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(57)【要約】
本発明は、大腸菌の小型コロニー変種（ＳＣＶ）、好ましくは大腸菌８３９７２または大
腸菌ＨＵ２１１７、もしくはその改質または変種形態、の分化、分離、増殖及び保管の方
法、ならびに、製造されたＳＣＶ細菌を用いて、処理対象内及び／または処理医療機器上
に、共生生物膜を設ける方法、に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　共生細菌を培養する方法であって、
ａ）大腸菌小型コロニー変種（ＳＣＶ）細菌を分離することと、
ｂ）液体成長培地に前記ＳＣＶ細菌を接種することであって、前記液体成長培地は、
　ｉ）緩衝液と、
　ｉｉ）糖または糖アルコールと、
　ｉｉｉ）システイン、メチオニン、セリン及びリシンと、を含んだ添加最小培地であり
、
前記液体成長培地は、添加アデニン、シトシン、グアニン、ウラシル、イースト抽出物、
または、複合タンパク質の酵素消化物を備えない、前記液体成長培地に前記ＳＣＶ細菌を
接種することと、
ｃ）前記ＳＣＶ細菌株が成長して前記ＳＣＶ細菌細胞の液体培養を生産する条件下で、前
記液体成長培地を培養することと、
を備える前記方法。
【請求項２】
　前記糖または糖アルコールが、グリセリンを備える、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記糖または糖アルコールが、前記液体成長培地の単一添加炭素源としてグリセリンか
ら成る、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記大腸菌ＳＣＶ細菌が、大腸菌８３９７２及び大腸菌ＨＵ２１１７、またはその変種
もしくは誘導体から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記ＳＣＶ細菌細胞の前記液体培養では、対応する大型コロニー変種（ＬＣＶ）細菌細
胞の５０％未満、好ましくは４０％未満、好ましくは３０％未満、好ましくは２０％未満
、好ましくは１０％未満、好ましくは５％未満、好ましくは１％未満、さらに好ましくは
０．１％未満、を備える、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記ＳＣＶ細菌細胞の前記液体培養が、対応するＬＣＶ細菌細胞を含まない、請求項１
に記載の方法。
【請求項７】
　前記分離することが、前記ＳＣＶ細菌を尿から分離することを備える、請求項１に記載
の方法。
【請求項８】
　前記分離することが、前記ＳＣＶ細菌を尿内で成長させることを備え、前記尿は、１つ
以上の天然尿と合成尿とを備える、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記分離することが、固体培養培地上で前記ＳＣＶ細菌を成長することを備える、請求
項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記固体培養培地が、マッコンキー寒天である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記緩衝液が、３－（Ｎ－モルホリノ）プロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）緩衝液である
、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記ＭＯＰＳ緩衝液が、ＭＯＰＳ／トリシンである、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記液体成長培地が、アスパラギン、アスパラギン酸、グリシン、フェニルアラニン及
びトリプトファンから選択される１つ以上のアミノ酸をさらに備える、請求項１に記載の
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方法。
【請求項１４】
　前記液体成長培地が、硫酸第一鉄、塩化アンモニウム、硫酸カリウム、塩化カルシウム
、塩化マグネシウム及び塩化ナトリウムを１つ以上含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記液体成長培地が、モリブデン酸アンモニウム、ホウ酸、塩化コバルト、硫酸第二銅
、塩化マンガン及び硫酸亜鉛を１つ以上さらに備える、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記液体成長培地が、本質的に以下から成る：



(4) JP 2017-512477 A 2017.5.25

10

20

30

40

50

　請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　共生ＳＣＶ細菌細胞を備える医療用潤滑剤ゲルを調製する方法であって、
ａ）
　ｉ）共生ＳＣＶ細菌細胞の液体培養と、
　ｉｉ）薬理学的に許容されるゲル化剤と、
　ｉｉｉ）薬理学的に許容される第１の保護剤と、
を備える混合物を、液体内に提供することと、
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ｂ）前記混合物を凍結して、凍結製剤を生産することと、
を備える前記方法。
【請求項１８】
　前記凍結製剤を真空下で乾燥して、乾燥製剤を生産する、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記共生ＳＣＶ細菌細胞の前記液体培養が、請求項１～１６のいずれか１項により生成
される前記大腸菌ＳＣＶ細菌細胞の液体培養である、請求項１７または請求項１８に記載
の方法。
【請求項２０】
　前記ゲル化剤が、ヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキシメチルセルロース、ヒドロ
キシプロピルグアーガム、メチルセルロース、エチルセルロース、ヒドロキシプロピルセ
ルロース、カルボキシメチルセルロースナトリウム、カルボマー、アルギン酸塩、ゼラチ
ン及びポロクサマーから成る群より選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２１】
　前記混合物が、薬理学的に許容される第２の保護剤をさらに備え、前記第２の保護剤が
、前記第1の保護剤と異なっており、前記第１の保護剤及び前記第２の保護剤が、脱脂乳
固形分、トレハロース、グリセリン、ベタイン、ショ糖、ブドウ糖、ラクトース、デキス
トラン、ポリエチレングリコール、ソルビトール、マンニトール、ポリビニルプロピレン
、グルタミン酸カリウム、グルタミン酸ソーダ、Ｔｗｅｅｎ２０界面活性剤、Ｔｗｅｅｎ
８０界面活性剤及びアミノ酸塩酸塩からなる群より選択される、請求項１７に記載の方法
。
【請求項２２】
　請求項１７に記載の方法により生成される前記共生ＳＣＶ細菌細胞を備える、凍結組成
物。
【請求項２３】
　前記共生ＳＣＶ細菌細胞を備える、医療用潤滑剤ゲルを調製するための凍結乾燥組成物
であって、前記組成物は、請求項１８に記載の方法により生成される、凍結乾燥組成物。
【請求項２４】
　請求項１９の方法により生成される、請求項２２または請求項２３に記載の組成物。
【請求項２５】
　前記大腸菌ＳＣＶ細菌細胞が、大腸菌８３９７２及び大腸菌ＨＵ２１１７細胞、または
その変種もしくは誘導体から選択される、請求項２４に記載の組成物。
【請求項２６】
　前記ＳＣＶ細菌細胞の前記製剤では、対応する前記ＬＣＶ細菌細胞の５０％未満、好ま
しくは４０％未満、好ましくは３０％未満、好ましくは２０％未満、好ましくは１０％未
満、好ましくは５％未満、好ましくは１％未満、さらに好ましくは０．１％未満、を備え
る、請求項２２または請求項２３に記載の組成物。
【請求項２７】
　前記ＳＣＶ細菌細胞の前記製剤は、対応するＬＣＶ細菌細胞を含まない、請求項２２ま
たは請求項２３に記載の組成物。
【請求項２８】
　前記ゲル化剤が、ヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキシメチルセルロース、ヒドロ
キシプロピルグアーガム、メチルセルロース、エチルセルロース、ヒドロキシプロピルセ
ルロース、カルボキシメチルセルロースナトリウム、カルボマー、アルギン酸塩、ゼラチ
ン及びポロクサマーから成る群より選択される、請求項２２または請求項２３に記載の組
成物。
【請求項２９】
　前記第１の保護剤が、脱脂乳固形分、ショ糖、トレハロース、グリセリン、ベタイン、
ブドウ糖、ラクトース、デキストラン、ポリエチレングリコール、ソルビトール、マンニ
トール、ポリビニルプロピレン、グルタミン酸カリウム、グルタミン酸ソーダ、Ｔｗｅｅ
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ｎ２０界面活性剤、Ｔｗｅｅｎ８０界面活性剤及びアミノ酸塩酸塩から成る群より選択さ
れる、請求項２２または請求項２３に記載の組成物。
【請求項３０】
　薬理学的に許容される第２の保護剤をさらに備え、前記第２の保護剤が、前記第１の保
護剤と異なっており、かつ、脱脂乳固形分、トレハロース、グリセリン、ベタイン、ショ
糖、ブドウ糖、ラクトース、デキストラン、ポリエチレングリコール、ソルビトール、マ
ンニトール、ポリビニルプロピレン、グルタミン酸カリウム、グルタミン酸ソーダ、Ｔｗ
ｅｅｎ２０界面活性剤、Ｔｗｅｅｎ８０界面活性剤及びアミノ酸塩酸塩から成る群より選
択される、請求項２２または請求項２３に記載の組成物。
【請求項３１】
　生物膜を医療機器上に生成する方法であって、
ａ）ＳＣＶ細菌細胞と、薬理学的に許容されるゲル化剤と、薬理学的に許容される保護剤
とを備える凍結乾燥製剤を提供することと、
ｂ）前記凍結乾燥製剤を液体に露出して、有効量の前記ＳＣＶ細菌細胞を備える医学的に
許容可能な潤滑剤ゲルを生成することと、 
ｃ）前記医療機器を前記潤滑剤ゲルに接触させて、処理機器を生産することと、
ｄ）前記処理器具上に前記ＳＣＶ細菌細胞の生物膜を形成する条件で、前記処理器具を露
出することと、
を備える前記方法。
【請求項３２】
　生物膜を医療機器上に生成する方法であって、
ａ）ＳＣＶ細菌細胞と、薬理学的に許容されるゲル化剤と、薬理学的に許容される保護剤
の製剤とを備える凍結製剤を提供することと、
ｂ）前記凍結製剤を解凍して、有効量の前記ＳＣＶ細菌細胞を備える医学的に許容可能な
潤滑剤ゲルを生成することと、 
ｃ）前記医療機器を前記潤滑剤ゲルに接触させて、処理機器を生産することと、
ｄ）前記処理器具上に前記ＳＣＶ細菌細胞の生物膜を生成する条件で、前記処理器具を露
出することと、
を備える前記方法。
【請求項３３】
　前記医療機器が尿路カテーテルである、請求項３１または請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記処理器具の前記露出が、対象を前記処理器具に接触させることを含む、請求項３３
に記載の方法。
【請求項３５】
　ＳＣＶ細菌細胞を対象に投与する方法であって、
ａ）ＳＣＶ細菌細胞の製剤と、薬理学的に許容されるゲル化剤と、薬理学的に許容される
保護剤とを備える凍結乾燥製剤を提供することと、
ｂ）前記凍結乾燥製剤を液体に当てて、有効量の前記ＳＣＶ細菌細胞を含む医学的に許容
可能な潤滑剤ゲルを生成することと、
ｃ）前記対象を前記潤滑剤ゲルに接触させることと、
を備える前記方法。
【請求項３６】
　ＳＣＶ細菌細胞を対象に投与する方法であって、
ａ）ＳＣＶ細菌細胞の製剤と、薬理学的に許容されるゲル化剤と、薬理学的に許容される
保護剤とを備える凍結製剤を提供することと、
ｂ）前記凍結製剤を解凍して、有効量の前記ＳＣＶ細菌細胞を備える医学的に許容可能な
潤滑剤ゲルを生成することと、
ｃ）前記対象を前記潤滑剤ゲルに接触させることと、
を備える前記方法。
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【請求項３７】
　前記対象を前記ゲルに接触させることが、医療機器を前記潤滑剤ゲルに接触させて処理
機器を生産することと、前記対象を前記処理器具に接触させることとを備える、請求項３
５または請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　前記医療機器が尿路カテーテルである、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　前記ＳＣＶ細菌細胞が、大腸菌ＨＵ２１１７または大腸菌８３９７２である、請求項３
５または請求項３６に記載の方法。
【請求項４０】
　請求項２２～３０のいずれか１項による組成物を備えるキット。
【請求項４１】
　滅菌水性流体の容器をさらに備える、請求項４０に記載のキット。
【請求項４２】
　前記滅菌水性流体が水である、請求項４１に記載のキット。
【請求項４３】
　医療機器をさらに備える、請求項４０に記載のキット。
【請求項４４】
　前記医療機器が尿路カテーテルを含む、請求項４２に記載のキット。
【請求項４５】
　前記大腸菌ＳＣＶ細菌は、大腸菌８３９７２及び大腸菌ＨＵ２１１７、またはその変種
もしくは誘導体から選択される、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４６】
　前記ＳＣＶ細菌細胞の前記液体培養では、対応するＬＣＶ細菌細胞の５０％未満、好ま
しくは４０％未満、好ましくは３０％未満、好ましくは２０％未満、好ましくは１０％未
満、好ましくは５％未満、好ましくは１％未満、さらに好ましくは０．１％未満、を備え
る、請求項１～３及び４５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４７】
　ＳＣＶ細菌細胞の前記液体培養が、対応するＬＣＶ細菌細胞を含まない、請求項４６に
記載の方法。
【請求項４８】
　前記分離することが、尿からＳＣＶ細菌を分離することを含む、請求項１～３及び４５
～４７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４９】
　前記分離することが、ＳＣＶ細菌を尿内で成長させることを備え、前記尿は、１つ以上
の天然尿と合成尿とを備える、請求項１～３及び４５～４８のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項５０】
　前記分離することが、前記ＳＣＶ細菌を固体培養培地上に成長させることを備える、請
求項１～３及び４５～４９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５１】
　前記固体培養培地がマッコンキー寒天である、請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　前記緩衝液が、３－（Ｎ－モルホリノ）プロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）緩衝液である
、請求項１～３及び４５～５１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５３】
　前記ＭＯＰＳ緩衝液がＭＯＰＳ／トリシンである、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　前記液体成長培地が、アスパラギン、アスパラギン酸、グリシン、フェニルアラニン及
びトリプトファンから選択される１つ以上のアミノ酸をさらに備える、請求項１～３及び
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４５～５３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５５】
　前記液体成長培地が、硫酸第一鉄、塩化アンモニウム、硫酸カリウム、塩化カルシウム
、塩化マグネシウム及び塩化ナトリウムの１つ以上を備える、請求項１～３及び４５～５
４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５６】
　前記液体成長培地が、モリブデン酸アンモニウム、ホウ酸、塩化コバルト、硫酸第二銅
、塩化マンガン及び硫酸亜鉛の１つ以上をさらに備える、請求項１～３及び４５～５５の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項５７】
　前記液体成長培地が、本質的に以下から成る：
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　請求項１～３及び４５～５６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５８】
　共生ＳＣＶ細菌細胞を備える医療用潤滑剤ゲルを調製する方法であって、
ａ）
　　ｉ）請求項１～３及び４５～５７のいずれか１項により生成される大腸菌ＳＣＶ細菌
細胞の液体培養と、
　　ｉｉ）薬理学的に許容されるゲル化剤と、
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　　ｉｉｉ）薬理学的に許容される第１の保護剤と、
を備える混合物を液体内に提供することと、
ｂ）前記混合物を凍結させて、凍結製剤を生産することと、
を備える前記方法。
【請求項５９】
　前記凍結製剤を真空下で乾燥して、乾燥製剤を生産する、請求項５８に記載の方法。
【請求項６０】
　前記ゲル化剤が、ヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキシメチルセルロース、ヒドロ
キシプロピルグアーガム、メチルセルロース、エチルセルロース、ヒドロキシプロピルセ
ルロース、カルボキシメチルセルロースナトリウム、カルボマー、アルギン酸塩、ゼラチ
ン及びポロクサマーから成る群より選択される、請求項５８または請求項５９に記載の方
法。
【請求項６１】
　前記混合物が、薬理学的に許容される第２の保護剤をさらに備え、前記第２の保護剤が
、前記第１の保護剤と異なっており、前記第１の及び前記第２の保護剤が、脱脂乳固形分
、トレハロース、グリセリン、ベタイン、ショ糖、ブドウ糖、ラクトース、デキストラン
、ポリエチレングリコール、ソルビトール、マンニトール、ポリビニルプロピレン、グル
タミン酸カリウム、グルタミン酸ソーダ、Ｔｗｅｅｎ２０界面活性剤、Ｔｗｅｅｎ８０界
面活性剤及びアミノ酸塩酸塩からなる群から選択される、請求項５８～６０のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項６２】
　請求項５８及び６０～６１のいずれか１項に記載の方法により生成される共生ＳＣＶ細
菌細胞を備える、凍結組成物。
【請求項６３】
　共生ＳＣＶ細菌細胞を備える、医療用潤滑剤ゲルを調製するための凍結乾燥組成物であ
って、前記凍結乾燥組成物が、請求項５９～６１のいずれか１項の方法により生成される
、凍結乾燥組成物。
【請求項６４】
　請求項６２及び／または請求項６３による組成物を備える、キット。
【請求項６５】
　滅菌水性流体、好ましくは滅菌水、の容器をさらに備える、請求項６４に記載のキット
。
【請求項６６】
　医療機器をさらに備える、請求項６４～６５のいずれか１項に記載のキット。
【請求項６７】
　前記医療機器が尿路カテーテルを備える、請求項６６に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２０１４年３月２８日に出願の米国仮出願番号第６１／９７１，９１３号に
おける優先権を主張するものであり、これは参照事項として本出願に組み込まれる。
【０００２】
　本発明は、例えば大腸菌の非病原性菌種等、共有生物体の小型コロニー変種を調製及び
使用する方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　細菌尿症及び膿尿症は、尿道留置カテーテルを有する患者に均一に存在する。抗菌療法
により、細菌を一時的に根絶することができるが、細菌尿はすぐに再発し、感染細菌は抗
生物質に対して進行的に抵抗するようになる。カテーテル処置した患者における無症候性
尿路感染症（ＵＴＩ）の抗菌（例えば抗生剤及び／または消毒剤）処理には、処理及び非



