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(57)摘要

本公开内容提供了用于治疗皮肤疾病的方

法和组合物，包括表达治疗上有关的重组融合多

肽的经工程改造的微生物。在一个实施方案中，

本公开内容提供了用于治疗皮肤疾病(例如特异

性皮炎)的方法，包括给有此需要的受试者施用

包含活生物治疗产品(LBP)的组合物，所述LBP包

含分泌人丝聚合蛋白的表皮葡萄球菌。在进一步

的方面，本发明提供了包含本文所述的丝聚合蛋

白多肽的药物组合物。还另外，本发明提供了包

含本文公开的组合物和使用说明书的试剂盒。
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1.能够分泌丝聚合蛋白融合蛋白的重组微生物，其中所述重组微生物是表皮葡萄球菌

（Staphylococcus  epidermidis），其中所述重组微生物包含含有第一编码序列和第二编码

序列的表达载体，所述第一编码序列包含能够表达丝聚合蛋白多肽的基因，所述第二编码

序列包含能够表达细胞穿透肽的基因，其中所述丝聚合蛋白多肽由SEQ  ID  NO:  1组成。

2.根据权利要求1所述的重组微生物，其进一步包含第三编码序列，所述第三编码序列

包含能够表达输出信号的基因。

3.根据权利要求2所述的重组微生物，其中所述第一编码序列、所述第二编码序列和所

述第三编码序列的表达是在启动子的控制下。

4.根据权利要求3所述的重组微生物，其中所述第一编码序列、所述第二编码序列和所

述第三编码序列的排列是在框架内。

5.根据权利要求2所述的重组微生物，其中所述第一编码序列、所述第二编码序列和所

述第三编码序列可操作地连接至启动子。

6.一种生产活生物治疗组合物的方法，所述方法包括：

(a)用包含以下序列的表达载体转染表皮葡萄球菌细胞：(i)第一编码序列，其包含能

够表达治疗性丝聚合蛋白多肽的基因，其中所述丝聚合蛋白多肽由SEQ  ID  NO:  1组成，和

(ii)第二编码序列，其包含能够表达细胞穿透肽的基因；和

(b)使转染的细胞产生包含所述丝聚合蛋白多肽和所述细胞穿透肽的蛋白；和

(c)得到所述活生物治疗组合物。

7.根据权利要求6所述的方法，其进一步包括(iii)用第三编码序列转染所述细胞，所

述第三编码序列包含能够表达输出信号的核酸序列。

8.根据权利要求7所述的方法，其中所述第一编码序列、所述第二编码序列和所述第三

编码序列排列在单个质粒中。

9.根据权利要求7所述的方法，其中所述第一编码序列、所述第二编码序列和所述第三

编码序列可操作地连接至启动子。

10.通过根据权利要求6‑9中任一项所述的方法得到的组合物。

11.根据权利要求10所述的组合物，其包含药学上可接受的载体，其中所述药学上可接

受的载体选自水溶液、乳剂、乳膏剂、洗剂、凝胶和软膏剂。
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用重组微生物治疗皮肤疾病的方法和组合物

[0001] 相关申请

[0002] 本申请要求2018年4月5日提交的美国临时专利申请号62/653,021的优先权，其整

个内容通过引用结合到本文中，用于所有目的。

[0003] 发明背景

[0004] 寻常性鱼鳞病(IV)是一种慢性、干燥、鳞状的皮肤疾病，其发病率和流行率估计为

1/2501 ,2，这在美国产生130万的患者总群。IV的临床特征通常在大约2月龄出现，并且包括

全身干燥和细微、白色至灰色的鳞片，其主要在腹部、胸部和四肢伸肌面上
3。一些IV患者还

经历少汗和热耐受不良
4。IV的发病机理长久以来鉴定为表皮透明角质颗粒的大小或数量

降低，或者甚至完全缺少
5‑7。此外，由于遗传因素，IV患者对于特应性皮炎(AD)、哮喘和变态

反应的风险增加
8。

[0005] 寻常性鱼鳞病是由编码丝聚合蛋白的基因的功能丧失性突变引起的常染色体半

显性疾病
9。丝聚合蛋白是衍生自丝聚合蛋白原的基本结构蛋白，所述丝聚合蛋白原在角质

层中分解成单体丝聚合蛋白并通过结合角质形成细胞细胞骨架中的角蛋白和其它中间丝

蛋白，增强皮肤屏障
10。

[0006] 许多研究已鉴定了IV和特应性皮炎患者中FLG的功能丧失性突变
11‑14

，并且这些突

变与角质层中的角蛋白丝紊乱、皮肤屏障缺陷
15
和微裂逢有关，导致经皮变应原致敏作用增

强
16‑19。此外，丝聚合蛋白和其分解产物在皮肤中具有另外的重要功能，包括增加皮肤水分

(通过吸湿性氨基酸或“天然保湿因子”)20,21
，引起产生抗微生物分子(特别是针对金黄色葡

萄球菌)22
和维持皮肤中有益的脂质分布

23,24
和pH24‑26二者。

[0007] 对于IV的目前治疗选择主要包括局部水蒸发抑制剂(例如，氯化钠、尿素、乳酸、水

杨酸)和增湿剂(例如，甘油、丙二醇、右泛醇)4。也可处方局部维甲酸类，以试图减慢身体产

生皮肤细胞；然而，作为维生素A衍生物，长期使用不是理想的。值得注意的是，许多IV患者

经历由于自我意识和社会窘迫导致的生活质量明显降低
27‑29

，并且见到对家庭生活、教育/

职业生活以及甚至业余/运动活动的负面影响
28,29。很明显，IV是未得到满足的巨大需求。

[0008] 各种微生物群落在皮肤上繁殖，并且一个平方厘米可包含高达十亿微生物
39。这些

各种细菌、真菌、螨类和病毒群落可提供保护免于疾病，并且在皮肤上形成动态但独特的小

生境
40。越来越多的证据与具有皮肤疾病

39,41
，特别是AD42,43的皮肤中的微生物群落改变或

生态失调有关。经工程改造的益生菌是一种基于利用皮肤微生物组进行治疗的新颖方案。

值得注意的是，经工程改造的益生菌与其它药物递送方法相比具有重要的优点，因为它将

在患者的皮肤上建立驻留，并连续地且稳定地原位递送治疗性蛋白。此外，表皮葡萄球菌

(Staphylococcus  epidermidis ,  SE)的某些菌株已经表现出对皮肤的重要有益免疫调节

作用和抗病原作用，它们与特应性皮炎疾病表型和严重程度有关。此外，由于丝聚合蛋白在

皮肤屏障中的作用以及减少经表皮失水和改善皮肤水合作用的能力，丝聚合蛋白（其为从

丝聚合蛋白原衍生出的结构蛋白）的递送进一步增强了治疗方案。本发明具有以下惊人的

优点：提供了使用遗传工程改造的表皮葡萄球菌重组菌株作为皮肤药物递送系统来治疗皮

肤疾病（例如特应性皮炎）的方法和组合物(例如，AZT‑01)，所述皮肤药物递送系统分泌人
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丝聚合蛋白以解决特应性皮炎的病理生理学。一旦应用于皮肤，对皮肤的稳定定居以及随

后丝聚合蛋白的原位分泌可以解决该疾病。本发明的益处包括它作为非甾体类治疗选择的

安全性，它由于本发明的丝聚合蛋白分泌的益处与表皮葡萄球菌的局部应用的益处的组合

而产生的效力，以及它在甚至低应用频率下（不超过每天1次）在治疗上有效的能力。

[0009] 因此，本发明解决了对炎性皮肤疾病（特别是IV）的有效治疗的长期寻找的需求。

本发明还是首次报道的共生皮肤细菌的证明之一，所述共生皮肤细菌可以分泌治疗性蛋白

质来治疗皮肤疾病。

[0010] 发明概述

[0011] 本公开表征了一种对于皮肤疾病，例如寻常性鱼鳞病(IV)的新颖治疗形式，其直

接解决了寻常性鱼鳞病的病理生理学和由包含分泌人丝聚合蛋白的表皮葡萄球菌的活生

物治疗产品(LBP)组成。本公开的目的是通过基于有益微生物的底盘(chassis)系统以长期

稳定递送丝聚合蛋白补充皮肤。尽管本发明利用和优化了细菌的潜在益生菌性质，但疾病

纠正是基于直接解决根本的病理生理学的相关蛋白的合理靶向表达。另外，因为对不同微

生物物种和菌株的响应在个体之间不同，因此控制治疗性递送的模块设计可能提供与利用

天然存在的菌株的当前方法相比显著改进的药代动力学和疾病消退。重要的是，因为某些

菌株可分泌抗微生物肽，因此引入表皮葡萄球菌可通过靶向病原体驱动的生态失调，有助

于重建皮肤稳态。

[0012] 因此，本发明特别涉及用于治疗皮肤疾病(例如IV)的方法和组合物，其包含能够

表达治疗上有关的重组融合多肽(即蛋白、肽或氨基酸)的经工程改造的微生物。

[0013] 在第一方面，本发明表征了能够分泌多肽的重组微生物，其中所述重组微生物包

含含有第一编码序列和第二编码序列的表达载体，所述第一编码序列包含能够表达所述多

肽的基因，所述第二编码序列包含能够表达细胞穿透肽的基因。在一个有关的实施方案中，

所述重组微生物进一步包含含有能够表达输出信号的基因的第三编码序列。在另一个实施

方案中，所述第一编码序列、第二编码序列和第三编码序列的表达是在启动子的控制下。在

其它实施方案中，所述第一编码序列、第二编码序列和第三编码序列的排列是在框架内。在

另一个有关的实施方案中，所述第一编码序列、第二编码序列和第三编码序列可操作地连

接至启动子。在一个实施方案中，所述重组微生物是细菌或细菌的组合。在另一个实施方案

中，所述多肽是丝聚合蛋白或其变体。在其它实施方案中，所述微生物选自双歧杆菌属

（Bifidobacterium）、短杆菌属（Brevibacterium）、丙酸杆菌属（Propionibacterium）、乳球

菌属（Lactococcus）、链球菌属（Streptococcus）、葡萄球菌属（Staphylococcus）、乳杆菌属

（Lactobacillus）、肠球菌属（Enterococcus）、片球菌属（Pediococcus）、明串珠菌属

（Leuconostoc）或酒球菌属（Oenococcus）或它们的组合。在其它实施方案中，重组微生物是

表皮葡萄球菌。在一些实施方案中，微生物分泌丝聚合蛋白融合蛋白。在进一步的实施方案

中，丝聚合蛋白融合蛋白包含与SEQ  ID  NO.  1具有85%、86%、87%、88%、89%、90%、91%、92%、

93%、94%、95%、96%、97%、98%或99%同一性的氨基酸序列。在一个实施方案中，丝聚合蛋白融

合蛋白由SEQ  ID  NO:  1组成。

[0014] 在另一个方面，本发明表征了一种用于生产活生物治疗组合物的方法，所述方法

包括：(a)用以下序列转染细胞：(i)第一编码序列，其包含能够表达治疗性多肽的核酸序

列，和(ii)第二编码序列，其包含能够表达细胞穿透肽的核酸序列；和(b)使所述转染的细

说　明　书 2/27 页

4

CN 112236153 B

4



胞产生治疗性多肽融合蛋白；和(c)得到所述活生物治疗组合物。在一个有关的实施方案

中，所述方法还包括：(iii)用第三编码序列转染所述细胞，所述第三编码序列包含能够表

达输出信号的核酸序列。在另一个实施方案中，所述第一编码序列、第二编码序列和第三编

码序列排列在单个质粒中。在另一个实施方案中，所述第一编码序列、第二编码序列和第三

编码序列的排列可操作地连接至启动子。在其它实施方案中，所述细胞选自，其中所述微生

物选自双歧杆菌属、短杆菌属、丙酸杆菌属、乳球菌属、链球菌属、葡萄球菌属、乳杆菌属、肠

球菌属、片球菌属、明串珠菌属或酒球菌属或它们的组合。在另一个实施方案中，所述细胞

是表皮葡萄球菌。在其它实施方案中，所述治疗性多肽融合蛋白是丝聚合蛋白融合蛋白或

其变体。在进一步的实施方案中，丝聚合蛋白融合蛋白包含与SEQ  ID  NO.  1具有85%、86%、

87%、88%、89%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%或99%同一性的氨基酸序列。在一个

