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(57)【要約】
　本発明は、成長促進の効能に優れた新規なビフィズス
菌の菌株及びこれを含む成長促進用機能性食品組成物に
関するものであって、本発明の菌株は、母乳オリゴ糖の
消化を助けて、体力増進とともに免疫力を強化し、成長
発育の促進に有用であるという効果がある。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　成長促進のための韓国生命工学研究院遺伝子銀行（Ｋｏｒｅａｎ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏ
ｎ ｆｏｒ Ｔｙｐｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ； ＫＣＴＣ）に受託番号ＫＣＴＣ １２２０１ＢＰ
として国際寄託されたビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（Ｂｉｆｉｄｏｂ
ａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｒｅｖｅ ＣＢＴ ＢＲ３）ビフィズス菌。
【請求項２】
　前記ビフィズス菌は、母乳オリゴ糖を分解する遺伝子を有しており、前記遺伝子は、α
－マンノシダーゼ、β－マンノシダーゼ、エンド－β－Ｎ－アセチルグルコサミニダーゼ
、エンド－α－Ｎ－アセチルガラクトサミニダーゼ、シアリダーゼ、及びα－フコシダー
ゼをコード化する遺伝子を含むことを特徴とする請求項１に記載のビフィズス菌。
【請求項３】
　前記ビフィズス菌は、ニコチン酸（Ｂ３）、及び葉酸（Ｂ９）の生合成遺伝子を含むこ
とを特徴とする請求項１に記載のビフィズス菌。
【請求項４】
　請求項１によるビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ ｂｒｅｖｅ ＣＢＴ ＢＲ３）（ＫＣＴＣ １２２０１ＢＰ）の菌株を含む成
長促進用機能性食品組成物。
【請求項５】
　前記食品組成物は、ビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（受託番号：ＫＣ
ＴＣ １２２０１ＢＰ）菌株の生菌または乾燥菌を１０８乃至１０１２ｃｆｕ／ｇ含むこ
とを特徴とする請求項４に記載の成長促進用機能性食品組成物。
【請求項６】
　前記食品組成物が、ビフィドバクテリウム・ロンガムインファンティスＣＢＴ ＢＴ１(
Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｌｏｎｇｕｍ ｓｕｂｓｐ. ｉｎｆａｎｔｉｓ ＣＢＴ 
ＢＴ１)（ＫＣＴＣ １１８５９ＢＰ）、ビフィドバクテリウム・ビフィドゥムＣＢＴ Ｂ
Ｆ３（ＫＣＴＣ １２１９９ＢＰ）、及びビフィドバクテリウム・ロンガムＣＢＴ ＢＧ７
（ＫＣＴＣ １２２００ＢＰ）で構成される群から選択される一つ以上の他のプレバイオ
ティク （ｐｒｅｂｉｏｔｉｃ）をさらに含むことを特徴とする請求項４に記載の成長促
進用機能性食品組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、成長促進のためのビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（Ｂｉｆ
ｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｒｅｖｅ ＣＢＴ ＢＲ３）菌株及びこれを含む成長促進用
機能性食品組成物に関するものであって、より詳しくは、母乳の消化を助けて、ビタミン
を合成し、新生児、乳幼児及び成長期の子供の成長を促進することができるビフィドバク
テリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株及びこれを含む成長促進用機能性食品組成物に関
するものである。
【背景技術】
【０００２】
　人の成長は、殆ど成長板が開いている思春期までの時期に生じる。成長を医学的に定義
すると、成熟に伴われる大きさの変化であるといえ、特に、小児の成長というのは、身長
の増加だけでなく、身体の各器官の大きさと機能の増大を包括的に含む概念である。
【０００３】
　一般に、人の成長は遺伝的影響が最も大きく影響を及ぼすと認識されているが、実際に
は遺伝的な影響は２３％程度しか該当せず、残りの７７％は、後天的な影響により決定さ
れる。最近、持続的な経済成長や食習慣の西欧化、栄養状態の改善等により、小児及び青
少年の成長発育が大きく増加する傾向にある。また、外見や長身を好む社会的雰囲気が高
まるにつれて、成長に対する関心が増大している。
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【０００４】
　これまで知られている成長を促進するための方法としては、成長ホルモン製剤の投与療
法がある。しかし、成長ホルモンの使用時、費用負担が大きいだけでなく、注射部位の掻
痒感、発作、脂肪萎縮や高血圧、耐糖能（ｇｌｕｃｏｓｅ ｉｎｔｏｌｅｒａｎｃｅ）、
膵炎、全身アレルギー反応、成長ホルモン抗体の陽性、がん発生及び男性の女性化乳房等
の症状のような副作用があり得る。従って、成長に根本的に役立つ安全で効果的な食品素
材に対する開発が切実に必要なのが実情である。
【０００５】
　韓国特許第０８８７３７７号（乳児及び青少年のための健康補助食品）、韓国特許第１
０５３０２１１号（学習能力を向上させる健康機能食品組成物及びその製造方法）、韓国
特許第０５６１２８６号（乾燥酵母、天然物抽出粉末及び栄養成分混合粉末を含有し、成
長の発育に役立つ健康機能性組成物）等がこのような成長促進用食品を提案しているが、
これらは成長促進の効果が足りないという限界がある。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明者は、成長促進の効能に優れたプロバイオティクスを発掘するために鋭意研究し
