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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　炎症性腸疾患を処置するための医薬の調製のためのＩＬ－１０、可溶性ＴＮＦレセプタ
ー、ＴＮＦアンタゴニスト、ＩＬ－１２アンタゴニスト、インターフェロンγアンタゴニ
スト、ＩＬ－１アンタゴニスト又はＥＢＶ　ＢＣＲＦ１産生性ラクトコッカス属の使用で
あって、該処置が炎症を少なくとも５０％低減し、及び／又は該炎症の発生を予防する、
該ラクトコッカス属の使用。
【請求項２】
　ラクトコッカス属が、ラクトコッカス・ラクチスである、請求項１記載のラクトコッカ
ス属の使用。
【請求項３】
　腸疾患が、慢性大腸炎、クローン病又は潰瘍性大腸炎である、請求項１又は２記載のラ
クトコッカス属の使用。

【発明の詳細な説明】
【０００１】
大腸炎を処置するためのサイトカイン産生性ラクトコッカス株の使用。
発明の概要
本発明は、経口経路によるＩＬ１０及び／又は溶解性ＴＮＦレセプターのような、サイト
カイン、好ましくは酸感受性抗炎症剤の腸粘膜における送達のための投与方策に関する。
本発明による好ましい特徴は、それぞれのタンパク質を産生するために操作されている、
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生存するリコンビナントラクトコッカス・ラクチス（Lactococcus lactis）細胞の懸濁液
の接種である。例として、硫酸デキストランナトリウム（ＤＳＳ）の投与によって結腸末
端の慢性炎症を誘導したマウスを用いた。組織学的評価によって記録された処置は、明ら
かに炎症及び疾病症状の回復をもたらした。この発見は、経口投与後に直腸で活性を発揮
するために、送達系は胃及び小腸の上部の酸性環境を通過する必要があることから、全く
予想外のことである。
【０００２】
哺乳類の免疫系は、多様かつ複雑であり、そして自然及び適応の、免疫メカニズム及び反
応を含む。免疫系は、しばしば液性免疫応答又は細胞性免疫応答のいずれかの用語で記載
されている。液性免疫は、抗体産生及びＢ細胞による作用をひろく意味し；細胞性免疫は
、Ｔ細胞、樹状細胞、好中性白血球、単球及びマクロファージによって媒介される。
【０００３】
免疫系が通常作用しそれ自体を調節することによるメカニズムの一つは、いわゆるサイト
カインの産生を含む。サイトカインがいくつかの正及び負の免疫応答を介在することは公
知でる。サイトカインは、通常、標的細胞上のレセプターに結合することによって作用す
る。サイトカインの活性は、いくつかの方法、例えば可溶性レセプター（レセプターの細
胞外ドメイン）又はサイトカイン類似物若しくは誘導物の投与によって干渉することがで
きる。
【０００４】
ＩＬ－１０は、多くの作用又は効果を介在することができるサイトカインである。ＩＬ－
１０が異なるクラス又はＴｈ細胞（Ｔヘルパー細胞）のサブセットの免疫応答のコントロ
ールにかかわることは、公知である。
【０００５】
炎症性腸疾患（ＩＢＤ）は、消化管の部分の慢性非特異的炎症を特徴とする消化管障害の
群をいう。潰瘍性大腸炎（ＵＣ）及びクローン病（ＣＤ）は、ヒトにおけるＩＢＤの最も
顕著な例である。それらは、小児における成長遅延、直腸脱、便中の血液（例えば、下血
及び／又は血便）、消耗、鉄欠乏、及び貧血例えば鉄欠乏性貧血及び慢性的疾患若しくは
慢性的炎症の貧血を含む、多くの症状及び合併症に関連している。ＩＢＤの病因は、不明
瞭である。これに関しては、Wyngaarden and Smith (ed.) Cecil's Textbook of Medicin
e (W.B. Saunders Co. 1985), Berkow (ed.) The Merck Manual of Diagnosis and Thera
py (Merck Sharp & Dohme Research Laboratories, 1982), and Harrison's Principles 
of Internal Medicine, 12th Ed., McGraw-Hill, Inc. (1991)を参照されたい。
【０００６】
ＩＢＤの発生率は、地理的な位置で大きく変動する。欧州の共同研究では、１０００００
人当たりの発生率が、ＵＣで１０．４人及びＣＤで５．６人を示し、南部地方における発
生率と比べて北部中央地方におけるＵＣ及びＣＤの発生率は、それぞれ４０％及び８０％
高率である。ＵＣ及びＣＤの両者は、長期間の疾患であることから、クオリティオブライ
フの文字とおりの妨害である。クローン病は、２０歳及び５０歳の発生率における著しい
ピークを示す、発症の二頂性の年齢分布を有する。より高い発生率及びより悲惨な疾病特
性は、若年齢におけるピークに関連する。これが、ＣＤを、苦しむ青年のように特に辛い
ものとし、そして若年成人は、人生の大きな期待を実質的に奪われ、このように、特にこ
の社会集団に関連する。
【０００７】
