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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ラクトバチルスロイテリ（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）株ＡＴＣＣ
　ＰＴＡ－６４７５である菌株の培養物由来の馴化培地を含む、炎症性疾患における炎症
を治療するための医薬。
【請求項２】
　ラクトバチルスロイテリ株ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－６４７５を含む、炎症性疾患患者に投与
するための医薬。
【請求項３】
　ラクトバチルスロイテリ株ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－６４７５の培養物由来の馴化培地を含む
、炎症性疾患患者に投与するための医薬。
【請求項４】
　公知の摂取可能な担体と、ラクトバチルスロイテリ株ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－６４７５を含
む、炎症性疾患における炎症を治療するのに有用な医薬組成物。
【請求項５】
　公知の摂取可能な担体と、ラクトバチルスロイテリ株ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－６４７５由来
の馴化培地を含む、炎症性疾患における炎症を治療するのに有用な医薬組成物。
【請求項６】
　ラクトバチルスロイテリ（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）株ＡＴＣＣ
　ＰＴＡ－６４７５である菌株の培養物が増殖した後のラクトバチルス馴化培地中に存在
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する５ｋＤａのタンパク様物質を含む、潰瘍を治療するのに有効な医薬。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、非病原性、抗炎症性の細菌株をスクリーニングする方法の使用、並びにかか
る菌株を、ある種の細菌又は他の炎症の原因となる薬剤によって引き起こされる、望まし
くない炎症を治療及び予防するために使用する生成物及び方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　単球は、骨髄を出発し、末梢血管を通って移動し、最後に胃腸管の粘膜／漿膜に到達す
る。これらの推定マクロファージは、胃腸の免疫系を調節するのに必要なシグナルの、相
互作用及び伝播へのカギである。
【０００３】
　胃腸管では、粘膜上皮のマクロファージにおいて、腸管腔中の細菌及び腸粘膜に付着し
た細菌に対して一定のレベルの免疫応答が存在する。正常状態では、この応答はサイトカ
インシグナルの生成を伴い、不要な炎症応答を制限及び抑制する。しかし、病原体又は毒
素がこれらの細胞に提示されると、これらは防衛の最前線を形成し、前炎症性サイトカイ
ンの量を増やして産生することによって反応し、脅威が取り除かれるまで炎症応答を伝播
する。サイトカインの産生は、病原体に対する十分な炎症応答に関与するだけでなく、共
生する（非脅威的な）細菌との相互作用に関連しており、乳酸菌そのもの（表面抗原を含
む）による介入又はこれらの乳酸菌によって産生される物質による介入を受けやすい。ま
た、共生細菌叢が粘膜のマクロファージとの広範囲の相互作用を有し、腸管細菌叢に対す
る可逆反応を維持し、これによって最適健康を維持することは明らかである（Ｒｏｏｋ　
Ｇ　Ａ，Ａｄａｍｓ　Ｖ，Ｈｕｎｔ　Ｊ，Ｐａｌｍｅｒ　Ｒ，Ｍａｒｔｉｎｅｌｌｉ　Ｒ
，Ｂｒｕｎｅｔ　ＬＲ．免疫調節性障害のための免疫調節薬としてのマイコバクテリア及
び他の環境の有機体（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｅｎｖｉｒｏｎ
ｍｅｎｔａｌ　ｏｒｇａｎｉｓｍｓ　ａｓ　ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｏｒｓ　ｆｏｒ
　ｉｍｍｕｎｏｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ．）Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｓｅ
ｍｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ　２００４；２５：２３７～２５５）。
【０００４】
　種々の病原体は、例えば胃腸管で、炎症を引き起こす可能性があることが知られている
。例えば胃及び胃腸管におけるかかる炎症は、細胞間のシグナルタンパク質によって媒介
される。かかるタンパク質は、病原体によって産生されるような抗原刺激に応答して、上
皮のマクロファージ及び樹状細胞によって産生されるサイトカインとして知られている。
