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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　コレクシオン・ナシオナル・デ・キュルチュール・ドゥ・ミクロオルガニズム（ＣＮＣ
Ｍ、フランス７５７２４パリ・セデックス、リュ・デュ・ドクトゥール・ルー２５番）に
番号Ｉ－４９６９のもと寄託されたエンテロコッカス種菌株。
【請求項２】
　請求項１に記載の菌株および少なくとも１つの薬学的に許容される添加物を含む、医薬
組成物。
【請求項３】
　菌株が不活性化されていることを特徴とする、請求項２に記載の組成物。
【請求項４】
　菌株が熱不活性化されていることを特徴とする、請求項３に記載の組成物。
【請求項５】
　菌株が抽出物の形態で存在することを特徴とする、請求項３に記載の組成物。
【請求項６】
　呼吸器疾患の処置および／または予防における使用のための、請求項２～５のいずれか
一項に記載の組成物。
【請求項７】
　前記菌株で処置されていない患者と比較して、前記菌株で処置された患者においてＴｈ
２サイトカインの発現が増大されないか、または減少することを特徴とする、請求項６に
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記載の使用のための組成物。
【請求項８】
　処置される患者が子供であることを特徴とする、請求項６または７に記載の使用のため
の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
序論
　健常な肺は無菌であり、上気道のみに細菌がコロニー形成すると長い間信じられていた
。しかしながら、２０１０年に初めて、まずは喘息および慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）
を有する患者における、その後健常個体における肺細菌叢が記載された。
【０００２】
　文献における利用可能なデータは主に、メタゲノム研究に由来する［１，２，３］。実
際、健常肺における細菌負荷は腸の細菌負荷より少なくとも１桁低い。これらの菌株の多
くは固体培地でのサンプルの培養に基づく従来の技術により検出できない。しかしながら
、シーケンシング技術の進歩により、１６Ｓ　ｒＲＮＡをコードする遺伝子のシーケンシ
ングにより細菌株を同定することが可能となった。こうして、肺微生物叢は比較的大きな
多様性の細菌種から成ることが示された。分類学上の観点から、呼吸管において同定され
ている最も多い門はプロテオバクテリア、ファーミキューテスおよびバクテロイデスであ
る。最も一般的な属はシュードモナス、ストレプトコッカス、プレボテラ、フソバクテリ
ア、ベイヨネラ、ヘモフィラスおよびナイセリアである（Hilty et al., PLoS One. 5(1)
:e8578, 2010; Erb-Downward et al., PLoS One. 6(2):e16384, 2011）。
【背景技術】
【０００３】
　微生物叢によるコロニー形成は免疫および健康に対して極めて大きな影響を有する。こ
の分野の研究は純培養（無菌）マウスの使用により促進された。まだ肺の常在微生物で肺
免疫に対する有益な効果と関連付けられているものはない。多くの文献が存在する腸と異
なり、肺細菌の微生物叢は依然としてほとんど記載されておらず、呼吸器上皮に対するそ
の影響および新生児における免疫の発達は革新的な課題である。
【０００４】
　呼吸器疾患は呼吸器系に影響を与え、その機能障害を引き起こす。世界保健機関（ＷＨ
Ｏ）による２０１２年に発表された統計によれば、それは２０１０年における世界中の５
歳未満の子供の主な死因となっている。多くの呼吸器感染を引き起こす病原体は空気およ
び／または直接接触により感染する。呼吸器管疾患およびその症状を処置および予防する
ための効率的かつ容易な組成物の使用が当分野で必要とされている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Sibley CD, Grinwis ME, Field TR, Eshaghurshan CS, Faria MM, et a
l. (2011) Culture Enriched Molecular Profiling of the Cystic Fibrosis Airway Mic
robiome. PLoSONE 6: e22702
【非特許文献２】Gollwitzer E, Saglani S, Trompette A, Yadava K, Sherburn R, et a
l. (2014) Lung microbiota promotes tolerance to allergens in neonates via PD-L1.
 Nature medicine 20: 642-647
【非特許文献３】Erb-Downward JR, Thompson DL, Han MK, Freeman CM, McCloskey L, e
t al. (2011) Analysis of the Lung Microbiome in the "Healthy" Smoker and in COPD
. PloSONE 6
【非特許文献４】Erb-Downward JR, Huffnagle GB, and Martinez FJ (2012) The Microb
iota in Respiratory Disease. American Journal of Respiratory and Critical Care M
edicine 185: 1037-1038
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【非特許文献５】Yun Y, Srinivas G, Kuenzel S, Linnenbrink M, Alnahas S, et al. (
2014) Environmentally determined differences in the murine lung microbiota and t
