
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　受託番号ＮＣＩＭＢ４１１１４として寄託されているラクトバシルス・ペントサス（Ｌ
ａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｅｎｔｏｓｕｓ）株。
【請求項２】
　生の、弱毒化された、または死滅されたラクトバシルス・ペントサスＮＣＩＭＢ４１１
１４株および汎用の担体を含む栄養性組成物。
【請求項３】
　組成物のグラム当たり１０５ ～１０１ １ ｃｆｕのラクトバシルス・ペントサスＮＣＩＭ
Ｂ４１１１４株を含む、請求項 に記載の栄養性組成物。
【請求項４】
　１日用量において１０６ ～１０１ ２ ｃｆｕのラクトバシルス・ペントサスＮＣＩＭＢ４
１１１４株を提供する、請求項 または に記載の栄養性組成物。
【請求項５】
　生の、弱毒化された、または死滅されたラクトバシルス・ペントサスＮＣＩＭＢ４１１
１４株および汎用の担体を含む医薬組成物。
【請求項６】
　組成物のグラム当たり１０５ ～１０１ １ ｃｆｕのラクトバシルス・ペントサスＮＣＩＭ
Ｂ４１１１４株を含む、請求項 に記載の医薬組成物。
【請求項７】
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　１日用量において１０６ ～１０１ ２ ｃｆｕのラクトバシルス・ペントサスＮＣＩＭＢ４
１１１４株を提供する、請求項 または に記載の医薬組成物。
【請求項８】
　錠剤、カプセル、インプラント、坐剤、ペッサリー、粉末、溶液、ゲル、または細菌懸
濁液の形態にある、請求項 から のいずれか１項に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　ラクトバシルス・ペントサスＮＣＩＭＢ４１１１４株の医薬としての使用。
【請求項１０】
　カンジダ症を予防または治療するための医薬の製造におけるラクトバシルス・ペントサ
スＮＣＩＭＢ４１１１４株の使用。
【請求項１１】
　健常腸内フローラを促進するための、および過敏性腸症候群またはその症状を予防また
は治療するための医薬の製造におけるラクトバシルス・ペントサスＮＣＩＭＢ４１１１４
株の使用。
【請求項１２】
　下痢または他の胃腸障害を予防または治療するための医薬の製造におけるラクトバシル
ス・ペントサスＮＣＩＭＢ４１１１４株の使用。
【請求項１３】
　カンジダ症を予防または治療するための栄養性配合物の製造におけるラクトバシルス・
ペントサスＮＣＩＭＢ４１１１４株の使用。
【請求項１４】
　健常腸内フローラを促進するための、および過敏性腸症候群またはその症状を予防また
は治療するための栄養性配合物の製造におけるラクトバシルス・ペントサスＮＣＩＭＢ４
１１１４株の使用。
【請求項１５】
　下痢または他の胃腸障害を予防または治療するための栄養性配合物の製造におけるラク
トバシルス・ペントサスＮＣＩＭＢ４１１１４株の使用。
【請求項１６】
　糞便由来細胞培養物を殺菌レベルのテトラサイクリンの存在下において培養させ、生存
可能な乳酸菌細胞を前記培養物から集めることを含む方法によって得られる、請求項１に
記載のラクトバシルス・ペントサス株。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ラクトバシルス・ペントサス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｅｎｔｏｓ
ｕｓ）の新規プロバイオティック株、この菌株を含む食用組成物および医薬組成物、並び
に良好な健康の促進、特には、免疫系の刺激、カンジダ症の治療、消化一般の補助、およ
び過敏性腸症候群（ＩＢＳ）の症状の緩和におけるこの菌株の医学的適用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　健常常在腸内フローラは有益細菌、主として、ラクトバシルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌ
ｌｕｓ）およびビフィドバクテリウム（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）属のメンバー
