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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　次式（ＩＩ）：
【化１】

（式中、
Ｘａａは、Ｓｅｒ－Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｌｅｕであり、
Ｘａｂは、Ａｒｇ－Ｌｅｕ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ｐｈｅであり、
Ｘａｃは、Ａｌａ－Ｘａｃ２－Ｇｌｙ－Ａｒｇであるが、ここでＸａｃ２は、Ｈｉｓ又は
Ａｒｇであり、
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Ｘａｄは、Ａｒｇ－Ｐｈｅ－Ｐｒｏ－Ｓｅｒ－Ｉｌｅ－Ｐｒｏ－Ｉｌｅ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ
であり、
Ｘａｅは、Ｓｅｒ－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ－Ｇｌｎであり、
Ｘａｆは、Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｖａｌ－Ｔｒｐであり、
Ｃａ１、Ｃａ２、Ｃａ３、Ｃａ４、Ｃａ５及びＣａ６は、硫黄含有アミノ酸であり、さら
にＣａ１はＣａ５に連結され、Ｃａ２はＣａ４に連結され、Ｃａ３はＣａ６に連結され、
該連結部分は、ジスルフィド架橋である）で表されるアミノ酸配列からなる抗微生物活性
ペプチド。
【請求項２】
　Ｃａ１、Ｃａ２、Ｃａ３、Ｃａ４、Ｃａ５及びＣａ６は、各々システインであることを
特徴とする請求項１に記載の抗微生物活性ペプチド。
【請求項３】
　Ｘａｃ２は、Ｈｉｓであることを特徴とする請求項２に記載の抗微生物活性ペプチド。
【請求項４】
　Ｘａｃ２は、Ａｒｇであることを特徴とする請求項２に記載の抗微生物活性ペプチド。
【請求項５】
　スフェニシン－１に対応する請求項３に記載の抗微生物活性ペプチド。
【請求項６】
　スフェニシン－２に対応する請求項４に記載の抗微生物活性ペプチド。
【請求項７】
　活性作用物質として請求項１～６のいずれか１項に記載の少なくとも１種の抗微生物活
性ペプチドと、薬学上許容可能な１種又はそれ以上のビヒクルを含む薬剤組成物。
【請求項８】
　活性作用物質として請求項１～６のいずれか１項に記載の少なくとも１種の抗微生物活
性ペプチドと、薬学上許容可能な１種又はそれ以上のビヒクルを含む農学組成物。
【請求項９】
　活性作用物質として請求項１～６のいずれか１項に記載の少なくとも１種の抗微生物活
性と、薬学上許容可能な１種又はそれ以上のビヒクルを含む農業食品組成物。
【請求項１０】
　食品の保存に有用であることを特徴とする請求項９に記載の農業食品組成物。
【請求項１１】
　ヒト又は動物において、細菌又は真菌感染を予防又は治療するために有用であることを
特徴とする請求項７に記載の薬剤組成物。
【請求項１２】
　植物において、細菌又は真菌感染を予防又は治療するために有用であることを特徴とす
る請求項８に記載の農学組成物。
【請求項１３】
　請求項１～６のいずれか１項に記載の抗微生物活性ペプチドをコードすることを特徴と
するポリヌクレオチド。
【請求項１４】
　請求項１３に記載の少なくとも１種のポリヌクレオチドを含むベクター。
【請求項１５】
　請求項１４に記載のベクターを含む、動物若しくは植物細胞、又は原核生物の宿主。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、食品保存、及びヒト、動物又は植物における微生物、細菌及び／又は真菌感
染との闘いの分野に関する。本発明は、ペプチド、及び微生物、細菌及び真菌のような病
原体による感染を予防及び／又は治療するための、並びに食品保存用の該ペプチドを含む
組成物を特には対象とする。
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【背景技術】
【０００２】
　先行技術において、オウサマペンギンのオスは、抱卵の最終部分を遂行するために陸地
に滞在する際に、２週間以上胃の中に栄養分を残すことが可能であることが報告された（
Ｇａｕｔｈｉｅｒ－Ｃｌｅｒｃら、２０００）。オウサマペンギンのオス自身も絶食をし
、かつその体内貯蔵物質に頼って生きている。
【０００３】
　今日、高等脊椎動物において、栄養分を数週間貯蔵する公知の類似した状況は存在しな
い。この栄養分の保存状態は、注目すべきものであり、その質量及びエネルギー値は変わ
らない（Ｇａｕｔｈｉｅｒ－Ｃｌｅｒｃら、２００２）。栄養分の保存状態に関するこれ
らの観察結果は、胃内容物中に存在する細菌叢の制御を非常に暗示している。この細菌叢
の制御により、貯蔵した食料品の分解を減少させることが可能になるのであろう。この制
御は、抗微生物活性を有する物質の生成を経由してなされ得るのであろう。
【０００４】
　実際、文献は、脊椎動物の胃腸管中の抗微生物活性を有する物質の存在を詳しく記して
いる。これら物質の大部分は、ペプチド性、特に両生類におけるマゲイニン、ブレビニン
（ｂｒｅｖｉｎｉｎｅｓ）及びブフォリン（Ｍｏｏｒｅら、１９９１；Ｍｉｎｎら、１９
９８；Ｗａｎｇら、１９９８）、ヒトを含む哺乳類におけるラクトフェリシン及びデフェ
ンシン（α、β）（Ｊｏｎｅｓ及びＢｅｖｉｎｓ、１９９２；Ｚｈａｏら、１９９９；Ｏ
’Ｎｅｉｌら、２０００）である。鳥類において、デフェンシンは、消化管の他の部分、
特に舌、食道及び腸で発見された（Ｚｈａｏら、２００１）。さらに多数の抗微生物ペプ
チドが、同様に胚上皮中に存在する（点検には、Ｓｃｈｒｏｄｅｒ　１９９９を参照）。
【０００５】
　発明者らは今般、オウサマペンギンの胃内容物中の抗微生物ペプチドの存在を明らかに
し、かつオウサマペンギンのオスにおける抱卵絶食の際に、抗微生物活性を有するこれら
のペプチドが食物塊を保存する現象に関与することを証明した。この研究作業により、以
下でオウサマペンギンが属するペンギン科にならい「スフェニシン（ｓｐｈｅｎｉｓｃｉ
ｎｅｓ）」と指し示す、新規ペプチドを明確にすることが可能になった。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　従って、本発明は、オウサマペンギンの胃内容物の精製ペプチド、又はその類似体が以
下の実験の部に記載したテストの１つで抗菌活性を有する限りにおいて前記類似体を対象
とする。類似体は、前記ペプチドの配列の少なくとも１つのアミノ酸残基の付加、抑制又
は置き換えによって修飾される配列を有する。
【０００７】
　本発明は特には、１つ又は幾つかの分子内結合を含み、添付の配列リストに配列番号１
で表す次式（Ｉ）：
Ｘａａ-Ｃａ１-Ｘａｂ-Ｃａ２－Ｘａｃ－Ｃａ３－Ｘａｄ－Ｃａ４－Ｘａｅ－Ｃａ５－Ｃ
ａ６－Ｘａｆ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Ｉ）
［式中：
－　Ｘａａは、－ＮＨ２基、又は１～１６個のアミノ酸、かつ好ましくは４個のアミノ酸
のペプチド残基を表し、好適にはＸａａは、次式：－Ｘａａ１－Ｘａａ２－（配列番号２
）（式中、Ｘａａ１は、－ＮＨ２基、又は１～１３個のアミノ酸のペプチド残基を表し、
かつＸａａ２は、疎水性又は無極性アミノ酸から選択された３個のアミノ酸のペプチド残
基を表す）に対応し；
－　Ｘａｂは、１～６個のアミノ酸、好ましくは６個のアミノ酸のペプチド残基を表し、
好適にはＸａｂは、次式：－Ｘａｂ１－Ｘａｂ２－Ｘａｂ３－Ｘａｂ４－Ｘａｂ５－（配
列番号３）（式中、存在する、同一又は異なるＸａｂ１、Ｘａｂ２、Ｘａｂ４及びＸａｂ
５のそれは、塩基性アミノ酸、負に帯電した極性アミノ酸、非荷電小型極性アミノ酸、非
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荷電大型極性アミノ酸、及び疎水性又は無極性アミノ酸を含む群から選択され、かつＸａ
ｂ３は、次式：－Ｘａｂ３．１－Ｘａｂ３．２－（配列番号４）（式中、存在する、同一
又は異なるＸａｂ３．１及びＸａｂ３．２のそれは、塩基性アミノ酸、負に帯電した極性
アミノ酸、非荷電小型極性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸、及び疎水性又は無極性ア
ミノ酸を含む群から選択される）に対応するペプチド残基を表す）に対応し；
－　Ｘａｃは、１～４個のアミノ酸、好ましくは４個のアミノ酸を含むペプチド残基を表
し、好適にはＸａｃは、次式：－Ｘａｃ１－Ｘａｃ２－Ｘａｃ３－Ｘａｃ４－（配列番号
５）（式中、存在する、同一又は異なるＸａｃ１、Ｘａｃ２、Ｘａｃ３及びＸａｃ４のそ
れは、塩基性アミノ酸、非荷電小型極性アミノ酸、疎水性又は無極性アミノ酸、及び非荷
電大型極性アミノ酸を含む群から選択される）に対応し；
－　Ｘａｄは、１～９個のアミノ酸、好ましくは９個のアミノ酸を含むペプチド残基を表
し、好適にはＸａｄは、次配列：－Ｘａｄ１－Ｘａｄ２－Ｘａｄ３－Ｘａｄ４－Ｘａｄ５
－Ｘａｄ６－Ｘａｄ７－Ｘａｄ８－Ｘａｄ９－（配列番号６）（式中、存在する、同一又
は異なるＸａｄ１、Ｘａｄ２、Ｘａｄ３、Ｘａｄ４、Ｘａｄ５、Ｘａｄ６、Ｘａｄ７、Ｘ
ａｄ８及びＸａｄ９のそれは、塩基性アミノ酸、非荷電小型極性アミノ酸、疎水性又は無
極性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸、及び負に帯電した極性アミノ酸を含む群から選
択される）に対応し；
－　Ｘａｅは、１～６個のアミノ酸、好ましくは５個のアミノ酸を含むペプチド残基を表
し、好適にはＸａｅは、次配列：－Ｘａｅ１－Ｘａｅ２－Ｘａｅ３－Ｘａｅ４－Ｘａｅ５
－（配列番号７）（式中、存在する、同一又は異なるＸａｅ１、Ｘａｅ２、Ｘａｅ３、Ｘ
ａｅ４及びＸａｄ５のそれは、塩基性アミノ酸、非荷電小型極性アミノ酸、疎水性又は無
極性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸、及び負に帯電した極性アミノ酸を含む群から選
択される）に対応し；
－　Ｘａｆは、－ＯＨ若しくは－ＣＯＮＨ２基、又は１～１４個のアミノ酸、好ましくは
４個のアミノ酸のペプチド残基を表し、好適にはＸａｆは、次配列：－Ｘａｆ１－Ｘａｆ
２－Ｘａｆ３－Ｘａｆ４－（配列番号８）（式中、存在する、同一又は異なるＸａｆ１、
Ｘａｆ２、Ｘａｆ３及びＸａｆ４のそれは、塩基性アミノ酸、非荷電小型極性アミノ酸、
疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸、及び負に帯電した極性アミノ酸を
含む群から選択される）に対応し；
－　同一又は異なるＣａ１、Ｃａ２、Ｃａ３、Ｃａ４、Ｃａ５及びＣａ６は、少なくとも
１つが他のＣａ１、Ｃａ２、Ｃａ３、Ｃａ４、Ｃａ５及びＣａ６のいずれかに結合された
アミノ酸を表し、好適にはＣａ１、Ｃａ２、Ｃａ３、Ｃａ４、Ｃａ５及びＣａ６は、シス
テインタイプの硫黄アミノ酸であり、かつ好ましくはシステインである］の配列に対応す
るペプチドに関する。
【０００８】
　本発明は特には、次の特徴：
－　Ｘａａ１は、非荷電小型極性アミノ酸から選択されたアミノ酸、好ましくはセリンで
ある、
－　Ｘａａ２は、Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｌｅｕである、
－　Ｃａ１及びＣａ５は、共有原子価によって結合される、
－　Ｘａｂ１は、塩基性アミノ酸、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸
を含む群から選択され、好ましくはＸａｂ１は、塩基性アミノ酸であり、かつ非常に好ま
しくはアルギニン（Ａｒｇ）である、
－　Ｘａｂ２は、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電小型極性アミノ酸、塩基性アミノ酸
、非荷電大型極性アミノ酸を含む群から選択され、好ましくはＸａｂ２は、疎水性又は無
極性アミノ酸であり、かつ非常に好ましくはロイシン（Ｌｅｕ）である、
－　Ｘａｂ３．２は、塩基性アミノ酸、非荷電小型極性アミノ酸、及び疎水性又は無極性
アミノ酸を含む群から選択され、かつ非常に好ましくはアルギニン（Ａｒｇ）である、
－　Ｘａｂ４は、疎水性又は無極性アミノ酸を含む群から選択され、かつ非常に好ましく
はＸａｂ４は、グリシン（Ｇｌｙ）である、
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－　Ｘａｂ５は、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸、塩基性アミノ酸
、負に帯電した極性アミノ酸、非荷電小型極性アミノ酸を含む群から選択され、好ましく
はＸａｂ５は、疎水性又は無極性アミノ酸であり、かつ非常に好ましくはフェニルアラニ
ン（Ｐｈｅ）である、
－　Ｃａ２及びＣａ４は、共有原子価によって結合される、
－　Ｘａｃ１は、塩基性アミノ酸、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸
を含む群から選択され、好ましくはＸａｃ１は、疎水性又は無極性アミノ酸であり、かつ
非常に好ましくはアラニン（Ａｌａ）である、
－　Ｘａｃ２は、塩基性アミノ酸、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸
を含む群から選択され、好ましくはＸａｃ２は、塩基性アミノ酸であり、かつ非常に好ま
しくはアルギニン（Ａｒｇ）又はヒスチジン（Ｈｉｓ）である、
－　Ｘａｃ３は、塩基性アミノ酸、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電小型極性アミノ酸
、非荷電大型極性アミノ酸を含む群から選択され、好ましくはＸａｃ３は、疎水性又は無
極性アミノ酸であり、かつ非常に好ましくはグリシン（Ｇｌｙ）である、
－　Ｘａｃ４は、塩基性アミノ酸、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電小型極性アミノ酸
を含む群から選択され、好ましくはＸａｃ４は、塩基性アミノ酸であり、かつ非常に好ま
しくはアルギニン（Ａｒｇ）である、
－　Ｃａ３及びＣａ６は、共有原子価によって結合される、
－　Ｘａｄ１は、塩基性アミノ酸、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸
を含む群から選択され、好ましくはＸａｄ１は、塩基性アミノ酸であり、かつ非常に好ま
しくはアルギニン（Ａｒｇ）である、
－　Ｘａｄ２は、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電小型極性アミノ酸、塩基性アミノ酸
を含む群から選択され、好ましくはＸａｄ２は、疎水性又は無極性アミノ酸であり、かつ
非常に好ましくはフェニルアラニン（Ｐｈｅ）である、
－　Ｘａｄ３は、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電小型極性アミノ酸、塩基性アミノ酸
、非荷電大型極性アミノ酸を含む群から選択され、好ましくは疎水性又は無極性アミノ酸
であり、好ましくはＸａｄ３は、プロリン又はヒドロキシプロリンであり、かつ非常に好
ましくはプロリン（Ｐｒｏ）である、
－　Ｘａｄ４は、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電小型極性アミノ酸、塩基性アミノ酸
、非荷電大型極性アミノ酸、負に帯電した極性アミノ酸を含む群から選択され、好ましく
はＸａｄ４は、非荷電小型極性アミノ酸であり、かつ非常に好ましくはセリン（Ｓｅｒ）
である、
－　Ｘａｄ５は、疎水性又は無極性アミノ酸、塩基性アミノ酸、負に帯電した極性アミノ
酸を含む群から選択され、好ましくはＸａｄ５は、疎水性又は無極性アミノ酸であり、か
つ非常に好ましくはイソロシン（Ｉｌｅ）である、
－　Ｘａｄ６は、疎水性又は無極性アミノ酸、塩基性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸
を含む群から選択され、好ましくは疎水性又は無極性アミノ酸であり、好ましくはＸａｄ
６は、プロリン又はヒドロキシプロリンであり、かつ非常に好ましくはプロリン（Ｐｒｏ
）である、
－　Ｘａｄ７は、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸を含む群から選択
され、好ましくはＸａｄ７は、疎水性又は無極性アミノ酸であり、かつ非常に好ましくは
イソロイシン（Ｉｌｅ）である、
－　Ｘａｄ８は、疎水性又は無極性アミノ酸を含む群から選択され、好ましくはＸａｄ８
は、グリシン（Ｇｌｙ）である、
－　Ｘａｄ９は、塩基性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸、非荷電小型極性アミノ酸を
含む群から選択され、好ましくはＸａｄ９は、塩基性アミノ酸であり、かつ非常に好まし
くはアルギニン（Ａｒｇ）である、
－　Ｘａｅ１は、塩基性アミノ酸、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸
、非荷電小型極性アミノ酸を含む群から選択され、好ましくはＸａｅ１は、非荷電小型極
性アミノ酸であり、かつ非常に好ましくはセリン（Ｓｅｒ）である、



