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요약

본 발명은 점막 감염의 예방 및/또는 치료학적 처치에 유용한 신규 조성물 및 백신에 관한 것이고, 특히 그것은 경구 백
신 및 감염에 대한 점막 내성을 증강시키는, 또는 기도의 확립된 감염을 치료하는 방법에 관한 것이다.

색인어
점막 감염, 촉생성, 경구 백신

명세서

    기술분야

본 발명은 점막 방어를 유도하는 신규한 백신 조성물, 특히 경구 백신 및 점막내성을 증강시키고 확립된 감염을 치료하
는 방법에 관한 것이다.

    배경기술

    
호흡 결핵기관지상피염은 점막 면역학의 모델로서 사용되어 왔고, 더 구체적으로는 점막 표면에서 숙주-기생체 관계의 
특정 균형을 반영하기 위하여 사용되어 왔다. 정상적으로 무균성인 기관지 점막은 일반적으로 침입하지 않는 " 무발병
성" 박테리아가 서식하게 된다. 비-유형정의 헤모필루스 인플루엔자 (Haemophilus influenzae)가 가장 주요하다. 따
라서, 만성 폐병 환자에서 감염의 급성 삽화는 서식 박테리아와 기관지 점막 사이의 정교한 균형관계를 교란시키는 사
건에 의하여 발발되는것으로 보인다. 숙주반응의 저지는 (γ인터페론을 생산하는) Th1 T 세포와 관련되는데, 이는 기
관지 점막내에 호중구를 강화 및 활성화함으로써 작동한다. 이 과정이 과도하고/또는 부적절하게 되면, 확립 만성 폐병 
환자에서의 " 급성 기관지염" 의 특징인 기침과 화농성 객담을 증가시킨다.
    

    
최초 경구 백신은, 일반 점막계를 활성화시켜, 소장을 따라 존재하고 기관지 점막내에 재배치된, 박테리아의 기관지로
의 급습을 막는 IgA 항체를 생산하는 페이어반으로부터의 림프구의 배출을 증강시키는 사멸 NTHI를 사용하였다. 이 
개념은 파기되었다. 이 백신은 (i) 단일 박테리아 내용물과 (ii) 아주반트가 첨가되지 않는 것을 요한다. 고도로 하향조
절된 점막 환경에 의하여 부과된 그 당시 생각되던, 즉, 아주반트를 단순한 단일 박테리아 벡신에 첨가하면 점막 하향조
절을 증강시키고, 백신 효능을 감소시키고, 감염을 촉진 또는 악화시키기까지 할 것이라는, 제한을 피하기 위하여는 아
주반트의 부재가 필수적인 것으로 생각되었다.
    

본 발명의 한 목적은 종래 기술의 제한의 하나 이상을 극복 또는 적어도 완화시키거나, 유용한 대안을 제공하는 것이다.

(발명의 개요)
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제 1의 양태에 따르면, 점막 표면에서 감염을 일으킬 수 있는 적어도 하나의 미생물로부터 유래하는 하나 이상의 항원, 
및 Th1 세포성 면역반응을 유도할 수 있고 점막 표면에서 감염을 유발할 수 있는 미생물로부터 유래하지 않은 아주반
트를 포함하는 점막 투여 조성물을 제공한다.

바람직하게는 항원은 박테리아, 균류 또는 바이러스로부터 유래한다. 더 바람직하게는 항원은 전체 미생물에 의하여 제
시된다. 더 바람직하게는, 항원이 전체 미생물이면, 사멸된 미생물이지만, 살아있거나 살아있는 감쇄된(attenuated) 
미생물도 또한 효과적으로 사용될 수 있을 것임이 이해될 것이다. 그러나, 개개 항원 또는 미생물의 조직파쇄 균질화액
과 음파분쇄물도 또한 유사한 결과를 달성할 예상을 가지고 사용될 수 있음이 또한 이해될 것이다.

호흡기 박테리아와 균류 병원체, 또는 호흡기에 정상적으로 서식하고 감염을 일으킬 잠재성을 가지는 그것, 예를 들어 
NTHI, 슈도모나스 에루지노사 (Pseudomonas aeruginosa), 스트랩토코커스 뉴모니 (Streptococcus pneumoniae), 
스타필로코커스 알부스 (Staphylococcus albus), 스타필로코커스 오레우스 (Staphylococcus aureus) 등의 단독 또
는 조합이 특히 바람직하다.

본 발명의 조성물은 경구 투여할 것으로 의도되고, 따라서 기지의 약제학적으로 허용 가능한 담체, 용매 및 부형제와 조
합된다.

