
(57)【要約】
抗菌剤として使用できる、Ｓ．ミティス及びＳ．オラリスから得ることができる抗菌性ペ
プチド；それらの変異体；それらのいずれかの断片。特異的なペプチドが同定された。こ
れらのペプチドはＳ．ミティス又はＳ．オラリス  の菌株により分泌される。これらは、
特に、グラム陰性菌及びブドウ球菌 sppに対して活性である。このペプチドは使用のため
に分離が可能であり、又は、Ｓ．ミティス又はＳ．オラリスは、有益共生細菌（プロバイ
オチック）療法において使用することも可能である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ テ ィ ス 若 し く は ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ オ ラ リ ス か ら 得 る こ と が
で き る 抗 菌 性 ペ プ チ ド ； 又 は 、 そ の 変 異 体 、 又 は 、 そ れ ら の い ず れ か の 断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
　 菌 株 が ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ テ ィ ス で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 菌 性 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 分 子 量 が ２ ,３ ０ ０ 未 満 で あ る 、 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 分 子 量 が １ ,０ ０ ０ 未 満 で あ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 分 子 量 が ８ ０ ０ 未 満 で あ る 、 請 求 項 ４ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ テ ィ ス か ら 得 る こ と が で き る ペ プ チ ド 、 又 は 、 そ の 変 異 体 、 又
は 、 そ れ ら の い ず れ か の 断 片 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 配 列 番 号 １ ：
　 　 Ｘ 1 Ｘ 7 Ｘ 2 Ｘ 3 Ｘ 4 Ｘ 5 Ｘ 6 　 （ 配 列 番 号 １ ）
（ こ こ で 、
　 Ｘ 2 は 、 非 荷 電 の 極 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 ；
　 Ｘ 3 は 、 チ ロ シ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 又 は 、 セ リ ン ；
　 Ｘ 1 、 Ｘ 4 及 び Ｘ 6 は 、 非 荷 電 の 非 極 性 ア ミ ノ 酸 、
　 Ｘ 5 は 、 荷 電 ア ミ ノ 酸 、
　 並 び に 、 Ｘ 7 は 、 シ ス テ イ ン 又 は ヒ ス チ ジ ン で あ る ）
の ア ミ ノ 酸 を 少 な く と も ７ 個 含 む 、 治 療 で 使 用 す る た め の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 Ｘ 7 が 、 シ ス テ イ ン で あ る 、 請 求 項 ７ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 Ｘ 2 が 、 セ リ ン で あ る 、 請 求 項 ７ 又 は ９ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 Ｘ 3 が 、 チ ロ シ ン で あ る 、 請 求 項 ７ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 Ｘ 1 、 Ｘ 4 及 び Ｘ 6 が 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 ロ イ シ ン 、 ア ラ ニ ン 又 は バ リ ン か ら 選 ば れ る 、 請
求 項 ７ ～ １ ０ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 Ｘ 1 が 、 ロ イ シ ン で あ る 、 請 求 項 ７ ～ １ １ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 Ｘ 4 が 、 イ ソ ロ イ シ ン で あ る 、 請 求 項 ７ ～ １ ２ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 Ｘ 6 が 、 バ リ ン で あ る 、 請 求 項 ７ ～ １ ３ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 Ｘ 5 が 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 又 は グ ル タ ミ ン 酸 で あ る 、 請 求 項 ７ ～ １ ４ の い ず れ か に 記 載 の
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 Ｘ 5 が 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 配 列 番 号 ２ ：
　 　 Ｌ Ｃ Ｓ Ｙ Ｉ Ｄ Ｖ 　 （ 配 列 番 号 ２ ）
を 含 む 、 請 求 項 ７ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
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　 さ ら に 配 列 番 号 １ に 融 合 し た ア ミ ノ 酸 を 、 Ｎ － お よ び ／ ま た は Ｃ － 末 端 に 含 む 、 請 求 項
７ ～ １ ７ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 さ ら な る ア ミ ノ 酸 が 、 荷 電 性 の ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 そ し て 、 こ の ペ プ チ ド の 可 溶 性 を 増 進
さ せ る 、 請 求 項 １ ８ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ オ ラ リ ス か ら 得 る こ と が で き る ペ プ チ ド 、 又 は そ の 変 異 体 、 又 は
そ れ ら い ず れ か の 断 片 の 、 い ず れ か で あ る 、 請 求 項 １ の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 単 離 さ れ た 、 請 求 項 １ ～ ２ ０ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド を 、 製 薬 的 に 受 容 で き る 担 体
と 組 み 合 わ せ て 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 治 療 で 使 用 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 グ ラ ム 陰 性 菌 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 感 染 症 の 治 療 に お い て 使 用 す る た め の 、 請 求 項 ７ ～
２ ０ 又 は ２ ２ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 ブ ド ウ 球 菌 sppに よ り 引 き 起 こ さ れ る 感 染 症 の 治 療 に お い て 使 用 す る た め の 、 請 求 項 ７
～ ２ ０ 又 は ２ ２ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 抗 菌 性 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 請 求 項 １ ～ １ ９ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ
ド の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 医 薬 品 が 、 腸 内 細 菌 、 ブ ル ク ホ ル デ リ ア spp、 ス テ ノ ト ロ ホ モ ナ ス ・ マ ル ト フ ィ リ ア 、
及 び 、 緑 膿 菌 、 ア シ ネ ト バ ク タ ー spp、 又 は 、 ブ ド ウ 球 菌 の 感 染 症 の 治 療 の た め の も の で
あ る 、 請 求 項 ２ ５ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 Ｓ ． ミ テ ィ ス 若 し く は Ｓ ． オ ラ リ ス 、 又 は 、 請 求 項 １ ～ ２ ０ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ
ド を 発 現 さ せ る た め に 操 作 さ れ た 菌 株 の 、 細 菌 性 グ ラ ム 陰 性 細 菌 感 染 症 の 治 療 用 医 薬 品 の
製 造 に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 Ｓ ． ミ テ ィ ス 若 し く は Ｓ ． オ ラ リ ス 、 又 は 、 請 求 項 １ ～ ２ ０ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ
ド を 発 現 さ せ る た め に 操 作 さ れ た 菌 株 の 、 腸 内 細 菌 、 ブ ル ク ホ ル デ リ ア spp、 ス テ ノ ト ロ
ホ モ ナ ス ・ マ ル ト フ ィ リ ア 、 及 び 、 緑 膿 菌 、 ア シ ネ ト バ ク タ ー spp、 又 は 、 ブ ド ウ 球 菌 の
感 染 症 の 治 療 用 医 薬 品 の 製 造 に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 抗 菌 的 に 有 効 量 の 、 請 求 項 １ ～ ２ ０ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド を 、 そ れ を 必 要 と し て
