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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　水溶液中にグルコースオキシダーゼとＤ－グルコースと、スクロース、フルクトースお
よび／またはマルトースのうち１つまたは複数から選択される追加の糖と、過酸化水素と
を含む、抗微生物および微生物感染に対する免疫賦活に用いるための、保存に安定な組成
物であって、
　グルコースオキシダーゼが、組成物１００ｇ当たり少なくとも１０Ｕの活性で存在し、
　組成物全体の重量を基準にしてＤ－グルコースが２０～８５重量％存在し、
　組成物全体の重量を基準にしてスクロース、フルクトースおよび／またはマルトースの
うち１つまたは複数から選択される追加の糖が５～７０重量％存在し、
　組成物全体の重量を基準にして水が１０～２０重量％存在し、
　前記組成物が４～８のｐＨを有し、かつ、
　前記組成物は、以下：
　　（ａ）前記組成物内に１リットル当たり少なくとも１０ｍｇの濃度で含まれる保存に
安定な内因的に生成された過酸化水素が即時放出用として生体利用可能である、および
　　（ｂ）前記組成物が再水和されると、少なくとも２４時間にわたるさらなる過酸化水
素の持続放出が起こる
の２段階の過酸化水素放出をもたらす、
　前記組成物。
【請求項２】
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　グルコースオキシダーゼが、組成物１００ｇ当たり少なくとも１００Ｕの活性で存在す
る、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　グルコースオキシダーゼが、組成物１００ｇ当たり少なくとも１７５Ｕの活性で存在す
る、請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
　グルコースオキシダーゼが、組成物１００ｇ当たり少なくとも１４００Ｕの活性で存在
する、請求項１に記載の組成物。
【請求項５】
　グルコースオキシダーゼが、組成物１００ｇ当たり少なくとも５６００Ｕの活性で存在
する、請求項１に記載の組成物。
【請求項６】
　グルコースオキシダーゼが、組成物１ｇ当たり少なくとも５６００Ｕの活性で存在する
、請求項１に記載の組成物。
【請求項７】
　前記追加の糖が、組成物全体の重量を基準にして１０～７０重量％存在する、請求項１
～６のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項８】
　組成物全体の重量を基準にしてフルクトースが８～５０ｗ／ｗ％存在し、マルトースが
４～１５ｗ／ｗ％存在し、スクロースが０．５～３ｗ／ｗ％存在する、請求項１～７のい
ずれか１項に記載の組成物。
【請求項９】
　前記追加の糖とＤ－グルコースが、０．０５：１～３．５：１の割合で存在する、請求
項１～８のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記組成物内に１リットル当たり少なくとも７５ｍｇの濃度で含まれる前記保存に安定
な内因的に生成された過酸化水素が即時放出用として生体利用可能である、請求項１～９
のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１１】
　前記組成物が再水和されると生成される持続放出過酸化水素の濃度が１リットル当たり
少なくとも１０ｍｇである、請求項１～１０のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１２】
　緩衝剤をさらに含む、請求項１～１１のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１３】
　少なくとも１種の粘性調節成分をさらに含む、請求項１～１２のいずれか１項に記載の
組成物。
【請求項１４】
　５～７のｐＨを有する、請求項１～１３のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１５】
　組成物全体の重量を基準にしてＤ－グルコースが３３～４３重量％で存在し、
　組成物全体の重量を基準にしてスクロースが０．５～２．５重量％で存在し、
　組成物全体の重量を基準にしてフルクトースが３０～４０重量％で存在し、
　組成物全体の重量を基準にしてマルトースが５～１５重量％で存在する、
　請求項５に記載の抗微生物および微生物感染に対する免疫賦活に用いるための、保存に
安定な組成物。
【請求項１６】
　水溶液中にグルコースオキシダーゼ、Ｄ－グルコース、スクロース、フルクトース、マ
ルトース、および過酸化水素を含有し、そして緩衝剤を含有してもよい、請求項６に記載
の抗微生物および微生物感染に対する免疫賦活に用いるための、保存に安定な組成物であ
って、
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　有効量のグルコースオキシダーゼが組成物１００ｇ当たり少なくとも１０Ｕの活性で存
在し、
　組成物全体の重量を基準にしてＤ－グルコースが３３～４３重量％存在し、
　組成物全体の重量を基準にしてスクロースが０．５～２．５重量％存在し、
　組成物全体の重量を基準にしてフルクトースが３０～４０重量％存在し、
　組成物全体の重量を基準にしてマルトースが５～１５重量％存在し、
　組成物全体の重量を基準にして水が１０～２０重量％存在し、
　緩衝剤がｐＨを４～８にするのに有効な量で存在する、
　前記組成物。
【請求項１７】
　局所投与、経腸投与または非経口投与に適合した形態の、請求項１～１６のいずれか１
項に記載の組成物。
【請求項１８】
　乳房内投与、またはティートシール、ティッシュ、絆創膏および／または包帯の一部と
しての送達に適合した、局所用の軟膏、クリーム、ローション、オイル、塗擦剤、液体お
よび／またはゲルの形態の請求項１７に記載の組成物。
【請求項１９】
　微生物感染症の治療方法における使用のための、請求項１～１８のいずれか１項に記載
の組成物。
【請求項２０】
　前記微生物感染症が、グラム陽性菌、グラム陰性菌、抗酸性細菌、ウイルス、酵母、寄
生性または病原性の微生物および／または真菌が原因で生じる、請求項１９に記載の組成
物。
【請求項２１】
　前記微生物感染症が、皮膚および／または爪の感染症、または真菌性の皮膚感染症およ
び／または真菌性の爪感染症である、請求項１９または２０に記載の組成物。
【請求項２２】
　湿性および／または乾性の乳腺炎を含む乳腺炎の治療における使用のための、請求項１
～１４のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項２３】
　微生物感染症の治療用の医薬を製造するための、請求項１～１５のいずれか１項に記載
の組成物の使用。
【請求項２４】
　請求項１～１８のいずれか１項に記載の、水溶液中にグルコースオキシダーゼと、Ｄ－
グルコースと、スクロース、マルトースおよび／またはフルクトースから選択される追加
の糖と、過酸化水素とを含む、抗微生物および微生物感染に対する免疫賦活に用いるため
の、保存に安定な組成物の製造方法であって、
　ａ．少なくとも６０℃の温度に水を加熱するステップ、
　ｂ．前記加熱した水にＤ－グルコースと、スクロース、マルトースおよび／またはフル
クトースから選択される追加の糖を加えて糖水溶液を形成するステップ、
　ｃ．前記糖水溶液を４０℃未満の温度に冷却して酵素活性を保持させるステップ、
　ｄ．十分な長さの時間攪拌しながら、ステップ（ｃ）の前記糖水溶液にグルコースオキ
シダーゼを加えて、所定の制御された比率の過酸化水素を形成するステップ、および
　ｅ．ステップ（ｄ）の結果得られる混合物を室温に冷却して、生体利用可能で保存に安
定な内因的に生成された過酸化水素を１リットル当たり少なくとも１０ｍｇの濃度で即時
放出用として含む組成物を作製するステップ、
　を含む前記方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、抗微生物性および免疫賦活性の系、その用途、ならびに、この抗微生物性お
よび免疫賦活性の系の製造方法に関する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００２】
　周知の抗微生物性の組成物としては、消毒剤および抗生物質などの従来の処置剤が挙げ
られる。他の処置剤としては、銀を含有するゲル、重金属を含有する化合物、そして過酸
化水素溶液、ならびに天然および合成の医薬活性物質が挙げられる。しかしながら、抗生
物質などの処置剤は、抗生物質耐性を生じることから欠点がある。さらに、高濃度の過酸
化水素は毒性作用を有する。加えて、溶液中の過酸化水素は典型的に不安定であり、そし
てこの材料ための持続送達系を提供することは困難である。このように、種々の異なる理
由から、従来の抗微生物性の処置剤には多くの難点がある。
【０００３】
　また、細菌、真菌およびウイルスの代謝過程を乱す特定の酸化剤の能力に依存する、天
然に存在する既知の数々の抗微生物性の系が存在する。例えば、ＷＯ０３／０９０８００
は、水和したヒドロゲルと酵素とを含む創傷用包帯を対象としている。具体的にいうと、
この特許には、この包帯の使用前に酵素の基質をオキシドレダクターゼ酵素と物理的に離
しておく必要性が記載されている。これにより、ＷＯ０３／０９０８００によるところの
、望ましくない不確実な反応を防止する。要するに、ＷＯ０３／０９０８００の創傷用包
帯は、それが創傷部に使用または適用されているとき、すなわち、適切な酵素の基質と接
触した後にのみ機能し得る。
【０００４】
　さらに、ここ数年、蜂蜜の処置有効性、とりわけ創傷治癒の分野における処置有効性に
ついての関心が復活してきている。天然産物として、蜂蜜は、従来の処置剤に対する魅力
的な代替品を提供する。蜂蜜は創傷の処置剤として数百年の間使用されてきたにもかかわ
らず、蜂蜜の抗菌特性が研究されているのは比較的最近のことにすぎない。こうした研究
により、蜂蜜の抗菌活性は、高い浸透圧、低い含水量、有効水分（Ａｗ）、酸性環境をも
たらす低いｐＨ、過酸化水素の生成をもたらすグルコースオキシダーゼ系、低いタンパク
質含有量、高い炭素窒素比、還元糖の含有量が高いことによる低い酸化還元電位（Ｅｈ）
、化学物質、ピノセンブリン、リゾチーム、酸（フェノール性の）、テルペン、ベンジル
アルコールおよび／または揮発性物質（おそらく、蜂の酵素に影響される植物化学物質）
を含む、いくつかの主要な特性によるものと仮定されている。
【０００５】
　多くの異なる種類の蜂蜜は、抗微生物活性を有する。過去何年にもわたり、マヌカ蜂蜜
は他の大部分の蜂蜜より優れた活性を有するものみなされている。マヌカ蜂蜜は、ニュー
ジーランド原産のマヌカの木、レプトスペルマム・スコパリウム（Ｌｅｐｔｏｓｐｅｒｍ
ｕｍ　ｓｃｏｐａｒｉｕｍ）に由来する。マヌカ蜂蜜は、創傷感染症の処置およびその抗
菌活性で知られる。マヌカには固有の抗菌因子があるというのが当技術分野における共通
認識であり、そしてこの抗微生物性物質を特徴付けようと試みる広範な研究が行われてい
る。この抗菌活性および独特の抗菌因子を同定し定量化するために、近年、マヌカ蜂蜜の
試験が行われている。この分野の研究者らは、マヌカ蜂蜜をカタラーゼ中和アッセイに供
すると、マヌカ蜂蜜試料に加えられるカタラーゼの量は、生成されるすべての過酸化物を
破壊するのに十分であるにも関わらず、抗菌活性が依然として観察されることを見出した
。この結果、マヌカ蜂蜜には、この抗菌活性の原因となる非過酸化物性の因子、本文献で
は、非過酸化物性活性および特徴的なマヌカ因子（ＵＭＦ）と呼ぶ、が存在するという知
見が当技術分野で受け入れられることとなった。しかし、この非過酸化物性活性、または
ＵＭＦを媒介する物質を同定することを目的とした相当な量の研究にもかかわらず、この
活性の正確な性質は今のところ知られておらず、そしてそのような物質は明確には同定さ
れていない。
【０００６】
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　従来の処置剤に伴う欠点のいくつかは、先に概説してある。さらに、抗菌剤としての天
然の蜂蜜にもいくつか欠点がある。まず、天然の蜂蜜は、同定済みおよび未同定の有機化
合物および無機化合物が多様な濃度で様々に混ざった物から成る。このことから、蜂蜜は
ある程度のばらつきを示すことが予測できるが、このばらつきは、多くの臨床用途におい
てその使用が許容できない程の多様性を有することが予期できる。第２に、蜂蜜は局所適
用に主に使用される。これは、例えば腸内への吸収により蜂蜜が希釈された場合、蜂蜜が
希釈されすぎて検出可能な活性を有さなくなるからである。最後に、蜂蜜は天然産物であ
り、それは存在する多くの付加的な化合物を有すると考えられるが、そしてこのような化
合物のいくつかは、適用するとアレルギー反応を生じるものがある可能性がある。したが
って、上述の欠点を克服し、天然の蜂蜜と同様またはそれより良好な抗菌活性を提供でき
る抗微生物性の系が必要である。とりわけ、その抗菌作用の機序を解明するために、マヌ
カ蜂蜜の抗菌性の役割についてのさらなる研究をより詳細に実施する必要がある。
【０００７】
　そのため、そうした処置剤に共通して付随する多くの欠点をもたないさらなる抗微生物
性の組成物を生み出すために、これらの従来および天然の処置剤を研究する必要がある。
事実、そのような従来および天然の処置剤のプラスの属性を、ネガティブな副作用または
有害な特性を伴わずに利用できれば、これにより、医学的および商業的に相当な重要性を
もつ、はるかに改善された代替的な抗菌系がもたらされることになろう。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
発明の宣言
　本発明の第１の観点によれば、水溶液中にオキシドレダクターゼ酵素、オキシドレダク
ターゼ酵素の基質そして過酸化水素を含む、保存に安定な抗微生物性および免疫賦活性の
系であって；
　オキシドレダクターゼ酵素の基質は、系全体の重量を基準にして９０重量％まで存在し
；そして水は、系全体の重量を基準にして２０重量％まで存在し；この系がおよそ４～８
のｐＨを有し；そして、この系が２段階：
　（ａ）保存に安定な内因的に生成された過酸化水素は、前記系内で即時放出用として１
リットル当たり少なくとも１０ｍｇの濃度で生体利用可能であり；および
　（ｂ）系の再水和により、少なくとも２４時間にわたりさらなる過酸化水素の持続放出
が起こる；
の過酸化水素放出をもたらす、
　前記系が提供される。
【０００９】
　本発明の第２の観点によれば、処置方法における使用のための本明細書に定義する系が
提供される。
　本発明の第３の観点によれば、化粧品用途における使用のための本明細書に定義する系
が提供される。
【００１０】
　本発明の第４の観点によれば、有効量の本明細書に定義する系を局所、経腸および／ま
たは非経口の投与様式で患者の感染部位に適用するステップを含む、微生物感染症を処置
するための、および／または、患者の損傷した組織および／または細胞の修復および／ま
たは再生のための方法が提供される。
【００１１】
　本発明の第５の観点によれば、本明細書に定義する、水溶液中にオキシドレダクターゼ
酵素、オキシドレダクターゼ酵素の基質そして過酸化水素を含む、保存に安定な抗微生物
性および免疫賦活性の系の製造方法であって、以下のステップ：
　ａ．少なくとも６０℃、好ましくはおよそ７５℃～９５℃の温度に水を加熱する；
　ｂ．前記加熱した水に前記オキシドレダクターゼ酵素の基質を加えて水－糖溶液を形成
する；
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　ｃ．前記水－糖溶液をおよそ４０℃以下の温度に冷却して酵素活性を保持させる；
　ｄ．攪拌しながらステップ（ｃ）の水－糖溶液にオキシドレダクターゼ酵素を加えて、
あらかじめ決定された制御比率で過酸化水素を形成する；そして、
　ｅ．ステップ（ｄ）の結果得られる混合物を室温に冷却して、生体利用可能で保存に安
定な内因的に生成された過酸化水素を即時放出用として１リットル当たり少なくとも１０
ｍｇの濃度で含む系を作製する；
を含む、前記方法が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１－１】黄色ブドウ球菌に対するマヌカ蜂蜜の微生物阻害プロファイルを示す。マヌ
カ蜂蜜は、２段階の阻害プロファイルを示す。微生物阻害活性の第１段階は５０％～およ
そ６．２５％の希釈率の間で現れ、微生物阻害活性の第２段階は３．１２５％～およそ０
．１９５％の希釈率で現れる。
【図１－２】黄色ブドウ球菌に対するｐＨ調整マヌカ蜂蜜の微生物阻害プロファイルを示
す。マヌカ蜂蜜のｐＨを、およそ４．０の天然のｐＨからｐＨ６．８に調整しても、微生
物阻害プロファイルに影響しない。
【図１－３】過剰なカタラーゼを加えておいたｐＨ調整マヌカ蜂蜜の、黄色ブドウ球菌に
対する微生物阻害プロファイルを示す。マヌカ蜂蜜のｐＨを中性ｐＨ近辺に調整してから
カタラーゼを過剰に加えると、蜂蜜の微生物阻害プロファイルは変化する。微生物阻害の
第１段階はわずかに影響を受けるだけであるが、第２段階は顕著に影響を受けており、第
２段階における抗菌作用は主に過酸化水素の遊離の結果であることが示唆される。
【図２】黄色ブドウ球菌に対するマヌカ蜂蜜およびプロトタイプ製剤の微生物阻害プロフ
ァイルを示す。プロトタイプ製剤は、マヌカ蜂蜜の活性と比較して高い活性を示す。
【図３－１】ゲルベースのプロトタイプ製剤を用いた、黄色ブドウ球菌、大腸菌およびカ
ンジダ・アルビカンスに対する微生物阻害アッセイの結果を示す。セルロースベースのゲ
ルは両方とも安定性の低下を呈し、拡散アッセイにおける阻害領域がより小さいことから
明らかなように、セルロースベースのゲル製剤はいずれもプロトタイプ製剤ほどの活性を
もたない（図３－１（ゲル）と図３－２（プロトタイプ製剤）を比較のこと）。
【図３－２】黄色ブドウ球菌に対するプロトタイプ製剤の微生物阻害アッセイの結果を示
す。大きな阻害領域は明らかに活性を示唆する。
【図４－１】グルコース／グルコースオキシダーゼのみの製剤の、異なる細菌に対する微
生物阻害アッセイの結果を示す。ウェル中に７５％Ｄ－グルコースと０．５％ＧＯＸ５６
００Ｕ／ｇとを入れた４複製の微生物阻害アッセイおよびいくつかの異なる細菌に対する
それらの抗微生物活性。これらの製剤は、限られた程度の抗菌活性を示す。この活性は、
ウェル／ディスク拡散アッセイにおける阻害領域がより小さいことから明らかなように、
実施例２に記載の抗微生物性のプロトタイプ製剤で観察される活性を下回る（図４－１（
ゲル）と図４－２（プロトタイプ）を比較のこと）。
【図４－２】プロトタイプ製剤の、いくつかの異なる細菌に対する微生物阻害アッセイの
結果を示す。
【図５－１】異なるＧＯＸ（５６００Ｕ／ｇ）酵素濃度を有するＡ３ＩＳの、黄色ブドウ
球菌に対する活性を示す。Ａ３ＩＳ中のグルコースオキシダーゼ含有量を変化させ、それ
が阻害プロファイルに及ぼす影響を測定した。Ａ３ＩＳの抗菌活性は、グルコースオキシ
ダーゼの濃度に比例して増加する。実質的な抗菌作用は酵素濃度０．０５％で達成される
。
【図５－２】脱イオン水（ＤＩ）中で５０％（Ｃ１）、２５％（Ｃ２）、１２．５％（Ｃ
３）または６．２５％希釈された、シグマ・アルドリッチの０．５％ＧＯＸ酵素５６００
Ｕ／ｇを含有するＡ３ＩＳによる、経時的なＨ２Ｏ２発生を示す。ＤＩ水中で５０％希釈
されたマヌカ蜂蜜と比較して、Ａ３ＩＳは、濃度が顕著に高い過酸化水素を発生させる。
【図５－３】Ａ３ＩＳによる経時的なＨ２Ｏ２発生を示す。シグマ・アルドリッチの０．
５％ＧＯＸ酵素５６００Ｕ／ｇを含有しＤＩ水中で２５％希釈されたＡ３ＩＳによるＨ２
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Ｏ２の生成は、少なくとも４８時間にわたり維持される。
【図５－４】グルコースオキシダーゼ濃度が増すに従ってＡ３ＩＳの抗微生物活性が増す
ことを示す。強さ／有効性は、Ａ３ＩＳ製剤中のグルコースオキシダーゼの濃度に依存す
る。結果は、黄色ブドウ球菌、緑膿菌および大腸菌について試験すると、グルコースオキ
シダーゼ濃度が増すに従って有効性が増すことを示す。
【図６】１０カ月間にわたるＡ３ＩＳによる安定性の結果およびＨ２Ｏ２リザーバーの保
持を示す。Ａ３ＩＳにより生成される利用可能なＨ２Ｏ２リザーバーは、保存に安定であ
る。存在する利用可能なＨ２Ｏ２の濃度を、最初は管の中に入れた直後に定量し、７カ月
および１０カ月の期間が経過した後で再び定量した。Ａ３ＩＳ製剤内の利用可能なＨ２Ｏ