    
바람직하게는 본 발명의 조성물에 사용되는 아주반트는 점막 표면에서 감염을 일으킬 수 있는 생체가 아니면서 Th1 유
형 세포성 면역반응을 유발할 수 있는 미생물 또는 그것의 일부이다. 아주반트는 박테리아, 예를 들어 젖산 박테리아인 
마이코박테리움 (Mycobacterium) 종 또는 비피도박테리움 (Bifidobacterium) 종으로부터 선택될 수 있지만 이에 한
정되지 않는 것이 또한 바람직하다. 더 바람직한 것은 락토바실러스 에시도필러스 (Lactobacillus acidophilus) (L. 
acidophilus), 락토바실러스 퍼멘툼 (Lactobacillus fermentum) (L. fermentum) 또는 마이코박테리움 바시 (Myc
obacterium vaccae) (M. vaccae), 또는 Th1 세포성 반응을 일으킬 수 있는 그것의 일부의 사용이다. 그것이 Th1 반
응을 일으킬 수 있는 한, L. 에시도필러스 (L. acidophilus), L. 에시도필러스 (L. acidophilus), L. 퍼멘툼 (L. ferm
entum) 또는 M. 바시 (M. vaccae)가 생존한 채로 또는 불활성화 제제로서 사용되는 것이 특별히 바람직하다. 에시도
필러스 (L. acidophilus)와 L. 퍼멘툼 (L. fermentum)이 생존 제제로서 사용되는 것이 바람직하다. 다른 박테리아, 
예를 들어 L. 카세이 (L. casei), L. 플랜타룸 (L. Plantarum), L. 람노서스 (L. rhamnosus), 비피도박테리움 브레브 
(Bifdobecterium breve) 등 같은 주지의 아주반트성 박테리아 또한 (그것이 촉생성(probiotic) 효과를 가지든 가지
지 않든지) 아주반트로 적당할 것으로 생각된다.
    

    
추가적인, 기지의 종래 아주반트 또한 포함될 수 있다. 광범위한 적당한 약제학적 아주반트, 부형제 및 담체와 적당한 
제제를 제조하는 방법이 이 분야 숙련자에게 주지일 것이고 이 같은 아주반트, 부형제 및 담체의 자세한 것은 예를 들어, 
여기에 참고문헌으로써 전체가 수록된 " Remington: The Science and Practice of Pharmacy (Mack Publishing 
Co., 1995) 표준 서적, 설명서에서 발견할 수 있다. 더욱이, 본 발명의 조성물은 유제품 또는 보조제 같은 식품 또는 식
품 보조제의 형태이다. 이 같은 제품과 보조제의 제조방법은, 그것이 주지의 방법과 공정, 특히 요거트나 다른 유제품의 
제조에 관련된 것이므로, 또한 당업계 숙련자에게 명백할 것이다.
    

본 발명의 제 2의 양태에 따르면, 제 1의 양태에 따르는 조성물을 포함하는 백신을 제공한다.

제 3의 양태에 따르면, 그와 같은 치료가 필요한 환자에게 제 1 양태에 따르는 조성물 또는 제 2 양태에 따르는 백신을 
투여하는 단계를 포함하는, 점막 감염의 치료학적 또는 예방학적 치료 방법을 제공한다.

    
그러나, 예방적 또는 치료적 치료가 필요한 환자는 최초에는 조성물의 일부만, 예를 들어 에시도필러스 (L. acidophil
us)와 L. 퍼멘툼 (L. fermentum) 같은 박테리아 형태의 아주반트만이 투여된 후, 잠재적 병원체에 대하여 궁극적으로 
특이적 면역성을 제공하도록 의도한 항원 또는 항원들의 투여가 이어질 수 있음이 이해될 것이다. 아주반트로의 최초의 
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처리는 단일 환약 복용량의 형태를 취할 수 있지만, 또한 바람직하게는 항원이 투여되기 전에 일정 시간 간격으로 반복
적 복용량으로 투여될 수 있다. 아주반트의 투여는 또한 항원 투여의 중지 후에도 계속될 수 있다.
    

점막 면역계가 모든 점막 표면에 공통적이라는 것이 이제 명백하므로, 본 발명의 조성물과 백신은 어떤 잠재적 점막 병
원체 및 구강, 기도 및 장관을 포함하지만 이에 제한되지 않는 어떤 점막표면에 대하여도 적용될 수 있다.

바람직하게는 본 발명의 조성물 또는 백신은 경구투여되지만, 어떤 점막 표면, 예를 들어 기도 점막 또는 장관 점막에의 
적용도 고려된다.

본 발명의 조성물과 백신은 감염에 대항한 점막 방어를 유도하는데 유리하게 사용되지만 그것은 또한 존재하는 박테리
아, 균류 및/또는 바이러스성 점막 감염의 치료에서 예방으로서 사용될 수 있다. 더욱이, 본 발명의 조성물과 백신의 바
람직한 사용은 점막 표면이 이미 박테리아에 의하여 서식된 때이다.

그러므로, 본 발명의 4번째 양태에 따라서, 이러한 치료를 필요로 하는 피험자에게 제1의 양태에 따른 조성물의 아주반
트 부분에 이어서 제1의 양태에 따른 조성물의 항원 부분을 투여하는 단계를 포함하는 점막 감염의 치료 또는 예방적 
치료 방법이 제공된다.

바람직하게는 아주반트 부분으로의 치료는 아주반트의 일회 환약 복용량의 투여에 의한 것이나, 아주반트 부분으로의 
치료는 또한 아주반트의 반복 복용량의 투여에 의한 것일 수도 있다. 그러나, 더욱 바람직하게는, 아주반트 및 항원은 
공투여된다.