い る 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 細 菌 感 染 症 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 方 法 が 、 Ｓ ． ミ テ ィ ス 又 は Ｓ ． オ ラ リ ス の 菌 株 を 培 養 す る こ と 、 及 び 、 そ れ 由 来 の ペ プ
チ ド を 単 離 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 菌 性 ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ０ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 ３ １ 記 載 の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 又 は プ ラ ス ミ ド 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 請 求 項 ３ ２ 記 載 の ベ ク タ ー 又 は プ ラ ス ミ ド に よ り 形 質 転 換 さ れ た 組 換 え 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 １ ７ で 定 義 さ れ た 配 列 番 号 ２ の ペ プ チ ド 以 外 の 、 請 求 項 ７ で 定 義 さ れ た 配 列 番 号
１ の 抗 菌 性 ペ プ チ ド 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 抗 菌 剤 、 特 に ペ プ チ ド で あ っ て 、 な か で も グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 し て 活 性 で あ り 、
そ し て 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ テ ィ ス （ Streptococcus mitis） 又 は ス ト レ プ ト コ ッ カ
ス ・ オ ラ リ ス （ Streptococcus oralis） か ら 得 る こ と が で き る 抗 菌 剤 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 バ ク テ リ オ シ ン は 、 乳 酸 菌 （ Ｌ Ａ Ｂ ） に よ っ て 産 生 さ れ る 、 有 機 酸 、 過 酸 化 水 素 、 ジ ア
セ チ ル 及 び 阻 害 性 酵 素 を 含 む 、 多 く の 抗 菌 性 物 質 の う ち の 一 つ で あ る 。 こ れ ら は 、 よ り 厳
密 に 、 「 近 接 し て 関 連 し た 細 菌 を 殺 す タ ン パ ク 性 化 合 物 」 と し て 定 義 さ れ て い る が 、 い く
つ か の も の は 、 広 い 範 囲 の 阻 害 性 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 そ れ ら の 抗 菌 作 用 は 、 ほ
と ん ど が も っ ぱ ら 殺 菌 性 （ bacteriocidal） で あ る 。 （ Mc Auliffe et al., 2001 FEMS Mi
crobiology Letters. 25, 285-308 ; Van Kraaij et al., 1998, Biochemistry. 37, 160
33-16040） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 分 子 に は 、 非 細 菌 性 生 産 物 、 例 え ば 、 セ ク ロ ピ ン （ cecropin） （ 昆 虫 が 生 産 す る ） 、 イ
ン ド リ シ ジ ン （ indolicidin） （ ウ シ 好 中 球 由 来 ） 、 ラ ナ レ キ シ ン （ ranalexin） 、 マ ガ イ
ニ ン （ magainin） 及 び ブ フ ォ リ ン （ buforin） （ ウ シ ガ エ ル 由 来 ） 、 並 び に 、 細 菌 性 生 産
物 、 例 え ば 、 マ セ ド イ ン （ macedoin） （ ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ マ セ ド ニ ク ス （ Streptococ
cus macedonicus） 由 来 ） 、 SalA（ 唾 液 連 鎖 球 菌 （ Streptococcus salivarius） 由 来 ） 、
ボ ビ シ ン （ bovicin） （ ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ボ ビ ス （ Streptococcus bovis） 由 来 ） 、 ペ
ジ オ シ ン （ pediocin） （ ペ ジ オ コ ッ カ ス spp（ pediococcus spp.） 由 来 ） 、 ミ ュ ー タ シ ン
（ mutacin） （ ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ ュ ー タ ン ス （ Streptococcus mutans） 由 来 ） 、 及
び 、 良 く 研 究 さ れ て い る ニ シ ン （ nisin） （ ラ ク ト コ ッ カ ス ・ ラ ク チ ス （ Lactococcus lac
tis） 由 来 ） が 含 ま れ る （ Hillman, J. D., 2002. Genetically modified Streptococcus 
mutans for the prevention of dental caries. Antoine van Leeuwevhoek. 82, 361-366
; Venema, K. 1995. Trends in Microbiology. 3, 299-304, Montville, T. J. et al., 
1998. Applied Microbiological Biotechnology. 50, 511-519） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 様 々 な グ ル ー プ が 、 多 く の 区 別 可 能 な バ ク テ リ オ シ ン を 定 義 し て い る ； ク ラ ス Iは 、 珍
し い ア ミ ノ 酸 、 ラ ン チ オ ニ ン 及 び β － メ チ ル － ラ ン チ オ ニ ン を 含 む 、 小 さ な （ ＜ ５ ｋ Da）
ペ プ チ ド で 、 例 と し て は ニ シ ン が 挙 げ ら れ る 。 ク ラ ス IIの バ ク テ リ オ シ ン は 、 小 さ く （ ＜
５ ｋ Da） 、 熱 に 安 定 な 、 Lanを 含 ま な い 膜 活 性 ペ プ チ ド で あ り 、 例 え ば ペ ジ オ シ ン が 挙 げ
ら れ る 。 ク ラ ス IIIの メ ン バ ー は 、 大 き く （ ＜ ３ ０ ｋ Da） 、 熱 に 不 安 定 な タ ン パ ク 質 で あ
る 。 第 ４ の ク ラ ス は 、 活 性 の た め の 非 タ ン パ ク 質 部 分 を 含 ん で い る こ と が 示 唆 さ れ て る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 そ れ ら の 中 の い く つ か の 分 子 は 、 そ の 抗 菌 作 用 が 研 究 さ れ て き て い る が 、 主 と し て そ れ
ら の 研 究 は 食 物 腐 敗 を も た ら す 細 菌 、 例 え ば リ ス テ リ ア 菌 （ Listeria monocytogenes） の
抑 制 に 限 定 さ れ て き た 。 し か し な が ら 、 二 つ の 研 究 が そ れ ら の グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 す る 効 果
を 調 べ る た め に 実 施 さ れ て き た 。 そ の 最 初 の 研 究 は 、 ニ シ ン 及 び 非 細 菌 性 ペ プ チ ド を 単 独
、 並 び に 、 臨 床 的 に 使 用 さ れ て い る 抗 生 物 質 と 組 み 合 わ せ て 、 緑 膿 菌 （ Pseudomonas aeru
ginosa） に 対 す る 効 果 を 調 べ た も の で あ る （ Giacometti, A etal., 1999, Journal of An
timicrobial Chemotherapy. 44, 614-645） 。 こ の 研 究 に お い て 、 示 さ れ た 最 小 殺 菌 濃 度
は １ ６ ～ ＞ １ ２ ８ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ で あ り 、 ニ シ ン の 活 性 は 顕 著 な も の で は な か っ た 。 二 番 目 の
研 究 で は 、 非 細 菌 性 ペ プ チ ド の ブ フ ォ リ ン 、 セ ク ロ ピ ン 及 び マ ガ イ ニ ン の 抗 菌 活 性 が 研 究
さ れ 、 あ る 程 度 の 活 性 は 証 明 で き た も の の 、 こ の 研 究 に は 細 菌 性 ペ プ チ ド は 含 ま れ て い な
い （ Giacometti, A et al., 2000, Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 44, 1716-
1719） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 グ ラ ム 陰 性 菌 は 、 大 き く ２ つ の グ ル ー プ に 分 類 す る こ と が で き る ：
１ ． 発 酵 菌 （ fermentors） 、 例 え ば 、 大 腸 菌 （ Escherichia coli） 及 び 肺 炎 桿 菌 （ Klebsi
ella pneumoniae） ； 並 び に
２ ． 非 発 酵 菌 （ non-fermentors） 、 例 え ば 、 緑 膿 菌 、 ア シ ネ ト バ ク タ ー spp（ Acinetobact
er spp.） 、 及 び 、 ス テ ノ ト ロ ホ モ ナ ス ・ マ ル ト フ ィ リ ア （ Stenotrophomonas maltophili
a） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 第 一 の グ ル ー プ は 、 腸 内 フ ロ ラ に 由 来 し 、 尿 管 感 染 を 含 む 広 い 範 囲 の 感 染 症 を 引 き 起 こ
す 可 能 性 が あ る 。 第 二 の グ ル ー プ は 、 主 に 土 壌 及 び 水 資 源 の よ う な 環 境 で 見 ら れ 、 免 疫 不