た結果、ビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ ｂｒｅｖｅ ＣＢＴ ＢＲ３）菌株の成長促進製品としての適用可能性を実験的に確
認し、本発明を完成した。本発明の目的は、新生児、 乳幼児、小児及び成長期の子供の
成長促進用に好適なビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（Ｂｉｆｉｄｏｂａ
ｃｔｅｒｉｕｍ ｂｒｅｖｅ ＣＢＴ ＢＲ３）菌株を提供することである。
【０００７】
　本発明の他の目的は、母乳オリゴ糖の消化を助けて、ビタミンの合成を促進し、有害細
菌の増殖を抑制することによって、乳幼児、子供及び青少年の成長を促進することができ
る機能性食品組成物を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　上述した目的を達成するための本発明の一つの様態は、成長促進のための韓国生命工学
研究院遺伝子銀行（Ｋｏｒｅａｎ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｔｙｐｅ Ｃｕｌｔｕｒ
ｅ； ＫＣＴＣ）に受託番号ＫＣＴＣ １２２０１ＢＰとして国際寄託されたビフィドバク
テリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｒｅｖｅ ＣＢ
Ｔ ＢＲ３）ビフィズス菌に関するものである。
【０００９】
　本発明の他の様態は、本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（Ｂｉ
ｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｒｅｖｅ ＣＢＴ ＢＲ３）の菌株を含む乳幼児、子供及
び青少年の成長を促進することができる機能性食品組成物を提供することである。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒ
ｉｕｍ ｂｒｅｖｅ ＣＢＴ ＢＲ３）の菌株は、産業的規模で大量生産できず、人の酵素
によって消化されない母乳オリゴ糖（Ｈｕｍａｎ　Ｍｉｌｋ　Ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒ
ｉｄｅ）を消化させて供給し、ビタミンの生合成を促進し、腸内の有害細菌の増殖を抑制
し、免疫系を調節して、成長促進の効能に優れる。
【００１１】
　本発明の成長促進用機能性食品組成物は、新生児及び乳幼児、子供並びに青少年の体内
代謝を均衡的に活性化させ、免疫系を調節し、成長発育に役立つだけでなく、頭脳発達も
促進することができる。また、本発明の成長促進用機能性食品組成物は、成長不振、発育
不振、体力低下、低体重を改善することができる。
【図面の簡単な説明】
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【００１２】
【図１ａ】本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（Ｂｉｆｉｄｏｂａ
ｃｔｅｒｉｕｍ ｂｒｅｖｅ ＣＢＴ ＢＲ３）ＫＣＴＣ １２２０１ＢＰの菌株の１６Ｓ 
ｒＲＮＡ配列である。
【図１ｂ】本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３に関する種の１６Ｓ 
ｒＲＮＡ配列の相同性及び系統発生的関係（ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｒｅｌａｔｉｏ
ｎｓｈｉｐ）を比較図示したものである。
【図１ｃ】本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３に関する種の１６Ｓ 
ｒＲＮＡ配列の相同性及び系統発生的関係（ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｒｅｌａｔｉｏ
ｎｓｈｉｐ）を比較図示したものである。
【図２】本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株のゲノムＤＮＡの
ＲＡＰＤ（Ｒａｎｄｏｍ Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ＤＮＡ）の分析
結果である。
【図３】本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ ｂｒｅｖｅ ＣＢＴ ＢＲ３）ＫＣＴＣ １２２０１ＢＰ菌株のゲノムＤＮＡ
のＰＦＧＥ（Ｐｕｌｓｅｄ Ｆｉｅｌｄ Ｇｅｌ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）の分
析結果である。
【図４】本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ ｂｒｅｖｅ ＣＢＴ ＢＲ３）ＫＣＴＣ １２２０１ＢＰ菌株の溶血性活性（
ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ）の分析結果である。
【図５】本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株及び関連のビフィ
ドバクテリウムの菌株の系統発生のツリーを図示したものである。
【図６】本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株の母乳オリゴ糖の
代謝に関する遺伝子の数を示した図面である。
【図７】本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株のマウスの生長に
及ぼす成長促進効果を示したグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　以下で、本発明についてさらに詳しく説明する。
【００１４】