본 발명의 더이상의 구체예에서, 아주반트가 항원보다 앞서서 또는 동시에 투여된 경우에, 아주반트의 투여는 항원 부
분의 투여후에도 지속될 수 있다.

본 발명의 조성물 및 백신은 어떤 점막 표면에 투여될 수 있고, 공통적인 점막 면역계때문에 원하는 효과를 가진다. 바
람직한 점막 표면은 협면와동, 호흡관, 장관이지만, 상기에 언급한 대로, 어떤 점막 표면에의 투여도 유효할 것이라는 
것이 당업자에게 이해될 것이다.

바람직하게는, 조성물 또는 백신은 경구 투여된다.

바람직하게는, 백신은 2개의 경로에 이어서, 추가투여된다.

아주반트가 전 생존 촉생성 박테리아인 경우에, 아주반트의 바람직한 복용량은 약 1×10 8내지 1 ×1012 유기물이다.

항원이 전 죽은 미생물로 나타난 경우에, 항원의 바람직한 복용량은 약 1×10 8내지 1 ×1012 유기물이다. 더욱 바람직
한 복용량은 촉생성 박테리아(아주반트)에 대한 전 죽은 미생물(항원)의 비율이 약 5:1 이거나 그 이상인 복용량이다.

또한 바람직한 것은 매해 계절 감염의 발생 전에 조성물 또는 백신을 투여하는 것이다.

    도면의 간단한 설명

도 1: 락토바실루스 아시도필루스(Lactobacillus acidophilus)가 공급된 다음의 IL-4 및 IFN-γ의 생성.

    발명의 상세한 설명

    
놀랍게도 예를 들어, 점막 감염과 관련된 특정 항원(예를 들어, Haemophilus influenzae 와 같은 박테리아 전체)과 특
이적 박테리아, 즉 일반적으로 점막 감염과 연관되지 않은 박테리아를 조합함으로써, 점막 감염에 대한 지연된 보호가 
획득될 수 있다는 것이 밝혀졌다. 어떤 특정 작용 메카니즘에 의해서 제한되고자 하지 않고, 본 발명은, 다른 방법으로
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는 종래의 백신 제조물의 투여로 기대되었던, 사용된 비특이적 박테리아가 보호를 증폭시키는 특정 사이토카인 반응을 
유발하도록 T 세포를 유도한다는 개념에 기초한다. 더욱 구체적으로, 그러나 역시 어떤 특정 작용 메카니즘에 의해서 
제한되고자 하지 않고, 점막 면역계가 T 세포 반응 스펙트럼의 Th1(즉 INF-γ)말단을 향해 편향되는 것은 비특이적 
박테리아의 투여에 의한 것이라 여겨진다. Th1 반응이 가장 점막 서식을 조절한다고 여겨진다. 이러한 유기물, 및 Th
1 반응을 자극할 수 있는 다른 아주반트의 사용은 Th1 반응이 검출가능하고 투여 부위로부터 먼 부위에서 효과를 가질 
수 있는지를 결정한다.
    

락트산 박테리아와 같은 비특이적 박테리아가 매우 " Th2-편형된" 뮤린 모텔에서 IL-4 를 하류조절할 수 있고 IFN-
γ 생성을 향상시킬 수 있는 능력을 가진다는 것이 본원에서 증명된다(실시예 1). 또한, 락토바실루스와 같은 비특이적 
박테리아는 (항체없이, CD4 T 세포를 포함하는 것으로 밝혀진)기관지에서 비전형화 헤모필루스 인플루엔자(Haemop
hilus influenzae)(NTHI) 제거의 래트 모델에서 추가의 보호를 제공한다는 것이 본원에서 증명된다(실시예 2).

본원 연구의 실시예에 사용된 동물 모델은 요법 및 감염의 예방 모두에 관련된 서식 모델이다. 서식은 감염에 대한 필수
적인 결정자이고, 모델은 효험, 복용량, 복용량 프로토콜 등을 확립하기 위해서 다른 치료 및 예방 백신과 함께 사용되
었다.

    
본 발명의 특정 구체예에서, 치료적 경구 백신은; 1) 죽은 또는 생존 박테리아로서, (예를 들어, NTHI, S. pneumoni
ae, Ps. aeruginosa, S.albus, S.aureus 를 제한없이 포함하여) 단독으로 또는 조합되어 기도내에서 발견된 특정 박테
리아, 및 2) 예를 들어, Lactobacillus 종(예를 들어, L.acidophilus) 및/또는 Mycobacterium 종(예를 들어, M.vac
cae)을 제한없이 포함하는(죽은 또는 생존 박테리아가 사용될 수 있다) Th1 T 세포 반응의 방향으로 점막 면역성을 
전환시킬 수 있는 능력을 가지는 비특이적 박테리아(또는 본원에서 친생성 박테리아로 말함)를 조합한다.
    

이 형태의 경구 백신은 점막 표면이 이미 세포균이 형성된 경우에 (이러한 박테리아가 점막내에서 새롭게 재구성된 세
포를 재자극할 때) 가장 잘 작용, 즉 치료 백신으로 기능한다. 그러나, 예방 백신으로서 기능할 수는 없다.