实施方案中，丝聚合蛋白融合蛋白由SEQ  ID  NO:  1组成。

[0015] 在另一个方面，本公开表征了包含丝聚合蛋白多肽或其变体的组合物。在一个实

施方案中，丝聚合蛋白多肽是融合蛋白。在进一步的实施方案中，丝聚合蛋白融合蛋白包含

与SEQ  ID  NO.  1具有85%、86%、87%、88%、89%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%或

99%同一性的氨基酸序列。在一个实施方案中，丝聚合蛋白融合蛋白由SEQ  ID  NO:  1组成。

[0016] 在另一个方面，本发明表征了通过本文公开或描述的方法中的任一种得到的组合

物。在一个有关的实施方案中，所述组合物包含药学上可接受的载体，其中所述药学上可接

受的载体选自水溶液、乳剂、乳膏剂、洗剂、凝胶或软膏剂。

[0017] 在另一个方面，本发明表征了包含重组微生物的活生物治疗组合物，其中所述重

组微生物包含(i)第一编码序列，其包含能够表达治疗性多肽的核酸序列；(ii)第二编码序

列，其包含能够表达细胞穿透肽的核酸序列；(iii)第三编码序列，其包含能够表达输出信

号的核酸序列；和(iiv)启动子，其可操作地连接至所述第一编码序列、所述第二编码序列

和所述第三编码序列；其中所述第一编码序列、第二编码序列和第一编码序列能够表达丝

聚合蛋白融合蛋白或其变体。在进一步的实施方案中，丝聚合蛋白融合蛋白包含与SEQ  ID 

NO.  1具有85%、86%、87%、88%、89%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%或99%同一性的

氨基酸序列。在一个有关的实施方案中，所述重组微生物是表皮葡萄球菌。在另一个实施方

案中，所述输出信号将所述丝聚合蛋白融合产物或其变体输出所述重组微生物。在另一个

实施方案中，所述细胞穿透肽促进所述丝聚合蛋白融合产物或其变体进入人角质形成细

胞。在另一个实施方案中，所述组合物包含药学上可接受的载体，其中所述药学上可接受的

载体选自水溶液、乳剂、乳膏剂、洗剂、凝胶或软膏剂。

[0018] 在另一个方面，本发明表征了一种试剂盒，其包含本文公开或描述的组合物中的

任一种和使用说明书。

[0019] 在另一个方面，本发明表征了一种治疗皮肤疾病的方法，所述方法包括给有此需

要的受试者施用本文公开或描述的组合物中的任一种的组合物。在一个实施方案中，所述

皮肤疾病是IV。在另一个实施方案中，所述皮肤疾病是特应性皮炎。

[0020] 附图简述

[0021] 图1是显示在液体培养中生长菌株的表征的图。单独SE  (黑色实线，三角形标记)

比单独SE‑GFP或SE和SE‑GFP一起更快生长。

[0022] 图2A‑C显示在RHE中菌株的生长的表征。(A)  具有空载体的SE  (即，无蛋白产生)。
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(B)  在RHE上单独SE‑GFP显示在24小时时较慢生长。(C)  当在RHE上按50:50一起混合使，SE

空载体胜出SE‑GFP。

[0023] 图3A‑C显示荧光和反射覆盖图。(A)  在表面上的荧光SE，并描画了角质层中的各

个细胞(虚线显示角质化细胞的轮廓作为实例)。(B‑C)  在Dermaroller应用，接着局部GFP

应用后，在37℃下RHE  3.5小时的荧光和光波长覆盖图，显示细菌已定位到损伤的角质层的

裂口中，没有以该水平在表皮中细菌的证据。深度以50  µm  (B)和70  µm  (C)获得。

[0024] 图4A‑C显示纯化GFP的结果。蛋白从225  mL  SE培养物(2.7‑2.9  OD/mL)纯化并用

CellB‑Lyse  (Sigma)裂解。产生4mL洗脱物并在Ni‑NTA柱上在PBS  pH  7.4缓冲液中运行和

得到0.4  mg。(A)  用从SE纯化的蛋白在SDS‑PAGE凝胶上的InVision  His‑标签染色。泳道

(1)  裂解物沉淀；(2)  澄清的上清液；(3)  流通物；(4)  洗脱物；(5)  浓缩物；(6)  标记；(7) 

澄清的上清液；(8)  流通物；(9)  洗脱物；和(10)  浓缩物。(C)  从SE纯化的GFP。

[0025] 图5A‑O显示在RHE中使用5  µg  GFP作为报告物，有和没有RMR信号的蛋白的表征。

(A‑D)  在30分钟(A,C,  E,  G)或60分钟(B,D,F,H)时，有(C,D)或没有(A,B)  RMR信号，局部

应用的GFP的双光子图像。图像编译为Z‑堆叠，其投射到2D平面上。(E‑H)  3D表面分析以检

查蛋白渗透到RHE中的深度。(I‑N)  使用光(L‑N)或荧光(I‑K)波长，GFP  (K,  N)、GFP  +  RMR 

(J,M)或媒介物(I,L)的共焦图像。(O)  以50  ug  GFP‑RMR用Dermaroller微针刺穿的RHE。应

用后30分钟获得图像。

[0026] 图6A‑E显示人丝聚合蛋白的初步生物信息学分析。(A)  人丝聚合蛋白结构域的同

源性。(B)  人丝聚合蛋白结构域的序列比对。(C)  人丝聚合蛋白结构域的疏水性绘图，具有

丝聚合蛋白序列的相应图示。(D)  对于人丝聚合蛋白猿猴9‑10的实例SAR训练，使用疏水性

绘图以除去在hFLG  9‑10的N末端的QSGEnSGRnSFLYQVSnHEQSES重复，和(E)  该蛋白的所得

序列，其中加入了RMR细胞穿透肽。(F)  丝聚合蛋白结构的概述。(上图)  丝聚合蛋白原和丝

聚合蛋白基因结构。大部分丝聚合蛋白由外显子3编码。(下图)  丝聚合蛋白原蛋白结构。

[0027] 图7A‑E显示测定开发。(A‑C)  使用各种抗体，在来自产生丝聚合蛋白的SE培养物

的培养基分离物中的hFLG的蛋白质印迹。(A)  Sigma多克隆抗‑hFLG抗体。(B)  SantaCruz多

克隆抗‑hFLG抗体。(C)多克隆抗‑hFLG抗体。(D)  对于基于MS的丝聚合蛋白检测的方法开

发，提议的工作流程。(E)  来自对于hFLG9‑10的质谱的所表达的人丝聚合蛋白的身份。颜色

指示序列置信度：深蓝色(非常高的置信度)、浅蓝色(观察到)和红色(未观察到)。

[0028] 图8显示对于丝聚合蛋白活性的Biacore表面等离子体共振(SPR)的概述。

[0029] 图9A‑G显示对于丝聚合蛋白分解产物或天然保湿因子(NMF)产生标准曲线的试验

性结果。拉曼光谱可检测各个NMF组分(A‑D)。质谱(E‑G)也是非常灵敏的，在图中定量极限

(LOQ)为纳克范围。

[0030] 图10显示工作流程的概述。

[0031] 图11显示16S测序的实验提纲。

[0032] 发明详述

[0033] 除非另外定义，否则在本文中使用的所有技术和科学术语具有本发明所属领域的

技术人员通常理解的含义。下述参考文献给技术人员提供了在本发明中使用的许多术语的

一般定义：Singleton等人 ,  Dictionary  of  Microbiology  and  Molecular  Biology 

(1994年第2版);  The  Cambridge  Dictionary  of  Science  and  Technology  (Walker编, 
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1988);  The  Glossary  of  Genetics ,  第5版 ,  R .  Rieger等人(编) ,  Springer  Verlag 

(1991)；和Hale  &  Marham,  The  Harper  Collins  Dictionary  of  Biology  (1991)。除非