(11) JP 2017-512477 A 2017.5.25

10

20

30

40

50

処理のカテーテル処置患者が処理終了の数週間後における感染症の類似した罹患率を有し
かつ症候性ＵＴＩ発作を発症する同等の可能性を有しているとの効果があるとは、示され
ていない（Ｎｉｃｏｌｌｅ，Ｌ．Ｅ．，Ｄｒｕｇｓ Ａｇｉｎｇ ２２（８）：６２７－３
９（２００５）。さらに、無症候性カテーテル関連のＵＴＩの抗菌処理（ＣＡＵＴＩ）が
、薬剤耐性生物体の出現に関連し、症状のある感染が生じる際の処置を複雑にしていた。
【０００４】
　大腸菌の所定の非病原性菌種による膀胱の前コロニー形成が、様々な尿病原体により尿
路カテーテルコロニー形成の生体内の発生率を防止または低減するための、安全かつ有効
な方法であることを、研究が示唆した。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は、非病原性大腸菌の特定変種形の製剤及び増殖に関する。ある実施形態では、
小型コロニー変種が、治療的製剤、例えば共有微生物を含む潤滑剤ゲルの凍結乾燥製剤で
使用するために選択される。本発明は、大腸菌、好ましくは大腸菌８３９７２または大腸
菌ＨＵ２１１７、またはその改質または変種形の、小型コロニー変種（ＳＣＶ）の分化、
分離、増殖及び保管の方法、及び、製造された細菌を用いて処理した対象内に生物膜を設
ける方法、に関する。
【０００６】
　ある実施形態では、本技術は、好ましくは液体培養内で、共有細菌のＳＣＶを培養する
方法を提供する。ある実施形態では、本方法は、大腸菌小型コロニー変種（ＳＣＶ）細菌
を分離することと、液体成長培地にＳＣＶ細菌を接種することとを備えており、液体成長
培地は、糖または糖アルコール等の炭素源を備え、かつ、アミノ酸システイン、メチオニ
ン、セリン及びリシンをさらに備える、添加最少培地である。好ましくは、液体成長培地
は、添加アデニン、シトシン、グアニン、ウラシル、イースト抽出物、または、複合タン
パク質の酵素消化物を備えない。ある実施形態では、液体培地は、３－（Ｎ－モルホリノ
）プロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）緩衝液等の緩衝液を備えている。所定の好ましい実施
形態では、ＭＯＰＳ溶液は、ＭＯＰＳ／トリセン溶液を備えている。
【０００７】
　ＳＣＶ細菌を培養する方法はさらに、ＳＣＶ菌種が成長して、通常のまたは「大型コロ
ニー変種」（ＬＣＶ）形への最小限の復帰で、ＳＣＶ形を保持する細菌性細胞の液体培養
を生産する条件下で、接種される液体成長培地を培養することを備える。ある実施形態で
は、ＳＣＶ細菌細胞の液体培養は、細菌の対応する通常形またはＬＣＶ形の５０％未満、
好ましくは４０％未満、好ましくは３０％未満、好ましくは２０％未満、好ましくは１０
％未満、好ましくは５％未満、好ましくは１％未満、より好ましくは０．１％未満を備え
ている。一部の好ましい実施形態では、ＳＣＶ細菌細胞の液体培養は、対応するＬＣＶ細
菌性細胞に対してフリー、または本質的にフリーである。
【０００８】
　ある実施形態では、炭素源はグリセリンを含み、所定の好ましい実施形態では、炭素源
は本質的にグリセリンから成り、そこではグリセリンが液体成長培地の単一添加炭素源で
ある。
【０００９】
　ある実施形態では、大腸菌のＳＣＶ型を分離することは、尿からＳＣＶ細菌を分離する
ことを備えている。ある実施形態では、尿は生体であり、すなわちヒトまたは動物により
生成される尿である一方、一部の実施形態では、尿は合成または人工尿である。ある実施
形態では、ＳＣＶ細菌は、尿で培養される。体内（生体内、例えば個人の尿路内で）で、
ＳＣＶ細菌を尿で培養してもよく、または、体外（生体外で、例えば実験室の血管内で）
で培養してもよい。
【００１０】
　ある実施形態では、ＳＣＶ細菌を分離することは、固体培養培地上、例えばマッコンキ
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ている。
【００１１】
　ある実施形態では、例えば上記の添加最少培地等の液体成長培地は、アスパラギン、ア
スパラギン酸、グリシン、フェニルアラニン及びトリプトファンから選択される１つ以上
のアミノ酸をさらに備えている。また、液体培地は１つ以上の塩を含有していてもよい。
ある実施形態では、液体成長培地は、１つ以上の硫酸第一鉄、塩化アンモニウム、硫酸カ
リウム、塩化カルシウム、塩化マグネシウム及び塩化ナトリウムを含んでおり、一部の実
施形態では、液体成長培地は、１つ以上のモリブデン酸アンモニウム、ホウ酸、塩化コバ
ルト、硫酸第二銅、塩化マンガン及び硫酸亜鉛をさらに備えている。
【００１２】
　特定の実施形態では、液体成長培地は、本質的に以下から成る組成培地である。
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【００１３】
　ある実施形態では、本技術は、例えば使用前に医療機器に潤滑剤を入れるために、医療
用潤滑剤ゲル内に生存可能共生ＳＣＶ病原性大腸菌を提供する。好ましい実施形態では、
共生ゲル組成物を使用することにより、例えば、患者の尿路内等における、処理医療機器
の表面上、及び／または、処理機器に露出される組織表面上への、前記病原性大腸菌の生
物膜の生成が誘導される。
【００１４】
　ある実施形態では、ＳＣＶ病原性大腸菌を含む潤滑剤ゲルを提供することは、ａ）液体
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内に、ｉ）上記の共生ＳＣＶ細菌細胞の液体培養、ｉｉ）薬理学的に許容されるゲル化剤
、及びｉｉｉ）薬理学的に許容される保護剤、を含む混合物を提供するステップ；ならび
に、ｂ）混合物を凍結して、潤滑剤ゲルを混合した細菌の凍結製剤を生産するステップ、
を備えている。ある実施形態では、その後凍結製剤を真空下で乾燥して、例えば安定保管
のため、凍結乾燥製剤を生産する。
【００１５】
　共生病原性大腸菌の凍結乾燥製剤及び潤滑剤ゲルは、例えば米国特許出願第１２／６７
１,３７０号に記載されるように製造されてもよく、これは参照事項として本出願に組み
込まれる。製剤が（凍結であるならば）解凍される場合、または（凍結乾燥であるならば
）液体で再組成される場合のいずれかの場合に、ゲル化剤を選択して、使用中に適した潤
滑剤機能を提供する。ある実施形態では、ゲル化剤は、１つ以上のヒドロキシエチルセル
ロース、ヒドロキシメチルセルロース、ヒドロキシプロピルグアーガム、メチルセルロー
ス、エチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、カルボキシメチルセルロースナ
トリウム、カルボマー、アルギン酸、ゼラチン、またはポロクサマーを備えている。所定
の好ましい実施形態では、ゲル化剤は、ヒドロキシエチルセルロースを含むまたはヒドロ
キシエチルセルロースを備えている。
【００１６】
　ある実施形態では、ＳＣＶ細菌を含む水性混合流体は、第１の保護剤と異なる薬理学的
に許容される第２の保護剤をさらに備えている。特定の実施形態では、第１及び第２の保
護剤は、１つ以上の脱脂乳固形分、トレハロース、グリセリン、ベタイン、ショ糖、ブド
ウ糖、ラクトース、デキストラン、ポリエチレングリコール、ソルビトール、マンニトー
ル、ポリビニルプロピレン、グルタミン酸カリウム、グルタミン酸ソーダ、Ｔｗｅｅｎ２
０界面活性剤、Ｔｗｅｅｎ８０界面活性剤、及び／またはアミノ酸ハイドロクロライドを
備えている。
【００１７】
　ある実施形態では、本技術は、上記に記載する方法で生成する共生大腸菌ＳＣＶ細菌細
胞を含んでいる凍結または凍結乾燥組成物を提供する。ある実施形態では、ＳＣＶ細菌細
胞の製剤は、対応する通常または細菌ＬＣＶ形の５０％未満、好ましくは４０％未満、好
ましくは３０％未満、好ましくは２０％未満、好ましくは１０％未満、好ましくは５％未
満、好ましくは１％未満、さらに好ましくは０．１％未満を、備えている。一部の好まし
い実施形態において、ＳＣＶ細菌細胞の製剤は、対応するＬＣＶ細菌性細胞がフリー、ま
たは本質的にフリーである。
【００１８】
　ある実施形態では、本技術は、医療機器上の生物膜を、この機器をＳＣＶ病原性大腸菌
細胞の製剤で治療することにより、生成する方法を提供する。ある実施形態では、本技術
は、ａ）ＳＣＶ細菌細胞と、薬理学的に許容されるゲル化剤と、薬理学的に許容される保
護剤と、を備える凍結乾燥製剤を提供すること；ｂ）凍結乾燥製剤を液体に露出して、有
効量のＳＣＶ細菌細胞を含む医学的に許容可能な潤滑剤ゲルを生成すること；ｃ）医療機
器を潤滑剤ゲルに接触させて、処理機器を生産すること；及び、ｄ）処理機器上及び／ま
たは処理器具に曝露される組織上に、細菌細胞の生物膜が組織する条件で、処理機器を露
出すること、を備えている。
【００１９】
　ある実施形態では、生物膜を医療機器上に生成する方法は、ａ）ＳＣＶ細菌細胞の製剤
、例えば上記のように薬理学的に許容されるゲル化剤及び薬理学的に許容される保護剤、
を含む、凍結製剤を提供すること；ｂ）凍結製剤を解凍して、有効量のＳＣＶ細菌細胞を
含む医学的に許容可能な潤滑剤ゲルを生成すること；ｃ）医療機器を潤滑剤ゲルに接触さ
せて、処理機器を生産すること；及び、ｄ）生物膜がＳＣＶ細菌細胞から、処理機器上及
び／または処理機器に露出される組織上に組織する条件で、処理機器を露出すること、を
備えている。
【００２０】
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　ある実施形態では、医療機器は、尿路カテーテルである。特定の実施形態では、処理機
器を生物膜－成形条件に露出することは、例えば患者等の対象を、処理機器に接触させる
ことを備えている。
【００２１】
　付加的な実施形態では、本技術は、ＳＣＶ細菌細胞を対象に投与する方法を提供し、こ
の方法は、ａ）ＳＣＶ細菌細胞の製剤の混合物と、薬理学的に許容されるゲル化剤と、薬
理学的に許容される保護剤と、を含む凍結乾燥製剤を提供すること；ｂ）凍結乾燥製剤を
液体に露出して、ＳＣＶ細菌細胞の有効量を含む医学的に許容可能な潤滑剤ゲルを生成す
ること；及び、ｃ）対象を潤滑剤ゲルに接触させること、を備えている。他の実施形態に
おいて、本技術は、ＳＣＶ細菌細胞を対象に投与する方法を提供し、この方法は、ａ）Ｓ
ＣＶ細菌細胞の製剤の混合物と、薬理学的に許容されるゲル化剤と、薬理学的に許容され
る保護剤と、を備える凍結製剤を提供すること；ｂ）凍結製剤を解凍して、有効量のＳＣ
Ｖ細菌細胞を含む医学的に許容可能な潤滑剤ゲルを生成すること；及び、ｃ）潤滑剤ゲル
を対象に接触させること、を備えている。
【００２２】
　特定の実施形態では、ゲルを対象に接触させることは、潤滑剤ゲルを医療機器に接触さ
せて処理機器を生産することと、処理機器を対象に接触させることと、を備えている。所
定の好ましい実施形態では、医療機器は、尿路カテーテルである。
【００２３】
　本技術は、組成物の便利な使用のためのキットと、上記の方法とを、更に提供する。例
えば、ある実施形態では、本技術は、例えばｉ）上記のようにＳＣＶ病原性大腸菌細胞を
含む、凍結乾燥または凍結組成物混合物を備えるキットとして提供される。組成物が凍結
乾燥形態で提供される特定の実施形態では、キットは、凍結乾燥混合物を再懸濁して有効
量のＳＣＶ細菌を含む潤滑剤ゲルを生産するための、例えば水等の滅菌水性流体の容器を