위산에 의한 박테리아의 불활성화를 피하기 위해서, 장용 피복 캡슐(또는 유사한 것)이 작은 창자를 따라 박테리아 내
용물을 방출시키는데 사용될 수 있다. 또 다른 선택은 유력한 점막 병원균에 대한 특이적 면역 반응을 유발하도록 의도
된 특정 항원 또는 박테리아를 투여하기 전에, 더욱 지속적인 Th1 점막 환경을 생성하도록 비특이적 박테리아를 장기
간 사용하는 것이다. '비특이적' 박테리아만으로는 특이적 보호를 유발할 수 없다.

비-특이적 박테리아는 또한 비경구적으로 허여된 어떤 항원, 특히 (특정 면역 결과에 우호적으로) 점막 보호에 영향을 
주는 항원에 대한 반응을 증가시킨다.

전생물 아주반트와 같은 그람-ve 박테리아와 그람+ve 의 조합은 이 시스템에서 상승 작용을 가지고, 또한 본원에서 
기대된다. 다양한 호흡 점막 표면이 점막 면역계가 모든 점막 표면(예를 들어, 기관지, 공동, 및 그 중에서도 중이)에 
대해서 일반적인 것과 같이 보호될 수 있다.

본 발명은 특이적이고, 비제한적인 실시예와 관련하여 더욱 상세하게 기술 될 것이다.

    실시예

실시예 1 : Th1/Th2 사이토카인 반응 상에서 생균 활성 세균의 효과
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생균 활성 세균이 Th2를 하향-조절하고 Th1 사이토카인 반응을 상향-조절하는지 결정하기 위해, 영양침을 이용하여 
(University of New South Wales, School of Microbiology 및 Immunology culture Collection, Sydney, Austr
alia로부터 얻은) 다양한 수의 Lactobacillus acidopilus를, 복강 주사에 의해 투여된 0.2ml 인산-완충된 식염수 중 
8㎍ 오발부민(OVA) 및 알루미늄 수산화물로 마우스를 감응하게 한 후 2주동안 매일 위장내로 C57/B16 마우스에 주
입하였다. 도살하기 전에 2주동안 격일로, 마우스에 L. acidophilus를 10회 더 주입하였다. 체를 통한 비장의 시험에 
의해 림프구를 분리하여 PBS로 세척한 후, 10x10 6으로 재현탁했다. 세포 현탁의 1mL 분주를 24-웰 평편-바닥 마이
크로플레이트의 웰에 분배하여 OVA(5Hg/mL)로 자극했다. 4일동안 인큐베이션한 후 상청액을 수집하여 IL-4 또는 
IFN-y 단일클론 항체 쌍을 이용한 표준 ELISA 기술로써 IL-4 및 IFN-y 생산에 대한 분석을 했다.

간단하게 말하면, 24-웰 마이크로플레이트의 웰을 포착 항-IL-4 항체로 피복했다. 실온에서 1시간동안 인큐베이션
한 후, 웰을 세척하고 비오틴 처리된 항-IL-4 항체를 각 웰에 첨가했다. 1시간동안 더 인큐베이션한 후, 웰을 세척하
고 스트레파비딘-페록시다제 접합체를 각 웰에 첨가했다.

30분동안 인큐베이션한 후, 웰을 세척하고 TMB 기질을 첨가했다.

ELISA 플레이트 판독기 내에서 450/620 nm로 색 발생을 판독했다. 표준 곡선을 이용한 내삽법에 의해 미지의 표본에
서 IL-4의 수준을 정량했다. IFN-y의 측정에 유사한 방법을 이용했다.

도 1A 및 B에 나타난 결과는 L. acidophilus의 공급이 복용량-의존 방식으로 IL-4의 생산을 억제(도 1A)하는 반면 
IFN-y의 생산을 증강(도 1B)시킨다는 것을 설명한다.

실시예 2 : 살아있는L. acidophilus죽은 NTHi의 단일 내부-관강성 복용량에 의해 유도된 호흡기 관으로부터 NTHi의 
증강된 제거

호흡기 관으로부터 비-분류가능한 H 인플루엔자의 제거를 증강시키는 L. acidophilus의 능력은 래트 모델에서 연구되
었다.

DA 래트(200 내지 250 gm, 생후 8 내지 10주, Animal Resource Centre, Perth, WA)를 5 x 10 9의 죽은 NTHi 또
는 2.5 x 10 1 L. acidophilus의 조합을 함유한 0.75mL PBS의 (소장의 관강내로) 단일 내부-관강(IL) 주사에 의해 
면역화하였다(표 1에 나타난 것과 같음). IL 복용량은 개복술에 의한 십이지장의 노출 후 장관 관강내로의 직접 주사에 
의한 것이다. 이것은 경구 섭취 후 장 관강내로 방출되는 장-피복된 복용량(인간을 위해 제조되었을 때)과 상등한 것
으로 고려된다. 제 14일에 50㎕의 PBS만을 갖거나(A군) 또는 5x10 8의 죽은 NTHI을 함유한(B-D군) 내부- 기관(
IT) 상승을 래트에 부여했다. 제 21일에, 래트는 50㎕의 PBS 중 5x10 8의 산 NTHI로 내부-기관으로 감염되었다.

