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(57)【要約】
　油、脂質、ワックス、またはそれらの混合物中に懸濁された細胞培養物（例えば乳酸菌
培養物）を含有する粒子を含み、対象細胞の改善された貯蔵安定性を付与する組成物を製
造するための新規方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　油、脂質、ワックス、またはそれらの混合物中で懸濁された細胞培養物を含む組成物を
製造するための方法であって、以下のステップ：
（ａ）：細胞を含有する多孔質粒子を含む細胞培養物と、油、脂質、ワックス、またはそ
れらの混合物を含む材料とを混合し；
（ｂ）：前記懸濁液上で真空を形成し；そして
（ｃ）：前記懸濁液上の真空を解除すること
を含む前記方法。
【請求項２】
　前記真空ステップ（ｂ）以前に気体によって占められていた、前記細胞を含有する多孔
質粒子内の相当量の空間が、油、脂質、ワックス、またはそれらの混合物で占められるこ
とによって特徴付けられる、油、脂質、ワックス、またはそれらの混合物中で懸濁された
細胞培養物を含む組成物を得るために、以下のステップ：
（ａ）：細胞を含有する多孔質粒子を含む細胞培養物を、油、脂質、ワックス、またはそ
れらの混合物を含む材料中に混合して懸濁液を得；
（ｂ）：前記多孔質粒子中に存在する、好適な量の気体を前記懸濁液から除去するために
、前記懸濁液上で真空を形成し；そして
（ｃ）前記懸濁液上の真空を解除して、前記粒子を覆う油、脂質、ワックス、またはこれ
らの混合物が、前記多孔質粒子へと入り込み、それにより真空ステップ（ｂ）以前に気体
で占められていた前記粒子中の空間の好適な量を占めること；
を含む、油、脂質、ワックス、またはそれらの混合物中で懸濁された細胞培養物を含む組
成物を製造するための請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記細胞が乳酸菌（ＬＡＢ）であり、好ましくは、前記乳酸菌がラクトバチルス・アシ
ドフィルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）であり、そして細
胞培養物を含む前記組成物が、１ｇの組成物あたり少なくとも１０6コロニー形成単位（
ＣＦＵ）の生細胞数を有する、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記ステップ（ａ）の、細胞を含有する多孔質粒子を含む細胞培養物が、粉末形態の凍
結乾燥培養物である、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記ステップ（ａ）の細胞培養物と混合されるべき材料が、油、好ましくは：ヘーゼル
ナッツ油、オリーブ油、サクラソウ油、カボチャ油、米糠油、大豆油、トウモロコシ油、
およびヒマワリ油からなる群から選択される植物油である、請求項１～４のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項６】
　視認できる塊が前記懸濁液中で検出されなくなるまで、前記ステップ（ａ）の混合物が
撹拌される、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記ステップ（ａ）の懸濁液が、５～４０％の前記細胞培養物、および６０～９５％の
前記関連材料を含み、そして２つの構成成分である細胞培養物と関連材料の合計が前記懸
濁液の少なくとも９５％に達する、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記懸濁液から抜ける気泡がほとんど存在しなくなるまで、前記ステップ（ｂ）の真空
処理が維持される、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　目的の粘度を有する組成物を得るために、前記真空解除ステップ（ｃ）の後に増粘剤が
前記組成物に添加される、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
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　前記ステップ（ｃ）の後に得られる細胞培養物を含む組成物が、好適なカプセル中に充
填される、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ステップ（ｃ）の後に得られる細胞培養物を含む組成物が、シリアルの表面上に噴
霧される、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　請求項１～１１のいずれか一項に記載の方法によって得られる組成物。
【請求項１３】
　ビフィドバクテリウム（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）株、および植物油を含む、
請求項１２に記載の組成物。
【請求項１４】
　ＢＢ－１２（登録商標）株、ならびに：ヘーゼルナッツ油、オリーブ油、サクラソウ油
、カボチャ油、米糠油、大豆油、トウモロコシ油、およびヒマワリ油からなる群から選択
される植物油を含む、請求項１２または１３に記載の組成物。
【請求項１５】
　以下のステップ：
（ａ）：（i）細胞、（ii）多孔質粒子、および（iii）油、脂質またはワックスを含む懸
濁液を提供し；
（ｂ）：前記懸濁液上で真空を形成し；そして
（ｃ）：前記懸濁液上の真空を解除すること
を含む方法によって得られる組成物。
【請求項１６】
　カプセル封入される、請求項１２～１５のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１７】
　請求項１２～１６のいずれか一項に記載の組成物を含む食品生産物。
【請求項１８】
　請求項１２～１７のいずれか一項に記載の組成物を含む食品添加物、または飼料添加物
。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明の技術分野
　本発明は、油、脂質、ワックス、またはそれらの混合物中において懸濁された細胞培養
物（例えば乳酸菌培養物）を含有する粒子を含み、対象細胞の改善された貯蔵安定性を付
与する組成物を製造するための新規方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　発明の背景
　細胞、例えば微生物は、多くの産業関連工程に関与する。例えば細菌培養物、特に一般
的に乳酸菌として分類される細菌の培養物は、全ての発酵乳製品、チーズ、およびバター
を製造する際において必須である。かかる細菌の培養物はスターター培養物と呼ばれ得、
そしてそれらは、多くの機能を果たすことによって種々の乳製品に特定の特性を付与する
。
【０００３】
　商用微生物組成物（例えば、ＬＡＢスターター培養物）の貯蔵安定性は商業上重要であ
り、そして当技術分野において、このことに対する多くの技術的解決方法が示されている
（例えば異なる凍結防止剤の添加）。
【０００４】
　本明細書の内容において、国際公開第２００４／０２８４６０号（プロバイオヘルス（
Ｐｒｏｂｉｏｈｅａｌｔｈ）ＬＬＣ）は関連性があると考えられる。それには、ＬＡＢプ
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ロバイオティクス細菌を含む油性エマルション／懸濁液について記載されている。当該懸
濁液は、単純にＬＡＢ組成物（例えば凍結乾燥粉末）と油とを混合して懸濁液を得ること
によって製造される（例えば実施例１を参照）。
【０００５】
　国際公開第２００４／０２８４６０号には、微生物を含む油性懸濁液を製造する「標準
的な」方法について記載されており、そしてそれは要するに、微生物と油との単純な混合
として説明され得る。本出願の出願日において、本発明者は、かかる油－微生物懸濁液を
製造するための、関連性のある他のより「洗練された」方法について記載されている先行
技術文献を認識していなかった。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　発明の概要
　本発明によって解決すべき課題は、油、脂質、またはワックス中に懸濁された細胞（例
えばＬＡＢ）を含む組成物を製造するための新規方法の提供に関する。本明細書の実施例
において説明されるように、本明細書において記載された当該新規方法によって製造され
た新規組成物は、対象細胞の改善された貯蔵安定性を付与する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明の手段は、例えば細胞－油懸濁液が真空下に置かれる方法に基づく。
【０００８】
　本明細書において記載された真空処理の関与によって起こると考えられることの説明が
、理論に限定されることなく以下において提供される。説明のために、本発明の方法の例
を示す本明細書の図１を参照する。ＬＡＢ細胞であるＬ．アシドフィルス（ａｃｉｄｏｐ
ｈｉｌｕｓ）の貯蔵安定性が、本明細書において記載された真空ステップを含む方法によ
って製造された組成物において著しく改善されたことを実証する、本明細書の実施例１を