全 の 、 火 傷 の 患 者 及 び 嚢 胞 性 線 維 症 （ cystic fibrosis） の 患 者 で 重 篤 な 感 染 症 を 引 き 起
こ す 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の 細 菌 は ま た 集 中 治 療 室 で 特 に 問 題 と さ れ て い る 。 「 発 酵 菌 」
が 標 準 的 な 抗 菌 性 治 療 、 例 え ば ア ン ピ シ リ ン （ ampicillin） 及 び シ プ ロ フ ロ キ シ シ ン （ ci
profloxicin） に よ る も の に 対 し て 耐 性 を 増 加 さ せ て き て い る と い う 事 実 に も か か わ ら ず
、 セ フ タ ジ ジ ム （ ceftazidime） 及 び イ ミ ペ ネ ム （ imipenem） の よ う な 医 薬 品 は 、 多 く の
場 合 に お い て 、 な お 治 療 で の 使 用 が 保 証 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し か し な が ら 、 非 発 酵 菌 は 、 多 く の 抗 生 物 質 に 対 し て の 自 由 に 利 用 で き る あ り っ た け の
耐 性 機 構 を 備 え て お り 、 そ れ ら が 組 み 合 わ さ れ る こ と に よ り 、 そ れ ら の 細 菌 に よ る 感 染 症
は 実 質 的 に 治 療 が 不 可 能 で あ る 。 そ れ ら の 細 菌 は ま た 、 通 常 そ う し た 細 菌 を 撲 滅 す る た め
に 選 択 さ れ る 最 後 の 医 薬 品 で あ る カ ル バ ペ ネ ム 類 （ carbapenems） を 含 む β － ラ ク タ ム の
全 て の ク ラ ス を 加 水 分 解 で き る 、 メ タ ロ － β － ラ ク タ マ ー ゼ の よ う な 追 加 的 な 酵 素 を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ プ ラ ス ミ ド に 対 す る 受 容 性 を 有 す る 。 し た が っ て 、 従 来 の 抗 生 物 質 は 、 そ う
し た 細 菌 に よ る 感 染 症 の 治 療 で は 成 功 し な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 過 去 ５ 年 間 に 、 シ ナ シ ッ ド （ synercid） 、 ダ プ ト マ イ シ ン （ daptomycin） 、 リ ネ ゾ リ ド
（ linezolid） 、 オ リ タ バ ン シ ン （ oritavancin） 及 び 抗 Ｍ Ａ Ｓ Ａ β ラ ク タ ム の よ う な 多 く
の 新 規 な 抗 グ ラ ム 陽 性 菌 に 対 す る 医 薬 品 が 開 発 さ れ て き た こ と は 注 目 す る べ き で あ る 。 し
か し な が ら 、 発 売 さ れ た も の 、 又 は 、 治 験 第 Ｉ 相 が 開 始 さ れ た と 報 じ ら れ た も の 、 の い ず
れ に お い て も 、 グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 し て 活 性 が あ る 分 子 は 含 ま れ て い な い よ う に 思 わ れ る 。
そ の た め に 、 少 な く と も ５ 年 間 と い う 時 間 枠 の 中 で 、 高 度 耐 性 を 有 す る 非 発 酵 菌 に よ る 感
染 症 の 治 療 は 困 難 で あ る と 思 わ れ る 。 こ の 間 に お い て 、 従 来 の 抗 生 物 質 に 対 す る 細 菌 の 耐
性 は さ ら に 増 加 し て い く だ ろ う 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 先 に 、 正 常 の フ ロ ラ （ こ の 場 合 、 嚢 胞 性 線 維 症 の 患 者 に 由 来 す る ） が 、 グ ラ ム 陰 性 菌 に
対 す る 抗 菌 作 用 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Cystic Fibrosis Symposium, Stockholm
, 2000） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ビ リ ダ ン ス 連 鎖 球 菌 （ viridans Streptococci） 又 は 「 緑 色 連 鎖 球 菌 （ Streptococcus v
iridans） 」 と し て 知 ら れ る 連 鎖 球 菌 の グ ル ー プ は 、 鼻 咽 頭 の 正 常 フ ロ ラ の 一 部 分 を 占 め
て お り 、 通 常 は 無 害 で あ る と 考 え ら れ る が 、 一 旦 血 液 の よ う な 無 菌 的 な 部 位 に 侵 入 し た 場
合 に 、 感 染 性 の 心 内 膜 症 を 引 き 起 こ す こ と が あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 唾 液 連 鎖 球 菌 （ Streptococcus salvarius） は 、 ビ リ ダ ン ス 連 鎖 球 菌 グ ル ー プ の メ ン バ
ー で あ る 。 こ の 菌 株 （ Ross, K. F. et al., 1993. Applied Environmental Microbiology
. 59,2014-2021） 及 び 他 の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ ュ ー タ ン ス （ Hillman, 2002 前 出 ） の
よ う な こ の グ ル ー プ の メ ン バ ー が 、 ミ ュ ー タ シ ン 及 び SalAの よ う な 、 他 の 「 正 常 口 腔 フ ロ
ラ 」 に 対 し て 抗 菌 作 用 を 有 す る バ ク テ リ オ シ ン を 産 生 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の
バ ク テ リ オ シ ン は 、 一 般 に 、 高 分 子 量 の タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
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【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 出 願 人 は 、 細 菌 に 対 し て 、 特 に グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 し て 有 効 な 、 新 規 な 抗 菌 剤 を 同 定 し
た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に よ り 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ テ ィ ス 若 し く は ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ オ ラ リ ス
か ら 得 る こ と が で き る 抗 菌 性 ペ プ チ ド ； 　 又 は 、 そ れ ら の 変 異 体 、 又 は 、 そ れ ら の い ず れ
か の 断 片 が 提 供 さ れ る 。 こ の ペ プ チ ド は 単 離 さ れ 又 は 精 製 さ れ る 。 更 に 。 こ れ は 治 療 へ の
使 用 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ こ で 用 い ら れ て い る 「 ペ プ チ ド 」 と い う 表 現 は 、 ア ミ ノ 酸 の 短 い 配 列 、 特 に ２ ０ 未 満
の ア ミ ノ 酸 、 適 切 に は １ ５ 未 満 の ア ミ ノ 酸 長 、 さ ら に 適 切 に は １ ２ 未 満 の ア ミ ノ 酸 長 、 好
ま し く は １ ０ 未 満 の ア ミ ノ 酸 長 の も の を 指 す 。 こ の ペ プ チ ド に 含 ま れ て い る ア ミ ノ 酸 は 修
飾 さ れ て い て も 良 く 、 こ の 修 飾 は 、 例 え ば 、 脱 水 化 、 リ ン 酸 化 又 は グ リ コ シ ル 化 で あ る 。
特 に 、 セ リ ン 又 は チ ロ シ ン 残 基 の い く つ か は 脱 水 化 さ れ う る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 好 ま し く は 。 こ の ペ プ チ ド は ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ テ ィ ス か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ こ で 用 い ら れ て い る 「 変 異 体 」 の 表 現 は 、 そ れ ら が 由 来 す る 基 礎 配 列 と は 異 な り 、 配
列 中 の １ 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 さ れ て い る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味
す る 。 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 広 義 で 類 似 の 性 質 を 有 す る 異 な っ た ア ミ ノ 酸 と 置 き 換 え ら れ た 場
合 は 「 保 守 的 （ conservative） 」 と み な さ れ る 。 非 保 守 的 （ non-conservative） な 置 換 は
、 異 な っ た タ イ プ の ア ミ ノ 酸 に 置 き 換 え ら れ た 場 合 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 一 般 に は 、 非 保 守 的 な 置 換 が よ り 少 な け れ ば ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 は 変 化 し な い
こ と が 期 待 さ れ る 。 適 切 な 変 異 体 は 、 基 礎 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も ６ ０ ％ が 同 一 、 よ り
