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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
第１のブドウ球菌特異的ファージ溶解素の触媒ドメインと、第２のブドウ球菌特異的ファ
ージ溶解素の結合ドメインとを含む、キメラバクテリオファージ溶解素であって、該キメ
ラバクテリオファージ溶解素が、黄色ブドウ球菌に対する殺傷活性を有し、該結合ドメイ
ンは、ＳＨ３ｂ様細胞壁標的ドメインではなく、該結合ドメインは、ブドウ球菌に対して
特異的に結合する能力を有し、該キメラバクテリオファージ溶解素は、配列番号２に対し
て少なくとも９０％のアミノ酸配列同一性を有するポリペプチド配列を含む、キメラバク
テリオファージ溶解素。
【請求項２】
前記ポリペプチド配列は、配列番号２に対して少なくとも９５％のアミノ酸配列同一性を
有する、請求項１に記載のキメラバクテリオファージ溶解素。
【請求項３】
前記ポリペプチド配列は、配列番号２に対して少なくとも９７％のアミノ酸配列同一性を
有する、請求項１に記載のキメラバクテリオファージ溶解素。
【請求項４】
前記ポリペプチド配列は、配列番号２に対して少なくとも９８％のアミノ酸配列同一性を
有する、請求項１に記載のキメラバクテリオファージ溶解素。
【請求項５】
前記ポリペプチド配列は、配列番号２に対して少なくとも９９％のアミノ酸配列同一性を
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有する、請求項１に記載のキメラバクテリオファージ溶解素。
【請求項６】
前記触媒ドメインが、前記結合ドメインのＮ末端に結合している、請求項１に記載のキメ
ラバクテリオファージ溶解素。
【請求項７】
前記結合ドメインが、配列番号１に対して少なくとも９０％のアミノ酸配列同一性を有す
るポリペプチド配列を含む、請求項１～６のいずれか１項に記載のキメラバクテリオファ
ージ溶解素。
【請求項８】
前記結合ドメインが、配列番号１に対して少なくとも９５％のアミノ酸配列同一性を有す
るポリペプチド配列を含む、請求項７に記載のキメラバクテリオファージ溶解素。
【請求項９】
前記結合ドメインが、配列番号１に対して少なくとも９７％のアミノ酸配列同一性を有す
るポリペプチド配列を含む、請求項７に記載のキメラバクテリオファージ溶解素。
【請求項１０】
前記結合ドメインが、配列番号１に対して少なくとも９８％のアミノ酸配列同一性を有す
るポリペプチド配列を含む、請求項７に記載のキメラバクテリオファージ溶解素。
【請求項１１】
前記結合ドメインが、配列番号１に対して少なくとも９９％のアミノ酸配列同一性を有す
るポリペプチド配列を含む、請求項７に記載のキメラバクテリオファージ溶解素。
【請求項１２】
前記触媒ドメインがＴｗｏｒｔエンドペプチダーゼドメインであり、配列番号２のアミノ
酸１～１８６に対して少なくとも９０％のアミノ酸配列同一性を有するポリペプチド配列
を含み、ブドウ球菌に対して特異的に結合する能力を有する、請求項１～１１のいずれか
１項に記載のキメラバクテリオファージ溶解素。
【請求項１３】
前記触媒ドメインが、配列番号２のアミノ酸１～１８６に対して少なくとも９５％のアミ
ノ酸配列同一性を有するポリペプチド配列を含み、ブドウ球菌に対して特異的に結合する
能力を有する、請求項１２に記載のキメラバクテリオファージ溶解素。
【請求項１４】
前記触媒ドメインが、配列番号２のアミノ酸１～１８６に対して少なくとも９７％のアミ
ノ酸配列同一性を有するポリペプチド配列を含み、ブドウ球菌に対して特異的に結合する
能力を有する、請求項１２に記載のキメラバクテリオファージ溶解素。
【請求項１５】
前記触媒ドメインが、配列番号２のアミノ酸１～１８６に対して少なくとも９８％のアミ
ノ酸配列同一性を有するポリペプチド配列を含み、ブドウ球菌に対して特異的に結合する
能力を有する、請求項１２に記載のキメラバクテリオファージ溶解素。
【請求項１６】
前記触媒ドメインが、配列番号２のアミノ酸１～１８６に対して少なくとも９９％のアミ
ノ酸配列同一性を有するポリペプチド配列を含み、ブドウ球菌に対して特異的に結合する
能力を有する、請求項１２に記載のキメラバクテリオファージ溶解素。
【請求項１７】
前記キメラバクテリオファージ溶解素が配列番号２のポリペプチド配列を有する、請求項
１に記載のキメラバクテリオファージ溶解素。
【請求項１８】
前記キメラバクテリオファージ溶解素が黄色ブドウ球菌のメチシリン耐性株およびメチシ
リン感受性株に対して殺活性を有する、請求項１～１７のいずれか１項に記載のキメラバ
クテリオファージ溶解素。
【請求項１９】
複数のブドウ球菌種に対して殺活性を有する、請求項１～１８のいずれか１項に記載のキ
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メラバクテリオファージ溶解素。
【請求項２０】
前記キメラバクテリオファージ溶解素が表皮ブドウ球菌を殺す、請求項１～１９のいずれ
か１項に記載のキメラバクテリオファージ溶解素。
【請求項２１】
ｐＨ範囲４～１０にわたりブドウ球菌細菌に対する殺活性を有する、請求項１～２０のい
ずれか１項に記載のキメラバクテリオファージ溶解素。
【請求項２２】
前記キメラバクテリオファージ溶解素が、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）中で少なくと
も３ｍｇ／ｍＬの溶解度を有する、請求項１～２１のいずれか１項に記載のキメラバクテ
リオファージ溶解素。
【請求項２３】
請求項１～２２のいずれか１項に記載のキメラバクテリオファージ溶解素を含む、ブドウ
球菌感染を有する哺乳動物の処置のための組成物。
【請求項２４】
請求項１～２２のいずれか１項に記載のキメラバクテリオファージ溶解素を含む、ブドウ
球菌がコロニー形成した哺乳動物の感染症の予防のための組成物。
【請求項２５】
請求項１～２２のいずれか１項に記載のキメラバクテリオファージ溶解素を含む、多孔質
または非多孔質表面の衛生化または浄化するための抗微生物組成物。
【請求項２６】
感染性細菌を含有する疑いのある非生物表面を浄化するための方法であって、殺菌的また
は静菌的に有効な量の請求項２５に記載の組成物による前記表面の処理を含む、方法。
【請求項２７】
請求項１～２２のいずれか１項に記載のキメラバクテリオファージ溶解素と、薬学的に受
容可能なキャリアとを含む、医薬組成物。
【請求項２８】
さらに、１つ以上の静菌剤または殺菌剤を含む、請求項２７に記載の医薬組成物。
【請求項２９】
さらに、１つ以上の抗生物質を含む、請求項２７に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願への相互参照）
　この出願は、２００８年７月３日に出願された米国仮特許出願番号６１／０７８，２７
７の利益を主張し、上記米国仮特許出願は、その全容が参照によって本明細書に援用され
る。
【０００２】
　（連邦政府によって支援された研究および開発）
　本発明は、国立衛生研究所（ＮＩＨ）によって与えられた助成金番号ＡＩ１１８２２の
もとで政府支援によってなされた。米国政府は本発明に対し一定の権利を保有し得る。
【０００３】
　（技術分野）
　本開示は、特定の抗生物質耐性黄色ブドウ球菌細菌株を包含する、ブドウ球菌細菌を迅
速かつ特異的に検出し殺すためのキメラ溶解酵素の同定および使用に関する。
【背景技術】
【０００４】
　黄色ブドウ球菌は、ヒト皮膚および粘膜に生息する、日和見病原菌である。黄色ブドウ
球菌は、ヒトにおける様々な皮膚および軟組織感染、ならびに肺炎、髄膜炎、心内膜炎、
および骨髄炎等の重篤感染症の原因物質である。また、黄色ブドウ球菌の外毒素は、水疱
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性膿痂疹、熱傷様皮膚症候群、および毒素性ショック症候群等の疾患症候群をも引き起こ
す。加えて、ブドウ球菌は、アメリカ合衆国における食物が媒介する疾病の最も多くみら
れる原因の１つでもある（非特許文献１）。また、黄色ブドウ球菌は、市中感染および病
院内（院内）感染の主要な原因でもある。アメリカ合衆国における２００万近くの院内感
染症例の原因のうち、およそ２３０，０００例が黄色ブドウ球菌によって引き起こされて
いる（ＮＮＩＳ．２００３．ＮＮＩＳ　ｒｅｐｏｒｔ，ｄａｔａ　ｓｕｍｍａｒｙ　ｆｒ
ｏｍ　Ｊａｎｕａｒｙ　１９９２　ｔｈｒｏｕｇｈ　Ｊｕｎｅ　２００３，ｉｓｓｕｅｄ
　Ａｕｇｕｓｔ　２００３．Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｎｆｅｃｔｉ
ｏｎ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　３１：４８１－４９８．）。
【０００５】
　メチシリンおよびバンコマイシン耐性の黄色ブドウ球菌臨床分離株の世界的規模での出
現は、深刻な懸念となっている。現在のところ、黄色ブドウ球菌の院内感染の４０～６０
％はオキサシリンに耐性であり（非特許文献２）、６０％を超える単離株がメチシリン耐
性である（非特許文献３）。薬剤耐性黄色ブドウ球菌によって引き起こされた感染症の処
置は、ますます困難になってきており、従って医療関係者の間で大きな懸案事項となって
いる。この課題に立ち向かうため、異なる種類に属する新規かつ有効な抗生物質の開発が
積極的に進められている。リネゾリド、キヌプリスチン－ダルホプリスチン、ダプトマイ
シン、チゲサイクリン、新たなグリコペプチドおよびセフトビプロール等の多数の新たな
抗微生物剤が導入されているか、または臨床開発中である（非特許文献４）。しかしなが
ら、これらの新種の抗生物質に対して耐性を有するＭＲＳＡ（メチシリン耐性黄色ブドウ
球菌）の臨床単離株が、すでに報告されている（非特許文献５；非特許文献６；非特許文
献７）。このため、ＭＲＳＡに対する新規の治療剤または抗生物質にかわるものの開発が
急務である。
【０００６】
　バクテリオファージエンドリシン（溶解素）は、細菌感染症の予防的および治療的処置
のための新規な薬剤として浮上している、そのような種類の新規な抗微生物剤の１つであ
る。溶解素は、子孫ウイルス粒子の放出を可能にする、二本鎖ＤＮＡバクテリオファージ
（またはファージ）の感染サイクルの間に産生される細胞壁加水分解酵素である。典型的
には、溶解素は、ペプチドグリカンの加水分解のための触媒ドメインと、細菌の細胞壁上
の表面部分を認識するための結合ドメインからなる２つの区別できる機能的ドメインを有
する。触媒ドメインは溶解素間で比較的保存されている。溶解素の活性は、ペプチドグリ
カン内の結合特異性に基づいて２つの群に分類することができる。すなわち、アミノ糖部
分内の結合を加水分解するグリコシダーゼと、架橋幹ペプチドのアミド結合を加水分解す
るアミダーゼである。結合ドメインは、しかしながら、溶解素間で保存されていない。そ
れゆえに、結合ドメインは、種および株特異性を付与する。なぜなら、結合標的（しばし
ばペプチドグリカンと結び付いた糖質）は、種または株特異的な分布を呈するからである
（非特許文献８）。溶解素のモジュール方式は、抗微生物剤としてのそれらの開発に関し
て重要な特徴である。これは、溶解素ドメインを交換することによるキメラの創造を可能
にし、それによって結合特異性もしくは酵素活性またはその両方を改変する（非特許文献
９；非特許文献１０；非特許文献１１；非特許文献１２）。
【０００７】
　外部から適用された場合、野生型または組換え型溶解素は、感受性の細菌の細胞壁を分
解することが可能であり、急速な細胞溶解を引き起こした（Ｎｅｌｓｏｎ　Ｄ，Ｌｏｏｍ
ｉｓ　Ｌ，Ｆｉｓｃｈｅｔｔｉ　ＶＡ．２００１．Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｅｌ
ｉｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｕｐｐｅｒ　ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ｃｏｌｏｎｉｚａｔ
ｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｃｅ　ｂｙ　ｇｒｏｕｐ　Ａ　ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｉ　ｂｙ　ｕ
