な）１種または多種の検出可能に標識されたＣ
ＡＭＰを患者における創傷から得られるサンプルと、酵素によるＣＡＭＰの改変をもたら
す条件下で接触させ；そしてｂ）ＣＡＭＰの改変もしくは改変の不在を検出する段階を含
んでなる、患者における創傷感染の存在もしくは不在を診断する方法を特徴とする。ＣＡ
ＭＰの改変は、患者における創傷感染の存在を示し、そしてＣＡＭＰの改変の不在は、患
者における感染の不在を示す。
【００１１】
　その他の態様では、本発明は、固形支持体および微生物によって生産および／または分
泌される酵素によって分解可能である１種または多種の検出可能に標識されたＣＡＭＰを
含んでなり、この場合ＣＡＭＰは固形支持体に付着されている、サンプル中の微生物の存
在または不在を検出するためのバイオセンサーを特徴とする。付着は固形支持体にペプチ
ドを付着するための当業者には既知の多数のいずれか方法によって達成できる。重要なこ
とには、付着は、検出のために適当である配置、すなわち、検出可能なシグナルが分解に
おいて生成される配置にペプチドを常に提供しなければならない。
【００１２】
　なおその他の態様では、本発明は、サンプル中の微生物の存在もしくは不在を検出する
ためのバイオセンサー、および創傷感染の原因となる作用物である微生物の存在を検出す
るための１種以上の試薬を含んでなる、創傷感染を検出するためのキットを特徴とする。
例えば、試薬は微生物によって分泌される酵素を検出するために使用できる。特に、試薬
はバイオセンサーのＣＡＭＰの改変を検出するために使用できる。
【００１３】
　ＣＡＭＰ（陽イオン抗微生物ペプチド）は創傷において普通に存在しており、したがっ
てこれらのペプチドを分解することができる病原微生物の存在は感染に関するマーカーと
して使用できる。
【００１４】
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　ヒトでは、３種の抗微生物ペプチドが同定されている。これらのペプチドは、陽イオン
抗微生物ペプチド、またはＣＡＭＰとして本明細書に言及される。
【００１５】
　デフェンシン（Ｄｅｆｅｎｓｉｎ）または「内因性抗生物質」
　デフェンシンは哺乳動物細胞（好中球、腸のパネト細胞およびバリヤー上皮細胞）によ
って分泌される最大で最もよく研究された種類の抗微生物ペプチドである。それらは、微
生物、真菌ならびにウイルス感染を阻止（Ｃｏｌｅ，Ａ．Ｍ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，４：８２２（２０００））するので、侵入する病原体に対する防御
の第一線として働く。宿主防御におけるデフェンシンの役割に加えて、それらは炎症性疾
患、創傷修復、および適応免疫応答の促進において役割を演じていると考えられる（Ｗｅ
ｔｅｒｉｎｇ　Ｖ．Ｓ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｃｌｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．１０４：１１３１－１１３８（１９９４））。これらの陽イオンタンパク質／ポリペ
プチドは、アルギニンに富み、そして３個の分子内ジスルフィド架橋を形成する６個のシ
ステイン残基を有する、デフェンシンの純正の特徴（Ｔａｎｇ，Ｙ．Ｑ．，ｅｔ　ａｌ．
，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８６：４９８－５０２（１９９９）およびＬｅｎｏｖａ，Ｌ．，ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，９９：１８１３（２００１））
。システイン残基の間隔およびジスルフィド架橋の整列に基づいて、３群の哺乳動物デフ
ェンシンが今日までに同定されており、これらは、（ｉ）α（ヒト好中球ペプチド、ＨＮ
Ｐ）、（ｉｉ）β（ヒトβ－デフェンシン、ｈβＤ－２）および（ｉｉｉ）θ（環状、「
ベータ」ミニデフェンシン）サブファミリーを含む（Ｔａｎｇ，Ｙ．Ｑ．，ｅｔ　ａｌ．
，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８６：４９８－５０２（１９９９））。潜在的な治療剤としてのデ
フェンシンの役割は、感染した個人でＨＩＶ感染の進行を遅らせることにおいてα－デフ
ェンシンの直接関与を示したＴａｎｇらの最近の発見によって実証された。デフェンシン
はまた大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）感染と戦う上で重要な役割を演じる。
【００１６】
　カテリシジン（Ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎ）
　カテリシジンは哺乳動物によって専らコードされる抗微生物ペプチドの１種である。そ
れらはＮ－末端のカテリン・ドメインとＣ－末端の抗微生物ドメインを有する両分の分子
である（ＬＬ－３７）。ヒトでは、カテリシジンはｈＣＡＰ－１８遺伝子によってコード
されている。セリン・プロテアーゼ、プロテイナーゼ３は、活性ペプチドＬＬ－３７（ｈ
ＣＡＰ－１８の抗微生物ドメイン）の切断を促進し、これが次いで両グラム陽性とグラム
陰性細菌に対する抗細菌活性を発揮する（Ｓｏｒｅｎｓｅｎ，Ｏ．Ｅ．，ｅｔ　ａｌ．，
Ｂｌｏｏｄ，９７：３９５１－３９５９（２００１））。より近年の研究は、ＬＬ－３７
が、よく特性決定された抗微生物ペプチド、α－デフェンシンと相乗的に作用して細菌感
染を解消することを示した。宿主防御に加えて、この種類の遺伝子にコードされた抗生物
質は、化学走性活性、有糸分裂誘発および脈管形成を含むさらなる機能に関与している（
