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(57)【要約】
本開示は、全体として、ヒトおよび動物対象における病原体侵入を制御する方法、ならび
に当該制御に有用な植物抽出物を含む薬剤および製剤および細胞に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の工程を含む、ヒトまたは動物対象内または対象上の病原体の増殖または侵入を阻
害する方法：該病原体を、該病原体の増殖または侵入を阻害するのに有効な併用量の、植
物ディフェンシンまたはその機能性天然もしくは合成誘導体もしくは変異体と、（i）プ
ロテイナーゼ阻害剤または（ii）化学殺病原体剤もしくは静病原体剤のいずれかとの組み
合わせの有効量に接触させる工程。
【請求項２】
　前記ディフェンシンと前記プロテイナーゼ阻害剤または化学剤との組み合わせが、該組
み合わせで使用されるのと同じ個々の用量でそれぞれを単独で使用する場合と比較して相
乗的である、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　前記植物ディフェンシンが透過性ディフェンシンである、請求項1に記載の方法。
【請求項４】
　前記透過性ディフェンシンが、NaD1、TPP3、PhD1、PhD1A、PhD2、FST、NoD173、HXL001
、HXL002、HXL004、HXL007、HXL008、HXL009、HXL012、HXL013、HXL015、HXL035およびHX
L036からなるリストより選択される、請求項3に記載の方法。
【請求項５】
　前記透過性ディフェンシンが、ナス科（Solanaceous）クラスIIディフェンシンまたは
その機能性天然もしくは合成誘導体もしくは変異体である、請求項3に記載の方法。
【請求項６】
　前記ディフェンシン変異体が、ナス科クラスIIディフェンシン由来の対応するループ1B
と置き換わっているクラスIディフェンシン由来のループ1Bを含む、請求項5に記載の方法
。
【請求項７】
　前記ディフェンシン変異体が、HXP4、HXP34、HXP35、HXP37、HXP58、HXP72、HXP91、HX
P92、HXP95およびHXP107からなるリストより選択される、請求項6に記載の方法。
【請求項８】
　前記プロテイナーゼ阻害剤が、セリンまたはシステインプロテイナーゼ阻害剤である、
請求項1に記載の方法。
【請求項９】
　前記プロテイナーゼ阻害剤が、NaPI、NaCys1、NaCys2、NaCys3、NaCys4、HvCPI6、SICy
s9、Oc-Ia、Oc-Ib、Oc-Ic、Oc-Id、StPin1A、At2g38870、CI-1B、CI-2、At2g43510および
BPTIからなるリストより選択される、請求項8に記載の方法。
【請求項１０】
　前記化学剤が、シクロピロクス、テルビナフィン、フェンプロピモルフ、ケトコナゾー
ル、イントラコナゾール、フルコナゾール、アモロルフィン、アンホテリシン、アゾール
、ポリエン、エキノキャンディン、アリルアミン、グリセオフルビン、トルナフタート、
ベンゾオキサボロール、アガノシド（aganocide）、フルシトシン、ハロプロギン、ポリ
ゴジアール、ウンデシレン酸、β-グルカンシンターゼ阻害剤およびキチンシンターゼ阻
害剤からなるリストより選択される、請求項1に記載の方法。
【請求項１１】
　前記エキノキャンディンがカスポファンギンである、請求項10に記載の方法。
【請求項１２】
　前記病原体が真菌病原体である、請求項1に記載の方法。
【請求項１３】
　前記真菌生物が、アルテルナリア属（Alternaeria spp）、アスペルギルス属（Aspergi
llus spp）、カンジダ属（Candida spp）、フザリウム属（Fusarium spp）、トリコフィ
トン属（Trichophyton spp）、クリプトコックス属（Cryptococcus spp）、ヒストプラズ
マ属（Histoplasma spp)、ミクロスポルム属（Microsporum spp)、ペニシリウム属（Peni
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cillium spp)、ニューモシスチス属（Pneuocystis spp)、トリコスポロン属（Trichospor
on spp)、スケドスポリウム属（Scedosporium spp)、ペシロミセス属（Paeciliomyces sp
p)、アクレモニウム属（Acremonium spp)、スタキボトリス属（Stachybotrys spp)および
デマチアセウス属（Dermatiaceous）カビの菌種からなるリストより選択される、請求項1
2に記載の方法。
【請求項１４】
　前記真菌生物が、アルテルナリア・アルテルナータ（Alternaria alternata）、アスペ
ルギルス・フミガタス（Aspergillus fumigatus）、アスペルギルス・ニガー（Aspergill
us niger）、アスペルギルス・フラバス（Aspergillus flavus）、アスペルギルス・ニデ
ュランス（Aspergillus nidulans）、アスペルギルス・パラシチカス（Aspergillus para
citicus）、カンジダ・アルビカンス（Candida albicans）、カンジダ・デュブリニエン
シス（Candida dubliniensis）、カンジダ・ファマタ（Candida famata）、カンジダ・グ
ラブラータ（Candida glabrata）、カンジダ・ギリエルモンディ（Candida guilliermond
ii）、カンジダ・ハエムロニイ（Candida haemulonii）、カンジダ・ケフィール（Candid
a kefyr）、カンジダ・クルーセイ（Candida krusei）、カンジダ・ルシタニアエ（Candi
da lusitaniae）、カンジダ・ノルベジェンシス（Candida norvegensis）、カンジダ・パ
ラプシローシス（Candida parapsilosis）、カンジダ・トロピカリス（Candida tropical
is）、カンジダ・ビスワナシイ（Candida viswanathii）、フザリウム・オキシスポラム
（Fusarium oxysporum）、フザリウム・ソラニ（Fusarium solani）、フザリウム・モニ
リフォルメ（Fusarium monoliforme）、トリコフィトン・ルブラム（Trychophyton rubru
m）、トリコフィトン・メンタグロフィテス（Trychophyton mentagrophytes）、トリコフ
ィトン・インタージギターレ（Trychophyton interdigitales）、トリコフィトン・トン
ズランス（Trychophyton tonsurans）、クリプトコックス・ネオフォルマンス（Cryptoco
ccus neoformans）、クリプトコックス・ガッティ（Cryptococcus gattii）、クリプトコ
ックス・グルビイ（Cryptococcus grubii）、ミクロスポルム・カニス（Microsporum can
is）、ミクロスポルム・ジプセウム（Microsporum gypseum）、ペニシリウム・マルネッ
フェイ（Penicillium marneffei）、トリコスポロン・ベイゲリ（Tricosporon beigelii
）、トリコスポロン・アサヒ（Trichosporon asahii）、トリコスポロン・インキン（Tri
chosporon inkin）、トリコスポロン・アステロイデス（Trichosporon asteroides）、ト
リコスポロン・クタネウム（Trichosporon cutaneum）、トリコスポロン・ドメスティカ
ム（Trichosporon domesticum）、トリコスポロン・ムコイデス（Trichosporon mucoides
）、トリコスポロン・オボイデス（Trichosporon ovoides）、トリコスポロン・プルラン
ス（Trichosporon pullulans）、トリコスポロン・ロウビエリ（Trichosporon loubieri
）、トリコスポロン・ジャポニカム（Trichosporon japonicum）、スケドスポリウム・ア
ピオスペルムム（Scedosporium apiospermum）、スケドスポリウム・プロリフィカンス（
Scedosporium prolificans）、ペシロミセス・バリオッティ（Paecilomyces variotii）
、ペシロミセス・リラシヌス（Paecilomyces lilacinus）、アクレモニウム・ストリクタ
ム（Acremonium stricutm）、クラドフィアロフォラ・バンチアナ（Cladophialophora ba
ntiana）、ワンギエラ・デルマチチジス（Wangiella dermatitidis）、ラミクロリディウ
ム・オボボイデウム（Ramichloridium obovoideum）、ケトミウム・アトロブルネウム（C
haetomium atrobrunneum）、ダクチラリア・ガロパバム（Dactylaria gallopavum）、バ
イポラリス属（Bipolaris spp）、エクセロヒルム・ロストラツム（Exserohilum rostrat
um）ならびにアブシジア・コリムビフェラ（Absidia corymbifera）、アポフィソミセス
・エレガンス（Apophysomyces elegans）、ムコール・インディカス（Mucor indicus）、
リゾムコール・プシルス（Rhizomucor pusillus）、リゾプス・オリゼ（Rhizopus oryzae
）、カニングハメラ・バーソレチアエ（Cunninghamella bertholletiae）、コケロミセス
・レクルバタス（Cokeromyces recurvatus）、サクセネア・バシフォルミス（Saksenaea 
vasiformis）、シンセファラストラム・ラセモサム（Syncephalastrum racemosum）、バ
シジオボラス・ラナラム（Basidiobolus ranarum）、コニディオボルス・コロナトゥス（
Conidiobolus coronatus）／コニディオボルス・インコングルース（Conidiobolus incon
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gruus）、ブラストミセス・デルマチチジス（Blastomyces dermatitidis）、コクシディ
オイデス・イミチス（Coccidioides immitis）、コクシディオイデス・ポサダシイ（Cocc
idioides posadasii）、ヒストプラズマ・カプスラーツム（Histoplasma capsulatum）、
パラコクシディオイデス・ブラジリエンシス（Paracoccidioides brasiliensis）、シュ
ードアレシェリア・ボイジイ（Pseudallescheria boydii）およびスポロトリクス・シェ
ンキイ（Sporothrix schenckii）からなるリストより選択される、請求項13に記載の方法
。
【請求項１５】
　前記ディフェンシンおよび他の薬剤が、ヒトまたは動物に局所適用される、請求項1に
記載の方法。
【請求項１６】
　前記ディフェンシンおよび他の薬剤が、ヒトまたは動物に非局所適用される、請求項1
に記載の方法。
【請求項１７】
　前記ディフェンシンおよび／または前記プロテイナーゼ阻害剤が、遺伝子改変された微
生物によって産生されるまたは植物もしくは細胞の抽出物により提供される、請求項1に
記載の方法。
【請求項１８】
　植物ディフェンシンまたはその機能性合成もしくは天然誘導体もしくは変異体と、プロ
テイナーゼ阻害剤または抗病原体特性を有する化学剤のいずれかとの組み合わせ、ならび
に1つまたは複数の薬学的に許容される担体、希釈剤および／または賦形剤を含む、製剤
。
【請求項１９】
　前記植物ディフェンシンが透過性ディフェンシンである、請求項18に記載の製剤。
【請求項２０】
　前記透過性ディフェンシンが、クラスIIナス科ディフェンシンまたはその機能性天然も
しくは合成誘導体もしくは変異体である、請求項18に記載の製剤。
【請求項２１】
　局所用製剤である、請求項18に記載の製剤。
【請求項２２】
　前記プロテイナーゼ阻害剤が、NaPI、NaCys1、NaCys2、NaCys3、NaCys4、HvCPI6、SICy
s9、Oc-Ia、Oc-Ib、Oc-Ic、Oc-Id、StPin1A、At2g38870、CI-1B、CI-2、At2g43510および
BPTIより選択される、請求項18に記載の製剤。
【請求項２３】
　前記化学剤が、シクロピロクス、テルビナフィン、フェンプロピモルフ、ケトコナゾー
ル、イントラコナゾール、フルコナゾール、アモロルフィン、アンホテリシン、アゾール
、ポリエン、エキノキャンディン、アリルアミン、グリセオフルビン、トルナフタート、
ベンゾオキサボロール、アガノシド、フルシトシン、ハロプロギン、ポリゴジアール、ウ
ンデシレン酸、β-グルカンシンターゼ阻害剤およびキチンシンターゼ阻害剤である、請
求項18に記載の製剤。
【請求項２４】
　前記エキノキャンディンがカスポファンギンである、請求項18に記載の製剤。
【請求項２５】
　ディフェンシンおよび／またはプロテイナーゼ阻害剤の供給源としての細胞抽出物また
は植物抽出物を含む、請求項18に記載の製剤。
【請求項２６】
　ヒトまたは動物対象の病原体の治療または予防のための医薬の製造における、請求項18
～25のいずれか一項に記載の製剤の使用。
【請求項２７】
　病原体の増殖または侵入を阻害する方法であって、該病原体を、NaD1、TPP3、PhD1、Ph
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D1A、PhD2、FST、NoD173、HXL001、HXL002、HXL004、HXL007、HXL008、HXL009、HXL012、
HXL013、HXL015、HXL035およびHXL036からなるリストより選択される植物ディフェンシン
またはHXP4、HXP34、HXP35、HXP37、HXP58、HXP72、HXP91、HXP92、HXP95およびHXP107か
らなるリストより選択されるディフェンシンの変異体もしくは誘導体と、プロテイナーゼ
阻害剤または抗病原体特性を有する化学剤との組み合わせの有効量に接触させる工程を含
み、該ディフェンシンと該プロテイナーゼ阻害剤または該化学剤のいずれかとの組み合わ
せが、該組み合わせで使用されるのと同じ個々の用量でそれぞれを単独で使用する場合と
比較して抗病原体活性を促進する、前記方法。
【請求項２８】
　病原体の増殖または侵入を阻害する方法であって、該病原体を、NaD1、TPP3、PhD1、Ph
D1A、PhD2、FST、NoD173、HXL001、HXL002、HXL004、HXL007、HXL008、HXL009、HXL012、
HXL013、HXL015、HXL035およびHXL036からなるリストより選択される植物ディフェンシン
またはHXP4、HXP34、HXP35、HXP37、HXP58、HXP72、HXP91、HXP92、HXP95およびHXP107か
らなるリストより選択されるディフェンシンの変異体もしくは誘導体と、NaPI、NaCys1、
NaCys2、NaCys3、NaCys4、HvCPI6、SICys9、Oc-Ia、Oc-Ib、Oc-Ic、Oc-Id、StPin1A、At2
g38870、CI-1B、CI-2、At2g43510およびBPTIからなるリストより選択されるプロテイナー
ゼ阻害剤またはシクロピロクス、テルビナフィン、フェンプロピモルフ、ケトコナゾール
、イントラコナゾール、フルコナゾール、アモロルフィン、アンホテリシン、アゾール、
ポリエン、エキノキャンディン、アリルアミン、グリセオフルビン、トルナフタート、ベ
ンゾオキサボロール、アガノシド、フルシトシン、ハロプロギン、ポリゴジアール、ウン
デシレン酸、β-グルカンシンターゼ阻害剤およびキチンシンターゼ阻害剤からなるリス
トより選択される化学剤のいずれかとの組み合わせの有効量に接触させる工程を含み、該
ディフェンシンと他の薬剤との組み合わせが、該組み合わせで使用されるのと同じ個々の
用量でそれぞれを単独で使用する場合と比較して抗病原体活性を促進する、前記方法。
【請求項２９】
　真菌病原体の増殖または侵入を阻害する方法であって、該真菌病原体を、NaD1、TPP3、
PhD1、PhD1A、PhD2、FST、NoD173、HXL001、HXL002、HXL004、HXL007、HXL008、HXL009、
HXL012、HXL013、HXL015、HXL035およびHXL036からなるリストより選択される植物ディフ
ェンシンまたはHXP4、HXP34、HXP35、HXP37、HXP58、HXP72、HXP91、HXP92、HXP95および
HXP107からなるリストより選択されるディフェンシンの変異体もしくは誘導体と、NaPI、
NaCys1、NaCys2、NaCys3、NaCys4、StPin1A、HvCPI6、SICys9、Oc-Ia、Oc-Ib、Oc-Ic、Oc
-Id、At2g38870、CI-1B、CI-2、At2g43510およびBPTIからなるリストより選択されるプロ
テイナーゼ阻害剤またはシクロピロクス、テルビナフィン、フェンプロピモルフ、ケトコ
ナゾール、イントラコナゾール、フルコナゾール、アモロルフィン、アンホテリシン、ア
ゾール、ポリエン、エキノキャンディン、アリルアミン、グリセオフルビン、トルナフタ
ート、ベンゾオキサボロール、アガノシド、フルシトシン、ハロプロギン、ポリゴジアー
ル、ウンデシレン酸、β-グルカンシンターゼ阻害剤およびキチンシンターゼ阻害剤から
なるリストより選択される化学剤のいずれかとの組み合わせの有効量に接触させる工程を
含み、該ディフェンシンと他の薬剤との組み合わせが該病原体の増殖の阻害を促進する、
前記方法。
【請求項３０】
　前記エキノキャンディンがカスポファンギンである、請求項27または29に記載の方法。
【請求項３１】
　前記組み合わせが相乗的である、請求項27～30のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
出願情報
　本願は、その全内容が参照により本明細書に組み入れられる、2014年4月24日に出願さ
れた、「Agents and methods of treatment」を表題とするオーストラリア仮特許出願第2