の群を構成する。微生物のバランスは感染により、食事の変化により、抗生物質による処
置を通して、およびストレスまたは生理学的外傷によって破壊され得る。このようなこと
が生じるとき、幾つかの有害反応が誘発され得る。下痢、便秘および腸刺激性の他の症状
の発症を伴って消化パターンが変化することがある。免疫系が損なわれ、その結果として
感染性疾患に対する耐性が低下することがある。病原性細菌または真菌が消化系または身
体の他の部分に定着し、コロニーを形成する。
【０００３】
　伝統的に、例えばヨーグルトのような発酵乳製品は消化系を滑らかにすることが可能な
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健康食品とみなされている；このような観察は、今や、乳酸菌の存在によって説明される
。健康を促進することができるラクトバシルスおよびビフィドバクテリウムのような微生
物は「プロバイオティクス（ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ）」と呼ばれる。特定のプロバイオテ
ィック微生物が病原性細菌および酵母と競合することによって、腸内フローラの構成に影
響を及ぼし得ることが、研究によって示されている。プロバイオティクスは、例えばミル
クアレルギーの患者において、腸の透過性を低下させ、かつ局所腸内免疫応答を強化する
ことにより、腸粘膜の治癒を促進するものであるともされている。下痢の予防および治療
並びに抗生物質治療後の共生フローラの回復の強化にプロバイオティクスの使用が提唱さ
れている。抗発癌活性もプロバイオティクスを用いる臨床試験において示されている。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　市販の「生きている」乳製品の中には、消化および健常な免疫系の促進のため、特定の
プロバイオテイック・ラクトバシルスまたはビフィドバクテリウム種を特に多く含むこと
が要求されている。しかしながら、望ましいプロバイオティック効果の全ては、選択され
た僅かな細菌株によってのみ示される。胃腸（ＧＩ）管における株の生存性が、その株の
体内での生物学的効果にとって重要であることも留意しなければならない。株が腸内に移
動して定着するためには、理想的には、ＧＩ管の粘膜表面に密着し、例えば、胃酸および
胆汁酸への露出のような消化管の通過に対して生き残ることができなければならない。
【０００５】
　本発明は、ラクトバシルス・ペントサス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｅｎｔｏｓ
ｕｓ）ＬＰＫと呼ばれるラクトバシルス属の新規プロバイオティック株に関し、これは２
００１年８月２８日にブダペスト条約に従って英国ＡｂｅｒｄｅｅｎのＮＣＩＭＢに寄託
され、受託番号ＮＣＩＭＢ４１１１４を受けている。ラクトバシルス属一般に典型的な特
徴に加えて、この株はさらなる驚くべき特性を有する：カンジダ種の増殖を、プロバイオ
ティックの使用によっては従来達成されていない程度にまで抑制することが可能である。
さらに、テトラサイクリン系抗生物質はこの株の増殖に対して効果がない。この特性の独
自の組合せは、身体のあらゆる領域におけるカンジダの望ましくない増殖に対し有効に利
用することができる。特に、カンジダは過敏性腸症候群（ＩＢＳ）における原因因子と考
えられるため、このＬ．ペントサスの新規株をその障害の治療または予防において用い得
ることが考えられる。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明の一側面においては、寄託番号ＮＣＩＭＢ４１１１４を有するラクトバシルス・
ペントサスの株が提供される。
【０００７】
　本発明の第２の側面においては、ラクトバシルス・ペントサスＮＣＩＭＢ４１１１４株
の識別特性の全てを有する、生物学的に純粋なラクトバシルス属株が提供される。
【０００８】
　本発明の第３の側面においては、ラクトバシルス・ペントサスＮＣＩＭＢ４１１１４株
を含む栄養性組成物または医薬組成物が提供される。
【０００９】