Ｌｅｈｒｅｒ，Ｒ．Ｉ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４
：９６（２００２）およびＬｅｈｒｅｒ，Ｒ．Ｉ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ
．Ｈｅｍａｔｏｌ．，９：１８－２２（２００２））。異なる機能におけるこれらのペプ
チドの関与により、彼らはまた「多機能性エフェクター分子」と読んでいる。
【００１７】
　トロンボシジン（Ｔｈｒｏｍｂｏｃｉｄｉｎ）（栓球殺微生物タンパク質）
　トロンボシジンは、血液血小板の活性化の際に遊離されるＣＸＣケモカインの切断バー
ジョン（カルボキシ末端欠落）であるので、トロンボシジンと呼ばれる（Ｚａａｔ。ｅｔ
　ａｌ．，１９９４）。それらはこれまでにイン・ビトロの実験モデルにおいて、ストレ
プトコッカス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、スタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ）およびカンジダ（Ｃａｎｄｉｄａ）感染を解消することが例証されている
（Ｄａｎｋｅｒｔ，Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．，６３：６６３－
６７１（１９９５））。　
【００１８】
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　病原細菌のプロテイナーゼによるＣＡＭＰの分解はかなり良く特徴付けられている。病
原細菌がプロテイナーゼ、例えばエラスターゼ、システインプロテアーゼおよびアルカリ
プロテイナーゼを分泌し、これらがカリクレイン、凝固因子、補体、サイトカインおよび
抗プロテイナーゼのような宿主の応答を改変することが既に例証されている（Ｔｒａｖｉ
ｓ，Ｊ．，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，３：４０５－４０７（１９９５））。
興味あることに、創傷液の分析が上記宿主因子の多量の分解生成物を明らかにした。これ
らの結果は、病原体の増進した生存と増殖をもたらす宿主因子の調節におけるプロテイナ
ーゼの直接的役割を示唆する。プロテイナーゼが微生物の毒性において主要な役割を演じ
るという事実は、シュードモナス・エルギノーサ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇ
ｉｎｏｓａ）、エンテロコッカス・フェカリス（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａ
ｌｉｓ）、プロテウス・ミラビリス（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓ）およびスト
レプトコッカス・ピオゲネス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）によっ
て分泌されるプロテイナーゼが抗細菌ペプチド、特にＬＬ－３７を分解するという近年の
イン・ビトロの知見によってさらに実証された（Ｓｃｈｍｉｄｔｃｈｅｎ，Ａ．，ｅｔ　
ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，４６：１５７－１６８（２００２））。さらに
、Ｐ．エルギノーサが感染した患者の慢性潰瘍からの創傷液がＬＬ－３７の完全な分解を
もたらすのに対して、無菌の創傷からの液はこの効果を示さなかった（Ｓｃｈｍｉｄｔｃ
ｈｅｎ，Ａ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，４６：１５７－１６８（
２００２））。
【００１９】
　多数のヒト病原体がこの抗細菌ペプチドを切断できるという理解とともに、ＬＬ－３７
上の種々のプロテイナーゼの切断点（図１Ａ）の知識をもって、ＬＬ－３７の２種の変異
体（ｖａｒｉａｎｔ）（図１ＢおよびＣ）が生成され、そして細菌検出アッセイ（例えば
、Ｓ．ピオゲネスに対する）のための候補基質としてこれらが使用された。
【００２０】
　本発明の酵素は基質、例えばタンパク質もしくはポリペプチド（例えば、ＣＡＭＰ）を
切断によって改変でき、そのような改変が検出されてサンプル中の病原体の存在もしくは
不在を決定することができる。酵素による基質の改変を検出する１つの方法は、分子、例
えば染料もしくは比色定量物質が密に近接している場合、１つの染料が、他方の蛍光を消
す（蛍光共鳴エネルギー移動またはＦＲＥＴ）のに働く２種の異なる染料を用いて基質を
標識することであり、そして蛍光によって測定される。
【００２１】
　ＦＲＥＴは距離依存の励起状態相互作用のプロセスであり、このプロセスで１つの蛍光
分子の発光がその他の励起に共役される。共鳴エネルギー移動に関する典型的なアクセプ
ターとドナーペアは、４－［［－（ジメチルアミノ）フェニル］アゾ］安息香酸（ＤＡＢ
ＣＹＬ）および５－［（２－アミノエチルアミノ］ナフタレンスルホン酸（ＥＤＡＮＳ）
からなる。ＥＤＡＮＳは３３６ｎｍ光線の照明により励起され、波長４９０ｎｍの光子を
放出する。ＤＡＢＣＹＬ部分がＥＤＡＮＳの２０オングストローム内に位置する場合、こ
の光子は効率的に吸収される。ＤＡＢＣＹＬおよびＥＤＡＮＳはペプチド基質の対する末
端に付着される。基質がインタクトであれば、ＦＲＥＴは非常に有効になるであろう。ペ
プチドが酵素によって切断された場合、２種の染料はもはや密に近接しないので、ＦＲＥ
Ｔは無効になる。切断反応に続いて、ＤＡＢＣＹＬ蛍光における減少またはＥＤＡＮＳ蛍