病原体の抗原又はそれによって産生されるＬＰＳなどのエンドトキシンが上皮と接触する
と、上皮の抗原提示細胞（樹状細胞を含む）は、ナイーブマクロファージにシグナルを伝
達し、次いで、ナイーブマクロファージはいわゆるＴｈ－１型反応で応答し、ここで該マ
クロファージはＴＮＦα、ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＩＬ－１２を含む前炎症性サイトカイン
を産生する。これらのサイトカインはナチュラルキラー細胞、Ｔ－細胞及び他の細胞を順
次刺激し、炎症の重要な媒介物質であるインターフェロンγ（ＩＦＮγ）を産生する。Ｉ
ＦＮγは結果として、炎症応答の拡大及び細胞傷害性に至る上記反応の拡大を引き起こす
。ナイーブマクロファージはまた、Ｔｈ－２型反応で抗原に応答することができる。この
応答はＩＦＮγによって抑制される。これらのＴｈ－２型細胞は、ＩＬ－４、ＩＬ－５、
ＩＬ－９及びＩＬ－１０などの抗炎症性サイトカインを産生する。
【０００５】
　ＩＬ－１０はＩＦＮγの産生を阻害し、ひいては免疫応答を低下させることが知られて
いる。Ｔｈ－１型細胞及びＴｈ－２型細胞と、これらの各々のサイトカイン産生との間の
均衡によって、所与の抗原に対する炎症応答の程度が決まる。Ｔｈ－２型細胞はまた、免
疫系によって免疫グロブリンの産生を刺激することができる。ＴＮＦα濃度の減少が見ら
れる胃腸管における抗炎症活性は、増強された上皮細胞（腸管内壁の完全性）と相関し、



(3) JP 4740999 B2 2011.8.3

10

20

30

40

50

ひいては胃腸の病原体及び毒素によって引き起こされる負の影響の低下と相関する。
【０００６】
　いくつかの研究の結果は、ＤＮＡが、腸の上皮細胞に抗炎症作用を及ぼすことができる
か、又は免疫系を刺激することができることを示している（Ｍａｄｓｅｎ他及びＲａｃｈ
ｍｉｌｅｗｉｔｚ他、それぞれ、Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ｗｅｅｋ、２０
０２年５月１９～２２日、サンフランシスコ、Ｔｈｅ　Ｍｏｓｃｏｎｅ　Ｃｅｎｔｅｒで
の発表）。
【０００７】
　哺乳類におけるいくつかの疾患には炎症が伴い、外面的には皮膚、眼など、及び内面的
には例えば種々の粘膜、すなわち口、胃腸管、膣などの両方に見られ、また筋肉、関節及
び脳内組織にも炎症が見られる。胃腸管には炎症と関係があるいくつかの疾患が存在し、
例えば胃炎、潰瘍及び炎症性腸疾患（ＩＢＤ）などが挙げられる。ＩＢＤは消化管又は腸
壁が炎症を起こして腫れる慢性障害である。消化管がＩＢＤのために炎症を起こすか、又
は腫れると、ただれ（潰瘍）が生じて出血する。これは、腹痛、水様便、血便、疲労、食
欲低下、体重減少又は発熱などを順次引き起こす可能性がある。したがって、ＩＢＤにお
ける炎症は、結果として患者に潰瘍などの組織損傷及び疾患増悪を引き起こす。
【０００８】
　ＩＢＤのうちで最も多く見られる２つの形は、潰瘍性大腸炎（ＵＣ）及びクローン病（
ＣＤ）である。クローン病は、粘膜から漿膜までの腸管全壁の再発性の炎症病変を特徴と
する慢性状態であり、腸内の多くの部位を侵す可能性がある。この疾患は、腸管の微生物
叢における平衡失調及び正常な腸管細菌叢の成分に対する過剰に発現された炎症反応と関
連づけられている。この反応は現在のところ、一連の種々の薬物を使用して治療されてお
り、かかる薬物の１つは、胃腸粘膜におけるＴＮＦα濃度を低下させることを目的とした
抗ＴＮＦα療法に基づいているが、結果は思わしくない。したがって、かかる疾患を有す
る人々は、炎症を和らげる免疫調節性の乳酸桿菌を使用するための、理想的な試験群及び
実際には標的群を構成する。
【０００９】
　マウスは、無菌動物には起こらない慢性大腸炎を自然発症する。マウス大腸炎は、胃腸
管の慢性で重症の炎症性疾患であるヒトクローン病に類似している。クローン病は、通常
腸に発生するが、胃腸管のいずれの場所にも発生する恐れがある。これらの状態は、腸内
細菌の存在を必要とし、両方とも大腸炎のＴｈ－１媒介ＩＬ－１２依存性の形である。
【００１０】
　原因及び症状が類似しているため、大腸炎のマウスモデル及び他のマウスモデルが炎症
応答の成分を直接研究するのに使用されることが多く、同一の機構がヒトに当てはまるの
で、ヒトの胃腸疾患の治療法を開発するためのモデルとして使用されることが多くの場合
に認められている。しかし、ヒトのための動物由来のモデルの適切さについての問題がい
くつか存在するので、ヒトの機構を研究するための代替方法及び他のモデル由来の結果を
さらにヒトベースの系で確認するための代替方法を有する必要がある。本明細書における
本発明の目的は、ヒトの細胞に基づく抗炎症特性を示す乳酸菌を選択する方法を提供し、
種々の炎症性疾患を予防及び治療するために選択されたかかる乳酸菌を使用することであ
る。
【００１１】
　ラクトバチルスロイテリ（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）は、動物の
胃腸管の、天然に存在する生息細菌の１種であり、健康な動物の腸で、及び低ｐＨにもか