heir relation to alveolar architecture. PLoS One 9: e1134
【非特許文献６】Jang S, Kim H, Kim Y, Kang M, Kwon J, et al. (2012) Asthma Preve
ntion by Lactobacillus Rhamnosus in a Mouse Model is Associated With CD4(+)CD25(
+)Foxp3(+) T Cells. Allergy, asthma & immunol research 4: 150-156
【非特許文献７】Kim H, Kim Y, Lee S, Kang M, Yu H, et al. (2013) Effects of Lact
obacillus rhamnosus on asthma with an adoptive transfer of dendritic cells in mi
ce. Journal of applied microbiology 115: 872-879
【発明の概要】
【０００６】
説明
　本発明は呼吸器疾患、特に喘息の新規な処置に関する。本発明の特定の目的はそれらの
予防である。
【０００７】
　より具体的には、本発明者らはエンテロコッカス種の特定の株が喘息のような呼吸器疾
患の処置および／または予防において極めて有利な特性を有することを示した。
【０００８】
　実際に、この特定の菌株は慢性アレルギー性喘息の動物モデルにおいて体重減少を制限
またはさらに予防する。このモデルにおいて、この特定の菌株を与えられた動物の肺は、
炎症の徴候をほとんどまたは全く示さず、これは前記細菌の保護効果を示す。処置された
動物の肺上皮は健康な動物と同一の厚さを有し、一方それらの上皮細胞は正常細胞と極め
て類似しているように見える。さらに、本発明の菌株はある特定のＴｈ１サイトカインの
発現を増大させるが、Ｔｈ２サイトカインの発現は増大させず、特定の場合において減少
させることすらあり得る。
【０００９】
　第一の態様において、本発明は呼吸器疾患の予防および／または処置の特性を有するエ
ンテロコッカス種菌株に関する。より具体的には、本発明はコレクシオン・ナシオナル・
デ・キュルチュール・ドゥ・ミクロオルガニズム(ＣＮＣＭ)（フランス７５７２４パリ・
セデックス、リュ・デュ・ドクトゥール・ルー２５番）に２０１５年４月１４日に番号Ｉ
－４９６９のもと寄託されたエンテロコッカス種菌株に関する。
【００１０】
　菌株Ｉ－４９６９は、例えば当業者に既知の生育培地（例えば、ブレインハートインフ
ュージョン（ＢＨＩ）培地）で２～３日、３０～３７℃の温度で、ｐＨを調製してまたは
調製せずに培養することにより、産生される。細菌細胞を含む発酵培養液を回収する。培
養液はそのままで、濃縮してまたは凍結乾燥して使用され得る。有利に、細菌は例えば、
遠心分離によって回収され、その後適当な緩衝液、例えばＰＢＳ（リン酸緩衝化食塩水）
中で再懸濁される。細菌濃度はフローサイトメーターまたは別の相当する方法により確立
できる。
【００１１】
　本発明の菌株は、ある特定のＴｈ１サイトカインの発現を増大させるが、Ｔｈ２サイト
カインの発現は増大させず、特定の場合において減少させることすらあり得る点で特に有
利である。実際に多くの呼吸器疾患、特にアレルギー性喘息においてＴｈ２サイトカイン
が発現することは、当業者に知られている（Atamas et al., F1000 Biol Rep. 2013;5:3
）。しかしながら、Ｔｈ１サイトカインがＴｈ２経路に対して阻害効果を有することもま
た、知られている。理論により縛られることを願わないが、本発明の細菌による誘発され
るＴｈ１サイトカインの発現は、Ｔｈ２応答の低活性化により、呼吸器疾患、特に喘息の
影響を緩和するとの証拠がある。実際に、本発明者らは本発明の細菌がＴｈ２応答を活性
化せず、またはＴｈ２応答活性化を減少させ、喘息誘発性の成長遅延から保護することを
観察した。
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【００１２】
　本明細書で使用される用語「Ｔｈ１経路」または「Ｔｈ１応答」および「Ｔｈ２経路」
または「Ｔｈ２応答」とは、それぞれナイーブＴ細胞のＴｈ１またはＴｈ２リンパ球への
分化の過程をいう。細胞応答および細胞毒性に対する免疫応答を指示する活性化ＣＤ４Ｔ
リンパ球集団は「Ｔｈ１ＣＤ４Ｔリンパ球」と称される。同様に、「Ｔｈ２ＣＤ４Ｔリン
パ球」は、本発明の意味の範囲内において、抗体の産生を伴う体液性応答に対する免疫応
答、および極端な場合にはＩｇＥの合成を指示する活性化ＣＤ４Ｔリンパ球集団に相当す
る。
【００１３】
　本明細書で使用される用語「サイトカイン」とは、免疫応答において重要な役割を果た
す小型の分泌型制御タンパク質のファミリーをいう。サイトカインは細胞間の伝達に関与
し、例えば、細胞生存および増殖のような多くの細胞機能ならびに多くの遺伝子の発現の
誘発を調節する。サイトカインは多くの細胞型により産生され得る。
【００１４】
　本明細書で使用される用語「Ｔｈ１サイトカイン」とは、Ｔｈ１ＣＤ４Ｔリンパ球（Ｉ
Ｌ－２、ＩＦＮγおよびＴＮＦβ）によりまたはＴｈ１経路（ＩＬ－１２ｐ７０）の活性
化を示す同じ状況における他の細胞型により産生されるサイトカインをいう。本明細書で
使用される用語「Ｔｈ２サイトカイン」とは、Ｔｈ２ＣＤ４Ｔリンパ球（ＩＬ－４、ＩＬ
－５、ＩＬ－１０およびＩＬ－１３）によりまたはＴｈ２経路（ＴＳＬＰ）の活性化を示
す同じ状況における他の細胞型により産生されるサイトカインをいう。
【００１５】
　本明細書で使用される用語「過剰発現」および「増大された発現」とは、目的の遺伝子
、特にＴｈ１サイトカイン遺伝子の、例えば本発明の細菌で処置されていない対照のよう
な基準対照における前記遺伝子の発現と比較して増大された発現をいう。本明細書で使用
される用語「発現」とは、センス鎖（ｍＲＮＡ）の転写および安定な蓄積をいう。発現は
また、ｍＲＮＡのポリペプチドへの翻訳を含む。特定の実施態様において本明細書で使用
される用語「増大された」とは、量が多い、例えば元の量よりわずかに多い量、あるいは
