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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
下記に示されるアミノ酸配列を有する、マガイニンペプチド誘導体およびその医薬的に許
容可能な塩：
Ｇｌｙ－Ｉｌｅ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ｐｈｅ－Ｌｅｕ－Ｈｉｓ－Ｓｅｒ－Ａｌａ－Ｌｙｓ－
Ｌｙｓ－Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ａｌａ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ－Ｇｌｙ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－
Ｘ－Ａｓｎ－Ｙ－ＯＨ
（ここで、ＸはＩｌｅまたはＬｅｕ、ＹはＳｅｒ－Ａｒｇ、Ｉｌｅ－Ａｒｇ、Ｌｅｕ－Ａ
ｒｇおよびＬｙｓ－Ａｒｇからなる群より選ばれる２つのアミノ酸残基を示す）。
【請求項２】
ＹがＳｅｒ－Ａｒｇである、請求項１に記載のマガイニンペプチド誘導体およびその医薬
的に許容可能な塩。
【請求項３】
ＸがＬｅｕ、ＹがＳｅｒ－Ａｒｇである、請求項１に記載のマガイニンペプチド誘導体お
よびその医薬的に許容可能な塩。
【請求項４】
下記に示されるアミノ酸配列を有する、マガイニンペプチド誘導体およびその医薬的に許
容可能な塩：
Ｇｌｙ－Ｉｌｅ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ｐｈｅ－Ｌｅｕ－Ｈｉｓ－Ｓｅｒ－Ａｌａ－Ｌｙｓ－
Ｌｙｓ－Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ａｌａ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ－Ｇｌｙ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－
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Ｘ－Ａｓｎ－Ｙ－ＯＨ
（ここで、ＸはＭｅｔ、ＹはＳｅｒ－Ａｒｇ、Ｉｌｅ－Ａｒｇ、Ｌｅｕ－ＡｒｇおよびＬ
ｙｓ－Ａｒｇからなる群より選ばれる２つのアミノ酸残基を示す）。
【請求項５】
ＹがＳｅｒ－Ａｒｇである、請求項４に記載のマガイニンペプチド誘導体およびその医薬
的に許容可能な塩。
【請求項６】
請求項１～５のいずれかに記載のマガイニンペプチド誘導体の組み換え技術による製造方
法であって、
ａ．マガイニンペプチド誘導体のアミノ酸配列に従った遺伝子フラグメントを合成するこ
と；
ｂ．遺伝子フラグメントをライゲートすること；
ｃ．組み換えプラスミドを構築すること；
ｄ．組み換えプラスミドを宿主細胞に形質転換すること；
ｅ．宿主細胞を培養してマガイニンペプチド誘導体を発現させること；
ｆ．宿主細胞からマガイニンペプチド誘導体を抽出すること；
ｇ．凍結乾燥によりマガイニンペプチド誘導体を精製すること；
を含む、方法。
【請求項７】
請求項１～５のいずれかに記載のマガイニンペプチド誘導体の固相合成による製造方法で
あって、
ａ．固相担体としてＨＭＰ樹脂を用いて、アミノ酸のアルファアミンを９－フルオレニル
メトキシカルボニル（Ｆｍｏｃ）で保護すること；
ｂ．ペプチド合成装置で残基を合成すること；
ｃ．合成されたペプチド誘導体を単離、精製および凍結乾燥すること；
を含む、方法。
【請求項８】
請求項１～５のいずれかに記載のマガイニンペプチド誘導体またはその医薬的に許容可能
な塩を含む抗菌剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、マガイニン誘導体に関する。特に、本発明は、抗菌活性の性質を有するマガ