潰瘍性大腸炎は、主として結腸粘膜における症状を有する、慢性、非特異的、炎症性、そ
して潰瘍性の疾患である。しばしば、観血的下痢、腹部の鋭痛、便中の血液及び粘液、倦
怠感、熱、貧血、摂食障害、体重減少、白血球増加症、低アルブミン血症、及び赤血球沈
降速度（ＥＳＲ）の増大を特徴とする。合併症は、出血、中毒性大腸炎、中毒性巨大結腸
症、場合により直腸膣瘻、そして結腸がん発生の危険性の増加である。
【０００８】
潰瘍性大腸炎は、関節炎、強直性脊椎炎、仙腸関節ブドウ膜炎、後部ブドウ膜炎、結節性
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紅斑、壊疽性膿皮症のような結腸から離れた合併症とも関連する
処置は、疾患の重篤度及び期間を考慮して変動する。例えば、脱水症状や電解質平衡異常
を予防するための輸液療法は、しばしばひどい発作を表す。更に、特別食事測定が有用な
場合もある。薬剤は、種々のコルチコステロイド及びその誘導体のいくつか、そして場合
により免疫抑制物質を含む。
【０００９】
クローン病は潰瘍性大腸炎と共通する多くの特性を有する。クローン病は、かなり拡散し
ている潰瘍性大腸炎の損傷と対照的に、近接する正常な腸からはっきりと区別できる傾向
にある損傷であることで区別される。更に、クローン病は、優先的に回腸（回腸炎）、及
び回腸と結腸（回大腸炎）を冒す。時として、結腸のみが病気となり（肉芽腫性大腸炎）
、そして時々小腸全体が含まれる（空回腸炎）。まれに、胃、十二指腸、又は食道が含ま
れる。病変は、臨床例のおよそ半分が類肉腫型類上皮肉芽腫である。クローン病の病変は
、閉塞、瘻孔形成同じく膿瘍形成をもたらすことができる深い潰瘍形成を含める経壁の浮
腫及び線維症を含む。これは、通常非常に浅い病変を生じる潰瘍性大腸炎と対照的である
が、時々、線維症、閉塞、瘻孔形成及び膿瘍も同様に潰瘍性大腸炎において見られる。
【００１０】
処置は両疾病ともに同様であり、ステロイド、スルファサラジン及びその誘導体、並びに
シクロスポリンＡ、メルカプトプリン及びアザチオプリンのような免疫抑制剤を含む。よ
り新しく開発された処置は、いくつかはまだ臨床試験中であるが、ＴＮＦ抗体又はＴＮＦ
レセプターのようなＴＮＦ遮断化合物の全身投与（注入による）を含む。
【００１１】
ＩＢＤは、病因処置の不在のために公衆衛生における真の問題を示す。多くの患者は、抗
炎症コルチコステロイド処置のような従来医薬治療により十分に処置されるが、殆どは疾
患の再発活性を有し、そして三分の二は手術が必要となる。
【００１２】
炎症性腸疾患の原因は、知られていない。ＣＤ及びＵＣの病因は、恐らく細菌因子のよう
な遺伝的因子及び環境的因子の両方の相互作用を含むが、明らかな病因因子は従来明らか
にされていない。恐らく腸管微生物フローラがもたらす異常免疫応答がＩＢＤを生じるの
が、主要な説である。しかし、Ｔ細胞が病因において重要な役割を奏していることは十分
確立されている。活性化Ｔ細胞は、抗炎症性サイトカイン及び親炎症性サイトカインの両
者を産生することができる。研究中の知識を用いて、ＩＢＤを合理的方法で弱めることが
できる。中和モノクローナル抗体又は抗炎症性サイトカインの使用を生じる新規抗炎症性
治療は、ＩＢＤの原因である免疫非調節（disregulation）を調整する可能性を示す。高
度に顕著及び効果的な新規治療は、上記のとおりの抗ＴＮＦモノクローナル抗体を用いる
全身処置である。単回静脈内投与量は、ｃＡ２インフリキシマブ抗体５～２０mg・kg-1の
範囲であり、活性のクローン病における飛躍的な臨床的改善をもたらす。１日当たり０．
５～２５μg・kg-1の範囲の投与量を用いる処置療法で７日間全身投与されたリコンビナ
ントＩＬ－１０の使用は、減少したクローン病活性測定値及び増加した寛解を示した。多
くの極めて将来有望な治療である、親炎症性サイトカインのタングリング又はＴ細胞の浸
潤の確立のいずれかが、実験モデルから今明らかになっている。しかし、これら全ての方
策は、全身投与を必要とする。ＩＢＤの重篤な合併症は、全身を重篤に衰弱させ、そして
最終的には死因となり得る。
【００１３】
発明の詳細な説明
Schering Corp.に譲渡された米国特許５，３６８，８５４においては、ＩＬ－１０を用い
る哺乳動物における炎症性腸疾患を処置する方法が開示されている。この方法において、
サイトカインは、ＩＢＤ（炎症性腸疾患）を有する哺乳動物に投与される。この引例に記
載されているようにＩＬ－１０の投与は、血管内、そして好ましくは静脈内のような非経
口である。
【００１４】
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しかし、ＩＢＤに罹患している（ヒト）患者のためのこのような投与経路は、欠点が無い
わけではない。非常に容易かつより簡便な方法は、同様の治療的活性を有する、ＩＬ－１
０又はサイトカインアンタゴニストのようなサイトカインを含む医薬品の経口投与である
。より重要なことには、治療剤の局部的放出がより高効率及び全身投与が原因の不要な副
作用の低減を可能にする。
【００１５】