元をはるかに超える量、および特にその間の全ての量を意味する。あるいは、「増大」と
は、増大した量または活性と比較される量または活性より少なくとも１％、２％、３％、
４％、５％、６％、７％、８％、９％、１０％、１１％、１２％、１３％、１４％、１５
％、１６％、１７％、１８％、１９％または２０％多い量または活性を示し得る。用語「
上昇した」、「よりも多い」および「増大された」は、本明細書において互換的に使用さ
れる。
【００１６】
　本明細書で使用される表現「Ｔｈ２応答の減少」または「Ｔｈ２応答の低活性化」とは
、目的の遺伝子、特にＴｈ２サイトカイン遺伝子の、例えば本発明の細菌で処置されてい
ない対照のような基準対照における前記遺伝子の発現と比較した遺伝子の発現の減少をい
う。特定の実施態様において本明細書で使用される用語「減少」とは、量が少ない、例え
ば元の量よりわずかに少ない量または元の量よりはるかに少ない量、および特にその間の
全ての量をいう。あるいは、「減少」とは、減少した量または活性と比較される量または
活性より少なくとも１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％、９％、１０％、
１１％、１２％、１３％、１４％、１５％、１６％、１７％、１８％、１９％または２０
％少ない量もしくは活性を示し得る。用語「減少した」、「よりも小さい」、「より少な
い」および「低下した」は本明細書において互換的に使用される。
【００１７】
　本明細書で使用される、前記「対照」は、患者、動物モデルまたはインビトロ細胞モデ
ルであり得る。好ましくは、「対照」は患者である。本明細書で使用される用語「患者」
は、呼吸器疾患、特に喘息を有するヒト対象をいう。
【００１８】
　別の態様において、本発明はまた、菌株Ｉ－４９６９および少なくとも１つの薬学的に
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許容される添加物を含む医薬組成物に関する。
【００１９】
　不活性化細菌は生存している細胞と同等の効果を誘発し、従って呼吸器疾患の予防およ
び／または処置の性質もまた有する。
【００２０】
　本発明の特定の実施態様によって、医薬組成物中に存在するＩ－４９６９株は不活性化
菌株である。本明細書で使用される表現「不活性化菌株」とは、増殖および／または分裂
できない細菌株をいう。優先的に、不活性化された菌株は代謝活性を有さない。しかしな
がら、本発明の不活性化菌株はなおＴｈ２活性化経路を抑制できる。すなわち、不活性化
細菌の投与はＴｈ２経路の活性化に減少をもたらす。
【００２１】
　細菌不活性化技術は当業者に既知である。例は熱不活性化、ＵＶまたはγ線照射、酸処
理、過酸化水素処理などを含む。本発明の細菌は熱処理により、優先的に不活性化される
。
【００２２】
　本発明の医薬組成物において菌株Ｉ－４９６９の抽出物を使用することは、特に有利で
ある。本明細書で使用される「抽出物」とは、１または数細菌株の溶解により得られる何
らかの細胞物質をいう。有利に、本発明の抽出物は１回または数回のさらなる抽出および
／または精製工程に供されている。優先的に、抽出物は単一の菌株から得られ；さらに優
先的には前記菌株は本発明のＩ－４９６９である。
【００２３】
　溶解は当業者に既知の全ての方法：アルカリ溶解、超音波による溶解、高圧溶解（フレ
ンチプレス）などによって実施され得る。細胞溶解によって得られた抽出物はその後、さ
らなる抽出および／または精製工程に供され得る。これらは、当業者に既知のこのような
抽出物のあらゆる通常の処理を含み得る：とりわけ、遠心分離（例えば、細胞質から原形
質膜を分離するため）、濾過、沈殿および種々の細胞成分の分離（例えば、多くのタイプ
のクロマトグラフィーの１つを用いて）などが言及され得る。それらの各々の工程で得ら
れた種々の抽出物の各々は、プロＴｈ２分子経路を抑制できる限り、本発明の方法におい
て使用され得る。
【００２４】
　本発明の組成物は呼吸器疾患の処置に有用である。
【００２５】
　本明細書で使用される「処置するための」、「処置された」、「処置」ならびに類似の
用語は、対象における障害（例えば、呼吸器疾患、特に喘息）および／またはそれに伴う
症状の軽減または改善をいう。これは排他的ではないが、障害または状態の処置は病理、
状態またはそれに付随する症状が完全に排除されることを必要としないことに留意するべ
きである。
【００２６】
　本明細書で使用される「予防するための」、「予防」ならびに類似の用語は、対象にお
ける障害（例えば、呼吸器疾患、特に喘息）および／またはそれに付随する症状を発症す
るリスクの抑制をいう。
【００２７】
　本明細書で使用される用語「対象」とは、ヒト、イヌ、ネコ、ウシ、ヤギ、ブタ、ヒツ
ジおよび非ヒト霊長類を含む本明細書に記載の処置から利益を享受し得るあらゆる哺乳動
物をいう。より具体的には、ヒト対象は、本明細書において「患者」という。前記患者は
いずれの年齢群に属してもよく、すなわち、患者は子供、青年または成人であり得る。子
供は呼吸器疾患、特に喘息の影響をより受けやすいことが知られている。好ましい実施態
様において、本発明による患者は子供である。
【００２８】
　用語「呼吸器疾患」とは、本発明の意義の範囲において、呼吸器系の疾患または呼吸器
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障害を引き起こす疾患をいう。
【００２９】
　より具体的に、本発明の組成物は炎症性呼吸器障害、例えば喘息（軽度、中程度または
重度）、例えば気管支、アレルギー性、内因性、外因性、運動誘発性、薬物誘発性（アス
ピリンおよびＮＳＡＩＤを含む）および粉塵誘発性喘息、ステロイド抵抗性喘息、感染性
および好酸球性気管支炎を含む気管支炎、慢性閉塞性気管支肺炎のような慢性閉塞性肺疾
患（ＣＯＰＤ）、嚢胞性線維症、特発性間質性肺炎、特発性肺線維症、間質性特発性肺炎
、抗新生物療法に合併する線維症を含む肺線維症、ならびに結核およびアスペルギルス症
および他の真菌感染を含む慢性感染；肺移植の合併症；脈管炎および肺血管系の血栓性障