イニン誘導体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　自身の生物群集を守る抗細菌ペプチド物質を生産できる、昆虫、微生物、両生類および
ヒト等の多くの生物がいる。これらの抗細菌ペプチドは、細胞膜の脂質に浸透してそれら
を不活性にでき、また原生動物種、生殖細胞およびウイルスにさえ影響を与えることがで
き、これによりこのようなペプチドは、スーパー抗生物質と呼ばれる。抗細菌ペプチドは
すべて、種々の量の正電荷を有しており、これらの抗細菌のメカニズムは、ペプチドが有
する正電荷と細菌細胞壁に存在するリン脂質が有する負電荷との組み合わせに立脚してお
り、細胞膜上にイオン経路を作り、透過性を増強し、細菌が溶解し、死滅する原因となる
。それゆえ、これらのペプチドの抗菌活性は、いずれの特定のレセプターとの結合にも依
存しない。
【０００３】
　抗細菌ペプチドは、グラム陽性およびグラム陰性細菌、並びに好気性および嫌気性細菌
に対して広い抗菌活性スペクトルを示す。これらは、抗細菌ペプチドが薬剤耐性作用を生
じない点で抗生物質とは異なり、多くの型の抗生物質に対して耐性を有する細菌でさえ、
抗細菌ペプチドにより抑制されうる。さらに、このような抗細菌ペプチドは、原生動物種
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およびウイルスに対しても抑制作用を有する。抗細菌ペプチドの代謝物はアミノ酸なので
、これらのペプチドは、宿主細胞に対して低毒性となる。要するに、抗菌ペプチドは、抗
菌薬として使用することに大きな期待が持てる化合物の類である。
【０００４】
　マガイニンは、抗細菌作用を有するカエルの皮膚由来の天然の抗細菌ペプチドのカテゴ
リーのものである。マガイニンは、これまでに広く研究されており、容易に合成でき、コ
ストが低く、そして溶血性がほとんどないという特徴を有する。
【０００５】
　米国特許番号５５８９３６４号において、遺伝子組み換え技術を用いてマガイニンＩＩ
（２３アミノ酸）を製造できる方法が開示されている。マガイニンＩＩは、天然のカエル
皮膚抗細菌ペプチドの１種であり、以下に示すアミノ酸配列を有する。
【０００６】
【化１】

　ここで、Ｇｌｙはグリシンを、Ｉｌｅはイソロイシンを、Ｌｙｓはリジンを、Ｐｈｅは
フェニルアラニンを、Ｌｅｕはロイシンを、Ｈｉｓはヒスチジンを、Ｓｅｒはセリンを、
Ａｌａはアラニンを、Ｖａｌはバリンを、Ｇｌｕはグルタミン酸を、Ｍｅｔはメチオニン
を、Ａｓｎはアスパラギンを示す。
【０００７】
　米国特許番号６１８３９９２号は、マガイニン誘導体であるＭＳＩ－７８（２２アミノ
酸）の製造方法を開示しており、以下に示すアミノ酸配列を有する。
【０００８】
【化２】

　Ｈａｒｒｉｅｔ　Ｍ．ＬａｍｂらによるＡＤＩＳ　ＮＥＷ　ＤＲＵＧ　ＰＲＯＦＩＬＥ
には、マガイニン誘導体ＭＳＩ－７８が外傷性感染および真性糖尿病により引き起こされ
る下腿の潰瘍の処置において、明らかな治癒効果を示すことが報告されている。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の目的は、マガイニンのいくつかの誘導体を提供することにあり、これらは、マ
ガイニン誘導体のカテゴリーを広げるものである。このような誘導体は、合成の化学的方
法、またより容易には、遺伝子組み換え技術により製造することができ、これは、製造コ
ストを削減することができる。このような誘導体の抗菌作用は、天然のマガイニンと同等
かそれより高いものである。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明は、以下に示されるアミノ酸配列を有するマガイニンのいくつかの誘導体および
これらから製造される医薬的に許容可能な塩に関連する。
【００１１】
【化３】

　ここで、ＸはＭｅｔ、ＩｌｅおよびＬｅｕからなる群より選ばれるアミノ酸残基であり