另有说明，否则本文中使用的下述术语具有在下面赋予它们的含义：

[0034] 冠词“a”和“an”在本文中用于表示一个或超过一个(即至少一个)该冠词的语法对

象。作为例子，“一个元件”是指一个元件或超过一个元件。

[0035] 术语“包括”在本文中用于表示短语“包括、但不限于”，且与其可互换使用。

[0036] 术语“或”在本文中用于表示术语“和/或”，且与其可互换使用，除非上下文另外清

楚地指出。

[0037] 术语“诸如”在本文中用于表示短语“诸如但不限于”，且与其可互换使用。

[0038] 如本文使用的，术语"约"当提及具体描述的数值来使用时，表示该值可从所描述

的值变化不超过1%。例如，如本文使用的，表述"约100"包括99和101以及之间的所有值(例

如，99.1、99.2、99.3、99.4等)。

[0039] 本文中使用的术语“载体”、“载体系统”或“媒介物”表示适合用于递送、含有或“携

带”药物活性成分或其它物质的相容物质，所述药物活性成分或其它物质用于在局部应用

组合物中施用给患者或受试者。在本文中有用的载体应是药学上可接受的。在本文中有用

的载体和媒介物包括本领域已知的任何这样的物质，它们是无毒的并且不会以有害方式与

包含它的制剂的其它组分相互作用。术语“水性的”表示含有水或在施用于皮肤或粘膜组织

后变得含水的制剂。“载体”的其它例子包括水、低级醇、高级醇、多元醇、单糖、二糖、多糖、

烃油、脂肪和油、蜡、脂肪酸、硅油、非离子型表面活性剂、离子型表面活性剂、有机硅表面活

性剂以及这样的载体的基于水的混合物和基于乳剂的混合物。

[0040] 本文中使用的术语“经工程改造的细菌菌株”或“重组细菌菌株”表示通过将在生

物体外部制备的DNA引入细菌菌株中而已经被“遗传修饰”或“工程改造”的细菌菌株。例如，

含有新基因或其它核酸序列的质粒向细菌中的引入将允许所述细菌表达那些基因或其它

核酸序列。可替换地，可以将含有新基因或其它核酸序列的质粒引入细菌中，然后整合到所

述细菌的基因组中，其中所述细菌将表达那些基因或其它核酸序列。

[0041] 如本文使用的，术语“宿主细胞”意指已被外源多核苷酸序列转化或转染，或能够

被外源多核苷酸序列转化或转染的细胞。

[0042] 为了本公开的目的，术语“分离的”表示已经从其原始环境（其天然存在的环境）中

移出的生物学材料(细胞、核酸或蛋白)。例如，在植物或动物中以天然状态存在的多核苷酸

不是分离的，但是与它天然存在的相邻核酸分离的相同多核苷酸被认为是“分离的”。

[0043] “分离的核酸分子”（例如，分离的启动子）是与存在于核酸的天然来源中的其它核

酸分子分离的核酸分子。例如，关于基因组DNA，术语“分离的”包括从基因组DNA所天然结合

的染色体分离的核酸分子。优选地，“分离的”核酸分子不含有天然地侧接该核酸分子所源

自的生物的基因组DNA中的核酸分子的序列。

[0044] 如本文使用的，术语“遗传元件”意指包含编码多肽的区域或调节复制、转录或翻

译或对于在宿主细胞中表达多肽是重要的其它过程的多核苷酸区域的多核苷酸，或包含编

码多肽的区域和与其可操作连接的调节表达的区域二者的多核苷酸。遗传元件可包含在作

为附加体元件(即是说，作为物理上不依赖于宿主细胞基因组的分子)复制的载体中。它们

可包含在质粒中。遗传元件也可包含在宿主细胞基因组中；不是以其天然状态，而是以纯化
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的DNA形式或在载体中等等，在操作例如分离、克隆和引入宿主细胞中之后。

[0045] 本文中使用的术语“活生物治疗产品”(或LBP)表示含有细菌、酵母和/或其它微生

物的候选产品。

[0046] 本文中使用的术语“患者”或“受试者”表示人或动物（在动物的情况下，更典型地

是哺乳动物，诸如驯化的哺乳动物，或动物，诸如家禽动物和鱼类以及其它海产食品或淡水

食品生物），其将接受本发明的治疗和组合物。

[0047] 如本文使用的，表述"有此需要的受试者"是指显示特应性皮炎的一种或多种症状

或征候，和/或已诊断患有IV的人或非人动物。

[0048] 本文中使用的短语“药学上可接受的”表示这样的活性化合物、材料、一种或多种

经工程改造的细菌菌株、组合物、载体和/或剂型：在合理的医学判断范围内，其适用于接触

人类和动物的组织，而没有过度的毒性、刺激、变应性反应或其它问题或并发症，与合理的

收益/风险比相称。

[0049] 如本文使用的，术语“多核苷酸”一般是指任何多核糖核苷酸或多脱氧核糖核苷

酸，其可以是未修饰的RNA或DNA或修饰的RNA或DNA。因此，例如，本文使用的多核苷酸尤其

是指单链和双链DNA、作为单链和双链区域或单链、双链和三链区域的混合物的DNA、单链和

双链RNA、和作为单链和双链区域的混合物的RNA、包含DNA和RNA的杂合分子(可以是单链或

更通常是双链或三链、或单链和双链区域的混合物)。此外，本文使用的多核苷酸是指包含

RNA或DNA或RNA和DNA二者的三链区域。这样的区域中的链可来自相同的分子或来自不同的

分子。该区域可包括一个或多个分子的全部，但更通常仅包括一些分子的区域。三重螺旋区

域的分子之一通常是寡核苷酸。如本文使用的，术语多核苷酸包括上文所述的DNA或RNA，其

包含一个或多个修饰的碱基。因此，具有对于稳定性或对于其它理由而修饰的骨架的DNA或

RNA是如该术语在本文所意指的"多核苷酸"。此外，仅指出两个实例，包含不常见的碱基(例

如肌苷)或修饰的碱基(例如三苯甲基化碱基)的DNA或RNA是多核苷酸，如该术语在本文中

使用的。应理解，已对DNA和RNA进行各种各样的修饰，其用于本领域技术人员已知的许多有

用的目的。如本文使用的术语多核苷酸包括多核苷酸的这样的化学、酶学或代谢修饰形式，

以及特别是病毒和细胞(包括简单和复杂细胞)特有的DNA和RNA的化学形式。术语多核苷酸

还包括短的多核苷酸，其通常称为寡核苷酸。"多核苷酸"和"核酸"在本文中通常可互换使

用。

[0050] 本文中使用的术语“多肽”或“蛋白”表示由在链中键合在一起的氨基酸残基组成

的生物分子或大分子。本文所用多肽的定义意图涵盖由一个或多个氨基酸残基长链组成的

蛋白（通常较高分子量）和几个氨基酸的小肽（通常较低分子量）。在其它实施方案中，单个

氨基酸，尽管在技术上不是多肽，但也被认为在本发明的范围内。

[0051] 如本文使用的，术语“预防”是指完全或几乎完全阻止异常皮肤病症(例如IV)免于

发生，例如当患者或受试者易患异常皮肤病症或处于感染异常皮肤病症的风险中时。预防

也可包括抑制，即防止异常皮肤病症的发展。

[0052] 如本文使用的，“启动子”是指指导结构基因的转录的DNA序列。通常，启动子位于

基因的5′区域，邻近结构基因的转录起始位点。如果启动子是诱导型启动子，则转录速率在

响应诱导剂时增加。例如，启动子可以组织特异性方式调节，使得它仅在特定组织类型中在

转录相关的编码区时有活性。
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[0053] 如本文使用的，术语“降低……的风险”是指降低异常皮肤病症(例如IV)发生的可

能性或概率，例如当患者或受试者易患异常皮肤病症或处于感染异常皮肤病症的风险中

时。

[0054] 如本文使用的，术语“治疗有效量”是指药物活性化合物或化合物的组合的量，或

通过一种或多种经工程改造的细菌菌株(例如一种或多种皮肤治疗剂)递送的药物活性化

合物的量，当单独或组合施用时，以治疗、预防疾病状态或病况、例如异常皮肤病症(例如

IV)或降低其风险。该术语还指含有活性化合物或化合物的组合或一种或多种递送药物活

性化合物的经工程改造的细菌菌株的药物组合物的量。例如，有效量是指给予接受的患者

或受试者的制剂中存在的化合物的量，或通过给予接受的患者或受试者的制剂中存在的一

种或多种经工程改造的细菌菌株递送的化合物的量，其足以引发生物学活性，例如用于治

疗或预防异常皮肤病症的活性。

[0055] 如本文使用的，术语"治疗"是指提供治疗性干预以治愈或改善异常皮肤病症(例

如IV)。

[0056] 组合物

[0057] 本发明提供了用于治疗或预防皮肤疾病的皮肤定居微生物（例如，细菌），其在遗

传上被改变以表达重组治疗性多肽（图2）。与用于治疗皮肤疾病的现有技术方法相比，使用

遗传工程改造的蛋白产生微生物（例如，细菌）具有多个优点。治疗性蛋白能够治疗导致皮

肤病症的缺陷的根本原因。此外，微生物（例如，细菌）能够自我复制，同时保留插入的核酸

(例如，基因)以连续产生治疗性蛋白。

[0058] 本发明提供了在遗传上被改变以表达治疗性蛋白（例如，人丝聚合蛋白）的皮肤定

居微生物（例如，细菌，例如，表皮葡萄球菌）。与使用丝聚合蛋白补充相比，使用遗传工程改

造的丝聚合蛋白产生微生物（例如，细菌）具有多个优点。首先，微生物（例如，细菌）能够自

我复制，同时保留插入的丝聚合蛋白核酸序列(例如，基因)。其次，表皮葡萄球菌通常存在

于皮肤上，并已经被证实会抑制金黄色葡萄球菌（在特应性皮炎爆发中在皮肤菌群中占主

导地位的相同属的细菌种）的生长。

[0059] 细菌菌株

[0060] 本发明提供了能够表达重组治疗性蛋白的在遗传上被改变的微生物，例如，细菌。

宽范围的微生物适合用于用在本发明中。例子包括、但不限于非病原性的和共生的细菌。适

合用于用在本发明中的细菌包括、但不限于双歧杆菌属、短杆菌属、丙酸杆菌属、乳球菌属、

链球菌属、葡萄球菌属（例如，表皮葡萄球菌）、乳杆菌属（例如，嗜酸乳杆菌（L . 

acidophilus））、片球菌属、明串珠菌属或酒球菌属。在本发明的某些实施方案中，所述细菌

是表皮葡萄球菌。在本发明的优选实施方案中，要使用的表皮葡萄球菌菌株不能产生生物

膜。不能产生生物膜的表皮葡萄球菌菌株的一个这样的例子是表皮葡萄球菌菌株ATCC 

12228。但是，在本发明的再其它的实施方案中，可以使用在皮肤上发现的其它有关的或类

似的物种。

[0061] 治疗性蛋白

[0062] 本发明提供了能够表达重组治疗性蛋白的在遗传上被改变的微生物，例如，细菌。

在本发明的优选实施方案中，所述治疗性蛋白包含人丝聚合蛋白。人丝聚合蛋白由编码丝

聚合蛋白的人基因(FLG)表达。丝聚合蛋白是由分化角质形成细胞产生的蛋白，并具有将角
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蛋白丝聚集为细胞骨架的功能，所述细胞骨架与其它组分组合地构成角质化的细胞包膜。

FLG是位于染色体lq21上的大基因，其产生丝聚合蛋白原，即一种不溶性的多聚蛋白，其被

蛋白水解以释放功能性丝聚合蛋白单体(Armengot‑Carbo等人.  2014)。本发明的治疗性蛋

白（以及即表达该蛋白的基因）可以来自任何哺乳动物。非限制性的例子包括、但不限于小

鼠、大鼠、兔、山羊、绵羊、马、牛、狗、灵长类动物或人基因序列。在本发明的优选实施方案

中，所述治疗性蛋白包含重组融合蛋白，其包含可操作地连接至细胞穿透蛋白(CPP)的丝聚

合蛋白。  在一个实施方案中，细胞穿透蛋白是RMRRMRRMRR。在本发明的其它实施方案中，所

述治疗性蛋白包含重组融合蛋白，其包含可操作地连接至输出或分泌信号的丝聚合蛋白，

所述输出或分泌信号允许所述重组丝聚合蛋白从微生物(例如，细菌)中输出。在另一个实

施方案中，所述治疗性蛋白包含重组融合蛋白，其包含可操作地连接至细胞穿透蛋白(CPP)

和输出或分泌信号的丝聚合蛋白。

[0063] 在一个实施方案中，包含可操作地连接至细胞穿透蛋白的丝聚合蛋白的融合蛋白

显示于SEQ  ID  NO.  1。

[0064] SEQ  ID  NO.  1

[0065]