害および肺高血圧（肺動脈高血圧を含む）；炎症性および分泌性呼吸器管状態および医原
性咳に関連する慢性咳の処置を含む鎮咳活性；薬剤誘発性鼻炎および血管運動神経性鼻炎
を含む急性および慢性鼻炎；枯草熱を含む通年性および季節性アレルギー性鼻炎；鼻ポリ
ープ症；風邪および呼吸器多核体ウイルス、インフルエンザ、コロナウイルス（特にＳＡ
ＲＳ）およびアデノウイルスによる感染症を含む急性ウイルス感染、肺水腫、肺塞栓、肺
炎、肺サルコイドーシス、珪肺症、農夫肺および関連疾患；過敏性肺炎、呼吸不全、急性
呼吸窮迫症候群、気腫、慢性気管支炎、結核および肺癌の処置および／または予防に有用
である。
【００３０】
　特に、本発明の使用および組成物は、喘息、ＣＯＰＤおよび鼻炎の予防および処置を含
む。より具体的には、本発明の使用および組成物は喘息の予防および処置に関する。本発
明者らは、熱失活させたときであっても、Ｉ－４９６９株が疾患の症状の発症前に投与さ
れたとき、喘息を予防することにおいて特に有効であることを示した。従って、本発明の
菌株の使用およびそれを含む組成物は、特に、この病状の素因があることが知られている
対象（例えば、喘息を発症する家族性素因を有する対象）における喘息の発症を予防する
ために有効に使用される。
【００３１】
　本明細書で使用される用語「喘息」とは、呼吸管の可逆的な閉塞により特徴付けられる
慢性炎症性肺疾患をいう。より具体的に、喘息は多くの細胞（特に肥満細胞、好酸球およ
びＴリンパ球）がカスケード過程における役割を果たす気管支粘膜の慢性炎症性症候群で
ある。炎症は壁腫脹を伴う気管支平滑筋収縮（気管支収縮）を引き起こす。これは気管支
の直径減少をもたらし、従って空気の流れの制限をもたらすが、これは少なくとも一部は
（自然にまたは治療効果により）可逆的である。炎症はまた、多様な刺激に対する気道反
応性の付随する増大をもたらす。さらに、炎症は粘液の過分泌をもたらす。本疾患は、喘
鳴、咳、息切れ（呼吸困難）の形の発作によりそれ自体顕在化する。
【００３２】
　本発明の医薬組成物は菌株Ｉ－４９６９に加えて、１種または数種の薬学的に許容され
る添加物を含む。
【００３３】
　本明細書で使用される表現「薬学的に許容される添加物」とは、個体への投与が顕著に
有害な影響を伴わない添加物をいう。薬学的に許容される添加物は当業者に既知である。
【００３４】
　本明細書で使用される表現「薬学的に許容される添加物」は全ての溶媒、緩衝液、生理
食塩水、分散媒、コーティング剤、抗真菌剤および抗細菌剤、等張剤および吸収遅延剤な
らびに生理学的に適合性の類似物を含む。添加物は所望の医薬形態および投与様式により
、当業者に既知の通常の添加物から選択される。このように、担体のタイプは意図とする
投与経路により選択される。種々の実施態様において、担体は静脈内、腹腔内、皮下、筋
肉内、局所、経皮または経口投与に適切である。薬学的に許容される溶媒は、無菌水溶液
剤または分散剤および無菌注射溶液剤または分散剤の即時調製のための無菌粉末を含む。
薬学的に活性な物質のための媒体および薬剤の使用は当分野において既知である。静脈内
灌流のための典型的な医薬組成物は、２５０ｍＬの無菌リンガー溶液および１００ｍｇの
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組合せ剤を含むように製造され得る。非経腸経路により投与され得る化合物を製造するた
めの方法は当業者に知られているかまたは明らかであり、例えば、Remington's Pharmace
utical Sciences, 17th Ed., Mack Publishing Company, Easton, PA (1985), and the 1
8th and 19th editions of this handbookに極めて詳細に記載されている。
【００３５】
　本発明の組成物は治療有効量で患者に投与される。本明細書で使用される「治療有効量
」とは、呼吸器疾患、特に喘息に対する治療的または予防的活性を観察するのに必要な量
、特に症状の改善を観測するのに必要な量をいう。投与されるＩ－４９６９細菌の量およ
び処置期間は処置される対象の生理学的状態、処置される関節炎の性質、選択されるペプ
チドおよび使用される投与方法に基づいて当業者により評価される。本発明により使用さ
れる細菌株は単回投与または複数回投与で投与され得る。
【００３６】
　このように、当業者は医薬品の製造または薬学的もしくは獣医学的処置の確立において
一般的に考慮される基準に基づいて、本発明の組成物投与の経路および様式、ならびに最
適な投与レジメンおよび薬学的形態を選択するための最良の方法を理解する。好ましくは
、これらの化合物は全身、特に静脈内、筋肉内、皮内、腹腔内もしくは皮下、経口または
局所的（ゲル剤、エアロゾル剤、滴剤の方法により）に投与される。適切な投与の単位形
態は、錠剤、軟カプセル剤または硬カプセル剤、散剤、顆粒剤および経口溶液剤または懸
濁液剤のような経口形態；舌下、口腔、気管内、眼内、鼻腔内、吸入投与形態；局所、経
皮、皮下、筋肉内または静脈内投与形態；直腸投与形態；およびインプラントを含む。局
所適用のために、本発明の化合物はクリーム剤、ゲル剤、軟膏剤またはローション剤で使
用され得る。
【００３７】
　経腸、経口、非経腸（例えば、皮下、皮内または筋肉内）または粘膜（例えば、鼻腔内
、舌下、膣内、経皮）経路により組成物を投与することは、本発明によって特に有利であ
る。より好ましくは、本発明の医薬組成物は、いくつかの機会に投与され、時間とともに
広がる。その投与様式、投薬レジメン、および最適な薬学的形態は、患者に適応した処置
の確立において一般的に考慮される基準、例えば患者の年齢または体重、患者の年齢また
は体重、患者の一般的な状態、処置に対する耐性、および観察された副作用を考慮して決
定される。
【００３８】
　本発明の医薬組成物において、活性成分は一般に用量単位で製剤される。例えば、生存
Ｉ－３６９９細菌を投与するとき、用量単位は、１日１回または数回の連日投与で、１用
量単位につき１０２～１０５ｃｆｕ、有利には１０３～１０５ｃｆｕ、好ましくは１０３