光における増大（消光の損失）のいずれかが観察される。
【００２２】
　改変されるべき基質がタンパク質、ペプチドもしくはポリペプチドである場合、基質は
標準の組み換えタンパク質技術を用いて生成することができる（参照、例えば、Ａｕｓｕ
ｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，”Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，”Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，（１９９８），これの
全技術は本明細書に引用によって組み入れられている）。さらに、また本発明の酵素は組
み換えまたは合成技術を用いて生成されてもよい。酵素またはその基質の十分な供給をと
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おして、改変の正確な部位が決定でき、そして所望であれば酵素のより特異的な基質が定
められる。この基質はまた、病原細菌の存在についてアッセイするために使用できる。
【００２３】
　基質は、酵素と基質間の相互作用をモニターし、何かの基質改変、例えば、そのような
相互作用から得られる基質もしくは標識の切断を検出するために使用される検出可能な標
識により標識される。検出可能な標識は、基質に組み込まれる種々の染料、例えば本明細
書に記述される染料、スピン標識、抗原もしくはエピトープタグ、ハプテン、酵素標識、
結合団、蛍光材料、化学発光材料、生物発光材料および放射性材料を含む。適当な酵素標
識の例は、西洋ワサビ・ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダ
ーゼおよびアセチルコリンエステラーゼを含み；適当な蛍光材料の例は、ウンベリフェロ
ン、フルオレセイン、イソチオシアン酸フルオレセイン、ローダミン、ジクロロトリアジ
ニルアミンフルオレセイン、塩化ダンシルおよびフィコエリスリンを含み；化学発光材料
の例はルミノールを含み；生物発光材料の例は、ルシフェラーゼ、ルシフェリンおよびエ
クオリンを含み；そして適当な放射性材料の例は、１２５Ｉ，１３１Ｉ，３５Ｓおよび３

Ｈを含む。検出可能な標識の他の例は、Ｂｏｄｉｐｙ、Ｐｙｒｅｎｅ、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅ
ｄ，ＥＤＡＮＳ、Ｄａｎｓｙｌ　Ａｚｉｒｉｄｉｎｅ，ＩＡＴＲおよびフルオレセインを
含む。これらの標識のサクシミジルエステル、イソチオシアネートおよびヨードアセトア
ミドもまた市販されている。検出可能な標識が使用されない場合、酵素活性が他の適当な
方法、例えば電気泳動分析による基質切断の検出、または当業者に既知の他の方法によっ
て決定されてもよい。
【００２４】
　検出可能な標識の１つの例は、細菌酵素による基質の加水分解のモニターを可能にする
色素源染料である。そのような染料の例はパラ－ニトロフェノールである。基質分子に共
役される場合、この染料は、基質が分泌酵素によって改変されるまで無色のままであり、
改変された時点で黄色に転じる。酵素－基質相互作用の進行は分光光度計で４１５ｎｍに
おける吸光度を測定することによってモニターできる。検出可能な改変、例えば肉眼的な
色の変化を生じる他の染料は当業者にとって周知である。
【００２５】
　細菌の存在もしくは不在が検出されるか、または創傷感染が診断されるサンプルは、例
えば、創傷、体液、例えば血液、尿、喀痰もしくは創傷液（例えば、創傷部位に生じる膿
）であってもよい。またサンプルは、細菌が含有されるいかなる物品であってもよく、例
えば、カテーテル、尿回収バッグ、血液収集バッグ、血漿収集バッグ、ディスク、スコー
プ、フィルター、レンズ、泡、布、紙、縫合物、綿棒、創傷包帯剤、試験管、ミクロプレ
ートのウェル、コンタクトレンズ、部屋もしくはビルディング、例えば、保健医療施設の
試験室もしくは施術室、浴室、キッチン、または加工もしくは製造施設の領域からのすべ
ての適当なポリマーもしくはモップである。
【００２６】
　また本発明は、本明細書に記述されるような１種以上のＣＡＭＰの分解によって１種以
上の微生物を検出し、微生物の存在を消費者に通知するためのバイオセンサーを特徴とす
る。細菌汚染についてモニターされている創傷もしくは他の体液に近接する固形支持体に
付着される（１種以上の）ＣＡＭＰを含んでなる、感染創傷を検出するために保健医療環
境における使用もしくは家庭での使用のためのバイオセンサーが提供される。好ましくは
、ＣＡＭＰは標識に共有結合され、その結果、基質－標識または内部の基質結合の分解に
より微生物の存在を指示する検出シグナルを得る。
【００２７】
　バイオセンサーは、検出すべき微生物の特異的な酵素特性によって分解されるＣＡＭＰ
を最初に決定することによって作成される。決定されたＣＡＭＰは、１種以上の、好まし
くは複数の検出可能な標識、例えば色素形成もしくは蛍光性脱離基により標識される。例
えば、標識基は、シグナルが基質からタンパク質分解的に脱離されるか、または基質の中
間で加水分解される場合にのみ活性化される潜在的シグナルを提供する。色素形成脱離基



(8) JP 4533896 B2 2010.9.1

10

20

30

40

50

は、例えば、パラ－ニトロアナリド基を含む。ＣＡＭＰが、細菌によって創傷もしくは他
の体液中に分泌されるか、または細菌細胞の表面に存在している酵素と接触すると、酵素
は、そのような改変、例えば吸光度における変化の検出をもたらすように基質を改変する
が、この変化は色調における変化として肉眼的に（例えば、創傷包帯剤のような固形支持