[0066] 在一个实施方案中，丝聚合蛋白融合蛋白包含与SEQ  ID  NO.  1具有85%、86%、87%、

88%、89%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%或99%同一性的氨基酸序列。在一个实施

方案中，丝聚合蛋白融合蛋白由SEQ  ID  NO:  1组成。

[0067] 在一些方面，治疗性蛋白不由微生物(例如细菌)表达。在一些方面，治疗性蛋白包

含丝聚合蛋白多肽或其变体。在一个实施方案中，丝聚合蛋白多肽是融合蛋白。在进一步的

实施方案中，丝聚合蛋白多肽包含与SEQ  ID  NO .  1具有85%、86%、87%、88%、89%、90%、91%、

92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%或99%同一性的氨基酸序列。在一个实施方案中，丝聚合蛋

白融合蛋白由SEQ  ID  NO:  1组成。

[0068] 分泌信号

[0069] 分泌信号或输出信号是蛋白上的肽序列，其促进蛋白通过分泌途径的输出，这最

终导致蛋白从细胞中分泌出来。在本发明中，促进蛋白（诸如包含丝聚合蛋白的蛋白）从微

生物(例如，细菌细胞)输出的任何分泌信号被预见到作为分泌信号。

[0070] 细胞穿透肽

[0071] 细胞穿透肽是在体内促进或介导生物分子（例如，蛋白）的递送的肽序列，而无需

使用任何受体并且不会引起任何明显的膜损伤。促进进入皮肤角质形成细胞的细胞穿透肽

被预见到作为本发明的细胞穿透肽。
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[0072] 在一个实施方案中，细胞穿透蛋白是RMRRMRRMRR  (SEQ  ID  NO.  2)。

[0073] 遗传构建体

[0074] 本发明利用标准的分子生物学技术，例如，在(Sambrook等人.  2001)中描述的那

些。用于本发明的遗传构建体的一个例子是pAZT，其是基于pJB38（一种等位基因交换大肠

杆菌‑葡萄球菌穿梭载体），进一步包含在质粒上的其它设计特征以改善功能性(Bose , 

J.L.等人.Applied  and  environmental  microbiology.  2013;79(7):2218‑2224)。使用标

准的分子生物学技术，通过将编码治疗性蛋白的基因的cDNA插入限制位点来构建质粒（图

2）。所述插入物进一步包含由启动子驱动的编码序列。这样的启动子可以是组成型的或诱

导型的。诱导型启动子的例子包括被化合物（诸如醇、糖、金属或四环素）或被物理因素（诸

如光或高温）活化的那些。

[0075] 人FLG的mRNA序列具有Genebank登记号NM_002016。通过将FLG  cDNA的一部分插入

pJB38的限制性位点来构建质粒pAZT。所述插入物含有由启动子驱动的核酸编码序列。所述

构建体进一步包含编码分泌信号和细胞穿透肽的核酸序列，从而产生重组丝聚合蛋白融合

蛋白。

[0076] 重组细菌菌株的应用

[0077] 应该理解，要治疗的皮肤疾病可以是与皮肤有关的任何疾病或障碍。在一个实施

方案中，所述障碍选自特应性皮炎、银屑病、痤疮、变应性接触性皮炎、表皮松解性角化过

度、脂溢性皮炎、湿疹、干燥皮肤、变态反应、疹、紫外线刺激的皮肤、洗涤剂刺激的皮肤（包

括由在洗涤剂中使用的酶和分子以及月桂基硫酸钠引起的刺激）、皮肤变薄（例如老年人和

儿童的皮肤）、大疱性类天疱疮、寻常型天疱疮、脓疱病、白癫风、脱发和多毛症。在一个具体

的实施方案中，所述皮肤疾病是寻常性鱼鳞病(IV)。

[0078] 根据本发明可以施用的蛋白的例子优选地是真核蛋白。这些蛋白包括、但不限于

单个氨基酸、小肽和大蛋白。更具体地，编码在本发明中可用作重组治疗性蛋白的蛋白的基

因包括、但不限于以下：白介素基因家族的成员，包括、但不限于IL‑2、IL‑3、IL‑4、IL‑5、IL‑

6、IL‑7、IL‑8、IL‑9、IL‑10、IL‑11、IL‑12、IL‑13、IL‑14和IL‑15及编码其受体拮抗剂的基

因。在本发明中也涵盖编码造血生长因子的基因，所述造血生长因子包括、但不限于促红细

胞生成素、粒细胞集落刺激因子、粒细胞巨噬细胞集落刺激因子、巨噬细胞集落刺激因子、

干细胞因子、白血病抑制因子和血小板生成素。也涵盖编码神经营养因子的基因，所述神经

营养因子包括、但不限于神经生长因子、脑衍生的神经营养因子和睫状神经营养因子。另

外，包括编码干扰素的基因，所述干扰素包括、但不限于IFN‑α、IFN‑β和IFN‑ γ 。在本发明中

进一步涵盖编码趋化因子（诸如细胞因子的C‑C家族和C‑X‑C家族）的基因，编码激素（诸如

胰岛素原和生长激素）的基因，以及编码溶血栓酶（包括组织型纤溶酶原激活物、链激酶、尿

激酶或其它酶诸如胰蛋白酶抑制剂）的基因。本发明还包括编码组织修复因子、生长和调节

因子的基因，所述生长和调节因子包括、但不限于制瘤素M、血小板‑衍生的生长因子、成纤

维细胞生长因子、表皮生长因子、肝细胞生长因子、骨形态形成蛋白、胰岛素‑样生长因子、

降钙素和转化生长因子α和β。进一步涵盖的基因包括编码结构蛋白的基因，所述结构蛋白

包括丝聚合蛋白、肌动蛋白、胶原蛋白、微纤维蛋白、弹性蛋白或硬蛋白。

[0079] 在具体的实施方案中，所述基因是编码丝聚合蛋白的基因。

[0080] 抗体
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[0081] 本公开还提供了针对hFLG的表位的抗体，所述表位在所有子结构域对中是共同

的。在某些实施方案中，抗体是鸡IgY。

[0082] 制剂

[0083] 根据本发明使用的制剂可以包含任何药学有效量的遗传工程改造的微生物，例

如，细菌，以产生治疗有效量的期望多肽，例如，按重量计至少约0.01%、约0.05%、约0.1%、约

0.2%、约0.3%、约0.4%、约0.5%、约0.6%、约0.7%、约0.8%、约0.9%、约1.0%、约1.5%、约2.0%、约

3 .0%、约4 .0%、约5 .0%、约6 .0%、约7 .0%、约8 .0%、约9 .0%、约10 .0%、约11 .0%、约12 .0%、约

13 .0%、约14 .0%、约15 .0%、约16 .0%、约17 .0%、约18 .0%、约19 .0%、约20 .0%、约25 .0%、约

30.0%、约35.0%、约40.0%、约45.0%、约50.0%或更多的遗传工程改造的微生物，例如，细菌，

其上限是按重量计约90.0%的遗传工程改造的微生物，例如，细菌。

[0084] 在一个替代实施方案中，根据本发明使用的制剂可以包含，例如，按重量计至少约

0.01%至约30%、约0.01%至约20%、约0.01%至约5%、约0.1%至约30%、约0.1%至约20%、约0.1%

至约15%、约0.1%至约10%、约0.1%至约5%、约0.2%至约5%、约0.3%至约5%、约0.4%至约5%、约

0.5%至约5%、约1%至约5%或更多的遗传工程改造的微生物，例如，细菌。

[0085] 在一些方面，根据本发明使用的制剂可包含任何药学有效量的丝聚合蛋白多肽或

其变体。在一个实施方案中，丝聚合蛋白多肽是融合蛋白。在进一步的实施方案中，丝聚合

蛋白多肽包含与SEQ  ID  NO .  1具有85%、86%、87%、88%、89%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、

96%、97%、98%或99%同一性的氨基酸序列。

[0086] 在一些实施方案中，所述制剂是局部制剂。用于用在本发明中的局部制剂可以呈

适合施用到身体表面的任何形式，诸如乳膏剂、洗剂、喷雾剂、溶液、凝胶、软膏剂、糊剂、硬

膏剂、涂剂、生物粘附剂、混悬剂、乳剂等，和/或可以制备成含有脂质体、胶束和/或微球。这

样的制剂可以与闭合的覆盖层组合使用以便在施用到身体表面时和其后将从身体表面蒸

发的水分维持在制剂内。所述制剂可以包含活生物治疗组合物，并且可以包含至少一种遗

传工程改造的微生物，例如，经工程改造的细菌菌株，其产生重组多肽。该经工程改造的活

生物治疗组合物可以将所述多肽直接递送到皮肤用于治疗或预防异常皮肤病症和/或皮肤

疾病(例如，炎性皮肤疾病)。

[0087] 局部制剂包括这样的制剂：其中将任何其它活性成分溶解或分散在本领域已知的

皮肤病学媒介物中，例如水性或非水性凝胶、软膏剂、油包水或水包油乳剂。这样的媒介物

的组分可以包含水、水性缓冲溶液、非水性溶剂(诸如乙醇、异丙醇、苯甲醇、2‑(2‑乙氧基乙

氧基)乙醇、丙二醇、丙二醇单月桂酸酯、糖原质或甘油)、油(例如矿物油诸如液状石蜡，天

然的或合成的甘油三酯诸如Miglyol™，或硅油诸如聚二甲基硅氧烷)。取决于制剂的性质

及其预期用途和施用位点，使用的皮肤病学媒介物可以含有选自以下的一种或多种组分

(例如，当制剂为水性凝胶时，除了水之外的组分)：增溶剂或溶剂(例如β‑环糊精，诸如羟丙

基β‑环糊精，或醇或多元醇诸如乙醇、丙二醇或甘油)；增稠剂(例如羟乙基纤维素、羟丙基

纤维素、羧甲纤维素或卡波姆)；胶凝剂(例如聚氧乙烯‑聚氧丙烯共聚物)；防腐剂(例如苯

甲醇、苯扎氯铵、氯己定、氯丁醇、苯甲酸酯、山梨酸钾或EDTA或其盐)；和pH缓冲剂(诸如磷

酸二氢盐和磷酸氢盐的混合物，或柠檬酸和磷酸氢盐的混合物)。

[0088] 药学上可接受的载体也可以掺入本发明的制剂中，并且可以是本领域常规使用的

任何载体。其例子包括水、低级醇、高级醇、多元醇、单糖、二糖、多糖、烃油、脂肪和油、蜡、脂
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肪酸、硅油、非离子型表面活性剂、离子型表面活性剂、有机硅表面活性剂以及这样的载体

的基于水的混合物和基于乳剂的混合物。术语“药学上可接受的”或“药学上可接受的载体”