～１０４ｃｆｕを含む。さらに、細菌抽出物を患者に投与するとき、用量単位は、１日１
回または数回の連日投与で、１用量単位につき２．５～５００ｍｇ、有利には１０～２５
０ｍｇ、好ましくは１０～１５０ｍｇ含む。これらの用量は平均的な状態の例であるが、
より高いまたはより低い用量が適切である特定の場合が存在し得る；このような用量はま
た、本発明に属する。通常の実施では、各患者に対する適切な投与量は、投与様式および
前記患者の年齢、体重および応答に従って医師により決定される。
【００３９】
　本発明は以下の実施例を利用してより詳細に記載される。
【図面の簡単な説明】
【００４０】
【図１】無菌（ＧＦ）肺は、異なる恒常性にもかかわらず、完全に機能的である。（Ａ）
肺を固定し、パラフィンでコーティングし、５μｍの切片に切断した。肺切片をヘマトキ
シリン・エオジン・サフロン（ＨＥＳ）で染色し、スライドスキャナーおよびＣａｓｅＶ
ｉｅｗｅｒソフトウェアを用いて写真撮影した。代表的な部分を群ごとに示す。（Ｂ）３
０μｇの総肺タンパク質中のフェリチンを測定した。データは個体毎に、かつ平均±標準
偏差として示す。（Ｃ）ｍＲＮＡ量を２－ΔＣｔとして表し、ＨＰＲＴ　ｍＲＮＡのＣｔ
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（cycle threshold）と比較したｍＲＮＡのＣｔ（ΔＣｔ）から計算される。データは個
体毎に、かつ平均±標準偏差として示す。（Ｄ）肺タンパク質からの抗アクアポリン－４
およびＴＬＲ４のウェスタンブロット。（Ｅ）肺細胞をモノクローナル抗体（ｍＡｂ）ま
たはアイソタイプ対照で標識し、フローサイトメトリーにより分析した。形質細胞様樹状
細胞（ｐＤＣ）はＣＤ１１ｃ＋　ＭＨＣＩＩ＋　ｍＰＤＣＡ１＋　ＣＤ１１ｂ－細胞とし
て同定された。樹状細胞は、２つの主要な樹状細胞サブグループ：ＣＤ１１ｂ＋　ＣＤ１
０３－（ＣＤ１１ｂ）およびＣＤ１１ｂ－　ＣＤ１０３＋（ＣＤ１０３）を規定すること
を可能にするＣＬＨ　ＩＩｈｉｇｈからＣＤ１１ｃ＋細胞の選択およびＣＤ１１ｂおよび
ＣＤ１０３発現の分析により分析した。データはｎ≧６マウスの平均±標準偏差に対応す
る。全てのデータは２つの独立した実験において得られた。
【００４１】
【図２】ＨＤＭ誘発性喘息はＧＦマウスにおいて悪化しない。（Ａ）ＨＤＭを伴う喘息を
誘発するためのプロトコル。（Ｂ）気管支肺胞洗浄（ＢＡＬ）に存在する細胞をカウント
し、細胞遠心分離し、メイ・グリュンワルド・ギムザで染色した。好酸球をカウントし、
全ＢＡＬ細胞の％として表した。ＢＡＬにおけるサイトカインＩＬ－５および血清ＩｇＥ
の量はＥＬＩＳＡにより測定した。データは平均±標準偏差に対応する。（Ｃ）各呼吸器
リンパ節（ＲＬＮ）からの細胞を単離し、ＨＤＭ添加または非添加ＲＰＭＩで７２時間培
養した。サイトカインＩＬ－５およびＩＬ－１０の上清レベルをＥＬＩＳＡによって測定
した。同一のマウスについてのＲＰＭＩ±ＨＤＭ値は点線により結ばれる。（Ｄ）肺組織
学は、図１について記載したように行った。代表的な切片を群ごとに示す。
【図３】肺微生物叢はＨＤＭ誘発性喘息の間に変化する。（Ａ）ＢＡＬまたは肺ホモジネ
ートをｙｈＢＨＩプレートで２４時間インキュベートし、コロニー形成単位（ｃｆｕ）を
ＢＡＬ　１ｍＬにつきまたは肺１ｇにつきカウントした。（Ｂ）プロトコルの実験的設計
およびプロトコルの様々な日における肺細菌カウントの結果。肺ホモジネートをｙｈＢＨ
Ｉプレートで２４時間インキュベートし、総コロニー形成またはスタフィロコッカスのコ
ロニー形成を肺１ｇにつきカウントした。（Ｃ）肺外植片の存在下で菌株を共インキュベ
ートした。製造者の指示に従って、サイトカインＩＬ－５、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２ｐ７
０、ＩＬ－１７ａ、ＩＦＮγおよびＴＳＬＰを定量した。「培地」：無菌培養培地対照。
【００４２】
【図４】細菌介入は喘息の特徴を調節し得る。（Ａ）プロトコルの実験的設計（Ｂ）マウ
スを毎日体重測定する。成長曲線はマウスの体重（－２日の初期体重に対して標準化した
）の平均±標準偏差に対応する。成長曲線を比較するためにＡＮＯＶＡにおけるテューキ
ー多重比較法を使用した。
【図５】Ｔｈ２特性はＣＮＣＭ　Ｉ－４９６９により減少する。（Ａ）気管支肺胞洗浄（
ＢＡＬ）に存在する細胞カウントし、細胞遠心分離し、メイ・グリュンワルド・ギムザで
染色した。好酸球をカウントし、全ＢＡＬ細胞の％として表した。（Ｂ）ＢＡＬにおける
サイトカインＩＬ－５の量および血清ＩｇＥの量をＥＬＩＳＡにより測定した。データは
平均±標準偏差に対応する。（Ｃ）各呼吸器リンパ節（ＲＬＮ）からの細胞を単離し、Ｈ
ＤＭ添加または非添加ＲＰＭＩで７２時間培養した。サイトカインＩＬ－５およびＩＬ－
１０の上清レベルをＥＬＩＳＡによって測定した。同一のマウスについてのＲＰＭＩ±Ｈ
ＤＭ値は点線により結ばれる。