　本発明の一つの様態は、成長促進の効能に優れた韓国生命工学研究院遺伝子銀行（Ｋｏ
ｒｅａｎ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｔｙｐｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ； ＫＣＴＣ）に受託
番号ＫＣＴＣ １２２０１ＢＰとして国際寄託されたビフィドバクテリウム・ブレーベＣ
ＢＴ ＢＲ３（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｒｅｖｅ ＣＢＴ ＢＲ３）のビフィズ
ス菌である。
【００１５】
　本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株は、人の酵素によっては
分解せず、構造が非常に多様で複雑であり、産業的に大量生産が難しい母乳オリゴ糖（Ｈ
ＭＯ）を分解し、そのような菌株を摂取する乳児や小児に母乳オリゴ糖を供給することに
よって成長を促進させることができる。
【００１６】
　人の母乳は、有益な機能を有する２００種以上の多様なオリゴ糖を含むことが知られて
いる。母乳オリゴ糖（Ｈｕｍａｎ Ｍｉｌｋ Ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ）は、有益
な腸内の微生物叢の増殖及び繁殖を促進し、有害細菌の増殖を阻害して、細胞反応の調節
因子として機能し、免疫系を調節し、新生児及び乳児の頭脳成長発達の必須成分として頭
脳活動のエネルギーを供給することによって、新生児及び乳児の頭脳発達に寄与すること
が知られている。
【００１７】
　前記母乳オリゴ糖は、上部胃腸官及び小腸での酵素の消化に抵抗性があるため、結腸ま
で損傷することなく到達し、そこで結腸の発酵に対する基質として機能する。人の母乳は
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、病原性微生物の増殖を阻止する好ましい腸内細菌叢の増殖を促進するいくつかの因子を
含むと考えられている。母乳オリゴ糖が有益菌の数を増加させ、潜在的に病原性である細
菌の数を減少させることができる方法は、細胞表面の受容体に対する競争、必須栄養素に
対する競争、抗菌剤の生成、及び排泄物のｐＨを下げて、潜在的に病原性である細菌を抑
制することができる短鎖脂肪酸（ＳＣＦＡ）のような抑制性化合物の生成を通じて起こる
。母乳オリゴ糖は発酵し、酢酸、プロピオン酸、及び酪酸のようなＳＣＦＡを生成する。
このようなＳＣＦＡは熱量に寄与し、腸上皮に対する主要エネルギー源として機能し、結
腸内のナトリウム及び水の吸収を促進し、小腸の消化及び吸収を強化させるものと考えら
れる。また、ＳＣＦＡは、胃腸の発達及び免疫機能を調節することによって、全般的な胃
腸健康に寄与する。
【００１８】
　母乳オリゴ糖（ＨＭＯ）は多様な構造のオリゴ糖で構成されるが、主に５つの単糖類：
Ｄ－グルコース（Ｇｌｃ）、Ｄ－ガラクトース（Ｇａｌ）、Ｎ－アセチルグルコサミン（
ＧｌｃＮＡｃ）、Ｌ－フコース（Ｆｕｃ）とサリチル酸（Ｓｉａ；Ｎ－アセチルノイラミ
ン酸[Ｎｅｕ５Ａｃ]）で構成されている。
【００１９】
　本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株のゲノムは、母乳オリゴ
糖（ＨＭＯ）の消化酵素をコード化する様々な種類の遺伝子を含む。本発明のビフィドバ
クテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株のゲノムは、α－マンノシダーゼ、β－マンノ
シダーゼ、エンド－β－Ｎ－アセチルグルコサミニダーゼ、シアリダーゼ、α－フコシダ
ーゼをコード化する遺伝子を含む。
【００２０】
　本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株は、デアセチラーゼ、グ
リコシド加水分解酵素、ファミリー１、β－グリコシダーゼβ－１，３－エキソグルカナ
ーゼ、熱安定性β－グリコシダーゼＢ、Ｄ－アルロース－６－フォスフェイト３－エピメ
ラーゼ、シアリダーゼＡ、ＵＤＰ－Ｎ－アセチルグルコサミンデホスホリラーゼ、１，６
－α－グリコシダーゼ、ヌクレオシド－二リン酸－糖類エピメラーゼ、及びアミロ－α－
１，６－グリコシダーゼをコード化する遺伝子を含む。
【００２１】
　また、本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株のゲノムは、ビタ
ミン、特に、ビタミンＢ群を合成する遺伝子を有する。本発明のビフィドバクテリウム・
ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株のゲノムには、２種類のビタミンを合成することができる遺
伝子が存在する。コリスミ酸から葉酸（Ｂ９）を合成し、Ｌ－アスパラギン酸塩からニコ
チン酸（Ｂ３）を合成することができる。
【００２２】
　図７に図示されたように、本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌
株は、バクテリオシンの生合成のための遺伝子を有する。
【００２３】
　本発明の他の様態によると、本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３
菌株は、プロバイオティクスビフィズス菌として用いられたリ、多様な乳製品及びその他
発酵製品に用いられることもある。
【００２４】
　本発明のまた別の様態は、本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌
株を含む成長促進用機能性食品組成物に関するものである。母乳オリゴ糖（ＨＭＯ）は、
現在としては大量生産や商業的利用ができず、殆どの調整乳または調整食には欠乏してい
る。母乳オリゴ糖（ＨＭＯ）は乳幼児の必須栄養源であるが、人の酵素によっては消化さ