適 切 に は 少 な く と も ７ ０ ％ が 同 一 、 な お 更 に 適 切 に は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な
く と も ９ ０ ％ 、 そ し て 可 能 な ら ば 少 な く と も ９ ５ ％ が 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 例 え ば 、 同 一 性 は 、 例 え ば 、 BLASTア ル ゴ リ ズ ム 又 は Lipman-Pearsonの ア ル ゴ リ ズ ム で
、 Ktuple: 2、 ギ ャ ッ プ ・ ペ ナ ル テ イ : 4、 ギ ャ ッ プ 長 ・ ペ ナ ル テ イ :12、 標 準 PAMス コ ア リ
ン グ マ ト リ ク ス の 条 件 で 判 定 で き る （ Lipman, D. J. and Pearson, W. R., Rapid and Se
nsitive Protein Similarity Searches, Science, 1985, vol. 227, 1435-1441） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ こ で 用 い ら れ て い る 「 断 片 」 と い う 表 現 は 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 で 、 抗 菌 作 用 を
有 す る い か な る 部 分 を も 意 味 し て い る 。 断 片 は 、 適 切 に は 、 例 え ば 基 礎 的 な 配 列 由 来 の 少
な く と も ５ 個 を 含 ん で い る 。 ２ 個 以 上 の そ う し た 断 片 を 結 合 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 適 切 に は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 分 子 量 が 2,300Da未 満 で あ り 、 好 ま し く は 1,000Da、 例
え ば 、 800未 満 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 菌 性 ペ プ チ ド は 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ テ ィ ス か ら 得 る
こ と が で き る ペ プ チ ド 、 又 は 、 そ の 変 異 体 、 又 は 、 そ れ ら の い ず れ か の 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ テ ィ ス も ま た 、 ビ リ ダ ン ス 連 鎖 球 菌 グ ル ー プ に 属 し て い る 。 こ
れ は 、 Barsotti等 に よ り 記 載 さ れ て い る （ Barsotti etal. (2002) Research Microbiolog
y 153: 687091） 。 Ｓ ． ミ テ ィ ス を 構 成 す る 菌 株 は 、 例 え ば 、 Rudney J. D etal, Oral Mi
crobiology and Immunology (1999) 14, 33-42に 記 載 さ れ た よ う に 、 23s-rDNAの 高 度 変 異
領 域 を 増 幅 し 、 そ し て 、 ア ン プ リ コ ン を 配 列 決 定 す る こ と に よ り 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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　 Ｓ ． ミ テ ィ ス は 、 こ れ ま で 小 さ な 抗 生 物 質 ペ プ チ ド の 供 給 源 と し て は 同 定 さ れ て お ら ず
、 そ し て 、 本 発 明 の ぺ プ チ ド の 特 に 好 ま し い 供 給 源 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 好 ま し く は 本 発 明 の 抗 菌 性 ペ プ チ ド は 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ テ ィ ス 又 は そ の 変 種 か
ら 得 ら れ る ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 出 願 人 は 、 疎 水 性 の ア ミ ノ 酸 の 鎖 を 多 く 含 む ペ プ チ ド が 抗 菌 活 性 を 有 す る こ と を 見 出
し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 そ う し た ペ プ チ ド の 特 定 の 例 は 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 を 少 な く と も ７ 個 含 む ペ プ チ ド
で あ る ：
　 　 Ｘ 1 Ｘ 7 Ｘ 2 Ｘ 3 Ｘ 4 Ｘ 5 Ｘ 6 　 （ 配 列 番 号 １ ）
（ 式 中 、
　 Ｘ 2 は 、 非 荷 電 の 極 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 ；
　 Ｘ 3 は 、 チ ロ シ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 又 は 、 セ リ ン ； 並 び に
　 Ｘ 1 、 Ｘ 4 及 び Ｘ 6 は 、 非 荷 電 の 非 極 性 ア ミ ノ 酸 、
　 並 び に 、 Ｘ 5 は 、 荷 電 ア ミ ノ 酸 、
　 並 び に 、 Ｘ 7 は 、 シ ス テ イ ン 又 は ヒ ス チ ジ ン で あ る ）
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 非 荷 電 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 は 、 セ リ ン 、 チ ロ シ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 及
び グ ル タ ミ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 非 荷 電 の 非 極 性 ア ミ ノ 酸 は 、 グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、
プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 又 は シ ス テ イ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 荷 電 ア ミ ノ 酸 の 例 は 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 又 は グ ル タ ミ
ン 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 Ｘ 2 は 適 切 に は セ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 ま し く は 、 Ｘ 3 は チ ロ シ ン 、 セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン か ら 選 ば れ 、 好 ま し く は チ ロ シ ン
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 Ｘ 1 、 Ｘ 4 及 び Ｘ 6 は 、 適 切 に は 、 独 立 し て 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 ロ イ シ ン 、 ア ラ ニ ン 又 は バ
リ ン か ら 選 ば れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 特 に Ｘ 1 は 、 ロ イ シ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 好 ま し く は Ｘ 4 は 、 イ ソ ロ イ シ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 好 ま し く は Ｘ 6 は 、 バ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｘ 5 は 、 適 切 に は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 又 は グ ル タ ミ ン 酸 か ら 選 ば れ 、 好 ま し く は ア ス パ ラ
ギ ン 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 Ｘ 7 は 、 好 ま し く は シ ス テ イ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 し た が っ て 、 配 列 番 号 １ の 特 定 の 例 は 、 配 列 番 号 ２ で あ る 。
　 　 Ｌ Ｃ Ｓ Ｙ Ｉ Ｄ Ｖ 　 （ 配 列 番 号 ２ ） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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　 こ の ペ プ チ ド は Ｓ ． ミ テ ィ ス に よ り 産 生 さ れ る こ と が 知 ら れ て い た ペ プ チ ド で あ る が 、
以 前 に は そ の 機 能 は 知 ら れ て い な か っ た 。 配 列 番 号 １ に 存 在 し て い る シ ス テ イ ン が 、 こ の
ペ プ チ ド 中 の 他 の ア ミ ノ 酸 、 特 に Ｘ 3 、 適 切 に は チ ロ シ ン と 架 橋 を 形 成 す る と 信 じ ら れ て
い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 配 列 番 号 ２ 以 外 の 、 配 列 番 号 １ の 新 規 な 抗 菌 性 ペ プ チ ド も 、 本 発 明 の 特 定 の 態 様 を 形 成
す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 更 な る 実 施 態 様 で 、 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 更 に 、 配 列 番 号 １ に 、 Ｎ － 末 端 お よ び ／ ま た
は Ｃ － 末 端 で 縮 合 し た （ fused） 更 な る ア ミ ノ 酸 を 包 含 す る 。 こ れ ら は 、 該 ペ プ チ ド が 由