(6) JP 2017-517498 A 2017.6.29

10

20

30

40

50

014901480号に関連し、その優先権を主張する。
【０００２】
背景
　本開示は、全体として、ヒトおよび動物対象における病原体侵入を制御する方法、なら
びに当該制御に有用な植物抽出物を含む薬剤および製剤および細胞に関する。
【背景技術】
【０００３】
分野
関連分野の解説
　本明細書において著者によって参照されている刊行物の書誌情報は、詳細な説明の最後
にアルファベット順にまとめられている。
【０００４】
　本明細書における任意の先行技術の参照は、この先行技術が任意の国において共通の一
般知識の一部を形成していることの承認または何らかの形式の示唆ではなく、かつそのよ
うに解釈されるべきではない。
【０００５】
　病原体の侵入は、ヒトおよび動物において深刻な健康問題を引き起こし得る。これらの
健康問題は、ヒトおよび動物の医療費をさらに上昇させる原因となる。予防的手段でさえ
も、大きな財政出動を必要とする。
【０００６】
　例えば、家禽を含む動物の病原体、例えば真菌病原体に起因する農業的損失は農産業に
おける大きな問題であり、これらの損失を抑えるための殺真菌剤の局所適用に毎年数百万
ドルが費やされている。
【０００７】
　ヒト医学および獣医学において殺真菌剤を含む化学殺病原体剤および抗生物質性の殺病
原体剤が成功を収めているが、これらの薬剤の利用の増加は病原体の耐性株の発生の選択
圧を提供する。ヒトおよび動物病原体の侵入の制御の代替メカニズムを開発することまた
は既存の薬剤をより効果的に運用することが必要とされていることは明らかである。
【０００８】
　植物は、病原体侵入に対して一定の自然保護を提供する様々なシステムを進化させた。
これらの自然免疫システムは、構成性または既形成および誘導性の両方の要素を含む。今
日まで、非植物宿主に対する植物自然免疫システムの要素の適用可能性については十分な
認識が得られていない。これらの要素の例は、植物免疫の構成性および誘導性の両方の局
面において大きな役割を果たす小さな、ジスルフィド豊富なタンパク質である。それらは
、それらのシステイン配置に基づくファミリーに分類することができ、チオニン、スナキ
ン（snakin）、ソーマチン様タンパク質、ヘベインおよびノッチン型タンパク質、脂質転
移タンパク質、ヘアピニンおよびシクロチドならびにディフェンシンを含む。
【０００９】
　植物ディフェンシンは、4～5つのジスルフィド結合を有する小さな（45～54アミノ酸）
塩基性タンパク質である（Janssen et al. (2003) Biochemistry 42(27):8214-8222（非
特許文献1））。それらは、3本鎖、逆平行のβ-シートが3つのジスルフィド結合によりα
-ヘリックスにつながれシステイン安定化αβモチーフを形成する共通のジスルフィド結
合パターンおよび共通の折りたたみ構造を共有している。第4のジスルフィド結合もNおよ
びC末端に加わり、それによって極めて安定な構造を形成する。抗細菌活性、タンパク質
合成阻害ならびにα-アミラーゼおよびプロテアーゼ阻害を含む様々な機能がディフェン
シンに起因している（Colilla et al. (1990) FEBS Lett 270(1-2);191-194（非特許文献
2）; Bloch and Richardson (1991) FEBS Lett 279(1):101-104（非特許文献3））。
【００１０】
　ディフェンシンの構造は、システイン残基間の領域として定義される7つの「ループ」
からなる。ループ1は、第1のβ-ストランド（1A）および最初の2つの不変システイン残基
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間の、このβ-ストランドをα-ヘリックス（1B）に接続するフレキシブル領域の大部分を
含む。ループ2、3および4の最初の部分（4A）はα-ヘリックスを構成し、残りのループ（
4B-7）はβ-ストランド2および3ならびにそれらを接続するフレキシブル領域（β-ヘアピ
ン領域）を構成する（van der Weerden et al. (2013) Cell Mol Life Sci 70(19): 3545
-3570（非特許文献4））。植物ディフェンシンのこのヘアピン領域は、様々なクラスの多
くの抗微生物ペプチドに見られるγ-コアモチーフを形成する（Yount and Yeaman (2005)
 Protein Pept Lett 12(1):49-67（非特許文献5））。
【００１１】
　それらの保存された構造にもかかわらず、植物ディフェンシンは非常に低い配列同一性
しか共有しておらず、完全に保存されているのは8つのシステイン残基だけである。これ
らのシステイン残基は、それらの存在、および位置がディフェンシン間で保存されている
ことから、一般に「不変システイン残基」と呼ばれる。配列類似性に基づき、植物ディフ
ェンシンは、異なるグループに分類され得る。各グループ内で、配列相同性は比較的高い
が、グループ間のアミノ酸類似性は低い（van der Weerden et al. (2013) Cell Mol Lif
e Sci 70(19): 3545-3570（非特許文献4））。
【００１２】
　植物ディフェンシンは2つの大クラスに分けることができる。クラスIディフェンシンは
、小胞体（ER）シグナル配列およびそれに続く成熟ディフェンシンドメインからなる。ク
ラスIIディフェンシンは、約33アミノ酸のC末端プロドメインまたはプロペプチド（CTPP
）を有するより大きな前駆体として産生される。今日までに同定されているクラスIIディ
フェンシンの大部分は、ナス科（Solanaceous）植物種において見出されている。
【００１３】
　クラスIIナス科ディフェンシンは、花組織において発現される。それらは、観賞用タバ
コであるニコチアナ・アラタ（Nicotiana alata）の花において高濃度で発現されるNaD1
を含む（Lay et al. (2003) Plant Physiol 131(3):1283-1293（非特許文献6））。この
ペプチドの抗真菌活性は、細胞壁への結合、細胞膜の透過および菌糸の細胞質へのこのペ
プチドの侵入（van der Weerden et al. (2008) J Biol Chem 283(21): 14445-14452（非
特許文献7））ならびに活性酸素種の誘導（Hayes et al. (2014) Cell Mol Life Sci. Fe
bruary 2014, on line ISSN 1420-682X（非特許文献8））を伴う。
【００１４】
　クラスIIナス科ディフェンシンは、様々な程度の対植物真菌活性を有する。いくつかの
クラスIディフェンシンは、非常に低い抗真菌活性を示す。これに対して、非植物病原体
における植物ディフェンシンの効果に関しては、ごくわずか研究しかなされていない。
【００１５】
　非常に多様な配列を有するディフェンシンは、異なる作用機構を通じて作用する。細胞
膜の透過は、多くのディフェンシンで観察される共通の特徴である。しかし、透過機構お
よび細胞死におけるその役割は、異なるディフェンシン間で相違する。いくつかのディフ
ェンシンは、高濃度で膜透過するが、完全な増殖阻害に必要とされる濃度ではそうならな
い。実際、有意な膜透過に必要とされるこれらのタンパク質の濃度は、増殖阻害に必要と
されるものの約20倍である。これらのタンパク質は、増殖阻害に必要とされる濃度でわず
かに膜透過するが、それは長時間（＞150分）の後である。これはおそらく、このときよ
り後に起こる真菌の細胞死の結果である。透過のアッセイには、米国特許出願第12/535,4
43号（特許文献1）に記載されているSYTOX緑色アッセイが成功裏に使用されている。
【００１６】
　いくつかの他の植物ディフェンシンと異なり、植物ディフェンシンNaD1は、IC50に相当
する濃度で有意に膜透過する。NaD1による透過は、15分以内に始まり、80分後にその最大
に達する（van der Weerden et al. (2010) J Biol Chem 285(48):37513-37520（非特許
文献9））。NaD1はまた、増殖阻害を引き起こさない低濃度で一定の膜透過を示す（van d
er Weerden et al. (2008) J Biol Chem 283(21):14445-14452（非特許文献7））。ディ
フェンシン間の透過キネティクスの違いは、そのタンパク質の作用機構の違いに起因する
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と考えられる。したがって、透過アッセイを使用する上で、適当なディフェンシンを選択
する必要がある。
【００１７】
　ヒトおよび動物における病原体の感染および侵入をより効果的に管理するためのプロト
コルを開発する必要がある。抗生物質剤の使用が少ないまたはその使用を必要としない病
原体の制御をより効果的に促進する能力は、結局のところ、病原体の耐性株が発生する可
能性を減少させるであろう。これは、病因および保健施設においてだけでなく、高密度動
物施設でも特別な関心事となっている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１８】
【特許文献１】米国特許出願第12/535,443号
【非特許文献】
【００１９】
【非特許文献１】Janssen et al. (2003) Biochemistry 42(27):8214-8222
【非特許文献２】Colilla et al. (1990) FEBS Lett 270(1-2);191-194
【非特許文献３】Bloch and Richardson (1991) FEBS Lett 279(1):101-104
【非特許文献４】van der Weerden et al. (2013) Cell Mol Life Sci 70(19): 3545-357
0
【非特許文献５】Yount and Yeaman (2005) Protein Pept Lett 12(1):49-67
【非特許文献６】Lay et al. (2003) Plant Physiol 131(3):1283-1293
【非特許文献７】van der Weerden et al. (2008) J Biol Chem 283(21): 14445-14452
【非特許文献８】Hayes et al. (2014) Cell Mol Life Sci. February 2014, on line IS
SN 1420-682X
【非特許文献９】van der Weerden et al. (2010) J Biol Chem 285(48):37513-37520
【発明の概要】
【００２０】
要旨
　ヌクレオチドおよびアミノ酸配列は、配列番号（SEQ ID NO）によって表される。SEQ I
D NOは、数値的に、配列識別子<400>1（SEQ ID NO:1）、<400>2（SEQ ID NO:2）等に対応
する。配列識別子の概要は、表1に提供されている。配列表は、特許請求の範囲の後に提
供される。
【００２１】
　本開示は、ヒトまたは動物対象内または対象上の病原体の増殖または侵入を阻害する方
法であって、病原体を、病原体の増殖または侵入を阻害するのに有効な併用量の植物ディ
フェンシンまたはその機能性天然もしくは合成誘導体もしくは変異体および（i）プロテ
イナーゼ阻害剤または（ii）化学殺病原体剤もしくは静病原体剤のいずれかの組み合わせ
の有効量に接触させる工程を含む方法、を教示する。1つの態様において、ディフェンシ
ンおよび（i）プロテイナーゼ阻害剤または（ii）化学剤の組み合わせは、当該組み合わ
せで使用されるのと同じ個々の用量でそれぞれを単独で使用する場合と比較して相乗効果
を有する。
【００２２】
　1つの態様において、植物ディフェンシンまたはその機能性天然もしくは合成誘導体も
しくは変異体は、透過性ディフェンシンである。これらは、クラスIディフェンシンおよ
びクラスIIナス科（Solanaceous）ディフェンシンを含む。例は、NaD1（Q8GTM0）、TPP3
（AAA80496）、PhD1（Q8H6Q1）、PhD1A（SEQ ID NO:36）、PhD2（Q8H6Q0）、FST（p32026
）、NoD173（SEQ ID NO:37）、HXL001、HXL002、HXL004、HXL007、HXL008、HXL009、HXL0
12、HXL013、HXL015、HXL035およびHXL036を含む。1つの態様において、透過性ディフェ
ンシンは、その機能性天然または合成誘導体または変異体である。合成変異体の例は、ク
ラスIディフェンシン由来のループ1Bがナス科クラスIIディフェンシン由来のループ1Bと
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置き換わっているものを含む。これらは、HXP4、HXP34、HXP35、HXP37、HXP58、HXP72、H
XP91、HXP92、HXP95およびHXP107を含む。
【００２３】
　「プロテイナーゼ阻害剤」という表現は、植物プロテイナーゼ阻害剤または非植物源の
プロテイナーゼ阻害剤および活性形態へのプロセシングを必要とする前駆体を含む。プロ
テイナーゼ阻害剤がディフェンシンとの製剤の作製に使用される場合、前駆体形態は、使
用前に活性化される。プロテイナーゼ阻害剤の例は、セリンおよびスレオニンプロテイナ
ーゼ阻害剤、例えば、NaCys1、NaCys2、NaCys3、NaCys4、HvCPI6、SlCys9、Oc-Ia、Oc-Ib
、Oc-Ic、Oc-Id、StPin1A、At2g38870、CI-1B、CI-2、At2g43510およびBPTIを含む。
【００２４】
　「化学剤」という表現は、タンパク質性および非タンパク質性の化学分子を含む。化学
殺病原体剤または静病原体剤は、シクロピロクス、テルビナフィン、フェンプロピモルフ
、ケトコナゾール、イントラコナゾール、フルコナゾール、アモロルフィン、アンホテリ
シン、アゾール、ポリエン、エキノキャンディン、アリルアミン、グリセオフルビン、ト
ルナフタート、ベンゾオキサボロール、アガノシド（aganocide）、フルシトシン、ハロ
プロギン、ポリゴジアールおよびウンデシレン酸からなるリストより選択される殺真菌剤
を含む。エキノキャンディン殺真菌剤の例は、カスポファンギンである。化学細胞壁シン
ターゼ阻害剤もまた、本発明で企図されている。タンパク質性殺病原体剤または静病原体
剤は、β-グルカンシンターゼ阻害剤およびキチンシンターゼ阻害剤ならびに他の細胞壁
シンターゼ阻害剤を含む。
【００２５】
　驚くべきことに、植物ディフェンシンおよびプロテイナーゼ阻害剤または化学殺病原体
剤もしくは静病原体剤の一方の組み合わせが抗病原体活性を促進することが、本願で決定
されている。ディフェンシン、プロテイナーゼ阻害剤および化学剤の各々の抗病原体活性
は、ディフェンシンが他の2つの薬剤のいずれかと組み合わせて使用される場合に強化さ
れる。1つの態様において、この強化は、ディフェンシンとプロテイナーゼ阻害剤または
化学剤のいずれかの間の相乗的相互作用から生じる。
【００２６】
　病原体には真菌が含まれる。真菌には酵母が含まれる。1つの態様において、病原体は
、ヒトまたは動物の真菌病原体である。哺乳動物、例えばヒトを含む動物の真菌病原体は
、アルテルナリア属（Alternaeria spp）、アスペルギルス属（Aspergillus spp）、カン
ジダ属（Candida spp）、フザリウム属（Fusarium spp）、トリコフィトン属（Trichophy
ton spp）、クリプトコックス属（Cryptococcus spp）、ヒストプラズマ属（Histoplasma