れず、消化されない場合、糞便に排泄される。本発明の成長促進用機能性食品組成物は、
母乳オリゴ糖を消化させて供給することによって、新生児及び乳幼児の頭脳発達及び成長
発育を促進することができる。前記食品組成物は、食品、健康機能食品（ｎｕｔｒａｃｅ
ｕｔｉｃａｌ）、補充剤（ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ）、生菌剤または共生剤（ｓｙｍｂｉｏ
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ｔｉｃ）である。本明細書で「生菌剤」という用語は、好適な量で供給される場合、宿主
生物の健康に有益な生きている微生物を意味する。本明細書で、「共生剤」という用語は
、プレバイオティク （ｐｒｅｂｉｏｔｉｃ）及び生菌剤の混合物を含有する食品を意味
する。
【００２５】
　本発明の組成物は、実施例によってビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌
株以外にラクトバチルス・サリバリウス （Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓａｌｉｖａｒ
ｉｕｓ）、ラクトバチルス・ブレビス （Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｂｒｅｖｉｓ）、
ラクトバチルス・ヘルヴェティクス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｈｅｌｖｅｔｉｃｕ
ｓ）、ラクトバチルス・ファーメンタム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｅｒｍｅｎｔ
ｕｍ）、ラクトバチルス・パラカゼイ（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｃａｓｅ
ｉ）、ラクトバチルス・カゼイ（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｃａｓｅｉ）、ラクトバ
チルス・デルブリッキー（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ）、ラ
クトバチルス・ロイテリ（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｅｕｔｅｒｉ）、ラクトバチ
ルス・ブフネリ（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｂｕｃｈｎｅｒｉ）、ラクトバチルス・
ガセリ（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｇａｓｓｅｒｉ）、ラクトバチルス・ジョンソニ
ー（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｊｏｈｏｎｓｏｎｉｉ）、ラクトバチルス・ケフィア
（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｋｅｆｉｒ）、ラクトコッカス・ラクチス（Ｌａｃｔｏ
ｃｏｃｃｕｓ ｌａｃｔｉｓ）、ビフィドバクテリウム・ビフィドゥム（Ｂｉｆｉｄｏｂ
ａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｉｆｉｄｕｍ）、ビフィドバクテリウム・プソイドロングム（Ｂｉ
ｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｓｅｕｄｏｌｏｎｇｕｍ）、ビフィドバクテリウム・テ
ルモフィルム（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｈｅｍｏｐｈｉｌｕｍ）、ビフィド
バクテリウム・アドレセンティス（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｄｏｌｅｓｃｅ
ｎｔｉｓ）で構成される群から選択される１種以上のプロバイオティク乳酸菌またはビフ
ィズス菌をさらに含み得る。
【００２６】
　本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株は、ビフィズス菌の培養
に通常用いられる培地を使用し、通常用いられる条件下で培養することによって、増殖し
て回収できる。培養後に得られる培養物をそのまま用いてもよく、さらに、必要に応じて
遠心分離等による粗精製及び／またはろ過等による固液分離や滅菌操作を行ってもよい。
好ましくは、遠心分離を行い、ビフィズス菌の菌体のみを回収する。また、本発明で使用
するビフィズス菌は、湿潤菌体であってもよく、または乾燥菌体であってもよい。例えば
、凍結乾燥により生菌剤の形で製造して用いられ得る。
【００２７】
　本発明の組成物は、ビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株以外に通常の
担体または賦形剤をさらに含み得、これ以外にもバインダー、分解剤、コーティング剤、
潤滑剤等のような通常用いられる多様な添加剤と剤形化して調製されることができる。
【００２８】
　本発明の組成物は、前記ビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株と適切な
担体、賦形剤、補助有効成分等との混合によって粉末剤、顆粒剤、錠剤、カプセルまたは
液状の形で剤形化され得る。また、本発明の菌株は、公知の方法を使用し、胃腸を通過し
た後、大腸に到達し、活性成分であるビフィズス菌が迅速に腸内に放出されるように腸溶
被覆され製品化されることができる。
【００２９】
　本発明で使用可能な賦形剤は、スクロース、ラクトース、マンニトール、グルコース等
のような砂糖及びコンスターチ、バレイショデンプン、米デンプン、部分的にプレゼラチ
ン化したデンプン等の澱粉を含む。バインダーは、デキストリン、アルギン酸ナトリウム