同様に参照する。同様の著しい貯蔵安定性の改善がまた、異なるビフィドバクテリウム・
ラクティス（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌａｃｔｉｓ）属の細胞において実証さ
れた（本明細書中、実施例５を参照）。
【０００９】
　商用の微生物培養物は、粉末形態の凍結乾燥培養物であり得る。この粉末は、多くの個
々の粒子を含む。当該粉末の各々の粒子は、対象微生物および他の材料、ならびに先の発
酵工程に通常由来する化合物を含む多孔質構造である。
【００１０】
　図１のステップ（ａ）は、本明細書において記載された方法の例における第一のステッ
プが、（例えば単純に油と微生物粉末とを混合することによる）油－粉末懸濁液の製造で
あることを示す。上で説明されたように、粉末粒子は多孔質である。当該粒子内に気体の
微小ポケットが存在する。
【００１１】
　図１のステップ（ｂ）において、当該油－粉末懸濁液は真空下に置かれる。この効果は
、粒子中の少なくともかなりの部分の気体が除去されることである。本明細書の実施例に
おいて説明されるように、これは当該油－粉末懸濁液から抜けた気泡として観測され得る
。
【００１２】
　図１のステップ（ｃ）において、真空が解除される。当該懸濁液内において、個々の粒
子は油で覆われている。当該粒子は多くの「空の」ポケットを有し、そしてそれは真空に
する前において、気体で「占められて」いた。したがって、真空が解除されるとき、当該
油が速やかに侵入し、そしてこれらのポケットを満たすだろう。最終的な結果として、最
初に気体で満たされていた微小ポケットは速やかに油で満たされ、したがって各々の微生
物含有粒子が気体を著しく含まない懸濁液を得る。
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【００１３】
　本明細書の実施例において示されるように、本明細書に記載された新規懸濁液は、細胞
の改善された貯蔵安定性をもたらす。この有益な効果の背景にある理論は、真空ステップ
が、細胞粉末粒子中の微小ポケットから気体を除去するという事実に関係する。気体が油
のカプセル封入工程の間に除去されないならば、湿気、酸素、または油経由の場合と比較
して気体経由の場合においてより速やかに輸送される他の成分が、当該気体によって速や
かに輸送されるだろう。カプセル封入製品へのこれらの成分の速やかな輸送によって、特
に製品質量または体積と比較して製品表面積が大きい時に、安定性が減少するだろう。
【００１４】
　油は、本発明に記載された通りに使用されるために非常に好適な材料である。しかし、
湿気、酸素、または微生物の生存率に直接的もしくは間接的に損害を与え得る他の成分を
あまり輸送しない他の材料が同様に使用されてもよい。油のほかに、かかる好適な材料は
ワックスまたは脂質を含む。
【００１５】
　したがって本発明は、油、脂質、ワックス、またはそれらの混合物中で懸濁された細胞
培養物を含む組成物の製造方法であって、以下のステップ：
（ａ）：細胞を含有する多孔質粒子を含む細胞培養物と、油、脂質、ワックス、またはそ
れらの混合物を含む材料とを混合し；
（ｂ）：当該懸濁液上で真空を形成し；そして
（ｃ）：当該懸濁液上の真空を解除すること
を含む前記方法に関する。
【００１６】
　第一の態様において本発明は、真空ステップ（ｂ）以前に気体によって占められていた
、細胞を含有する多孔質粒子内の相当量の空間が、油、脂質、ワックス、またはそれらの
混合物で占められることによって特徴付けられる、油、脂質、ワックス、またはそれらの
混合物中で懸濁された細胞培養物を含む組成物を得るために、油、脂質、ワックス、また
はそれらの混合物中で懸濁された細胞培養物を含む組成物を製造するための方法であって
、以下のステップ：
（ａ）：細胞を含有する多孔質粒子を含む細胞培養物を、油、脂質、ワックス、またはそ
れらの混合物を含む材料中に混合して懸濁液を得；
（ｂ）：当該多孔質粒子中に存在する、好適な量の気体を当該懸濁液から除去するために
、当該懸濁液上で真空を形成し；そして
（ｃ）当該懸濁液上の真空を解除して、当該粒子を覆う油、脂質、ワックス、またはこれ
らの混合物が、当該多孔質粒子へと入り込み、それにより真空ステップ（ｂ）以前に気体
で占められていた当該粒子中の空間の好適な量を占めること；
を含む前記方法に関する。
【００１７】
　第一の態様の方法によって得られる組成物は、それ自体新規組成物である。同様のもの
、例えば先行技術の油－細菌組成物（例えば上で議論された国際公開第２００４／０２８
４６０号を参照）と比較して、本明細書において記載された新規組成物は、真空ステップ
（ｂ）以前に気体によって占められていた、細胞を含有する多孔質粒子内の相当量の空間
が、油、脂質、ワックスまたはそれらの混合物で占められるという意味において異なる。
先行技術に記載された方法が真空ステップを伴わないため、先行技術に記載された組成物
は、本発明の組成物と同一視し得ない。本明細書に記載された組成物と、類似の先行技術
の組成物に関して「構造的」相違が存在するという事実はまた、真空ステップを含まずに
製造される対照組成物と比較して、本発明の組成物が細胞の改善された貯蔵安定性を付与
するという事実によって暗に実証される。
【００１８】
　したがって、本発明の第二の態様は、油、脂質、ワックスまたはそれらの混合物中で懸
濁された細胞培養物を含み、本発明の前記第一の態様の、および本明細書において記載さ
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れたその実施形態の方法によって得られ、ならびに前記第一の態様の真空ステップ（ｂ）
以前に気体によって占められていた、細胞を含有する多孔質粒子内の相当量の空間が、油
、脂質、ワックスまたはそれらの混合物で占められることによって特徴付けられる組成物
に関する。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】図１は、本明細書において説明されたような、油中に懸濁された微生物を含む組
成物を製造するための方法を示す。当該方法は真空工程を含む。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　発明の詳細な説明
　第一の態様において、本発明は、油、脂質、ワックス、またはそれらの混合物中で懸濁
された細胞培養物を含む組成物を製造するための方法であって、以下のステップ：
（ａ）：細胞を含有する多孔質粒子を含む細胞培養物と、油、脂質、ワックス、またはそ
れらの混合物を含む材料とを混合し；
（ｂ）：当該懸濁液上で真空を形成し；そして
（ｃ）：当該懸濁液上の真空を解除すること
を含む前記方法に関する。
【００２１】
　本発明の方法の実施形態は：
－　細胞が乳酸菌であり、好ましくは、当該乳酸菌がラクトバチルス・アシドフィルス（
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）であり、そして細胞培養物を含
む組成物が、１ｇの組成物あたり少なくとも１０6コロニー形成単位（ＣＦＵ）の生細胞
数を有する方法；
－　ステップ（ａ）の、細胞を含有する多孔質粒子を含む細胞培養物が、粉末の形態の凍
結乾燥培養物である方法；
－　本発明の方法のステップ（ａ）の細胞培養物と混合されるべき材料が油、好ましくは
：ヘーゼルナッツ油、オリーブ油、サクラソウ油、カボチャ油、米糠油、大豆油、トウモ
ロコシ油、およびヒマワリ油からなる群から選択される植物油である方法；
－　視認できる塊が懸濁液中で検出されなくなるまで、ステップ（ａ）の混合物が撹拌さ
れる方法；
－　ステップ（ａ）の懸濁液が、５～４０％の細胞培養物、および６０～９５％の関連材
料を含み、そして２つの構成成分である細胞培養物と関連材料との合計が懸濁液の少なく
とも９５％に達する方法；
－　懸濁液から抜ける気泡がほとんど存在しなくなるまで、ステップ（ｂ）の真空処理が
維持される方法；
－　目的の粘度を有する組成物を得るために、真空解除ステップ（ｃ）の後に、増粘剤が
当該組成物に添加される方法；
－　ステップ（ｃ）の後に得られる細胞培養物を含む組成物が、好適なカプセル中に充填
される方法；および／または
－　ステップ（ｃ）の後に得られる細胞培養物を含む組成物が、シリアルの表面上に噴霧
される方法である。
【００２２】
　第二の態様において、本発明は、本発明の方法によって得られる組成物に関する。現時
点において興味深い組成物は、ビフィドバクテリウム株、および植物油を含み、すなわち
、ＢＢ－１２（登録商標）、ＡＴＣＣ２９６８２、ＡＴＣＣ２７５３６、ＤＳＭ１３６９
２、ＤＳＭ１５９５４、およびＤＳＭＺ１０１４０からなる群から選択される細菌株、な
らびに好ましくは：ヘーゼルナッツ油、オリーブ油、サクラソウ油、カボチャ油、米糠油
、大豆油、トウモロコシ油、およびヒマワリ油からなる群から選択される植物油を含む組
成物である。
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【００２３】
　当該態様は、以下のステップ：
（ａ）：（i）細胞、（ii）多孔質粒子、および（iii）油、脂質、またはワックスを含む