 spp)、ミクロスポルム属（Microsporum spp）、ペニシリウム属（Penicillium spp）、
ニューモシスチス属（Pneumocystis spp）、トリコスポロン属（Trichosporon spp)、ス
ケドスポリウム属（Scedosporium spp）、ペシロミセス属（Paeciliomyces spp）、アク
レモニウム属（Acremonium spp）、スタキボトリス属（Stachybotrys spp）およびデマチ
アセウス（Dermatiaceous）カビの菌種を含む。哺乳動物および特にヒトを含む特定の動
物の病原体は、アルテルナリア・アルテルナータ（Alternaria alternata）、アスペルギ
ルス・フミガタス（Aspergillus fumigatus）、アスペルギルス・ニガー（Aspergillus n
iger）、アスペルギルス・フラバス（Aspergillus flavus）、アスペルギルス・ニデュラ
ンス（Aspergillus nidulans）、アスペルギルス・パラシチカス（Aspergillus paraciti
cus）、カンジダ・アルビカンス（Candida albicans）、カンジダ・デュブリニエンシス
（Candida dubliniensis）、カンジダ・ファマタ（Candida famata）、カンジダ・グラブ
ラータ（Candida glabrata）、カンジダ・ギリエルモンディ（Candida guilliermondii）
、カンジダ・ハエムロニイ（Candida haemulonii）、カンジダ・ケフィール（Candida ke
fyr）、カンジダ・クルーセイ（Candida krusei）、カンジダ・ルシタニアエ（Candida l
usitaniae）、カンジダ・ノルベジェンシス（Candida norvegensis）、カンジダ・パラプ
シローシス（Candida parapsilosis）、カンジダ・トロピカリス（Candida tropicalis）
、カンジダ・ビスワナシイ（Candida viswanathii）、フザリウム・オキシスポラム（Fus
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arium oxysporum）、フザリウム・ソラニ（Fusarium solani）、フザリウム・モニリフォ
ルメ（Fusarium moniliforme）、トリコフィトン・ルブラム（Trychophyton rubrum）、
トリコフィトン・メンタグロフィテス（Trychophyton mentagrophytes）、トリコフィト
ン・インタージギターレ（Trychophyton interdigitales）、トリコフィトン・トンズラ
ンス（Trychophyton tonsurans）、クリプトコックス・ネオフォルマンス（Cryptococcus
 neoformans）、クリプトコックス・ガッティ（Cryptococcus gattii）、クリプトコック
ス・グルビイ（Cryptococcus grubii）、ミクロスポルム・カニス（Microsporum canis）
、ミクロスポルム・ジプセウム（Microsporum gypseum）、ペニシリウム・マルネッフェ
イ（Penicillium marneffei）、トリコスポロン・ベイゲリ（Trichosporon beigelii）、
トリコスポロン・アサヒ（Trichosporon asahii）、トリコスポロン・インキン（Trichos
poron inkin）、トリコスポロン・アステロイデス（Trichosporon asteroides）、トリコ
スポロン・クタネウム（Trichosporon cutaneum）、トリコスポロン・ドメスティカム（T
richosporon domesticum）、トリコスポロン・ムコイデス（Trichosporon mucoides）、
トリコスポロン・オボイデス（Trichosporon ovoides）、トリコスポロン・プルランス（
Trichosporon pullulans）、トリコスポロン・ロウビエリ（Trichosporon loubieri）、
トリコスポロン・ジャポニカム（Trichosporon japonicum）、スケドスポリウム・アピオ
スペルムム（Scedosporium apiospermum）、スケドスポリウム・プロリフィカンス（Sced
osporium prolificans）、ペシロミセス・バリオッティ（Paecilomyces variotii）、ペ
シロミセス・リラシヌス（Paecilomyces lilacinus）、アクレモニウム・ストリクタム（
Acremonium stricutm）、クラドフィアロフォラ・バンチアナ（Cladophialophora bantia
na）、ワンギエラ・デルマチチジス（Wangiella dermatitidis）、ラミクロリディウム・
オボボイデウム（Ramichloridium obovoideum）、ケトミウム・アトロブルネウム（Chaet
omium atrobrunneum）、ダクチラリア・ガロパバム（Dactylaria gallopavum）、バイポ
ラリス属（Bipolaris spp）、エクセロヒルム・ロストラツム（Exserohilum rostratum）
ならびにアブシジア・コリムビフェラ（Absidia corymbifera）、アポフィソミセス・エ
レガンス（Apophysomyces elegans）、ムコール・インディカス（Mucor indicus）、リゾ
ムコール・プシルス（Rhizomucor pusillus）、リゾプス・オリゼ（Rhizopus oryzae）、
カニングハメラ・バーソレチアエ（Cunninghamella bertholletiae）、コケロミセス・レ
クルバタス（Cokeromyces recurvatus）、サクセネア・バシフォルミス（Saksenaea vasi
formis）、シンセファラストラム・ラセモサム（Syncephalastrum racemosum）、バシジ
オボラス・ラナラム（Basidiobolus ranarum）、コニディオボルス・コロナトゥス（Coni
diobolus coronatus）／コニディオボルス・インコングルース（Conidiobolus incongruu
s）、ブラストミセス・デルマチチジス（Blastomyces dermatitidis）、コクシディオイ
デス・イミチス（Coccidioides immitis）、コクシディオイデス・ポサダシイ（Coccidio
ides posadasii）、ヒストプラズマ・カプスラーツム（Histoplasma capsulatum）、パラ
コクシジオイデス・ブラジリエンシス（Paracoccidioides brasiliensis）、シュードア
レシェリア・ボイジイ（Pseudallescheria boydii）およびスポロトリクス・シェンキイ
（Sporothrix schenckii）を含む。
【００２７】
　ディフェンシンおよびプロテイナーゼ阻害剤または化学剤のいずれかは、ヒトもしくは
動物に局所適用され得るまたはヒトもしくは動物に全身投与され得る。ディフェンシンお
よび／またはプロテイナーゼ阻害剤はまた、植物抽出物を含む細胞抽出物の一部として提
供され得る。これは、例えば、ハーブ製剤、例えばボディおよびヘアウォッシュにおいて
有用である。
【００２８】
　ディフェンシンおよびプロテイナーゼ阻害剤もしくは化学剤のいずれかの両方を含む製
剤または各々がディフェンシンまたはプロテイナーゼ阻害剤もしくは化学剤の一方を含む
製剤の組み合わせが、本明細書でさらに教示されている。製剤はその後、使用前または使
用中に組み合わされる。「製剤」という表現は、細胞抽出物または植物抽出物を含む。
【００２９】
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　ヒトまたは動物の病原体侵入の治療または予防のための医薬の製造における植物ディフ
ェンシンおよびプロテイナーゼ阻害剤または化学剤のいずれかの使用が、本明細書で実現
されている。
【００３０】
　治療され得るヒトは、任意の年齢のヒトを含む。治療され得る動物は、家畜動物、コン
パニオン動物、研究試験動物および野生動物を含む。
【００３１】
　各々が植物ディフェンシンまたはその機能性天然もしくは合成誘導体もしくは変異体な
らびにプロテイナーゼ阻害剤および／または化学剤の一方または両方を各々別個のコンパ
ートメントに含むコンパートメントを含むキットもまた、本明細書に教示されている。適
当なディフェンシンおよび様々な要素の最適濃度を同定するためのアッセイもまた、本開
示により企図されている。
【００３２】
　別の態様においては、正常フローラの属または種に属する微生物が、ディフェンシンお
よび／またはプロテイナーゼ阻害剤等のタンパク質を産生するよう遺伝子操作される。そ
のような微生物は、抗真菌化学剤と共に使用され得る腸領域または皮膚表面領域にコロニ
ー形成するプロバイオティックとして使用され得る。あるいは、ディフェンシンおよび／
またはプロテイナーゼ阻害剤は、植物を含む細胞の抽出物として提供される。
【００３３】
　（表１）配列識別子の概要
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【発明を実施するための形態】
【００３４】
詳細な説明
　本明細書を通じて、文脈がそうでないことを必要としていない限り、「含む（comprise
）」という語または「含む（comprises）」もしくは「含む（comprising）」等の派生語
は、言及されている要素もしくは成分もしくは方法の工程または要素もしくは成分もしく
は方法の工程の群を含むが、任意の要素もしくは成分もしくは方法の工程または要素もし
くは成分もしくは方法の工程の群を排除しないことを暗示しているものと理解されたい。
【００３５】
　本明細書で使用される場合、「a」、「an」および「the」という単数形は、文脈がそう
でないことを明確に示していない限り、複数の局面を含む。したがって、例えば、「ディ
フェンシン（a defensin）」という表現は、単一のディフェンシンおよび2つ以上のディ
フェンシンを含み；「薬剤（an agent）」という表現は、単一の薬剤および2つ以上の薬
剤を含み；「本開示（the disclosure）」という表現は、本開示によって教示される単一
および複数の局面を含む、等である。本明細書で教示および実現される局面は、「発明」
という用語に包含される。すべてのそのような局面は、本発明の範囲内で実現される。
【００３６】
　プロトコルは、ヒトおよび動物対象における病原体侵入の管理を容易にするために構築
されている。このプロトコルは、プロテイナーゼ阻害剤または化学殺病原体剤もしくは静
病原体剤のいずれかと組み合わせての植物ディフェンシンまたはその機能性天然もしくは
合成誘導体もしくは変異体の使用を含む。植物ディフェンシンおよびプロテイナーゼ阻害
剤または化学剤がヒトまたは動物対象に感染する病原体に対する効果的な治療および予防
プロトコルを実現することが、本明細書に提示されている。1つの態様において、ディフ
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ェンシンおよびプロテイナーゼ阻害剤または化学剤の一方または他方の効果は、相乗的で
ある。
【００３７】
　したがって、ヒトまたは動物対象における病原体の増殖または侵入を阻害する方法であ
って、病原体を、病原体の増殖または侵入を阻害するのに有効な併用量の、植物ディフェ
ンシンまたはその機能性天然もしくは合成誘導体もしくは変異体および（i）プロテイナ
ーゼ阻害剤または（ii）化学殺病原体剤もしくは静病原体剤のいずれかの組み合わせの有
効量に接触させる工程を含む方法が、本明細書で実現されている。上記のように、1つの
態様において、ディフェンシンおよびプロテイナーゼ阻害剤または化学剤の組み合わせは
、その組み合わせで使用されるのと同じ個々の用量でそれぞれを単独で使用する場合と比
較して相乗的である。。便宜上、ヒトおよび動物対象は、「宿主」、「個体」、「標的」
、「レシピエント」または「患者」とも称され得る。ディフェンシン、プロテイナーゼ阻
害剤および化学物質は、各々「薬剤」とまたは集合的に「薬剤」と称され得る。薬剤は、
純粋な形態であり得るまたは細胞もしくは細胞抽出物中に含まれ得る。1つの態様におい
て、化学物質は、細胞抽出物または植物抽出物に添加される。
【００３８】
　1つの態様において、特定のディフェンシン、プロテイナーゼ阻害剤または化学殺病原
体剤もしくは静病原体剤単独の阻害効果は、ディフェンシンがプロテイナーゼ阻害剤また
は化学剤と共に使用される場合に有意に強化される。したがって、1つの態様において、
その組み合わせは相乗的である。
Greco et al. (1995) Pharmacol Rev. 47:331-385は、2つの薬剤の併用が各々を単独でア
ッセイした場合の相加的効果よりも大きい活性を有することに基づき相乗作用のカテゴリ
ーを定義している。したがって、本明細書で採用される定義は、一緒に作用する2つの薬
剤の併用効果が単独で作用する個々の薬剤の和よりも大きい限り、すべてのそのような状
況を含む。さらに、薬剤の組み合わせは、一緒に作用するそれらの薬剤の併用効果が単独
で作用する個々の成分の和よりも大きくなる、濃度を含むがこれに限定されない条件セッ
トが存在する場合に、その用語が本明細書で意図するところの相乗的であるとみなされる
。Richer (1987) Pestic Sci 19:309-315は、相乗作用の証明を行う数学的アプローチを
記載している。このアプローチは、2つの阻害性薬剤XおよびYの併用下での阻害レベルの
観測値（Io）と、それらの併用効果を測定するために使用されたのと同じそれぞれの濃度
で別々に作用するXまたはYの各々から得られる相加的効果の期待値（Ee）を比較するため
にリンペル式を使用する。相加的阻害率（％）Eeは、X + Y - XY/100として算出され、こ
こでXおよびYは阻害率（％）として表される。相乗作用は、Io > Eeの場合に存在する。
【００３９】
　相乗作用は、相乗作用スケールで表され得る。1つの態様において、15までの値、例え
ば0、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13または14は、有意な相乗作用を表さず
；15～30の値、例えば15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28または
29は、低い相乗作用を表し；30～60の値、例えば30、31、32、33、34、35、36、37、38、
39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、
59または60は、中程度の相乗作用を表し；60を超える値は、高い相乗作用を表す。「60を
超える値」は、61、70、80、90および100ならびにその間の任意の値を含む61～100を含む
。
【００４０】
　上記のように、「相乗作用効果」は、開示されるプロトコルにおいて2つ以上の薬剤が
、単独で作用する各薬剤の個々の効果の和よりも大きな併用効果を生じる場合に見られる
。この効果は、効能、安定性、速度および／または毒性レベルの1つまたは複数であり得
る。本明細書に記載されるように、病原体増殖の阻害は、少なくとも1つの植物ディフェ
ンシンとプロテイナーゼ阻害剤または化学剤のうちの少なくとも一方との併用下で測定さ
れた場合に、それ以外では同一条件下の各薬剤（ディフェンシンおよびプロテイナーゼ阻
害剤または化学剤のいずれか）の個々の特定濃度範囲の存在下で測定された阻害の和より