(6) JP 4410100 B2 2010.2.3

10

20

30

40

－　Ｘａｅ２は、塩基性アミノ酸、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸
、非荷電小型極性アミノ酸を含む群から選択され、好ましくはＸａｅ２は、塩基性アミノ
酸であり、かつ非常に好ましくはアルギニン（Ａｒｇ）である、
－　Ｘａｅ３は、塩基性アミノ酸、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸
、非荷電小型極性アミノ酸、負に帯電した極性アミノ酸を含む群から選択され、好ましく
は疎水性又は無極性アミノ酸であり、かつ非常に好ましくはフェニルアラニン（Ｐｈｅ）
である、
－　Ｘａｅ４は、塩基性アミノ酸、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸
、非荷電小型極性アミノ酸を含む群から選択され、好ましくはＸａｅ４は、疎水性又は無
極性アミノ酸であり、かつ非常に好ましくはバリン（Ｖａｌ）である、
－　Ｘａｅ５は、塩基性アミノ酸、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸
、非荷電小型極性アミノ酸を含む群から選択され、好ましくはＸａｅ５は、非荷電大型極
性アミノ酸であり、かつ非常に好ましくはグルタミン（Ｇｌｎ）である、
－　Ｘａｆ１は、塩基性アミノ酸、疎水性又は無極性アミノ酸を含む群から選択され、好
ましくはＸａｆ１は、塩基性アミノ酸であり、かつ非常に好ましくはアルギニン（Ａｒｇ
）である、
－　Ｘａｆ２は、塩基性アミノ酸、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電小型極性アミノ酸
を含む群から選択され、好ましくはＸａｆ２は、塩基性アミノ酸であり、かつ非常に好ま
しくはアルギニン（Ａｒｇ）である、
－　Ｘａｆ３は、塩基性アミノ酸、疎水性又は無極性アミノ酸、非荷電大型極性アミノ酸
を含む群から選択され、好ましくはＸａｆ３は、疎水性又は無極性アミノ酸であり、かつ
非常に好ましくはバリン（Ｖａｌ）である、
－　Ｘａｆ４は、塩基性アミノ酸、疎水性又は無極性アミノ酸を含む群から選択され、好
ましくはＸａｆ４は、疎水性又は無極性アミノ酸であり、かつ非常に好ましくはトリプト
ファン（Ｔｒｐ）である、の少なくとも１つを示す、式（Ｉ）のペプチドに関する。
【０００９】
　特別には：
－　塩基性アミノ酸は、リジン（Ｌｙｓ）、アルギニン（Ａｒｇ）、ヒスチジン（Ｈｉｓ
）又はホモアルギニンを；
－　負に帯電した極性アミノ酸は、アスパラギン酸（Ａｓｐ）又はアスパルテート、及び
グルタミン酸（Ｇｌｕ）又はグルタメートを；
－　非荷電小型極性アミノ酸は、セリン（Ｓｅｒ）又はトレオニン（Ｔｈｒ）を、
－　非荷電大型極性アミノ酸は、アスパラギン（Ａｓｎ）、グルタミン（Ｇｌｎ）又はメ
チオニン（Ｍｅｔ）を、
－　疎水性又は無極性アミノ酸は、イソロイシン（Ｉｌｅ）、ロイシン（Ｌｅｕ）、フェ
ニルアラニン（Ｐｈｅ）、トリプトファン（Ｔｒｐ）、チロシン（Ｔｙｒ）、バリン（Ｖ
ａｌ）、アラニン（Ａｌａ）、グリシン（Ｇｌｙ）、プロリン（Ｐｒｏ）又はヒドロプロ
リンを意味する。
【００１０】
　本発明は特に、３つの分子内結合、特別には３つのジスルフィド架橋を有する式（Ｉ）
のペプチドに関し、かつこれらの中で、本発明は、次式（ＩＩ）：
【００１１】