、さらに備えていてもよい。ある実施形態では、キットは、カテーテル、例えば尿路カテ
ーテル等の、医療機器を、さらに備えている。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】図１Ａ～１Ｃは、マッコンキー寒天（Ａ）上、ＬＢ寒天（Ｂ）上、または、改質
ＭＯＰＳ最小寒天（Ｃ）上の、大腸菌ＨＵ２１１７の大型及び小型コロニー変種のコロニ
ー形態を示す図である。大型コロニー変種は各平板の左上に条痕され、小型コロニー変種
は右上に条痕される。
【図２】ＳＣＶ－形態大腸菌ＨＵ２１１７の２つの異なるグリセリンフリーザーストック
で条痕されるマッコンキー寒天平板を示す図である。左平板はＨＵ２１１７ストックＡを
示し、右平板はＨＵ２１１７ストックＢを示す。
【図３】ＳＣＶ－形態大腸菌ＨＵ２１１７の２つの異なるグリセリンフリーザーストック
で条痕されるＬＢ寒天平板を示す図である。左平板はＨＵ２１１７ストックＡを示し、右
平板はＨＵ２１１７ストックＢを示す。
【図４】ＬＣＶ－形態大腸菌８３９７２の２つの異なるグリセリンフリーザーストックで
条痕されるマッコンキー寒天平板を示す図である。左平板は８３９７２ストックＡを示し
、右平板は８３９７２ストックＢを示す。
【図５】ＬＣＶ－形態大腸菌８３９７２の２つの異なるグリセリンフリーザーストックで
条痕されるＬＢ寒天平板を示す図である。左平板は８３９７２ストックＡを示し、右平板
は８３９７２ストックＢを示す。
【図６】大腸菌８３９７２のＳＣＶ及びＬＣＶ形態のグリセリンフリーザーストックに条
痕されるマッコンキー寒天平板を示す図である。左平板はＳＣＶ－形態ＣＯＮ４２－５を
示し、右平板はＬＣＶ－形態ＣＯＮ１９－４Ａを示す。
【図７】大腸菌８３９７２のＳＣＶ及びＬＣＶ形態のグリセリンフリーザーストックで条
痕されるＬＢ寒天平板を示す図である。左平板はＳＣＶ－形態ＣＯＮ４２－５を示し、右
平板はＬＣＶ－形態ＣＯＮ１９－４Ａを示す。
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【図８】図８Ａおよび８Ｂは、ここに記載のように調製される大腸菌８３９７２及びＨＵ
２１１７のＳＣＶ形態のグリセリンストックで条痕される、マッコンキー及びＬＢ寒天平
板を示す図である。図８Ａ及び図８Ｂの左平板は８３９７２を示し、右平板はＨＵ２１１
７を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　定義
　本発明の理解を容易にするため、多数の用語及び熟語を、下記のように定義する。
【００２６】
　小型コロニー変種（ＳＣＶ）とは、固体培地上で成長する際に、対応する親菌の通常コ
ロニーサイズより実質的に小型であるコロニーを生成することを特徴とする、大腸菌の変
種のことをいう。例えば、大腸菌のＳＣＶは、自分が成長する寒天上でのサイズが一晩の
培養後でも少量であるコロニーを典型的に生成する一方、ＬＣＶは、他のコロニーと十分
に分離すれば、直径で例えば１ｍｍまたはこれより大きな通常サイズのコロニーを生成す
る。例えば、マッコンキー寒天上、ルリア－ベルターニ（ＬＢ）寒天上、及び改質ＭＯＰ
Ｓ最小寒天上での、大腸菌ＨＵ２１１７のＬＣＶ及びＳＣＶを比較する図１を参照された
い。大腸菌種のＳＣＶコロニーは、同じ生物体の通常またはこれより大きいコロニー変種
の直径の１／１０またはこれより小さい大きさを一般に測定する。コロニーは一般には、
液体培地内での培養中には生成されないが、液体培養が固体培地の上で条痕され培養され
てコロニーを生成する際に得られたコロニーが、支配的にまたは排他的にＳＣＶ形態であ
るならば、この微生物の形態は、「ＳＣＶ」であると考えられる。
【００２７】
　ここで用いられる大きなコロニー変種は、標準サイズを有する変種のことをいい、一般
に直径で、同じ生物体のＳＣＶが同様に成長した場合の少なくとも１０倍大きい。
【００２８】
　ここに用いられる場合において、用語「対象」とは、本発明の方法または組成物により
処理される個体（例えばヒト、動物または他の生物体）のことをいう。対象は、哺乳類（
例えば、ネズミ、サル、ウマ、ウシ、ブタ、イヌ、ネコ等）を含むが限定的ではなく、そ
して最も好ましくは、ヒトを含む。本発明との関連で、用語「対象」とは一般に、病原性
細菌の存在に特徴がある状態または病原性細菌へのあり得る被曝を予想する状態で、処理
（例えば１つの共生微生物及び任意に１つ以上の他の薬剤の投与）を受ける予定であるま
たは受けた処理を有する個体のことをいう。
【００２９】
　ここで用いられる用語「診断される」とは、その徴候及び病徴（例えば従来の治療法へ
の抵抗）による、または遺伝分析、病理分析、組織学分析等による、疾病の認知（例えば
病原性細菌の存在により引き起こされる）のことをいう。
【００３０】
　ここに用いられる場合において、用語「生体外の」とは、人工環境のこと、及び人工環
境の範囲内で生じるプロセスまたは反応のことをいう。生体外の環境とは、実験管及び細
胞培養を含むが、これに限定されない。用語「生体内」とは、自然環境（例えば動物また
は細胞）及び、自然環境の範囲内で生じるプロセスまたは反応のことをいう。
【００３１】
　ここに用いられる場合において、用語「菌力」とは、微生物の病原性の程度のことをい
い、例えば、生成される疾病の重症度、または対象の組織に侵入するその能力によって示
される。これは一般に、半数致死量（ＬＤ５０）または半数感染量（ＩＤ５０）により、
実験的に測定される。また、この用語を用いて、病理作用を生じるためのいずれかの感染
因子の能力のことをいうこともできる。
【００３２】
　ここに用いられる場合において、用語「有効量」とは、有益なまたは望ましい結果を生
じるに十分な組成物（例えば共生微生物）の量のことをいう。有効量は、１つ以上の投与
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、適用または投与で施すことができ、特定の処方または投与ルートに限定することを目的
としない。共生微生物または他の治療組成物の有効量を相対的かつ容易に決定することは
、当業者の能力の範囲内である。
【００３３】
　ここに用いられる場合において、用語「投与」とは、生理的システム（例えば対象、ま
たは生体内、体外または生体外の細胞、組織及び器官）へ、薬品、プロドラッグもしくは
他の薬剤、または治療処置（例えば本発明の組成物）を与える作用のことをいう。人体へ
の投与の典型的な経路としては、尿道、目（眼）、口（経口）、皮膚（経皮）、鼻（経鼻
）、肺（吸入）、口腔粘膜（口内）、耳によるか、または注入（例えば静注、皮下、腫瘍
内、腹膜内等）によるか、等とすることができる。
【００３４】
　ここに用いられる場合において、用語「表面を治療する」とは、例えばカテーテル等の
表面を、本発明の１つ以上の組成物にさらす作用のことをいう。表面を治療する方法は、
散布、噴霧、浸水及びコーティングを含むが、これに限定されるものではない。
【００３５】
　ここに用いられる場合において、用語「共投与」とは、少なくとも２つの薬剤（複数）
（例えばそれぞれ異なるプラスミドを含む２つの別々の供与菌）の投与または対象への治
療のことをいう。ある実施形態では、２以上の薬剤または治療の共投与は、同時である。
他の実施形態では、第１の薬剤／治療は、第２の薬剤／治療の前に投与される。用いられ
る様々な薬剤または治療の投与の調合及び／または経路を変化させてもよいことを、当業
者は理解する。共投与のための適切な投与を、当業者により容易に決定することができる
。ある実施形態では、薬剤または治療が共同投与される場合は、それらの投与のみのため
、各薬剤または治療は、妥当量よりも低い用量で投与される。したがって、共投与は特に
実施形態において望ましく、そこでは、薬剤または治療の共投与が、潜在的に有害な（例
えば有毒な）薬剤の必要量を下げる。
【００３６】
　ここに用いられる場合において、用語「有毒である」とは、対象上、細胞（例えばこの
方法に従って調製される細菌性細胞を含む）上、または同じ細胞と比較した組織上、また
は毒物の投与前の組織上での、あらゆる不利益なまたは有害な影響のことをいう。
【００３７】
　ここに用いられる場合において、用語「製薬組成物」とは、体外、生体内または生体外
での診断または治療使用に特に適切な組成物を作製する際の、キャリア、不活性、または
活性での活性薬剤（例えば共生微生物）の組み合わせのことをいう。
【００３８】
　ここに用いられる用語「薬理学的に許容される」または「薬理的に許容可能である」と
は、対象に施される際、例えば有毒性、アレルギー性の有害反応、または免疫反応を、さ
ほど生じない組成物のことをいう。
【００３９】
　ここに用いられる場合において、用語「局所的に」とは、皮膚及び粘膜細胞と組織の表
面（例えば上皮、肺胞、口内、舌、そしゃく剤または経鼻粘膜、及び管腔臓器または体腔
を補強する他の組織及び細胞）に対する、本発明の組成物の適用のことをいう。
【００４０】
　ここに用いられる場合において、用語「薬理学的に許容されるキャリア」とは、標準製
薬キャリアのいずれかのことをいい、リン酸緩衝食塩水溶液、水、エマルション（例えば
、例えば油／水または水／乳化油）、及び、さまざまな湿潤剤、すべての溶媒、分散媒、
コーティング、ラウリル硫酸ナトリウム、等張性及び生体吸収遅延物質、崩壊剤（例えば
ジャガイモ澱粉またはデンプングリコール酸ナトリウム）等を含むが、これらに限定され
ない。また、組成物は安定剤及び防腐剤を含むことができる。例えば、キャリア、安定剤
及び補助剤である。（例えば、Ｍａｒｔｉｎ， Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ'ｓ Ｐｈａｒｍａｃ
ｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，第１５版、Ｍａｃｋ Ｐｕｂｌ． Ｃｏ．， Ｅａｓｔ
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ｏｎ， Ｐａ． （１９７５），を参照されたい。これは参照事項として本願に組み込まれ
る）。更に、特定の実施形態では、本発明の組成物は、園芸または農業の使用のために調
製されてもよい。この調合は、ディップ、スプレー、種子粉衣、茎部注入、スプレー及び
霧を含む。
【００４１】
　ここに用いられる場合において、用語「薬理学的に許容される塩」とは、ターゲット対
象（例えば哺乳類対象、及び／または生体内または生体外の細胞、組織または器官）内で
生理的に認容される本発明の化合物のいずれかの塩（例えば酸または塩基との反応により
得られる）のことをいう。本発明の化合物の「塩」は、無機または有機の酸及び塩基から
得られてもよい。酸の例は、塩化水素、臭化水素、硫黄、窒素、過塩素、フマル酸、マレ
イン酸、リン酸、グリコール酸、乳酸、サリチル酸、コハク酸、トルエン－ｐ－スルホン
酸、酒石酸、酢酸、クエン酸、メタン硫酸、エタンスルホン酸、ギ酸、安息香酸、マロン
酸、スルホン酸、ナフタレン－２スルホン酸、ベンゼンスルホン酸、等を含むが、これに
限定されるものではない。例えばシュウ酸等の他の酸は、それら自身薬理学的に許容され
るものではないが、本発明の化合物及びそれらの薬理学的に許容される酸付加塩を得る際
に、中間物として有用な塩の製剤で用いられてもよい。
【００４２】
　塩基の実例は、アルカリ金属（例えばナトリウム）水酸化物、アルカリ土類金属（例え
ばマグネシウム）水酸化物、アンモニア、及び式ＮＷ４

