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(57)【要約】
　本発明は、いくつかある特性の中で特に腸管における炎症を低減するインターロイキン
－１０の産生を誘導する能力を有するペディオコッカス　ペントサセウス（Ｐｅｄｉｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）細胞を１０４から１０１２ｃｆｕ／ｇ含む細菌性
組成物を提供する。それにより細菌性組成物は、乳児における過剰な泣きの改善において
有用である。詳細には、ペディオコッカス　ペントサセウス細胞は、ＣＥＣＴ　８３３０
として寄託された株に由来する。細菌性組成物は、栄養補助食品、医薬、調製粉乳、食用
製品及び食料品の形態であってよい。詳細には、組成物は、油性懸濁物の形態である乳児
栄養補助食品の形態である。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　インターロイキン－１０の産生を誘導する能力を有するペディオコッカス　ペントサセ
ウス（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）細胞１０４から１０１２ｃｆ
ｕ／ｇを含む細菌性組成物であって、
　ペディオコッカス　ペントサセウス細胞の存在下でのＴＨＰ－１マクロファージによる
、正規化された増加として表されるインターロイキン－１０の産生が、陰性コントロール
である、ペディオコッカス　ペントサセウス細胞の非存在下でのＴＨＰ－１マクロファー
ジによるインターロイキン－１０の産生よりも高く、
　前記正規化された増加が
（ａ）Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｅｎｇｌａｎｄの細胞収集物、カタログ番号８８０
８１２０１から得たＴＨＰ－１単球細胞株を、１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）及び最終濃
度０．１６μＭのホルボール１２－ミリステート１３－アセテート（ＰＭＡ）を含むロズ
ウェルパーク記念研究所（ＲＰＭＩ）１６４０培地において増殖させることによってＴＨ
Ｐ－１単球をマクロファージに分化させる工程、
（ｂ）２４ウエルＥＬＩＳＡプレートにおいて１０％ＦＢＳを含むＲＰＭＩ１６４０培地
中で、ＴＨＰ－１マクロファージを、最終濃度マクロファージ１０６個／ウエルまで増殖
させる工程、
（ｃ）最終濃度１０ｎｇ／ｍｌのリポ多糖類（ＬＰＳ）と共にＴＨＰ－１マクロファージ
を２．５時間インキュベートし、ＴＨＰ－１マクロファージをダルベッコリン酸緩衝生理
食塩水培地（Ｄ－ＰＢＳ）で洗浄する工程、
（ｄ）Ｍａｎ、Ｒｏｇｏｓａ　ａｎｄ　Ｓｈａｒｐｅ（ＭＲＳ）培地中、３７℃、５％Ｃ
Ｏ２雰囲気中で一晩増殖させることによってペディオコッカス　ペントサセウス細胞の培
養物を用意する工程、
（ｅ）各ＥＬＩＳＡウエルに１０％ＦＢＳを含むＲＰＭＩ　１６４０培地５００μｌ及び
最終比２５：１、すなわち、ペディオコッカス　ペントサセウス（ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）細胞２．５×１０７ｃｆｕ：ＴＨＰ－１マクロファージ１
０６個を得るために適切な量のペディオコッカス　ペントサセウス細胞の希釈物を加える
工程、
（ｆ）ＴＨＰ－１マクロファージを、ペディオコッカス　ペントサセウス細胞と共に２．
５時間、３７℃で、又は陰性コントロールとして同じ条件下でペディオコッカス　ペント
サセウス細胞を含まずに、インキュベートする工程、
（ｇ）ＴＨＰ－１マクロファージをＤ－ＰＢＳ培地で洗浄してペディオコッカス　ペント
サセウス細胞を除去し、続いて５０μｇ／ｍｌゲンタマイシン、１０μｇ／ｍｌアンピシ
リン及び１２μｇ／ｍｌクロラムフェニコールを補充した１０％ＦＢＳを含むＲＰＭＩ１
６４０培地をＴＨＰ－１マクロファージに加え、３７℃、５－７％ＣＯ２でインキュベー
トし、５及び２４時間でアリコートを取る工程、
（ｈ）アリコートを遠心分離し、フローサイトメトリーによるインターロイキン－１０定
量化のために上清をアッセイする工程、並びに
（ｉ）インターロイキン－１０濃度の正規化された増加を式（ＩＬ１０２４ｈ－ＩＬ１０

５ｈ）／ＩＬ１０５ｈで算出する工程であって、ＩＬ１０５ｈ及びＩＬ１０２４ｈがそれ
ぞれｐｇ／ｍｌでのインターロイキン－１０の５及び２４時間での濃度である、工程
によって決定される、細菌性組成物。
【請求項２】
　正規化された増加が請求項１に記載の工程（ａ）～（ｉ）によって決定される場合に、
ペディオコッカス　ペントサセウス（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ
）細胞の存在下でのＴＨＰ－１マクロファージによる、正規化された増加として表される
インターロイキン－１０の産生が、ペディオコッカス　ペントサセウス細胞の非存在下で
のＴＨＰ－１マクロファージによるインターロイキン－１０の産生よりも少なくとも２倍
高い、請求項１に記載の細菌性組成物。
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【請求項３】
　ペディオコッカス　ペントサセウス（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕ
ｓ）細胞がグラム陽性及びグラム陰性腸内細菌に拮抗する能力を有する、請求項１又は２
に記載の細菌性組成物。
【請求項４】
　グラム陽性細菌がクロストリジウム　ディフィシル（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｄｉｆ
ｆｉｃｉｌｅ）及びフェカリス菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ）から
なる群から選択される細菌を含む、請求項３に記載の細菌性組成物。
【請求項５】
　グラム陰性細菌が大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、エンテロバクター　
エロゲネス（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）、クレブシエラ　オキシ
トカ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａ）及びバクテロイデス　ブルガータス（Ｂ
ａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｖｕｌｇａｔｕｓ）からなる群から選択される細菌を含む、請求
項３に記載の細菌性組成物。
【請求項６】
　ペディオコッカス　ペントサセウス（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕ
ｓ）細胞が、クロストリジウム　ディフィシル（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｄｉｆｆｉｃ
ｉｌｅ）、フェカリス菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ）、大腸菌（Ｅ
ｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、エンテロバクター　エロゲネス（Ｅｎｔｅｒｏｂａ
ｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）、クレブシエラ　オキシトカ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　
ｏｘｙｔｏｃａ）及びバクテロイデス　ブルガータス（あらＢａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｖ
ｕｌｇａｔｕｓ）に拮抗する能力を有し、拮抗する能力が、
（ｉ）オキソイド培地を含有するプレートに病原体株を均一に塗布し、各病原体の増殖の
ために適切な温度及び％ＣＯ２でＣＯ２インキュベーターにおいてコンフルエンスまで増
殖させる工程、
（ｉｉ）ペディオコッカス　ペントサセウス細胞を均一に播種したコンフルエントな寒天
板の６ｍｍ直径の円柱切片２個を、病原体を播種したプレートに接触させて配置して、（
ａ）一方の円柱切片の増殖側を病原体を播種したプレートに向けて、且つ（ｂ）他方の円
柱切片の非増殖側を病原体を播種したプレートに向け、一晩３７℃でインキュベートする
工程、
（ｉｉｉ）寒天板を平らな定規上に置くことによって阻害領域を翌日測定する工程、並び
に
（ｉｖ）式ＧＩ＝（ＩＺＤ－ＣＤ）／２に従って、センチメートルで測定した阻害領域直
径（ＩＺＤ）から円柱直径（ＣＤ）を減算し、この差を２で割ることによって増殖阻害活
性を算出する工程
によって決定される、請求項３に記載の細菌性組成物。
【請求項７】
　ペディオコッカス　ペントサセウス（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕ
ｓ）がスペインタイプカルチャーコレクションに寄託番号ＣＥＣＴ　８３３０で寄託され
たペディオコッカス　ペントサセウスである、請求項１から６の何れか一項に記載の細菌
性組成物。
【請求項８】
　ビフィドバクテリウム　ロンガム（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌｏｎｇｕｍ）
ＣＥＣＴ　７８９４の細胞１０４から１０１２ｃｆｕ／ｇをさらに含む、請求項１から７
の何れか一項に記載の細菌性組成物。
【請求項９】
　乳児における過剰な泣きの改善における使用のための、請求項１から８の何れか一項に
記載の細菌性組成物。
【請求項１０】
　乳児疝痛に関連する過剰な泣きの改善における使用のための、請求項９に記載の細菌性
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組成物。
【請求項１１】
　乳児が週齢３週から月齢１２ヵ月である、請求項９に記載の細菌性組成物。
【請求項１２】
　栄養補助食品、医薬、調製粉乳、食用製品及び食料品からなる群から選択される形態で
ある、請求項１から８の何れか一項に記載の細菌性組成物。
【請求項１３】
　油性懸濁物の形態である乳児栄養補助食品の形態である、請求項１２に記載の細菌性組
成物。
【請求項１４】
　新規ペディオコッカス　ペントサセウス（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃ
ｅｕｓ）細胞をスクリーニング及び単離するための方法であって、
（ｉ）請求項１に記載の工程に従って、ペディオコッカス　ペントサセウス細胞のプール
由来の新たなペディオコッカス　ペントサセウス細胞を、インターロイキン－１０の産生
を誘導する能力についてアッセイする工程、及び
（ｉｉ）正規化された増加が請求項１の工程に従って決定される場合に、陰性コントロー
ルによるインターロイキン－１０の産生よりも高い、正規化された増加として表されるイ
ンターロイキン－１０の産生を誘導する新たなペディオコッカス　ペントサセウス細胞を
プールから選択及び単離する工程
を含む方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、医学、微生物学及び栄養の分野に、詳細にはペディオコッカス・ペントサセ
ウス（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）細胞をベースとする新規なプ
ロバイオティクス組成物に関する。それらの生物機能性により、組成物は、乳児における
過剰な泣き（ｃｒｙｉｎｇ）の改善において特に有用である。
【背景技術】
【０００２】
　過剰な泣きは、乳児の人生の最初の１２ヵ月における小児科医来診の最も多い原因の１
つである。その頻度は、４０％に至る値に達する場合がある。その泣きが３ヵ月を過ぎて
継続する乳児は、不安、攻撃性、多動性、アレルギー、睡眠障害を含む学校時代での有害
転帰の危険性があり、後年に精神的不健康の危険さえある。過剰な泣きは、乳児にとって
だけでなく両親にとっても、及び一般に家族の生活の質に関する重大な問題である。過剰