かわらず時折ヒトの胃でもごく普通に見出される。ラクトバチルスロイテリは抗菌活性を
有することが知られている。例えば、米国特許第５４３９６７８号、第５４５８８７５号
、第５５３４２５３号、第５８３７２３８号及び第５８４９２８９号を参照のこと。Ｌ．
ロイテリ細胞をグリセロールの存在下、嫌気的条件下で増殖させると、これらはロイテリ
ン（β－ヒドロキシ－プロピオンアルデヒド）として知られる抗菌物質を産生する。米国
特許出願２００４０２０８８６３及び２００４００６７５７３にあるように、Ｌ．ロイテ
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リを含む乳酸桿菌のある種の菌株は抗炎症性を有している。他の免疫調節活性も他の種々
の乳酸桿菌と関連付けられている。
【００１２】
　ヒト臨床試験及び動物実験は、ラクトバチルスが慢性大腸炎における炎症を予防又は改
善することが可能であることを示している。乳酸桿菌は腸内細菌によって誘発される前炎
症性サイトカインの応答を抑制することができると仮定される。Ｊ．Ｐｅｎａ他（２００
３）は、乳酸桿菌がマウスマクロファージ系による腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）の産生を
減少させるかどうかを検討した。ラクトバチルスラムノーサス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌ
ｕｓ　ｒｈａｍｎｏｓｕｓ）ＧＧ及びリポ多糖と共に培養されたマウスマクロファージに
よるＴＮＦα産生は、対照と比較して著しく阻害されることが示された。
【００１３】
　同グループの研究者らは、ヘリコバクター（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ）によって誘発
されるｉｎ　ｖｉｖｏでの炎症の改善に、ラクトバチルス属が有効である可能性があるか
どうかを検討した。この目的のために、Ｈ．へパティカス（Ｈ．ｈｅｐａｔｉｃｕｓ）マ
ウス大腸炎モデルにおいて、Ｌ．ロイテリ及びＬ．パラカゼイ（Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉ
）の混合接種実験を行った。Ｈ．へパティカスを単独で接種した動物と比較して、Ｈ．へ
パティカス及びラクトバチルス属の両方を接種した雌マウスで、病理スコアの著しい減少
が認められた。このモデルにおいて、ラクトバチルス属のプロバイオティック効果は、Ｈ
．へパティカス菌の排除と無関係であるが、ＴＮＦ－α発現の転写後調節に依存すること
が示された。データは、ラクトバチルス属がマクロファージにおいてヘリコバクターによ
って誘発される前炎症性サイトカインを抑制することができるという、新規な機構の存在
を示唆している。
【００１４】
　特許ＷＯ２００４／０３１３６８Ａ１は、ＴＮＦ－α活性のマウスマクロファージアッ
セイを使用して、哺乳類におけるＨ．ピロリ（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）感染症関連の胃腸炎症
を軽減する能力のために選択されたラクトバチルス菌株について記載している。
【００１５】
　特許出願ＵＳ２００４００５７９４３Ａ１は、母乳及び／又は羊水中で生存することが
できる、Ｌ．コリニフォルミス（Ｌ．ｃｏｒｙｎｉｆｏｒｍｉｓ）、Ｌ．サリバリウス（
Ｌ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ）、Ｌ．アシドフィラス（Ｌ．ａｃｉｄｏｆｉｌｕｓ）、Ｌ．
ガセリ（Ｌ．ｇａｓｓｅｒｉ）及びＬ．ファーメンタム（Ｌ．ｆｅｒｍｅｎｔｕｍ）の新
規なプロバイオティック菌株の選択方法に関する。
【００１６】
　Ｓ．Ｍｅｎａｒｄ他（２００３）は、乳酸菌が腸輸送後に抗炎症性を保持する代謝物質
を分泌するかどうかを検討した。細菌馴化培地（ＣＭ）の存在下で、ＴＨＰ－１前単球に
結合するＬＰＳの分析を行い、ＬＰＳ－ＬＢＰがＣＤ１４受容体を認識することができる
前に、ＬＰＳがＬＰＳ結合タンパク質（ＬＢＰ）に結合する必要があるかどうかを調べた
。結合はフローサイトメトリーによって測定した。ビフィドバクテリウム（Ｂｉｆｉｄｏ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ）及びストレプトコッカスサーモフィルス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｆｉｌｕｓ）ＣＭは、腸のバリアを越えて侵入することができる抗Ｔ
ＮＦ－α作用を発揮する代謝物質を遊離することによって、ＴＨＰ－１細胞へのＬＤＢ依
存性ＬＰＳ結合を完全に阻害した。
【００１７】
　いくつかの乳酸桿菌の胃腸炎症を含む炎症を軽減する能力における差異が知られている
が、ヒトの細胞に基づくモデルを使用することによって、これらの差異がより良く予測さ
れること、及びかかるモデルがかかる菌株をヒトにおける潜在効果のために選択すること
が好ましいということは以前に知られていたわけではない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１８】
