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【手続補正書】
【提出日】平成31年2月25日(2019.2.25)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【発明の詳細な説明】
【発明の名称】免疫シグナル伝達をもたらし、かつ／または腸管バリア機能に影響を与え
、かつ／または代謝状態を調節するためのポリペプチドの使用
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、腸粘膜免疫系、腸粘膜バリア、ならびに哺乳類（例えばヒト）の腸粘膜免疫
系機能を調節および／または促進し、かつ／または腸粘膜バリアの物理的完全性を維持お
よび／または回復および／または増大させ、かつ／またはグルコースおよび／またはコレ
ステロールおよび／またはトリグリセリド恒常性を維持、回復または改善することができ
るポリペプチドおよび／または宿主細胞を含む医薬、食品または飼料組成物の分野に関す
る。より具体的には、本発明は、Ａｍｕｃ－１１００ポリペプチドまたはその変異体を含
む組成物を提供する。Ａｍｕｃ－１１００がトール様受容体２（ＴＬＲ２）と相互作用し
、かつ／またはＴＬＲ２および／またはＮＦｋ－Ｂ依存性シグナル伝達経路を調節し、か
つ／または哺乳類（例えばヒト）の腸粘膜バリアの近くに位置する免疫細胞からサイトカ
イン（例えば、ＩＬ－６、ＩＬ－８およびＩＬ－１０）放出を促進し、かつ／または腸粘
膜バリアの物理的完全性を維持、回復または増大させ、かつ／または哺乳類におけるグル
コースおよび／またはコレステロールおよび／またはトリグリセリド恒常性を維持、回復
または改善することができ、かつ／または哺乳類の代謝もしくは免疫状態を改善すること
ができることが分かった。Ａｍｕｃ－１１００ポリペプチドを使用して本明細書に記載さ
れている様々な疾患または病気を予防または治療することができる。
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【背景技術】
【０００２】
　腸粘膜バリアの透過性の増加すなわち透過性亢進は、腸関連疾患、自己免疫疾患、アレ
ルギー、癌、２型糖尿病、肥満症、鬱病、不安症および多くの他の疾患などのいくつかの
疾患および病気において役割を担っていると考えられている。この理由のために、哺乳類
において消化管（ＧＩ）を標的にする多くの病気の発生における腸粘膜バリア機能不全の
役割を理解することに関心が高まっている。
【０００３】
　正常な状態では、腸粘膜バリアは、栄養素、電解質および水の吸収を許可し、かつ有害
な巨大分子、微生物、食餌性抗原および微生物抗原（例えば、食品アレルゲン）への曝露
を防止する選択的バリアとして機能する。腸粘膜バリアは本質的に粘液層と上皮細胞（本
明細書では「腸上皮細胞」という）の下層とからなる。腸上皮細胞は、２つの腸上皮細胞
膜間の基本的に「物理的結合」である、いわゆる「密着結合」によって互いに密に結合さ
れている。腸粘膜バリアの維持、特に腸上皮細胞層の物理的完全性の維持（すなわち、細
胞間の結合を密に維持すること）は、腸から血流への病原微生物、抗原および他の望まし
くない物質の遊走から宿主を保護するために極めて重要である。
【０００４】
　また腸粘膜バリアには、その大部分がその宿主と共生状態で生きている約１０１２～１
０１４個の共生微生物、主に嫌気性もしくは微好気性細菌によって大量のコロニーが形成
されている。これらの細菌はその宿主にとって色々な意味で有益である。それらは病原菌
からの保護を与え、かつビタミンＫおよびビタミンＢ群の構成要素のいくつかを合成する
ことによりその宿主において栄養的役割を担っている。さらに、腸粘膜バリアは共生細菌
（すなわち有益な細菌）と病原菌および他の有害な物質との区別のための複雑な「腸粘膜
免疫系」を進化させてきた。腸粘膜免疫系は、腸粘膜バリアの不可欠な部分であり、腸粘
膜バリア全体に広く散在しているリンパ組織および特殊化した免疫細胞（すなわちリンパ
球および血漿細胞）を含む。健康な対象の粘膜に天然にコロニーを形成する微生物の一種
は、腸管バリア機能を高め(Everardら, PNAS 110 (2013) 9066-71;  Reunanenら, Appl E
nviron Microbiol March 20 2015)、それにより腸バリア機能の不全に関連する疾患に影
響を与えることが分かっているムチン分解アッカーマンシア・ムシニフィラ（Akkermansi
a muciniphila）である。
【０００５】
　特定の環境では、腸粘膜バリアは、通常は粘膜腸バリアを横切ることができないが、そ
れにも関わらず、（例えば、腸上皮細胞間の緩い密着結合により生じる隙間を通して）そ
れを横切ることに成功する多種多様な感染性生物または物質に対して脆弱になりやすくな
ることがある。腸粘膜バリアを横切る生物または他の物質は、宿主において疾患または他
の望ましくない病気（例えばアレルギー）を引き起こすことがある。そのような疾患の例
としては、肥満症、メタボリックシンドローム、インスリン欠乏もしくはインスリン抵抗
性関連疾患、２型糖尿病、１型糖尿病、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、過敏性腸症候群（ＩＢ
Ｓ）、耐糖能異常、脂質代謝異常、アテローム性動脈硬化症、高血圧症、心臓病、脳卒中
、非アルコール性脂肪性肝疾患、アルコール性脂肪性肝疾患、高血糖症、脂肪肝、脂質異
常症、肥満症（体重増加）に関連する免疫系の機能不全、アレルギー、喘息、自閉症、パ
ーキンソン病、多発性硬化症、神経変性疾患、鬱病、バリア機能障害に関連する他の疾患
、創傷治癒、行動障害、アルコール依存症、心血管疾患、高コレステロール、高トリグリ
セリド、アテローム性動脈硬化症、睡眠時無呼吸、骨関節炎、胆嚢疾患および癌が挙げら
れる。
【０００６】
　逆に、上述のような疾患ならびに食物アレルギー、例えば未熟児、放射線への曝露、化
学療法および／または毒素による腸の未成熟、自己免疫不全、栄養不良、敗血症などの他
の病気は腸粘膜バリアの物理的完全性を変える（すなわち、腸上皮細胞間の密着結合の弛
緩を引き起こす）ことがあり、次いでこれにより、望ましくない微生物または他の物質が
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宿主腸粘膜バリアを横切るのを可能にしてしまう場合がある。
【０００７】
　そのような微生物または物質を標的とするいくつかのワクチンおよび／または抗体が長
年にわたって開発されてきた。しかし、いくつかの微生物または物質はワクチンまたは抗
体で有効に標的化または根絶することができないため、そのような手法の成功は少ない。
【０００８】
　最初の段階で有害な微生物および他の物質が宿主の腸粘膜バリアを横切るのを防止する
ことを目的とし、かつ／または腸粘膜バリアの透過性亢進を予防することを目的とする他
の手法も探究されてきた。例えば、腸粘膜バリアの透過性亢進に関連する病気を予防およ
び／または治療するためにグルタミン酸を含む組成物が開発されてきた（国際公開第０１
／５８２８３号）。スペルミンおよびスペルミジンおよびその前駆体を含む他の物質も同
じ目的のために使用されてきた(Dorhoutら(1997). British J. Nutrition, 639-654頁)。
腸粘膜バリアの近くに生息するＧＩ細菌に有益な効果を促進するためのアラビノキシラン
を含む調製物も腸粘膜バリアを調節するという目的のために開発されてきた（米国特許出
願公開第２０１２／０２３０９５５号）。
【０００９】
　本発明の目的は、腸粘膜バリアの物理的完全性を維持および／または回復および／また
は増大させ、かつ／または哺乳類（例えばヒト）の腸粘膜バリアの透過性亢進を予防し、
かつ／または哺乳類におけるグルコースおよび／またはコレステロールおよび／またはト
リグリセリド恒常性を維持および／または回復および／または改善し、好ましくはそれに
より前記哺乳類における腸粘膜バリアの最適以下の透過性および／またはグルコースおよ
び／またはコレステロールおよび／またはトリグリセリド恒常性のバランス異常に関連す
る疾患または病気を予防または治療するのに適した薬剤および／またはそのような薬剤を
含む組成物を提供することにある。代わりまたは追加として、本発明の目的は、哺乳類に
おける腸粘膜免疫系機能を調節および／または促進するのに適した薬剤および／またはそ
のような薬剤を含む組成物を提供することにある。
【発明の概要】
【００１０】
　本発明は、配列番号１のアミノ酸配列またはその長さ全体にわたって配列番号１のアミ
ノ酸配列と少なくとも５０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチドであ
って、免疫シグナル伝達をもたらし、かつ／または腸管バリア機能に影響を与え、かつ／
またはグルコースおよび／またはコレステロールおよび／またはトリグリセリド恒常性に
影響を与えることができるポリペプチドと、薬学的または食物的に（ａｌｉｍｅｎｔａｒ
ｉｌｙ）許容される担体とを含む組成物に関する。
【００１１】
　本組成物は栄養組成物または医薬組成物であってもよい。
【００１２】
　本発明は、ａ）その長さ全体にわたって配列番号２と少なくとも５０％の配列同一性を
有する核酸配列を含む核酸分子、およびｂ）配列番号１のアミノ酸配列またはその長さ全
体にわたって配列番号１のアミノ酸配列と少なくとも５０％の配列同一性を有するアミノ
酸配列を含むポリペプチドであって、免疫シグナル伝達をもたらし、かつ／または腸管バ
リア機能に影響を与え、かつ／またはグルコースおよび／またはコレステロールおよび／
またはトリグリセリド恒常性に影響を与えることができるポリペプチドをコードする核酸
配列を含む核酸分子からなる群から選択される核酸分子がそのゲノムの中に導入されてい
る、遺伝子改変された宿主細胞にも関する。
【００１３】
　さらに、本発明は、アッカーマンシア・ムシニフィラ種ではなく、ａ）その長さ全体に
わたって配列番号２と少なくとも５０％の配列同一性を有する核酸配列を含む核酸分子、
およびｂ）配列番号１のアミノ酸配列またはその長さ全体にわたって配列番号１のアミノ
酸配列と少なくとも５０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチドであっ
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て、免疫シグナル伝達をもたらし、かつ／または腸管バリア機能に影響を与え、かつ／ま
たはグルコースおよび／またはコレステロールおよび／またはトリグリセリド恒常性に影
響を与えることができるポリペプチドをコードする核酸配列を含む核酸分子からなる群か
ら選択される核酸分子を含む、遺伝子改変された宿主細胞に関する。
【００１４】
　本発明は、アッカーマンシア・ムシニフィラ種であり、ａ）その長さ全体にわたって配
列番号２と少なくとも５０％の配列同一性を有する核酸配列を含む核酸分子、およびｂ）
配列番号１のアミノ酸配列またはその長さ全体にわたって配列番号１のアミノ酸配列と少
なくとも５０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチドであって、免疫シ
グナル伝達をもたらし、かつ／または腸管バリア機能に影響を与え、かつ／またはグルコ
ースおよび／またはコレステロールおよび／またはトリグリセリド恒常性に影響を与える
ことができるポリペプチドをコードする核酸配列を含む核酸分子からなる群から選択され
る核酸分子がそのゲノムの中に導入されている、遺伝子改変された宿主細胞をさらに提供
する。
【００１５】
　さらに本発明は、配列番号１のアミノ酸配列またはその長さ全体にわたって配列番号１
のアミノ酸配列と少なくとも５０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチ
ドであって、免疫シグナル伝達をもたらし、かつ／または腸管バリア機能に影響を与え、
かつ／またはグルコースおよび／またはコレステロールおよび／またはトリグリセリド恒
常性に影響を与えることができるポリペプチドの産生方法であって、ａ）前記ポリペプチ