ｓｉｎｇ　ａ　ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ　ｌｙｔｉｃ　ｅｎｚｙｍｅ．Ｐｒｏｃ　Ｎ
ａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ　９８（７）：４１０７－１２）。溶解素は、Ａ
群連鎖球菌（Ｎｅｌｓｏｎ　Ｄ，Ｌｏｏｍｉｓ　Ｌ，Ｆｉｓｃｈｅｔｔｉ　ＶＡ．２００
１．Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｕｐｐｅｒ　ｒｅ
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ｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｃｅ　ｂｙ　ｇｒｏｕｐ　
Ａ　ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｉ　ｂｙ　ｕｓｉｎｇ　ａ　ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ　
ｌｙｔｉｃ　ｅｎｚｙｍｅ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ　９８
（７）：４１０７－１２）、肺炎連鎖球菌（Ｌｏｅｆｆｌｅｒ　ＪＭ，Ｎｅｌｓｏｎ　Ｄ
，Ｆｉｓｃｈｅｔｔｉ　ＶＡ．２００１．Ｒａｐｉｄ　ｋｉｌｌｉｎｇ　ｏｆ　Ｓｔｒｅ
ｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ　ｗｉｔｈ　ａ　ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇ
ｅ　ｃｅｌｌ　ｗａｌｌ　ｈｙｄｒｏｌａｓｅ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９４（５５４９）：
２１７０－２）、炭疽菌（Ｓｃｈｕｃｈ　Ｒ，Ｎｅｌｓｏｎ　Ｄ，Ｆｉｓｃｈｅｔｔｉ　
ＶＡ．２００２．Ａ　ｂａｃｔｅｒｉｏｌｙｔｉｃ　ａｇｅｎｔ　ｔｈａｔ　ｄｅｔｅｃ
ｔｓ　ａｎｄ　ｋｉｌｌｓ　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｎｔｈｒａｃｉｓ．Ｎａｔｕｒｅ　４
１８（６９００）：８８４－９）、腸球菌（Ｙｏｏｎｇ　Ｐ，Ｓｃｈｕｃｈ　Ｒ，Ｎｅｌ
ｓｏｎ　Ｄ，Ｆｉｓｃｈｅｔｔｉ　ＶＡ．２００４．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　ａ　ｂｒｏａｄｌｙ　ａｃｔｉｖｅ　ｐｈａｇｅ　ｌｙｔｉｃ　ｅｎｚｙｍｅ　ｗｉ
ｔｈ　ｌｅｔｈａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｇａｉｎｓｔ　ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ－ｒｅ
ｓｉｓｔａｎｔ　Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ　ａｎｄ　Ｅｎｔｅｒｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍ．Ｊ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ　１８６（１４）：４８０８－
１２）、Ｂ群連鎖球菌（Ｃｈｅｎｇ　Ｑ，Ｎｅｌｓｏｎ　Ｄ，Ｚｈｕ　Ｓ，Ｆｉｓｃｈｅ
ｔｔｉ　ＶＡ．２００５．Ｒｅｍｏｖａｌ　ｏｆ　ｇｒｏｕｐ　Ｂ　ｓｔｒｅｐｔｏｃｏ
ｃｃｉ　ｃｏｌｏｎｉｚｉｎｇ　ｔｈｅ　ｖａｇｉｎａ　ａｎｄ　ｏｒｏｐｈａｒｙｎｘ
　ｏｆ　ｍｉｃｅ　ｗｉｔｈ　ａ　ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ　ｌｙｔｉｃ　ｅｎｚｙ
ｍｅ．Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ　Ａｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ　４９（１）：１１１
－７）、および黄色ブドウ球菌（Ｒａｓｈｅｌ　Ｍ，Ｕｃｈｉｙａｍａ　Ｊ，Ｕｊｉｈａ
ｒａ　Ｔ，Ｕｅｈａｒａ　Ｙ，Ｋｕｒａｍｏｔｏ　Ｓ，Ｓｕｇｉｈａｒａ　Ｓ，Ｙａｇｙ
ｕ　Ｋ，Ｍｕｒａｏｋａ　Ａ，Ｓｕｇａｉ　Ｍ，Ｈｉｒａｍａｔｓｕ　Ｋ他．２００７．
Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ－ｒｅｓｉｓ
ｔａｎｔ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ　ｂｙ　ｃｌｏｎｅｄ　ｌｙｓ
ｉｎ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆｒｏｍ　ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ　ｐｈｉ　ＭＲ１１．Ｊ
　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ　１９６（８）：１２３７－４７）を包含する多数のグラム陽性
病原菌に対して開発されてきた。大部分のこれらの溶解素の活性は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏお
よびｉｎ　ｖｉｖｏモデルにおいて立証されてきた。いくつかの溶解素特有の特徴が、そ
れらをグラム陽性病原菌に対する抗菌物質の魅力的な候補にしている。これらは、ｉ）ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏの両方における迅速な抗菌活性；ｉｉ）非常に狭い
（種および株特異的）溶解スペクトラム；ｉｉｉ）非常に強い結合親和性（主としてナノ
モル範囲）；ｉｖ）結合エピトープが生存に必須であるため、耐性を生み出す可能性が非
常に低いこと；ｖ）安全；およびｖｉ）遺伝子組み換え技術による改変が相対的に容易で
あること（非特許文献８）を含む。
【０００８】
　溶解素は、多数のグラム陽性病原菌に対して開発されてきたが、黄色ブドウ球菌特異的
溶解素の必要性が残されている。様々な研究所がブドウ球菌溶解素を得ようと試みたがう
まくいかなかった。多様な技術を用いて２０を超える異なるブドウ球菌溶解素の発現が試
みられたが成功しなかった。これらは、異なる発現ベクターおよび条件を用いた大腸菌に
おける溶解素遺伝子の発現、バチルス、酵母および哺乳動物系における発現、シャペロン
の存在下での発現、切断型の発現等を包含する。本発明者らの知る限りでは、ＭＶ－Ｌと
呼ばれる黄色ブドウ球菌特異的溶解素の開発に成功した報告が１つだけある（Ｒａｓｈｅ
ｌ　Ｍ，Ｕｃｈｉｙａｍａ　Ｊ，Ｕｊｉｈａｒａ　Ｔ，Ｕｅｈａｒａ　Ｙ，Ｋｕｒａｍｏ
ｔｏ　Ｓ，Ｓｕｇｉｈａｒａ　Ｓ，Ｙａｇｙｕ　Ｋ，　Ｍｕｒａｏｋａ　Ａ，Ｓｕｇａｉ
　Ｍ，Ｈｉｒａｍａｔｓｕ　Ｋ他．２００７．Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ｅｌｉｍｉｎａｔｉ
ｏｎ　ｏｆ　ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
　ａｕｒｅｕｓ　ｂｙ　ｃｌｏｎｅｄ　ｌｙｓｉｎ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆｒｏｍ　ｂａｃ
ｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ　ｐｈｉ　ＭＲ１１．Ｊ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ　１９６（８）：
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１２３７－４７）。ＭＶ－Ｌ溶解素は、結合ドメインの一種である単一の細胞壁標的（Ｃ
ＷＴ）ドメインに連結された２つの触媒ドメイン（エンドペプチダーゼおよびアミダーゼ
ドメイン）を含む。他に指定のない限り、本明細書における「結合ドメイン」への言及は
、ＣＷＴドメインを包含する。ブドウ球菌溶解酵素リソスタフィンのようなＭＶ－Ｌ　Ｃ
ＷＴドメインは、ＳＨ３ｂ様ドメインに対する相同性を呈する。ＳＨ３ｂ様ドメインは、
ブドウ球菌の細胞壁中のペプチド架橋（ペンタグリシン）に結合する。それらのペプチド
架橋を改変することによって１０－６の頻度でリソスタフィンに耐性を生み出すブドウ球
菌株の報告がある。従って、本発明者らはブドウ球菌がＭＶ－Ｌを包含するＳＨ３ｂ様Ｃ
ＷＴドメインを含有する溶解素に対して、より高い頻度で耐性を生み出すことを期待する
。例えばＳＨ３ｂ様ＣＷＴドメインを伴わない黄色ブドウ球菌特異的溶解素といった、望
ましくない高い頻度でリソスタフィン耐性を有することなく、ブドウ球菌細菌に特異的に
結合することが可能な溶解酵素が求められている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Ｆｉｓｃｈｅｔｔｉ　ＶＡ，Ｎｏｖｉｃｋ，Ｒ．Ｐ．，Ｆｅｒｒｅｔｔ
ｉ，Ｊ．Ｊ．，Ｐｏｒｔｎｏｙ，Ｄ．Ａ．およびＲｏｏｄ，Ｊ．Ｉ．，編集者、Ｇｒａｍ
－ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｐａｔｈｏｇｅｎｓ．第２版：ＡＳＭ　Ｐｒｅｓｓ（２００６）
【非特許文献２】Ｍａｓｓｅｙ　ＲＣ，Ｈｏｒｓｂｕｒｇｈ　ＭＪ，Ｌｉｎａ　Ｇ，Ｈｏ
ｏｋ　Ｍ，Ｒｅｃｋｅｒ　Ｍ．、Ｔｈｅ　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｍａｉｎｔｅｎ
ａｎｃｅ　ｏｆ　ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ　ｉｎ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅ
ｕｓ：ａ　ｒｏｌｅ　ｆｏｒ　ｈｏｓｔ－ｔｏ－ｈｏｓｔ　ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ？
　Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ（２００６）４（１２）：９５３～８
【非特許文献３】Ｇｉｌｌ　ＳＲ，Ｆｏｕｔｓ　ＤＥ，Ａｒｃｈｅｒ　ＧＬ，Ｍｏｎｇｏ
ｄｉｎ　ＥＦ，Ｄｅｂｏｙ　ＲＴ，Ｒａｖｅｌ　Ｊ，Ｐａｕｌｓｅｎ　ＩＴ，Ｋｏｌｏｎ
ａｙ　ＪＦ，Ｂｒｉｎｋａｃ　Ｌ，Ｂｅａｎａｎ　Ｍ他、Ｉｎｓｉｇｈｔｓ　ｏｎ　ｅｖ
ｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ　ａｎｄ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｆｒｏｍ
　ｔｈｅ　ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ｇｅｎｏｍｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ａｎ　ｅａｒｌ
ｙ　ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａ
ｕｒｅｕｓ　ｓｔｒａｉｎ　ａｎｄ　ａ　ｂｉｏｆｉｌｍ－ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ｍｅｔ
ｈｉｃｉｌｌｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒ
ｍｉｄｉｓ　ｓｔｒａｉｎ．Ｊ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ（２００５）１８７（７）：２４２
６～３８
【非特許文献４】Ａｋｓｏｙ　ＤＹ，Ｕｎａｌ　Ｓ．、Ｎｅｗ　ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉ
ａｌ　ａｇｅｎｔｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｇｒａｍ－ｐｏｓｉ
ｔｉｖｅ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ．Ｃｌｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ