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　したがって、本発明の目的は、ヒトの細胞系を使用して、ＩＢＤに起因するものなどの
炎症を軽減する能力のために選択されている乳酸菌の菌株を提供することである。本発明
のさらなる目的は、例えばＩＢＤと関連する炎症の治療又は予防を目的としたヒト及び他
の哺乳類に投与するための薬剤を含めた、かかる菌株が増殖している馴化培地及びこれら
のタンパク質含有抽出物を含めた、前記菌株を含む生成物を提供することである。したが
って、本発明は、患者に潰瘍などの組織損傷及び疾患増悪を引き起こすＩＢＤにおける炎
症を治療するのに使用される。
【００１９】
　他の目的及び利点は、以下の開示及び添付の特許請求の範囲から、より十分に明らかで
あろう。
【課題を解決するための手段】
【００２０】
　本明細書における本発明は、腸疾患などの炎症を軽減する能力のために選択された乳酸
菌の新規な菌株、かかる菌株を選択する方法、及びかかる菌株を含む生成物を提供する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２１】
　本明細書における本発明は、ＩＢＤなどにおける炎症を軽減する能力のために選択され
ている乳酸菌の菌株を含む。かかる菌株は、ラクトバチルスロイテリのＭＭ４－１Ａ、Ａ
ＴＣＣ　ＰＴＡ－６４７５を含む。これらの菌株由来の全細胞又は成分を含む、食品、栄
養添加物及び栄養製剤、医薬品又は医療用具などの製品は、当技術分野において知られて
いるように調製することができ、一般に、知られている摂取可能な担体、さらにラクトバ
チルス菌株又はそれ由来の成分を含む。Ｌ．ラムノーサスＧＧ　ＡＴＣＣ５３１０３、Ｌ
．ロイテリのＭＭ２－３、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－４６５９及び他のものなどの既に知られて
いる菌株は、ＴＮＦαを低下させる優れた能力を有することが現在確認されており、上記
製剤中に使用されることも可能である。
【００２２】
　適切なサイトカインを使用するモデル系を使用して、炎症を軽減又は増大させる因子を
決定する。本明細書において提供される本発明では、ヒトの細胞に基づくアッセイが使用
される。
【００２３】
　ＴＨＰ－１細胞は白血病患者由来のヒト単球細胞系であり、これらはアメリカンタイプ
カルチャーコレクションにて維持されている。ヒト宿主由来のこれらの細胞の起源は、ヒ
ト胃腸の免疫系とヒト共生細菌との相互作用を研究するために、これらの細胞を特に関連
性のあるものにする。
【００２４】
　本発明におけるデータは、特定の菌株であるＬ．ロイテリＡＴＣＣ　ＰＴＡ４６５９及
びＬ．ロイテリＡＴＣＣ　ＰＴＡ６４７５によってＴＮＦα産生が強力に阻害されること
を示すこと、並びに後期対数増殖期／定常増殖期にこれら２種の特定の菌株が増殖培地中
に遊離する物質によって、この阻害が媒介されることを開示する。一方、Ｌ．ロイテリの
他の２種の菌株は、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）の毒素に対する細胞の炎症応答を阻害するこ
とができないばかりでなく、これら自体炎症応答を誘発した。この驚くべき発見は、予測
されていなかったＬ．ロイテリＡＴＣＣ　ＰＴＡ４６５９菌株及びＬ．ロイテリＡＴＣＣ
　ＰＴＡ６４７５菌株の潜在的な抗炎症性を示している。
【００２５】
　これらの発見が臨床的に適切であり得ることを確認するために、炎症性腸疾患、具体的
にはクローン病（ＣＤ）の患者の血液由来細胞においてさらなる研究を行った。
【００２６】
　乳酸菌と粘膜免疫細胞との間の相互作用を研究するために、我々は分化マクロファージ
が未分化単球に比べて良好なモデルであると考えた。かかる分化マクロファージは、ｉｎ
　ｖｉｖｏでの胃腸管のマクロファージ細胞集団に類似している可能性が高く、乳酸菌に
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対して応答し、宿主の先天的免疫系の調節又は炎症性変化を発現する。例えば、エンドト
キシンに応答して、ＴＨＰ－１細胞による前炎症性インターロイキン－８の産生が、分化
の誘発後に顕著に増加された（Ｂａｑｕｉ他、１９９９）。さらに、これらの細胞による
ＴＮＦα産生が、分化後に著しく増加される（Ｋｌｅｇｅｒｉｓ他、１９９７）。
【００２７】
　本発明の特徴は、以下の実施例を参照することによって、より明確に理解されるが、こ
れらの実施例は本発明を限定するものと解釈されるべきではない。
【実施例】
【００２８】
（実施例１）
　抗炎症性菌株の選択
　ＴＨＰ－１細胞を、選択されたＬ．ロイテリ菌株、すなわちＬ．ロイテリＡＴＣＣ　Ｐ
ＴＡ４６５９、Ｌ．ロイテリＡＴＣＣ　ＰＴＡ６４７５、Ｌ．ロイテリＡＴＣＣ５５７３
０及びＬ．ロイテリ菌株ＣＦ４８－３Ａの増殖由来の馴化培地（Ｌ－ＣＭ）又は対照培地
のいずれかと共に培養した。馴化培地（Ｌ－ＣＭ）は、各Ｌ．ロイテリ培養物の９時間又
