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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫不全症を罹患している被験者における、微生物感染症の治療又は防止用組成物であ
って、
　プロテアーゼ活性を有するポリペプチドを含み、
　前記ポリペプチドがタイセイヨウダラ（Gadus morhua）由来のトリプシンである、微生
物感染症の治療又は防止用組成物。
【請求項２】
　前記免疫不全症が、続発性又は後天性免疫不全症である、請求項１に記載の微生物感染
症の治療又は防止用組成物。
【請求項３】
　前記被験者が原発性免疫不全症を有する、請求項１又は２に記載の微生物感染症の治療
又は防止用組成物。
【請求項４】
　前記被験者が、Ｔ細胞及びＢ細胞の複合免疫不全症、抗体欠損症、ウィスコット・アル
ドリッチ症候群、毛細血管拡張性運動失調症、運動失調様症候群、ナイミーヘン染色体不
安定症候群、ブルーム症候群、ディ・ジョージ症候群（胸腺欠損に随伴する場合）、軟骨
・毛髪形成不全症、シムケ症候群、ヘルマンスキー・パドラック症候群２型、高ＩｇＥ症
候群、慢性粘膜皮膚カンジダ症、免疫不全を伴う肝静脈閉塞症（ＶＯＤＩ）、ＸＬ－先天
性角化異常症（ホイエラール・レイダーソン症候群）、免疫調節異常の疾患、食細胞の数
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及び／又は機能の先天性欠損症、先天性免疫における欠損症、自己炎症性疾患、及び補体
欠損症からなる群より選択される原発性免疫不全症を有する、請求項１～３のいずれか１
項に記載の微生物感染症の治療又は防止用組成物。
【請求項５】
　前記微生物感染症が、
　口腔及び／又は咽頭の二次感染、
　鼻漏、口腔の真菌感染症及び／又は歯茎炎症、
　細菌感染症、ウイルス感染症、真菌感染症、及び酵母感染症、
　からなる群より選択される微生物感染症である、請求項１～４のいずれか１項に記載の
微生物感染症の治療又は防止用組成物。
【請求項６】
　前記ポリペプチドが、タイセイヨウダラ由来のトリプシンＩである、請求項１～５のい
ずれか１項に記載の微生物感染症の治療又は防止用組成物。
【請求項７】
　前記ポリペプチドが、配列番号１によるアミノ酸配列を含んでなるか又はそれから構成
される、請求項６に記載の微生物感染症の治療又は防止用組成物。
【請求項８】
　前記微生物感染症の治療又は防止用組成物が、口腔及び／又は咽頭の粘膜への送達に適
した形態で提供される、請求項１～７のいずれか１項に記載の微生物感染症の治療又は防
止用組成物。
【請求項９】
　免疫不全症を罹患している被験者における、微生物感染症の治療又は防止のための医薬
の調製における、請求項１～８のいずれか１項において定義された通りの微生物感染症の
治療又は防止用組成物の使用。
【請求項１０】
　前記ポリペプチドが、タイセイヨウダラ由来のトリプシンＩである、請求項９に記載の
使用。
【請求項１１】
　前記微生物感染症の治療又は防止用組成物が口腔スプレー、鼻腔スプレー、ロゼンジ、
香錠、チューインガム、又は液体で提供される、請求項９又は１０に記載の使用。
【請求項１２】
　前記被験者が原発性免疫不全症を有する、請求項９～１１のいずれか１項に記載の使用
。
【請求項１３】
　前記被験者が、Ｔ細胞及びＢ細胞の複合免疫不全症、抗体欠損症、ウィスコット・アル
ドリッチ症候群、毛細血管拡張性運動失調症、運動失調様症候群、ナイミーヘン染色体不
安定症候群、ブルーム症候群、ディ・ジョージ症候群（胸腺欠損に随伴する場合）、軟骨
・毛髪形成不全症、シムケ症候群、ヘルマンスキー・パドラック症候群２型、高ＩｇＥ症
候群、慢性粘膜皮膚カンジダ症、免疫不全を伴う肝静脈閉塞症（ＶＯＤＩ）、ＸＬ－先天
性角化異常症（ホイエラール・レイダーソン症候群）、免疫調節異常の疾患、食細胞の数
及び／又は機能の先天性欠損症、先天性免疫における欠損症、自己炎症性疾患、及び補体
欠損症からなる群より選択される原発性免疫不全症を有する、請求項９～１２のいずれか
１項に記載の使用。
【請求項１４】
　前記微生物感染症が、
　口腔及び／又は咽頭の二次感染、
　鼻漏、口腔の真菌感染症及び／又は歯茎炎症、
　細菌感染症、ウイルス感染症、真菌感染症、及び酵母感染症、
　からなる群より選択される微生物感染症である、請求項９～１３のいずれか１項に記載
の使用。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫不全症を罹患しているか又はその感受性がある被験者における、微生物
感染症の治療又は防止における使用のための、ポリペプチドを主成分とする薬剤に関する
。
【背景技術】
【０００２】
　原発性免疫不全症（ＰＩＤ）は、免疫系の発生及び／又は機能性に本質的に影響を及ぼ
す、３００を超える遺伝的疾患の多様なグループである。それらの大部分は稀な単一遺伝
子疾患であるが、ＰＩＤの範囲は、次世代シーケンシング技術と改善された臨床的認識と
による新たな免疫不全症候群の同定とともに、常に広がりつつある。患者は、古典的には
感染症又は異常生物による感染に対し高い感受性を呈し、また自己免疫又は自己炎症性疾
患及びリンパ網内系悪性腫瘍も発症し得る。最小の又は支持療法がこれらの症状の多くに
有効ではあるが、最も重症なものには慢性の病的状態及び早期死亡を防止するための決定
的な初期治療が必要である。
【０００３】
　殆どの原発性免疫不全症の発病率は、国家登録又は国民健康調査による報告がないとい
う理由から、不確定である。合衆国では、５００，０００人ものヒトが既知の原発性免疫
不全症の１つを有し、約５０，０００の症例が毎年診断されている。原発性免疫不全症は
、男性及び女性にほぼ等しく影響を及ぼすように見える。
【０００４】
　ＰＩＤはまた、欧州では取組まれていない公衆衛生問題であり、同盟国内で推定２百万
の小児及び成人が、診断されることなく、かつそれ故に治療を勧められることなく、再発
性感染症を罹患している。
【０００５】
　以下を含む数多くの様々な治療方針が、原発性免疫不全症の管理のために開発されてき
た：
（ａ）静脈内免疫グロブリン（ｉｖＩｇ）
過去２０年にわたり、静脈内投与免疫グロブリン（ｉｖＩｇ）が、無ガンマグロブリン血
症の治療に使用されてきた。この薬剤は現在、殆どの抗体欠損症のための標準治療である
。最も一般的には、ＩＶＩＧは、Ｘ連鎖無ガンマグロブリン血症、分類不能型免疫不全症
、Ｘ連鎖高ＩｇＭ、重症複合免疫不全症、ウィスコット・アルドリッチ症候群、及び選択
的ＩｇＧクラス欠損症の患者に使用される。
ｉｖＩｇはまた、広く多様な他の病気において使用されるか、又は使用が考慮されている
。結果として、その限られた利用可能性が懸念されている。
（ｂ）骨髄移植
ＨＬＡ一致ドナーからの骨髄移植は、重症複合免疫不全症、ウィスコット・アルドリッチ
症候群、及びディ・ジョージ症候群などの、細胞性免疫不全症の患者における治療法とな
り得、かつ慢性肉芽腫性疾患の患者において有効であり得る。骨髄移植は現在、抗体欠損
症の治療には全く役立たない。
ＨＬＡ一致ドナーは、常に利用可能というわけではない。半合致ドナーからの骨髄移植で
は、長期生存率が低下し得る。したがって、遺伝子療法などの代替え戦略の研究が、さも
なければ骨髄移植を要することになる原発性免疫不全症の患者の管理に有益となることも
可能である。
（ｃ）抗生物質及び他の療法
再発性感染症が問題である場合、原発性免疫不全症の多くの患者は、抗生物質を単独で用
いるか、又はＩＶＩＧとの併用で管理される。例えば、慢性肉芽腫性疾患の患者では、ト
リメトプリム－スルファメトキサゾール（Ｂａｃｔｒｉｍ、Ｓｅｐｔｒａ）を用いた予防
療法が、重症感染症の発生率を５０％まで低減する。同様に、補体欠損症のための治療は
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、感染の防止を目指すものであり、被包性細菌のための抗生物質予防投与と免疫化とから
なる（例えば、７価肺炎双球菌ワクチン、ヘモフィルスｂ結合型ワクチン、髄膜炎菌多糖
体ワクチン）。
原発性免疫不全症のための他の治療法は、アデノシンデアミナーゼ欠損症（重症複合免疫
不全症のサブタイプ）の患者における酵素補充、及び慢性肉芽腫性疾患の患者におけるサ
イトカイン療法を包含する。
【０００６】
　より最近では、原発性免疫不全症のための遺伝子療法においても進歩があった（例えば
、非特許文献１参照）。
【０００７】
　しかしながら、原発性免疫不全症又は薬物誘発性免疫不全症などの免疫不全症の患者に
おいて微生物感染症を管理して、かかる患者の生活の質を改善するための、改良された療
法がなお必要とされている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｒｉｖａｔら、「Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ．Ｔｈｅｒ．」、２０１２年、第２
３巻、第７号、ｐ．６６８－６７５．
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明の第１の態様は、免疫不全症を罹患しているか又はその感受性がある被験者にお
ける、微生物感染症の治療又は防止における使用のための、プロテアーゼ活性を有するポ
リペプチドを提供する。
【００１０】
　「プロテアーゼ」により本発明者らは、哺乳類（例えば、ヒト）の身体において、イン
ビボでタンパク質分解を触媒することができる任意の酵素を包含する。したがって本発明
においては、制限するものではないが、セリンプロテアーゼ（例えば、トリプシン／キモ
トリプシン）、スレオニンプロテアーゼ、システインプロテアーゼ、アスパルテートプロ
テアーゼ、グルタミン酸プロテアーゼ、及びメタロプロテアーゼを包含する、任意のタイ
プのプロテアーゼが利用され得る。
【００１１】