＋の化合物を含むが、これに限定
されるものではなく、ここでＷはＣ１－４アルキルである等である。
【００４３】
　塩の実例は：酢酸塩、アジピン酸塩、アルギン酸塩、アスパラギン酸塩、安息香酸塩、
ベンゼンスルホン酸塩、重硫酸塩、酪酸塩、クエン酸塩、樟脳酸塩、カンファースルホン
酸塩、シクロペンタンプロピオン酸塩、ジグルコン酸塩、ドデシル硫酸塩、エタンスルホ
ン酸塩、フマル酸塩、フルコヘプタン酸塩、グリセロリン酸、ヘミ硫酸塩、ヘプタン酸塩
、ヘキサン酸塩、塩化塩、臭化塩、ヨウ化塩、２－ヒドロキシエタンスルホン酸塩、乳酸
塩、マレイン酸塩、メタンスルホン酸塩、２－ナフタレンスルホン酸塩、ニコチン酸塩、
シュウ酸塩、パルミチン酸塩、ペクチン酸塩、ペルオキソ硫酸塩、フェニルプロピオン酸
塩、ピクラート、ピバル酸塩、プロピオン酸塩、コハク酸塩、酒石酸塩、チオシアン酸塩
、トシル酸塩、ウンデカン酸塩、等を含むが、これらに限定されない。塩の他の実例とし
ては、Ｎａ＋、ＮＨ４