Cambridge University Technical Services Ltd.に譲渡されたＷＯ９７／１４８０６には
、体内、特に粘膜におけるポリペプチドの鼻腔内投与による生物学的に活性なポリペプチ
ド及び／又はラクトコッカスのような非侵入性細菌を用いる抗原を送達する方法が開示さ
れている。
【００１６】
しかし、酸感受性であるＩＬ－１０のようなサイトカインを用いる、慢性大腸炎又はクロ
ーン病のような炎症性腸疾患の処置は、極めて扱いにくくそして達成が困難な仕事である
。したがって、活性化合物（例えば、サイトカイン又は可溶性レセプター）が、化合物が
多くのサイトカイン、特にＩＬ－１０の酸感受性の問題を考慮に入れその活性を発揮する
ことが期待される場所に直接的に送達され、そして経口投与後に送達媒体が胃の酸性環境
を通過する必要があることの要望を満たすシステムの開発が望まれている。また、種々の
消化酵素は胃及び腸を通過することからポリペプチドを分解する。最後であるが重要な問
題として、薬剤のその場所での（in situ）投与は、全身的毒性又は他の制限のためより
全身的な経路の投与による達成が困難である、治療的に有効な濃度を到達させることがで
きる。
【００１７】
ＩＢＤに罹患している患者の回復を達成するためには、損傷した細胞、及び該損傷細胞を
含む器官、例えば結腸を回復する必要がある。
【００１８】
上記技術的問題に対する解決手段は、請求項に特徴づけられる実施態様を与えることによ
って達成される。
【００１９】
我々の発明は、医薬品の調製のための、サイトカイン産生性グラム陽性菌株又はサイトカ
インアンタゴニスト産生性グラム陽性菌株を使用し、炎症性腸疾患を処置することである
。
細菌宿主株によって産生される該サイトカイン又はサイトカインアンタゴニストは、例え
ば、ＩＬ－１０、可溶性ＴＮＦレセプター又はＩＬ－１２誘導ｐ４０ホモダイマー（ＩＬ
－１２アンタゴニスト）のようなサイトカイン類似物、インターフェロンγアンタゴニス
ト、ＩＬ－１アンタゴニスト又はＥＢＶ　ＢＣＲＦ１（Baer et al., 1984）のようなウ
イルスコード化サイトカイン類似物であり、ここでグラム陽性菌株は、ラクトコッカス属
（lctococcus species）、そしてより好ましくはラクトコッカス・ラクチス（Lactocossu
s lactis）である。
本発明の目的のために用いられる他のグラム陽性菌株は、バチルス・ズブチルス（Bacill
us subtillis）、ストレプトコッカス・ゴルドニイ（Streptococcus gordonii）、スタフ
ィトコッカス　キシローサス（Staphylococcus xylosus）、又はLactobacillus bulgaric
us、Lactobacillus salivarius、Lactobacillus casei、Lactobacillus helveticus、Lac
tobacillus delbrueckii若しくはLactobacillus plantarumのようなラクトバチルス種（L
actobacillus spec.）である。
慢性腸炎、クローン病又は潰瘍性大腸炎のような炎症性腸疾患が、活性サイトカイン化合
物、好ましくは、ＩＬ－１０又は可溶性ＴＮＦレセプターの適切な投与量を用いて本発明
にしたがって処置されることができ、そして病気の結腸の予想外の回復し、明らかに正常
および健康な状態を提供する。
【００２０】
ＩＬ－１０は、単独か、又は少なくとも一つの付加的治療剤と組み合わせて投与すること
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ができる。該薬剤の例は、コルチコステロイド、スルファサラジン、スルファサラジン誘
導物、シクロスポリンＡのような免疫抑制剤、メルカプトプリン、アザチオプリン、及び
別のサイトカインを含む。共投与とは、通常は、複数の（２種以上）治療が、特定の時間
間隔の間に受容者に存在することをいう。通常は、もし第二の薬剤が第一の薬剤の半減期
内に投与されるとすれば、この２種の薬剤は、共投与されたとみなされる。
【００２１】
ここに開示される本発明は、したがって、リコンビナントL.Lactisによるin situ合成に
よるＩＬ－１０の局部的送達に関する。その結果として、炎症は、ＤＳＳで誘導された慢
性大腸炎において５０％まで減じられ、そしてＩＬ－１０-/-１２９Ｓｖ／Ｅｖマウスに
おける大腸炎の発生を予防する。したがって、この方法は、抗炎症性タンパク質の全身投
与を基にする強力な、定評のある、認められた治療に比べて、同等に有効である。ここで
用いられるベクターであるL. lactisは、グラム陽性の食品用生物であり、完全に無害で
ある。それは、非コロニー形成微生物である。ここに示される処置中の正確な投与量及び
タイミングは、極めて重要であり、したがって容易に得ることができる。
【００２２】
ベクターの生存度の重要な必要条件は、本発明に示されている。これは、ＩＬ－１０のin
 situ合成の必要性を示す。ベクターは、実際に、結腸内でＩＬ－１０のデノボ（de novo