な泣きは、親の疲弊をもたらし、集中困難、忍耐の喪失、欲求不満、無力感、子供に害を
及ぼす恐れ、母乳栄養の早期休止及び彼らの子供との対面交流の低減を含む多数の悪い結
果を有する。さらにいくつかの場合では欲求不満は、子供を叩く又は揺するなどの泣きを
止めさせるためのある種の有害な行動を生じる場合がある。
【０００３】
　乳児の泣きが明らかな疾病状態に一般的に関連するにもかかわらず、過剰な発作性の泣
きは、健康で栄養十分と見られる乳児に原因不明のさまざまな状態の結果として（例えば
乳児疝痛）明確な理由もなく現れる場合がある。そのような状態の原因及びそれらがどの
ように規定されるべきかに関する合意はほとんどない。しかし、それらが消化管の未成熟
性、痙攣性結腸（ｓｐａｓｔｉｃ　ｃｏｌｏｎ）、食物過敏症、消化管内微生物叢の変化
及びガス産生などの胃腸障害によってしばしば引き起こされる場合があることが提案され
ている。
【０００４】
　これまで、さまざまな薬物療法が、泣き及びぐずりの低減のために、特に「夜泣きする
乳児」において使用されてきた。最も一般的に使用されている薬物の１つはシメチコンで
あるが、臨床治験の結果は確証的ではない。ジシクロミン塩酸塩又はシメトロピウム臭化
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物をべースとする他の治療は、本発明者にさらに有効であると示されているが、それらの
使用を、特に月齢６ヵ月未満の乳児において限定する望ましくない副作用をもたらす場合
がある。
【０００５】
　ハーブ薬は、科学的証拠はほとんどないが代替法として提案されている。市販の組成物
ＣｏｌｉＭｉｌ（登録商標）（カミツレ（Ｍａｔｒｉｃａｒｉａ　ｒｅｃｕｔｉｔａ）、
ウイキョウ（Ｆｏｅｎｉｃｕｌｕｍ　ｖｕｌｇａｒｅ）及びレモンバーム（Ｍｅｌｉｓｓ
ａ　ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ）由来の植物抽出物を含む）は、二重盲検プラセボ－コント
ロール臨床治験において泣き時間を低減することが示された。対照的に、ペパーミント（
Ｍｅｎｔｈａ　ｐｉｐｅｒｉｔａ）抽出物は、乳児疝痛の治療のためには有効でないこと
が報告されている。さらに、嘔吐、眠気、便秘及び食欲不振を含むいくつかの有害作用が
ハーブ系サプリメントを評価するいくつかの研究において同定されている。
【０００６】
　食物アレルギーを克服するように設計された調製粉乳（すなわち、低ラクトース含有量
又は部分的に加水分解された乳清タンパク質を含む処方）は、泣きエピソードを低減する
と報告されている。しかしこれらの処方は、その過剰な泣きが食物アレルギーに主に関連
している乳児に恩恵を与えることができる。高繊維又は繊維が豊富な処方も可能性がある
治療として提案されているが、標準的処方と比較した場合に症状に顕著な差異は見出され
ていない。
【０００７】
　異常な腸内細菌叢が過剰な泣き状態に寄与しているとの仮説に基づいて、有望な治療と
してプロバイオティクスに非常な関心が生じている。プロバイオティクスは「一定量での
経口摂取において、本来の基本的栄養を超える健康上の利益を発揮する生きている微生物
」と定義される。ビフィドバクテリウム（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）又はラクト
バチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）属由来のいくつかの乳酸菌及び種は、特定の健
康上の利益を促進することが示されていることを意味するプロバイオティクスである。プ
ロバイオティクス細菌は、毒性の欠如、生存率、接着及び有益な効果に関連するいくつか
の要件を満たさなければならない。これらのプロバイオティクス特性は、同じ種の細菌で
あってさえ株依存的である。したがって、望ましいプロバイオティクス機能を発揮するこ
れらの株を見出すことは重要である。
【０００８】
　過剰な泣きの治療のために研究されているプロバイオティクス組成物はごくわずかであ
る。ラクトバチルス・ラムノサス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｈａｍｎｏｓｕｓ）
ＧＧ、ラクトバチルス・ラムノサスＬＣ７０５、ビフィドバクテリウム・ブレヴェ（Ｂｉ
ｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｒｅｖｅ）Ｂｂｉ９９及びプロピオニバクテリウム・フ
ロイデンライヒ（Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｆｒｅｕｄｅｎｒｅｉｃｈｉｉ
）ｓｓｐ．シェルマニ（ｓｈｅｒｍａｎｉｉ）ＪＳを含むプロバイオティクス処方の有効
性は、泣きパターンに満足のいく結果を伴うことなく研究されている（Mentula, S.等"Mi
crobial composition and fecal fermentation end products from colicky infants - A
 probiotic supplementation pilot", Microbial Ecology in Health and Disease 2008,
 vol. 20, no. 1, p 37-47）。別の研究は、アルファラクトアルブミンリッチ及びプロバ
イオティクス補充処方（ラクトバチルス・ラムノサス、ビフィドバクテリウム・インファ
ンティス（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｉｎｆａｎｔｉｓ））の疝痛への効果を評
価した。この処方は、哺乳関連胃腸管副作用、易刺激性及び興奮（ａｇｉｔａｔｉｏｎ）
を低減したが、泣き持続時間に差異は見出されなかった（Dupont, C.等"Α-Lactalbumin-
Enriched and Probiotic-Supplemented Infant Formula in Infants with Colic: Growth
 and Gastrointestinal Tolerance" European Journal of Clinical Nutrition 2010, vo
l. 64, no. 7, p 765-767）。疝痛に関連する過剰な泣きの治療のためのラクトバチルス
・ロイテリ（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）ＤＳＭ　１７９３８の有益
な効果は、国際公開第２００７１４２５９６号に開示されている。この株の有効性は、乳
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児の泣きに良好な転帰を有してアッセイされたが（Savino、F. 等"Lactobacillus reuter
i (American Type Culture Collection Strain 55730) versus Simethicone in the Trea
tment of Infantile Colic: A Prospective Randomized Study" Pediatrics 2007, vol. 
119, no. 1: e124-e130; Savino, F. 等"Lactobacillus reuteri DSM 17938 in Infantil
e Colic: A Randomized, Double-Blind、Placebo- Controlled Trial " Pediatrics 2010
, vol. 126, no. 3: e526-e533; Szajewska, H. 等"Lactobacillus reuteri DSM 17938 f
or the Management of Infantile Colic in Breastfed Infants: A Randomized, Double-
Blind, Placebo-Controlled Trial", Journal of Pediatrics 2012, vol. 162, no. 2, p
 257-262）、腸管の生物多様性を改善できなかった（Roos, S. 等 “454 Pyrosequencing
 Analysis on Faecal Samples from a Randomized DBPC Trial of Colicky Infants Trea
ted with Lactobacillus reuteri DSM 17938”, PLoS ONE 2013, vol. 8, no. 2, e56710
 1-5）。
【０００９】
　疝痛を有する乳児の腸内微生物叢の研究についての最近の論文において、過剰な泣きが
高レベルの病原体及び抗炎症乳酸桿菌（ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）の低減による炎症
の増加によって生じる可能性があることが提案されている（De Weerth, C. 等"Intestina
l Microbiota of infants With Colic: Development and Specific Signatures" Pedriat
rics 2013, vol. 131, Number 2, e550-e558）。
【００１０】
　国際公開第２００７１４２５９６号は、ラクトバチルス・ロイテリＤＳＭ１７９３８の
株が、大量の抗炎症サイトカインＩＬ－１０を促進するその能力により乳児疝痛の治療に
おいて有用であることを開示している。
【００１１】
　ペディオコッカス・ペントサセウス及びペディオコカス・アシディラクティシ（Ｐｅｄ
ｉｏｃｏｃｃｕｓ　ａｃｉｄｉｌａｃｔｉｃｉ）は、野菜及び肉の発酵において一般に使
用されており、食品を腐らせる細菌及び食品が媒介する病原体の増殖を防ぐために飼料に
食品保存剤として加えられている。しかし、ヒトにおけるプロバイオティクスとしての使
用のためのペディオコッカス・ペントサセウスをベースとする製品は市場にないと考えら
れている。
【００１２】
　植物由来ペディオコッカス・ペントサセウス株は、オボアルブミン感受性化マウス脾臓
細胞におけるインターフェロンガンマ及びインターロイキンＩＬ－１２　ｐ７０の分泌レ
ベルの誘導因子として、並びにＩＬ－４産生の抑制因子として開示されている。したがっ
て、細菌は、免疫活性を有効に刺激でき、そのような炎症促進性サイトカインの誘導によ
りアレルギー阻害効果を示した（Jonganurakkun, B. 等"Pediococcus pentosaceus NB-17
 for probiotic use", Journal of Bioscience and Bioengineering 2008 vol.106, Issu
e 1, p 69-73）。
【００１３】
　同じ方向で、Ｉｇａｒａｓｈｉ　Ｔ．２０１０は、株ペディオコッカス・ペントサセウ
ス（ＫＫＭ１２２）が炎症促進性サイトカインＩＬ－１２の産生を強く誘導することを開
示している（Igarashi T. "Study of the relationship between changes in lactic aci
d bacterial cell components and stimulation of IL-12 production under salt-stres
sed conditions", Bioscience、Biotechnology and Biochemistry 2010, 74, p 2171-217
5）。
【００１４】
　Ｖｉｔａｌｉ等２０１２は、２７個の免疫メディエーター（サイトカイン、ケモカイン
及び増殖因子）の合成を調節する性能についてさまざまな種に属する乳酸菌の株４８個の
研究を開示している。そのような免疫メディエーターにおいて、アッセイはＬ－１０を検
出するように用意された。アッセイは、ＬＰＳで刺激したＣａｃｏ－２及びＰＢＭＣ細胞
で実施された。結果は、わずかなケモカインが刺激されたことを示していた。炎症促進性