２が失われた証拠がないことから、安定性が示される。他のいくつかのバッチでも同様の
結果が観察されている。
【図７－１】黄色ブドウ球菌に対するＡ３ＩＳ製剤の３カ月にわたる抗微生物活性を示す
。黄色ブドウ球菌に対するＡ３ＩＳ製剤の抗微生物活性は、各サンプリング時点で測定し
た阻害領域により確認されるように時間を経ても一定したレベルの抗微生物活性を呈して
おり、３カ月の期間中の９５％信頼限界を用いて結果をグラフ化する。
【図７－２】黄色ブドウ球菌に対するＡ３ＩＳ製剤の１４カ月にわたる抗微生物活性を示
す。黄色ブドウ球菌に対するＡ３ＩＳ製剤の抗微生物活性は、各サンプリング時点で測定
した阻害領域により確認されるように時間を経ても一定したレベルの抗微生物活性を呈し
ており、１４カ月の期間中の９５％信頼限界を用いて結果をグラフ化する。
【図８－１】黄色ブドウ球菌に対するＡ３ＩＳの抗微生物活性を示す、ＮＣＣＬＳの殺菌
曲線法。ＮＣＣＬＳの殺菌曲線法により定量される、黄色ブドウ球菌に対するＡ３ＩＳの
抗微生物活性。Ａ３ＩＳは、マヌカ蜂蜜と比較して向上した有効性と、銀包帯に匹敵する
有効性とを有する。
【図８－２】黄色ブドウ球菌に対するＡ３ＩＳの抗微生物活性を示す、医療機器メーカー
の特定の方法。医療機器メーカーの特定のプロトコールにより定量される、黄色ブドウ球
菌に対するＡ３ＩＳの抗微生物活性。Ａ３ＩＳは、マヌカ蜂蜜と比較して向上した有効性
と、銀包帯に匹敵する有効性とを有する。
【図８－３】Ａ群ベータ溶血性連鎖球菌に対するＡ３ＩＳの抗微生物活性を示す。Ａ群ベ
ータ溶血性連鎖球菌の５臨床分離株に対して試験したＡ３ＩＳ、Ｍｅｄｉｈｏｎｅｙ（登
録商標）および１０％フェノールゲルについての阻害アッセイ（３日間繰返し）の結果。
Ａ３ＩＳは、普通のｐＨ５．５（試験材料Ａ）およびｐＨ７（試験材料Ｂ）のものであり
、ＧＯＸを含有しないＡ３ＩＳの陰性対照が含まれる。Ａ３ＩＳ製剤は、１０％フェノー
ルゲルに匹敵するｉｎ　ｖｉｔｒｏでの有効性を呈し、Ｍｅｄｉｈｏｎｅｙ（登録商標）
より優れている。
【図８－４】カンピロバクターに対するＡ３ＩＳの抗微生物活性を示す。カンピロバクタ
ー種の５臨床分離株に対して試験した際の、Ａ３ＩＳ、マヌカ蜂蜜および１０％フェノー
ルゲルについての阻害アッセイ（３日間繰返し）の結果。Ａ３ＩＳ製剤は、普通のｐＨ５
．５（試験材料Ａ）およびｐＨ７（試験材料Ｂ）のものであり、ＧＯＸを含有しない陰性
対照Ａ３ＩＳが含まれる。結果は、ｉｎ－ｖｉｔｒｏでの顕著な抗カンピロバクター有効
性と、マヌカ蜂蜜に対するＡ３ＩＳの優位性とを示唆する。
【図９－１】Ｐ．アクネスに対するＡ３ＩＳの抗微生物活性を示す。様々なインキュベー
ション条件下（好気的な明条件および暗条件；嫌気的な明条件および暗条件）でのＰ．ア
クネスに対するＡ３ＩＳ活性。Ａ３ＩＳはＰ．アクネスに対する高度の活性を呈し、にき
びへの局所適用の可能性を有する材料であることが示唆される。
【図９－２】Ｐ．アクネスに対するＡ３ＩＳの抗微生物活性を示す。Ａ３ＩＳの抗微生物
活性と、抗生物質が組み込まれているいくつかの市販製品を含む現在入手可能な抗にきび
市販製品の抗微生物活性とを示してある。Ａ３ＩＳは、市販の抗にきび製品に匹敵する高
い活性を呈し、にきびへの局所適用の可能性を有する材料であることが示唆される。
【図１０】異なる３日間におけるＭＲＳＡの８菌株に対するＡ３ＩＳの抗微生物活性を、
１０％フェノールの基準およびマヌカ蜂蜜と比較して示す。Ａ３ＩＳ製剤は、普通のｐＨ
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５．５（試験材料Ａ）およびｐＨ７（試験材料Ｂ）のものであり、ＧＯＸを含有しない陰
性対照Ａ３ＩＳが含まれる。結果は、ｉｎ－ｖｉｔｒｏでの顕著な抗ＭＲＳＡ有効性、な
らびにマヌカ蜂蜜および１０％フェノールゲル対照に対するＡ３ＩＳの優位性を実証する
ものである。
【図１１－１】ＭＲＳＡに対するＡ３ＩＳの抗微生物活性を、１０％フェノールの基準お
よびマヌカ蜂蜜と比較して示す。Ａ３ＩＳ製剤は、普通のｐＨ５．５（試験材料Ａ）およ
びｐＨ７（試験材料Ｂ）のものであり、ＧＯＸを含有しない陰性対照Ａ３ＩＳが含まれる
。結果は、ｉｎ－ｖｉｔｒｏでの顕著な抗ＭＲＳＡ有効性、ならびにマヌカ蜂蜜および１
０％フェノールゲル対照に対するＡ３ＩＳの優位性を実証するものである。
【図１１－２】乳腺炎の臨床分離株に対するＡ３ＩＳの抗微生物活性を、抗生物質と比較
して示す。乳腺炎の原因となる黄色ブドウ球菌生物の２２臨床分離株に対して試験した際
の、抗生物質４種（バンコマイシン、ストレプトマイシン、テトラサイクリンおよびクロ
ラムフェニコール）と比較したＡ３ＩＳの阻害アッセイ（３日間繰返し）。Ａ３ＩＳは、
これらすべての抗生物質より優れたｉｎ　ｖｉｔｒｏでの有効性を示す。臨床分離株番号
１５は、バンコマイシン、ストレプトマイシンおよびテトラサイクリンに耐性があり、ク
ロラムフェニコールに対しては緩やかな感受性を示すにすぎないが、Ａ３ＩＳに対しては
感受性を示す。
【図１１－３】乳腺炎の臨床分離株に対するＡ３ＩＳの抗微生物活性を、市販の抗乳腺炎
製品と比較して示す。乳腺炎の原因となる黄色ブドウ球菌生物の２２臨床分離株に対して
試験した際の、主要な市販の抗乳腺炎用の多種抗生物質製品４種と比較したＡ３ＩＳの阻
害アッセイ（３日間繰返し）。Ａ３ＩＳ製剤は、主要な市販製品３種と比較して、これに
匹敵するｉｎ　ｖｉｔｒｏでの有効性を呈し、これらの製品のうち１種より優れている。
【図１１－４】乳腺炎の臨床分離株に対するＡ３ＩＳの抗微生物活性を、２％ナイシン溶
液と比較して示す。乳腺炎の原因となる黄色ブドウ球菌生物の２１臨床分離株に対する、
２％ナイシン溶液と比較したＡ３ＩＳの阻害アッセイ（３日間繰返し）。Ａ３ＩＳ製剤は
、２％ナイシン溶液より優れたｉｎ　ｖｉｔｒｏでの有効性を示す。注：図１１－２の臨
床分離株番号１５は、貯蔵状態から回復不能であったため、このアッセイに含まれていな
い。
【図１１－５】ナイシン耐性の発達を示す。ナイシン有効性試験中の阻害領域内の２％ナ
イシン耐性コロニー（矢印で示す）。Ａ３ＩＳ耐性コロニーは観察されていない。
【図１２－１】ＮＨＦ（Ｎｏｒｍａｌ　Ｈｕｍａｎ　Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ、正常なヒト
線維芽細胞）に対するＡ３ＩＳのＭＴＴ毒性評価を示す。このアッセイに含まれるのは、
５０％濃度のＡ３ＩＳ、一定の濃度範囲の市販の銀含有ゲル製品および市販の亜鉛含有ゲ
ル製品であり、アジ化ナトリウム（陽性対照）と比較してある。Ａ３ＩＳは、市販の銀含
有ゲル製品または市販の亜鉛含有ゲル製品のいずれよりも低い毒性を示す。
【図１２－２】ＮＨＫ（Ｎｏｒｍａｌ　Ｈｕｍａｎ　Ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ、正常な
ヒトケラチン生成細胞）に対するＡ３ＩＳのＭＴＴ毒性評価を示す。このアッセイに含ま
れるのは、５０％濃度のＡ３ＩＳ、一定の濃度範囲の市販の銀含有ゲル製品および市販の
亜鉛含有ゲル製品であり、アジ化ナトリウム（陽性対照）と比較してある。Ａ３ＩＳは、
市販の銀含有ゲル製品または市販の亜鉛含有ゲル製品のいずれよりも低い毒性を示す。
【図１２－３】Ｌ９２９細胞に対するＡ３ＩＳの寒天重層法による細胞毒性評価を示すグ
ラフである。このアッセイに含まれるのは、５０％濃度のＡ３ＩＳ、一定の濃度範囲の市
販の銀含有ゲル製品および市販の亜鉛含有ゲル製品であり、アジ化ナトリウム（陽性対照
）と比較してある。Ａ３ＩＳは、市販の銀含有ゲル製品または市販の亜鉛含有ゲル製品の
いずれよりも低い毒性を示す。
【図１２－４】Ｓｋｉｎｅｔｈｉｃ（登録商標）３Ｄ皮膚モデルを用いた、Ａ３ＩＳおよ
び他の試験材料の２４時間にわたるＭＴＴ刺激性アッセイを示すグラフである。Ａ３ＩＳ
は、この三次元アッセイにおいて、試験した市販製品より低い刺激性を示す。
【図１２－５】比較用の銀含有ゲル製品に曝露されたＳｋｉｎｅｔｈｉｃ（登録商標）３
Ｄ皮膚の、ヘマトキシリン／エオシン（Ｈ＆Ｅ）で染色した断面を示す。この銀製剤は基
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底層からの表皮層の剥離を引き起こすことに注意。
【図１２－６】比較用の銀含有ゲル製品に曝露されたＳｋｉｎｅｔｈｉｃ（登録商標）３
Ｄ皮膚の、ヘマトキシリン／エオシン（Ｈ＆Ｅ）で染色した断面を示す。この銀製剤は基
底層からの表皮層の剥離を引き起こすことに注意。
【図１２－７】Ａ３ＩＳに曝露されたＳｋｉｎｅｔｈｉｃ（登録商標）３Ｄ皮膚の、ヘマ
トキシリン／エオシン（Ｈ＆Ｅ）で染色した断面を示す。Ａ３ＩＳは基底層からの表皮層
の剥離を引き起こさないことに注意。
【図１２－８】Ａ３ＩＳに曝露されたＳｋｉｎｅｔｈｉｃ（登録商標）３Ｄ皮膚の、ヘマ
トキシリン／エオシン（Ｈ＆Ｅ）で染色した断面を示す。Ａ３ＩＳは基底層からの表皮層
の剥離を引き起こさないことに注意。
【図１３－１】Ａ３ＩＳによるＩＬ－１放出の誘導を示すグラフである。４８時間にわた
る３Ｄ刺激性アッセイから得た上澄みのＥＬＩＳＡアッセイであり、Ａ３ＩＳ製剤、アジ
化ナトリウム陽性対照および市販の銀含有ゲル製品に曝露された際のＩＬ－１の放出を測
定および比較するものである。結果は、ＩＬ－１はＡ３ＩＳ製剤に曝露された皮膚細胞か
ら放出されることを示唆する。
【図１３－２】Ａ３ＩＳによるＬＤＨ放出の誘導を示す。４８時間にわたる３Ｄ刺激性ア
ッセイから得た上澄みのＥＬＩＳＡアッセイであり、Ａ３ＩＳ、アジ化ナトリウム陽性対
照および市販の銀含有ゲル製品に曝露された際の乳酸デヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）の放出
を測定および比較するものである。乳酸デヒドロゲナーゼは、破壊性化合物に曝露された
細胞により放出される。結果は、Ａ３ＩＳ製剤は市販の銀含有ゲル製品より毒性が低いこ
とを示唆する。
【図１４】ガンマ線照射による滅菌前後のＡ３ＩＳを示す。黄色ブドウ球菌、大腸菌およ
び緑膿菌に対する阻害領域アッセイにより示されるように、ガンマ線照射しても活性は低
下しない。
【図１５－１】黄色ブドウ球菌に対する抗菌活性について試験した、コラーゲン－ＧＡＧ
マトリックス中および市販の創傷用包帯中のＡ３ＩＳを示す。Ａ３ＩＳは、対照として使
用した市販の銀包帯で観察された抗菌活性より優れた抗菌活性を示す。
【図１５－２】ＮＨＦによるコラーゲン－ＧＡＧマトリックス浸潤を示す。ＮＨＦによる
コラーゲン－ＧＡＧマトリックスの浸潤。試験切片の添加後４日間にわたり、ＮＨＦは、
矢印で示すように、コラーゲン－ＧＡＧマトリックス内に、また、マトリックスに沿って
付着し増殖することが観察される。
【図１５－３】ＮＨＦによるコラーゲン－ＧＡＧマトリックス浸潤を示す。ＮＨＦによる
コラーゲン－ＧＡＧマトリックスの浸潤。試験切片の添加後４日間にわたり、ＮＨＦは、
矢印で示すように、コラーゲン－ＧＡＧマトリックス内に、また、マトリックスに沿って
付着し増殖することが観察される。
【図１６－１】黄色ブドウ球菌に対する阻害領域を確認するための表面拡散バイオアッセ
イを用いて試験したアルコールゲル中のＡ３ＩＳを示す。ゲルマトリックスの吸収特性に
より阻害領域は小さいが、ゲルマトリックスの周囲に明瞭な領域がある。
【図１６－２】アルコールゲル中でのＡ３ＩＳの安定性を示す。アルコールゲル製剤中の
Ａ３ＩＳを、凍結融解サイクルを含む６週間の短期安定性試験に供し、黄色ブドウ球菌に
対する阻害領域を確認するための表面拡散バイオアッセイを用いて試験した。結果は、試
験期間を通じてこのゲル製剤が安定性を維持することを示唆するものであった。
【図１７】Ａ３ＩＳの有効性の比較検査を示す。先に記載の要領で、Ａ３ＩＳを様々な市
販の包帯カルトスタット（Ｋａｌｔｏｓｔａｔ、登録商標）（Ｃｏｍｖｉｔａ）、ケンダ
ール（Ｋｅｎｄａｌ、登録商標）（Ｔｅｌｆａ）およびコラーゲン－ＧＡＧ（グリコサミ
ノグリカン）マトリックスの表面上にたらし、数時間かけて包帯の中に拡散させた。切片
を切り、予め黄色ブドウ球菌、大腸菌および緑膿菌を接種しておいた寒天プレート上に載
せた。次に、Ａ３ＩＳを染み込ませた包帯の抗菌有効性を、アクアセル（Ａｑｕａｃｅｌ
、登録商標）（Ｃｏｎｖａｔｅｃ）およびベタディン（Ｂｅｔａｄｉｎｅ、登録商標）（
Ｓｅｔｏｎ）ならびに、元素としての銀およびヨウ素を含有する市販の包帯と比較した。
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Ａ３ＩＳ包帯は、アクアセル（登録商標）（Ｃｏｎｖａｔｅｃ）およびベタディン（登録
商標）（Ｓｅｔｏｎ）、ならびに、元素としての銀およびヨウ素を使用している市販の包
帯と同程度に、抗微生物的に有効である。
【図１８－１】爪真菌症に対するＡ３ＩＳの抗微生物活性を示す。Ａ３ＩＳでの処置の前
に足の爪の中に存在している爪真菌症。
【図１８－２】爪真菌症に対するＡ３ＩＳの抗微生物活性を示す。Ａ３ＩＳは水を用いて
詰め綿を湿らせた絆創膏で覆ってある。したがって、爪は密封包帯の中に覆われている。
【図１８－３】爪真菌症に対するＡ３ＩＳの抗微生物活性を示す。Ａ３ＩＳ処置開始４８
時間後の写真。このときは色が濃くなっていることから、爪の外見が変わったことは明ら
かである。
【図１８－４】爪真菌症に対するＡ３ＩＳの抗微生物活性を示す。Ａ３ＩＳ処置開始８週
間後の写真。この写真では、感染していない爪の筋がはっきり見え、皮膚糸状菌が排除さ
れたことが示唆される。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　発明の詳細な説明
　本明細書では、「抗微生物性の」または「抗菌性の」という用語は明細書中で互換的に
使用され、限定されないが、細菌、真菌、ウイルス、酵母、寄生性もしくは病原性の微生