）合成を示すことによってこれを達成することができる。
【００２３】
腸管内における処置に基づくタンパク質についての有効な新規概念が、ここに開示される
。この処置は、薬学的処方として最も望まれる経口経路によって与えられることができる
。用いる経路のために内因性の感受性を有する化合物を用いる遠位結腸に至るまで効果を
発揮することができる。この方法は、全身投与の必要性を回避する。これは、不安定又は
大量に産生することが困難である物質の局所的送達の可能性を開く。これは、元来極めて
費用有効的である。
この方法は、潜在性の副作用に関する、望ましいか又はたとえ全身的送達によって達成し
得るより高い濃度で治療におけるＩＬ－１０の持続性かつ局在性の存在の疑問を解決する
ことができる。
【００２４】
本記載中で用いられるいくつかの用語は、明瞭性のために、下記で説明される。
【００２５】
一般的には、用語「症状」とは、疾病又は患者の状態のあらゆる主観的徴候をいう。これ
は、患者によって認知されるような徴候を含む。ＩＢＤの症状の例は、下痢、腹痛、発熱
、下血、血便及び体重減少を含む。
【００２６】
一般的には、用語「徴候」は、通常は、診察する医師、又は超音波検査若しくはＸ線撮影
テストのような実験室評価若しくは別のテストにおいてそれら自身を明らかにする特徴に
よって認められるような疾病又は状態のあらゆる客観的徴候をいう。ＩＢＤの徴候のいく
つかの例は、腹腔質量、舌炎、アフタ性潰瘍、裂肛、肛門周囲瘻孔、貧血、吸収不良、及
び鉄欠乏を含む。時々、徴候及び症状は共通する。例えば、患者が血便を訴え（症状）、
かつ便サンプルの臨床検査が血液陽性である（徴候）。
【００２７】
熟語「適切な投与量」又は「有効量」は、自己免疫状態又は所望しない若しくは不適切な
炎症性若しくは免疫応答の症状若しくは徴候を回復するために十分な量若しくは投与量を
いう。特定の患者に対する有効量は、処置される状態、患者の全体的健康状態、投与の経
路及び投与量、及び副作用の重篤度のような因子によって変動することができる。
【００２８】
「サイトカイン」は、ある範囲の細胞型によって一過的に産生されるポリペプチド因子を
意味し、通常局所的に作用し、そして細胞表面レセプターに結合することによって特定遺
伝子の発現を活性化する。
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【００２９】
「アンタゴニスト」は、レセプターに結合するが活性化しない化合物をいい、したがって
アゴニストの作用を拮抗的に阻害する。
「アゴニスト」は、レセプターに結合しそして活性化する化合物である（例えば、ホルモ
ン及び神経伝達物質のような内因性リガンド、化学的合成化合物、アルカロイド様天然産
物）。
【００３０】
本発明において持ちられる方法の詳細な説明
培地
ＧＭ１７は、０．５w/v％のグルコースを添加したＭ１７（Difco, St. Louis）である。
ＧＭ１７Ｅは、５μg/mlのエリスロマイシンを添加したＧＭ１７である。ＢＭ９は、１リ
ットル当たりＮａ2ＨＰＯ4６ｇ、ＫＨ2ＰＯ4３ｇ、ＮＨ4Ｃｌ１ｇ、ＮａＣｌ2０．５ｇ、
ＭｇＳＯ4２mmol、ＮａＨＣＯ3２５mmol、Ｎａ2ＣＯ3２５mmol、ＣａＣｌ2０．１mmol、
グルコース５ｇ及びカジトン（Difco）５ｇを含有する。ＢＭ９Ｅは、５μg/mlのエリス
ロマイシンを添加したＢＭ９である。
【００３１】
リコンビナントＤＮＡ技術
ＤＮＡのＰＣＲ増幅は、製造者によって推奨される条件を用いて、ＶＥＮＴポリメラーゼ
を用いて行われた。ＤＮＡ修飾酵素及び制限エンドヌクレアーゼは、標準条件下及び製造
所によって推奨されるバッファー内で用いられた。一般的分子クローニング技術並びにＤ
ＮＡ及びタンパク質の電気泳動は、原則的に記載されたとおりに行った（Sambrook et al
., 1990）。L. lactisは、グリシン存在下で成長した細胞のエレクトロポレーションによ
ってトランスフォームされた（Wells et al., 1993）。
【００３２】
発現プラスミドの構築
プラスミドｐＴ１ＭＩＬ１０（図１）は、プライマー（CAGTACAGCCGGGAAGACAAT及びGCACT
AGTTAGCTTTTCATTTTGAT）を用いて得られ、そしてｍＩＬ１０コード配列を含有するｃＤＮ
Ａクローンに行ったＰＣＲフラグメントのサブクローニングによって構築した。この方策
の設計のために、我々は、ＥＭＢＬ受託番号Ｍ３７８９７と提出したとおりのｍＩＬ１０
ｃＤＮＡ配列の使用を利用した。上記プライマーを利用することによって、ｍＩＬ１０フ
ラグメントは、キナーゼ及びＳｐｅＩでの処置後に、ｐＴＲＥＸ１誘導物であるＮａｅＩ
－ＳｐｅＩ開裂プラスミドｐＴ１ＮＸ（図１）内に、ブラント－ＳｐｅＩフラグメントと
して、サブクローニングすることができた（Wells and Chofield in: Lactic Acid Bacte
ria: current advances in metabolism, genetics and applications. F. Bozoglu & R. 