　本発明の第４の側面においては、ラクトバシルス・ペントサスＮＣＩＭＢ４１１１４株
および抗生物質を含む栄養性組成物もしくは医薬組成物またはキットが提供される。
【００１０】
　本発明の別の側面においては、ラクトバシルス・ペントサスＮＣＩＭＢ４１１１４株の
医薬としての使用が提供される。
【００１１】
　本発明のさらに別の側面においては、健常腸内フローラを促進するための、並びに細菌
もしくは酵母感染；カンジダ症；下痢もしくは他の胃腸障害；過敏性腸症候群もしくはそ
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れらの症状；および弱体化した免疫系を予防もしくは治療するための医薬もしくは栄養性
配合物の製造におけるラクトバシルス・ペントサスＮＣＩＭＢ４１１１４株の使用が提供
される。
【００１２】
　本発明のさらなる側面においては、乳酸菌のプロバイオティック株を単離する方法であ
って、糞便由来細胞株を殺菌レベルのテトラサイクリンの存在下において培養させ、その
株から生存可能な乳酸菌を集めることを含む方法；並びにこの方法によって得られた乳酸
菌株が提供される。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１３】
　本願の主題である新規Ｌ．ペントサス株は、健常な成人から得られた糞便の培養物から
単離され、テトラサイクリンの存在下で培養された。
【００１４】
　２つの顕著かつ予期せぬ観察がこの微生物の発見および単離につながった。第一は、本
発明のラクトバシルス株が、そしてその株のみが、培地中の他の乳酸菌を絶滅させる広ス
ペクトルの抗生物質であるテトラサイクリンを含有する培地中でも生存し、かつ増殖した
ということである。第２は、当初からほとんどの糞便培養物中にカンジダが存在していた
ものの、この酵母の増殖は本発明のラクトバシルスの存在下で停止したということである
。対照的に、本発明の新規株が存在しない糞便培養物においては、カンジダはテトラサイ
クリンによって死滅した細菌が残したニッチを支配するまでに増殖した。
【００１５】
　本発明の新規細菌およびこの細菌を含有する組成物は、一般には、健康にとって有益で
あり、全ての年齢の人々が十分に許容するものである。Ｌ．ペントサスＮＣＩＭＢ４１１
１４は、健常人において、軽い病気、例えば、胃の不調、胃炎、胃潰瘍、軽い下痢（抗生
物質関連の下痢を含む）、不規則な消化パターン、胸焼け、および他の消化性の不良から
保護するのに予防的または治療的に用いることができる。健常腸内フローラの促進、免疫
刺激、癌予防、骨成長の刺激およびコレステロール減少の効果も一般の人々が享受するこ
とができる。本発明の新規細菌は入院患者、養護施設内で生活する個人、免疫無防備状態
の人々、抗生物質治療を受けている患者の他、乳児、例えば、新生児にとっても特に有益
であり得る。例えば、本発明の細菌は、母乳を受けている乳児の腸内フローラにより類似
する乳児の腸内フローラの形成に用いることもできる。
【００１６】
　本発明の細菌は、特には医薬療法の代わりとして、またはそれと共に、特定の疾患状態
を標的とするのに用いることもできる。例えば、乳児の下痢（例えば、ロタウイルスによ
って生じるもの）、コレラ、赤痢、並びに赤痢菌、大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７、クロストリジ
ウム・ジフィシレ（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ）およびサルモネラの
感染を本発明の細菌の消費によって治療または緩和することができる。あらゆる理由（例
えば、化学療法後、白血病、ＨＩＶ／ＡＩＤＳ等）により免疫無防備状態にある人々にと
って、Ｌ．ペントサスＮＣＩＭＢ４１１１４の摂取は、病原性微生物の感染を予防または
抑制する非常に有用な予防的および治療的処置であり得る。
【００１７】
　Ｌ．ペントサスＬＰＫはテトラサイクリン系抗生物質に対して耐性であるため、この微
生物を消費または適用するプロバイオティック的な利点（ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ　ｂｅｎｅ
ｆｉｔ）は抗生物質での治療の間も利用可能であり続ける。