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活性を有する免疫メディエーター（ＩＬ－１７、エオタキシン及びインターフェロンガン
マ）は、すべての株によって顕著に刺激され、サイトカインＩＬ－１ベータ、ケモカイン
インターフェロンガンマ誘導タンパク質－１０（ＩＰ－１０）、サイトカインＩＬ－６、
及びケモカインマクロファージ炎症タンパク質－１アルファ（ＭＩＰ－１アルファ）が続
いた。わずかな株だけが抗炎症活性を有するサイトカインの合成を増加させた。検査した
株の内、トマトから単離されたペディオコッカス・ペントサセウスの株は、サイトカイン
ＩＬ－１ベータ、ＩＬ－４、ＩＬ－１７、及びインターフェロンガンマを刺激したが、Ｉ
Ｌ－１０はしなかった。免疫調節活性に基づいてこの株は、新規プロバイオティクス候補
としてのさらなる特徴づけのために本研究において選択されなかった（Vitali, B. 等"No
vel probiotic candidates for humans isolated from raw fruits and vegetables", Fo
od Microbiology 2012, 31(1), p 116-125）。
【００１５】
　したがって、過剰な発作性の泣きは、両親及び乳児の両方に、差し迫った、非常に重大
な結果をまねく可能性があることは明白である。したがって、安全で有効な組成物及び治
療が必要である。この分野においてプロバイオティクスは、現在の療法への有望な代替物
と考えられるが、さらなる調査が必要である。
【発明の概要】
【００１６】
　本発明が解決しようとする課題は、乳児における過剰な泣きの改善において有用な新た
な組成物及び薬を提供することである。
【００１７】
　問題を解決するための手段は、本発明者らが乳児における過剰な泣きの改善において有
用な関連する生物機能性を有することを見出したペディオコッカス・ペントサセウスの新
たな株に基づく。
【００１８】
　プロバイオティクス製剤において最も一般的に使用される細菌が、乳酸桿菌及びビフィ
ドバクテリウム属由来であることを最初に記載することは重要である。したがって、ペデ
ィオコッカス属はプロバイオティクスとしての使用のためには非常に稀であり、子供には
さらに通常ではない。
【００１９】
　上に述べたとおり先行技術は、過剰な泣きが、病原体レベルの増加及び抗炎症乳酸桿菌
の低減による炎症の増加によって生じる可能性があることを記載している。ラクトバチル
ス・ロイテリＤＳＭ　１７９３８（Ｌ．ロイテリＡＴＣＣ　５５７３０に由来する）が、
多量の抗炎症性サイトカインインターロイキン－１０（ＩＬ－１０）を促進するその能力
によって乳児疝痛の治療において有用であることも記載されている。したがって、ＩＬ－
１０の量を増加させる能力は泣きの改善に関連すると考えられる。
【００２０】
　しかし、先行技術はこの特性を有するペディオコッカス・ペントサセウス株を記載して
いないと考えられる。実際に関連する先行技術は、本発明とは完全に反対の方向である特
性を有するペディオコッカス・ペントサセウス株を記載している。したがって、ＩＬ－１
０の産生を誘導する能力は、ペディオコッカス・ペントサセウス細菌の固有の又は本来の
特性ではない。例えば、Ｉｇａｒａｓｈｉ　Ｔ．２０１０は、本発明のものとは反対の効
果である炎症促進性サイトカインＩＬ－１２の産生を強く誘導し、それにより炎症を生じ
るペディオコッカス・ペントサセウス（ＫＫＭ１２２）の株を開示している。さらにＶｉ
ｔａｌｉ等２０１２は、ＩＬ－１０を含む２７個の免疫メディエーターの決定を可能にす
る広範な研究を開示している。しかしわずかな株だけが抗炎症活性を有するサイトカイン
の合成を増加させ、トマトから単離されたペディオコッカス・ペントサセウスの株はサイ
トカインＩＬ－１ベータ、ＩＬ－４、ＩＬ－１７及びインターフェロンガンマを刺激した
が、ＩＬ－１０には効果を有さなかった。ＩＬ－１０を決定するためにＶｉｔａｌｉ等２
０１２において使用されたアッセイが本発明において記載されるものに非常に類似してい
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ると述べることは妥当であるが、意外なことに、ＩＬ－１０を誘導する能力を有するペデ
ィオコッカス・ペントサセウスの株はＶｉｔａｌｉ等２０１２において同定されていない
。
【００２１】
　要約すると、この特性を有する細菌に関する先行技術を見た場合、ペディオコッカス・
ペントサセウスはこの特性を有する細菌種中に見出されていない。したがって、本明細書
に記載の腸管における炎症を低減するためにＩＬ－１０の産生を誘導する能力を有するペ
ディオコッカス・ペントサセウス細胞を１０４から１０１２ｃｆｕ／ｇ含む細菌性組成物
を記載している先行技術はないと考えられる。
【００２２】
　驚くべきことに、本発明者らは、ＩＬ－１０の産生を誘導する能力を有するペディオコ
ッカス・ペントサセウスの株を見出した。先行技術から判断すると、ペディオコッカス・
ペントサセウス細菌がこれらの特性を有することは知り得なかった。
【００２３】
　したがって、ペディオコッカス・ペントサセウスＣＥＣＴ　８３３０株は本明細書にお
いて提供される。さらに、詳細に記載されるスクリーニング方法の手段によって、ペディ
オコッカス・ペントサセウス細胞のプール内でＩＬ－１０の産生を誘導するための同じ能
力を有する株ＣＥＣＴ　８３３０以外のペディオコッカス・ペントサセウスの株を同定及
び単離することは妥当である。
【００２４】
　したがって、本発明は、一態様としてペディオコッカス・ペントサセウスＣＥＣＴ　８
３３０の株を提供する。本発明は、過剰な泣きの改善に関連する細菌における特定の生物
学的特性；すなわち、最も関連する特性としてＩＬ－１０の産生を誘導する能力を記載し
ている。本明細書において、前記特性が乳児における過剰な泣きの改善に妥当に関連する
ことは、実施例の手段によって実証される。したがって、この特性を有するペディオコッ
カス・ペントサセウスの１つの株が同定されているが（ＣＥＣＴ　８３３０）、理論に限
定されることなく、他の良い株を得る方法のすべての工程が本明細書に妥当に記載されて
いることから、本発明の範囲をそのような株に限定する理由はない。したがって、本発明
は、同じ特性を有する株ＣＥＣＴ　８３３０以外のペディオコッカス・ペントサセウスの
株のプールも提供する。ペディオコッカス・ペントサセウス種に属するすべての株がＩＬ
－１０を誘導する能力を有するとは限らない。本発明は、これらを認識する方法を提供す
る。
【００２５】
　したがって、本発明の第１の態様は、インターロイキン－１０の産生を誘導する能力を
有するペディオコッカス・ペントサセウス細胞１０４から１０１２ｃｆｕ／ｇを含む細菌
性組成物であって、正規化された増加が次の工程：
（ａ）Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｅｎｇｌａｎｄの細胞収集物、カタログ番号８８０
８１２０１から得たＴＨＰ－１単球細胞株を、１０％ウシ胎児血清ＦＢＳ及び最終濃度０
．１６μＭのホルボール１２－ミリステート１３－アセテート（ＰＭＡ）を含むロズウェ
ルパーク記念研究所　ＲＰＭＩ１６４０培地において増殖させることによってＴＨＰ－１
単球をマクロファージに分化させる工程；
（ｂ）２４ウエルＥＬＩＳＡプレートにおいて１０％ＦＢＳを含むＲＰＭＩ１６４０培地
中で、ＴＨＰ－１マクロファージを、最終濃度マクロファージ１０６個／ウエルまで増殖
させる工程；
（ｃ）最終濃度１０ｎｇ／ｍｌのリポ多糖類（ＬＰＳ）と共にＴＨＰ－１マクロファージ
を２．５時間インキュベートし、ＴＨＰ－１マクロファージをダルベッコリン酸緩衝生理
食塩水培地（Ｄ－ＰＢＳ）で洗浄する工程；
（ｄ）Ｍａｎ、Ｒｏｇｏｓａ　ａｎｄ　Ｓｈａｒｐｅ培地（ＭＲＳ）中、３７℃、５％Ｃ
Ｏ２雰囲気中で一晩増殖させることによってペディオコッカス・ペントサセウス細胞の培
養物を用意する工程；
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（ｅ）各ＥＬＩＳＡウエルに１０％ＦＢＳを含むＲＰＭＩ１６４０培地５００μｌ及び最
終比２５：１、すなわち、ペディオコッカス・ペントサセウス細胞２．５×１０７ｃｆｕ
：ＴＨＰ－１マクロファージ１０６個を得るために適切な量のペディオコッカス・ペント
サセウス細胞の希釈物を加える工程；
（ｆ）ＴＨＰ－１マクロファージを、ペディオコッカス・ペントサセウス細胞と共に２．
５時間、３７℃で、又は陰性コントロールとして同じ条件下でペディオコッカス・ペント
サセウス細胞を含まずに、インキュベートする工程；
（ｇ）ＴＨＰ－１マクロファージをＤ－ＰＢＳ培地で洗浄してペディオコッカス・ペント
サセウス細胞を除去し、続いて５０μｇ／ｍｌゲンタマイシン、１０μｇ／ｍｌアンピシ
リン及び１２μｇ／ｍｌクロラムフェニコールを補充した１０％ＦＢＳを含むＲＰＭＩ１
６４０培地をＴＨＰ－１マクロファージに加え、３７℃、５－７％ＣＯ２でインキュベー
トし、５及び２４時間でアリコートを取る工程；
（ｈ）アリコートを遠心分離し、フローサイトメトリーによるインターロイキン－１０定
量化のために上清をアッセイする工程；並びに
（ｉ）インターロイキン－１０濃度の正規化された増加を式（ＩＬ１０２４ｈ－ＩＬ１０

５ｈ）／ＩＬ１０５ｈで、算出する工程であって、ＩＬ１０５ｈ及びＩＬ１０２４ｈがそ
れぞれｐｇ／ｍｌでのインターロイキン－１０の５及び２４時間での濃度である工程
によって決定される場合に、ペディオコッカス・ペントサセウス細胞の存在下でのＴＨＰ
－１マクロファージによる、正規化された増加として表されるインターロイキン－１０の
産生が、ペディオコッカス・ペントサセウス細胞の非存在下でのＴＨＰ－１マクロファー
ジである、陰性コントロールによるインターロイキン－１０の産生よりも高い、細菌性組
成物に関する。
【００２６】
　したがって、本明細書に記載の詳細なアッセイに基づいて（ＩＬ－１０誘導アッセイに
ついて実施例１を参照されたい）当業者は、目的のペディオコッカス・ペントサセウスが
本発明の第１の態様のＩＬ－１０レベルに適合するかどうかを客観的に決定するために常
套的にこのアッセイを反復できる。ＩＬ－１０誘導レベルに適合するペディオコッカス・
ペントサセウス細胞内で、寄託株ペディオコッカス・ペントサセウスＣＥＣＴ　８３３０
は、本明細書において提供される。
【００２７】
　本明細書に記載の新規な細菌性組成物は、ヒトのため及び特に乳児のためのプロバイオ
ティクスサプリメントとして有用である。したがって、本発明の第２の態様は、乳児にお
ける過剰な泣きの改善における使用のために本明細書で定義の細菌性組成物に関する。こ
の意味において、乳児における過剰な泣きの改善における使用のためのペディオコッカス
・ペントサセウス細胞を記載している先行技術はないと考えられる。
【００２８】
　この態様は、乳児における過剰な泣きの改善のための栄養補助食品、医薬、調製粉乳、
食用製品又は食料品の製造のために本発明の第１の態様において定義の細菌性組成物の使
用のために代替的に製剤化されてよい。これは、前記乳児に、本発明の第１の態様に定義
の細菌性組成物の有効量を投与することを含んで乳児において過剰な泣きを改善するため
の方法として代替的に製剤されてよい。
【００２９】
　本発明の別の態様は、医薬としての使用のために本明細書で定義された細菌性組成物で
ある。
【００３０】
　本明細書で使用する用語「有効量」は、健全な医学的判断の範囲内で、治療される状態
を肯定的に顕著に修正するために十分高いが重大な副作用を回避するために十分低い（合
理的な利益／危険性比で）、組成物中の各株についてのコロニー形成単位（ｃｆｕ）の量
である。
【００３１】
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　本発明の第３の態様は、ビフィドバクテリウム・ロンガム（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒ
ｉｕｍ　ｌｏｎｇｕｍ）ＣＥＣＴ　７８９４の株に関する。
【００３２】
　最後に本発明の第４の態様は、新規ペディオコッカス・ペントサセウス細胞をスクリー
ニング及び単離するための方法であって、次の工程：