、ＹはＳｅｒ、Ｌｙｓ、Ｉｌｅ、ＡｒｇおよびＬｅｕからなる群より選ばれる２つのアミ
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ノ酸残基の組み合わせである。
　本発明のマガイニン誘導体は、配列表の＜２１０＞１に示されるアミノ酸配列を有して
いる。
【００１２】
　本発明のマガイニン誘導体は両性化合物であり、いずれかの多数の無機塩基、並びに無
機および有機酸と反応して塩を形成するのに充分に酸性もしくは充分に塩基性でありうる
。通常酸性付加塩を形成するために利用される酸は、塩酸、臭化水素酸、ヨウ化水素酸、
硫酸、リン酸、ｐ－トルエンスルホン酸、メタンスルホン酸、シュウ酸、ｐ－臭化フェニ
ルスルホン酸、炭酸、コハク酸、クエン酸、安息香酸、酢酸等のような酸である。このよ
うな塩の例には、硫酸塩、ピロ硫酸塩、重硫酸塩、亜硫酸塩、亜硫酸水素塩、リン酸塩、
一水素リン酸塩、二水素リン酸塩、メタリン酸塩、ピロリン酸塩、塩化物、臭化物、ヨウ
化物、酢酸塩、プロピオン酸塩、デカン酸塩、カプリル酸塩、アクリル酸塩、ギ酸塩、イ
ソブタン酸塩、カプロン酸塩、ヘプタン酸塩、プロピオル酸塩、シュウ酸塩、マロン酸塩
、コハク酸塩、スベリン酸塩、セバシン酸塩、フマル酸塩、マレイン酸塩、ブチン－１，
４－ジオン酸塩、ヘキシン－１，６－ジオン酸塩、安息香酸塩、塩化安息香酸塩、メチル
安息香酸塩、ジニトロ安息香酸塩、ヒドロキシ安息香酸塩、メトキシ安息香酸塩、フタル
酸塩、スルホン酸塩、キシレンスルホン酸塩、フェニル酢酸塩、フェニルプロピオン酸塩
、フェニルブタン酸塩、クエン酸塩、乳酸塩、ガンマ－ヒドロキシブタン酸塩、グリコー
ル酸塩、酒石酸塩、メタンスルホン酸塩、プロパンスルホン酸塩、ナフタレン－１－スル
ホン酸塩、ナフタレン－２－スルホン酸塩、マンデル酸塩、等が含まれる。好ましい酸付
加塩は、塩酸および臭化水素酸、特に塩酸のような鉱酸と塩を形成するものである。
【００１３】
　マガイニン誘導体と反応させて塩を形成するために、アルカリを用いてもよい。このよ
うなアルカリの代表例には、アンモニウム、アルカリ金属、アルカリ金属水酸化物、炭酸
、および重炭酸が含まれる。典型的には、このようなアルカリとしては、水酸化ナトリウ
ム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウムおよび炭酸カルシウム等が挙げられる。
　本発明のマガイニン誘導体のアミノ酸は、Ｌ－体またはＤ－体の同位体でもよい。
　本発明の１つの見地は、マガイニン誘導体の製造方法を提供する。
【００１４】
　前記方法は、マガイニン誘導体の遺伝子組み換え技術による製造方法であって、マガイ
ニン誘導体のアミノ酸配列に従い遺伝子フラグメントを合成すること、遺伝子フラグメン
トをライゲートすること、組み換えプラスミドを構築すること、クローニングすること、
並びに発酵、分離、精製および凍結乾燥工程後に産物を得ること、を含む。
　本発明の他の知見は、マガイニン誘導体の製造方法を提供する。
【００１５】
　前記方法は、マガイニン誘導体の固相合成による製造方法であって、固相担体としてＨ
ＭＰ樹脂を用いること、残基のアルファアミンを９－フルオレニルメトキシカルボニル（
Ｆｍｏｃ）で保護すること、ペプチド合成装置でペプチドを合成すること、並びに分離、
精製および凍結乾燥工程後に産物を得ること、を含む。
【００１６】
　また、他の見地としては、本発明は、そのようなマガイニン誘導体およびこれらの医薬
的に許容可能な塩の、抗菌作用を有する薬／医薬の製造における使用を提供する。
【００１７】
　本発明は、マガイニン誘導体のカテゴリーを広げる種々のマガイニン誘導体を提供する
。このようなマガイニン誘導体は、化学合成により、またより容易には、遺伝子組み換え
技術により製造でき、これは製造コストを低減することができるものである。このような