＋及びＮＷ４
＋（ここでＷはＣ１－４アルキル基である）等の適切

な陽イオンと混合する本発明の化合物のアニオンを含む。治療使用のため、本発明の化合
物の塩が、薬理学的に許容されるよう考慮される。しかしながら、非薬理学的に許容され
る酸及び塩基の塩はまた、例えば薬理学的に許容される化合物の製剤または精製で使用さ
れることが見出されてもよい。
【００４４】
　治療使用のため、本発明の化合物の塩が、薬理学的に許容されるように考慮される。し
かしながら、非薬理学的に許容される酸及び塩基の塩はまた、例えば、薬理学的に許容さ
れる化合物の製剤または精製で使用されることが見出されてもよい。
【００４５】
　ここに用いられる場合において、用語「医療機器」とは例えば、（例えば疾病または外
傷のための）治療の間に、対象のまたは患者の身体の上、身体の中、または身体の間で用
いられるいずれかの材料または器具を含む。医療機器は、医学的な移植としてのこの項目
、創傷治癒器具、ドラッグデリバリー器具、及び体腔及び対人保護器具を含むが、これに
限定されるものではない。医学的な移植は、尿路カテーテル、血管内カテーテル、透析用
シャント、創傷排液管、皮膚縫合、代用血管、埋込可能メッシュ、眼内器具、心臓弁、等
を含むが、これに限定されるものではない。創傷治癒器具は、一般的な創傷被覆材、生物
学的移植片材料、テープ閉鎖及び施肥、及び、外科的切開カーテンを含むが、これに限定
されるものではない。ドラッグデリバリー器具は、針、ドラッグデリバリー皮膚用パッチ
、ドラッグデリバリー粘膜用パッチ及び医療用スポンジを含むが、これに限定されるもの
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ではない。体腔及び対人保護器具は、タンポン、スポンジ、外科及び試験手袋及び歯ブラ
シを含むが、これに限定されるものではない。産児制限器具は、子宮内避妊器具（ＩＵＤ
）、ペッサリー及びコンドームを含むが、これに限定されるものではない。
【００４６】
　ここに用いられる場合において、用語「治療剤」とは、病原微生物に接触する対象の死
亡率の感染性、罹患率または発症を低下させる組成物、または病原微生物に接触する宿主
での死亡率の感染性、罹患率または発症を予防する組成物のことをいう。ここに用いられ
る場合において、治療剤は、例えば病原体がない場合において、将来の危険な病原体への
曝露を考慮して、予防的に用いられる物質を含んでいる。この薬剤は、薬理学的に許容さ
れる化合物（例えば補助剤、賦形剤、安定剤、希釈剤等）をさらに備えていてもよい。あ
る実施形態では、本発明の治療剤は、局所的な組成物、注射可能な組成物、摂取可能な組
成物等の形態で投与される。経路が局所的である場合、形態は、例えば、溶液、クリーム
、軟膏、膏薬またはスプレーであってもよい。
【００４７】
　ここに用いられる場合において、用語「病原体」とは、宿主における病態（例えば感染
症、癌等）を引き起こす生体物質のことをいう。「病原体」とは、ウイルス、細菌、古細
菌、真菌、原生動物、マイコプラズマ、プリオン及び寄生生物を含むが、これに限定され
るものではない。
【００４８】
　ここに用いられる場合において、用語「共生」及び「共生微生物」とは、互換可能に用
いられ、宿主に健康効果を与えるために適度な量で投与される生成微生物のことをいう。
例えば、Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ Ｕｓｅｓ ｏｆ Ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ Ｃｌｉｎｉｃ
ａｌ Ｐｒａｃｔｉｃｅ， Ｇ． Ｒｅｉｄ， ｅｔ ａｌ．， Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｉｃｒ
ｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｖｉｅｗｓ， Ｏｃｔ． ２００３， ｐ６５８－６７２，を参照さ
れたい。これは参照事項として本出願に組み込まれる。共生は、いずれかの特定経路によ
り投与される微生物に限定されない。人体への投与の典型的な経路は、目（眼科）、口（
口腔）、皮膚（経皮）、鼻（経鼻）、肺（吸入）、口腔粘膜（口内）、膣、直腸、尿道、
耳、注射（例えば、静注、皮下、腫瘍、腹膜その他）等により行うことができる。ここに
用いられる場合において、用語「共生」とは、天然に存在する生物及びその派生物、例え
ば、大腸菌８３９７２及び大腸菌ＨＵ２１１７を含むが、これに限定されるものではない
。また、例えば選択的培養または組み換え工学等により、共生生命体を修正して、特性を
改質してもよい。例えば、受容者細胞を改質する（例えば病原体受容者細胞の病原性を死
滅させるか低減する）共役的伝染性プラスミドを有するように構成される共生微生物も、
本発明での使用を見出す。米国特許出願番号第１１／１３７，９５０号及び第１１／１３
７，９４８号を参照されたい。これら各々の全体が、参照事項として本出願に組み込まれ
る。
【００４９】
　ここに用いられる場合において、用語「微生物」とは、微生物をいい、個々の生命体、
またはいずれかの数の生命体を備える調製、の両方を含むことを目的とする。
【００５０】
　用語「細菌（複数）」及び「細菌（単数）」とは、原核生物界の門の全てに含まれる生
物を含む全ての原核生物の生命体をいう。この用語は、マイコプラズマ、クラミジア、放
線菌、ストレプトマイセス及びリケッチアを含む細菌であると考えられる全ての微生物を
含むことが、意図されている。細菌の全ての形態は、球菌、細菌、スピロヘータ、スフェ
ロプラスト、プロトプラスト等を含むこの定義に含まれる。また、原核生物の生命体は、
この用語に含まれており、グラム陰性またはグラム陽性である。「グラム陰性」及び「グ
ラム陽性」とは、グラム-染色プロセスを有する染色パターンをいい、これは当該技術分
野で周知である。（例えば、Ｆｉｎｅｇｏｌｄ ａｎｄ Ｍａｒｔｉｎ，Ｄｉａｇｎｏｓｔ
ｉｃ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，第６版，ＣＶ Ｍｏｓｂｙ Ｓｔ． Ｌｏｕｉｓ，ｐｐ. 
１３-１５ (１９８２)を参照されたい）。「グラム陽性細菌」とは、染色された細胞が一
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般に顕微鏡下でダークブルーと紫との間に見えるようになる、グラム液で用いられる主染
料を保有する細菌である。「グラム陰性細菌」とは、グラム液に用いられる主染料を保有
しないものの、対比染色剤により染色される。従って、グラム陰性細菌は、一般に赤色に
現れる。
【００５１】
　ここに用いられる場合において、用語「微生物」とは、微生物のいずれかの種またはタ
イプをいい、細菌、古細菌、真菌、原生動物、マイコプラズマ及び寄生性生命体を含むが
、これに限定されるものではない。本発明は、その中に包含される多くの微生物が、対象
に対しても病原性であることを熟慮する。
【００５２】
　ここに用いられる場合において、用語「真菌」とは、例えば糸状菌及びイースト等の真
核生物に関して用いられ、これは二形真菌を含んでいる。
【００５３】
　用語「非病原性細菌（複数）」または「非病原性細菌（単数）」とは、全ての既知及び
未知の非病原性細菌（グラム陽性またはグラム陰性）、及び、非病原性細菌に突然変異ま
たは変換したいずれかの病原細菌である。さらに、当業者は、一部の細菌が、特定の種に
は病原的でありかつ他の種には非病原的であるようにしてもよいことを認識し、したがっ
て、これらの細菌は、非病原性であるように、または非病原性となるよう突然変異するよ
うに、これらの種で利用することができる。
【００５４】
ここに用いられる場合において、用語「非ヒト動物」とは、全ての非ヒト動物のことをい
い、例えば齧歯動物、非ヒト霊長類、羊、ウシ、反芻類、ウサギ、ブタ、ヤギ、ウマ、イ
ヌ、ネコ、鳥類等の脊椎動物を含むが、これに限定されるものではない。
【００５５】
　ここに用いられる場合において、用語「細胞培養」とは、例えば原核細胞及び真核細胞
を含む細胞のいずれかの生体外の培養のことをいう。この語には、連続細胞株（例えば不
死化表現型）、一次細胞培養、形質転換細胞系、有限細胞株（例えば非形質転換細胞）、
固体または液体培地の中またはその上の細菌培養、及び、生体外に保持される他のいずれ
の細胞集団が、含まれる。
【００５６】
　ここに用いられる場合において、用語「液体培養」とは、得られた液体が生物体、例え
ば細菌の分布を含むよう、例えばＬＢブロース、ＭＯＰＳ最少培地等の液体培地内で成長
した生物体の製剤のことをいう。
【００５７】
　「液体培地」とは、成長のための栄養分を生物体に提供するために適切な、いずれかの
液組成であってもよい。例えば寒天等の凝固物質を添加して、例えば、寒天平板及び寒天
斜面ともいわれる培養平板またはスラント等の、「固体培養培地」を生産する。
【００５８】
　ここに用いられる場合において、動詞としての用語「接種する」及び「接種」とは、大
腸菌の菌株を培養する目的で無菌培養培地に予防接種を行うため、例えば大腸菌のサンプ
ルまたはコロニーを用いる等、生命体を、その生命体がフリーな環境に導入する行為のこ
とをいう。
【００５９】
　ここに用いられる場合において、用語「培養する」とは、品目またはサンプル（例えば
接種培養、化学または酵素反応混合物）を、ある期間中、または特定の結果（例えばオル
ガスム成長または反応結果）が発生するまで、一つの温度に保持することをいう。
【００６０】
　ここに用いられる場合において、用語「尿」とは、生物学的尿、すなわちヒトまたは動
物により生成される尿に見出される、必須元素を有する液体製剤のことをいう。尿は、天
然尿であってもよく、または合成尿であってもよい。例えば、合成尿製剤は、ペプトンＬ
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３７イースト抽出物、乳酸、クエン酸、重炭酸ナトリウム、尿素尿酸、クレアチニン、塩
化カルシウム、塩化ナトリウム、硫酸鉄（ＩＩ）、硫酸マグネシウム、硫酸ナトリウム、
リン酸カリウム、リン酸カリウム、及び、塩化アンモニウムの混合物を備えてもよく、こ
れら各々が、水中で生理的濃度となっている。例えば、Ｂｒｏｏｋｓ ａｎｄ Ｋｅｅｖｉ
ｌ，Ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ １９９７，（２４
）：２０３－２０６、"Ａ ｓｉｍｐｌｅ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｕｒｉｎｅ ｆｏｒ ｔｈ
ｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｕｒｉｎａｒｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ"，及び、Ｓｏｕｈａｉｌａ 
Ｂｏｕａｔｒａ，ｅｔ　ａｌ．，ＰＬＯＳＯｎｅ、Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１３；Ｖｏ
ｌｕｍｅ ８／ Ｉｓｓｕｅ ９／e７３０７６，を参照されたい。これらの各々は、参照事
項としてその全体が本出願に組み込まれる。
【００６１】
　ここに用いられる場合において、用語「生物膜」とは、表面に接着した、例えば病原性
大腸菌等の、生物体の凝集基質のことをいう。生物膜は、生物体（複数も）により侵出す
る細胞外ポリマー物質（例えば多糖類を含む）を典型的に備えており、この生物体は、内
部に細胞が埋め込まれる基質であり、かつ、細胞を相互に接着させかつ表面に接着させる
。生物膜を支持する表面は、非生物学的表面（例えば医療機器の表面）であってもよく、
または生物学的（例えば対象の組織表面）であってもよい。生物膜は、複数種の微生物を
備えていてもよく、または、単一種の微生物により生成されてもよい。
【００６２】
　ここに使用されるように、用語「真核生物」とは、「原核生物」と区別できる生物体の
ことをいう。この用語は、例えば核膜により囲まれる真の核の存在等、真核生物の通常の
特性を示す細胞を有する全ての生物体を含むことを意図するものであり、その中には、染
色体、膜結合細胞小器官の存在、及び、真核生物内に共通して観測される他の特性が存在
する。したがって、この用語は、真菌、原生動物、及び、動物（例えばヒト）としてのこ
の生物体を含むが、これに限定されるものではない。
【００６３】
　ここに用いられる場合において、用語「キット」とは、材料を供給するための、いずれ
かの送出システムのことをいう。共生微生物等の反応材料との関連で、この送出システム
は、妥当な試薬の保管、輸送または送出（例えば妥当な容器内での細胞、緩衝液、培地、
選択試薬等）、及び／または、１つの位置から他の位置までの、器具（例えばカテーテル
、シリンジ、反応管または平板、培養試験管または平板）並びに／もしくは支持材（例え
ば培地、材料等を用いて実行するための書面指示）を実現するシステムを含むが、これに