ドの産生を可能にする条件下で請求項３～５のいずれかに記載の宿主細胞を培養する工程
と、ｂ）任意で、工程（ａ）で産生されたポリペプチドを単離する工程とを含む方法に関
する。
【００１６】
　本発明は、薬として使用され、特に哺乳類において腸粘膜免疫系機能を促進するため、
グルコースおよび／またはコレステロールおよび／またはトリグリセリド恒常性を維持、
回復および／または改善するため、あるいは腸粘膜バリアの物理的完全性を維持、回復お
よび／または増大させるために使用される、配列番号１のアミノ酸配列またはその長さ全
体にわたって配列番号１のアミノ酸配列と少なくとも５０％の配列同一性を有するアミノ
酸配列を含むポリペプチドであって、免疫シグナル伝達をもたらし、かつ／または腸管バ
リア機能に影響を与え、かつ／またはグルコースおよび／またはコレステロールおよび／
またはトリグリセリド恒常性に影響を与えることができるポリペプチド、本明細書に教示
されている宿主細胞、あるいは本明細書に教示されている組成物をさらに提供する。
【００１７】
　前記ポリペプチド、組成物または宿主細胞は、哺乳類における肥満症、メタボリックシ
ンドローム、インスリン欠乏もしくはインスリン抵抗性関連疾患、２型糖尿病、１型糖尿
病、妊娠糖尿病、子癇前症、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、過敏性腸症候群（ＩＢＳ）、耐糖
能異常、脂質代謝異常、アテローム性動脈硬化症、高血圧症、心臓病、脳卒中、非アルコ
ール性脂肪性肝疾患、アルコール性脂肪性肝疾患、高血糖症、脂肪肝、脂質異常症、肥満
症（体重増加）に関連する免疫系の機能不全、アレルギー、喘息、自閉症、パーキンソン
病、多発性硬化症、神経変性疾患、鬱病、バリア機能障害に関連する他の疾患、創傷治癒
、行動障害、アルコール依存症、心血管疾患、高コレステロール、高トリグリセリド、ア
テローム性動脈硬化症、睡眠時無呼吸、骨関節炎、胆嚢疾患、癌ならびに食物アレルギー
、例えば未熟児、放射線への曝露、化学療法および／または毒素による腸の未成熟、自己
免疫不全、栄養不良、敗血症などの腸粘膜バリアの物理的完全性を変える病気からなる群
から選択される疾患を予防および／または治療するために使用されるものであってもよい
。
【００１８】
　代わりまたは追加として、前記ポリペプチド、宿主細胞または組成物は、哺乳類の腸に
おける抗炎症活性を促進するために使用され、かつ／または哺乳類における体重減少を促
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進するために使用されるものであってもよい。
【００１９】
　本発明は、哺乳類における肥満症、メタボリックシンドローム、インスリン欠乏もしく
はインスリン抵抗性関連疾患、２型糖尿病、１型糖尿病、妊娠糖尿病、子癇前症、炎症性
腸疾患（ＩＢＤ）、過敏性腸症候群（ＩＢＳ）、耐糖能異常、脂質代謝異常、アテローム
性動脈硬化症、高血圧症、心臓病、脳卒中、非アルコール性脂肪性肝疾患、アルコール性
脂肪性肝疾患、高血糖症、脂肪肝、脂質異常症、肥満症（体重増加）に関連する免疫系の
機能不全、アレルギー、喘息、自閉症、パーキンソン病、多発性硬化症、神経変性疾患、
鬱病、バリア機能障害に関連する他の疾患、創傷治癒、行動障害、アルコール依存症、心
血管疾患、高コレステロール、高トリグリセリド、アテローム性動脈硬化症、睡眠時無呼
吸、骨関節炎、胆嚢疾患、癌ならびに食物アレルギー、例えば未熟児、放射線への曝露、
化学療法および／または毒素による腸の未成熟、自己免疫不全、栄養不良、敗血症などの
腸粘膜バリアの物理的完全性を変える病気からなる群から選択される疾患を治療および／
または予防するため、哺乳類における体重減少を促進するため、哺乳類の腸における抗炎
症活性を促進するため、哺乳類における腸粘膜免疫系機能を促進するため、哺乳類におけ
るグルコースおよび／またはコレステロールおよび／またはトリグリセリド恒常性を維持
、回復および／または改善するため、あるいは哺乳類の粘膜腸バリアの物理的完全性を維
持、回復および／または増大させるための方法であって、それを必要とする哺乳類に、配
列番号１のアミノ酸配列またはその長さ全体にわたって配列番号１のアミノ酸配列と少な
くとも５０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチドであって、免疫シグ
ナル伝達をもたらし、かつ／または腸管バリア機能に影響を与え、かつ／またはグルコー
スおよび／またはコレステロールおよび／またはトリグリセリド恒常性に影響を与えるこ
とができるポリペプチド、本明細書に教示されている宿主細胞または本明細書に教示され
ている組成物の有効量を投与する工程を含む方法にも関する。
【００２０】
　本発明はさらに、配列番号１のアミノ酸配列またはその長さ全体にわたって配列番号１
のアミノ酸配列と少なくとも５０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチ
ドであって、免疫シグナル伝達をもたらし、かつ／または腸管バリア機能に影響を与え、
かつ／またはグルコースおよび／またはコレステロールおよび／またはトリグリセリド恒
常性に影響を与えることができるポリペプチドの産生方法であって、ａ）好適な培地にお
いてアッカーマンシア・ムシニフィラ種の細菌を培養する工程と、ｂ）任意で、工程（ａ
）で産生されたポリペプチドを単離する工程とを含む方法にも関する。
【００２１】
　一般的な定義
　本発明の文脈では、「ポリペプチド」という用語は、「タンパク質」という用語と同義
である。ポリペプチドは特定のアミノ酸配列を有する。本発明のポリペプチドの「変異体
」は、好ましくは本発明のポリペプチドと少なくとも５０％の配列同一性を有するアミノ
酸配列を有する。本発明のポリペプチドがその自然環境にもはや存在しない場合、すなわ
ち、線毛との関連でもはや存在しない場合および／またはアッカーマンシア・ムシニフィ
ラ細胞などの細胞との関連でもはや存在しない場合に単離する。
【００２２】
　本明細書で使用される「配列同一性」または「配列類似性」という用語は、アミノ酸ま
たは核酸配列が別の参照アミノ酸または核酸配列と配列同一性または配列類似性を有する
状況を指す。グローバルもしくはローカルアラインメントアルゴリズムを用いた２つのポ
リペプチドまたは２つのヌクレオチド配列のアラインメントによって「配列同一性」また
は「配列類似性」を決定することができる。その際、配列が（デフォルトパラメータを用
いる例えばＧＡＰまたはＢＥＳＴＦＩＴプログラムによって最適にアラインメントされた
場合に）少なくとも特定の最小の割合の配列同一性（以下に定義されている）を共有して
いれば、「実質的に同一である」または「本質的に類似している」ということができる。
ＧＡＰは、ＮｅｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈグローバルアラインメントアルゴリズ
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ムを使用して２つの配列をそれらの長さ全体にわたってアラインメントし、一致数を最大
化し、かつギャップ数を最小化する。一般に、ギャップ導入ペナルティ（gap creation p
enalty）＝５０（ヌクレオチド）／８（タンパク質）およびギャップ伸長ペナルティ＝３
（ヌクレオチド）／２（タンパク質）を用いるＧＡＰデフォルトパラメータが使用される
。ヌクレオチドの場合、使用されるデフォルトスコア行列はｎｗｓｇａｐｄｎａであり、
タンパク質の場合、デフォルトスコア行列はＢｌｏｓｕｍ６２である(Henikoff & Heniko
ff, 1992, PNAS 89, 915-919)。Ａｃｃｅｌｒｙｓ社（9685 Scranton Road、米国カリフ
ォルニア州サンディエゴ、92121-3752）から入手可能なGCG Wisconsinパッケージのバー
ジョン１０．３またはＥｍｂｏｓｓＷｉｎバージョン２．１０．０（プログラム「ｎｅｅ
ｄｌｅ」を用いる）などのコンピュータプログラムを用いて配列アラインメントおよび配
列同一性の割合のスコアを決定してもよい。あるいは、ＦＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴなどのア
ルゴリズムを用い、データベースに対して検索を行って類似性または同一性の割合を決定
してもよい。好ましくは、配列同一性とは配列の長さ全体にわたる配列同一性を指す。
【００２３】
　「経上皮抵抗性」（ＴＥＲと省略する）はインビトロでの上皮細胞層の透過性の尺度で
ある。上皮透過性の増加は密着結合の弱化およびＴＥＲの減少と関連している。
【００２４】
　本明細書で使用される「キメラ遺伝子」という用語は、あらゆる天然に生じない遺伝子
、すなわち通常は生物種において自然に存在しない遺伝子、特に核酸配列の１つ以上の部
分が本来は互いに関連していない遺伝子を指す。例えば、プロモーターは転写領域の一部
もしくは全てまたは別の調節領域と本来は関連していない。「キメラ遺伝子」という用語
は、異種プロモーターまたは転写制御配列が１つ以上のコード配列および任意に３’－非
翻訳領域（３’－ＵＴＲ）に作動可能に連結されている発現構築物を含むものとして理解
される。あるいは、キメラ遺伝子は、プロモーター、コード配列、および任意で同じ生物
種由来であるがこの組み合わせにおいて天然に生じない３’－ＵＴＲを含んでいてもよい
。
【００２５】
　本明細書で使用される「遺伝子改変された宿主細胞」という用語は、例えば外来性核酸
配列（例えば、本明細書に教示されている配列番号２）の導入または内因性遺伝子配列の
特異的変化によって遺伝子改変された細胞を指す。そのような細胞は、例えば、内因性遺
伝子における１つ以上の突然変異、挿入および／または欠失の導入および／またはゲノム
内への遺伝子構築物（例えば、ベクターまたはキメラ遺伝子）の挿入によって遺伝子改変
されていてもよい。遺伝子改変された宿主細胞は、単離または培養された細胞を指しても
よい。遺伝子改変された細胞は、細胞が例えば改変されたウイルスに感染した「形質導入
細胞」であってもよく、例えばレトロウイルスを使用してもよいが、レンチウイルスなど
の他の好適なウイルスも想定され得る。また、形質移入などの非ウイルス法を使用しても
よい。従って、遺伝子改変された宿主細胞は「安定的に形質移入された細胞」または「一
時的に形質移入された細胞」であってもよい。形質移入は、遺伝子が発現されるようにＤ
ＮＡ（またはＲＮＡ）を細胞に導入するための非ウイルス法を指す。核酸のリン酸カルシ
ウム形質移入、ＰＥＧ形質移入およびリポソームもしくはリポフレックス形質移入などの
形質移入法が当該技術分野で広く知られている。そのような形質移入は一時的なものであ
ってもよいが、遺伝子構築物をそのゲノムの中に組み込んでいる細胞を選択することがで
きる安定的形質移入であってもよい。
【００２６】
　本明細書で使用される「有効量」という用語は、本明細書に教示されている効果を達成
するのに必要な量を指す。例えば、本明細書に教示されているポリペプチドまたは遺伝子
操作された宿主細胞の有効量は、腸粘膜免疫系機能を調節および／または促進させ、かつ
／または腸粘膜バリアの物理的完全性を維持および／または回復および／または増大させ
（例えば、腸上皮細胞間のより密な結合の形成を促進させ）、かつ／または免疫細胞にお
いてトール様受容体シグナル伝達経路（すなわちＴＬＲ２経路）を調節および／または刺
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激し、かつ／または免疫細胞においてサイトカイン（例えば、ＩＬ－６、ＩＬ－８および
ＩＬ－１０）産生を増大させ、かつ／または肥満症、メタボリックシンドローム、インス
リン欠乏もしくはインスリン抵抗性関連疾患、２型糖尿病、１型糖尿病、炎症性腸疾患（
ＩＢＤ）、過敏性腸症候群（ＩＢＳ）、耐糖能異常、脂質代謝異常、アテローム性動脈硬
化症、高血圧症、心臓病、脳卒中、非アルコール性脂肪性肝疾患、アルコール性脂肪性肝
疾患、高血糖症、脂肪肝、脂質異常症、肥満症（体重増加）に関連する免疫系の機能不全
、アレルギー、喘息、自閉症、パーキンソン病、多発性硬化症、神経変性疾患、鬱病、バ