は２４時間培養物からの無細胞上清である。３．５時間の培養中に、大腸菌由来のＬＰＳ
（正常な炎症応答ではＴＮＦα産生をもたらす）又は対照培地のいずれかを用いてＴＨＰ
－１細胞を刺激し、その後、細胞を除去し、上清はＥＬＩＳＡ法を使用してＴＮＦ－α濃
度の検定を行った。
【００２９】
　材料：
ＴＨＰ－１白血病単球細胞系（ＡＴＣＣ、カタログ番号ＴＩＢ２０２）
ＲＰＭＩ１６４０培地（Ｇｉｂｃｏ－Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
ウシ胎児血清（Ｇｉｂｃｏ－Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
ペニシリン－ストレプトマイシン溶液（Ｓｉｇｍａ）
大腸菌血清型Ｏ１２７：Ｂ８リポ多糖（Ｓｉｇｍａ、カタログ番号Ｌ３１３７）
ＴＮＦ－α／ＴＮＦ－ＳＦＩＩ　ヒトＤｕｏＳｅｔ　ＥＬＩＳＡ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎ
ｔ　Ｋｉｔ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、カタログ番号ＤＹ２１０）
【００３０】
　方法：
　ＴＨＰ－１単球細胞系を使用する。５％（ｖ／ｖ）ＭＲＳ培地及び５％（ｖ／ｖ）ラク
トバチルス馴化培地を適切なウェルに加える。ラクトバチルス馴化培地は、ＭＲＳ培地中
ラクトバチルス属の２４時間培養物からの上清である。次いで、馴化培地のｐＨを高速真
空乾燥によって調節し、同量の培養培地にペレットを再懸濁する。加湿チャンバーは液体
蒸発が最小限になるように設定するが、４８時間インキュベーション後、２４ウェルプレ
ート中の細胞懸濁液の量を約４７５μｌに減らす。
【００３１】
　１００ｎｇ／ｍｌの大腸菌血清型Ｏ１２７：Ｂ８リポ多糖を適切なウェルに加える。３
７℃、加湿、５％ＣＯ２チャンバー中でインキュベートする。培養３．５時間インキュベ
ーション後、培養物を１．５ｍｌ遠心分離管に集める。１５００ＲＣＦで５分間、４℃で
遠心する。上清を集める。
【００３２】
　ＥＬＩＳＡ（Ｑｕａｎｔｉｋｉｎｅ　ＴＮＦ－α／ＴＮＦ－ＳＦＩＩ　ヒトＤｕｏＳｅ
ｔ）によってサイトカインの発現を試験する。
【００３３】
　使用する培地は、ＲＰＭＩ１６４０中、１０％ＦＢＳ、２％ペニシリン－ストレプトマ
イシンであった。
【００３４】
　結果－実施例１
　ＬＰＳの非存在下、Ｌ．ロイテリＡＴＣＣ　ＰＴＡ４６５９菌株、Ｌ．ロイテリＡＴＣ
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Ｃ　ＰＴＡ６４７５菌株由来の２４時間Ｌ－ＣＭと共にＴＨＰ－１細胞をインキュベート
することにより、インキュベーション培地中にＴＮＦ－αが生成した（図１）。驚いたこ
とに、Ｌ．ロイテリＡＴＣＣ５５７３０及びＬ．ロイテリ菌株ＣＦ４８－３Ａ由来のＬ－
ＣＭは、ＴＨＰ－１細胞によるＴＮＦα産生を、ＬＰＳ単独で見られたものと同様の濃度
まで刺激した。したがって、これらのＬ．ロイテリ菌株は、休止ＴＨＰ－１単球による前
炎症性ＴＮＦαの産生を刺激する能力が異なっている。
【００３５】
　Ｌ－ＣＭの非存在下、ＴＨＰ－１細胞にＬＰＳを加えることにより、３．５時間のイン
キュベーション期間中に１３８ｐｇ／ｍｌのＴＮＦαが生成した。これは、毒素に対する
ＴＨＰ－１細胞の予期された炎症応答である。増殖培地（ＭＲＳ）を加えたものは、Ｌ－
ＣＭを加えたものの対照としての働きをするが、１３２ｐｇ／ｍｌのＴＮＦαが生成し、
したがってＭＲＳはＬＰＳに対する応答を妨害しなかった。Ｌ．ロイテリＡＴＣＣ　ＰＴ
Ａ４６５９又はＬ．ロイテリＡＴＣＣ　ＰＴＡ６４７５由来の２４時間Ｌ－ＣＭを加える
ことにより、ＬＰＳで刺激されたＴＮＦαの濃度は、それぞれわずか１４ｐｇ／ｍｌ及び
１０ｐｇ／ｍｌにまで劇的に減少した。このことは、ＬＰＳで刺激されたＴＮＦα産生の
阻害率がそれぞれ８９％及び９２％であることを示す。一方、Ｌ．ロイテリＡＴＣＣ５５
７３０及びＬ．ロイテリ菌株ＣＦ４８－３Ａ由来の２４時間Ｌ－ＣＭの存在下では、ＬＰ
Ｓの非存在下での濃度と比較して、ＬＰＳはＴＮＦαの著しい増大を誘発することが依然
として可能であった。ＬＰＳで刺激されたＴＮＦα産生は、Ｌ．ロイテリＡＴＣＣ５５７
３０及びＬ．ロイテリ菌株ＣＦ４８－３Ａ由来のＬ－ＣＭが存在するにもかかわらず、そ
れぞれ５０％及び３８％増加した。
【００３６】
　Ｌ．ロイテリＡＴＣＣ　ＰＴＡ４６５９又はＬ．ロイテリＡＴＣＣ　ＰＴＡ６４７５由
来の９時間Ｌ－ＣＭを用いて行った同様の実験は、ＬＰＳで刺激されたＴＮＦα産生に対
する阻害作用はかなり低いが（それぞれ５２％及び１６％；図２）、まだ存在しているこ
とを示した。したがって、後期対数増殖期／定常増殖期にＬ－ＣＭを集菌して、Ｌ．ロイ
テリ菌株をより長くインキュベートすることにより、ＴＮＦα産生阻害における有効性が
改良される。
【００３７】
（実施例２）
　単球細胞用の負の選択試料
　Ｍｏｎｏｃｙｔｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　ＩＩ（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔ
ｅｃ，Ｉｎｃ．１２７４０　Ｅａｒｈａｒｔ　Ａｖｅｎｕｅ，Ａｕｂｕｒｎ，ＣＡ　９５
６０２（８００）３６７－６２２７；ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｌｔｅｎｙｉｂｉｏｔ
ｅｃ．ｃｏｍ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ？、オーダー番号１３０－０９１－１５３）は、ヒト
末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）から非標識単球を分離する間接磁気標識システムである。単
球以外の細胞、すなわちＴ細胞、Ｂ細胞、ＮＫ細胞、樹状細胞及び好塩基球を、ＣＤ３、
ＣＤ７、ＣＤ１６、ＣＤ１９、ＣＤ５６、ＣＤ１２３及びグリコホリンＡに対するビオチ
ン標識抗体カクテル、並びにＡｎｔｉ－Ｂｉｏｔｉｎ　ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓを用いて間
接磁気標識する。２つの標識工程の間に、洗浄工程は必要ない。磁気標識した非単球は、
ＭＡＣＳ　Ｓｅｐａｒａｔｏｒの磁場にあるＭＡＣＳ（登録商標）Ｃｏｌｕｍｎ上に保持
されることによって除去されるが、非標識単球はカラムを通過する。この磁気標識した細
胞を除くことにより、比較的濃縮された非標識単球が分離される。濃縮レベルはフローサ
イトメトリーによって評価又は確認することができる。
【００３８】
　キット情報：Ｍｏｎｏｃｙｔｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　ＩＩ（オーダー番号１
３０－０９１－１５３）。キット内容：ＦｃＲ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｒｅａｇｅｎｔ（１
ｍｌ）；Ｂｉｏｔｉｎ－Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃｏｃｋｔａｉｌ（１ｍｌ）；Ａｎｔｉ－Ｂ
ｉｏｔｉｎ　ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ（２ｍｌ）；キットに同梱されていない材料及び装置
：１５ｍｌ　Ｃｏｒｎｉｎｇ遠心分離管；冷却遠心機；ピペット及びピペットチップ；血



(8) JP 4740999 B2 2011.8.3

10

20

30

40

50

清用ピペット及びピペットチップ；タイマー；Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＭＡＣ
Ｓ（登録商標）ＭＳカラム；Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＭＡＣＳ（登録商標）磁
石；Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＭＡＣＳ（登録商標）カラムスタンド；Ｈａｕｓ
ｓｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｂｒｉｇｈｔ－Ｌｉｎｅ血球計算盤；ワーキングバッフ
ァー（ＷＢ）：滅菌１Ｘリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ、ｐＨ７．４、Ｇｉｂｃｏカタロ
グ番号１００１００２３）＋０．５％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ、Ｐａｎｖｅｒａカタ
ログ番号Ｐ２４８９）＋２ｍＭエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ、Ｇｉｂｃｏカタログ
番号１５５５３－０３５）
【００３９】
　方法（Ｍｏｎｏｃｙｔｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　ＩＩ）：
　細胞密度を血球計算盤上で計数することによって測定する。１５ｍｌ　Ｃｏｒｎｉｎｇ
コニカルチューブに細胞懸濁液を移す。細胞を３００ＲＣＦで１０分間、４℃で遠心沈殿
させる。１０ｍｌ血清用ピペットを使用して上清を除去する。細胞ペレットを１０７全細
胞につき３０μＬのＷＢに再懸濁する。１０７全細胞につき１０μＬのＦｃＲ　Ｂｌｏｃ
ｋｉｎｇ　Ｒｅａｇｅｎｔを加える。１０７全細胞につき１０μＬのＢｉｏｔｉｎ－Ａｎ
ｔｉｂｏｄｙ　Ｃｏｃｋｔａｉｌを加える。よく混和して、４～８℃で１０分間インキュ
ベートする。１０７全細胞につき３０μＬのＷＢを加える。１０７全細胞につき２０μＬ
のＡｎｔｉ－Ｂｉｏｔｉｎ　ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓを加える。よく混和して、４～８℃で
さらに１５分間インキュベートする。１０～２０Ｘ標識量のＷＢを加えることによって、
細胞を洗浄する。３００ＲＣＦで１０分間、４℃で遠心する。２ｍｌ血清用ピペットを使