体上で）、または当該技術分野では標準的な分光光度計を用いて検出できる。
【００２８】
　バイオセンサーは、固形支持体、例えば、創傷包帯剤（例えば包帯もしくはガーゼ）、
無菌であるか、または微生物汚染のないことが必要であるすべての材料、例えば、ディス
ク、スコープ、フィルター、レンズ、泡、布、紙もしくは縫合物、またはサンプルを含有
もしくは収集する物品（例えば、尿回収バッグ、血液もしくは血漿収集バッグ、試験管、
カテーテル、綿棒またはミクロプレートのウェル）である。
【００２９】
　典型的には、支持体が創傷もしくはサンプルに直接接触する場合には、固形支持体は滅
菌のために適当な材料から作成される。本発明の１つの態様では、バイオセンサーは創傷
に直接接触できる。若干の例では、無菌のカバーもしくはレアは、そのような直接接触の
際に創傷もしくは体液の汚染を防ぐために使用される。そのような無菌カバーが使用され
る場合、それらは滅菌のために適当なそれらを作成するが、酵素／基質相互作用を妨害し
ない性質を有する。好ましくは、創傷と接触するバイオセンサーの部分はまた、サンプル
表面からのバイオセンサーの容易な除去を可能にするよう非粘着性である。例えば、バイ
オセンサーが創傷包帯剤を含有する場合、酵素基質が反応するのに十分な時間、包帯剤は
創傷に接触し、次いで包帯剤は、創傷もしくは周辺組織にさらなる損傷を惹起せずに創傷
から除去される。
【００３０】
　検出可能な標識、例えば、色素源染料で適当に標識され、センサー器具に付着されるか
組み込まれたＣＡＭＰは、前述の酵素を分泌する病原細菌の存在もしくは不在の指標とし
て働くことができる。１種以上のＣＡＭＰが利用される場合、各々は、その他からそれを
区別するように（例えば、異なる検出可能な標識を用いて）標識されてもよく、そして／
または各々は固形支持体上の特定領域に設置されてもよい。
【００３１】
　疎水性脱離基をもつＣＡＭＰは疎水性表面に非共有的に結合することができる。あるい
はまた、親水性もしくは疎水性基質が、ジスルフィドまたは第１級アミン、カルボキシル
もしくはヒドロキシル基によって表面にカップリングされてもよい。固形支持体に基質を
カップリングする方法は当該技術分野において既知である。例えば、蛍光および色素源基
質は、創傷病原体との反応に影響しない非必須の反応末端、例えばアミン、カルボン酸も
しくはＳＨ基を用いて、固形支持体にカップリングすることができる。遊離アミンは、縮
合反応を促進してペプチド結合を形成するために、ｐＨ４．５に調節された蒸留水中４℃
で２時間、例えば、いずれかＮ－エチル－Ｎ’－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボ
ジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）またはＮ－シクロヘキシル－Ｎ’－２－（４’－メチル－モル
ホリニウム）エチルカルボジイミド－ｐ－トルエンスルホン酸塩（ＣＭＣ）の１０倍モル
過剰量を用いて基質上のカルボキシル基に結合することができる。ＳＨ基はＤＴＴもしく
はＴＣＥＰにより還元され、次いでＮ－ｅ－マレイミドカプロン酸を用いて表面上のアミ
ノ基に結合することができる（Ｇｒｉｆｆｉｔｈ，ｅｔ　ａｌ．，Ｆｅｂｓ　Ｌｅｔｔ．
，１３４：２６１－２６３（１９８１））。
【００３２】
　本発明における使用のためのＣＡＭＰの例は、配列番号：１　ＥＫＩＧＫＥＦＫＲＩＶ
Ｑ；配列番号：２　ＶＱＲＩＫＤＦＬＲＮＬＶ、および配列番号：３　ＬＬＧＤＦＦＲＫ
ＳＫＥＫＩＧＫＥＦＫＲＩＶＱＲＩＫＤＦＬＲＮＬＶＰＲＴＥＳのアミノ酸配列を含有す
るかまたは本質的にそれらからなるポリペプチド、あるいは当業者には既知の配列比較プ
ログラムおよびパラメーターを用いて決定されるように、配列番号：１～３と少なくとも
５０％、６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、９５％もしくは９９％の配列同一性
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を有するポリペプチドである。
【００３３】
　また本発明のポリペプチドは、上記ポリペプチドのフラグメントおよび配列変異体、な
らびにまた配列番号：１，２もしくは３の変異体を包含する。変異体は、生物における同
じ遺伝子座によってコードされている実質的に相同なポリペプチド、すなわち、対立遺伝
子変異体、ならびに他の変異体を含む。変異体はまた、生物における他の遺伝子座から得
られるが、配列番号：１，２もしくは３のポリペプチドと実質的な相同性を有するポリペ
プチドを包含する。変異体はまた、これらのポリペプチドと実質的に相同または同一であ
るが、その他の生物から得られるポリペプチド、すなわちオルトログを含む。変異体はま
た、化学合成によって生産されるこれらのポリペプチドと実質的に相同または同一である
ポリペプチドを含む。変異体はまた、組み換え法によって生産されるこれらのポリペプチ
ドと実質的に相同または同一であるポリペプチドを含む。
【００３４】
　２種のアミノ酸配列の同一性パーセントは、最適な比較目的のための配列を整列させる
ことによって決定できる（例えば、ギャップが第１配列の配列中に導入できる）。次いで
、対応する位置のアミノ酸が比較され、そして２つの配列間の同一性パーセントが配列に
よって共有される同一位置の数の関数である（すなわち、同一性％＝同一位置の＃／位置
の総＃ｘ１００）。ある実施態様では、比較目的のために整列されたアミノ酸配列の長さ
は、参照配列の長さの少なくとも３０％、好ましくは少なくとも４０％、より好ましくは
少なくとも６０％、なおより好ましくは少なくとも７０％、８０％、９０％もしくは１０