物および／またはカビを含む多様な種類の微生物に対する殺生物的または生物静力学的な
活性を包含することは理解されよう。
【００１４】
　本明細書では、「重量で」、「重量パーセント」または「ｗ／ｗ％」という用語は、最
終的な組成物または系の重量を指す。このｗ／ｗ値は、ｗ／ｖと互換的なものである。
　本発明の主要な観点によれば、水溶液中にオキシドレダクターゼ酵素、オキシドレダク
ターゼ酵素の基質そして過酸化水素を含む、保存に安定な抗微生物性および免疫賦活性の
系であって；
　ここで、オキシドレダクターゼ酵素の基質は、系全体の重量を基準にして９０重量％ま
で存在し；そして、水は、系全体の重量を基準にして２０重量％まで存在し；この系がお
よそ４～８のｐＨを有し；そして、この系が２段階：
　（ａ）保存に安定な内因的に生成された過酸化水素は、前記系内で即時放出用として１
リットル当たり少なくとも１０ｍｇの濃度で生体利用可能である；および
　（ｂ）系の再水和により、少なくとも２４時間にわたりさらなる過酸化水素の持続放出
が起こる；
の過酸化水素放出をもたらす、
　前記系が提供される。
【００１５】
　有利なことに、この系は、即時使用可能で、抗微生物活性および免疫賦活活性という二
つの機能性を提供する、保存に安定な単一成分系である。さらに、本発明者は、マヌカ蜂
蜜、および、銀包帯などの従来の抗微生物剤と比較した場合、本発明の系は抗微生物作用
および免疫賦活作用の点で有効性が増していることを見出した。
【００１６】
　本発明の系の抗微生物作用は、２段階の過酸化水素放出により媒介される。有利なこと
に、本発明の系は、制御され、規定され、かつ再現可能な様式で、この２段階の過酸化水
素放出をもたらす。
【００１７】
　本発明の系の主要な利点の１つは、この系が、即時放出用の保存に安定な過酸化水素を
供給することである。この内因性リザーバーは、即時使用可能な過酸化水素および即時の
抗微生物作用をもたらす。このことは、天然の蜂蜜および他の公知の系に勝る本発明の顕
著な利点の１つである。さらに、再水和後、この系は、少なくとも２４または４８時間に
わたる過酸化水素の持続放出を含む第２タイターの過酸化水素活性をもたらす。
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【００１８】
　本発明のこの観点の好ましい実施形態によれば、保存に安定な内因的に生成された過酸
化水素は、前記系内で即時放出用として１リットル当たり少なくとも１０ｍｇ、好ましく
は７５ｍｇまたは１００万分の１の濃度で生体利用可能である。しかし、この系内で即時
に生体利用可能な内因的に生成された過酸化水素の濃度は、系中に存在するオキシドレダ
クターゼ酵素の量に依存することは、理解されよう。したがって、使用するオキシドレダ
クターゼ酵素の濃度が高い場合には、この濃度は、系１リットル当たり１０または７５ｍ
ｇの過酸化水素よりはるかに高い可能性がある。要するに、オキシドレダクターゼ酵素お
よび／またはオキシドレダクターゼ酵素の基質の濃度が増すと、内因性過酸化水素のプー
ルは増す。例えば、本発明者は、系１００ｇ当たりおよそ１７５Ｕのオキシドレダクター
ゼ酵素は、１リットル当たりおよそ１０ｍｇの過酸化水素の内因性プールを発生させるこ
とを見出した。さらに、系１００ｇ当たりおよそ１４００Ｕのオキシドレダクターゼ酵素
は、１リットル当たりおよそ２５ｍｇの過酸化水素の内因性プールを発生させる。
【００１９】
　系中に存在する、過酸化水素のこの最初の内因性リザーバーは保存に安定であり、そし
て第２段階の過酸化水素が放出されるまで系中に残留する。この保存安定性という面は、
本発明の別の利点である。本出願に関して言えば、保存に安定な、とは、内因的に生成さ
れた過酸化水素がおよそ３カ月～最大およそ３６カ月までの期間にわたり系内に維持され
ることを意味する。さらに、この系は、この期間中は分解もしくは分離せず、または活性
を失わない。通常条件下でのこの系の予想される貯蔵寿命は、およそ３６カ月である。さ
らに、例えば放射線照射による滅菌に供した場合にも、この系の品質または活性は低下し
ない。
【００２０】
　本発明の系を使用または適用すると、第２段階の過酸化水素が放出されるが、このとき
、系の再水和によって生成される持続放出の過酸化水素の濃度は、１リットル当たり少な
くとも１０ｍｇ、好ましくは２０ｍｇの過酸化水素、または１００万分の１である。また
、発生する持続放出の過酸化水素の濃度は、系中に存在するオキシドレダクターゼ酵素お
よび／またはオキシドレダクターゼ酵素の基質の量に依存することになる。本発明者は、
有利なことに、所定の期間の後、および、それに次ぐ希釈／再水和後では、持続放出の過
酸化水素の量は、天然の蜂蜜中に存在する量を上回ることを見出した。さらに、本発明者
は、有利なことに、本発明の系中のさらなる過酸化水素の持続放出が、４８時間とは言わ
ないまでも少なくとも２４時間にわたって起こることを見出した。
【００２１】
　一般に、本発明の系の免疫賦活作用は、全体的にインターロイキン－１によって媒介さ
れる。本発明の系は、皮膚細胞からのインターロイキン－１（ＩＬ－１）の放出を促進す
る。ＩＬ－１は、マクロファージ、単球および樹状細胞によっても分泌されるサイトカイ
ンである。それは、感染に対する体の炎症応答の重要な一部である。それは、内皮細胞上
の接着因子の発現を増やして感染部位への白血球の遊出を可能にする。さらにそれは、脳
の体温調節中枢にも作用して、発熱の形での体温上昇を引き起こす。そのため、それは内
因性発熱物質と呼ばれる。体温上昇は、体の免疫系が感染と戦うのを助ける。これは、系
の抗微生物活性を増大させる、炎症性免疫応答の初期段階である。炎症応答は、可能性の
ある感染に対するその防御を通じて、また、細胞および組織の修復および再生に関与する
ことにより、創傷治癒において中心的な役割を果たす。本発明の系の抗微生物作用は、損
傷した組織および／または細胞の再生および修復を助長する免疫賦活作用により助長され
、補完される。
【００２２】
　本発明の系は、本発明者の研究による予想外の知見に基づくが、この知見は、当技術分
野で受け入れられている認識に反するものである。本発明者は、マヌカ蜂蜜の抗微生物活
性／抗菌活性にＵＭＦは関与していないこと、また、希釈または未希釈のマヌカ蜂蜜中に
は検出可能な内因性過酸化水素は存在しないことを立証した。本発明者は、グルコースオ
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キシダーゼ経路は、マヌカ蜂蜜を最初に適用した時点では作動せず、一定期間が経過した
後で蜂蜜が希釈されてからのみ作動して抗微生物作用をもたらすことを見出した。当分野
における共通認識に反し、本発明者は、マヌカ蜂蜜の抗微生物的な有効性には、おそらく
、増殖を制限する有効水分含有量、著しく低い初期ｐＨ、および、グルコース－グルコー
スオキシダーゼ経路のみを経由した過酸化水素の生成により媒介されると結論する。
【００２３】
　本発明の系は、これらの新規かつ予測できない発見を利用し、そして制御され、規定さ
れ、かつ再現可能なレベルの抗微生物活性をもたらす系を供給し、そして天然の蜂蜜製品
を超える、活性における顕著な違いおよび増加を示す。したがって、本発明の系は、ばら
つき、活性、粘性、および、アレルギー反応を引き起こす可能性のある付加的な成分に関
して、天然の蜂蜜製品、マヌカ蜂蜜に伴う多くの欠点を克服する。
【００２４】
　本発明の系から得られる付加的な利益は、活性成分および賦形剤成分の量を変化させる
ことが可能なことであり、それにより多様な強度および特性を有する様々な製剤の製造が
可能である。このことは、所望の標的部位のｐＨの最適化が可能であることを含む。
【００２５】
　さらに、本発明の系は、現行の医薬品製造適正基準（ｃＧＭＰ）の要件に沿った、安全
性および有効性、バッチ一貫性、効力定量、およびより高度な不純物の制御に関する高度
の品質管理を可能にする。
【００２６】
　その規定された組成により、アレルギー反応を引き起こさないであろうということも、
本発明の系のさらなる利点である。有利にも、このことは、薬理活性製品についてのＥＵ
法により要求される正確な取扱説明表示が可能にする。
【００２７】
　理想としては、オキシドレダクターゼ酵素は、以下のグルコースオキシダーゼ、ヘキソ
ースオキシダーゼ、コレステロールオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ、ピラノー
スオキシダーゼ、コリンオキシダーゼ、ピルビン酸オキシダーゼ、グリコレートオキシダ
ーゼおよび／またはアミノ酸オキシダーゼの１つ以上から選択される。それぞれのオキシ
ドレダクターゼ酵素が特異的な基質に作用することは理解されよう。これらのオキシドレ
ダクターゼ酵素に対応する基質は、それぞれ、Ｄ－グルコース、ヘキソース、コレステロ
ール、Ｄ－ガラクトース、ピラノース、コリン、ピルビン酸、グリコレートおよび／また
はアミノ酸である。１つ以上のオキシドレダクターゼ酵素と、オキシドレダクターゼ酵素
の１つ以上の基質との混合物を使用し得ることは理解されよう。
【００２８】
　好ましくは、オキシドレダクターゼ酵素はグルコースオキシダーゼ、ヘキソースオキシ
ダーゼ、ガラクトースオキシダーゼおよび／またはピラノースオキシダーゼであり、そし
てオキシドレダクターゼ酵素のそれぞれの基質は、Ｄ－グルコース、ヘキソース、Ｄ－ガ
ラクトースおよび／またはピラノースである。
【００２９】
　本発明のこの観点の好ましい実施形態によれば、オキシドレダクターゼ酵素はグルコー
スオキシダーゼであり、基質はＤ－グルコースである。
　理想としては、水は、系全体の重量を基準にしておよそ１０重量％～およそ２０重量％
の濃度で系中に存在する。より好ましくは、水は、系全体の重量を基準にしておよそ１０
重量％～およそ１５重量％の濃度で存在してよい。最初に系中に存在する水の量は、本発
明のきわめて重大な観点である。過剰な水はグルコースオキシダーゼの加水分解を引き起
こす可能性があることから、過剰な水の添加は系中での不安定性につながる恐れがあり、
そのため、水は、規定のパラメーター内で最初にのみ存在することが重要である。また、
この系は、Ｈ２Ｏ２の発生、適用の容易性を可能にするのに十分な、かつ、保管中の糖の
沈殿を防止するのに十分な水を必要とする。
【００３０】
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　理想としては、オキシドレダクターゼ酵素は、系１００ｇ当たり少なくとも１０Ｕの活
性量で系中に存在する。一般的に言えば、１単位（Ｕ）は、２５℃およびｐＨ７．０で１
分当たり１マイクロモルのグルコースの酸化を引き起こす酵素の量である。必要に応じ基
質を触媒して過酸化水素を形成するだけの十分なオキシドレダクターゼ酵素が存在しなく
てはならないことは理解されよう。好ましくは、オキシドレダクターゼ酵素は、系１００
ｇ当たり少なくとも１００Ｕ、１４００Ｕ、またはさらに言えば５６００Ｕの活性で系中
に存在する。
【００３１】
　理想としては、前記請求項のいずれかに記載の系は、およそ４～８、好ましくは５～７
、より好ましくはおよそ５．５のｐＨを有する。このｐＨは重要であって、その理由は、
それは本発明の多くの処置的な観点、例えば創傷治癒において決定的に重要な役割を果た
し、そして、ｐＨにより、オキシドレダクターゼが最適活性に必要な適切な条件を確実に
有することにもなるからである。例えば、マヌカ蜂蜜は、４前後の変動しやすいｐＨを有
する。このｐＨは、オキシドレダクターゼ酵素の最適活性には適しておらず、創傷を処置
するときには望ましくないであろう。したがって、ｐＨの操作が可能であることは、本発
明が有する非常に望ましく重要な利点である。有利なことに、本発明の系のｐＨは、特定
の用途に必要なｐＨに設定し得る。ｐＨを操作するには、緩衝剤を使用してよい。場合に
より、この系は、緩衝剤、好ましくは炭酸－炭酸水素塩、および／または、リン酸／リン
酸水素二ナトリウムをさらに含む。好ましくは、緩衝剤をこの系の水中に予め溶解させて
、系の水の一部を置換する。所望のｐＨに依存して、異なる濃度の緩衝剤を使用できる。
【００３２】
　さらに場合によっては、この系は、追加の糖を含んでよい。「追加の糖」という用語に
より、本発明者は、「オキシドレダクターゼ酵素の基質」という用語で包含されない糖を
意味する。この場合、追加の糖は、系全体の重量を基準にして５重量％～８０重量％、好
ましくは１０～７０重量％存在してよい。
【００３３】
　理想としては、追加の糖は、オキシドレダクターゼ酵素の基質との組合せで、追加の糖
対基質がおよそ１０：１～０．０１：１、好ましくは３．５：１～０．０５：１の比率で
存在する。好ましい上限比率である３．５：１は、オキシドレダクターゼ酵素の基質の最
低含有量２０％、最低含水量１０％および追加の糖の最大含有量７０％に基づくものであ
る。好ましい下限比率である０．０５：１は、オキシドレダクターゼ酵素の基質の最大含
有量８５％、最低含水量１０％および追加の糖の含有量５％に基づくものである。
【００３４】
　したがって、本発明の好ましい実施形態によれば、オキシドレダクターゼ酵素の基質、
好ましくはグルコースは２０～８５ｗ／ｗ％存在し、そして追加の糖、好ましくはスクロ
ース、フルクトースおよび／またはマルトースは５～７０ｗ／ｗ％存在する。少なくとも
１０ｗ／ｗ％の水が存在する。
【００３５】
　本発明のこの観点の別の好ましい実施形態では、追加の糖は以下のスクロース、フルク
トースおよび／またはマルトースから１つ以上選択してよい。理想としては、オキシドレ
ダクターゼ酵素の基質、好ましくはグルコースまたは他の任意の適当な基質、および追加
の糖は、以下の範囲で系中に存在する（系全体の重量を基準とする）。
【００３６】