　「免疫不全症」により本発明者らは、それにおいて被験者の免疫疾患が全体的又は部分
的に損なわれる状態を意味する。免疫不全症は、後天性又は続発性なもの、例えば、免疫
抑制療法による処置に続くものであり得、或いは、原発性、例えば、それにおいて身体の
免疫系の一部が欠如するか又は正常に機能しない自然発生的障害であり得る。したがって
、１つの実施形態では、免疫不全症は続発性又は後天性免疫不全症である。
【００１２】
　例えば、被験者における免疫不全症は、免疫抑制療法（例えば、グルココルチコイド、
細胞分裂抑制剤、抗体、イムノフィリンに作用する薬剤、インターフェロン、オピオイド
、ＴＮＦ結合タンパク質、ミコフェノレート、及び放射線療法）を用いた処置を受けたこ
とから生じ得る。
【００１３】
　免疫抑制療法は、例えば：
（ａ）移植された臓器及び組織（例えば、骨髄、心臓、腎臓、肝臓）の拒絶を防止するた
め；
（ｂ）自己免疫疾患又は自己免疫起源である疾患（例えば、リウマチ様関節炎、多発性硬
化症、重症筋無力症、全身性エリテマトーデス、サルコイドーシス、巣状分節性糸球体硬
化症、クローン病、ベーチェット病、天疱瘡、及び潰瘍性大腸炎）を治療するため：及び
（ｃ）他の非自己免疫炎症性疾患を治療するため（例えば、長期間アレルギー性喘息制御
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）、
医学において一般的に使用される。
【００１４】
　さらなる実施形態においては、免疫不全症は自然発生的免疫不全症である。例えば、免
疫不全症は、原発性免疫不全症（以下参照）、癌（例えば、白血病、リンパ腫、多発性骨
髄腫）、慢性感染症（例えば、後天性免疫不全症候群、又はＡＩＤＳ）、栄養不良、及び
／又は加齢に起因し得る。
【００１５】
　原発性免疫不全症は、患者を感染に対しより感受性にする多様な疾患を包含する。未処
置のまま放置された場合、これらの感染症は致死的となり得る。一般的な原発性免疫不全
症は、液性免疫の疾患（Ｂ細胞分化又は抗体産生に影響を及ぼす）、Ｔ細胞欠損症並びに
複合Ｂ及びＴ細胞欠損症、食細胞障害、及び補体欠損症を包含する。これらの障害の主要
な徴候は、積極的治療の甲斐もない多重感染、異常又は日和見生物による感染、生育不全
又は成長不良、及び家族歴陽性を包含する。初期の認識及び診断は、原発性免疫不全症の
経過を有意に変更でき、かつ患者のアウトカムに対しポジティブな効果をもつ。
【００１６】
　１つの実施形態では、患者は、表Ｉ～ＶＩＩＩに列記された徴候からからなる群より選
択される原発性免疫不全症を有する。
【００１７】
表Ｉ
複合Ｔ及びＢ細胞免疫不全症
　これらの障害では、Ｔリンパ球及びＢリンパ球の双方が機能不全か、又は数が減少する
。主に構成するのは、様々なタイプの重症複合免疫不全症（ＳＣＩＤ）である。
１．Ｔ－／Ｂ＋　ＳＣＩＤ（主にＴ細胞がない）：γｃ欠損症、ＪＡＫ３欠損症、インタ
ーロイキン７受容体鎖α欠損症、ＣＤ４５欠損症、ＣＤ３δ／ＣＤ３ε欠損症。
２．Ｔ－／Ｂ－　ＳＣＩＤ（Ｔ及びＢ細胞の双方がない）：ＲＡＧ１／２欠損症、ＤＣＬ
ＲＥ１Ｃ欠損症、アデノシンデアミナーゼ（ＡＤＡ）欠損症、細網異形成
３．オーメン症候群症
４．ＤＮＡリガーゼＩＶ型欠損症
５．セルヌノス（Ｃｅｒｎｕｎｎｏｓ）欠損症
６．ＣＤ４０リガンド欠損症
７．ＣＤ４０欠損症
８．プリンヌクレオシドホスホリラーゼ（ＰＮＰ）欠損症
９．ＣＤ３γ欠損症
１０．ＣＤ８欠損症
１１．ＺＡＰ－７０欠損症
１２．Ｃａ＋＋チャネル欠損症
１３．ＭＨＣクラスＩ欠損症
１４．ＭＨＣクラスＩＩ欠損症
１５．ウィングドヘリックス欠損症
１６．ＣＤ２５欠損症
１７．ＳＴＡＴ５ｂ欠損症
１８．ｌｔｋ欠損症
１９．ＤＯＣＫ８欠損症
【００１８】
表ＩＩ
主として抗体欠損症
　原発性抗体欠損症では、１つ以上のアイソタイプの免疫グロブリンが減少するか、又は
適切に機能しない。
１．Ｂ細胞がなく、結果として全てのタイプの抗体の深刻な減少を生じる：Ｘ連鎖無ガン
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マグロブリン血症（ｂｔｋ欠損症、又はブルトン型無ガンマグロブリン血症）、μ重鎖欠
損症、Ｉ５欠損症、Ｉｇα欠損症、ＢＬＮＫ欠損症、免疫不全を伴う胸腺腫
２．Ｂ細胞は不足するも存在するか、又は２つ以上のアイソタイプ（通常はＩｇＧ及びＩ
ｇＡ、時にＩｇＭ）における減少を除けば正常：分類不能型免疫不全症（ＣＶＩＤ）、Ｉ
ＣＯＳ欠損症、ＣＤ１９欠損症、ＴＡＣＩ（ＴＮＦＲＳＦ１３Ｂ）欠損症、ＢＡＦＦ受容
体欠損症。
３．Ｂ細胞は正常数で、ＩｇＧ及びＩｇＡの減少とＩｇＭの増加とを伴う：高ＩｇＭ症候
群
４．Ｂ細胞数は正常で、アイソタイプ又は軽鎖の欠損を伴う：重鎖欠損、カッパ鎖欠損、
選択的ＩｇＧサブクラス欠損症、ＩｇＧサブクラスの欠損を伴うＩｇＡ欠損症、選択的免
疫グロブリンＡ欠損症
５．正常Ｂ細胞および正常Ｉｇ濃度を伴う、特異抗原に対する特異抗体の欠損症
６．乳児一過性低ガンマグロブリン血症（ＴＨＩ）
【００１９】
表ＩＩＩ
他の充分に定義された免疫不全症候群
　正式な分類からは漏れるが、特定の臨床又は免疫学的特徴から別の方法で識別可能であ
る多数の症候群。
１．ウィスコット・アルドリッチ症候群
２．選択的ＳＣＩＤを発生しないＤＮＡ修復欠損症：毛細血管拡張性運動失調症、運動失
調様症候群、ナイミーヘン染色体不安定症候群、ブルーム症候群
３．ディ・ジョージ症候群（胸腺欠損に随伴する場合）
４．種々の免疫性骨形成不全症（免疫上の問題による骨格の異常形成）：軟骨・毛髪形成
不全症、シムケ症候群
５．ヘルマンスキー・パドラック症候群２型
６．高ＩｇＥ症候群
７．慢性粘膜皮膚カンジダ症
８．免疫不全を伴う肝静脈閉塞症（ＶＯＤＩ）
９．ＸＬ－先天性角化異常症（ホイエラール・レイダーソン症候群）
【００２０】
表ＩＶ
免疫調節異常の疾患
　いくつかの症状においては、免疫系の部分の固有活性よりもむしろ調節が最も重要な問
題である。
１．色素沈着低下又は白化を伴う免疫不全症：チェディアック・東症候群、グリセリ症候
群２型
２．家族性血球貪食症候群：パーフォリン欠損症、ＭＵＮＣ１３Ｄ欠損症、シンタキシン
１１欠損症
３．Ｘ連鎖リンパ球増殖症候群
４．自己免疫を伴う症候群：
（ａ）自己免疫性リンパ球増殖症候群：１ａ型（ＣＤ９５欠損症）、１ｂ型（Ｆａｓリガ
ンド欠損症）、２ａ型（ＣＡＳＰ１０欠損症）、２ｂ型（ＣＡＳＰ８欠損症）
（ｂ）ＡＰＥＣＥＤ（カンジダ症及び外肺葉ジストロフィーを伴う自己免疫性多腺性内分
泌不全症）
（ｃ）ＩＰＥＸ（免疫調節異常　多腺性内分泌不全症　腸疾患　Ｘ連鎖症候群）
（ｄ）ＣＤ２５欠損症
【００２１】
表Ｖ
食細胞の数、機能、又は双方の先天性欠損症
　いくつかの症状においては、食細胞の数が低減されるか、又はその機能的能力が損なわ
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れるかのいずれかである。
１．重症先天性好中球減少症：ＥＬＡ２欠損症に起因（骨髄異形成を伴う）
２．重症先天性好中球減少症：ＧＦＩ１欠損症に起因（Ｔ／Ｂリンパ球減少症を伴う）
３．コストマン症候群
４．心臓及び泌尿生殖器奇形
５．糖原病１ｂ型
６．周期性好中球減少症
７．Ｘ連鎖好中球減少症／骨髄異形成
８．Ｐ１４欠損症
９．白血球接着不全症１型
１０．白血球接着不全症２型
１１．白血球接着不全症３型
１２．ＲＡＣ２欠損症（好中球性免疫不全症候群）
１３．ベータアクチン欠損症
１４．限局性若年性歯周炎
１５．パピヨン・ルフェーブル症候群
１６．特異顆粒欠損症
１７．シュワッハマン・ダイアモンド症候群
１８．慢性肉芽腫性疾患：Ｘ連鎖
１９．慢性肉芽腫性疾患：常染色体性（ＣＹＢＡ）
２０．慢性肉芽腫性疾患：常染色体性（ＮＣＦ１）
２１．慢性肉芽腫性疾患：常染色体性（ＮＣＦ２）
２２．ＩＬ－１２及びＩＬ－２３β１鎖欠損症
２３．ＩＬ－１２ｐ４０欠損症
２４．インターフェロンγ受容体１欠損症
２５．インターフェロンγ受容体２欠損症
２６．ＳＴＡＴ１欠損症（２形）
２７．ＡＤ高ＩｇＥ
２８．ＡＲ高ＩｇＥ
２９．肺胞タンパク症
【００２２】
表ＶＩ
先天性免疫における欠損症
　いくつかの稀な症状は、先天性免疫系における欠損症に起因する。これらの症状の多く
は、皮膚の問題と関連している。
１．発汗減少性外肺葉性異形成
（ａ）ＮＥＭＯ欠損症
（ｂ）ＩＫＢＡ欠損症
２．ＥＤＡ－ＩＤ
３．ＩＲＡＫ－４欠損症
４．ＭｙＤ８８欠損症
５．ＷＨＩＭ症候群（疣贅、低ガンマグロブリン血症、感染症、骨髄中好中球貯留）
６．疣贅状表皮異形成
７．単純ヘルペス脳炎
８．慢性粘膜皮膚カンジダ症
９．トリパノソーマ症
【００２３】
表ＶＩＩ
自己炎症性疾患
　殆どの自己炎症性疾患は、感染症の素因となるよりもむしろ過度の炎症につながる。多
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くが、周期性発熱症候群として発症する。
１．家族性地中海熱
２．ＴＮＦ受容体関連周期性症候群（ＴＲＡＰＳ）
３．高ＩｇＤ症候群（ＨＩＤＳ）
４．ＣＩＡＳ１関連疾患：
（ａ）マックル・ウェルズ症候群
（ｂ）家族性低温自己炎症性症候群
（ｃ）新生児期発症多臓器炎症性疾患
５．ＰＡＰＡ症候群（化膿性無菌性関節炎、壊疽性膿皮症、アクネ）
６．ブラウ症候群
７．慢性再発性多発性骨髄炎及び先天性赤血球形成異常性貧血（マジード症候群）
８．ＤＩＲＡ（ＩＬ－１受容体アンタゴニストの欠損症）
【００２４】
表ＶＩＩＩ
補体欠損症
　補体欠損症は感染症の素因となるが、また自己免疫状態の素因ともなる。
１．Ｃ１ｑ欠損症（全身性エリテマトーデス様証拠群、リウマチ性疾患、感染症）
２．Ｃ１ｒ欠損症（同上）
３．Ｃ１ｓ欠損症
４．Ｃ４欠損症（同上）
５．Ｃ２欠損症（全身性エリテマトーデス様証拠群、血管炎、多発性筋炎、化膿性感染症
）
６．Ｃ３欠損症（再発性化膿性感染症）
７．Ｃ５欠損症（ナイセリア感染症、ＳＬＥ）
８．Ｃ６欠損症（同上）