　Ｉｎｆｅｃｔ（２００８）１４（５）：４１１～２０
【非特許文献５】Ｔｓｉｏｄｒａｓ　Ｓ，Ｇｏｌｄ　ＨＳ，Ｓａｋｏｕｌａｓ　Ｇ，Ｅｌ
ｉｏｐｏｕｌｏｓ　ＧＭ，Ｗｅｎｎｅｒｓｔｅｎ　Ｃ，Ｖｅｎｋａｔａｒａｍａｎ　Ｌ，
Ｍｏｅｌｌｅｒｉｎｇ　ＲＣ，Ｆｅｒｒａｒｏ　ＭＪ．、Ｌｉｎｅｚｏｌｉｄ　ｒｅｓｉ
ｓｔａｎｃｅ　ｉｎ　ａ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｉｓｏｌａｔｅ　ｏｆ　Ｓｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ．Ｌａｎｃｅｔ（２００１）３５８（９２７７）：２０７～
８
【非特許文献６】Ｍａｎｇｉｌｉ　Ａ，Ｂｉｃａ　Ｉ，Ｓｎｙｄｍａｎ　ＤＲ，Ｈａｍｅ
ｒ　ＤＨ．、Ｄａｐｔｏｍｙｃｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ，ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ－ｒ
ｅｓｉｓｔａｎｔ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ　ｂａｃｔｅｒｅｍｉ
ａ．Ｃｌｉｎ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ（２００５）４０（７）：１０５８～６０
【非特許文献７】Ｓｋｉｅｓｔ　ＤＪ．、Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｆａｉｌｕｒｅ　ｒｅｓ
ｕｌｔｉｎｇ　ｆｒｏｍ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｏｆ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
　ａｕｒｅｕｓ　ｔｏ　ｄａｐｔｏｍｙｃｉｎ．Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ（２
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００６）４４（２）：６５５～６
【非特許文献８】Ｆｉｓｃｈｅｔｔｉ　ＶＡ，Ｎｅｌｓｏｎ　Ｄ，Ｓｃｈｕｃｈ　Ｒ．、
Ｒｅｉｎｖｅｎｔｉｎｇ　ｐｈａｇｅ　ｔｈｅｒａｐｙ：ａｒｅ　ｔｈｅ　ｐａｒｔｓ　
ｇｒｅａｔｅｒ　ｔｈａｎ　ｔｈｅ　ｓｕｍ？　Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ（２００
６）２４（１２）：１５０８～１１
【非特許文献９】Ｓｈｅｅｈａｎ　ＭＭ，Ｇａｒｃｉａ　ＪＬ，Ｌｏｐｅｚ　Ｒ，Ｇａｒ
ｃｉａ　Ｐ．、Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃａｔａｌｙｔｉｃ　ｄｏｍａｉｎ　
ｏｆ　ｔｈｅ　ｌｙｓｉｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｌａｃｔｏｃｏｃｃａｌ　ｂａｃｔｅｒｉｏ
ｐｈａｇｅ　Ｔｕｃ２００９　ｂｙ　ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ｇｅｎｅ　ａｓｓｅｍｂｌｉｎ
ｇ．ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｌｅｔｔ（１９９６）１４０（１）：２３～８
【非特許文献１０】Ｌｏｐｅｚ　Ｒ　ＧＥ，Ｇａｒｃｉａ　Ｐ，Ｇａｒｃｉａ　ＪＬ．、
Ｔｈｅ　ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌ　ｃｅｌｌ　ｗａｌｌ　ｄｅｇｒａｄｉｎｇ　ｅｎｚ
ｙｍｅｓ：ａ　ｍｏｄｕｌａｒ　ｄｅｓｉｇｎ　ｔｏ　ｃｒｅａｔｅ　ｎｅｗ　ｌｙｓｉ
ｎｓ？　Ｍｉｃｒｏｂ　Ｄｒｕｇ　Ｒｅｓ（１９９７）３：１９９～２１１
【非特許文献１１】Ｃｒｏｕｘ　Ｃ，Ｒｏｎｄａ　Ｃ，Ｌｏｐｅｚ　Ｒ，Ｇａｒｃｉａ　
ＪＬ．、Ｉｎｔｅｒｃｈａｎｇｅ　ｏｆ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｄｏｍａｉｎｓ　ｓｗ
ｉｔｃｈｅｓ　ｅｎｚｙｍｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ：　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　
ｏｆ　ａ　ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌ－ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌ　ｃ
ｅｌｌ　ｗａｌｌ　ｌｙｔｉｃ　ｅｎｚｙｍｅ．Ｍｏｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ（１９９３
）９（５）：１０１９～２５
【非特許文献１２】Ｄｏｎｏｖａｎ　ＤＭ，　Ｄｏｎｇ　Ｓ，Ｇａｒｒｅｔｔ　Ｗ，Ｒｏ
ｕｓｓｅａｕ　ＧＭ，Ｍｏｉｎｅａｕ　Ｓ，Ｐｒｉｔｃｈａｒｄ　ＤＧ．、Ｐｅｐｔｉｄ
ｏｇｌｙｃａｎ　ｈｙｄｒｏｌａｓｅ　ｆｕｓｉｏｎｓ　ｍａｉｎｔａｉｎ　ｔｈｅｉｒ
　ｐａｒｅｎｔａｌ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｉｅｓ．Ａｐｐｌ　Ｅｎｖｉｒｏｎ　Ｍｉｃ
ｒｏｂｉｏｌ（２００６）７２（４）：２９８８～９６
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　概要
　本開示は、新規のブドウ球菌溶解素のほか、該溶解素の製造方法および使用を記載する
。１つの例において、ＣｌｙＳと呼ばれる新規キメラ溶解素（ブドウ球菌に対するキメラ
溶解素）の遺伝子組み換え技術が記載される。ＣｌｙＳは、感受性かつ薬剤耐性のブドウ
球菌に対して特異的に活性であり、ブドウ球菌特異的ファージ溶解素の触媒ドメインを、
既知のホモログを有しない他のブドウ球菌特異的ファージ溶解素由来の固有の結合ドメイ
ンと融合させることによって構築された。ＣｌｙＳは、ＳＨ３ｂ様ＣＷＴドメインを伴わ
ない可溶性のブドウ球菌特異的溶解素であるが、ブドウ球菌特異的表面糖質を認識すると
考えられるＣＷＴドメインを含有する。そのため、ブドウ球菌株がＣｌｙＳに対する耐性
を生み出すであろう頻度は低減され得る。加えて、ＣｌｙＳの生化学的特徴づけによって
、ＣｌｙＳのｐＨおよび塩スペクトラムが従来の溶解素とは非常に異なっており、それに
より、このキメラ溶解素に固有の特性をもたらすことが明らかになった。
【００１１】
　また、診断目的で結合ドメインを使用する方法も本発明の範囲内に包含され、該方法は
、試料を、配列番号１のアミノ酸配列を含む細胞壁標的ドメインを含むレポーター分子、
およびそれに結合した蛍光レポーティング（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｒｅｐｏｒｔｉｎ
ｇ）部分と接触させる工程；ならびに、その後試料内でブドウ球菌細菌に結合したレポー
ター分子の存在を検出する工程を含む。特定の実施態様において、レポーター分子は緑色
蛍光タンパク質である。
　本発明の好ましい実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
第１のブドウ球菌特異的ファージ溶解素の触媒ドメインと、第２のブドウ球菌特異的ファ
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ージ溶解素の結合ドメインとを含む、キメラバクテリオファージ溶解素。
（項目２）
前記キメラバクテリオファージ溶解素が黄色ブドウ球菌に対する殺活性を有する、項目１
に記載のキメラ溶解素。
（項目３）
前記キメラ溶解素が、前記結合ドメインのＮ末端に結合している触媒ドメインからなる、
項目２に記載のキメラ溶解素。
（項目４）
前記結合ドメインが配列番号１のポリペプチド配列を含む、項目１～３のいずれか１項に
記載のキメラ溶解素。
（項目５）
前記触媒ドメインがＴｗｏｒｔエンドペプチダーゼドメインである、項目１～４のいずれ
か１項に記載のキメラ溶解素。
（項目６）
前記バクテリオファージ溶解素が配列番号２のポリペプチド配列を含む、項目１～５のい
ずれか１項に記載のキメラ溶解素。
（項目７）
前記バクテリオファージ溶解素が配列番号２の単離されたポリペプチド配列からなる、項
目１～６のいずれか１項に記載のキメラ溶解素。
（項目８）
前記バクテリオファージ溶解素が黄色ブドウ球菌のメチシリン耐性株およびメチシリン感
受性株に対して殺活性を有する、項目１～７のいずれか１項に記載のキメラ溶解素。
（項目９）
複数のブドウ球菌種に対して殺活性を有する、項目１～８のいずれか１項に記載のキメラ
溶解素。
（項目１０）
前記溶解素が表皮ブドウ球菌を殺す、項目１～９のいずれか１項に記載のキメラ溶解素。
（項目１１）
ｐＨ範囲約４～１０にわたりブドウ球菌細菌に対する殺活性を有する、項目１～１０のい
ずれか１項に記載のキメラ溶解素。
（項目１２）
前記溶解素が、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）中で少なくとも約３ｍｇ／ｍＬの溶解度
を有する、項目１～１１のいずれか１項に記載のキメラ溶解素。
（項目１３）
項目１に記載のキメラバクテリオファージ溶解素による、ブドウ球菌感染を有する哺乳動
物の処置方法。
（項目１４）
項目１に記載のキメラバクテリオファージ溶解素による、ブドウ球菌がコロニー形成した
哺乳動物の感染症の予防方法。
（項目１５）
ブドウ球菌細菌に特異的に結合する配列番号１のアミノ酸配列を含むペプチドを試料と接
触させて、前記試料中の前記ペプチドを検出する工程を含む、ブドウ球菌細菌の存在を検
出する方法。
（項目１６）
前記ペプチドがＧＦＰ蛍光レポーティング融合タンパク質である、項目１５に記載の方法
。
（項目１７）
前記ペプチドが、リン酸緩衝生理食塩水中で少なくとも約１ｍｇ／ｍＬの溶解度を有する
、項目１２～１３のいずれか１項に記載の方法。
（項目１８）
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前記ペプチドが、大腸菌、セレウス菌および緑膿菌からなる群より選択される１以上のさ
らなる細菌の存在下においてブドウ球菌細菌に選択的に結合する、項目１２～１４のいず
れか１項に記載の方法。
（項目１９）
前記ペプチドが、第１のブドウ球菌特異的ファージ溶解素の触媒ドメインと、配列番号１
の結合ドメインとを含む可溶性キメラバクテリオファージ溶解素である、項目１２～１５
のいずれか１項に記載の方法。
（項目２０）
前記ペプチドが配列番号２（ＣｌｙＳ）のアミノ酸配列を含む、項目１２～１６のいずれ
か１項に記載の方法。
（項目２１）
前記ペプチドが配列番号２（ＣｌｙＳ）のアミノ酸配列からなる、項目１２～１７のいず
れか１項に記載の方法。
（項目２２）
項目１に記載のキメラバクテリオファージ溶解素を含む、多孔質または非多孔質表面の衛
生化または浄化するための抗微生物組成物。
（項目２３）
感染性細菌を含有する疑いのある非生物表面を浄化するための方法であって、殺菌的また
は静菌的に有効な量の項目２２に記載の組成物による前記表面の処理を含む、方法。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】図１は、推定されるＣＨＡＰ（「システインおよびヒスチジン依存性アミド加水
分解酵素／ペプチダーゼ」）およびＣＷＴドメインを示す、ｐｈｉＮＭ３溶解素の概略図
である。数字は、アミノ酸の位置およびドメインの端を意味する。ＣｌｙＳのＣＷＴドメ
インは、図中に示される。
【図２Ａ】図２Ａは、ｐｈｉＮＭ３　ＣＷＴの精製を示すゲルである。陰イオン交換クロ
マトグラフィーにより精製されたｐｈｉＮＭ３　ＣＷＴのＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびクマシ
ーブルー染色されたゲルは、「ＣＷＴ」と印づけられたレーンに図示される。キロダルト
ン（ｋＤａ）単位でのタンパク質の分子量マーカーは、「Ｍ」と印づけられたレーンに示
される。
【図２Ｂ】図２Ｂは、ｐｈｉＮＭ３　ＣＷＴタンパク質（配列番号１）のアミノ酸配列を
示す。