限定されるものではない。例えば、キットは、適切な反応試薬及び／または支持材を含む
１つ以上の筺体（例えば箱、袋）を含んでいる。ここに用いられる場合において、用語「
断片キット」とは、全キット成分の下位部分を各々含む２以上の別々の容器を備える配送
システムをいう。これら容器は、共にまたは別々に、対象となる受容者に供給されてもよ
い。例えば、第１の容器は、特定の使用のためにゲル化剤を有する微生物の乾燥組成物を
含有してもよく、第２の容器は、乾燥組成物を溶解または再懸濁するために水または緩衝
液等の無菌の流体を含有する。この用語「断片キット」は、連邦食品医薬品化粧品法の第
５２０条（ｅ）で調整される被検体特異試薬（ＡＳＲ）を含むキットを含むことを目的と
するが、これに制限されない。実際、全キット成分の下位部分を各々含む２以上の別々の
容器を含むいずれかの配送システムは、「断片キット」という用語に含まれる。対照的に
、「併用キット」とは、単一の容器内（例えば各々望ましい成分の単一の収容箱内）での
特定の使用に必要とされる反応材料の成分の全てを含む送達系のことをいう。用語「キッ
ト」とは、断片キット及び併用キットを含む。
【００６４】
　組成物の真空凍結乾燥により生成される乾燥ケークに関し、用語「エレガント」とは、
文献で用いられて、隙間なし、収縮なしで、スムーズな端部及びやわらかい整合性を有す
る『完全な』真空凍結乾燥製品を記載する。
【００６５】
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　ここに用いられる場合において、用語「ａ」及び「ａｎ」とは、少なくとも１を意味す
るが、１以上を指してもよい。
【００６６】
　ここに用いられる用語「細菌の障害」とは、それら自身を設け、かつそれらの環境に影
響を及ぼす、細菌と他の微生物との間の拮抗的相互作用のことをいう。細菌の障害は、数
種のメカニズムにより動作するものであり、例えば、拮抗物質の生成、細菌の微小環境の
変化、付着部位のための拮抗、及び、必要とされた栄養物質の還元等が挙げられる。
【００６７】
　ここに用いられる用語「コーティング」とは、例えば医療機器またはその部分等、実質
的に覆う層のことをいう。コーティングは、表面に塗布することができ、または、移植の
材料内に含浸することができる。
【００６８】
　ここに用いられる場合において、用語「抗菌物質」とは、細菌の生物体及び／または菌
類の生物体の成長を低下、防止または阻害する共生以外の組成物のことをいう。抗菌物質
の実例としては、例えば、抗生物質及び消毒剤が含まれる。
【００６９】
　ここで用いられる用語「消毒剤」とは、微生物の作用を阻害する抗菌物質として定義さ
れる、これは、アルファ－テルピネオール、メチルイソチアゾロン、塩化セチルピリジニ
ウム、クロロキシレノール、ヘキサクロロフェン、クロルヘキシジン及び他のカチオンビ
グアナイド、ジクロロメタン、ヨウ素及びヨードフォア、トリクロサン、タウリンアミド
、ニトロフラントイン、メテナミン、アルデヒド、アゼライン酸、銀、過酸化ベンゾイル
、アルコール、ならびに、カルボン酸及び塩を含むが、これらに限定されない。これらの
消毒剤を、二つ以上の組み合わせで用いて、相乗効果を得ることができることを、当業者
は認識している。消毒剤の組み合わせの一部の実例としては、クロルヘキシジン、クロル
ヘキシジン及びクロロキシレノール、クロルヘキシジン及びメチルイソチアゾロン、クロ
ルヘキシジン及びアルファテルピネオール、メチルイソチアゾロン及びアルファテルピネ
オール；チモール及びクロロキシレノール；クロルヘキシジン及び塩化セチルピリジニウ
ム；または、クロルヘキシジン、メチルイソチアゾロン及びチモールの混合物を含む。こ
れらの組み合わせは、様々な生物体に対して活性の幅広い観点を提供する。
【００７０】
　ここに用いられる場合において、共生組成物に関連して用いられる用語「乾燥した」と
は、溶媒成分（単数）または溶媒成分（複数）を、もはや化学反応を支持しない量に除去
することをいう。また、この用語は、乾燥した組成物（例えば乾燥製剤または乾燥組成物
）に関して用いられる。当業者は、組成物が、真空凍結乾燥の後、いまだ除去できない含
溶媒量または含水量を有しつつ「乾燥し」てもよいか、または乾燥組成物が、乾燥過程の
終了の後、例えば雰囲気から吸湿的に湿気を吸収してもよいかを、理解する。用語「乾燥
」とは、吸湿生体吸収のために含水量が増加するように、組成物を包含する。
【００７１】
　ここに用いられる場合において、用語「保護剤」とは、活性物質が所定の条件（例えば
乾燥、凍結）に露出される際に、活性物質（例えば酵素、共生微生物）の活性または統合
性を保護する組成物または化合物のことをいう。ある実施形態では、保護剤は、凍結法（
すなわちそれは「凍結保護物質」である）の間、生体系（例えば共生微生物）を保護する
。保護剤の実例としては、脱脂乳固形分、トレハロース、グリセリン、ベタイン、ショ糖
、ブドウ糖、ラクトース、デキストラン、ポリエチレングリコール、ソルビトール、マン
ニトール、ポリビニルプロピレン、グルタミン酸カリウム、グルタミン酸ソーダ、Ｔｗｅ
ｅｎ２０界面活性剤、Ｔｗｅｅｎ８０界面活性剤及びアミノ酸塩酸塩を含むが、これに限
定されるものではない。
【００７２】
　ここに用いられる場合において、用語「ゲル化剤」とは、流体（例えば水または緩衝液
等の液体）で溶解、懸濁または分散される際、ゼリー状の半固体（例えば潤滑剤ゲル）を
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生成する組成物のことをいう。ゲル化剤の実例としては、ヒドロキシエチルセルロース、
ヒドロキシメチルセルロース、ヒドロキシプロピルグアーガム、メチルセルロース、エチ
ルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、カルボキシメチルセルロースナトリウム
、カルボマー、アルギン酸塩、ゼラチン及びポロクサマーを含むが、これに限定されるも
のではない。
【００７３】
　ここに用いられる場合において、用語「賦形剤」とは、活性含有物の製剤に加えられる
添加物（すなわち薬学的に活性でない）のことをいう。ここに記載されるゲル化及び保護
剤は一般に、「賦形剤」といわれる。
【００７４】
　ここに用いられる場合において、組成物に関して用いられる用語「本質的に成る」とは
、組成物が、引用された成分（複数も）から成るという意味と、組成物が、引用された組
成物の特性を物質的に変更する他のいかなる成分も含まない（例えば他の活性含有物を含
有しない）という意味とを有している。例えば、微量の不純物、または、僅少量の、組成
物の特性を変更しない１つ以上の付加成分が、引用された組成物の範囲内になる。同様に
、方法または一連のステップに関して使用されるものとして、この用語は、一組のステッ
プの方法のことをいい、これは引用されたステップに限定され、ステップの特性または引
用された方法の結果を物質的に変更しない僅少な偏差のみが認められる。
【発明の詳細な説明】
【００７５】
　本発明は、例えば細菌等の非病原性生物体で表面を処理するために有用な、方法及び材
料に関する。特定の実施形態では、この方法及び材料は、対象上、例えば対象の尿路の表
面上、及び／または、例えば尿路カテーテル等の医療機器の表面上に、細菌培養を設ける
ための使用を見出す。特定の実施形態では、培養は、生物膜を含んでいる。本発明の実施
形態は、対象の尿路内に培養及び／または生物膜を設ける使用のための、例えば大腸菌等
の細菌の小型コロニー変種（ＳＣＶ）形態の治療製剤に関連する。
【００７６】
　本発明の実施形態は、この明細書内で記載され、及び、上記の発明の概要内で記載され
、これは参照事項として本出願に組み込まれる。特定の実施形態に関連して本発明を記載
してきたが、特許請求の範囲に記載される本発明は、この特定の実施形態に過度に限定さ
れるべきでないことを理解すべきである。例えば、大腸菌８３９７２に関するここでの議
論は、大腸菌ＨＵ２１１７も包含しており、なぜなら、ＨＵ２１１７が、ｐａｐＧ遺伝子
内に欠失を有するよう操作される８３９７２の変形だからである。これらの菌種の増殖特
性は、同等であるように観測された。
【００７７】
　小型コロニー変種（ＳＣＶ）は、自然発生的な細菌の部分母集団であり、これは、親の
細菌により生成されるコロニーより著しく小型の固体培地上にコロニーを形成する。例え
ば大腸菌のＳＣＶは、同じ固体培地上に成長する同じ菌種の通常または「大きなコロニー
変種」（ＬＣＶ）形態の直径の約１／１０であってもよい。例えば、Ｐｒｏｃｔｏｒ， 
ｅｔ ａｌ．， Ｎａｔｕｒｅ Ｒｅｖ． Ｍｉｃｒｏ．，４：２９５－３０５（２００６）
を参照されたい。技術開発の間、大腸菌８３９７２及び大腸菌ＨＵ２１１７のＳＣＶ形態
が、例えばカテーテル表面上及び／または処理した対象の尿路内に治療生物膜を設ける際
に、特に有用であることが、観測された。
【００７８】
　無症候性尿路感染症を有する対象からの非病原性大腸菌８３９７２及び／または大腸菌
ＨＵ２１１７の分離株は、これらの菌種の大小コロニー形態の混合物を示している。下記
に更に詳細に議論するように、寒天平板上でコロニー形態を観測することにより、大小コ
ロニー変種を容易に識別することができ、この際、マッコンキー寒天は特にこのサイズ差
が明らかである。
【００７９】
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　本技術の開発の間、細菌のブロス培養に典型的に用いられる標準肥沃培地（例えばイー
スト抽出物、トリプトン、ペプトン等、アミノ酸の完全な源で補足されるルリアベルター
ニ（ＬＢ）培地またはその他の培地）が、大腸菌８３９７２及び大腸菌ＨＵ２１１７内で
のＳＣＶ形態からＬＣＶ形態への変異を推進することが、決定された。
【００８０】
　さらに、これらの大腸菌菌種のＳＣＶの形態では、数多くのアミノ酸のための栄養要求
性である一方、同じ菌種のＬＣＶ形態ではその栄養要求性はない。したがって、ＳＣＶ菌
種は、成長のために添加培地を必要とし、それらの成長に対して最小培地を選択的に用い
ることができる。例えば、大腸菌８３９７２及び大腸菌ＨＵ２１１７のＳＣＶは、アミノ
酸システイン、メチオニン、セリン及びリシンの絶対条件を有し、かつ、アスパラギン、
アスパラギン酸、グリシン、フェニルアラニン及びトリプトファンの必須条件は低い。対
照的に、ＬＣＶ形態は、栄養要求性を有しておらず、炭素源で補足されるＭＯＰＳ最少培
地（例えばブドウ糖またはグリセリンのいずれかの０．２％）で、容易に成長してもよい
。したがって、ＳＣＶの発生を低減するための成長条件を相対的に見出すことは容易であ
ること、及び、ＳＣＶ形態を成長させかつＬＣＶ形態に反して選択する成長条件を見出す
のが困難であることを、理解することができる。これにより、細胞の母集団が支配的にＳ
ＣＶ形態である液体培養を生産することが困難になり、かつ、本質的に完全ＳＣＶ－形態
細菌である液体培養を生産することがさらに困難なる。
【００８１】
　本発明は、大腸菌種のＳＣＶの分離、成長及び保管のための方法の開発に関するもので
あり、特に非病原性菌種の大腸菌８３９７２、大腸菌ＨＵ２１１７、及びその変種、また
はそれらより、これらが得られる。
【００８２】
　本発明は、液体培養内のいずれかのＬＣＶ－形態大腸菌が数で低減され、または存在し
なくなるよう、支配的にＳＣＶの、好ましくは完全にＳＣＶの、培養を生成する方法及び
組成物に関する。したがって、本発明の態様は、例えばカテーテルをコーティングするた
めの、共生製剤を製造するため、例えば大腸菌８３９７２及び大腸菌ＨＵ２１１７等の大
腸菌種のＳＣＶ形態を同定及び保持する成長条件の識別である。好ましい実施形態では、
細菌は、例えば銅等の抗菌成分を用いずに液体培養で成長される（Ｈｉｒｓｃｈ，Ｊ Ｂ
ａｃｔｅｒｉｏｌ．８１：４４８－５８（１９６１）；２－メチル－１、４－ナフトキノ
ン（例えば、Ｃｏｌｗｅｌｌ，Ｊ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．５２（４）：４１７－２２（１
９４６）。
【００８３】
　本発明の態様は、例えば生物膜を作成する等、治療使用のための、大腸菌のＳＣＶ形態
の選択である。ここに記載される組成物及び技術方法における共生大腸菌のＳＣＶ形態の
使用は、処理した対象の尿路内及び／または尿路カテーテルの表面上で、共生菌種の生物
膜を生成する際に、有効であることが、決定された。したがって、本技術は大腸菌、好ま
しくは大腸菌８３９７２または大腸菌ＨＵ２１１７の、小型コロニー変種（ＳＣＶ）の分
化、分離、増殖及び保管の方法、またはその改質または変種形態、ならびに、製造された
細菌を用いて、処理した対象に生物膜を設ける方法を、提供する。
【００８４】
　本技術は、共生ＳＣＶ大腸菌の有効量を対象または患者に供給する方法及び組成物を、
さらに提供する。本発明をいずれかの特定の調合または投与の方法に限定しない一方、一
部の好ましい実施形態では、共生微生物は、潤滑剤ゲルのｍｌあたりのｃｆｕで約１０７