懸濁液を提供し；
（ｂ）：当該懸濁液上に真空を形成し；そして
（ｃ）：当該懸濁液上の真空を解除すること
を含む方法によって得られる組成物を含む。
【００２４】
　本発明の組成物は、例えばゼラチンカプセル中にカプセル封入されてもよい。
【００２５】
　さらなる態様において、本発明は、本発明の組成物を含む食品生産物、例えば、シリア
ル、乳製品、またはジュースに関し、そして本発明の組成物を含む食品添加物または飼料
添加物に関する。
【００２６】
　細胞
　細胞は原則、任意の好適な対象細胞、例えば任意の真核または原核細胞であり得る。好
ましくは、当該細胞は、糸状真菌細胞および微生物細胞からなる群から選択される細胞で
ある。
【００２７】
　好ましくは、当該細胞はプロバイオティック細胞である。これは、細胞が乳酸菌である
ときに特に好ましい（以下を参照）。
【００２８】
　表現「プロバイオティック細胞」は、胃腸管系の微生物のバランスを改善することによ
って、宿主のヒトまたは動物に有利な影響を与える微生物食品または飼料栄養補助食品と
して定義される、ある種の細胞（例えば微生物）を指す。既知の有益な効果は、プロバイ
オティック生物の酸素消費および酸産生による、有害なミクロフローラに対する定着抵抗
性の改善を含む。潜在的な病原菌の異常増殖および下痢を防止する、プロバイオティック
活性を有する生物の有効性の例は、種々のプロバイオティック活性を有する生物を含むカ
プセルを、エジプトを旅行する旅行者へ投与した結果、旅行者の下痢に対して３９．４％
の防御率をもたらした、という試験において示される（Ｂｌａｃｋ他，１９８９）。プロ
バイオティクス、ならびにヒトおよび動物におけるそれらの効果の総説が、Ｆｕｌｌｅｒ
、１９８９および１９９４において見られる。
【００２９】
　糸状菌は、（Ｈａｗｋｓｗｏｒｔｈ他，１９９５，前記により定義される通り）ユーミ
コタ（Ｅｕｍｙｃｏｔａ）およびオーミコタ（Ｏｏｍｙｃｏｔａ）亜門の全ての線維状形
態を含む。糸状菌は、キチン、セルロース、グルカン、キトサン、マンナン及び他の複合
多糖類からなる栄養菌糸体によって特徴づけられる。栄養生長は、菌糸伸長によるもので
あり、そして炭素代謝は偏性好気性である。対照的に、酵母、たとえばサッカロマイセス
・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）による栄養生長は
、単細胞性葉状体の発芽によるものであり、そして炭素代謝は発酵性であり得る。
【００３０】
　より好ましい実施形態において、糸状菌細胞は、限定されないが、アクレモニウム（Ａ
ｃｒｅｍｏｎｉｕｍ）、アスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、フサリウム（Ｆｕ
ｓａｒｉｕｍ）、フミコーラ（Ｈｕｍｉｃｏｌａ）、ムコール（Ｍｕｃｏｒ）、ミセリオ
プソラ（Ｍｙｃｅｌｉｏｐｈｔｈｏｒａ）、ニューロスポラ（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ）、
ペニシリウム（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）、チエラビア（Ｔｈｉｅｌａｖｉａ）、トリポ
クラジウム（Ｔｏｌｙｐｏｃｌａｄｉｕｍ）、およびトリコデルマ（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒ
ｍａ）または有性世代もしくはその同義語の種の細胞である。
【００３１】
　本明細書において記載された方法において使用されるために好適である好ましい微生物
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細胞は、酵母細胞および原核細胞からなる群から選択される微生物細胞である。
【００３２】
　好ましい酵母細胞は、子嚢菌、担子菌、および不完全菌からなる群から選択される酵母
細胞である。好ましくは、子嚢菌からなる群から選択される酵母細胞である。
【００３３】
　好ましい子嚢菌酵母細胞は、アシュブヤ（Ａｓｈｂｙａ）、ボトリオアスカス（Ｂｏｔ
ｒｙｏａｓｃｕｓ）、デバリオマイセス（Ｄｅｂａｒｙｏｍｙｃｅｓ）、ハンゼヌラ（Ｈ
ａｎｓｅｎｕｌａ）、クリベロマイセス（Ｋｌｕｖｅｒｏｍｙｃｅｓ）、リポマイセス（
Ｌｉｐｏｍｙｃｅｓ）、サッカロマイセス（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）属菌、例えば
サッカロマイセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）
、ピキア（Ｐｉｃｈｉａ）属菌、シゾサッカロマイセス（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏ
ｍｙｃｅｓ）属からなる群から選択される。
【００３４】
　好ましい酵母細胞は、サッカロマイセス種、例えばサッカロマイセス・セレビシエ、お
よびピキア種からなる群から選択される酵母細胞である。
【００３５】
　本明細書において記載された方法において、非常に好ましい細胞は原核細胞である。好
ましい原核細胞は、バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、ストレプトマイセス（Ｓｔｒｅｐｔ
ｏｍｙｃｅｓ）、コリネバクテリウム（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、シュードモ
ナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、乳酸菌、およびＥ．コリ（Ｅ．ｃｏｌｉ）細胞からな
る群から選択される。
【００３６】
　好ましいバチルス細胞は、Ｂ．サブチリス（ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、Ｂ．アミロリケファ
シエンス（ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）、またはＢ．リケニホルミス（ｌｉｃ
ｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）である。好ましいストレプトマイセス細胞は、Ｓ．セトニイ（ｓ
ｅｔｏｎｉｉ）である。好ましいコリネバクテリウム細胞は、Ｃ．グルタミクム（ｇｌｕ
ｔａｍｉｃｕｍ）である。好ましいシュードモナス細胞は、Ｐ．プチダ（ｐｕｔｉｄａ）
、またはＰ．フルオレセンス（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）である。
【００３７】
　市販の酪農スターター培養物は、一般的に、乳酸およびクエン酸を発酵する乳酸菌から
なる。したがって非常に好ましい実施形態において、細胞は乳酸菌（ＬＡＢ）である。
【００３８】
　本明細書において、表現「乳酸菌」は、グラム陽性、カタラーゼ陰性、非運動性、微好
気性、または嫌気性細菌の一群を示し、（ラクトースを含む）糖を発酵して、（優先的に
産生される酸である）乳酸、酢酸、ギ酸、およびプロピオン酸を含む酸の産生を伴う。本
明細書において好ましいＬＡＢを以下に記載する。
【００３９】
　産業上最も有用な乳酸菌は、ラクトコッカス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ）種、ストレプ
トコッカス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）種、エンテロコッカス（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃ
ｃｕｓ）種、ラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）種、リューコノストック（
Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ）種、ビフィドバクテリウム（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
）種、およびペディオコッカス（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ）種の間で見られる。したがっ
て、好ましい実施形態においてＬＡＢは、これらのＬＡＢからなる群から選択されたＬＡ
Ｂである。
【００４０】
　好ましい実施形態において、ＬＡＢは、ラクトコッカス・ラクティス（ｌａｃｔｉｓ）
亜種ラクティス、ラクトコッカス・ラクティス亜種クレモリス（ｃｒｅｍｏｒｉｓ）、ロ
イコノストック・メセンテロイデス（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄ
ｅｓ）亜種クレモリス、ペディオコッカス・ペントサセウス（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　
ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）、ラクトコッカス・ラクティス亜種ラクティス次亜種ジアセラ