【図３】図３は、ブドウ球菌に特異的に結合したＰｈｉＮＭ３　ＣＷＴを示す一連の顕微
鏡写真を示す。精製されたｐｈｉＮＭ３　ＣＷＴをＦＩＴＣで標識し、１）黄色ブドウ球
菌；２）セレウス菌；３）表皮ブドウ球菌；４）大腸菌；５）Ａ群連鎖球菌および６）黄
色ブドウ球菌とセレウス菌細胞の混合懸濁液に暴露した。「Ｐ」は位相コントラスト画像
を示し、「Ｆ」は蛍光画像を示す。
【図４】図４は、キメラ溶解素開発を図解する概略図である。具体的には、図４は、それ
らの対応するドメイン、タンパク質の対応する発現および溶解度、および黄色ブドウ球菌
細胞に対する活性を示す、様々なキメラ溶解素の概略図を提供する。類似するドメインは
、同じ陰影で図示され標識される。ＰｌｙＢ－ｃａｔはバチルス特異的溶解素ＰｌｙＢの
触媒ドメインを指し（そして図中「４」で印づけられる）；Ｓａ－ａａはブドウ球菌溶解
素に特異的な１６アミノ酸残基を指し（そして図中「５」で印づけられる）；ＰｌｙＢ－
ＣＷＴはＰｌｙＢのＣＷＴドメインを指し（そして図中「６」で印づけられる）；Ｔｗｏ
ｒｔ－ＣＷＴは黄色ブドウ球菌ファージＴｗｏｒｔ溶解素のＣＷＴドメインを指し（そし
て図中「８」で印づけられる）；リソスタフィンＣＷｔはリソスタフィンのＣＷＴドメイ
ンを指し（そして図中「１０」で印づけられる）；そしてＳｅ自己溶解素アミダーゼは表
皮ブドウ球菌自己溶解素のアミダーゼドメインを指す（そして図中「１２」で印づけられ
る）。
【図５Ａ】図５Ａは、ＣｌｙＳタンパク質配列を示す。キメラタンパク質ＣｌｙＳの予測
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されたタンパク質配列は、Ｔｗｏｒｔエンドペプチダーゼ触媒ドメインおよびｐｈｉＮＭ
３　ＣＷＴドメインを示す。
【図５Ｂ】図５Ｂは、図４について記載される、ＡＤ１２７キメラ分子のアミノ酸配列を
示す。
【図５Ｃ】図５Ｃは、野生型（非修飾）Ｔｗｏｒｔ溶解素（配列番号１２）のアミノ酸配
列を示す。
【図６】図６は、ＣｌｙＳの精製を示すゲルである。ＣｌｙＳを大腸菌ＤＨ５α細胞にお
いて発現させ、陽イオン交換クロマトグラフィーで精製した後ヒドロキシアパタイトクロ
マトグラフィーによって精製した。精製された試料（１０マイクログラム）をＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥにより分離し、クマシーブルーにより染色した（右側レーン）。キロダルトン（ｋ
Ｄａ）単位でのタンパク質の分子量マーカーは、左側レーンに示される。
【図７】図７は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの黄色ブドウ球菌に対するＣｌｙＳの活性を示すグ
ラフである。黄色ブドウ球菌株８３２５－４細胞を２０ｍＭのリン酸緩衝液（ｐＨ７．４
）に再懸濁させ、５０ＵのＣｌｙＳおよびＯＤ６００と共にインキュベートし（塗りつぶ
された三角）、分光光度計で観測した。コントロール試験（塗りつぶされた四角）を緩衝
液単独で同条件下で行った。コロニー形成単位／ｍｌとして示される細胞の生存率（塗り
つぶされた菱形）を、細胞を段階的に希釈し播種することによって決定した。
【図８】図８は、ＣｌｙＳが８３２５－４細胞の細胞壁を崩壊させ、最終的に溶解させる
ことを示す一連の顕微鏡写真である。図８Ａ～８Ｃ（Ａ～Ｃ）は、５０ＵのＣｌｙＳに暴
露された３分後の黄色ブドウ球菌の薄片透過型電子顕微鏡写真である（バー、２００ｎｍ
）。矢印は、ＣｌｙＳにより細胞壁に作られた穴からの細胞膜がはみ出している状態を指
す。最終的な溶解は、細胞質の内容物が失われた後の「セル・ゴースト（ｃｅｌｌ－ｇｈ
ｏｓｔｓ）」（Ｄ）を結果として生じる（バー、５００ｎｍ）。
【図９】図９Ａおよび９Ｂは、様々なｐＨおよび塩濃度条件におけるＣｌｙＳの活性を示
すグラフである。図９Ａは、１５分のアッセイにおけるｐＨ値が４～１０の範囲の緩衝液
中での黄色ブドウ球菌株８３２５－４に対して試験されたＣｌｙＳ（５０Ｕ）の活性のグ
ラフである。光学濃度（塗りつぶされた四角）および生存率（塗りつぶされた菱形）を、
図６の説明文に記載されるように測定した。生存率アッセイにおける殺傷倍数（ｆｏｌｄ
　ｋｉｌｌｉｎｇ）を、特定のｐＨでの緩衝液処理の後の生存細菌の数を、同じｐＨでＣ
ｌｙＳ酵素に暴露した後の数で割ることにより算出した。各反応でのｐＨの最終測定値を
ｘ軸に記録する。図９Ｂは、異なるＮａＣｌ濃度の存在下において２０ｍＭリン酸緩衝液
（ｐＨ７．４）中で黄色ブドウ球菌８３２５－４に対して試験されたＣｌｙＳ（５０Ｕ）
の活性を示すグラフである。１５分後に、試料を上記の光学濃度および生存率算出のため
アッセイした。
【図１０】図１０は、ＣｌｙＳがブドウ球菌の特異的殺菌を行うことを示す棒グラフであ
る。異なる細菌の対数期培養物を１５分間、５０ＵのＣｌｙＳに暴露した。殺傷倍数を図
８の説明文に記載されるように算出した。
【図１１】図１１は、リン酸緩衝生理食塩水ｐＨ７．３（コントロール）またはＣｌｙＳ
（６３０μｇ）の投与を受けた後の、個別のＭＲＳＡ感染マウス由来ＭＲＳＡのＣＦＵの
グラフを図示する。
【図１２】図１２は、リン酸緩衝液コントロールと比較したＭＲＳＡを注射されたマウス
における死亡を防止するＣｌｙＳの効果を示すカプラン・マイヤー生存曲線を図示する。
【図１３】図１３は、ＣｌｙＳ量の増加に伴う、ＶＩＳＡ（バンコマイシン耐性黄色ブド
ウ球菌）に対するバンコマイシン、またはＭＲＳＡに対するオキサシリンの効果のチェッ
カーボード微量液体希釈法のアイソボログラムを図示する。
【図１４】図１４は、オキサシリン単独またはＣｌｙＳとの併用の効果を示すカプラン・
マイヤー生存曲線を図示する。
【図１５】図１５は、５ｍＭ　ＤＴＴの非存在（左上のゲル）または存在（右上のゲル）
でのＣｌｙＳ、および５ｍＭ　ＤＴＴの非存在（左下のゲル）または存在（右下のゲル）
でのｐＣｌｙＳの２１℃における５日間の経時変化のクマシーブルー染色ＳＤＳ－ＰＡＧ
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Ｅゲルの写真を図示する。約２０マイクログラムのタンパク質を、ゲルの各レーンに載せ
た。右下のゲルは、５日後の５ｍＭ　ＤＴＴ存在での完全なＣｌｙＳに比べ、５日後の５
ｍＭ　ＤＴＴ存在ではるかに多い量の完全なｐＣｌｙＳを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　定義
　他に指定のない限り、本明細書中で使用される特定の用語およびそれらの本開示への適
用性は以下に定義される。
【００１４】
　用語「単離された」は、出発材料から少なくとも部分的に精製されたことを意味する。
用語「精製された」は、生物学的材料が、カラムクロマトグラフィー、ＨＰＬＣ、沈殿、
電気泳動等を包含するが、それらに限定されないいずれかの精製過程によって部分的、実
質的または完全に、その材料の調製に関与する前駆体またはその他の化学物質等の不純物
を除去され、濃度がある程度まで増加していることを意味する。それゆえに、均質な、ま
たは実質的に均質な材料（例えば、電気泳動またはクロマトグラフィー等の分離手順にお
いて単一のタンパク質シグナルを生じる）は、単離された、および精製されたの意味に包
含される。当業者は、必要な精製量は材料の使用に依存することを理解するであろう。例
えば、ヒトへの投与が意図された組成物は、普通、規制基準に従って高度に精製されなけ
ればならない。
【００１５】
　用語「バクテリオファージによって遺伝的にコードされた溶解酵素」は、宿主細菌に対
して少なくともいくらかの溶解活性を有するポリペプチドをいう。
【００１６】
　「キメラバクテリオファージ溶解素」の改変体は、キメラバクテリオファージ溶解素の
定義に包含され、本明細書に記載される配列と少なくとも５０％、５５％、６０％、６５
％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９７％、９８％、９９％、さら
には少なくとも９９．５％のアミノ酸配列同一性を有する黄色ブドウ球菌に対する殺活性
（ｋｉｌｌｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｙ）を有する機能的に活性なキメラバクテリオファー
ジ溶解素を包含する。例えば、本発明は、配列番号２のポリペプチド配列と少なくとも５
０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９
７％、９８％、９９％、さらには少なくとも９９．５％のアミノ酸配列同一性を有するキ
メラのバクテリオファージ溶解素を包含する。
【００１７】
　ここで同定される溶解酵素ポリペプチド配列に関する「パーセント（％）ポリペプチド
配列同一性」は、必要に応じて、最大のパーセント配列同一性を達成するため、配列の整
列およびギャップ導入の後、配列同一性の一貫としていかなる同類置換も考慮することな
く、特定の溶解酵素ポリペプチド配列におけるアミノ酸残基と同一の候補配列におけるア
ミノ酸残基のパーセントとして定義される。パーセントアミノ酸配列同一性を決定する目
的での整列方法を以下に記載する。
【００１８】
　ブドウ球菌溶解素
　黄色ブドウ球菌に対する殺活性を有するキメラバクテリオファージ溶解素を、本明細書
に記載する。溶解素は、一般的にモジュール構造で存在する。図１は、推定されるＣＨＡ
Ｐドメイン１１０およびＣＷＴドメイン１２０を示すｐｈｉＮＭ３溶解素の概略図である
。数字はアミノ酸位置およびドメイン端を意味する。ＣｌｙＳのＣＷＴドメインは影付き
の長方形１２０で示される。Ｎ末端モジュールは、特定の細菌の細菌細胞壁を崩壊させる
能力を保有すると考えられている触媒ドメインからなる。触媒ドメインとしばしば関連付
けられる酵素活性は、アミダーゼ、エンドペプチダーゼ、グルコサミダーゼ（ｇｌｕｃｏ
ｓａｍｉｄａｓｅｓ）およびムラミダーゼである。Ｃ末端モジュールは、標的細菌細胞壁
上の糖質エピトープに対して親和性を有すると考えられている結合ドメインからなる。こ
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の結合ドメインは、溶解素の特異性を決定づけると考えられている。ブドウ球菌ペプチド
グリカン内のペプチド架橋は、リソスタフィン（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｉｍ
ｕｌａｎｓにより産生されるブドウ球菌溶解酵素）のＣＷＴドメインに対する受容体とし
て機能すると考えられている。リソスタフィンのＣＷＴドメインは、ＳＨ３ｂドメインと
相同性を有し、そのような溶解素はその受容体としてペプチド架橋を利用する可能性があ
ることも示唆されている。
【００１９】
　１つの実施態様において、いかなる既知のドメインホモログも有しない、ブドウ球菌溶
解素内にＣＷＴドメインを含むブドウ球菌特異的結合分子が提供される。いくつかの実施
態様において、結合分子は溶解素である。他の実施態様において、結合分子を、例えばブ
ドウ球菌細菌の存在を同定するためといった診断用ツールとして使用することができる。
好ましくは、そのようなＣＷＴドメインは、ブドウ球菌細胞壁中のペプチド架橋に代えて
細胞壁結合糖質等の異なるエピトープを認識するために提供される。
【００２０】
　さらなる実施態様において、ＣｌｙＳ溶解素を、黄色ブドウ球菌細菌株の細胞壁を消化
するために使用することができ、それは、内因性ＤＮＡおよびＲＮＡ等の遺伝的および細
胞質材料への接近を可能にし、さらに黄色ブドウ球菌細菌株の同定および配列決定を可能
にするであろう。また、診断目的で、膜結合分子および壁結性分子を放出する（ｒｅｌｅ
ａｓｅ）であろう。
【００２１】
　最も好ましくは、結合分子は配列番号１（ｐｈｉＮＭ３　ＣＷＴドメイン）等の黄色ブ
ドウ球菌に特異的な結合を提供するアミノ酸配列を包含するポリペプチドを含む細菌溶解
素の可溶性結合ドメインである。例えば、溶解素は、好ましくは黄色ブドウ球菌ファージ
ｐｈｉＮＭ３溶解素（配列番号１）（タンパク質アクセッション番号ＹＰ＿９０８８４９
）のポリペプチド配列を包含する。アミノ酸残基１５８－２５１に相当するｐｈｉＮＭ３
溶解素ＣＷＴドメイン（配列番号１）を、クローニングし発現させた。およそ１０ｋＤａ
の配列番号１のタンパク質は可溶性が高く、一段の陽イオン交換クロマトグラフィーによ