【図６】ＣＮＣＭ　Ｉ－４９６９は肺炎症から保護するが、ＣＮＣＭ　Ｉ－４９７０は肺
炎症を増大させる。（Ａ）５ミクロンの肺切片をヘマトキシリン・エオジン・サフロン（
ＨＥＳ）または反応性アルシアンブルー／過ヨウ素酸－シッフ（ＰＡＳ）で染色した。（
Ｂ）各肺切片について肺上皮の厚さを測定した。
【００４３】
【図７】一緒に投与したとき、ＣＮＣＭ　Ｉ－４９６９および４９７０は中程度の炎症プ
ロファイルを誘発する。（Ａ）マウスを毎日体重測定する。成長曲線はマウスの体重（－
２日の初期体重に対して標準化した）の平均±標準偏差に対応する。成長曲線を比較する
ためにＡＮＯＶＡにおいてテューキー多重比較法を使用した。（Ｂ）気管支肺胞洗浄（Ｂ
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ＡＬ）に存在する細胞をカウントし、細胞遠心分離し、メイ・グリュンワルド・ギムザで
染色した。好酸球をカウントし、全ＢＡＬ細胞の％として表した。（Ｃ）各呼吸器リンパ
節（ＲＬＮ）からの細胞を単離し、ＨＤＭ添加または非添加ＲＰＭＩで７２時間培養した
。サイトカインＩＬ－５の上清レベルをＥＬＩＳＡによって測定した。同一のマウスにつ
いてのＲＰＭＩ±ＨＤＭ値は点線により結ばれる。（Ｄ）５ミクロンの肺切片をヘマトキ
シリン・エオジン・サフロン（ＨＥＳ）または反応性アルシアンブルー／過ヨウ素酸－シ
ッフ（ＰＡＳ）で染色した。
【図８】熱不活性化細菌株ＣＮＣＭ　Ｉ－４９６９は喘息のマウスにおける体重増加を促
進し、従って喘息による成長遅延からそれらを保護する。マウスを毎日体重測定する。成
長曲線はマウスの体重（－２日の初期体重に対して標準化した）の平均±標準偏差に対応
する。成長曲線を比較するためにＡＮＯＶＡにおいてテューキー多重比較法を使用した。
【図９】熱不活性化細菌株ＣＮＣＭ　Ｉ－４９６９は血液ＩｇＥにおける減少を誘発しな
い。サイトカインＩｇＥの血清レベルをＥＬＩＳＡにより測定した。データは平均±標準
偏差に対応する。
【実施例】
【００４４】
１．実験方法
細菌株ＣＮＣＭ　Ｉ－４９６９を接種したマウスにおける喘息の進行に対する効果
細菌株、培地、生育条件
　ホモジナイザー（Ｕｌｔｒａｔｕｒａｘ（ＩＫＡ）またはＴｉｓｓｕｅ　Ｌｙｓｅｒ　
（Ｑｉａｇｅｎ））を用いてマウスの肺ホモジネートから肺細菌株を単離した。それらを
その後ｙｈＢＨＩ、Ｍ１７、ＭＲＳまたはマンニトール塩寒天培地で、好気的条件下、３
７℃で２４～４８時間または好気的条件下、Ｆｒｅｔｅｒチャンバーで、３７℃で５日間
生育させた。単離された菌株を１６％グリセロール中、－８０℃で凍結させた。各菌株の
特性を質量スペクトルおよび１６Ｓ　ＲＮＡのＰＣＲシーケンシングにより確認した。選
択された菌株をコレクシオン・ナシオナル・デ・キュルチュール・ドゥ・ミクロオルガニ
ズム（ＣＮＣＭ）に寄託した。従って、本発明の菌株は参照番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４９６９
のもと寄託された。この菌株は、最初はストレプトコッカスとして特徴付けられたことに
留意するべきである。しかしながら、後の質量スペクトル試験は、この細菌がエンテロコ
ッカス種のファミリーに属することを示した。さらに、スタフィロコッカス・シウリ（St
aphylococcus sciuri）株（ＣＮＣＭ　Ｉ－４９７０）は同一のスクリーニングで単離さ
れた。
【００４５】
動物および関連する方法
　本動物実験は番号０１５５３．０１のもと、ＣＯＭＥＴＨＥＡ倫理委員会により承認さ
れた。ＳＰＦ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスをＪａｎｖｉｅｒ（フランス、ル・ジュネスト＝サ
ン＝ティスル）から入手した。それらを我々の動物生育施設（ＩＥＲＰ、ＩＮＲＡ、ジュ
イ＝アン＝ジョザまたはＶＩＢ、ヘント）においてＦＥＬＡＳＡ　ＳＰＦ条件下で交配さ
せ、飼育した。ＧＦ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスをＣＤＴＡ（ＣＮＲＳ、フランス、オルレア
ン）または社内繁殖（ＩＮＲＡ、ジュイ＝アン＝ジョザ）により得た。それらをＡｎａｘ
ｅｍ動物施設（ＩＮＲＡ、ジュイ＝アン＝ジョザ）のＴｒｅｘｌｅｒアイソレータ（Ｃａ
ｌｈｅｎｅ、フランス、ヴェリジー）で無菌条件下で交配させ、飼育した。ＨＤＭによる
アレルギー性喘息の誘発のために、７日齢の仔マウスに１０μＬの全体積中に１μｇのＨ
ＤＭ（Ｇｒｅｅｒ）またはＬＰＳを含まないＰＢＳ（Ｌｏｎｚａ）を与えた。１週間後、
それらに１０μｇのＨＤＭ（またはＰＢＳ）を５日連続で与えた。いくつかの実験におい
て、５日齢の仔マウスに全体積１０μＬのＰＢＳ中１×１０６細菌を１日おきに与えた。
【００４６】
サンプル回収
　ケタミンおよびキシラジンを過剰投与することによりマウスを屠殺した。気管支肺胞洗
浄（ＢＡＬ）を先に記載されたように（Roux et al., 2011）、ＰＢＳ　１ｍＭ　ＥＤＴ