来 す る タ ン パ ク 質 か ら 誘 導 さ れ て も よ く 、 又 は 、 溶 解 性 を 促 進 し 若 し く は ペ プ チ ド の 精 製
若 し く は 分 離 を 容 易 に す る 配 列 の よ う な 、 合 成 配 列 を 含 む こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ペ プ チ ド の 溶 解 性 を 促 進 す る 適 切 な 配 列 は 、 上 記 の 荷 電 ア ミ ノ 酸 の 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ペ プ チ ド の 精 製 又 は 分 離 を 容 易 に な る よ う に す る 配 列 の 例 は 、 公 知 の タ グ （ tag） 配 列
、 例 え ば Hisタ グ 配 列 （ ５ 又 は そ れ 以 上 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 ） 及 び そ れ に 類 似 の も の で あ る
。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ オ ラ リ ス か ら 得 る こ と が で き る ペ
プ チ ド 、 又 は そ の 変 異 体 、 又 は そ れ ら い ず れ か の 断 片 の 、 い ず れ か の 抗 菌 ペ プ チ ド を 提 供
す る 。 好 ま し く は 、 こ の ペ プ チ ド は ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ オ ラ リ ス か ら 得 る こ と が で き る
ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 Ｓ ． オ ラ リ ス を 構 成 す る 菌 株 は 、 例 え ば 、 Rudney J. D etal, Oral Microbiology and 
Immunology (1999) 14, 33-42に 記 載 さ れ た よ う に 、 23s-rDNAの 高 度 変 異 領 域 を 増 幅 し 、
そ し て 、 ア ン プ リ コ ン を 配 列 決 定 す る こ と に よ り 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 Ｓ ． ミ テ ィ ス 又 は Ｓ ． オ ラ リ ス の 適 切 な 菌 株 か ら 、 従 来 法 に よ り
単 離 で き る 。 こ の ペ プ チ ド は 、 分 泌 型 ペ プ チ ド で あ り 、 そ の た め に Ｓ ． ミ テ ィ ス 又 は Ｓ ．
オ ラ リ ス の 培 養 上 清 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 し た が っ て 、 例 え ば 、 Ｓ ． ミ テ ィ ス 又 は Ｓ ． オ ラ リ ス の 菌 株 は 従 来 法 の 条 件 下 で 、 例 え
ば 、 培 養 用 培 地 の 存 在 下 、 37℃ で 培 養 で き る 。 適 当 な 培 養 時 間 、 例 え ば 12～ 48時 間 の 後 、
培 養 上 清 の サ ン プ ル を 取 り 出 し 、 そ し て 、 所 望 の タ ン パ ク 質 を 分 離 で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 例 え ば 、 上 清 は 、 目 的 の 分 子 の 劣 化 を 防 止 す る た め に 、 市 販 の プ ロ テ ア ー ゼ ブ ロ ッ カ ー
及 び ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム （ 0.2％ ） で 処 理 さ れ う る 。 こ の 段 階 で 、 タ ン パ ク 質 は 種 々 の 方 法
、 例 え ば 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 法 、 又 は 超 遠 心 分 離 法 、 又 は 市 販 の セ ン ト リ コ ン （ cent
ricons） を 用 い て 濃 縮 し う る 。 す べ て の こ れ ら の 方 法 は こ の 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。 超 遠
心 分 離 セ ン ト リ コ ン の 使 用 は 、 そ の 選 択 に よ り ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 の い ず れ の 性 質 に
も 干 渉 す る こ と な く 、 そ れ ら の 天 然 の 状 態 に 維 持 す る た め に 、 好 ま し い 濃 縮 工 程 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 い っ た ん タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド が 濃 縮 さ れ れ ば （ 例 え ば 200～ 400ng／ nlの 濃 度 ま で ）
、 質 量 分 析 法 を 行 う こ と が で き 、 そ し て 抗 菌 ペ プ チ ド は 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 抗 菌 ペ プ チ ド は 、 つ い で 同 定 さ れ （ Ｓ ． ミ テ ィ ス か ら 得 る こ と の で き る 抗 菌 ペ
プ チ ド は 熱 不 安 定 で プ ロ テ ア ー ゼ Ｋ に 感 受 性 が あ る ） 、 そ し て 分 離 又 は 精 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 培 養 さ れ た Ｓ ． ミ テ ィ ス 又 は Ｓ ． オ ラ リ ス か ら 分 離 し て 抗 菌 ペ プ チ ド を 得 る 方 法 は 、 本
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発 明 の 更 な る 局 面 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 い っ た ん 精 製 さ れ れ ば 、 Ｓ ． ミ テ ィ ス 又 は Ｓ ． オ ラ リ ス 由 来 の 抗 菌 ペ プ チ ド の 配 列 は 、
従 来 法 に よ り 容 易 に 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 そ の 後 、 本 発 明 の ペ プ チ ド は 化 学 的 方 法 、 例 え ば ペ プ チ ド 合 成 機 を 用 い て 製 造 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 別 法 と し て 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 を 用 い て 製 造 す る こ と も で き る 。 一 般 的 に 、 本 発 明 の ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 発 現 ベ ク タ ー 又 は プ ラ ス ミ ド に 、 従 来 法 に よ り 組 み 込 ま れ る 。 そ
れ ら は 、 次 に 、 宿 主 細 胞 （ 原 核 細 胞 又 は 真 核 細 胞 で あ り う る ） を 形 質 転 換 す る た め に 用 い
ら れ る が 、 好 ま し い の は 公 知 の 原 核 細 胞 の 発 現 用 宿 主 の 一 つ 、 例 え ば 乳 酸 球 菌 （ lactococ
cus） で あ り 、 こ の 細 胞 は こ の ペ プ チ ド の 作 用 に 対 し て 強 い 感 受 性 は な い 。 本 発 明 の ペ プ
チ ド は 次 に 培 養 物 か ら 回 収 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 、 そ れ ら を 含 ん で い る ベ ク タ ー 又 は プ ラ ス ミ ド 、
及 び 、 そ れ ら の ベ ク タ ー 又 は プ ラ ス ミ ド に よ り 形 質 転 換 さ れ た 組 換 え 細 胞 と 共 に 、 本 発 明
の 更 な る 態 様 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 出 願 人 は 、 嚢 胞 性 線 維 症 患 者 の 気 管 支 洗 浄 液 を 入 手 し 、 正 常 フ ロ ラ で 示 さ れ る 抗 菌 作
用 に 再 現 性 が あ る こ と を 見 出 し た 。 こ の 洗 浄 液 の 個 々 の 菌 種 の 分 離 及 び 特 性 付 け を 行 い 、
Ｓ ． ミ テ ィ ス 、 Ｓ ． オ ラ リ ス が 観 察 さ れ た 抗 菌 作 用 の い く つ か に 関 わ っ て い る こ と を 見 出
し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 出 願 人 は ま た 、 こ の 作 用 が 全 て の 非 発 酵 グ ラ ム 陰 性 菌 、 及 び 、 多 く の 発 酵 グ ラ ム 陰 性
菌 に 対 し て 起 こ る こ と も 見 出 し た 。 さ ら に 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus aureus）
に 対 す る 抗 菌 作 用 も ま た 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 特 定 の ペ プ チ ド に よ り 生 じ る 抗 菌 作 用 は 、 殺 菌 性 （ cidality） に よ る の も の で
あ り 、 単 な る 阻 害 性 の も の で は な く 、 こ れ は バ ク テ リ オ シ ン に 関 す る 他 の 研 究 と も 一 致 し
て い る 。 こ れ は 特 に 治 療 へ の 応 用 を 考 え る と き 有 利 で あ る 。 し た が っ て 、 特 定 の 実 施 態 様
に お い て 、 本 発 明 は 抗 菌 作 用 が 殺 菌 作 用 で あ る ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド は 広 範 囲 の 活 性 ス ペ ク ト ル を 有 す る 可 能 性 が あ る 。 特 に
、 そ れ ら は 、 腸 内 細 菌 類 （ 例 え ば 、 大 腸 菌 ） 、 ブ ル ク ホ ル デ リ ア spp（ Burkholderia spp.