(14) JP 5563822 B2 2014.7.30

10

20

30

40

50

【表１】

【００３７】
　理想としては、フルクトース：オキシドレダクターゼ酵素の基質：マルトース：スクロ
ースの比率は、およそ１．５：４：２：１～およそ３．５：４：１：０．１である。好ま
しい比率は、およそ４．５：４：１：１．７である。
【００３８】
　本発明のこの観点の別の実施形態では、この系は、少なくとも１種の粘性調節成分をさ
らに含んでよい。理想としては、粘性調節成分は、以下から選択される：
　メチルセルロース
　カルボキシメチルセルロース
　ヒドロキシプロピルメチルセルロース
　ヒドロキシエチルセルロース
　ヒドロキシプロピルセルロース
　カルボポル（Ｃａｒｂｏｐｏｌ）
　ポリビニルアルコール
　ポリビニルピロリドン
　水素添加植物油
　キサンタンゴムおよび他の天然ゴム
　ポリエチレングリコール（低分子量および高分子量）
　パラフィン（流動、半固形および固形）および／または
　グリセロール。
【００３９】
　他の従来の粘性調節成分を使用してもよい。
　場合により、粘性調節成分は、先に定義した追加の糖であってもよい。例えば、追加の
糖の比率を変化させた結果、これに対応して系の粘性が増加または減少することがある。
【００４０】
　この系の特定の用途に必要な必須の物性を提供するために追加の糖および／または粘性
調節成分を加えることは理解されよう。例えば、この系を局所使用する場合、系は適用表
面に接着するだけの十分な粘性を有していなければならない。この場合、粘性調節成分を
使用し、および／または存在する追加の糖の比率を調節することが望ましいと考えられる
。別の場合には、この系が有効な乳房内用製剤であるように、粘性を調節することが有利
であることもある。
【００４１】
　本発明のこの観点の好ましい実施形態によれば、水溶液中にグルコースオキシダーゼ、
Ｄ－グルコースおよび過酸化水素を含む保存に安定な抗微生物性および免疫賦活性の系で
あって；
　組成物全体の重量を基準にしてＤ－グルコースが９０重量％まで、好ましくは８５重量
％存在し、水が２０重量％まで存在し；この系がおよそ４～８のｐＨを有し；そして、こ
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の系が２段階：
　（ａ）系内に１リットル当たり少なくとも１０ｍｇの濃度で含まれる保存に安定な内因
的に生成された過酸化水素は、前記系内で即時放出用として生体利用可能である；および
　（ｂ）系が再水和されると、少なくとも２４時間にわたりさらなる過酸化水素の持続放
出が起こる；
の過酸化水素放出をもたらす、
　前記系が提供される。
【００４２】
　本発明のこの観点の別の実施形態では、保存に安定な単一成分の抗微生物性および免疫
賦活性の系であって、
　ａ．およそ１０：１～およそ５：１の比率でグルコースを含む糖と水の飽和溶液であり
、ここで、水は組成物全体を基準にして２０重量％まで存在し；
　ｂ．およそ０．０１重量％～１重量％のグルコースオキシダーゼ；そして、
　ｃ．内因的に生成された即時放出用の過酸化水素；
を含み、
　ここで、この組成物がおよそ４～８のｐＨを有し、過酸化水素の生体利用可能性が系中
で維持され、そして再水和によってさらなる過酸化水素の持続放出が起こる、
　前記系が提供される。
【００４３】
　本発明の系は、限定されないが、液体製剤、固形または半固形製剤を含む多くの異なる
物理的形態であってよい。固形または半固形製剤を調製するためには、この系の成分を操
作して、含水量を減らし他の成分の含有量を増やすべきである。
【００４４】
　本発明の系は液体製剤の形態であってよい。液体製剤としては、限定されないが、シロ
ップ、ペースト、スプレー、ドロップ、軟膏、クリーム、ローション、オイル、塗布剤お
よび／またはゲルが挙げられる。典型的なゲルとしては、イソプロパノールゲル、エタノ
ールゲルもしくはプロパノールゲルおよび／またはヒドロゲルなどのアルコールゲルが挙
げられる。
【００４５】
　あるいは、本発明の系は、固形または半固形製剤の形態であってよい。固形または半固
形製剤としては、限定されないが、カプセル、ペレット、ゲルカップ、ヒドロゲル、錠剤
、ピルール（ｐｉｌｌｕｌｅｓ）および／または球剤が挙げられる。従来の薬剤送達に使
用される他の手段を採用でき、例えば、リポソーム送達を企図してよい。
【００４６】
　本発明のこの観点の好ましい実施形態によれば、本発明の系を少なくとも１種の医薬的
に許容される賦形剤またはアジュバントと共に含む医薬組成物が提供される。
　別の実施形態によれば、本発明の系または医薬組成物を含む包帯が提供される。そのよ
うな包帯としては、ガーゼ、絆創膏、フィルム、ゲル、Ｌｙｏｆｏａｍ（登録商標）など
の泡剤、Ｇｒａｎｕｆｌｅｘ（登録商標）などの親水コロイド、Ｋａｌｔｏｓｔａｔ（登
録商標）（Ｃｏｍｖｉｔａ）などのアルギン酸塩、Ｉｎｔｒａｓｉｔｅ　Ｇｅｌ（登録商
標）などのヒドロゲル、および多糖ペースト、顆粒ならびにビーズが挙げられる。
【００４７】
　特定の実施形態によれば、この系は創傷用包帯のマトリックスと共に存在してよい。理
想としては、この系対創傷用包帯のマトリックスの比率はおよそ１：１であってよいが、
他の比率も考えられる。創傷用包帯のマトリックスは、コラーゲンまたはコラーゲン－Ｇ
ＡＧ（グリコサミノグリカン）のマトリックスであってよい。
【００４８】
　本発明の系または医薬組成物は、多くの異なる投与用の形態で存在してよいことは理解
されよう。このような形態としては、限定されないが、局所投与、経腸投与または非経口
投与に適合した形態が挙げられる。
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【００４９】
　局所投与に適した形態としては、局所用の軟膏、クリーム、ローション、オイル、塗布
剤、液体および／またはゲルが挙げられる。例えば、本発明の系は、皮膚上、鼻腔内、経
眼および／または点耳により適用してよい。本発明のこの観点の特定の実施形態は、乳房
内投与に適合した形態の本発明の系または医薬組成物を提供する。この場合、本発明の系
または医薬組成物は、乳頭管経由で送達される、ティートシール（ｔｅａｔ　ｓｅａｌ）
または乳房内デポー剤の一部としての送達に適合させてよい。さらなる組成物をティッシ
ュ、絆創膏または包帯として適合させてもよい。これは、乳腺炎などの感染症の処置にと
りわけ有利であり、そして医学上および獣医学上の両方の用途を有する。
【００５０】
　局所投与に適した別の形態としては、系または組成物が溶解性のフィルムストリップ経
由の送達に適合した形態の本発明の系または医薬組成物が挙げられる。この場合、本発明
の系は、適用されると溶解する。
【００５１】
　経腸投与としては経口投与が挙げられるが、これに限定されない。他の経腸投与用の形
態としては、坐薬および浣腸剤が挙げられる。経口投与に適した形態としては、カプセル
、ペレット、ゲルカップ、錠剤、ピルール、球剤、ロゼンジ、デンタルフロス、歯磨き剤
、マウスウォッシュ、溶解性のフィルムストリップ、および／または、マウスガードの一
部としての送達に適合したものが挙げられる。この観点の実施形態によれば、この系また
は医薬組成物は、制御放出または持続放出による送達に適した形態である。例えば、経口
投与用の形態は、制御放出または持続放出による送達をもたらすための腸溶コーティング
を施されていてよい。この持続放出の観点は、家禽のカンピロバクター感染症の処置およ
びウシのクリプトスポリジウム感染症の処置のために重要である。
【００５２】
　非経口投与用の形態としては注入剤が挙げられるが、これに限定されない。例えば、こ
の系は乳房内投与による注入に適合させてよい。これは、乳腺炎の処置のためにとりわけ
有用である。この手段による乳房内注入は、適切な大きさ、例えばおよそ１．０ｍｍのノ
ズルを備えた管または注射器を使用して乳頭管中に直接注入することを含む。この場合の
注入は、体腔中または膿瘍中に向けて行われる。
【００５３】
　本発明の別の観点によれば、この系は、化粧品組成物の形態および化粧品組成物として
共に使用するための形態で存在してよい。理想としては、本発明の系は、少なくとも１種
の適当な化粧品用の賦形剤またはアジュバントと共に存在する。そのような化粧品用の賦
形剤またはアジュバントは、当技術分野では従来的なものである。
【００５４】
　化粧品用途は、多くの異なるパーソナルケア用途を包含する。理想としては、このよう
な種類の用途のために、この系は局所適用に適合した形態で提供されてよいが、前述した
他の投与形態を企図してもよい。
【００５５】
　そのような化粧品用途としては、髪の状態の処置または体臭の処置が挙げられるが、こ
れらに限定されない。髪の状態としてはフケが挙げられ、本発明の系は頭皮中に蓄積する
死んだ皮膚を除去する。さらに、フケは微生物感染症の側面を有することもあるので、本
発明の系は、根底にある微生物感染症を処置することもできる。このような微生物感染症
の観点については、より詳細に以下で考察する。本発明の系は、体臭を制御するため、お
よび、体臭の問題を引き起こすか、またはそれを悪化させる、関連する任意の微生物感染
を制御するための過酸化水素の従来の使用に代わるものとして使用してよい。加えて、こ
の系は、皮膚の状態、例えばにきびの処置に使用してもよい。この観点を、以下に説明す
る。
【００５６】
　さらに、この系は、予防用の手の保護溶液または手の殺菌剤溶液の形態で提供されても
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よい。そのような手の保護溶液は、クリーム、ローション、ヒドロゲルなどの形態で提供
してよく、微生物感染症の予防的防止のための有利な特性を有する手洗い剤タイプの製品
として使用される。
【００５７】
　別の化粧品用途としては、歯のホワイトニング方法における本発明の系の使用が挙げら
れる。従来の歯のホワイトニングは、過酸化水素または漂白剤の溶液を歯の外側表面に、
通常は歯科医の監督下で適用することを含む。過酸化物が歯に浸透するため、歯の色が薄
くなる。有利なことに、本発明の系は、溶解性のフィルムストリップ、デンタルフロス、
歯磨き剤、マウスウォッシュ経由の経口送達に適合した形態、および／またはマウスガー
ド経由の送達に適合した形態で提供される。このような手段による送達は、過酸化水素が
本発明の系から放出されることにより、歯の薄色化を容易にする。本発明の系は、歯のホ
ワイトニングにとって理想的な、過酸化水素の持続放出を提供する。さらに、この系は水
和されて容易に寛容されることから、過酸化水素そのものを用いる従来のホワイトニング
系に伴う欠点を克服する。
【００５８】
　したがって、本発明の系は、多くのパーソナルケア用途で使用される漂白剤の使用に代
わる代替的な過酸化水素源として使用し得る。
　本発明の第２の観点によれば、処置方法における使用のための本発明の系または医薬組
成物が提供される。
【００５９】
　本発明の実施形態によれば、微生物感染症の処置方法における使用のための本発明の系
または医薬組成物が提供される。さらに、本発明の系または医薬組成物は、そのような微
生物感染症の予防的防止において使用してもよい。
【００６０】
　さらに、また、本発明の別の実施形態によれば、損傷した組織および／または細胞を含
む、組織および／または細胞の再生および／または修復のための本発明の系または医薬組
成物が提供される。本発明の系または医薬組成物が、理想としてはインターロイキン－１
（ＩＬ－１）の放出を刺激することにより免疫応答を高めることは理解されよう。本発明
の系または医薬組成物の免疫賦活特性は、損傷した組織および／または細胞の刺激、再生
および修復に関与する。この細胞としては皮膚細胞が挙げられるが、これに限定されない
ことは理解されよう。
【００６１】
　本発明の系または医薬組成物は、抗微生物性および免疫賦活性の両方を有するという点
において二重の機能性を提供する。有利なことに、この二重の機能性により、この系を広
範な処置的および予防的な用途のために使用することが可能である。
【００６２】
　理想としては、本発明の系を使用して処置できる微生物感染症は、過酸化水素により処
置できる任意の微生物感染症である。
　微生物感染症は、グラム陽性細菌、グラム陰性細菌、抗酸性細菌、ウイルス、酵母、寄
生性または病原性の微生物および／または真菌により引き起こされるものであってよいこ
とは理解されよう。抗酸性細菌としては、ＴＢを引き起こすヒト結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）などのミコバクテリア（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅ
ｒｉａ）が挙げられる。そのような微生物感染症は、限定されないが、大腸菌（Ｅｓｃｈ
ｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒ
ｅｕｓ）、緑膿菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ)、カンジダ・アルビ
カンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ）、プロピオニバクテリウム・アクネス（Ｐ
ｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｃｎｅｓ）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）、表皮ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐ
ｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）、腐性ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐ
ｈｙｔｉｃｕｓ）、Ａ群ベータ溶血性連鎖球菌（Ｂｅｔａ　ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃ　Ｓｔ
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ｒｅｐｔｏｃｏｃｃｉ　Ｇｒｏｕｐ　Ａ）、カンピロバクター・コリ（Ｃａｍｐｙｌｏｂ
ａｃｔｅｒ　ｃｏｌｉ）、カンピロバクター・ジェジュニ（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ
　ｊｅｊｕｎｉ）、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）、ボトリティス・シネレ
ア（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ）および／またはヒト結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔ
ｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）により引き起こされるものであってよい。
【００６３】
　また、微生物感染症は、クリプトスポリジウム（Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ）と
いう、アピコンプレクサ門の原生動物病原体により引き起こされることもある。クリプト
スポリジウムは、クリプトスポリジウム症と呼ばれる下痢性疾患を引き起こす。本出願に
より包含される他のアピコンプレクサの病原体としては、マラリア寄生虫のプラスモジウ
ム（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ）、および、トキソプラズマ症の原因病原体のトキソプラズマ
（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ）が挙げられる。
【００６４】
　有利なことに、本発明は、ＭＲＳＡ、または他の抗生物質耐性の微生物および細菌の処
置または予防的防止において使用し得る。したがって本発明は、抗生物質耐性の微生物株
が発生する問題を無毒性の様式で克服する。さらに、本発明者は、実施例に示すような、
耐性を生じるナイシンの適用とは対照的に、本発明の系に対する一切の耐性を観察しなか
った。このことは、従来の系に勝り上回る、本発明の主要な利点である。この用途につい
ては、本発明の系または医薬は、例えば局所用の軟膏、クリーム、ローション、オイル、
塗布剤、液体および／またはゲルとして局所投与してよい。場合により、本発明の系また
は医薬は、ティッシュまたは皮膚拭きの一部として投与してもよい。この種の投与は、Ｍ
ＲＳＡ感染症およびＭＲＳＡタイプの感染症の予防的防止において重要と考えられる。
【００６５】
　微生物感染症は、口腔、眼および／または耳の感染症であってよい。口腔感染症は、歯
肉疾患、口腔潰瘍および／または口腔衛生障害であってよい。口腔衛生障害は、口臭およ
び／または歯肉炎であってよい。あるいは、口腔感染症は、咽喉感染症、または鼻のブド
ウ球菌感染症など鼻の感染症であってよい。眼の感染症としては、結膜炎を挙げ得る。
【００６６】
　別の病態は、湿性および／または乾性の乳腺炎を含む乳腺炎である。乳腺炎は、ヒトお
よび動物の両方において重要な病態であり、損傷した皮膚、乳頭管の遮断物を通した微生
物感染、または感染表面との接触が最初の原因である。とりわけ、乳腺炎は酪農業界にと
ってとてつもなく大きい経済上の重要性を有するが、これは、現在の抗生物質療法は処置
終了後に最大４日間は食品流通網に乳を乗せることを控えなければならないことを要求す
るからである。このため、乳の収量が大きく減少することになる。したがって、従来の抗
生物質療法に代わる療法の評価が現在行われている。乳腺炎において見られる一般的な原
因微生物としては、以下が挙げられる：
　－　黄色ブドウ球菌
　－　白色ブドウ球菌
　－　連鎖球菌種
　－　大腸菌
　－　サルモネラ菌種
　－　ヒト結核菌
　－　真菌性の乳腺炎－カンジダ・アルビカンスおよびクリプトコッカス・ネオフォルマ
ンス（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ）。
【００６７】
　本発明者は、有利なことに、本発明の系または医薬組成物を乳腺炎の処置に使用できる
ことを見出した。そのような処置は、抗生物質の使用を含まない。そのこと自体、酪農業
界にとって相当に重要である。先に詳細に説明したように、本発明の系または医薬組成物
は、乳房内投与に適合した形態で、例えばティートシール、ティッシュ、皮膚拭き、絆創
膏もしくは包帯の一部としての送達に適合した形態、または乳房内注入に適した形態であ
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ってよい。
【００６８】
　さらに、微生物感染症は、皮膚および／または爪の感染症であってもよい。
　あるいは、本発明の系または医薬組成物は、真菌性の皮膚感染症および／または真菌性
の爪感染症の処置に使用してもよい。真菌性の皮膚感染症としては、ヒトでは、水虫およ
び／または白癬が挙げられる。獣医学においては、真菌性の皮膚の病態としては、腐蹄症
、白癬、および、人畜共通感染性の皮膚感染症の制御が挙げられる。真菌性の爪感染症と
しては、爪真菌症が挙げられる。
【００６９】
　さらに、本発明の系または医薬組成物は、皮膚障害の処置に使用してもよい。皮膚障害
は、にきび、湿疹および／または乾癬であってよい。有利なことに、本発明者は、本発明
の系は従来の抗にきび療法と同程度に有効であることを見出した。にきびおよび湿疹は、
この系が処置する微生物感染症の要素を有していてもよいことは理解されよう。さらに、
引掻き傷により引き起こされる乾癬病変部の二次的な微生物感染症も、本発明の系により
処置できる。本発明の系の免疫賦活作用は、損傷した組織または皮膚細胞の再生および修
復を助長することもできる。
【００７０】
　本発明の別の実施形態によれば、この系または医薬組成物は、創傷の処置および／また
は創傷敗血症の処置または管理など、創傷ケアの方法において使用してよい。創傷は、急
性創傷、慢性創傷、外科的創傷、慢性熱傷および／または急性熱傷であってよい。本発明
のこの観点は、微生物感染症の処置、ならびに損傷した組織および細胞、好ましくは皮膚
細胞の再生／修復の両方を含む。この観点の特定の実施形態は、瘻孔管理の方法における
本発明の系または医薬組成物の使用を含む。瘻孔は、人工肛門形成術、回腸瘻造設術、空
腸瘻造設術および／または胃瘻造設術の結果生じたものであってよい。別の実施形態は、
糖尿病性の潰瘍または創傷の処置を含む。
【００７１】
　あるいは、本発明の系または医薬組成物は、創傷敗血症の予防的防止において使用して
よい。
　本発明の系を獣医学的用途およびヒト用途の両方において使用し得ることは理解されよ
う。
【００７２】
　これらの特定のヒト用途の多くは、先に説明してきた。しかし、上述のように、本発明
の系または医薬組成物は、微生物感染症全般の処置、ならびに皮膚障害の処置または管理
、創傷ケアおよび／または熱傷の処置において使用してよい。創傷および熱傷の処置また
は管理は、本発明の系の抗微生物作用および免疫賦活作用の両方に関連するものであって
よい。
【００７３】