９．Ｃ７欠損症（同上、血管炎）
１０．Ｃ８ａ欠損症
１１．Ｃ８ｂ欠損症
１２．Ｃ９欠損症（ナイセリア感染症）
１３．Ｃ１インヒビター欠損症（遺伝性血管性浮腫）
１４．Ｉ因子欠損症（化膿性感染症）
１５．Ｈ因子欠損症（溶血性尿毒症症候群、膜増殖性糸球体腎炎）
１６．Ｄ因子欠損症（ナイセリア感染症）
１７．プロペルジン欠損症（ナイセリア感染症）
１８．ＭＢＰ欠損症（化膿性感染症）
１９．ＭＡＳＰ２欠損症
２０．補体受容体３（ＣＲ３）欠損症
２１．膜補助因子タンパク質（ＣＤ４６）欠損症
２２．膜攻撃複合体インヒビター（ＣＤ５９）欠損症
２３．発作性夜間欠色素尿症
２４．フィコリン３欠損症を伴う免疫不全症
【００２５】
　当業者には、本発明のポリペプチドそれ自体が、原発性免疫不全症のための治療薬を提
供するものではないことが理解されるであろう。むしろポリペプチドは、かかる疾患に関
連した微生物感染症の１つ以上の症状を緩和するか又は防止しようとするものである。
【００２６】
　それ故、「治療」により本発明者らは、原発性免疫不全症の患者における、制限するも
のではないが細菌、ウイルス、及び真菌感染症を含む微生物感染症の症状の、部分的又は
全体的な緩和を包含する。
【００２７】
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　「防止」により本発明者らは、原発性免疫不全症の患者において微生物感染症の発症の
リスクを低減することを包含する。しかしながら、かかる防止は絶対的なものではなく、
即ち、微生物感染症を発生しているかかる患者の全てを防止し得るものではないことが理
解されよう。したがって、用語「防止」及び「予防」は、区別なく使用される。
【００２８】
　１つの実施形態では、微生物感染症は、細菌感染症、ウイルス感染症、真菌感染症、及
び酵母感染症からなる群より選択される。
【００２９】
　とりわけ、本発明のポリペプチドは、口腔及び／又は咽頭（例えば、中咽頭）の二次感
染の治療又は防止において使用される。例えばポリペプチドは、鼻漏及び／又は口腔の真
菌感染症及び／又は歯茎炎症の治療又は防止において使用され得る。
【００３０】
　本発明のポリペプチドは、感染の定期的なエピソード（例えば、１年間に少なくとも５
回の微生物感染症、例えば、１年間に少なくとも１０回、１５回、２０回、３０回以上の
微生物感染症）に苦しむＰＩ患者における、微生物感染症の治療又は防止において特に有
用である。
【００３１】
　本発明のポリペプチドは、トリプシン活性を示し得る。「トリプシン活性」により本発
明者らは、ポリペプチドが、トリプシン酵素（ＥＣ３，４，２１，４）又は関連するペプ
チダーゼ（例えば、キモトリプシン酵素、ＥＣ３，４，２１，１）の、ペプチダーゼ活性
を示すことを意味する。
【００３２】
　本発明のポリペプチドは、天然産か、又は非天然産であり得る。
【００３３】
　１つの実施形態では、ポリペプチドは直接又は間接的に、タイセイヨウダラ（Ｇａｄｕ
ｓ　ｍｏｒｈｕａ）、タイセイヨウ及びタイヘイヨウサケ（例えば、Ｓａｌｍｏ　ｓａｌ
ａｒ及びＯｎｃｏｒｈｙｕｃｈｕｓ属の種）及びスケトウダラ（Ｔｈｅｒａｇｒａ　ｃｈ
ａｌｃｏｇｒａｍｍａ）などの魚から由来する。
【００３４】
　トリプシンの３つの主要なアイソザイムが、タイセイヨウタラから特性決定されており
、トリプシンＩ、ＩＩ、及びＩＩＩと称される（Ａｓｇｅｉｒｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，
「Ｅｕｒ　Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．」、１９８９年、第１８０巻、ｐ．８５－９４（その開
示は参考として本明細書に援用される）を参照）。例えば、ＧｅｎＢａｎｋアクセッショ
ン番号ＡＣＯ９０３９７参照。
【００３５】
　加えて、タイセイヨウタラは、キモトリプシンＡ及びＢと称される、キモトリプシンの
２つの主要なアイソザイムを発現する（Ａｓｇｅｉｒｓｓｏｎ　＆　Ｂｊａｒｎａｓｏｎ
、「Ｃｏｍｐ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．Ｂ」、１９９１年、第９９８巻、ｐ．
３２７－３３５（その開示は参考として本明細書に援用される）を参照。例えば、Ｇｅｎ
Ｂａｎｋアクセッション番号ＣＡＡ５５２４２．１参照。
【００３６】
　１つの実施形態では、ポリペプチドは、タイセイヨウタラ（Ｇａｄｕｓ　ｍｏｒｈｕａ
）からのトリプシンＩのアミノ酸配列、即ち配列番号１：
IVGGYECTKHSQAHQVSLNSGYHFCGGSLVSKDWVVSAAHCYKSVLRVRLGEHHIRVNEGTEQYISSSSVIRHPNYSSYN
INNDIMLIKLTKPATLNQYVHAVALPTECAADATMCTVSGWGNTMSSVADGDKLQCLSLPILSHADCANSYPGMITQSMF
CAGYLEGGKDSCQGDSGGPVVCNGVLQGVVSWGYGCAERDHPGVYAKVCVLSGWVRDTMANY
［配列番号１］
か、或いは、前記アミノ酸配列のトリプシン活性を保持する、そのフラグメント、変異体
、誘導体、又は融合体（或いは、前記フラグメント、変異体、又は誘導体の融合体）を含
んでなるか又はそれから構成される。
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【００３７】
　好ましい実施形態においては、ポリペプチドは配列番号１によるアミノ酸配列を含んで
なるか又はそれから構成される。かかるポリペプチドは、タイセイヨウタラから、例えば
、Ａｓｇｅｉｒｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，「Ｅｕｒ　Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．」、１９８９
年、第１８０巻、ｐ．８５－９４（その開示は参考として本明細書に援用される）に記載
されたように精製され得る。
【００３８】
　本発明のポリペプチドの適当な例、及びそれらの製造のための方法はまた、欧州特許第
１　２０２　７４３　Ｂ号（その開示は参考として本明細書に援用される）に記載されて
いる。
【００３９】
　用語「アミノ酸」は、本明細書で用いる場合、標準的な２０の遺伝的にコードされたア
ミノ酸及びそれらの対応する「Ｄ」型の立体異性体（天然の「Ｌ」型に比較して）、オメ
ガアミノ酸及び他の天然産アミノ酸、非通常のアミノ酸（例えば、α，α－二置換アミノ
酸、Ｎ－アルキルアミノ酸など）、及び化学的に誘導体化されたアミノ酸（以下参照）を
包含する。
【００４０】
　「アラニン」又は「Ａｌａ」又は「Ａ」のように、アミノ酸が具体的に列挙されている
場合、そうではないと明白に述べられない限り、この用語はＬ－アラニン及びＤ－アラニ
ンの双方を指す。他の非通常のアミノ酸もまた、所望の機能特性がポリペプチドによって
保持される限り、本発明のポリペプチドに適した成分であり得る。示したペプチドについ
ては、それぞれのコードされたアミノ酸残基は、適宜に、通常のアミノ酸の慣用名に対応
する一文字の名称によって表される。
【００４１】
　本発明によれば、本明細書に開示されたアミノ酸配列は、Ｎ末端からＣ末端の方向へ示
される。
【００４２】
　１つの実施形態では、本発明のポリペプチドは、Ｌ－アミノ酸を含んでなるか又はそれ
から構成される。
【００４３】
　ポリペプチドが配列番号１によるアミノ酸配列を含んでなる場合、それはさらなるアミ
ノ酸を、そのＮ及び／又はＣ末端に配列番号１のものを超えて含んでなっていてもよく、
例えば、ポリペプチドは、さらなるアミノ酸をそのＣ末端に含んでなっていてもよい。同
様に、ポリペプチドが配列番号１によるアミノ酸配列の、フラグメント、変異体、又は誘
導体を含んでなる場合、それは更なるアミノ酸をそのＮ及び／又はＣ末端に含んでなって
いてもよい。
【００４４】
　当業者は、本発明のポリペプチドが完全長の天然産トリプシンタンパク質に一致する必
要がないことを理解するであろう。代わりにポリペプチドは、野生型トリプシンなどのフ
ラグメントに、前記フラグメントがその由来する天然産トリプシンタンパク質のトリプシ
ン活性を（少なくとも一部）保持するという条件付きで一致していてもよい。
【００４５】
　トリプシン活性は、当該技術分野において周知の方法を用いて測定され得る。例えば、
トリプシンアッセイキットが、Ａｂｃａｍ、ケンブリッジ、英国（カタログ番号ａｂ１０
２５３１参照）及び他の供給業者から市販されている。１つの実施形態では、トリプシン
活性はＣｂｚ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－ｐ－ニトロアニリド（Ｃｂｚ－ＧＰＲ－ｐＮＡ
）を基質として用いて測定され、少なくとも１０Ｕ／ｍｇの比活性、例えば少なくとも５
０Ｕ／ｍｇ、又は少なくとも１００Ｕ／ｍｇの非活性を生じる（ＥＰ　１　２０２　７４
３　Ｂ参照）。
【００４６】
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　したがって１つの実施形態では、ポリペプチドは、配列番号１によるアミノ断配列のフ
ラグメントを含んでなるか又はそれから構成される。
【００４７】
　したがってポリペプチドは、配列番号１の、少なくとも１５個の連続したアミノ酸、例
えば、少なくとも１６、１７、１８、１９、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０
、９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、
１９０、２００、２１０、２２０、２３０、又は２４０個の、配列番号１の連続したアミ
ノ酸を含んでなるか又はそれから構成されていてもよい。
【００４８】
　例えばフラグメントは、配列番号１のアミノ酸残基６１～７７を含んでなるか又はそれ