り均質になるまで精製された。図２Ａは、第１カラムにおけるマーカータンパク質セット
の隣の第２カラムにおける配列番号１のタンパク質を示す陽イオン交換ゲルである。図２
Ｂは、配列番号１のアミノ酸配列を示す。配列番号１のペプチドドメインがブドウ球菌特
異的結合を呈するかどうかを決定するため、精製タンパク質をＦＩＴＣで標識し、対数相
黄色ブドウ球菌、表皮ブドウ球菌および黄色ブドウ球菌とバチルスとの混合集団に暴露し
た。Ａ群連鎖球菌、大腸菌およびセレウス菌をコントロールとして使用した。より好まし
くは、ＦＩＴＣ標識ｐｈｉＮＭ３　ＣＷＴドメインは、黄色ブドウ球菌（図３－１）およ
び表皮ブドウ球菌（図３－３）細胞が単独または混合集団（図３－６）で存在する場合に
特異的に結合したが、連鎖球菌（図３－５）、バチルス（図３－２）または大腸菌（図３
－４）への結合は観察されなかった。ｐｈｉＮＭ３溶解素は、黄色ブドウ球菌（図３－１
）および表皮ブドウ球菌（図３－２）細胞が単独または混合集団（図３－３）で存在して
いる場合に特異的に結合したが、連鎖球菌（図３－４）、バチルス（図３－５）または大
腸菌（図３－６）への結合は観察されなかった。
【００２２】
　１つの実施態様において、結合分子は、ブドウ球菌細菌に結合する結合分子の存在を同
定するための検出可能なレポーティングタンパク質に付着した、配列番号１のアミノ酸配
列等のＣＷＴ結合ドメインを含む。例えば、結合分子は、蛍光レポーター群、放射性レポ
ーター群、または蛍光レポーターに結合するように適合された異種タグに結合した配列番
号１のアミノ酸配列を包含してもよい。ｐｈｉＮＭ３（配列番号１）ＣＷＴドメインを、
ブドウ球菌細菌の同定のための診断ツールとして使用してもよい。高親和性結合部位を、
黄色ブドウ球菌検出のために幅広いアッセイ技術において使用してもよい。そのようなア
ッセイ法は、放射性免疫アッセイ、金ゾル放射性免疫アッセイ、競合的結合アッセイ、ウ
ェスタンブロットアッセイおよびＥＬＩＳＡアッセイを包含する。そのような検出アッセ
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イは、不均一形式（ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ　ｆｏｒｍａｔ）を有効に利用し、ここ
では、（配列番号１）を含む複合体結合剤と検体との間に結合反応（配列番号１）が起こ
り、次いで結合していない複合体結合剤を除去するための洗浄工程が続く。例えば、金ゾ
ル粒子を、粒子表面上に固定された結合タンパク質を伴う結合領域を含むタンパク質によ
り調製してもよい。タンパク質と（ブドウ球菌）細菌との間に結合が起こると、粒子が合
体して着色産物を形成する。同様に、結合タンパク質はコンプレックス化されていてもよ
く、好ましくはベータガラクトシダーゼ、ペルオキシダーゼ、またはセイヨウワサビペル
オキシダーゼ等の酵素と共有結合的にコンプレックス化されていてもよい。洗浄の後、残
された結合した酵素を、蛍光性または化学発光性基質等の基質を添加することによって検
出することができる。結合タンパク質は、時間分解（ｔｉｍｅ　ｒｅｓｏｌｖｅｄ）蛍光
により検出される希土類蛍石、放射性活性の測定により検出される放射性材料、蛍光によ
って検出される緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）または他の蛍光タグ等のシグナルを生み出
すことが可能な他のいかなる試薬とコンプレックス化されていてもよい。
【００２３】
　比較のため、図５Ｂは、図４について説明されたＡＤ１１９試料である配列番号３のア
ミノ酸配列を提供する。ＡＤ１１９（配列番号３）は、リソスタフィンＣＷＴドメインに
結合したＴｗｏｒｔエンドペプチダーゼドメインを含む。Ｔｗｏｒｔエンドペプチダーゼ
ドメインを共有するが、リソスタフィンＣＷＴドメインのかわりにｐｈｉＮＭ３　ＣＷＴ
ドメイン（配列番号１）を有する配列番号２（ＡＤ１２７）のキメラ化合物と対照的に、
ＡＤ１２７化合物は、不溶であり、黄色ブドウ球菌に対する殺活性をほとんどまたは全く
示さなかった。
【００２４】
　検出可能なタグを伴う結合領域の複合体化を、合成化学または生物学的手法によって実
行してもよい。例えば、配列番号１、または配列番号２の全溶解素の結合領域をコードす
るＤＮＡ配列を、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）等の検出可能なマーカーまたはアルカリ
フォスファターゼ等の酵素をコードする遺伝的情報に連結することが可能である。これは
、Ｎ末端触媒ドメインを除去して緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）等の指標分子とフレーム
単位で置き換えることによって、結合ドメインについてＤＮＡを分離し、そして黄色ブド
ウ球菌の同定のために発現した融合分子を精製することによって達成される。結合ドメイ
ンが免疫グロブリンＧ分子と同様の結合親和性を有することから、印づけられた結合ドメ
インは偽陽性活性をほとんど伴わずに効果的に黄色ブドウ球菌を同定するであろう。また
、必要に応じて溶解素酵素全体の５’末端にＧＦＰ分子または酵素を融合させることがで
き、そのようにすることによって、酵素ドメインは少なくとも部分的に非活性化されるで
あろうが、なおも結合ドメインはバチルスの細胞壁中の基質に結合するように機能するこ
とが可能である。任意に、単離された配列番号１の結合ドメインを配列番号２の触媒ドメ
インから分離して発現、精製し、蛍光イソチオシアネート、ローダミンイソチオシアネー
トや、その他当業者に公知の多数の蛍光分子を用いて標識してもよい。結合ドメインは、
同定のために黄色ブドウ球菌に結合領域が接着した後、ビオチン－アビジンコンプレック
スを形成させるためにビオチンで修飾されていてもよい。
【００２５】
　別の実施態様において、溶解素はｐｈｉＮＭ３　ＣＷＴドメイン（配列番号１）の黄色
ブドウ球菌Ｔｗｏｒｔ溶解素上流のエンドぺプチダーゼドメインを含むキメラタンパク質
である。キメラポリペプチドは、好ましくはリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）に対して十
分に可溶性である。キメラ溶解素のＰＢＳ中での好ましい溶解度レベルは、少なくとも約
１ｍｇ／ｍｌであり、好ましくはＰＢＳに対して少なくとも約３ｍｇ／ｍｌである。典型
的には、野生型ブドウ球菌バクテリオファージ溶解素がＰＢＳに不溶性であるのに対し、
配列番号１のＣＷＴドメインに結合した第１溶解素（例えば、Ｔｗｏｒｔ黄色ブドウ球菌
溶解素）のエンドペプチダーゼドメインを含むキメラ溶解素は、驚いたことにＰＢＳに対
して可溶である（例えば、少なくとも約１ｍｇ／ｍｌ、典型的には約３ｍｇ／ｍｌ以上）
。そのような溶解素の一例は、図５Ａに示される配列番号２（ＡＤ１２７）において提供
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され、ｐｈｉＮＭ３　ＣＷＴドメイン（配列番号１）に付着したＴｗｏｒｔ溶解素エンド
ペプチダーゼドメインからなる。配列番号２（ＡＤ１２７）の単離されたポリペプチドを
、表皮ブドウ球菌自己溶解素アミダーゼとｐｈｉＮＭ３　ＣＷＴドメインのＴｗｏｒｔ溶
解素エンドペプチダーゼドメイン上流とをそれぞれ設計することにより構築した。キメラ
ＡＤ１２６は全く発現せず活性も示さなかったが、ＡＤ１２７は可溶性であり非常に高い
活性を有していたものの、低発現であった。ＡＤ１２７コンストラクトの低発現を克服す
るため、ｐＡＤ１３８を作出するために全キメラ遺伝子を発現ベクターｐＪＭＬ６へクロ
ーニングした。ｐＡＤ１３８コンストラクト由来のＡＤ１２７の発現、溶解度および活性
は非常に高かった。従って、このキメラをブドウ球菌に対するキメラ溶解素として「Ｃｌ
ｙＳ」と名付けた（図５Ａ）。
【００２６】
　ＣｌｙＳ（配列番号２）は、３１９５６Ｄａの推定される分子量および理論上の等電点
９．１７を伴う２８０アミノ酸残基を含有し、２段のカラムクロマトグラフィーにより＞
９０％均質性まで精製された。ＣｌｙＳは、ゲル濾過クロマトグラフィーによって確認さ
れた、ＳＤＳ／ＰＡＧＥ（図６）によるおよそ３１ｋＤａの分子量を有しており、このタ
ンパク質がモノマーとして存在し、タンパク質分解的に加工されたものではないことを示
唆している（データ示さず）。
【００２７】
　ＣｌｙＳの単位活性を、ＣｌｙＳの連続希釈物を添加して黄色ブドウ球菌８３２５－４
細胞の濁度の分光光度喪失（細胞溶解の指標）を測定することにより決定した。本発明者
らのアッセイにおいて、５マイクログラムのＣｌｙＳは１Ｕの溶解活性に相当した。５０
ＵのＣｌｙＳを指数関数的に増殖している８３２５－４細胞に添加した場合、ＯＤ６００
は５分以内に基準値まで低下した（図７）。観察された細胞溶解が細胞死に相当するもの
であることを確認するため、ブドウ球菌生存率を様々な時点での溶解反応由来の列挙され
たアリコート（ｅｎｕｍｅｒａｔｉｎｇ　ａｌｉｑｕｏｔｓ）によって決定した。およそ
３ログの生存率の低下が３０分以内に観察された（図７）。
【００２８】
　５０ＵのＣｌｙＳに１～３分暴露された黄色ブドウ球菌８３２５－４細胞に対する溶解
効果を透過型電子顕微鏡検査によって可視化した。以前に観察された溶解素活性の典型で
ある細胞壁の局部的な分解が、単一部位（図８Ａ）または複数部位（図８Ｂ）で観察され
た。しかしながら、他の溶解素とは異なり、細胞上の分解部位は中隔または極位置に制限
されず、不規則に分布していた。これは、結果として、細胞膜のはみ出しおよび破裂（図
８Ｃ）、その後の細胞質内容物の喪失およびセル・ゴースト（ｃｅｌｌ－ｇｈｏｓｔｓ）
の形成（図８Ｄ）を生じた。
【００２９】
　ＣｌｙＳの活性に対するｐＨの影響を、ＯＤ６００の低下または異なるｐＨ値での細胞
生存率を測定することにより決定した。本発明者らは、ＣｌｙＳが、幅広いｐＨ値の範囲
を通して活性であったが、ｐＨ９～１０の間で最も活性であることを観察した。しかしな
がら、ＣｌｙＳは生理学的ｐＨであっても部分的ではあるが顕著な活性を維持した（図９
Ａ）。同様に、ＣｌｙＳの活性に対する塩濃度の影響も決定した。ＣｌｙＳは幅広い塩濃
度で活性を呈した（図９Ｂ）。その活性は４００ｍＭ　ＮａＣｌを超えると減弱したが、
生理学的濃度においてＣｌｙＳは良く機能した。
【００３０】
　ＣｌｙＳの分解活性（ｍｕｒａｌｙｔｉｃ　ａｃｔｉｖｉｔｙ）を、多様な種を代表す
る多数の細菌株についてセットに分けて試験した（表１および図１０）。セットＩはメチ
シリン感受性黄色ブドウ球菌（ＭＳＳＡ）およびＭＲＳＡを包含する黄色ブドウ球菌株か
らなった。黄色ブドウ球菌株間での相違が観察されたが、ＣｌｙＳはＭＳＳＡおよびＭＲ
ＳＡに対して活性であった。セットＩＩは、表皮ブドウ球菌、Ｓ．ｓｉｍｕｌａｎｓおよ
びＳ．ｓｃｉｕｒｉを包含するブドウ球菌の異なる種からなった。ＣｌｙＳはバイオフィ
ルム形成株ＲＰ６２Ａを包含する表皮ブドウ球菌のみならず、Ｓ．ｓｉｍｕｌａｎｓおよ
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びＳ．ｓｃｉｕｒｉに対しても活性であり、ＣｌｙＳが全てのブドウ球菌細胞に存在する
細胞壁におけるエピトープを認識することを示唆した。セットＩＩＩは、Ａ、Ｂ、Ｃ、お
よびＥ群連鎖球菌の代表、乳房連鎖球菌、セレウス菌、緑膿菌および大腸菌と同様に、Ｓ
．ｇｏｒｄｏｎｉｉ、およびＳ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓを包含する経口連鎖球菌種を包含
するグラム陽性およびグラム陰性細菌の混合物からなった。ＣｌｙＳはこれらのいかなる
生物に対しても活性を示さなかった。
【００３１】
　別の実施態様において、キメラペプチドは、リソスタフィンＣＷＴドメインの黄色ブド
ウ球菌Ｔｗｏｒｔ溶解素上流のエンドペプチダーゼドメインを含む単離されたポリペプチ
ドを含む。そのような溶解素の一例は配列番号３（ＡＤ１１９）に提示される。
【００３２】
　別の実施態様において、溶解組成物は２以上の溶解素の混合物を含んでもよい。この混
合物は、第１ポリペプチドおよび第２ペプチドを包含してもよく、一方または両方のポリ
ペプチドは所望のレベルの溶解活性を欠如していてもよいが、この混合物は関心を持たれ
ている細菌に対する所望の特異的かつ有効な溶解活性を提供する。例えば、組成物は、リ