リア機能障害に関連する他の疾患、創傷治癒、行動障害、アルコール依存症、心血管疾患
、高コレステロール、高トリグリセリド、アテローム性動脈硬化症、睡眠時無呼吸、骨関
節炎、胆嚢疾患、癌ならびに食物アレルギー、例えば未熟児、放射線への曝露、化学療法
および／または毒素による腸の未成熟、自己免疫不全、栄養不良、敗血症などの腸粘膜バ
リアの物理的完全性を変える病気などの疾患または病気を予防および／または治療するの
に有効で有用な量である。
【００２７】
　本明細書で使用される「生理学的に許容される担体」または「食物的に許容される担体
」、「栄養的に許容される担体」または「薬学的に許容される担体」という用語は、本発
明のポリペプチドまたは宿主細胞の投与形態を提供するのに関わる液体または固体の充填
剤、希釈液、賦形剤、溶媒または封入材料などの生理学的に許容されるか食物的に許容さ
れる担体または栄養的に許容されるか薬学的に許容される担体材料を指す。各担体は、本
組成物の他の成分と適合可能であり、かつ対象に有害でないという意味で「許容される」
もの、すなわち飲用に適するか栄養的に許容されるものでなければならない。「飲用に適
する」または「栄養的に許容される」という用語は、一般にヒト（ならびに他の哺乳類）
の飲用にとって安全なものとみなされる成分または物質を指す。生理学的に許容される担
体または栄養的に許容されるか薬学的に許容される担体としての役割を果たすことができ
る材料の非限定的な例としては、（１）ラクトース、グルコースおよびスクロースなどの
糖類、（２）トウモロコシ澱粉およびジャガイモ澱粉などの澱粉、（３）カルボキシメチ
ルセルロースナトリウム、エチルセルロースおよび酢酸セルロースなどのセルロースおよ
びその誘導体、（４）粉末状トラガント、（５）麦芽、（６）ゼラチン、（７）タルク、
（８）カカオ脂および坐薬ワックスなどの賦形剤、（９）落花生油、綿実油、サフラワー
油、胡麻油、オリーブ油、トウモロコシ油および大豆油などの油、（１０）プロピレング
リコールなどのグリコール、（１１）グリセリン、ソルビトール、マンニトールおよびポ
リエチレングリコールなどのポリオール、（１２）オレイン酸エチルおよびラウリン酸エ
チルなどのエステル、（１３）寒天、（１４）水酸化マグネシウムおよび水酸化アルミニ
ウムなどの緩衝剤、（１５）アルギン酸、（１６）発熱性物質除去蒸留水、（１７）等張
性生理食塩水、（１８）リンゲル液、（１９）エチルアルコール、（２０）リン酸緩衝液
、（２１）医薬製剤に用いられる他の非毒性適合可能物質などが挙げられる。さらに、本
明細書で使用される「栄養的に許容される」および「薬学的に許容される」という用語は
、正しい医学的判断の範囲内であり、過剰な毒性、刺激、アレルギー反応あるいは他の問
題または合併症を引き起こすことなく人間および動物の組織と接触させて使用するのに適
し、かつ妥当なベネフィット／リスク比に釣り合った組成物または薬剤の組み合わせ、材
料または組成物および／またはそれらの剤形を指す。
【００２８】
　「恒常性」という用語は、内部状態が安定なままであり、かつ比較的一定であるように
変数が調節される系の性質を指す。全ての動物が自身の血中グルコース濃度を調節する。
体内でのグルコース調節は体を「グルコース恒常性」に維持するプロセスである。哺乳類
は、異なるホルモン（例えば、インスリン、グルカゴン、グルカゴン様ペプチド１、カテ
コールアミンおよび多くのその他のホルモン）ならびに異なる神経経路（例えば、神経リ
レー、腸→脳→末梢器官軸）により自身の血中グルコースを調節する。ヒトの体は、一日
の大半において２４時間の絶食後でさえグルコース濃度を一定に維持している。長期間の
絶食中でさえ、グルコース濃度は非常に僅かにのみ低下する。膵臓のβ細胞によって分泌
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されるインスリンは、それらの細胞にそれ自身の使用のためにグルコースの大部分を維持
するように命令して、体の細胞にグルコースを有効に輸送する。細胞内部のグルコースが
高ければ、細胞はそれを不溶性グリコーゲンに変換して可溶性グルコースが細胞代謝を妨
げるのを防止する。最終的に、これが血中グルコース濃度を下げ、インスリンは高血糖症
を予防するのを助ける。インスリンが不十分であるか細胞がそれに対して耐性を示すよう
になった場合に糖尿病が生じる。膵臓のα細胞によって分泌されるグルカゴンは、蓄積さ
れたグリコーゲンを分解するか糖新生により非炭水化物炭素源をグルコースに変換するよ
うに細胞を促し、このようにして低血糖症を予防する。数多くの他の因子およびホルモン
がグルコース代謝の制御に関与している（例えば、グルカゴン様ペプチド１、カテコール
アミンおよび多くのその他のホルモン）。神経経路に関与する異なる機序もこの複雑な調
節に寄与している。
【００２９】
　「コレステロール恒常性」は、生きている生物の体内でコレステロールのバランスのと
れた内部状態を維持するプロセスに寄与する機序である。人体系において不可欠な生物学
的分子であるコレステロールは、胆汁酸、ビタミンＤおよびステロイドホルモンの生成の
ための前駆体として機能するなどの各種生理学的機能を行う。これは体内に存在する全て
の細胞の細胞膜において重要な構造的要素としても機能する。コレステロールの有益かつ
必要な機能にも関わらず、コレステロール恒常性の乱れは心疾患のリスクの増加を引き起
こし、かつコレステロール代謝に関連する他の恒常性フィードバックシステムを乱れさせ
る可能性がある。コレステロール恒常性を制御する最も際立った器官は肝臓であり、肝臓
は循環系の中に放出されるコレステロールを生合成するだけでなく、血流からの潜在的に
有害な自由に流動するコレステロールを破壊するからである。ＨＤＬは潜在的に危険なコ
レステロールを選択して、直接肝臓に送って戻し、そこでコレステロールを消化器系によ
って使用される無害な胆汁酸に合成するので、コレステロール恒常性の維持に有益である
。ＬＤＬはそれらのコレステロールを体細胞の中および動脈壁の上に蓄積させる傾向があ
るため、あまり有益には働かない。心血管疾患のリスクを高めることが分かっているのは
過剰な濃度のＬＤＬである。健康な対象では、コレステロール恒常性は複雑なフィードバ
ックループによって厳重に規制されている。この場合、健康な対象が豊富な量の食事性コ
レステロールを摂取すれば、肝臓における生合成は大きく減少してバランスを保つ。長年
にわたる貧しい食生活または他の遺伝子疾患もしくは医学的状態のいずれかが原因で高い
ベースラインＬＤＬ濃度を有する健康な対象では、フィードバックループおよび全身の対
処機構はその同じ豊富な摂取量に勝てず、危険な恒常性のバランス異常を引き起こす場合
がある。
【００３０】
　「トリグリセリド恒常性」は、生きている生物の体内でトリグリセリドのバランスのと
れた内部状態を維持するプロセスに寄与する機序である。トリグリセリド代謝は大きな臨
床的関連性を有する。高トリグリセリド血症は、高い（過剰な）血中または血清中トリグ
リセリド（最も豊富な脂肪分子）濃度（状態）を意味する。トリグリセリド濃度の上昇は
、高コレステロール血症（高いコレステロール濃度）の非存在下であってもアテローム性
動脈硬化症に関連しており、心血管疾患の素因となる。高いトリグリセリド濃度は急性膵
炎のリスクも高める。さらに、長期間のＴＧ濃度の上昇および増加は糖尿病を発症するリ
スクを高める。インスリン抵抗性は高濃度のトリグリセリド（ＴＧ）に関連していること
が分かっている。
【００３１】
　本明細書で使用される「約」という用語は、当該技術分野における通常の許容差範囲、
例えば平均の２標準偏差以内を表す。「約」という用語は、指示されている値の最大で１
０％、９％、８％、７％、６％、５％、４％、３％、２％、１％、０．５％、０．１％、
０．０５％または０．０１％で外れる値を包含するものとして理解することができる。
【００３２】
　本明細書で使用される「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」または「含む（ｃｏｍｐｒｉ
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ｓｅ）」という用語およびそれらの語形変化は、前記用語が、その言葉に後続する項目が
含められるが具体的に言及されていない項目が排除されないことを意味するようにそれら
の非限定的な意味で使用される状況を指す。それは、より制限的な動詞「本質的に～から
なる（consist essentially of）」および「～なる（consist of）」も包含する。
【００３３】
　不定冠詞「１つの（ａ）」または「１つの（ａｎ）」による要素の参照は、当該文脈が
当該要素の１つおよび１つのみが存在することを明らかに要件としていない限り、当該要
素のうちの２つ以上が存在しないという可能性を排除するものではない。従って、不定冠
詞「１つの（ａ）」または「１つの（ａｎ）」は通常は「少なくとも１つ」を意味する。
【発明を実施するための形態】
【００３４】
　本発明者らは、本明細書に教示されているＡｍｕｃ－１１００ポリペプチドまたはその
変異体が、哺乳類（例えばヒト）において腸免疫系機能を調節および／または促進させ、
かつ／または腸粘膜バリアの物理的完全性を維持および／または回復および／または増大
させ、かつ／またはグルコースおよび／またはコレステロールおよび／またはトリグリセ
リド恒常性を維持および／または回復および／または改善することができることを見出し
た。本発明者らは、このポリペプチドがシグナル伝達においてその役割を支持するアッカ
ーマンシア・ムシニフィラによってコードされる細胞の外に存在することも見出した。
【００３５】
　どんな理論によっても縛られたくはないが、そのような有益な効果は、哺乳類の腸粘膜
バリアの近くに位置する免疫細胞の表面に存在するＴＬＲ２シグナル伝達経路と相互作用
する本発明のポリペプチドの能力によって生じると考えられる。より具体的には、本発明
者らは、本明細書に教示されているポリペプチドが、免疫細胞の表面に存在するＴＬＲ２
と相互作用し、かつ／または腸粘膜バリアの近くに位置する免疫細胞におけるＴＬＲ２シ
グナル伝達経路を調節および／または刺激して前記免疫細胞からのサイトカイン（例えば
、ＩＬ－６、ＩＬ－８およびＩＬ－１０）の分泌を刺激することができることを見出した
。
【００３６】
　さらに、本発明者らは、本明細書に教示されているポリペプチド（その変異体を含む）
が、哺乳類の腸粘膜バリアの経上皮抵抗性を調節および／または増大させることができる
ことを見出した。経上皮抵抗性測定値の上昇は腸粘膜バリアの透過性の減少の指標として
機能するため、本明細書に教示されているポリペプチド（その変異体を含む）は、特に上
皮細胞間の密着結合のレベルにおいて腸粘膜バリアの物理的完全性を調節することができ
ると考えられる。
【００３７】
　互いに組み合わせると、これらの効果は、腸粘膜免疫系機能の改善または向上（例えば
、腸粘膜バリアにおけるサイトカインのより多くの放出）ならびに特に腸上皮細胞間の接
続のレベルにおける（すなわち細胞間のより密な密着結合による）腸粘膜バリアの物理的
完全性の改善または向上をもたらすと考えられる。
【００３８】
　さらに、Ａｍｕｃ－１１００による高脂肪食（ＨＦＤ）給餌マウスの治療は、食糧摂取
量に影響を与えることなく体重および脂肪量増加の顕著な減少を引き起こすことが分かっ
た。Ａｍｕｃ－１１００による治療は、血清ＨＤＬコレステロールの有意な減少およびＬ
ＤＬコレステロールの同様の傾向により、ＨＦＤ誘発性高コレステロール血症も治した。
さらに、Ａｍｕｃ－１１００の投与は、生きたままのアッカーマンシア・ムシニフィラ細
菌と同じ効力で耐糖能異常も減少させた。
【００３９】
　最後に、メトホルミンがアッカーマンシアの増殖を刺激することが知られており(Lee H
およびKo G,A ppl Environ Microbiol. 2014 Oct;80(19):5935-43)、故に、アッカーマン
シアおよびＡｍｕｃ－１１００などのその細胞外ペプチドは、妊娠糖尿病および子癇前症
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に対してメトホルミンと同様の効果を有し得る可能性が高い(Syngelakiら N Engl J Med.