4시간 후, 래트를 도살하여, 초콜렛 한천 배지상에서 기관지 세척(BAL) 또는 폐 호모게네이트(LH)의 10배 희석액을 
연속적으로 플레이팅함으로써 BAL 및 LH에서의 NTHI 총 수를 측정하였다. 37℃에서 하루밤동안 인큐베이션한 후 콜
로니의 수를 계수하였다. BAL 및 LH 내 세균의 총 수는 표 2에 나타난 것과 같이 콜로니 형성 단위(CFU)로 표현하였
다.

[표 1]래트 군: IL 복용량 및 IT 상승
군 IL 복용량 IT 상승
A PBS PBS
B NTHi NTHi
C NTHi/L. acidophilus NTHi
D L. acidophilus NTHi
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[표 2]
군 BAL CFU(106 ) LH CFU(10 6 )
A 3.2±1.1 19.4±5.9
B 1.0±0.3 19.2±10.4
C 0.5±0.3 a,c 3.3±0.7 b,d

D 1.7±0.3 25.9±10.0
a, p= 군 A에 비교하여 0.034b, p= 군 A에 비교하여 0.018c, p= 군 B에 비교하여 0.264d, p= 군 B에 비교하여 0.165p< 0.05는 통계
적으로 유의하게 고려된다

본 데이타는 죽은 NTHi와 살아있는 L. acidophilus의 조합이 NTHi 또는 L. acidophilus 단독일 때보다 더 효과적이
라는 것을 나타낸다.

실시예 3 L. acidophilus 주입되어 면역화된 래트의 폐로부터 NTHi의 증강된 제거

DA 래트(200 내지 250 gm, 생후 8 내지 10주, Animal Resource Centre, Perth, WA)에, 관강내(IL)로 투여된 0.
5mL PBS 중의 포르말린-죽은 NTHi(래트당 5 x 10 9 )로 래트가 면역화되는 시점인 매 2일에 7일동안, 위관 영양법
으로 1.0mL PBS 중 5x10 10 L. acidophilus 또는 PBS만을 공급하였다. 2주간 매 2일마다 래트에 공급하기를 계속하
였고, 포르말린으로 죽은 NTHi(래트당 5 x 10 9 )를 함유한 50㎕의 PBS를 기관내(IT)경로로 투여하여 상승시켰다. 
7일간 더 L. acidophilus를 공급한 후, 래트는 5x10 8살아있는 NTHi를 함유한 50㎕의 PBS로 IT 감염되었다. 4시간 
후, 실시예 2에 서술된 것과 같이 BAL 및 LH에서 폐에서의 콜로니형성 수준이 측정되었다. 다양한 군의 면역화 및 공
급은 표 3에 나타난다. 세균성 회복은 표 4에 나타난다.

[표 3]래트 군: 복용량 섭생법
군(군당 5 래트) 공급 IL 복용량 IT 상승
A Nil PBS PBS
B Nil NTHi NTHi
C L. acidophilus PBS PBS
D L. acidophilus NTHi NTHi

    
L. acidophilus로 사육되고 죽은 NTHi로 면역시킨 래트는 단지 죽은 NTHI로 면역시키거나 또는 L. acidophilus로 사
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육되기만 한 래트보다 폐에서 NTHi에 의한 감염에 더욱 내성이었다. 더욱이, 위관영양법에 의해 L. acidophilus의 반
복 용량으로 사육된 래트는 L. acidophilus의 단일 거환을 받은 래트보다 감염에 더욱 내성이었다(실시예 2). 어떤 특
정한 작용 메카니즘에 결부시키고 싶지는 않으나, 이 데이타는 증진된 클리어런스가 반복 공급 후 장관에서 L. acidop
hilus를 사용한 콜로니 형성이 증가되기 때문일 수 있다는 것을 시사한다.
    

실시예 4

죽은 NTHi 및 살아있는L. fermentum을 사용한 내강내 용량화는 뒤이은 급성 NTHi 감염에 대한 보호를 증진시킨다

단독으로 또는 죽은 NTHi와 조합된 L. fermentum의 NTHi의 클리어런스를 증진시키는 능력을 급성 NTHi 호흡기 감
염의 래트 모델에서 평가했다.

DA 특이적 병원균을 갖지 않는 래트(177-200g)를 센트랄 애니멀 하우스(뉴사우스웨스트 뉴캐슬 뉴캐슬 대학)에서 
얻었다. 하기 표 5에 나타낸 바와 같이, 5마리 래트의 군에 PBS 0.75ml 또는 죽은 NTHi 5x10 9 , 죽은 NTHi 5x10 9