から構成されていてもよい。
【００４９】
　代わりに、又は加えて、フラグメントは配列番号１のアミノ酸残基２２５～２４１を含
んでなるか又はそれから構成されていてもよい。
【００５０】
　当業者には、本発明のポリペプチドが、配列番号１（又はそのフラグメント）によるア
ミノ酸配列の変異体を代わりに含んでなるか又はそれから構成され得ることが理解される
であろう。かかる変異体は、非天然産の変異体であってもよい。
【００５１】
　ポリペプチドの「変異体」により本発明者らは、保存的であれ非保存的であれ、挿入、
欠失、及び置換を包含する。とりわけ、本発明者らは、かかる変化が前記ポリペプチドの
トリプシン活性を、少なくとも一部は保持する場合に、ポリペプチドの変異体を包含する
。
【００５２】
　かかる変異体は、組換えポリヌクレオチドを用いて、当該技術分野において既知のタン
パク質工学及び部位特異的突然変異誘発の方法を用いて作製され得る（例えば、Ｓａｍｂ
ｒｏｏｋ　＆　Ｒｕｓｓｅｌｌ著、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」、第３版、２０００年、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ（これは、参考として本明細書に援用され
る）を参照のこと）。
【００５３】
　１つの実施形態では、変異体は、配列番号１又はそのフラグメントによるアミノ酸配列
と、少なくとも５０％、例えば少なくとも５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８
０％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、又は少なくとも９９％の同一性をもつ
アミノ酸配列を有する。
【００５４】
　２つのポリペプチド間のパーセント配列同一性は、適当なコンピュータプログラム、例
えば、ウィスコンシン大学遺伝学コンピュータグループのＧＡＰプログラムを用いて決定
され得、またパーセント同一性は、その配列が最適に整列されたポリペプチドについて計
算されることが理解されよう。
【００５５】
　或いはまた整列は、Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｗプログラムを用いて（Ｔｈｏｍｐｓｏｎ　ｅｔ
　ａｌ．，「Ｎｕｃ．Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．」、１９９４年、第２２巻、ｐ．４６７３－４
６８０（これは、参考として本明細書に援用される）に記載されたように）実行され得る
。
【００５６】
　用いられるパラメータは、以下の通りであり得る：
ＦＡＳＴペアワイズアラインメントパラメータ：Ｋ－タプル（ワード）サイズ：１、ウィ
ンドウサイズ；５、ギャップペナルティ；３、トップダイアゴナルの数；５、スコアリン
グ法；ｘパーセント．
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マルチプルアラインメントパラメータ：ギャップオープンペナルティ；１０、ギャップ伸
長ペナルティ；０．０５．
スコアリングマトリックス；ＢＬＯＳＵＭ．
【００５７】
　これに代えて、ＢＥＳＴＦＩＴプログラムを用いて、局所的配列アラインメントが決定
され得る。
【００５８】
　１つの実施形態では、プロテアーゼ活性を有するポリペプチドは、以下のアミノ酸位置
：
E21, H25, H29, V47, K49, D50, L63, H71, H72, R74, N76, T79, Y82, S85, S87, S89, 
N98, I99, V121, M135, V138, M145, V148, D150, K154, L160, M175, S179, A183, L185
, V212, Y217, P225, A229, V233, L234, V238, N240, Y241及び／又はM242.
（これにおいて、アミノ酸配列及び番号付けは、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄａｔａ　Ｂａｎｋ［
ＰＤＢ］エントリー「２ＥＥＫ！」に従い、配列番号１の最初のイソロイシンが位置Ｉ－
１６として番号付けられている）からなる群より選択される１つ以上の突然変異アミノ酸
を含んでなる、配列番号１の変異体である。
【００５９】
　したがって、プロテアーゼ活性を有するポリペプチドは：
E21T, H25Y, H29(Y/N), V47I, K49E, D50Q, L63I, H71D, H72N, R74(K/E), N76(T/L), T7
9(S/N), Y82F, S85A, S87(K/R), S89R, N98T, I99L, V121I, M135Q, V138I, M145(T/L/V/
E/K), V148G, D150S, K154(T/V), L160(I/A), M175(K/Q), S179N, A183V, L185G, V212I,
 Y217(D/H/S), P225Y, A229V, V233N, L234Y, V238I, N240S, Y241N及び／又はM242I.
からなる群より選択される、１つ以上のアミノ酸突然変異を含んでなる、配列番号１の変
異体であり得る。
【００６０】
　例えば、プロテアーゼ活性を有するポリペプチドは、以下の定義された突然変異（又は
それらの組合せ）の１つをもつ、配列番号１のアミノ酸配列を含んでなるか又はそれから
構成され得る：
　(a) N240S, Y241N, S87K (“EZA-002”);
　(b) K154T (“EZA-003”);
　(c) K154L (“EZA-004”);
　(d) K154V (“EZA-005”);
　(e) K154E (“EZA-006”);
　(f) N98T (“EZA-007”);
　(g) I99L (“EZA-008”);
　(h) L185G, P225Y (“EZA-009”);
　(i) V212I (“EZA-0010”);
　(j) Y217D, M175K (“EZA-011”);
　(k) Y217H (“EZA-012”);
　(l) Y217S (“EZA-013”);
　(m) A229V (“EZA-014”);
　(n) H25Y (“EZA-015”);
　(o) H25N (“EZA-016”);
　(p) H29Y (“EZA-017”);
　(q) H71D (“EZA-018”);
　(r) H72N (“EZA-019”);
　(s) R74K (“EZA-020”);
　(t) R74E (“EZA-021”);
　(u) N76T (“EZA-022”);
　(v) N76L, Y82F (“EZA-023”);
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　(w) T79S (“EZA-0024”);
　(x) T79N (“EZA-025”);
　(y) K49E, D50Q (“EZA-026”);
　(z) S87R (“EZA-027”);
　(aa) E21T, H71D, D150S, K154V (“EZA-028”);
　(bb) S179N, V233N (“EZA-029”);
　(cc) M135Q (“EZA-030”);
　(dd) M145K, V148G (“EZA-031”);
　(ee) M175Q (“EZA-032”);
　(ff) L63I, S85A (“EZA-033”);
　(gg) L160I (“EZA-034”);
　(hh) V138I, L160A, A183V (“EZA-035”);
　(ii) V121I (“EZA-036”);
　(jj) V47I, V238I, M242I (“EZA-037”);
　(kk) V238I (“EZA-038”); and
　(ll) L234Y (“EZA-039”)
【００６１】
　同様に、プロテアーゼ活性を有するポリペプチドは、以下の定義された突然変異（又は
それらの組合せ）の１つをもつ、配列番号１のアミノ酸配列を含んでなるか又はそれから
構成され得る：
　(a) H25N, N76T
　(b) H25N, H29Y
　(c) H25N, M135Q
　(d) H29Y, T79N, M135Q
　(e) I99L, V121I, L160I, Y217H
　(f) V121I, L160I
　(g) H72N, R74E, S87K
　(h) H25N, M135Q, Y217H
　(i) T79N, V121I, V212I
　(j) H29Y, N76T, I99L, M135Q
　(k) K49E, D50Q, N76L, Y82F, S179N, V233N
　(l) M145K, V148G, N76L, Y82F, S179N, V233N
　(m) H25N, N76T, S87K, K154T
　(n) H25Q
　(o) H25D
　(p) H25S
　(q) K24E, H25N
　(r) Y97N
　(s) N100D
　(t) A120S, A122S
　(u) M135E
　(v) V204Q, A122S
　(w) T79D
　(x) R74D
　(y) K49E
　(z) K49S,D50Q
　(aa) D50Q
　(bb) Q178D
　(cc) S87R
【００６２】
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　１つの好ましい実施形態においては、プロテアーゼ活性を有するポリペプチドは、位置
２５においてヒスチジンを含まない、配列番号１のアミノ酸配列の変異体である。
【００６３】
　例えば、プロテアーゼ活性を有するポリペプチドは、配列番号２（Ｈ２５Ｎ突然変異を
含んでなる；以下の配列中のボックスを参照）：
【００６４】
【化１】

