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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒトまたは動物の対象体における皮膚創傷を治癒するために皮膚創傷に直接投与するの
に用いる局所用医薬組成物であって、
　前記局所用医薬組成物は、乳酸菌および少なくとも１つの薬学的に許容される担体また
は賦形剤を含み、
　前記乳酸菌は、ラクトバチルス・ロイテリ株であり、かつ、前記乳酸菌においてＣＸＣ
Ｌ１２、ＣＸＣＬ１７、およびＹｍ１からなる群から選択されるタンパク質を発現可能な
プラスミドで形質転換されている、局所用医薬組成物。
【請求項２】
　前記プラスミドは、
　（ｉ）配列番号３もしくは２に示されるアミノ酸配列またはこれらの配列との配列同一
性が少なくとも９０％であるアミノ酸配列を有するネズミＣＸＣＬ１２－１α、
　（ｉｉ）配列番号６もしくは５に示されるアミノ酸配列またはこれらの配列との配列同
一性が少なくとも９０％であるアミノ酸配列を有するヒトＣＸＣＬ１２－１α、
　（ｉｉｉ）配列番号９もしくは８に示されるアミノ酸配列またはこれらの配列との配列
同一性が少なくとも９０％であるアミノ酸配列を有するネズミＣＸＣＬ１７、
　（ｉｖ）配列番号１２もしくは１１に示されるアミノ酸配列またはこれらの配列との配
列同一性が少なくとも９０％であるアミノ酸配列を有するヒトＣＸＣＬ１７、
　（ｖ）配列番号１５もしくは１４に示されるアミノ酸配列またはこれらの配列との配列
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同一性が少なくとも９０％であるアミノ酸配列を有するネズミＹｍ１、及び
　（ｖｉ）配列番号１８もしくは１７に示されるアミノ酸配列またはこれらの配列との配
列同一性が少なくとも９０％であるアミノ酸配列を有するヒトＹｍ１
から選択されるタンパク質をコードするヌクレオチド配列を含む、請求項１に記載の局所
用医薬組成物。
【請求項３】
　前記プラスミドは、乳酸菌における発現を可能にする１つ以上の調節配列を含み、前記
調節配列は、乳酸菌から得られるか、または乳酸菌由来である、請求項１または２に記載
の局所用医薬組成物。
【請求項４】
　前記タンパク質の発現は、調節可能である、請求項１～３のいずれか１項に記載の局所
用医薬組成物。
【請求項５】
　前記プラスミドは、誘導性プロモーターの制御下に、前記タンパク質のうち１つ以上を
コードする１つ以上のヌクレオチド配列を含む、請求項１～４のいずれか１項に記載の局
所用医薬組成物。
【請求項６】
　前記プラスミドは、乳酸菌のナイシンレギュロン、サカシンＡレギュロン、またはサカ
シンＰレギュロン由来の誘導性プロモーターおよび調節因子を含む、請求項１～５のいず
れか１項に記載の局所用医薬組成物。
【請求項７】
　前記誘導性プロモーターは、前記サカシンＰレギュロン由来のＰｏｒｆＸプロモーター
である、請求項５または６に記載の局所用医薬組成物。
【請求項８】
　前記プラスミドは、配列番号２０の配列を有するｐＳＩＰ４１１と呼ばれるプラスミド
由来である、請求項１に記載の局所用医薬組成物。
【請求項９】
　前記タンパク質をコードする前記ヌクレオチド配列は、乳酸菌における発現のためにコ
ドン最適化されている、請求項１～８のいずれか１項に記載の局所用医薬組成物。
【請求項１０】
　前記プラスミドは、配列番号１、配列番号４、配列番号７、配列番号１０、配列番号１
３、および配列番号１６の配列を含むヌクレオチド配列、ならびに前記配列との配列同一
性が少なくとも９０％であるヌクレオチド配列を有する群から選択される１つ以上のヌク
レオチド配列を含む、請求項１～９のいずれか１項に記載の局所用医薬組成物。
【請求項１１】
　前記局所用医薬組成物が創傷被覆材の形態である請求項１～１０のいずれか１項に記載
の局所用医薬組成物。
【請求項１２】
　皮膚創傷の治癒における局所使用のための医薬キットであって、該キットは、
　（ｉ）請求項１～１０のいずれか１項に記載のプラスミドで形質転換されている乳酸菌
であって、前記プラスミドは、乳酸菌において前記タンパク質を発現可能な誘導性プロモ
ーターの制御下に、前記タンパク質をコードするヌクレオチド配列を含む、乳酸菌と、
　（ｉｉ）前記プロモーターのための誘導物質と
を含む、キット。
【請求項１３】
　皮膚創傷の治癒における局所使用のための医療器具であって、前記医療器具は、請求項
１～１０のいずれか１項に記載の乳酸菌を含む、医療器具。
【請求項１４】
　前記乳酸菌は、凍結乾燥されている、請求項１２に記載のキット。
【請求項１５】
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　前記キットは、前記凍結乾燥した乳酸菌を再懸濁するための液体をさらに含む、請求項
１４に記載のキット。
【請求項１６】
　前記液体は、前記誘導物質を含有する、請求項１５に記載のキット。
【請求項１７】
　前記キットは、前記乳酸菌を含有する創傷被覆材を含む、請求項１２、１４～１６のい
ずれか１項に記載のキット。
【請求項１８】
　前記キットは、創傷被覆材をさらに含む、請求項１２、１４～１６のいずれか１項に記
載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は、概して、組み換えプラスミドに関し、特に、乳酸菌細胞を形質転換した際に、
免疫細胞を標的とする組み換えタンパク質を発現することができ、該タンパク質は、ネズ
ミおよびヒトのＣＸＣＬ１２ １α、ＣＸＣＬ１７およびＹｍ１からなる群から選択され
る、プラスミドに関する。さらに、本発明は、前記プラスミドで形質転換した乳酸菌、な
らびにヒトおよび動物の創傷治癒における該乳酸菌の使用に関する。
【０００２】
　創傷治癒のプロセスは、互いに重複する段階（凝固期、炎症期、および増殖／再構築期
）を有しており、その各段階では、局所的な微環境の構成要素が経時的に変化し、異なる
細胞種が異なる役割を果たしている。治癒プロセスに関係する細胞で重要なのは、血小板
、ケラチン生成細胞／上皮細胞、線維芽細胞／筋線維芽細胞、種々の免疫細胞、および内
皮細胞である。体内の組織は、すべて傷付けられ得、治癒プロセスはいくらか臓器特異的
であるが、損傷を受けた細胞は、類似した初期シグナルを誘発する。最も研究されている
創傷治癒の態様は、肌におけるものである。
【０００３】
　組織の損傷はホメオスタシスを混乱させるが、これによって凝固プロセスが開始されて
交感神経系が活性化される。血栓（blood clot）を形成する血小板がシグナルを放出し、
主にＰＤＧＦ（血小板由来成長因子）およびＴＧＦ（トランスフォーミング成長因子）に
より、局所環境が変化する（参考文献１）。損傷を受け、かつストレスを受けた細胞は、
好中球や単球などの免疫細胞の動員を開始する警報シグナルを放出する。免疫細胞は、傷
付いた組織内において、様々なケモカインや、ＶＥＧＦ－Ａ、ＦＧＦおよびＥＧＦ（血管
内皮成長因子Ａ、線維芽細胞成長因子、上皮成長因子）などの成長因子、ＲＯＳ（活性酸
素種）、マトリクス消化酵素を分泌し、これによって微環境が変化して、治癒プロセスが
、機能しない死んだ組織がマクロファージによって除去される増殖期へと入ることが可能
になる。線維芽細胞やケラチン生成細胞などの細胞は、創傷縁部から創傷中心に向かって
内部へと移動し、コラーゲンおよび細胞外マトリクスの層で創傷表面を覆う。その後、創
傷内の線維芽細胞は、創傷が収縮して最終的に閉鎖することを可能にする収縮性α－ＳＭ
Ａ（α－平滑筋アクチン）を発現する筋線維芽細胞へと変化する。線維芽細胞から筋線維
芽細胞への変化は、微環境からのシグナルに依存しており、そのシグナルの一部は免疫細
胞に由来するものであって、免疫細胞は主にマクロファージである。このプロセスの間に
、血管が成長して、新しく形成された組織である肉芽組織となる。一般に、この段階の間
に、隣接した領域へ流れる血流が増加することによって、免疫細胞の動員や患部への移動
に加えて、酸素および栄養素の可用性が増大する。
【０００４】
　創傷が閉鎖した後、患部は、ケラチン生成細胞／上皮細胞によって再上皮化され、これ
によって臓器関門の完全性が回復する。創傷が閉鎖した後であっても、組織の再構築が起
こってマトリクス構造が正常化され、関係していた免疫細胞の大部分は死ぬか、その部位
から離れる。また、この段階では、死んだ細胞または死にそうな細胞は、残った組織マク
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ロファージに取り込まれて除かれる（貪食される）（参考文献１）。素早い創傷治癒によ
って、合併症や患者の不快感が低減される。
【０００５】
　皮膚または粘膜の創傷治癒が損なわれるかまたは遅延することは、痛み、病原体への直
接的な曝露、組織機能の喪失、および体温と体液との平衡調節の喪失の原因となる世界的
な臨床上の問題である。厳重に調節されている創傷治癒プロセスが損なわれ、通常よりも
長期間、皮膚または粘膜の創傷が治癒されずに残り、最悪の場合は慢性化する異常がいく
つか存在する。
【０００６】
　特に四肢においては、肌への血流が減少することによって、治癒プロセスの効率が著し
く低下する。ＰＡＤ（末梢動脈疾患）、間欠性跛行、動脈硬化斑による静脈不全または血
管閉塞などの、肌の灌流が低下するか血管系の機能が損なわれる病態がいくつか存在する
。創傷領域への血流が損なわれると、酸素および栄養素が不足し、組織の再構築の助けと
なる細胞が壊死によって死ぬか、その場においてその役割を果たすことができなくなる。
また、周囲の組織も、酸素および栄養素が十分に供給されない場合は、機能性を喪失し、
最後には死んでいく。組織は、再構築期の間、代謝的に非常に活発化しており、酸素の消
費量は高い。
【０００７】
　皮膚の創傷治癒を損なわせる別の要因は、高血糖症および糖尿病である。高血糖状態で
は、細胞シグナル伝達および免疫系の機能が損なわれる。糖尿病に起因する合併症として
は、微小血管の変化および末梢ニューロンの障害が挙げられる。その結果、糖尿病患者は
、その足に、一般に糖尿病性足病変と呼ばれる慢性創傷を発症することが多い。現在、こ
のような患者に対して利用可能な治療は、全身抗生物質処理および閉鎖創傷被覆材ととも
に、外科的創傷清拭またはコラゲナーゼを用いて死組織を除去することである。成長因子
および生体適合材料を慢性創傷に適用する実験研究が行われている（参考文献２）。
【０００８】
　Ｃ－Ｘ－Ｃモチーフケモカイン１２（ＣＸＣＬ１２）としても知られている間質細胞由
来因子１（ＳＤＦ－１）は、ヒトにおいて、ＣＸＣＬ１２遺伝子にコードされたケモカイ
ンタンパク質である。国際公開公報第２００９／０７９４５１号には、対象体（subject
）の創傷治癒を促進する方法であって、対象体の創傷治癒を促進するのに有効な量のＳＤ
Ｆ－１を、創傷に直接投与するかまたは創傷の近傍領域に投与することを含む、方法が開
示されている。
【０００９】
　治癒プロセス中、ある特定のプロバイオティクス（ラクトバチルス・ロイテリ（Lactob
acillus reuteri）ＡＴＣＣ ＰＴＡ ６４７５）を飲料水に添加した場合、すなわちその
細菌を摂取した場合に、創傷治癒が促進されることが示されている（参考文献９）。さら
に、ラクトバチルス・プランタルム（Lactobacillus plantarum）の培養上清が、慢性創
傷に感染していることが一般的である緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）によるバイオフ
ィルムの産生を阻害することが実証されている（参考文献１０）。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　驚くべきことに、本発明にしたがって、サイトカインなどの特定のタンパク質を発現す
るように改変された乳酸菌が、創傷治癒の促進に有用であることが見出された。乳酸菌は
、ヒトの肌にまばらに存在しており（参考文献１３）、肌における治療介入に用いられる
細菌として期待される選択肢ではない。ラクトバチルス属は、大腸菌（E. coli）および
黄色ブドウ球菌（S. aureus）のようなより一般的に用いられる細菌と比較して、相対的
に成長が遅く、また特別な培地を必要とするため、取り扱いが難しい。さらに、ラクトバ
チルス属においては、転写、翻訳、およびタンパク質フォールディングのための細胞内装
置が限定されている。このため、異種タンパク質をコードするヌクレオチド配列は、この
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特定の細菌株に合うように最適化されなければならない。
【００１１】
　創傷治癒の異なる段階には、それぞれ、変更されることで治癒プロセスを変化させるこ
とができる重要な事象が含まれる。治癒プロセス中の血管再構築は、ＶＥＧＦ－Ａ（血管
内皮成長因子Ａ）の発現やＣＸＣＬ１２（ＳＤＦ－１としても知られている；配列番号３
および６）などの一連のケモカインの発現を調節する低酸素誘導因子１α（ＨＩＦ－１α
）の誘導に大きく依存している。ＣＸＣＬ１２は、組織において恒常的に発現され、白血
球および内皮細胞に見出される受容体ＣＸＣＲ４を介して作用し、複数の細胞作用を引き
起こす（参考文献３）。ＣＸＣＬ１２は、組織の再構築に特化したマクロファージにおい
て、高レベルで見出される（参考文献４）。レンチウイルスベクターを用いて、ＣＸＣＬ
１２を真皮で過剰発現させると、糖尿病マウスにおいて創傷治癒が改善した（参考文献５
）。
【００１２】
　最近発見された別のケモカインはＣＸＣＬ１７（配列番号９および１２）であり、これ
は、組織マクロファージの表現型にＣＸＣＬ１２と同様の影響を及ぼす。ＣＸＣＬ１２と
同様、ＣＸＣＬ１７は、細胞培養において測定されるＶＥＧＦ－Ａと同時調節される（参
考文献６）。ＣＸＣＬ１７は、主に粘膜組織に見出され、同様に肌に見出される病原性細
菌に対して直接抗菌性を発揮する一方、ラクトバチルス・カゼイ（Lactobacillus casei
）の生存には影響を及ぼさないことが報告されている（参考文献７）。
【００１３】
　さらなる重要なタンパク質は、Ｙｍ１（配列番号１５および１８）であり、これは、キ
チナーゼ様タンパク質である。キチンは、細菌性バイオフィルムにおける一般的な多糖で
ある。Ｙｍ１は、バイオフィルムの生成の抑制と、組織再構築および創傷治癒に重要なマ
クロファージ機能の誘導との両方を行い、また、血管細胞と上皮細胞のどちらにも取り込
まれないので、マクロファージ特異的である（参考文献８）。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　したがって、第１の態様において、本発明は、乳酸菌において（すなわち、乳酸菌細胞
を形質転換した際に）タンパク質を発現可能な組み換えプラスミドであって、該タンパク
質は、ヒトおよび動物対象体において、皮膚または粘膜の創傷治癒などの創傷治癒を改善
させるのに有用なものである、組み換えプラスミドを提供する。該タンパク質は、好まし
くは、マクロファージなどの免疫細胞およびその前駆体を標的とする能力によって、創傷
治癒に有用である。該タンパク質は、好ましくは、サイトカインまたはケモカインである
。最も好ましくは、該タンパク質は、ネズミＣＸＣＬ１２、特にネズミＣＸＣＬ１２－１
α（配列番号３）；ヒトＣＸＣＬ１２、特にヒトＣＸＣＬ１２－１α（配列番号６）；ネ
ズミＣＸＣＬ１７（配列番号９）；ヒトＣＸＣＬ１７（配列番号１２）；ネズミＹｍ１（
配列番号１５）；およびヒトＹｍ１（配列番号１８）からなる群から選択される。
【００１５】
　より具体的には、本発明の第１の態様は、乳酸菌において（すなわち、乳酸菌細胞を形
質転換した際に）組み換えタンパク質を発現可能なプラスミドであって、該プラスミドは
、ＣＸＣＬ１２、ＣＸＣＬ１７、およびＹｍ１から選択されるタンパク質をコードするヌ
クレオチド配列を含む、プラスミドを提供する。
【００１６】
　より具体的には、ヌクレオチド配列は、ネズミＣＸＣＬ１２、特にネズミＣＸＣＬ１２
－１α；ヒトＣＸＣＬ１２、特にヒトＣＸＣＬ１２－１α；ネズミＣＸＣＬ１７；ヒトＣ
ＸＣＬ１７；ネズミＹｍ１；またはヒトＹｍ１をコードしていてもよい。
【００１７】
　一実施形態において、プラスミドは、配列番号３もしくは２に示されるアミノ酸配列ま
たはこれらの配列との配列同一性が少なくとも８０％であるアミノ酸配列を有するネズミ
ＣＸＣＬ１２－１α；配列番号６もしくは５に示されるアミノ酸配列またはこれらの配列