(10) JP 6835858 B2 2021.2.24

10

20

30

40

50

Ａを用いて右葉で実施した。ＢＡＬ上清を凍結させ、－２０℃で保存した。ＢＡＬ細胞を
顕微鏡スライド（スーパーフロスト）上で細胞遠心分離（Ｃｙｔｏｓｐｉｎ　５）し、そ
の後メイ・グリュンワルドおよびギムザで染色した。右葉は、フローサイトメトリーのた
めに、またはＴｉｓｓｕｅ　Ｌｙｓｅｒでホモジナイズした後、ゲル化培地のプレート上
の細菌カウントのために使用した。フローサイトメトリーについて、細胞を単離するため
に右葉および呼吸器リンパ節（ＲＬＮ）（頸部、乳様突起および縦隔）を１ｍｇ／ｍＬの
コラゲナーゼＤおよび０．５ｍｇ／ｍＬのＤＮＡアーゼＩで処理した。左肺葉をＲＮＡを
抽出するために使用するまで－８０℃で保持した。あるいは、組織学的試験の前に肺を４
％パラホルムアルデヒド（ＰＦＡ）で固定し、パラフィンでコーティングした。
【００４７】
組織学
　５ミクロンの肺切片をヘマトキシリン・エオジン・サフロン（ＨＥＳ）または反応性ア
リシアンブルー／過ヨウ素酸－シッフ（ＰＡＳ）で染色し、ＣａｓｅＶｉｅｗｅｒソフト
ウェアプログラムを用いて写真撮影した。
【００４８】
ｑ－ＲＴ－ＰＣＲによる遺伝子発現の分析
　ＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎ（登録商標）ＲＮＡ　Ｋｉｔ（Ｍａｃｈｅｒｅｙ　Ｎａｇｅｌ）
を使用して肺ホモジネートから全ＲＮＡを抽出した。製造者の指示に従って、ランダムプ
ライマーおよび逆転写酵素（Ｈｉｇｈ－Ｃａｐａｃｉｔｙ　ｃＤＮＡ　Ａｒｃｈｉｖｅ　
Ｋｉｔ、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　ＳＡＳ（サン・トーバン、フランス）に
よるＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ）を用いた逆転写によりｃＤＮＡを得た。使用
されたプライマー（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｅｕｒｏｇｅｎｔｅｃ）は、付表１に
列挙される。ｑ－ＲＴ－ＰＣＲ反応は、ＡｂｉＰｒｉｓｍ　７０００　Ｓｙｓｔｅｍ（Ａ
ｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ）およびＴａｋｙｏｎＴＭ　ＲＯｘ　ＳＹＢＲ　Ｍａ
ｓｔｅｒＭｉｘ（Ｅｕｒｏｇｅｎｔｅｃ）を用いて各遺伝子について３回繰り返した。デ
ータを７０００　Ｓｙｓｔｅｍ　ＳＤＳプログラム（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅ
ｍ）を用いて分析し、サイクル閾値（Ｃｔ）値を決定した。メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲ
ＮＡ）発現をΔＣｔ法を用いて計算し、ｍＨＰＲＴ発現と関連付けた。
【００４９】
ウェスタンブロット
　先に記載されたように（Deschemin et al., 2015）、タンパク質抽出および免疫ブロッ
ト実験を実施した。使用された抗体は、抗マウスＴＬＲ４（ｓｃ－３０００２，Ｓａｎｔ
ａ　Ｃｒｕｚ）；抗アクアポリン－４（ｓｃ－２０８１２，Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ）およ
び抗β－アクチン（Ｓｉｇｍａ　ＡＣ－７４、製品番号Ａ５３１６）である。使用された
第二抗体は抗ヤギ（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）または抗ウサギ（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕ
ｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）抗体であった。
【００５０】
フローサイトメトリー
　抗ＣＤ３２／ＣＤ１６抗体で飽和させた後、細胞を、ｍＰＤＣＡ１（ＪＦ０５－１Ｃ２
．４．１、ＦＩＴＣ－コンジュゲート）、ＭＨＣＩＩ（ＩＡ／ＩＥ、２Ｇ９またはＭ５／
１１４．１５．２、ＦＩＴＣまたはＥＰ）、ＣＤ１０３（Ｍ２９０または１４５－２Ｄ１
１、ＰＥ）、ＣＤ８６（ＧＬ１、ＦＩＴＣ）、ＣＤ１１ｂ（Ｍ１／７０、ＰｅｒＣＰ　Ｃ
ｙ５．５）またはＣＤ１１ｃ（ＨＬ３、ビオチンまたはＢＶ７８６）に対するモノクロー
ナル抗体（ｍＡｂ）とインキュベートした。Ｔ細胞標識のために、細胞をＣＤ４（Ｌ３Ｔ
４またはＲＭ４－５、ＦＩＴＣまたはＰＥＣｙ７）、ＣＤ４５．２（１０４、Ａ７８０）
、ＣＤ３（１４５－２Ｃ１１、ＰｅｒＣＰ　Ｃｙ５．５）およびＣＤ８（Ｌｙ２、５３－
６．８、ビオチンまたはＡＰＣ）に対する抗体とインキュベートした。ｍＰＤＣＡ１（Ｍ
ｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ）を除いて、全てのｍＡｂはＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
ｓから得た。抗体－ビオチンを標識するために、ＡＰＣ－コンジュゲートストレプトアビ
ジン（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を使用した。少なくとも２×１０６事象がＡｃｃ
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ｕｒｉまたはＦｏｒｔｅｓｓａ　ＦＡＣＳ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いて得
られ、これはその後ＦｌｏｗＪｏ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　ｖ７．５プログラム（Ｔｒｅｅ　
Ｓｔａｒ　Ｉｎｃ）で分析された。
【００５１】
サイトカインおよびＩｇのＥＬＩＳＡ
　製造者の指示に従って、サイトカインＩＬ－５、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２ｐ７０、ＩＬ
－１７ａおよびＩＦＮγ（Ｍａｂｔｅｃｈ）ＴＳＬＰ（Ｒｅａｄｙ－ＳＥＴ－Ｇｏ，ｅＢ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）をＥＬＩＳＡにより定量した。製造者の指示に従って、種々のマウ
スから血清におけるＩｇＥおよびＩｇＧ１を測定した（Ｒｅａｄｙ－ＳＥＴ－Ｇｏ，ｅＢ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）。
【００５２】
統計的分析
　ノンパラメトリックマン・ホイットニー検定（２群の比較、ｎ≧４）またはテューキー
多重比較法（＞２群）を用いて、対のない値（ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ　ｓｏｆｔｗ
ａｒｅ）を比較した。有意は、＊　ｐ＜０．０５；＊＊　ｐ＜０．０１；＊＊＊　ｐ＜０
．００１；および＊＊＊＊　ｐ＜０．０００１で表される。
【００５３】
熱不活性化細菌株ＣＮＣＭ　Ｉ－４９６９を接種したマウスにおける喘息進行に対する効
果
　先に記載したように、ＣＮＣＭ６９培養物（１０８ｃｆｕ／ｍＬ）を得て、その後これ
らは場合によりウォーターバスで１００℃で１０分間インキュベートした。この処理の後
、熱処理の有効性を検証するために、培養物をｙｈＢＨＩ寒天培地に２４時間３７℃で分
散させた。熱処理後に細菌は生育せず、一方熱ショックを受けていないチューブについて
は培養物が生育した（３７℃で２４時間後）。
【００５４】
　ＨＤＭの存在下で菌株を投与し、喘息を引き起こすためのプロトコルを本願の図２Ａに
示す。接種されたＣＮＣＭ６９株は場合により熱処理で不活性化されている以外、上記と
同一の動物接種方法を使用した。
【００５５】
　さらに、場合により熱処理により不活性化されていてよい菌株ＣＮＣＭ６９を接種した
２群のＨＤＭマウスにおいて、血清ＩｇＥ量をＥＬＩＳＡにより測定した。アッセイプロ
トコルは図５Ｂの説明に先に記載したとおりである。
【００５６】
２．結果
　呼吸器疾患に対する宿主感受性を調節することができる肺常在細菌を単離するために、
仔マウスにおける誘発された喘息のモデルを使用した。異なる恒常性にもかかわらず、無
菌（ＧＦ）マウスの肺は機能的であることが初めて示された（図１）。アレルギー性喘息
が誘発されたとき、対照と比較してＧＦマウスでは悪化しなかった（図２）。
【００５７】
　仔マウスにおけるアレルギー性喘息の誘発後、肺微生物叢が変化する。実際に、肺炎症
が始まるとき、肺１ｇあたり培養した細菌の数が有意に増加する（図３Ａ）。特定の細菌
は特にこの増加に加わるが、他の細菌は処置動物と対照間で有意に変化しない（図３Ｂ）
。この結果は、喘息のような呼吸器病理は肺常在細菌集団の変化に関連することを示す。
【００５８】
　初期にコロニー形成した仔マウス肺細菌を、生後極早期（３日）から離乳（３週間）ま
で単離した。これらの細菌は生存しており、酸素の非存在下または存在下で培養され得る
。
【００５９】
　１菌株を、番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４９６９のもと、ＣＮＣＭに寄託した。この細菌は免疫
調節特性を有する。これらの初期にコロニー化した細菌を肺切片で共培養するとき、ＥＬ
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ＩＳＡにより測定される免疫応答が使用される細菌によって異なるため、強力かつ特異的
な組織応答を誘発する。例えば、Ｔｈ１（ＩＦＮγ、ＩＬ－１２ｐ７０）、Ｔｈ２（ＴＳ
ＬＰ）および抗炎症性サイトカイン（ＩＬ－１０）の分泌を、ＣＮＣＭ　Ｉ－４９６９お
よび実験室において単離された他の呼吸器細菌（大腸菌（E.coli）株およびプロテウス・
ミラビリス（Proteus mirabilis））を含む種々の細菌の存在下で測定した。
【００６０】
　我々の結果は初期にコロニー形成する肺細菌である細菌ＣＮＣＭ　６４９６９は免疫調
節特性を有することを示す（下表）。
【表１】