【００６５】
のアミノ酸配列を含んでなるか又はそれから構成され得る。
【００６６】
　別の好ましい実施形態においては、プロテアーゼ活性を有するポリペプチドは、配列番
号１のアミノ酸配列の変異体であり、これは位置１６０においてリジンを含まない。
【００６７】
　例えば、プロテアーゼ活性を有するポリペプチドは、配列番号３（Ｌ１６０Ｉ突然変異
を含んでなる；以下の配列中のボックスを参照）：
【００６８】
【化２】

【００６９】
のアミノ酸配列を含んでなるか又はそれから構成され得る。
【００７０】



(15) JP 6718375 B2 2020.7.8

10

20

30

40

50

　当業者には、上記に定義された突然変異（タイセイヨウタラのトリプシンＩのアミノ酸
配列、配列番号１、を参照して定義）がまた、他の種からのトリプシンにおいて作製され
ることも可能であることが理解されよう。例えば、配列番号２及び３において強調表示さ
れた特定の突然変異（それぞれ、Ｈ２５Ｎ及びＬ１６０Ｉ）は、スケトウダラからのトリ
プシンにおいて作製可能であった（例えば、ＧｅｎＢａｎｋ：ＢＡＨ７０４７６．３、こ
れにおいて、活性トリプシンのアミノ酸配列は位置１２０において始まり、Ｈ２５がＢＡ
Ｈ７０４７６．３などにおけるＨ２９に対応するようにする）。
【００７１】
　別の実施形態では、プロテアーゼ活性を有するポリペプチドは、天然産セリンプロテア
ーゼのアミノ酸配列を含んでなるか又はそれから構成される。したがって、セリンプロテ
アーゼ活性を有するポリペプチドは、真核生物又は原核生物のいずれかに起源する、天然
産トリプシンのアミノ酸配列から構成され得る。特に、低温適応型トリプシン、例えばタ
イセイヨウダラ（Ｇａｄｕｓ　ｍｏｒｈｕａ）、タイセイヨウ及びタイヘイヨウサケ（例
えば、Ｓａｌｍｏ　ｓａｌａｒ及びＯｎｃｏｒｈｙｕｃｈｕｓ属の種）、及びスケトウダ
ラ（Ｔｈｅｒａｇｒａ　ｃｈａｌｃｏｇｒａｍｍａ）からのトリプシンが包含される。
【００７２】
　本発明の第１の態様のさらなる実施形態においては、ポリペプチドは、融合タンパク質
を含んでなるか又はそれから構成される。
【００７３】
　ポリペプチドの「融合体」により本発明者らは、任意の他のポリペプチドへ融合された
、配列番号１（又はそのフラグメント若しくは変異体）に対応するアミノ酸配列を包含す
る。例えば、前記ポリペプチドは、前記ポリペプチドの精製を促進する目的で、グルタチ
オンＳトランスフェラーゼ（ＧＳＴ）又はプロテインＡなどのポリペプチドへ融合され得
る。かかる融合体の例は、当業者には周知である。同様に、前記ポリペプチドは、Ｈｉｓ
６などのオリゴヒスチジンタグに対し、又は周知のＭｙｃタグエピトープなどの、抗体に
より認識されるエピトープに対し融合され得る。前記ポリペプチドの任意の変異体又は誘
導体への融合体もまた、本発明の範囲内に包含される。
【００７４】
　融合体は、所望の特徴を本発明の前記ポリペプチドに付与するさらなる部分を含んでな
っていてもよく；例えば、部分は、治療効果の増大又は延長において有用であり得る。例
えば、１つの実施形態では、融合体は、ヒト血清アルブミン又は類似のタンパク質を含ん
でなる。
【００７５】
　別法として、融合タンパク質は、例えば、ビオチン成分、放射性成分、蛍光性成分、例
えば、当業者に周知の低分子蛍光体又は緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）蛍光体であり得る
。成分は、免疫原性タグ、例えば、当業者に周知のような、Ｍｙｃタグであり得、或いは
、当業者に周知のような、ポリペプチドの細胞取込みを促進できる親油性分子又はポリペ
プチドドメインであり得る。
【００７６】
　本発明の第１の態様のさらなる実施形態においては、ポリペプチドは、修飾又は誘導体
化される１つ以上のアミノ酸を含んでなるか又はそれから構成される。
【００７７】
　１つ以上のアミノ酸の化学的誘導体は、官能性側鎖基を用いた反応により得られ得る。
かかる誘導体分子は、例えば、それにおいて遊離アミノ基が、アミン塩酸塩、ｐ－トルエ
ンスルホニル基、カルボキシベンズオキシ基、ｔ－ブチルオキシカルボニル基、クロロア
セチル基、又はホルミル基を形成するべく誘導体化されている分子を包含する。遊離カル
ボキシル基は、塩、メチル及びエチルエステル、又は他のタイプのエステル及びヒドラジ
ドを形成するべく誘導体化され得る。遊離ヒドロキシル基は、Ｏ－アシル又はＯ－アルキ
ル誘導体を形成するべく誘導体化され得る。また、２０の標準的なアミノ酸の天然産アミ
ノ酸誘導体を含有するペプチドも、化学的誘導体として包含される。例として：４－ヒド
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ロキシプロリンはプロリンの代わりに置換され得；５－ヒドロキシリジンはリジンの代わ
りに置換され得；３－メチルヒスチジンはヒスチジンの代わりに置換され得；ホモセリン
はセリンの代わりに、またオルニチンはリジンの代わりに置換され得る。誘導体はまた、
必要な活性が維持される限り、１つ以上の付加又は欠失を含有するポリペプチドも包含す
る。他に含まれる修飾は、アミド化、アミノ末端アシル化（例えば、アセチル化、又はチ
オグリコール酸のアミド化）、末端カルボキシルアミド化（例えば、アンモニア又はメチ
ルアミンによる）、及び同様の修飾である。
【００７８】
　当業者にはさらに、ペプチドミメティック化合物もまた有用であり得ることが理解され
よう。それ故「ポリペプチド」により本発明者らは、配列番号１の抗炎症活性を有するペ
プチドミメティック化合物を包含する。用語「ペプチドミメティック」は、治療薬として
の、特定のペプチドのコンフォメーション及び所望の特徴を摸倣する化合物を指す。
【００７９】
　例えば、本発明のポリペプチドは、アミノ酸残基がペプチド（－ＣＯ－ＮＨ－）結合に
よって結合されている分子だけでなく、ペプチド結合が逆である分子も包含する。かかる
レトロインベルソ型ペプチドミメティックスは、当該技術分野において既知の方法、例え
ば、Ｍｅｚｉｅｒｅ　ｅｔ　ａｌ．、「Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．」、１９９７年、第１５９
巻、ｐ．３２３０－３２３７（これは、参考として本明細書に援用される）に記載された
ものなどを用いて作製され得る。このアプローチは、主鎖を含みかつ側鎖の配向は含まな
い変更を含有する、疑似ペプチドを作製することを含む。レトロインベルソ型ペプチドは
、ＣＯ－ＮＨペプチド結合の代わりにＮＨ－ＣＯ結合を含有し、タンパク質分解に対しず
っと高い抵抗性がある。別法として、本発明のポリペプチドは、ペプチドミメティック化
合物であり得、これにおいて１つ以上のアミノ酸残基は、通常のアミド結合のかわりに、
－ｙ（ＣＨ２ＮＨ）－結合によって結合される。
【００８０】
　さらなる別法では、ペプチド結合は、アミノ酸残基の炭素原子間の間隔を保持する適当
なリンカー成分が使用されるという条件で、全て一緒に省かれていてもよく；リンカー成
分には、ペプチド結合と実質的に同じ電荷分布と、実質的に同じ平面性とをもつことが有
利であり得る。
【００８１】
　エキソ型タンパク質分解消化に対する感受性の減少を助けるようにするため、ポリペプ
チドがそのＮ－又はＣ－末端において便利にブロックされ得ることが理解されよう。
【００８２】
　Ｄ－アミノ酸及びＮ－メチルアミノ酸などの、コードされていないか又は修飾された種
々のアミノ酸もまた、ポリペプチドを修飾するために使用されてきた。加えて、推定され
る生物活性コンフォメーションは、環化などの共有結合的修飾によるか、又はラクタムの
取込み若しくは他のタイプの架橋によって安定化され得る。例えば、Ｖｅｂｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．、「Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ」、１９７８年、第７５巻、
ｐ．２６３６、及びＴｈｕｒｓｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．、「Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙ
ｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍ．」、１９８３年、第１１１巻、ｐ．１６６（これらは、参考とし
て本明細書に援用される）を参照。
【００８３】
　１つの好ましい実施形態においては、しかしながら、本発明のポリペプチドは、ＰＥＧ
化、アミド化、エステル化、アシル化、アセチル化、及び／又はアルキル化により修飾又
は誘導体化された、１つ以上のアミノ酸を含んでなる。
【００８４】
　当業者には、本発明のポリペプチドが、任意の適当な長さであり得ることが理解されよ
う。好ましくは、ポリペプチドは、１０と３０の間のアミノ酸長、例えば１０と２０、１
２と１８、１２と１６、又は１５と２０の間のアミノ酸長である。これに代えてポリペプ
チドは、１５０と２５０の間のアミノ酸長、例えば、２００と２５０、２１０と２４０、
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２２０と２３０、又は２２０と２２５の間のアミノ酸長であり得る。
【００８５】
　１つの実施形態では、ポリペプチドは直鎖である。
【００８６】
　さらなる実施形態においては、ポリペプチドは組換えポリペプチドである。
【００８７】
　有利には、ポリペプチドは、口腔及び／又は咽頭（例えば、中咽頭）の粘膜への送達に
適した形態で提供される。例えば、ポリペプチドは口腔スプレー、鼻腔スプレー、ロゼン
ジ、香錠、チューインガム、又は液体で提供され得る。
【００８８】
　本発明の関連する第２の態様は、免疫不全症を罹患しているか又はその感受性がある被
験者における、微生物感染症の治療又は防止のための医薬の調製における、上記に定義さ
れたようなポリペプチドを提供する。
【００８９】
　本発明の第２の態様の代表的な実施形態は、本発明の第１の態様に関連して上記に記載
されている。
【００９０】
　本発明のポリペプチド、並びにそれを製造するための核酸分子、ベクター、及び宿主細
胞は、当該技術分野において周知の方法を用いて作製され得る（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏ
ｋ　＆　Ｒｕｓｓｅｌｌ著、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ　ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」、第３版、２０００年、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ、ニューヨーク、関連する開示（その文書が参考として本明細書に援用される）を参照
のこと）。
【００９１】
　別法として、本発明のポリペプチドは、液相及び固相合成（例えば、ｔ－Ｂｏｃ固相ペ
プチド合成及びＢＯＰ－ＳＰＰＳ）などの、既知の手段により合成され得る。
【００９２】
　当業者には、本発明がまた上記記載のポリペプチドの薬学的に許容される酸又は塩基付
加塩も包含することが理解されよう。本発明において有用な上述の塩基性化合物の薬学的
に許容される酸付加塩を調製するために使用される酸は、非毒性の酸付加塩、即ち、中で
も、塩酸塩、臭化水素酸塩、ヨウ化水素酸塩、硝酸塩、硫酸塩、重硫酸塩、リン酸塩、酸
性リン酸塩、酢酸塩、乳酸塩、クエン酸塩、酸性クエン酸塩、酒石酸塩、重酒石酸塩、コ
ハク酸塩、マレイン酸塩、フマル酸塩、グルコン酸塩、サッカリン酸塩、安息香酸塩、メ
タンスルホン酸塩、エタンスルホン酸塩、ベンゼンスルホン酸塩、ｐ－トルエンスルホン
酸塩、及びパモエート［即ち、１，１´－メチレン－ビス－（２－ヒドロキシ－３ナフト
エート）］塩などの、薬学的に許容されるアニオンを含有する塩を形成するものである。
【００９３】
　薬学的に許容される塩基付加塩はまた、ポリペプチドの薬学的に許容される塩型を製造
するべく使用され得る。酸性の性質である本化合物の、薬学的に許容される塩基性塩を調
製するための試薬として使用され得る化学塩基は、かかる化合物と非毒性の塩基性塩を形
成するものである。かかる非毒性の塩基性塩は、制限するものではないが、中でも、アル
カリ金属カチオン（例えば、カリウム及びナトリウム）及びアルカリ土類金属カチオン（
例えば、カルシウム及びマグネシウム）などの薬学的に許容されるカチオン、アンモニウ