(15) JP 2017-517498 A 2017.6.29

10

20

30

40

50

も大きいときに、相乗的とみなされる。相乗的とみなされるために、2つの薬剤のあらゆ
る濃度の組み合わせで相加的効果よりも大きな効果が観測される必要はないことが理解さ
れるであろう。2つの薬剤の相乗作用効果は、特定の濃度の組み合わせの下で観測され、
他では観測されないことがある。例えば、病原体への侵入が毒性を律速する場合、ディフ
ェンシンの存在は、特にプロテイナーゼ阻害剤または化学剤の濃度が阻害に関して非最適
である場合にも、相乗作用をもたらし得る。1つの態様において、ディフェンシンおよび
プロテイナーゼ阻害剤または化学剤の一方または両方の濃度が非最適である。同様に、相
乗作用は、前記薬剤のうち1つまたは2つが最大の観測可能な阻害を達成する高レベル（最
大レベル）で存在する場合に、埋没し得る。ディフェンシンとプロテイナーゼ阻害剤/化
学剤との組み合わせの一般的なシステムは、従って、相乗作用がすべての条件下で観測さ
れない場合でさえも相乗作用の可能性が存在するという理由で、「相乗的」と称される。
植物ディフェンシンとプロテイナーゼ阻害剤または化学剤との間の相乗作用は、少なくと
もいくつかの用量において、単独で作用する個々の薬剤によって得ることができるよりも
より大きな病原体阻害を提供する。いくつかの例において、ディフェンシンまたは他の薬
剤のうち一方は、他方と組み合わされるまで、特定の病原体に対して測定可能な効果を有
さない。したがって、本発明は、抗生物質または化学剤に対する依存性が低い、病原体侵
入からの宿主の高い保護を提供する。これは、ヒトおよび動物のヘルスケアシステムに対
する抑制された投入費用、病原体に対する広範囲の活性ならびに耐性の拡散の可能性の減
少を意味する。したがって、後者に関して、殺病原体剤耐性病原体株の発生の選択圧が大
きく減少し、それによってそれらの薬剤の商業的寿命の延長ならびに耐性病原体の増殖の
抑制および病原体の多耐性株の発生の可能性の減少が実現される。
【００４１】
　「病原体阻害」は、対照と比較しての病原体増殖の減少（または生存力の喪失）によっ
て測定される、病原体殺傷および病原体抑制の両活性を含む。病原体増殖は、その病原体
に依存する当技術分野で公知の多くの異なる方法によって測定され得る。糸状菌の増殖を
測定する広く使用されている方法は、例えば、適切な増殖培地中で胞子を発芽させ、測定
可能な増殖を達成するのに十分な時間インキュベートし、そして指定インキュベート時間
後に培養物中の増加した光学密度を測定することを要する。光学密度は、増殖が大きいほ
ど上昇する。典型的に、真菌の増殖が、発病に必要となる。したがって、病原体増殖の阻
害は、真菌疾患からの保護の適当な指標を提供する、すなわち、この指標が大きいほど保
護が効果的である。
【００４２】
　本発明との関係で言う「感染の予防」は、ディフェンシンとプロテイナーゼ阻害剤また
は化学剤との組み合わせを有するヒトまたは動物が病原体感染もしくは疾患症状もしくは
上記のすべてを回避するまたはディフェンシン、ディフェンシンとプロテイナーゼ阻害剤
または化学剤のいずれかとの組み合わせに暴露されなかった宿主と比較した場合に宿主・
病原体相互作用の自然な結果として減少したもしくは最小限のもしくは低頻度の病原体感
染もしくは疾患症状もしくは上記のすべてを示すことを意味する。すなわち、病原体は、
疾患および／または関連する疾患症状を引き起こさないよう予防されるまたは減少する。
感染および／または症状は、本明細書に教示されるプロトコルで治療されなかった宿主と
比較して少なくとも約10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％もしくは80％またはそ
れ以上減少する。減少率は、宿主および病原体に適した任意の便利な手段によって決定さ
れ得る。
【００４３】
　したがって、ディフェンシンとプロテイナーゼ阻害剤または化学剤のいずれかとの組み
合わされた作用は、他の阻害活性の中でも特に、病原体増殖、複製、感染および／もしく
は維持を阻害すること、ならびに／または病原体の侵入の症状の改善を誘導することであ
る。
【００４４】
　ヒトおよび動物の保護（疾患の予防または治療）は、最初に、インビトロ研究アッセイ
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（例えば、病原体阻害アッセイ）を、その後に動物研究および最終的にはヒト臨床試験を
用いて試験され得る。
【００４５】
　「接触」は、ヒトまたは動物対象への局所もしくは全身投与または適用後のディフェン
シンおよびプロテイナーゼ阻害剤または化学剤のいずれかの組み合わせへの病原体の暴露
を含む。したがって、ディフェンシンおよびプロテイナーゼ阻害剤もしくは化学剤のいず
れかはヒトもしくは動物対象の表面領域に局所適用され得る、またはそれらはヒトもしく
は動物対象に全身投与され得る。加えて、いくつかの要素、例えばディフェンシンおよび
／またはプロテイナーゼ阻害剤は、微生物によって産生され得る。別の態様において、正
常フローラの属または種に属する微生物が、ディフェンシンおよび／またはプロテイナー
ゼ阻害剤等のタンパク質を産生するよう遺伝子操作される。そのような微生物は、抗真菌
化学剤と共に使用され得る腸領域または皮膚表面領域にコロニー形成するプロバイオティ
ックとして使用され得る。あるいは、ディフェンシンおよび／またはプロテイナーゼ阻害
剤は、植物抽出物を含む細胞抽出物として提供される。植物は、生来的にディフェンシン
もしくはプロテイナーゼ阻害剤もしくは両方を産生し得るまたは一方もしくは他方もしく
は両方を産生するよう操作され得る。
【００４６】
　1つの態様において、ディフェンシンおよびプロテイナーゼ阻害剤または化学剤のいず
れかは、例えば局所製剤、ヘアもしくはボディウォッシュ溶液または適当な宿主への全身
投与に適した製剤として、共に配合される。局所製剤は、水溶液、液体製剤、トニック、
点眼剤、点耳剤、ウォッシュ、スプレー、ペイント、粉末、分散物、霧状製剤、ドゥーシ
ェ、クリーム、軟膏、リップスティック、ゲル、スラッジ、ペースト、パッチ、含浸バン
デージ等を含む。ディフェンシンおよび任意でプロテイナーゼ阻害剤を含む細胞抽出物ま
たは植物抽出物を含む製剤が、本明細書で企図されている。殺真菌剤も添加され得る。
【００４７】
　ヒトまたは動物対象内または対象上での病原体の増殖または侵入を阻害するのに使用す
るための、植物ディフェンシンまたはその機能性天然もしくは合成誘導体もしくは変異体
およびプロテイナーゼ阻害剤または化学殺病原体剤もしくは静病原体剤のいずれかを含む
製剤が、本明細書で実現されている。
【００４８】
　1つの態様において、第1のコンパートメントが植物ディフェンシンまたはその機能性天
然もしくは合成誘導体もしくは変異体を含み、第2のコンパートメントがプロテイナーゼ
阻害剤または化学殺病原体剤もしくは静病原体剤の一方を含み、任意で第3またはさらな
るコンパートメントが賦形剤、担体または希釈剤を含み、使用の際に、第1および第2のコ
ンパートメントの内容物がヒトもしくは動物対象または表面への適用前または適用中に混
合される、複数のコンパートメントを含む治療用キットが、本明細書に教示されている。
1つの態様において、ディフェンシン、プロテイナーゼ阻害剤および化学剤の3つすべてが
別個の容器に含まれる。あるいは、キットは、ディフェンシンおよび／またはプロテイナ
ーゼ阻害剤を発現するよう操作された凍結乾燥形態または他の再構成可能な形態の微生物
を含む。キットは次に、抗病原体特性を有する化学剤を含むコンパートメントを含み得る
。ディフェンシンおよび／またはプロテイナーゼ阻害剤はまた、特定の供給源から精製さ
れ得るまたは植物細胞抽出物中に存在する。
【００４９】
　病原体阻害を促進するよう作用するように組み合わせて使用される、ヒトまたは動物対
象内または対象上での病原体の増殖または侵入を阻害するのに使用するためのディフェン
シンまたはその機能性天然もしくは合成誘導体もしくは変異体およびプロテイナーゼ阻害
剤または抗病原体特性を有する化学剤のいずれが、本明細書に記載され本明細書で実現さ
れている。1つの態様において、この組み合わせは相乗的である。
【００５０】
　「植物ディフェンシン」という表現は、文脈が明らかにそうでないことを示していない
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限り、その機能性天然または合成誘導体または変異体を含む、本明細書で企図されている
適当なディフェンシンの例は、透過性ディフェンシン、ナス科クラスIIディフェンシンお
よびそれらの機能性天然または合成誘導体または変異体を含む。
【００５１】
　本明細書で使用されるディフェンシンは、本明細書において、その供給源に依存して、
「天然」ディフェンシン、「修飾」ディフェンシン、「変異型」ディフェンシン、「変異
」ディフェンシンまたは「キメラ」ディフェンシンを表し得る。
【００５２】
　1つの態様において、透過性ディフェンシンは、クラスIIナス科ディフェンシンである
。1つの態様において、ディフェンシンは、ディフェンシンのN末端部分において、第1の
β-ストランド（β-ストランド1）およびα-ヘリックスの間のループ領域で修飾される。
1つの態様において、ループ領域は、第2の不変システイン残基の6アミノ酸N末端またはそ
の等価物を含む。この領域は、「ループ1B」と定義される。クラスIIナス科ディフェンシ
ンは、成熟ドメインの比較的保存されたC末端部分によって他のディフェンシンと区別さ
れる。「クラスIIナス科ディフェンシン」という表現は、NaD1成熟ドメインのC末端部分
、NaD1成熟ドメインにおける最C末端不変システインで終わり該システインを含む約20連
続アミノ酸残基を含むNaD1のC末端部分（例えば、SEQ ID NO:1）に対して少なくとも70％
のアミノ酸配列類似性を有する任意のディフェンシンを含む。「少なくとも70％」は、少
なくとも70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、
88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99または100％を意味する。
【００５３】
　1つの態様において、クラスIIナス科ディフェンシンのループ1Bアミノ酸配列は、一文
字アミノ酸表記法を用いて言う、
　X1がA、R、N、D、C、Q、E、G、H、I、L、K、M、F、P、S、T、W、YもしくはVまたはその
天然に存在する修飾型であり、
　X2がA、R、N、D、C、Q、E、G、H、I、L、K、M、F、P、S、T、W、YもしくはVまたはその
天然に存在する修飾型であり、
　X3がA、R、N、D、C、Q、E、G、H、I、L、K、M、F、P、S、T、W、YもしくはVまたはその
天然に存在する修飾型であり、
　X4がA、R、N、D、C、Q、E、G、H、I、L、K、M、F、P、S、T、W、YもしくはVまたはその
天然に存在する修飾型であり、
　X5がA、R、N、D、C、Q、E、G、H、I、L、K、M、F、P、S、T、W、YもしくはVまたはその
天然に存在する修飾型であり、および／または
　X6がA、R、N、D、C、Q、E、G、H、I、L、K、M、F、P、S、T、W、YもしくはVまたはその
天然に存在する修飾型である、
配列X1X2X3X4X5X6（SEQ ID NO:2）に修飾され、ここでアミノ酸配列X1X2X3X4X5X6は、修
飾の前のクラスIIナス科ディフェンシン由来のループ1Bのアミノ酸配列に対応しない。
【００５４】
　1つの態様において、クラスIIナス科ディフェンシンのループ1B配列は、
　X1がN、G、D、H、K、A、E、Q、T、P、L、M、SもしくはRであり、
　X2がK、R、G、H、L、N、F、I、S、TもしくはYであり、
　X3がW、Y、H、L、G、FもしくはPであり、
　X4がP、K、S、R、H、T、E、V、N、Q、DもしくはGであり、
　X5がS、K、Y、F、GもしくはHであり、および／または
　X6がP、V、L、T、A、F、N、K、R、M、G、H、IもしくはYである、
である配列X1X2X3X4X5X6（SEQ ID NO:3）に修飾され、ここでアミノ酸配列X1X2X3X4X5X6
は、修飾の前のクラスIIナス科ディフェンシン由来のループ1Bのアミノ酸配列に対応しな