【００６１】
　この態様は以下に記載のようにマウスにおいてインビボで菌株Ｉ－４９６９を試験する
ことにより、より詳細に研究された。
【００６２】
　我々の結果はＣＮＣＭ　４９６９を与えられた仔マウスは喘息による生育遅延から保護
されることを示す（図４）。
【００６３】
　以下の表および図８は仔マウスの生育遅延に対するこの保護は、この熱不活性化菌株Ｃ
ＮＣＭ　４９６９の接種後もまた維持されることを示す。
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【表２－２】

【００６４】
　我々はその後、数個の免疫および炎症パラメータを分析した。我々は、細菌ＣＮＣＭ　
４９７０が血中のＩｇＥ（この型の免疫グロブリンはアレルギー反応の間増大する）の量
を増大させることを観測した（図５Ｂ）。培地のみまたはＨＤＭを含む培地で、インビト
ロで呼吸器神経節細胞を再刺激することにより、我々はＴｈ２サイトカインがＣＮＣＭ　
４９６９を与えられたものについて増加が有意に低いことを認めた（図５Ｃ）。他方で、
種々の生理学的パラメータが示すように、肺炎症はＣＮＣＭ　Ｉ－４９６９の存在下で減
少する（図６）。対照的に、菌株ＣＮＣＭ　Ｉ－４９７０はこの炎症を悪化させる。我々
は、細菌ＣＮＣＭ　４９６９はＴｈ２徴候を減少させ、生育遅延から保護し、喘息に対す
る保護特性を与えると結論づける。
【００６５】
　さらに、熱不活性化菌株ＣＮＣＭ　４９６９を接種されたマウスにおける血液ＩｇＥ量
のアッセイ後に得られた結果はこの量が減少しないことを示し、これはＴｈ２徴候が増加
しないことを示す（図９）。
【００６６】
　熱不活性化ＣＮＣＭ　４９６９細菌について、我々はまた、喘息に対する保護特性を与
えると結論づけることができる。
【００６７】
　我々が実施した第二の実験により、第一の実験の体重曲線を確認する。この第二の実験
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のために、より多くの仔マウスを入手し、２種の細菌併用（図７）；熱不活性化細菌の群
を追加することができた。体重曲線および血液ＩｇＥアッセイに基づいて、我々の結果は
、ＣＮＣＭ　４９６９または７０のみで観測された結果と比較して、併用投与された２種
の細菌が中間プロファイルを誘発することを示す。

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図１Ｃ】
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【図１Ｄ】

【図１Ｅ】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】

【図２Ｃ】

【図２Ｄ】

【図３Ａ】

【図３Ｂ】
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【図３Ｃ】 【図４Ａ】

【図４Ｂ】

【図５Ａ－Ｂ】 【図５Ｃ】



(18) JP 6835858 B2 2021.2.24

【図６Ａ】 【図６Ｂ】

【図７Ａ】 【図７Ｂ】
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【図７Ｃ】 【図７Ｄ】

【図８】 【図９】
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