 2016 Feb 4;374(5):434-43)。
【００４０】
　ポリペプチド
　本開示は、配列番号１のアミノ酸配列またはその長さ全体にわたって配列番号１のアミ
ノ酸配列と少なくとも５０％のアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列を含む単離され
たポリペプチドであって、免疫シグナル伝達をもたらし、かつ／または腸管バリア機能に
影響を与え、かつ／またはグルコースおよび／またはコレステロール恒常性に影響を与え
ることができるポリペプチドを教示する。本明細書に教示されているポリペプチドはトー
ル様受容体２（ＴＬＲ２）に結合することができるものであってもよい。
【００４１】
　一実施形態では、本明細書に教示されているポリペプチドおよびその変異体は、細胞に
おけるＴＬＲ２シグナル伝達経路を刺激し、細胞からのサイトカイン（例えば、ＩＬ－６
、ＩＬ－８、ＩＬ－１０など）の放出を刺激し、かつ／または哺乳類、例えばヒトの細胞
の経上皮抵抗性（ＴＥＲ）を増大させ、かつ／または哺乳類（例えばマウスまたはヒト）
の代謝もしくは免疫状態を改善することができる。
【００４２】
　本明細書に教示されているポリペプチドを「Ａｍｕｃ－１１００タンパク質」または「
Ａｍｕｃ－１１００ポリペプチド」とも呼ぶことができる。当然のことながら「Ａｍｕｃ
－１１００タンパク質」または「Ａｍｕｃ－１１００ポリペプチド」または「本明細書に
教示されているポリペプチド」という用語は、配列番号１のアミノ酸配列、配列番号１の
アミノ酸配列と５０％超、好ましくは５５％超、６０％超、６５％超、７０％超、好まし
くは７５％超、８０％超、８５％超、９０％超、９５％超、好ましくは９６％超、好まし
くは９７％超、好ましくは９８％超および好ましくは９９％超の配列同一性を有する前記
変異体のアミノ酸配列を有するＡｍｕｃ－１１００タンパク質の変異体も含む。配列番号
１のアミノ酸配列を有するＡｍｕｃ－１１００ポリペプチドの変異体は、１つ以上のアミ
ノ酸の置換、欠失または挿入による配列番号１のアミノ酸配列を有するポリペプチド由来
のポリペプチドも含む。好ましくは、そのようなポリペプチドは、配列番号１のアミノ酸
配列を有するポリペプチドと比較した場合に、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１
０個またはそれ以上であって、最大約１００、９０、８０、７０、６０、５０、４５、４
０、３５、３０、２５、２０、１５個のアミノ酸の置換、欠失または挿入を含む。
【００４３】
　本明細書に教示されているポリペプチドには、細胞からのポリペプチドの分泌を刺激す
るＮ末端シグナル配列が前に付けられていてもよい。一実施形態では、Ｎ末端シグナル配
列は、Ａｍｕｃ－１１００ポリペプチドの予測される天然に生じるＮ末端シグナル配列で
ある配列番号３のアミノ酸配列を含むポリペプチドであってもよい。但し、Ａｍｕｃ－１
１００を細胞から分泌させることができる他のＮ末端シグナル配列を用いてもよい。例え
ば、そのようなＮ末端シグナル配列がＡｍｕｃ－１１００を細胞から分泌させることがで
きる限り、Ａｍｕｃ－１１００ポリペプチドの予測される天然に生じるＮ末端シグナル配
列の切断型または伸長型を用いてもよい。あるいは、天然に生じないＮ末端シグナル配列
を用いてもよい。当業者は本発明での使用に適したＮ末端シグナル配列を同定することが
できる。従って、本発明のポリペプチドは、そのアミノ酸配列からの配列番号３のＮ末端
アミノ酸配列を含んでいてもよい。
【００４４】
　アミノ酸配列の同一性は、当該技術分野において利用可能な任意の好適な手段によって
決定してもよい。例えば、ＮｅｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈアルゴリズムならびに
上に定義したようなＧＡＰデフォルトパラメータを用いるペアワイズアラインメントによ
ってアミノ酸配列の同一性を決定してもよい。また、ウェスタンブロット、免疫組織化学
、ＥＬＩＳＡ、アミノ酸合成などの多くの方法を使用して本明細書に教示されているポリ
ペプチドの変異体を同定、合成または単離することができるものと理解される。
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【００４５】
　また、本明細書に教示されているＡｍｕｃ－１１００ポリペプチドのあらゆる変異体は
本明細書に教示されているＡｍｕｃ－１１００ポリペプチドと同じ機能を発揮し、かつ／
または同じ活性を有するものと理解される。任意のＡｍｕｃ－１１００ポリペプチドまた
はその変異体の機能性または活性は、当業者がこれらの目的に適しているとみなす当該技
術分野で知られている任意の方法によって決定してもよい。
【００４６】
　ポリヌクレオチド
　本開示は、
（ａ）その長さ全体にわたって配列番号２と少なくとも５０％の配列同一性を有する核酸
配列、および
（ｂ）本明細書に教示されているポリペプチドをコードする核酸配列
からなる群から選択される核酸配列を含む、単離、合成もしくは組換え核酸分子などの核
酸分子も教示する。
【００４７】
　「単離核酸分子」（例えば、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡまたはＲＮＡ）という用語は、天
然に生じる核酸分子または人工もしくは合成の核酸分子を含む。核酸分子は本明細書に教
示されているどのポリペプチドをコードしてもよい。前記核酸分子を使用して本明細書に
教示されているポリペプチドを産生してもよい。遺伝暗号の縮重により、各種核酸分子は
同じポリペプチド（例えば、配列番号１のアミノ酸配列を含むポリペプチド）をコードし
てもよい。
【００４８】
　一実施形態では、本明細書に教示されている単離核酸分子としては、配列番号２の核酸
配列と５０％超、好ましくは５５％超、好ましくは６０％超、好ましくは６５％超、好ま
しくは７０％超、好ましくは７５％超、好ましくは８０％超、好ましくは８５％超、好ま
しくは９０％超、好ましくは９５％超、好ましくは９６％超、好ましくは９７％超、好ま
しくは９８％超および好ましくは９９％超の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含む
あらゆる核酸分子を包含するあらゆる変異核酸分子が挙げられる。変異体は、１つ以上の
核酸の置換、欠失または挿入による配列番号２の核酸配列を有する核酸分子由来の核酸分
子も含む。好ましくは、そのような核酸分子は、配列番号２と比較した場合に１、２、３
、４、５、６、７、８、９、１０個またはそれ以上であって、最大約１００、９０、８０
、７０、６０、５０、４５、４０、３５、３０、２５、２０、１５個の核酸の置換、欠失
または挿入を含む。
【００４９】
　配列同一性は当該技術分野において利用可能な任意の好適な手段によって決定してもよ
い。例えば、生命情報科学を使用して核酸配列間のペアワイズアラインメントを行って配
列間の機能的、構造的または共進化関係に起因し得る類似性の領域を同定してもよい。ま
た、核酸ハイブリダイゼーション、ＰＣＲ法、コンピューター解析および核酸合成などの
多くの方法を使用して、本明細書に教示されているポリヌクレオチドの変異体を同定、合
成または単離することができるものと理解される。
【００５０】
　さらに、本明細書に教示されているあらゆる核酸分子が本明細書に教示されているポリ
ペプチドをコードすることができるものと理解される。
【００５１】
　一実施形態では、核酸分子は配列番号２に記載されている核酸配列を有する核酸分子で
ある。
【００５２】
　あるいは、単離核酸分子は、ストリンジェントな条件下で本明細書に教示されている核
酸分子とハイブリッド形成し、かつ本明細書に教示されているポリペプチドをコードする
核酸分子であってもよい。例えば、そのような核酸配列は、細胞または生物における本発
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明の核酸分子のあらゆる相同体の有無を検出するか、細胞または生物において本明細書に
教示されている核酸分子の発現の減少または増加を検出することを目的としたスクリーニ
ングアッセイで有利に使用することができる。
【００５３】
　本明細書に教示されている核酸分子は、その宿主細胞からの本明細書に教示されている
ポリペプチドの分泌を刺激するのに適したＮ末端シグナル配列をコードする核酸分子を包
含してもよい。前記Ｎ末端シグナル配列をコードする核酸分子は、配列番号４に記載され
ている核酸配列を含んでもよい。
【００５４】