(6) JP 6581208 B2 2019.9.25

10

20

30

40

50

との配列同一性が少なくとも８０％であるアミノ酸配列を有するヒトＣＸＣＬ１２－１α
；配列番号９もしくは８に示されるアミノ酸配列またはこれらの配列との配列同一性が少
なくとも８０％であるアミノ酸配列を有するネズミＣＸＣＬ１７；配列番号１２もしくは
１１に示されるアミノ酸配列またはこれらの配列との配列同一性が少なくとも８０％であ
るアミノ酸配列を有するヒトＣＸＣＬ１７；配列番号１５もしくは１４に示されるアミノ
酸配列またはこれらの配列との配列同一性が少なくとも８０％であるアミノ酸配列を有す
るネズミＹｍ１；および配列番号１８もしくは１７に示されるアミノ酸配列またはこの配
列との配列同一性が少なくとも８０％であるアミノ酸配列を有するヒトＹｍ１、から選択
されるタンパク質をコードするヌクレオチド配列を含む。
【００１８】
　より具体的には、プラスミドは、乳酸菌においてタンパク質を発現するのに用いられ、
したがって、このような使用のために提供されるか、またはこのような使用に適合される
（例えば、乳酸菌における特異的な使用または特定の使用のために、設計、選択、適合、
または改変される）。したがって、一実施形態において、プラスミドは、広く細菌または
微生物と比較すると、乳酸菌における特異的発現のためのものである。プラスミドは、調
節因子（調節配列）および／または、例えば、乳酸菌における発現のために選択または改
変されたコード配列によって、乳酸菌における発現に適合されてもよい。
【００１９】
　したがって、より具体的な態様において、プラスミドは、乳酸菌において、発現を可能
にするかまたは発現に特異的である１つ以上の調節（すなわち、発現制御）配列を含む。
したがって、プラスミドは、乳酸菌における発現由来の発現制御配列、または乳酸菌にお
ける発現に適した発現制御配列、または乳酸菌における発現に特異的な発現制御配列を含
んでいてもよい。適切な発現制御配列は、例えば、翻訳制御因子（例えば、開始コドンお
よび終止コドン、リボソーム結合部位）および転写制御因子（例えば、プロモーター－オ
ペレーター領域、終結配列）を含み、発現されるタンパク質をコードするヌクレオチド配
列に一致する読み枠に連結されている。調節配列は、タンパク質の発現を駆動または制御
するように、タンパク質をコードするヌクレオチド配列に作動可能に連結されている。プ
ラスミドは、乳酸菌細胞に導入されてもよい。適切な形質転換技術は、文献に詳しく記載
されている。細菌の細胞は、培養されてもよいし、そうでなければ、プラスミドからの前
記タンパク質発現を可能にする条件下で維持されてもよい。これは、対象体の創傷内の条
件を含み得る。
【００２０】
　一実施形態において、タンパク質の発現を制御するプラスミドプロモーターは、乳酸菌
における発現を可能にするプロモーターまたは乳酸菌における発現に特異的なプロモータ
ーである。したがって、プラスミドは、乳酸菌においてタンパク質を発現可能なプロモー
ターの制御下に（すなわち、作動可能に連結された）、タンパク質をコードするヌクレオ
チド配列を含んでいてもよい。特に好適な実施形態において、プラスミドは、乳酸菌プロ
モーターを含む。すなわち、タンパク質の発現を制御するプロモーターは、乳酸菌由来の
プロモーターであり、つまり、より具体的には、乳酸菌において発現される遺伝子から得
られるかまたはそれに由来するプロモーターである。
【００２１】
　ある実施形態において、プラスミドは、乳酸菌プロモーターに加えて、乳酸菌から得ら
れるかまたはそれに由来する他の調節因子または調節配列を含むことによって、タンパク
質の発現を制御してもよい。したがって、例えば、このような他の乳酸菌発現制御因子ま
たは乳酸菌発現制御配列は、エンハンサー、ターミネーターおよび／または上述した翻訳
制御因子または翻訳制御配列を含んでいてもよい。ある実施形態において、プラスミドは
、以下でさらに述べるように、オペレーター配列などのプロモーター、または１つ以上の
調節遺伝子からの発現を制御または調節する調節因子または調節配列を含んでいてもよい
。
【００２２】
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　あるいは、または、さらに、プラスミドは、タンパク質をコードするヌクレオチド配列
が乳酸菌における発現のためにコドン最適化（codon-optimised）されることによって、
乳酸菌における使用に適合（または、改変など）されてもよい。
【００２３】
　好適な実施形態において、タンパク質発現のプロモーターは、調節性（調節可能）プロ
モーターまたは誘導性プロモーターである。したがって、プロモーターを活性化または有
効化（誘導）する調節分子または誘導物質を、細菌に与えるかまたは接触させることによ
って、タンパク質の発現を制御または調節（例えば、所望の時間または適切な時間に、開
始するなど）してもよい。このことは、タンパク質の創傷への送達に関して有利である。
【００２４】
　したがって、本発明のさらなる態様は、乳酸菌におけるタンパク質の発現に用いる発現
系を提供し、該発現系は、（ｉ）乳酸菌において前記タンパク質を発現可能な誘導性プロ
モーターの制御下に、前記タンパク質をコードするヌクレオチド配列を含む、本明細書で
定義されるプラスミドと；（ｉｉ）プロモーターの誘導物質（または調節分子）とを含む
。発現系は、好都合なことには、上記の構成要素（ｉ）および（ｉｉ）を含むキットの形
態で提供され得る。
【００２５】
　本発明のまたさらなる態様は、本明細書で定義される本発明のプラスミドで形質転換し
た（すなわち、プラスミドを含有する）細菌（すなわち、細菌細胞または細菌株）である
。特に、細菌は乳酸菌であり、したがって、本発明は、本明細書で定義される本発明のプ
ラスミドを含有する乳酸菌を提供する。別の表現では、本発明の本態様は、本発明のプラ
スミドが導入された細菌（または細菌細胞）を提供する。
【００２６】
　本明細書でさらに述べるように、本発明のプラスミドおよび細菌は、治癒を促進するの
に有用であり、したがって、損傷を受けた組織を広く含むと本明細書で定義される（さら
に以下を参照）創傷の治癒を促進するのに特に有用である。したがって、本発明のさらな
る態様は、治療における使用のための、より具体的には、創傷治癒における使用のための
、このようなプラスミドおよび細菌を提供する。
【００２７】
　治療を受けるべき対象体の創傷に医薬組成物の形態で投与するために、細菌が提供され
てもよい。したがって、本発明のまたさらなる態様は、本明細書で定義される本発明の細
菌を、医学的に許容される少なくとも１つの担体または賦形剤とともに含む医薬組成物を
提供する。
【００２８】
　より一般的には、本発明は、本発明の細菌を含むプロバイオティクス製品を提供する。
【００２９】
　このような製品、または医薬組成物は、好都合なことには、本発明の細菌を含む創傷被
覆材（wound dressing）の形態をとり得る。したがって、さらなる態様において、本発明
は、先に定義した本発明の細菌を、少なくとも１つの被覆材料とともに含む創傷被覆材を
提供する。
【００３０】
　本発明のまたさらなる態様は、創傷治癒に用いる医薬品（またはプロバイオティクス製
品）の製造のための、本明細書で定義される本発明のプラスミドまたは細菌の使用を提供
する。
【００３１】
　また、対象体を治療して創傷を治癒させる方法も提供され、該方法は、創傷の治癒を促
進するのに有効な量の本明細書で定義される本発明の細菌を、該対象体または該対象体の
創傷に投与することを含む。
【００３２】
　本発明の別の態様は、創傷治癒のためのキットを提供し、該キットは、
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（ｉ）乳酸菌において前記タンパク質を発現可能な誘導性プロモーターの制御下に、前記
タンパク質をコードするヌクレオチド配列を含む、本明細書で定義されるプラスミドと、
（ｉｉ）プロモーターの誘導物質（または調節分子）と
を含む。
【００３３】
　本発明のまたさらなる態様は、医薬製品（例えば、キットまたは組み合わせ製品）を含
み、該医薬製品は、
　創傷治癒における単独使用、順次使用、または同時使用のための（または、対象体の創
傷を治療するための）組み合わせ製剤として、
（ｉ）乳酸菌において前記タンパク質を発現可能な誘導性プロモーターの制御下に、前記
タンパク質をコードするヌクレオチド配列を含む、本明細書で定義されるプラスミドを含
有する乳酸菌と、
（ｉｉ）プロモーターの誘導物質（または調節分子）と
を含む。
【００３４】
　本明細書において、「創傷治癒」なる語は広く用いられ、創傷の治癒を促進または改善
させるいかなる態様も含む。したがって、上記説明した本発明の様々な態様は、あるいは
、創傷治癒を促進、増強または改善させる際の、プラスミドまたは細菌の有用性に関して
定義されてもよいし、単に治癒を促進または増強することに関して定義されてもよい。
【００３５】
　したがって、創傷治癒は、より速い創傷治癒をもたらすか、創傷のより全面的な治癒を
もたらすか、あるいは実際には、創傷の治癒の改良または改善をもたらす、いかなる効果
をも含むか、または包含していてもよく、その例として、創傷を部分的または全面的に閉
鎖するのにかかる時間を短縮するなどの治癒時間の短縮や、創傷の外見（例えば、治癒し
た創傷の外見または治癒途中の創傷の外見）の改善、傷痕形成の抑制または改善、慢性創
傷または不応性創傷の治癒の促進などが挙げられる（すなわち、本発明の細菌を創傷に適
用することによって、これまで治癒しなかった、または治癒の兆候を示さなかった創傷の
治癒が誘導されるか、引き起こされるか、または開始され得る）。創傷については、以下
でより詳細に述べる。
【００３６】
　治療されるべき創傷を有する対象体は、ヒト対象体であってもよいし、飼い慣らされた
動物や家畜、実験動物、スポーツ用の動物、動物園の動物などを含む、動物対象体であっ
てもよい。動物は、好ましくは哺乳動物であるが、鳥類などの他の動物も含まれる。した
がって、動物は、霊長類、齧歯類（例えば、マウスまたはラット）、ウマ、イヌまたはネ
コであり得る。最も好ましくは、対象体はヒトである。
【００３７】
　乳酸菌（ＬＡＢ）すなわちラクトバチルス目は、共通の代謝特性および生理学的特性を
有する、グラム陽性、低ＧＣ、酸耐性で、一般に非胞子形成性であり、非呼吸性である、
桿状（桿菌）または球状（球菌）の細菌の単系統である。この細菌は、炭水化物発酵の主
な代謝最終産物として乳酸を産生し、また酸性度（低ｐＨ範囲）に対する耐性が高いこと
を特徴とする。ＬＡＢは、有機酸の産生（例えば、乳酸）による酸性度の上昇に耐性があ
るので、この特性によって、自然発酵において他の細菌を排除することが可能になる。し
たがって、酸性化によって腐敗原因物質の増加が阻害されるので、ＬＡＢは食品発酵にお
いて重要な役割を担っている。ＬＡＢのうちいくつかの株は、腐敗および病原性微生物の
増殖をさらに阻害するタンパク質性のバクテリオシンも産生する。ＬＡＢは、一般に安全
と認められた（ＧＲＡＳ）ものであり、食品産業で用いられる最も重要な微生物群に含ま
れる。
【００３８】
　乳酸菌の単系統を含む中核的な属は、ラクトバチルス属（Lactobacillus）、ロイコノ
ストック属（Leuconostoc）、ペジオコッカス属（Pediococcus）、ラクトコッカス属（La
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ctococcus）およびストレプトコッカス属（Streptococcus）であり、さらに、より周辺的
なものとしてアエロコッカス属（Aerococcus）、カルノバクテリウム属（Carnobacterium
）、エンテロコッカス属（Enterococcus）、オエノコッカス属（Oenococcus）、スポロラ
クトバチルス属（Sporolactobacillus）、テトラジェノコッカス属（Tetragenococcus）
、バゴコッカス属（Vagococcus）およびワイセラ属（Weissella）である。これらの属の
乳酸菌はいずれも、本発明の範囲に含まれるが、特にラクトバチルス属またはラクトコッ
カス属の細菌である。
【００３９】
　プラスミドは、タンパク質を１つ以上コードしていてもよい。したがって、ＣＸＣＬ１
２タンパク質、ＣＸＣＬ１７タンパク質および／またはＹｍ１タンパク質の組み合わせ（
例えば、ＣＸＣＬ１２、ＣＸＣＬ１７またはＹｍ１を２つ以上）をコードしていてもよい
。あるいは、２種以上のＣＸＣＬ１２タンパク質、ＣＸＣＬ１７タンパク質および／また
はＹｍ１タンパク質（例えば、ネズミＣＸＣＬ１２とヒトＣＸＣＬ１２の両方など）をコ
ードしていてもよい。複数のタンパク質がコードされている場合、タンパク質を単一プロ
モーターの制御下にコードするヌクレオチド配列からタンパク質が発現されてもよいし、
複数のプロモーターを用いてもよい。例えば、各タンパク質は、同一であっても異なって
いてもよい別々のプロモーターから発現されてもよい。同一プラスミドから２つ以上のタ
ンパク質を一緒に発現する技術は、当該技術分野において公知であって、例えば、翻訳連
結技術などが挙げられ、これを実現する手段は当該技術分野において公知であり、また利
用可能である。例えば、Ｐ２Ａ配列およびＴ２Ａ配列を用いた１つのプロモーター下で、
複数の導入遺伝子を同時に発現することができる。
【００４０】
　ＣＸＣＬ１２タンパク質、ＣＸＣＬ１７タンパク質またはＹｍ１タンパク質は、天然タ
ンパク質（すなわち、ヌクレオチド配列が、天然で見られるアミノ酸配列を有するタンパ
ク質をコードしていてもよい）であってもよく、これらのタンパク質が存在するどのよう
な種に由来していてもよい。一般的に、タンパク質は、哺乳動物のタンパク質であり、上
述したように、ヒトおよびネズミのタンパク質が好適である。しかしながら、天然のヌク
レオチド配列またはタンパク質配列は、タンパク質の機能または活性が、実質的に、また
は著しく、変化しない限りにおいて、例えば、タンパク質の活性が実質的に維持される限
りにおいて、例えば１つ以上のアミノ酸の付加、挿入、欠失および／または置換などによ
って改変されていてもよい。タンパク質は、天然タンパク質の断片変異体であってもよい
し、短縮変異体であってもよい。例えば、配列改変変異体タンパク質は、それが由来する
親タンパク質活性の少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、または少
なくとも９５％の活性を示し得る。このことについては、当該技術分野において公知の、
当該タンパク質の活性についての試験にしたがって評価し得る。例えば、タンパク質で処
理した培養細胞におけるライゲーション時の受容体リン酸化またはカルシウムの流入シス
テムや、感染タンパク質に対する細胞動員モデルにおけるインビトロまたはインビボでの
細胞走化性システムにおいて、活性を測定することができる。走化性に基づくインビトロ
でのアッセイについては、参考文献２２および３２に記載されている。さらに、参考文献
３３では、用いられ得るインビトロでのケモカイン活性試験について記載されている。し
たがって、「ＣＸＣＬ１２」、「ＣＸＣＬ１７」または「Ｙｍ１」なる語は、天然タンパ
ク質だけでなく、機能的に等価な天然タンパク質の変異体または誘導体も含む。したがっ
て、タンパク質は、合成変異体であっても、配列改変変異体であってもよく、翻訳後修飾
などの他の改変を１つ以上含んでいてもよい。
【００４１】
　上記した通り、コードされたタンパク質は、天然のヒトタンパク質またはネズミタンパ
ク質に対する上述したアミノ酸配列、すなわち、それぞれネズミＣＸＣＬ１２およびヒト
ＣＸＣＬ１２に対する配列番号３および６、それぞれネズミＣＸＣＬ１７およびヒトＣＸ
ＣＬ１７に対する配列番号９および１２、およびそれぞれネズミＹｍ１およびヒトＹｍ１
に対する１５および１８、からなるものであってもよいし、前記配列のいずれかとの配列
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同一性が少なくとも８０％であるアミノ酸配列を有するものであってもよい。有利には、
さらに上記したとおり、これらの天然タンパク質をコードするヌクレオチド配列は、乳酸
菌での発現のためにコドン最適化されていてもよい。これによって、改変されたタンパク
質のアミノ酸配列がコードされる。例えば、コドン最適化された配列は、乳酸菌に適した
（または、より向いている）分泌配列などの配列をコードしていてもよい。したがって、
コドン最適化されたヌクレオチド配列にコードされた「最適化された」タンパク質は、天
然タンパク質と比較して、変化または置換されたリーダー配列またはシグナル配列（例え
ば、分泌配列）を含んでいてもよい。好適な実施形態において、コドン最適化された配列
にコードされたタンパク質の成熟した形態または切断された形態は、天然タンパク質と同
一である。コドン最適化されたヌクレオチド配列にコードされたタンパク質は、下記表Ｉ
Ｖに挙げた配列番号２、５、８、１１、１４、または１７に示されるアミノ酸配列を有す
るものであってもよい。したがって、プラスミドにコードされたタンパク質は、それぞれ
ネズミＣＸＣＬ１２およびヒトＣＸＣＬ１２に対する配列番号２および５、それぞれネズ
ミＣＸＣＬ１７およびヒトＣＸＣＬ１７に対する８および１１、およびそれぞれネズミＹ
ｍ１およびヒトＹｍ１に対する１４および１７、に示されるアミノ酸配列を有するもので
あってもよいし、前記配列のいずれかとの配列同一性が少なくとも８０％であるアミノ酸
配列を有するものであってもよい。
【００４２】
　他の実施形態において、コードされたタンパク質は、前記アミノ酸配列のいずれかとの
配列同一性が、少なくとも８１％、少なくとも８２％、少なくとも８３％、少なくとも８
４％、少なくとも８５％、少なくとも８６％、少なくとも８７％、少なくとも８８％、少
なくとも８９％、少なくとも９０％、少なくとも９１％、少なくとも９２％、少なくとも
９３％、少なくとも９４％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、
少なくとも９８％または少なくとも９９％であるアミノ酸配列を有するものであってもよ
い。
【００４３】
　配列同一性は、当該技術分野において公知で、容易に利用可能な方法およびソフトウェ
アによって、容易に決定され得る。したがって、配列同一性は、どのような簡便な方法で
評価されてもよい。しかしながら、配列間の配列同一性の程度を求めるためには、例えば
Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗなどの、複数の配列を整列させるコンピュータプログラムが有用であ
る（参考文献２４）。ＡＬＩＧＮ（参考文献２５）、ＦＡＳＴＡ（参考文献２６および参
考文献２７））、ＢＬＡＳＴおよびｇａｐｐｅｄ ＢＬＡＳＴ（参考文献２８）のような
、配列対を比較して整列させるプログラムも、この目的において有用であり、初期設定で
用いられてもよい。さらに、欧州バイオインフォマティクス研究所のＤａｌｉサーバにお
いて、構造に基づいたタンパク質配列の整列が提供されている（参考文献２９、参考文献
３０および参考文献３１）。複数配列の整列および同一性パーセントの算出は、標準的な
ＢＬＡＳＴのパラメータを用いて（例えば、有効な全ての生物の配列と、マトリクスとし
てＢｌｏｓｕｍ６２と、ギャップコストとしてｅｘｉｓｔｅｎｃｅ １１、ｅｘｔｅｎｓ
ｉｏｎ １とを用いて）決定されてもよい。あるいは、以下のプログラムおよびパラメー
タが用いられてもよい：プログラム：Ａｌｉｇｎ Ｐｌｕｓ ４、バージョン４．１０（Ｓ
ｃｉ Ｅｄ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｃｌｏｎｅ Ｍａｎａｇｅｒ Ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ Ｓｕ
ｉｔｅ）；ＤＮＡ比較：全体比較、標準的直線スコアリングマトリクス、不一致ペナルテ
ィ＝２、オープンギャップペナルティ＝４、延長ギャップペナルティ＝１；アミノ酸比較
：全体比較、ＢＬＯＳＵＭ６２スコアリングマトリクス。
【００４４】
　本明細書で定義される天然に存在するポリペプチド配列の変異体は、例えば、部位特異
的変位導入またはランダム変位導入（例えば、遺伝子シャッフリング（gene shuffling）
またはエラープローンＰＣＲを用いる）などの標準的な変位導入技術など、当該技術分野
において公知の標準的な分子生物学的技術を用いることなどによって、合成的に生成させ
ることができる。
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【００４５】
　また、本明細書で定義されるタンパク質の誘導体がコードされていてもよい。誘導体と
は、アミノ酸が、例えばグリコシル化などによって化学的に改変されている上述したタン
パク質またはその変異体を意味する。
【００４６】
　タンパク質が、天然タンパク質の配列に対してアミノ酸置換を含む場合、その置換は、
好ましくは、保存的置換であり得る。「保存的アミノ酸置換」なる語は、アミノ酸が、類
似の物理化学的性質を有するアミノ酸、すなわち同じ分類／群のアミノ酸と入れ替わった
（置換された）アミノ酸置換のことをいう。例えば、小さい残基であるグリシン（Ｇ）、
アラニン（Ａ）、セリン（Ｓ）またはスレオニン（Ｔ）；疎水性または脂肪族残基である
ロイシン（Ｌ）、イソロイシン（Ｉ）、バリン（Ｖ）またはメチオニン（Ｍ）；親水性残
基であるアスパラギン（Ｎ）およびグルタミン（Ｑ）；酸性残基であるアスパラギン酸（
Ｄ）およびグルタミン酸（Ｅ）；正に荷電した（塩基性）残基であるアルギニン（Ｒ）、
リシン（Ｋ）またはヒスチジン（Ｈ）；あるいは芳香族残基であるフェニルアラニン（Ｆ
）、チロシン（Ｙ）およびトリプトファン（Ｗ）が、タンパク質の機能または活性を実質
的に変化させることなしに、区別なく置換され得る。
【００４７】
　上述したように、タンパク質の発現には、誘導性プロモーターを用いることが好適であ
る。「誘導性の」とは、その機能（すなわち、活性、つまりコードしているヌクレオチド
配列の転写を可能にするかまたは引き起こす効果）を調節または制御することができるプ
ロモーターを意味する。したがって、「誘導性の」なる語は、「調節可能な」（または、
「調節性の」）と同義であり、これと区別なく用いられ得る。よって、タンパク質の構成
的発現はない。したがって、タンパク質の発現は、誘導され得る、つまり有効化され得る
（または、より具体的には、有効化および無効化され得る）。より具体的には、発現は、
限られた時間または規定された時間、誘導され得る、つまり有効化され得る。これは、発
現がある期間後に終わるから、および／または細菌細胞が死ぬからであり得る。
【００４８】
　ある実施形態において、プロモーターが誘導される（別の用語では、活性化される）ま
で、プロモーターからの発現（転写）は起こり得ない。しかしながら、いずれの生物系の
場合とも同様に、活性の欠如は完全なものではあり得ず、プロモーター活性またはプロモ
ーターの誘導がない場合でも、基礎的なプロモーター活性がいくらかあり得る。しかしな
がら、好適な実施形態においては、未誘導プロモーターの基礎的発現は低いか、最小限で
あるか、微々たるものであり、あるいは、より好ましくは、僅少であるか無視できるくら
いのものである。したがって、誘導性プロモーターからの発現は、プロモーターが誘導さ
れた場合、誘導されていない場合のプロモーターと比較して、有利には、ある程度、また
は明確に増加する。
【００４９】
　誘導性プロモーターは当該技術分野において公知であって、乳酸菌で使用するための誘
導性プロモーターを含み、乳酸菌での発現に適した適切ないずれの誘導性プロモーターが
用いられ得る。
【００５０】
　誘導性プロモーターは、プロモーターに直接的または間接的に作用し得、添加されるこ
とでプロモーターを誘導し得るか、または、より一般的には、プロモーターの活性化を引
き起こすかまたは可能にしてタンパク質の発現を可能にする誘導物質または活性剤分子の
存在下で誘導（または活性化）され得るか、あるいは、プラスミドを含有する細菌の状況
変化によって、例えば、特定の栄養素の飢餓状態または減少状態などの状況変化を乳酸菌
にもたらすことによって誘導（または活性化）され得る。プロモーターの誘導物質は、一
実施形態においてそれ自体が誘導または活性化され得る調節遺伝子によってコードされて
いてもよい。したがって、「誘導物質」なる語は、本明細書において広く用いられ、誘導
性プロモーターを活性化するかまたは有効化し得る、あるいは誘導性プロモーターの誘導
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を可能にするかまたは引き起こす調節分子、またはこれらを実際に許容する状況を含む。
したがって、誘導性プロモーターの誘導は、調節分子を導入すること（例えば、プラスミ
ドを含有する乳酸菌を接触させること）、またはプロモーターの誘導（活性化）を許容す
る状況を導入することを含んでいてもよい。ある実施形態において、誘導物質は、活性化
ペプチドであり得る。これは、例えば、さらに以下で述べるように、プロモーターを直接
的または間接的に誘導するように作用し得る。
【００５１】
　上述したように、乳酸菌から得られたかまたは乳酸菌に由来するプロモーターが好適で
ある。これらは、天然プロモーターであってもよいし、改変プロモーターまたは変異型プ
ロモーターであってもよい。適当なプロモーターは、例えば、創傷において乳酸菌を成長
させること、および創傷における細菌においてどの遺伝子が発現または上方制御されてい
るのかを決定することによって、特定され得る。その後、このような遺伝子からプロモー
ターが特定され得る。あるいは、当該技術分野において、乳酸菌における、または乳酸菌
のための、いくらかの異なるプロモーターおよび発現系が特定および説明され、または使
用可能となっており、これは、乳酸菌で使用するためのこのようなプロモーターまたは発
現系を含む発現プラスミドを含む。このような公知のプラスミドまたは発現系は、本発明
の組み換えプラスミドの基礎として用いられ得る。
【００５２】
　ラクトバチルス属などのＬＡＢで用いられる様々な誘導性発現系が、当該技術分野にお
いて公知である。一例として、参考文献１９に記載のＬ．プランタルムＮＣ８（plantaru
m NC8）のマンガン輸送体由来のマンガン飢餓誘導性プロモーターに基づく自己誘導系が
挙げられる。この系は、組み換えタンパク質の産生に、外部誘導物質の添加を必要としな
い。
【００５３】
　Ｄｕｏｎｇら（参考文献２０）は、広範囲のｐＷＶ０１レプリコンに基づいた乳酸桿菌
で用いられる発現ベクターであって、フラクトオリゴ糖（ＦＯＳ）、ラクトースまたはト
レハロースの代謝または輸送に関わる、あるいは解糖作用に関わるオペロン由来のプロモ
ーターを含む、ベクターについて述べている。このようなプロモーターは、特定の炭水化
物によって誘導され、グルコースによって抑制され得る。
【００５４】
　より具体的には、誘導性発現系は、ＬＡＢタンパク質、特にバクテリオシンの産生に関
わる誘導性プロモーターを含み得る。このようなプロモーターの活性は、バクテリオシン
レギュロンに基づく同系の調節系、例えば、外部から添加された活性化ペプチド（すなわ
ち、ペプチド形態の誘導物質／調節分子）ならびにヒスチジンタンパク質キナーゼ、およ