Bibek, Eds., Nato ASI Series H, Vol.98, p.37. Springer-Verlag, 1996）。プラスミ
ドｐＴ１ＴＲ５ＡＨ（図１）は、プライマー（CTGGTCCCTTCTCTTGGTGAC及びCCACTAGTCTATT
AATGATGATGATGATGATGCGCAGTACCTGAGTCCTGGGG）を用いて得られ、そしてＴＮＦｒ５５コー
ド配列を含有するｃＤＮＡクローン上に行われたＰＣＲフラグメントのサブクローニング
によって構築された。この方策の設計のために、我々は、ＥＭＢＬ受託番号Ｌ２６３４９
と提出したとおりのｍＩＬ１０ｃＤＮＡ配列の使用を利用した。上記プライマーを利用す
ることによって、ｓＴＮＦｒ５５フラグメントは、３′末端に６ｈｉｓタグを与え、そし
てキナーゼ及びＳｐｅＩでの処置後に、ＮａｅＩ－ＳｐｅＩ開裂プラスミドｐＴ１ＮＸ内
に、ブラント－ＳｐｅＩフラグメントとしてサブクローニングすることができた。
両プラスミドは、Ｕｓｐ４５の分泌リーダー（Van Asseldonk et al., Gene, 95, 155-16
0, 1990）の間に融合遺伝子のためのラクトコッカスのＰ１プロモーターの下流にｍＩＬ
１０及びｓＴＮＦｒ５５それぞれをコードする。分泌の際は該リーダー配列は切り離され
る。
【００３３】
リコンビナントタンパク質の同定
リコンビナントｍＩＬ１０及びｍｓＴＮＦｒ５５は、それぞれＭＧ１３６３〔ｐＴ１ＭＩ
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Ｌ１０〕及びＭＧ１３６３〔ｐＴ１ＴＲ５ＡＨ〕の上清中に認めることができる（図２）
。このテストについて、培養のアリコート５mLをフェノール２mLで抽出し、続いてタンパ
ク質をエタノール１０mLでの沈殿による有機相から調製した。培養上清の１mLに相当する
沈殿の一部分をＳＤＳ－１５％ＰＡＧＥ及びイムノブロッティングに付した。培養サンプ
ルを下記のとおりに細菌の成長期中に適切な時期に採取した。
【００３４】
ＭＧ１３６３〔ｐＴ１ＭＩＬ１０〕の培養上清は、平均で、１μg・mL-1のマウスＩＬ１
０を含有した。上清のマウスＩＬ－１０活性をマウスマスト細胞株ＭＣ／９を用いて測定
した（Thompson-Snipes, L. et al., J. Exp. Med. 173, 507, 1991）。トランスフェク
ション実験で示されたように、ヒトＩＬ－１０は、マウスＩＬ－１０Ｒに結合する（Ho, 
A.S.Y et al., PNAS 90, 11267, 1993; Liu, Y. et al., J. Immunol. 152, 1821, 1994
）。１Ｕ・mL-1のＩＬ－１０は、ｃｏｎＡ活性化脾細胞のＩＦＮガンマ産生のレベルを５
０％阻害することができるＩＬ－１０の量として同定される（Fiorentino, D.F. et al.,
 J.Exp.Med. 170, 2081, 1989）。この効果のＥＤ５０は、通常は０．３～０．６ng・mL-
1である。活性既知の標準物質と一緒に測定したとき、MG１３６３〔ｐＴ１ＭＩＬ１０〕
培養上清は、約８０００Ｕ・mL-1の活性を示した。Berg et al.（J.Clin. Invest 98, 10
10-1020）は、リコンビナントｍＩＬ１０の非活性が約１．０×１０7Ｕ・mL-1であると報
告している。これらを考慮し、そして用いた方法の多様性を考慮すると、我々は、MG１３
６３〔ｐＴ１ＭＩＬ１０〕培養上清中に存在するリコンビナントｍＩＬ１０は、完全な生
物活性を示したと結論する。少しのＩＬ１０活性もコントロール培養であるＭＧ１３６３
又はＭＧ１３６３〔ｐＴＲＥＸ１〕の上清中において検出することができなかった。
【００３５】
菌株ＭＧ１３６３〔ｐＴ１ＴＲ５ＡＨ〕の培養上清は、平均で、２００ng・mL-1のｍｓＴ
ＮＦｒ５５を含有する。Loetscher et al.（1991）は、ｓＴＮＦｒ５５によるＴＮＦ細胞
毒性活性の完全な阻害は、ｓＴＮＦｒ５５：ＴＮＦのモル比が１０００：１以上でのみ得
られることを示した。ＭＧ１３６３（ｐＴ１ＴＲ５ＡＨ）の培養上清から回収された可溶
性リコンビナントＴＮＦｒ５５は、常在性産物について報告されているように、ＴＮＦに
対する同等の阻害効果を示した。これは、混合によって証明され、したがってＴＮＦの滴
定系列とリコンビナントｓＴＮＦｒの滴定系列とは拮抗し、そして記載されているように
細胞毒性アッセイにおいてＴＮＦ活性を測定する（Espevik, T and Nissen-Meyer, 1986
）。
【００３６】
マウスの前処置
慢性大腸炎の誘導のために、マウスをKojouharoff et al. Clin Exp Immunol 107, 353, 
1997に記載されるように前処置した。６～８週齢雌Ｂａｌｂ／ｃマウスをＤＳＳを用いて
４サイクルの処置に付した。各サイクルは、７日間の飲用水中の５％ＤＳＳ、続いて正常
飲用水を与える１０日間の間欠期からなる。最後のＤＳＳサイクル完了の４～６週間後に
、マウスを記載したとおりのL. lactis株で処置した。
【００３７】
【実施例】
更なる開示そして本発明を明瞭にするためにいくつかの実施例を下記に示す。
【００３８】
実施例１
生L. lacticeを用いるマウスの処置
発現菌株の保存
新たにストリークしたL.lactis発現菌株を発現プラスミドの不在又は存在によってＧＭ１
７又はＧＭ１７Ｅの１０mL中に摂取し、そして３０℃で一晩成長させた。一晩培養を新し
いＧＭ１７又はＧＭ１７Ｅで１／１００に希釈し、そして３０℃で３時間再成長させた。
細胞を遠心によって回収し、次いでプラスミドの存在に応じてＢＧＭ９又はＢＧＭ９Ｅに