와 L. fermentum 2.5x10 10 또는 L. fermentum 2.5x10 10 을 함유하는 PBS 0.75ml를 소장의 장관 내강에 단일 주사
했다. 14일째 A군의 래트에 PBS 50㎕를 기관내 거짓-추가투여했고, B-D군의 래트에 죽은 NTHi를 5x10 8함유하는 
PBS 50㎕를 추가투여했다. 21일째 래트를 PBS 50㎕ 중의 살아 있는 NTHi 5x10 8으로 기관내 감염시켰다. 4시간 후 
과량의 펜토바르비톤을 복강내 투여하여 래트를 죽였다. 폐를 PBS 10ml로 세척하여 기관지 폐포성 세척액(BAL)을 얻
었다. 다음에, 폐를 PBS 10ml 중에서 균질화하여 폐균질물(LH)을 얻었다. BAL 및 LH를 연속하여 희석시키고, 쵸콜
릿 아가 플레이트 상에 공지의 부피를 플레이팅함에 의해 BAL 및 LH에 있는 박테리아의 수를 측정했다. 37℃에서 하
룻밤 인큐베이션한 후 콜로니를 계수하고, BAL 및 LH에 있는 콜로니-형성 단위(CFU)의 총수를 측정했다. 각 래트군
의 박테리아수를 표 6에 나타낸다.
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이 데이타는 단독의 또는 죽은 NTHi를 갖는 L. fermentum이 죽은 NTHi만을 사용한 것보다 뒤이은 급성 호흡기 감염
에 대한 예방제로서 더 큰 효능을 가진다는 것을 시사한다. 따라서, 이 락토바실러스 균주는 급성 호흡기 감염에 대해서
도 효과적이다.

실시예 5

고정된 NTHi 용량과 함께 제공된L. acidophilus의 용량-범위 연구

DA 특이적 병원균을 갖지 않는 래트(197-230g)를 센트랄 애니멀 하우스(뉴사우스웨스트 뉴캐슬 뉴캐슬 대학)에서 
얻었다. 하기 표 7에 나타낸 바와 같이, 6마리 래트의 군에 단일 내강내 용량의 PBS, 또는 고정된 용량의 NTHi(5x10
9 )와 다양한 용량의 살아 있는 L. acidophilus 중 하나를 제공했다. 14일째 A군의 래트에 PBS 50㎕를 거짓-추가투여
했고, B-D군의 래트에 죽은 NTHi를 5x10 8함유하는 PBS 50㎕를 추가투여했다. 추가투여는 기관내 송달에 의했다. 
21일째 래트를 PBS 50㎕ 중의 살아 있는 NTHi 5x10 8을 기관내 점적하여 감염시켰다. 4시간 후 과량의 펜토바르비톤
을 복강내 투여하여 래트를 죽였다. 폐를 PBS 10ml로 세척하여 기관지 폐포성 세척액(BAL)을 얻었다. 다음에, 폐를 
PBS 10ml 중에서 균질화하여 폐균질물(LH)을 얻었다. BAL 및 LH를 연속하여 희석시키고, 쵸콜릿 아가 플레이트 상
에 공지의 부피를 플레이팅함에 의해 BAL 및 LH에 있는 박테리아의 수를 측정했다. 37℃에서 하룻밤 인큐베이션한 후 
콜로니를 계수하고, BAL 및 LH에 있는 콜로니-형성 단위 (CFU)의 총수를 측정했다. 각 래트군의 박테리아수를 표 
8에 나타낸다.

더 적은 용량의 락토바실러스가 더 많은 용량보다 더욱 효과적이다. 다시, 어떤 특정한 작용 메카니즘에 결부시키고 싶
지는 않으나, 이 데이타는 " 애쥬번트 효과" 가 락토바실러스 만의 효과와 별도로 작용할 수 있다는 것을 시사한다.

상기 데이타로부터 사람에 대한 동등한 복용량은 1x108내지 1x1012 박테리아 정도일 것 같다.

실시예 6
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NTHi 면역화를 위한 최적 용량-크기/용량-섭생의 평가

죽은 NTHi 면역화를 위한 최적 용량 크기 및 용량 섭생을 측정했다. 평가된 상이한 섭생을 표 9에 나타낸다. 단일 내강
내 용량, 단일 내강내 용량 후 위관영양법 용량, 및 단일 내강내 용량 후 2회 위관영양법 용량을 평가했다. 십이지장을 
노출시키기 위한 수술을 수반하기 때문에 단지 한 용량만이 내강내 제공될 수 있다. 동물에 대한 윤리적 고려는 단지 1
번의 수술을 허용한다. 따라서, 후속 용량은 위관영양법에 의해 송달했다.

결과:

(i)섭생법 1

DA 특정 병원체 부재 래트(187-213g)를 Central Animal house, University of Newcastle, Newcastle, NSW)로
부터 얻었다. 래트(군당 6마리)에게 표 9의 섭생법 1에 따라서 표 10에서 나타낸바와 같은 다양한 용량 크기의, 죽은 
NTHi의 단일 루멘내 용량을 주었다. 죽은 NTHi는 0.3 mL의 PBS에 함유시켰다. PBS (군 A) 또는 2 x 10 7죽은 NT
HI (군 B-D)으로 기관내 추가투여하였다. 래트는 5 x 10 8살아있는 NTHi를 함유하는 50μL의 PBS로 기관내 감염시
켰다. BAL 및 LH로부터 재발견된 박테리아는 표 11에 나와있다.