い。
【００５５】
　1つの態様において、クラスIIナス科ディフェンシンのループ1B配列は、
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　X1がN、H、Q、D、KもしくはEであり、
　X2がR、H、T、KもしくはGであり、
　X3がF、H、YもしくはWであり、
　X4がP、K、SもしくはRであり、
　X5がGもしくはFであり、および／または
　X6がP、V、IもしくはNである、
である配列X1X2X3X4X5X6（SEQ ID NO:4）に修飾され、ここでアミノ酸配列X1X2X3X4X5X6
は、修飾の前のクラスIIナス科ディフェンシン由来のループ1Bのアミノ酸配列に対応しな
い。
【００５６】
　「X1X2X3X4X5X6」という表現は、ループ1B領域に対応する6個の連続するアミノ酸残基
を意味する。
【００５７】
　1つの態様において、人工的に作製されたまたは修飾されたディフェンシンは、SEQ ID 
NO:5に示されるアミノ酸配列を含む。この配列において、ループ1B領域は、
　X1がL、F、S、I、A、H、Y、Q、D、KまたはGからなるリストより選択されるアミノ酸で
あり、
　X2がS、V、F、I、K、L、A、P、N、T、R、HまたはGからなるリストより選択されるアミ
ノ酸であり、
　X3がA、F、W、N、I、S、Y、P、LまたはHからなるリストより選択されるアミノ酸であり
、
　X4がK、G、E、R、A、P、F、Q、VまたはSからなるリストより選択されるアミノ酸であり
、
　X5がM、G、K、D、S、Y、P、E、NまたはFからなるリストより選択されるアミノ酸であり
、および
　X6がV、T、M、S、W、A、P、G、E、K、L、H、IまたはNからなるリストより選択されるア
ミノ酸である、
X1X2X3X4X5X6と定義される。
【００５８】
　1つの態様において、人工的に作製されたまたは修飾されたディフェンシンは、SEQ ID 
NO:6に示されるアミノ酸配列を含む。この配列において、ループ1B領域は、
　X1がN、H、Q、D、KまたはEからなるリストより選択されるアミノ酸であり、
　X2がR、H、T、KまたはGからなるリストより選択されるアミノ酸であり、
　X3がF、H、YまたはWからなるリストより選択されるアミノ酸であり、
　X4がP、K、SまたはRからなるリストより選択されるアミノ酸であり、
　X5がGまたはFからなるリストより選択されるアミノ酸であり、および
　X6がP、V、IまたはNからなるリストより選択されるアミノ酸である、
X1X2X3X4X5X6と定義される。
【００５９】
　クラスIIナス科ディフェンシンであるNaD1の場合、ループ1Bアミノ酸配列は、NTFPGI（
SEQ ID NO:7）である。その結果、NTFPGIは、NがA、R、D、C、Q、E、G、H、I、L、K、M、
F、P、S、T、W、YもしくはVまたはそれらの天然に存在する修飾型の一つによって置換さ
れ、TがA、R、N、D、C、Q、E、G、H、I、L、K、M、F、P、S、W、YもしくはVまたはそれら
の天然に存在する修飾型の一つによって置換され、FがA、R、N、D、C、Q、E、G、H、I、L
、K、M、P、S、T、W、YもしくはVまたはそれらの天然に存在する修飾型の一つによって置
換され、PがA、R、N、D、C、Q、E、G、H、I、L、K、M、F、S、T、W、YもしくはVまたはそ
れらの天然に存在する修飾型の一つによって置換され、GがA、R、N、D、C、Q、E、H、I、
L、K、M、F、P、S、T、W、YもしくはVまたはそれらの天然に存在する修飾型の一つによっ
て置換され、および／またはIがA、R、N、D、C、Q、E、G、H、L、K、M、F、P、S、T、W、
YもしくはVの一つによって置換され、ただしループ1Bアミノ酸配列はNaD1由来のループ1B
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に対応しないように修飾される。ループ1B配列は、単一のアミノ酸変化を有し得るまたは
2もしくは3もしくは4もしくは5もしくは全6つのアミノ酸が変更され得る。
【００６０】
　クラスIIナス科ディフェンシンは、ループ1B領域に対する任意の数のアミノ酸変化単独
またはそれと他の変異との組み合わせによって修飾され得る。他の変異は、アミノ酸置換
、付加および／または欠失を含む。ループ1B領域外の変異は、1～約50の数であり得る。
「変化」は、クラスIIナス科ディフェンシンのループ1B領域への、あるディフェンシン由
来のループ1B領域の移植を含む。その供給源は、クラスIディフェンシンループ1Bまたは
別のクラスIIディフェンシン由来のループ1Bであり得る。これらの局面は、少なくとも1
つのヒトまたは動物病原体に対する修飾されたディフェンシンおよび他の薬剤の併用の強
化された抗病原体活性が維持されるという条件に基づく。1つの態様において、抗病原体
活性は、活性のレベルもしくは範囲、安定性および／または透過性の観点で、修飾前のク
ラスIIディフェンシンに対して強化される。1つの態様において、抗病原体活性は、活性
のレベルもしくは範囲、安定性および／または透過性の観点で、クラスIIディフェンシン
の修飾前のペプチドに対して強化される。
【００６１】
　したがって、抗病原体活性を有する変異型ディフェンシンを生成するようN末端部分の
β-ストランド1とα-ヘリックスの間のループ領域が単一または複数のアミノ酸置換、付
加および／または欠失によって修飾された、修飾されたクラスIIナス科ディフェンシン骨
格を含む人工的に作製されたディフェンシンと共に抗病原体特性を有するプロテイナーゼ
阻害剤または化学剤を使用することが、本発明に含まれる。1つの態様において、ループ
領域は、第2の不変システイン残基のN末端側の6アミノ酸残基によって定義されるループ1
Bである。任意のディフェンシンにおけるその等価領域が、本明細書で企図されている。
【００６２】
　適当なディフェンシンの例は、NaD1、TPP3、PhD1、PhD1A、PhD2、FST、NoD173、HXL001
（SEQ ID NO:26）、HXL002（SEQ ID NO:27）、HXL004（SEQ ID NO:28）、HXL007（SEQ ID
 NO:29）、HXL008（SEQ ID NO:30）、HXL009（SEQ ID NO:33）HXL012（SEQ ID NO:25）、
HXL013（SEQ ID NO:31）、HXL015（SEQ ID NO:32）、HXL035およびHXL036を含む。合成デ
ィフェンシン変異体の例は、HXP4（SEQ ID NO:8）、HXP34（SEQ ID NO:15）およびHXP35
（SEQ ID NO:16）を含む。変異型ディフェンシンの他の例は、HXP37（SEQ ID NO:17）、H
XP58（SEQ ID NO:18）、HXP72（SEQ ID NO:19）、HXP91（SEQ ID NO:20）、HXP92（SEQ I
D NO:21）、HXP95（SEQ ID NO:22）およびHXP107（SEQ ID NO:23）を含む。
【００６３】
　病原体の増殖または侵入を阻害する方法であって、病原体を、NaD1、TPP3、PhD1、PhD1
A、PhD2、FST、NoD173、HXL001、HXL002、HXL004、HXL007、HXL008、HXL009、HXL012、HX
L013、HXL015、HXL035およびHXL036からなるリストより選択される植物ディフェンシンま
たはHXP4、HXP34、HXP35、HXP37、HXP58、HXP72、HXP91、HXP92、HXP95およびHXP107から
なるリストより選択されるディフェンシンの誘導体もしくは変異体ならびに抗病原体特性
を有するプロテイナーゼ阻害剤または化学剤の組み合わせの有効量に接触させる工程を含
み、ディフェンシンおよびプロテイナーゼ阻害剤または化学剤の組み合わせが、当該組み
合わせで使用されるのと同じ個々の用量でそれぞれを単独で使用する場合と比較して抗病
原体活性を促進する、前記方法が、本明細書に教示されている。
【００６４】
　1つの態様において、薬剤は、相乗的に作用する。
【００６５】
　適当なプロテイナーゼ阻害剤は、セリンおよびスレオニンプロテイナーゼ阻害剤、例え
ば、NaPI、NaCys1、NaCys2、NaCys3、NaCys4、HvCPI6、SlCys9、Oc-Ia、Oc-Ib、Oc-Ic、O
c-Id、StPin1A、At2g38870、CI-1B、CI-2、At2g43510およびBPTIを含む。
【００６６】
　「化学剤」という表現は、タンパク質性および非タンパク質性の化学分子を含む。化学
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殺病原体剤または静病原体剤は、シクロピロクス、テルビナフィン、フェンプロピモルフ
、ケトコナゾール、イントラコナゾール、フルコナゾール、アモロルフィン、アンホテリ
シン、アゾール、ポリエン、エキノキャンディン、アリルアミン、グリセオフルビン、ト
ルナフタート、ベンゾオキサボロール、アガノシド、フルシトシン、ハロプロギン、ポリ
ゴジアールおよびウンデシレン酸からなるリストより選択される殺真菌剤を含む。エキノ
キャンディン殺真菌剤の例は、カスポファンギンである。化学細胞壁シンターゼ阻害剤も
また、本発明で企図されている。タンパク質性殺病原体剤または静病原体剤は、β-グル
カンシンターゼ阻害剤およびキチンシンターゼ阻害剤ならびに他の細胞壁シンターゼ阻害
剤を含む。
【００６７】
　病原体の増殖または侵入を阻害する方法であって、病原体を、NaD1、TPP3、PhD1、PhD1
A、PhD2、FST、NoD173、HXL001、HXL002、HXL004、HXL007、HXL008、HXL009、HXL012、HX
L013、HXL015、HXL035およびHXL036からなるリストより選択される植物ディフェンシンま
たはHXP4、HXP34、HXP35、HXP37、HXP58、HXP72、HXP91、HXP92、HXP95およびHXP107から
なるリストより選択されるディフェンシンの変異体もしくは誘導体ならびにNaPI、NaCys1
、NaCys2、NaCys3、NaCys4、HvCPI6、SlCys9、Oc-Ia、Oc-Ib、Oc-Ic、Oc-Id、StPin1A、A
t2g38870、CI-1B、CI-2、At2g43510およびBPTIからなるリストより選択されるプロテイナ
ーゼ阻害剤またはシクロピロクス、テルビナフィン、フェンプロピモルフ、ケトコナゾー
ル、イントラコナゾール、フルコナゾール、アモロルフィン、アンホテリシン、アゾール
、ポリエン、エキノキャンディン（例えば、カスポファンギン）、アリルアミン、グリセ
オフルビン、トルナフタート、ベンゾオキサボロール、アガノシド、フルシトシン、ハロ
プロギン、ポリゴジアール、ウンデシレン酸、β-グルカンシンターゼ阻害剤およびキチ
ンシンターゼ阻害剤からなるリストより選択される化学剤のいずれかの組み合わせの有効
量に接触させる工程を含み、ディフェンシンおよび他の薬剤の組み合わせが、その組み合
わせで使用されるのと同じ個々の用量でそれぞれを単独で使用する場合と比較して抗病原
体活性を促進する方法が、本明細書に教示されている。1つの態様において、この組み合
わせは相乗的である。
【００６８】
　1つの態様において、病原体は真菌である。
【００６９】
　真菌病原体の増殖または侵入を阻害する方法であって、真菌病原体を、病原体の阻害ま
たは増殖を促進するディフェンシンおよび他の薬剤の組み合わせの、NaD1、TPP3、PhD1、
PhD1A、PhD2、FST、NoD173、HXL001、HXL002、HXL004、HXL007、HXL008、HXL009、HXL012
、HXL013、HXL015、HXL035およびHXL036からなるリストより選択される植物ディフェンシ
ンまたはHXP4、HXP34、HXP35、HXP37、HXP58、HXP72、HXP91、HXP92、HXP95およびHXP107
からなるリストより選択されるディフェンシンの変異体もしくは誘導体ならびにNaPI、Na
Cys1、NaCys2、NaCys3、NaCys4、HvCPI6、SlCys9、Oc-Ia、Oc-Ib、Oc-Ic、Oc-Id、StPin1
A、At2g38870、CI-1B、CI-2、At2g43510およびBPTIからなるリストより選択されるプロテ