用して上清を除去する。細胞ペレットを１０８細胞につき５００μＬのＷＢに再懸濁する
。ＭＡＣＳ　ＭＳカラムを磁石の上に取り付ける。
【００４０】
　カラムを５００μＬのＷＢで洗浄する。細胞懸濁液をカラムにロードする。回収管に流
出させる（約４分／ｍｌ）。カラムを５００μＬのＷＢで３回洗浄し、同じ回収管に流出
させる。
【００４１】
　カラムを別の管に取り付けることによって、別の回収管に捕捉細胞を溶出させ、１ｍＬ
のＷＢをピペットでカラムに移し、カラムに同梱されているプランジャーで正圧を使用し
て、細胞を流出させる。２秒／インチの速度で押し出す。
【００４２】
　上記プロトコールにおいて、手早く操作し、冷却した溶液のみを使用することが重要で
ある。氷上での作業では、ＭＡＣＳ　ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓのインキュベーション時間を
増やすことが必要である。冷蔵庫内４～８℃でインキュベートする。緩衝液又は培地はＣ
ａ２＋又はＭｇ＋を含むべきではない。ＢＳＡをゼラチン、ヒト血清アルブミン又はウシ
胎児血清などの他のタンパク質に取り替えてもよい。使用する抗凝固剤の種類はプロトコ
ールに影響を及ぼさない。より高温になり、培養時間がより長くなると、非特異的な細胞
標識を引き起こす可能性がある。
【００４３】
（実施例３）
　初代単球バイオアッセイ
　初代ヒト単球を活動性炎症（ＣＤ－ａｃｔ）期にあるか、又は炎症が治まった寛解（Ｃ
Ｄ－ｒｅｍ）期にあるＣＤ患者の血液から分離した。血液をＣＤ患者から採取し、末梢血
単核細胞を分離した。末梢血単球は、実施例２の方法を使用して濃縮した。これらの懸濁
液を３７℃、加湿、５％ＣＯ２チャンバー中で４８時間分化させた。この手法後、細胞は
マクロファージに成長している。次いで、増殖培地（対照）又はＬ－ＣＭを、末梢血単球
又は分化マクロファージのいずれかに加え、対照培地又は大腸菌由来ＬＰＳのいずれかで
細胞を刺激し、３．５時間インキュベートした。これらの培養物からの上清におけるＴＮ
Ｆα産生を分析した。
【００４４】
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　使用した材料は、初代末梢血単球；ＲＰＭＩ１６４０培地（Ｇｉｂｃｏ－Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ）；ウシ胎児血清（Ｇｉｂｃｏ－Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；ペニシリン－ストレ
プトマイシン溶液（Ｓｉｇｍａ）；大腸菌血清型Ｏ１２７：Ｂ８リポ多糖（Ｓｉｇｍａ、
カタログ番号Ｌ３１３７）；トランスレチノイン酸（ＣａｌＢｉｏＣｈｅｍ、カタログ番
号５５４７２０）；　ＴＮＦ－α／ＴＮＦ－ＳＦＩＩ　ヒトＤｕｏＳｅｔ　ＥＬＩＳＡ　
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　Ｋｉｔ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、カタログ番号ＤＹ２１０）
であった。
【００４５】
　末梢血単球はプロトコール、すなわち末梢血単核細胞分離プロトコール（実施例２に記
載済）及び単球の負の選択プロトコール（実施例２に記載済）に記載されているように分
離する。細胞懸濁培地（ＰＢＳ）を細胞培養培地（ＲＰＭＩ１６４０中、１０％ＦＢＳ、
２％ペニシリン－ストレプトマイシン）に変える。
【００４６】
　細胞を１．０×１０５細胞／ｍｌに希釈する。細胞懸濁液５００μｌを２４ウェルマイ
クロタイタープレートの各ウェルに植え付ける。細胞を３７℃、加湿、５％ＣＯ２チャン
バー中で４８時間分化させる。バイオアッセイを開始する。５％（ｖ／ｖ）ＭＲＳ培地及
び５％（ｖ／ｖ）ラクトバチルス馴化培地を適切なウェルに加える。ラクトバチルス馴化
培地は、ＭＲＳ培地中ラクトバチルス属の２４時間培養物からの上清である。次いで、馴
化培地のｐＨを高速真空乾燥によって調節し、同量の培養培地にペレットを再懸濁する。
加湿チャンバーは液体蒸発が最小限になるように設計されているが、４８時間インキュベ
ーション後、２４ウェルプレート中の細胞懸濁液の量は約４７５～４８５μｌに減少する
。１００ｎｇ／ｍｌの大腸菌血清型Ｏ１２７：Ｂ８リポ多糖を適切なウェルに加える。３
７℃、加湿、５％ＣＯ２チャンバー中でインキュベートする。３．５時間インキュベーシ
ョン後、培養物を１．５ｍｌ遠心分離管に集める。１５００ＲＣＦで５分間、４℃で遠心
する。上清を集める。ＥＬＩＳＡ（Ｑｕａｎｔｉｋｉｎｅ　ＴＮＦ－α／ＴＮＦ－ＳＦＩ
Ｉ　ヒトＤｕｏＳｅｔ）によってサイトカインの発現を試験する。
【００４７】
　結果－実施例３
　ＣＤ－ｒｅｍ患者由来の初代単球において、ＬＰＳはＴＮＦαの予期された上昇を引き
起こし、この上昇はＬ．ロイテリＡＴＣＣ　ＰＴＡ６４７５由来のＬ－ＣＭの存在下で４
３％阻害することができた。ＣＤ－ａｃｔ患者由来の初代単球において、ＬＰＳで刺激さ
れたＴＮＦα産生の濃度はやや高く、Ｌ．ロイテリＡＴＣＣ　ＰＴＡ６４７５由来のＬ－