び活性化ペプチドによる誘導時に本プロモーターを活性化するのに必要な応答調節因子を
コードする遺伝子に応答する二成分調節（シグナルトランスダクション）系などによって
制御され得る。
【００５５】
　一実施形態において、発現系は、ｎｉｓＡプロモーターおよびｎｉｓＲＫ調節遺伝子の
組み合わせに基づくナイシン制御発現（ＮＩＣＥ）系に基づいたものであってもよい。こ
の系は、ラクトコッカス・ラクティス（Lactococcus lactis）のナイシン遺伝子群由来の
プロモーターおよび調節遺伝子に基づいており、これを用いて、乳酸球菌、乳酸桿菌、お
よび他のグラム陽性細菌のための調節型遺伝子発現系が開発されている（参考文献１５お
よび参考文献２１において簡単に考察されている）。ＮＩＣＥ系は、乳酸球菌において効
率がよく、またよく調節されるが、この系は、顕著な基礎的活性を発揮し得る。このこと
は、ヒスチジンキナーゼ遺伝子および応答調節因子遺伝子を染色体に組み込み、特別に設
計された宿主株に発現系を限定することによって回避することができる。
【００５６】
　別の実施形態において、発現系は、クラスＩＩバクテリオシンであるサカシンＡ（ｓａ
ｐ遺伝子）のサカシンＡレギュロンによる産生、またはサカシンＰ（ｓｐｐ遺伝子）のサ
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カシンＰレギュロンによる産生に関わる遺伝子およびプロモーターに基づくものであって
もよい。このようなベクターは、ｐＳＩＰベクターとして知られており、サカシンＡまた
はサカシンＰいずれかの構成遺伝子由来のプロモーターエレメントを、翻訳融合クローニ
ング用に設計されたＮｃｏＩ部位とともに含む。レギュロン由来の異なるプロモーターお
よび／または異なるレプリコンを含む様々なこのようなベクターは、参考文献２１および
参考文献１５に記載があり、これらのベクターのいずれかを、本発明の組み換えプラスミ
ドの基礎として用いることができる。
【００５７】
　代表的な実施形態において、プロモーターは、サカシンＡレギュロンまたはサカシンＰ
レギュロン由来のＰsapA、ＰsppAまたはＰorfXプロモーターであって、関連調節遺伝子ま
たは同系の調節遺伝子を含むものであってもよい。
【００５８】
　特に好適な実施形態において、プラスミドは、図１２に示されかつ参考文献２１に記載
されているベクターｐＳＩＰ４１１に基づき、ｐＳＨ７１レプリコン、サカシンＰレギュ
ロン由来ＰorfXプロモーター、および同系の調節遺伝子を含む。プラスミドｐＳＩＰ４１
１は、本出願においてはｐＬＡＢ１１２と呼ばれる。このような実施形態において用いら
れる誘導物質は、好ましくは、ペプチドＳｐｐＩＰに基づいた活性化ペプチドであり、例
えば、配列番号１９の配列またはその配列との配列同一性が少なくとも８０％（より具体
的には、少なくとも８５％、少なくとも９０％、または少なくとも９５％）であるアミノ
酸配列を有する活性化ペプチドである。好適な実施形態において、該組み換えプラスミド
は、配列番号２０に示すヌクレオチド配列を有するｐＬＡＢ１１２と呼ばれるプラスミド
由来である。
【００５９】
　誘導性プロモーター（または誘導性発現系）の使用によって、創傷環境（wound settin
g）において、すなわち、対象体または創傷に細菌が投与された際に、タンパク質の発現
がより制御され、特に長期にわたるようになるという利点が提供され得る。より優れた創
傷治癒促進効果のためには、創傷部位（例えば、創傷表面）において、しばらくの間、例
えば、少なくとも４０分、少なくとも４５分、少なくとも５０分、少なくとも５５分、ま
たは少なくとも６０分、特に１時間以上、細菌によってタンパク質を発現させることが有
利である。したがって、タンパク質は、限られた期間、規定された期間、または長期間、
発現されてもよい。下記実施例に示す結果は、本発明に係るプラスミドおよび細菌を用い
ると、タンパク質が、創傷表面において約１時間発現され得ることを示す。ある実施形態
において、プラスミドおよび細菌は、２時間、３時間、または４時間以上、（例えば、創
傷において）タンパク質が発現されるように最適化されていてもよい。
【００６０】
　したがって、タンパク質の連続的な発現および送達が望ましく、これは、本発明の形質
転換細菌を用いることによって可能になり得る。「連続的な」または「長期間の」は、あ
る期間、例えば、少なくとも１時間（または、上述の通り）、タンパク質が発現され、そ
れから送達されることを意味する。特に、これによって、タンパク質の直接投与（すなわ
ち、細菌による発現によらないタンパク質製品）と比較して、長い期間タンパク質を有効
にすることが可能となる。
【００６１】
　上述したように、タンパク質をコードするヌクレオチド配列は、ＬＡＢにおける発現の
ためにコドン最適化されていてもよい。したがって、好適な実施形態において、組み換え
プラスミドにおけるタンパク質をコードするヌクレオチド配列（すなわち、挿入断片）は
、ネズミＣＸＣＬ１２、ヒトＣＸＣＬ１２、ネズミＣＸＣＬ１７、ヒトＣＸＣＬ１７、ネ
ズミＹｍ１、およびヒトＹｍ１をそれぞれコードしている配列番号１、４、７、１０、１
３、および１６で示されるコドン最適化されたヌクレオチド配列、またはこれらとの配列
同一性が少なくとも８０％であるヌクレオチド配列から選択され得る。
【００６２】
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　したがって、代表的な実施形態において、組換えプラスミドは、配列番号１で示される
ヌクレオチド配列を含むｍＬｒＣＫ１と呼ばれるプラスミド、配列番号１で示されるヌク
レオチド配列を含むｍＬｒＣＫ１．４と呼ばれるプラスミド、配列番号１で示されるヌク
レオチド配列を含むｍＬｒＣＫ１．７と呼ばれるプラスミド、配列番号４で示されるヌク
レオチド配列を含むｈＬｒＣＫ１と呼ばれるプラスミド、配列番号７で示されるヌクレオ
チド配列を含むｍＬｒＣＫ２と呼ばれるプラスミド、配列番号１０で示されるヌクレオチ
ド配列を含むｈＬｒＣＫ２と呼ばれるプラスミド、配列番号１３で示されるヌクレオチド
配列を含むｈＬｒＭＰ１、および配列番号１６で示されるヌクレオチド配列を含むｍＬｒ
ＭＰ２と呼ばれるプラスミドからなる群から選択され得る。
【００６３】
　ある実施形態において、本発明のプラスミドは、以下のコドン最適化された挿入断片、
ｍＬｒＣＫ１（すなわち配列番号１のヌクレオチド配列）、ｍＬｒＣＫ１．４（すなわち
配列番号１のヌクレオチド配列）、ｍＬｒＣＫ１．７（すなわち配列番号１のヌクレオチ
ド配列）、ｈＬｒＣＫ１（すなわち配列番号４のヌクレオチド配列）、ｍＬｒＣＫ２（す
なわち配列番号７のヌクレオチド配列）、ｈＬｒＣＫ２（すなわち配列番号１０のヌクレ
オチド配列）、ｈＬｒＭＰ１（すなわち配列番号１３のヌクレオチド配列）、およびｍＬ
ｒＭＰ２（すなわち配列番号１６のヌクレオチド配列）のヌクレオチド配列との配列同一
性が、少なくとも８０％、少なくとも８１％、少なくとも８２％、少なくとも８３％、少
なくとも８４％、少なくとも８５％、少なくとも８６％、少なくとも８７％、少なくとも
８８％、少なくとも８９%、少なくとも９０％、少なくとも９１%、少なくとも９２%、少
なくとも９３％、少なくとも９４％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも
９７％、少なくとも９８%、または少なくとも９９%であるヌクレオチド配列を含む。
【００６４】
　ヌクレオチド分子の配列同一性は、当該技術分野において公知であり、広く使用可能な
方法およびソフトウェア、例えば、初期値および可変パムファクターを用い、６ヌクレオ
チドのウインドウでギャップ生成ペナルティを１２．０、ギャップ延長ペナルティを４．
０に設定した、ＧＣＧパッケージを用いるＦＡＳＴＡ検索によって、求められ得る。
【００６５】
　ヌクレオチド配列に関するこのような配列同一性は、配列番号１、４、１０、１３、ま
たは１６で説明されるヌクレオチド配列と機能的に等価であり得る。このようなヌクレオ
チド配列は、それぞれＣＸＣＬ１２タンパク質、ＣＸＣＬ１７タンパク質、またはＹｍ１
タンパク質の機能的な等価物であると見なされるポリペプチドをコードする場合に、機能
的に等価であると見なされる。好適な機能的等価物は、上記説明した好適なタンパク質を
コードするものである。
【００６６】
　別の態様において、本発明は、上述した組み替えプラスミドで形質転換した細菌株を提
供する。該細菌株は、好ましくは、ラクトバチルス株またはラクトコッカス株（例えば、
ラクトコッカス・ラクティス（Lactococcus lactis））などの乳酸菌株である。より好ま
しくは、細菌株は、ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣまたはラクトバチルス・ロイテリ
ＤＳＭ２００１６などのラクトバチルス・ロイテリ株である。該株（ラクトバチルス・ロ
イテリＲ２ＬＣ／ＤＳＭ２００１６およびラクトコッカス・ラクティス）は、６人の対象
体の前腕における肌の生物相の系統発生解析を行った場合、ヒトの肌では見られなかった
（参考文献１３）。
【００６７】
　プラスミド、発現系、細菌、およびキットに加えて、本発明のさらなる製品として、細
菌を含む医薬組成物および医療器具が挙げられる。このような組成物及び器具としては、
特に、創傷被覆材、梱包材、綿棒、インプラントなど、すなわち、実際には、例えば管路
、カテーテル、またはインプラントなどの、実際に創傷部位（例えば、外科的創傷部位）
に導入されるかまたはそこに存在していてもよい全体的または部分的留置型医療器具が挙
げられる。また、例えば、飲食もしくは摂取などのために経口投与するため、または、手
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術中などに、創傷に局所投与するもしくは創傷に直接投与するため、または、直腸内、膣
内などに投与するためなど、対象体に投与するための細菌を含む製品である、プロバイオ
ティクス製品も挙げられる。
【００６８】
　したがって、本発明に係る製品（例えば、プラスミド、細菌株、プロバイオティクス、
創傷被覆材など）は、医学療法において、特に、ヒトまたは動物の対象体の創傷治癒の促
進において、有用である。本明細書で用いられる「創傷治癒の促進」なる語は、創傷の閉
鎖、治癒または修復を、増強、改善、増大または誘導することを意味する。本発明の好適
な態様において、ヒトまたは動物の対象体は、末梢血灌流の低下（末梢動脈疾患）、高血
糖症、または神経障害などの、創傷治癒を損なわせる基礎的疾患のために創傷治癒を必要
としているか、あるいは、対象体は、例えば、基礎的疾患（後天的であろうと遺伝的であ
ろうと）や、医療の影響など、何らかの原因による免疫不全であってもよい。特に、対象
体は、糖尿病に罹患していてもよい。
【００６９】
　治癒されるべき創傷としては、対象体の身体部位の損傷、外傷、または障害を挙げるこ
とができる。本方法によって治療することができる創傷の例としては、熱傷（高温または
低温）、化学的火傷、放射線火傷、電気熱火傷、紫外線照射に過剰に曝されたことによる
火傷（例えば、日焼け）、出産や分娩の結果としての会陰などの体組織の障害、会陰切開
などの医療行為による損傷、切り傷、切開、擦過傷などを含む外傷誘導性損傷、事故によ
る損傷、および術後損傷などの急性症状または急性創傷、ならびに、床ずれ（pressure s
ores）、褥瘡、潰瘍、糖尿病および血行不良に関する症状、および全ての種類の挫創など
の慢性症状が挙げられる。さらに、創傷としては、皮膚炎、歯科手術による創傷、歯周疾
患、外傷性創傷、および腫瘍関連の創傷を挙げることができる。さらなる例としては、例
えば、胃炎または炎症性腸疾患などで生じる胃腸の創傷が挙げられる。
【００７０】
　したがって、「創傷」なる語は、本明細書において広く用いられ、組織の完全性の欠損
または組織の障害もしくは損傷を含む。よって、この語は、組織の障害、外傷、または損
傷、あるいは、原因は問わない（例えば、事故による損傷または外傷や、手術または他の
意図もしくは目的による損傷もしくは疾患による）傷を含む。外傷は、肉体的損傷または
機械的損傷、あるいは病原体を含む外部薬品または生物剤もしくは化学剤による傷害を含
み得る。組織障害は、低酸素症、虚血、または再灌流によっても引き起こされ得る。創傷
は、あらゆる種類の火傷を含む。この創傷は、急性であってもよいし慢性であってもよい
。慢性創傷は、治癒段階のうち、例えば炎症期で停止する創傷として、または、３０日以
上、４０日以上、５０日以上、または６０日以上で治癒しない創傷として説明され得る。
創傷は、身体の内部表面、外部表面または組織の内部に存在してもよいし、それらの上に
存在してもよい。
【００７１】
　ある特定の実施形態において、創傷は、身体の外部表面上または組織上に存在し、例え
ば、肌（すなわち、皮膚）の創傷、または粘膜の創傷、特に、外部粘膜組織または身体の
外部表面（例えば、目、耳、鼻など）の創傷である。別の実施形態において、創傷は、胃
腸の創傷である。また別の実施形態において、創傷は、胃腸の創傷ではない（すなわち、
胃腸の創傷以外の創傷である）。
【００７２】
　細菌は、経口投与または局所投与などの簡便な、または所望の方法で投与されてもよい
し、あるいは、創傷部位への直接投与、例えば、細菌を含む医薬組成物、被覆材、または
器具の直接的な注射、注入、塗布、または導入によって投与されてもよい。他の実施形態
において、細菌は、口腔に投与されてもよいし、鼻腔内に投与されてもよいし、吸入によ
って投与されてもよいし、直腸内に投与されてもよいし、膣内に投与されてもよい。した
がって、細菌は、身体の開口部へ、または開口部を介して、投与され得る。胃腸の創傷へ
の投与の場合、細菌は、経口投与されてもよい。
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【００７３】
　細菌は、当該技術分野において周知されている常用の手順に従い、当該技術分野におい
て周知されている常用の手段を用いて、上記経路のいずれかによる投与のために、簡便な
、または所望の方法で処方または調製されてもよい。したがって、医薬組成物、医療器具
、被覆材などに加えて、本発明のプロバイオティクス製品を処方して、例えば機能性食品
などの栄養補助食品または栄養食品として提供してもよいし、これらの食品に加えてもよ
い。
【００７４】
　経口投与形態としては、粉末剤、錠剤、カプセル剤、液剤などが挙げられる。局所投与
の場合、製品は、固体の支持体または基材の有無を問わず、例えば懸濁液などの液体、ス
プレーもしくはエアロゾル（粉末または液体）、ゲル、クリーム、ローション、ペースト
、軟膏、または膏薬として処方されてもよいし、例えば、包帯、硬膏、パッド、細片、綿
棒、スポンジ、マットなどの形態で処方されてもよい。さらに、細菌は、インプラント（
例えば、歯科用インプラント）、チューブ、管路、カテーテルなどの医療器具の表面に供
されても（例えば、塗布されても）よい。
【００７５】
　細菌は、培養物（active culture）、成長中の培養などの簡便な、または所望の形態で
提供されてもよいし、凍結乾燥した形態で提供されてもよい。
【００７６】
　本発明に係る細菌株は、局所投与用または経口投与用に処方されて、肌または粘膜の表
面創傷を治療することができる。その結果、本発明は、さらに、本発明の細菌株を含むプ
ロバイオティクス製品を提供する。該プロバイオティクス製品は、例えば、医薬組成物で
あり、好ましくは経口投与用の医薬組成物である。あるいは、プロバイオティクス製品は
、局所投与用であって、例えば、本発明の細菌株を含むローションまたはローションを染
みこませた創傷被覆材である。
【００７７】
　本発明の製品（すなわち、医薬組成物、器具、被覆材など）は、誘導物質（誘導性プロ
モーターを用いる場合）を含んでいてもよい。誘導物質は、製品の一部（例えば、被覆材
に組み入れられているか、または含まれている）として、またはこれとは別に、例えば、
上記定義されたキットまたは組み合わせ製品の一部として、提供されてもよい。
【００７８】
　細菌および誘導物質は、製品中（例えば、被覆材または器具）に共に処方される場合、
細菌を誘導物質とは別にして、使用時に一緒にする（すなわち、接触させる）形態で提供
されてもよい。例えば、細菌および誘導物質を、一緒にまとめられた（例えば、接触また
は混合されている）別々の区画に入れてもよいし、使用時に破壊、分断、または開放し得
る障壁（barrier, 例えば、膜または他の仕切り）によって分離しておいてもよい。
【００７９】
　あるいは、誘導物質を別に処方して（例えば、細菌を含むキット、または細菌を含む製
品に）提供し、使用時に誘導物質および細菌（または細菌を含む製品）を一緒にしても（
例えば、接触させても）よい。これは、対象体への投与前であってもよいし、投与中であ
ってもよいし、投与後であってもよい。例えば、細菌を含む製品をまず投与し、次いで、
誘導物質を細菌に添加または適用してもよい。別の実施形態において、細菌および誘導物
質を、投与前、例えば投与直前に、または投与中に、予め混合してもよい。
【００８０】
　細菌を凍結乾燥した形態で提供する場合は、投与前、例えば使用前または使用中などに
、細菌を再構成、すなわち再懸濁することが望ましいであろう。これは、創傷および用い
る製品の形態に依存し得る。例えば、ある創傷の場合では、細菌を再構成／再懸濁して活
性化させるのに十分な液体が存在し得る。しかしながら、別の実施形態においては、細菌
の再構成（または、別の表現では、懸濁もしくは再懸濁）のための液体を提供することが
望ましいであろう。これは、別の容器または入れ物（例えば、キットまたは組み合わせ製
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品の一部として）に入れて提供されてもよいし、入れ物、容器、または器具の別々の区画
に入れて提供されてもよい。液体は、誘導物質を含むか含有していてもよく、誘導物質が
ある場合は、別の容器、入れ物、または区画に入れて提供されてもよい。液体は、凍結乾
燥された細菌を再構成または懸濁するのに適した液体であればよく、例えば、水、水溶液
、緩衝液、または生育用媒体もしくは培地などが挙げられる。
【００８１】
　したがって、例えば、二区画システム（例えば、被覆材、器具、入れ物または容器（例
えば、ボトル）における）では、一方の区画に凍結乾燥された細菌を入れ、もう一方の区
画に液体を入れてもよい。液体は、場合によっては、誘導物質を含有していてもよい。使
用時に、または使用前に、２つの区画を混合または接触させて、創傷に適用してもよい。
より具体的な実施形態において、細菌は、液体の形態で創傷に投与され、次いで、別の被
覆材が適用されてもよい。したがって、単純な一実施形態において、キットは、単に、凍
結乾燥された細菌が入った第１の容器または入れ物および細菌を再構成するための液体が
入った第２の容器または入れ物を含むものであってもよい。場合によっては、キットは、
誘導物質を含んでいてもよく、これは、第２の容器に入っているか、あるいは別の第３の
容器または入れ物に入っている。
【００８２】
　したがって、例えば、前記プロバイオティクス製品は、好ましくは、乳酸菌株において
発現されるタンパク質の発現を活性化することができる活性化ペプチドを含む。活性化ペ
プチドは、好ましくは、ペプチドＳｐｐＩＰ（すなわち、配列番号１９のアミノ酸配列、
またはその配列との配列同一性が少なくとも８０％である配列を有するペプチド）である
。
【００８３】
　皮膚創傷の場合、創傷被覆材の一方の区画に凍結乾燥された細菌を入れ、もう一方の区
画に活性化ペプチドを入れることができる。２つの区画は、創傷に適用されると、一緒に
され、細菌が活性化ペプチドと接触する。あるいは、細菌を、防水性の硬膏剤の接着側、
すなわち被覆材のうち滲出液と接触する側の、ゲル様構造に含ませることができる。使用
時に、活性化ペプチドを、手作業で細菌に適用し、硬膏剤または被覆材を創傷領域に適用
する。
【００８４】
　生細菌は、例えば天然ゼラチンなどのヒドロコロイドに含有されていてもよい。架橋に
よって、ゼラチンフィルムなどのヒドロコロイドに細菌を組み入れ、可塑性を持たせて乾
燥することができ、保存中、水和させるまで生存能を保持する。生細菌は、架橋静電紡糸
ヒドロゲル繊維に封入されてもよい。この形態では、細菌を凍結乾燥する必要がない。
【００８５】
　消化管の創傷の場合、少なくとも２つの分かれた区画を含むように錠剤が設計され、一
方の区画には凍結乾燥された細菌を入れ、もう一方の区画には液体および活性化ペプチド
を入れる。摂取前に錠剤を圧搾し、２つの区画を分けている内部膜を破壊して、内容物を
混合する。口（例えば、歯肉）の創傷の場合、本発明に係る細菌は、粘度の高いペースト
に加えて投与することができる。
【００８６】
　具体的には、肌への局所投与のための製剤としては、薬学的に許容される担体に加えて
投与される軟膏、クリーム、ゲル、およびペーストを挙げることができる。局所用製剤は
、当業者に周知されている油性または水溶性の軟膏基剤を用いて調製することができる。
例えば、これらの製剤は、植物油、動物油、および、より好ましくは、石油から得られる
半固体の炭化水素を含み得る。使用される具体的な成分としては、白色軟膏、黄色軟膏、
アセチルエステルワックス、オレイン酸、オリーブオイル、パラフィン、ペトロラタム、
白色ワセリン、鯨蝋、でんぷんグリセリン剤、白蝋、黄蝋、ラノリン、脱水ラノリン、お
よびモノステアリン酸グリセリンが挙げられ得る。例えば、グリコールエーテルおよびそ
の誘導体、ポリエチレングリコール、ステアリン酸ポリオキシル４０、およびポリソルベ
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ートなどの、様々な水溶性軟膏基材が用いられ得る。
【００８７】
　創傷に活性物質を送達するための基材、固体の支持体、および／または創傷被覆材の中
および／またはそれらの上に、細菌株を供することができる。固体の支持体または基材は
、医療器具またはその一部であってもよい。本明細書で用いられる「基材」または「固体
の支持体」および「創傷被覆材」なる語は、広く、保護、吸収、排液などのために、創傷
用に調製され、創傷に適用される基材のことをいう。
【００８８】
　一実施形態において、本発明は、形質転換細菌株に付着させるか、または形質転換細菌
株を含む、創傷治癒材（wound healing material）または創傷被覆材を提供するものであ
り、すなわち、被覆材は、本発明の形質転換細菌を投与するための媒体である。あるいは
、媒体は硬膏または包帯であってもよい。本発明は、多くの種類の市販の基材および／ま
たは裏材のうちいずれか１つを含んでいてもよく、創傷治癒材の選択は、治療される創傷
の性質に依存する。最も一般的に用いられる創傷被覆材について、以下で簡単に説明する
。
【００８９】
　透明フィルム被覆材は、例えば、ポリウレタン、ポリアミド、またはゼラチン（これら
の合成フィルムは、水蒸気、酸素、およびその他の気体を透過することができるが、水お
よび細菌は透過することができず、吸収性が低く、滲出液の少ない創傷に適している）、
ヒドロコロイド（ポリウレタン発泡体に結合した親水性のコロイド粒子）、ヒドロゲル（
少なくとも６０％程度の水を含有する架橋ポリマーで、高い吸収性を有し、創傷床から有
毒成分を排除して、創傷領域の湿度レベルおよび温度を維持する）、発泡体（例えば、ポ
リウレタン発泡体の改変によって生産される高分子発泡体被覆材などの親水性または疎水
性発泡体被覆材であり、吸収性が良好で、水蒸気を透過する）、アルギン酸カルシウム（
海藻コロイド群由来のアルギン酸カルシウムから得られる繊維の不織複合物であって、ア
ルギン酸は、吸収能が非常に高い。アルギン酸と滲出液とのイオン交換によって、不溶性
のアルギン酸カルシウムが可溶性のアルギン酸ナトリウムに変換され、創傷床に創傷治癒
に理想的である湿潤で無傷の表面を設けるので、アルギン酸カルシウムは、自己分解性創
傷清拭を促進する）、およびセロハン（可塑剤を含むセルロース）から形成される。創傷
の形状およびサイズを求め、測定値に基づいて正確な部位に合わせて設計された創傷被覆
材を創傷に適用する。創傷部位は、機械的強度、厚み、感受性などが様々であり得るので
、その部位の機械的な必要性および／またはその他の必要性に具体的に対処するように、
基材を成型することができる。例えば、指先など、高度に神経が分布している箇所の場合
は、基材の厚みを最小限度に抑えてもよい。指、足首、膝、肘などのその他の創傷部位は
、機械的な応力に曝されるため、複数層の基材を必要としてもよい。
【００９０】
　またさらなる態様において、本発明は、ヒトまたは動物の対象体において創傷を治癒す
る方法を提供し、この方法は、創傷治癒を必要とするヒトまたは動物の対象体に本発明に
係る細菌株を投与することを含む。該細菌株は、好ましくは、上述した医薬組成物または
創傷被覆材に含有される。このような方法において、ヒトまたは動物の対象体は、好まし
くは、末梢血灌流の低下（末梢動脈疾患）、高血糖症、または神経障害などの、創傷治癒
を損なわせる基礎的疾患のために創傷治癒を必要とする。
【００９１】
　下記実施例において得られ、含まれる結果は、本発明の利点を証明している。特に、本
発明のタンパク質発現形質転換細菌を用いることによって、例えば、タンパク質を直接調
製する場合（すなわち、タンパク質のみで、細菌は含まない）または細菌のみの場合（例
えば、組み換えプラスミドを含有させないなど、タンパク質を発現するように改変されて
いない細菌）と比較して、創傷治癒が改善され得る。さらに、細菌を創傷に投与すると、
形質転換細菌の培養で得られた上清を投与する場合と比較して、効果の改善が見られ得る
。したがって、タンパク質を発現する乳酸菌宿主によって、タンパク質を創傷に送達する
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ことが有利である。相乗効果が存在し得ると考えられる。換言すると、創傷治癒に対する
細菌の効果とタンパク質の効果とに、相乗効果があり得る。したがって、ある実施形態に
おいて、対応する未形質転換細菌（すなわち、プラスミドを含有しない）の効果、および
タンパク質として供される（すなわち、インサイチュにおいて細菌から発現されない）場
合のタンパク質の効果と比較して、創傷治癒に対する形質転換細菌の効果は、累積効果よ
りも大きいものであり得る。
【００９２】
　この点について、例えば創傷部位においてｐＨを低下させるという細菌の効果が、タン
パク質の活性を増強、向上、または促進する助けとなり得ると考えられる。理論に拘束さ
れることを望むものではないが、さらに、本発明に係る形質転換細菌の投与によって、創
傷部位におけるマクロファージ活性を促進する有利な効果が得られ得ると考えられる。例
えば、マクロファージの数が増加し得る。
【００９３】
　創傷治癒に対する形質転換細菌の効果は、即時的であってもなくてもよく、その効果が
見られるまで時間がかかってもよい（創傷治癒の改善が観察されるまで、例えば１時間以
上、２時間以上、３時間以上、４時間以上、５時間以上または６時間以上かかってもよく
、またそれより長く、例えば８時間以上、１０時間以上、１２時間以上、１５時間以上、
１８時間以上、２０時間以上または２４時間以上、かかってもよく、あるいは、１日以上
、２日以上、３日以上、４日以上、５日以上または６日以上かかってもよく、またそれよ