（ｉ）上に記載のＩＬ－１０誘導工程に従って、ペディオコッカス・ペントサセウス細胞
のプール由来の新たなペディオコッカス・ペントサセウス細胞を、ＩＬ－１０の産生を誘
導する能力についてアッセイする工程；及び
（ｉｉ）正規化された増加がＩＬ－１０誘導アッセイの工程に従って決定される場合に、
陰性コントロールの正規化された増加よりも高い、正規化された増加として表されるＩＬ
－１０の産生を誘導する、新たなペディオコッカス・ペントサセウス細胞をプールから選
択及び単離する工程
を含む方法に関する。
【００３３】
　本明細書において本発明者らが関連する検定アッセイに加えて、誘導のＩＬ－１０レベ
ルに適合する寄託株ＣＥＣＴ　８３３０を開示すると、それは、本発明の第１の態様の基
準に適合する他の新たなペディオコッカス・ペントサセウス細胞を選択することが、当業
者の常套的仕事になることは当業者に明らかである。
【００３４】
　本発明の詳細な記載
　用語「細菌性組成物」は、当技術分野により、１０４から１０１２ｃｆｕ／ｇが第１の
態様による目的の特徴を有するペディオコッカス・ペントサセウス細胞由来である多数の
細菌細胞を含む組成物として理解されるべきである。細菌性組成物は、そのような担体又
は賦形剤などの添加剤を含有する場合がある。細菌性組成物は、次いで適切な容器に詰め
られる。
【００３５】
　用語「ｃｆｕ／ｇ」は、組成物中に存在する関連する添加剤を含む組成物それ自体のグ
ラム重量に関する。それは、細菌性組成物を詰めるために使用される適切な容器の重量は
含まない。
【００３６】
　本発明の第１の態様は、正規化された増加が上に述べた工程によって決定される場合に
、ペディオコッカス・ペントサセウス細胞の非存在下でのＴＨＰ－１マクロファージ細胞
によるＩＬ－１０の産生よりも高いＴＨＰ－１マクロファージ細胞によるインターロイキ
ン－１０の産生を誘導する能力を有するペディオコッカス・ペントサセウス細胞を１０４

から１０１２ｃｆｕ／ｇ含む細菌性組成物に関する。
【００３７】
　ヒトサイトカイン合成阻害因子（ＣＳＩＦ）としても既知のＩＬ－１０は、活性化マク
ロファージによって及びヘルパーＴ細胞によって産生され、ＩＦＮガンマ、ＩＬ－２、Ｉ
Ｌ－３、ＴＮＦ、及びＧＭ－ＣＳＦを含む多数のサイトカインの合成を阻害する抗炎症性
サイトカインである。用語サイトカインは、細胞シグナル伝達のために使用される低分子
量シグナル伝達分子を指す。サイトカインは、タンパク質、ペプチド又は糖タンパク質と
して分類される場合がある。この場合、ＩＬ－１０は免疫調節特性を有するタンパク質サ
イトカインである。
【００３８】
　特定の実施態様では、正規化された増加が上に述べた工程によって決定される場合に、
ペディオコッカス・ペントサセウス細胞の存在下でのＴＨＰ－１細胞による、正規化され
た増加として表されるＩＬ－１０の産生は、ペディオコッカス・ペントサセウス細胞の非
存在下でのＴＨＰ－１細胞によるＩＬ－１０の産生よりも少なくとも２倍高い。他の特定
の実施態様では、正規化された増加はコントロールより少なくとも３倍、４倍、５倍又は
６倍高い。
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【００３９】
　ＩＬ－１０の産生を誘導する能力に加えて、ペディオコッカス・ペントサセウス細胞は
、過剰な泣きを有する乳児において一般的に豊富な望ましくない細菌種のメンバーに対し
て興味深い拮抗作用特性を有する（実施例２を参照されたい）。用語「拮抗作用」は、細
菌増殖の阻害又は低減として本明細書において理解される。したがって、別の特定の実施
態様では、細菌性組成物のペディオコッカス・ペントサセウス細胞は、グラム陽性及びグ
ラム陰性腸内細菌に拮抗する能力を有する。特に、グラム陽性細菌は、クロストリジウム
・ディフィシル（（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ））及びフェカリス菌
（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ）からなる群から選択される細菌を含む
。別の特定の実施態様では、グラム陰性細菌は、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏ
ｌｉ）、エンテロバクター・エロゲネス（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅ
ｓ）、クレブシエラ・オキシトカ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａ）及びバクテ
ロイデス・ブルガータス（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｖｕｌｇａｔｕｓ）からなる群から
選択される細菌を含む。別の特定の実施態様では、ペディオコッカス・ペントサセウス細
胞は、クロストリジウム・ディフィシル、フェカリス菌、大腸菌、エンテロバクター・エ
ロゲネス、クレブシエラ・オキシトカ及びバクテロイデス・ブルガータスに拮抗する能力
を有し、拮抗する能力は次の工程：
（ｉ）オキソイド培地を含有するプレートに病原体株を均一に塗布し、各病原体の増殖の
ために好適な温度及び％ＣＯ２でＣＯ２インキュベーターにおいてコンフルエンスまで増
殖させる工程；
（ｉｉ）ペディオコッカス・ペントサセウス細胞を均一に播種したコンフルエントな寒天
板の６ｍｍ直径の円柱切片２個を、病原体を播種したプレートに接触させて配置して、（
ａ）一方の円柱切片の増殖側を病原体を播種したプレートに向けるだけでなく、（ｂ）他
方の円柱切片の非増殖側を病原体を播種したプレートに向け、一晩３７℃でインキュベー
トする工程；
（ｉｉｉ）寒天板を平らな定規上に置くことによって阻害領域を翌日測定する工程；並び
に
（ｉｖ）式ＧＩ＝（ＩＺＤ－ＣＤ）／２に従って、センチメートルで測定した阻害領域直
径（ＩＺＤ）から円柱直径（ＣＤ）を減算し、この差を２で割ることによって増殖阻害活
性を算出する工程
によって決定される。
【００４０】
　特定の実施態様では、ペディオコッカス・ペントサセウス細胞は、スペインタイプカル
チャーコレクションに寄託番号ＣＥＣＴ　８３３０で寄託されたペディオコッカス・ペン
トサセウス由来である。
【００４１】
　ペディオコッカス・ペントサセウスＣＥＣＴ　８３３０
　新規ペディオコッカス・ペントサセウス株の試料は、ｔｈｅ　Ｅｄｉｆｉｃｉｏ　３　
ＣＵＥ、Ｐａｒｃ　Ｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔ　ｄｅ　Ｖａｌｅｎｃ
ｉａ、Ｃａｔｅｄｒａｔｉｃｏ　Ａｇｕｓｔｉｎ　Ｅｓｃａｒｄｉｎｏ、９、４６９８０
　Ｐａｔｅｒｎａ、Ｖａｌｅｎｃｉａ（Ｓｐａｉｎ）のＣＥＣＴ（Ｃｏｌｅｃｃｉｏｎ　
Ｅｓｐａｎｏｌａ　ｄｅ　Ｃｕｌｔｉｖｏｓ　Ｔｉｐｏ）に、Ｅｄｉｆｉｃｉ　Ｅｕｒｅ
ｋａ、ｏｆｆｉｃｅ　Ｐ１Ｍ１．１、Ｃａｍｐｕｓ　ＵＡＢ、０８１９３－Ｂｅｌｌａｔ
ｅｒｒａ（Ｓｐａｉｎ）の寄託者ＡＢ－Ｂｉｏｔｉｃｓ　Ｓ．Ａ．によって寄託された。
株は、寄託番号ＣＥＣＴ　８３３０の下に寄託日２０１３年４月３０日で寄託された。寄
託は、特許手続き上の微生物の寄託の国際承認に関するブダペスト条約の条件下で行われ
た。寄託者によって与えられた識別照会はＦ３４０３であった。
【００４２】
　下の実施例に示すとおり、ペディオコッカス・ペントサセウスＣＥＣＴ　８３３０は、
乳児における過剰な泣きの改善ための次の興味深い特性を示す：
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・実施例１、表１に示すＩＬ－１０産生を誘導する能力。
・研究した病原体のすべてのスペクトラムに対する阻害活性（実施例２、表２）。株は、
グラム陽性だけでなくグラム陰性細菌も有効に阻害する。これは、過剰な泣きを示す乳児
において異常に豊富である大腸菌、クラブシエラ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）及びクロスト
リジウム（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）ｓｓｐ．などの細菌に対する保護を提供することか
ら重要である。
・エタノール及びＣＯ２を産生せず、それにより乳児に動揺（ｄｉｓｔｕｒｂａｎｃｅ）
を生じない。
【００４３】
　さらに、株ＣＥＣＴ　８３３０は、プロバイオティクスとして特に有用である有利点を
有する。プロバイオティクス細菌は、毒性の欠如、生存率、接着及び有益な効果に関連す
るいくつかの要件を満たさなければならない。各細菌株の特性は独特であり、同じ種の他
の株から推定できない。したがって、すべてのプロバイオティクス要件により良い性能を
有するこれらの株を見出すことは重要である。株ＣＥＣＴ　８３３０が胃腸（ＧＩ）管を
確実に克服できるように、インビトロプロトコールがその条件を模倣して開発された。リ
ゾチーム、過酸化水素、酸性環境及び胆汁酸塩での治療後の生存が定量化された。これは
、株がヒト糞便から非常に高い希釈を使用して単離され、それらの糞便中の存在多いこと
から、確認実験である。結果は、株がＧＩ管を何とか通過できることを示している。
【００４４】
　株ＣＥＣＴ　８３３０は、腸管にコロニーを作るその能力についてもアッセイされた。
これは、観察された生物機能性が株によって発達され得ることを確実にすることから重要
な点である。実験開発では、プロバイオティクス株の結腸付着部位を模倣する腸管粘液及
びＣａｃｏ－２細胞が使用された。株の接着性能は、トリチウム標識されたチミジンのシ
ンチレーションから測定され、コントロールとして使用されるラクトバチルス・ロイテリ
株のものと比較された。粘液細胞接着及びＣａｃｏ－２細胞接着は、それぞれ１．４０×
１０６及び４．５×１０６ｃｆｕ／ｃｍ２であった（Ｌ．ロイテリ：６．５８×１０６及
び１．０１×１０６ｃｆｕ／ｃｍ２）。したがって、結果は、ＣＥＣＴ　８３３０がＬ．
ロイテリに匹敵する腸管上皮への良好な接着を有し、腸管に残存し、それらのプロバイオ
ティクス効果を発揮することを可能にすることを示している。
【００４５】
　株ＣＥＣＴ　８３３０は、産業用培地において良好な増殖を有する。
【００４６】
　さらに株ＣＥＣＴ　８３３０は、ＱＰＳ状態を有する細菌種に属する（Andreoletti, O
. 等"The maintenance of the list of QPS microorganisms intentionally added to fo
od or feed. Question no: EFSA-Q-2008-006", The EFSA Journal 2008. 923: p 1-48）
。ＱＰＳ（「安全性適格推定（Ｑｕａｌｉｆｉｅｄ　Ｐｒｅｓｕｍｐｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓ
ａｆｅｔｙ）」）は、欧州食品安全機関によって開発された、安全な使用の実績のある長
い歴史を有する分類単位の状態を承認する系である。
【００４７】
　ビフィドバクテリウム・ロンガムＣＥＣＴ　７８９４
　別の特定の実施態様では、細菌性組成物は、ビフィドバクテリウム・ロンガムＣＥＣＴ
　７８９４の細胞１０４から１０１２ｃｆｕ／ｇをさらに含む。
【００４８】
　新規ビフィドバクテリウム・ロンガム株の試料は、ｔｈｅ　Ｅｄｉｆｉｃｉｏ　３　Ｃ
ＵＥ、Ｐａｒｃ　Ｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔ　ｄｅ　Ｖａｌｅｎｃｉ
ａ、Ｃａｔｅｄｒａｔｉｃｏ　Ａｇｕｓｔｉｎ　Ｅｓｃａｒｄｉｎｏ、９、４６９８０　
Ｐａｔｅｒｎａ、Ｖａｌｅｎｃｉａ（Ｓｐａｉｎ）のＣＥＣＴ（Ｃｏｌｅｃｃｉｏｎ　Ｅ
ｓｐａｎｏｌａ　ｄｅ　Ｃｕｌｔｉｖｏｓ　Ｔｉｐｏ）にＥｄｉｆｉｃｉ　Ｅｕｒｅｋａ
、ｏｆｆｉｃｅ　Ｐ１Ｍ１．１、Ｃａｍｐｕｓ　ＵＡＢ、０８１９３－Ｂｅｌｌａｔｅｒ
ｒａ（Ｓｐａｉｎ）の寄託者ＡＢ－Ｂｉｏｔｉｃｓ　Ｓ．Ａ．によって寄託された。株は