再懸濁させた。この培養を３０℃で５時間成長させた。この培養のタンパク質プロフィー
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ルをそれぞれｓＴＮＦｒ５５又はＩＬ１０に対する抗血清のいずれかを用いる培養上清１
mL相当物のウェスタンイムノブロッティングを行うことによって分析した。タンパク質プ
ロフィールは、適切なレーンにおいてｓＴＮＦｒ５５及びＩＬ１０の存在を示した（図２
）。もとのＧＭ１７又はＧＭ１７Ｅ一晩培養５mLにグリセリン５mLを添加し、－２０℃で
保存した。このストックをいくつかの実験で出発物質として用いた。一連の各実験を通し
たタンパク質分析は、リコンビンナントタンパク質の産生における高い再現性がこの方法
によって得ることができることを示した。
【００３９】
第１週及び第２週
L. lactis菌株の保存溶液をＧＭ１７又はＧＭ１７Ｅの１０mLで１／２００に希釈し、３
０℃で一晩成長させた。細胞を遠心によって回収し、次いでＢＭ９又はＢＭ９Ｅの１mLに
再懸濁させた。コントロールである健常マウス及び大腸炎を誘導したマウスに１日当たり
この細胞懸濁液のアリコート１００μLを接種した。
【００４０】
第３週及び第４週
L. lactis菌株の保存溶液をＧＭ１７又はＧＭ１７Ｅの１０mLで１／２００に希釈し、３
０℃で一晩成長させた。この培養をＢＭ９又はＢＭ９Ｅの１０mLで希釈し、３０℃で３時
間成長させた。マウスに１日当たりアリコート２００μLを胃内（経口的）に投与した。
【００４１】
実施例２
組織学的スコアの判定
組織学的スコアは、基本的に、Kojouharoff et al. Clin Exp Immunol 107, 353, 1997に
よって記載されているとおりに判定した。
マウスを頚椎脱臼によって屠殺した。結腸を摘出し、そしてＰＢＳで洗浄した。結腸の遠
位３分の１を縦方向に切断し、ろ紙上に置き、そして１０％ホルマリンを含むＰＢＳで一
晩固定した。パラフィン包埋材料の切片を縦方向に作製した。３個の３μm切片を２００
μmの間隔をおいて切り出した。切片をヘマトキシリン－エオシンで染色した。組織学的
分析をブラインド方法で行った。マウスを個々にスコアし、そして各スコアを３個の切片
の平均で示した。
【００４２】
組織像を下記のようにスコアした。
浸潤：０、浸潤無し；１、陰窩底部周辺の浸潤；２、粘膜筋板に達する浸潤；３、広範な
粘膜筋板に達する浸潤及び大量の浮腫を有する粘膜の肥厚；４、粘膜下組織の浸潤。
【００４３】
上皮損傷：０、正常形態；１、杯状細胞の損傷；２、広範囲の杯状細胞の損傷；３、陰窩
の損傷；広範囲の陰窩の損傷及び／又はポリプロイド再生の病巣。
【００４４】
結腸長を解剖そしてペーパータオル上に設置した直後に測定した。
【００４５】
他のパラメーターの中でも慢性大腸炎の病理は、結腸の長さの減少並びに上皮損傷及び事
実上実質的な程度のリンパ球の浸潤を特徴とした。
【００４６】
図３は、ＭＧ１３６３〔ｐＴ１ＭＩＬ１０〕を用いた炎症性マウスの処置後の結腸長の増
加を明らかに示すが、ＭＧ１３６３〔ｐＴ１ＴＲ５ＡＨ〕でのマウスの処理後はより少な
い程度であった。
【００４７】
図４及び５は、ＭＧ１３６３（ｐＴ１ＭＩＬ１０）で処置したマウスにおける慢性腸炎の
回復の開始は、ＭＧ１３６３〔ｐＴ１ＴＲ５ＡＨ〕で処置したマウスに比べてより大幅に
改善したように見えた。
【００４８】
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共に上記で記載しているとおりに測定した、図５が炎症性浸潤を示すのに対し、図４は、
上皮損傷の組織学的スコアを示した。
【００４９】
図６は、炎症しそして処置した組織に比べた、正常組織の組織像を示した。
【００５０】
正常組織像においては、等しい長さの陰窩の連続配列を認めることができた。陰窩におい
ては、多くの杯細胞を認めることができた。少ない数のリンパ球が粘膜に存在した。粘膜
下組織には、リンパ球は全く存在しなかった。炎症組織においては、長さの相違から構造
の全くの不在までにおよぶ、組織化された陰窩構造の消失を認めることができた。また、
陰窩の残存物においては、杯細胞は全く存在しなかった。リンパ球の大量の浸潤によって
、粘膜の厚さの大幅な増加を観察することができた。リンパ球は、潰瘍を形成する傾向に
ある。重篤な場合には、リンパ球の浸潤は、粘膜下組織においても観察することができた
。しかし、上皮は、無傷なままであった。ＭＧ１３６３（ｐＴＲＥＸ１）を用いる処置の
陰性コントロールは、ひどく炎症した組織の病理を連想させる病理を示した。ＭＧ１３６
３（ｐＴ１ＭＩＬ１０）で処置したマウスは、正常組織像のほぼ完全な回復を示し、粘膜
における炎症性リンパ球のごく僅かの残留物を明らかにした。ＭＧ１３６３〔ｐＴ１ＴＲ
５ＡＨ〕で処置したマウスは、中程度の病理を示した。
【００５１】
図７は、記載したL.lactic菌株で処置した後に各マウスから得た組織学的スコアの統計学
的評価を示す（群サイズ＝１０）。スコアは、記載したように遠位結腸のスライドのブラ
インド観察後に記録した（Kojouharoff et al., 1997）。各マウスを、結腸の外周上の等
間隔の３個の縦方向のスライドによって判断した。リンパ様浸潤及び上皮損傷の両者を、
０～４点に評価し、そして両パラメーターの値を全マウスについて合計した。正常ブラン
クマウスは、１ポイントの組織学的スコアを示した。大腸炎を誘導したマウスは、５ポイ
ントを僅かに超えた。L. lactisに対する全コントロール群は、場合によりいくつかの群
では僅かに高い傾向でもって、この数字周辺を変動した。しかし、ｍＩＬ－１０産生性L.