在本文中用于表示这样的化合物或组合物：其可以掺入药物制剂中，而不引起不希望的生

物学效应或不希望的与制剂的其它组分的相互作用。本文中使用的“载体”或“媒介物”表示

适合用于掺入局部应用组合物中的载体材料。在本文中有用的载体和媒介物包括本领域已

知的任何这样的材料，其为无毒的并且不以有害方式与包含它的制剂的其它组分相互作

用。术语“水性的”表示含有水或在施用到皮肤或粘膜组织之后变得含有水的制剂。

[0089] 乳膏剂基质是可水洗的，并且含有油相、乳化剂和水相。油相也被称为“内部”相，

通常由矿脂和脂肪醇（诸如鲸蜡基或硬脂醇）构成。尽管非必然地，所述水相经常在体积上

超过油相，并且通常含有保湿剂。乳膏制剂中的乳化剂通常是非离子的、阴离子的、阳离子

的或两性的表面活性剂。

[0090] 洗剂是要无摩擦地施用到皮肤表面的制品，并且通常是液体或半液体制剂，其中

颗粒(包括活性剂)存在于水或醇基质中。洗剂经常是固体的悬浮液，优选地包含水包油型

的液体油性乳剂。洗剂是本文中用于治疗大身体区域的优选制剂，因为更流体的组合物容

易施用。通常必须将洗剂中的不溶物质精细粉碎。洗剂通常含有助悬剂（以产生更好的分散

体）以及可用于将活性剂定位并维持活性剂与皮肤接触的化合物，例如，甲基纤维素、羧甲

基‑纤维素钠等。溶液是如下制备的均质混合物：将一种或多种化学物质(溶质)溶解在液体

中，使得溶解的物质的分子分散在溶剂的分子中。溶液可以含有其它药学上或化妆上可接

受的化学物质以缓冲、稳定或保存溶质。用于制备溶液的溶剂的常见实例是乙醇、水、丙二

醇或任意其它可接受的媒介物。当然众所周知，凝胶是半固体混悬型系统。单相凝胶含有大

体上均匀地分布在载体液体(其通常为水性的，但优选地也含有醇和任选的油)中的有机大

分子。优选的有机大分子，即胶凝剂，是交联的丙烯酸聚合物诸如“卡波姆”家族的聚合物，

例如，可以在Carbopol商标下商业获得的羧基聚烯烃。也优选的是亲水聚合物诸如聚氧化

乙烯、聚氧乙烯‑聚氧丙烯共聚物和聚乙烯醇；纤维质聚合物诸如羟丙基纤维素、羟乙基纤

维素、羟丙基甲基纤维素、羟丙基甲基纤维素邻苯二甲酸酯和甲基纤维素；树胶诸如黄蓍胶

和黄原胶；海藻酸钠；和明胶。为了制备均匀的凝胶，可以加入分散剂诸如醇或甘油，或可以

通过研磨、机械混合或搅拌或其组合来分散胶凝剂。也如本领域众所周知的，软膏剂是通常

基于矿脂或其它石油衍生物的半固体制剂。本领域技术人员会明白，要使用的具体软膏基

质是将提供许多合乎需要的特征（例如，润肤性等）的软膏基质。正如其它载体或媒介物，软

膏基质应当是惰性的、稳定的、无刺激性的和不敏感的。如在Remington:  The  Science  and 

Practice  of  Pharmacy ,  第19版(Easton ,  PA:  Mack  Publishing  Co .,  1995)中在第

1399‑1404页所解释的，软膏基质可以分组为4类：油性基质、可乳化基质、乳剂基质和水溶

性基质。油性软膏基质包括，例如，植物油、获自动物的脂肪和获自石油的半固体烃类。

[0091] 可乳化软膏基质也被称作可吸收的软膏基质，其含有很少的水或不含有水，且包

括例如硫酸羟基三硬脂酸甘油酯、无水羊毛脂和亲水矿脂。

[0092] 乳剂软膏基质是油包水(W/O)乳剂或水包油(O/W)乳剂，并包括例如鲸蜡醇、单硬

脂酸甘油酯、羊毛脂和硬脂酸。优选的水溶性软膏基质从不同分子量的聚乙二醇制备；关于

进一步的信息参见Remington:  The  Science  and  Practice  of  Pharmacy。

[0093] 糊剂是半固体剂型，其中活性剂悬浮在合适的基质中。取决于基质的性质，糊剂分
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为脂肪糊剂或从单相水性凝胶制成的那些。脂肪糊剂中的基质通常是矿脂或亲水矿脂等。

从单相水性凝胶制成的糊剂通常掺入羧甲纤维素等作为基质。

[0094] 增强剂是亲脂性共增强剂，通常被称作“塑化”增强剂，即具有在约150‑1000范围

内的分子量、小于约1重量%、优选地小于约0.5重量%和最优选地小于约0.2重量%的水溶性

的增强剂。塑化增强剂的Hildebrand溶解度参数δ是在约2.5至约10的范围内，优选地在约5

至约10的范围内。优选的亲脂增强剂是脂肪酸酯、脂肪醇和脂肪醚。具体的和最优选的脂肪

酸酯的实例包括月桂酸甲酯、油酸乙酯、丙二醇单月桂酸酯、丙烯甘油二月桂酸酯

(propylene  glycerol  dilaurate)、甘油单月桂酸酯、甘油单油酸酯、正癸酸异丙酯和肉豆

蔻酸辛基十二烷基酯。脂肪醇包括例如硬脂醇和油醇，而脂肪醚包括这样的化合物：其中二

醇或三醇优选C2‑C4烷二醇或三醇被一个或两个脂肪醚取代基取代。额外的渗透增强剂是局

部药物递送领域的普通技术人员已知的，和/或在相关文本和文献中描述。参见，例如，

Percutaneous  Penetration  Enhancers,  Smith等人编(CRC  Press,  1995)  (通过引用整

体并入本文)。

[0095] 除上文鉴定的那些之外，在本发明的组合物中可以包括各种其它添加剂。这些包

括、但不限于抗氧化剂、收敛剂、香料、防腐剂、软化剂、颜料、染料、保湿剂、推进剂和遮光

剂，以及其存在可为药学上或在其它方面需要的其它种类的材料。任选的用于包含在本发

明的制剂中的添加剂的典型例子如下：防腐剂诸如山梨酸酯；溶剂诸如异丙醇和丙二醇；收

敛剂诸如薄荷醇和乙醇；软化剂诸如聚亚烷基甲基葡萄糖苷；保湿剂诸如甘油；乳化剂诸如

硬脂酸甘油酯、PEG‑100硬脂酸酯、聚甘油基‑3羟基月桂基醚,和聚山梨酯60；山梨醇和其它

多羟基醇诸如聚乙二醇；遮光剂诸如辛基甲氧基肉桂酸酯(作为Parsol  MCX市售可得)和丁

基甲氧基苯甲酰基甲烷(在商业名称Parsol  1789下可得)；抗氧化剂诸如抗坏血酸(维生素

C)、α‑生育酚(维生素E)、β‑生育酚、γ ‑生育酚、δ‑生育酚、ε‑生育酚、ζ ι‑生育酚、Ζ Λ
‑  生育

酚、η‑生育酚和视黄醇(维生素A)；精油、神经酰胺、必需脂肪酸、矿物油、植物油(例如，大豆

油、棕榈油、牛油树脂的液体级分、葵花籽油)、动物油(例如，全氢角鲨烯)、合成的油、硅油

或蜡(例如，环甲硅油和聚二甲基硅氧烷)、氟代油(通常全氟聚醚)、脂肪醇(例如，鲸蜡醇)

和蜡类(例如，蜂蜡、巴西棕榈蜡和石蜡)；皮肤感觉修饰剂；和增稠剂和结构化剂诸如膨胀

粘土和可在Carbopol商标下市售获得的交联羧基聚烯烃。其它添加剂包括有益剂诸如调理

皮肤(具体地，角质层中皮肤的上层)和通过延缓其含水量降低来保持其柔软和/或保护皮

肤的那些材料。这样的调理剂和保湿剂包括，例如，吡咯烷羧酸和氨基酸；有机抗微生物剂

诸如2,4 ,4 '‑三氯‑2‑羟基二苯醚(三氯生)和苯甲酸；抗炎剂诸如乙酰基水杨酸和甘草次

酸；抗脂溢剂诸如视黄酸；血管扩张剂诸如烟酸；黑色素生成抑制剂诸如曲酸；及其混合物。

进一步的其它活性剂包括，例如，α羟基酸、α酮酸、聚合羟基酸、保湿剂、胶原、海洋提取物和

抗氧化剂诸如抗坏血酸(维生素C)、α‑生育酚(维生素E)、β‑生育酚、γ ‑生育酚、6‑生育酚、

ε‑生育酚、ζ ι ‑生育酚、ζ2‑生育酚、η‑生育酚和视黄醇(维生素A)和/或其药学上可接受的

盐、酯、酰胺或其它衍生物。一种优选的生育酚化合物是α‑生育酚。额外的试剂包括能够改

善皮肤组织中的氧供应的那些，如例如在Gross等人,  WO  94/00098和Gross等人,  WO  94/

00109（均转让给Lancaster  Group  AG，通过引用整体并入本文）中所描述的。还可以包括遮

光剂和紫外吸收化合物。这样的遮光剂和紫外吸收化合物的非限制性例子包括氨基苯甲酸

(PABA)、阿伏苯宗、西诺沙酯、二羟苯宗、胡莫柳酯、薄荷醇邻氨基苯甲酸酯、奥克立林、辛基
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甲氧基肉桂酸酯、水杨酸辛酯、羟苯甲酮、帕地马酯O、苯基苯并咪唑磺酸、舒利苯酮、二氧化