(7) JP 4410100 B2 2010.2.3

10

20

30

40

50

【化２】

 
【００１２】
（式中、Ｘａａ、Ｃａ１、Ｘａｂ、Ｃａ２、Ｘａｃ、Ｃａ３、Ｘａｄ、Ｃａ４、Ｘａｅ、
Ｃａ５、Ｃａ６及びＸａｆは、式（Ｉ）と同じ意味を有する）のペプチドに関係する。
【００１３】
　本発明は、式（ＩＩ）［式中：
－　Ｘａｃは：Ｘａｃ１－Ｈｉｓ－Ｘａｃ３（配列番号９）又はＸａｃ１－Ａｒｇ－Ｘａ
ｃ３（配列番号１０）であり、
－　Ｘａｄは：Ｘａｄ１－Ｐｒｏ－Ｘａｄ３（配列番号１１）であり、
－　Ｘａｅは：Ｘａｅ１－Ｇｌｎ－Ｘａｅ３（配列番号１２）であり、
－　Ｘａｆは：Ｘａｆ１－Ｖａｌ－Ｘａｆ３（配列番号１３）である（但し、Ｘａｃ、Ｘ
ａｃ１、Ｘａｃ３、Ｘａｄ、Ｘａｄ１、Ｘａｄ３、Ｘａｅ、Ｘａｅ１、Ｘａｅ３、Ｘａｆ
、Ｘａｆ１、Ｘａｆ３は、式（Ｉ）と同じ意味を有する）］のペプチドを特別には対象と
する。
【００１４】
　式（Ｉ）又は（ＩＩ）のペプチドの特殊な例として：
－　一次配列が次の通りであるスフェニシン－１：
ＳＦＧＬＣＲＬＲＲＧＦＣＡＨＧＲＣＲＦＰＳＩＰＩＧＲＣＳＲＦＶＱＣＣＲＲＶＷ（配
列番号１４）
－　一次配列が次の通りであるスフェニシン－２：
ＳＦＧＬＣＲＬＲＲＧＦＣＡＲＧＲＣＲＦＰＳＩＰＩＧＲＣＳＲＦＶＱＣＣＲＲＶＷ（配
列番号１５）を挙げることができる。
【００１５】
　アミノ酸は、一般的に１文字表記によって表すが、下記の命名法による３文字表記によ
っても表すことができる：
　Ａ　　Ａｌａ　　アラニン
　Ｃ　　Ｃｙｓ　　システイン
　Ｄ　　Ａｓｐ　　アスパラギン酸
　Ｅ　　Ｇｌｕ　　グルタミン酸
　Ｆ　　Ｐｈｅ　　フェニルアラニン
　Ｇ　　Ｇｌｙ　　グリシン
　Ｈ　　Ｈｉｓ　　ヒスチジン
　Ｉ　　Ｉｌｅ　　イソロイシン
　Ｋ　　Ｌｙｓ　　リジン
　Ｌ　　Ｌｅｕ　　ロイシン
　Ｍ　　Ｍｅｔ　　メチオニン
　Ｎ　　Ａｓｎ　　アスパラギン
　Ｐ　　Ｐｒｏ　　プロリン
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　Ｑ　　Ｇｌｎ　　グルタミン
　Ｒ　　Ａｒｇ　　アルギニン
　Ｓ　　Ｓｅｒ　　セリン
　Ｔ　　Ｔｈｒ　　トレオニン
　Ｖ　　Ｖａｌ　　バリン
　Ｗ　　Ｔｒｐ　　トリプトファン
　Ｙ　　Ｔｙｒ　　チロシン
【００１６】
　本発明のペプチドは、アミノ酸の幾つかのレベルで、自然翻訳後又は化学修飾を示し得
、例えばＮＨ２末端残基は、例えばアシル化を示し得るか、又はＣ末端残基は、翻訳後又
は化学修飾、例えばアミド化、酸化又はエステル化を示し得る。従って本発明は、１個又
は数個のアミノ酸がコンフォメーションＤのアミノ酸であるものような、式（Ｉ）又は（
ＩＩ）のペプチド誘導体にも関し、本発明は、レトロペプチド及びレトロインベルソペプ
チドも、それらが抗微生物活性を保つ限りにおいて同様にカバーする。
【００１７】
　本発明は、食品を微生物（細菌及び真菌）から守るために、前記ペプチドを農業食品分
野で使用することも対象とする。
【００１８】
　本発明は、微生物、細菌及び／又は真菌感染を予防及び／又は治療するために、前記ペ
プチドをヒト、動物又は植物において使用することを更に対象とする。
【００１９】
　従って本発明は、好適には薬学上許容可能な、１つ又は幾つかのビヒクル、希釈剤又は
賦形剤と前記組成物中で結合された、以上で定義したような少なくとも１つのペプチドを
活性作用物質として含む薬剤、農学又は農業食品組成物に関する。
【００２０】
　ビヒクル、希釈剤及び賦形剤は、薬剤、農学又は農業食品的に組成物を応用するタイプ
に応じて選択する。
【００２１】
　このように、本発明は、抗菌、抗菌及び／又は抗真菌の薬剤、農学又は農業食品組成物
を調製するために、以上で定義したようなペプチドを使用すること更に対象とする。
【００２２】
　本発明の組成物は、予防的にも治療的にも有用である。
【００２３】
　食品保存に関する使用に対して、本発明のペプチド及びそれらを含む組成物は、粉末又
は細粒の形状を呈することができる。それらは、食品を含む支持体に固定するか、特に前
記ペプチドを生成する酵母のような微生物の形状で、食品中に直接混入することができる
。
【００２４】
　本発明による薬剤組成物の投与は、治療、農学又は農業食品剤に許容される投与方法の
いずれかによって行うことができる。ヒト又は動物における薬剤として、全身、局所又は
中枢投与を挙げることができる。経口投与は、錠剤、ゼラチン質カプセル剤、遅延又は持
続性放出製剤を含む軟カプセル剤、丸薬、粉末、細粒、エリキシル剤、チンキ剤、懸濁液
、シロップ及びエマルジョンによって行うことができる。抗菌及び／又は抗真菌化合物の
非経口投与は、潅流による静脈内又は筋肉内注射によって一般的に行われる。注射可能な
組成物は、懸濁又は溶液か、リポゾームのような脂質製剤の生分解性微小粒子中にペプチ
ドを包含するような、遅延又は持続性放出製剤を含む適切な液体中での即時溶解に適した
固形での従来の形状で調製することができる。その他の慣習的な局所調剤には、クリーム
、軟膏、ローション、ゲル及びエアゾールスプレーを含む。
【００２５】
　本質的予防として、ペプチドを使用することは、衛生製品、包帯又は動物用の敷き藁に
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前記ペプチドを包含することからなる。
【００２６】
　投与方法に応じて、化合物は、固体、半固体又は液体形状を取ることができる。
【００２７】
　錠剤、丸薬、遊離状態又はゼラチン質カプセル中に含まれる粉末又は細粒、又はリポゾ
ームのような脂質製剤の生分解性微小粒子のような固体組成物に関して、有効成分は、希
釈剤、潤滑剤、結合剤、吸収剤、着色剤、芳香剤及び甘味料と組み合わせることができる
。
【００２８】
　本発明による組成物は、治療的利益を有するその他の物質を含むことも同様にできる。
【００２９】
　本発明のペプチドは、単一の一日量の形状で投与することができるか、又は一日薬用量
全体を一日当たり２、３又は４回の分量で投与することができる。
【００３０】
　本発明は、以上に記載したペプチドだけでなく、宿主、及び特に動物、植物細胞又は原
核生物を形質転換するためにこれらのペプチドをコードするポリヌクレオチド配列の使用
も検討する。これらの配列は、文献に記載された遺伝子工学技術に従って使用する。
【００３１】
　従って、本発明は、以上に記載したペプチドをコードするポリヌクレオチド、前記ポリ
ヌクレオチドを含むベクターのような核酸分子、ＤＮＡ又はＲＮＡ、及び前記核酸分子を
含む宿主、例えば動物若しくは植物細胞、又は原核生物、並びにそれらを含む特に薬剤組
成物を同様に対象とする。
【００３２】
　本発明は、植物を植物病原性細菌及び真菌に耐性を有するようにし、かつ環境に有害な
化学殺虫剤の使用をこのようにして減少させるための、以上に記載したペプチドの農学的
応用にも関係する。有効量の抗菌及び／又は抗真菌ペプチド、又はそれを含む組成物を植
物に直接適用することは、農学的応用の第１の実施形となる。この応用の第２の実施形は
、上記の１つ又は幾つかのペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を、植物細胞のＤ
ＮＡに安定して組み込むことからなる形質転換生成技術に基づく。このように形質転換し
た植物細胞により、細菌及び／又は真菌感染に耐性を有する性質を子孫に伝達する植物を
再生させることが可能になる。植物の例として、稲、トウモロコシ、菜種、甜菜、小麦、
タバコ、トマト、ジャガイモ等を挙げることができる。
【００３３】
　本発明のその他の利点及び特徴は、オウサマペンギンのオスの胃内容物の試料から抗微
生物ペプチドを明瞭にすること、隔離すること及び特徴付けること、並びにスフェニシン
－２の合成形状、その抗微生物活性スペクトル、及び機能性に対するｐＨの効果の調査に
関し、かつ添付図面及び表を参照してなされる、これに続く実施例から現れるであろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３４】
　実施例１：抱卵絶食の際のオウサマペンギンの胃内容物中の抗微生物ペプチドを明らか
にすること。
【００３５】
　大部分の漂泳鳥類と同じく、オウサマペンギンは、専ら海で食物を取る。オウサマペン
ギンは、食物を摂取するための海の滞在を、繁殖及び羽毛生え変わりのための陸地での絶
食期間と交互に行っている。しかしながら、海での食事移動期間は、同時に餌食のある距
離の変わりやすさと、食事探検領域中であってもこれら餌食の入手可能性にも応じて、期
間も移動距離も非常に変りやすい。その結果、これらの食事移動の期間は、時に二倍にも
なり得る（Ｂｏｓｔら、１９９７）。
【００３６】
　繁殖期間中、つがいは、一つの卵を抱くことを遂行するために交代し（５４日）、オス
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は普通、抱卵の最終期間を遂行する。海での移動期間の変わりやすさのために、孵化の瞬