誘導体は、天然のマガイニンと比べて、同等またはそれより高い抗菌作用を有する。
【００１８】
　抗菌作用実験、時間－死滅試験、溶血性および急性毒性試験により、本発明のマガイニ
ン誘導体のＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉに対する抗菌作用が天然マガイニンと同等
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であることが示され、このようなマガイニン誘導体が、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　
ａｕｒｅｕｓに対しても阻害作用を有することが示された。抗菌実験は、本発明のマガイ
ニン誘導体の作用を試験することにより、５０μｌの細菌溶液（１０6細菌／ｍｌ）に対
して行われ、細菌の９０％以上が０．５μｇの投与量で３時間以内に死滅し、１μｇの投
与量ではほとんどすべての細菌が３時間以内に死滅した。本発明の誘導体の溶血試験によ
り、５０％の細菌阻害（ＩＣ50）に対する５０％の細菌の溶血（ＨＣ50）の有効濃度比は
約５０：１であった一方、天然マガイニンの比は約２４：１であったことが示され、これ
は、本発明の産物の安全性が天然マガイニンのものに比べて優れていることを示すもので
ある。さらに、急性毒性試験により、本発明のマガイニン誘導体が低毒性であることが示
された。
【実施例】
【００１９】
　以下の実施例は、例示であり、いかなる手段においても本発明の範囲を限定するもので
はない。
＜実施例１＞　ＸがＬｅｕでＹがＳｅｒ－Ａｒｇである本発明のマガイニン誘導体の遺伝
子組み換え技術による製造
【００２０】
（１）上記のマガイニン誘導体のアミノ酸配列に従い以下の遺伝子フラグメントを合成し
た。
【化４】

【００２１】
（２）ＤＮＡフラグメントのライゲーション
　２６０ｎｍにおける光学密度（Ａ260nm）が０．１であるフラグメント（ａ），（ｂ）
，（ｃ）および（ｄ）を用い、フラグメント（ａ）および（ｄ）、またフラグメント（ｂ
）および（ｃ）を２つの試験管に別々に入れた。ポリヌクレオチドキナーゼバッファー、
ポリヌクレオチドキナーゼおよびＡＴＰを、２つの試験管にそれぞれ添加した。反応混合
物を３７℃で６０分間インキュベートし、その後９５℃の水浴中で１０分間インキュベー
トし、そして室温まで自然に冷却した。Ｔ４リガーゼバッファーおよびＡＴＰ溶液を添加
し、Ｔ４リガーゼの添加後、混合物を１５℃で一晩インキュベートしてフラグメントのラ
イゲーションを完了させた。
【００２２】
（３）クローニング
　ＰLプロモーター（またはＬａｃ、若しくはＴａｃ）を含むプラスミドを制限エンドヌ
クレアーゼＥｃｏＲＩおよびＨｉｎｄＩＩＩで消化し、ヒドロキシベンゼン：クロロホル
ム溶媒にて抽出し、クロロホルムで３回洗浄し、イソプロパノール溶媒により沈殿させ、
そして遠心分離により採取した。
【００２３】
　消化されたプラスミドをマガイニン誘導フラグメントとライゲートし、マガイニン誘導
遺伝子フラグメントを含むプラスミドを得た。このようなプラスミドをＥ．ｃｏｌｉＪＭ
１０３またはＪＭ１０９宿主細胞に形質転換した。寒天プレートで培養後、細菌コロニー
を選択した。
【００２４】
（４）試験
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　マガイニン誘導体の遺伝子フラグメントを含むプラスミドを単クローン細菌から抽出し
、ＥｃｏＲＩおよびＨｉｎｄＩＩＩで２重に消化した。１％寒天ゲルにて電気泳動を行い
、その後エチジウムブロマイドにより染色した。クローンニングされた遺伝子フラグメン
トをマーカーとの比較により試験し、さらにＤＮＡ配列分析により試験した。
【００２５】
（５）発酵
　細菌株を、１０ｇのペプトン、５ｇの酵母抽出物、５ｇ／Ｌの塩化ナトリウムからなる
３００ｍｌのＬＢ液体培地を各々含む、１リットル容量の振盪ビン（全部で１０個のビン