【００１８】
　このラクトバシルス属菌種の他の公知のラクトバシルスを上回る主な利点は、この株が
酵母の過剰増殖、特には、カンジダ感染を治療することができることである。カンジダ感
染は、通常は、養護施設内で生活する個人、免疫無防備状態の患者、例えば、ＨＩＶ陽性
もしくはＡＩＤＳ患者、放射線療法、化学療法および骨髄移植を受けている患者、カンジ
ダに対する露出が増加している入院患者、新生児、避妊ピルを使用中の女性、並びに抗生
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物質治療法を受けているいかなる人をも含む特定の範疇の感染しやすい人々が遭遇する。
カンジダ症は、カンジダ・パラプシロシス（Ｃａｎｄｉｄａ　ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ
）、カンジダ・トロピカリス（Ｃａｎｄｉｄａ　ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）、またはトルロ
プシス・グラブラタ（Ｔｏｒｕｌｏｐｓｉｓ　ｇｌａｂｒａｔａ）によって生じ得るが、
通常は、カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ）によって生じる
。
【００１９】
　カンジダ・アルビカンスは、口（鵞口瘡）、尿路、膣（膣鵞口瘡もしくは膣炎）、食道
、腸管および皮膚（例えば、おむつかぶれ）に感染し、刺激、炎症および他の症状を導く
。これらの感染は、一般には、一連の抗真菌剤の使用によって治癒される。ＩＢＳにおけ
るカンジダ過剰増殖の役割も推定されている。ＩＢＳに対する現在の治療は、主として、
その障害の基礎をなす原因ではなく、症状の緩和を指向する医薬製剤である。プロバイオ
ティック細菌の特定の株が抗カンジダ活性を有することが報告されてはいるが、その活性
の見かけのレベルは、胃腸科専門医の間で潜在的な治療的処置として多大な関心に値する
には充分高いものではない。カンジダの成長を抑制するＬ．ペントサスＬＰＫ、すなわち
、ＮＣＩＭＢ４１１１４株の著しい活性のため、本発明はカンジダ感染の治療および予防
における飛躍的なアプローチである。
【００２０】
　したがって、本発明の一側面においては、有効量のラクトバシルス・ペントサスＮＣＩ
ＭＢ４１１１４株の投与を：細菌もしくは酵母感染；カンジダ症、特には、尿路感染、例
えば、泌尿器感染、鵞口瘡；下痢もしくは他の胃腸障害；過敏性腸症候群もしくはそれら
の症状；および弱体化免疫系のいずれかを、予防または治療する方法において用いること
ができる。本発明の新規細菌は健常腸内フローラを促進する方法において用いることもで
きる。
【００２１】
　本発明の一態様においては、細菌もしくは酵母感染、例えば、カンジダ感染、泌尿器感
染、鵞口瘡、過敏性腸症候群（ＩＢＳ）もしくはその症状、下痢もしくは他の胃腸障害を
治療または予防する方法であって、そのような治療を必要とする被験者に有効量の、生の
、弱毒化した、または死滅したラクトバシルス・ペントサスＮＣＩＭＢ４１１１４株を含
有する組成物を投与することを含む方法が提供される。
【００２２】
　本発明の別の側面においては、健常腸内フローラを促進するための、および免疫系を刺
激するための方法であって、そのような治療を必要とする被験者に有効量の、生の、弱毒
化した、または死滅したラクトバシルス・ペントサスＮＣＩＭＢ４１１１４株を含有する
組成物を投与することを含む方法が提供される。
【００２３】
　Ｌ．ペントサスＮＣＩＭＢ４１１１４を含有する栄養性組成物または医薬組成物は経腸
的に、例えば、経口、非経口で、または皮膚もしくは粘膜との物理的接触によって投与す
ることができる。本発明の栄養性組成物または医薬組成物は、例えばチューブまたはカテ
ーテルにより、腸内に直接投与することができる。
【００２４】
　本発明のＬ．ペントサス株は大規模に培養することができ、かつ凍結乾燥（ｌｙｏｐｈ
ｉｌｉｚｅｄ）、凍結乾燥（ｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｉｅｄ）または水和形態で治療的に用い