間に卵の上にいるつがいの性別に関して不確実さが存在する。大部分の場合、メスは孵化
に遅れずに戻るが、メスの帰着は９日以上ずれることもあり得る（Ｇａｕｔｈｉｅｒ－Ｃ
ｌｅｒｃら、２０００）。その一方で新たに孵った雛の内生貯蔵物質は、２又は３日の自
立しか確保しない。
【００３７】
　オウサマペンギンのオスが、メスが遅れた場合に雛の生存を確保することを可能にする
、注目すべき適応を開発したことが明らかになっている。実際、オウサマペンギンのオス
は、抱卵の最終部分を遂行するために陸地に滞在する際に、２週間以上胃の中に栄養分を
残すことが可能であることが証明された（Ｇａｕｔｈｉｅｒ－Ｃｌｅｒｃら、２０００）
。オウサマペンギンのオス自身も絶食をし、かつその体内貯蔵物質に頼って生きている。
この栄養分の保存状態は、注目すべきものであり、その質量及びエネルギー値は変更がな
い（Ｇａｕｔｈｉｅｒ－Ｃｌｅｒｃら、２００２）。
【００３８】
　この栄養分の保存の際に、胃温度は、平均して３８℃の高い値に維持され、かつ胃ｐＨ
は、５～６の間にとどまる（図１）。他方、胃の器官機能は、抱卵絶食中に胃内容物を消
化する鳥において観察されるもの（図２）と比較して、栄養分保存の場合に非常に大幅に
減少する。これら様々なパラメータは、内容物中に存在する細菌による栄養分の分解に有
利であるが、この栄養分の定性及び定量分析により、全く違うことが証明された。
【００３９】
　細菌学的調査によって、絶食中に胃内容物を有効に保存するペンギンの胃内容物中で生
育力のある非常に高い比率の細菌が存在するが、細菌は外見上発育し得ないことを、証明
することが可能になった。これらの細菌は、実際、環境ストレスの条件におかれた細菌の
形態学的特徴を有する。他方、培養可能な細菌は、主にコリネバクテリウム、モラクセラ
、ブドウ球菌、小球菌及び連鎖球菌種のような環境細菌、並びに恐らく餌食から生じた細
菌、すなわちクロストリジウム種である。それに反して、海洋環境中の存在するシュード
モナス及びビブリオ種タイプの数種の細菌（Ｍａｃ　Ｃｏｒｍａｃｋ及びＦｒａｉｌｅ、
１９９０）は、検出されなかった。同様に、腸内細菌は、オウサマペンギンにおいて観察
されたが（Ｓｏｕｃｅｋ及びＭｕｓｈｉｎ、１９７０）、いかなる腸内細菌も明らかにさ
れなかった。細菌叢の分析結果もまた、細菌による分解から貯蔵した栄養分を保護するこ
とを支持している。鳥が生成する、抗微生物物質による細菌叢の制御が、この保存を解明
できるであろう。
【００４０】
　抗微生物ペプチドの存在を、抱卵絶食の際にオウサマペンギンの胃内容物中で調査した
。以下のことを行った：
－　胃内容物中に存在する抗微生物ペプチドの、絶食中の個別検査。絶食中に同一の個体
に対して数回の採取が行われた、
－　絶食中に胃内容物を保存した（「保存」グループ）か、消化した（「消化」グループ
）かに応じた、鳥の２つのグループの間の比較（詳細な手順に関しては実施例２．１を参
照）。
【００４１】
　胃内容物の抽出物中の抗微生物ペプチドの存在をスクリーニングするために、４株のテ
スト微生物を選択した：すなわちルテウス菌（グラム陽性）、大腸菌ＳＢＳ３６３（グラ
ム陰性）、アカパンカビ（糸状菌）及び酵母カンジダアルビカンスである。これらの株は
、抗微生物ペプチドに対して感度が高いために選択した（詳細な手順に関しては実施例２
．２、２．３及び２．４を参照）。我々の記載は、細菌大腸菌、ルテウス菌及びアカパン
カビの株に向けた活性に限定する。
【００４２】
　３つの主要な結果が引き出された：
－　オウサマペンギンのオスの胃内容物の試料中に抗微生物活性を有する分子が存在する
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。
－　これらの抗微生物活性は、「消化」グループの個体と比較して、「保存」グループの
個体において異なるように発現する。これらの差は、量的及び質的レベルに位置付けられ
る。
【００４３】
　量的レベルで：
－　微生物の抑制活性は、絶食の開始時及び中間で、「消化」グループと比較して、「保
存」グループでより大きい（図３）。全体的及び部分的抑制活性の間の区別は、２つのグ
ループ間の差が、絶食期間中、「消化」グループと比較して、「保存」グループでより高
い比率の全体的抑制活性に関連することを示している（図４）。
－　（全体的及び部分的）抑制活性は、「保存」グループで絶食期間中、維持される。「
消化」グループで、絶食の中間での非常に大幅な減少が観察される。
【００４４】
　質的レベルで（図５）：
－　３つのタイプのテストした微生物に関して、抑制活性は、絶食期間中、「消化」グル
ープと比較して、「保存」グループでより高い。これらの活性は、テストしたグラム＋細
菌（ルテウス菌）に本質的に向けられる。
－　１つの例外を除き、「保存」グループの個体の試料のみが、テストしたグラム－細菌
（大腸菌）に向けられる抑制活性を有する）。
【００４５】
　結論として、これらの結果は、オウサマペンギンのオスにおける抱卵絶食の際の食物塊
の保存現象に抗微生物活性を有する物質が関与することを強く支持するものである。
【００４６】
　実施例２：オウサマペンギンのオスの胃内容物試料からの抗微生物ペプチドの隔離及び
特徴付け。
【００４７】
　２．１　鳥及び胃内容物の採取。
【００４８】
　胃内容物の全ての試料は、オスのオウサマペンギンから自然環境中で採取した。ペンギ
ンのコロニーは、クロゼ群島のポセッション島（４６°２５’Ｓ－５１°４５’Ｅ）にあ
る。採取は、胃プローブを用いて抱卵期間中に行った。保護領域で、かつ保護種に対して
行われたこの調査は、フランス南極大陸領土の許可（２０００年１０月１６日の決定第２
０００－５９号）及び国土環境整備省の許可（２０００年８月３０日の許可００／２４０
／ＡＵＴ）により行った。
【００４９】
　ａ）鳥：オウサマペンギンのオスを、翼端の高さに一時的に付けたプラスチックリング
によって、産卵及びメスとオスの間で卵を渡した直後の、抱卵期間開始時に識別した。
【００５０】
　胃内容物の採取は、オスが遂行する抱卵の最終期間中に行った。胃内容物の個別検査を
行うために、採取は、同一の鳥に対して絶食の３つの異なる段階で行った：すなわち開始
時、絶食の中間（約７日）及び絶食終了時である。絶食開始時及び中間の採取に関して、
鳥は、卵の上に乗っている時に調査した。絶食終了段階に関して、オスは、コロニーの外
で、メスとの交代直後に捕獲した。
【００５１】
　採取は、コロニーの外で静かに行った。鳥のストレスを最小限に抑えるために、頭巾を
用いて鳥を暗所に置いた。同様に、卵は、予め温めた石膏の卵と暫定的に取り替えた。天
然の卵は、実験時に、人工孵化器に入れた。実験後に、鳥を正確な捕獲場所に戻した。調
査した全ての鳥は、抱卵を成し遂げた。
【００５２】
　鳥が、抱卵絶食期間中に胃内容物を保存した（「保存」グループ、ｎ＝３）か、消化し
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た（「消化」グループ、ｎ＝３）かに応じて、鳥の２つのグループを構成した。
【００５３】
　ｂ）試料の採取及び調整：胃内容物の試料は、非破壊及び非観血的な挿管及び吸引法に
よって採取した。均質な試料採取を得るために、必要量より多い量を、数回採取し、次に
氷中に保持した容器中で即座に均質化した。試料採取を行ったのは、この均質化後のみで
ある。試料は、－８０℃で保存した。フランス本国まで試料を送還する際に、試料を順次
－８０℃で冷凍した状態に保持し、次に輸送技術（船、次に飛行機）に従ってドライアイ
ス中に保持し、その後それらを分析するまで、改めて－８０℃に置き、冷凍作業工程を厳
密に守った。
【００５４】
　２．２　疎水性カチオンペプチドの抽出及び前精製。
【００５５】
　疎水性カチオンペプチドの抽出は、冷凍した胃内容物の試料から行った。胃内容物は、
プロテアーゼ抑制因子としてアプロチニン（２２．５μｇ／ｍｌの最終濃度）を含むトリ
フルオロ酢酸（ＴＦＡ、０．２％）からなる抽出媒体中で、ウルトラチュラックス（ｕｌ
ｔｒａｔｕｒａｘ）、次に超音波プローブを用いて破砕した。試料は、破砕ステップの間
中、氷中で冷凍状態で保持された。試料体積／抽出媒体体積の比は、破砕終了時に、１／
１０に選択した。ペプチドは、寒冷な部屋で一晩中攪拌して、ｐＨ２．５～３で抽出した
。遠心分離（６℃で１０分間、１００００回転／分）後、上清を逆相カートリッジＳｅｐ
－Ｐａｋ　Ｃ１８　Ｖａｃ［５ｇの相、Ｗａｔｅｒｓ（商標）］で固相抽出によって前精
製した。カートリッジは、メタノールで溶媒化され、かつ酸性化水（０．０５％のＴＦＡ
）により平衡を保った。ペプチド／ポリペプチド及びタンパク質の溶出は、酸性化水中で
８０％のアセトニトリル溶液により行った。溶出した分画は、高速液体クロマトグラフィ
ー（ＨＰＬＣ）によって精製前に凍結乾燥した。
【００５６】
　２．３　カチオンペプチドの精製。
【００５７】
　ａ）ステップ１：セミ分取カラムでの精製。
【００５８】