） 、 ス テ ノ ト ロ ホ モ ナ ス ・ マ ル ト フ ィ リ ア 、 及 び 、 緑 膿 菌 、 ア シ ネ ト バ ク タ ー spp、 及 び
ブ ド ウ 球 菌 に よ る 感 染 に 対 し て 活 性 を 有 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 例 え ば 、 本 出 願 人 は 、 配 列 番 号 ２ の ペ プ チ ド が 、 腸 内 細 菌 類 、 ブ ル ク ホ ル デ リ ア 属 、 ス
テ ノ ト ロ ホ モ ナ ス ・ マ ル ト フ ィ リ ア 、 及 び 、 緑 膿 菌 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と を 見 出 し た 。 こ
の ペ プ チ ド は 、 緑 膿 菌 に 対 し て μ Ｍ 以 下 で （ sub-μ M） 、 及 び 、 大 腸 菌 に 対 し て は １ ～ ５
μ M（ 約 １ ～ ５ ng/mL） の 濃 度 で 阻 害 す る と い う 強 い 抗 菌 作 用 を 示 し た 。 そ の 上 、 我 々 の 分
析 で は 、 該 ペ プ チ ド は 、 そ の Ｍ Ｉ Ｃ 濃 度 で 99.9％ を 殺 す 殺 菌 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 さ ら に 、 こ の 化 合 物 は 正 常 の フ ロ ラ か ら 生 成 さ れ る こ と か ら 、 毒 性 は 非 常 に 低 い と 信 じ
ら れ て い る 。 ま た 、 こ の ペ プ チ ド の 免 疫 源 性 も 低 い よ う で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 そ の た め に 、 特 に 細 菌 感 染 症 、 例 え ば 、 グ ラ ム 陰 性 菌 に よ る 感 染
症 又 は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 感 染 症 の 治 療 の た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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　 こ の ペ プ チ ド は 、 そ れ を 必 要 と し て い る 患 者 に 、 製 薬 上 受 容 可 能 な 担 体 又 は 賦 形 剤 と 組
み 合 わ せ た 医 薬 組 成 物 の 形 態 で 、 適 切 に 投 与 さ れ る 。 そ う し た 組 成 物 は 、 本 発 明 の 更 な る
局 面 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 適 切 な 担 体 は 、 当 業 界 で 公 知 の 固 体 又 は 液 体 の 担 体 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 経 口 で の 使 用 の た め の （ 例 え ば 、 錠 剤 、 ト ロ ー チ 剤 、 硬 質 若 し く は
軟 質 カ プ セ ル 剤 、 水 性 若 し く は 油 性 懸 濁 液 、 乳 濁 液 、 分 散 性 粉 剤 若 し く は 顆 粒 剤 、 シ ロ ッ
プ 剤 又 は エ リ キ シ ー ル 剤 ） 、 局 所 で の 使 用 の た め の （ 例 え ば 、 ク リ ー ム 、 軟 膏 、 ゲ ル 剤 、
又 は 水 性 若 し く は 油 性 溶 液 若 し く は 懸 濁 液 ） 、 吸 入 法 （ inhalation） に よ る 投 与 の た め の
（ 例 え ば 、 微 細 に 粉 砕 し た 粉 末 剤 又 は 液 体 エ ア ロ ゾ ル ） 、 吸 送 法 （ insufflation） に よ る
投 与 の た め の （ 例 え ば 、 微 細 に 粉 砕 し た 粉 末 剤 ） 、 又 は 、 非 経 口 投 与 の た め の （ 例 え ば 、
静 脈 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 投 与 用 の 無 菌 の 水 性 若 し く は 油 性 溶 液 と し て 、 又 は 、 直 腸 投 与 用 の
座 薬 と し て ） 適 切 な 形 態 を と る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 組 成 物 は 、 他 の 周 知 の 製 剤 用 添 加 物 、 例 え ば 、 １ つ 又 は そ れ 以 上 の 、 発 色 剤 、 甘 味 剤 、
矯 味 矯 臭 剤 、 保 存 剤 、 不 活 性 希 釈 剤 、 顆 粒 化 及 び 崩 壊 剤 、 結 合 剤 、 潤 滑 剤 、 並 び に 、 抗 酸
化 剤 を 含 む こ と が で き る 。 こ の 選 択 は 、 こ の 組 成 物 が と る 特 定 の 形 態 の 如 何 に よ る も の で
、 製 剤 化 学 者 に よ り 、 例 え ば 、 Comprehensive Medicinal Chemistry (Corwin Hansch; Ch
airman of Editorial Board), Pergamon Press 1990の 第 5巻 、 25.2章 に 記 載 さ れ た 方 針 に
よ り 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 単 一 投 与 剤 形 を 形 成 す る た め に １ 個 又 は そ れ 以 上 の 担 体 と 組 み 合 わ せ た 活 性 成 分 の 量 は
、 治 療 さ れ る 宿 主 及 び 特 定 の 投 与 の 経 路 に 従 っ て 、 必 要 に よ っ て 変 化 す る 。 例 え ば 、 ヒ ト
に 対 す る 経 口 投 与 を 目 的 と す る 剤 形 は 、 一 般 に 、 例 え ば 、 適 切 で 都 合 の 良 い 賦 形 剤 と 組 み
合 わ せ て 、 組 成 物 の 総 量 の ５ ～ 98質 量 ％ で 変 え ら れ る 0.5mg～ ２ ｇ の 活 性 成 分 を 含 ん で い
る 。 投 与 単 位 剤 形 は 、 一 般 に 、 約 １ mg～ 約 500mgの 活 性 成 分 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド の 治 療 目 的 の た め の 投 与 量 の 大 き さ は 、 症 状 の 性 質 及 び 重 症 度 、 動 物
又 は 患 者 の 年 齢 及 び 性 別 、 並 び に 、 投 与 経 路 に 依 存 し て 変 え ら れ 、 そ し て 、 通 常 の 臨 床 的
プ ラ ク テ ィ ス に 応 じ て 臨 床 医 に よ り 決 定 さ れ る 。 し か し な が ら 、 一 般 に 、 上 記 の 抗 菌 ペ プ
チ ド は 、 通 常 、 一 日 用 量 で 例 え ば 、 体 重 kg当 り 0.5mg～ 75mgの 範 囲 で 受 け ら れ る よ う に 、
投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 別 法 と し て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 、 そ れ を 必 要 と す る 患 者 に 、 イ ン ビ
ボ で そ れ ら の ペ プ チ ド を 発 現 で き る よ う に 、 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ の ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 核 酸 を 適 切 な ベ ク タ ー 、 例 え ば ウ イ ル ス 性 若 し く は 細 菌 性 ベ ク タ ー 、 又 は
プ ラ ス ミ ド を 構 築 す る た め に 使 用 で き 、 次 い で 、 そ れ を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 あ る 場 合 に は 、 Ｓ ． ミ テ ィ ス 又 は Ｓ ． オ ラ リ ス そ れ 自 体 を 、 治 療 剤 と し て 投 与 す る こ と
も 便 利 で あ る 。 WO 99/53932及 び W090/09186は 、 特 定 の 菌 株 が 特 定 の 症 状 を 治 療 す る た め
に 使 用 で き る こ と を 示 唆 し て い る 。 Ｓ ． ミ テ ィ ス 及 び Ｓ ． オ ラ リ ス の よ う な 菌 株 は 、 本 質
的 に 、 共 生 細 菌 （ commensal bacteria） で あ り 、 そ の た め に 、 そ う し た 治 療 に 適 合 し た 患