ることができる。本発明の新規細菌は薬学的に許容可能な担体物質または栄養性基質と共
に投与することもできる。
【００２５】
　医薬調製品の場合、製品は錠剤、カプセル、インプラント、坐剤、ペッサリー、例えば
、膣ペッサリー、粉末、溶液、ゲル、細菌懸濁液等の形態で提供することができる。徐放
形態が特に望ましいものであり得る。本発明の一態様においては、新規Ｌ．ペントサス株
を、抗生物質の危険性および副作用を緩和するため、抗菌性抗生物質（例えば、テトラサ
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イクリン）治療過程に対する付加的な治療として投与する。この目的のため、抗生物質お
よび細菌は単一投与形態で併せて処方することができる。その代わりに、細菌および抗生
物質（１種類もしくは複数）を、別々に、同時に、または連続的に用いるためのキット形
態で提供することができる。別の選択肢は、フルコナゾール、イトラコナゾールおよびク
ロトリマゾールを含む、カンジダ症の治療に通常用いられる抗菌剤と、Ｌ．ペントサスＮ
ＣＩＭＢ４１１１４とを同時投与することである。これらの２つの成分は同時に作用して
真菌の増殖に対抗し、かつ単一投与形態で、または別々、同時、もしくは連続投与のため
のキットとして利用可能なものとすることができる。
【００２６】
　Ｌ．ペントサスＮＣＩＭＢ４１１１４を栄養学的な形式で投与しようとする場合、あら
ゆる食品または飲料製品、特には、冷蔵、凍結または長期保存日常製品、例えば、ミルク
、ミルクベースの粉末、ヨーグルト、ケフィア、アイスクリーム、ミルクセーキ、チーズ
、クリーム、凝乳、発酵ミルク、およびミルクベースの発酵製品に添加することができる
が、ダイズ製品、発酵穀類ベース製品、フード・スプレッド、焼いた食品、完全な栄養製
品、チューブ供給用配合物、および乳児用調製乳に添加することもできる。動物、例えば
、ウマおよびペット動物に供給するのに適する食用配合飼料に細菌を供給することも可能
である。
【００２７】
　多くの場合、本発明の細菌株は発酵可能な基質、例えばミルク、またはデンプン含有基
質、例えば穀類粥（ｃｅｒｅａｌ　ｇｒｕｅｌ）、で培養し、次いでその発酵した製品を
栄養性組成物、例えば、食品または飲料中で用いることが好ましい。
【００２８】
　栄養性組成物、例えば、食品または飲料配合物において、その製品は、脂肪、タンパク
質、炭水化物、繊維、ミネラルおよびビタミンから選択される１種類以上の栄養成分をＬ
．ペントサスＬＰＫ菌に加えて含むことができる。消化の調整における繊維の重要性に鑑
み、幾つかの種類の繊維を本発明の栄養性または医薬製品に含有することが好ましい。「
プレバイオティック（ｐｒｅｂｉｏｔｉｃ）」成分と呼ばれる食物繊維物質が提供される
とき、プロバイオティック細菌の増殖が促進されることが公知である。これは、ＧＩ管の
コロニー形成を促進し、かつプロバイオティックの消費が終了した後であっても培養物の
活性を維持する上で有利である。したがって、本発明の好ましい態様においては、本発明
のプロバイオティック株をプレバイオティック物質と共に、単一の一般投与形態で、また
は同時、別々もしくは連続投与のためのパーツのキットとして投与する。
【００２９】
　Ｌ．ペントサスの新規株はそれ自体で健康の利益をもたらすが、この細菌を、プロバイ
オティック特性を有することが公知である他のあらゆる細菌と同時投与する可能性もある
。
【００３０】
　この株は、好ましくは、食品または医薬品担体１ｇあたりに、約１０５ ～約１０１ １ ｃ
ｆｕ、好ましくは約１０６ ～約１０１ ０ ｃｆｕ、最も好ましくは約１０７ ～約１０９ ｃｆ
ｕの量で添加する。細菌株は生菌の形態で投与することが好ましいが、消費前に細菌を弱
毒化するか、または死滅させることができる。
【００３１】
　通常は、少なくとも１０４ ｃｆｕ／日の本発明の株の投与が臨床的に有効である。より
好ましい１日用量は１０６ ～１０１ ２ ｃｆｕ／日の範囲である。最も好ましいものは１０
７ ～１０１ ０ ｃｆｕ／日である。
【実施例１】
【００３２】
　Ｌ．ペントサス株ＬＰＫ（ＮＣＩＭＢ４１１１４）の単離
　（ｉ）連続培養系：３つのケモスタットを並行して準備した；各々を窒素ガスの下、３