、カラギーナン、グアーガム、アカシア、アガー等の多糖類、トラガカント、ゼラチン、
グルテン等の天然－発生の巨大分子物質、ヒドロキシプロピルセルロース、メチルセルロ
ース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、エチルセルロース、ヒドロキシプロピルエ
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チルセルロース、カルボキシメチルセルロースナトリウム等のセルロース誘導体及びポリ
ビニルピロリドン、ポリビニルアルコール、ポリビニルアセテート、ポリエチレングリコ
ール、ポリアクリル酸、ポリメタクリル酸及びビニルアセテート樹脂等の高分子を含む。
【００３０】
　分解剤としては、カルボキシメチルセルロース、カルボキシメチルセルロースカルシウ
ム、低置換ヒドロキシプロピルセルロース等のセルロース誘導体及びカルボキシメチルナ
トリウムデンプン、ヒドロキシプロピルデンプン、コンスターチ、バレイショデンプン、
米デンプン及び部分的にプレゼラチン化したデンプン等の澱粉を使用し得る。
【００３１】
　本発明で使用可能な潤滑剤の例は、タルク、ステアリン酸、ステアリン酸カルシウム、
ステアリン酸マグネシウム、コロイドシリカ、ヒドロシリコンジオキシド、多様な種類の
ワックス及びヒドロゲネイティッドオイル等を含む。
【００３２】
　コーティング剤としては、ジメチルアミノエチルメタクリレート－メタクリル酸共重合
体、ポリビニルアセタールジエチルアミノアセテート、エチルアクリレート－メタクリル
酸共重合体、エチルアクリレート－メチルメタクリレート－クロロトリメチルアンモニウ
ムエチルメタクリレート共重合体、エチルセルロース等の水不溶性重合体、メタクリル酸
－エチルアクリレート共重合体、ヒドロキシプロピルメチルセルロースフタレート、ヒド
ロキシプロピルメチルセルロースアセテートコハク酸塩等の張性重合体及びメチルセルロ
ース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、ポリビニルピロリドン、ポリエチレングリ
コール等の水溶性重合体を含むが、必ずこれらに制限されるわけではない。
【００３３】
　本発明の成長促進用組成物で、有効成分である前記ビフィドバクテリウム・ブレーベＣ
ＢＴ ＢＲ３菌株の含量は、体重、年齢や性別等を考慮して適切に決定されることができ
る。一例として、本発明の組成物は、組成物の総重量に対して、有効成分としてビフィド
バクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株を栄養的に有効な濃度で含むが、好ましくは
１０８乃至１０１２ｃｆｕ／ｇの含量で含むか、同等の数の生菌を有する培養物を含む。
一般に、成人の場合、１×１０６以上の生菌、好ましくは１×１０８乃至１×１０１２の
生菌が必要に応じて一回または数回にわたって分けて投与され得る。
【００３４】
　また別の様態で、本発明の成長促進用機能性食品組成物は、ビフィドバクテリウム・ロ
ンガムインファンティスＢＴ１(Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｌｏｎｇｕｍ ｂｖ. 
ｉｎｆａｎｔｉｓ ＢＴ１)（ＫＣＴＣ １１８５９ＢＰ）、ビフィドバクテリウム・ビフ
ィドゥムＢＦ３（ＫＣＴＣ １２１９９ＢＰ）、及びビフィドバクテリウム・ロンガムＢ
Ｇ７（ＫＣＴＣ １２２００ＢＰ）で構成される群から選択される一つ以上の他のプレバ
イオティク （ｐｒｅｂｉｏｔｉｃ）をさらに含み得る。このような組成物は、各々のビ
フィズス菌を同一の割合で含み得る。
【００３５】
　以下で、本発明を実施例によって詳しく説明する。但し、下記実施例は、本発明を例示
するものであるだけで、本発明の内容が下記実施例によって限定されるわけではない。
【実施例】
【００３６】
　＜実施例１＞ビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔ
ｅｒｉｕｍ ｂｒｅｖｅ ＣＢＴ ＢＲ３）菌株の分離及び同定
　１－１．菌株の選抜
　ヒトの糞便１ｇを滅菌嫌気水に連続希釈（ｓｅｒｉａｌ　ｄｉｌｕｔｉｏｎ）した後、
各希釈液１ｍｌをＭａｎ－Ｒｏｇｏｓａ－Ｓｈａｒｐｅ（ＭＲＳ. ＢＤ. ＵＳＡ）固体培
地に注ぎ、嫌気条件で３日間培養した。生成されたコロニーをＭＲＳにＢＣＰ（Ｂｒｏｍ
ｏｃｒｅｓｏｌ ｐｕｒｐｌｅ、 ０．１７ｇ/Ｌ）が添加された乳酸菌選択培地（ＢＬ固
体培地）に移した後、同じ条件で３日間培養した。ＢＣＰ指示薬は乳酸菌が乳酸を形成し
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したコロニーを選択した後、生化学的、分子生物学的同定を行い、その後、菌株の機能性
及び安定性が最も優れる菌株１種を最終選抜した。
【００３７】
　１－２．選抜された菌株の同定
　１）ＡＰＩキットを用いた生化学的同定
　選抜された菌株の糖利用性を調べるために、ＡＰＩ ５０ ＣＨＬ Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ
ａｔｅ Ｔｅｓｔ Ｋｉｔ（ｂｉｏＭｅｒｉｅｕｘ Ｃｏ., Ｆｒａｎｃｅ）を用いた。１０
 ｍｌのＭＲＳ（Ｍａｎ－Ｒｏｇｏｓａ－Ｓｈａｒｐｅ） 液体培地で３７℃で１７時間培
養した後、１ｍｌの培養液を回収してＣＨＬ溶液で２回洗浄した。続いて、遠心分離（Ｍ
ＩＣＲＯ－１７、Ｈａｎｉｌ、ＫＲ）によって菌体を集めて９ｍｌのＣＨＬ溶液に再懸濁
させた。１５０μlの菌株懸濁液をＡＰＩ ５０ ＣＨＬキットの各ウェルに入れた後、オ
ートクレーブしたパラフィン油をウェル内の菌株懸濁液上に分注した。３７℃で３日間培
養した後、各々の糖利用性を比較した。４９種の炭素源に対して微生物増殖による色の変
化可否を観察して各炭素源の利用可否を観察し、最終同定の結果は、同定用プログラムＡ
ＰＩ ｗｅｂを利用して解釈し、その結果を下記表１及び表２に示した。
【００３８】
【表１】