イナーゼ阻害剤またはシクロピロクス、テルビナフィン、フェンプロピモルフ、ケトコナ
ゾール、イントラコナゾール、フルコナゾール、アモロルフィン、アンホテリシン、アゾ
ール、ポリエン、エキノキャンディン（例えば、カスポファンギン）、アリルアミン、グ
リセオフルビン、トルナフタート、ベンゾオキサボロール、アガノシド、フルシトシン、
ハロプロギン、ポリゴジアール、ウンデシレン酸、β-グルカンシンターゼ阻害剤および
キチンシンターゼ阻害剤からなるリストより選択される化学剤のいずれかの組み合わせの
有効量に接触させる工程を含む方法が、本明細書に教示されている。1つの態様において
、この組み合わせは相乗的である。
【００７０】
　本発明の方法は、対象の治療もしくは予防において有用である。「対象」という用語は
、任意の年齢のヒトまたは動物、例えば家畜動物（例えば、ヒツジ、ブタ、ウマ、ウシ、
ロバ、ラマ、アルパカもしくは家禽（例えば、ニワトリ、アヒル、シチメンチョウ、キジ
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、クジャク））、コンパニオン動物（例えば、イヌもしくはネコ）、研究試験動物（例え
ば、マウス、ラット、ウサギ、モルモットもしくはハムスター）または捕獲野生動物（例
えば、カンガルー、タスマニアデビルもしくは野生ネコ科動物）を含む。「ヒト」または
「動物」は、その一部分、例えば指、つま先、爪、目、耳、口、鼻、鼻腔、蹄、生殖組織
、肺、皮膚および頭皮を含む。
【００７１】
　哺乳動物、例えばヒトを含む動物の真菌病原体は、アルテルナリア属、アスペルギルス
属、カンジダ属、フザリウム属、トリコフィトン属、クリプトコックス属、ヒストプラズ
マ属、ミクロスポルム属、ペニシリウム属、ニューモシスチス属、トリコスポロン属、ス
ケドスポリウム属、ペシロミセス属、アクレモニウム属、スタキボトリス属およびデマチ
アセウスカビの菌種を含む。哺乳動物および特にヒトを含む特定の動物の病原体は、アル
テルナリア・アルテルナータ、アスペルギルス・フミガタス、アスペルギルス・ニガー、
アスペルギルス・フラバス、アスペルギルス・ニデュランス、アスペルギルス・パラシチ
カス、カンジダ・アルビカンス、カンジダ・デュブリニエンシス、カンジダ・ファマタ、
カンジダ・グラブラータ、カンジダ・ギリエルモンディ、カンジダ・ハエムロニイ、カン
ジダ・ケフィール、カンジダ・クルーセイ、カンジダ・ルシタニアエ、カンジダ・ノルベ
ジェンシス、カンジダ・パラプシローシス、カンジダ・トロピカリス、カンジダ・ビスワ
ナシイ、フザリウム・オキシスポラム、フザリウム・ソラニ、フザリウム・モニリフォル
メ、トリコフィトン・ルブラム、トリコフィトン・メンタグロフィテス、トリコフィトン
・インタージギターレ、トリコフィトン・トンズランス、クリプトコックス・ネオフォル
マンス、クリプトコックス・ガッティ、クリプトコックス・グルビイ、ミクロスポルム・
カニス、ミクロスポルム・ジプセウム、ペニシリウム・マルネッフェイ、トリコスポロン
・ベイゲリ、トリコスポロン・アサヒ、トリコスポロン・インキン、トリコスポロン・ア
ステロイデス、トリコスポロン・クタネウム、トリコスポロン・ドメスティカム、トリコ
スポロン・ムコイデス、トリコスポロン・オボイデス、トリコスポロン・プルランス、ト
リコスポロン・ロウビエリ、トリコスポロン・ジャポニカム、スケドスポリウム・アピオ
スペルムム、スケドスポリウム・プロリフィカンス、ペシロミセス・バリオッティ、ペシ
ロミセス・リラシヌス、アクレモニウム・ストリクタム、クラドフィアロフォラ・バンチ
アナ、ワンギエラ・デルマチチジス、ラミクロリディウム・オボボイデウム、ケトミウム
・アトロブルネウム、ダクチラリア・ガロパバム、バイポラリス属、エクセロヒルム・ロ
ストラツムならびにアブシジア・コリムビフェラ、アポフィソミセス・エレガンス、ムコ
ール・インディカス、リゾムコール・プシルス、リゾプス・オリゼ、カニングハメラ・バ
ーソレチアエ、コケロミセス・レクルバタス、サクセネア・バシフォルミス、シンセファ
ラストラム・ラセモサム、バシジオボラス・ラナラム、コニディオボルス・コロナトゥス
／コニディオボルス・インコングルース、ブラストミセス・デルマチチジス、コクシディ
オイデス・イミチス、コクシディオイデス・ポサダシイ、ヒストプラズマ・カプスラーツ
ム、パラコクシジオイデス・ブラジリエンシス、シュードアレシェリア・ボイジイおよび
スポロトリクス・シェンキイを含む。
【００７２】
　本明細書に教示されるディフェンシンおよびプロテイナーゼ阻害剤または化学剤のいず
れかの組み合わせは、ヒトおよび動物における病原体疾患または感染を撃退するのに有用
である。したがって、本明細書は、病原体の治療または予防のためのプロトコルを教示す
る。このプロトコルは、ヒトおよび獣医学的用途を有する。本明細書に記載されるディフ
ェンシンおよびプロテイナーゼ阻害剤または抗病原体特性を有する化学剤のいずれかの組
み合わせに病原体を暴露する、病原体を撃退するプロセスがさらに提供される。ディフェ
ンシンおよび／またはペプチドの一方または両方が、組成物の形態で使用され得る。
【００７３】
　本明細書に教示される別の局面は、1つまたは複数の薬学的または獣医学的に許容され
る担体、希釈剤または賦形剤と共に、植物ディフェンシンまたはその機能性天然もしくは
合成誘導体もしくは変異体およびプロテイナーゼ阻害剤または抗病原体特性を有する化学
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剤のいずれかを含む組成物である。別の態様においては、一方がディフェンシンを含み、
一方が他の薬剤を含む、2つの組成物が使用される。1つの態様において、組成物は、スプ
レー、ミスト、マイクロもしくはナノ粒子、水溶液、ウォッシュ、トニック、分散物、霧
状製剤、ドゥーシェ、リップスティック、スラッジ、粉末、クリーム、軟膏、ゲル、パッ
チ、含浸バンデージ、液体、製剤、ペイントまたは組成物の局所もしくは全身用形態を含
むその他の適当な分散媒体の形態である。「全身用形態」は、経口、静脈内、末梢内、皮
下、くも膜下、頭蓋内、膣または直腸投与に適した形態を含む。組成物は、ディフェンシ
ンおよび／またはプロテイナーゼ阻害剤の一方もしくは他方または両方を含む細胞抽出物
または植物抽出物を含む。化学剤は、組成物に添加され得る。
【００７４】
　本明細書に記載されるディフェンシンおよび他の薬剤を含む組成物は、通常、担体、賦
形剤、希釈剤、保存剤、安定化剤および／または固体もしくは液体添加物を含む。
【００７５】
　組成物は、意図される投与方法に依存して、様々な形態をとり得る。ヒトまたは動物対
象に対しては、通常、しかし排他的にではなく、局所組成物が使用される。組成物を調製
する際、有用な媒体、例えば水、グリコール、オイル、アルコール、保存剤および／また
は着色剤が使用され得る。組成物は、液体調製物、例えば懸濁物、エリキシルおよび溶液
の形態をとり得る。担体、例えばデンプン、糖、微結晶セルロース、希釈剤、造粒剤、滑
沢剤、結合剤、崩壊剤等も使用され得る。組成物はまた、粉末、カプセルおよび錠剤の形
態であり得る。
【００７６】
　エアゾールまたはスプレーによって投与される場合、組成物は、医薬製剤の分野におい
て周知の技術にしたがい調製され、そしてベンジルアルコールもしくは他の適当な保存剤
、バイオアベイラビリティを向上させる吸収促進剤、フッ化炭素および／または当技術分
野で公知の他の可溶化もしくは分散剤を用いて、生理食塩水中の溶液として調製され得る
。
【００７７】
　ディフェンシンおよび他の薬剤の有効用量は、用いられる個々の組み合わせ、投与様式
、治療する病原体および病原体侵入の重篤度によって異なり得る。したがって、ディフェ
ンシンおよびペプチドを使用する投薬計画は、対象のタイプ、種、年齢、体重、性別およ
び医学的状態；治療する状態の重篤度；投与経路；および用いられるその個々のディフェ
ンシンを含む様々な要因にしたがって選択される。通常の技能を有する医師、臨床医また
は獣医は、病原体侵入を防止する、対抗するまたはその進行を停止させるために必要とさ
れるディフェンシンの有効量を容易に決定し、必要に応じて処方することができる。徐放
製剤もまた、本明細書で企図されている。
【００７８】
　ドラジェコアは、適当なコーティングと共に提供される。この目的で、任意でアラビア
ゴム、タルク、ポリビニルピロリドン、カルボポールゲル、ポリエチレングリコールおよ
び／または二酸化チタン、ラッカー溶液ならびに適当な有機溶媒または溶媒混合物を含み
得る濃縮糖溶液が使用され得る。識別のためまたは活性化合物の異なる組み合わせを特徴
づけるために、染料または色素が錠剤またはドラジェ用コーティングに添加され得る。
【００７９】
　ディフェンシン・薬剤調製物は、ゼラチンから製造されるプッシュフィットカプセルな
らびにゼラチンおよび可塑剤、例えばグリセロールまたはソルビトールから製造される軟
質密封カプセルを含む。プッシュフィットカプセルは、充填剤、例えばラクトース、結合
剤、例えばデンプンおよび／または滑沢剤、例えばタルクもしくはステアリン酸マグネシ
ウムおよび任意で安定化剤と共に活性成分を含み得る。軟質カプセルにおいて、活性化合
物は、適当な液体、例えば脂肪油、液体パラフィンまたは液体ポリエチレングリコール中
に溶解または懸濁され得る。加えて、安定化剤が添加され得る。
【００８０】
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　別の態様において、正常フローラの属または種に属する微生物が、ディフェンシンおよ
び／またはプロテイナーゼ阻害剤等のタンパク質を産生するよう遺伝子操作される。その
ような微生物は、抗真菌化学剤と共に使用され得る腸領域または皮膚表面領域にコロニー
形成するプロバイオティックとして使用され得る。あるいは、ディフェンシンおよび／ま
たはプロテイナーゼ阻害剤は、細胞抽出物として提供される。
【００８１】
　別の局面は、病原体に感染したまたは病原体が侵入した哺乳動物、例えばヒト対象を含
む動物を治療または予防するプロトコルまたは方法であって、対象に、本明細書に記載さ
れる植物ディフェンシンおよびプロテイナーゼ阻害剤または抗病原体特性を有する化学剤
のいずれかを含む組成物の抗病原体有効量を適用する工程を含む方法またはプロトコルを
提供する。
【００８２】
　「適用」という用語は、接触および暴露を含む。
【００８３】
　上記ディフェンシンおよびペプチドは、例えばペプチドまたはタンパク質合成装置を用
いる、1つまたは複数のアミノ酸残基の標準的な段階的付加を用いてそのアミノ酸配列に
基づき製造され得る。あるいは、ディフェンシンおよびペプチドは、組み換え手段によっ
て作製され得るまたは天然供給源から精製されるまたは植物もしくはその他の生物学的供
給源由来の抽出物中に存在する。例えば、抽出物は、ボディウォッシュまたはシャンプー
において使用され得る。
【００８４】
　上記のように、ディフェンシンおよび他の薬剤の組み合わせは、改善されたまたは強化
された抗病原体活性を示す。
【００８５】
　さらに別の局面は、ヒトもしくは動物対象上または内での病原体侵入を減少または制御
する方法であって、植物ディフェンシンおよびプロテイナーゼ阻害剤または抗病原体特性
を有する化学剤のいずれかの組み合わせを、ヒトまたは動物上の潜在的感染表面領域に局
所適用する工程を含む方法を提供する。したがって、動物および特に哺乳動物、例えばヒ
トの抗病原体薬が、本明細書で企図されている。1つの態様において、この薬は、粉末、
スプレー、噴霧物、ナノ粒子、ゲル、ペースト、含浸バンデージ、ペイント、エアロゾル
、ドレンチまたはその他の液体の形態である。抗病原体製剤はまた、徐放組成物であり得
る。この製剤は、感染した対象を治療するためにまたは予防薬として使用され得る。1つ
の例において、製剤は、爪、頭皮、目、耳、鼻腔、ひづめ、生殖組織、肺および皮膚領域
、例えばつま先間の真菌感染または侵入を予防または治療するために使用される。
【００８６】
　本明細書で使用される場合、「含む（comprising）」は、「含む（including）」、「
含む（containing）」または「により特徴づけられる」と同義語であり、そして包括的ま
たはオープンエンド型であり、追加の不特定の要素または方法の工程を排除しない。本明