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、寄託番号ＣＥＣＴ　７８９４の下に寄託日時２０１１年３月３０日で寄託された。寄託
は、特許手続き上の微生物の寄託の国債承認に関するブダペスト条約の条件下で行われた
。寄託者によって与えられた識別照会はＢｉｆ　Ｆ２であった。
【００４９】
　株ビフィドバクテリウム・ロンガムＣＥＣＴ　７８９４は、実施例に示すとおり乳児に
おける過剰な泣きの改善ための次の興味深い特性も有する：
・実施例１、表１に示すＩＬ－１０産生を誘導する能力。
・研究した病原体のすべてのスペクトラムに対する阻害活性（実施例２、表２）。株は、
グラム陽性だけでなくグラム陰性細菌も有効に阻害する。株ＣＥＣＴ　８３３０について
の解説も参照されたい。
・エタノール及びＣＯ２を産生せず、それにより乳児に動揺を生じない。
【００５０】
　ペディオコッカス・ペントサセウス株ＣＥＣＴ　８３３０に関して、ビフィドバクテリ
ウム・ロンガムＣＥＣＴ　７８９４も胃腸（ＧＩ）管を克服するその能力についてアッセ
イされた。結果は、株がＧＩ管を何とか通過できることを示している。
【００５１】
　株ＣＥＣＴ　７８９４は、ペディオコッカス・ペントサセウスについて上に述べたアッ
セイに従って、腸管にコロニーを作るその能力についてもアッセイされた。株ＣＥＣＴ　
７８９４についての粘液細胞接着及びＣａｃｏ－２細胞接着は、それぞれ１．２１ｘ１０
５及び１．１８×１０６ｃｆｕ／ｃｍ２であった（Ｌ．ロイテリ：６．５８×１０６及び
１．０１×１０６ｃｆｕ／ｃｍ２）。したがって、結果は、ＣＥＣＴ　７８９４がＬ．ロ
イテリに匹敵する腸管上皮への良好な接着を有し、腸管に残存し、それらのプロバイオテ
ィクス効果を発揮することを可能にすることを示している。
【００５２】
　株ＣＥＣＴ　７８９４も産業用培地において良好な増殖を有する。
【００５３】
　したがって、両株、ペディオコッカス・ペントサセウスＣＥＣＴ　８３３０及びビフィ
ドバクテリウム・ロンガムＣＥＣＴ　７８９４は、株を別々又は単一の処方中に合わせて
使用することによって乳児における過剰な泣きの改善における使用のために、それらを適
するものにする種々の機能的特性を共有している。他の特性のなかでもそれら両方は、Ｉ
Ｌ－１０産生を誘導する能力を有し、それらは、腸内細菌（グラム陽性のみならずグラム
陰性細菌も）の増殖を効率的に阻害する。
【００５４】
　さらに株は、それらがガスを産生しないという有利点を有する。ヘテロ型発酵細菌は、
グルコース発酵によってＣＯ２及びエタノール並びに乳酸を産生する。エタノールは、夜
泣きする乳児に特徴的な腹部膨満を産生する腸の運動性に影響を与える場合がある。ＣＯ

２は、夜泣きする乳児に同様に典型的な鼓腸（ｍｅｔｅｏｒｉｓｍ）（ガスの蓄積）及び
膨満（ｆｌａｔｕｌｅｎｃｅ）を導くことがある。夜泣きする乳児においてヘテロ型発酵
株のより多い存在が記載されている。対照的に本発明の株は、エタノール及びＣＯ２を産
生せず、それにより乳児にこの意味で動揺を生じない。
【００５５】
　当業者に明らかであるとおり、ペディオコッカス・ペントサセウスＣＥＣＴ　８３３０
及びビフィドバクテリウム・ロンガムＣＥＣＴ　７８９４は、それら自体で、又は単一の
組成物中に混合されて使用された場合に有効である。それらは、同時に、連続的に又は一
定期間後に別々に投与される２つの異なる組成物でも投与され得る。
【００５６】
　上に記載の特性を前提として、細菌性組成物は、過剰な泣きに関連するいくつかの臨床
症状の改善を導く泣きの前述の原因において生理的改善を発揮する。したがって、本発明
の細菌性組成物は、乳児における過剰な泣きの改善において特に有用である。用語「過剰
な泣き」は、本明細書において普通の世帯機能に問題である激烈、持続的及び癒やしがた
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い泣きとして理解され、少なくとも１週間観察される１日あたり少なくとも６０分間（３
回以上のエピソードで）を示している。
【００５７】
　用語「乳児」は、本記載においてヒト又は動物の非常に若い子孫として理解される。ヒ
トに適用される場合、この用語は、用語「ベビー」と同義であると考えられる。用語「子
供」は、誕生と思春期との間の段階のヒトを指す。「子供」は、「息子」及び「娘」の同
義語として親との関係も記載する。しかしこの記載において用語「乳児」、「ベビー」及
び「子供」は、同義であると考えられ、互換的に使用される。
【００５８】
　特定の実施態様では、本発明の細菌性組成物は、乳児疝痛に関連する過剰な泣きの改善
において有用である。用語「乳児疝痛」は本明細書において、両親を疲れさせる未解明で
慰められない泣き（「ぐずり（ｆｕｓｓｙ）」）として理解される。用語「ぐずり」は、
泣きの種類を分類することが両親及び医師に困難であることから非常に主観的な測定であ
る。加えて、過剰な泣き行動（静まりやすいかどうかに関わらず）は、疝痛を示している
場合がある。その結果、夜泣きする乳児の最も頻繁に引用される対象となる基準の１つは
：少なくとも１週間について１日あたり３時間を超える泣き（Savino, F. 等2010上記）
とする時間則に基づく（すなわち、ヴェッセル基準に基づく）。
【００５９】
　本発明の別の実施態様では、乳児は、週齢３週から月齢１２ヵ月である。
【００６０】
　２０名の乳児での試験的な臨床治験が、株ＣＥＣＴ　８３３０及びＣＥＣＴ　７８９４
の混合物をベースとする生成物の有効性及び安全性を評価するために実行された（実施例
７を参照されたい）。プラセボ及び株の混合物は１日１回（５滴／日）１４日間投与され
た。図３において見られるとおり、プロバイオティクス処方は、平均の毎日の泣き時間及
び各エピソードの持続時間に大きな低減を生じた。プラセボ又はプロバイオティクス群の
何れにおいても有害作用は観察されず、プロバイオティクス処方が安全であると考えられ
ることを確認している。したがって、株の混合物は、泣きパターンを改善するために有用
である。
【００６１】
　上に説明の細菌性組成物の関連する特性から、細菌性組成物の投与はまた、免疫系の未
成熟の結果としての炎症に関連する胃腸障害を特徴とする他の状態を治療するのに；腸の
過敏症を治療するのに、及び腸内の過剰な望ましくない細菌を均衡させるのにも有用であ
ることが推論される。
【００６２】
　上に述べた特性を考慮して、株ＣＥＣＴ　８３３０及び７８９４は、当該技術分野で既
知の市販の株と比較した場合に過剰な泣きに関連して研究されたパラメーターについてよ
り良い性能を有する。下の実施例に示すとおり、株ＣＥＣＴ　８３３０は、ラクトバチル
ス・ロイテリ株の１つと比較してＩＬ－１０産生の誘導に関連するより良い正規化された
増加を示した。さらに本発明の株は、研究した病原体のすべてのスペクトラムに対して阻
害活性を示した。本発明の株は、グラム陽性だけでなくグラム陰性細菌も効率的に阻害し
た。これは、大腸菌及びＢ．ブルガータス（Ｂ．ｖｕｌｇａｔｕｓ）の増殖を非効率的に
阻害したＬ．ロイテリの場合はそうではなかった。大腸菌などの細菌の異常な量が過剰な
泣きを呈する乳児において一般的に存在することからこれは、重要である。一般に、Ｌ．
ロイテリと比較してＣＥＣＴ　８３３０及び特にＣＥＣＴ　７８９４が、ほとんどすべて
の病原細菌の増殖をさらに効率的に阻害することは注目に値する。さらに、株ＣＥＣＴ　
８３３０及びＣＥＣＴ　７８９４はガスを産生しなかったが、一方Ｌ．ロイテリはガスを
産生する。
【００６３】
　ＩＬ－１０産生の誘導を測定するためのアッセイ
　本明細書の実施例１を行うことは、ＩＬ－１０産生の誘導を測定するために適したアッ
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セイの詳細な記載を、本発明の第１の態様の工程（ａ）～（ｉ）を参照して提供する。第
１の態様の工程（ａ）～（ｉ）及び実施例１において開示されるＩＬ－１０誘導アッセイ
の記載及び条件が本発明の範囲を限定しないことを記すことは適切である。アッセイは、
ＩＬ－１０産生を誘導するペディオコッカス・ペントサセウス細胞の能力を検査するため
に適しているものである。実施例１の詳細な条件は、本明細書において、目的のペディオ
コッカス・ペントサセウス細胞が第１の態様の基準に適合するかどうかを決定するための
好ましいアッセイを形成する。
【００６４】
　したがって、本明細書に記載の詳細なアッセイに基づいて当業者は、目的のペディオコ
ッカス・ペントサセウス細胞が第１の態様のＩＬ－１０産生における誘導に適合するかど
うかを客観的に決定するためにこのアッセイを常套的に反復できる。
【００６５】
　記載されたアッセイを使用する場合、第１の態様により正規化された増加として表され
るペディオコッカス・ペントサセウス細胞の存在下でＴＨＰ－１細胞によって産生される
ＩＬ－１０のレベルは、コントロールより高い。本明細書において及び第１の態様により
理解されるコントロールは、ペディオコッカス・ペントサセウス細胞の非存在下でＴＨＰ
－１細胞によって産生されるＩＬ－１０の正規化された増加である。特定の実施態様では
、ペディオコッカス・ペントサセウスの存在下でＴＨＰ－１細胞によって産生されるＩＬ
－１０のレベルは、コントロールのレベルの少なくとも２倍である。他の特定の実施態様
では、正規化された増加は、コントロールより少なくとも３倍、４倍、５倍又は６倍高い
。
【００６６】
　腸内細菌に対する拮抗能を測定するためのアッセイ
　本明細書の実施例２を行うことは、本発明の一実施態様を参照して、腸内細菌に拮抗す
るペディオコッカス・ペントサセウス細胞の性能を測定するために適したアッセイの詳細
な記載を提供する。実施例２に開示のアッセイの記載及び条件が本発明の範囲を限定しな
いことを記すことは適切である。アッセイは、腸内細菌に拮抗するペディオコッカス・ペ
ントサセウス細胞の能力を検査するために適しているものである。
【００６７】
　したがって、本明細書に記載の詳細なアッセイに基づいて当業者は、目的のペディオコ
ッカス・ペントサセウス細胞が上に詳述の細菌スペクトルと適合するかどうか；すなわち
クロストリジウム・ディフィシル、フェカリス菌、大腸菌、エンテロバクター・エロゲネ
ス、クレブシエラ・オキシトカ及びバクテロイデス・ブルガータスに拮抗するかどうかを
客観的に決定するためにこのアッセイを常套的に反復できる。
【００６８】
　組成物及び投与形態
　本発明の特定の実施態様では、上に定義の細菌性組成物は、栄養補助食品、医薬、調製
粉乳、食用製品及び食料品からなる群から選択される形態である。
【００６９】
　本発明の細菌性組成物は、本発明の組成物を形成する細菌細胞の生存率に負に影響しな
い任意の適切な形態に調製されてよい。組成物の特定の目的を考慮した賦形剤及び最も適
切な製剤化方法の選択は、製薬及び食品技術の当業者の範囲内である。
【００７０】
　本発明による細菌性組成物は、細菌細胞がただ１つの活性剤である形態、又は他の活性
剤（一若しくは複数）と混合された形態及び／又は、薬学的に許容される賦形剤若しくは
適当な添加剤若しくは食料品の場合は成分と混合された形態に製剤化することができる。
本発明の特定の実施態様では、組成物は、さらなる活性剤（一又は複数）を追加的に含有
する。好ましくは追加的活性剤（一又は複数）は、本発明の組成物を形成する細菌細胞に
アンタゴニスト的ではない他のプロバイオティクス細菌である。製剤に応じて細菌細胞は
、精製された細菌として、細菌培養物として、細菌培養物の一部として、後処置された細
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菌培養物として単独又は適切な担体若しくは成分と合わせて加えられてよい。プレバイオ
ティックも加えられてよい。
【００７１】
　細菌性組成物は、医薬製品の形態であってよい。用語「医薬製品」は、活性成分－この
場合、薬学的に許容される賦形剤を合わせた細菌細胞を含む任意の組成物を含んで、本記
載において広い意味で理解される。用語「医薬製品」は、医薬を指すことに限定されない
。本明細書で使用される用語「薬学的に許容される」は、健全な医学的判断の範囲内で、
過剰な毒性、刺激作用（ｉｒｒｉｔａｔｉｏｎ）、アレルギー応答又は他の問題若しくは