　重要な獣医学的用途は、微生物感染症の処置および創傷ケアの処置もしくは管理および
／または熱傷処置も含む。しかし、特定の病態としては、ウシまたは他の家畜における湿
性および乾性の乳腺炎、犬の慢性皮膚感染症（皮下のブドウ球菌感染症）、外耳炎（耳の
感染症）、動物の口腔ケア、鶏のカンピロバクター感染症、ブタ、家禽およびウシのコリ
オシス（ｃｏｌｉｏｓｉｓ）、腸の微生物感染症、クリプトスポリジウム感染症、人畜共
通感染症の排除、創傷用包帯（例えば角の除去）および膿瘍処置が挙げられる。本発明は
、食品流通網内に抗生物質を導入せずに微生物感染症の処置を可能にすることから、獣医
学上の使用において特に利点を有する。
【００７４】
　本発明の第３の観点によれば、微生物感染症の処置用の医薬または微生物感染症の予防
的防止用の医薬を製造するための本発明の系または医薬組成物の使用が提供される。
　さらに、損傷した組織および／または細胞を修復および／または再生するための医薬を
製造するための本発明の系または医薬組成物の使用も提供される。本発明の系または医薬
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組成物は、理想としては、先述のように、インターロイキン－１（ＩＬ－１）の放出を刺
激することにより免疫応答を高める。
【００７５】
　微生物感染症は、グラム陽性細菌、グラム陰性細菌、抗酸性細菌、ウイルス、酵母、寄
生性または病原性の微生物および／または真菌により引き起こされるものであってよい。
抗酸性細菌としては、ＴＢの原因となるヒト結核菌などのミコバクテリアが挙げられる。
そのような微生物感染症は、先述のように、大腸菌、黄色ブドウ球菌、緑膿菌、カンジダ
・アルビカンス、プロピオニバクテリウム・アクネス、黄色ブドウ球菌、表皮ブドウ球菌
、腐性ブドウ球菌、Ａ群ベータ溶血性連鎖球菌、カンピロバクター・コリ、カンピロバク
ター・ジェジュニ、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）、ボトリティス・シネレ
ア、ヒト結核菌および／またはクリプトスポリジウムにより引き起こされるものであって
よいが、これらに限定されない。
【００７６】
　本発明で使用する場合の「微生物感染症」という用語は、先に定義した。また、このよ
うな種類の感染症の具体例も、先に述べた。微生物感染症は、口腔、眼および／または耳
の感染症であってよい。口腔感染症は、歯肉疾患、口腔潰瘍および／または口腔衛生障害
であってよい。口腔衛生障害は、口臭および／または歯肉炎であってよい。あるいは、口
腔感染症は、咽喉感染症、または鼻のブドウ球菌感染症など鼻の感染症であってよい。眼
の感染症としては、結膜炎を挙げ得る。あるいは、微生物感染症は、皮膚および／または
爪の感染症であってもよい。あるいは、微生物感染症は、水虫および／または白癬など、
真菌性の爪および／または皮膚の感染症であってよい。
【００７７】
　別の好ましい実施形態としては、湿性および／または乾性の乳腺炎を含む乳腺炎の処置
が挙げられる。
　また、皮膚障害を処置するための医薬を製造するための本発明の系または医薬組成物の
使用も提供される。皮膚障害は、にきび、湿疹および／または乾癬であってよく、それら
は微生物成分を有していてよい。
【００７８】
　さらに、創傷を処置するための医薬および／または創傷敗血症の処置用または管理用の
医薬を製造するための本発明の系または医薬組成物の使用も提供される。創傷は、急性創
傷、慢性創傷、外科的創傷、慢性熱傷および／または急性熱傷であってよい。さらに、瘻
孔の管理用の医薬を製造するための本発明の系または医薬組成物の使用も提供される。瘻
孔は、人工肛門形成術、回腸瘻造設術、空腸瘻造設術および／または胃瘻造設術の結果生
じたものであってよい。
【００７９】
　加えて、創傷敗血症の予防的防止における使用のための医薬を製造するための本発明の
系または医薬組成物の使用も提供される。
　先述のように、微生物感染、皮膚障害、創傷または他の障害が、本発明の系または医薬
組成物の局所投与、経腸投与および／または非経口投与を含む方法により処置されること
は理解されよう。
【００８０】
　本発明の第４の観点によれば、有効量の本発明の系または医薬組成物を局所、経腸およ
び／または非経口の投与様式により患者の感染部位に適用するステップを含む、微生物感
染症を処置するための、ならびに／または、患者の組織および／もしくは細胞の修復およ
び／もしくは再生のための方法が提供される。
【００８１】
　また、本発明で使用する場合の「微生物感染症」という用語は先に定義してあり、この
ような種類の感染症の具体例は先述してあり、本発明のこの観点に適用可能である。この
方法は、先述のように、皮膚障害、創傷の処置、および／または創傷敗血症の処置もしく
は管理に関連するものであってもよい。
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【００８２】
　本発明の第５の観点によれば、本発明の系は、水などの組成物、または屋外用手術器具
などの製品の滅菌のために使用し得ることは理解されよう。したがって、本発明の系は、
キャンプでの使用および非常時の使用などの用途における水の除染または器具の滅菌にお
いて使用し得る。
【００８３】
　本発明の第６の観点によれば、水溶液中にオキシドレダクターゼ酵素、オキシドレダク
ターゼ酵素の基質、および過酸化水素を含む保存に安定な抗微生物性および免疫賦活性の
本発明の系の製造方法であって、
　ａ．少なくとも６０℃、好ましくはおよそ７５℃～９５℃の温度に水を加熱するステッ
プ；
　ｂ．この加熱した水にオキシドレダクターゼ酵素の基質を加えて水－糖溶液を形成する
ステップ；
　ｃ．この水－糖溶液をおよそ４０℃以下の温度に冷却して酵素活性を保持させるステッ
プ；
　ｄ．攪拌しながらステップ（ｃ）の水－糖溶液にオキシドレダクターゼ酵素を加えてあ
らかじめ決定された制御比率で過酸化水素を形成させるステップ；そして、
　ｅ．ステップ（ｄ）の結果得られる混合物を室温に冷却して、生体利用可能で保存に安
定な内因的に生成された過酸化水素を１リットル当たり少なくとも１０ｍｇの濃度で即時
放出用として含む系を作製するステップ；
を含む、
　前記方法が提供される。
【００８４】
　糖を無制御状態で加熱処理すると、カラメル化を生じ、その結果、黄色から褐色の色合
いを獲得する製剤が生じる傾向がある。カラメル化を排除し、それにより清澄な材料を作
製するために上述の製造法は開発されたものであり、この方法では、糖の添加と、加熱に
よるその溶解の順序が、カラメル化の過程を回避するように慎重に選択される。
【００８５】
　好ましくは、この方法は、緩衝剤を系に加えて、およそ４～８、好ましくは５～７、よ
り好ましくは５．５のｐＨを達成するさらなるステップを含む。緩衝剤は、ステップ（ｄ
）の間またはその後に加えてよい。
【００８６】
　理想としては、オキシドレダクターゼ酵素は、グルコースオキシダーゼ、ヘキソースオ
キシダーゼ、コレステロールオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ、ピラノースオキ
シダーゼ、コリンオキシダーゼ、ピルビン酸オキシダーゼ、グリコレートオキシダーゼお
よび／またはアミノ酸オキシダーゼであり、オキシドレダクターゼ酵素の基質は、Ｄ－グ
ルコース、ヘキソース、コレステロール、Ｄ－ガラクトース、ピラノース、コリン、ピル
ビン酸、グリコレートおよび／またはアミノ酸である。
【００８７】
　好ましい実施形態によれば、オキシドレダクターゼ酵素はグルコースオキシダーゼであ
り、オキシドレダクターゼ酵素の基質はＤ－グルコースである。
　場合により、先に定義した追加の糖を、ステップ（ｂ）で系に加えてよい。この追加の
糖は、スクロース、フルクトースおよび／またはマルトースの１つ以上を含んでよい。
【００８８】
　理想としては、１つ以上の糖を加える際、前の糖がステップ（ａ）の水の中で完全に溶
解した後で各糖を連続的に加える。
　本発明のこの観点の実施形態によれば、糖は以下の順序で加える：フルクトース、グル
コース、マルトースおよびスクロース。次の糖を加える前に、およそ９０℃に加熱するこ
とにより、各糖は水中で完全に溶解する。あるいは、糖は、上述の要領で、しかしおよそ
－０．５Ｂａｒの真空下で、調製することもできる。この真空が糖の沸点を９０℃以下の
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温度に下げ、これにより変色を防止する。
【００８９】
　場合により、上述の方法の間に、少なくとも１種の粘性調節成分を系に加えてよい。理
想としては、この粘性調節成分は、ポリエチレングリコール、グリセロールおよび／また
は流動パラフィンから選択される。他の従来の粘性調節成分を企図してもよい。
【００９０】
　本発明の別の特定の観点は、本発明による単一成分の抗微生物性の系の製造方法であっ
て、
　ａ．好ましくはおよそ８５＋／－１０℃に水を加熱するステップ；
　ｂ．この加熱した水にグルコース、スクロース、フルクトース、マルトースを加えるス
テップであり、ここで、各糖を予め規定した順序で、好ましくは連続的に、前の糖がステ
ップ（ａ）の水の中で完全に溶解した後でのみ加えるステップ；
　ｃ．この水－糖溶液を、酵素活性の保持を可能にする温度、好ましくはおよそ４０℃以
下に冷却するステップ；
　ｄ．攪拌しながら、オキシドレダクターゼ酵素をステップ（ｃ）の溶液に加えて、あら
かじめ決定された制御比率で過酸化水素を形成するステップ；そして、
　ｅ．結果として得られる混合物を室温に冷却して、生体利用可能な過酸化水素を含む粘
性のある溶液を作製するステップ；
を含む、
　前記方法を提供する。
【００９１】
　上述の方法により本発明の系を一旦作製したら、本発明の系を不透明で不浸透性の容器
中に詰めてよい。こうすることにより過酸化水素のさらなる生成を防止し、それは、好気
的雰囲気中にあるときにのみ発生再開できる。
【００９２】
　上述の方法により生み出される系は、液体溶液、固形または半固形製剤であってよい。
製造後、次いでこの系を、所望の最終製品、すなわち先に考察した異なる投与形態に適し
た固形または半固形形態などの投与用の形態に加工してよい。例えば、この系は、投与に
適したゲル形態を得るために、アルコールゲルと組み合わせてよい。また、この系は、多
様な市販の包帯上に組み込んでもよい。
【００９３】
　さらに、この系は、例えば放射線照射による製造後滅菌に供してもよい。このような製
造後滅菌により、本発明の系に悪影響が及ぶことはない。
　ここで、以下の図を参照しながら、以下の非限定的な実施例により本発明を例証する。
【実施例】
【００９４】
　一般的な材料および方法
　マヌカ蜂蜜：
　Ｍａｎｕｋａ　Ｃａｒｅ１８＋（登録商標）（Ｃｏｍｖｉｔａ）またはＭｅｄｉｈｏｎ
ｅｙ（登録商標）を、栄養ブロス中の５０％ｖ／ｖとして調製した。この５０％ｖ／ｖ調
製物の２分の１希釈物を栄養ブロス中で連続的に１１種類作製し（最低濃度を０．０１％
とした）、微生物阻害試験に使用した。
【００９５】
　糖：
　（Ｄ＋）グルコース、Ｄ（－）フルクトース、（Ｄ＋）マルトースおよび（Ｄ＋）スク
ロース（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ）
【００９６】
　グルコースオキシダーゼ：
　Ａ３ＩＳの製造には、０．５％グルコースオキシダーゼ粉末（５６００Ｕ／１００ｇ）
を使用した。
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　グルコースオキシダーゼ２４０Ｕ／ｍｇ（Ｂｉｏｚｙｍｅ　ＵＫ）（１Ｕは、２５℃お
よびｐＨ７．０で１分当たり１マイクロモルのグルコースを酸化させる分の酵素の量であ
る）およびグルコースオキシダーゼ１００Ｕ／ｍｇ～２５０Ｕ／ｍｇ（シグマ・アルドリ
ッチ）（１Ｕは、ｐＨ５．１、３５℃で１分当たり１．０モルのＤ－グルコースをＤ－グ
ルコノラクトンおよびＨ２Ｏ２に酸化させる）も、以下の実施例で使用した。
【００９７】
　ｐＨ調整：
　マヌカ蜂蜜の５０％ｖ／ｖ溶液は１ＭのＮａＯＨを用いてｐＨ６．５にｐＨ調整し、グ
ルコースオキシダーゼを含有しない糖混合物の試料は１ＭのＨＣｌを用いてｐＨ３．８に
ｐＨ調整した。ｐＨ計（Ｈａｎｎａ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　ＨＩ　９３１４１０）を
用いてｐＨを測定した。
【００９８】
　単一の糖の調製物：
　グルコースのみ、フルクトースのみおよびスクロースのみの５０％ｗ／ｖ溶液を調製し
、マヌカ蜂蜜と同様の様式で連続的に希釈した。
【００９９】
　含水量および有効水分量（Ａｗ）の測定：
　Ｃａｒｌ　Ｆｉｓｈｅｒの滴定装置（スイス）を用いて含水量の定量を行った。Ａｑｕ
ａ　ＬａｂのＡｗ計、モデルシリーズ３ＴＥ、Ｄｅｃａｇｏｎ　Ｄｅｖｉｃｅｓ　Ｉｎｃ
．、Ｐｕｌｌｍａｎ、Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ（Ｇｌａｎｂｉａ　Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ　
Ｃｅｎｔｒｅ、Ｋｉｌｋｅｎｎｙの厚意による）を用いて、Ａｗの定量を行った。
【０１００】
　Ｈ２Ｏ２アッセイ：
　Ｍｅｒｃｋｏｑｕａｎｔの試験ストリップ（番号１００１１、Ｍｅｒｃｋ、ドイツ）を
用い、（Ｋｅｒｋｖｌｉｅｔ、１９９６およびＳｅｒｒａｎｏら、２００４）の方法に従
って、過酸化水素を定量した。
【０１０１】
　Ｈ２Ｏ２の除去：
　普通のｐＨのマヌカ蜂蜜希釈物（最初のｐＨ４）およびｐＨ調整したマヌカ蜂蜜希釈物
（最初のｐＨ６．８）に、Ｔａｏｒｍｉｎａら、ＡｌｌｅｎらおよびＭｏｌａｎら、１９
８８）が使用したのと同じ濃度でカタラーゼ（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．、
ウシの肝臓由来、ｃａｔ番号Ｃ－３０、１２，８００Ｕ／ｍｇ）を加えた。典型的には、
加えた濃度は、測定したＨ２Ｏ２の存在量より１００倍高い。
【０１０２】
　マヌカ蜂蜜の加熱処理：
　栄養ブロス中のマヌカ蜂蜜の５０％溶液を、水浴中で８５＋／－５℃の温度に加熱処理
し、この温度を６０分間または１２０分間維持した。栄養ブロス中のマヌカ蜂蜜の５０％
溶液を、１２１ｐｓｉで１５分間オートクレーブした。加熱処理したこの蜂蜜調製物から
、アッセイ用に希釈物を調製した。
【０１０３】
　微生物菌株：
　大腸菌（ＮＣＩＭＢ８５４５）、黄色ブドウ球菌（ＮＣＩＭＢ９５１８）および緑膿菌
（ＮＣＩＭＢ８６２６）を、栄養寒天上または栄養ブロス中で、３７℃で２４時間培養す
る。
【０１０４】
　カンジダ・アルビカンス（ＮＣＩＭＢ３１７９）および出芽酵母を、サブローデキスト
ロース寒天上またはサブローデキストロースブロス中で、３７℃で２４時間培養する。
　プロピオニバクテリウム・アクネス（Ｐ．アクネス、ＡＴＣＣ／ＮＴＣ１１８２７）を
、血液寒天上または栄養ブロス中で、３７℃で７２時間、嫌気的に培養する。
【０１０５】
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　Ｓｌｉｇｏ　ｒｅｇｉｏｎａｌ　Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓか
ら入手した臨床乳腺炎から得た黄色ブドウ球菌の２２分離株を、栄養寒天上または栄養ブ
ロス中で、３７℃で２４時間培養する。
【０１０６】
　Ｓｌｉｇｏ　Ｒｅｇｉｏｎａｌ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｈｏｓｐｉｔａｌで実施する試験用
として；Ａ群ベータ溶血性連鎖球菌の５臨床分離株を、血液寒天上または栄養ブロス中で
、３７℃で２４時間培養する。
【０１０７】
　カンピロバクター・コリ（ＮＣＴＣ１１３６６）を、ブレインハートインフュージョン
寒天上またはブレインハートインフュージョンブロス中で、３７℃で７２時間培養する。
　カンピロバクター・ジェジュニ（ＮＣＴＣ１１３２２）および３臨床分離株を、ブレイ
ンハートインフュージョン寒天上またはブレインハートインフュージョンブロス中で、３
７℃で７２時間培養する。
【０１０８】
　ＭＲＳＡ（ＡＴＣＣ４３３００）および７臨床分離株を、栄養寒天上またはブレインハ
ートインフュージョンブロス中で、３７℃で７２時間培養する。
　実験室のカビの分離株を、サブローデキストロース寒天上またはサブローデキストロー
スブロス中で、２５℃で４８時間培養する。
【０１０９】
　ボトリティス・シネレアを、サブローデキストロース寒天上またはサブローデキストロ
ースブロス中で、２５℃で４８時間培養する。
　細菌の増殖を、分光光度計（Ａｎｔｈｏｓ２０１０）を用いて６２０ｎｍの波長で培養
物の光学密度（ＯＤ）を測定することにより、モニターする。
【０１１０】
　ウェル／ディスク拡散法　－　微生物阻害の測定用：
　プレート表面上に塗布することにより、一夜培養物を寒天プレートに接種する。プレー
トは、使用前に室温で１５分間放置する。寒天の表面に穴を開けて直径８．２ｍｍのウェ
ルを設置する。試料１８０μｌを各ウェル中に入れる。この試料をウェル周囲の寒天中に
拡散させて、阻害領域を作り出す能力をアッセイする。プレートを２４、４８または７２
時間インキュベートしてから、Ａｕｔｏｄａｔａの領域自動読取機を用いて阻害領域を測
定する。領域の直径、ウェルの直径（８．２ｍｍ）を含む、を記録する。
【０１１１】
　ディスクアッセイ用には、滅菌済みの吸収性ディスク（直径８．２ｍｍ）を試料希釈物
中に１０分間入れておいた後、接種済みの寒天プレートに直接適用する。試料をディスク
から寒天中に拡散させて、阻害領域を作り出す能力をアッセイする。プレートを２４、４
８または７２時間インキュベートしてから、Ａｕｔｏｄａｔａの領域自動読取機を用いて
阻害領域を測定する。領域の直径、ディスクの直径（８．２ｍｍ）を含む、を記録する。
【０１１２】
　蜂蜜の殺菌性の定量化：
　寒天拡散アッセイ（ａｇａｒ　ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ　ａｓｓａｙ、ＡＤＡ）は、一般に
、蜂蜜の殺菌性を定量化し化合物／活性剤－抗生物質の生物学的効力を定量するために好
ましい方法であり、マヌカ蜂蜜の製造バッチ分析および放出手順のために使用する（Ｇｒ
ｉｂｂｌｅｓ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｋｅｒｋｖｌｉｅｔ
，Ｊ．Ｄ．、１９９６、Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｄｅｔｅ
ｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｅｒｏｘｉｄｅ　ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｈｏ
ｎｅｙ　ａｎｄ　ｒｅｌａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ＵＭＦ　ｃｏｎｔｅｎｔ（Ｊｏｕｒｎａ
ｌ　ｏｆ　Ａｐｉｃｕｌｔｕｒｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、３５、３、ｐｐ１１０～１１７）
。しかし、このアッセイの主観的性質により、結果の解釈は限定される。さらに、このア
ッセイには時間と手間がかかり、プレートの調製および冷却、寒天中での試験用ウェルの
穴開け、ならびにインキュベーションの２４時間後の阻害領域の手作業での測定が必要で
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ある。結果の質は、技術および判定に大きく依存し、阻害領域が不明瞭であるか、または
完全に円形でない場合には、推奨される精度を得ることができない。
【０１１３】
　他の方法　－　微生物阻害の測定用：
　微生物の増殖または増殖の阻害は、顕微鏡による直接計数、吸光度、生物発光、比色定
量および蛍光定量による増殖インジケーターを組み込んだアッセイ、濁度、乾燥重量なら
びに阻害領域などの様々な生物学的方法を用いて検出できる。
【０１１４】
　分光光度アッセイ：
　本発明者は、９６ウェルのマイクロタイタープレートを用いた分光光度アッセイを開発
し（Ｐａｔｔｏｎ　Ｔ．ら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　
Ｍｅｔｈｏｄｓ（２００６）、８４～９５ページ）、マヌカ蜂蜜の抗菌特性の評価にとっ
てこのバイオアッセイが有する潜在的な利点を評価するために、この方法をウェル／ディ
スク拡散の標準的な方法と比較した。結果の詳細な統計分析を可能にする大量のデータを
速やかに生じさせることができる分光光度アッセイを用いることで、自動化および処理量
（効率）の向上が達成された。この方法は、現在採用されているアッセイより感受性が高
く、統計分析をより行いやすく、低濃度の蜂蜜の存在下であっても詳細な動力学的研究が
可能である（表２）。このアッセイは、ウェルまたはディスクの拡散アッセイの場合に記
録されるレベル以下の阻害レベルを検出することが可能である。このアッセイは、マヌカ
蜂蜜の活性を解明するための迅速かつ感受性の高い方法を提供する。
【０１１５】