）中でインキュベートした。０．２ｍＭのイソプロピルベータ－Ｄ－チオガラクトピラノ
シド（ＩＰＴＧ）を３７℃で添加し、発現されるタンパク質の誘導を行った。細菌細胞を
一晩インキュベートし、遠心分離により採取した。温度制御プロモーターＰLを有するプ
ラスミドを用いる場合、細菌細胞を３０℃で８時間培養した。そして、培地の温度を４２
℃に上昇させ、細菌細胞を４時間維持して遺伝子を発現させた。
【００２６】
（６）細菌細胞壁を、３７℃で１時間リゾチームの作用により破壊した。沈殿物を６Ｍの
グアニジン塩酸塩で処理した。遠心分離、透析およびさらなる遠心分離工程の後、タンパ
ク質の封入体を得た。封入体を、１％塩化ナトリウム、０．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１０
０およびＴｒｉｓ－ＨＣｌバッファー（２０ｍＭ、ｐＨ８）を含む洗浄溶液により、３回
洗浄した。融合タンパク質を、１２％のドデカンスルホン酸ナトリウム（ＳＤＳ）を含む
ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＰＡＧＥ）により同定した。
【００２７】
（７）封入体を、８Ｍのカルバミド溶液に溶解した。５０ｍＭの塩酸の存在下で、臭化シ
アンを添加し、封入体を溶解した。溶液を、窒素保護下で光を遮蔽して撹拌した。溶解反
応の完了後、マガイニン誘導体の粗産物を高速タンパク質液体クロマトグラフィー（ＦＰ
ＬＣ、アマシャムファルマシアバイオテック製ＡＫＴＡTM）によるセファデックスＧ－２
５を用いて得、マガイニン誘導体の最終産物を高性能液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ
、Ｃ18カラム）およびＣＨ3ＣＮ／０．１％ＴＦＡバッファーによるグラジエント溶出を
用いた精製により得た。得られた産物のＨＰＬＣ分析結果は、化学合成により製造された
産物のものと一致した。
【００２８】
＜実施例２＞　ＸがＬｅｕでＹがＳｅｒ－Ｌｙｓである本発明のマガイニン誘導体の遺伝
子組み換え技術による製造
Ａ．上記のマガイニン誘導体のアミノ酸配列に従い以下の遺伝子フラグメントを合成した
。
【００２９】
【化５】

　この実施例の工程（２）～（７）は、実施例１のものと同様であり、得られたマガイニ
ン誘導体のＨＰＬＣ分析結果は、化学合成により製造された結果と一致した。
＜実施例３＞　ＸがＬｅｕでＹがＬｙｓ－Ａｒｇである本発明のマガイニン誘導体の固相
合成による製造
【００３０】
（１）アミノ酸モノマー
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【表１】

　ここで、Ｆｍｏｃは９－フルオレニルメトキシカルボニルを、ＢＯＣはｔｅｒｔ－ブチ
ルオキシカルボニルを、Ｔｒｔはトリチルを、ＯｔＢｕはｔｅｒｔ－ブチルエステルを、
ｔＢｕはｔｅｒｔ－ブチルを示す。
【００３１】
（２）装置および試薬：
　装置：モデル４３３Ａペプチド合成装置（アプライドバイオシステム社、米国）
　試薬：Ｎ－メチルケトピロリジン、塩化メチレン、ヘキサヒドロピリジン、メタノール
、ジメチルアミノピリジン／ＤＭＦ　Ｎ，Ｎ－ジイソプロピルエチルアミン／ＮＭＰ、１
００ｍｍｏｌｅ　ＨＢＴＵ／ＤＭＦ中０．５Ｍ　ＨＯＢＴ、Ｎ，Ｎ－ジシクロヘキシルカ
ルボジイミド／ＮＭＰ
　ここで、ＤＭＦはＮ，Ｎ－ジメチルホルムアミドを、ＮＭＰはＮ－メチルピロリドンを
、ＨＯＢＴは１－ヒドロキシベンゾトリアゾールを、ＨＢＴＵは２－（１Ｈ－ベンゾトリ
アゾール－イル－１，１，３，３－テトラメチル－ウロニウムヘキサフロロホスフェート
）を示す。
【００３２】
（３）工程
ａ．合成
　例として０．２５スケールの合成を行い、以下に記載する合成工程とした。
　０．２５ｇのＨＭＰ樹脂を秤量し、合成装置の反応容器に入れた。１ｍｍｏｌの種々の