ム又は水溶性アミン付加塩、例えば、Ｎ－メチルグルカミン－（メグルミン）、及び低級
アルカノールアンモニウムに由来するもの、及び薬学的に許容される有機アミンの他の塩
基性塩を包含する。
【００９４】
　本発明のポリペプチドが、貯蔵のために凍結乾燥され、かつ使用に先立ち適当な担体中
で再構成され得ることがさらに理解されよう。任意の適当な凍結乾燥法（例えば、噴霧乾
燥、ケーク乾燥）及び／又は再構成技術が使用され得る。当業者には、凍結乾燥及び再構
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成が様々な程度の活性損失をもたらし得ること、及び補正のため使用レベルが上方修正さ
れるべきであり得ることが理解されよう。好ましくは、凍結乾燥（フリーズドライ処理）
されたポリペプチドは、再水和された場合、その活性（凍結乾燥に先立つ）の約２０％以
下、又は約２５％以下、又は約３０％以下、又は約３５％以下、又は約４０％以下、又は
約４５％以下、又は約５０％以下を損失する。
【００９５】
　本発明のポリペプチドは、典型的には治療組成物の形態で提供され、これにおいて、ポ
リペプチドは薬学的に許容される緩衝液、希釈剤、担体、アジュバント、又は賦形剤と一
緒に製剤される。ＥＤＴＡ、クエン酸塩、ＥＧＴＡ、又はグルタチオンなどのキレート剤
を含む付加的な化合物が、組成物中に含まれ得る。抗菌剤／治療組成物は、当該技術分野
において既知の、即ち充分に貯蔵安定性があり、かつヒト及び動物への投与に適した方法
で調製され得る。治療組成物は、例えば、フリーズドライング、噴霧乾燥、噴霧冷却によ
り、又は超臨界粒子形成からの粒子形成の使用により、凍結乾燥され得る。
【００９６】
　「薬学的に許容される」により本発明者らは、本発明のポリペプチドのトリプシン活性
の有効性を低減しない非毒性物質を意味する。かかる薬学的に許容される緩衝液、担体、
又は賦形剤は、当該技術分野において周知である（Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏ編、「Ｒｅｍ
ｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ」、第１８版、Ｍ
ａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ、１９９０年、及びＡ．Ｋｉｂｂｅ編、
「ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ」、
第３版、Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｐｒｅｓｓ、２０００年（開示は参考として本
明細書に援用される）参照）。
【００９７】
　用語「緩衝液」は、ｐＨを安定化する目的をもつ、酸－塩基混合物を含有する水溶液を
意味することが意図される。緩衝液の例は、Ｔｒｉｚｍａ、Ｂｉｃｉｎｅ、Ｔｒｉｃｉｎ
ｅ，ＭＯＰＳ、ＭＯＰＳＯ、ＭＯＢＳ、Ｔｒｉｓ、Ｈｅｐｅｓ、ＨＥＰＢＳ、ＭＥＳ、リ
ン酸塩、炭酸塩、酢酸塩、クエン酸塩、グリコール酸塩、乳酸塩、ホウ酸塩、ＡＣＥＳ、
ＡＤＡ、酒石酸塩、ＡＭＰ、ＡＭＰＤ、ＡＭＰＳＯ、ＢＥＳ、ＣＡＢＳ、カコジル酸塩、
ＣＨＥＳ、ＤＩＰＳＯ、ＥＰＰＳ、エタノールアミン、グリシン、ＨＥＰＰＳＯ、イミダ
ゾール、イミダゾール乳酸、ＰＩＰＥＳ、ＳＳＣ、ＳＳＰＥ、ＰＯＰＳＯ、ＴＡＰＳ、Ｔ
ＡＢＳ、ＴＡＰＳＯ、及びＴＥＳである。
【００９８】
　用語「希釈剤」は、治療用製剤中のペプチドを希釈する目的をもつ、水性又は非水性の
溶液を意味することが意図される。希釈剤は、１つ以上の、生理食塩水、水、ポリエチレ
ングリコール、プロピレングリコール、エタノール、又は油（例えば、ベニバナ油、コー
ン油、落花生油、綿実油、又はゴマ油）であり得る。
【００９９】
　用語「アジュバント」は、本発明のポリペプチドの生物学的効果を増大するために、製
剤に添加される任意の化合物を意味することが意図される。アジュバントは、種々のアニ
オンをもつ１つ以上の、亜鉛、銅、又は銀塩、例えば、制限するものではないが、種々の
アシル組成物のフッ化物、塩化物、臭化物、ヨウ化物、チオシン酸塩、亜硫酸塩、水酸化
物、リン酸塩、炭酸塩、乳酸塩、グリコール酸塩、クエン酸塩、ホウ酸塩、酒石酸塩、及
び酢酸塩であり得る。アジュバントはまた、カチオン性ポリマー、例えば、カチオン性セ
ルロースエーテル、カチオン性セルロースエステル、脱アセチル化ヒアルロン酸、キトサ
ン、カチオン性デンドリマー、カチオン性合成ポリマー、例えばポリ（ビニルイミダゾー
ル）、及びカチオン性ポリペプチド、例えば、ポリヒスチジン、ポリリジン、ポリアルギ
ニン、及びこれらのアミノ酸を含有するペプチドであり得る。
【０１００】
　賦形剤はまた、１つ以上の、炭水化物、ポリマー、脂質、及び無機質であり得る。炭水
化物の例は、ラクトース、グルコース、スクロース、マンニトール、及びシクロデキスト
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リンを包含し、これらは、例えば凍結乾燥を促進するために組成物へ添加される。ポリマ
ーの例は、デンプン、セルロースエーテル、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、エチルヒドロキシエ
チルセルロース、アルギン酸塩、カラギーナン、ヒアルロン酸及びその誘導体、ポリアク
リル酸、ポリスルホン酸塩、ポリエチレングリコール／ポリエチレンオキシド、ポリエチ
レンオキシド／ポリプロピレンオキシド共重合体、種々の加水分解度のポリビニルアルコ
ール／ポリビニルアセテート、及びポリビニルピロリドン（全ての異なる分子量の）であ
り、これらは、例えば、粘度調節のため、生物接着のため、又は化学的若しくは蛋白質分
解的分解から脂質を保護するために、組成物へ添加される。脂質の例は、脂肪酸、リン脂
質、モノ－、ジ－、及びトリグリセリド、セラミド、スフィンゴ脂質及び糖脂質（全ての
異なるアシル鎖長及び飽和の）、卵レシチン、大豆レシチン、水素化卵及び大豆レシチン
であり、これらは、ポリマーと同様の理由で組成物に添加される。無機質の例は、タルク
、酸化マグネシウム、酸化亜鉛、及び酸化チタンであり、これらは、脂質蓄積の低減又は
有利な色素特性などの利益を得るために組成物へ添加される。
【０１０１】
　１つの実施形態では、ポリペプチドは、塩化カルシウムなどの安定剤と一緒に提供され
得る。
【０１０２】
　本発明のポリペプチドは、ポリペプチド剤の送達に適するよう、当該技術分野において
既知の任意のタイプの治療組成物に製剤され得る。
【０１０３】
　１つの実施形態では、ポリペプチドは、水、生理食塩水、ポリエチレングリコール、プ
ロピレングリコール、エタノール、又は油（例えば、ベニバナ油、コーン油、落花生油、
綿実油、又はゴマ油）、トラガカントガム、及び／又は種々の緩衝液中に簡単に溶解され
得る。例えば、ポリペプチドが経口投与用に製剤される場合（例えば、口腔スプレー）、
治療組成物は水、グリセロール、及びメタノール中に溶解されたポリペプチドを含んでな
り得る。代表的な口腔スプレー製剤は、スカンジナビア内でＣｏｌｄＺｙｍｅ（登録商標
）（Ｅｎｚｙｍａｔｉｃａ　ＡＢ、ルンド、スウェーデン）として市販されている。
【０１０４】
　好ましい実施形態においては、本発明は、上記記載のプロテアーゼポリペプチドを浸透
圧的に活性な溶液として提供する。例えば、ポリペプチドは、グリセロール又はグリセリ
ン中に製剤され得る。理論に縛られることを望むものではないが、かかる浸透圧的に活性
な溶液は、微生物細胞内から細胞外環境への液体の移動を促進すると考えられる。このこ
とは次に、例えば、咽頭の宿主上皮細胞による、細菌及びウイルスなどの微生物細胞の取
込みを阻害する（少なくとも一部を）、薄く活性のあるバリアを生じることにより、本発
明のポリペプチドの治療効果を促進すると考えられる。
【０１０５】
　さらなる実施形態においては、本発明の治療組成物は、リポソームの形態であり得、こ
れにおいてポリペプチドは、他の薬学的に許容される担体に加えて、脂質などの両親媒性
薬剤と組合されて、ミセル、不溶性の単分子膜、及び液晶として凝集した形態で存在する
。リポソーム製剤に適した脂質は、制限するものではないが、モノグリセリド、ジグリセ
リド、スルファチド、リソレシチン、リン脂質、サポニン、胆汁酸などを包含する。適当
な脂質はまた、血流循環時間を延ばすため極性頭部においてポリ（エチレングリコール）
により修飾された、上記の脂質も包含する。かかるリポソーム製剤の調製は、例えば、Ｕ
Ｓ　４，２３５，８７１（その開示は、参考として本明細書に援用される）に見ることが
できる。
【０１０６】
　本発明の治療組成物はまた、生分解性マイクロスフェアの形態であり得る。ポリ（乳酸
）（ＰＬＡ）、ポリ（グリコール酸）（ＰＧＡ）、ＰＬＡとＰＧＡ（ＰＬＧＡ）又はポリ
（カプロラクトン）（ＰＣＬ）の共重合体、及びポリ無水物などの、脂肪族ポリエステル
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が、ミクロスフェアの製造における生分解性ポリマーとして、広く使用されてきた。かか
るミクロスフェアの調製は、ＵＳ　５，８５１，４５１及びＥＰ　０　２１３　３０３（
その開示は、参考として本明細書に援用される）に見ることができる。
【０１０７】
　さらなる実施形態においては、本発明の治療組成物は、ポリマーゲルの形態で提供され
、これにおいて、デンプン、セルロースエーテル、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、エチルヒドロ
キシエチルセルロース、アルギン酸塩、カラギーナン、ヒアルロン酸及びその誘導体、ポ
リアクリル酸、ポリビニルイミダゾール、ポリスルホン酸塩、ポリエチレングリコール／
ポリエチレンオキシド、ポリエチレンオキシド／ポリプロピレンオキシド共重合体、種々
の加水分解度のポリビニルアルコール／ポリビニルアセテート、及びポリビニルピロリド
ンが、ペプチドを含有する溶液を増稠するために使用される。ポリマーはまた、ゼラチン
又はコラーゲンを含んでなり得る。
【０１０８】
　本発明の治療組成物が、ポリペプチドの活性の強化のために、イオン及び規定されたｐ
Ｈを含み得ることが理解されよう。加えて、組成物は、滅菌などの通常の治療的操作に供
され得、及び／又は保存剤、安定剤、湿潤剤、乳化剤、緩衝液、充填剤などのアジュバン
トを含有し得る。
【０１０９】
　１つの好ましい実施形態において、治療組成物は、Ｔｒｉｓ又はリン酸塩緩衝液中のポ
リペプチドを、１つ以上の、ＥＤＴＡ、キシリトール、ソルビトール、プロピレングリコ
ール、及びグリセロールと一緒に含んでなる。
【０１１０】
　本発明の特に好ましい治療組成物は、以下の実施例Ａに記載されている。
【０１１１】
　本発明による治療組成物は、当業者には既知の、任意の適当な経路により投与され得る
。したがって、可能な投与経路は、経口、経頬、非経口（静脈内、皮下、及び筋肉内）、
局所、点眼、点鼻、経肺、非経口、経膣、及び直腸投与を包含する。また、移植片からの
投与も可能である。
【０１１２】
　１つの好ましい実施形態では、治療組成物は経口投与される。例えば、ポリペプチドは
、口腔スプレー、鼻腔スプレー、ロゼンジ、香錠、チューインガム、又は経口投与用の通
常の液体として製剤され得る。
【０１１３】
　別の実施形態では、治療組成物は非経口的に、例えば、静脈内、脳室内、関節内、動脈
内、腹腔内、髄腔内、脳室内、槽内、頭蓋内、筋肉内、又は皮下に投与されるか、又は注
入法により投与され得る。それらは、無菌の水溶液の形態で便利に使用され、それらは他
の物質、例えば、溶液を血液と等張にするのに充分な塩又はグルコースを含有し得る。水
溶液は、必要に応じて、適宜に緩衝されるべきである（好ましくは、３から９のｐＨに）
。無菌条件下での適当な経口用製剤の調製は、当業者に周知の標準的な製薬技術により、
容易に遂行される。
【０１１４】
　非経口投与に適した製剤は、酸化防止剤、緩衝液、静菌剤、及び、意図されたレシピエ
ントの血液と製剤を等張にする溶質を含有し得る、水性及び非水性の無菌の注射液；及び
、懸濁剤及び増粘剤を含み得る、水性及び非水性の無菌の懸濁液を包含する。製剤は、単
回投与用又は多数回投与用の容器、例えば、密封アンプル及びバイアル中に提供され得、
また使用直前に、無菌の液体担体、例えば注射用水の添加のみを必要とするフリーズドラ
イ（凍結乾燥）された状態で貯蔵され得る。即時調合注射用溶液及び懸濁液は、無菌の粉
末、顆粒、及び既に記載された種類の錠剤から調製され得る。
【０１１５】