【表２】

【０１１６】
　蜂蜜希釈物に５％ｖ／ｖの試験用の一夜培養物を接種する。各希釈物２００マイクロリ
ットルを、１希釈物当たり８複製を用いて、クロスコンタミネーションを防止するための
蓋が付いた平底の９６ウェルマイクロタイタープレート（Ｃｏｓｔａｒ、Ｃｏｒｎｉｎｇ
　Ｌｔｄ．、ＮＹ）のウェルに適用する。対照ウェルには、５％培養物を接種したブロス
２００マイクロリットルを入れた。インキュベーション前に、分光光度計を用いて６２０
ｎｍで光学密度を定量する（Ｔ０）。プレートは、付着および凝集を防止するために、１
００ｒｐｍのＣｅｒｔｏｍａｔ　ＭＯオービタルシェーカーに載せて暗所で２４時間イン
キュベートする。２４時間後、分光光度計を用いて６２０ｎｍで再度プレートを読み取る
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（Ｔ２４）。示してある結果は、別々の３日間に５回繰り返した８つの定量値の平均であ
る。
【０１１７】
　Ｔ０時点での各複製のＯＤを、Ｔ２４時点での各複製のＯＤから引く。次に、各対照ウ
ェルの調整ＯＤを１００％増殖値と定める。各希釈率の試験ウェルについての増殖阻害を
、９６ウェルプレートの横列それぞれについて以下の式を用いて定量する：
　阻害率（％）＝｛１－（試験ウェルのＯＤ／対応する対照ウェルのＯＤ）｝×１００、
例えば横列１、縦列１のウェル１（試験）のＯＤを、横列１、縦列１２のウェル１２（対
照）のＯＤ値で割る。
【０１１８】
　これにより、蜂蜜希釈物それぞれについて８複製分の阻害値を得る。すべてのアッセイ
は、１試験当たり最低３プレートを用いて異なる３日間に最低３回繰り返され、すなわち
、報告する各データ点は最低７２の点での定量値の平均である。
【０１１９】
　複製ウェルについて、平均を計算した阻害値に伴う標準偏差を求め、グラフ上の各デー
タ点について、付随するエラーバーとしてプロットする。結果として得られる測定値がネ
ガティブの阻害値（増殖促進）として記録される場合は、以下の式を用いてこれを促進と
して報告する：
　増殖率（％）＝（試験ＯＤ／対照ＯＤ）×１００。
【０１２０】
　［実施例１］　マヌカ蜂蜜における抗微生物活性の特徴付け　－　内因性過酸化水素の
不在。
　説明した分光光度バイオアッセイを用い、一貫性を確保するためにいくつかの試料を使
用して、市販のマヌカ蜂蜜の抗微生物活性を定量する。図１－１に示す結果は、マヌカ蜂
蜜は、５０％～およそ６．２５％の希釈率で微生物阻害活性の第１段階をもたらし、３．
１２５％～およそ０．１９５％の希釈率で微生物阻害活性の第２段階をもたらすことを実
証するものである。
【０１２１】
　この２段階の作用は、別々の機序により生み出されることが示される。蜂蜜の希釈率が
低い（５０％～６．２５％）ときの最初の微生物阻害は、低いｐＨと、増殖を制限するＡ
ｗ（有効水分）と、過酸化水素によるごく小さな役割とが組み合わさった結果もたらされ
るものであり、過酸化水素は、希釈時と、相当な期間が経過した後とに新規に生成される
のみである。表３に示すように、希釈されていても希釈されていなくても、マヌカ蜂蜜中
には検出可能な内因性過酸化水素は存在しない。
【０１２２】
【表３】

【０１２３】
　蜂蜜の濃度が希釈されるにつれ、また、一定の期間が経過した後で、過酸化水素が生成
されて抗微生物作用にさらに寄与する。
　およそ４．０であるその天然のｐＨから中性近辺のｐＨである７．０にマヌカ蜂蜜のｐ
Ｈを調整しても、抗微生物プロファイルにはそれほど影響しない　図１－２。マヌカ蜂蜜
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希釈物を中性近辺にｐＨ調整してからカタラーゼを過剰に加えると、蜂蜜の抗微生物プロ
ファイルは変化する　図１－３。抗微生物作用の第１段階はわずかに影響を受けるだけで
あるが、第２段階は顕著に影響を受けており、第２段階における抗菌作用は主に過酸化水
素遊離の結果であることが示唆される。
【０１２４】
　マヌカ固有因子（ＵＭＦ）とも呼ばれる非過酸化物性活性が存在するという考えは、実
験上、手法上の過失による。具体的には、他の研究グループがカタラーゼ添加前にマヌカ
蜂蜜のｐＨを中和しなかったことから、添加されたカタラーゼが本質的に無効力となった
ものであり、これは、蜂蜜のｐＨはカタラーゼ活性にとって酸性が強すぎるためである。
過剰なカタラーゼを加えた蜂蜜は、抗微生物活性を保持し続けるので、ＵＭＦが存在する
という考えがこれまで根強く残ってきた。図１－２が示すように、マヌカ蜂蜜のｐＨをｐ
Ｈ６．８０に調整しても、抗微生物活性には影響しない。６．８０というｐＨはカタラー
ゼ活性にとっての最適ｐＨに近く、この条件下では、加えられたカタラーゼは、過酸化水
素活性を中和し、それにより蜂蜜の抗微生物活性プロファイルが変化する。
【０１２５】
　驚くべきことに、本発明者は、このグルコースオキシダーゼ経路がマヌカ蜂蜜の適用直
後は作動せず、蜂蜜が希釈されてから、そして、一定期間が経過した後でのみ作動するこ
とも見出した。
【０１２６】
　［実施例２］　内因性過酸化水素および持続放出過酸化水素を発生させる、抗微生物性
のプロトタイプ系
　グルコース３１＋／－５ｇ、フルクトース３５＋／－５ｇ、マルトース７＋／－２ｇ、
スクロース１．５＋／－１ｇを含有するプロトタイプ製剤を、原料を混合し、その混合物
を蒸留脱イオン（ＤＩ）水中の最終容量１００ｍｌにすることにより作製し、その混合物
をオートクレーブ滅菌する。マヌカ蜂蜜中に含有されるものと同様の濃度である０．０５
重量％のグルコースオキシダーゼを加える。
【０１２７】
　図２は、このプロトタイプ製剤を用いた、黄色ブドウ球菌に対する抗微生物アッセイの
結果を示すものである。この実施例のプロトタイプ製剤は、マヌカ蜂蜜と比較して高い活
性を呈した。おそらく、蜂蜜中に存在する不純物および反応を限定する化合物（カタラー
ゼなど）が一旦なくなると、抗菌作用においてグルコースオキシダーゼ酵素経路が果たす
決定的に重要な役割が高まるのだろう。このプロトタイプは、非常に有効な殺菌活性を示
す。
【０１２８】
　［実施例２．１］　内因性過酸化水素および持続放出過酸化水素を発生させる、抗微生
物性のゲル状のプロトタイプ系
　局所用の医薬製剤における一般的な原料であるゲル化剤をプロトタイプ製剤に加えて試
験する。試験するゲルとしては、水で再構成したセルロース剤およびアルコールで再構成
したセルロース剤（プロトタイプ製剤が組み込まれているヒドロゲル中に、２％の１．カ
ルボマー、２．メトセル、３．ポリビニルピロリドンおよび４．キサンタンゴム）が挙げ
られる。セルロースベースのゲルは両方とも安定性の低下を示す。グルコースオキシダー
ゼの立体障害および加水分解により、結果として抗菌活性が失われた可能性がある。まだ
活性は失われていないとしても安定性が低下しているため、拡散アッセイにおける阻害領
域がより小さいことから明らかなように、いずれのゲル製剤もプロトタイプ製剤ほどの活
性をもたない（図３－１（ゲル）と図３－２（プロトタイプ製剤）を比較のこと）。
【０１２９】
　［実施例２．２］　内因性過酸化水素および持続放出過酸化水素を発生させる、抗微生
物性のプロトタイプ系　－　単一の糖と酵素とのゲル製剤
　実施例２．１に記載のゲルの安定性の問題を解決する目的で、グルコースおよびグルコ
ースオキシダーゼのみを含有する製剤を作製する。糖の溶解を助長するため、水中のグル



(28) JP 5563822 B2 2014.7.30

10

20

30

40

コースが３０％～８０％の範囲であるグルコース製剤を、オートクレーブするか、または
沸点までゆっくり温める。煮沸による溶解中に多様なゲル化剤を加え、４０℃以下に冷え
た時点で０．１％グルコースオキシダーゼを加える。これらの製剤を抗菌活性について試
験する（図４－１）。
【０１３０】
　これらの製剤は、限られた程度の抗菌活性のみを呈し、ウェル／ディスク拡散アッセイ
における阻害領域がより小さいことから明らかなように、この活性は、実施例２に記載の
抗微生物性のプロトタイプ製剤で観察される活性を下回る（図４－１（ゲル）と図４－２
（プロトタイプ）を比較のこと）。
【０１３１】
　活性の低下に加え、グルコース濃度の高い製剤は、アルミニウム管中に入れると固まっ
て製剤が使用できなくなる。グルコース濃度がより低い製剤が入った管は、時間が経つと
抗微生物活性が低下することから明らかなように、安定性の欠如を示す。
【０１３２】
　［実施例２．３］　内因性過酸化水素および持続放出過酸化水素を発生させる抗微生物
性の系の改善された製剤の特徴　－　炭水化物および水の濃度を変化させる
　この実施例は、過剰な水がグルコースオキシダーゼの加水分解を引き起こすことがある
ことから、本発明による製剤中に存在する水の量を最低限にして、安定性に関する問題を
最小化する試みについて記載するものである。この製剤は、Ｈ２Ｏ２の発生と適用の容易
性とを可能にするのに十分な、かつ、保管中の糖の沈殿を防止するのに十分な水を必要と
する。これ以前の製剤中で観察される沈殿および顆粒状組織の主要な発生源を確認するた
めに、実施例２．２に記載の要領で様々な濃度の糖を混合して加熱する。この分析から、
この作用を低下させるために糖濃度を調整する。酵素の添加後、適当な製剤を試験して、
抗菌活性を定量する。
【０１３３】
　水の濃度は、酵素活性、適用の容易性および糖の沈殿防止を可能にする最低濃度である
２０％～１０％に低下させ得ることが見出される。
　糖を無制御状態で加熱処理すると、カラメル化を生じ、その結果、黄色から褐色の色合
いを獲得する製剤が生じる傾向がある。カラメル化を排除し、それにより清澄な材料を作
製するために、ある製造法が開発され、この方法では、糖の添加と、加熱によるその溶解
の順序が、カラメル化の過程を回避するよう慎重に選択される。この製剤にグルコースオ
キシダーゼ酵素を加え、抗菌活性、安定性および適用への適性を評価した。プロトタイプ
製剤に対するこうした改良により、本明細書に記載のすべての将来的な製剤／系の基礎が
形成される。
【０１３４】
　［実施例３］　内因性過酸化水素のリザーバーおよび持続放出を有する抗微生物性の単
一成分系。
　抗微生物性の単一成分系の製剤（以後「抗微生物性の系」またはＡ３ＩＳまたはＡ３Ｉ
Ｓと呼ぶ）を、表４に従い作製する。
【０１３５】
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【表４】