　８０％のＳｅｐ－Ｐａｋ分画は、酸性化水中で２％のアセトニトリル溶液により平衡を
保った、セミ分取カラムＡｑｕａｐｏｒｅ　ＲＰ－３００　Ｃ１８［２５０×７ｍｍ、Ｂ
ｒｏｗｎｌｅｅ（商標）］で逆相担体上でクロマトグラフィーを受けた。分画は、１．３
ｍｌ／分の流量で７０分間、２％～７２％の酸性化水中のアセトニトリルの線形勾配を用
いて分離した。
【００５９】
　この精製ステップは、ベックマン１６８フォトアレイ（ｐｈｏｔｏａｒｒａｙ）検出器
を備えたベックマンゴールドＨＰＬＣシステムで、制御した温度（２０～２２℃）のもと
で行った。カラムから溶出した分子を、その２２５ｎｍの吸光度によって検出した。
【００６０】
　様々な分画を、手で集め、真空で乾燥させ（Ｓｐｅｅｄ－Ｖａｃ、Ｓａｖａｎｔ）、か
つ抗微生物活性の分析前に予めろ過した［Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ（商標）］１５０μｌの超
純水［Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ（商標）］中で復元した。
【００６１】
　ｂ）ステップ２：分析カラムでの精製。
【００６２】
　抗微生物活性（細菌の２株及び糸状菌の株に向けられた全体的活性）を有する分子の精
製を、絶食終了時に、「保存」グループに属する鳥から採取した胃内容物に由来する分画
から行った。
【００６３】
　精製の第２ステップは、分析カラムＡｑｕａｐｏｒｅ　ＯＤ－３００［２２０×４．６
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ｍｍ、Ｂｒｏｗｎｌｅｅ（商標）］で行った。溶出は、０．８ｍｌ／分の流量で１０分間
、２～２３％、次に４５分間、２３～３８％の酸性化水中のアセトニトリルの二相性勾配
を用いて行った。様々な分画を、手で集め、真空で乾燥させ（Ｓｐｅｅｄ－Ｖａｃ、Ｓａ
ｖａｎｔ）、かつ７０μｌのＭｉｌｌｉＱ水［Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ（商標）］中で復元し
た。活性生成物の使用を生物学的テストに限定するため、大腸菌のグラム陰性の株のみを
テストした。不活性分画は、その場合アカパンカビに対してテストした。いかなる活性も
検出されず、前の精製ステップ中に記録された、糸状菌アカパンカビに向けられる活性が
、グラム陰性細菌、大腸菌に向けられる活性を有する分画に確かに関連することを示唆し
ている。
【００６４】
　ｃ）ステップ３：分析カラムでの最終精製段階。
【００６５】
　精製の第３ステップは、０．８ｍｌ／分の流量で１０分間、２～２０％、かつ５０分間
、２０～３０％の酸性化水中のアセトニトリルの二相性勾配を溶出条件として使用して、
ステップ２と同じ分析カラムで行った。分画を採集し、真空で乾燥させ、かつ４０μｌの
水中に入れ、かつ大腸菌に対する抗微生物活性に関して分析した。
【００６６】
　これらの、精製の最後の２つのステップは、可変吸光度検出器（Ｗａｔｅｒｓ　４８６
）に連結した、生体適合性ＨＰＬＣシステム（ａｌｌ　ＰＥＥＫ　Ｗａｔｅｒｓ、Ｍｏｄ
ｅｌｅ　Ｗａｔｅｒｓ　６２６）で、制御した温度のもとに行った。カラムから溶出した
分子を、その２２５ｎｍの吸光度及び下記の実施例２．４に記載した手順に従って測定し
た抗微生物活性によって検出した。
【００６７】
　２．４　抗微生物活性の検出。
【００６８】
　抗微生物活性を、４株の微生物に対して測定した：すなわちルテウス菌（グラム陽性；
パリ、パストゥール研究所のコレクション）、大腸菌ＳＢＳ３６３（グラム陰性；サクレ
ー核研究センターのＢｏｑｕｅｔ氏の寄贈）、アカパンカビ［糸状菌；パリ、クローズ社
、菌類ライブラリー（ｍｙｃｏｔｈｅｑｕｅ）］及びカンジダアルビカンス（酵母；スト
ラスブール、市民病院、Ｋｏｅｎｉｇ博士の寄贈）である。これら４株は、天然抗微生物
ペプチドへの周知の感度のために、公的又は私的コレクションにおいて選択された。
【００６９】
　テストする細菌は、超純水中で調製された、ＮａＣｌを５ｇ／ｌ添加した１０ｇ／ｌの
バクトトリプトン溶液に相当する「プアブロス（Ｐｏｏｒ　Ｂｒｏｔｈ）」タイプの適当
な栄養媒体中で懸濁状態にした。
【００７０】
　テストするアカパンカビ菌の胞子は、「ジャガイモ浸剤－ブドウ糖」タイプの適当な培
地中で懸濁状態にした。好ましくは、１　ｌの脱塩水に対して１２ｇの媒体ポテトデキス
トロースブロス（１／２ＰＤＢ、Ｄｕｆｃｏ）を使用する。２つの抗生物質を、培地に添
加した：すなわちセフォタキシン（１００μｇ／ｍｌの最終濃度）及びテトラサイクリン
（１０μｇ／ｍｌの最終濃度）である。
【００７１】
　テストする酵母カンジダアルビカンスの株は、「サブロー」タイプの適切な培地中で培
養状態に置いた。
【００７２】
　抗微生物活性を、微量滴定板中の液状媒体での増殖抑制テストによって検出した（Ｈｅ
ｔｒｕ及びＢｕｌｅｔ、１９９７）。（１ｍＤＯ～６００ｎｍに等しい最終濃度で）微生
物を含む９０のμｌの培地の存在下で、微量滴定板中に集めた１０μｌの各分画を堆積さ
せる。
【００７３】
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　細菌及び酵母に関して、培養は１２～２４時間、攪拌して３０℃で行われた。微生物増
殖は、微量滴定板を読み取る分光光度計を用いて６００ｎｍで吸光度に応じて、測定した
。
【００７４】
　糸状菌に関して、培養は４８時間、湿った雰囲気下、３７℃で行った。真菌増殖は、２
４時間後にフォトニック顕微鏡で観察され、かつ微量滴定板を読み取る分光光度計を用い
て６００ｎｍで吸光度を測定して４８時間後に数量化された。
【００７５】
　２．５　スフェニシンの構造的特徴付け。
【００７６】
　２．５．１　質量分析法による分析。
【００７７】
　純度及び生物活性分子の分子量決定は、いわゆるマトリックス支援レーザー脱離イオン
化後飛行時間測定技術（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ技術）による質量分析法によって行った。使
用した設備は、高分解能光学レンズＳＣＯＵＴ（商標）及びリフレクトロンを備えた、質
量分析計Ｂｒｕｃｋｅｒ　ＢＩＦＬＥＸ（商標）　ＩＩＩ（ドイツ、ブレーメン）である
。この器具は、２０ｋＶの最大加速度ポテンシャルを有し、線形モードでもリフレクトロ
ンモードでも使用できる。イオン化は、周波数３Ｈｚの窒素レーザーが発した３３７ｎｍ
のビームで行う。質量スペクトルは、ショウジョウバエの標準ペプチド混合物により、す
なわち公知の分子量のドロソシン（ｄｒｏｓｏｃｉｎｅ）、メチニコウィン（ｍｅｔｃｈ
ｎｉｋｏｗｉｎｅ）及びドロソマイシン（ｄｒｏｓｏｍｙｃｉｎｅ）をそれぞれ２１９９
．５Ｄａ、３０４６．４Ｄａ及び４８９０．５Ｄａで外部で較正した（Ｂｕｌｌｅｔ、１
９９９）。
【００７８】
　分析する試料は、次のように説明されるサンドイッチ法により調製した（Ｋｕｓｓｍａ
ｎｎら、１９９７）：０．５μｌの試料を、アセトン中の飽和溶液の急速蒸発によって得
たα－シアノ－４－ヒドロキシ桂皮酸結晶の薄膜（４－ＨＣＣＡ、Ｓｉｇｍａ）上に堆積
させた。全体は、水中のアセトニトリル５０％の溶液中で飽和する０．５μｌのマトリッ
クス４－ＨＣＣＡによってカバーされた。僅かな真空での乾燥後、試料を改めて乾燥させ
かつ質量分析計に導入する前に、１．５μｌのＴＦＡ０．１％で洗浄した。
【００７９】
　上記実施例２．３のステップ３の際に隔離した分画に関して得た質量スペクトルは、図
７Ａに示す。この分画は、４４８２．８４及び４５０１．６７のＭＨ＋の分子量の２つの
分子を含んでいた。次のステップは、隔離した抗微生物分子中のシステイン残基の存在を
確認すること、及びエドマン分解によるペプチド配列決定中に配列識別を容易にするため
にこれらのシステイン残基を場合により修飾することであった。
【００８０】
　２．５．２　システイン残基の存在の確認及びその数の決定：還元及びＳ－ピリジルエ
チル化。
【００８１】
　ａ）ステップ１：化学処理。
【００８２】
　システイン残基の存在は、還元及びＳ－ピリジルエチル化後に決定した。実施例２．３
のステップ３で精製したペプチドのアリコート分画は、２ｍＭのＥＤＴＡ及び６Ｍの塩化
グアニジウムを含む、４０μｌのトリス緩衝液／ＨＣｌ、０．５Ｍ、ｐＨ８．３の中で、
４μｌのジチオトレイトール（最終濃度２．２Ｍ）により、化学還元ステップを受けた。
反応媒体は、窒素雰囲気下に置いた。暗所で６０分培養した後、２μｌの４－ビニルピリ
ジン（アルキル化剤）を反応に添加した。反応媒体は、窒素雰囲気下に置き、かつ暗所で
１０分、４５℃で培養した。反応は５０μｌのＴＦＡ１０％による酸性化によって停止し
た。
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【００８３】
　ｂ）ステップ２：還元及びアルキル化ペプチドの精製。
【００８４】
　ピリジルエチル化ペプチドは、Ｃ１８ナローボアカラム［ＤｅｌｔａＰａｋ　ＨＰＩＣ