【００３９】
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【表２】

【００４０】
　２）１６ｓ ｒＤＮＡ遺伝子塩基配列の決定を通じた同定
分離した菌株からゲノムＤＮＡを抽出し、１６ｓ ｒＲＮＡ塩基配列を分析した。糞便か
ら分離した菌株の純粋培養液１ｍｌでＡｃｃｕｐｒｅｐゲノム抽出キット（Ｂｉｏｎｅｅ
ｒ、Ｋｏｒｅａ）を用いてゲノムＤＮＡを抽出した。抽出したＤＮＡを鋳型として１６ｓ
 ｒＲＮＡ領域をプライマーＦ（５’－ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣ－３’）３

とプライマーＲ（５’－ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣ－３’）３を用いてＰＣＲ
（ＭｙＣｙｃｌｅｒ、ＢＩＯ－ＲＡＤ、ＵＳＡ）を行った。
【００４１】
　ＰＣＲ産物は、ｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ、ＵＳＡ）に連結し、
Ｅ.ｃｏｌｉ 菌株ＤＨ５αに形質転換させた後、ＬＢ／ｘ－ｇａｌ／ａｍｐｐｌａｔｅに
塗抹し、３７℃で一晩培養した。スクリーニングを通じて形質転換体から挿入体を含む組
み換えプラスミドを分離した後、ＤＮＡ塩基配列の分析を行った。ＤＮＡ塩基配列の分析
は、ＤＮＡ ｓｔａｒ ｐｒｏｇｒａｍのＣｌｕｓｔｅｒ Ｖ ｍｅｔｈｏｄを用いてビフィ
ドバクテリウム・ブレーベT （ＡＴＣＣ １５７００）と相同性を比較した。分離した菌
株の16ｓ ｒＲＮＡ塩基配列は、図１に図示されたように、ビフィドバクテリウム・ブレ
ーベ T （ＡＴＣＣ １５７００）と９９．３％の相同性を示した。
【００４２】
　３）ＲＡＰＤ（Ｒａｎｄｏｍ Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ＤＮＡ）
によるＤＮＡ指紋分析
　ＲＡＰＤ分析は、糞便から分離した菌株からゲノムＤＮＡを抽出し、分離したＤＮＡを
鋳型として（ＧＴＧ）５（５’－ＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧ －３’） プライマー
を用いて、ＰＣＲ－ＲＡＰＤ （ＭｙＣｙｃｌｅｒ、ＢＩＯ－ＲＡＤ、ＵＳＡ）を行った
。最終の産物であるＰＣＲ産物は、ＥｔＢｒ （ｅｔｈｉｄｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ）に染
色した後、Ｇ：ＢＯＸ （ＳＹＮＧＥＮＥ、ＵＫ）で観察した。ＲＡＰＤの結果から分離
した菌株は、図２に図示されたように、ビフィドバクテリウム・ブレーベT （ＡＴＣＣ 
１５７００）と異なるバンドパターンを示していることが確認できた。従って、上記結果
から、糞便から分離した菌株は、ビフィドバクテリウム・ブレーベT （ＡＴＣＣ １５７
００）と異なる新規な菌株であることを確認した。図２におけるレーン１は、ビフィドバ
クテリウム・ブレーベT（ＡＴＣＣ １５７００）の結果であり、レーン２は、ビフィドバ
クテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（ＫＣＴＣ １２２０１ＢＰ）の結果を示す。
【００４３】
　４）ＰＦＧＥ（Ｐｕｌｓｅｄ Ｆｉｅｌｄ Ｇｅｌ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）
によるＤＮＡ指紋分析
　ＭＲＳ　ｂｒｏｔｈで純粋培養したビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３と
ビフィドバクテリウム・ブレーベT（ＡＴＣＣ １５７００）のＯ．Ｄ．を測定した後、２
％Ｌｏｗ Ｍｅｌｔｉｎｇ Ａｇａｒｏｓｅを用いて、最終にＯ.Ｄ６００＝４に合わせて
プラグ（ｐｌｕｇ）を作製した。作製されたプラグを１ｍｌリゾチーム緩衝液（２ｍｇ／
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ｍｌ Ｌｙｓｏｚｙｍｅ （Ｓｉｇｍａ）、０．０５％ Ｎ－ｌａｕｏｒｙｌｓａｒｃｏｓ
ｉｎｅ （Ｓｉｇｍａ））に入れて、４ ｍｇ／ｍｌ Ｌｙｓｏｓｔａｐｈｉｎ（ｓｉｇｍ
ａ） １０μlを加えた後、３７℃で一晩反応させた。プラグを慎重に取り外してＮＤＳ緩
衝液（1ｍｌ １Ｍ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ＝８．０）、１０ ｍｌ１００％ ＳＤＳ、８
９　ｍｌ０．５Ｍ ＥＤＴＡ（ｐＨ＝８．５）４ｍｌに入れて、５０℃で一晩反応させた
。以降、軽く振とうしながら、５０ｍＭ ＥＤＴＡ（ｐＨ ８．５） １０ｍｌでプラグを
６回洗浄した後、処理しようとする酵素緩衝液４００μlにプラグを慎重に移し、常温で
３０分放置する。プラグを新たな酵素緩衝液４００μlに移した後、制限酵素（２０Ｕ）
を入れて、３７℃で一晩反応させた。このとき、制限酵素はＮｏｔＩを使用した。電気泳
動はＣＨＥＦシステム（ＢＩＯ－ＲＡＤ、ＵＳＡ）を用いて、０．５Ｘ ＴＢＥで５．３
ｃｍ／Ｖ、１ｓ～１５ｓパルスタイム、２０時間実施した。
【００４４】
　電気泳動が完了した後、ＥｔＢｒ溶液で染色した後、Ｇ：ＢＯＸ （ＳＹＮＧＥＮＥ、 
ＵＫ）でバンドパターンを観察した。ＮｏｔＩを用いたＰＦＧＥの結果、糞便から分離し
たビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３は、ビフィドバクテリウム・ブレーベT