【０１３６】
　Ａ３ＩＳのｐＨをｐＨ５．５に設定する。この低いｐＨは、グルコースオキシダーゼの
活性範囲（ｐＨ４．０～７．０、最適ｐＨ５．５）内である。必要に応じ、表５に示すよ
うに緩衝剤を加えて所望のｐＨを得ることができる。緩衝剤は精製水中で予め溶解させて
、上述の製剤から精製水の一部を置換する。
【０１３７】

【表５】

【０１３８】
　所望のｐＨに依存して、異なる比率の緩衝成分を使用できることは理解されよう。
　実施例２に記載のプロトタイプおよびこの項に記載のＡ３ＩＳが本発明による使用に適
した製剤となることは理解されよう。続いての実施例は、Ａ３ＩＳの多様な特徴の分析を
示すものである。
【０１３９】
　表４に記載の糖は以下の順序で加える：フルクトース、グルコース、マルトースおよび
スクロース。次の炭水化物を加える前におよそ９０℃に加熱することにより、各炭水化物
は水中で完全に溶解させる。あるいは、糖は、上述の要領で、ただし－０．５バールの真
空下で、調製することもでき、この真空が糖の沸点を９０℃以下の温度に下げ、これによ
り変色を防止する。
【０１４０】
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　炭水化物が完全に溶解して透明になったら、その混合物を６０℃以下に冷却させ、そし
て水中で予め溶解させておいた任意選択の緩衝成分を主要な混合物に加える。
　基礎となる混合物が４０℃以下の温度、酵素活性の保持を可能にする温度、であるとき
、水中で予め溶解させておいたグルコースオキシダーゼ酵素をこの混合物に加えて分散さ
せる。混合物を室温に冷却させる。混合物が冷えたらアルミニウム管中に分配し、次いで
この管を密封する。管を室温で保管する。
【０１４１】
　［実施例３．１］　内因性過酸化水素および持続放出過酸化水素を発生させる抗微生物
性のプロトタイプ系　－　酵素の濃度および種類を変化させる
　蜂蜜は、グルコースオキシダーゼ以外にも、ジアスターゼおよびインベルターゼなどい
くつかの酵素を含有することが知られている。ジアスターゼ酵素およびインベルターゼ酵
素を実施例２のプロトタイプ製剤中に組み込み、それらの酵素が製剤中の異なる炭水化物
に作用することで、速度は落ちるが持続的なＨ２Ｏ２放出を可能にすることにより、全体
の抗菌活性を高めることができるかどうか確認する。
【０１４２】
　本発明者は、この抗菌活性の向上の可能性を確認するために、酵素のいくつかの組合せ
および濃度を調査する。様々な組合せのジアスターゼおよびインベルターゼをＡ３ＩＳに
加え、グルコースオキシダーゼのみを含有するＡ３ＩＳと比較する。本発明者は、複数の
酵素を含有する製剤のいずれにおいても抗菌活性の向上を見出さない。
【０１４３】
　異なる濃度のグルコースオキシダーゼも組み込んで、その量／活性の関係を確認するた
めに、分光光度アッセイにより比較する。Ａ３ＩＳの抗菌活性は、グルコースオキシダー
ゼの濃度に比例して増す。実質的な抗菌作用は、０．０５％の酵素濃度で達成される（図
５－１）。
【０１４４】
　このことは、一定範囲の抗菌活性はグルコースオキシダーゼの濃度を変化させることに
より達成できることを示すものである。この酵素は、混合中に材料全体にわたり容易に分
散させることができる。
【０１４５】
　［実施例４］　Ａ３ＩＳ　－　過酸化水素を発生させる革新的で増強された系
　Ｍｅｒｃｋｏｑｕａｎｔの試験ストリップ（番号１００１１、Ｍｅｒｃｋ、ドイツ）を
用い、以下の方法（Ｋｅｒｋｖｌｉｅｔ、１９９６およびＳｅｒｒａｎｏら、２００４）
に従って過酸化水素を定量化する。結果を１リットル当たりのＨ２Ｏ２のミリグラムで表
す。過酸化水素の定量にとってこの方法が適切であることは、新しく調製したマヌカ蜂蜜
希釈物に液体Ｈ２Ｏ２を添加して、このアッセイがＨ２Ｏ２の存在量を正確に検出できる
ことを検証することにより、検証する。
【０１４６】
　表６および図５－２は、シグマ・アルドリッチの０．５％ＧＯＸ酵素５６００Ｕ／ｇを
含有し脱イオン水（ＤＩ）中で５０％（Ｃ１）、２５％（Ｃ２）、１２．５％（Ｃ３）ま
たは６．２５％希釈されたＡ３ＩＳが、ＤＩ水中で５０％希釈されたマヌカ蜂蜜と比較し
て、濃度が顕著に高い過酸化水素を発生させることを示すものである。
【０１４７】
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【表６】

【０１４８】
　図５－３は、このような増加した過酸化水素生成（ＤＩ水中で２５％希釈されたＡ３Ｉ
Ｓ）が少なくとも４８時間にわたり維持されることを示すものである。
【０１４９】
　［実施例４．１］　Ａ３ＩＳ　－　グルコースオキシダーゼ濃度増加に伴う抗微生物活
性増加
　図５－４は、分光光度阻害バイオアッセイを用いて測定した、グルコースオキシダーゼ
の濃度範囲と黄色ブドウ球菌に対する抗微生物作用の用量反応関係を示すものである。
【０１５０】
　図５－４は、製造中に組み込まれるグルコースオキシダーゼの濃度を変化させることで
製造される製剤を調整し得ることから、効力／有効性の問題に対処することが可能である
ことをさらに実証するものであり、黄色ブドウ球菌、緑膿菌および大腸菌についての結果
を示す。
【０１５１】
　［実施例５］　Ａ３ＩＳ　－　過酸化水素の内因性リザーバー
　Ａ３ＩＳを５０％～０．１％の希釈範囲内で水と混合すると、過酸化水素の遊離が直ち
に検出される。表７は、Ｔ＝０の時点で７５ｍｇ／Ｌまでの過酸化水素が検出されること
を示すものである。このことは、０時間で過酸化物の遊離が一切記録されないマヌカ蜂蜜
とは対照的であり（実施例１の表３を参照のこと）、そして製剤工程中に発生した、過酸
化水素の顕著な内因性リザーバーの存在を実証するものである。
【０１５２】
　また、希釈された試料のインキュベーション３時間後にＡ３ＩＳ中で検出される過酸化
物の量は、天然の蜂蜜中で検出される量を顕著に上回る、表７。
【０１５３】
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【表７】

【０１５４】
　この内因性リザーバー（Ａ３ＩＳ中に存在するＧＯＸの量に依存する１０～７５ｍｇ／
ｌの間の範囲の過酸化水素がここでは示される）を、図５－１、図５－２および表７に示
す。このようなリザーバーは、有利なことにＡ３ＩＳの適用により、即時に作用するため
の過酸化水素およびその抗微生物活性をもたらす。希釈されると生成する、より高い濃度
の過酸化水素と組み合わせることにより、このリザーバーは、マヌカ蜂蜜など他の系と比
較して顕著に向上した抗微生物作用に寄与すると期待されよう。
【０１５５】
　［実施例６］　Ａ３ＩＳ　－　過酸化水素の内因性リザーバーは保存に安定である
　Ａ３ＩＳの驚くべき、かつ有利な特色は、図６に示すように、抗微生物活性と過酸化水
素リザーバーとの両方が、時間を経ても保持されることである。
【０１５６】
　安定性に供されたバッチは、そのバッチが最初に作製された際に検出されたものと同じ
濃度のＨ２Ｏ２を保持することから、Ａ３ＩＳにより生成される利用可能なＨ２Ｏ２リザ
ーバーは保存に安定である。安定性を通じて即時利用可能なＨ２Ｏ２が保持されることは
、Ａ３ＩＳ製剤がもつ固有の特色である。抗微生物活性を評価するためのウェル拡散アッ
セイを用い、本発明者は、一定したレベルの抗微生物活性が時間を経ても維持されること
を実証する。図７－１は、各サンプリング時点で測定した阻害領域と、３カ月の期間中の
９５％信頼限界を用いてグラフ化した結果とを示すものである。同様に、図７－２は、９
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カ月にわたり抗微生物活性の安定性が持続されることを示す。安定性持続のデータは、Ａ
３ＩＳ製剤が１４カ月の期間の後でも活性の喪失を示さないことを示唆する。
【０１５７】
　抗微生物活性を評価するためのウェル拡散アッセイを用い、本発明者は、一定したレベ
ルの抗微生物活性が時間を経ても維持されることを実証する。図７－１は、各サンプリン
グ時点で測定した阻害領域と、３カ月の期間中の９５％信頼限界を用いてグラフ化した結
果とを示すものである。同様に、図７－２は、９カ月にわたり抗微生物活性の安定性が持
続されることを示す。安定性持続のデータは、Ａ３ＩＳ製剤が１４カ月の期間の後でも活
性の喪失を示さないことを示唆する。
【０１５８】
　［実施例７］　Ａ３ＩＳ　－　黄色ブドウ球菌に対する強力な抗微生物活性
　Ａ３ＩＳは、黄色ブドウ球菌に対する抗微生物活性を有することが示される。図８－１
および図８－２は、２つの別々のプロトコール、すなわちＮＣＣＬＳのガイドライン、方
法（図８－１）と、医療機器メーカーの特定のプロトコール（図８－２）とを用いて６．
０時間にわたり実施した細菌の殺菌曲線を示すものである。Ａ３ＩＳは、マヌカ蜂蜜と比
較して向上した有効性と、銀包帯に匹敵する有効性とを有する。
【０１５９】
　図８－３は、Ａ３ＩＳ、Ｍｅｄｉｈｏｎｅｙ（登録商標）および１０％フェノールゲル
についての阻害アッセイ（３日間繰返し）の、Ａ群ベータ溶血性連鎖球菌の５臨床分離株
に対して試験した際の結果を示すものである。Ａ３ＩＳは、普通のｐＨ５．５（試験材料
Ａ）およびｐＨ７（試験材料Ｂ）のものであり、ＧＯＸを含有しないＡ３ＩＳの陰性対照
が含まれる。Ａ３ＩＳ製剤は、１０％フェノールゲルに匹敵するｉｎ　ｖｉｔｒｏでの有
効性を呈し、Ｍｅｄｉｈｏｎｅｙ（登録商標）より優れている。
【０１６０】
　［実施例８］　Ａ３ＩＳ　－　カンピロバクターに対する強力な抗微生物活性
　Ａ３ＩＳは、カンピロバクターに対する抗微生物活性を有することが示されている。図
８－４は、カンピロバクター種の５臨床分離株に対して試験した際の、Ａ３ＩＳ製剤、マ
ヌカ蜂蜜および１０％フェノールゲルについての阻害アッセイ（３日間繰返し）の結果を
示すものである。Ａ３ＩＳ製剤は、普通のｐＨ５．５（試験材料Ａ）およびｐＨ７（試験
材料Ｂ）のものであり、ＧＯＸを含有しない陰性対照Ａ３ＩＳが含まれる。結果は、ｉｎ
－ｖｉｔｒｏでの顕著な抗カンピロバクター有効性と、マヌカ蜂蜜を超えるＡ３ＩＳの優
位性とを示唆する。
【０１６１】
　［実施例９］　Ａ３ＩＳ　－　プロピオニバクテリウム・アクネスに対する強力な抗微
生物活性
　Ａ３ＩＳはプロピオニバクテリウム・アクネス（Ｐ．アクネス）に対する抗微生物活性
を有することが示されている。
【０１６２】
　図９－１は、様々なインキュベーション条件下（好気的な明条件および暗条件、嫌気的
な明条件および暗条件）でのＰ．アクネスに対するＡ３ＩＳの阻害結果を示すものである
。Ａ３ＩＳはＰ．アクネスに対する高度の活性を呈し、この材料がにきびへの局所適用に
可能性を有し得ることが示唆される。Ａ３ＩＳと、抗生物質が組み込まれているいくつか
の市販製品を含む現在入手可能な抗にきび市販製品とについての結果を図９－２に示す。
この結果は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの抗にきび有効性「に関しては」、Ａ３ＩＳが、クリン
ダマイシンおよび過酸化ベンゾイルを含有する市販の抗にきび製品に匹敵することを示唆
する。
【０１６３】
　［実施例１０］　Ａ３ＩＳ　－　ＭＲＳＡに対する強力な抗微生物活性
　この抗微生物性の系の製剤は、異なる３日間においてＭＲＳＡの８菌株に対し抗微生物
活性を有することが示されており、１０％フェノールの標準およびマヌカ蜂蜜と比較して
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ある　図１０。Ａ３ＩＳ製剤は、普通のｐＨ５．５（試験材料Ａ）およびｐＨ７（試験材
料Ｂ）のものであり、ＧＯＸを含有しない陰性対照Ａ３ＩＳが含まれる。結果は、ｉｎ－
ｖｉｔｒｏでの顕著な抗ＭＲＳＡ有効性と、マヌカ蜂蜜および１０％フェノールゲル対照
を超えるＡ３ＩＳの優位性とを実証するものである。阻害領域を図１１－１に示す。試験
材料ＡはｐＨ５．５に調整し、そして試験試料ＢはｐＨ７に調整されている。図１１－１
は、マヌカ蜂蜜よりおよそ３００％良好な、Ａ３ＩＳの向上した結果を示す。このことは
、Ａ３ＩＳはマヌカ蜂蜜に勝り上回る、優れた、かつ有利な特性を有することを明確に示
すものである。
【０１６４】
　［実施例１１］　Ａ３ＩＳ　－　乳腺炎の臨床分離株に対する強力な抗微生物活性およ
び生乳における活性の保持
　図１１－２は、乳腺炎の原因となる黄色ブドウ球菌微生物の２２臨床分離株に対して試
験した際の、Ａ３ＩＳおよび抗生物質４種（バンコマイシン、ストレプトマイシン、テト
ラサイクリンおよびクロラムフェニコール）についての阻害アッセイ（３日間繰返し）の
結果を示すものである。Ａ３ＩＳ製剤は、これらすべての抗生物質より優れたｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏでの有効性を示す。臨床分離株番号１５は、バンコマイシン、ストレプトマイシン
およびテトラサイクリンに耐性があり、そしてクロラムフェニコールに対しては緩やかな
感受性を示すにすぎないが、Ａ３ＩＳに対しては感受性を示す。
【０１６５】
　図１１－３は、乳腺炎の原因となる黄色ブドウ球菌微生物の２２臨床分離株に対して試
験した際の、Ａ３ＩＳについての阻害アッセイ（３日間繰返し）の結果を示すものである
。Ａ３ＩＳ製剤は、乳腺炎用の主要な市販の多種抗生物質製品３種に匹敵するｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏでの有効性を呈し、これらの製品のうち１種より優れている。
【０１６６】
　図１１－４は、乳腺炎の原因となる黄色ブドウ球菌生物の２１臨床分離株に対する、２
％ナイシン溶液との対比で試験したＡ３ＩＳについての阻害アッセイ（３日間繰返し）の
結果を示すものである。Ａ３ＩＳ製剤は、２％ナイシン溶液より優れたｉｎ　ｖｉｔｒｏ
での有効性を示す。注：図１１－２の臨床分離株番号１５は、貯蔵状態から回復不能であ
ったため、このアッセイに含まれていない。
【０１６７】
　図１１－５は、ナイシン有効性試験中の阻害領域内に２％ナイシン耐性コロニーが存在
することを示すものである。Ａ３ＩＳ耐性コロニーは、阻害領域アッセイに基づく有効性
試験では一切観察されておらず、分光光度に基づくＡ３ＩＳ阻害アッセイ後に培養物の再
増殖が生じることもなかった。
【０１６８】
　生乳５ｍｌに黄色ブドウ球菌の一夜培養物０．１ｍｌ（およそ５×１０７ｃｆｕ／ｍｌ
を含有する）を接種してから、Ａ３ＩＳ製剤０．５ｍｌを加える。この混合物を３７℃で
一夜インキュベートする。次に、この混合物を、Ｈ２Ｏ２生成と、接種された黄色ブドウ
球菌の生存について分析する。この乳中では１００ｍｇ／ｌを超える濃度のＨ２Ｏ２が検
出され、接種されたブドウ球菌のほとんどは回復しない。この混合物は、この温度で一夜
インキュベーションした後に予想される酸敗の兆候は示さない。対照的に、Ａ３ＩＳを加
えていない生乳は酸敗し、凝固する。この知見は、Ａ３ＩＳは生乳などの複合培地中でも
活性を保持することを示唆するものである。
【０１６９】
　［実施例１２］　Ａ３ＩＳ　－　ｉｎ－ｖｉｔｒｏでの毒性／刺激性測定
　２ｍＭのＬ－グルタミン、１０％ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）を含むＥａｇｌｅｓ　Ｍｉｎ
ｉｍｕｍ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ（ＥＭＥＭ）中で培養し５％　ＣＯ２中で
３７℃でインキュベートした正常なヒト線維芽細胞（ＮＨＦ、ＥＣＡＣＣ９００１１８０
７）および正常なヒトケラチン生成細胞（ＮＨＫ、ＣＣ－２５０１）を用いて、毒性／刺
激性を定量する。２４ウェルプレートおよび１２ウェルプレートを用い、ニュートラルレ
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ッドおよび３－（４，５－ジメチルチアゾール－２－イル）－２，５－ジフェニルテトラ
ゾリウムブロミド（ＭＴＴ）（シグマ）の両方を用いて、直接接触による細胞アッセイ用
の「Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ　Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔ」による三次元アッ
セイの３回繰り返しを実施して、試験材料を８時間インキュベーションした後の生存率を
評価する（アジ化ナトリウムが陽性対照、銀ゲル、亜鉛ゲル、Ａ３ＩＳおよび新鮮培地の
濃縮物が陰性対照）。
【０１７０】
　Ｌ９２９細胞（マウス線維芽細胞ＥＣＡＣＣ８５０１１４２５）を用いた、ＩＳＯ１０
９９３の寒天重層法による細胞毒性試験、すなわちｉｎ　ｖｉｔｒｏ法も使用する。手短
に言うと、細胞のコンフルエント単層をインキュベートし、次にこれを軟らかい寒天１．
５ｇ／ｌを含有する単層の新鮮培地（ＥＭＥＭ、２ｍＭのＬ－グルタミン、５％ＦＢＳ、
２％ペニシリン－ストレプトマイシン）で覆い、固める。表面の１０分の１を試験材料（
先に説明した）で覆い、２４時間インキュベートする。インキュベーション後、試験材料
を慎重に除去し、新鮮培地中に生体染料（ニュートラルレッド）を加える。インキュベー
ション後、これを除去し、細胞を洗浄した後、染料を細胞から抽出し、細胞生存率につい
て分光光度的に定量化する。
【０１７１】
　角質層で見られるような分化したケラチン生成細胞、すなわち培養した皮膚相当物に対
するこの製剤および対照の刺激作用を確認するために、皮膚の三次元皮膚モデル（Ｓｋｉ
ｎｅｔｈｉｃ、フランス）も用いる。このアッセイは、表皮の三次元皮膚モデルを用い、
いくつかの時点で実施する。再構成されたヒト表皮モデルは、エアリフト培養による、多
層の生きた表皮組織の構成体から成り、無血清の化学的に定義された培地中、ポリカーボ
ネート製挿入物中で作製されており、ｉｎ　ｖｉｖｏでのヒト表皮と同等の正常な超微細
構造および機能性を特色とする。ｉｎ　ｖｉｔｒｏで再構成した４つ組のヒト表皮組織、
１７日齢、（大きさ０．６３ｃｍ２）に、この製剤を１ｃｍ２当たり２～１０ｍｇ、３時
間および２４時間局所投与し、ドイツ連邦リスクアセスメント研究所（ＢＦＲ－ＺＥＢＥ
Ｔ）により認可されたプロトコールを用いたＭＴＴアッセイを使用して、組織生存率を評
価する。
【０１７２】
　試験材料の免疫賦活作用および刺激作用を評価するため、先に記載の刺激性アッセイで
得られた細胞培養物の上澄みを、サイトカインおよび酵素の測定用のＩＬ－１酵素結合免
疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）および乳酸デヒドロゲナーゼ（
ＬＤＨ）ＥＬＩＳＡ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）を用いて分析する。
【０１７３】
　刺激性アッセイ用に使用する３Ｄ皮膚モデルの断面をヘマトキシリンおよびエオシン（
Ｈ＆Ｅ）で染色する、技術的手順は以下を含む：
　固定：固定剤中で組織を機械的および生化学的に安定化させる。この固定剤は、中性緩
衝ホルマリン、すなわちリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）中の１０％ホルムアルデヒドで
ある。
【０１７４】
　包埋：使用する技法は、ワックス包埋である。徐々に濃度が増す（２０％、３０％、４
０％、５０％、８０％および１００％）純粋エタノール中に試料を連続的に浸漬して組織
を脱水した後、洗浄剤、キシレン（１００％）、および、最後に、熱い溶融したパラフィ
ンワックスに浸漬（含浸）してから、冷却して硬化させる。
【０１７５】
　切片作製：次に、マイクロトームを用いて試料の組織を５マイクロメートルの切片に切
る。次に、この薄片を染色のためにスライドガラス上に置く。
　染色：顕微鏡下で組織を見るためにヘマトキシリンおよびエオシン（Ｈ＆Ｅ）を用いて
切片を染色し、各試験材料により生じる表面の表皮の劣化速度を評価する。
【０１７６】