り長く、例えば８日以上、１０日以上、１２日以上、１５日以上、１８日以上、２０日以
上または２４日以上、かかってもよい）。年配者の慢性創傷の場合、治療群と対照群との
間で差違が見られるようなるまで、時間がかかる場合があり、例えば、約１２週間かかる
場合がある。
【００９４】
　本発明の具体的かつ重要な有用性は、慢性創傷、特に潰瘍の治療にあり、特に、糖尿病
性足潰瘍の治療にある。
【００９５】
　糖尿病患者の慢性足潰瘍の罹患率は、約１８％である。２０１３年において、欧州の人
口は７億４２５０万人に達し、糖尿病患者は３２７０万人で、そのうち２９０～５８０万
人が慢性足潰瘍に罹患している。標準的な手当が行われた際に、１２週間以内に治癒する
のが創傷の２５％未満である場合、この種の潰瘍の平均罹患期間は、数ヶ月の範囲である
。この症状の最終段階は、患部である足の切断である。今日では、慢性足潰瘍患者の治療
は、初期治療、在宅治療、介護施設、親族、自己管理、および病院の創傷外来への通院な
どに分かれている。現在の治療は、負荷軽減、外科的創傷清拭を用いた死組織の除去、創
傷被覆材の繰り返し交換、抗生物質の全身投与、および、特殊な場合として、生きたウジ
またはコラゲナーゼを用いた治療に頼っており、スウェーデンの少数の施設では、高圧酸
素療法を提供可能である。基礎的原因がより大きい動脈の閉塞も含む場合、静脈グラフト
をバイパスすることによって、外科的にこれを矯正することができる。今日では、創傷は
、２～３日毎に治療される。提案された形態または製剤のうちのいずれかの状態である提
案された改変乳酸菌を用いた治療は、この実際の日常的な治療を乱すものではない。した
がって、本発明の治療によってこのような創傷の治癒が改善されることは、かなりの経済
的利益があるだけでなく、患者の個人的な利益でもある。
【００９６】
　インビボにおいて、細菌は活性化し、ある期間（例えば、約１時間）で、コードされた
タンパク質を産生して創傷表面に送達する。その後、細菌は不活化して死んでもよい。緩
慢な、または死んだ乳酸菌は、被覆材が通常通り交換されるまで、創傷環境／被覆材環境
に危険性なく存在することができる。
【００９７】
　本発明の生物療法では、タンパク質薬物化合物と比較して、製造コストは著しく低くな
る。これは、生物療法では、活性タンパク質を創傷で直接産生するからである。
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【００９８】
　足の機能損失を伴う糖尿病性足潰瘍などの開放創傷は、患者にとって、かなりの不快感
や身体障害の原因となり、著しい感染の危険性のために抗生物質を長期間使用し、最終的
に切断にいたるなど、生活の質に著しい負の影響を与え得る。したがって、治癒が改善さ
れることによって、患者の個人的な利益が非常に大きなものとなり、また、抗生物質の使
用を抑制する（その結果、抗生物質抵抗性が抑制される）という利益もある。本発明に係
るこのような慢性創傷を治療することによって、創傷における内因性の警報シグナルを増
幅し得、停止した創傷または慢性創傷の治癒プロセスを促進し得、治癒時間を短縮し得る
。
【００９９】
　さらに、本発明は、適応性および医療従事者による用いやすさに利点を有し得る。
【０１００】
　本発明に係る代表的な方法および好適な実施形態を、以下の限定されない実施例および
図を参照してさらに説明する。
【図面の簡単な説明】
【０１０１】
【図１】図１は、一晩培養した後、開始ＯＤ（start OD）を０．２８５および０．５１と
して再植菌し、１０ｎｇ／ｍｌまたは５０ｎｇ／ｍｌのプロモーター活性化ペプチドＳｐ
ｐＩＰを添加したｍＬｒＣＫ１ラクトコッカス・ラクティスの経時的な増殖（Ａ）および
ｐＨ（Ｂ）を示す。
【図２】図２は、一晩培養した後、開始ＯＤを０．５として再植菌したラクトバチルス・
ロイテリＲ２ＬＣにおけるインビトロでのｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃの発現を、バイオイメ
ージングによって経時的に測定した結果を示す。時間０において基線図を得た。プロモー
ター活性化ペプチドＳｐｐＩＰ（５０ｎｇ／ｍｌ）および基質Ｄールシフェリン（Lucife
rin、１５０μｇ／ｍｌ）を直後に添加した。５分後にプレートを撮影し、その後１４０
０分まで３０分毎に撮影した。全てのサンプルにおいて、用いた培地はＭＲＳである。ペ
プチドはプロモーター活性化ペプチドＳｐｐＩＰである。各群は８個のサンプルからなる
。
【図３】図３は、一晩培養した後、開始ＯＤを０．５として再植菌し、１日経過した皮膚
全層創傷に適用したラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣにおけるｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃ
の発現を示す。インビボにおける発現を、非侵襲的なバイオイメージングによって経時的
に測定した。１日経過した皮膚全層創傷を有する５匹のマウスに麻酔を施して、時間０に
おける基線図を得た。その後、プロモーター活性化ペプチドＳｐｐＩＰ（５０ｎｇ／ｍｌ
）で活性化された２５μＬのラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕ
ｃおよび基質Ｄールシフェリン（１５０μｇ／ｍｌ）を創傷の中央に添加して、５分後に
マウスを撮影し、その後２７０分まで１５分毎に撮影した。
【図４】図４は、健常マウスにおける創傷治癒時間を示す。創傷表面の５０％が治癒する
までの時間（Ａ）、７５％が治癒するまでの時間（Ｂ）、または完全に（１００％）治癒
するまでの時間（Ｃ）を示し、全ての群においてｎ＝５である。Ａ、Ｂ、Ｃは、一元配置
分散分析、ボンフェローニ全カラム比較の結果を示す。
【図５】図５は、健常マウスにおける経時的な創傷サイズ（Ａ）および創傷露出（Ｂ）を
示す。創傷サイズは、毎日、図に含まれるスケールで、画像から測定した。全ての群にお
いてｎ＝５である。Ａは、二元配置分散分析、ボンフェローニ全カラム比較によって、ｄ
０～ｄ５を解析した結果を示す。時間および処理によって変化が見られた。対照（contro
l）と比較すると、ｄ１およびｄ２において、Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１．
４によって創傷サイズは減少した。Ｂは、一元配置分散分析、ボンフェローニ全カラム比
較によって、全ての日について解析した結果を示す。治癒プロセス全体において、Ｒ２Ｌ
Ｃ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１．４によって創傷露出は減少した。
【図６】図６は、創傷誘導前に大腿動脈結紮を行うことによって、虚血（ischemia）を誘
導した場合であり、全ての群においてｎ＝４である。麻酔を施したマウスについて、レー
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ザースペックルコントラスト解析を用いて、経時的に、虚血肢（Ａ）およびそれに対応す
る反対側の健側肢（Ｂ）における皮膚血流を測定した結果を示す。データは、灌流ユニッ
ト（ＰＦＵ）で表す。ＡおよびＢは、二元配置分散分析、ボンフェローニ全カラム比較に
よって、ｄ０～ｄ７を解析した結果を示す。時間および処理による変化は観察されない。
【図７】図７は、創傷を誘導した際に虚血を起こしたマウスにおける創傷治癒時間を示す
。創傷表面の５０％が治癒するまでの時間（Ａ）、７５％が治癒するまでの時間（Ｂ）、
または完全に（１００％）治癒するまでの時間（Ｃ）を示し、全ての群においてｎ＝４で
ある。Ａ、Ｂ、Ｃは、一元配置分散分析、ボンフェローニ全カラム比較の結果を示す。
【図８】図８は、創傷を誘導した際に、その箇所において局所虚血を起こしたマウスにお
ける創傷サイズおよび創傷露出を示す。創傷サイズは、毎日、図に含まれるスケールで、
画像から測定した。全ての群においてｎ＝４である。Ａは、二元配置分散分析、ボンフェ
ローニ全カラム比較によって、ｄ０～ｄ７を解析した結果を示す。時間および処理によっ
て変化が見られた。対照と比較すると、ｄ１およびｄ２において、Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１
１２＿ＬｒＣＫ１．４によって創傷サイズは減少した。Ｂは、一元配置分散分析、ボンフ
ェローニ全カラム比較によって、全ての日について解析した結果を示す。治癒プロセス全
体において、Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１．４によって創傷露出は減少した。
【図９】図９は、アロキサン一水和物を静脈内注射して糖尿病（diabetes）を誘導した後
の体重（Ａ）および血糖（Ｂ）を示す。糖尿病の対照はｎ＝４，糖尿病Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡ
Ｂ１１２＿Ｌｕｃはｎ＝５、糖尿病Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ＿ＬｒＣＫ１．４はｎ＝４である
。ＡおよびＢは、二元配置分散分析、ボンフェローニ全カラム比較によって、ｄ０～ｄ６
を解析した結果を示す。時間および処理による変化は観察されない。
【図１０】図１０は、創傷を誘導した際に糖尿病に罹患しているマウスにおける創傷治癒
時間を示す。創傷表面の５０％が治癒するまでの時間（Ａ）、７５％が治癒するまでの時
間（Ｂ）、または完全に（１００％）治癒するまでの時間（Ｃ）を示し、糖尿病の対照は
ｎ＝４，糖尿病Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃはｎ＝５、糖尿病Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ
＿ＬｒＣＫ１．４はｎ＝４である。Ａ、Ｂ、およびＣは、一元配置分散分析、ボンフェロ
ーニ全カラム比較の結果を示す。
【図１１】図１１は、創傷を誘導した際に糖尿病に罹患しているマウスにおける経時的な
創傷サイズおよび創傷露出を示す。創傷サイズは、毎日、図に含まれるスケールで、画像
から測定した。糖尿病の対照はｎ＝４，糖尿病Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃはｎ＝
５、糖尿病Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ＿ＬｒＣＫ１．４はｎ＝４である。Ａは、二元配置分散分
析、ボンフェローニ全カラム比較によって、ｄ０～ｄ６を解析した結果を示す。時間によ
って変化が見られた。Ｂは、一元配置分散分析、ボンフェローニ全カラム比較によって、
全ての日について解析した結果を示す。差はなかった（ｐ＝０．０８）。
【図１２】図１２は、ｐＳＩＰ４１１プラスミドを示す。
【図１３】図１３は、１１日間にわたり、非侵襲的なバイオイメージング（ＩＶＩＳスペ
クトル）によって蛍光シグナルを検出することで、創傷縁部の真皮におけるプラスミド発
現（４０μｇ ＤＮＡ）を定量化した結果を示す（ｎ＝１０）。
【図１４】図１４は、健常マウスにおける創傷治癒時間を示す。創傷表面の５０％が治癒
するまでの時間（Ａ）、７５％が治癒するまでの時間（Ｂ）、または完全に（１００％）
治癒するまでの時間（Ｃ）を示す（ｐＣＴＲはｎ＝８、ｐＣＸＣＬ１２はｎ＝９）。Ａ、
Ｂ、およびＣは、スチューデントの対応のない両側ｔ検定の結果を示す。
【図１５】図１５は、健常マウスにおける経時的な創傷サイズ（Ａ）および創傷露出（Ｂ
）を示す。創傷サイズは、毎日、図に含まれるスケールで、画像から測定した（ｐＣＴＲ
はｎ＝８、ｐＣＸＣＬ１２はｎ＝９）。（Ａ）は、二元配置分散分析、ボンフェローニ全
カラム比較によって、ｄ０～ｄ７を解析した結果を示す。時間によって変化が見られた。
（Ｂ）は、スチューデントの対応のない両側ｔ検定の結果を示す。治癒プロセス全体にお
いて、ｐＣＸＣＬ１２によって創傷露出は減少する傾向が見られた（ｐ＝０．０８）。
【図１６】図１６は、ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣの細菌濃度を、光学密度（ＯＤ
）およびｍｌあたりコロニー形成ユニット（ＣＦＵ／ｍｌ）として表した測定結果を示す
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。
【図１７】図１７は、異なる濃度のラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２
＿ＬｒＣＫ１．４で処理した健常マウスにおける経時的な創傷サイズ（Ａ）および創傷露
出（Ｂ）を示す。創傷サイズは、毎日、図に含まれるスケールで、画像から測定した。Ａ
は、二元配置分散分析、ボンフェローニ全カラム比較によって、ｄ０～ｄ２を解析した結
果を示す。時間および処理によって変化が見られた。（Ａ）は、二元配置分散分析、ボン
フェローニ全カラム比較の結果を、（Ｂ）は、一元配置分散分析、ボンフェローニ全カラ
ム比較の結果を示す（Ｐ＜０．０５）。処理しない創傷と比較すると、ＯＤが０．２、０
．５、１．０、および１．２５のラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿
ＬｒＣＫ１．４で処理することによって、創傷露出が減少した（対照はｎ＝１５、ＯＤ０
．２はｎ＝４、ＯＤ０．５はｎ＝１０、ＯＤ１．２５はｎ＝５）。
【図１８】図１８は、異なる濃度のネズミＣＸＣＬ１２ １αで処理した健常マウスにお
ける創傷サイズ（Ａ）および創傷露出（Ｂ）を１日あたり１点、２日間測定した結果を示
す。創傷サイズは、毎日、図に含まれるスケールで、画像から測定した。Ａは、二元配置
分散分析、ボンフェローニ全カラム比較によって、ｄ０～ｄ２を解析した結果を示す。時
間によって変化が見られた。Ｂは、最初の２日間の創傷露出を示す。（対照はｎ＝１５、
０．２μｇ ＣＸＣＬ１２ １αはｎ＝４、０．６μｇ ＣＸＣＬ１２ １αはｎ＝５、１．
０μｇ ＣＸＣＬ１２ １αはｎ＝４）
【図１９】図１９は、０．２μｇの組み換えタンパク質で処理した健常マウスにおける創
傷サイズ（Ａ）および創傷露出（Ｂ）を毎日１時間１０分毎に測定した結果を示す。創傷
サイズは、毎日、図に含まれるスケールで、画像から測定した。Ａは、二元配置分散分析
、ボンフェローニ全カラム比較によって、ｄ０～ｄ２を解析した結果を示す。時間によっ
て変化が見られた。Ｂは、最初の２日間の創傷露出を示す。（未処理はｎ＝１５、ＣＸＣ
Ｌ１２ １αはｎ＝６、ＣＸＣＬ１７はｎ＝９、Ｙｍ１はｎ＝９）
【図２０】図２０は、ヒトの肌の上皮のパンチ生検による創傷において再上皮化を測定し
た結果を示す。パネルＡは、未処理、またはＬＢ＿ＬｕｃもしくはＬＢ＿ＬｒＣＫ１で処
理した上皮創傷のある肌ディスクを培養し、２４時間後に測定した培地のｐＨを示す。パ
ネルＢは、培養開始後１４日に、創傷縁部から、露出した真皮上に成長した新規形成上皮
スリーブの長さを示す。＊は有意差があることを示し、一元配置分散分析、ボンフェロー
ニ選択カラム比較の結果を示す（Ｐ＜０．０５）。
【図２１】図２１は、凍結乾燥状態から再生させた直後のラクトバチルス・ロイテリＲ２
ＬＣにおける、インビトロでのｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃの発現を、インビトロにおいてバ
イオイメージングによって経時的に測定した結果を示す。時間０において基線図を得た。
その後、プロモーター活性化ペプチドＳｐｐＩＰ（５０ｎｇ／ｍｌ）および基質Ｄールシ
フェリン（１５０μｇ／ｍｌ）を直後に添加した。５分後にプレートを撮影し、その後９
３０分まで５～１５分毎に撮影した。全てのサンプルにおいて、用いた培地はＭＲＳであ
る。ペプチドはプロモーター活性化ペプチドＳｐｐＩＰである。各群は４個のサンプルか
らなる。
【図２２】図２２は、凍結乾燥状態から再生させた直後であって、１日経過した皮膚全層
創傷に適用したラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣにおける、インビボでのｐＬＡＢ１１
２＿Ｌｕｃの発現を、インビボにおいてバイオイメージングによって経時的に測定した結
果を示す。１日経過した皮膚全層創傷を別々に２つ有する３匹のマウスに麻酔を施して、
時間０における基線図を得た。その後、プロモーター活性化ペプチドＳｐｐＩＰ（５０ｎ
ｇ／ｍｌ）で活性化された２５μＬのラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１
２＿Ｌｕｃおよび基質Ｄールシフェリン（１５０μｇ／ｍｌ）を創傷の中央に添加して、
５分後にマウスを撮影し、その後２７０分まで１５分毎に撮影した。
【図２３】図２３は、凍結乾燥し（freeze-dried）、再生し、誘導されたラクトバチルス
・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１．４で処理した健常マウスにおける経
時的な創傷サイズ（Ａ）および創傷露出（Ｂ）を示す。創傷サイズは、毎日、図に含まれ
るスケールで、画像から測定した。（Ａ）は、二元配置分散分析、ボンフェローニ全カラ
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ム比較によって、ｄ０～ｄ２を解析した結果を示す。時間および処理によって変化が見ら
れた。（Ｂ）は、一元配置分散分析、ボンフェローニ全カラム比較の結果を示す（ｐ＜０
．０５）。細菌を凍結乾燥し、直接再生し、誘導して創傷に適用した際のラクトバチルス
・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃと比較して、ラクトバチルス・ロイテリＲ
２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１．４処理後では、創傷サイズの減少が観察された（
Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃはｎ＝４、Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１．
４はｎ＝５）。
【図２４】図２４は、健常マウスにおける経時的な創傷サイズ（Ａ）および創傷露出（Ｂ
）を示す。創傷サイズは、毎日、図に含まれるスケールで、画像から測定した。時間およ
び処理によって変化が見られ、ｐＨ７．３５で懸濁した場合と比較して、ｐＨ６．３５に
おいて、ＣＸＣＬ１２ １αによって創傷サイズが減少する傾向が見られる（ｐ＝０．０
７）（ｐＨ７．３５はｎ＝８、ｐＨ６．３５はｎ＝５、ｐＨ５．３５はｎ＝４）。一元配
置分散分析、ボンフェローニ全カラム比較の結果を示す。
【図２５】図２５は、健常マウスにおける経時的な創傷サイズ（Ａ）および創傷露出（Ｂ
）を示す。創傷サイズは、毎日、図に含まれるスケールで、画像から測定した。時間によ
る変化のみが観察され、２つの異なる細菌懸濁液間に差違はなかった（Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡ
Ｂ１１２＿Ｌｕｃはｎ＝４、Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１はｎ＝５）。スチュ
ーデントの対応のない両側ｔ検定の結果を示す。
【図２６】図２６は、創傷誘導後２日目の創傷に隣接する肌切片の真皮（Ａ）、上皮（Ｂ
）、および毛包（Ｃ）におけるＣＸＣＬ１２ １αレベルの測定結果を示し、ここで、創
傷は、ＯＤ０．５、ＯＤ０．１、およびＯＤ１．２５のラクトバチルス・ロイテリＲ２Ｌ
Ｃ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１で処理されている。一元配置分散分析、ボンフェローニ
全カラム比較の結果を示す。
【図２７】図２７は、対照創傷およびＯＤ０．５、ＯＤ０．１、およびＯＤ１．２５のラ
クトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１で処理された創傷におい
て、創傷誘導後２日目の創傷に隣接する肌の真皮（Ａ）および上皮（Ｂ）におけるＦ４／
８０+マクロファージの密度の測定結果を示す（対照はｎ＝１５、ＯＤ０．５はｎ＝１０
、ＯＤ１．０はｎ＝４、ＯＤ１．２５はｎ＝５）。一元配置分散分析、ボンフェローニ全
カラム比較の結果を示す。
【図２８】図２８は、健常マウスにおける創傷治癒時間を示す。創傷は、ｐＬＡＢ１１２
で形質転換したラクトコッカス・ラクティス（Ｌ．Ｌ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１）ま
たは対照ラクトコッカス・ラクティスで処理された。創傷表面の５０％が治癒するまでの
時間（Ａ）、７５％が治癒するまでの時間（Ｂ）、または完全に（１００％）治癒するま
での時間（Ｃ）を示し、両方の群においてｎ＝５である。スチューデントの対応のない両
側ｔ検定の結果を示す。
【図２９】図２９は、健常マウスにおける経時的な創傷サイズ（Ａ）および創傷露出（Ｂ
）を示す。創傷サイズは、毎日、図に含まれるスケールで、画像から測定した。両方の群
においてｎ＝５である。時間および処理によって変化が見られ、対照ラクトコッカス・ラ
クティスと比較して、ｄ１～ｄ４において、Ｌ．Ｌ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１によっ
て創傷サイズが減少している。スチューデントの対応のない両側ｔ検定の結果を示す。
【図３０】図３０は、組み換えケモカインで１時間処理した健常マウスの創傷治癒時間を
示す。創傷表面の５０％が治癒するまでの時間（Ａ）、７５％が治癒するまでの時間（Ｂ
）、または完全に（１００％）治癒するまでの時間（Ｃ）を示す（対照はｎ＝１１、ｍＣ
ＸＣＬ１２ １αはｎ＝６、ｍＣＸＣＬ１７はｎ＝８、ｍＹｍ１はｎ＝９）。一元配置分
散分析、ボンフェローニ全カラム比較の結果を示す。
【図３１】図３１は、組み換えケモカインで１時間処理した健常マウスの創傷サイズ（Ａ
）および創傷露出（Ｂ）を示す。創傷サイズは、毎日、図に含まれるスケールで、画像か
ら測定した（対照はｎ＝１１、ｍＣＸＣＬ１２ １αはｎ＝６、ｍＣＸＣＬ１７はｎ＝８
、ｍＹｍ１はｎ＝９）。時間および処理によって変化が見られ、対照と比較して、ＣＸＣ
Ｌ１２ １α、ＣＸＣＬ１７、およびＹｍ１によって創傷サイズが減少している。一元配
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【図３２】図３２は、未処理（no treatments）または異なる処理を行った健常マウスに
おいて、最初の２４時間での創傷閉鎖を示す（未処理はｎ＝１５、０．２μｇ ＣＸＣＬ
１２ １αはｎ＝４、０．６μｇ ＣＸＣＬ１２ １αはｎ＝５、１．０μｇ ＣＸＣＬ１２
 １αはｎ＝４、０．２μｇ ＣＸＣＬ１２ １α １時間はｎ＝６、０．２μｇ ＣＸＣＬ
１７ １時間はｎ＝９、０．２μｇ Ｙｍ１ １時間はｎ＝９、Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２
＿Ｌｕｃ ＯＤ０．５はｎ＝４、Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１．４ ＯＤ０．２
はｎ＝４、Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１．４ ＯＤ０．５はｎ＝１０、Ｒ２Ｌ
Ｃ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１．４ ＯＤ１．０はｎ＝４、Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２
＿ＬｒＣＫ１．４ ＯＤ１．２５はｎ＝５、凍結乾燥したＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿Ｌ
ｕｃはｎ＝４、凍結乾燥したＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１．４はｎ＝５、Ｒ２
ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃの上清（supernatant）はｎ＝４、Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１
１２＿ＬｒＣＫ１．４の上清はｎ＝５、ｐＣＴＲはｎ＝８、ｐＣＸＣＬ１２はｎ＝９）。
このデータセットでは、統計解析は行わなかった。
【図３３】図３３は、ＤＳＳ誘導性疾患の活性の毎日の評価（Ａ）および１～７日目の疾
患の負担の合計（Ｂ）を示す。ＤＳＳ誘導性大腸疾患の活性は、賦形剤（vehicle）で処
理した対照群と比較して、ラクトバチルス・ロイテリｐＬＡＢ１１２＿ＬｕｃおよびｐＬ
ＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１．４を用いて処理することによって同様に改善する（ＤＳＳ＋ve
hicleはｎ＝５、ＤＳＳ＋Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃはｎ＝６、ＤＳＳ＋Ｒ２Ｌ
Ｃ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１．４はｎ＝７）。一元配置分散分析、ボンフェローニ全
カラム比較の結果を示す。
【図３４】図３４は、ＤＳＳ誘導性疾患の活性の毎日の評価（Ａ）および１～８日目の疾
患の負担の合計（Ｂ）を示す。疾患の活性は、以前の記載（参考文献１６）の通り、関連
のある臨床症状を測定することで評価した。矢印は処理の開始を示す。ＤＳＳ誘導性大腸
疾患の活性は、ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃでの処理と比較して、ラクトバチルス・ロイテリ
ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１．４を用いて処理することによって改善する（ＤＳＳ＋Ｒ２
ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃはｎ＝６、ＤＳＳ＋Ｒ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ
１．４はｎ＝６）。スチューデントの対応のない両側ｔ検定の結果を示す。
【図３５】図３５は、健常マウスにおいて誘導された全層肌創傷（直径５ｍｍ）の、未処
理、およびＲ２ＬＣまたはＲ２ＬＣ ＬｒＣＫ１で処理したものの０時間および２４時間
後の代表的な画像を示す。画像は、麻酔を施したマウスに含まれるスケールで撮影した。
【実施例】
【０１０２】
　材料および方法
　遺伝子コンストラクト（gene construct）の設計および作製
　プラスミドの骨格となるｐＬＡＢ１１２（ｐＳＩＰ４１１と同等；参考文献１１および
１５；表Ｉ）を、ラーズ・アクセルソン（Lars Axelsson）教授（ノルウェー食品研究所
）から供与いただいた。細菌ラクトコッカス・ラクティスＭＧ１３６３をｐＬＡＢ１１２
で形質転換し、２４時間増殖させた。その後、プラスミドを精製し、ＤＮＡ産物をゲル上
で確認した。
【０１０３】
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【表１】