（ＡＴＣＣ １５７００）と相違するバンドパターンを示す新たな菌株であることを確認
した。 図３におけるレーン１は、ビフィドバクテリウム・ブレーベT（ＡＴＣＣ １５７
００）の結果であり、レーン２は、ビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（Ｋ
ＣＴＣ １２２０１ＢＰ）の結果を示す。
【００４５】
　５）その他菌学的特性
　本発明によるビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３の特性は次の通りである
。
【００４６】
【表３】
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【００４７】
　以上の結果に基づき、前記菌株を“ビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（
Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｒｅｖｅ ＣＢＴ ＢＲ３）”菌株と名付けて、２０
１２年５月７日付で韓国の特許菌株寄託機関である微生物資源センター（ＫＣＴＣ）に寄
託し、受託番号ＫＣＴＣ　１２２０１ＢＰの付与を受けた。
【００４８】
　１－３．機能性及び安定性
　１）抗生剤の耐性実験
　分離したビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（ＫＣＴＣ　１２２０１ＢＰ
）の安全性を検証するために、抗生剤の耐性を分析した。抗生剤の耐性実験は、Ｅｕｒｏ
ｐｅａｎ Ｆｏｏｄ Ｓａｆｅｔｙ Ａｕｔｈｏｒｉｔｙ （ＥＦＳＡ）で推薦するｍｉｃｒ
ｏ－ｄｉｌｕｔｉｏｎ方法を用いて行い、実験に用いられた抗生剤は１０種であって、ア
ンピシリン（ＡＭＰ）、バンコマイシン（ＶＡＮ）、ゲンタマイシン（ＧＥＮ）、カナマ
イシン（ＫＡＮ）、ストレプトマイシン（ＳＴＭ）、エリトロマイシン（ＥＲＭ）、シナ
シッド（Ｑ／Ｄ）、クリンダマイシン（ＣＬＭ）、テトラサイクリン（ＴＥＴ）及びクロ
ラムフェニコール（ＣＰ）である。
【００４９】
　クリンダマイシンを除いた抗生剤に対しては、ＩＳＯ－ｓｅｎｓｉｔｅｓｔ ｂｒｏｔ
ｈ １０％とＭＲＳ ｂｒｏｔｈ ９０％とを混合したｂｒｏｔｈに２５６、１２８、６４
、３２、１６、８、４、２、１、０．５μg／ｍｌの濃度で添加し、クリンダマイシンは 
ラクトバチルスグループのＥＦＳＡブレークポイント値が０．２５μｇ／ｍｌ以下である
ため、抗生剤の濃度は１６、８、４、２、１、０．５、０．２５、０．１２５、０．０６
２５、０．０３１２５μg／ｍｌの濃度で添加して使用した。また、シナシッドはＢｉｏ
Ｍｅｒｉｕｘ社のＥ－テストストリップを用いて行った。
【００５０】
　マイクロプレートを３７℃下の嫌気性条件下で４８時間インキュベーションし、続いて
ＭＩＣを可視的な成長が観察されない最低の抗生剤濃度で測定した。
【００５１】
　（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｒｅｖｅ ＣＢＴ ＢＲ３）が各々の抗生剤に対
して耐性があるか否かを確認し、下記表４に示した。
【００５２】
【表４】

【００５３】
　分離したビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３は、実験に用いられた全ての
抗生剤に対する耐性がＥＦＳＡ抗生剤の耐性基準よりも低く示されたため、ＥＦＳＡの抗
生剤に対する安定性の基準に好適なものと確認された。ビフィドバクテリアは、シトクロ
ム－媒介の薬物輸送システムの欠如でカナマイシンのようなアミニグリコシドに対して耐
性があることが報告されているため、ＥＦＳＡはビフィドバクテリウムに対する薬剤のＭ
ＩＣ値を要求しない。
【００５４】
　２）腸定着性実験
　ビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３の腸定着性の測定は、ビフィドバクテ
リウム・ブレーベT （ＡＴＣＣ １５７００）を対照群として人の大腸上皮細胞に由来す



(12) JP 2017-520257 A 2017.7.27

10

20

30

40

50

るＨＴ－２９細胞株で実施した。ＨＴ－２９細胞株に各菌株を１時間処理した後、グラム
染色と生菌の数を測定することによって、菌株の腸定着能を比較し、下記表５に示した。
【００５５】
【表５】

【００５６】
　腸定着性の測定結果、ビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株は、ビフィ
ドバクテリウム・ブレーベT（ＡＴＣＣ １５７００）菌株よりも優れた腸定着性を示す菌
株であることを確認した。このような結果は、本発明の前記菌株が腸上皮細胞に付着し、
腸内環境を改善することができるということを示す。
【００５７】
　３）溶血性テスト
　溶血性テスト（Ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ　ｔｅｓｔ）は、ビフィズス菌が人体内で溶血性毒
性がないことを確認するためのものであって、赤血球の破壊または分解する現象である溶
血性可否を検査した。Ｂａｕｍｇａｒｔｎｅｒ等の方法によって、試験菌株を５％馬血液
が補充されたＭＲＳ培地で成長させ、嫌気性の条件下で３７℃で４８時間インキュベーシ
ョンした。菌体の周りに透明環の生成可否で溶血性を判断した。本発明の菌株の溶血性可
否を検査した結果、図４を通じて確認されるように、ビフィドバクテリウム・ブレーベＣ
ＢＴ ＢＲ３菌株は、馬の血液に対して溶血性がないため、人体に無害であることが確認
された。
【００５８】
　４）急性毒性実験
　本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株に対する安全性を検証す
るために、実験動物を対象に急性毒性実験を実施した。６週齢の雌雄Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄ
ａｗｌｅｙ （ＳＤ）系マウスに本発明の凍結乾燥された菌株を１．０×１０１１ｃｆｕ
／ｋｇで経口投与した。対照群には０．８５％塩水を胃内に投与した。全ての実験動物に
対する臨床症状は、試料投与の１日から剖検日まで１日１回ずつ１４日間観察した。観察
結果は、下記表５に示した。
【００５９】
　ビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株を投与した後、全ての対照群及び
投与群で死亡率を観察できず、また、特異的な臨床症状を示す個体を見つけることができ
なかった。さらに、投与後１４日間、餌と水の摂取量、及び体温を観察した結果、投与群
と対照群との間に統計学的に有意的な差を見つけることができなかった。
【００６０】
【表６】