(21) JP 6718375 B2 2020.7.8

10

20

30

40

50

　別法として、治療組成物は、鼻腔内に、又は吸入により投与され得る（例えば、ジクロ
ロジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタン、１，
１，１，２－テトラフルオロエタン（ＨＦＡ　１３４Ａ３又は１，１，１，２，３，３，
３－ヘプタフルオロプロパン（ＨＦＡ　２２７ＥＡ３）、二酸化炭素又は他の適当なガス
などの、適当な噴射剤の使用による、加圧容器、ポンプ、スプレー、又はネブライザから
の、エアロゾル噴霧プレゼンテーション（ａｅｒｏｓｏｌ　ｓｐｒａｙ　ｐｒｅｓｅｎｔ
ａｔｉｏｎ）の形態で）。加圧エアロゾルの場合、単位用量は、計量された量を送達する
ためのバルブを備えることにより決定され得る。加圧容器、ポンプ、スプレー、又はネブ
ライザは、活性ポリペプチドの溶液又は懸濁液を、例えば、エタノールと噴射剤との混合
物を溶媒として用いて含有し得、それはまた潤滑剤、例えば、ソルビタントリオレートを
付加的に含有し得る。吸入器又は注入器として使用するためのカプセル及びカートリッジ
（例えば、ゼラチン製）は、本発明の化合物とラクトース又はデンプンなどの適当な粉末
基剤との粉末混合物を含有するべく製剤され得る。
【０１１６】
　治療組成物は、薬学的に有効な用量で患者に投与される。「治療有効量」又は「有効量
」又は「治療上有効」とは、本明細書で用いる場合、所与の症状及び投与レジメンに治療
的効果を与える量を指す。これは、必要な添加物及び希釈剤、即ち、担体又は投与ビヒク
ルと共同で、所望の治療効果をもたらすべく計算された、予め決められた活性物質量であ
る。さらにそれは、ホストの活性、機能、及び応答における臨床上有意な欠損を、低減し
かつ最も好ましくは防止するのに充分な量を意味することが意図されている。或いはまた
、治療有効量は、ホストにおける臨床上有意な症状に改善をもたらすのに充分である。当
業者に理解されるように、化合物の量は、その比活性に依存して変化し得る。適切な投薬
量は、必要な希釈剤と共同で所望の治療効果をもたらすべく計算された、予め決められた
活性組成物量を含有し得る。本発明の組成物の製造のための方法及び用途においては、活
性成分の治療有効量が提供されている。治療有効量は、医学又は獣医学の普通の技術の従
事者により、年齢、体重、性別、症状、合併症、他の疾患などといった患者の特徴に基づ
き、当該技術分野において周知のように決定され得る。薬学的に有効な用量の投与は、個
別の用量単位又はさもなければ数回のより少量の用量単位の形態での単回投与、及びまた
特定の間隔での細分化された用量の多数回投与の双方により実施され得る。別法として、
用量は長期間にわたる連続的な注入として提供され得る。
【０１１７】
　ポリペプチドは、使用される化合物の有効性／毒性に依存して、種々の濃度で製剤され
得る。好ましくは、製剤は活性薬剤を、０．１μＭと１ｍＭの間、より好ましくは１μＭ
と５００μＭの間、５００μＭと１ｍＭの間、３００μＭと７００μＭの間、１μＭと１
００μＭの間、１００μＭと２００μＭの間、２００μＭと３００μＭの間、３００μＭ
と４００μＭの間、４００μＭと５００μＭの間、及び最も好ましくは約５００μＭの濃
度で含んでなる。
【０１１８】
　したがって、治療用製剤は、口腔及び／又は咽頭（例えば、中咽頭）内の、ウイルス、
細菌、及び酵母などの微生物を殺すか又は増殖を減速させるのに充分な量のポリペプチド
、或いはそのフラグメント、変異体、融合体、又は誘導体を含んでなり得る。
【０１１９】
　本発明の第３の態様は、免疫不全症を罹患しているか又はその感受性がある被験者にお
ける、微生物感染症の治療又は防止のための方法であって、本発明の第１の態様に関連し
て上記に定義されたようなポリペプチドの治療有効量を被験者に投与することを含んでな
る、該方法を提供する。
【０１２０】
　本発明の第３の態様の代表的な実施形態は、本発明の第１の態様に関連して上記に記載
されている。
【０１２１】
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　１つの実施形態では、微生物感染症は、細菌感染症、ウイルス感染症、真菌感染症、及
び酵母感染症からなる群より選択される。
【０１２２】
　１つの実施形態では、本発明のポリペプチドは、口腔及び／又は咽頭（例えば、中咽頭
）の二次感染の治療又は防止に使用される。
【０１２３】
　例えば、ポリペプチドは、鼻漏及び／又は口腔の真菌感染症及び／又は歯茎炎症の治療
又は防止において使用され得る。
【０１２４】
　かかる微生物感染症は、口腔スプレー、鼻腔スプレー、ロゼンジなどの形態で本発明の
ポリペプチドを投与することにより、便利に治療／防止され得る。かかる製剤は、本発明
のポリペプチドが口腔及び／又は咽頭（例えば、中咽頭）の粘膜に長期間暴露されて、そ
こで、ポリペプチドのトリプシン活性が浸潤中の微生物に暴露されるようにする。
【０１２５】
　典型的には、本発明のポリペプチドは、数日、数週間又はそれ以上の期間にわたり、反
復して投与される。
【０１２６】
　当業者には、本発明のポリペプチドが１つ以上の他の付加的な治療剤と併用され得るこ
とが理解されよう。
【０１２７】
　例えば、本発明のポリペプチドは：
（ａ）通常の抗生剤（例えば、セファロスポリン、テトラサイクリン、アミノグリコシド
、及びペニシリン）；
（ｂ）抗ウイルス剤（例えば、オセルタミビル及びザナミビル）；及び／又は
（ｃ）抗真菌剤（ナイスタチン、クロルトリマゾール（ｃｌｏｒｔｒｉｍａｚｏｌｅ）、
及びフルカノゾール）
と併用され得る。
【０１２８】
　加えて、本発明のポリペプチドは、「市販の」風邪薬及び「流行性」感冒薬、例えば、
パラセタモール及びイブプロフェンなどの鎮痛剤、及びフェニレフリンなどの充血除去剤
と併用され得る。
【０１２９】
　当業者は、本発明の用途及び方法が、医学及び獣医学の双方の分野において実用性があ
ることをさらに理解するであろう。したがって、ポリペプチド薬は、ヒト及び非ヒト動物
（例えば、ウマ、イヌ、及びネコ）の双方の治療において使用され得る。
【０１３０】
　しかしながら、好ましくは患者はヒトである。
【０１３１】
　好ましい、本発明のいくつかの態様を具現化する非限定的な例が、ここで記載される。
【図面の簡単な説明】
【０１３２】
【図１】ＣＶＩＤと診断されかつＨｉｚｅｎｔｒａ（登録商標）（ヒトＩｇＧ）の皮下注
射で毎週治療された１２歳の男性患者についての、週毎の種々の感染症症状のパーセント
を示す図である。ベースラインデータは、２０１２年および２０１３年の１月から９月ま
での間に集められた。ＣｏｌｄＺｙｍｅ（登録商標）治療は、２０１３年１０月から１１
月までの９週間にわたり継続された。
【図２】ＣＶＩＤと診断されかつＨｉｚｅｎｔｒａ（登録商標）（ＩｇＧ）の皮下注射で
毎週治療された１２歳の男性患者についての、学校から家で過ごした週当たりの平均日数
を示す図である。ベースラインデータは、２０１２年および２０１３年の１月から９月ま
での間に集められた。ＣｏｌｄＺｙｍｅ（登録商標）治療は、２０１３年１０月から１１
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月までの９週間にわたり継続された。
【発明を実施するための形態】
【実施例】
【０１３３】
実施例Ａ：代表的な治療用製剤
　本発明のポリペプチド、タイセイヨウタラからのトリプシンＩ（配列番号１）の代表的
なストック溶液は、表１に示されたように処方され得る：
【０１３４】
【表１】

【０１３５】
　ｐＨは、７．５に調整される。
【０１３６】
　タイセイヨウダラからのトリプシンＩ（配列番号１）の適切な治療組成物はまた、Ｃｏ
ｌｄＺｙｍｅ（登録商標）（Ｅｎｚｙｍａｔｉｃａ　ＡＢ，ルンド、スウェーデン）とし
て市販されている。
【０１３７】
実施例Ｂ：症例研究
患者：１２歳男性
診断：ＣＶＩＤ（分類不能型免疫不全症）
治療歴：Ｈｉｚｅｎｔｒａ（登録商標）、免疫グロブリン（ヒト）皮下注射
　　　　Ａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎ、経口
治療：ＣｏｌｄＺｙｍｅ（登録商標）、投薬当たり１Ｕ、１日２回投与
【０１３８】
　２００３年以来、被験者はヒト免疫グロブリン（Ｈｉｚｅｎｔｒａ（登録商標）、週当
たり４ｇ）の皮下注射を毎週受けてきた。しかしながら、２０１３年後期の本発明のポリ
ペプチドを用いた治療以前には、被験者は、耳、副鼻腔、鼻、気管支、及び肺の再発性微
生物感染症を罹患した。被験者はしばしば継続的な鼻漏、口腔内の真菌増殖、及び歯茎の
損傷を伴う歯肉炎を呈した。結果として、被験者の生活の質はひどく損なわれ、彼は通常
、少なくとも毎週１日は学校から家にとどまる必要があった。１１月という月は、再発性
感染症からたびたび肺炎になったため、しばしば特にチャレンジングな月であった。
【０１３９】
　２０１２年８月から２０１３年５月までのアモキシリンによる予防的治療の期間は、被
験者の再発性の症状に殆ど効果がなかった。
【０１４０】
　被験者は、２０１３年１０月に、ＣｏｌｄＺｙｍｅ（登録商標）口腔スプレーによる毎
日２回の治療（朝夕）を開始し；Ｈｉｚｅｎｔｒａ（登録商標）の毎週投与はこの期間を
通して継続された。
【０１４１】
　ＣｏｌｄＺｙｍｅ（登録商標）治療開始のほんの３日以内に、被験者は症状及び生活の
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質に著しい改善を経験した（表２参照）：
【０１４２】
【表２】