ソスタフィンＣＷＴドメインの黄色ブドウ球菌Ｔｗｏｒｔ溶解素上流のエンドペプチダー
ゼドメインを含む単離された第１ポリペプチドと、リソスタフィンＣＷＴドメインの表皮
ブドウ球菌自己溶解素アミダーゼドメイン上流を含む第２単離ポリペプチドとを組み合わ
せて包含してもよい。そのような組成物の一例として、配列番号３（ＡＤ１１９）と配列
番号４（ＡＤ１１２）との混合物が挙げられる。
【００３３】
　いくつかの実施例において、本開示は、黄色ブドウ球菌細菌に暴露された可能性のある
人々の感染を防止するための予防的処置として、または感染からすでに発病した人々の治
療的処置としての溶解酵素に関係する。ここに記載されるファージ結合溶解酵素は、黄色
ブドウ球菌細菌に特異的であり、好ましくは黄色ブドウ球菌細菌の細胞壁を効果的かつ効
率的に破壊する。
【００３４】
　ここに記載されるキメラ溶解酵素ポリペプチドを、治療剤として採用してもよい。本発
明の溶解酵素ポリペプチドを、薬学的に有用な組成物を調製するために、既知の方法に従
って作製することができ、この溶解酵素産物を薬学的に許容される担体ビヒクルと混合す
ることができる。黄色ブドウ球菌細菌感染の予防的および治療的処置に使用することがで
きる組成物は、酵素が粘膜内層に到達させるための担体システムまたは経口輸送様式にお
かれるように、シャッフルされた（ｓｈｕｆｆｌｅｄ）酵素および／またはキメラ酵素な
らびに口内および鼻腔の粘膜内層への適用手段（担体システムまたは経口輸送様式等）を
も包含する。
【００３５】
　１つの好ましい実施態様において、配列番号２の溶解素（ＣｌｙＳ）等のブドウ球菌キ
メラ溶解素は、好適な薬学的担体と併用して抗菌性組成物として投与される。特定の実施
態様において、存在するキメラバクテリオファージ溶解素の量は、治療的有効量である。
ここで使用される「担体」は、採用された用量および濃度にて担体に暴露された細胞また
は哺乳動物に非毒性である薬学的に許容される担体、賦形剤または安定剤を包含する。し
ばしば、生理学的に許容される担体は水性ｐＨ緩衝液である。生理学的に許容される担体
の例として、リン酸、クエン酸、および他の有機酸等の緩衝剤；アスコルビン酸を包含す
る抗酸化剤；低分子量（約１０残基未満）のポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン、
または免疫グロブリン等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー；グリ
シン、グルタミン、アスパラギン、アルギニンまたはリシン等のアミノ酸；単糖、二糖、
およびグルコース、マンノース、またはデキストリンを包含する他の糖質；ＥＤＴＡ等の
キレート剤；マンニトールまたはソルビトール等の糖アルコール；ナトリウム等の塩形成
対イオン；ならびに／またはＴＷＥＥＮＴＭ、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、およ
びＰＬＵＲＯＮＩＣＳＴＭ等の非イオン界面活性剤を包含する。これらの抗微生物／医薬
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組成物を、局部的または全身的に投与することができる。
【００３６】
　投与経路は、局所、眼、鼻、肺、頬、非経口（静脈内、皮下、および筋肉内）、口腔、
非経口、膣および直腸を包含する。また、インプラント（ｉｍｐｌａｎｔｓ）からの投与
も可能である。本発明の化合物を、皮膚または粘膜に局所的に、すなわち皮膚に投与する
かまたは経皮的に投与してもよい。この目的の典型的な処方は、ゲル、ハイドロゲル、ロ
ーション、溶液、クリーム、軟膏、散布剤、包帯剤、気泡、フィルム、皮膚パッチ、ウエ
ハー、インプラント、スポンジ、繊維、救急絆およびマイクロエマルジョンを包含する。
また、リポソームを使用してもよい。典型的な担体は、アルコール、水、ミネラルオイル
、流動ワセリン、白色ワセリン、グリセリン、ポリエチレングリコールおよびプロピレン
グリコールを包含する。浸透促進剤を組み込んでもよい［例えば、ＦｉｎｎｉｎおよびＭ
ｏｒｇａｎによるＪ　Ｐｈａｒｍ　Ｓｃｉ，８８（１０），９５５－９５８（１９９９年
１０月）を参照］。
【００３７】
　本発明の化合物は、血流、筋肉、または内臓器官に直接的に投与することもできる。非
経口投与の好適な手段は、静脈内、動脈内、腹腔内、気管内、脳室内（ｉｎｔｒａｖｅｎ
ｔｒｉｃｕｌａｒ）、尿道内、胸骨内（ｉｎｔｒａｓｔｅｒｎａｌ）、頭蓋内、筋肉内お
よび皮下を包含する。非経口投与の好適な機器は、針（極微針を包含する）注射器、無針
注射器および点滴技術を包含する。本発明の化合物は、典型的にはエアロゾルの形態で吸
入によって鼻腔内または経口投与されてもよい。
【００３８】
　好適な抗微生物製剤の形態は、例えば、顆粒、粉末、錠剤、コーティング剤、（マイク
ロ）カプセル、坐剤、シロップ、乳化剤、（水、油および界面活性剤からなる光学的等方
性の熱力学的に安定な系と定義される）マイクロエマルジョン、（短距離無秩序ではなく
長距離秩序によって特徴づけられる系として定義される）液晶相（ラメラ相、六角形相お
よび立方体相、水分散および油分散のいずれもが例示される）、またはそれらの分散した
対応物、ゲル、軟膏、分散剤、懸濁剤、クリーム、エアロゾル、液滴もしくはアンプル形
態の注射溶液、また活性な化合物の持続放出性を伴う製剤であって、その製剤において上
述のような賦形剤、希釈剤、アジュバントもしくは担体が通例使用される。医薬組成物は
、救急絆または縫合糸等の形態で提供することもできる。
【００３９】
　多くの整形外科医が、人工関節を備えたヒトについて抗生物質の予防的投与を検討すべ
きであると考えている。黄色ブドウ球菌による晩期深部感染は、時に人工関節の喪失を導
く重篤な合併症であり、顕著な罹患率および死亡率を伴って起こる。従って、この状況に
おいて、本明細書に記載されるキメラバクテリオファージ溶解素（例えば配列番号２）の
使用を予防的抗生物質の代わり、またはこれとの併用に拡大することもできる可能性があ
る。キメラバクテリオファージ溶解素を、感染を取り除くためにｉｎ　ｓｉｔｕで整形外
科的機器の部位に直接的に、または移植前に機器の表面上に好適な担体と共に注射により
投与してもよい。皮下、筋肉内、または腹腔内等の他の注射経路を使用することができる
。投与の他の手段は、胆汁塩またはフシジン酸、他の浄化剤等の浸透剤を用いた経粘膜お
よび経皮的投与を包含する。加えて、本発明のポリペプチドまたは他の化合物は、腸溶性
またはカプセル処方として作製することができ、経口投与も可能である。これらの化合物
の投与も、局所および／または局部であってもよく、軟膏、ペースト剤、ゲル等の形態で
あってもよい。
【００４０】
　酵素が担体システムまたは経口輸送様式におかれる前またはその時、本明細書に記載さ
れるキメラペプチドは、ｐＨ範囲を約５．０～約７．５に保持して滅菌緩衝環境において
投与または作製されることが望ましい。キメラぺチドが担体システムまたは経口輸送様式
におかれる前またはその時、酵素は、好適なｐＨ範囲がｐＨ約５．０、６．０、７．０、
８．０またはその間の０．０５間隔のｐＨを包含し、またはｐＨ値５．２、６．５、７．
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４、７．５および８．５、またはその間の０．０５の倍数である間隔を包含する、約５．
０～約８．０等に保持された滅菌緩衝環境にあってもよい。
【００４１】
　細菌感染症の処置に溶解酵素を使用することには多くの利点がある。それらの区別でき
る触媒および結合ドメインによる溶解素のモジュール配置は、細菌特異性および触媒活性
を向上させ、または別の病原菌に対する使用のため適合させることができるドメイン交換
実験についてそれらを理想的なものにする。溶解素の触媒および結合標的（それぞれペプ
チドグリカンおよび結合糖質）が生存能力に大いに不可欠であることから、溶解素耐性は
希少であろう。
【００４２】
　「処置」は、治療的処置および予防または防止方策の両方に言及し、ここでその目的は
、標的とする病態または疾患の防止または減速（緩和）である。処置を必要とする者には
、罹患している者のほか、疾患にかかりやすい者、または疾患を防止しなければいけない
者も包含される。
【００４３】
　処置の目的に関する「哺乳動物」は、ヒト、飼いならされた（ｄｏｍｅｓｔｉｃ）動物
および家畜、ならびに動物園、スポーツ用またはペット用の動物（例えば、犬、猫、畜牛
、馬、羊、豚、ヤギ、ウサギ等）等を包含する、哺乳動物に分類されるいかなる動物にも
言及する。好ましくは、哺乳動物はヒトである。
【００４４】
　ｉｎ　ｖｉｖｏ投与に使用される処方は、好ましくは無菌である。これは、凍結乾燥お
よび再構成の前または後の無菌の濾過膜を通す濾過により容易に達成される。ここで、治
療用組成物は、一般に、例えば皮下注射針によって貫通可能なストッパーを有する静脈溶
液バッグまたはバイアルといった、無菌のアクセスポートを有する容器内におかれる。
【００４５】
　投与経路は、既知の方法、例えば静脈内、腹腔内、脳内、筋肉内、眼内、動脈内または
病巣内経路による注射もしくは点滴、局所投与、または徐放システム等に従う。細菌暴露
または感染症の処置の場合、非経口または口腔もしくは鼻腔経由を包含する、あらゆる好
適な様式で溶解酵素を投与することができる。
【００４６】
　本発明の医薬組成物の用量および所望の薬物濃度は、想定される個別の使用により変化
し得る。適切な用量または投与経路の決定は、十分に一般的な医師の技術の範囲内である
。動物実験は、ヒト治療のための有効用量の決定のために信頼性のある助言を提供する。
有効用量の生物種間のスケーリングを、Ｍｏｒｄｅｎｔｉ，Ｊ．およびＣｈａｐｐｅｌｌ
，Ｗ．により著された原理”Ｔｈｅ　ｕｓｅ　ｏｆ　ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｅｓ　ｓｃａ
ｌｉｎｇ　ｉｎ　ｔｏｘｉｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ”　Ｉｎ　Ｔｏｘｉｃｏｋｉｎｅｔｉｃ
ｓ　ａｎｄ　Ｎｅｗ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，Ｙａｃｏｂｉら編，Ｐｅｒｇ
ａｍｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　１９８９，ｐｐ．４２－９６に従って実施で
きる。
【００４７】
　キメラペプチド溶解素のｉｎ　ｖｉｖｏ投与が採用された場合、投与経路により、標準
的な投与量は、哺乳動物の体重１ｋｇにつき、１日あたり約１０ｎｇ／ｋｇから１０００
ｍｇ／ｋｇまで、あるいはそれ以上、または約１μｇ／ｋｇ／日から１００００ｍｇ／ｋ
ｇ／日まで変化し得る。また、個別の用量および輸送の方法についての助言は、文献の他
に以下にも提供される。異なる処方が異なる処置化合物および異なる疾患に有効であると
予測され、例えば、ある臓器または組織を標的とする投与は、他の臓器または組織の場合
とは異なる輸送方法を必要とするかもしれない。
【００４８】
　非経口投与のためのキメラペプチドの有効用量率または有効量、および処置期間は、感
染症の重症度、患者の体重、レシピエントが感染性細菌に暴露されていた期間、感染症の
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重症度、および多数の他の変数にある程度依存する。本発明の組成物は、１日１回から数
回、どこにでも適用することができ、これより短期間または長期間に亘って適用すること
ができる。この用法は数日または数週間続けてもよい。採用されるいかなる投与形態も１
回の最小量に対して最小単位数を提供するべきである。有効量または有効用量の酵素を提
供すると考えられるキメラペプチドの活性単位の濃度は、組成物中、約１０、２０、３０
、４０、５０、６０、７０、８０、９０、または１００単位／ｍｌから約１０，０００，
０００単位／ｍｌの範囲、約１０００単位／ｍｌから約１０，０００，０００単位／ｍｌ
の範囲、および約１０，０００から１０，０００，０００単位／ｍｌの範囲であり得る。
【００４９】
　加えて、この酵素の細胞壁を通した輸送を助けるために、多数の方法を使用することが
できる。既知の技術によってリポソーム中に酵素を「挿入」して、酵素をリポソームで輸