钛、水杨酸三乙醇胺、氧化锌、恩索利唑、meradiraate、奥西诺酯、奥替柳酯和奥克立林。参

见标题21第1章子章节D第352部分"Sunscreen  drug  products  for  over‑the‑counter 

human  use"，其以其整体并入本文。其它实施方案可以包括多种非致癌的、非刺激性的愈合

材料，其促进用本发明的制剂治疗。这样的愈合材料可以包括营养物、矿物质、维生素、电解

质、酶、草药、植物提取物、腺或动物提取物或可以加入制剂中以促进皮肤病症愈合的安全

治疗剂。

[0096] 本发明涵盖与在化妆品领域常规使用的那些等效的量的这些各种添加剂，且范围

为例如局部制剂的总重量的约0.01%至约20%。

[0097] 本发明的制剂还可以包括常规添加剂诸如遮光剂、芳香剂、着色剂、稳定剂、表面

活性剂等。在某些实施方案中，还可以加入其它试剂，诸如抗微生物剂，以防止在储存时变

质，即抑制微生物诸如酵母和霉菌的生长。

[0098] 用于本发明的合适抗微生物剂包括、但不限于选自以下的那些：对羟基苯甲酸的

甲基和丙基酯(即对羟基苯甲酸甲酯和对羟基苯甲酸丙酯)、苯甲酸钠、山梨酸、咪脲和它们

的组合。在其它实施方案中，还可以加入其它试剂，诸如阻遏物和诱导物，即，抑制(即葡萄

糖)或诱导(即木糖)目标多肽的产生。只要与制剂的功能相容并且不干扰制剂的功能，就可

使用这样的添加剂。

[0099] 所述制剂还可以含有减轻刺激的添加剂以最小化或消除由要施用的化学实体或

组合物的其它组分引起的皮肤刺激或皮肤损伤的可能性。

[0100] 合适的减轻刺激的添加剂包括，例如：α‑生育酚；单胺氧化酶抑制剂，别是苯基醇

诸如2‑苯基‑1‑乙醇；甘油；水杨酸盐；抗坏血酸；离子载体诸如莫能星；两亲胺；氯化铵；N‑

乙酰半胱氨酸；辣椒辣素；和氯喹。若存在，减轻刺激的添加剂可以以有效减轻刺激或皮肤

损伤的浓度掺入组合物中，通常占制剂的不超过约20重量%，更通常不超过约5重量%。在某

些实施方案中可以掺入本制剂中并因此与活性剂一起局部施用的其它合适的药理学活性

剂包括但不限于以下：改善或根除色素沉着的或非色素沉着的老年斑、角化病和皱纹的试

剂；抗微生物剂；抗细菌剂；止痒剂和抗干燥剂；抗炎剂；局部麻醉剂和镇痛剂；皮质类固醇；

维A酸类；维生素；激素；和抗代谢药。局部药理学活性剂的一些实例包括阿昔洛韦、两性霉

素、氯己定、克霉唑、酮康唑、益康唑、咪康唑、甲硝唑、米诺环素、制霉菌素、新霉素、卡那霉

素、苯妥英、对氨基苯甲酸酯、甲氧基肉桂酸辛酯、水杨酸辛酯、羟苯甲酮、二羟苯宗、生育

酚、醋酸生育酚、二硫化硒、巯氧吡啶锌、苯海拉明、普莫卡因、利多卡因、普鲁卡因、红霉素、

四环素、克林霉素、克罗米通、氢醌和它的单甲基和苄基醚、萘普生、布洛芬、色甘酸、视黄

醇、棕榈酸视黄酯、乙酸视黄酯、煤焦油、灰黄霉素、雌二醇、氢化可的松、氢化可的松21‑乙

酸酯、氢化可的松17‑戊酸酯、氢化可的松17‑丁酸酯、黄体酮、戊酸倍他米松、二丙酸倍他米

松、曲安奈德、醋酸氟轻松、丙酸氯倍他索、米诺地尔、双嘧达莫、二苯基乙内酰脲、过氧苯甲

酰和5‑氟尿嘧啶。可以将乳膏剂、洗剂、凝胶、软膏剂、糊剂等铺展在受影响的表面上并轻轻

揉搓。溶液可以以相同的方式施用，但更通常将会用滴管、拭子等施用并小心地施用到受影

响的区域。

[0101] 施用方案将取决于许多可容易地确定的因素，诸如病症的严重程度和它对初次治

疗的应答性，但是通常不会涉及每天超过一次施用。普通技术人员可以容易地确定要施用
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的制剂的最适量、施用方法和重复率。一般而言，考虑将会在每周一次或两次直到每天一次

的范围内施用本发明的制剂。

[0102] 方法

[0103] 治疗方法

[0104] 本发明提供了用于治疗皮肤疾病的方法，其中所述方法包括给需要这种治疗的受

试者施用遗传工程改造的微生物，例如，遗传工程改造的细菌，其能够表达本发明的重组治

疗性融合蛋白，由此治疗所述受试者。在一些方面，本发明提供了用于治疗皮肤疾病的方

法，其中所述方法包括给需要这种治疗的受试者施用包含本文所述的丝聚合蛋白多肽的药

物组合物。在一些实施方案中，丝聚合蛋白多肽是融合蛋白。在进一步的实施方案中，丝聚

合蛋白多肽包含与SEQ  ID  NO.  1具有85%、86%、87%、88%、89%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、

96%、97%、98%或99%同一性的氨基酸序列。

[0105] 在一个实施方案中，所述疾病是特应性皮炎。

[0106] 在一个实施方案中，所述疾病是寻常性鱼鳞病(IV)。IV的临床特征通常在大约2月

龄出现，并且包括全身干燥和细微、白色至灰色的鳞片，其主要在腹部、胸部和四肢伸肌面

上。IV一般由从双亲之一或二者继承的遗传突变引起。寻常性鱼鳞病(有时称为鱼鳞病或鱼

皮病)的鳞片可在出生时存在，但通常在儿童早期期间首次出现。在一个实施方案中，待治

疗的受试者是儿童。有时其它皮肤疾病，例如过敏性皮肤病症湿疹与寻常性鱼鳞病关联。

[0107] 在又一个优选的实施方案中，重组治疗性融合蛋白包含丝聚合蛋白。在其它实施

方案中，重组治疗性融合蛋白包含可操作连接至细胞穿透肽的丝聚合蛋白。在一个实施方

案中，丝聚合蛋白融合蛋白包含与SEQ  ID  NO.  1具有85%、86%、87%、88%、89%、90%、91%、92%、

93%、94%、95%、96%、97%、98%或99%同一性的氨基酸序列。

[0108] 在另外的实施方案中，重组治疗性融合蛋白可操作连接至输出信号。

[0109] 试剂盒

[0110] 本发明还提供了试剂盒。在一个方面，本发明的试剂盒包含(a)本发明的组合物和

(b)其使用说明书。在另一个方面，本发明的试剂盒包含(a)本发明的活生物治疗组合物中

的任一种和(b)其使用说明书。本发明的组合物如上所述。在某些实施方案中，本发明的组

合物是如上所述的经工程改造的能够表达治疗上有关的重组融合多肽的微生物。在优选的

实施方案中，所述组合物包含经工程改造的细菌（例如，表皮葡萄球菌），其能够表达包含丝

聚合蛋白的重组融合多肽。

[0111] 以下实施例进一步说明本发明，所述实施例不应解释为进一步限制。在本申请中

引用的所有附图和所有参考文献、专利和公开的专利申请的内容以及附图明确地通过引用

整体并入本文。

实施例

[0112] 以下实施例进一步描述和证明了在本发明范围内的实施方案。实施例仅为了说明

的目的而给出，不应解释为本发明的限制，因为其许多变化在不脱离本发明的精神和范围

的情况下是可能的。

[0113] 实施例1.  转化的细菌在液体培养基中的生长特征的定量和比较

[0114] 重要的是获得转化的表皮葡萄球菌(SE)与野生型SE竞争的能力的基本了解。为了
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了解转化的细菌的生长特征和重组的蛋白生产细菌的生长动力学，使用在液体培养基中的

标准生长方法。为了确定在SE‑sGFP、SE‑chl  (空载体对照，抵抗氯霉素(chl))和野生型SE

之间的生长差异，各菌株分别在100  mL培养物中各自生长6小时。每45分钟(大约为SE的倍

增时间)，获得1  mL样品和在600  nm测量以获得细菌总浓度的测量结果。在所有样品中比较

光密度以了解生长特征。

[0115] 结果显示在图1。如图1所示，相对于SE，蛋白产生仅略微减少了SE‑GFP的竞争性生

长，如通过CFU测量所测定的。预期减少的生长归因于在蛋白生产SE中增加的代谢需求。

[0116] 实施例2.  在重建的人表皮(RHE)上SE‑GFP和对照菌株的生长定量

[0117] 为了表征施加细菌到皮肤的可行性，测定了外部施加的细菌在体外皮肤模型上的

生长动力学。该模型提供了在人皮肤上这些细菌将遇到的生态竞争的初步估计。在不含抗

生素和抗真菌剂的培养基(按需要补充有氯霉素)中建立并维持RHE培养。悬浮在50%甘油中

的SE‑sGFP用吸液管施加到RHE的中心3mm直径。具有SE‑chl和SE‑WT细菌的对照RHE也与实

验组并排施加。在预定的时间点，取出组织插入物，均质化和通过40µm过滤器以允许收集细

菌流通物。旋下细菌悬液，重悬浮于培养基中，连续稀释和铺板，以测定细菌的CFU。将所有

测量结果标准化至通过在施加后15分钟存在的CFU测定的细菌最大回收率。

[0118] 结果显示于图2。如图2所示，当分别施加在RHE上时，SE‑GFP比具有空载体的SE生

长更慢。尽管对照SE的生长到24小时达到稳定水平，但SE‑GFP细菌到48小时达到稳定水平，

并且最终计数低~  ½  log。当一起加入以模拟在人皮肤上的竞争时，具有单独载体的SE更快

生长和略微胜出蛋白生产SE，具有至少一个log的CFU差异(图2)。这些结果与上文那些结果

组合导致得出结论，蛋白生产SE当在临床环境中定居皮肤时可能具有轻微劣势，潜在地需

要另外的遗传修饰以促进生长和竞争。然而，如实施例3所示，这些细菌完全能够定居皮肤

模型。

[0119] 实施例3.  SE‑GFP和对照菌株在RHE上的生长的定性表征

[0120] 本实验的目的是使用RHE和Vivascope加入关于SE‑GFP定居的空间和时间信息。将

SE‑GFP施加到RHE，持续3.5小时，并以激光功率使用4.75  µm步距和线性增加，在2  mm  x  2 

mm宽和100  µm深的三个标准化区域中以反射和荧光模式将样品成像。超声凝胶(Parker 

Laboratories)用于保持在物镜和玻璃样品板之间的折射率。重要的是，为了模拟AD患者中

的受损皮肤的超级结构，RHE用Derma  Microneedle装置有意刺穿，以确定在受损皮肤存在

时细菌的定位。结果显示以108  CFU施加和生长3.5小时的细菌以达到70  µm的深度位于穿

孔中(箭头，图3B和图3C)。这表明局部施加的细菌能够归集(hone)到受损皮肤的区域。

[0121] 来自这些实验的结果显示，修饰的细菌归集到角质层的表面和深沟并在实验过程

中保持恒定存在。这些实验还显示，SE归集到皮肤屏障缺陷，并且这表明我们的细菌将更深

地定居到受损的皮肤中，如我们在AD患者中所预期的(图3A‑C)。

[0122] 实施例4.  使用体外模型系统将细菌分泌的sGFP递送至皮肤的表征

[0123] 分离由SE产生的sGFP

[0124] 从225  mL  SE培养物(2.7‑2.9  OD/mL)纯化蛋白并用CellB‑Lyse  (Sigma)裂解。产

生4  mL洗脱物，和在BPS缓冲液pH  7.4中用500  mM咪唑从Ni‑NTA柱运行，得到0.4  mg/225 

mL  SE。纯化的sGFP的SDS‑PAGE凝胶显示于图4。

[0125] 表征大批纯化的sGFP和sGFP+RMR至RHE的递送和表征来自SE‑GFP报告物和对照菌
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株的渗透sGFP蛋白的细胞隔室和深度