【０１０４】
　ネズミＣＸＣＬ１２－１αの配列は、スウェーデン農業科学大学（ＳＬＵ）のステファ
ン・ルース（Stefan Roos）によって、ＤＮＡ２．０（メンローパーク、カリフォルニア
州、米国）を用いて、ラクトバチルス・ロイテリにおける翻訳に最適化された。最適化さ
れた配列（配列番号１）を、ＤＮＡ２．０によって、プラスミドベクターｐＪ２０４中で
合成した。ヒトＣＸＣＬ１２－１α、ネズミＣＸＣＬ１７、ヒトＣＸＣＬ１７、ネズミＹ
ｍ１、およびヒトＹｍ１の配列は、ＳＬＵのステファン・ルースによって、ＧｅｎＳｃｒ
ｉｐｔ（ピスカタウェイ、ニュージャージー州、米国）を用いて、ラクトバチルス・ロイ
テリにおける翻訳に最適化された。最適化された配列を、配列番号４（ヒトＣＸＣＬ１２
－１α）、配列番号７（ネズミＣＸＣＬ１７）、配列番号１０（ヒトＣＸＣＬ１７）、配
列番号１３（ネズミＹｍ１）、および配列番号１６（ヒトＹｍ１）として示す。
【０１０５】
　ｐＬＡＢ１１２中１７１ｂｐの挿入断片（ｈＣＸＣＬ１２ｏｐｔ）を検出するように、
プライマーを設計した：
       ５’ＧＣＡＧＣＣＴＴＡＡＣＡＧＴＣＧＧＣＡＣＣＴ３’（配列番号２２）、
　　５’ＡＣＧＴＧＣＡＡＣＡＡＴＣＴＧＣＡＡＡＧＣＡＣ３’（配列番号２３）。
【０１０６】
　挿入断片の末端も、分子加工を継続するために最適化され、それによって挿入断片が新
規ベクターｐＬＡＢ１１２に適合するようになった。最適化されたｍＣＸＣＬ１２ｏｐｔ
配列を、プラスミドＰＪ２０４に導入した。大腸菌ＰＫ４０１をｐＪ２０４で形質転換し
た。プラスミド（ｐＬＡＢ１１２およびｐＪ２０４）を、ＮＥＢ２緩衝液中、制限酵素Ｘ
ｈｏＩおよびＮｃｏＩを用いて切断した。その後、断片ｍＣＸＣＬ１２ｏｐｔをゲル上で
精製した。次に、ｍＣＸＣＬ１２ｏｐｔ挿入断片をＴ４ＤＮＡリガーゼを用いてｐＬＡＢ
１１２ベクターに連結し、コンストラクトｍＬｒＣＫ１を得た。ｐＬＡＢ１１２ベクター
中の挿入断片コンストラクトを、ＰＣＲによって確認した。次に、コンストラクトを配列
解析（マクロゲン（Macrogen））によって確認した。最後に、ラクトバチルス・ロイテリ
株Ｒ２ＬＣおよびＤＳＭ２００１６をｍＬｒＣＫ１で形質転換し、コンストラクト陽性の
Ｒ２ＬＣクローンを２つ（４および７）回収し、これらのコロニー由来のプラスミドｍＬ
ｒＣＫ１（ｍＬｒＣＫ１.４およびｍＬｒＣＫ１.７とする）を再び配列解析（マクロゲン
）によって確認した。
【０１０７】
　同様のプロトコールおよび手順に従い、類似の方法で、プラスミドｈＬｒＣＫ１、ｍＬ
ｒＣＫ２、ｈＬｒＣＫ２、ｍＬｒＭＰ１、およびｈＬｒＭＰ２を作製した（下記表ＩＩを
参照）。
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【０１０８】
【表２】