　一実施形態では、本明細書に教示されている核酸分子は、前記核酸分子がプロモーター
に作動可能に連結されているキメラ遺伝子に含まれていてもよい。従って、本発明は本明
細書に教示されている核酸分子を含むキメラ遺伝子にも関する。
【００５５】
　本明細書に教示されている核酸分子との連結に適した当該技術分野で知られている任意
のプロモーターを使用してもよい。好適なプロモーターの非限定的な例としては、構成的
もしくは調節的発現、弱および強発現などを可能にするプロモーターが挙げられる。当該
技術分野で知られている任意の方法を使用して本明細書に教示されている核酸分子をキメ
ラ遺伝子に含めてもよい。
【００５６】
　本明細書に教示されている核酸分子をいわゆる「構成的プロモーター」に作動可能に連
結することが有利であり得る。
【００５７】
　あるいは、本明細書に教示されているポリヌクレオチドおよびその変異体をいわゆる「
誘導プロモーター」に作動可能に連結することが有利であり得る。誘導プロモーターは、
生理学的に（例えば特定の化合物の外用によって）調節されるプロモーターであってもよ
い。
【００５８】
　本明細書に教示されているキメラ遺伝子は、「ベクター」または「核酸構築物」に含ま
れていてもよい。従って、本発明は本明細書に教示されているキメラ遺伝子または本明細
書に教示されている核酸分子を含むベクターにも関する。
【００５９】
　一態様では、本発明は、例えばそのゲノムの中に、本明細書に教示されている核酸分子
、本明細書に教示されているキメラ遺伝子または本明細書に教示されているベクターを含
むように遺伝子改変された宿主細胞に関する。
【００６０】
　本明細書に教示されている遺伝子改変された宿主細胞を使用してインビボ、エキソビボ
および／またはインビトロにおいて本明細書に教示されているポリペプチドおよびその変
異体を宿主細胞の細胞質内で産生するか、任意の手段によって細胞から放出させてもよい
。本明細書に教示されているポリペプチドを、特に可溶性分子または分泌分子として発現
させてもよい。本明細書に教示されている遺伝子改変された宿主細胞は、形質転換手順ま
たは遺伝子工学手順に適した任意の宿主細胞であってもよい。好適な宿主細胞の非限定的
な例としては、任意の原核細胞または真核細胞などの培養可能な細胞が挙げられる。一実
施形態では、ＡＭＵＣ－１１００ポリペプチドは大腸菌などの細菌で発現される。
【００６１】
　一実施形態では、本明細書に教示されている宿主細胞は、本明細書に教示されているポ
リペプチドまたはその変異体を天然に発現する任意の細胞であってもよい。そのような場
合、宿主細胞は本明細書に教示されているポリペプチドまたはその変異体を過剰発現して
もよい。
【００６２】
　さらなる一実施形態では、本明細書に教示されている宿主細胞は、本明細書に教示され
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ているポリペプチドまたはその変異体を天然に発現しない任意の細胞であってもよい。
【００６３】
　一実施形態では、本明細書に教示されている宿主細胞はアッカーマンシア・ムシニフィ
ラ種に属していない。
【００６４】
　別の実施形態では、宿主細胞はアッカーマンシア・ムシニフィラ種に属していてもよく
、本明細書に教示されている核酸分子のさらなるコピーを含むか本明細書に教示されてい
るキメラ遺伝子またはベクターを含むように遺伝子改変されている。そのようなアッカー
マンシア・ムシニフィラ細胞は、本明細書に教示されているＡｍｕｃ－１１００ポリペプ
チドまたはその変異体を過剰発現してもよい。
【００６５】
　本明細書に教示されている宿主細胞は、当該技術分野で知られている任意の方法を用い
て遺伝子改変されていてもよい。例えば、本明細書に教示されている宿主細胞または生物
は、
ａ）宿主細胞を、その長さ全体にわたって配列番号２と少なくとも５０％の配列同一性を
有する核酸配列、および本明細書に教示されているポリペプチドおよびその変異体をコー
ドすることができる核酸配列からなる群から選択される核酸配列を含む単離、合成もしく
は組換え核酸分子などの本明細書に教示されている核酸分子で形質転換する工程と、
ｂ）前記宿主細胞を本明細書に教示されている核酸分子の発現および／または本明細書に
教示されているポリペプチドまたはその変異体の産生を可能にするのに適した条件下で培
養する工程と、
ｃ）任意で、本明細書に教示されている核酸分子を発現し、かつ／または本明細書に教示
されているポリペプチドまたはその変異体を産生することができる宿主細胞をスクリーニ
ングする工程と
を含む方法によって遺伝子改変されていてもよい。
【００６６】
　好ましい実施形態では、本明細書に教示されている宿主細胞または生物は、本明細書に
教示されている配列番号２のヌクレオチド配列またはその変異体を有する核酸分子で形質
転換されていてもよい。
【００６７】
　一実施形態では、本明細書に教示されている遺伝子改変された宿主細胞は天然に生じる
か哺乳類の腸粘膜バリアの近くまたは中で生息する細菌種に属していてもよい。前記細菌
種は「腸粘膜関連細菌種」と呼ばれることが多い。「腸粘膜関連細菌種」の非限定的な例
としては、アッカーマンシア・ムシニフィラ（ATTC BAA-835）、フィーカリバクテリウム
・プラウスニッツィイ（Ａ２－１６５）、ラクトバチルス・ラムノサス（ATCC 53103）お
よびビフィドバクテリウム・ブレーベ（ＤＳＭ－２０２１３）が挙げられる。
【００６８】
　特定の実施形態では、腸粘膜関連細菌を本明細書に教示されているポリヌクレオチドお
よびその変異体のいずれかで遺伝子改変して、例えば哺乳類（例えばヒト）の腸粘膜バリ
アの近くまたは中で直接、本明細書に教示されているポリヌクレオチドを発現または過剰
発現させるか、本明細書に教示されているポリペプチドを産生または過剰産生させること
が有利であり得る。好ましい実施形態では、腸粘膜関連細菌は、アッカーマンシア・ムシ
ニフィラ種由来の任意の細菌であってもよい。そのような過剰産生は、組換えＤＮＡ技術
、ＣＲＩＳＰＲ／ｃａｓのようなシステムに基づくツールを用いるようなゲノム編集を含
む遺伝子改変ツールまたは古典的な突然変異選択システムによって実現してもよい。
【００６９】
　一実施形態では、遺伝子改変された宿主細胞は任意の細菌であってもよく、特に哺乳類
の腸粘膜バリアの近くまたは中で天然に生じるか生息する細菌種に由来しない細菌であっ
てもよい。そのような細菌の非限定的な例としては任意の有益な単離された腸内細菌菌株
が挙げられ、例えばプロバイオティクス細菌、特にラクトコッカス属、ラクトバチルス属
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またはビフィドバクテリウム属から選択される菌株を使用してもよい。また、ヒトの腸管
で発生することが知られている属に属するような偏性嫌気性（strict anaerobic）腸内細
菌を使用してもよい(Rajilic-Stojanovic & de Vos, The first 1000 cultured species 
of the human gastrointestinal microbiota. FEMS Microbiol Rev. 38: 996-1047)。
【００７０】
　ポリペプチドの産生方法
　さらなる態様では、本発明は、
（ａ）本明細書に教示されているポリペプチドまたはその変異体の産生を可能にする条件
下で本明細書に教示されている宿主細胞を培養する工程と、
（ｂ）任意で、工程（ａ）で産生されたポリペプチドを単離する工程と
を含む、本明細書に教示されているポリペプチド（変異体を含む）の産生方法に関する。
【００７１】
　工程（ａ）では、本明細書に教示されている宿主細胞を任意の公知の培養方法に従い、
かつ任意の公知の培地で培養してもよい。当業者であれば、好適な宿主細胞を選択するこ
とができ、かつポリペプチドの産生を可能にする好適な条件を確立することができるであ
ろう。
【００７２】
　あるいは、本ポリペプチドは、
（ａ）好適な培地においてアッカーマンシア・ムシニフィラ種の細菌を培養する工程と、
（ｂ）任意で、工程（ａ）で産生されたポリペプチドを単離する工程と
を含む方法によって産生してもよい。
【００７３】
　上記方法の工程（ａ）で産生されたポリペプチドは、当該技術分野で知られている任意
の方法によって単離してもよい。当業者であれば、そのような培地から産生されたポリペ
プチドを単離することができるであろう。
【００７４】
　好適な培地は、例えばＤｅｒｒｉｅｎらによって教示されている(2004, Int. J. Syst.