[0126] 检查纯化的sGFP和sGFP+RMR的定位以回答三个重要问题：(1)  sGFP+RMR渗透角质

层吗；(2)  如果这样，它可在多深处检出；以及(3)  渗透动力学如何。

[0127] 将5.0  μg的GFP  +/‑  RMR施加到RHE。双光子显微术和共焦成像用于检查30分钟和

60分钟的效果，以检查渗透和动力学。重要的是，检查由于RMR渗透人细胞的作用导致的GFP

的细胞内定位，以及由于RMR在促进皮肤渗透中的作用导致的GFP的经皮定位。

[0128] 这些实验的结果显示，没有RMR的GFP没有有效地渗透RHE  (图5A ,  B,  E ,  F)。然

而，与没有RMR信号的GFP  (图5E,  F ,  K)相比，相同量的GFP‑RMR更深地递送到组织中(图

5G,  H,  J)，支持了RMR对于经皮渗透的效率和必要性。另外，与没有该标签的GFP  (图5  A, 

B)相比，发现具有RMR的GFP在角质形成细胞中积聚的证据(图5C,  D)，支持了细胞内渗透。

总之，这些结果表明，RMR促进我们的蛋白的经皮递送，对于通过用产生丝聚合蛋白的SE处

理更深地递送丝聚合蛋白到IV患者的皮肤中，这是高度相关的。检查用Dermaroller破坏角

质层后GFP的深度和定位，并且发现GFP优先定位和渗透到裂口的区域中(图5O)。

[0129] 实施例5.  从表皮葡萄球菌产生人丝聚合蛋白的分析方法开发和优化

[0130] 开发了用于丝聚合蛋白定量的分析方法，以及合理选择最佳丝聚合蛋白寡聚物和

序列的结构‑活性方法，以向前进展到临床前和后续的临床开发中。

[0131] 合理设计丝聚合蛋白序列

[0132] 使用基于在两端侧连提议的接头区的所谓的含结构域序列的丝聚合蛋白分子作

为起点。hFLG包含12个重复单元并且通过细胞内蛋白酶处理以释放各个单元。丝聚合蛋白

结构的概述在图6E中提供。对于研究人丝聚合蛋白结构域的同源性和序列身份的生物信息

学分析，参见图6A,  B。这些单元内的序列是高度同源的。已经提议各单元在“接头区”裂解。

这些接头区之间的区段是各个单元，每个单元含有一对子结构域。这些单元的空间取向或

形貌图尚未解析，这是因为所述分子不是高度结构组构的。基于Kyte‑Doolittle亲水性评

分，接头区被定义为在hFLG蛋白中最亲水的氨基酸区段(图6C,  D)。

[0133] 为了试图研究hFLG的SAR，重组产生包含通过其接头区侧连的子结构域9和10的整

个单元。为了鉴定负责角蛋白结合活性的最小蛋白区段，因此产生了具有N末端的系统性删

除区域的蛋白。还检查了接头区的作用。为了解决该问题，制备其中接头区在序列内位于中

央的蛋白。RMR肽序列显示于图6E，图6E基于GFP通过RMR递送的之前表征(图5A‑N)。如下所

述，使用基于结构‑活性关系(SAR)的方法来选择已经鉴定的可能序列的最佳丝聚合蛋白序

列。

[0134] 实施例6.  由SE分泌的丝聚合蛋白的鉴定和定量

[0135] 对于分泌丝聚合蛋白的SE菌株的随后临床前和临床开发重要的是，开发鉴定和定

量由SE分泌的丝聚合蛋白的方法。

[0136] hFLG的抗体开发和免疫反应性检测

[0137] 开发针对hFLG的表位的抗体(RL‑012‑001B，鸡IgY)，所述表位在所有子结构域对

中是共同的。这是必需的，因为市售可得的丝聚合蛋白抗体显示显著的非特异性结合。对于

从产生丝聚合蛋白的SE和其培养基的细胞裂解物分离的丝聚合蛋白，该IgY抗体在蛋白质

印迹上显示清晰条带(图7D)。IgY能够识别产生的几个不同对的hFLG子单元(图7  B‑D)。

[0138] 质谱(MS)
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[0139] 20  ng的人丝聚合蛋白区段9‑10的初步LC‑DDA‑  (Data  Dependent  Acquisition) 

MS/MS分析显示于图7E。这鉴定了在监测丝聚合蛋白产生、分泌和递送时可遵循的肽序列。

[0140] 将蛋白样品重悬浮于50  mM碳酸氢铵缓冲液中并通过在37℃孵育过夜用胰蛋白酶

消化。然后将样品酸化以停止胰蛋白酶活性，然后使用C18旋转柱脱盐，其洗脱物然后在真

空离心下干燥并重悬浮于0.1%甲酸中。得到的胰蛋白酶消化物使用nanoACQUITY  UPLC系统

通过反相LC‑DDA‑MS/MS分析，所述系统连接至配备有纳米电喷射源的Orbitrap‑Fusion 

Tribrid质谱仪。在注入后，肽被加载到捕获柱中，然后用C18柱分离。

[0141] 用在Top  Speed数据依赖性模式下操作的质谱仪进行LC‑DDA‑MS/MS分析，最大总

循环时间为3秒。在MS1全扫描期间，前体离子在四极质量分析器中分离，用最大注射时间60 

ms、自动增益控制(AGC)目标值4  ×  105和Orbitrap分辨率120,000以m/z  200记录。在300‑

1500  m/z的范围内获得全扫描，接着最强离子的MS2。离子用1.6  Th窗口反复分离，用最大

注射时间110  ms，AGC目标1  ×  105注入，然后用28的较高能量碰撞离解(HCD)破碎。MS/MS

谱然后在分辨率60,000以m/z  200记录。具有单电荷或未分配电荷状态的离子从破碎中排

除。

[0142] 该测定的可靠性和稳健性对于包含分泌丝聚合蛋白的SE的任何最终LBP的生物化

学、制造和控制是特别重要的。MS分析方法的资格使用以下度量：(1)  特异性；(2)  灵敏性

(检测极限(LOD)和定量极限(LOQ))；和(3)  线性度。这使用纯化hFLG的参考标准并在一定

范围的浓度下运行多种样品实现。如图7E所示，特定的肽是可检测的，并且如果需要的话，

这些中的数种可作为参考标准合成制备。

[0143] 实施例7.  测量丝聚合蛋白活性的角蛋白结合测定

[0144] 角蛋白结合测定用于测量丝聚合蛋白活性。这将通过表面等离子体共振(SPR)方

法(Biacore  GE  Healthcare)评估，以将不同的丝聚合蛋白区段基于其细胞角蛋白相互作

用分级。这将测量结合亲和力、特异性、浓度和动力学(kinetics)以检查丝聚合蛋白‑细胞

角蛋白结合动力学(dynamics)。由该方法产生的预期度量包括Kon、Koff和Kd。不同的人细胞

角蛋白将以已知与hFLG相互作用的细胞角蛋白1和10开始进行评价。该测定用我们当前的

丝聚合蛋白9‑10构建体开发，并用于测量附加丝聚合蛋白序列以指导SAR分析。该测定工作

流程显示于图8。

[0145] 实施例8.  通过结构‑活性关系(SAR)优化人丝聚合蛋白

[0146] 基于上述和图6所示的方法，测试剩余的11种丝聚合蛋白结构域并产生身份和活

性的矩阵，如上述方法(即蛋白质印迹、MS和表面等离子体共振(SPR)蛋白‑蛋白相互作用测

定)所概述的。蛋白序列和体外活性的相关性将指导作为潜在的治疗剂产生的蛋白的选择。

[0147] 实施例9.  进行人丝聚合蛋白从表皮葡萄球菌递送至人皮肤模型的分析方法开发

和优化

[0148] 对于随后药代动力学(PK)的表征重要的是，开发用于丝聚合蛋白的检测和分布的

测定。这包括使用检测完整和分解产物的MS  (如上所述)，以及免疫荧光和免疫组织化学，

表征从产生丝聚合蛋白的SE在人皮肤模型(重建人表皮)以及小鼠皮肤中的丝聚合蛋白分

布。丝聚合蛋白分解产物的测量还将补充丝聚合蛋白活性的表征，即丝聚合蛋白的内在化

和处理。另外，开发测定以检测丝聚合蛋白分解产物，包括拉曼光谱。

[0149] Flg‑/‑重建人表皮(RHE)
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[0150] 丝聚合蛋白KO重建人表皮，商标为EpiDerm，购自MatTek  (Ashland ,  MA)。表皮模

型从来自单一供体的新生儿包皮或成人乳房皮肤的正常人表皮角质形成细胞(NHEK)构建。

该模型作为9mm直径组织样品提供，其已在暴露于空气‑液体界面的Millicell  CM 

(Millipore)上生长。表皮包括基底、棘突和颗粒分化的总共8‑12个层以及角质层的10‑15

个层。在组织学、代谢和遗传方面，表皮特别符合人皮肤。模型维持形态学达到三周。在角质

形成细胞中的丝聚合蛋白敲减通过丝聚合蛋白的基于shRNA慢病毒的敲减实现。对于该目

的，估计需要96个RHE样品。

[0151] 小鼠模型

[0152] 使用野生型BALB/c和flg‑/‑小鼠二者。BALB/c小鼠购自Jackson  Laboratory , 

Bar  Harbor,  ME，和flg‑/‑通过来自Riken  Laboratory  (Nagaski,  Japan)的Azitra获得。

对于该目的，估计需要22只BALB/c和22只flg‑/‑。

[0153] 免疫荧光和免疫组织化学

[0154] 为了了解和表征由SE分泌的丝聚合蛋白的吸收和生物分布，免疫荧光(IF)显微术

和免疫组织化学(IHC)用于可视化丝聚合蛋白从产生丝聚合蛋白的SE的定位和分布。为此，

使用flg‑/‑重建人表皮(RHE)。简言之，将106‑108个菌落形成单位(CFU)的范围的产生丝聚

合蛋白的SE施加到RHE和小鼠皮肤，并在没有抗生素时孵育24小时。在24、48和72小时一式

三份将样品固定用于IF和IHC分析，和对于这些分析，未处理的RHE和小鼠样品用作阴性对

照。

[0155] 对于IF，样品用70%乙醇、50  mM甘氨酸固定1小时。免疫荧光染色通过我们开发的

抗‑丝聚合蛋白第一抗体(RL‑012‑001B)以1:200孵育2小时，接着在Hoechst  Stain 

Solution  (Sigma)存在下用大鼠抗‑山羊罗丹明第二抗体(Jackson  Laboratory)以1:200

稀释度孵育进行。在Gel/Mount  (Biomed)中将载玻片安装盖玻片。

[0156] 对于IHC，将样品在10%福尔马林中固定和石蜡包埋。将石蜡切片脱蜡和用95%乙醇

洗涤，接着甲醇过氧化氢洗涤。然后该切片使用啮齿动物Decloaker溶液(Biocare 

Medical,  RD913)和Biocare  decloaking室，用热诱导的表位修复(HIER)程序处理。在Tris 

pH  7.4中洗涤后，切片在大鼠血清和FcBlock  (24G2)的存在下孵育，接着通过在封闭溶液

中稀释的兔抗‑表皮葡萄球菌孵育。样品在Tris中洗涤，然后用山羊抗‑兔IgG‑Texas  Red抗

体(Invitrogen,  T2767)孵育。组织然后用HOECSHT复染色，并使用Leica  DM  IRBE荧光显微

镜成像。

[0157] 拉曼光谱

[0158] 拉曼光谱是鉴定丝聚合蛋白的NMF分解产物的已知方法
62。在最终分化期间，丝聚

合蛋白原被快速去磷酸化和裂解以得到功能性丝聚合蛋白单体，其结合和装配角蛋白中间

丝
63 ,64。去亚胺化丝聚合蛋白单体的裂解通过数种蛋白酶催化，包括半胱天冬酶1465、钙蛋

白酶1和博来霉素水解酶
66。丝聚合蛋白然后分解成天然保湿因子(NMF)，特别是尿刊酸

(UA)、焦谷氨酸(PGA)和瓜氨酸(CIT)62。

[0159] 拉曼光谱用于鉴定在flg‑/‑  RHE模型和小鼠皮肤中的丝聚合蛋白分解产物。拉曼

效应由由于光子与分子的无弹性碰撞导致的光子能量位移组成。拉曼光谱显示作为入射光

和散射光之间的频率差异的函数的散射强度；该差异被称为“拉曼位移”。已开发初始的拉

曼光谱方法来鉴定丝聚合蛋白的分解产物NMF。可直接观察皮肤(RHE)，无需组织破坏的样
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品制备。此时，市售标准样品已用于测试该方法，和其结果提供在图9A‑D中。