【０１４３】
　ＣｏｌｄＺｙｍｅ（登録商標）による治療の効果は、図１及び２から明らかに見て取れ
る。
【０１４４】
　図１（Ａ）は、３つの期間の間に被験者によって経験された、週毎の種々の感染症症状
のパーセントを示す：
（ａ）２０１２年全体を通じて（治療＝Ｈｉｚｅｎｔｒａ（登録商標）及びアモキシリン
）；
（ｂ）２０１３年１月から９月まで（治療＝Ｈｉｚｅｎｔｒａ（登録商標）及びアモキシ
リン）；及び
（ｃ）２０１３年１０月から２０１３年１１月まで（治療＝Ｈｉｚｅｎｔｒａ（登録商標
）及びＣｏｌｄＺｙｍｅ（登録商標））。
【０１４５】
　ＣｏｌｄＺｙｍｅ（登録商標）を用いた治療期間の間、観察された感染症症状の全てに
おける劇的な減少が、直ちに明らかとなる。
【０１４６】
　図１（Ｂ）は、５８週間の延長された試験期間の間に同じ被験者によって経験された、
週毎の種々の感染症症状のパーセントを示す。
【０１４７】
　図２（Ａ）は、図１と同じ３つの期間の間に、感染症症状の重症度のために被験者が学
校を欠席した週当たりの平均日数を示す。ＣｏｌｄＺｙｍｅ（登録商標）による治療の開
始に続く劇的な改善が、再び直ちに明らかである。
【０１４８】
　特に、最初の治療期間（１０月～１１月）が、被験者が最も重症な感染症を経験した時
期に一致したことからすれば、被験者における本発明のポリペプチドを用いた治療による
かかる迅速な作用開始及び感染症症状のほぼ完全な除去は、全く予想外であった。当然の
ことながら、被験者及び彼の母親の双方が、１０年を超える消耗性の反復性感染症の後の
生活の質の改善に大喜びであった。
【０１４９】
　図２（Ｂ）は、図１（Ｂ）と同じ延長された試験期間の間に、感染症症状の重症度のた
めに被験者が学校を欠席した週当たりの平均日数を示す。
【０１５０】
実施例Ｃ－組換体セリンプロテアーゼポリペプチドの製造
クローニング
　目的のセリンプロテアーゼポリペプチドをコードする合成遺伝子を、何らタグを用いず
大腸菌発現Ｅ３ベクター（ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ）へクローニングした。
【０１５１】
　タイセイヨウダラからの野生型トリプシンＩをコードしている核酸は、以下の配列番号
４（ｐＵＣ５７中）に示される。
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1 GAAGAAGATA AAATCGTTGG CGGCTATGAA TGCACGAAAC ACTCGCAGGC ACACCAGGTC
61 TCACTGAACA GCGGTTACCA CTTTTGCGGC GGTAGTCTGG TTAGCAAAGA TTGGGTTGTT
121 AGTGCGGCCC ATTGCTATAA AAGCGTGCTG CGTGTTCGCC TGGGCGAACA TCACATTCGT
181 GTGAATGAAG GCACCGAACA GTACATTAGC TCTAGTAGCG TTATCCGCCA TCCGAACTAC
241 TCTAGTTACA ACATCAACAA CGATATCATG CTGATCAAAC TGACCAAACC GGCGACGCTG
301 AACCAGTATG TGCACGCCGT TGCACTGCCG ACCGAATGCG CAGCGGATGC AACCATGTGT
361 ACCGTGAGCG GCTGGGGTAA TACGATGAGC TCTGTTGCGG ATGGCGATAA ACTGCAGTGC
421 CTGTCTCTGC CGATTCTGAG TCATGCGGAT TGTGCCAACT CTTATCCGGG CATGATCACG
481 CAGAGCATGT TTTGCGCCGG TTACCTGGAA GGCGGTAAAG ATAGCTGCCA GGGTGATTCT
541 GGCGGTCCGG TGGTTTGTAA CGGCGTTCTG CAGGGTGTGG TTAGCTGGGG CTACGGTTGT
601 GCAGAACGTG ATCACCCGGG TGTCTATGCT AAAGTCTGTG TGCTGTCGGG CTGGGTCCGT
661 GATACGATGG CGAACTAT
［配列番号４］
【０１５２】
　タイセイヨウダラからのトリプシンＩの突然変異型をコードしている多数の核酸を、通
常の技術、即ちＰＣＲによる特定突然変異誘発により合成した。
【０１５３】
トリプシンのリフォールディング及び精製
　大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）ケミカルコンピテントセルを、目的のセリンプロテアーゼポ
リペプチド（トリプシン）をコードしている核酸配列を含有するＥ３ベクターにより、標
準的な方法、即ちヒートショック形質転換法を用いて形質転換した。
【０１５４】
　チモーゲンポリペプチド（トリプシノーゲン）が過剰発現され、宿主細胞の細胞質にお
いて封入体を形成した。
【０１５５】
　誘導後の細胞を集菌し、超音波処理により溶菌した。遠心分離後、封入体を緩衝液（５
０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ、２％　ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、３００ｍＭ　
ＮａＣｌ、２ｍＭ　ＤＴＴ、ｐＨ８．０）中で洗浄し、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、８Ｍ　尿素
、ｐＨ８．０中に溶解し、次いで１×ＰＢＳ、１０％グリセロール、ｐＨ７．４中に、４
℃で一晩透析した。
【０１５６】
　リフォールディングからの発現されたチモーゲンポリペプチドの純度は、＞９０％純度
を示し、それ以外の精製は必要ないと考えられた。
【０１５７】
　組換えチモーゲンポリペプチドは、次に、タイセイヨウダラから精製された野生型トリ
プシンＩ（０．２Ｕ／ｍｌ）を添加すること、及び室温で２４時間インキュベートするこ
とにより活性化された（実施例Ｄ参照）。
【０１５８】
代表定なポリペプチド
　以下のポリペプチドが得られたか、又は精製された：
（ａ）タイセイヨウダラから精製された野生型トリプシンＩ（「ＷＴ－Ｔｒｙｐ」又は「
野生型」）；
（ｂ）組換えにより発現されたタイセイヨウダラの野生型トリプシンＩ（配列番号１、「
Ｒ－Ｔｒｙｐ」）；及び
（ｃ）タイセイヨウダラのトリプシンＩの３８の異なる突然変異型（即ち、配列番号１の
突然変異された配列）。
【０１５９】
　タラトリプシンＩの３８の異なる突然変異型の配列突然変異は、以下の表３に示される
。
【０１６０】
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【表３】

【０１６１】
　代表的なトリプシンポリペプチドは、Ｎ末端に融合された活性化ペプチドＭＥＥＤＫ（
配列番号５）をもつチモーゲンポリペプチドとして最初に発現された。
【０１６２】
実施例Ｄ：組換えにより発現された、タイセイヨウダラの野生型及び突然変異型のトリプ
シンＩの安定性
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　この実施例は、大腸菌で発現された３９の組換えトリプシン突然変異体の活性化からの
結果を要約する。組換えトリプシンポリペプチド（Ｒ－Ｔｒｙｐ）の活性は、タイセイヨ
ウダラから精製された野生型トリプシンＩ（ＷＴ－Ｔｒｙｐ）により、２４時間のインキ
ュベーション後に活性された。
【０１６３】
材料及び方法
組換えトリプシンの発現
　実施例Ｃ参照。
【０１６４】
安定性の評価
　組換え試料の活性化及び安定性分析のためにデザインされた実験は、以下のように実施
された：
１日目：組換えトリプシンの活性化
　組換え酵素（０．２Ｕ／ｍｌ）を、マイクロタイタープレート中で、室温で２４時間の
間、野生型トリプシン（０．２Ｕ／ｍｌ）により活性化した。試料を、２０ｍＭ　Ｔｒｉ
ｓ－ＨＣｌ、１ｍＭ　ＣａＣｌ２、５０％グリセロール、ｐＨ７．６と混合して、最終体
積を２００μｌとした。
２日目：活性及び安定性測定
　活性化された組換え酵素を新たなマイクロタイタープレート（ＩＩ）に移し、氷上に維
持して酵素の安定性を維持しかつ活性化プロセスを停止した。
（ａ）初期活性Ａ０の測定
　活性化された酵素の活性（Ａ０）は、新たなマイクロタイタープレート（ＩＩＩ）にお
いて、アッセイ緩衝液中の２４５μｌのＧｌｙ－Ｐｒｏ－Ａｒｇを、マイクロタイタープ
レート（ＩＩ）からの組換え酵素５μｌと混合することにより測定した。４１０ｎｍの吸
収を追跡し、以下の式に従って活性を計算した：
【０１６５】
【数１】

【０１６６】
［式中、傾きは、３０℃で２００秒間のトリプシン活性の反応速度測定からの線形回帰の
傾きであり；ｄｆは、希釈係数であり、６０は、秒から分への変換であり、εは、８８０
０Ｍ－１ｃｍ－１に等しい吸光係数であり、ｌは、０．７１０９ｃｍに等しい光路の長さ
であり、１０３は、ｍｏｌ／ｌからμｍｏｌ／ｌへの変換である］。
（ｂ）温度による不活性化
　活性化された酵素１００μｌを、マイクロタイタープレート（ＩＩ）から新たなマイク
ロタイタープレート（ＩＶ）へ移し、２００μｌに希釈して、５０％グリセロール、ｐＨ
７．６の最終濃度とした。プレート（ＩＶ）を６０℃で３．５時間インキュベートした（
ＷＴ－Ｔｒｙｐは初期活性の９０％を失う）。残存活性を（ａ）のもとに測定した。
３日目：自触媒作用
　活性化された酵素１００μｌを、マイクロタイタープレート（ＩＩ）から、ｐＨ７．６
、２５％グリセロール及びアッセイ緩衝液中の０．１Ｕ／ｍｌのトリプシン１００μｌを
含有する新たなマイクロタイタープレート（Ｖ）へ移した。プレートを２５℃で８時間イ
ンキュベートした（ＷＴ－Ｔｒｙｐは初期活性の９０％を失う）。活性（ＡＡＸ）を、（
ａ）に記載されたように測定した。
【０１６７】
結果
　３９の代表的なセリンプロテアーゼポリペプチドの活性、熱安定性及び自触媒作用は、
表４に報告される（組換え野生型タラトリプシン、ＥＺＡ－００１、及びその３８の突然
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の残留活性しかもたなかった野生型トリプシンに比較して、改善された温度安定性を示し
、またいくつかの変異体は、野生型トリプシンに比較して、実質的に改善された自己触媒
的安定性を示した。
【０１６８】
【表４】

【０１６９】
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【表５】

【０１７０】
実施例Ｅ：組換え突然変異型のタラトリプシンＩの活性測定
材料及び方法
組換えポリペプチドの発現
　タイセイヨウタラからのトリプシンＩの野生型アミノ酸配列、及びその３８の突然変異
型に対応するポリペプチドを、実施例Ｃに記載された方法を用いて製造した。
【０１７１】
活性化
　組換え酵素（約０．０１ｍｇ／ｍｌ）の活性化は、野生型トリプシン（０．２Ｕ／ｍｌ
）を室温で添加して、２４時間インキュベートすることにより達成した。混合物を、２０
ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１ｍＭ　ＣａＣｌ２、５０％グリセロール、ｐＨ８．０中に作
製して、最終体積を２００μｌとした。
【０１７２】
反応速度定数を測定するための活性アッセイ
　基質（Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ）を、１％ＤＭＳＯを含有するアッセイ緩衝液中で０．
００５～０．１５ｍＭの濃度において使用した。２４５μＬの基質溶液を、９６ウェルプ
レートにピペッティングした。反応は、５μＬの試料混合物（上記）を添加することによ
り開始し、ＳｐｅｃｔｒａＭａｘプレートリーダで４１０ｎｍにおいてモニターした。反
応速度測定は、連続した１５分間のランの分毎に実施した。
【０１７３】
結果
　結果は、以下の表５に示される。
【０１７４】
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【表６】

【０１７５】
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【表７】

【０１７６】
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【表８】

【０１７７】
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