細書で使用される場合、「からなる」は、特許請求の範囲の要素によって特定されていな
いあらゆる要素、工程または成分を排除する。本明細書で使用される場合、「から本質的
になる」は、特許請求の範囲の基本的かつ新規の特徴に実質的に影響しない物質または工
程を排除しない。本明細書における「含む（comprising）」という用語のあらゆる使用は
、特に組成物の成分の記載またはデバイスの要素の記載において、言及されている成分ま
たは要素から本質的になるまたはそれらからなる組成物および方法を包含することが理解
される。本明細書に例示的に記載されている本開示は、本明細書に具体的に開示されてい
ない任意の要素または要素群、制限または制限群なしに適切に実施され得る。
【００８７】
　マーカッシュ群または他の群が本明細書で使用される場合、その群のすべての個々のメ
ンバーならびにその群のすべての組み合わせおよび可能性のある下位的組み合わせが、個
々に、その開示の中に含まれることが意図されている。
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【００８８】
　本明細書で範囲について言及される場合、言及されている範囲内のすべての部分範囲お
よび言及されている範囲内のすべての整数値が、各部分範囲および整数値が言及されてい
るかのごとく、意図されていることが意図されている。
【００８９】
　透過性ディフェンシンが最適な透過を提供する濃度範囲と共に同定された後、それは、
選択された病原体に対して異なるペプチドとの組み合わせを用いて試験される。
【実施例】
【００９０】
　ここからは、本明細書で開示され実現される局面を、以下の非限定的な実施例の中で説
明する。
【００９１】
方法
ピキア・パストリスからのディフェンシンの精製
　単一のpPINK-ディフェンシンP.パストリスPichiaPink（商標）株1コロニーを使用して
、250mLフラスコ中25mLの（Invitrogen Pichia Expression Manualに記載される）BMG培
地に接種し、それを30℃の振盪インキュベーター（140 rpm）内で2～3日間インキュベー
トする。この培養物を使用して1Lバッフル付きフラスコ中200mLのBMGに接種し、それを一
晩30℃の振盪インキュベーター（140 rpm）に設置する。この細胞を遠心分離（2,500 x g
、10分間、4℃）によって収集し、5Lバッフル付きフラスコ中1LのBMM培地に再懸濁し、28
℃の振盪インキュベーターにおいて3日間インキュベートする。この培養物を、t=24およ
び48時間で誘導する。発現培地を遠心分離（6000 rpm、20分間）によって細胞から分離す
る。この培地を、100mMリン酸カリウム緩衝液、pH 6.0で事前平衡化されたSPセファロー
スカラム（1cm x 1cm、Amersham Biosciences）に適用する前にpH 3.0に調整する。次い
でこのカラムを100mLの100mMリン酸カリウム緩衝液、pH 6.0で洗浄し、結合したタンパク
質を、500mMのNaClを含む10 x 10mLの100mMリン酸カリウム緩衝液で溶出する。溶出され
たタンパク質を、遠心分離カラムを用いて1mLに濃縮し、滅菌milli Q超純水を用いて5回
洗浄する。ピキア発現ディフェンシンのタンパク質濃度を、タンパク質標準としてウシ血
清アルブミン（BSA）を用いるビシンコニン酸（BCA）タンパク質アッセイ（Pierce Chemi
cal Co.）を用いて決定する。
【００９２】
プロテイナーゼ阻害剤の調製
　総RNAを、RNeasy Plant Mini Kit（Qiagen）を用いてトマト（ソラナム・リコペルシカ
ム（Solanum lycopersicum））の葉から抽出した。次いでcDNAを、SuperScript II Rever
se Transcriptase（Life Technologies）を用いて合成した。C末端伸長を欠くSlCys9の成
熟形態（Ganbankアクセッション番号AF198388）（以前はtSlCys9と呼ばれていたが（Gira
rd et al. (2007) New Phytol 173: 841-851）、本明細書ではSlCys9Nと称する）をコー
ドするDNAを増幅し、SacIIおよびSacIを用いてpHUE発現ベクター（Cantanzariti et al. 
(2004) Protein Science 13:1331-1339）に挿入した。HvCPI6の場合、ゲノムDNAを、Dnea
sy Plant Mini Kit（Qiagen）を用いてオオムギ（ホルデウム・ブルガレ（Hordeum vulga
re））の葉から抽出した。HvCPI6の成熟形態（Genbankアクセッション番号AJ748341）を
コードするDNAを増幅し、SacIIおよびSacIを用いてpHUE発現ベクター（Cantanzariti et 
al. (2004) 前記）に挿入した。プラスミドDNAを単離し、次いでこれを使用して大腸菌Tu
ner（DE3）pLysS（Novagen）細胞を形質転換した。
【００９３】
　単一コロニーの大腸菌Tuner (DE3) pLysS (Novagen)を使用して、アンピシリン（0.1 m
g/mL）、クロラムフェニコール（0.34 mg/mL）、テトラサイクリン（0.1 mg/mL）および
カナマイシン（0.015 mg/mL）を含む2YT培地（10mL、16 g/Lトリプトン、10g/L酵母エキ
ス、5 g/L NaCl）に接種し、37℃で振盪しながら一晩増殖させた。この培養物を使用して
、アンピシリン（0.1 mg/mL）、クロラムフェニコール（0.34 mg/mL）、テトラサイクリ
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ン（0.1 mg/mL）およびカナマイシン（0.015 mg/mL）を含む2YT培地（500 mL）に接種し
、次いでこれを約1.0の光学密度（600nm）になるまで4時間増殖させた。次いでIPTGを添
加し（0.5 mM終濃度）、培養物を37℃でさらに4時間増殖させた。細胞を遠心分離（4,000
g、4℃、20分間）によって収集し、ネイティブ溶解緩衝液（細胞培養物1リットルあたり2
0 mL、50 mM NaH2PO4、300mM NaCl、10 mM イミダゾール、pH 8.0）に再懸濁し、そして-
80℃で凍結させた。次いで細胞を解凍し、4℃で20分間、リゾチーム（25 mLの再懸濁細胞
あたり5 mg）を用いて処理した。次いでDNase I（125μL、20％グリセロール中2 mg/mL、
75 mM NaCl）およびMgCl2（125 μL、1M）を添加し、サンプルを揺動プラットフォーム上
で、室温で40分間インキュベートした。次いでサンプルを氷上で2 x 30秒間超音波処理し
（出力80％、Branson sonifier 450）、遠心分離（20,000g、4℃、30分間）した。次いで
ヘキサヒスチジンタグ付加されたユビキチン融合タンパク質（His6-Ub-SlCys9N/HVCP16）
を、製造元の指示にしたがいNi-NTA樹脂（1.5 mL～約25 mLネイティブタンパク質抽出物
、Qiagen）を用いたネイティブ条件下での固定化金属親和性クロマトグラフィー（IMAC）
によってタンパク質抽出物から精製した。組み換えタンパク質を、溶出緩衝液（250mMイ
ミダゾール、200mM NaCl、50mM NaH2PO4、pH 8.0）を用いて溶出させた。イミダゾールは
、溶出させたタンパク質を、50mM Tris Cl、100mM NaCl、pH 8.0で平衡化させた充填済み
Sephadex G50ゲル濾過カラム（PD-10、Amersham）に適用することによって除去した。
【００９４】
　ヘキサヒスチジンタグ付加ユビキチンを、脱ユビキチン化酵素6H.Usp2-cc（Cantanzari
ti et al. (2004) Protein Sci 13:1331-1339）を用いて組み換えタンパク質から切断し
た。切断されたタグは、脱ユビキチン化プロテアーゼ阻害剤を用いる別のラウンドのIMAC
によって非結合タンパク質として除去した。次いでこれを逆相HPLCによってさらに精製し
た。
【００９５】
　組み換えHvCPI6およびSlCys9Nを、H2O中の10倍ストック溶液として調製した。ウシ膵臓
トリプシン阻害剤（BPTI）を、Sigmaから購入し（製品番号T0256）、これを希釈してH2O
中の10倍ストック溶液にした。
【００９６】
化学殺真菌剤の調製
　化学殺真菌剤は、商業的に入手し、H2O中の10xストック溶液（カスポファンギンおよび
フェンプロピモルフ）としてまたはメタノール中の100xストック（テルビナフィン）とし
て調製した。
【００９７】
胞子の調製
　胞子は、酵母エキスペプトンデキストロース寒天（カンジダ・アルビカンス、クリプト
コックス・ガッティ - 1.5 x 106）または1/2強度サブローデキストロース寒天（トリコ
フィトン・インタージギターレ、ミクロスポルム・フルバム 5 x 104）上で増殖させた胞
子形成真菌種から単離する。胞子を、1/2強度ジャガイモデキストロースブロス（PDB）を
添加することによってプレートから取り出す。胞子濃度を、ヘマトサイトメーターを用い
て測定する。
【００９８】
抗真菌アッセイ
　抗真菌アッセイを、96ウェルマイクロタイタープレートにおいて行った。ウェルに10μ
Lのフィルター滅菌済み（0.22μmシリンジフィルター、Millipore）ディフェンシン（各
終濃度の10xストック）または水、10μLのフィルター滅菌済み（0.22μmシリンジフィル
ター、Millipore）プロテイナーゼ阻害剤もしくは化学殺真菌剤（各終濃度の10xストック
）または水および80μLの1/2強度PDB 1mLあたり5 x 103個の胞子を添加した。このプレー
トを24℃でインキュベートした。真菌増殖を、マイクロタイタープレートリーダー（Spec
traMax Pro M2; Molecular Devices）を用いて595nmでの光学密度（A595）を測定するこ
とによってアッセイした。試験ディフェンシンの非存在下での真菌の光学密度（OD）が0.
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2のODに達するまで増殖を続けた。各試験を2回行った。
【００９９】
　相乗作用は、ディフェンシンおよびプロテイナーゼ阻害剤（またはディフェンシンおよ
び化学殺真菌剤）の組み合わせによってもたらされる真菌増殖阻害率（％）の観測値（Io
値）と、ディフェンシンおよびプロテイナーゼ阻害剤（またはディフェンシンおよび化学
殺真菌剤）のそれぞれの真菌増殖阻害率（％）の和に基づくディフェンシンおよびプロテ
イナーゼ阻害剤（またはディフェンシンおよび化学殺真菌剤）の予想される真菌増殖阻害
率（％）（Richer et al. (1987) 前記によって使用されるリンペル式にしたがい計算さ
れるEe値）との間の差として分類される。差Io-Eeが相乗値である。15までの相乗値は、
有意でない相乗作用を意味し、15～30は、低レベルの相乗作用であり、30～60は、中レベ
ルの相乗作用であり、＞60は高レベルの相乗作用である。相乗作用の計算は、表2～7に示
されており、表中、上記のように、Eeは、阻害率（％）として表されるリンペル式にした
がう相加的反応から予想される効果であり、Ioは、観察された阻害率（％）である。相乗
作用は、Io値がEe値よりも高い場合に存在する。
【０１００】
実施例1
透過性ディフェンシンおよびプロテイナーゼ阻害剤
　ディフェンシンは、透過性ディフェンシンであるナス科クラスIIディフェンシン（NaD1
）、人工変異型ディフェンシン（HXP4）およびクラスIディフェンシン（HXL001、HXL004
、HXL008、HXL012、HXL013、HXL015）を含む。これらを、プロテイナーゼ阻害剤BPTI、Hv
CPI6またはS1Cys9Nと組み合わせる。結果が表2～5に示されている。
【０１０１】
　カンジダ・アルビカンスの相乗的阻害の結果を表2に示す。
【０１０２】
　（表２）カンジダ・アルビカンス
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【０１０３】
　クリプトコックス・ガッティの相乗的阻害の結果を表3に示す。
【０１０４】
　（表３）クリプトコックス・ガッティ