０％である。２つの配列の実際の比較は、周知の方法によって、例えば、数学的アルゴリ
ズムを用いて達成できる。そのような数学的アルゴリズムの好適な非限定例は、Ｋａｒｌ
ｉｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：５８７３
－５８７７（１９９３）に記述されている。そのようなアルゴリズムは、Ｓｃｈａｆｆｅ
ｒ，ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，２９：２９９４－３００５
（２００１）に記述されるようなＢＬＡＳＴプログラム（バージョン２．２）中に組み入
れられている。ＢＬＡＳＴおよびＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴプログラムを利用する場合、
それぞれのプログラムの不履行パラメーターが使用されてもよい。１つの実施態様では、
検索されるデータベースは非重複（ＮＲ）データベースであり、配列比較のためのパラメ
ーターは、フィルターなし；期待値１０；ワードサイズ３；マトリックスはＢＬＯＳＵＭ
６２である；およびＧａｐ　ＣｏｓｔはＥｘｉｓｔｅｎｃｅ１１およびＥｘｔｅｎｓｉｏ
ｎ１に設定できる。
【００３５】
　その他の実施態様では、２種のアミノ酸配列間の同一性パーセントは、ＧＣＧソフトウ
エア・パッケージにおけるＧＡＰプログラム（２００１年８月３１日に得られたようなｈ
ｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｃｃｅｌｒｙｓ．ｃｏｍ．において得られる）を使用し、いずれ
かＢｌｏｓｓｏｎ６３マトリックスまたはＰＡＭ２５０マトリックス、およびｇａｐ　ｗ
ｅｉｇｈｔ１２，１０，８，６もしくは４およびｌｅｎｇｔｈ　ｗｅｉｇｈｔ２，３もし
くは４を用いて達成できる。なおその他の実施態様では、２種の核酸配列間の同一性パー
セントは、ＧＣＧソフトウエア・パッケージにおけるＧＡＰプログラム（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｃｇｃ．ｃｏｍ．において得られる）を使用し、ｇａｐ　ｗｅｉｇｈｔ５０およ
びｌｅｎｇｔｈ　ｗｅｉｇｈｔ３を用いて達成できる。
【００３６】
　本発明はまた、本発明の核酸分子によってコードされているポリペプチドによって遂行
される同じ機能（例えば、ＣＡＭＰとして働く能力）の１つ以上を遂行するために比較的
低度の同一性を有するが十分な類似性を有するポリペプチドを包含する。類似性は保存ア
ミノ酸置換によって決定される。そのような置換は、ポリペプチド中の与えられたアミノ
酸を同様の特性をもつその他のアミノ酸によって置換することである。保守的置換は表現
型としては休止しているようである。典型的には、保守的置換は、脂肪族アミノ酸Ａｌａ
、Ｖａｌ，ＬｅｕおよびＩｌｅにおいて１つのアミノ酸を他のアミノ酸への交換；ヒドロ
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キシル残基ＳｅｒおよびＴｈｒの入れ替え；酸性アミノ酸残基ＡｓｐおよびＧｌｕの交換
；アミド残基ＡｓｎおよびＧｌｎ間の置換；塩基性残基ＬｙｓおよびＡｒｇの交換；およ
び芳香族残基ＰｈｅおよびＴｙｒにおける置換であるように見える。アミノ酸交換が表現
型としては休止しているように見えることに関するガイダンスは、Ｂｏｗｉｅ，ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４７：１３０６－１３１０（１９９０）に見いだされる。
【００３７】
　機能性変異体はまた、機能において無変化または無意味な変化をもたらす類似アミノ酸
の置換を含有してもよい。あるいはまた、そのような置換は、ある程度まで機能にポジテ
ィブもしくはネガティブに影響を与えるかもしれない。非機能性変異体は、典型的には、
１つ以上の非保守的アミノ酸の置換、欠失、挿入、逆位、または決定的な残基もしくは決
定的な領域における切断または置換、挿入、逆位、または欠失を含有し、そのような重大
な領域はＣＡＭＰについての切断部位を含む。
【００３８】
　酵素による切断およびその結果としての分解のために必須である本発明のポリペプチド
におけるアミノ酸は、当該技術分野において既知の方法、例えば部位特異的変異誘発また
はアラニン・スキャニング変異誘発によって同定することができる（Ｃｕｎｎｉｎｇｈａ
ｍ，ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４４：１０８１－１０８５（１９８９））。後者
の操作は分子中の残基の各々において単一アラニン変異を導入する（１分子当たり１変異
）。
【００３９】
　本発明はまた、配列番号：１，２もしくは３のアミノ酸配列のポリペプチドフラグメン
ト、またはその機能的変異体を含む。フラグメントは、それらのフラグメントが少なくと
も１つの酵素反応部位（例えば、プロテイナーゼによる酵素的切断の部位）を含有する配
列番号：１，２もしくは３を含むポリペプチドから誘導できる。本発明はまた、本明細書
に記述されるポリペプチドの変異体のフラグメントを包含する。有用なフラグメントは、
本明細書に記述されるようにＣＡＭＰを分解することができる酵素の基質として働く能力
を保持するフラグメントである。フラグメントは分離していてもよく（他のアミノ酸もし
くはポリペプチドに融合されてない）、または比較的大きいポリペプチド内に存在しても
よい。さらに、数種のフラグメントが単一の比較的大きいポリペプチド内に含有されても
よい。１つの実施態様では、宿主での発現のために設計されたフラグメントは、ポリペプ