(9) JP 2010-531149 A 2010.9.24

10

20

30

40

50

クティス（ｄｉａｃｅｔｙｌａｃｔｉｓ）、ラクトバチルス・カセイ（ｃａｓｅｉ）亜種
カセイ、ストレプトコッカス・サーモフィルス（ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）、エンテロ
コッカス・フェシウム（ｆａｅｃｉｕｍ）、ビフィドバクテリウム・アニマリス（ａｎｉ
ｍａｌｉｓ）、ビフィドバクテリウム・ラクティス、ラクトバチルス・ラクティス、ラク
トバチルス・ヘルベティカス（ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ）、ラクトバチルス・デルブリュッ
キ（ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ）亜種ブルガリクス（ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ）、およびラク
トバチルス・アシドフィルス（ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）からなる群から選択されるＬＡ
Ｂである。
【００４１】
　ＬＡＢ培養物は、「混合乳酸菌（ＬＡＢ）培養物」、または「純粋乳酸菌（ＬＡＢ）培
養物」であり得る。
【００４２】
　用語「混合乳酸菌（ＬＡＢ）培養物」は、２つ以上の異なるＬＡＢ種を含む混合培養物
を示す。用語「純粋乳酸菌（ＬＡＢ）培養物」は、単一のＬＡＢ種のみを含む純粋培養物
を示す。
【００４３】
　極めて商用の混合培養物は：
ラクトコッカス・ラクティス亜種ラクティス、およびラクトコッカス・ラクティス亜種ク
レモリスを含む「Ｏ－培養物」;
ラクトコッカス・ラクティス亜種ラクティス、ラクトコッカス・ラクティス亜種クレモリ
ス、およびラクトコッカス・ラクティス亜種ラクティス次亜種ジアセラクティスを含む「
Ｄ－培養物」；
ラクトコッカス・ラクティス亜種ラクティス、ラクトコッカス・ラクティス亜種クレモリ
ス、およびロイコノストック・メセンテロイデス亜種クレモリスを含む「Ｌ－培養物」；
ラクトコッカス・ラクティス亜種ラクティス、ラクトコッカス・ラクティス亜種クレモリ
ス、ラクトコッカス・ラクティス亜種ラクティス次亜種ジアセラクティス、およびロイコ
ノストック・メセンテロイデス亜種クレモリスを含む「ＬＤ－培養物」；
ストレプトコッカス・サーモフィルス、およびラクトバチルス・デルブリュッキ亜種ブル
ガリクスを含む「ヨーグルト培養物」；ならびに
ストレプトコッカス・サーモフィルス、およびラクトバチルス・ヘルベティカスを含む「
高熱性チーズ培養物」を含む。
【００４４】
　したがって、好ましい実施形態においてＬＡＢ培養物は、これらの培養物からなる群か
ら選択されるＬＡＢ培養物である。
【００４５】
　細胞培養物
　商業的に、比較的濃縮された培養物生産物を持つことが一般的に有利である。
【００４６】
　したがって、好ましい実施形態において、本明細書において記載された、油、脂質また
はワックス中で懸濁された細胞培養物を含む組成物は、１ｇの組成物あたり少なくとも１
０4コロニー形成単位（ＣＦＵ）の生細胞数を、より好ましくは１ｇの組成物あたり少な
くとも１０6コロニー形成単位（ＣＦＵ）の生細胞数を、さらにより好ましくは少なくと
も１０8コロニー形成単位（ＣＦＵ）の生細胞数を、そして最も好ましくは少なくとも１
０10コロニー形成単位（ＣＦＵ）の生細胞数を有する。
【００４７】
　上で言及された量の生細胞数は、当該細胞がＬＡＢ細胞であるときに特に好ましい。
【００４８】
　さらに、特に本明細書において記載されたような、油、脂質またはワックス中で懸濁さ
れた細胞培養物を含む組成物は、少なくとも２５０ｇの組成物重量を、より好ましくは少
なくとも１ｋｇの組成物重量を、そして最も好ましくは少なくとも１０ｋｇの組成物重量
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を有することが好ましい。
【００４９】
　油、脂質、またはワックスを含む材料
　油、脂質またはワックスを含む材料における一般的に好ましい必要条件は、４５℃にお
いて（固体ではなく）溶解した液体状態で存在することである。一般的に当該材料は、本
明細書において記載された方法による処理の間、対象細胞に著しい損傷を与えない温度で
、溶解された形態で存在するべきである。
【００５０】
　当該材料が２０℃～４５℃の間の融点を有することは、有利であり得る。
【００５１】
　さらに、多くの使用において、細胞含有組成物がヒトまたは動物へ投与されなければな
らないため、当該油、脂質、またはワックスは食用であることが好ましい。
【００５２】
　好ましい実施形態において、本発明の第一の態様の方法における、ステップ（ａ）の細
胞培養物と混合されるべき材料は油である。当業者は、自由に使用できる多くの好適な油
、脂質、またはワックスを有する。
【００５３】
　好ましい実施形態において、脂質は脂肪酸脂質である。好ましくは、脂質は：カプリル
酸、カプリン酸、オレイン酸、リノール酸、アラキドン酸およびラウリン酸からなる群か
ら選択される。
【００５４】
　好ましい実施形態において、ワックスは：カルナウバワックス、キャンディリラワック
ス、マイクロクリスタリンワックス、ビーズワックス、および水素添加植物油からなる群
から選択されるワックスである。
【００５５】
　好ましい実施形態において、当該油は植物油、好ましくは：ヘーゼルナッツ油、オリー
ブ油、サクラソウ油、カボチャ油、米糠油、大豆油、トウモロコシ油、ヤシ油、落花生油
、パラフィン油、およびヒマワリ油からなる群から選択される。当該油はまた：魚油から
なる群から選択されてもよい。
【００５６】
　細胞を含有する多孔質粒子
　図１に示されるように、本発明の第一の態様における方法のステップ（ａ）に従って、
例えば油と混合される細胞含有粒子は、多孔質粒子であるものとする。用語「多孔質」は
、第一の態様の方法における技術的課題の観点において、当業者がそれを理解するだろう
通りに理解されるものとする。
【００５７】
　図１に示されるように、技術的課題は、気体を当該粒子から抜き出し、そして油を当該
粒子中へ入れることであると理解され得る。したがって、気体を当該粒子から抜き出し、
そして油を当該粒子へ入れるために、当該粒子が多孔質でなければならないことは明らか
である。
【００５８】
　当業者は、細胞を含有する多孔質粒子を含む細胞培養物を容易に調製することができる
。好ましい例は、粉末、例えば凍結乾燥粉末の形態である培養物である。
【００５９】
　上で説明されたように、商用微生物培養物は、粉末形態の凍結乾燥培養物であり得る。
この粉末は、多くの個別粒子を含む。当該粉末の各々の粒子は、対象微生物、および他の
材料、ならびに先の発酵過程から一般的に得られる化合物を含む多孔質構造である。
【００６０】
　したがって、好ましい実施形態において、細胞を含有する多孔質粒子を含む細胞培養物
は乾燥培養物であり、より好ましくは粉末形態における乾燥培養物である。好ましくは、
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乾燥培養物は凍結乾燥培養物であり、より好ましくは粉末形態における凍結乾燥培養物で
ある。
【００６１】
　好ましくは、当該粉末（例えば凍結乾燥粉末）は、所望の粒子サイズを有する粉末粒子
を得るために粉砕される。好ましい粒子サイズは１０ｍｍ未満であり、より好ましくは１
ｍｍ未満である。幾つかの適用において、粒子サイズは５００μｍ未満、例えば３００μ
ｍ未満であることが好ましいかもしれない。比較的大きな粒子サイズ（例えば１ｍｍ超）