者 で 、 い か な る 重 篤 な 副 作 用 も 生 じ さ せ な い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 別 法 と し て 、 ラ ク ト コ ッ カ ス の よ う な ド ナ ー 生 物 か ら 発 現 さ れ た 、 本 発 明 の ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 遺 伝 子 を 担 っ て い る 組 換 え プ ラ ス ミ ド を 、 治 療 剤 と し て 投 与 す る こ と が で き る
。 し た が っ て 、 適 切 な 微 生 物 、 好 ま し く は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド に よ り 有 害 な 影 響 を 受 け な
い 共 生 微 生 物 、 例 え ば ラ ク ト コ ッ カ ス が 、 従 来 法 の DNA技 術 を 用 い て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド
を 発 現 で き る よ う に 、 そ し て 治 療 剤 と し て 利 用 さ れ る よ う に 、 操 作 さ れ る 。
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【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ れ ら の 有 用 微 生 物 治 療 （ probiotic therapies） は 、 そ れ 単 独 で 、 又 は 、 慣 用 の 抗 菌
治 療 と 組 み 合 わ せ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 使 用 さ れ る 菌 株 は 、 製 薬 的 に 受 容 可 能 な 担 体 と 適 切 に 組 み 合 わ せ て 、 投 与 目 的 の た め の
医 薬 組 成 物 に 成 形 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 し た が っ て 、 更 な る 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 Ｓ ． ミ テ ィ ス 若 し く は Ｓ ． オ ラ リ ス の 分
離 菌 株 、 又 は 本 発 明 の ペ プ チ ド を 発 現 す る よ う に 操 作 さ れ た 菌 株 の 、 特 に 、 グ ラ ム 陰 性 菌
感 染 症 、 例 え ば 、 腸 内 細 菌 、 ブ ル ク ホ ル デ リ ア spp、 ス テ ノ ト ロ ホ モ ナ ス ・ マ ル ト フ ィ リ
ア 、 及 び 、 緑 膿 菌 、 ア シ ネ ト バ ク タ ー spp、 及 び 、 ブ ド ウ 球 菌 感 染 症 か ら 選 択 さ れ た 細 菌
感 染 症 の 治 療 用 医 薬 品 を 製 造 す る た め の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ま た 更 な る 本 発 明 の 局 面 は 、 Ｓ ． ミ テ ィ ス 又 は Ｓ ． オ ラ リ ス を 含 む 医 薬 組 成 物 を 包 含 す
る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ま た 更 な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 そ れ を 必 要 と し て い る 患 者 に 、 抗 菌 的 に 有 効 量 の
上 記 の ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と を 含 む 、 細 菌 感 染 症 の 治 療 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 特 に 、 こ の 細 菌 感 染 症 は 、 グ ラ ム 陰 性 菌 、 又 は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る
も の で あ る 。 Ｓ ． ミ テ ィ ス 又 は Ｓ ． オ ラ リ ス の 菌 株 の 使 用 を 含 む 、 化 合 物 の 投 与 の た め の
組 成 物 及 び 方 法 は 、 上 に 記 載 さ れ て い る と お り で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 は 、 特 に 、 付 属 す る 図 を 参 照 し 、 実 施 例 を 用 い て 記 載 さ れ る ：
　 図 １ は 、 Ｓ ． ミ テ ィ ス の ９ つ の 菌 株 の 存 在 下 で の 、 緑 膿 菌 の 菌 株 が 生 育 し て い る 培 養 プ
レ ー ト を 示 し て い る 。
　 図 ２ は 、 Ｓ ． ミ テ ィ ス か ら 分 泌 さ れ た 細 胞 外 ペ プ チ ド の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ る 精 製 の 結 果 を し
め し て お り 、 図 中 、 Ａ は 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 用 い た Ｃ ４ カ ラ ム か ら ０ ～ ２ ５ ％ ア セ ト ニ ト リ ル
勾 配 で 溶 出 し た 画 分 を 示 し 、 緑 膿 菌 に 対 す る 活 性 に つ い て 試 験 し 、 そ し て 、 Ｂ は ど の よ う
に し て ３ 回 の 実 施 か ら 活 性 画 分 を 集 め 、 さ ら に 精 製 し た か を 示 す 。
　 図 ３ は 、 本 発 明 の 抗 菌 性 ペ プ チ ド の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 精 製 画 分 の 抗 菌 活 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
　 図 ４ は 、 緑 膿 菌 に 対 す る 抗 菌 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド （ RTA-1） の MALDI TOF質 量 分 析 ス ペ
ク ト ル を 図 示 す る 。 上 の そ れ ぞ れ の ピ ー ク に 示 さ れ た 実 験 的 な 分 子 量 773.5Daが 得 ら れ た
。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　
　 Ｓ ． ミ テ ィ ス の ９ つ の 菌 株 を 気 管 支 洗 浄 液 の 正 常 フ ロ ラ か ら 分 離 し た 。 23r-rDNAの 高 度
変 異 領 域 を 増 幅 し 、 そ し て 、 ア ン プ リ コ ン を 配 列 決 定 し 、 そ れ ら が Rudney等 （ 上 述 ） と 合
致 す る Ｓ ． ミ テ ィ ス と 同 一 で あ る こ と を 確 認 し た 。
　 血 液 培 地 か ら 分 離 さ れ た グ ラ ム 陰 性 緑 膿 菌 の 菌 株 の 水 中 の 懸 濁 液 を 、 寒 天 プ レ ー ト 上 に
加 え た 。 分 離 し た Ｓ ． ミ テ ィ ス 株 の そ れ ぞ れ を 爪 楊 枝 を 用 い て プ レ ー ト 上 に ス ポ ッ ト し た
。 プ レ ー ト を 37℃ で 24時 間 培 養 し た 。 培 養 後 の プ レ ー ト を 図 １ に 示 し て い る 。
　 こ の 図 に お い て 、 明 る い ス ポ ッ ト は Ｓ ． ミ テ ィ ス の 培 養 菌 を 示 す 。 暗 い 領 域 は 緑 膿 菌 が
阻 止 さ れ た 領 域 を 示 す 。
　 そ れ ぞ れ の Ｓ ． ミ テ ィ ス の 検 体 を 、 次 に 、 10mL培 養 液 中 で 培 養 し た 。 培 養 し た 菌 株 の 上
清 を 取 り 、 培 養 液 中 の 緑 膿 菌 の 容 器 に 加 え た 。 数 分 以 内 に 、 培 養 濁 度 が 減 少 し 、 こ れ は こ
の 上 清 が 緑 膿 菌 の 培 養 に 対 し て 分 解 作 用 を 有 す る こ と を 示 し て い た 。 こ の 培 養 液 を ま た 寒
天 上 に 載 せ た が 、 生 き た 緑 膿 菌 の 培 養 菌 は 出 現 し な か っ た 。
　 こ の 結 果 は 、 Ｓ ． ミ テ ィ ス か ら 分 泌 さ れ た 抗 菌 的 に 有 効 な ペ プ チ ド の 存 在 を 示 し て い る