【０１０９】
　プラスミド発現のインビトロにおける解析
　一晩培養後、再植菌し、ＯＤ０．５まで増殖させたラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ
 ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃを、９６穴プレートに播種（２００μＬ／ウェル）するか、ま
たは凍結乾燥製剤からすぐに再懸濁した。非侵襲的なバイオイメージング（ＩＶＩＳスペ
クトル、パーキン・エルマー（Perkin Elmer））を用いて蛍光強度を求めた。時間０にお
ける基線図を得た。次に、活性化ペプチドＳｐｐＩＰ（５０ｎｇ／ｍｌ）および基質Ｄー
ルシフェリン（１５０μｇ／ｍｌ）を直後に添加した。次いで、５分後にプレートを撮影
し、その後１４００分まで３０分毎に撮影した。データをＬｉｖｉｎｇＩｍａｇｅ３．１
ソフトウェア（パーキン・エルマー）を用いて定量化し、イメージングパラメータを比較
解析のために維持した。放射輝度は、プラスミドの発現に比例するものと見なした。
【０１１０】
　動物
　実験は、ウプサラ地方実験動物倫理委員会の承認を得た。マウスＣ５７Ｂｌ／６（タコ
ニック（Taconic））およびバックグラウンドがＣ５７Ｂｌ／６であるマウスＣＸ３ＣＲ
１+/GFP（元はジャクソン・ラボラトリー（The Jackson Laboratory）製）を用いた。実
験を通して、動物は、水および食事に自由にアクセスした。
【０１１１】
　創傷誘導
　マウスに麻酔を施し（１～３％イソフルラン、２００ｍｌ／分）、後肢の毛を、剃った
後に除毛クリーム（ヴィート（Veet）（登録商標））を１分間塗布し、水で流すことによ
って除去した。滅菌したパンチ生検針（直径５ｍｍ）を用いて、全層（上皮、真皮、およ
び皮下組織）創傷を誘導した。最初の５日間は毎日、局所的に鎮痛剤（エムラ（Embla）
クリーム）を塗布した。
【０１１２】
　局所的創傷治療
　２５μＬの生理食塩水、ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃ
、またはＲ２ＬＣ ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１のいずれかを用いて、毎日、創傷を処理
した。細菌を一晩培養後、再植菌し、ＯＤ０．５まで増殖させ、適用５分前に活性化ペプ
チドＳｐｐＩＰ（５０ｎｇ／ｍｌ）で前もって活性化し、創傷表面の中央に局所的に添加
した。投与実験の場合、２日間毎日、２５μＬの生理食塩水、または、一晩培養後に再植
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菌し、ＯＤ０．５まで増殖させ、適用５分前に活性化ペプチドＳｐｐＩＰ（５０ｎｇ／ｍ
ｌ）で前もって活性化し、創傷表面の中央にＯＤ０．２、ＯＤ０．５、ＯＤ１．０、また
はＯＤ１．２５の濃度で局所的に添加したラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ ｐＬＡＢ
１１２＿ＬｒＣＫ１で、創傷を処理した。各タンパク質を用いた比較実験の場合、１０μ
Ｌの生理食塩水、ネズミＣＸＣＬ１２、ＣＸＣＬ１７、またはＹｍ１（６０μＬの生理食
塩水中、合計２００ｎｇのタンパク質を１０分間隔で１時間与えた）のいずれかを用いて
、毎日、創傷を処理した。ＣＸＣＬ１２の用量漸増実験の場合、２００ｎｇ、６００ｎｇ
、または１μｇを、１日当たり１回１時点、１０μＬの生理食塩水中で創傷に添加した。
【０１１３】
　プラスミド発現のインビボにおける解析
　ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃを一晩培養後、再植菌し
、ＯＤ０．５まで増殖させた。非侵襲的なバイオイメージング（ＩＶＩＳスペクトル、パ
ーキン・エルマー）を用いて蛍光強度を求めた。時間０における基線図を得た。次に、２
５μＬのラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃを創傷の中央に添
加した。細菌は、適用５分前に活性化ペプチドＳｐｐＩＰ（５０ｎｇ／ｍｌ）およびＤ－
ルシフェリン（１５０μｇ／ｍｌ）で前もって活性化した。２７０分まで１５分毎に、マ
ウスを撮影した。データをＬｉｖｉｎｇＩｍａｇｅ３．１ソフトウェア（パーキン・エル
マー）を用いて定量化し、イメージングパラメータを比較解析のために維持した。放射輝
度は、プラスミドの発現に比例するものと見なした。
【０１１４】
　創傷サイズおよび外見の観察
　標準的な写真（conventional photos）を取得することで、麻酔を施したマウス（１～
３％イソフルラン、２００ｍｌ／分）において、創傷のサイズおよび外見を毎日観察した
。スケールは、取得した画像に含まれ、ＩｍａｇｅＪ（ＮＩＨ製のフリーソフト）を用い
て創傷サイズを解析した。サイズが０．５ｍｍ2未満になったら、創傷が治癒したものと
見なした。
【０１１５】
　皮膚血流の観察
　麻酔を施したマウス（１～３％イソフルラン、２００ｍＬ／分）において、非侵襲的な
レーザースペックルコントラスト解析を用いて、治癒中の創傷を有する後肢全体の血流を
測定し、ＰＩＭＳｏｆｔ３（ペリメド（Perimed））を用いてデータを解析した。肢（フ
レーム１．４×１．４ｃｍ）を、１秒当たり１０画像ずつ２分間撮影し、２０枚ごとに平
均した。データは灌流ユニット（ＰＦＵ）で表す。
【０１１６】
　灌流の低下
　マウスに麻酔を施し（１～３％イソフルラン、２００ｍＬ／分）、表在性腹壁動脈枝よ
り上流の大腿動脈を結紮および切除することによって、後肢の虚血を誘導した。
【０１１７】
　高血糖症の誘導
　滅菌した生理食塩水に素早く溶解させたアロキサン一水和物（８ｍｇ／ｍＬ、１μＬ／
ｇ体重）の１回用量を、尾静脈内に注射した。実験を通して、毎日、血糖および体重を測
定した。血糖が１６．７ｍｍｏｌ／ｌよりも高いものを、高血糖症と定義した。
【０１１８】
　統計解析
　データは、平均±ＳＥＭで表す。ボンフェローニ全カラム比較ポストホックテストと共
に二元配置分散分析（Two-Way ANOVA with Bonferroni compare all columns post hoc t
est）を用いて、治癒プロセスを経時的に解析した。ボンフェローニ全カラム比較ポスト
ホックテストと共に一元配置分散分析（One-Way ANOVA with Bonferroni compare all co
lumns post hoc test）を用いて、ｎ＞２である群の一時点における治癒プロセスを解析
し、スチューデントの対応のない両側ｔ検定（Students two-tailed unpaired t-test）