において、個別粒子は顆粒と呼ばれ得、そして「粉末化する」は顆粒化すると呼ばれ得る
。
【００６２】
　第一の態様のステップ（ａ）－細胞を含有する多孔質粒子の、例えば油中への混合：
　第一の態様の方法におけるステップ（ａ）の混合は、任意の好適な技術、例えば機械的
撹拌によってなされ得る。さらなる詳細のために、例えば本明細書における実施例を参照
。
【００６３】
　当該混合物は、視認できる塊が懸濁液中で検出されなくなるまで撹拌されることが好ま
しく、なぜならばこれは、細胞を含有する全ての多孔質粒子が関連材料（例えば油）で「
湿って」いることの示唆であるからである。言い換えれば、当該粒子の全てが関連材料（
例えば油）によって覆われている。
【００６４】
　ステップ（ａ）において、さらなる対象化合物を場合により加えてもよい。これは、例
えばビタミン（例えばトコフェロール）、または最終化合物中に存在することについて興
味のある他の化合物であってもよい。
【００６５】
　しかし、このステップ（ａ）において、いわゆる増粘剤（例えば二酸化ケイ素）を添加
したいのならば、好ましくは注意を払うべきである。その理由は、懸濁液の粘度が非常に
高いために、次の真空ステップ（ｂ）において気体が効果的に除去されないということで
ある。したがって、かかる増粘剤（例えば二酸化ケイ素）は、好ましくは真空の解除の後
に（すなわち、ステップ（ｃ）の後に）当該懸濁液へ添加されるべきである。
【００６６】
　真空ステップ（ｂ）以前に、当該懸濁液が十分な粘度を有することは重要である。しか
し、例えば多くの食用油が十分な粘度を有するため、当業者にとって十分な粘度を得るこ
とは容易である。好適な例は、ヒマワリ油、または上で言及された他の油である。
【００６７】
　本明細書における実施例２において使用される、市販の油（ヒマワリ油、オリーブ油、
大豆油、およびトウモロコシ油）の粘度の範囲は、ブルックフィールド・レオメーター（
Ｂｒｏｏｋｆｉｅｌｄ　ｒｈｅｏｍｅｔｅｒ）で測定される、約８０～約１２０ｃｐの粘
度の範囲である。これは、有用な好ましい粘度の範囲を示す。
【００６８】
　したがって、好ましい実施形態において、ステップ（ｂ）に従って真空が形成される以
前に、第一の態様におけるステップ（ａ）の懸濁液は、レオメーターで測定される１～１
０００ｃｐの範囲内の粘度を、より好ましくはレオメーターで測定される２５～２００ｃ
ｐの範囲内の粘度を、最も好ましくは５０～１５０ｃｐの範囲内の粘度を有する。
【００６９】
　ステップ（ａ）において、懸濁液は５～４０％の細胞培養物（例えば凍結乾燥粉末の形
態）、および６０～９５％の関連材料（例えば油）を好ましくは含む。２つの成分である
細胞培養物と関連材料との合計は、好ましくは懸濁液の少なくとも９０％に、例えば少な
くとも９５％に達するべきである。好ましい実施形態において、懸濁液は約１５～２０％
の細胞培養物（例えば凍結乾燥粉末の形態）、および約７５～８０％の関連材料（例えば
油）を含む。
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【００７０】
　第一の態様のステップ（ｂ）－当該懸濁液上の真空の形成：
　ステップ（ｂ）において、多孔質粒子中に存在する好適量の気体を当該懸濁液から除去
するために、真空が当該懸濁液上に形成される。
【００７１】
　これは異なる方法で、例えば真空を形成するために好適である容器中に当該懸濁液を導
入することによって形成されてもよい。さらなる詳細のため、本明細書の実施例１を参照
する。
【００７２】
　真空の実際の圧力は、当該系の特定の必要性および要求に関連して調整され、そして最
適化されてもよい。一般的に考えられる十分な真空圧は、５００ｍｂａｒ未満である。一
般的により低い圧力がより好ましく、例えば５０ｍｂａｒ未満、またはより好ましくは２
ｍｂａｒ未満である。
【００７３】
　上で議論されたように、この真空処理の効果は、当該粒子中の少なくともかなりの部分
の気体が除去されることである。本明細書の実施例において示されるように、これは当該
懸濁液から気化する気泡によって観測され得る。
【００７４】
　真空処理は好適な時間維持される。実際に選択される時間は、一般的に幾つかの要因に
依存するだろう。例えば、当該懸濁液が真空下で撹拌されるならば、より速やかに気体が
排出され、そして真空圧が比較的低いならば、気体は一般的により早く除去されるだろう
。対象の特定の要件にしたがってこれを最適化することは、当業者の知識の範囲内である
。
【００７５】
　しかし一般的に、真空処理の初期と比較して、当該懸濁液から排出される気泡が５％未
満となるまで好ましくは真空処理を維持するべきである。より好ましくは、気泡が当該懸
濁液からほとんど排出されなくなるまで当該真空処理を維持し得る。
【００７６】
　真空ステップ（ｂ）において一般的に考えられる好適な時間は、１秒～１時間である。
【００７７】
　非常に低い真空圧（例えば好ましくは５ｍｂａｒ未満、またはより好ましくは１ｍｂａ
ｒ未満の圧力）を有するならば、水蒸気が当該懸濁液から抜け出し、そして気泡がかなり
長い間当該製造物から形成され続けるだろう。これは細胞を含有する多孔質粒子由来の気
体ではもはやなく、当該懸濁液中の粒子からの水の昇華または放出である。
【００７８】
　実際、これは当該懸濁液の「完全な」乾燥として観測され得るため、本明細書における
方法のさらなる有利な可能性として理解される。気体の除去に関して、昇華によって除去
された水は、当該多孔質粒子中の過剰な「空の」ポケットをさらに生み出し、そしてそこ
へステップ（ｃ）に従って真空の解除後において関連材料（例えば油）が入り得る。ステ
ップ（ｃ）の真空の解除後、当該懸濁液は、例えば好適な方法で（例えばカプセル中に－
以下参照）充填されるような適切な方法で、一般的には処理される。
【００７９】
　当該懸濁液が水分と全く接触することなく、これを行うことは困難である。しかし、「
水が占有する」場所はまた、関連材料（例えば油）で「占有され」るため、所望ではない
非常に多くの水分が当該懸濁液中に組み込まれる危険性は最小化された。
【００８０】
　したがって、好ましい実施形態において、真空圧は非常に低いため（例えば好ましくは
、５ｍｂａｒ未満の、またはより好ましくは１ｍｂａｒ未満の圧力）、気体の他に水が、
昇華または放出を通じて当該懸濁液から同様に除去される。
【００８１】
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　第一の態様のステップ（ｃ）－懸濁液上の真空の解除：
　ステップ（ｃ）において、真空が当該懸濁液上で解除された結果、当該粒子を覆ってい
る油、脂質、ワックスまたはこれらの混合物が、多孔質粒子へ入り込むことができる適切
な圧力を得、そしてそれにより真空ステップ（ｂ）以前において気体で占められていた当
該粒子中における空間の好適量を占有することができる。
【００８２】
　適切な圧力の好適な例は、おおよそ大気圧（約１ｂａｒ）である。
【００８３】
　低い真空圧から、例えば大気圧へと比較的短い時間内（例えば、瞬時から３０秒以内）
で達するという意味において、真空の解除は、好ましくは比較的速やかに行われるべきで
ある。
【００８４】
　真空が解除されるとき、関連材料（例えば油）が、細胞を含有する多孔質粒子を完全に
覆うことが非常に好ましい。これを保証するために、真空の解除の直前に、当該懸濁液の
撹拌を停止することが好ましいかもしれない。
【００８５】
　適切な圧力（例えば１ｂａｒ）が当該懸濁液上で達成された後に、すなわち真空の解除
後またはその間において、当該粒子を覆う関連材料（例えば油）は速やかに、または瞬時
に当該多孔質粒子へ入り込む。したがって、真空の解除後速やかにまたは瞬時に、当該懸