１８、２×１５０ｍｍ、Ｗａｔｅｒｓ（商標）］を使用し、逆相クロマトグラフィーによ
って反応媒体から精製した。溶出は、０．２ｍｌ／分の流量で９０分間、２％～６０％の
酸性化水中のアセトニトリルの線形勾配を用いて行った。この分離は、可変吸光度検出器
（Ｗａｔｅｒｓ　４８６）に連結した、生体適合性ＨＰＬＣシステム（ａｌｌ　ＰＥＥＫ
　Ｗａｔｅｒｓ、Ｍｏｄｅｌｅ　Ｗａｔｅｒｓ　６２６）で、制御した温度のもとに行っ
た。カラムから溶出した分子を、その２２５ｎｍの吸光度によって検出した。
【００８５】
　ｃ）ステップ３：質量分析法によるシステイン残基数の決定。
【００８６】
　ピリジルエチル化ペプチドの質量測定は、実施例２．５．１に述べた手順によりＭＡＬ
ＤＩ－ＴＯＦ質量分析計によって実行した。この分画は、５１２０．６９及び５１４１．
５４のＭＨ＋の分子量の２つの分子を含んでいた（図７Ｂ）。２つの分子に関して還元前
及び後に測定した分子量の差は、６個の４－ビニルピリジン残基（６×１０６Ｄａ）の添
加に相当する。このことは、４４８２．８４（ｍ／ｚ）の分子及び４５０１．６７（ｍ／
ｚ）のそれの中の６個のシステイン残基の存在、及びそれらが、３つの分子内ジスルフィ
ド架橋の形成に関与することを確認する。
【００８７】
　２．５．３　スフェニシンの一次配列決定。
【００８８】
　ａ）ステップ１：エドマン分解による配列決定。
【００８９】
　Ｓ－ピリジルエチル化ペプチドのエドマン分解による自動配列決定は、シーケンサＡＢ
Ｉ４７３Ａ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　Ｉｎｃ．）で行った。１４位のア
ミノ酸（ヒスチジン対アルギニン）によってのみ異なる３８個のアミノ酸の２つの一次配
列が得られたが、３１及び３７位のアミノ酸に関しては曖昧であった。この曖昧さを取り
除くために、２つのペプチドをキモトリプシンで処理した。
【００９０】
　ｂ）ステップ２：キモトリプシンでの消化及び質量分析法によるキモトリプシン分画の
分析。
【００９１】
　Ｓ－ピリジルエチル化ペプチドを含む分画（４μｌ）は、１／２０の比率（酵素／ペプ
チド、重量／重量）でのキモトリプシンの存在下、１０ｍＭのＣａＣｌ２を含む、２０μ
ｌのトリス緩衝液１００ｍＭ、ｐＨ７．８の中で、溶解させた。アリコート分画（０．５
μｌ）を３０℃での培養の３０分及び５５分後にＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析法によって
分析した。試料を、実施例１．５．１に記載した手順に従い、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分
析法によって分析した。５５分後に観察したキモトリプシン分画の中で、１２６１．０５
（ｍ／ｚ）で測定した分子量を有する分画の１つが、エドマン分解による配列決定の後で
観察された曖昧さを確認し、かつ取り除くことを可能にした。２つのペプチドに関して同
一のＣ末端配列。
【００９２】
　使用した技術の集合により、このようにしてスフェニシン－１及びスフェニシン－２の
完全な構造を得ることが可能になった。
【００９３】
　スフェニシン－１の一次配列は、次の通りである：
　ＳＦＧＬＣＲＬＲＲＧＦＣＡＨＧＲＣＲＦＰＳＩＰＩＧＲＣＳＲＦＶＱＣＣＲＲＶＷ（
配列番号９）
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　計算分子量：４４８３．３８ＭＨ＋