 Evol. Microbiol. 54: 1469-76)。Ｄｅｒｒｉｅｎらは、アッカーマンシア・ムシニフィ
ラ（Ａ．ｍｕｃｉｎｉｐｈｉｌａ）菌株のＭｕｃＴを単離して唯一の炭素および窒素源と
してブタ胃ムチンを含有する基本嫌気性培地で増殖させたことを教示している。この著者
らは、アッカーマンシア・ムシニフィラをコロンビアブロス（ＣＢ）およびブレインハー
トインフュージョン（ＢＨＩ）ブロスなどの富栄養培地またはグルコースと高濃度のカジ
トンおよび酵母抽出物とを含む基本培地で増殖させることができることも教示している。
同様に、Ｌｕｋｏｖａｃら（ｍＢｉｏ）は、グルコースおよびフコースならびに豊富な量
のカジトンを含有する基本培地におけるアッカーマンシア・ムシニフィラの増殖を教示し
ている(2014, mBio 01438-14)。
【００７５】
　細菌のスクリーニング方法
　さらなる態様では、本発明は、
（ａ）ストリンジェントな条件下で配列番号２の核酸配列を有するかその長さ全体にわた
って配列番号２の核酸配列と少なくとも５０％の配列同一性を有する核酸配列を有する核
酸分子とハイブリッド形成することができる核酸分子を用意する工程と、
（ｂ）（ａ）の核酸分子を検出して、配列番号２の核酸配列またはその長さ全体にわたっ
て配列番号２の核酸配列と少なくとも５０％の核酸配列同一性を有する核酸配列を有する
核酸配列を含む細菌を同定する工程と
を含む、細菌における本明細書に教示されているポリヌクレオチドの有無の検出方法に関
する。
【００７６】
　本開示は、
（ａ）配列番号１のアミノ酸配列または配列番号１のアミノ酸配列と少なくとも５０％の
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配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチドに結合することができる抗体を用意
する工程と、
（ｂ）工程（ａ）の抗体を検出して、配列番号１のアミノ酸配列または配列番号１のアミ
ノ酸配列と少なくとも５０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を有するポリペプチドを
含む細菌を同定する工程と
を含む、細菌における本明細書に教示されているポリペプチドまたはその変異体の有無の
検出方法にも関する。
【００７７】
　一実施形態では、工程（ａ）の核酸および／または工程（ｃ）の抗体を標識して（例え
ば、蛍光、放射性ラベルなど）検出を容易にする。
【００７８】
　組成物
　さらなる態様では、本発明は、本明細書に教示されているポリペプチドのいずれかを含
む組成物に関する。好ましい実施形態では、本ポリペプチドは配列番号１のアミノ酸配列
を有する。
【００７９】
　なおさらなる態様では、本発明は本明細書に教示されている宿主細胞を含む組成物に関
する。宿主細胞は約１０４～約１０１５コロニー形成単位（ＣＦＵ）の範囲の量で存在し
てもよい。例えば、宿主細胞の有効量は、約１０５ＣＦＵ～約１０１４ＣＦＵ、好ましく
は約１０６ＣＦＵ～約１０１３ＣＦＵ、好ましくは約１０７ＣＦＵ～約１０１２ＣＦＵ、
より好ましくは約１０８ＣＦＵ～約１０１２ＣＦＵの量であってもよい。宿主細胞は生存
可能であっても死んでいてもよい。宿主細胞の有効性は本明細書に教示されているポリペ
プチドの存在と相関している。
【００８０】
　一実施形態では、本明細書に教示されている組成物は、担体、例えば生理学的に許容さ
れる担体、薬学的に許容される担体、食物的に許容される担体または栄養的に許容される
担体をさらに含む。担体は任意の不活性な担体であってもよい。例えば、好適な生理学的
または薬学的に許容される担体の非限定的な例としては、周知の生理学的もしくは医薬的
担体、緩衝液、希釈液および賦形剤のいずれかが挙げられる。当然のことながら、好適な
生理学的担体、医薬的担体、食物的担体または栄養的担体の選択は、本明細書に教示され
ている組成物の意図される投与様式（例えば経口）および本組成物の意図される形態（例
えば、飲料、ヨーグルト、粉末、カプセルなど）によって決まる。当業者は、好適な担体
、例えば、本明細書に教示されている組成物に適しているかそれらと適合可能な生理学的
に許容される担体または栄養的に許容される担体または薬学的に許容される担体を選択す
る方法を知っている。
【００８１】
　一実施形態では、本明細書に教示されている組成物は栄養もしくは食物組成物であって
もよい。例えば、本明細書に教示されている組成物は、乳製品、例えばヨーグルトまたは
ヨーグルト飲料などの発酵性乳製品などの食品、食品添加物、飼料または飼料添加物であ
ってもよい。この場合、本組成物は栄養的に許容されるか食物的に許容される担体を含ん
でいてもよく、これは好適な食品の主成分であってもよい。
【００８２】
　一実施形態では、本明細書に教示されている組成物は医薬組成物であってもよい。また
、医薬組成物は添加物（例えば食品添加物）として使用するためのものであってもよい。
本明細書に教示されている医薬組成物は、本明細書に教示されているポリペプチドおよび
／または本明細書に教示されている宿主細胞に加えて、薬学的、栄養的または食物的また
は生理学的に許容される担体を含んでいてもよい。好ましい形態は意図される投与様式お
よび（治療）用途によって決まる。担体は、本明細書に教示されているポリペプチドおよ
び／または本明細書に教示されている宿主細胞を哺乳類（例えばヒト）の消化管、好まし
くは哺乳類における腸粘膜バリアの近くまたは中（より好ましくは結腸粘膜バリア）に送
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達するのに適した任意の適合可能な生理学的に許容される非毒性物質であってもよい。例
えば、通常は薬学的に許容されるアジュバント、緩衝剤、分散剤などで補完された滅菌水
または不活性固体を担体として使用してもよい。
【００８３】
　本明細書に教示されている組成物は、液体形態、例えば本明細書に教示されているポリ
ペプチドまたは本明細書に教示されている宿主細胞の安定化された懸濁液あるいは固体形
態、例えば凍結乾燥した本明細書に教示されている宿主細胞の粉末であってもよい。本明
細書に教示されている宿主細胞が凍結乾燥されている場合、ラクトース、トレハロースま
たはグリコーゲンなどの凍結保護物質を用いてもよい。経口投与では、本明細書に教示さ
れているポリペプチドまたは本明細書に教示されている凍結乾燥した宿主細胞を、カプセ
ル、錠剤および粉末などの固体剤形またはエリキシル剤、シロップおよび懸濁液などの液
体剤形で投与してもよい。本明細書に教示されているポリペプチドまたは本明細書に教示
されている宿主細胞は、例えばグルコース、ラクトース、スクロース、マンニトール、澱
粉、セルロースもしくはセルロース誘導体、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸、
ナトリウムサッカリン、滑石、炭酸マグネシウムなどの不活性成分および粉末担体と共に
、ゼラチンカプセルなどのカプセルにカプセル化されていてもよい。
【００８４】
　一実施形態では、本明細書に教示されている組成物は、貯蔵中および／または胆汁への
曝露中および／または哺乳類（例えばヒト）の消化管を通過中に、本明細書に教示されて
いるポリペプチドおよび／または本明細書に教示されている宿主細胞の生存および／また
は生存能力を促進し、かつ／またはそれらの完全性を維持するのに適した１種以上の成分
を含んでいてもよい。そのような成分の非限定的な例としては、胃の通過を可能にする腸
溶コーティングおよび制御放出製剤が挙げられる。当業者は、有効成分（ポリペプチドで
あっても宿主細胞であってもよい）がその作用を発揮するその意図される目的地を確実に
受け入れるのに適した成分の選択方法を知っている。
【００８５】
　一実施形態では、本明細書に教示されている組成物は、粘膜結合剤または粘膜結合ポリ
ペプチドをさらに含んでいてもよい。本明細書で使用される「粘膜結合剤」または「粘膜
結合ポリペプチド」という用語は、それ自体を哺乳類（例えばヒト）の腸粘膜バリアの腸
粘膜面に付着させることができる薬剤またはポリペプチドを指す。
【００８６】
　あるいは、Ａｍｕｃ－１１００ポリペプチドを、生きたままか死んでいるＡｍｕｃ－１
１００産生細胞またはさらには非Ａｍｕｃ－１１００産生細胞に付着させるための特異的
ドッキングシステムを使用することができる。その結合は、最も効率的であるように見え
るものであればＣ末端またはＮ末端のどちらにおけるものであってもよく、スペーサーペ
プチドの使用についても記載されている。例としては、ＬｙｓＭを用いるペプチドグリカ
ン結合システムの使用が挙げられる(Visweswaran GRら 2014, Appl Microbiol Biotechno
l. 98:4331-45)。さらに、当該技術分野では様々な粘膜結合ポリペプチドが開示されてい
る。粘膜結合ポリペプチドの非限定的な例としては、コレラ毒素のＢサブユニット、大腸
菌熱不安定性エンテロトキシンのＢサブユニット、百日咳菌毒素サブユニットＳ２、Ｓ３
、Ｓ４および／またはＳ５、ジフテリア毒素のＢ断片ならびに志賀毒素または志賀様毒素
の膜結合サブユニットなどの細菌性毒素膜結合サブユニットが挙げられる。他の好適な粘
膜結合ポリペプチドとしては、大腸菌線毛（Ｋ８８、Ｋ９９、９８７Ｐ、Ｆ４１、ＦＡＩ
Ｌ、CFAIII ICES1、ＣＳ２および／またはＣＳ３、CFAIIV ICS4、ＣＳ５および／または
ＣＳ６）、Ｐ線毛などの細菌性線毛タンパク質が挙げられる。線毛の他の非限定的な例と
しては、百日咳菌線維状赤血球凝集素、コレラ菌毒素同時制御線毛（toxin-coregulate p
ilus）（ＴＣＰ）、マンノース感受性赤血球凝集素（ＭＳＨＡ）、フコース感受性赤血球
凝集素（ＰＳＨＡ）などが挙げられる。さらに他の粘膜結合剤としては、インフルエンザ
およびセンダイウイルス赤血球凝集素および免疫グロブリン分子またはその断片を含む動
物レクチンまたはレクチン様分子、カルシウム依存性（Ｃ型）レクチン、セレクチン、コ



(18) JP 2018-515502 A5 2019.4.4

レクチンまたはリンゴマイマイ赤血球凝集素などのウイルス付着タンパク質が挙げられ、
粘膜結合サブユニットを有する植物レクチンとしては、コンカナバリンＡ、小麦胚芽凝集
素、フィトヘマグルチニン、アブリン、リシンなどが挙げられる。この送達の利点は生き
ている組換え型生物の使用を不要にすることである。
【００８７】
　不可欠ではないが、本明細書に教示されているポリペプチドまたは本明細書に教示され
ている宿主細胞を腸粘膜バリアに向けるために、１種以上の粘膜結合剤または粘膜結合ポ
リペプチドを本明細書に教示されている組成物に添加することが有利であり得る。
【００８８】
　本明細書に教示されている組成物は、プレバイオティクス、プロバイオティクス、炭水
化物、ポリペプチド、脂質、ビタミン、ミネラル、薬剤、防腐剤、抗生物質またはそれら
の任意の組み合わせからなる群から選択される成分をさらに含んでいてもよい。
【００８９】
　一実施形態では、本明細書に教示されている組成物は、本明細書に教示されている組成
物の栄養的価値および／または治療的価値をさらに高める１種以上の成分をさらに含んで