チドフラグメントのアミノ末端に融合された異種の前－および後－ポリペプチド領域なら
びにフラグメントのカルボキシル末端に融合されたさらなる領域を有してもよい。
【００４０】
　本発明のバイオセンサーは、微生物、特に病原細菌、ウイルスおよび真菌の存在もしく
は不在を検出することが望まれるすべての状況において使用することができる。例えば、
保健医療施設、特に施術室における作業面上に集積する細菌は、本明細書に記述されるよ
うなバイオセンサーによって検出できる。細菌により分泌されるか、または細菌の表面に
提供される酵素によって改変できる１種のＣＡＭＰ、または１種以上のＣＡＭＰは、収集
物基材、例えば綿棒の先端の綿糸に張り付けられるか共有結合される。１種以上のＣＡＭ
Ｐが利用される場合、各々はそれを他と区別するために標識されてもよく（例えば、異な
る検出可能な標識を用いて）、そして／または各々は固形支持体上の特定領域に設置され
てもよい。綿棒先端は細菌により汚染されていると疑われる表面を拭うために使用される
。綿棒先端は培地中に入れられ、そして結合され標識されたＣＡＭＰに特異的な酵素が存
在すれば、標識されたＣＡＭＰの改変を可能にする条件を用いて培養される。
【００４１】
　本発明はまた、本明細書に記述されるような創傷に特異的な細菌を検出するためのキッ
トを特徴とする。キットは、検出可能に標識されたＣＡＭＰが結合、カップリングまたは
付着される、例えば多数のウェルを有する固形支持体（例えば、ミクロタイタープレート
）を含む。１種以上のバッファーを提供する手段が提供される。ネガティブの対照および
／またはポジティブの対照がまた提供されてもよい。適当な対照は当業者によって容易に
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得ることができる。本明細書に記述される病原細菌により汚染されていると疑われるサン
プルが、バッファー溶液を使用して調製される。サンプル、ネガティブ対照およびポジテ
ィブ対照の一定分量がそれぞれのウェル中に入れられ、反応させられる。基質の改変、例
えば色調変化が観察されるそれらのウェルが微生物病原体を含有すると決定される。その
ようなキットは被験者における創傷感染を検出するために特に有用である。
【００４２】
　また、バイオセンサー、例えば包装された滅菌創傷包帯剤、および検出アッセイを実施
するのに必要ないずれかのさらなる試薬を含有するキットが、本発明によって包含される
。
　ここで、細胞により分泌されるか、または細胞の表面に存在し、そしてＣＡＭＰを分解
することができる少なくとも１種の酵素を生産する病原微生物を検出するためのアッセイ
を展開する方法、ならびに酵素を生産する微生物を検出するためにアッセイを用いる方法
は、次のとおりである：
　段階１）関心のある原核微生物を特定するアミノ酸配列を定義する。あるいはまた、特
定の病原体群、例えば、創傷に特異的な病原体に独特である（１種以上の）アミノ酸配列
が決定されてもよい。
【００４３】
　関心のある微生物または微生物群（例えば、創傷に特異的な病原体）の存在を独特に特
徴付けるか、または明示するアミノ酸配列、例えば、タンパク質、ペプチドもしくはポリ
ペプチドを選択する。選択は、例えば、以下に詳述するように生物情報アプローチを利用
して実施してもよい。特定の原核微生物に独特である１種以上のアミノ酸配列が決定され
る。
【００４４】
　段階２）酵素による基質の最適な改変を容易にする条件を決定するのに十分な酵素を得
る。
【００４５】
　アッセイされる病原細菌が増殖している細胞外培地から、または細菌の細胞膜から、例
えば、Ａｕｓｕｂｅｌ（前出）に記述される標準タンパク質精製技術を用いて酵素を単離
する。
【００４６】
　あるいはまた、酵素をコードしている遺伝子配列または酵素をコードしている遺伝子配
列の位置が未知である場合は、段階１のマーカーアミノ酸をコードしている遺伝子配列を
単離し、クローン化するか、あるいは遺伝子配列を最初に決定し、次いで前のように進め
る。
【００４７】
　段階３）原核生物の増殖のため、および細菌の表面に存在するか、または細胞によって
分泌される酵素の生産のために条件を決定する。
【００４８】
　関心のある特定の原核微生物の増殖のため、およびその独特な活性酵素の培地への発現
のために要求される培地を決定する。また、特定の酵素を不活性前駆体から活性型へ変換
するために、第２の分子、例えば酵素が要求されるか否かを決定する。酵素が活性型で分
泌されたかを決定するためには、細胞培養物のサンプルが、選ばれた潜在性基質を与えら
れ、そしてこれらの基質の切断が決定される。このことは、例えば、酵素を生産する細菌
を適当な媒質中の基質と合体し、静かに振盪しつつ３７℃でインキュベートすることによ
って実施できる。その時間（０．１，０．３，１．０，３．０，５．０，２４および４８
時間）において、サンプルが遠心されて細菌が沈降され、小分量がＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル
サンプルのために採取される。時間経過の終了後、サンプルは１０－１５％勾配ＳＤＳ－
ＰＡＧＥミニゲル上で移動される。次いで、タンパク質が、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　ｓｅｍｉ－
ｄａｙ　トランスブロッティング装置を用いてＩｍｍｏｂｉｌｏｎ　Ｐｓｅｑ（転移バッ
ファー、１０％ＣＡＰＳ、１０％メタノール　ｐＨ１１．０，１５Ｖ３０分間）に転移さ
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れる。タンパク質の転移後、ブロットがＣｏｏｍａｓｓｉｅブルーＲ－２５０（０．２５