濁液は最後の次の工程に対する準備が整っている。
【００８６】
　他の化合物、例えば増粘剤の添加：
　本明細書に記載された任意のステップの方法の間、対象化合物をさらに添加してもよい
。これは、例えばビタミン（例えばトコフェロール）、または最終組成物中に存在するこ
とについて興味を有する他の化合物であってもよい。対象化合物の他の例は、水分捕捉剤
、例えばジャガイモデンプンまたはショ糖であり得る。さらに、例えば好適な凍結防止剤
を添加することが可能である。
【００８７】
　上で議論された通り、増粘剤は好ましくは真空ステップ（ｂ）の前に添加されるべきで
はない。しかし、増粘剤は好ましくはステップ（ｃ）の後に添加され得る。
【００８８】
　したがって、好ましい実施形態において、目的の粘度を有する組成物を得るために、増
粘剤はステップ（ｃ）の後に当該組成物へ添加される。好ましくは、それは、レオメータ
ーで測定される１０００～１００，０００ｃｐの範囲内である粘度、より好ましくはレオ
メーターで測定される２０００～２５，０００ｃｐの範囲内である粘度を有する組成物を
与える。
【００８９】
　増粘剤の好適な例は、グリセロール（例えばグリセリン）；グリコール（例えば、ポリ
エチレングリコール、プロピレングリコール）；植物由来ワックス（例えばカルナウバ、
ライス、キャンディリラ）、非植物性ワックス（ビーズワックス）；レシチン；植物繊維
；脂質；およびシリカ（例えば二酸化ケイ素）のような増粘剤を含む。好ましくは、増粘
剤は二酸化ケイ素である。
【００９０】
　好適な方法における細胞組成物の充填：
　本明細書において記載された方法のさらに可能なステップは、好適な方法における細胞
組成物の充填に関する。
【００９１】
　用語「充填」は、広範囲に理解されるべきである。それは、細胞含有組成物が得られれ
ば、消費者へ提供されるために充填されるべきであることを示す。それはボトル、テトラ
パック（登録商標）、カプセルなどに充填されてもよい。好ましくはパッケージ上に、ま
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たは対応する商業用材料中に、細胞の種類は何か、およびおそらくその関連する産業上用
途が示される。
【００９２】
　好ましくは、本明細書に記載された関連材料（例えば油）中に懸濁された細胞培養物を
含む組成物が、好適なカプセル中へ充填される。当該カプセルは、例えば国際公開第２０
０４／０２８４６０号の［００５５］～［００５９］に記載された「嫌気的カプセル封入
システム」に基づいてもよい。
【００９３】
　本明細書に記載された組成物を含む細胞の使用：
　一般的に、本明細書において記載された細胞含有組成物の特定の好ましい産業的使用は
、通常は問題となっている細胞の特定の特性に依存するだろう。
【００９４】
　細胞がＬＡＢであるならば、関連する使用は当該組成物を酪農スターター培養物として
使用して、例えばチーズ、ヨーグルト、または他の関連する食品を製造することであり得
る。
【００９５】
　好ましい使用は、本明細書において記載されたような組成物を含む細胞を、シリアルの
表面上に噴霧することに関する。さらなる詳細のため、本明細書の実施例３を参照。
【００９６】
　あるいは、健康を改善するも目的で、ヒト、動物または魚へ与えられてもよい。これは
、当該細胞がプロバイオティック特性を有するならば一般的には最も関連性があり、そし
て当該細胞がプロバイオティックＬＡＢ細胞である時に特に関連性がある。
【００９７】
　それ自体新規の組成物－本発明の別の態様
　本明細書における実施例において、幾つかの異なる乳酸菌組成物が分析され、そして好
ましいものが同定された。これらの好ましい組成物は、異なる成分の、特定の新規組成物
を有することによって特徴付けられる。したがって、これらの新規組成物は、本明細書に
おいて本発明の別の新規態様を示す。
【００９８】
　したがって、本発明の別の新規態様は、油中において懸濁された乳酸菌培養物を含み、
そして以下の成分：
１５～３５％ｗ／ｗの乳酸菌培養物
６０～８５％ｗ／ｗの植物油
５～２５％ｗ／ｗのジャガイモデンプン；および
１～５％ｗ／ｗの二酸化ケイ素
を含むことによって特徴付けられる組成物に関する。
【００９９】
　当該成分の好ましい特定の量は：
１５～２５％ｗ／ｗの乳酸菌培養物
７０～８０％ｗ／ｗの植物油
５～１５％ｗ／ｗのジャガイモデンプン；および
２～４％ｗ／ｗの二酸化ケイ素である。
【０１００】
　一般的に、比較的多量のジャガイモデンプンを含むならば、比較的少量の二酸化ケイ素
を有し得る。
【０１０１】
　好ましくは、当該組成物はまた、トコフェロールを好ましくは１～５％ｗ／ｗ含む。
【０１０２】
　好ましくは、細菌培養物は乾燥培養物であり、より好ましくは粉末形態の乾燥培養物で
ある。最も好ましくは、それは凍結乾燥培養物である。
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【０１０３】
　好ましくは、植物油はヒマワリ油である。
【０１０４】
　好ましくは、乳酸菌はラクトバチルス・アシドフィルス、ラクトバチルス・カセイ亜種
カセイ、ビフィドバクテリウム・ラクティスである。
【０１０５】
　本発明を用語「一つの（ａ）」および「一つの（ａｎ）」および「その（ｔｈｅ）」お
よび本明細書における（特に以下の特許請求の範囲における）同様の指示語は、本明細書
において別に示されない限り、または文脈と明らかに矛盾しない限り、単数形および複数
形の両方を含むものと解釈され得る。用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「有する
（ｈａｖｉｎｇ）」、「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」および「含む（ｃｏｎｔａｉｎｉ
ｎｇ）」は、別に記載の無い限り、拡張可能な用語（すなわち、「に限定されないが、含
む」を意味）と解釈される。本明細書における数値範囲の記載は、本明細書において別に
示されない限り、その範囲内にある各々別個の値を個々に示す簡略化した方法として有用
であることを単に意図し、各々別個の値は、それが個々に本明細書に記載されたように本
明細書中に組み込まれる。本明細書に記載された全ての方法は、本明細書において別に示
されない限り、または文脈と明らかに矛盾しない限り、任意の好適な順番で行われ得る。
本明細書において提供される任意の、および全ての例、または例示のための用語（例えば
「のような（ｓｕｃｈ　ａｓ）」）は、本発明をよりよく示すことを単に意図されたもの
であって、他に記載されない限り、本発明の範囲において限定を課すものではない。本明
細書における如何なる用語も、本発明の実施において不可欠である、請求項に記載されて
いない要素を示すものとして解釈されるべきではない。
【実施例】
【０１０６】
　原料および方法：
　製粉：
　凍結乾燥された顆粒／培養物を、クアドロ・コーンミル（Ｑｕａｄｒｏ　Ｃｏｍｉｌ）
１９４、スクリーン（Ｓｃｒｅｅｎ）０４５Ｒ　０３１／３７（丸穴、φ１．３５０ｍｍ
）、回転速度：１４００ｒｐｍで製粉した。当該粉末を１８０μｍ未満でふるいにかけた
。
【０１０７】
　実施例１：真空前処理の効果の試験－細胞はＬ．アシドフィルス
　この例は、本明細書に記載されたような真空前処理ステップを使用することによって得
られる安定性の改善を実証する。細胞は、凍結乾燥されたＬ．アシドフィルス（ＬＡ－５
（商標））ＬＡＫ形態（品目番号５０１０８２）であった。それは、Ｃｈｒ．Ｈａｎｓｅ
ｎ　Ａ／Ｓ，デンマークから得られる市販のラクトバチルス・アシドフィルス培養物であ
る。ＬＡＫを製粉し、そして１８０μｍ未満でふるいにかけた。Ａｗ０．０４０へ凍結乾
燥された。
【０１０８】
【表１】