合併症を伴わずに、合理的な利益／危険性比に見合って、対象（例えばヒト）の組織と接
触させる使用のために適している化合物、材料、組成物、及び／又は投与形態に関する。
各担体、賦形剤などは、製剤の他の成分と適合する意味でも「許容可能」でなければなら
ない。適する担体、賦形剤などは、標準的な調剤テキストに見出すことができる。
【００７２】
　医薬製品は、製品承認経路に依存して及び国にも依存してさまざまな形態又は名称を採
用できる。例えば、医薬は特定の医薬製品である。医療食品は、本記載において別の特定
の医薬製品とみなされる。用語「医療食品」又は「特別な医学的目的のための食品」は、
いくつかの国において、通常の食事だけでは対応できない特有の栄養的必要性を有する、
疾患の食事管理を目的として特別に製剤化された食品を指して使用される。それらは、米
国の食品医薬品局の１９８８　Ｏｒｐｈａｎ　Ｄｒｕｇ　Ａｃｔ　Ａｍｅｎｄｍｅｎｔｓ
、及び欧州のＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎ　Ｄｉｒｅｃｔｉｖｅ　１９９９／２１／ＥＣなどの
規制において定義されている。医療食品は、栄養補助食品の幅広い分類及び栄養機能表示
を有するこれまでの食品とは異なる。したがって、特定の実施態様では、本発明の組成物
は、医療食品である。
【００７３】
　多くの場合、本明細書において開示のものなどのプロバイオティクス細菌性組成物は、
栄養補助食品とみなされる。食事サプリメント又は栄養サプリメントとしても周知である
栄養補助食品は、別の具体的な医薬製品とみなされる。これは、食事を補う目的の調製物
であり、通常の食事において摂取されない、又は十分な量で吸収されない場合がある栄養
又は有益な成分を提供する。大部分の栄養補助食品は、食料品とみなされるが、時には薬
物、天然健康製品又は栄養補給食品（ｎｕｔｒａｃｅｕｔｉｃａｌ　ｐｒｏｄｕｃｔ）と
して定義される。本発明の意味において栄養補助食品は、栄養補給食品も含む。栄養補助
食品は、通常「店頭で」、すなわち処方箋なしで販売される。栄養補助食品が丸剤又はカ
プセル剤の形態を採用する場合、医薬における使用と同様に賦形剤を含む。しかし栄養補
助食品は、いくつかの栄養を強化した食料品の形態を採用することもできる（例えば、調
製粉乳）。
【００７４】
　したがって、特定の実施態様では、本発明の組成物は、栄養補助食品、より特定すると
乳児栄養補助食品である。
【００７５】
　本発明による組成物は、錠剤、丸剤、カプセル剤、トローチ剤、顆粒剤、散剤、懸濁剤
、サシェ剤、シロップ剤の形態又は通常、単位用量の形態で、そのまま又は適切な食用の
液体若しくは固体と混合され、凍結乾燥されて投与することができる。それは、投与前に
混合される別々の液体容器と一緒に提供される凍結乾燥組成物の単回用量（ｍｏｎｏｄｏ
ｓｅ）の形態であってもよい。
【００７６】
　非常に幼い乳児において、投与はわずかな投与形態に限定される。したがって、好まし
い実施態様では、本発明の細菌性組成物は、単独又は液体との組合せで投与される油性懸
濁物の形態である。油性懸濁物は、オリーブ油、コーン油、ダイズ油、アマニ油、ヒマワ
リ油又はコメ油などの少なくとも１つの食用油を含む。油は、少なくとも７０％重量／重
量の量で存在する。特定の実施態様では、油性懸濁物は、乳化剤、安定剤又は抗固化剤で
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あり、０．１－１５％ｗ／ｗの量である少なくとも１つの賦形剤も含む。適切な薬剤は、
シリコンジオキシド、シリカゲル、コロイドシリカ、沈降シリカ、タルク、ケイ酸マグネ
シウム、レシチン、ペクチン、デンプン、修飾されたデンプン、コンニャクガム、キサン
タンガム、ジェランガム、カラゲナン、アルギン酸ナトリウム、グリセロールモノステレ
ート又はグリセロールモノオレートなどの脂肪酸のモノ又はジグリセリド及びモノ又はジ
グリセリドのクエン酸エステルである。
【００７７】
　油性懸濁物は、当業者に周知の技術により既知の機械を使用して調製される。所与の量
の油が撹拌しながら及び加熱手段を伴って容器に導入される。続いて少なくとも１つの賦
形剤が撹拌しながら加えられ、必要に応じて完全な均質化まで塊の形成及び凝集を回避す
るために２０から５０℃を含む温度へのわずかな加熱を伴う。懸濁物を室温まで冷却し、
固体形態の細菌細胞を懸濁物の完全な均質化まで撹拌しながら徐々に加えた。
【００７８】
　具体的には本発明の細菌性組成物は、油性懸濁物の形態での乳児栄養補助食品の形態で
ある。特定の実施態様では、油性懸濁物は、ヒマワリ油及びコロイド状シリカを、好まし
くは１重量％で、並びに細菌細胞を含む。
【００７９】
　別の実施態様では、油性懸濁物は、ヒマワリ油及び、レシチン、脂肪酸のモノ又はジグ
リセリド、カラゲナンとアルギン酸ナトリウムから選択される薬剤並びに細菌細胞を含む
。
【００８０】
　本発明の細菌性組成物は、乳児の場合の乳製品など、種々の食料品又は食用製品に含め
ることもできる。用語「食用製品」は、動物によって摂取され得る任意の種類の製品、任
意の体裁の形態；すなわち官能的に許容される製品を含んで、その最も広い意味で本明細
書において使用される。用語「食料品」は、身体のための栄養補給も提供する食用製品と
して理解される。特に興味深い食料品は、栄養補助食品及び調製粉乳である。食料品は、
好ましくはオートミール粥、乳酸発酵食品、難消化性デンプン、食物繊維、糖（炭水化物
）、タンパク質及びグリコシル化タンパク質などの担体材料を含む。特定の実施態様では
、本発明の細菌細胞は、調製粉乳を構成するために穀類又は粉乳などの他の成分と共に均
質化される。
【００８１】
　したがって、本発明の細菌性組成物が組成物の形態に関わらず；すなわち医薬製品、医
薬、食料品、食用製品、栄養補助食品又は医療食品であるかに関わらず乳児における過剰
な泣きの管理において有用であることは理解されている。
【００８２】
　細菌細胞増殖、変異体及び用量
　細菌は、適切な培地中で、適切な条件下でそれらを培養することによって増殖される。
本発明の細菌細胞は、純粋培養物を形成するように単独で、又は他の微生物と共に混合培
養として、又は異なる種類の細菌を別々に培養し、次いで望ましい割合でそれらの組み合
わせることによって培養されてよい。培養後、細胞懸濁物を回収し、そのまま又は望まし
いやり方、例えば医薬の調製物又は食料品においてさらに用いられるように濃縮する、脱
水する、スプレー若しくは凍結乾燥で処置して使用される。時にはプロバイオティクス調
製物は、有効期間を改善するために固定化又はカプセル封入工程に供される。細菌の固定
化又はカプセル封入のためのいくつかの技術は、当該技術分野で既知である。
【００８３】
　本発明の別の態様は、本明細書に記載の新規株又は「その変異体」に関する。出発物質
として寄託株を使用することによって当業者が、従来の突然変異誘発又は再単離技術によ
って、本明細書に記載の関連する特性及び本発明の組成物を形成する株の有利点を少なく
とも保持しているさらなる変異体又はその誘導体を常套的に得ることができることは明ら
かである。したがって、用語「その変異体」は、出発物質として寄託株を使用することに
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よって得られた変異体株に関する。一実施態様では、変異体は、組換えＤＮＡ技術を使用
することによって得られる。本発明の第１の態様の別の実施態様では、変異体は、ランダ
ム突然変異誘発によって得た。本発明の第１の態様の特定の実施態様では、変異体は天然
に存在する変異体である。これは、本明細書に記載の寄託株の１つを出発株として使用す
ること、寄託株の変異体を作ること及び新規株を単離することを含む株を得るための方法
として、代替的に構築されてよく、ここで変異体は寄託株の必須の特性を保持している。
【００８４】
　細菌細胞の有効量は、当業者によって決定され、達成使用とする特定の目標、治療され
る患者の年齢及び健康状態、基礎疾患の重症度及び最終製剤に応じて変化する。経口で投
与される場合本発明の株は、現在の法律により１０７から１０１２ｃｆｕ、好ましくは１
０９から１０１１ｃｆｕの有効日用量を与える量で組成物中に存在する。表現「コロニー
形成単位」（「ｃｆｕ」）は、寒天板上の微生物数によって明らかになる細菌細胞の数と
して定義される。本発明の組成物の形態で使用される場合、異なる株は、好ましくは濃度
比１：１である。
【００８５】
　本発明の株の一般的使用は、生細胞の形態においてである。しかし、殺菌培養物若しく
は細胞溶解物（例えば、変更したｐＨ、超音波、照射、温度若しくは圧力への曝露、細菌
を殺菌若しくは溶菌する他の手段などによって得られる）などの非生細胞又は、本発明の
株によって産生される有益な因子を含有する組成物にも拡張されてよい。
【００８６】
　記載及び特許請求の範囲全体を通じて語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」及びその変化形
は、他の技術的特性、添加剤、成分又は工程を排除することを目的としない。本発明の追
加的目的、有利点及び特性は、記載の検討により当業者に明らかになる又は本発明の実施
によって習得され得る。さらに本発明は、本明細書に記載の特定の及び好ましい実施態様
のすべての可能性がある組合せを網羅する。次の実施例及び図は、例示の目的のために、
本発明に限定されることを意図することなく本明細書に提供される。
【図面の簡単な説明】
【００８７】
【図１】左から右へ：ラクトバチルス・ラムノサスＧＧ（ＬＧＧ）、ペディオコッカス・
ペントサセウスＣＥＣＴ　８３３０（８３３０）、コントロールとしてのペディオコカス
・アシディラクティシの２つの株（１、２）及び分子マーカー（Ｍ）、のＳｍａ－Ｉ（左
）及びＮｏｔ－Ｉ（右）制限ゲノムＤＮＡのパルスフィールドゲル電気泳動パターンを示
す図である。
【図２】左から右へ：ビフィドバクテリウム・ロンガムＣＥＣＴ　７８９４（７８９４）
、ビフィドバクテリウム・ロンガムＣＥＣＴ　４５５１（４５５１）及び分子マーカー（
Ｍ）、のＸｂａ－Ｉ（左）及びＳｐｅ－Ｉ（右）制限ゲノムＤＮＡのパルスフィールドゲ
ル電気泳動パターンを示す図である。
【図３】平均の毎日の泣き時間及び各エピソードの持続時間における低減を示すグラフで
ある。Ａ）平均の毎日の泣き時間における低減（１日あたりの泣きの合計分数）。Ｂ）各
エピソードの平均持続時間における低減（エピソードあたりの分数）。結果は、プラセボ
群でｎ＝９及びプロバイオティクス処方群でｎ＝１１についての平均±平均の標準誤差（
ＳＥＭ）として表す。ＰＬＡは、プラセボ群に対応する。ＰＲＯは、プロバイオティクス
群に対応する。
【発明を実施するための形態】
【００８８】
　ラクトバチルス・ロイテリの株ＡＴＣＣ　５５７３０をいくつかの実験においてコント
ロールとして使用する。
【実施例】
【００８９】
実施例１．腸粘膜モデルにおけるＩＬ－１０産生を誘導する能力のインビトロ評価
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　消化管免疫系（しばしば腸管関連リンパ組織とも称される、ＧＡＬＴ）とのその相互作
用から生じる細菌株の免疫調節性能を研究した。より具体的には、細菌株が腸管炎症を低
減する抗炎症ＩＬ－１０の産生を誘導する能力を有するかどうかを検査することを試みた
。これの分子的基盤は、プロバイオティクス細胞表面受容体と、パイエル板に存在する樹
状細胞に見出すことができるＴＬＲ－２及びＴＬＲ－４（トール様受容体）との相互作用
である。
【００９０】
　ＴＨＰ－１細胞株
　選択されたモデルは、ＴＬＲ－２及びＴＬＲ－４を発現する細胞株ＴＨＰ－１であった
。このモデルはリポ多糖類－ＬＰＳ－（炎症応答の誘導因子として）などの細菌成分に感
受性であり、抗炎症性サイトカインパターンの産生の誘導のために適切な分子が培地中に
ある場合サイトカイン産生を調節することは容易である。
【００９１】
　当技術分野による用語「ＴＨＰ－１細胞株」は、急性単球性白血病患者に由来するヒト
単球細胞株に関する。これは、タンパク質－タンパク質相互作用及び免疫組織化学の免疫