７℃、ｐＨ６．５および０．０６６ｈ－ １ の希釈速度で維持した。これらの条件は、ヒト
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結腸の末端領域において典型的に見出される条件に類似するように設定された。これらの
ケモスタットに、：酵母エキスを２（ｇ／蒸留水１ｌ；以下同じ）、ペプトン水を２、Ｎ
ａＣｌを０．１、Ｋ２ ＨＰＯ４ を０．０４、ＫＨ２ ＰＯ４ を０．０４、ＭｇＳＯ４ ・７Ｈ

２ Ｏを０．０１、ＣａＣｌ２ ・Ｈ２ Ｏを０．０１、ＮａＨＣＯ３ を２、Ｔｗｅｅｎ　８０
を２、ヘミンを０．０５、ビタミンＫ１を０．０１、システイン・ＨＣｌを０．５、胆汁
塩を０．５、グルコースを０．４、デンプンを３、ペクチンを２およびアラビノガラクタ
ンを１含有する増殖調節培地を供給した。この培地を１２１℃で３０分間オートクレーブ
処理し、まだ熱いうちに、窒素ガスの下に置いた。培地を冷却した後、１ｇ／ｌの濾過滅
菌テトラサイクリンまたは１ｇ／ｌの濾過滅菌ナイスタチン（ｎｙｓｔａｔｉｎ）を培地
用リザーバに無菌的に添加した。抗生物質が添加されないコントロール用対照ケモスタッ
トも稼働させた。
【００３３】
　（ｉｉ）接種：新鮮な排泄された糞便試料を健常ボランティア（ｎ＝６）から得、０．
１モル／ｌリン酸バッファ（ｐＨ７）を用いて１０％（ｗ／ｖ）スラリーを嫌気的に調製
した（２６）。これらのボランティアは胃腸障害の前歴がなく、かつ研究前の少なくとも
３ヶ月間抗生物質の摂取をしなかった。それぞれの３００ｍｌケモスタット容器の半分を
培地および１５０ｍｌのスラリーを添加して満たした。次に、この系を２４時間放置して
平衡化した後、培地の汲み上げを開始した。この実験を６名の異なる糞便提供者で各々３
回づつ反復した。
【００３４】
　（ｉｉｉ）微生物培養技術：接種に用いた糞便スラリーの各々から試料を採取し、各ケ
モスタットからも発酵系が定常状態に達したとき（１６４時間後）に１ｍｌ試料を取り出
した。次に、これらを予め１／２に薄めたペプトン水で連続的に希釈した（６倍）。各希
釈液を、腸内細菌の優勢群を選択するように下記の通りに設計された（嫌気条件下、１０
％ＣＯ２ 、１０％Ｈ２ 、８０％ＣＯ２ 、大気圧、３７℃）寒天培地上に３回づつ塗布した
：嫌気性菌全体に対してはＷｉｌｋｉｎｓ　Ｃｈａｌｇｒｅｎ（Ｏｘｏｉｄ）、ラクトバ
シルスに対してはＲｏｇｏｓａ（Ｏｘｏｉｄ）、ビフィドバクテリウムに対してはＢｅｅ
ｒｅｎｓ、バクテロイデスに対してはＫＶＬＢ、クロストリジウムに対してはＲｅｉｎｆ
ｏｒｃｅｄ　Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ寒天（Ｏｘｏｉｄ）＋ノボボシン８ｍｇ／ｌおよびコ
ロスチン８ｍｇ／ｌ、並びにグラム陽性球菌に対してはＡｚｉｄｅ寒天（Ｏｘｏｉｄ）。
次に、各々の希釈を、全好気性菌を選択するためにＮｕｔｒｉｅｎｔ　Ａｇａｒ（Ｏｘｏ
ｉｄ）上に、酵母のためにＳａｂｏｕｒａｕｄ　デキストロース寒天＋クロラムフェニコ
ールおよびシクロヘキサミド上に、並びに大腸菌のためにＭａｃＣｏｎｋｅｙ寒天Ｎｏ．
３（Ｏｘｏｉｄ）上に好気的に塗布し、３７℃で培養した。培養２４時間から４８時間後
に好気性コロニーを計測し、培養４８時間から７２時間後に嫌気性プレートを計測した。
異なる形態型を有するコロニーを株の同定を行うためにプレートから採取して、グラム染
色、顕微鏡検査および表現型（生化学的な）の特徴付けを行った。
【００３５】
　結果：用いられた６つの接種物中の優勢腸内微生物の数は、コントロール用のケモスタ
ットにおいては、安定状態条件の後も維持された。これは、用いられた培養培地が連続培
養実験におけるそのような集団の維持に効果的であったことを確証した。したがって、抗
生物質の存在の結果生じる特徴のいかなる相違も、確実に実験の差異ではなく、これらの
添加のためであった。試験した６つのボランティア糞便試料のうちの４つにおいて酵母が
検出された。
【００３６】
　テトラサイクリンの効果は、コントロールと比較して、試験した全ての細菌の集団を顕
著に減少させ、それによりその活性の広スペクトルを確証するものであった。興味深い観