(36) JP 5563822 B2 2014.7.30

10

20

30

40

50

　図１２－１および図１２－２は、ＮＨＦ（正常なヒト線維芽細胞）およびＮＨＫ（正常
なヒトケラチン生成細胞）に対するＭＴＴ生存率アッセイによる、Ａ３ＩＳの初期毒性評
価の結果を示すものである。以下の式により毒性率（％）を計算した：毒性率（％）＝｛
１－（試験材料ウェルの平均ＯＤ／対応する対照ウェル（試験材料を加えていない）の平
均ＯＤ）｝×１００。このアッセイに含まれるのは、５０％濃度のＡ３ＩＳ、一定の濃度
範囲の市販の銀含有ゲル製品および市販の亜鉛含有ゲル製品であり、アジ化ナトリウム（
陽性対照）と比較してある。この毒性アッセイに使用する試験材料の濃度は刺激性アッセ
イに使用する濃度の２倍（ウェル当たり１００ｍｇ）であり、接触時間は８時間に延ばし
た。
【０１７７】
　図１２－３は、Ｌ９２９上でニュートラルレッドを用いた、ＩＳＯ国際基準１０９９３
－５の寒天重層法による２４時間にわたる細胞毒性アッセイの結果を示すものである。以
下の式により毒性率（％）を計算した：毒性率（％）＝｛１－（試験材料ウェルの平均Ｏ
Ｄ／対応する対照ウェル（アジ化ナトリウム添加）の平均ＯＤ）｝×１００。このアッセ
イに含まれるのは、５０％濃度のＡ３ＩＳ、一定の濃度範囲の市販の銀含有ゲル製品およ
び市販の亜鉛含有ゲル製品であり、アジ化ナトリウム（陽性対照）と比較してある。アジ
化ナトリウム陽性対照を毒性１００％とする。寒天重層法によるこの毒性アッセイに使用
した試験材料の量は、最初の直接接触アッセイに使用した量と同様にウェル当たり１００
ｍｇであったが、接触時間は２４時間に延ばした。
【０１７８】
　Ｓｋｉｎｅｔｈｉｃ（登録商標）の３Ｄ皮膚モデルを用いた、一定範囲の接触時間につ
いての試験材料の刺激性アッセイの結果を図１２－４に示す。再構成されたこのヒト表皮
モデルは、エアリフト培養による、多層の生きた表皮組織の構成体から成り、無血清の化
学的に定義された培地中、ポリカーボネート製挿入物中で作製されており、ｉｎ　ｖｉｖ
ｏでのヒト表皮と同等の正常な超微細構造および機能性を特色とする。この直接接触が３
Ｄ皮膚試料に及ぼす作用を、図１２－５および図１２－６では、比較用の銀含有ゲル製品
についてヘマトキシリン／エオシン（Ｈ＆Ｅ）で染色した断面上に示す。図１２－７およ
び図１２－８は、３Ｄ皮膚試料上にＡ３ＩＳ製剤を直接接触させた後のＨ＆Ｅで染色した
断面を示すものである。この結果は、銀製剤は基底層からの表皮層の剥離を引き起こすが
、試料のＡ３ＩＳ製剤は損傷を呈さないことを示すものである。
【０１７９】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏで再構成した４つ組のヒト表皮組織、１７日齢、（大きさ０．６３ｃ
ｍ２）に、この製剤を１ｃｍ２当たり２～１０ｍｇ、３時間および２４時間局所投与し、
ドイツ連邦リスクアセスメント研究所（ＢＦＲ－ＺＥＢＥＴ）により認可されたプロトコ
ールを用いたＭＴＴアッセイを使用して、組織生存率を評価した。以下の式により刺激性
率（％）を計算した：刺激性率（％）＝｛１－（試験材料皮膚の平均ＯＤ／対応する対照
皮膚（試験材料を加えていない）の平均ＯＤ）｝×１００。Ａ３ＩＳは、この三次元アッ
セイでは、試験した市販製品より低い刺激性を示す。
【０１８０】
　［実施例１３］　Ａ３ＩＳ　－　皮膚細胞からの炎症性ＩＬ－１放出の誘導
　図１３－１は、４８時間にわたる３Ｄ刺激性アッセイ中に除去された上澄みのＥＬＩＳ
Ａアッセイの結果を示すものであり、Ａ３ＩＳ製剤、アジ化ナトリウム陽性対照および市
販の銀含有ゲル製品に曝露された際のＩＬ－１の放出を測定および比較してある。この結
果は、Ａ３ＩＳ製剤に曝露された皮膚細胞からＩＬ－１が放出されることを示唆する。図
１３－２は、刺激性試験プロトコール中に使用された細胞培地中に放出された乳酸デヒド
ロゲナーゼ（ＬＤＨ）の測定値を図示するものである。結果は、Ａ３ＩＳ製剤、アジ化ナ
トリウム陽性対照および市販の銀含有ゲル製品への曝露後の、細胞によるＬＤＨ放出を示
す。乳酸デヒドロゲナーゼは、破壊性化合物に曝露された細胞により放出される。この結
果は、Ａ３ＩＳ製剤は市販の銀含有ゲル製品より毒性が低いことを示唆する。
【０１８１】
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　［実施例１４］　Ａ３ＩＳ　－　最終的な滅菌
　Ａ３ＩＳをガラス瓶およびプラスチック管中に充填した。次に、これらをガンマ線照射
により滅菌した。滅菌後、試料の抗菌活性を、予め滅菌しておいた場合の結果と比較した
。ガンマ線照射により活性は低下しないことが見出された。一次容器はわずかに変色して
いたが、照射過程は試験材料の活性にも色にも影響しなかった。図１４は、ガンマ線照射
前後の、黄色ブドウ球菌、大腸菌および緑膿菌に対するＡ３ＩＳの有効性を示すものであ
る。
【０１８２】
　［実施例１５］　Ａ３ＩＳ　－　抗細菌包帯としての、コラーゲン－ＧＡＧ（グリコサ
ミノグリカン）マトリックス中への組込み
　黄色ブドウ球菌上に載せたＧＡＧ中のＡ３ＩＳの写真およびＧＡＧの浸潤の写真（図１
５－１～図１５－３）。
【０１８３】
　先に記載したようなコラーゲン－ＧＡＧ（グリコサミノグリカン）マトリックス（Ｗｉ
ｌｋｉｎｓ，Ｌ．，Ｍ．ら、１９９３、Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ａ　ｂｉｌａｙ
ｅｒｅｄ　Ｌｉｖｉｎｇ　Ｓｋｉｎ　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ　ｆｏｒ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ｏｒｇａｎｏｇｅｎｅｓｉｓ　Ｉｎｃ．）を調合し、このマ
トリックスにＡ３ＩＳを１：１の比率で加えた。
【０１８４】
　この混合物を滅菌済みの表面上に垂らしておよそ１ｍｍの薄層を形成させ、インキュベ
ーター中で２４時間乾燥させて皮膚用包帯を形成する。一旦乾いたら、１ｃｍの切片を切
り取り、黄色ブドウ球菌、大腸菌およびＰ．アクネスが接種されている、接種済み寒天プ
レート上に置く。黄色ブドウ球菌、大腸菌およびＰ．アクネスに対する抗菌活性を観察す
る。この包帯下では明瞭に区切られた阻害領域が観察され、細菌増殖は観察されない。
【０１８５】
　時間Ｔ０時点で６ウェルプレート中のＮＨＦ（正常なヒト線維芽細胞）のコンフルエン
トの単層上に、試験切片も置く。毒性はほとんどない状態からまったくない状態であった
ことが見出される。
【０１８６】
　細胞培養ウェル中で、ＮＨＦ細胞と共に試験切片も同時にインキュベートした。ＮＨＦ
細胞は、予想されたとおり細胞培養ウェルの底に付着することに加え、試験切片にも浸潤
、付着し、その上で増殖することが見出された。このことは、Ａ３ＩＳを組み込んである
コラーゲン－ＧＡＧマトリックスが細胞の付着および増殖に適したマトリックスであるこ
とを実証するものである（図１５－２および図１５－３を参照のこと）。
【０１８７】
　［実施例１６］　Ａ３ＩＳ　－　アルコールゲル中への組込み
　Ａ３ＩＳを、無水アルコール、ウルトレズ（ｕｌｔｒｅｚ）１０ゲル化剤、ジイソプロ
パノールアミンおよびプロピレングリコールから成るアルコールゲル（Ａ３ＩＳの添加前
に混合する）と混合し、その結果、非粘着性の透明な材料を得る。黄色ブドウ球菌、大腸
菌およびＰ．アクネスに対する阻害領域を確認するため、ウェル拡散および表面拡散バイ
オアッセイを用いて、このゲル製剤を試験する。黄色ブドウ球菌についての結果を示す　
図１６－１。この場合においては、ゲルマトリックスの吸収特性、要するに寒天マトリッ
クス中への自由な拡散を許さない特性により阻害領域が不自然に小さいが、ゲルマトリッ
クスの周囲に明瞭な領域があることに注意されたい。
【０１８８】
　このゲル製剤を、凍結融解試験を含む６週間の短期間安定性試験に供する。結果は、試
験期間を通じてこのゲル製剤が安定性を維持することを示唆するものであった　図１６－
２。結果を黄色ブドウ球菌について示す。
【０１８９】
　［実施例１７］　Ａ３ＩＳ　－　市販の創傷用包帯上への組込み
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　創傷用包帯中のＡ３ＩＳの写真　図１７
　先に記載の要領で、Ａ３ＩＳ製剤を様々な市販の包帯カルトスタット（Ｋａｌｔｏｓｔ
ａｔ、登録商標）（Ｃｏｍｖｉｔａ）、ケンダール（Ｋｅｎｄａｌ、登録商標）（Ｔｅｌ
ｆａ）およびコラーゲン－ＧＡＧ（グリコサミノグリカン）マトリックスの表面上に垂ら
し、数時間かけて包帯の中に拡散させておよそ１ｍｍの薄層を形成させた。１ｃｍ２の切
片を切り、予め黄色ブドウ球菌、大腸菌および緑膿菌を接種しておいた寒天プレート上に
載せた。次に、Ａ３ＩＳを染み込ませた包帯の抗細菌有効性を、アクアセル（Ａｑｕａｃ
ｅｌ、登録商標）（Ｃｏｎｖａｔｅｃ）およびベタディン（Ｂｅｔａｄｉｎｅ、登録商標
）（Ｓｅｔｏｎ）、ならびに、元素としての銀およびヨウ素を含有する市販の包帯と比較
した　図１７。Ａ３ＩＳ包帯は、アクアセル（登録商標）（Ｃｏｎｖａｔｅｃ）およびベ
タディン（登録商標）（Ｓｅｔｏｎ）、ならびに、元素としての銀およびヨウ素を使用し
ている市販の包帯と同程度に抗微生物的に有効であることが見出された。
【０１９０】
　［実施例１８］　Ａ３ＩＳ　－　爪真菌症に対する強力な抗微生物活性
　真菌性の爪感染症の処置におけるＡ３ＩＳの有効性についての症例研究を、ヒトボラン
ティアに対して実施した。感染している爪は右足の親指の爪であり、感染症は爪の左側に
限局されていた。感染症は相当な期間、およそ２年間存在していた。処置の前に、感染し
ている爪の写真を入手した　図１８－１。毎朝に１回、シャワーを浴びてタオルで拭いて
乾燥させる課題に続いて処置を実施した。爪の表面全体にわたってではなく感染領域にわ
たって、爪の表面にＡ３ＩＳを適用した。次に、水を用いて詰め綿を湿らせておいた絆創
膏でＡ３ＩＳを覆い、したがって、１日の残りの時間、爪は密封包帯の中に覆われた　図
１８－２。この処置を３週間にわたり毎日実施した。２日間の後、もう１枚写真を撮影し
た　図１８－３。このときは色が濃くなっていることから、爪の感染領域の外見が変わっ
たことは明らかである。処置の期間中、感染していない爪が伸びる区域が徐々に大きくな
る現象が生じる以外は、さらなる物理的変化の証拠はほとんどなかった。処置開始８週間
後にさらに撮影した写真を示す　図１８－４。この写真では、感染していない爪の筋がは
っきり見え、皮膚糸状菌が排除されたことが示唆される。
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