 lactisで１４日間処置し、続いて１４日間回復させたマウスは、平均で約３ポイントを
示した。これは、無処理群とブランクコントロール群との間の差に対して測定したときの
病理のほぼ５０％の減少である。この減少は、有意である（ｐ＝０．０１５１）。
【００５２】
実施例３
用いた培養条件のために、ｍＩＬ－１０の微量（４０ng）が、接種懸濁液の上清中に存在
した。このＩＬ－１０が組織学的スコアの認められた減少を引き起こしたかどうかを研究
するために、我々は、ＵＶで殺したＩＬ－１０産生株を用いる処置を包含した。この培養
を、接種の直前にＵＶ照射した。図８は、照射が細菌の生存度を１０6ｃｆｕ中１個未満
に減少させ、更なるＩＬ－１０の蓄積は全く認められなかった。これはＯＤ600における
低下が全くなく、そしてＩＬ－１０前駆物質が培養上清中に全く検出されなかったことか
ら、細胞溶解とは関連がない。照射は、ＩＬ－１０生理活性に影響しなかった。ＵＶで殺
した培養で２又は４週間処置した罹患したマウスは、全腸炎陽性である任意のコントロー
ル群と比べたとき、結腸組織像の差は全く示さなかった。接種培地中の残留ＩＬ－１０の
運命は、胃及び十二指腸内での変性及び分解と思われる。前のｐＨ１．５である胃の酸性
度は、接種直後ｐＨ６に上昇した。５分間後ｐＨが４に達し、更に接種後３０及び６０分
間の間の間隔で３．５～２．５に低下した。接種後５分間の胃内で検出されたＩＬ－１０
は、その濃度が急速に減少し、そして接種後３０分間で十二指腸内で痕跡量しか見出され
なかった。より遅い時点では、ここ又は空腸若しくは回腸においても全く検出されなかっ
た。
【００５３】
実施例４
１時間の間隔に関する、ＭＧ１３６３（ｐＴ１ＭＩＬ１０）の３．４・１０9ｃｆｕの７
系列の接種を１２９Ｓｖ／Ｅｖ　ＩＬ－１０－／－マウスに与えた。腸を最後の接種の３
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０分間後に調製し、次いで形態的区画に分けた。直ちに、祖々期をＰＢＳとＢＳＡ及び０
．０５％ＮａＮ3中でホモジナイズした。ＭＧ１３６３（ｐＴ１ＭＩＬ１０）の測定した
ｃｆｕは、胃内で７・１０6、十二指腸内で２．６・１０8、空腸内で２．８・１０7、回
腸内で４・１０8、盲腸内で８．４・１０8、及び結腸内で７・１０8であった。われわれ
は結腸ホモジネート中で可溶性ＩＬ－１０の７０ngを検出した。上流区画は、あらゆるＩ
Ｌ－１０含有物を全く示さなかった。したがって、リコンビナントL.latisは結腸内でＩ
Ｌ－１０を活性的に産生することができると結論される。
【００５４】
実施例５
ＩＬ１０－／－マウス中の全腸炎の予防
上記方法の１２９Ｓｖ／Ｅｖ　ＩＬ１０－／－マウスにおける大腸炎の発生を要望する能
力をテストした。このマウスは、３～８週齢の枠内で全身性全腸炎を自然発生する（Kuhn
 et al., Cell, 1993;75:263-274）。炎症性の変化は、３週齢の突然変異体の盲腸、上行
結腸及び横行結腸で最初に現れた。老化ＩＬ１０－／－マウスにおける進行性疾患は、中
程度の上皮性過形成と杯細胞の僅かなムチン欠乏を伴う単核細胞及び好中球からなる多巣
性の炎症性細胞浸潤の増加した数によって特徴づけられる。小上皮性侵食及び陰窩膿瘍が
、時々存在し、炎症がまれに粘膜下組織に生じた。我々の研究に用いたＩＬ１０－／－マ
ウスは、我々の動物施設の「コンベンショナル」条件よりもむしろ「クリーン」条件のた
めに、記載したようにより軽い重篤炎症が見られた。
このマウスを抗ＩＦＮγ又は抗ＩＬ－１２のいずれかで第３週から６～８週間処置したと
き、大腸炎を予防することができた（Rennick et al., J-Leukoc-Biol., 1997 Apr; 61(4
):389-396）。我々は、ＩＬ－１０産生性L.lactisで毎日胃内接種によって３週齢マウス
を処置した。マウスを対数期中期又は対数期末期のいずれかの培養で４週間処置し、無処
置群は、同条件下の状態にしておいた。図７は、盲腸を検査しなかったことを除いて、記
載したとおりに得られた組織学的スコアを示す（Berg et al., J-Clin-Invest; 1996, Au
g 15;98(4):1010-1020）。無処理マウスは、平均約４．５ポイントの組織学的スコアを示
した。これは、この値における盲腸スコアの分布及び僅かな年齢差を考慮すれば、報告さ
れたデータとよく一致する。ＭＧ１３６３（ｐＴ１ＭＩＬ１０）は、３週齢マウスについ
て報告されている値を僅かに超えるだけである、平均１．５ポイントの組織学的スコアを
示した（Berg et al., J-Clin-Invest; 1996, Aug 15;98(4):1010-1020）。０～４ポイン
トに及ぶ３個の値の合計であることから、極めて低いスコアと考えられる。このデータか
ら、大腸炎の発生は、この処置によって予防することができることは明らかである。