％ＣｏｏｍａｓｓｉｅブリリアントブルーＲ－２５０，５０％メタノール，１０％酢酸）
により染色され、そして脱染色（５分間の高脱染色、５０％メタノール，１０％酢酸；完
了までの低脱染色、１０％メタノール，１０％酢酸）され、続いてＮ末端から配列決定さ
れる。あるいはまた、サンプルは、Ｖｏｙａｇｅｒ　Ｅｌｉｔｅ質量分析計（Ｐｅｒｃｅ
ｐｔｉｖｅ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を用いて、タンパク質分解的切断の部位をマップす
るために質量分析計にかけられる。
【００４９】
　段階４）活性酵素のいずれかの特異的な陽イオン抗微生物ペプチド基質を同定する。検
出可能な標識、例えば本明細書に記述された検出可能な標識、または当該技術分野で既知
のいずれか他の検出可能な標識を用いて、各基質を標識する。
【００５０】
　段階５）（場合によっては）酵素の活性または結合部位を決定し（例えば、前述のよう
にＦＲＥＴを用いて）、次いで、活性または結合部位を生じるために有用な遺伝子配列を
決定し、そして決定された遺伝子配列をクローニングして、より特異的な基質を生成する
ことによって、酵素－基質相互作用の特異性を増大させる。
【００５１】
　段階６）関心のある病原細菌のプロテアーゼの検出のために、先に同定された検出可能
な１種以上の標識基質を含んでなるバイオセンサーを提供する。
【００５２】
　基質は、固形支持体、例えば創傷包帯剤、または酵素と基質を保持する物品、例えば体
液収集チューブもしくはバッグ、ミクロプレートまたは試験管に付着されてもよい。所望
であれば、固形支持体は、基質にカップリングさせるために誘導された多数の結合部位、
例えば、誘導されたプレート上のスクシミジルエステル標識された１級アミン部位を備え
ることができる（Ｘｅｎｏｂｉｎｄ　ｐｌａｔｅ，Ｘｅｎｏｐｏｒｅ）。
【００５３】
　場合によっては、固形支持体上の未占有の反応部位は、ウシ血清アルブミン、またはそ
れへのｐ２６の活性ドメインをカップリングさせることによってブロックされる。ｐ２６
は、非特異的なタンパク質凝集を減少させるために、この場合において使用されるα－ク
リスタリン型タンパク質である。食品包装の表面にカップリングさせる前後に熱変性され
たクエン酸シンテターゼを再生するｐ２６タンパク質の能力が、ｐ２６活性を決定するた
めの対照として使用される。α－クリスタリン型タンパク質は、標準の組み換えＤＮＡ技
術を用いて組み換え的に生産された（参照、Ａｕｓｕｂｅｌ，前出）。簡単に言えば、ｐ
２６のβ－シート負荷のコアドメインを含有するプラスミドが、電気受容能のあるＢＬ２
１（ＤＥ３）細胞中にエレクトロポレートされる（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｅ．ｃｏｌｉ　ｐｕ
ｌｓｅｒ）。細胞はＯＤ０．８まで増殖され、次いで１ｍＭＩＰＴＧにより４時間誘導さ
れる。細胞は遠心分離され、低バッファー（１０ｍＭＴｒｉｓ，ｐＨ８．０，５００ｍＭ
ＮａＣｌ，５０ｍＭＩｍｉｄｉｚｏｌｅ）中で音波処理されて溶解される（Ｖｉｒｓｏｎ
ｉｃ，Ｖｉｒｔｉｓ，Ｇａｒｄｉｎｅｒ，ＮＹ）。溶解液を１３，０００ｘｇで１０分間
遠心分離し、上澄液が０．４５および０．２μｍで濾過される。この濾液がＮｉ－ＮＴＡ
ｓｕｐｅｒｏｓｅカラム（Ｑｉａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ，ｃａｔ＃３０４１０
）に添加される。高バッファー（１０ｍＭＴｒｉｓ，ｐＨ８．０，５００ｍＭＮａＣｌ，
２５０ｍＭＩｍｉｄｉｚｏｌｅ）が使用されてタンパク質を溶出する。
【００５４】
　酵素を基質と接触させ、本明細書に記述されるように、検出可能に標識された基質にお
ける改変について反応液をモニターする。基質の改変は、細菌によって生産／分泌された
酵素が反応液中に存在することを指示する。さらに、基質の改変の不在は、酵素がサンプ
ル中に存在しないことを指示する。細菌または酵素が創傷由来であれば、基質の改変は、
細菌が創傷に存在し、創傷が感染されていることを指示し、一方、基質の改変の不在は、
特定の細菌が創傷に存在せず、創傷が特定の細菌により感染されていないことを指示する
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。
【００５５】
　本発明はここに、次の実施例によって具体的に説明されるが、これはいかなる点におい
ても限定されることを意図しない。
【００５６】
　例１：検出アッセイ
　２種のペプチド基質、ＬＬ１およびＬＬ２を、図１Ａ、１Ｂ＆Ｃに示すようにＬＬ－３
７の全切断部位を含むように合成した。ここに使用したペプチド基質を、蛍光プローブｅ
ｄａｎｓ（５－（（２－アミノエチル）アミノ）ナフタレン－１－スルホン酸）および消
光染料分子ｄａｂｃｙｌ（（４－（４－（ジメチルアミノ）フェニル）アゾ）安息香酸）
により標識した。
【００５７】
　細菌を、５ｍｌＢＨＩ（ブレイン・ハート・インフュージョン）培地中で、３７℃で一
夜、培養器において増殖させた。得られる培養液の各々を２つのサンプルに分けた。１つ
はそのまま使用し、そして他方は遠心分離し、上澄液を回収した。アッセイは、１５０ｍ
ＭＮａＣｌを添加した２０ｍＭトリスバッファー（ｐＨ７．４）中で実施した。反応は、
総容量１００μｌ中培養液または上澄液７μｌおよびペプチド基質（５ｍｇ／水１ｍｌ）
３μｌを用いて３７℃で実施した。反応は、励起波長３５５ｎｍと発光波長４８５ｎｍを
用いて蛍光定量プレートリーダーにおいて追跡した。
【００５８】
　実験の第１セットは、アッセイ溶液中に細菌培養液（培地および細胞）を直接添加して