[0160] 当优化时，拉曼光谱能够检测微摩尔浓度。使用表面增强拉曼光谱，纳摩尔检测水

平是可能的，其中合适材料(金或银)的纳米颗粒可置于皮肤样品上。这些颗粒经历表面等

离子体共振，因此显著增加拉曼分析的灵敏度。这用于鉴定从局部施加到RHE的产生丝聚合

蛋白的SE的丝聚合蛋白分解。108个菌落形成单位(CFU)的产生丝聚合蛋白的SE将施加到

RHE和在没有抗生素下孵育24小时。在各个时间点收集样品和使用拉曼光谱分析以鉴定NMF

分解产物。

[0161] 质谱

[0162] 为了评估和表征丝聚合蛋白的代谢，使用质谱。NMF分子尿刊酸(UA)、焦谷氨酸

(PGA)和瓜氨酸(CIT)的市售标准的检测使用与AB  Sciex  API4000  QTrap偶联的Agilent 

HP1200质谱仪进行。UA、PGA和CIT的标准购自Sigma‑Aldrich和用Agilent  Eclipse  XDB 

C18柱(3.5u,  2.1x100mm)分离，注入质谱仪和通过MRM  (多重反应监测器)和次级离子质谱

(SIMS)检测。SIMS的灵敏度显示是MRM的约10倍。对于UA、PCA和CIT的定量极限(LOQ)分别是

0.5、1和0.25  ng/mL，和标准曲线显示相关系数0.99。当在RHE实验中测试NMF从FLG的产生

时，将HE组织样品均质化和用高氯酸/乙腈提取，并注入所得溶液。这些结果的标准曲线提

供在图9E‑G中。这些初步数据表明，CIT可能仅仅使用MS而不是拉曼光谱被检出。

[0163] 这些参数用于测量从局部施加到RHE的产生丝聚合蛋白的SE的丝聚合蛋白分解。

将108  CFU的产生丝聚合蛋白的SE施加到RHE和在没有抗生素下孵育24小时。在各个时间点

收集样品和使用MS分析以检测NMF分解产物。该测定还使用上述方法，使用(1)  特异性和灵

敏性；(2)  准确性和精密度；(3)  测定极限而具有资格。其结果报告在两个模型中丝聚合蛋

白的初始代谢和分布。

[0164] 实施例10.  在小鼠中评价候选的分泌丝聚合蛋白的SE的定居动力学和活性

[0165] 使用遗传IV小鼠模型(Flg‑/‑)以及野生型小鼠在体内评估产生FLG的SE的定居动

力学。

[0166] 小鼠模型

[0167] 为了研究该方法的适用性，使用遗传模型小鼠系统。丝聚合蛋白敲除小鼠

(Flg‑/‑)。Flg‑/‑小鼠是丝聚合蛋白缺陷的和显示干燥的鳞状皮肤
19。尽管天然保湿因子

（其是丝聚合蛋白降解产物）的水平显著下降，但是角质层(SC)水合和TEWL在Flg‑/‑小鼠中

是正常的。抗原更有效地渗透Flg‑/‑  SC，从而导致在半抗原诱导的接触性超敏反应中增强

的应答以及更高的抗‑卵白蛋白(OVA)  IgG(1)和IgE血清水平。Flg‑/‑小鼠通过材料传输协

议得自RIKEN  BioResource  Research  Center  (RIKEN  BRC,  Tsukuba,  Ibaraki,  日本)。

野生型小鼠(BALB/c)也将用于该实验中。

[0168] 研究设计

[0169] 来自图6E的设计的丝聚合蛋白序列在SE中用于Flg‑/‑和BALB/c小鼠。将使用每种

小鼠类型五组进行该研究4周。将小鼠分配到以下治疗组中：局部媒介物对照(50%甘油 , 

50%灭菌的BHI培养基)、局部野生型SE  (1.0x108  CFU/cm2在50%甘油中)和三种剂量的分泌

丝聚合蛋白的SE构建体(SEFLG)  (106、107和108  CFU/cm2在50%甘油中)。每天将每种溶液在每

只小鼠的相同耳朵和尾巴上施用持续7天，并在第7、14、30和60天评估小鼠的微生物组分析

以评估定居动力学，并在第7和14天评估显微术和组织学以评估皮肤中的定位和宏观变化
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（例如，任何不利事件诸如炎症的迹象）等。每种小鼠类型每个组使用12只小鼠。研究设计的

概述显示于图10。

[0170] 实施例11.  在施用分泌丝聚合蛋白的SE后的定居动力学和持续性

[0171] 为了了解添加SE对微生物负载、微生物多样性和皮肤微生物组的稳定性的影响，

使用16S  rRNA测序以测量微生物群落的变化。在基线(第0天)、第7、14、30和60天，从小鼠尾

部皮肤使用絮状拭子收集皮肤微生物组样品。使用由The  Jackson  Laboratory  for 

Genomic  Medicine的Oh  Laboratory开发的皮肤特异性定制方案提取DNA。为了测量微生物

负载，利用使用16S  rRNA  V1‑V3引物的qPCR，如之前所述。为了检查微生物群落动力学，扩

增V1‑V3和在Illumina  MiSeq平台上使用2x300bp读数化学测序。序列分析至属水平，如之

前所述
40
，并且以97%类似性定义操作分类单位(OTU)。区别葡萄球菌物种的定制计算工具用

于追踪施加的SE的相对丰度[Oh等人,  Genome  Research  2013]67  (图6)。

[0172] 使用生态学度量和群落结构分析测量生态失调。首先，生态失调使用Shannon多样

性指数(其是考虑的微生物群落的生态学度量)作为多样性的函数评估，并在施用之前和之

后进行比较。另外，比较处理之前和之后的局部微生物组的群落结构。生态失调测量为从

(1)  基线微生物组的%总体偏差，和(2)  从我们的对照中的平均群落结构的偏差。使用统计

学，例如比较群落结构的Yue‑Clayton指数。最后，在每物种水平上分析微生物组趋势。

[0173] 因为没有预期表皮葡萄球菌导致内源细菌群的消除，因此追踪经过处理的每物种

的纵向动力学，以鉴定在50,000读数/样品的靶向测序深度下物种是否从群落丢失。

[0174] 16S测序的实验概况显示于图11。

[0175] 组织学和安全性分析

[0176] 组织学用于检查SE定位以及探查安全性和监测任何炎症迹象的评估。每个组的切

离耳朵在4%多聚甲醛中固定16  h和在石蜡中包埋。然后，6  μm切片用苏木精(Sigma 

Aldrich,  St  Louis,  MO,  USA)和伊红(Sigma  Aldrich,  St  Louis,  MO,  USA)  (H&E)染

色。通过显微镜(100X,  200X)观察真皮中的淋巴细胞侵润和棘细胞层水肿。

[0177] 统计学分析

[0178] 如果数据是正态分布，对于初步结果宏观临床疾病评分的组间差异使用双侧

student  t‑检验评估。如果不是(例如，微生物组数据)，使用非参数等效检验，例如

Wilcoxon‑秩和检验。跨组差异用ANOVA或非参数等效检验(Kruskal‑Wallis)评价。使用相

同的技术来评估TEWL和表皮增厚。最后，顺序变量差异使用卡方检验评价。如果需要，使用

假发现率校正所有P值，用于多重比较。

[0179] 对于微生物组分析，样品间的群落变异使用定量的基于分类学的Yue‑Clayton距

离计算。使用β多样性度量(例如，Yue‑Clayton  theta  (θ)指数)，一种测量两个样品之间的

类似性的度量，其说明共用物种和它们的丰度。时间系列内各样品之间的成对比较将产生

用于小鼠内纵向变异的基线。对于各组相继样品，计算θ指数。相继θ和基线θ之间的比率然

后用作通量评分以代替随时间的不稳定性。这允许基于滑动窗口而不是随时间的差异聚集

比较(其可能是纵向数据中的混淆者)来评分稳定性。研究对于时间系列数据的动力学系统

模型，例如通用Lotka‑Volterra非线性微分方程
63,64、时间依赖性通用相加模型

65
或非参数

方法，例如Gaussian  Process  Dynamical  Models66。对于各个物种，使用模型例如

Augmented  Dickey‑Fuller检验
67
来测试物种的自我平衡。这确定哪些物种有助于随时间的
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变异，因为选择微生物可说明大部分时间变异是可能的。

[0180] 统计学分析

[0181] 除非另外指明，否则一式三份进行实验，并且报告平均值和标准偏差。对于组间比

较，使用双侧t检验或方差分析。如果数据不是正态分布，这些用非参数等效检验

(Wilcoxon‑秩和检验和Kruskal‑Wallis检验)替换。

[0182] 安全性和“杀死开关”

[0183] 几乎所有用于临床应用的重组微生物的一个关键要求是防止不希望引入其它个

体或环境的能力。为了确保经工程改造的菌株的安全性，在一个实施方案中，本发明使用了

营养缺陷型菌株，其需要补充关键氨基酸（D‑ala）或某些代谢基因（AlaR）才能存活，并且同

时替代对抗生素抗性株进行选择的需要，后者在商业上不可行。在另一个实施方案中，本发

明集成了“杀死开关”，其基于在双木糖‑核糖开关启动子的诱导后的CRISPR/Cas9自我切

割。在另一个实施方案中，本发明提供了细胞计数器，其在限定的分裂次数后重组出AZT基

因座，尽管该方法需要重新施用媒介物。为了确保本发明的经工程改造的表皮葡萄球菌的

安全性，使用基于CRISPR/Cas9的杀死开关，其是木糖诱导的并且被茶碱核糖开关双重调

节。该方案的基础是，Cas9在给定靶向指导的情况下在染色体裂解方面极为有效，并且由于

葡萄球菌缺乏规范的非同源末端连接修复途径，基因组裂解在没有同源重组模板存在下导

致死亡。基于CRISPR的系统的应用还赋予了极大的特异性，因为比较基因组学可以用于设

计本发明的经工程改造的表皮葡萄球菌菌株所特有的指导，使得如果通过水平基因转移将

其传播至其它微生物，则所述构建体是无活性的。最后，在一个实施方案中，本发明提供了

一种构建体，其被设计成表达多个CRISPR间隔物以同时靶向多个基因组区域以确保切割并

通过回复变异使存活最小化。

[0184] 等同方案

[0185] 本领域技术人员会认识到或仅仅使用常规实验就能够确定本文所述的本发明的

具体实施方案的许多等同方案。这样的等同方案意图由随附权利要求涵盖。
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