【０１０９】
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　ＬＡＶＡ１８を、以下の方法で製造した：
　（ａ）：懸濁液を得るために、視認できる塊が検出されなくなるまでＬＡＫおよびヒマ
ワリ油を混合した。
　（ｂ）：懸濁液を真空ポンプ中に置き、そして１ｍｂａｒ未満の圧力を形成することに
よって懸濁液上に真空を形成した。当該製造物から発生する気泡が止むまで、真空を維持
した。
　（ｃ）：真空を速やかに解除して、懸濁液上を大気圧（１ｂａｒ）とした。
　（ｄ）：最終的にアエロジル２００を添加し、所望の粘度を得た。トコフェノールを同
様に添加した。
【０１１０】
　ＬＡＶＡ製剤２０
　これらの成分および量は、ＬＡＶＡ１８と同一であった。真空前処理が含まれないこと
を除き、ＬＡＶＡ１８と同様の方法によってそれを製造した。
【０１１１】
　向上した安定性を評価するために、当該製剤を異なる貯蔵条件で、および異なるパッケ
ージ中で貯蔵した。向上した安定性を３週間の貯蔵後に測定し、そして細胞数を５℃で貯
蔵された対照標準試料と比較した。結果を以下の表１に示す。
【０１１２】
　表１：前処理を行って製造された基本的製剤であるＬＡＶＡ１８から得られる結果と、
前処理を行わずに製造された同質の製剤であるＬＡＶＡ２０から得られる結果との比較。
【０１１３】