단일 면역화 루멘내 용량에 대해서 더 높은 용량 수준들 모두(3 x 10 9및 3x108 ) 방어 면역을 제공하는데 동일하게 효
과적이다는 것이 명백하다. 가장 낮은 용량(3x10 7 )은 효과가 없었다.
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(ii)섭생법 2

DA 특정 병원체 부재 래트 (187-219g)를 Central Animal house, University of Newcastle, Newcastle, NSW)
로부터 얻었다. 래트(군 당 6)을 표 9에서의 섭생법 2에 따라서, 표 12에 나타낸 바와 같이 다양한 용량 크기의, 죽은 
NTHi의 단일 루멘내 용량을 주었다. 죽은 NTHi는 0.3 mL의 PBS에 함유되었다. PBS(군 A) 또는 50μL의 PBS중에 
2 x 107죽은 NTHI (군 B-D)으로 기관내 추가투여하였다. 래트는 5 x 10 8살아있는 NTHi를 함유하는 50μL의 PB
S로 기관내 감염시켰다. BAL 및 LH로부터 재발견된 박테리아는 표 13에 나와있다.

2회 용량이 주어질때, 모든 3회 용량 크기는 LH에서 동일한 정도의 보호를 준다는 것이 명백하다. 보호의 수준은 또한 
BAL에서 3회 용량과 거의 비슷하지만, 이 실험에서는 오직 가장 높은 용량에 대해서만 통계학상으로 중요하다.

(ii) 섭생법 3

DA 특정 병원체 부재 래트 (176-213g)를 Central Animal house, University of Newcastle, Newcastle, NSW)
로부터 얻었다. 래트(그룹당 6)에게 표 14에서 나타낸바와 같은 다양한 용량 크기의, 표 9의 섭생법 3에 따라서 죽은 
NTHi의 단일 루멘내 용량을 주었다. 죽은 NTHi는 0.3 mL의 PBS에 함유시켰다. PBS (군 A) 또는 50μL의 PBS중의 
2 x 107죽은 NTHI (군 B-D)으로 기관내 추가투여하였다. 래트는 5 x 10 8살아있는 NTHi를 함유하는 50μL의 PB
S로 기관내 감염시켰다. BAL 및 LH로부터 재발견된 박테리아는 표 15에 나와있다.
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3회 장내 용량에 대해(위관영양법에 의해 하나의 루멘내 더하기 둘) 모든 3회 용량 수준에 의해 유사한 보호가 제공된
다. 2회 용량보다 3회 용량의 명백한 이점은 없다(섭생법 2).

상기 데이타로부터 인간에 대해 등가의 투약은 1x108내지 1x1012 박테리아의 정도가 될 것 같다.

실시예 7: 단일 루멘내 용량에 의한 NTHi 및 L. acidophlilus 로의 장기간 면역화

L. acidophilus의 첨가에 의해 제공된 증진된 보호의 지속 기간을 결정하기 위해 실험을 수행하였다. DA 특정 병원체 
부재 래트(201-293g)를 Central Animal house, University of Newcastle, Newcastle, NSW)로부터 얻었다. 6마
리 래트의 군에 표 16에 나타낸 바와 같이 루멘내 용량의 0.75 mL의 PBS 또는 5x10 9죽은 NTHI 또는 5x10 9죽은 N
THi와 2.5 x 10 10 살아있는 L. acidophilus의 혼합물을 함유하는 PBS을 주었다. 래트를 14일 후에 표 16에 나타낸 
바와 같이 50μL의 PBS 또는 5 x10 8죽은 NTHi를 함유하는 PBS로 기관내 추가투여시켰다. 3달 후에 루멘내 용량 래
트를 50μL의 PBS중의 5 x10 8살아있는 NTHi로 기관내 감염시켰다. 4시간 후에 감염 래트를 희생시키고, 상기 실시
예에서 기술된 바와 같이 측정되고 군집 형성 단위(CFU)으로 표현되는 총 박테리아를 결정하기 위해 BAL 및 LH를 제
조하였다.

비고: 루멘내 용량을 수행하기 위한 조사도중 군 D의 한마리 래트가 죽었다.

*군 A에 비교

*군 C에 비교

이러한 3개월 실험에 걸쳐서 NTHi 혼자만으로의 면역화가 가장 효과적이었다. 이 기간에 걸쳐서 추가적인 L. acidop
hilus 투여의 명백한 효과는 없다.
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본 발명이 특정 실시예들과 바람직한 구체예를 참고하여 설명되지만, 여기에 기술된 본 발명의 넓은 개념과 정신을 유
지하는 변형들을 또한 계획할 수 있다는 것이 이해될 것이다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.

적어도 하나 이상의, 점막에서 감염을 일으킬 수 있는 미생물로부터 유도된 하나 이상의 항원, 및 Th1 세포성 면역 반
응을 유도할 수 있으나 점막에서 감염을 일으킬 수 있는 미생물로부터 유래되지 않은 아주반트를 포함하는 점막으로 투
여가능한 조성물.

청구항 2.

제 1 항에 있어서, 항원은 박테리아, 균류 또는 바이러스로부터 유래되는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 3.

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서, 항원은 모든 미생물에 의해 제시되는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 4.

제 3 항에 있어서, 모든 미생물은 사멸된 미생물인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 5.

제 4 항에 있어서, 생미생물은 살아있거나, 살아있는 감쇄된 미생물인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 6.