(28) JP 6581208 B2 2019.9.25

10

20

30

40

50

を用いて、ｎ＝２である場合の一時点における治癒プロセスを解析した。ｐ＜０．０５を
、統計的に有意であると見なした。
【０１１９】
　実施例１：プラスミドＬｒＣＫ１で形質転換した細菌の増殖
　一晩培養後、再植菌し、ＯＤ０．３またはＯＤ０．５まで増殖させた、ｍＬｒＣＫ１を
含有するラクトコッカス・ラクティスは、１０ｎｇ／ｍＬまたは５０ｎｇ／ｍＬで活性化
ペプチドＳｐｐＩＰ（配列番号１９）を添加した場合、増殖の低下は見られなかった。Ｍ
ｅｓ培地で増殖させた場合、この増殖実験中にｐＨを測定すると、その低下は増殖期に最
も強く表れ、その後ｐＨ６．７付近で安定した（図１）。（肌のｐＨは５．５、創傷のｐ
Ｈは７．１５～８．９であり、塩基性ｐＨは治癒速度の低下と相関する（参考文献１４）
）
【０１２０】
実施例２：プラスミドｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃの発現
　一晩培養後、再植菌し、２時間増殖させたラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣにおける
プラスミドｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃのインビトロにおける発現は、６００分（１０時間）
よりも長く維持された。活性化ペプチドＳｐｐＩＰで活性化しなかったプラスミドでは、
漏出／発現は見られなかった（図２）。
【０１２１】
　一晩培養後、再植菌し、２時間増殖させた、ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃを含有するラクト
バチルス・ロイテリＲ２ＬＣを、麻酔を施したマウスの１日経過した皮膚全層創傷に載置
した場合、細菌は、創傷部位に限定され、最初の1時間はプラスミドの発現が高かったが
、４時間より長くシグナルが検出された（図３）。
【０１２２】
　実施例３：健常マウスにおける創傷治癒の改善
　治癒プロセス中、創傷を毎日観察した。健常マウスにおいて、毎日１回、ラクトバチル
ス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ｍＬｒＣＫ１.４を適用すると、創傷に何も適
用しなかった対照マウスおよび対照ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ（ｐＬＡＢ１１２
＿Ｌｕｃ）を毎日適用したマウスと比較して、創傷表面が７５％閉鎖するまでの時間と創
傷が完全に（１００％）閉鎖するまでの時間との両方が短縮された（図４）。創傷治癒に
対するラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ｍＬｒＣＫ１.４の効果は
、創傷誘導後１日目の間が最も顕著であった。創傷に何も適用しなかった対照マウスと比
較すると、ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ｍＬｒＣＫ１.４を毎
日適用することによって（創傷誘導後１日および２日）、創傷サイズはさらに減少した。
創傷に何も適用しなかった対照マウスと比較すると、この群において、曲線下面積として
測定した創傷露出の合計もまた、減少していた（図５）。図３５は、健常マウスにおいて
誘導された全層肌創傷（直径５ｍｍ）の、未処理、およびＲ２ＬＣ ＬｕｃまたはＲ２Ｌ
Ｃ ＬｒＣＫ１で処理したものの０時間および２４時間後の代表的な画像を示す。
【０１２３】
　実施例４：組織灌流が正常でない健常マウスにおける創傷治癒の改善
　創傷が誘導された肢の大腿動脈の結紮によって、創傷を誘導した日に、皮膚灌流は５０
％減少した（図６および表ＩＩＩ）。虚血を起こしたマウスにおいて、毎日１回、ラクト
バチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ｍＬｒＣＫ１.４を適用すると、創傷に
何も適用しなかった対照マウスおよび対照ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ（ｐＬＡＢ
１１２＿Ｌｕｃ）を毎日適用したマウスと比較して、創傷表面が５０％閉鎖するまでの時
間と７５％閉鎖するまでの時間との両方が短縮された（図７）。また、皮膚灌流を減少さ
せたマウスにおいても、創傷治癒に対するラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ
１１２＿ｍＬｒＣＫ１.４の効果は、創傷誘導後１日目の間が最も顕著であり、創傷に何
も適用しなかった対照マウスと比較すると、ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡ
Ｂ１１２＿ｍＬｒＣＫ１.４を、創傷誘導後１日目および２日目に毎日適用することによ
って、創傷サイズはさらに減少した。創傷に何も適用しなかった対照マウスと比較すると
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、この群において、創傷露出の合計もまた、減少していた（図８）。
【０１２４】
【表３】