から１０９までの濃度で、製造された潤滑剤ゲル混合物内に存在する。
【００８５】
　大腸菌種８３９７２及びＨＵ２１１７の増殖特性
　ここに議論される本技術の開発及び大腸菌種、すなわち大腸菌種８３９７２及びＨＵ２
１１７の培養の間、これらの菌種の大小コロニー変種増殖特性の観察が、以下に示される
。
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　　１．更なるステップのために新たなＳＣＶコロニーを選択することができるよう、マ
ッコンキー寒天上での菌種のＳＣＶ及びＬＣＶ形態を備える混合培養を条痕することで、
明確かつ個別に２つのコロニー形態を示した。形態の差は、ＬＢ寒天上では明らかである
ものの、この培地上では不明確である。
　　２．肥沃な培地（例えば、ＬＢまたはトリプシン大豆）上での大腸菌ＨＵ２１１７の
拡張培養は、培養転移を、コロニー形態を小型から大型へと移行させる。小型コロニー変
種母集団が、試験される数個の培養条件下で、大型コロニー表現型を有する細胞を引き起
こすことができるものの、特定のＬＣＶ分離株の表現型を変えてＳＣＶ微生物の母集団を
生産することは、困難である。
　　３．マッコンキー寒天上のＳＣＶ分離株の通過は、経時的に小型コロニー表現型を保
持する。
　　４．小型コロニー変種は、ＭＯＰＳ最少培地上またはＭＯＰＳ最小ブロス内では、成
長しなかった。
　　５．ＳＣＶ接種菌が接種されるＭＯＰＳ最少培地は、数日後に、ＬＣＶ形態を有する
細胞生長により、支配的に混濁することになり、細胞の小型－コロニー形態から大型－コ
ロニー形態への変換、及び／または、ＳＣＶ接種菌内でのＬＣＶの少数派母集団の生残性
及び複製の、いずれかにより、濁度の発生が生じることが示される。このことにより、こ
れらの菌種の培養のための最小培地のみを用いて、大腸菌ＨＵ２１１７及び８３９７２の
ＬＣＶ形態を支持培養することが示される。
　　６．本技術の発達の間に、炭素源としてのグリセリンの使用（例えばブドウ糖の代わ
りに）が、ＬＣＶ形態への変異率を低減することが判断され、それにより、液体培養の間
のＳＣＶ形態保持が援助される。
【実施例】
【００８６】
　本発明の所定の好ましい実施形態及び態様を実証及びさらに例示するため、以下の実施
例が提供されるが、それらの範囲を限定する解釈がなされるものではない。
【００８７】
　以下の実験の開示では、下記の略語を以下に適用する。℃（摂氏度）；ｃｍ（センチメ
ートル）；ｇ（グラム）；ｌまたはＬ（リットル）；ｍｌまたはｍＬ（ミリリットル）；
μｌまたはμＬ（マイクロリットル）；μｇ（マイクログラム）；μｍ（マイクロメータ
ー）；μＭ（マイクロモル）；μモル（マイクロモル）；ｍｇ（ミリグラム）；ｍｍ（ミ
リメートル）；ｍＭ（ミリモル）；ミリモル（ミリモル）；Ｍ（モル）；モル（モル）；
ｎｇ（ナノグラム）；ｎｍ（ナノメートル）；ｎｍｏｌ（ナノモル）；Ｎ（規定濃度）；
ｐｍｏｌ（ピコモル）；ｂｐ（塩基対）；ｃｆｕ（コロニー形成単位）。
【００８８】
　実施例１
　大腸菌８３９７２及びＨＵ２１１７の小型コロニー変種形態の培養に対する条件の定義
　大腸菌８３９７２及びＨＵ２１１７の最初の特性評価は、これら大腸菌種の培養のため
に良好な合成成長培地を定義することを試みることにより、開始される。菌種ＨＵ２１１
７は、ｐａｐＧ遺伝子の改変欠失を有する８３９７２の改変変種である。
【００８９】
　数個の異なる培地（寒天平板及びブロス）をテストすることにより、製造に用いること
ができ、かつ、それは大小コロニー変種の区別を援助することができる、許容可能な培地
を見出した。２つの商業的入手可能培地、すなわちＥＺリッチ特定培地及びＭＯＰＳ最少
培地を、Ｔｅｋｎｏｖａ（Ｈｏｌｌｉｓｔｅｒ，ＣＡ）から購入した。２つの異なる炭素
源、すなわちブドウ糖及びグリセリンを、これらの２つの異なる培地との併用で用いた。
また、マッコンキー、ＴＳＡ及びＬＢ寒天を含む異なる寒天上で菌種を条痕及び保持した
。培地及び寒天を、以下に示すように調製した。
【００９０】
　ＭＯＰＳ定義培地（例えばＥＺリッチ特定培地）
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【００９１】
　ＭＯＰＳ最少培地

【００９２】
　ＭＯＰＳ培地成分

【００９３】
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【００９４】

【００９５】

【００９６】

【００９７】
　（Ｔｅｋｎｏｖａ；Ｆ． Ｃ． Ｎｅｉｄｈａｒｄｔ， Ｐ． Ｌ． Ｂｌｏｃｈ， ａｎｄ



(28) JP 2017-512477 A 2017.5.25

10

20

30

40

50

 Ｄ． Ｆ． Ｓｍｉｔｈ．１９７４.， Ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ｅｎｔｅｒ
ｏｂａｃｔｅｒｉａ；Ｊ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ １１９（３）：７３６－７４７を参照され
たい。）
【００９８】
　マッコンキー寒天：
ペプトン（Ｄｉｆｃｏ）またはゲリセート（ＢＢＬ）　１７．０ｇ
プロテオーゼペプトン（Ｄｉｆｃｏ）またはポリペプトン（ＢＢＬ）　３．０ｇ
ラクトース　１０．０ｇ
ＮａＣｌ　５．０ｇ
クリスタルバイオレット　１．０ｍｇ
ニュートラルレッド　３０．０ｍｇ
胆汁酸塩　１．５ｇ
寒天　１３．５ｇ
蒸留水を加えて１リットルを作製
ｐＨ　７．１ ＋／－ ０．２に調整
【００９９】
　トリプシン大豆寒天：
カゼインペプトン（膵性）　１５．０ｇ
大豆ペプトン（パパイン）　５．０ｇ
塩化ナトリウム　５．０ｇ
寒天　１５．０ｇ
蒸留水を加えて１リットルを作製
ｐＨを７．３ ＋／－ ０．２に調整。
【０１００】
　ルリア－ベルターニブロス及び寒天：
トリプトン　１０ｇイースト抽出物　５ｇ
ＮａＣｌ　１０ｇ
寒天　１５．０ｇ
蒸留水を加えて１リットルを作製
　上記の培地のブロス形態は、寒天成分を除外する。例えば１５ｐｓｉの加圧減菌により
、１２１～１２４℃で約１５分間、すべてが滅菌される。
【０１０１】
ｉ．　３つの寒天上における大腸菌ＨＵ２１１７の大小コロニー変種の比較
　本技術を開発する過程で、これらの大腸菌種のＳＣＶの形態は、上記のように調製され
た改質ＭＯＰＳ最小ブロスまたは寒天で成長しないことが観測された。マッコンキー寒天
上、ＬＢ寒天上及び改質ＭＯＰＳ最小寒天上の大型及び小型コロニー変種の外観が、図１
に示される。各平板の左側ではＬＣＶ形態で条痕を形成し、各平板の右側ではＳＣＶ形態
で条痕を形成した。全ての平板が、同じ期間培養された。コロニーサイズ差はＬＢ平板（
図１Ｂ）上で観測されることができる一方、条痕は、ＳＣＶ形態を見渡せる外見で十分に
類似している。対照的に、マッコンキー平板（図１Ａ）上では、コロニーが有するＳＣＶ
は、ＬＣＶコロニーのサイズのごく小さな割合に成長する。ＭＯＰＳ最少培地平板は、Ｓ
ＣＶ形態がこの培地上では成長しないことを明確に示している。
【０１０２】
　ｉｉ．リッチ培地の小型～大型コロニー変換率。
　排他的にＳＣＶを有する菌種のグリセリンストックを用いて、液体培地のタイプを変え
て小型～大型コロニー変換率を計算することが可能性であった。
【０１０３】
　ＥＺリッチ画定グリセリン培地
　ＳＣＶストックを用いて、ＥＺリッチ画定グリセリン培地のブロスに接種した（上記）
。培養の後、培養内での各形態学的タイプの相対量を決定することができるよう、培養の
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きない）ＭＯＰＳ最小ブドウ糖寒天平板上に、希釈し及び固定した。ＭＯＰＳ最小ブドウ
糖板上でコロニー２つのみを成長し、ブロス培養（及び原ストック）がほぼ完全にＳＣＶ
分離株から構成されることが示された。
【０１０４】
　この培養（希釈物に従った）内の大型コロニーの全数及びこの培養内の大腸菌ＨＵ２１
１７の全数を計算して、グリセリンベースの培地の細菌当たり変換率を、１．４ｘ１０－