察の１つは、テトラサイクリンの効果が、コントロールのケモスタットのレベルとの比較
で、発酵系において酵母を増加させたことであった。これは、テトラサイクリンの使用お
よび酵母の過剰増殖に関連する危険性についての臨床的な意味を有する。実際、ここで用
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いられた接種物の１つにおいては、最初は酵母が検出されなかったが、テトラサイクリン
・ケモスタットで富化した。
【００３７】
　予想どおり、ナイスタチン・ケモスタットにおいては酵母が阻害された。しかしながら
、特定の細菌属も影響を受けた。主として、これには、胃腸の健康に重要であるものとみ
られる一般的なプロバイオティック微生物であるラクトバシルスの減少が含まれた。常在
プロバイオティック水準の維持のためには、ナイスタチンの使用は歓迎されないことが明
瞭に示される。
【００３８】
　テトラサイクリン・ケモスタット試験の間、稼働したもののうちの１つが予想に反した
結果を生じた。実験の開始時には酵母が存在したが、観察された一般的な傾向とは対照的
に、さらに増殖することはなかった。それに代わって、グラム陽性桿菌が優勢を占め、他
のタイプの細胞型は検出されなかった。したがって、遺伝子型研究を行ってこの微生物を
特定した。
【００３９】
　（ｉｖ）１６ＳｒＲＮＡ単離および増幅：ＩｎｓｔａＧｅｎｅ　Ｍａｔｒｉｘ（Ｂｉｏ
ｒａｄ、Ｈｅｍｅｌ　Ｈｅｍｐｓｔｅａｄ、Ｈｅｒｔｆｏｒｄｓｈｉｒｅ、ＵＫ）を製造
者の指示に従って用いて、このラクトバシルスから全ＤＮＡを抽出した。次に、１６Ｓｒ
ＲＮＡ遺伝子を、ＰＣＲにより、遺伝子の３’および５’末端に近い保存プライマーを用
いて増幅した。増幅した断片は大腸菌１６ＳｒＲＮＡ遺伝子の～３０から～１５００位に
相当した。５０μｌの最終容積中、この反応混合液は増幅プライマー、予備混合デオキシ
ヌクレオシド三リン酸、ＭｇＣｌ２ 、テンプレート、およびＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ
を含んでおり、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼはプレサイクリング段階後に添加され、それ
により反応混合液は９６℃に４分間加熱され、かつ０℃で保持された。ＰＣＲ増幅条件は
、９５℃で１分、５５℃で１分、および７２℃で１．５分を３０サイクルであった。最終
サイクルの後、７２℃で１０分間反応を延長し、次いで１０℃で保持した。エチジウムブ
ロマイド（０．５μｇ／ｍｌ）を含有する１×ＴＡＥ（４０ｍＭトリス－酢酸塩、１ミリ
モル／ｌＥＤＴＡ）中での１％（ｗ／ｖ）アガロースゲルによる電気泳動によって増幅産
生物を可視化した。正確なサイズの産生物（プライマーｐＡ－ｐＨについて１５００塩基
対）に対応するバンドを示す反応生成物を、ＱＩＡ－ｑｕｉｃｋ　ＰＣＲ精製キット（Ｑ
ＩＡｇｅｎ、Ｃｒａｗｌｅｙ、Ｗｅｓｔ　Ｓｕｓｓｅｘ、ＵＫ）を製造者の指示に従って
用いて精製した。
【００４０】
　（ｖ）ｒＲＮＡ配列決定：ＰＣＲ産生物を配列決定するため、ｒＲＮＡの５’末端近位
の約１５００ヌクレオチドを、ｄＲｈｏｄａｍｉｎｅ　ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ　ｃｙｃｌ
ｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｋｉｔ（ＰＥ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，　
Ｉｎｃ．、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ、ＵＳＡ）およびモデル３７
７オートマチックＤＮＡシーケンサー（ＰＥ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，
　Ｉｎｃ．、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ、ＵＳＡ）を用いて標的と
した。生成された配列を、ＦＡＳＴＡプログラムおよびＲｉｂｏｓｏｍａｌ　Ｄａｔａｂ