【０１２５】
　実施例５：高血糖症マウスに於ける創傷治癒の改善
　アロキサンを用いてマウスを糖尿病にすると、その後、創傷治癒プロセス中は高血糖（
＞１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ）のままであり、体重は減少しなかった（図９）。糖尿病に罹患
しているマウスにおいて、毎日１回、ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１
２＿ｍＬｒＣＫ１.４を適用すると、創傷に何も適用しなかった対照マウスおよび対照ラ
クトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ（ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃ）を毎日適用したマウスと比
較して、創傷表面が７５％閉鎖するまでの時間が短縮された（図１０）。Ｌｕｃを含むラ
クトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣを毎日適用すること、および創傷に何も適用しなかった
対照マウスと比較すると、ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ｍＬｒ
ＣＫ１.４を毎日適用することによって、糖尿病マウスにおける創傷露出は減少する傾向
が見られた（ｐ＝０．０８）（図１１）。
【０１２６】
　実施例６：ＣＸＣＬ１２をコードするプラスミドでトランスフェクションされた創傷縁
部の真皮におけるＣＸＣＬ１２の真皮過剰発現
　ｐＶＡＸ１骨格にＣＭＶプロモーター（配列番号２４）（Ｖ２６０－２０、インビトロ
ジェン（Invitrogen）、ウォルサム、マサチューセッツ州、米国）を含むプラスミドを構
築し、ｐＣＴＲと呼ばれる－ｃｏｐＧＦＰ－Ｔ２Ａ－Ｌｕｃ２－（配列番号２５）または
ｐＣＸＣＬ１２と呼ばれる－ＣＸＣＬ１２－Ｐ２Ａ－ｃｏｐＧＦＰ－Ｔ２Ａ－Ｌｕｃ２－
（配列番号２６）のいずれかの挿入断片を、以前の記載（参考文献１８）の通り導入した
。ネズミＩｇＧ分泌配列を、ＣＸＣＬ１２のための分泌配列と置換した。したがって、ｐ
ＣＴＲプラスミドは、ＧＦＰ（緑色蛍光タンパク質）およびルシフェラーゼをコードする
が、ケモカインはコードしない。プラスミド（全体積１００μＬの生理食塩水中に４０μ
ｇ）を、創傷縁部の４箇所の真皮に注入した。麻酔１０分前に、Ｄ－ルシフェリン（１５
０ｍｇ／ｋｇ、＃１２２７９６、パーキン・エルマー、ウォルサム、マサチューセッツ州
、米国）を腹腔内注射し、バイオイメージング装置（ＩＶＩＳスペクトル、パーキン・エ
ルマー）を用いて画像を取得した後、ルシフェラーゼ活性に基づいて、導入遺伝子の発現
を経時的に測定した。データをＬｉｖｉｎｇＩｍａｇｅ３．１ソフトウェア（パーキン・
エルマー）を用いて定量化し、イメージングパラメータを比較解析のために維持した。設
定も維持して、反対側の参照領域を減じた対象領域を選択した。放射輝度は、プラスミド
の発現に比例するものと見なした。
【０１２７】
　創傷縁部の真皮におけるプラスミドの発現は、非侵襲的なバイオイメージングを用いて
測定され、ＣＸＣＬ１２の発現に相当する、プラスミドにコードされているルシフェラー
ゼ酵素による光と相関していた。発現は２日目に最大となり、その後、創傷が閉鎖し、真
皮が再構成されるにつれて減少した（図１３）。ＣＸＣＬ１２の過剰発現は、創傷が完全
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に治癒するのを加速はしなかったが、ｐＣＴＲと比較すると、創傷表面が７５％閉鎖する
までの時間を短縮した（図１４）。ｐＣＴＲと比較すると、創傷誘導および真皮トランス
フェクション後４～６日目において、創傷表面は、ｐＣＸＣＬ１２の真皮発現によって減
少していた（図１５）。この結果は、本システムを用いて創傷に送達されたＣＸＣＬ１２
によると、最初の２４時間は劇的な効果はなく、むしろ、それより後の時点において小さ
な効果があるということを証明している。
【０１２８】
　実施例７：ＬｕｃおよびＬｒＣＫ１を用いた局所治療の用量応答ラクトバチルス・ロイ
テリ
　一晩培養後、ラクトバチルスを再植菌し、ＯＤ０．５まで増殖させ、ＭＲＳ中において
希釈または濃縮し、ＯＤ０．２、ＯＤ０．５、ＯＤ１．０、およびＯＤ１．２５とした。
異なる４つの濃度を、１０～１０-9に希釈し、各サンプルの１０μＬをエリスロマイシン
を含有するＭＲＳ寒天に播種し、嫌気槽において、３７℃、二酸化炭素濃度５％で一晩培
養した。プレート上のコロニーをカウントし、濃度をｍＬあたりコロニー形成ユニット（
ＣＦＵ／ｍＬ）で表した。
【０１２９】
　投与実験の場合、２日間毎日、２５μＬの生理食塩水、または、一晩培養後に再植菌し
、ＯＤ０．５まで増殖させ、適用５分前に活性化ペプチドＳｐｐＩＰ（５０ｎｇ／ｍＬ）
で前もって活性化し、創傷表面の中央にＯＤ０．２、ＯＤ０．５、ＯＤ１．０、またはＯ
Ｄ１．２５の濃度で局所的に添加したラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ ｐＬＡＢ１１
２＿ＬｒＣＫ１．４で、創傷を処理した。ＯＤ０．５のもの２５μＬには、５×１０7の
細菌（２×１０9ｃｆｕ／ｍＬ）が存在し、これは、投与期間として１０００回分を意味
する。
【０１３０】
　細菌濃度を光学密度によって測定し、ｍＬあたりコロニー形成ユニットを図１６に示す
。先の投与と同様に培養し活性化したＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１.４の用量
が最小の場合（ＯＤ０．２は２×１０7の細菌に相当）に、２４時間後の創傷サイズが最
小となり、異なる４つの濃度の全てにおいて、創傷誘導後２４時間および４８時間に創傷
の閉鎖が著しく加速されており（図１７Ａ）、したがって、未処理の創傷と比較すると、
最初の４８時間で創傷露出が減少していた（図１７Ｂ）。この結果は、最大の効果を与え
る最小用量よりも１０3高い（ＯＤ１．２５は１×１０10の細菌に相当）用量の投与によ
っても、未処理の創傷と比較すると、最初の４８時間は、最大の創傷閉鎖をもたらす用量
と同程度まで、創傷治癒が著しく加速されることを示している。最大用量を与えた創傷に
おいて、炎症の誘導、または他の負の副作用の兆候は観察されなかった。データは、低用
量のラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ＬｒＣＫ１であっても、創傷治癒が加速される
ことを示している。
【０１３１】
　実施例８：局所治療としてのｍＣＸＣＬ１２ １αタンパク質の用量漸増
　創傷表面に投与されるｍＣＸＣＬ１２ １αの用量の影響を調べるために、１０μＬの
生理食塩水中、０．２μｇ、０．６μｇ、または１μｇのｍＣＸＣＬ１２ １α（ＲｎＤ
システム（RnD Systems））を、２日間毎日創傷に送達した。投与は１日あたり１回とし
た。
【０１３２】
　未処理と比較すると、１日あたり１回、ｍＣＸＣＬ１２ １αを毎日送達することでは
、最初の２日間で創傷治癒は加速されなかった（図１８Ａ、１８Ｂ）。毎日１時間、１０
分間隔で与えられた合計０．２μｇのｍＣＸＣＬ１２ １αによって、最初の４８時間に
治癒が加速された（図１８および１９）ので、創傷治癒を加速するのはＣＸＣＬ１２ １
αの連続的な送達であるということを、このデータは示している。
【０１３３】
　実施例９：ヒトの肌生検における再上皮化
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　滅菌した正常なヒトの肌を、ウプサラ大学病院にて定期的に乳房縮小術を受けている健
常白人女性から、提供の同意を得て入手した。サンプルを、２％仔ウシ血清（Ｈｙｃｌｏ
ｎｅ（登録商標）、ハイクローン・ラボラトリー（HyClone Laboratories）、ローガン、
米国）を添加した生理学的ＤＭＥＭで覆い、滅菌条件下で実験室まで輸送した。
【０１３４】
　以前の記載の通り（参考文献１７）、皮下組織を除去し、残った真皮および上皮を６ｍ
ｍの肌生検パンチ（インテグラ・ミルテックス（Integra Miltex）、ヨーク、ペンシルベ
ニア州、米国）および滅菌したハサミを用いて切り出した。直径６ｍｍの肌ディスクの中
心において、３ｍｍの肌生検パンチおよび滅菌したハサミを用いて、上皮を除去した。次
に、サンプルを１つずつ、上皮を上にして、滅菌した２４穴プレートに入れた。培地（Ｄ
ＭＥＭ）は全て、ＢＳＡ、２％または１０％の抗生物質（１０μｇ／ｍＬのエリスロマイ
シン、シグマ・アルドリッチ（Sigma Aldrich）、ブーフス、スイス）を添加した。真皮
側の栄養素を維持するために、すなわち、肌の真皮側において栄養素の濃度が最高になる
ように、各ウェルに０．５ｍＬの培地を添加し、培地を毎日交換した。培地の交換と同時
に、浮遊している肌ディスクの上皮創傷の中央に、１０μＬのＭＲＳ中、１０6のラクト
バチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿Ｌｕｃまたはラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ＬｒＣ
Ｋ１を載置した。細菌を再植菌し、ＭＲＳ中で２～４時間、対数期となるように増殖させ
た。サンプルは、３７℃、二酸化炭素濃度５％、湿度９５％で、１４日間インキュベート
した。
【０１３５】
　検体を、中央を通るように切り、半分を４％ホルムアミド、ｐＨ７．３８で一晩固定し
、エタノール－キシレン系列で脱水して、最終的にパラフィンに包埋した。検体の中心部
分から始まる切片（１０μｍ）をスライドグラスに載せ、脱パラフィン、再脱水を行い、
ヘマトキシリンおよびエオシンで染色した。Ｌｅｉｃａ ＤＦＣ４２０ ＣカメラおよびＰ
ｌａｎ Ｆｌｕｏｔ ４０×０．７ ＮＡ対物レンズを備えたＬｅｉｃａ Ｌｅｉｔｓ Ｄｍ
ｒｂを用いて、画像を撮影した。再上皮化または上皮スリーブの長さを、ＩｍａｇｅＪ（
ＮＩＨ）を用いて画像内で測定した。
【０１３６】
　培養中の肌ディスクにラクトバチルスを添加すると、２４時間後の測定では、培地のｐ
Ｈは低下していた（図２０Ａ）。培養開始１４日後において、肌ディスクに誘導された創
傷の縁部の上皮は、培地中に１０％ＦＣＳが存在すると、増殖して露出していた真皮を覆
い、２％ＦＣＳを添加した培地で肌ディスクを培養した場合は、ほとんど増殖しなかった
（図２０Ｂ）。Ｒ２ＬＣ ｐＬＡＢ１１２ ＬｕｃまたはＲ２ＬＣ ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｒ
ＣＫ１で処理された肌ディスクでは、有害な影響は巨視的には検出されず、Ｒ２ＬＣ ｐ
ＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１で１４日間、肌ディスクを処理した場合は、創傷において再上
皮化の拡大が測定された（図２０Ｂ）。
【０１３７】
　実施例１０：凍結乾燥および再生後の細菌の機能性
　凍結乾燥用の異なるプロトコールおよび３５種の異なる製剤を試験し、最長２ヶ月まで
、生存能を測定した。また、より大きいバッチの凍結乾燥したラクトバチルス・ロイテリ
を、大規模工業生産と同一の設定で、適正製造基準に従って作製した。－２０～４０℃に
わたる温度で最長２ヶ月保存した後の生存能について、このバッチ由来の凍結乾燥サンプ
ルを解析した。ＳｐｐＩＰ（５０ｎｇ／ｍＬ）を含有する等量の水またはＭＲＳ培地を添
加することで、凍結乾燥した細菌を再生し、すぐに、９６穴プレートへの播種または上述
した１日経過後の創傷への直接適用を行うことによって、インビトロまたはインビボにお
ける発現を解析した。
【０１３８】
　最も見込みのある製剤によると、凍結乾燥直後から、＋４℃で保存されたサンプルを測
定した２ヶ月目の解析まで、生存能は安定していた。この生存能は、現在栄養補助食品と
して売られている凍結乾燥した細菌で許容される範囲に、十分収まっていた。凍結乾燥し
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たラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃのプラスミドの発現を蘇
生直後に測定することによって、発現が即時誘導され、４５０分で最大となり、その後減
少していくことが示された（図２１）。２４時間（１４４０分）後には、発現は見られず
、生細菌もいなかった。凍結乾燥したラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１
２＿Ｌｕｃを再生後、５０ｎｇ／ｍＬ（ＳｐｐＩＰ）で誘導し、すぐにマウスの皮膚創傷
に載置すると（２５μＬあたり５×１０7）、増殖期にある新鮮な細菌を溶液に添加した
場合（図３）に見られるのと同様の様式で、発現は直接増加し、約１時間高くなった（図
２２）。
【０１３９】
　創傷治癒に対する効果を試験するために、凍結乾燥した細菌（２５μＬあたり５×１０
7）を再び再生後、誘導し、すぐにマウスの皮膚創傷に載置した。創傷を、２日間毎日観
察すると、本プロトコールであっても、ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１
１２＿ＬｒＣＫ１で処理した創傷は、ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１
２＿Ｌｕｃで処理した創傷と比較すると、治癒の加速を示した（図２３）。このデータは
、十分なＣＸＣＬ１２を産生し送達することによって、インビボにおいて創傷治癒を加速
するために、ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２を対数増殖期まで予め
培養しておく必要はないということを示している。
【０１４０】
　実施例１１：ケモカインシグナル伝達のｐＨ依存効果
　ケモカインは、単量体、二量体、または、それ自体で形成されるか、もしくは他のケモ
カインと相互作用することで形成される多量体として生じ得る（参考文献２２）。異なる
組み合わせおよび異なる構造は、異なる受容体シグナル伝達を誘導し、それによって、異
なる細胞応答が誘導される（参考文献３４）。これは、新規の、まだ調査されていない分
野であり、可能性のある組み合わせは、局所的な組織の微環境に依存する。また、局所ｐ
Ｈは、局所的なマクロファージの機能に影響を及ぼす（参考文献２３）。
【０１４１】
　ケモカインの効能のうち、ｐＨ依存効果を調べるために、ｐＨが７．３５、６．３５、
または５．３５である１０μＬの生理食塩水中、０．２μｇのＣＸＣＬ１２ １αを、２
日間毎日、創傷に適用した。
【０１４２】
　ケモカインを含有する緩衝液のｐＨを変化させることは、処理された創傷の治癒様式に
影響を及ぼし、ＣＸＣＬ１２をｐＨ７．３５の生理食塩水に懸濁した場合と比較して、Ｃ
ＸＣＬ１２をｐＨ６．３５の生理食塩水に懸濁した場合は、創傷誘導後１日で創傷サイズ
が減少する傾向が見られた（ｐ＝０．０７）（図２４）。このデータは、創傷治癒の加速
を誘導する態様において、ｐＨが６．３５であるということが、創傷表面に適用される組
み換えＣＸＣＬ１２の効果を高めるということを示している。
【０１４３】
　実施例１２：効果を発揮するための、細菌による創傷表面への現場（on site）ケモカ
イン送達の重要性
　新鮮な上清で創傷を処理するために、ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１
１２＿ＬｕｃおよびＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１を１０ｍＬのＭＲＳに３７℃
で再植菌し、ＯＤ０．５まで増殖させ、遠心分離し（＞２０００ｒｐｍ、５分）、１ｍＬ
のＭＲＳに再懸濁し、活性化して（ＳｐｐＩＰ、５０ｎｇ／ｍＬ）、４時間増殖させた。
その後、サンプルを遠心分離し（＞２０００ｒｐｍ、５分）、上清を保存した。次に、こ
の上清２５μＬを、２日間毎日１回、創傷に適用した。
【０１４４】
　ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１による、創傷表面へ
のＣＸＣＬ１２ １αの細菌直接送達の重要性が、誘導後のラクトバチルス・ロイテリ由
来の新鮮な上清を創傷に添加した後、２日間毎日、創傷誘導を行ったモデルにおいて証明
された。ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｕｃまたはＲ２ＬＣ＿
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ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１由来の新鮮な上清で処理を行った場合の創傷サイズまたは合
計創傷露出に差は見られなかった（ｐ＝０．２５９５）（図２５）。
【０１４５】
　実施例１３：ラクトバチルスが送達するＣＸＣＬ１２によって創傷周囲の肌におけるＣ
ＸＣＬ１２レベルが上昇する
　定量的解析のために、創傷周囲の肌（創傷から０～１００μｍ）を実験最終日に取り出
し、液体窒素で素早く凍結し、切片（１０μｍ）を作製した。氷冷メタノールで固定し（
１０分）、０．５％Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘで透過化処理を行った（１５分）後、ＣＸＣＬ１２
 １αを標的とする抗体（ポリクローナル抗体、アブカム（Abcam））およびマクロファー
ジ抗体Ｆ４／８０（クローンＢＭ８、ｅバイオサイエンス（eBioscience））とともに組
織をインキュベートし、洗浄後、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ４８８およびＮｏｒｄｉｃ Ｌｉ
ｇｈｔｓ５５７（インビトロジェン）を結合した対応する二次抗体とインキュベートした
。最終的に、組織を洗浄してスライドガラスに載せ（Ｆｌｕｏｒｏｍｏｕｎｔ、＃０１０
０－１０、サザンバイオテク（Southern Biotech）、バーミンガム、アラバマ州、米国）
、回線走査共焦点顕微鏡（line-scanning confocal microscope、光学０．５倍ズームの
ピエゾモーター制御ＷＰｌａｎＡｐｏ ４０×／１．０を備えたＺｅｉｓｓ ＬＳＭ ５ Ｌ
ｉｖｅ、ツァイス（Ｚｅｉｓｓ）、オベルコーヘン、ドイツ）を用いて画像化した。タン
パク質レベルおよびマクロファージを、ＩｍａｇｅＪ（ＮＩＨ）およびＩＭＡＲＩＳソフ
トウェア８．２（ビットプレイン（Bitplane）、チューリッヒ、スイス）を用いて画像内
で定量化した。比較を可能にするために、画像取得中は顕微鏡の設定を維持した。ＣＸＣ
Ｌ１２ １αの測定値は、平均蛍光強度（ＭＦＩ）で表す。
【０１４６】
　未処理の創傷に隣接する肌と比較すると、異なる用量のラクトバチルス・ロイテリＲ２
ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１で、２日間毎日１回、創傷を処理すると、創傷に隣接
する肌におけるＣＸＣＬ１２ １αの肌組織でのレベルが上昇したが（図２６）、これは
、真皮、上皮、および毛包のどれにもあてはまった。
【０１４７】
　実施例１４：ラクトバチルスが送達するＣＸＣＬ１２によって創傷周囲の肌におけるマ
クロファージレベルが上昇する
　未処理の創傷に隣接する真皮と比較すると、ＯＤ０．２およびＯＤ０．５のラクトバチ
ルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１を創傷に適用した場合、異なる用
量のラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１で、２日間毎日１
回、創傷を処理すると、創傷誘導後２日目の創傷に隣接する真皮におけるＦ４／８０＋マ
クロファージの密度が上昇した（図２７Ａ）。未処理の創傷に隣接する上皮と比較すると
、ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１をＯＤ１．２５で創
傷表皮に与えた場合、創傷誘導後２日目の創傷に隣接する上皮において、Ｆ４／８０＋マ
クロファージが増加した（図２７Ｂ）。
【０１４８】
　実施例１５：ラクトコッカス・ラクティスを用いた創傷治癒の加速に対する効果の確認
　細菌が産生する特定のケモカインの局所的かつ連続的な送達は、細菌株にかかわらずこ
の機構に重要であるということを示すために、別の株を用いてケモカインを産生し、創傷
表面に直接送達した。ラクトコッカス・ラクティスをｐＬＡＢ１１２（ｍＬｒＣＫ１）で
形質転換した。細菌を、健常マウスの全層創傷に毎日１回適用した後、ラクトバチルス・
ロイテリを用いた処理の場合に述べたのと同様のプロトコールを行った。
【０１４９】
　ｍＣＸＣＬ１２ １αの送達によって、創傷閉鎖が加速され（図２８）、このモデルに
おける創傷サイズおよび露出が減少する（図２９）という明確な傾向がある。
【０１５０】
　実施例１６：組み替えタンパク質として送達されるｍＣＸＣＬ１２ １α、ｍＣＸＣＬ
１７、およびｍＹｍ１を用いた処理による創傷閉鎖にかかる時間に対する適度な効果
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　乳酸菌が可能にする送達および連続的なタンパク質産生の様式が、本機構に重要である
ということを示すために、ネズミ変異体であるｍＣＸＣＬ１２ １α、ｍＣＸＣＬ１７、
ｍＹｍ１（６０μＬ中、合計２００ｎｇ、全てＲｎＤシステム）または対照としての生理
食塩水（１０μＬ）を、毎日１回１時間、１０分毎に創傷に送達した。
【０１５１】
　ｍＣＸＣＬ１２ １αの場合、３０ｎｇを腹腔内に送達すると、３時間で免疫細胞の動
員の顕著な上昇が誘導され、そのため、２５μｍ2の範囲に２００ｎｇは高用量であると
見なされる。
【０１５２】
　一時点において組み替えタンパク質として与えられると、創傷における高プロテアーゼ
活性によってケモカインが分解され、そのため、タンパク質が創傷閉鎖を向上させるため
には、細菌による新規の産生が必要となる。さらに、乳酸菌は、創傷治癒にとって有益な
局所環境も提供し得る（図１Ｂ、４、５、２４、３０および３１）。
【０１５３】
　実施例１７：健常マウスにおける創傷閉鎖に対する異なる処理の効果の比較
　健常マウスにおける最初の２４時間の創傷閉鎖を、行った全ての異なる処理に対して解
析した（図３２）。一時点において創傷に投与されるラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ
＿Ｌｕｃまたは１回の用量が少ないＣＸＣＬ１２ １αを用いた処理は、最初の２４時間
の治癒に影響を及ぼす。だが、１０分毎に１時間、創傷表面に送達されるＣＸＣＬ１２ 
１α、ＣＸＣＬ１７、およびＹｍ１は、最初の２４時間の創傷閉鎖を加速する傾向があり
、この効果は、ＣＸＣＬ１２ １αが、ラクトバチルス・ロイテリＲ２ＬＣ＿ＬｒＣＫ１
によって、連続的に１時間、創傷表面に送達される場合に、さらにより明確になる。真皮
過剰発現によるＣＸＣＬ１２の送達は、２４時間の創傷閉鎖にむしろ有害な影響を及ぼす
。
【０１５４】
　実施例１８：ｐＬＡＢ１１２＿ｍＬｒＣＫ１.４を含有するラクトバチルス・ロイテリ
によって、粘膜表面の創傷治癒も加速される
　創傷表面へのＣＸＣＬ１２の局所的連続送達が、肌の上皮および腸の上皮のどちらにお
いても、包括的な機構によって機能するかを調べるために、ＤＳＳ誘導性大腸疾患の実験
プロトコールを２つ用いた。ＤＳＳ（デキストラン硫酸ナトリウム）は、腸の粘膜表面に
創傷を誘導することが知られている（参考文献１６）。
【０１５５】
　第１のプロトコールでは、マウスを、１４日間毎日１回、強制飼養（１ｍＬのＯＤ０．
５を遠心し、０．１ｍＬに再懸濁）によってラクトバチルス・ロイテリで処理する一方で
、７～１４日目には、ＤＳＳを飲料水に加えて与えた。ラクトバチルス・ロイテリのこの
株は、本プロトコールを用いると、腸内でコロニーを形成するので、目的は、大腸疾患が
誘導された際に、腸内でのラクトバチルス・ロイテリｐＬＡＢ１１２＿ｍＬｒＣＫ１の存
在が、ラクトバチルス・ロイテリｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃと比較して、有益なものである
かを評価することである。
【０１５６】
　第２のプロトコールは、顕在化した大腸疾患を治療することを目的とし、１～８日目に
ＤＳＳを飲料水に入れてマウスに与える一方で、５～８日目には、毎日３回、強制飼養に
よってラクトバチルス・ロイテリを与えた。
【０１５７】
　大腸疾患の重症度を、体重減少、糞便の硬さ、および血液成分などの臨床パラメータに
基づいて毎日評価し、クーパー（Cooper）および共同研究者によって詳細に説明されてい
る得点法である（参考文献１６）、疾患活性指数（ＤＡＩ）で表した。
【０１５８】
　ラクトバチルス・ロイテリｐＬＡＢ１１２＿ＬｕｃおよびｐＬＡＢ１１２＿ＬｒＣＫ１
.４を用いた前処理によって、ＤＳＳ誘導性大腸疾患の疾患活性が同様に改善した（図３
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３）。これは、この効果が、ラクトバチルス・ロイテリのみに依っていることを示してい
る。
【０１５９】
　対照的に、大腸疾患発症マウスに、ラクトバチルス・ロイテリ ｐＬＡＢ１１２＿Ｌｒ
ＣＫ１.４を投与した場合、疾患の進展が改善されたが、これはｐＬＡＢ１１２＿Ｌｕｃ
で処理した場合には観察されず（図３４）、このことは、送達されたケモカインの効果を
示している。
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