　測定分子量：４４８２．８４ＭＨ＋

【００９４】
　スフェニシン－２の一次配列は、次の通りである：
ＳＦＧＬＣＲＬＲＲＧＦＣＡＲＧＲＣＲＦＰＳＩＰＩＧＲＣＳＲＦＶＱＣＣＲＲＶＷ（配
列番号１０）
　計算分子量：４５０２．４２ＭＨ＋

　測定分子量：４５０１．６７ＭＨ＋

【００９５】
　タンパク質及びヌクレオチドデータバンク（ＦＡＳＴＡ　Ｇｅｎｏｍｅ、ＮＣＢＩ－Ｔ
ＢＬＡＳＴＮ）における分析により、スフェニシンが、動物界に広く普及した抗微生物ペ
プチドであるβ－デフェンシン科に属することを証明することが可能になった。スフェニ
シンの配列の詳細な比較を、脊椎動物の上皮中で、かつメンドリ（Ｇａｌｌｕｓ　ｇａｌ
ｌｕｓ）及びホロホロドリ（Ｍｅｌｅａｇｒｉｓ　ｇａｌｌｏｐａｖｏ）の場合に見つけ
られた公知のβ－デフェンシンの配列により行った。観察された相同性（図８）は、オウ
サマペンギンの胃内容物から隔離したスフェニシンが、鳥によって確かに生成かつ分泌さ
れ、かつ食料品自体には由来しないことを明瞭に示している。
【００９６】
　実施例３：オウサマペンギンにおける抱卵絶食中の胃内容物中のスフェニシンの変化。
【００９７】
　３．１　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析法による胃内容物中のスフェニシンの検出。
【００９８】
　分析は、第１の精製ステップ（実施例２．３ステップ１参照）から生じた分画に対して
胃内容物の各試料で行った。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析法による分析手順は、実施例２
．５．１に記載したものである。
【００９９】
　所定の絶食段階で同じ個体に由来する、第１の精製ステップから生じた、スフェニシン
１及び／又は２を含む全ての分画を、再編成した。スフェニシンは、実施例２．３での上
記のモデルに従って、適合したアセトニトリル勾配を使用して、適切な逆相カラムでの相
次ぐクロマトグラフィーによって精製した。
【０１００】
　精製ステップは、可変吸光度検出器（Ｗａｔｅｒｓ　４８６）に連結した、生体適合性
ＨＰＬＣシステム（ａｌｌ　ＰＥＥＫ　Ｗａｔｅｒｓ、Ｍｏｄｅｌｅ　Ｗａｔｅｒｓ　６
２６）で、制御した温度のもとに行った。カラムから溶出した分子を、その２２５ｎｍの
吸光度及びＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析法によって確認したスフェニシン１及び２の存在
によって検出した。
【０１０１】
　３．２　オウサマペンギンにおける抱卵絶食中の胃内容物中のスフェニシンの数量化及
び変化。
【０１０２】
　ａ）ステップ１：領域キャピラリー電気泳動法による分析。
【０１０３】
　スフェニシンの数量化を可能にする第１のステップは、モデル２７０　Ａ－ＨＴ（Ａｐ
ｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　Ｉｎｃ．）に対して領域キャピラリー電気泳動法を
行うことからなった。（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析法によって決定した）スフェニシン
を含む、４ｎｌの各分画の「プール」（１２μｌ）を、シリカ毛細管（７２ｃｍ×５０μ
ｍ）中の真空による補助のもとで注入した。クエン酸緩衝液２０ｍＭ、ｐＨ２．５で分析
を行った。電気泳動は、３０℃で２０分間、陽極から陰極へ２０ｋＶで行った。移動は、
２００ｎｍで記録された。各試料に関して、スフェニシン１及び２に相当するピークの表
面を決定した。
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【０１０４】
　ｂ）ステップ２：数量化。
【０１０５】
　数量化を実行できるように、キャピラリー電気泳動法によって得られたピークの範囲を
較正したスフェニシン溶液のそれと比較した。この溶液は、エドマン分解によって分析し
た試料に対応する。配列決定したスフェニシンの正確な量を、エドマン分解による配列決
定中に得られる反復収率及び初期収率の測定によって決定した。
【０１０６】
　その場合観察される量は、胃内容物の初期試料中に存在した濃度に戻された。得られた
データは、取り扱った２つのグループ：すなわち「保存」及び「消化」グループ（図６）
間での胃内容物のスフェニシン含有量の大きな変動を明瞭に示している。他方、「保存」
グループにおいて、スフェニシン比率の明確な増加が、絶食の開始時と終了時の間で観察
される。
【０１０７】
　実施例４：スフェニシン－２の合成形状、その抗微生物活性スペクトル及びその機能性
に対するｐＨの効果の調査。
【０１０８】
　４．１．これらの調査の対象及び主要な結果。
【０１０９】
　本発明の枠内で、前記発明の対象であるペプチド（スフェニシン）の抗微生物特性、並
びに（三次元、３Ｄの）二次構造を評価するために、新規な調査を行った。これらの調査
を実行する目的で、スフェニシン－２である、本発明のペプチドの変異体の１つと同一の
構造及び組成の合成ペプチドを化学的に生成した。合成スフェニシン－２により、次の事
項に関する調査を企画することができた：
－　ヒトに対する病原株を含む、広い範囲の微生物に対するスフェニシン－２の活性スペ
クトル。グラム陽性及びグラム陰性の細菌、酵母及び糸状菌の株を使用した。
－　媒体のｐＨに応じたスフェニシン－２の活性。実際、オウサマペンギンにおける食物
塊の保存の場合、ｐＨが４～６の間で揺れ動くことが証明された（Ｔｈｏｕｚｅａｕら、
２００３）。かかるｐＨが、インビボでスフェニシン活性に影響を有し得るか、インビト
ロでテストすることが問題であった。この調査は、食品保存又は胃腸媒体での微生物感染
に対する闘いに、これらの分子を使用する可能性がある状況で、大変重要であった。
【０１１０】
　５つの主要な結果が、これら２つの調査から引き出される：
－　スフェニシン－２は、多数のグラム陽性の細菌株の発育に大いに影響する（表１）。
この影響は、主に殺菌タイプである（細菌細胞の溶解）；
－　スフェニシン－２は、非常に多様なグラム陰性の細菌株に対して同様に活性である（
表１）。グラム陽性の胚に対して観察されることとは反対に、この効果は、特に静菌性タ
イプである（細菌繁殖の停止）；
－　スフェニシン－２は、糸状菌と同様に酵母に対しても抗真菌活性を有する（表１）。
この効果は、殺真菌（胞子の溶解）であり得るが、ヒトの病原菌、アスペルギルスフミガ
ーツスに関して観察することができるような胞子形成の遮断によって菌の再生段階に影響
を及ぼすこともできる。この効果は、添付の図９に示す；
－　このペプチドに影響される微生物の株に応じて異なるスフェニシンの作用方法の存在
；
－　スフェニシン－２は、ペンギンの胃内容物中で観察したｐＨの範囲で、すなわちｐＨ
４～ｐＨ６で常に機能する（表２）。
【０１１１】
　結論として、植物及びヒトの病原細菌及び真菌の増殖に影響する、スフェニシン－２の
広い活性スペクトルを明らかにすること、及び胃中でインビボで観察したｐＨへのこのペ
プチドの機能性を維持することは、オウサマペンギンにおける抱卵絶食の際に、抗微生物
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活性を有する物質が食物塊を保存する現象に係わることを支持する追加の論拠である。こ
れらの生物学的特性は、ｐＨが適度に酸性である環境中で抗微生物の闘いにこれらの分子
を使用することを同様に支持するものである。
【０１１２】
　以下に続くサブパラグラフは、スフェニシン－２の合成形状、その抗微生物活性スペク
トル、及びその機能性に対するｐＨの効果の調査に関する追加の特徴を示している。
【０１１３】
　４．２．スフェニシン－２の合成形状を得ること。
【０１１４】
　スフェニシン－２の特徴の研究には、十分な量のペプチドを使うことが必要であるが、
これをペンギンの胃内容物の抽出物から得ることは、困難であった。スフェニシン－２の
合成形状は、ＡＬＴＥＲＧＥＮ研究所（フランス、シルティガン）で得た。スフェニシン
－２は、当業者に公知の手順に従って化学合成によって生成した。当業者に公知な、適合
した条件で分子を復元した後、分子の純度及び自然分子との同一性は、下記の手順を使用
して制御した：
ａ）合成原料の処理：合成原料を構成する粉末を、ＡＣＮ５０％の溶液を用いた数回の相
次ぐ洗浄；凍結乾燥ステップが後に続く、真空乾燥ステップ（Ｓｐｅｅｄ－Ｖａｃ、Ｓａ
ｖａｎｔ）で中断される洗浄によって存在するトリフルオロ酢酸残部から洗浄した。
ｂ）ジスルフィド架橋の分子量及び組織の確認：このように洗浄した合成生成物の同一性
は、胃内容物から生じた自然分子のそれにより確認かつ比較した。合成スフェニシンの分
子量並びに純度は、いわゆるマトリックス支援レーザー脱離イオン化後飛行時間測定技術
（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ技術、技術の詳細に関しては、実施例２．５．１．を参照）による
質量分析法によって確認した。分子の特徴を示すジスルフィド架橋の配置（Ｃｙｓ１－Ｃ
ｙｓ５、Ｃｙｓ２－Ｃｙｓ４、Ｃｙｓ３－Ｃｙｓ６）は、この消化によって生じた分画の
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦによる質量刻印付け（ｅｍｐｒｅｉｎｔｅ　ｍａｓｓｉｑｕｅ）が続
く、トリプシン（ドイツ、Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ）での酵素開裂によ
って確認した。
【０１１５】
　得られた結果の集合は、合成スフェニシンが、一次構造のレベルでも、ジスルフィド架
橋の配置によっても、天然スフェニシン－２分子と完全に同一であることを証明した：
　天然（Ｓｐｈｅ－２Ｎ）及び合成（Ｓｐｈｅ－２Ｓ）スフェニシン－２：
　計算分子量：４５０２．４２ＭＨ＋