いてもよい。例えば、タンパク質、アミノ酸、酵素、無機塩類、ビタミン（例えば、チア
ミンＨＣｌ、リボフラビン、ピリドキシンＨＣｌ、ナイアシン、イノシトール、塩化コリ
ン、パントテン酸カルシウム、ビオチン、葉酸、アスコルビン酸、ビタミンＢ１２、ｐ－
アミノ安息香酸、ビタミンＡアセテート、ビタミンＫ、ビタミンＤ、ビタミンＥなど）、
糖および複合糖質（例えば、水溶性および水不溶性単糖、二糖および多糖）、医薬化合物
（例えば、抗生物質）、抗酸化剤、微量元素成分（例えば、コバルト、銅、マンガン、鉄
、亜鉛、スズ、ニッケル、クロム、モリブデン、ヨウ素、塩素、シリコン、バナジウム、
セレン、カルシウム、マグネシウム、ナトリウムおよびカリウムなどの化合物）から選択
される１種以上の成分（例えば、栄養的成分、獣医学的薬剤または医学的薬剤など）を添
加することが有利であり得る。当業者は、本明細書に教示されている組成物の栄養的およ
び／または治療的／医療的価値を高めるのに適した方法および成分に精通している。
【００９０】
　一実施形態では、宿主細胞は、凍結乾燥形態またはマイクロカプセル化形態（例えば、
Solankiら BioMed Res. Int. 2013, Article ID 620719によって概説されている）、また
は宿主細胞（例えば、細菌の菌株）の活性および／または生存能力を保つ任意の他の形態
で組み込まれていてもよい。
【００９１】
　治療方法
　別の態様では、本発明は、哺乳類における肥満症、メタボリックシンドローム、インス
リン欠乏もしくはインスリン抵抗性関連疾患、２型糖尿病、１型糖尿病、妊娠糖尿病、子
癇前症、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、過敏性腸症候群（ＩＢＳ）、耐糖能異常、脂質代謝異
常、アテローム性動脈硬化症、高血圧症、心臓病、脳卒中、非アルコール性脂肪性肝疾患
、アルコール性脂肪性肝疾患、高血糖症、脂肪肝、脂質異常症、肥満症（体重増加）に関
連する免疫系の機能不全、アレルギー、喘息、自閉症、パーキンソン病、多発性硬化症、
神経変性疾患、鬱病、バリア機能障害に関連する他の疾患、創傷治癒、行動障害、アルコ
ール依存症、心血管疾患、高コレステロール、高トリグリセリド、アテローム性動脈硬化
症、睡眠時無呼吸、骨関節炎、胆嚢疾患、癌ならびに食物アレルギー、例えば未熟児、放
射線への曝露、化学療法および／または毒素による腸の未成熟、自己免疫不全、栄養不良
、敗血症などの腸粘膜バリアの物理的完全性を変える病気からなる群から選択される疾患
または病気を治療および／または予防する方法、哺乳類における体重減少を促進する方法
、哺乳類の腸における抗炎症活性を促進する方法、哺乳類における腸粘膜免疫系機能を促
進する方法、グルコースおよび／またはコレステロールおよび／またはトリグリセリド恒
常性を維持、回復および／または改善する方法ならびに哺乳類における粘膜腸バリアの物
理的完全性を維持、回復および／または増大させる方法に関する。上記方法は、それを必
要とする哺乳類に本明細書に教示されているポリペプチド、本明細書に教示されている宿
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主細胞または本明細書に教示されている組成物の有効量を投与する工程を含む。
【００９２】
　一実施形態では、本明細書に教示されているポリペプチド、本明細書に教示されている
宿主細胞または本明細書に教示されている組成物を任意の公知の投与方法によって投与し
てもよい。例えば、本明細書に教示されている組成物を、経口、静脈内、局所、経腸また
は非経口投与してもよい。投与の様式または経路は、入手している情報（例えば、対象の
年齢、所望の作用位置、病状など）ならびに本組成物の意図される形態（例えば、丸剤、
液体、粉末など）によって決まるものと理解される。
【００９３】
　好ましい実施形態では、本明細書に教示されているポリペプチド、本明細書に教示され
ている宿主細胞または本明細書に教示されている組成物を経口投与する。
【００９４】
　使用
　さらなる態様では、本発明は、本明細書に教示されているポリペプチドを産生するため
、および／または本明細書に教示されている宿主細胞を作製するための本明細書に教示さ
れている核酸分子、本明細書に教示されているキメラ遺伝子および／または本明細書に教
示されているベクターの使用に関する。本明細書に教示されているポリペプチドおよび／
または本明細書に教示されている宿主細胞は、本明細書に教示されているポリヌクレオチ
ド、キメラ遺伝子またはベクターで遺伝子改変されていない宿主細胞（例えば細菌）と比
較した場合に、細胞上のＴＬＲ２受容体と相互作用する高い能力を有していてもよく、か
つ／または細胞におけるＴＬＲ２シグナル伝達経路を刺激する高い能力を有していてもよ
く、かつ／または細胞からのサイトカイン、特にＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ
－１０およびＴＮＦ－αの産生を刺激する高い能力を有していてもよく、かつ／または哺
乳類、例えばヒトの細胞のＴＥＲを増加させる高い能力を有していてもよい。
【００９５】
　さらなる態様では、本発明は、薬として使用され、特に腸粘膜免疫系機能を促進するた
め、哺乳類における腸粘膜バリアの物理的完全性を維持、回復および／または増大させる
ため、哺乳類におけるグルコースおよび／またはコレステロールおよび／またはトリグリ
セリド恒常性を維持、回復および／または改善するために使用されるか、哺乳類における
食餌誘発性肥満症などの肥満症、メタボリックシンドローム、インスリン欠乏もしくはイ
ンスリン抵抗性関連疾患、２型糖尿病、１型糖尿病、妊娠糖尿病、子癇前症、炎症性腸疾
患（ＩＢＤ）、過敏性腸症候群（ＩＢＳ）、耐糖能異常、脂質代謝異常、アテローム性動
脈硬化症、高血圧症、心臓病、脳卒中、非アルコール性脂肪性肝疾患、アルコール性脂肪
性肝疾患、高血糖症、脂肪肝、脂質異常症、肥満症（体重増加）に関連する免疫系の機能
不全、アレルギー、喘息、自閉症、パーキンソン病、多発性硬化症、神経変性疾患、鬱病
、バリア機能障害に関連する他の疾患、創傷治癒、行動障害、アルコール依存症、心血管
疾患、高コレステロール、高トリグリセリド、アテローム性動脈硬化症、睡眠時無呼吸、
骨関節炎、胆嚢疾患、癌ならびに食物アレルギー、例えば未熟児、放射線への曝露、化学
療法および／または毒素による腸の未成熟、自己免疫不全、栄養不良、敗血症などの腸粘
膜バリアの物理的完全性を変える病気からなる群から選択される疾患または病気を予防お
よび／または治療するために使用されるか、哺乳類の腸における抗炎症活性を促進するた
めに使用されるか、あるいは哺乳類における体重減少を促進するために使用される、本明
細書に教示されているポリペプチド、本明細書に教示されている宿主細胞または本明細書
に教示されている組成物に関する。
【００９６】
　一実施形態では、哺乳類、例えばヒトは、任意の年齢群（例えば、乳幼児、成人、高齢
者）および任意の性別（男性および女性）であってもよい。一実施形態では、哺乳類は乳
幼児（例えば、新生児、乳児、幼児など）、特に未熟児で産まれた乳幼児であってもよい
。
【００９７】
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　哺乳類は任意の哺乳類、例えば、ヒト、非ヒト霊長類、齧歯類、ネコ、イヌ、ウシ、ウ
マなどであってもよい。好ましい実施形態では、哺乳類はヒトである。
【００９８】
　本発明を以下の実施例によってさらに例示するが、それらに限定されない。上記考察お
よび以下の実施例から、当業者は本発明の不可欠な特性を確認することができ、その教示
および範囲から逸脱することなく、本発明を様々な使用および条件に対応させるためにそ
の様々な変更および修正を行うことができる。従って、本明細書に図示さおよび記載され
ているものだけでなく、本発明の様々な修正が上記説明から当業者には明らかであろう。
そのような修正も添付の特許請求の範囲に含まれることが意図されている。
【図面の簡単な説明】
【００９９】
【図１】Ａ）総体重増加（ｇ）（ｎ＝８～１０）。Ｂ）タイムドメイン核磁気共鳴で測定
した総脂肪量増加（ｇ）（ｎ＝８～１０）。Ｃ）毎日の食糧摂取量。Ｄ）血漿ＶＬＤＬ、
ＬＤＬおよびＨＤＬコレステロール濃度（ｎ＝８～１０）。Ｅ）血漿グルコース（ｍｇ．
ｄｌ－１）プロファイル、およびＦ）グルコース負荷後－３０～１２０分間に測定した平
均曲線下面積（ＡＵＣ）（ｍｇ．ｄｌ－１／分、ｎ＝８～１０）。Ｇ）デンシトメトリー
によって測定した場合のローディングコントロール上の対照とインスリン刺激したｐ－Ｉ
Ｒβとの比（ｎ＝３～５）。ＨおよびＩ）デンシトメトリーによって測定した場合のロー
ディングコントロール上の対照とインスリン刺激したｐ－Ａｋｔｔｈｒ３０８およびｐ－
Ａｋｔｓｅｒ４７３との比（ｎ＝３～５）を示す。
【０１００】
　配列表
配列番号１：Ａｍｕｃ－１１００ポリペプチドのアミノ酸配列
配列番号２：Ａｍｕｃ－１１００ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
配列番号３：Ａｍｕｃ－１１００ポリペプチドの予測されるＮ末端シグナル配列のアミノ
酸配列
配列番号４：Ａｍｕｃ－１１００ポリペプチドの予測されるＮ末端シグナル配列のヌクレ
オチド配列
【実施例】
【０１０１】
　実施例１：Ａｍｕｃ－１１００タンパク質を産生するように遺伝子改変された細菌の作
製
　方法：
　成熟したＡｍｕｃ－１１００をコードするポリヌクレオチド（配列番号２のヌクレオチ
ド配列）を、ｐＥＴ２８誘導体の誘導Ｔ７プロモーターの制御下でＣ末端Ｈｉｓタグと共
に大腸菌ＴＯＰ１０にクローニングし、過剰産生のために大腸菌ＢＬ２３（ＤＥ３）の中
に導入した。この目的のために、得られるポリペプチドがアミノ酸配列ＭＩＶＮＳで開始
するように、ＡＴＧ開始コドンを配列番号２のヌクレオチド配列に追加した。全ての構築
物をＳａｎｇｅｒ配列分析によって確認した。過剰発現されたＡｍｕｃ－１１００を保有
する構築物により、Ｎｉカラム親和性クロマトグラフィーによって見た目が均質になるま
で精製した可溶性Ａｍｕｃ－１１００タンパク質の過剰産生が得られ、１００～３００ｕ
ｇ／ｍｌの濃度で使用した。精製したＡｍｕｃ－１１００を使用して、先に記載したよう
に本質的にウサギにおいて抗体を産生した(Reunanen Jら 2012, Appl Environ Microbiol
 78:2337-44)。
【０１０２】
　結果：
　その結果から、本発明のポリヌクレオチド（配列番号２）で形質転換された大腸菌が、
記載されているように(Tailford LEら 2015, Nat Commun. 6:7624)、Ｎｉカラムクロマト
グラフィーを用いて容易に単離することができる可溶型のＡｍｕｃ－１１００タンパク質
を産生することができたことが分かる。
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【０１０３】
　実施例２：ＴＬＲ２シグナル伝達経路の相互作用および刺激
　方法：
　Ａｍｕｃ－１１００がＴＬＲ２および他のＴＬＲ受容体に結合し、かつその後にＴＬＲ
２および他のＴＬＲシグナル伝達経路を刺激する能力を試験するために、ＴＬＲ２および
ＴＬＲ４受容体を発現するレポーター細胞株を調製した。Ａｍｕｃ－１１００がＴＬＲ２