細胞化学的分析で白血病細胞株を検査するために使用される。
【００９２】
　ＴＨＰ－１細胞株は、Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｅｎｇｌａｎｄの細胞収集物（カ
タログ番号８８０８１２０１）から得た。本出願の出願時に供給者Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａ
ｌｔｈ　Ｅｎｇｌａｎｄ（ｗｗｗ．ｈｐａｃｕｌｔｕｒｅｓ．ｏｒｇ．ｕｋ）からの８８
０８１２０１についての製品カタログは、ＴＨＰ－１細胞に関して：「ヒト単球白血病、
急性単球性白血病を有する１歳男児の末梢血に由来する」と記載している。
【００９３】
　培地及びＬＰＳ
　ＴＨＰ－１単球をロズウェルパーク記念研究所（ＲＰＭＩ）１６４０培地＋１０％ウシ
胎児血清（ＦＢＳ）で増殖させた。ＲＰＭＩは、標準的な市販の培地（ＲＰＭＩ　１６４
０、照会６１８７０－０１０　Ｇｉｂｃｏから）であった。ＦＢＳもＧｉｂｃｏからであ
った。
【００９４】
　増殖培地にホルボール１２－ミリステート１３－アセテート（ＰＭＡ、照会Ｐ８１３９
　ＳＩＧＭＡから）５ｍｇを最終濃度０．１６μＭとなるように加え、およそ７２時間イ
ンキュベートすることによって、ＴＨＰ－１単球をマクロファージに分化させた。
【００９５】
　細菌株をＭＲＳ培地で増殖させた。それは、標準的な市販のＭａｎ、Ｒｏｇｏｓａ　ａ
ｎｄ　Ｓｈａｒｐｅ培地（ＭＲＳ、Ｂｒｏｔｈ　Ｏｘｏｉｄ　ｒｅｆ．ＣＭ０３５９）で
あった。
【００９６】
　ＴＨＰ－１マクロファージを炎症応答を誘導するためにＬＰＳで刺激した。リポグリカ
ンとしても知られるリポ多糖類（ＬＰＳ）は、共有結合で繋がれた脂質及び多糖類からな
る大きな分子であり、それらはグラム陰性細菌の外膜において見出され、動物において内
毒素として作用し、強い免疫応答を励起する。本研究において使用されるＬＰＳは、標準
的な市販のリポ多糖類（照会Ｌ４３９１、Ｓｉｇｍａ）である。
【００９７】
　増殖、インキュベーション及びＩＬ－１０測定
　ＴＨＰ－１マクロファージを２４ウエルＥＬＩＳＡプレート中のＲＰＭＩ　１６４０＋
１０％ＦＢＳ培地で最終濃度マクロファージ１０６個／ウエルまで増殖させた。最終細胞
濃度は、トリパンブルー色素及びノイバウアー（Ｎｅｕｂａｕｅｒ）計数チャンバーを使
用して算出した。
【００９８】
　ＴＨＰ－１マクロファージをＬＰＳ（最終濃度１０ｎｇ／ｍｌ）と２．５時間共インキ
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ュベートした。次いで細胞をダルベッコリン酸緩衝生理食塩水培地（Ｄ－ＰＢＳ、照会１
４１９０－０９４　Ｇｉｂｃｏから）で洗浄した。ＲＰＭＩ　１６４０＋１０％ＦＢＳ培
地５００μｌを各ＥＬＩＳＡウエルに加えた。
【００９９】
　細菌株は、予めＭＲＳ培地で３７℃、５％ＣＯ２雰囲気において一晩増殖させた。最終
比２５：１（細菌２．５×１０７ｃｆｕ：ＴＨＰ－１マクロファージ１０６）を得るため
に適切に希釈した細菌株を各ウエルに加えた。濃度は、ノイバウアー計数チャンバーを使
用して算出した。
【０１００】
　次いでＴＨＰ－１マクロファージを２．５時間、３７℃で細菌株と共に又は伴わず（陰
性コントロール）にインキュベートした。続いてマクロファージを細菌株を除去するため
にＤ－ＰＢＳ培地で２回洗浄した。次いでゲンタマイシン（５０μｇ／ｍｌ）、アンピシ
リン（１０μｇ／ｍｌ）及びクロラムフェノコール（１２μｇ／ｍｌ）を補充したＲＰＭ
　Ｉ１６４０＋１０％ＦＢＳ培地を加え、３７℃、５－７％ＣＯ２でインキュベートし、
アリコートを５及び２４時間で採取した。
【０１０１】
　アリコートを遠心分離し、上清をフローサイトメトリーによって市販のキットＨｕｍａ
ｎ　ＩＬ－１０　Ｆｌｅｘ　Ｓｅｔ（Ｂｅａｄ　Ｂ７照会番号５５８２７４、ＢＤ　Ｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｉｅｓから）を製造者の説明書に従って使用してＩＬ－１０についてアッ
セイした。
【０１０２】
　算出
　結果の解釈について、絶対値は使用しなかった。最も情報価値のある値は、５及び２４
時間で値を取った、正規化された増加として表されるサイトカインの放出、この場合ＩＬ
－１０濃度である。これは、消化管で何が起きているかを反映し、実験間の横断的比較を
可能にする標準値を提供する。正規化された増加を式に従って算出する、式中ＩＬ１０５

ｈ及びＩＬ１０２４ｈは、それぞれ５又は２４時間でのＩＬ－１０のｐｇ／ｍｌでの濃度
である：
（ＩＬ１０２４ｈ－ＩＬ１０５ｈ）／ＩＬ１０５ｈ

【０１０３】
　結果
　値が高いほどＩＬ－１０の誘導は高い。表１に示すとおり、ＬＰＳ－誘導ＴＨＰ－１マ
クロファージは、細菌株の存在下でＩＬ－１０の産生を誘導し、ＩＬ－１０誘導は株ＣＥ
ＣＴ　８３３０の存在下で特に高い。ＣＥＣＴ　８３３０によって生じる誘導は、Ｌ．ロ
イテリによって生じるものよりもわずかに高い。

【０１０４】
実施例２．腸内細菌に対する拮抗能
　目的は、過剰な泣きを有する乳児において一般的に豊富な望ましくない種のメンバーに
拮抗する細菌株の能力を評価することであった。
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【０１０５】
　これらの性能を検出及び評価するために使用したプロトコールは、Ｃａｍｐｂｅｌｌプ
ロトコールとして既知である。この技術は、プロバイオティクス株を均一に播種したコン
フルエントな寒天板の円柱切片と共にペトリ皿で拮抗される細菌をインキュベートするこ
とを含む。円柱切片周辺の増殖阻害のハローを測定する。
【０１０６】
　培地
　病原体株をオキソイド培地において増殖させた。それは、標準的な市販で入手可能なオ
キソイド培地（オキソイドＣＭ０３５９）であった。
【０１０７】
　インキュベーション及び測定値
　オキソイド培地を含有するプレートに病原体株を均一に塗布し、各病原体の増殖のため
に適切な温度及び％ＣＯ２でＣＯ２インキュベーターにおいてコンフルエンスまで増殖さ
せた。次いで、検査したプロバイオティクス株を均一に播種したコンフルエントな寒天板
の６ｍｍ直径の円柱切片２個を病原体を播種したプレートに接触させて配置して、病原体
を播種したプレートを一方の円柱切片の増殖側及び他方の円柱切片の非増殖側に向け、一
晩３７℃でインキュベートした。
【０１０８】
　算出
　翌日、阻害領域を寒天板を平たい定規上に置くことによって測定した。次いで、増殖阻
害活性（ＧＩ）を式ＧＩ＝（ＩＺＤ－ＣＤ）／２に従って、センチメートルで測定した阻
害領域直径（ＩＺＤ）から円柱直径（ＣＤ）を減算し、この差を２で割ることによって算
出した。本発明の株の阻害性能を市販の株Ｌ．ロイテリのものと比較した。最終的な阻害
活性を各株についての２個の上に述べた円柱切片に関するＧＩ値の平均として算出した。
【０１０９】
　結果

【０１１０】
　株は、研究した病原菌のすべてのスペクトラムに対して阻害活性を示した。したがって
、株は、グラム陽性だけでなくグラム陰性細菌も効率的に阻害した。これは、大腸菌及び
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Ｂ．ブルガータスの増殖を非効率的に阻害したＬ．ロイテリの場合はそうではなかった。
大腸菌などの細菌の異常な量が過剰な泣きを呈する乳児において一般的に存在することか
らこれは、重要である（De Weerth, C. 等2013 上記; Lehtonen, L. 等“Intestinal Mic
roflora in colicky and noncolicky infants: Bacterial Cultures and Gas-Liquid Chr
omatography”, Journal of pediatric Gastroenterology and Nutrition 1994, vol. 19
, p 310-314）。一般に、Ｌ．ロイテリと比較してＣＥＣＴ　８３３０及び特にＣＥＣＴ
　７８９４が、ほとんどすべての病原体細菌の増殖をさらに効率的に阻害することは注目
に値する。さらに、本発明の両方の株が過剰な泣きを呈する乳児の腸においても豊富であ
るクラブシエラ及びクロストリジウムに対する保護を提供することにも関連する（De Wee
rth, C. 等2013 上記; Lehtonen, L. 等1994 上記）。
【０１１１】
実施例３．ガスの不産生
　ヘテロ型発酵細菌は、次の代謝経路：
１グルコース→１乳酸＋１エタノール／酢酸＋２ＡＴＰ＋１ＣＯ２

グルコース発酵によってＣＯ２及びエタノール並びに、乳酸を産生する。
【０１１２】
　株によるＣＯ２の産生を決定した。式に示すとおりＣＯ２の産生は、エタノールの産生
にも情報価値がある。ＣＯ２の産生は、ガスが産生された場合に蓄積される、より小さな
倒立したチューブを内部に含有しているヘテロ発酵ブロスでのプロバイオティクス株のイ
ンキュベーションに基づくＤｕｒｈａｍ　Ｔｕｂｅｓ技術を使用して決定した（Pilone, 
G.J., 等, "Characterization of wine lactic acid bacteria: single broth culture f
or tests of heterofermentation、mannitol from fructose、and ammonia from arginin
e " Am J Enol Vitic 1991, vol. 42, p 153-157）。
【０１１３】
　株ＣＥＣＴ　８３３０及びＣＥＣＴ　７８９４はガスを産生しなかった。コントロール
として使用されたＬ．ロイテリは、ガスを産生した。
【０１１４】
実施例４．毒性アッセイ
　ビフィドバクテリウム属及び乳酸桿菌属由来の細菌とは対照的に、ペディオコッカス・
ペントサセウスは、ヒトの消費のためのプロバイオティクスとしては一般的には使用され
ない。したがって、本発明のプロバイオティクス株ＣＥＣＴ　８３３０は、ＱＰＳ状態を
有する種に属するが、追加的毒性アッセイが安全についてのいかなる懸念も回避するため
に実行された。
【０１１５】
　乳幼児の未成熟な消化管による高い感受性／感度を考えて、乳児における株の完全な安
全性を確実にするために、Ｗｉｓｔａｒ　Ｈａｎ　ＩＧＳ　Ｃｒｌ：ＷＩ新生ラット（実
験開始時の体重範囲１８－２３ｇを有する誕生１０日後）を使用する急性毒性のさらに適
切なモデルを開発することを決めた。
【０１１６】
　妊娠中のメスを妊娠１９日目に受け取った。誕生後、同腹仔はオス４匹及びメス４匹に
調整し、母系的影響を回避し、等しいサイズの同腹仔を達成するためにすべての母親の仔
を混合した。授乳中の各メスをオス４匹及びメス４匹と共に置いた。授乳中のメスにはＳ
ＡＦＥ　Ａ０３食餌及び水を自由摂取させた。
【０１１７】
　実験手順は４群を含んだ：ビヒクル－トランスロケーション、ビヒクル－臨床徴候、Ｃ
ＥＣＴ８３３０－トランスロケーション、及びＣＥＣＴ８３３０－臨床徴候。
【０１１８】
　各群は、授乳中のメス及びオス４匹及びメス４匹の同腹仔を含むケージを含んだ。ＣＥ
ＣＴ　８３３０製品を最終濃度０．５×１０１０ｃｆｕ／ｍｌ製剤で毎日調製した。ビヒ
クル群は、プロバイオティクスの代わりに水を受けた。すべての新生ラットにビヒクル又
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はＣＥＣＴ　８３３０治療を、５ｍｌ／ｋｇ（ＣＥＣＴ　８３３０の場合２．５×１０１

０ｃｆｕ／ｋｇ）の固定容量で経口胃カニューレを含む経口経管栄養によって５日間（研
究０日目から４日目まで）投与した。ヒトにおける投与の目的の経路であることから経口
経路を研究のために選んだ。
【０１１９】
　実験中の観察は：罹患率／死亡率；体重；臨床徴候（水分補給（ｈｙｄｒａｔｉｏｎ）
及び身体状態を含む子の様子；刺激に対する応答；自然な活動－仰臥位にしたときに体を
くねらせる能力－皮膚の色）であった。
【０１２０】
　動物を２つの異なる期間後に安楽死させた：
－　「トランスロケーション」の群は実験４日目に安楽死させた（５日間治療の最終日）
。