　測定分子量（Ｓｐｈｅ－２Ｎ）：４５０１．６７ＭＨ＋

　測定分子量（Ｓｐｈｅ－２Ｓ）：４５０２．７１ＭＨ＋

　システインの対合：Ｃｙｓ１－Ｃｙｓ５、Ｃｙｓ２－Ｃｙｓ４、Ｃｙｓ３－Ｃｙｓ６
【０１１６】
　この厳密な同一性の故に、合成スフェニシン－２は、この分子の生物学的特性の調査を
行い、かつこのペプチドの三次元構造の調査を検討するために使用された。
【０１１７】
　４．３．スフェニシン－２の活性スペクトルの決定。
【０１１８】
　スフェニシン－２の最小抑制濃度（ＭＩＣ）（０．２μＭ～１００μＭの濃度）で発現
した抗微生物活性を、微量滴定板中の液状媒体での増殖抑制テストを使用して、細菌、酵
母及び真菌に対して決定した（詳細な手順に関しては、実施例２．４．並びにＨｅｔｒｕ
及びＢｕｌｅｔ、１９９７を参照）。
【０１１９】
　ペプチドの殺細菌又は静菌性効果を、２４時間の培養後に存在するコロニーをペトリ皿
に広げ、かつ算出することによって決定した。
【０１２０】
　使用した微生物の株は、以前、文献（Ｌｏｗｅｎｂｅｒｇｅｒら、１９９５、１９９９
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）中に記載された幾つかのものと同じであるが、それらに次の株を加えた（研究者の寄贈
）：セレウス菌ＡＴＣＣ１１７７８（パリ、パストゥール研究所のコレクション）、アル
カリ糞便菌、腐生ブドウ球菌、溶血性連鎖球菌及びノカルジアアステロイデス（フランス
、ストラスブール大学細菌学研究所、Ｍｏｎｔｅｉｌ及びＰｉｅｍｏｎｔ教授）、大腸菌
ＳＢＳ３６３（フランス、サクレー核研究センター、Ｂｏｑｕｅｔ博士）、ビブリオメチ
ニコフィイ及びビブリオアングイラルム（フランス、モンペリエ、ＩＦＲＥＭＥＲ、Ｂａ
ｃｈｅｒｅ博士）、カンジダアルビカンスＩＨＥＭ８０６０（フランス、ストラスブール
、ＥｎｔｏＭｅｄ）及びカンジダトロピカリス（フランス、ストラスブール、市民病院、
Ｋｏｅｎｉｇ博士）
【０１２１】
　対照ペプチドＭＳＩ－９４は、Ｍ．Ａ．Ｚａｓｌｏｆｆ博士（Ｍａｇａｉｎｉｎ　Ｓｃ
ｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ、Ｐｌｙｍｏｕｔｈ　Ｍｅｅｔｉｎｇ、Ｐｈｉｌ
ａｄｅｌｐｈｉａ）の寄贈であり；かつペプチドタナチン（ｐｅｐｔｉｄｅ　ｔｈａｎａ
ｔｉｎｅ）は、Ｂｕｌｅｔ博士（ストラスブール、ＵＰＲ９０２２、ＣＮＲＳ）の寄贈で
ある。
【０１２２】
　以下の表１は、合成スフェニシン－２及び２つの対照ペプチドの活性スペクトルを示す
。最小増殖抑制濃度（ＭＩＣ）は、間隔［ａ］－［ｂ］（式中、［ａ］は、微生物が発育
する、テストした最も高い濃度であり、かつ［ｂ］は、そこから１００％の微生物増殖抑
制がある、テストした最も低い濃度である）に対応する（Ｃａｓｔｅｅｌｓ及びＴｅｍｐ
ｓｔ、１９９４）。対照ペプチドは、細菌及び酵母に対してテストするためのＭＳＩ－９
４［両生類ツメガエルの皮膚から生じ、かつ広い抗微生物活性スペクトルを有する（Ｍａ
ｌｏｙ及びＫａｒｉ、１９９５）マンガイニン（ｍａｎｇａｉｎｉｎｅｓ）科のペプチド
；及び糸状菌に対してテストするためのタナチン（昆虫Ｐｏｄｉｓｕｓ　ｍａｃｕｌｉｖ
ｅｎｔｒｉｓに由来する抗真菌ペプチド；Ｆｅｈｌｂａｕｍら、１９９６）である。ＮＤ
は、ペプチド活性が、テストした濃度、すなわち１００μＭの最大濃度まで検出されなか
ったことを意味する。
【０１２３】
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【表１】

【０１２４】
　４．４．様々なｐＨでのスフェニシン－２の機能性の調査。
【０１２５】
　良好に保護した胃内容物の適度な酸性度（ｐＨ４～６、Ｔｈｏｕｚｅａｕら、２００３
）が、インビボでスフェニシンの効率を変更し得るかを決定するために、スフェニシンの
活性を４．２～６．１のｐＨでテストした。
【０１２６】
　かかるｐＨで発育することが可能な微生物株を、予め選択した：緑膿菌及び大腸菌１１
０６（グラム陰性の細胞）である。
【０１２７】
　抗微生物活性テストは、微量滴定板中の液状媒体で行った（詳細な手順に関しては、実
施例２．４．並びにＨｅｔｒｕ及びＢｕｌｅｔ、１９９７を参照）。
【０１２８】
　各テストに関して、使用した液状媒体のｐＨは、塩酸で調整した。
【０１２９】
　以下の表２は、合成スフェニシン－２の抗微生物活性に対する媒体のｐＨの効果を示す
。テストするｐＨ範囲で発育することが可能なグラム陰性の２つの細菌株（緑膿菌及び大
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腸菌１１０６）を選択した。テストするｐＨ範囲は、抱卵中のオウサマペンギンの良好に
保存された胃内容物中で観察されるｐＨの変化をカバーしている（Ｔｈｏｕｚｅａｕら、
２００３）。
【０１３０】
【表２】

【０１３１】
（参考文献）
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【図面の簡単な説明】
【０１３２】
【図１】抱卵絶食の第１週の間のオスのオウサマペンギンにおける胃ｐＨ及び胃温度の変
化を表す。一方のケースでは胃内容物が保存され（Ａ）、他方のケースでは消化される（
Ｂ）。
【図２】抱卵絶食の第１週の間のオスのオウサマペンギンにおける胃運動性及び胃温度の
変化を表す。一方のケースでは胃内容物が保存され（Ａ）、他方のケースでは消化される
（Ｂ）。
【図３】卵を抱いて絶食中のオウサマペンギンの胃内容物中の抗微生物活性の変化を表す
。抗微生物活性は、カチオンペプチドのクロマトグラフィーによる第１の精製から生じた
分画を堆積させてテストした。グラム－（大腸菌）、グラム＋（ルテウス菌）細菌及び糸
状菌（アカパンカビ）を代表する３株の微生物を使用した。抗微生物活性は、テストした
分画に対する微生物の増殖減少又は欠如に対応する。抗微生物活性に関して示したパーセ
ンテージは、これらの活性を有する分画の比率に対応する。ペンギンの２つのグループが
、絶食中に胃内容物を保存するか（左側の濃色のヒストグラム）、又は消化するか（右側
の淡色のヒストグラム）に応じて構成された。文字：同じグループに関する絶食中の差；
Ｐ＜０．０５。星：グループ間の同じ絶食段階に関する差；Ｐ＜０．０５。
【図４】卵を抱いて絶食中のオウサマペンギンの胃内容物中の全体的（無地のヒストグラ
ム）又は部分的（線影を付けたヒストグラム）抗微生物活性の変化を表す。抗微生物活性
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は、カチオンペプチドのクロマトグラフィーによる第１の精製から生じた分画を堆積させ
てテストした。グラム－（大腸菌）、グラム＋（ルテウス菌）細菌及び糸状菌（アカパン
カビ）を代表する３株の微生物を使用した。テストした分画に関して微生物の増殖がなけ
れば、抗微生物活性を全体的として特徴付けた。遅い増殖があるのみならば、部分的抑制
である。抗微生物活性が全体的又は部分的であろうと、抗微生物活性に関して示したパー
センテージは、これらの活性を有する分画の比率に対応する。ペンギンの２つのグループ
が、絶食中に胃内容物を保存するか（左側ヒストグラム）、又は消化するか（右側のヒス
トグラム）に応じて構成された。
【図５】卵を抱いて絶食中のオウサマペンギンの胃内容物中の３つのタイプの微生物に対
する抗微生物活性の変化を表す（凡例に関して図４参照）。
【図６】卵を抱いて絶食中のオウサマペンギンの胃内容物中の絶食中のスフェニシンの量
的変化を表す。ペンギンの２つのグループが、絶食中に胃内容物を保存するか（黒丸及び
実線）、又は消化するか（白丸及び長い点線）に応じて構成された。個別（Ａ）又は平均
±ＥＳＭ（Ｂ）の値を現す。（Ａ）で、絶食の開始時と中間の間で胃内容物を保存し（黒
い四角）、次に絶食の中間と終了時の間でそれを消化した（白い四角）個体に関する値も
、表した（短い点線）。
【図７】自然形状の（Ａ）、又はシステイン残基の還元及びピリジルエチル化後の（Ｂ）
スフェニシンの質量スペクトルを表す。
【図８】脊椎動物における上皮免疫応答に係わるβ－デフェンシンを表す。Ｌ＝舌；Ｔ＝
気管；ＭＢ＝頬粘膜；ＧＳ＝唾液腺；Ｐ＝皮膚；ＭＰ＝肺粘膜；ＧＩ＝胃腸管；Ｅ＝胃；
Ｉ＝腸；Ｏ＝食道；ＴＧ＝生殖路。参考文献：（１）Ｚｈａｏら、２００１；（２）Ｈａ
ｒｄｅｒら、１９９７；（３）Ｈｉｒａｔｓｕｋａら、１９９８；（４）Ｍａｔｈｅｗｓ
ら、１９９９；（５）Ｈａｒｄｅｒら、２００１；（６）Ｇａｒｃｉａら、２００１ａ；
（７）Ｇａｒｃｉａら、２００１ｂ；（８）Ｂａｌｓら、２００１；（９）Ｄｕｉｔｓら
、２０００；（１０）Ｄｕｉｔｓら、ＡＭＳＤｂサイト；（１１）Ｄｉａｍｏｎｄら、１
９９３；（１２）Ｓｃｈｏｎｗｅｔｔｅｒら、１９９５；（１３）Ｔａｒｖｅｒら、１９
９８；（１４）Ｂａｌｓら、１９９８；（１５）Ｈｕｔｔｎｅｒら、１９９７；（１６）
Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、１９９９；（１７）Ｂａｌｓら、１９９９；（１８）Ｊｉａら、２
０００；（１９）Ｙａｍａｇｕｃｈｉら、２００１；（２０）Ｃｏｎｅｊｏ－Ｇａｒｃｉ
ａら、ＡＭＳＤｂサイト；（２１）Ｚｈａｏら、１９９９；（２２）Ｈｕｔｔｎｅｒら、
１９９８；（２３）Ｚｈａｎｇら、１９９８。
【図９】糸状病原菌であるアスペルギルスフミガーツスの増殖に対する合成スフェニシン
－２の有害な効果を示す（電子顕微鏡（Ｐｈｉｌｉｐｓ　ＸＬ３０　ＬａＢ６）で観察）
。（図９Ａ）対照成育：胞子で終わるアスペルギルス頭部（ｔｅｔｅｓ　ａｓｐｅｒｇｉ
ｌｌａｉｒｅｓ）が良く見える（×４００）。（図９Ｂ）６μＭのスフェニシン－２によ
る培養は、アスペルギルス頭部の消失を引き起こす。従って、アスペルギルスフミガーツ
スに対するスフェニシン－２の観察された効果は、胞子に対する直接的な殺真菌タイプで
はなく、この真菌の再生／繁殖プロセスに係わる構造であるアスペルギルス頭部の形成が
もはやないので、真菌の再生抑制による増殖停止と表現される。
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