。 こ の ペ プ チ ド は 単 に 阻 害 効 果 を 有 す る と い う よ り は 、 殺 菌 作 用 を 有 す る よ う に 思 わ れ る
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実 施 例 １



。
【 ０ ０ ８ １ 】
　
　 Ｓ ． オ ラ リ ス の １ 菌 株 を 気 管 支 洗 浄 液 の 正 常 フ ロ ラ か ら 分 離 し た 。 23r-rDNAの 高 度 変 異
領 域 を 増 幅 し 、 そ し て 、 ア ン プ リ コ ン を 配 列 決 定 し 、 そ れ ら が Rudney等 （ 上 述 ） と 合 致 す
る Ｓ ． オ ラ リ ス と 同 一 で あ る こ と を 確 認 し た 。
　 血 液 培 地 か ら 分 離 さ れ た グ ラ ム 陰 性 緑 膿 菌 の 菌 株 の 水 中 の 懸 濁 液 を 、 寒 天 プ レ ー ト 上 に
加 え た 。 分 離 し た Ｓ ． オ ラ リ ス 株 を 爪 楊 枝 を 用 い て プ レ ー ト 上 に ス ポ ッ ト し た 。 プ レ ー ト
を 37℃ で 24時 間 培 養 し た 。 緑 膿 菌 の 生 育 が 、 Ｓ ． オ ラ リ ス の 領 域 で 阻 害 さ れ て い る こ と が
明 ら か で 、 こ れ は 後 者 が 抗 菌 性 ペ プ チ ド を 分 泌 し て い る こ と を 示 し て い た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　
　 Ｓ ． ミ テ ィ ス か ら の 抗 菌 性 ペ プ チ ド の 簡 単 な 特 徴 付 け を 以 下 の よ う に 行 っ た 。 Ｓ ． ミ テ
ィ ス か ら 細 胞 外 に 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 を イ オ ン 交 換 、 サ イ ズ 排 除 及 び 疎 水 性 相 互 作 用 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 組 み 合 わ せ て 精 製 し た 。
　 Ｓ ． ミ テ ィ ス か ら 細 胞 外 に 分 泌 さ れ た ペ プ チ ド の 最 終 的 な 精 製 は 、 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り
Ｃ ４ カ ラ ム を 用 い て ０ ～ ２ ５ ％ の ア セ ト ニ ト リ ル の 線 形 勾 配 で 行 っ た （ 図 ２ Ａ ） 。 得 ら れ
た 13個 の 画 分 の う ち 、 ６ 番 目 （ 図 中 、 溶 出 時 間 が 25.49） の み が 、 試 験 し た 濃 度 で 緑 膿 菌
の 生 育 を 阻 止 し た 。 ３ 回 の 実 施 か ら の こ の 画 分 を 集 め て 、 さ ら に Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 精 製 し た （ 図
２ Ｂ ） 。 こ の 精 製 さ れ た ペ プ チ ド （ RTA-1と 名 づ け ら れ た ） は 、 培 地 中 の 緑 膿 菌 抽 出 物 の
存 在 の よ う な 環 境 の 刺 激 な し に 産 生 さ れ て い る こ と か ら 、 Ｓ ． ミ テ ィ ス の 構 成 的 分 泌 性 成
分 で あ る よ う だ 。
　 分 離 し た ペ プ チ ド の マ ト リ ク ス 支 援 型 レ ー ザ ー 脱 着 飛 行 時 間 型 （ MALDI-TOF） 分 析 に よ
り 分 子 量 が 773.5で あ る こ と が わ か っ た （ 図 ４ ） 。
　 こ の ペ プ チ ド の Ｎ － 末 端 配 列 に よ り 配 列 Ｌ Ｃ Ｓ Ｙ Ｉ Ｄ Ｖ が 明 ら か に さ れ た 。 こ の 配 列 の
理 論 的 な 分 子 量 は 793で あ る か ら 、 こ の ペ プ チ ド は 、 ラ ン チ ビ オ チ ク ス の ク ラ ス の ペ プ チ
ド の 場 合 の よ う に 、 修 飾 （ セ リ ン 又 は チ ロ シ ン 残 基 の 脱 水 化 ） さ れ て い る 可 能 性 が あ る 。
こ の RTA-1の 配 列 は 、 Ｓ ． ミ テ ィ ス 遺 伝 子 に 由 来 す る 未 知 の 小 さ な ペ プ チ ド 配 列 に 合 致 す
る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　
　 抗 菌 活 性 試 験 を Ｆ Ｐ Ｌ Ｃ 及 び Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ カ ラ ム か ら 単 離 さ れ た 画 分 の 活 性 を 確 認 す る た め
に 用 い た 。
　 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ － 精 製 ペ プ チ ド 調 製 物 を 緑 膿 菌 に 対 す る 阻 害 活 性 に 関 し て 試 験 し た 。 凍 結 乾 燥
し 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 精 製 し た 材 料 を 用 い て 、 保 存 用 10nMペ プ チ ド 調 製 液 を 蒸 留 水 中 で 調 製 し た
。 緑 膿 菌 を 中 間 － 対 数 相 ま で 、 ル リ ア ー ベ ル タ ニ （ LB） 培 地 中 で 生 育 さ せ た 。 細 菌 培 養 液
を １ ： 100に 希 釈 し 、 そ し て 50μ Lを 、 ９ ６ 穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 中 で 、 50μ Lの 水
（ 対 照 ） 又 は 20μ Lの ペ プ チ ド ＋ 30μ Lの 水 の い ず れ か と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 菌 の
生 育 を 620nmで モ ニ タ ー し た 。
　 緑 膿 菌 に 対 す る 殺 菌 活 性 を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ エ ル 中 で 、 ペ プ チ ド 又 は 水 （ 対 照 ） の
い ず れ か と 共 に 希 釈 し た 緑 膿 菌 の ア リ コ ッ ト を 、 37℃ で ９ 時 間 培 養 し た 後 取 り 出 し 、 １ ：
10000μ Lに 希 釈 し 、 LB寒 天 プ レ ー ト に 載 せ 、 そ し て 37℃ で 16時 間 培 養 し た 後 観 察 さ れ る コ
ロ ニ ー の 数 を 数 え る こ と に よ り 証 明 し た 。
　 典 型 的 な 阻 害 の 結 果 を 図 ３ に 示 し て い る 。 こ れ は 分 離 さ れ た ペ プ チ ド RTA-1が 緑 膿 菌 に
対 し て 、 １ nMの オ ー ダ ー の 濃 度 で 抗 菌 作 用 を 示 す こ と を 示 唆 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ４ 】
【 図 １ 】 Ｓ ． ミ テ ィ ス の ９ つ の 菌 株 の 存 在 下 で の 、 緑 膿 菌 の 菌 株 が 生 育 し て い る 培 養 プ レ
ー ト を 示 す 。
【 図 ２ 】 Ｓ ． ミ テ ィ ス か ら 分 泌 さ れ た 細 胞 外 ペ プ チ ド の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ る 精 製 の 結 果 を 示 す
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実 施 例 ２

実 施 例 ３

実 施 例 ４



。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 抗 菌 性 ペ プ チ ド の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 精 製 画 分 の 抗 菌 活 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 緑 膿 菌 に 対 す る 抗 菌 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド （ RTA-1） の MALDI TOF質 量 分 析 ス ペ ク
ト ル を 示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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