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서, 항원은 하나 이상의 미생물의 조직파쇄 균질화물 또는 초음파 분쇄물에 의해 제시되는 
것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 7.

제 1 항 내지 제 6 항중 어느 한 항에 있어서, 미생물은 기도 미생물 및/또는 균류 병원체 또는 통상 기도에 서식하고 
감염유발 잠재성을 지닌 미생물인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 8.

제 7 항에 있어서, 미생물은 헤모필루스 인플루엔자 (Haemophilus influenzae) (NTHI), 슈도모나스 에루지노사 (P
seudomonas aeruginosa), 스트랩토코커스 뉴모니 (Streptococcus pneumoniae), 스타필로코커스 알부스 (Staphy
lococcus albus), 및 스타필로코커스 오레우스 (Staphylococcus aureus) 로 이루어지는 군으로부터 선택되거나, 또
는 이들의 조합인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 9.

제 1 항 내지 제 8 항중 어느 한 항에 있어서, 아주반트는 미생물 또는 점막에서 감염을 유발할 수 있는 생물이 아니면
서 Th1형 세포성 면역 반응을 유도할 수 있는 미생물의 부분인 것을 특징으로 하는 조성물.
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청구항 10.

제 9 항에 있어서, 아주반트는 박테리아인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 11.

제 10 항에 있어서, 박테리아는 젖산 박테리아, Mycobacterium 종 및 Bifidobacteria로 구성되는 군으로부터 선택되
거나, 이들의 조합인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 12.

제 11 항에 있어서, 박테리아는 락토바실러스 에시도필러스 (Lactobacillus acidophilus), 락토바실러스 퍼멘툼 (La
ctobacillus fermentum) 또는 마이코박테리움 바시 (Mycobacterium vaccae)로 구성되는 군으로부터 선택된 것, 또
는 Th1 세포성 반응을 유도할 수 있는 그것의 부분인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 13.

제 12 항에 있어서, 박테리아는 락토바실러스 에시도필러스 (Lactobacillus acidophilus)인 것을 특징으로 하는 조성
물.

청구항 14.

제 9 항 내지 제 13 항중 어느 한 항에 있어서, 박테리아는 살아있는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 15.

제 1 항 내지 제 14 항중 어느 한 항에 있어서, 조성물은 경구 투여 조성물인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 16.

제 15 항에 있어서, 하나 이상의 약학적으로 허용가능한 담체, 아주반트, 용매 또는 부형제를 더 포함하는 것을 특징으
로 하는 조성물.

청구항 17.

제 1 항 내지 제 15 항중 어느 한 항에 있어서, 식품 또는 식품 보충제인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 18.

제 1 항 내지 제 15 항중 어느 한 항에 따른 조성물을 포함하는 백신.

청구항 19.

치료가 필요한 환자에게 제 1 항 내지 제 16 항중 어느 한 항에 따른 조성물 또는 제 18 항에 따른 백신을 투여하는 것
을 포함하는, 점막 감염의 치료방법 또는 예방처치 방법.

청구항 20.
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치료가 필요한 환자에게 제 1 항 내지 제 16 항중 어느 한 항에 따른 조성물의 아주반트 부분을 투여한 뒤, 제 1 항 내
지 제 16 항중 어느 한 항에 따른 조성물의 항원 부분을 투여하는 것을 포함하는, 점막 감염의 치료방법 또는 예방처치 
방법.

청구항 21.

제 20 항에 있어서, 아주반트 부분으로 하는 치료는 환약 한 개의 복용량으로 아주반트를 투여하는 것을 특징으로 하는 
방법.

청구항 22.

제 20 항에 있어서, 아주반트 부분으로 하는 치료는 반복적 복용량으로 아주반트를 투여하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 23.

제 20 항 또는 제 22 항에 있어서, 아주반트의 투여는 항원 부분의 투여 후에 연속하여 이루어지는 것을 특징으로 하는 
방법.

청구항 24.

제 19 항 내지 제 23 항중 어느 한 항에 있어서, 조성물 또는 백신은 모든 점막에 투여되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 25.

제 24 항에 있어서, 점막은 협면와동, 기도 및 장관으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 26.

제 19 항 내지 제 25 항중 어느 한 항에 있어서, 조성물 또는 백신은 경구로 투여되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 27.

제 19 항 내지 제 26 항중 어느 한 항에 있어서, 백신은 두 가지 경로로 투여된 뒤, 보조투여 경로가 사용되는 것을 특
징으로 하는 방법.

청구항 28.

제 19 항 내지 제 27 항중 어느 한 항에 있어서, 아주반트는 박테리아이고, 투여되는 박테리아의 양은 약 1 x 10 8내지 
1 x 1012 미생물인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 29.

제 19 항 내지 제 28 항중 어느 한 항에 있어서, 항원은 사멸된 미생물 전체에 의해 제시되고, 투여되는 미생물의 양은 
약 1 x 108내지 1 x 1012 미생물인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 30.

제 28 항 또는 제 29 항에 있어서, 사멸된 미생물 전체 대 아주반트 박테리아의 비는 약 5:1 또는 그 이상인 것을 특징
으로 하는 방법.
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