ＣＭによって同一程度に阻害された（図３）。
【００４８】
　対照培地と比較して、ＣＤ－ａｃｔ患者からの初代単球由来の分化マクロファージにお
けるＬＰＳに応答したＴＮＦα産生は、Ｌ．ロイテリＡＴＣＣ　ＰＴＡ４６５９由来のＬ
－ＣＭによって５０％が、及びＬ．ロイテリＡＴＣＣ　ＰＴＡ６４７５由来のＬ－ＣＭに
よって６０％が著しく阻害された（図４）。ＴＨＰ－１細胞からのデータを確認して、Ｌ
．ロイテリＡＴＣＣ５５７３０及びＬ．ロイテリ菌株ＣＦ４８－３Ａ由来のＬ－ＣＭは、
ＴＮＦαの産生を阻害することができなかったどころか、当該対照と比較して、ＴＮＦα
の産生をそれぞれ２２％及び３０％増加させた（図４）。
【００４９】
　これらのデータは、種々のＬ．ロイテリ菌株は、単球及び分化マクロファージによるＴ
ＮＦα産生にさまざまな影響を及ぼし、Ｌ．ロイテリＡＴＣＣ　ＰＴＡ４６５９菌株及び
Ｌ．ロイテリＡＴＣＣ　ＰＴＡ６４７５菌株は、炎症性腸疾患を有するヒトの胃腸管に使
用するのに特に適しているという驚くべき発見を確証している。
【００５０】
（実施例４）
　馴化培地の使用
　実施例１の方法を使用して、効果的にＴＮＦαを減少させる１種の菌株由来の馴化培地
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、本実験ではＬ．ロイテリＡＴＣＣ　ＰＴＡ－４６５９由来の培地を選択した。この培地
は、ｄｅ　Ｍａｎ、Ｒｏｇｏｓａ、Ｓｈａｒｐｅ（ＭＲＳ）（Ｄｉｆｃｏ、メリーランド
州スパークス）で菌株を増殖させることによって大規模に生産された。乳酸桿菌の一夜培
養物を１．０のＯＤ６００（約１０９細胞／ｍｌを表す）に希釈し、さらに１：１０に希
釈し、さらに２４時間増殖させた。無細菌細胞の馴化培地を８５００ｒｐｍで１０分間、
４℃の遠心分離によって集めた。馴化培地を細胞ペレットから分離し、次いで０．２２μ
ｍ孔のフィルター装置（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、マサチューセッツ州ベッドフォード）でろ
過した。次いで、標準的方法を使用して、馴化培地を凍結乾燥し調剤して錠剤を作製した
。ＩＢＤによって引き起こされる潰瘍を効果的に治療するために、この錠剤をヒトを用い
て薬物として使用した。
【００５１】
（実施例５）
　選択された抗炎症性ラクトバチルスロイテリ菌株の使用
　実施例１の方法を使用して、効果的にＴＮＦαを減少させる１種の菌株由来の馴化培地
、本実験ではＬ．ロイテリＡＴＣＣ　ＰＴＡ－４６５９由来の培地を選択した。次いで、
標準的方法を使用して、Ｌ．ロイテリ菌株を凍結乾燥し調製剤化してカプセルを作製した
。ＩＢＤによって引き起こされるＩＢＤ患者の粘膜の炎症を効果的に軽減するために、こ
の錠剤をヒトを用いて薬物として使用した。
【００５２】
（実施例６）
　有効なラクトバチルス菌株によって産生されるタンパク質の特性付け
　Ｌ．ロイテリ菌株ＡＴＣＣ　ＰＴＡ４６５９及びＬ．ロイテリ菌株ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－
６４７５の馴化培地を含む、種々の有効なラクトバチルス馴化培地を、種々の変性化合物
で処理して、該細菌由来の推定上のイムノモジュリンの性質を決定した。したがって、馴
化培地を凍結融解の繰り返し、熱処理、ＤＮＡ消化酵素、プロテアーゼ及び不活性化プロ
テアーゼでの消化に供した。推定上のイムノモジュリンは、このようにして、本来１種又
は複数種のタンパク質又はペプチドであることが決定された。推定上のタンパク質イムノ
モジュリンの大きさを決定するために、馴化培地をろ過によって分画し、ろ液を有効性に
ついて試験した。このようにして、有効なラクトバチルス菌株の馴化培地の活性成分は、
大きさが約５ｋＤａ以下であることが見出された。
【００５３】
　本発明は、具体的な実施形態を参照して記載されているが、多数の改変例、変更例及び
実施形態が可能であり、したがってかかるすべての改変例、変更例及び実施形態は本発明
の精神及び範囲内にあるとみなされるべきであることが認識されよう。
【図面の簡単な説明】
【００５４】
【図１】ラクトバチルス馴化培地がＬＰＳ活性化単球によるＴＮＦ－α産生に及ぼす影響
を示す棒グラフである。３種の菌株及び対照を２４時間インキュベートした。
【図２】ラクトバチルス馴化培地がＬＰＳ活性化単球によるＴＮＦ－α産生に及ぼす影響
を示す棒グラフである。３種の菌株及び対照を９時間インキュベートした。
【図３】ラクトバチルス馴化培地がＬＰＳ活性化初代単球によるＴＮＦ－α産生に及ぼす
阻害を示す棒グラフである。ＣＤ－ｒｅｍ（寛解）及びＣＤ－ａｃｔ（活動性）の患者か
らの初代単球を使用した。菌株及び対照を２４時間インキュベートした。
【図４】ラクトバチルス馴化培地がＬＰＳ活性化初代単球によるＴＮＦ－α産生に及ぼす
影響を示す棒グラフである。ＣＤ－ａｃｔ患者からの初代単球を使用した。菌株及び対照
を２４時間インキュベートした。
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