【０１０５】
　トリコフィトン・インタージギターレの相乗的阻害の結果を表4に示す。
【０１０６】
　（表４）トリコフィトン・インタージギターレ



(28) JP 2017-517498 A 2017.6.29

10

20

30

40

50

【０１０７】
　ミクロスポラム・フルバムの相乗的阻害の結果を表5に示す。
【０１０８】
　（表５）ミクロスポラム・フルバム

【０１０９】
実施例2
透過性ディフェンシンおよび殺真菌剤
　ディフェンシンは、透過性ディフェンシンであるナス科クラスIIディフェンシン（NaD1
）、人工変異型ディフェンシン（HXP4）およびクラスIディフェンシン（HXL001、HXL002
、HXL004、HXL008、HXL009、HXL012、HXL013、HXL015）を含む。これらを、化学殺真菌剤
カスポファンギン、フェンプロピモルフおよびテルビナフィンと組み合わせる。
【０１１０】
　カンジダ・アルビカンスの相乗的阻害の結果を表6に示す。
【０１１１】
　（表６）カンジダ・アルビカンス

【０１１２】
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実施例3
非透過性ディフェンシンおよび殺真菌剤
　表7は、非透過性ディフェンシンを使用した場合に相乗作用がないことまたはほとんど
ないことを示している。
【０１１３】
　（表７）カンジダ・アルビカンス

【０１１４】
　当業者は、本明細書に記載されている開示内容が詳細に記載されているもの以外の改変
または変更も受け入れることができることを理解するであろう。本開示はすべてのそのよ
うな改変および変更を企図していることが理解されるべきである。本開示はまた、本明細
書中で言及されているまたは示されている工程、特徴、組成物および化合物のすべてを個
別にまたは集合的に、ならびに上記工程または特徴または組成物または化合物の任意の2
つ以上の任意およびすべての組み合わせを実現する。
【０１１５】
参考文献一覧
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