９と決定した。
【０１０５】
　ＥＺリッチ画定ブドウ糖培地
　同様のストックを用いて、ＥＺリッチ画定ブドウ糖培地を接種した。培養の後、液体培
養内での各形態学的タイプの相対量を決定することができるよう、培養の均等量を、ＬＢ
寒天上及びＭＯＰＳ最小ブドウ糖寒天平板上に希釈し、及び固定した。３３個のコロニー
が、ＭＯＰＳ最小ブドウ糖平板上で成長し、ブドウ糖ベース培地内での細菌当たり変換率
が３．０４ｘ１０－８で示された。
【０１０６】
　これらのデータでは、液体培養内での単一炭素源としてのグリセリンを用いて、より遅
い変換率を生成するとともに、ＳＣＶ形態の維持のために、グリセリンがブドウ糖より推
奨されることを示した。
【０１０７】
　特定の実施形態では、大腸菌、例えば菌種８３９７２及びＨＵ２１１７、のＳＣＶ形態
を調製するための液体培地は、以下の調合（接種前）を有している。
【０１０８】
表１
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【０１０９】
　ｉｉｉ．　ＳＣＶの保存された分離株はＳＣＶ配座を保持する
　大腸菌ＨＵ２１１７のＳＣＶ形態の２つの異なるグリセリンストック（ストックＡ及び
Ｂ、図２及び３を参照）と、大腸菌８３９７２のＬＣＶ形態の２つの異なるストック（ス
トックＡ及びＢ、図４及び５を参照）とを用いて、ＬＢ寒天及びマッコンキー寒天平板に
条痕を形成した。
【０１１０】
　３７℃で２４時間培養後、条痕を形成した全ての平板上に、良好な成長を観測した。図
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２及び図３では、大腸菌ＨＵ２１１７で条痕を形成して得られたマッコンキー寒天平板及
びＬＢ寒天平板を示す。マッコンキー寒天平板上（図２）及びＬＢ平板上（図３）の両方
の全てのコロニーは、小型コロニー形態を示した。
【０１１１】
　大腸菌８３９７２のストックで条痕を形成した平板では、ほとんど均等にＬＣＶ誘導体
を示した。マッコンキー寒天上（図４）またはＬＢ寒天上（図５）のいずれかへの条痕が
なされた際は、大腸菌８３９７２のストックＡ及びＢが同一であると観察された。ＨＵ２
１１７が図２および３に示される平板に条痕したため、これらの平板は同じ時間量で３７
℃に放置されたことが示され、これは、培養時間を変えても、コロニーサイズが異なる結
果とはならないことを証明する。
【０１１２】
　例えば大腸菌ＨＵ２１１７ＳＣＶ細胞等、ＳＣＶ細胞の付加的なストックを、（例えば
－８０℃での）保管のために調製するため、上記に表１で記載するように改質ＥＺリッチ
画定培地１２５ｍｌを含む１リットルのフラスコ内に、約５０個のコロニーを接種する。
これら細胞を１６時間成長させ、フラスコの全ての培養を、遠心により採取する。ペレッ
トを、約１１ｍｌの改質ＥＺリッチ画定培地内で再懸濁する。細胞を再懸濁する際、１１
ｍｌの２Ｘ凍結培地（グリセリンを５０％含む同じ改質ＥＺリッチ画定培地）を添加し、
氷上に細胞を配置する。例えば１．０ｍｌ／バイアル（３．６×１０９ｃｆｕ／ｍＬ）の
容量にバイアルに等分する前に、細胞懸濁液を、氷上で６０分間冷却する。細胞をバイア
ルに等分した後、これらを凍結し、－８０℃に保存する。好ましくは、－８０℃の保管か
ら除去したバイアルを、一回のみ使用する。
【０１１３】
　ｉｖ．　大腸菌８３９７２の大小コロニー変種の比較
　マッコンキー寒天平板１つ及びＬＢ寒天平板１つが、大腸菌８３９７２（「ＣＯＮ４２
－５」）のＳＣＶ－形態及び大腸菌８３９７２（「ＣＯＮ１９－４Ａ」）のＬＣＶ－形態
で、各々条痕を形成した。平板を３７℃で２４時間培養したが、これを図６及び７に示す
。
【０１１４】
　図６に示すマッコンキー寒天平板上のコロニーサイズ変種は、相互に容易に区別できる
。ＣＯＮ４２－５（左上）に条痕を形成した平板は、小型コロニー形態、すなわち大部分
は微小なコロニーを示し、ＬＣＶ－形態ＣＯＮ１９－４Ａ分離株（右上）に条痕を形成し
た平板は、大型のコロニー形態を明確に示す。同じコロニー形態が、同じグリセリンフリ
ーザーストックに条痕を形成したＬＢ寒天平板上に観測される（図７）。
【０１１５】
　ｖ．　大小コロニー変種が同じ菌種であることの確認
　上記に議論された異なる成長要求性を有する大腸菌ＨＵ２１１７のＳＣＶ及びＬＣＶ形
態を特性化して、それらが遺伝的に同一であったことを確認した。大型コロニー変種を分
離するため、大腸菌ＨＵ２１１７を、大型コロニー変種の成長を支持するのみの改質ＭＯ
ＰＳ最少培地上と、大型－コロニー及び小型－コロニー変種の両方の成長を支持するマッ
コンキー寒天上とに、直接条痕を形成する。３７℃で４０時間の成長の後、ＭＯＰＳ最小
寒天平板上で数個の大型コロニーを得た。大型－コロニー変種及び小型－コロニー変種の
両方が、マッコンキー寒天上に条痕を形成した後、マッコンキー寒天上及びルリア－ベル
ターニ（ＬＢ）寒天上に再び条痕を形成し、３７℃で１８時間培養した。マッコンキー寒
天上及びＬＢ寒天上での大型－コロニー変種及び小型－コロニー変種を示す代表的な比較
を、図１に示す。両方のコロニー変種の分析は、Ｏ６：Ｈ１の両方の変種の血清型を示し
、これは菌種ＨＵ２１１７と野生型株８３９７２とに対すると同じである。
【０１１６】
　ｖｉ．　菌種同一性の確認
　同一性が、ＰＣＲ増幅によりさらに確認される。８３９７２とＨＵ２１１７とは、これ
らの菌種に優れる１．６ｋｂの潜在プラスミドを所有し、それの存在は、これらの菌種と
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他の大腸菌菌種を区別する。さらに、ＨＵ２１１７のｐａｐＧ遺伝子は、その親の菌種８
３９７２から、及び、ｐａｐオペロンを所有する他の大腸菌菌種から、ＨＵ２１１７を容
易に識別する改変８０３ｂｐ欠失を有している。潜在プラスミド及びｐａｐＧ欠失に特異
的な特定のプライマー対を用いたＰＣＲは、ＳＣＶ及びＬＣＶ分離株が大腸菌ＨＵ２１１
７であることを確認する。
【０１１７】
　一例として、表２は、ＨＵ２１１７菌種の同一性を確認するために用いることができる
テストのパネルを記載する。
【０１１８】
表２

【０１１９】
　実施例２　ＳＣＶ－形態大腸菌ＨＵ２１１７を含む凍結乾燥潤滑剤ゲルの調製
　この実例は、大腸菌ＨＵ２１１７のＳＣＶ－形態の有効量を含む、凍結乾燥潤滑剤ゲル
を生成する典型的な方法を提供する。付加的な凍結乾燥製剤及びこれらを製作し使用する
方法は、例えば、２００９年２月１２日に公表された米国特許出願第２００９／００４１
７２７号に記載され、これらの各々は、参照事項としてその全体が本出願に組み込まれる
。
【０１２０】
　例証としてかつ限定ではなく、ゲル化剤を含んだ組成物内で凍結乾燥される細胞内での
生存度の有効量を保持するため、その開始量を選択する。例えば、ある実施形態では、生
存可能ＳＣＶ細胞の好ましい濃度は、約１０８ｃｆｕ／ｍｌである可能性がある。製剤の
バイアル（または他の容器）で、例えば１０ｍｌの水中で懸濁または溶解する場合、バイ
アルの乾燥ケークは、約１０９個の生菌を最適に有している。
【０１２１】
　細胞調製
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　２リットルのフラスコ１つの細胞は、１ｍｌのＳＣＶ　ＨＵ２１１７種ストックが１Ｌ
の改質ＥＺリッチ画定グリセリン培地に接種され、２５０ＲＰＭでの一定振盪で８時間３
７±１℃で培養され、または約２－２．３のＯＤ６００まで培養されて増殖された。
【０１２２】
　細胞は、例えば４℃で、８分間６０００ＲＰＭで遠心分離により収集される。ペレット
化した細胞を、例えば、０．９％の食塩水により二回、及び、ｐＨ７．０で１０ｍＭクエ
ン酸塩緩衝液により一回、洗浄する。
【０１２３】
　約１０ｍｌの最終容量のため、ペレット化された細胞を、２～３ｍｌの緩衝液、例えば
ｐＨ７．０、１０ｍＭクエン酸塩緩衝液で、再懸濁する。
【０１２４】
　プレートカウントを用いて、再懸濁された細胞の濃度を決定してもよい。
【０１２５】
　真空凍結乾燥
　０．５ｍｌの再懸濁した細胞を、例えば５～１０％のショ糖等の賦形剤１．５ｍｌ、及
び、例えば１０ｍｌの２％オートクレーブ処理ヒドロキシエチルセルロース（ＨＥＣ）等
の無菌の潤滑剤ゲルと、混合する。例えば、下記のように、混合物を凍結乾燥する。
【０１２６】

【０１２７】
　乾燥の後、細菌の生存度を決定する試験のため、及び／または潤滑剤ゲルとしての使用
のため、例えば挿入前にカテーテルをコーティングするため、例えば約１０～１２ｍｌの
蒸留水内で、乾燥ケークを再懸濁してもよく、ここで、カテーテルを潤滑し、かつ、内部
にカテーテルを挿入する対象を、尿路内及び／または挿入カテーテル上に大腸菌ＨＵ２１
１７の生物膜を生成するための貢献となる方法で、接種する。
【０１２８】
　この上記に記載する成長条件を用いて、最終生産物の大型コロニーの一部を、非常に低
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い量（例えば１．０ｘ１０８ｃｆｕ／ｍｌ内に１個の頻度）で、保持することができる。
【０１２９】
　上記明細書に記載の全ての文献及び特許は、全ての目的のために参照事項として本願に
組み込まれる。記載した組成物及び本発明の方法の様々な修正変更は、本発明の範囲及び
精神を逸脱しない範囲で、当業者に明らかである。特定の推奨された実施形態に関連して
本発明を記載したが、特許請求の範囲に記載される本発明は、この特定の実施形態に過度
に限定されるべきでないことを理解すべきである。実際、適切な分野に熟練した人々に明
らかな、本発明を遂行するために記載した形式の様々な改質は、本発明の範囲内であるこ
とを意図している。

【図１】 【図２】

【図３】
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【図４】

【図５】

【図６】

【図７】

【図８】
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