【００５５】
【表１】
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【００５６】
【表２】
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【図面の簡単な説明】
【図１ａ】　図１は、用いたプラスミドの概要である。図１ａは、用いたプラスミドの該
略図である。Ｐ１は、Waterfield et al, (1995)のとおりのラクトコッカスのＰ１プロモ
ーターであり、ｕｓｐ４５Ｓは、ラクトコッカスのＵｓｐ４５の分泌シグナルペプチドを
コードするＤＮＡフラグメントであり（van Asseldonck et al, 1990）、ｍｉｌ１０は、
マウスインターロイキン１０の成熟部分をコードするＤＮＡフラグメントであり、ｔｒ５
５は、１型ＴＮＦレセプターの成熟部分をコードするＤＮＡであり、Ｈ６は、６ヒスチジ
ン残基をコードするフラグメントであり、ＥＭrは、エリスロマイシン選択マーカーであ
る。
【図１ｂ】　ｐＴＲＥＸ及びｐＴ１ＮＸのＤＮＡ配列である。
【図１ｃ】　ｐＴＩＭＩＬ１０及びｐＴ１ＴＲ５ＡＨのＤＮＡ配列である。
【図２】　イムノブロット後の表示菌株の培養上清ＳＤＳ－ＰＡＧＥ後のタンパク質プロ
フィール、抗マウスインターロイキン１０（パネルＡ）、又は抗マウス１型ＴＮＦレセプ
ター及び抗６Ｈｉｓ（パネルＢ）抗血清を示す。
【図３】　ａ）慢性大腸炎をＤＳＳで誘導した、ｂ）慢性大腸炎をＤＳＳで誘導し、次に
L. lactisのＭＧ１３６３ｐＴＲＥＸ１株を経口で投与した、ｃ）慢性大腸炎をＤＳＳで
誘導し、次にL. lactisのＭＧ１３６３ｐＴ１ＴＲ５ＡＨ株を経口で投与した、及びｄ）
慢性大腸炎をＤＳＳで誘導し、次にL. lactisのＭＧ１３６３ｐＴ１ＭＩＬ１０株を経口
で投与した、マウスの群の結腸長の平均。
【図４】　ａ）慢性大腸炎をＤＳＳで誘導した、ｂ）慢性大腸炎をＤＳＳで誘導し、次に
L. lactisのＭＧ１３６３ｐＴＲＥＸ１株を経口で投与した、ｃ）慢性大腸炎をＤＳＳで
誘導し、次にL. lactisのＭＧ１３６３ｐＴ１ＴＲ５ＡＨ株を経口で投与した、及びｄ）
慢性大腸炎をＤＳＳで誘導し、次にL. lactisのＭＧ１３６３ｐＴ１ＭＩＬ１０株を経口
で投与した、マウスの群の末端結腸における上皮損傷スコアの平均。
【図５】　ａ）慢性大腸炎をＤＳＳで誘導した、ｂ）慢性大腸炎をＤＳＳで誘導し、次に
L. lactisのＭＧ１３６３ｐＴＲＥＸ１株を経口で投与した、ｃ）慢性大腸炎をＤＳＳで
誘導し、次にL. lactisのＭＧ１３６３ｐＴ１ＴＲ５ＡＨ株を経口で投与した、及びｄ）
慢性大腸炎をＤＳＳで誘導し、次にL. lactisのＭＧ１３６３ｐＴ１ＭＩＬ１０株を経口
で投与した、マウスの群の末端結腸における炎症性浸潤の平均。
【図６】　ヘマトキシリン及びエオシンで染色したマウス末端結腸の代表的切片。
正常組織：無処理動物



(13) JP 4598954 B2 2010.12.15

10

ＤＳＳ大腸炎：慢性大腸炎をもたらすためＤＳＳで前処置した動物
ＤＳＳ大腸炎、MG１３６３ｐＴ１ＭＩＬ１０処置：慢性大腸炎をもたらすためＤＳＳで前
処置し、続いてL. lactis菌株ＭＧ１３６３ｐＴ１ＭＩＬ１０を経口投与した動物。ＤＳ
Ｓ大腸炎、ＭＧ１３６３ｐＴＲＥＸ１処置：慢性大腸炎をもたらすためＤＳＳで前処置し
、続いてL. lactis菌株ＭＧ１３６３ｐＴＲＥＸ１を経口投与した動物。
【図７】　組織像の統計学的評価。結腸切片を無作為に番号付けし、ブラインドで判断し
た。次に、個々のマウスのスコアをデコードし、そして再編した数を統計学的に解析した
。ＤＳＳ大腸炎パネルは、ブランクマウス、及び無処置又はL. lactis培養で処置したか
のいずれかの慢性大腸炎をもたらすために誘導したマウスを示す。スコアは、共に０～４
の範囲である、上皮損傷及びリンパ様浸潤のスコアの合計である。別のマウスの群（ｎ＝
１０）は、２週間（＝２ｗ）又は４週間（＝４ｗ）、ＭＧ１３６３、ＭＧ１３６３（ｐＴ
ＲＥＸ１）又はＭＧ１３６３（ｐＴ１ＭＩＬ１０）（＝ＩＬ－１０）で処置した。いくつ
かの培養を１０6倍生存度を減少させるために摂取の前に紫外線を照射した（＋ｕｖ）。
ＩＬ－１０－／－大腸炎パネルは、無処理、ＴＲＥＸ処置及びＩＬ－１０処置の雌１２９
Ｓｖ／ＥｖＩＬ－１０－／－マウスの７週齢の群（ｎ＝５）の組織学的合計値を示す。組
織化学的スコアは、全て０～４の範囲である、近位、中間、遠位結腸の炎症度の合計。誤
差バーは、標準誤差（s.e.m.）を表す。
【図８】　ＯＤ600で測定した照射後の代表的細菌生存度。
【配列表】
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【図１ａ】 【図１Ｂ】
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