実施した。プロテアーゼが細胞膜に付着していれば、培地中に分泌されたそれを見い出す
ことは期待できない。したがって、細胞の存在が必要になる。アッセイは基質としてペプ
チドＬＬ１を使用し、その結果は図２に示される。
【００５９】
　このアッセイに使用した細菌細胞をブレイン・ハート・インフュージョン（ＢＨＩ）培
地において定常期まで増殖させた。簡単に言えば、細菌培養液７μｌをＬＬ１ペプチド基
質３μｌおよびリン酸バッファー生理食塩水（ｐＨ７．４）９２μｌとともにインキュベ
ートした。反応を、励起および発光波長それぞれ３５５ｎｍと５３８ｎｍを用いて３７℃
で９６穴ミクロタイタープレートリーダーにおいて追跡した。反応は、１時間モニターし
、ＫａｌｅｉｄａＧｒａｐｈソフトウエアを用いてプロットした。
バッファー、１５０ｍＭＮａＣＬを含有する２０ｍＭトリスバッファー（ｐＨ７．４）。
シュードモナスとの交差反応性はない。
【００６０】
　若干のプロテアーゼ活性がこのペプチドを用いて両Ｓ．ピオゲネスおよびシュードモナ
スについて観察された。さらにまた、少量の活性がセラチア（Ｓｅｒｒａｔｉａ）につい
て観察された。反応を細菌上澄液を用いて反復し、結果は、Ｓ．ピオゲネスについては類
似していたが、シュードモナスによる反応はアッセイからの細胞の除去により低下した。
【００６１】
　アッセイをペプチドＬＬ２を用いて同一条件下で反復した。
【００６２】
　このアッセイで使用した細菌細胞をブレイン・ハート・インフュージョン（ＢＨＩ）培
地において定常期まで増殖させた。アッセイは前述のように実施した。
【００６３】
　ＬＬ２を用いて得た結果（図３に示す）はＬＬ１により得た結果に類似したが、全体の
反応性はやや低下したように見えた。細胞と上澄液を用いて実施したアッセイは、Ｓ．ピ
オゲネスについて類似曲線を与えたが、シュードモナスについての活性は、アッセイから
の細胞の除去により低下した。
【００６４】
　例２：ブタの創傷液アッセイ
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　創傷における交差反応性について試験するために、アッセイを生理学的に関連する条件
下で実施した。ＬＬ１およびＬＬ２に関するアッセイを、反応バッファーの代わりにブタ
の創傷液抽出液を用いて試験した。
【００６５】
　センサー研究のための部分的肥大創傷を創造する手術直後に、ガーゼ包帯を創傷上に置
いた。一定時間後に包帯を除去し、バッグに入れ、そして－８０℃のフリーザー内に置い
た。吸収した創傷液を１０ｍｌのバッファー（０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００を含む０
．１ＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ７．４）中でインキュベートして包帯から回収した。包帯
を室温で２時間両側においてインキュベートし、そして絞り出した。得られた液を一定分
量に分け、－２０℃で凍結した。
【００６６】
　細菌を、５ｍｌＢＨＩ（ブレイン・ハート・インフュージョン）培地中で、３７℃で一
夜、培養器において増殖させた。得られる培養液の各々を遠心分離し、上澄液を回収した
。アッセイは、新たに融解した創傷液中で実施した。反応は、総容量１００μｌ中培養液
または上澄液７μｌおよびペプチド基質（５ｍｇ／水１ｍｌ）３μｌを用いて３７℃で実
施した。反応は、励起波長３５５ｎｍと発光波長４８５ｎｍを用いて蛍光定量プレートリ
ーダーにおいて追跡した。
【００６７】
　プロテアーゼアッセイをＳ．ピオゲネスとシュードモナスについての基質として先に同
定したＬＬ２を用いて実施した。結果を図４に示す。
【００６８】
　このアッセイで使用した細菌細胞をブレイン・ハート・インフュージョン（ＢＨＩ）培
地において定常期まで増殖させた。簡単に言えば、細菌培養液５μｌをＬＬ２ペプチド基
質３μｌおよび無菌創傷液９２μｌとともにインキュベートした。反応を、励起、発光波
長それぞれ３５５ｎｍと５３８ｎｍを用いて３７℃で９６穴ミクロタイタープレートリー
ダーにおいて追跡した。反応は、１時間モニターし、ＫａｌｅｉｄａＧｒａｐｈソフトウ
エアを用いてプロットした。
【００６９】
　創傷液におけるアッセイは、Ｓ．ピオゲネスについては類似の結果を与えたが、シュー
ドモナスはバックグラウンド以上のいかなる活性ももたなかった。アッセイを細菌上澄液
を用いて反復した場合にも同じ結果を得た。
【００７０】
　本発明は、特に、その好適な実施態様を引用して示され、記述されたが、形態と詳細に
おける種々の変化が、添付される請求項によって包含される本発明の範囲を逸脱すること
なく作成できることは、当業者によって理解される。
【図面の簡単な説明】
【００７１】
【図１Ａ】ＬＬ－３７ペプチド（配列番号：３）における切断点の相対的位置を示す。Ｌ
Ｌ－３７の推定抗微生物領域は下線を施してある（Ｓｃｈｍｉｄｔｃｈｅｎ　Ａ　ｅｔ　
ａｌ．，２００２より）。
【図１Ｂ】アッセイで使用されるペプチド基質ＬＬ１およびＬＬ２のアミノ酸配列（配列
番号：４～５）を示す。
【図１Ｃ】アッセイで使用されるペプチド基質ＬＬ１およびＬＬ２のアミノ酸配列（配列
番号：４～５）を示す。
【図２】ペプチドＬＬ１を用いるアッセイの結果を示すグラフである。
【図３】ペプチドＬＬ２を用いるアッセイの結果を示すグラフであり、これはＳ．ピオゲ
ネス（Ｓ，ｐｙｏｇｅｎｅｓ）に特異的であるようにみえる。
【図４】創傷液においてペプチドＬＬ２を用いるアッセイの結果を示すグラフである。
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