またはＴＬＲ４を発現する細胞株に結合し、かつその後に前記細胞においてＴＬＲ２およ
び／またはＴＬＲ４シグナル伝達経路を刺激する能力を、レポーター細胞からのＮＫ－ｋ
Ｂの産生を測定することによりインビトロで試験した。
【０１０４】
　簡単に言うと、ｈＴＬＲ２およびｈＴＬＲ４細胞株（Ｉｎｖｉｖｏｇｅｎ社、米国カリ
フォルニア州）を使用した。上記受容体を対応するリガンドで刺激するとＮＦ－κＢおよ
びＡＰ－１が活性化され、これが分泌型胚アルカリホスファターゼ（ＳＥＡＰ）の産生を
誘導し、そのレベルを分光光度計（Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘ）で測定することができる。維
持培地として４．５ｇ／ｌのＤ－グルコース、５０Ｕ／ｍｌのペニシリン、５０μｇ／ｍ
ｌのストレプトマイシン、１００μｇ／ｍｌのＮｏｒｍｏｃｉｎ、２ｍＭのＬ－グルタミ
ンおよび１０％（ｖ／ｖ）の熱不活性化ウシ胎児血清（ＦＢＳ）が添加されたダルベッコ
変法イーグル培地（ＤＭＥＭ）を用いて全ての細胞株を増殖させ、かつ７０～８０％の集
密度まで継代した。各細胞株のために、２０μｌのＡｍｕｃ－１１００懸濁液を添加して
免疫応答実験を行った。レポーター細胞をＡｍｕｃ－１１００と共に５％のＣＯ２インキ
ュベーターにおいて３７℃で２０～２４時間インキュベートした。受容体リガンドＰａｍ
３ＣＳＫ４（ｈＴＬＲ２のために１０ｎｇ／ｍｌ）およびＬＰＳ－ＥＢ（ｈＴＬＲ４のた
めに５０ｎｇ／ｍｌ）を陽性対照として使用し、どんな選択的抗生物質も含まない維持培
地を陰性対照として使用した。１８０μＬのＱＵＡＮＴＩ－Ｂｌｕｅ（Ｉｎｖｉｖｏｇｅ
ｎ社、米国カリフォルニア州）を２０μＬの誘導されたｈＴＬＲ２およびｈＴＬＲ４の上
澄みに添加してから１５分、１時間、２時間および３時間後にＯＤ６００を測定してＳＥ
ＡＰ分泌を検出した。実験を３回行った。
【０１０５】
　結果：
　その結果から、Ａｍｕｃ－１１００はＴＬＲ２と相互作用することができたことが分か
る。さらに、その結果から、Ａｍｕｃ－１１００はＴＬＲ２を発現するレポーター細胞に
免疫刺激効果を与えたこと、すなわちＡｍｕｃ－１１００はレポーター細胞からのＮＦ－
κＢの放出を刺激することができたことが分かる。
【０１０６】
　実施例３：末梢血単核細胞からのサイトカイン放出の刺激
　方法：
　末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）からのサイトカインの産生または放出を刺激するＡｍｕｃ
－１１００の能力をインビトロで試験した。簡単に言うと、Ｓａｎｑｕｉｎ血液銀行（オ
ランダのナイメーヘン）から３人の健康なドナーの末梢血を受け取った。製造業者のプロ
トコル（Amersham biosciences社、スウェーデンのウプサラ）に従い、Ficoll-Paque Plu
s勾配遠心分離を用いて、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を健康なドナーの血液から分離し
た。遠心分離後、単核細胞を回収し、イスコフ改変ダルベッコ培地（ＩＭＤＭ）＋Ｇｌｕ
ｔａｍａｘ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社、オランダのブレダ）で洗浄し、ペニシリン（１０
０Ｕ／ｍｌ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）、ストレプトマイシン（１００μｇ／ｍｌ）（
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）および１０％熱不活性化ＦＢＳ（Ｌｏｎｚａ社、スイスのバー
ゼル）が添加されたＩＭＤＭ＋Ｇｌｕｔａｍａｘにおいて０．５×１０６細胞／ｍｌにな
るまで調整した。ＰＢＭＣ（０．５×１０６細胞／ウェル）を４８ウェル組織培養プレー
トに播種した。各ドナーのために、陰性対照（培地のみ）を使用した。
【０１０７】
　ＰＢＭＣを生きたままか９９℃で１０分間加熱したアッカーマンシア・ムシニフィラ細
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胞（ＰＢＭＣに対して１：１０の比）またはＡｍｕｃ－１１００で１日刺激し、その後、
FACS CantoII(Becton Dickinson社)上で製造業者のプロトコルに従い、複合分析（ヒト炎
症ＣＢＡキット、Becton and Dickinson社）を用いて、培養物上澄みにおけるサイトカイ
ンＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１βおよびＩＬ－１２ｐ７０の
産生を測定し、BD FCAPソフトウェア(Becton Dickinson社)を用いて解析した。製造業者
による検出限界は、３．６ｐｇ／ｍｌのＩＬ－８、７．２ｐｇ／ｍｌのＩＬ－１β、２．
５ｐｇ／ｍｌのＩＬ－６、３．３ｐｇ／ｍｌのＩＬ－１０、３．７ｐｇ／ｍｌのＴＮＦ－
α、１．９ｐｇ／ｍｌのＩＬ－１２ｐ７０であった。
【０１０８】
　結果
　その結果から、対照条件（培地のみ）と比較して、Ａｍｕｃ－１１００はサイトカイン
の産生を刺激することができ、すなわちＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０お
よびＴＮＦ－αのレベルの上昇が観察されたことが分かる。４．５μｇ／ｍｌのＡｍｕｃ
－１１００によって誘導されたサイトカインのレベルは、生きたままの形態または熱で死
滅された形態のいずれかの５×１０６細胞のアッカーマンシア・ムシニフィラと同様のレ
ベルであった（以下の表１を参照）。
【表１】

【０１０９】
　実施例４：経上皮抵抗性（ＴＥＲ）の調節
　方法：
　生体外でＣａｃｏ－２細胞のＴＥＲを刺激または上昇させるＡｍｕｃ－１１００の能力
を測定することにより、腸上皮細胞層の完全性を促進するＡｍｕｃ－１１００の能力を評
価した。簡単に言うと、Ｃａｃｏ－２細胞（５×１０４細胞／インサート）をＭｉｌｌｉ
ｃｅｌｌ細胞培養インサート（３μｍの細孔径、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ社）に播種し、８日
間増殖させた。細菌細胞をRPMI 1640で１回洗浄し、RPMI 1640中に０．２５（約１０８細
胞）のＯＤ６００ｎｍでインサート上に塗布した。精製したＡｍｕｃ－１１００を０．０
５、０．５および５μｇ／ｍｌの濃度でインサート上に塗布した。Ａｍｕｃ－１１００の
添加から０時間および２４時間後の時点でMillicell ERS-2 TER測定器（Ｍｉｌｌｉｐｏ
ｒｅ社）を用いて細胞培養物から経上皮抵抗性を決定した。
【０１１０】
　結果：
　その結果から、０．０５μｇ／ｍＬのＡｍｕｃ－１１００は、Ｃａｃｏ－２細胞との２
４時間の共培養後に既に約１０８アッカーマンシア・ムシニフィラ細胞と同様のレベルで
ＴＥＲを有意に増加させることができたことが分かった。
【０１１１】
　実施例５：食餌誘発性代謝機能不全の調節
　１０～１１週齢のＣ５７ＢＬ／６Ｊマウスのコホート（１サブセットにつきｎ＝１０）
に、Ｅｖｅｒａｒｄらによって以前に記載されたように(2013. PNAS. Vol. 110(22):9066
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-9071)、対照飼料（ＮＤ）またはＨＦ飼料（ＨＦＤ、６０％の脂肪および２０％の炭水化
物（ｋｃａｌ／１００ｇ）からなるＤ１２４９２ｉ、Research Diet社、米国ニュージャ
ージー州ニューブランズウィック）を与えた。Ｌｕｃｏｖａｃらによって記載されている
ように(2014, mBio 01438-14)、アッカーマンシア・ムシニフィラＭｕｃＴを合成培地（
１リットルの脱イオン水当たり、０．４ｇのＫＨ２ＰＯ４、０．６６９ｇのＮａ２ＨＰＯ

４．２Ｈ２Ｏ、０．３ｇのＮＨ４Ｃｌ、０．３ｇのＮａＣｌ、０．１ｇのＭｇＣｌ２．６
Ｈ２Ｏ、１０ｇのカジトン、１ｍＭのＬ－トレオニン、１ｍｌの微量のミネラル液、５ｍ
ＭのＬ－フコースおよび５ｍＭのＤ－グルコースを含有）上で増殖させ、濃縮し、２５％
のグリセリンを含有するＰＢＳで製剤化し、Ｅｖｅｒａｒｄらによって記載されているよ
うに（上記を参照）－８０℃で貯蔵した。ＨＦＤを摂取しているマウスのサブセットは、
毎日の強制経口投与によって無菌の嫌気性ＰＢＳに懸濁させた２×１０８ｃｆｕ／０．１
５ｍｌのアッカーマンシア・ムシニフィラ(HFD Akk)（これは１０倍希釈のアッカーマン
シア・ムシニフィラを含み、２．５％のグリセリン最終濃度が得られた）をさらに摂取し
た。ＮＤおよびＨＦＤ群を、Ｅｖｅｒａｒｄらによって以前に記載されているように（上
記を参照）２．５％のグリセリンを含有する当量体積の無菌嫌気性ＰＢＳの強制経口投与
によって毎日治療した。ＨＦＤを摂取しているマウスのさらなるサブセットは、２．５％
のグリセリンを含有する当量体積の無菌ＰＢＳ中に３．１μｇのタンパク質Ａｍｕｃ－１
１００の毎日の強制経口投与によって送達されるＡｍｕｃ－１１００ペプチドをさらに摂
取した。ＨＦＤ給餌マウスのＡｍｕｃ－１１００による治療は、生きたままのアッカーマ
ンシア・ムシニフィラ細菌（図１Ａおよび図１Ｂ）と比較した場合、食糧摂取量に影響を
与えずに（図１Ｃ）、体重および脂肪量増加における同様またはさらにそれ以上の顕著な
減少を引き起こした。アッカーマンシア・ムシニフィラまたはＡｍｕｃ－１１００による
治療は、血清ＨＤＬコレステロールにおける有意な減少およびＬＤＬコレステロールの同
様の傾向を有するＨＦＤ誘発性高コレステロール血症も治した（図１Ｄ）。
【０１１２】
　注目すべきことに、Ａｍｕｃ－１１００による治療によって未治療のＨＦＤ給餌マウス
と比較した場合に血清トリグリセリドの有意な減少が生じた。さらに、Ａｍｕｃ－１１０
０治療は脂肪細胞の平均直径もＨＦＤ給餌マウスにおいて３８マイクロメートルから２９
マイクロメートルに減少させ、これは未治療のマウスで認められる同様の直径（２７マイ
クロメートル）であった。
【０１１３】
　興味深いことに、Ａｍｕｃ－１１００の投与は生細菌と同じ効力で耐糖能異常を減少さ
せた（図１Ｅ～図１Ｆ）。
【０１１４】
　グルコース代謝をさらに調査するために、本発明者らは、門脈にインスリンを注射して
インスリン過敏症を調査した。本発明者らは、トレオニン（Ａｋｔｔｈｒ）およびセリン
（Ａｋｔｓｅｒ）部位で、肝臓におけるインスリン受容体（ＩＲ）およびその下流メディ
エーターＡｋｔのインスリンで誘導されるリン酸化を解析した（図１Ｇ）。ＨＦＤの投与
は、対照固形飼料が与えられたマウスと比較した場合に全てのタンパク質のリン酸化の減
少を引き起こし、Ａｋｔｔｈｒの場合に有意性に到達した（図１Ｈ）。生きたままのアッ
カーマンシア・ムシニフィラまたはＡｍｕｃ－１１００での治療はこれらの効果を中和し
、未治療のＨＦＤ給餌マウスと比較した場合に、Ａｍｕｃ－１１００で治療したマウスに
おいて有意により高いレベルのｐ－ＩＲおよびｐ－Ａｋｔｔｈｒ（図１Ｇ～図１Ｈ）なら
びに生細菌で治療したマウスにおいて有意により高いレベルのｐ－Ａｋｔｓｅｒ（図１Ｉ
）が得られた。
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