送することができる。同様に、酵素を逆ミセルとしてもよい。また、酵素の非活性部位に
ポリエチレングリコールを付着させて酵素をペグ化してもよい。あるいは、細胞膜を通し
て酵素を輸送するために疎水性分子を使用してもよい。最後に、細胞膜上の標的特異的内
在性受容体に対して、酵素のグリコシル化を使用することもできる。
【００５０】
　別の好ましい実施態様は、例えば布地、カーペット等の多孔性表面を衛生化または浄化
するために有用な他の溶解酵素と共に、配列番号２（ＣｌｙＳ）の溶解素等のブドウ球菌
キメラ溶解素細菌結合タンパク質を含む組成物を提供する。さらに、静菌または殺菌活性
の影響を受けやすい感染性生物を寄生させると考えられ得るようなエリアである、獣医の
外科的エリアまたは実験エリアを浄化するためにこの溶解酵素の組成物を使用してもよい
。
【００５１】
　さらなる好ましい実施態様において、配列番号２（ＣｌｙＳ）の溶解素のようなブドウ
球菌キメラ溶解素を、感染性細菌を含有する疑いのある無生物固体表面の浄化、または多
孔質表面の浄化に有用な他の静菌剤または殺菌剤と組み合わせてもよい。
【実施例】
【００５２】
　実施例１：特異的結合ペプチドの同定およびキメラ溶解素の開発
　本発明者らは、全米バイオテクノロジー情報センターデータベースでブドウ球菌特異的
ファージおよびプロファージ溶解素タンパク質配列の保存ドメイン検索を行った。溶解素
をデータベース中の既知のドメインに対する相同性に基づいて分類した。本発明者らは、
互いに１００％の配列同一性を共有し、それらの触媒ドメイン内に保存ＣＨＡＰドメイン
を有する、黄色ブドウ球菌ファージｐｈｉＮＭ３溶解素（タンパク質アクセッション番号
ＹＰ＿９０８８４９）、黄色ブドウ球菌プロファージｐｈｉ１３アミダーゼ（アクセッシ
ョン番号ＮＰ＿８０３４０２）、黄色ブドウ球菌プロファージＭＷ２アミダーゼ（アクセ
ッション番号ＮＰ＿６４６７０３．１）等を包含するいくつかの溶解素を同定した。しか
しながら、これらの溶解素のＣ末端ドメインは、データベース中のいかなる既知のドメイ
ンに対しても相同性を呈さなかった（図１）。
【００５３】
　野生型のブドウ球菌溶解素を発現させる試みが失敗に終わったため、本発明者らは、溶
解素のモジュール特性を利用することによりキメラ溶解素を開発することを決めた。伝統
的に、バチルス特異的溶解素は、大腸菌において高レベルで発現し、大腸菌に可溶性であ
る。従って、本発明者らの最初の試みは、いくつかの黄色ブドウ球菌特異的溶解素に保存
されている１６アミノ酸ペプチド（４）を設計することであった（Ｌｕ　ＪＺ，Ｆｕｊｉ
ｗａｒａ　Ｔ，Ｋｏｍａｔｓｕｚａｗａ　Ｈ，Ｓｕｇａｉ　Ｍ，Ｓａｋｏｎ　Ｊ．２００
６．Ｃｅｌｌ　ｗａｌｌ－ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ　ｏｆ　ｇｌｙｃｙｌｇｌ
ｙｃｉｎｅ　ｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ　ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｓ　ａｍｏｎｇ　
ｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎ　ｃｒｏｓｓ－ｂｒｉｄｇｅｓ．（Ｌｕｅら（２００６）Ｊ
．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２８１（１）：５４９－５８）。バチルス特異的溶解素ＰｌｙＢ
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た。キメラを発現、溶解度および活性について試験した。その後、ＡＤ１０５（配列番号
１４）を得るために、ＰｌｙＢの全Ｃ末端ＣＷＴドメイン（６）を黄色ブドウ球菌ファー
ジＴｗｏｒｔ溶解素（８）の推定上のＣ末端ドメインと置き換えた。このキメラは活性で
はなく、そこで本発明者らはＡＤ１０７（配列番号１５）を得るためにＰｌｙＢ触媒ドメ
イン（２）のリソスタフィンＣＷＴドメイン（１０）下流を設計した。このキメラは発現
したが、溶解度が乏しく、活性はなかった。次の段階は、リソスタフィンＣＷＴドメイン
（１０）の表皮ブドウ球菌自己溶解素アミダーゼドメイン（１２）上流の設計であり、結
果としてＡＤ１１２（配列番号４）を生じた。ＡＤ１１２は非常によく発現し、このタン
パク質は非常に可溶性が高かったが、溶解活性がなかった。しかしながら、本発明者らは
、黄色ブドウ球菌細胞はＡＤ１１２に暴露された場合、凝集することを観察した。ＡＤ１
１２のリソスタフィン触媒ドメイン（アミダーゼ）（１０）が細菌系であったため、本発
明者らは、リソスタフィンＣＷＴのファージ由来触媒ドメイン上流を設計することを試み
た。このため、Ｔｗｏｒｔ溶解素（１４）のエンドぺプチダーゼドメインを、キメラＡＤ
１１９（配列番号３）を構築するために使用した。本発明者らは、ＡＤ１１９の乏しい発
現を観察したが、このキメラは可溶であった。本発明者らのＡＤ１１９単独の溶解アッセ
イにおいて顕著な活性は示されなかったものの、キメラＡＤ１１２と組み合わせた場合、
活性は顕著に増強された。本発明者らは、本発明者らの保存ドメイン検索からｐｈｉＮＭ
３　ＣＷＴドメインを同定し、ｐｈｉＮＭ３　ＣＷＴがブドウ球菌特異的結合を示すこと
を観察したことから、本発明者らは、ｐｈｉＮＭ３　ＣＷＴドメイン（２）（配列番号１
）の表皮ブドウ球菌自己溶解素アミダーゼ（１２）およびＴｗｏｒｔ溶解素エンドペプチ
ダーゼ（１４）ドメイン上流をそれぞれ設計することにより、キメラＡＤ１２６（配列番
号１６）およびＡＤ１２７（配列番号２）を構築した。キメラＡＤ１２６は発現せず活性
も有していなかったが、ＡＤ１２７は可溶であり、非常に高い活性を有していたものの発
現は低かった（図４）。ＡＤ１２７コンストラクトの低い発現を克服するため、全キメラ
遺伝子をｐＡＤ１３８を作出するために発現ベクターｐＪＭＬ６にクローニングした。ｐ
ＡＤ１３８コンストラクト由来ＡＤ１２７の発現、溶解度および活性は、非常に高かった
。従って、このキメラをブドウ球菌に対するキメラ溶解素として「ＣｌｙＳ」と名付けた
。ＣｌｙＳ（すなわち配列番号２）のアミノ酸配列は図５Ａに提示される。
【００５４】
　実施例２：ＣｌｙＳキメラ溶解素の構築
　細菌株（表１）を、３７℃で通常どおり培養し－８０℃で保存した。本研究で使用され
たブドウ球菌株を、トリプチケースソイブロス（ＴＳＢ）培地で培養し、連鎖球菌株をＴ
ＨＹ（トッド・ヒューイットブロス、１％ｗｔ／ｖｏｌ酵母抽出物）培地で培養し、セレ
ウス菌および緑膿菌をＢＨＩ（ブレイン・ハートインフュージョン）培地で培養し、一方
、大腸菌はＬＢ（ルリア・ベルターニ）培地で育成した。
【００５５】
　キメラ溶解素を、それぞれの遺伝子由来の個別のドメインを増幅および結合することに
よって構築した。このため、Ｔｗｏｒｔエンドペプチダーゼドメインを、プライマー
【００５６】
【化１】

を用いて、全溶解素（ｐｌｙＴＷ）遺伝子を含有するプラスミドｐＣＲ２．１ｐｌｙＴＷ
からＰＣＲ増幅した。細胞壁標的（ＣＷＴ）ドメインを、プライマー
【００５７】
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【化２】

を用いて黄色ブドウ球菌株８３２５ゲノムＤＮＡからＰＣＲ増幅した。２つのＰＣＲ単位
複製配列を、ＰｓｔＩ制限酵素部位を用いて結合した。結合産物を、組換え型プラスミド
ｐＡＤ１２７を作出するためにＮｃｏｌ－ＨｉｎｄＩＩＩクローニング部位を用いてｐＢ
ＡＤ２４ベクターへクローニングした。第２段階において、ｃｌｙＳに相当する全ＤＮＡ
断片を、プライマー
【００５８】
【化３】

およびプライマーＮＭ３－ＣＢＤ－Ｈｉｎｄ－Ｒ（配列番号８）を用いてｐＡＤ１２４か
らＰＣＲ増幅した。ＰＣＲ産物を、ｐＡＤ１３８を作出するために発現ベクターｐＪＭＬ
６へクローニングした。ＣｌｙＳの配列を、配列決定により確認した。組換え型プラスミ
ドｐＡＤ１３８を、大腸菌ＤＨ５α細胞へ形質転換した。
【００５９】
　実施例３：ＣｌｙＳの過剰発現および精製
　ＣｌｙＳを、３０℃にてラクトース（１０ｇ／５００ｍｌ最終濃度）と共に大腸菌ＤＨ
５α（ｐＡＤ１３８）細胞から一晩誘導した。細胞を遠心分離によって回収し、緩衝液Ａ
（２０ｍＭリン酸緩衝液（ＰＢ）、１ｍＭ　ＤＴＴ（ジチオスレイトール））に再懸濁さ
せ、そして４００ＣでＥｍｕｌｓｉＦｌｅｘ－Ｃ５高圧ホモジナイザー（Ａｖｅｓｔｉｎ
）により溶解させた。溶解物を４℃、３０分間の遠心分離（２×５０，０００×ｇ）によ
って不純物を除去し（ｃｌｅａｒｅｄ）、上清をＣＭセファロースカラム（Ａｍｅｒｓｈ
ａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ，ピスカタウェイ、ニュージャージー州）に適用した。Ｃｌｙ
Ｓを、１５カラム容量中０～５０％Ｂの直線勾配を用いた緩衝液Ａ＋１Ｍ　ＮａＣｌで溶
出した。前述（Ｄａｎｉｅｌら、２００１）される通りに溶解活性について画分を解析し
た。溶解活性を呈する画分を貯蔵し、緩衝液Ｂ（ＰＢ、１ｍＭ　ＤＴＴ、５０ｍＭ　Ｎａ
Ｃｌ）に対して一晩透析した。透析試料を、ハイドロキシアパタイト（ＭａｃｒｏＰｒｅ
ｐ　ＴｙｐｅＩＩ　４０μｍ、ＢｉｏＲａｄ）カラムに適用し、２０カラム容量中０～１
００％Ｂの直線勾配を用いた溶出緩衝液（５００ｍＭ　ＰＢ＋５０ｍＭ　ＮａＣｌ＋１ｍ
Ｍ　ＤＴＴ）で溶出した。画分を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより解析し、そして溶出活性につ
いて解析した。ＣｌｙＳの活性できれいな（ｃｌｅａｎ）画分を貯蔵し、緩衝液Ｂに対し
て透析した。タンパク質濃度を、ＢＣＡ法（Ｓｉｇｍａ、セントルイス、ミズーリ州）で
決定した。
【００６０】
　実施例４：ＣｌｙＳ活性の定量
　ＣｌｙＳ活性を前述（Ｄａｎｉｅｌら、２００１）のとおり、いくつかの変更を加えて
測定した。簡単には、黄色ブドウ球菌株８３２５－４をＯＤ６００で０．２５～０．３ま
で培養し、遠心分離し、そして最終ＯＤ６００で０．８～１．０までＰＢに再懸濁させた
。精製ＣｌｙＳ（１００μｌ）の２倍の連続希釈を、９６ウェルプレート（Ｃｏｓｔａｒ
）中の１００μｌの細菌懸濁液に添加し、ＯＤ６００中での減少を３７℃で３０分間Ｓｐ
ｅｃｔｒａｍａｘ　Ｐｌｕｓ３８４分光光度計（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ）
によって観測した。１ミリリットルあたりの単位のＣｌｙＳ活性を、１５分間に５０％ま
でに吸光度を減少させる、溶解素の最も高い希釈の逆数として定義した。
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【００６１】
　実施例５：ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ＣｌｙＳ活性の測定
　ＣｌｙＳの生存率アッセイを前述の通り（Ｎｅｌｓｏｎら、２００１）に試験した。簡
単には、黄色ブドウ球菌株８３２５－４の対数相培養物をＯＤ６００で０．８～１．０ま
でＰＢ中に再懸濁させた。５０ＵのＣｌｙＳまたは相当する容量のＰＢを細菌細胞に添加
し、アリコートを除去して、連続希釈し、そして処理された細胞とコントロール細胞の生
存率を評価するために、１、５、１０、３０および６０分で播種した。全ての実験を３回
行った。様々な細菌株に対するＣｌｙＳ活性を前述の通り（Ｓｃｈｕｃｈら、２００２）
試験した。簡単には、対数相細菌細胞を、１５分間３７℃で５０ＵのＣｌｙＳで処理した
。試料を連続希釈して播種した。コントロール実験を、リン酸緩衝液（ｐＨ７．０）を加
えて同条件下で実施した。
【００６２】
　実施例６：ｐＨおよび塩プロファイルの関数としてのＣｌｙＳ活性の測定
　ＣｌｙＳ活性に対するｐＨの影響を、ユニバーサル緩衝系ｐＨ４～１０（Ｙｏｏｎｇら
）を用いて前述のとおり決定した。簡単には、対数相８３２５－４細胞をユニバーサル緩
衝系に再懸濁させ、１５分間５０ＵのＣｌｙＳと共にインキュベートした。各反応の最終
ｐＨをｐＨ紙で検査した。試料を連続希釈して播種した。コントロールにおいて、Ｃｌｙ
ＳをＰＢと置き換えた。
【００６３】
　同様に、ＣｌｙＳの溶解活性に対する塩濃度の影響を、１５分間、最終濃度２５～５０