－　「臨床徴候」の群は実験１１日目に安楽死させた（最終経口投薬の１週間後）
【０１２１】
　仔を頭切除術によって安楽死させ、無処置の動物及びその組織表面すべての検討を含み
胸部及び腹部の腔の内部検討が続く剖検を実施した。「トランスロケーション」群に属す
る動物では、安楽死の直後に動物の肝臓を回収し、バクテリアルトランスロケーション分
析まで２－４℃に維持した。各肝臓試料およそ５ｍｇを０．０１％ゼラチンＰＢＳ　１ｍ
ｌ中で均質化した。この均質物から１００μｌをＭｃＣｏｎｋｅｙプレート又はＭＲＳプ
レートにプレーティングした。コロニーを３７℃、４８時間のインキュベーション後に計
数した。
【０１２２】
　非自然死亡率又は毒性関連臨床徴候を研究中に観察した。コントロール（ビヒクル）と
ＣＥＣＴ　８３３０との間で体重に差異は検出されず、すべての動物の行動は正常であっ
た。さらに、コントロールとＣＥＣＴ　８３３０群との間で、乳酸菌又は腸内細菌の肝臓
中へのトランスロケーションを示していた動物の数に差異は観察されなかった。
【０１２３】
実施例５．株の単離
　新鮮便を０－９歳児から回収し、ＰＢＳバッファー（ｐＨ７．４）に溶かし、アリコー
トを取り、種々の抗生物質組合せを補充したＭＲＳにプレーティングした。株を微好気性
条件（５％ＣＯ２）下、３７又は３０℃で培養した。インキュベーション時間は、増殖率
に依存したが、２４時間から３日間通常どおり行った。グラム染色を最初の同定を得るた
めに実行した。一度増殖されたら単離した株は１５％スキムミルク粉を含む０．１×ＰＢ
Ｓ中で凍結乾燥によって保存した。株は、１０μｇ／ｍｌバンコマイシンを補充したＭＲ
Ｓアガーで増殖させた。顕微鏡検査は、ビフィドバクテリウム・ロンガムＣＥＣＴ　７８
９４がグラム陽性桿菌であり、ペディオコッカス・ペントサセウスＣＥＣＴ　８３３０が
グラム陽性球菌であることを明らかにした。
【０１２４】
　以前記載されたとおり属及び種の同定を、１６Ｓ　ｒＲＮＡ遺伝子の増幅によって行っ
た（Bosch, M. 等, Probiotic properties of Lactobacillus plantarum CECT 7315 and 
CECT 7316 isolated from faeces of healthy children. Lett App. Microbiol, 2012 vo
l. 54, p 240-6）。配列番号１はペディオコッカス・ペントサセウスＣＥＣＴ　８３３０
の１６Ｓ　ｒＲＮＡ配列に対応し、配列番号２はビフィドバクテリウム・ロンガムＣＥＣ
Ｔ　７８９４の１６Ｓ　ｒＲＮＡ配列に対応する。
【０１２５】
　株遺伝子型判定をゲノム消化及びパルスフィールドゲル電気泳動（ＰＦＧＥ）によって
実施した。
【０１２６】
　ペディオコッカス・ペントサセウスＣＥＣＴ　８３３０をわずかな修正を伴って以前記
載されているプロトコールに供した（Rodas, A.M.,等, Polyphasic study of wine Lacto
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bacillus strains: taxonomic implications. Int J Syst Evol Microbiol, 2005. 55(1)
: p 197-207）。コントロールとして使用できる入手可能なペディオコッカス・ペントサ
セウスの市販の株がないことから、ペディオコカス・アシディラクティシ２つの市販の株
をこのアッセイに含めた（図１における１及び２）。株をＭＲＳ寒天板で増殖させ、３７
℃、５％ＣＯ２で１８時間インキュベートした。細胞を回収し、ＰＥＴ（１０ｍＭ　Ｔｒ
ｉｓ　ｐＨ７．６、１Ｍ　ＮａＣｌ）８ｍｌで３回洗浄し、次いで６０００ｒｐｍで１０
分間遠心分離した。沈殿物を７００ｍｌ溶解バッファー（６ｍＭ　Ｔｒｉｓ、１Ｍ　Ｎａ
Ｃｌ、０．１Ｍ　ＥＤＴＡ、０．５％　ＳＬＳ、０．２％デオキシコール酸；１ｍｇ／ｍ
ｌリゾチーム；４０Ｕ／ｍｌムタノリシン（ｍｕｔａｎｏｌｙｓｉｎ）；２０ｍｇ／ｍｌ
　ＲＮａｓｅ）に再懸濁した。等容量の１．６％低融点アガロース（ＦＭＣ　ＢｉｏＰｒ
ｏｄｕｃｔｓ、Ｒｏｃｋｌａｎｄ、ＭＥ、ＵＳＡ）を再懸濁した細胞に加え、４℃、１時
間凝固させた。挿入物を２ｍｌ溶解バッファーＩＩ（０．５Ｍ　ＥＤＴＡ　ｐＨ９．２、
１％　Ｎ－ラウリルサルコシン及び１ｍｇ／ｍｌプロナーゼ）に移し、５０℃、４８時間
インキュベートした。次いで挿入物を室温でＴＥバッファー（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、１ｍ
Ｍ　ＥＤＴＡ　ｐＨ８．０）で洗浄した。総ＤＮＡ消化をＳｍａ－Ｉ及びＮｏｔ－１制限
酵素（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）で別々に実施した。パルスフィールドゲル
電気泳動をＣＨＥＦ　ＤＲＩＩＩ装置（ＢｉｏＲａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を使
用して実行した。挿入物を１％アガロースゲル（ＳｅａＫｅｍ　ＭＥ　ａｇａｒｏｓｅ、
ＦＭＣ　ＢｉｏＰｒｏｄｕｃｔｓ、ＭＥ、ＵＳＡ）にロードした。表３は、各酵素につい
ての電気泳動条件を記載している。ＤＮＡ分子量マーカーは、ラムダラダーＰＦＧマーカ
ー及びＬｏｗ　Ｒａｎｇｅ　ＰＦＧ　Ｍａｋｅｒ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａ
ｂｓ）であった。電気泳動後、ゲルをＧｅｌＤｏｃ系（ＢｉｏＲａｄ）を使用してエチジ
ウム臭化物及びＵＶで染色した。

【０１２７】
　ビフィドバクテリウム・ロンガムＣＥＣＴ　７８９４を、Briczinski,E.P.等“Technic
al note:a rapid pulsed-field gel electrophoresis method for analysis of bifidoba
cteria”J.Dairy Sci.2006,vol.89,p 2424-2427に記載のとおりＸｂａ　Ｉ及びＳｐｅ　
Ｉを制限酵素として使用するＰＦＧＥによって特徴を明らかにした。得られたパターンを
Ｂ．ロンガムＣＥＣＴ４５５１のものと比較した。
【０１２８】
　結果を図１及び図２に示す。パルスフィールドゲル電気泳動Ｎｏｔ－Ｉ及びＳｍａ－Ｉ
制限パターンは、ペディオコッカス・ペントサセウスの株ＣＥＣＴ　８３３０及び、ペデ
ィオコカス・アシディラクティシ種に属する市販のコントロール株（１及び２）とは異な
っていた。ペディオコッカス・ペントサセウス株をコントロールとして含むことはそれが
市販でないことから不可能であった。ＰＦＧＥは、同じ種の株間の識別を可能にし、それ
により細菌種内で所与の細菌株を一意的に同定するために使用できる（Rodas, A.M.、等2
005上記）。
【０１２９】
実施例６．油性懸濁物の調製物
　ヒマワリ油４００ｍｌを撹拌手段を伴う容器に導入した。コロイドシリカ９．５ｇを完
全な均質化まで塊の形成及び凝集を回避するために撹拌しながら（１５０ｒｐｍ）ゆっく
り加えた。５×１０１２ｃｆｕｓを含有するペディオコッカス・ペントサセウスＣＥＣＴ
　８３３０　１３．３ｇを完全な分散までゆっくり撹拌（５０ｒｐｍ）しながら容器に加
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えた。次いで、５×１０１２ｃｆｕｓを含有するビフィドバクテリウム・ロンガムＣＥＣ
Ｔ　７８９４　４２．７５ｇを完全な分散までゆっくり撹拌（５０ｒｐｍ）しながら容器
に加えた。懸濁物をヒマワリ油で最終的に１０００ｍｌにし、最終懸濁物を均質に撹拌し
た。懸濁物を室温に保った。
【０１３０】
実施例７．臨床研究
　研究の設計
　試験的な臨床治験をＰ．ペントサセウスＣＥＣＴ　８３３０とＢ．ロンガムＣＥＣＴ　
７８９４とを組み合わせたプロバイオティクス処方の有効性及び安全性を評価するために
実施した。研究は、カタルーニャ（スペイン）から合計８ヵ所の参加施設を含む２つの並
行アームでの前向き二重盲検プラセボコントロール、無作為臨床治験として設計した。研
究プロトコールは、ヘルシンキ宣言に従ってＥｔｈｉｃａｌ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅｓ　ｆ
ｒｏｍ　ＩＤＩＡＰ　Ｊｏｒｄｉ　Ｇｏｌ（Ｂａｒｃｅｌｏｎａ、Ｓｐａｉｎ）によって
Ｆｕｎｄａｃｉｏ　Ｕｎｉｏ　Ｃａｔａｌａｎａ　ｄ’Ｈｏｓｐｉｔａｌｓ（Ｂａｒｃｅ
ｌｏｎａ、Ｓｐａｉｎ）から承認された。
【０１３１】
　次の対象基準のすべてに合致する男女の正期産児を採用した：２１から１２０日齢；最
少出生時体重２．５Ｋｇ；母乳栄養又は調製粉乳（加水分解又は開始処方）での栄養の何
れか；定義「普通の世帯機能に問題である（少なくとも１週間に、３日以上で３回以上の
エピソードが１日あたり少なくとも６０分間観察されたことを意味する）激烈、持続的及
び癒やしがたい泣きであり、予め腸重積などの器質的病因を排除したもの」による、過剰
な泣き及びぐずり。排除基準は：早期産児（３７週以前での出生）；慢性疾患；胃腸障害
（疝痛に関連しない）の病歴；免疫抑制された乳児；外科的治療の既往又は予定；登録前
１週間でのプロバイオティクス又は抗生物質の摂取；両親又は代理人が研究要件に適切に
従うことができない乳児であった。対象は、プロバイオティクス治療群又はプラセボ群の
何れかに無作為に割り当てられた。治療は、実施例６に記載の組成物からなる。プラセボ
は、プロバイオティクスを含まない同じ油性懸濁物からなる。組成物は、１４日間哺乳前
３０分に投与した（５滴／日）。研究中、両親は、治療の遵守（ａｄｈｅｓｉｏｎ）、泣
きの発生及び有害作用を記録する質問票を記入することを求められた。
【０１３２】
　データ分析をＩＢＭ（登録商標）ＳＰＳＳ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ　ｖ２０　ｆｏｒ　Ｗ
ｉｎｄｏｗｓで実施し、結果を平均及び標準誤差として表した。臨床治験中の毎日の泣き
時間における平均低減を、研究の最後の３日間（１２、１３及び１４日目）での１日あた
りの泣きの合計時間（分）の平均と、研究の最初の３日間（１、２及び３日目）での１日
あたりの合計時間（分）の平均との間の差異として算出した。各エピソードの持続時間に
おける平均低減を、研究の最後の３日間（１２、１３及び１４日目）での各エピソード持
続時間（分）の平均と、研究の最初の３日間（１、２及び３日目）での各エピソード持続
時間（分）の平均との間の差異として算出した。
【０１３３】
　結果
　臨床治験の開始時に、プラセボ群に属する乳児ｎ＝９及び、プロバイオティクス処方群
に属するｎ＝１１が泣き時間の提案された定義に合致し、それにより研究を継続できるこ
とを確認した。研究の開始時にこの集団の平均泣き時間は、６０から２４０分間の範囲で
あった。研究中プラセボ及びプロバイオティクス処方の両方は、良好な耐容性を示し、補
充に関連する有害作用は観察されなかった。さらに図３に示すとおり、泣き時間はプラセ
ボ及びプロバイオティクス群の両方において研究中に低減した。しかしプロバイオティク
ス消費は、平均泣き時間においてさらに高い低減を生じた。同様の傾向が各エピソードの
持続時間について観察された。
【０１３４】
　観察された臨床効果は、インビトロで観察されたプロバイオティクス特性を裏付けた。
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この研究は、プロバイオティクスが疝痛を治療するために使用された他の研究と比較して
ある程度の強さを示したので、これらの結果は、関連して興味深い。例えば、研究は、母
乳栄養及び人工栄養乳児の両方を含んでいた。現在のプロバイオティクス処方は人工栄養
サブ集団においていかなる改善も示すことができていないので、これは関連して興味深い
。さらに参加乳児を日常の診療によりさらに現実的に乳児疝痛の臨床定義に基づいて採用
し、治療期間（１４日間）は、多数の他の臨床治験（２１－２８日間）より短かった。
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