【表２】

【０１１４】
　結論：
　これらの結論は、真空処理されたＬＡＶＡ１８組成物が、対照である（真空処理されて
いない）ＬＡＶＡ２０組成物と比較して著しく改善された安定性を有することを明らかに
実証する。
【０１１５】
　実施例２：真空処理された組成物における異なる成分の効果
　この実験の目的は、異なる成分の安定性効果を分析することであった。ＬＡＶＡ１８を
対照標準として使用した。したがって、以下で言及される他のＬＡＶＡ組成物において、
ＬＡＶＡ１８との違いにのみ言及される。
【０１１６】
　抗酸化剤であるトコフェロールの効果
　表２：２％トコフェロールを含むＬＡＶＡ１８、およびトコフェロールを含むＬＡＶＡ
１９、および加えてトコフェロールを用いて製造されたが前処理を行わないＬＡＶＡ２０
、およびトコフェロールを含まず、前処理を行わないＬＡＶＡ２１において得られた結果
の比較
【０１１７】
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【表３】

【０１１８】
　コメント：
　表２の結果は、トコフェロールの添加が試験期間内において限定された効果を有するこ
とを示す。真空処理によって得られる著しい安定性の改善が確認された。
【０１１９】
　水分捕捉剤の添加の効果
　表３：２つの水分捕捉剤；ジャガイモデンプンおよびショ糖を試験した。対照標準とし
てＬＡＶＡ１８を使用した。ＬＡＶＡ２４は５０ｇのジャガイモデンプンおよび１４ｇの
アエロジルを含み、ＬＡＶＡ２５は５０ｇのショ糖および１２ｇのアエロジルを含み、な
らびにＬＡＶＡ２６は２５ｇのジャガイモデンプン、２５ｇのショ糖および１３ｇのアエ
ロジルを含む。
【０１２０】

【表４】

【０１２１】
　コメント：
　表３の結果は、ＬＡＶＡ２４およびＬＡＶＡ２６の安定性が、広い表面を有する貯蔵条
件（３０Ｃ／３０％ＲＨ、ペトリ皿）において著しくすぐれているため、ジャガイモデン
プンの効果が存在することを示す。
【０１２２】
　異なる油の試験
　表４：ＬＡＶＡ３２はエキストラバージンオリーブ油を含み、ＬＡＶＡ３３は大豆油を
含み、そしてＬＡＶＡ３４はトウモロコシ油を含む。
【０１２３】
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【表５】

【０１２４】
　コメント：表４の結果は、異なる油、例えばオリーブ油、大豆油、およびトウモロコシ
油がＬＡＶＡ製剤の主成分として使用され得ることを示す。
【０１２５】
　結論：
　要約すれば、本実施例２の全体の結果は、好ましい油組成物が、以下の成分：
１５～２５％ｗ／ｗの乳酸菌、
７０～８０％ｗ／ｗの植物油、
５～１５％ｗ／ｗのジャガイモデンプン；および
２～４％ｗ／ｗの二酸化ケイ素
を全て含む組成物であることを示す。かかる組成物の非常に好ましい例はＬＡＶＡ３５で
ある。
【０１２６】
　表５：好ましい組成物ＬＡＶＡ３５の安定性
【０１２７】
【表６】

【０１２８】
　コメント：
　表５の結果は、多量の水を含有するゼラチンカプセルが添加されたＨＤＰＥ容器中で貯
蔵された時でさえ、ＬＡＶＡ製剤の優れた安定性を示す。
【０１２９】
　実施例３：シリアルへの適用
　ＬＡＶＡ製剤が十分にシリアル上で作用するか否かを評価するために、以下の試験を行
った。
【０１３０】
　ＬＡＶＡ１７を製剤として使用した。それは異なるヒマワリ油（ヒマワリ油ＢＥＣＥＬ
、ＩＲＭＡ、デンマーク製）が使用されたことを除いてＬＡＶＡ１８と同一であった。Ｌ
ＡＶＡ１７を、真空ステップを含むＬＡＶＡ１８と同様の方法で製造した。ＬＡＶＡ１８
製剤を、噴霧またはブラッシングによってシリアル表面上の小さい層に適用した。
【０１３１】
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　シリアル：
ネスレ（Ｎｅｓｔｌｅ）・フィットネス・フレークＬ４２８６０８１９（１３　０９：５
９　賞味期限　１２．１０．２００５）
【０１３２】
　約１０ｇのフレークを、はかりの上に載せたペトリ皿へ量り取った。ＬＡＶＡ１７の微
小な層を、フレークの表面上へ適用した。フレークおよびＬＡＶＡの総重量は、約１１グ
ラムであった。
【０１３３】
　フレークの重さおよび総重量を、各々の試料ごとに記録した。
【０１３４】
　ＬＡＶＡを用いたフレークを、アルミニウムのバッグ中、３０℃で３週間貯蔵し、そし
て同様に、気候室中でバッグを空けたまま３０℃／３０％ＲＨで３週間貯蔵した。貯蔵に
よる生存率を、５℃で貯蔵されたフレークと比較して計算した。
【０１３５】
　ＣＦＵ／ｇを、ＤＫ－ＰＩＭ－ｉｎｓ－０３４／０３５／０３６に従って測定した。
【０１３６】
【表７】

【０１３７】
　コメント：
　これらの結果から、ＬＡＶＡ製剤をシリアル上に適用することは可能であり、そしてプ
ロバイオティック細菌が著しく貯蔵安定性を有することが示された。
【０１３８】
　実施例４：カプセル適用
　硬カプセル中におけるＬＡＶＡ製剤の使用を実証する例。
　凍結乾燥Ｌ．アシドフィルス（ＬＡ－５（商標））ＬＡＫ製剤（品番５０１０８２）を
含むＬＡＶＡ製剤１８を、実施例１に記載された通りに製造した。
【０１３９】
　ＬＡＶＡ製剤を、硬ゼラチンカプセルであるコニ－スナップ（Ｃｏｎｉ－Ｓｎａｐ）サ
イズ３、カプスゲル（Ｃａｐｓｕｇｅｌ）、またはＨＰＭＣカプセル、サイズ３、シオノ
ギクオリカプス（Ｓｈｉｏｎｏｇｉ　Ｑｕａｌｉｃａｐｓ）Ｓ．Ａ．中へ満たした。カプ
セルを異なる貯蔵条件で貯蔵し、そして細胞数を貯蔵３週間後に評価した。
【０１４０】



(20) JP 2010-531149 A 2010.9.24

10

20

30

40

【表８】

【０１４１】
　コメント：
　表７の結果は、ＨＤＰＥ容器中に貯蔵された時でさえ、表面積が非常に広いカプセル中
における、ＬＡＶＡの優れた安定性を示す。
【０１４２】
　実施例５：真空前処理の効果の試験－細胞はビフィドバクテリウム・ラクティス
　真空前処理を含むもの、および真空処理無しの対照という２つの製剤を製造したという
点において、本実施例は実施例１に対応する。
【０１４３】
　細胞は、ビフィドバクテリウム・ラクティス（ＢＢ－１２（登録商標））であった。こ
れは市販の（Ｃｈｒ．Ｈａｎｓｅｎ　Ａ／Ｓ，デンマーク）凍結乾燥培養物である。
【０１４４】
　実質的に実施例１で記載されたようになされた安定性の結果は、真空処理された製剤に
おいて、ＢＢ－１２（登録商標）の著しく改善された安定性を実証した。
【０１４５】
　本発明の好ましい実施形態は、本明細書に記載されており、そしてそれは当該発明を実
施するための、発明者に既知の最良の形態を含む。好ましい実施形態の変形は、先の記載
を読んだ場合において、当業者にとって明らかとなり得る。発明者は、熟練した技術者が
かかる変形を好適に行うことを期待しており、そして発明者は、当該発明が本明細書にお
いて具体的に記載されたものとは別の方法で行われることを意図している。したがって、
本発明は、ここに添付された特許請求の範囲中に記載された対象の全ての改良および均等
物を、適用法によって許される限り含む。さらに、その全ての可能な変形における、上記
の要素の任意の組み合わせは、本明細書において別に示されない限り、または文脈に明ら
かに矛盾しない限り含まれる。
【０１４６】
　参考文献
　国際公開第２００４／０２８４６０号（プロバイオヘルス（Ｐｒｏｂｉｏｈｅａｌｔｈ
）ＬＬＣ）
　この特許文献に記載された全ての参考文献は、参照により完全に本明細書に組み込まれ
る。
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【国際調査報告】
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