ａｓｅ　Ｐｒｏｊｅｃｔ（ＲＤＰ）を用いてＧｅｎＢａｎｋ／ＥＭＢＬデータベースにお
いて利用可能な１６ＳｒＲＮＡ遺伝子配列と比較し、他の細菌種との同一性パーセンテー
ジスコアを生成した。
【００４１】
　結果：この遺伝子の１６００塩基のうちの約１５００を配列決定し、その微生物がラク
トバシルス・ペントサスおよび系統発生学的に類似するラクトバシルス・プランタラム（
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）に密接に関連することが示された。
【００４２】
　続いて、Ｌ．ペントサスＬＰＫをブダペスト条約に従って、２００１年８月２８日に英
国ＡｂｅｒｄｅｅｎのＮＣＩＭＢに寄託し、受託番号ＮＣＩＭＢ４１１１４を受けた。
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【実施例２】
【００４３】
　単離されたラクトバシルスとカンジダ・アルビカンスとの相互作用
　実験１：カンジダ・アルビカンスおよびケモスタットから単離したラクトバシルスを、
それぞれ、Ｓａｂｏｕｒａｕｄ　Ｄｅｘｉｒｏｓｅブロス（Ｏｘｏｉｄ）およびＭＲＳブ
ロス（Ｏｘｏｉｄ）において一晩増殖させた。次に、各々の１ｍｌを、以下の培地成分を
収容する７５０ｍｌバッチ発酵槽に接種した：酵母エキスを２（ｇ／蒸留水１ｌ；以下同
じ）、ペプトン水を２、ＮａＣｌを０．１、Ｋ２ ＨＰＯ４ を０．０４、ＫＨ２ ＰＯ４ を０
．０４、ＭｇＳＯ４ ・７Ｈ２ Ｏを０．０１、ＣａＣｌ２ ・Ｈ２ Ｏを０．０１、ＮａＨＣＯ

３ を２、Ｔｗｅｅｎ　８０を２、システイン・ＨＣｌを０．５およびグルコース１．０。
培地を１２１℃で３０分間オートクレーブ処理し、まだ熱いうちに窒素ガスの下に置いた
。混合培養発酵を３７℃およびｐＨ６．５で嫌気的に維持した。定時の試料を４８時間に
わたって採取し、顕微鏡で細胞数を計測した。培養物の同一性は、表現型および生化学的
形質により確認した。発酵の最後に１ｍｌを発酵槽から取り出し、連続的に希釈してＭＲ
ＳおよびＳａｂｏｕｒａｕｄ　Ｄｅｘｔｒｏｓｅ寒天に塗布し、嫌気的に４８時間培養し
た。
【００４４】
　実験２：カンジダ・アルビカンスおよび単離したラクトバシルスを、それぞれ、Ｓａｂ
ｏｕｒａｕｄ　ＤｅｘｔｒｏｓｅおよびＭＲＳブロスにおいて一晩増殖させた。６つのＭ
ＲＳ寒天（２％ｗ／ｖ）プレートに等しい深さまで注ぎ、嫌気的に還元した。次に、単離
したラクトバシルス培養物を各々のプレート上に画線した。７ｍｌのＳａｂｏｕｒａｕｄ
　Ｄｅｘｔｒｏｓｅ寒天（０．７％ｗ／ｖ）を５０℃で維持し、５０μｌのＣ．アルビカ
ンス培養物を接種した。その後、これを、ラクトバシルス培養物を画線したプレート上に
均一に注いだ。これらのプレートを３７℃で４８時間嫌気的に培養し、阻害帯域について
検査した。両実験を６回繰り返した。
（他に記述しない限り、全ての化学薬品はＳｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．から購
入した。）
【００４５】
　実験１において、このラクトバシルス属の新規株は良好に増殖し、カンジダの成長を阻
害してそれを接種レベルに抑制した（図１）。実験２においては、カンジダが増殖するこ
とができない大きな阻害帯域がラクトバシルスのコロニー上に存在した（データは示さな
い）。抗微生物性作用に対するこの株の耐性およびカンジダ属の菌種に対するその強力な
拮抗作用は、ＩＢＳのような疾患を治療する間の腸機能の維持の可能性にとって適切であ
る。
【００４６】
　これらの実験に基づき、この微生物を鵞口瘡およびＩＢＳのような酵母の関連する疾患
の通常の治療の補助または代替として適用できることが予測される。
【図面の簡単な説明】
【００４７】
【図１】図１は、混合培養におけるカンジダ・アルビカンス（■）およびＬ．ペントサス
ＮＣＩＭＢ４１１１４（◆）の増殖、並びにこれと同じ条件下および培地での単独培養に
おけるカンジダ・アルビカンス（▲）の増殖を示す。

10

20

30

40

(9) JP 3993168 B2 2007.10.17



【 図 １ 】
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