残基を、各々保護基を結合させて秤量し、カルボキシル末端からアミノ末端方向にインス
リン指向性ペプチド誘導体のアミノ酸配列に従い合成装置で配列させた。２５℃の室温で
、Ｆｍｏｃ保護基を除去し、残基を活性化させ、活性化した残基をＨＭＰ樹脂に結合させ
る反応を、コンピュータプログラムの制御下で自動的に行った。このような反応は、全ペ
プチドが合成されるまで繰り返された。合成の完了後、側鎖保護基が結合した各々の残基
を有する残基結合樹脂を、ペプチド合成装置で空気乾燥させ、その後秤量した。
【００３３】
ｂ．保護基の除去および樹脂の分離
　保護基が結合したインスリン指向性ペプチド誘導体の各々の残基を有する残基結合樹脂
を、栓をしたエルレンマイヤーフラスコに入れ、その後以下に示す切断試薬を添加した。
【００３４】
【表２】
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　３０℃の一定温度で６時間電磁石による撹拌反応を行った。ろ過工程の後、水溶性のろ
液を採取した。樹脂を少量のトリフロロ酢酸で洗浄した。採取した水溶性のろ液および洗
浄溶液を混合し、エーテルを加えて沈殿させた。混合物をろ過し、得られた沈殿を少量の
エーテルで洗浄した。除湿装置による蒸発の後、粗産物を得た。
【００３５】
ｃ．ＨＰＬＣによる精製および凍結乾燥
　粗産物の分離および精製を予備ＨＰＬＣを用いて行った。最終産物を、凍結および凍結
乾燥工程の後に得た。クロマトグラムおよび質量スペクトルの複合分析により、誘導体の
分子量が、理論値に一致することがわかった。
【００３６】
＜実施例４＞　薬理学研究
　実施例１により得られたマガイニン誘導体の抗菌試験を、以下の工程にしたがって行い
、天然のマガイニンのものと比較した。
　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉＪＭ１０３およびＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　
ａｕｒｅｕｓの試験株を別々に培養し、１×１０6細菌／ｍｌに希釈した。２０ｍＭの殺
菌済みＴｒｉｓ－ＨＣｌバッファー（ｐＨ６．５）を添加した。そして、種々の濃度のマ
ガイニン誘導体および天然マガイニンＩＩをそれぞれ添加し、３７℃で異なる時間インキ
ュベートした。５０μｌの培養物を採取して寒天プレートに広げ、３７℃で一晩インキュ
ベートした。残った細菌コロニーを数え、死滅した細菌の割合を計算した。
【００３７】
（１）抗菌作用を示す表：
　実施例１により得られたマガイニン誘導体と天然マガイニンＩＩとの抗菌作用の比較
【表３】

　実施例１により得られたマガイニン誘導体のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅ
ｕｓに対する抗菌作用を示す表
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【表４】

【００３８】
（２）時間－死滅試験の結果を示す図：実施例１により得られたマガイニン誘導体の時間
－死滅試験の結果を図１に示す。
【００３９】
（３）溶血試験の結果を示す表：
【表５】

【００４０】
（４）急性毒性試験：急性毒性試験をクンミン種の２匹のマウスについて行った。実施例
により得られたマガイニン誘導体をマウスの腹部に注射し、注射を受けた１時間後の２匹
のマウスの生存率を観察した。
【表６】

【図面の簡単な説明】
【００４１】
　本発明は、以下の図面および実施例を参照することにより、さらに例示されることとな
る。
【図１】図１は、実施例１で得られたマガイニン誘導体のＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏ
ｌｉに対する時間－死滅試験を示す図である。
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