０ｍＭでＮａＣｌを含有するＰＢにおいて、対数相８３２５－４細胞と５０ＵのＣｌｙＳ
とをインキュベートすることにより決定した。試料を、生存率を決定するために連続希釈
して播種した。
【００６４】
　実施例７：ＣｌｙＳの顕微鏡検査
　黄色ブドウ球菌株８３２５－４を対数相で培養し、遠心分離し、そして６００ｎｍで１
．０の吸光度までＰＢＳに再懸濁させた。細菌懸濁液を室温で５０ＵのＣｌｙＳと共にイ
ンキュベートした。グルタルアルデヒド（最終濃度２．５％）を添加することにより１分
および５分後に溶解反応を停止した。懸濁液を遠心分離によってペレット化し、０．１Ｍ
カコジル酸緩衝液（ｐＨ７．４）中２．５％のグルタルアルデヒドをかぶせた（ｏｖｅｒ
ｌａｉｄ）。その後、試料を、１％オスミウムテトロキサイドで後固定し、酢酸ウラニル
でブロック染色し、そしてロックフェラー大学電子顕微鏡サービスによる標準手順に従っ
て現像した。
【００６５】
　蛍光標識および結合解析を、ｐｈｉＮＭ３　ＣＷＴについて行った。プライマー
【００６６】
【化４】

を用い、ｐｈｉＮＭ３溶解素の推定ＣＷＴを増幅するために黄色ブドウ球菌株８３２５－
４ゲノムＤＮＡを使用した。結果として得られた単位複製配列をアラビノース誘導性発現
ベクターｐＢＡＤ２４へクローニングした。インサートを含有する陽性クローンを配列決
定によって確認した。およそ１０ｋＤＡ　ｐｈｉＮＭ３　ＣＷＴタンパク質が発現し、こ
のタンパク質を陽イオン交換クロマトグラフィーによって一工程で精製した。精製された
タンパク質（１ｍｇ／ｍｌ）を１０μｌのＦＩＴＣ（１ｍｇ／ｍｌ）と共に１時間インキ
ュベートした。過剰のＦＩＴＣを脱塩カラム上で除去した。標識タンパク質（５０μｇ）
を細菌細胞と１０分間インキュベートし、リン酸緩衝食塩水（ｐＨ７．４）で３回洗浄し
、そして蛍光顕微鏡下で観察した。
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【００６７】
　実施例８：ＣｌｙＳのｉｎ　ｖｉｖｏ活性の測定
　ＭＲＳＡ株を、対数相まで培養し、遠心分離して、約１０１０ｃｆｕ／ｍｌの所定のタ
イターまで再懸濁するであろう。鼻腔内感染のため、６週齢の雌のＣ５７ＢＬ／６Ｊ、非
近交系（ｏｕｔｂｒｅａｄ）ＳｗｉｓｓまたはＢＡＬＢ／ｃマウス（体重範囲２２～２４
ｇ、Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、ウィルミントン、マサチ
ューセッツ州）を、ケタミン（Ｆｏｒｔ　Ｄｏｄｇｅ　Ａｎｉｍａｌ　Ｈｅａｌｔｈ、フ
ォートドッジ、アイオワ州、１．２ｍｇ／動物）とキシラジン（Ｍｉｌｅｓ　Ｉｎｃ．、
シャウニー・ミッション、カンザス州、０．２５ｍｇ／動物）との混合物で麻酔し、そし
て鼻孔（ｎ＝１０）ごとに１５μｌの細菌懸濁液を接種するであろう。その動物を２群に
分け、感染後６時間、およびその後３日間に亘って６時間毎に腹腔内に様々な濃度のＣｌ
ｙＳまたは滅菌生理食塩水を投与するであろう。各群の生存率を、感染後７日間まで観察
するであろう。腹腔内感染のため、マウスを１００μｌの細菌懸濁液で腹腔内に感染させ
るであろう（ｎ＝１０）。その動物を２群に分け、感染後６時間、およびその後３日間に
亘って６時間毎に腹腔内に様々な濃度のＣｌｙＳまたは滅菌生理食塩水を投与するであろ
う。各群の生存曲線を、感染後７日間まで観察するであろう。
【００６８】
　実施例９：リンカー領域そのものはキメラに溶解性を付与しない。
【００６９】
　ＣｌｙＳコンストラクトは可溶性が高く、ブドウ球菌に対して活性であった唯一のキメ
ラであったため、本発明者らは、ＣｌｙＳのアミノ酸残基１４２から１８５を含むリンカ
ー領域が溶解性に極めて重要であろうと仮定した。本発明者らは、予め野生型ｐｈｉＮＭ
３溶解素をクローニングして発現させ、そのタンパク質が非可溶性であることを観察した
。この仮説を試験するために、本発明者らは、ＣｌｙＳのエンドペプチダーゼドメインを
ＣｌｙＳ（アミ－リンクＣｌｙＳ）のリンカー領域の上流のｐｈｉＮＭ３溶解素のアミダ
ーゼドメインで置き換え、キメラを発現した（データ示さず）。本発明者らは、野生型ｐ
ｈｉＮＭ３溶解素と同様、アミ－リンクＣｌｙＳキメラは非可溶性であり、インクルージ
ョンボディとして発現することを観察した。また、本発明者らは、ブドウ球菌に対する活
性についてアミ－リンクＣｌｙＳの溶解物も試験したが、いかなる溶解活性も観察されず
、そのタンパク質は非可溶性であり、そのため非活性であることを確認した。従って、本
特許の主題であり、可溶性コンプレックスを発生させることを可能にし、本明細書に記載
されるように作用するのは、ＮおよびＣ末端ドメインの固有の組み合わせである。
【００７０】
　実施例１０：ＣｌｙＳによるＭＲＳＡのｉｎ　ｖｉｖｏ鼻腔除菌
　ヒト前鼻腔におけるＭＳＳＡおよびＭＲＳＡの両方の保菌は、黄色ブドウ球菌感染の主
要な感染源である。研究は、ほぼ８０％の人々が黄色ブドウ球菌に経鼻的にコロニー形成
（ｃｏｌｏｎｉｚｅｄ）している可能性があり、コロニー形成は他のさらに重篤な黄色ブ
ドウ球菌感染を発症するさらなるリスク因子となり得ることを示している（Ｋｌｕｙｔｍ
ａｎｓ，Ｊ．，Ａ．ｖａｎ　Ｂｅｌｋｕｍ．１９９７．Ｎａｓａｌ　ｃａｒｒｉａｇｅ　
ｏｆ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ：ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，ｕｎ
ｄｅｒｌｙｉｎｇ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ，ａｎｄ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｒｉｓｋｓ
．Ｃｌｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｒｅｖ　１０（３）：５０５－２０．）。地域または
病院における鼻腔保菌の撲滅は、従って、感染の危険を低減し薬剤耐性黄色ブドウ球菌の
蔓延を減速し得る可能性があった（Ｋｌｕｙｔｍａｎｓら、（１９９７））。ＣｌｙＳが
鼻粘膜のＭＲＳＡのコロニー形成を低減する可能性を研究するため、Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマ
ウスに、約２×１０７のＭＲＳＡの自発性（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ）ストレプトマ
イシン耐性株（１９１ＳＭＲ）を鼻腔内接種した。感染後２４時間のマウスに、鼻腔内に
リン酸緩衝生理食塩水（コントロール）またはＣｌｙＳ（９６０μｇ）のいずれかを毎時
間３回投与した。最終処置の１時間後、マウスを屠殺し、細菌コロニーをスペクトルＭＲ
ＳＡ寒天（ＭＲＳＡの鼻腔コロニー形成を診断的に検出するために開発された選択的発色
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培地）およびコロンビア血液寒天上で数え上げた。スペクトルＭＲＳＡ寒天またはコロン
ビア血液寒天への播種間でＣＦＵにおいて顕著な相違は得られなかった（データ示さず）
。各処置群について合計２０匹のマウスを評価するために、３つの独立した実験を行った
（図１１）。緩衝液単独コントロールに比べ（平均１２，２７３ＣＦＵ／窩洞）、Ｃｌｙ
Ｓ処置（平均１１９８ＣＦＵ／窩洞）は、鼻腔粘膜状の平均ＣＦＵを顕著に（Ｐ＜０．０
０１）減少させた。
【００７１】
　実施例１１：全身性ＭＲＳＡ感染のＣｌｙＳ処置　ＣｌｙＳ処置が全身性ＭＲＳＡ感染
症に起因する死を防止することが可能かどうかを評価するために、４週齢ＦＶＢ／ＮＪマ
ウスに５％ムチン中約５×１０５ＣＦＵの市中感染性ＭＲＳＡ株ＭＷ２を腹腔内投与した
。予備実験は、５×１０５ＣＦＵが２４時間の期間について１０×ＬＤ１００用量である
ことを決定した。さらに、ＩＰ注射の３時間以内にＭＲＳＡ感染は全身性であり、すなわ
ち、ＭＲＳＡが心臓、肝臓、脾臓、および腎臓から高い数値で回収された（データ示さず
）。感染後３時間に、２０ｍＭリン酸緩衝液または２０ｍＭリン酸緩衝液中１ｍｇのＣｌ
ｙＳのいずれかをＩＰ（腹腔内）注射することで処置を行った。マウスを、その後１０日
間に亘って、生存について観測した。３つの独立した実験からの結果（ＣｌｙＳ処置、ｎ
＝１６；緩衝液処置、ｎ＝１４）を合わせ、カプラン・マイヤー生存曲線にマウス生存デ
ータをプロットした（図１２）。２４時間以内に全てのコントロールマウスが細菌性敗血
症が原因で死亡したが、ＣｌｙＳ処置マウスは２／１６のみが４８時間後に死亡し、残り
のマウス（１４／１６、８８％）は実験を通して生存した（図１２）。
【００７２】
　実施例１２：ＣｌｙＳはバンコマイシンおよびオキサシリンとの相乗的相互作用を示し
た。本発明者らは、ＣｌｙＳとバンコマイシンおよびオキサシリンとの相互作用を試験す
るためにチェッカーボード微量液体希釈法を使用した。ＶＩＳＡ株Ｍｕ５０に対するバン
コマイシンＭＩＣは８μｇ／ｍｌおよびＭＲＳＡ株ＣＯＬに対するオキサシリンＭＩＣは
３２μｇ／ｍｌであったが、試験した両方の株（それぞれ、Ｍｕ５０およびＣＯＬ）に対
してＣｌｙＳ　ＭＩＣは６および８Ｕ／ｍｌであった。マイクロタイタープレート上の抑
制線に沿って酵素濃度を転写（ｔｒａｎｓｃｒｉｂｉｎｇ）することによって、バンコマ
イシンとのＣｌｙＳおよびオキサシリンとのＣｌｙＳのアイソボログラムをｘ／ｙプロッ
トにプロットした。両方の相互作用に関する曲線の形は、相乗的相互作用の特徴であり（
図１３）、両方の相互作用に対するΣＦＩＣｌ（＜０．５であった）を計算することによ
ってさらに確認した。
【００７３】
　実施例１３：全身性ＭＲＳＡ感染症の処置におけるオキサシリンおよびＣｌｙＳのｉｎ
　ｖｉｖｏ相乗効果　Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ実験は、ＣｌｙＳがオキサシリンと相乗的に作用
したことを示した（図１４）。この効果が本発明者らの全身性ＭＲＳＡ感染症モデルにお
いても認められるかどうか決定するために、ＦＶＢ／ＮＪマウスに約５×１０５ＣＦＵの
上記ＭＲＳＡ株ＭＷ２を腹腔内注射した。感染の３時間後のマウスを同時に、低いＩＰ用
量である１３０μｇ／マウスのＣｌｙＳと異なる濃度のオキサシリン（１０～１００μｇ
／マウス）との併用、または緩衝液単独コントロールで処置した。予備実験は、ＥＤ３０

用量のＣｌｙＳ（１３０μｇ／マウス）がオキサシリンとの併用処置の効果を検証するた
めの最小有効性を有することを決定した（データ示さず）。マウスを、生存について１０
日間観測し、５つの独立した実験の結果を合わせてカプラン・マイヤー生存曲線にプロッ
トした（図１４）。１３０μｇ／マウスのＣｌｙＳまたは１００μｇ／マウスのオキサシ
リンのいずれか一方の個別の処置で、それぞれ、３０％（６／２０生存）から３５％（８
／２３生存）のみのマウスが生存したが、いずれも緩衝液単独コントロールの生存率（１
３％（２／１５生存））と顕著に異ならなかった。逆に、腹腔内注射されたＣｌｙＳ（１
３０μｇ）と０μｇまたは５０μｇのいずれかの筋肉内注射されたオキサシリンの併用処
置の単回投与は、個別の処置および緩衝液単独に比べ、顕著にマウスの生存率を増加させ
た（それぞれ、８０％、８／１０生存、８２％、１８／２２生存）（図１４）。
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【００７４】
　実施例１６：ＣｌｙＳの修飾　ＣｌｙＳ（配列番号２）のＧ１６６残基を部位特異的変
異誘発によりプロリンに変えた（ｐＣｌｙＳの創出）。精製ｐＣｌｙＳ分子（配列番号１
７）を２１℃で５日間の安定性研究に供した場合、ｐＣｌｙＳは、ＤＴＴ有りまたはなし
の野生型ＣｌｙＳよりも、５ｍＭ　ＤＴＴの存在下においてより顕著に安定であることが
見出された（図１５）。
【００７５】
　本発明は、本明細書において様々な特定の材料、手順、および例を参照することによっ
て記載および解説されているが、本発明はその目的のために選択された特段の材料、材料
の組み合わせ、および手順に制限されないことが理解される。そのような詳細の数々の変
化が言外に示され得、当業者によって十分理解されるであろう。

【図１】 【図２Ａ】
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