【００６１】
　＜実施例２＞ビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株の遺伝子分析
　ビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（ＫＣＴＣ　１２２０１ＢＰ）菌株の
ゲノムシーケンシングは、ＰａｃＢｉｏ ＲＳ ＩＩ Ｓｙｓｔｅｍ （ＤＮＡ Ｌｉｎｋ、



(13) JP 2017-520257 A 2017.7.27

10

20

30

40

Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｋｏｒｅａ）を用いて行った。ゲノムに対して、１０ ｋｂのラ
イブラリーを作り、Ｃ２－Ｐ４ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙを有するＳＭＲＴｃｅｌｌのうち一
つを用いて、ゲノムシーケンシングを実施した。ゲノムシーケンシングによって３３７，
６５５，２８２ ｂｐの長い配列が収得された。ＳＭＲＴｐｉｐｅ ＨＧＡＰによりＤｅ 
ｎｏｖｏ組立を実施し、ＳＭＲＴｐｉｐｅ ＡＨＡによってスキャフォールディングとギ
ャップフィリングを行った。構造遺伝子の予測は、Ｇｌｉｍｍｅｒ３とし、遺伝子ａｎｎ
ｏｔａｔｉｏｎはＰｆａｍ、Ｕｎｉｒｅｆ１００、ＫＥＧＧ、ＣＯＧ及びＧｅｎＢａｎｋ
 ＮＲデータベースに対してＢＬＡＳＴＰによって得た結果を用いて、ＡｕｔｏＦＡＣＴ 
（Ｋｏｓｋｉ ｅｔ ａｌ. ２００５）によって行った。Ｔｒａｎｓｆｅｒ ＲＮＡ及びリ
ボソームＲＮＡは、各々ｔＲＮＡｓｃａｎ－ＳＥ （Ｌｏｗｅ ａｎｄ Ｅｄｄｙ １９９７
） 及びＲＮＡｍｍｅｒ （Ｌａｇｅｓｅｎ ｅｔ ａｌ. ２００７）を用いて行った。Ｃｌ
ｕｓｔｅｒｓ ｏｆ Ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ Ｇｒｏｕｐｓ （ＣＯＧｓ） ｃａｔｅｇｏ
ｒｙによる遺伝子の機能的分類は、ｅ－ｖａｌｕｅ ｃｕｔｏｆｆを１ｅ－２未満として
ＲＰＳ－ＢＬＡＳＴを用いて行った（Ｍａｖｒｏｍａｔｉｓ ｅｔ ａｌ. ２００９）。
【００６２】
　ゲノム上の特殊な遺伝子の存在は、収集されたデータセットに対して配列相同性≧５０
％のパラメータでＢＬＡＳＴＰを用いて行った。ゲノムの代謝経路の分析は、ＫＥＧＧ 
ａｕｔｏｍａｔｉｃ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｓｅｒｖｅｒを用いて行った（Ｍｏｒｉｙａ
 ｅｔ ａｌ. ２００７）。二次代謝産物の生合成遺伝子の分析は、ａｎｔｉＳＭＡＳＨ 
ｖｅｒｓｉｏｎ ３.０.０ （Ｂｌｉｎ ｅｔ ａｌ. ２０１３； Ｂｌｉｎ ｅｔ ａｌ. ２
０１４）（（ｈｔｔｐ：//ａｎｔｉｓｍａｓｈ.ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔ
ｅｓ.ｏｒｇ/））を用いて行った。
【００６３】
　２－１．ＨＭＯ（Ｈｕｍａｎ Ｍｉｌｋ Ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ） 代謝関連
の遺伝子
　本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株のゲノムの遺伝子コンテ
ンツ分析の結果、母乳オリゴ糖代謝に関する遺伝子中、α－マンノシダーゼ、β－マンノ
シダーゼ、エンド－β－Ｎ－アセチルグルコサミニダーゼ、エンド－α－Ｎ－アセチルガ
ラクトサミニダーゼ、シアリダーゼ、α－フコシダーゼをコード化する遺伝子を含むこと
が確認された。これによって、本発明の菌株が人の酵素によって消化されない母乳オリゴ
糖を消化させて供給することができるということが分かる。
【００６４】
【表７】

【００６５】
　２－２．ビタミン生合成遺伝子
　遺伝子分析の結果、本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株は、
ビタミン、特にビタミンB群の生合成のための全ての遺伝子を有することが確認された。
本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株のゲノムには、２種類のビ
タミンを合成することができる遺伝子が存在する。コリスミ酸から葉酸（Ｂ２）を合成し
、Ｌ－アスパラギン酸塩からニコチン酸（Ｂ３）を合成する遺伝子を有することが確認さ
れた。
【００６６】
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【表８】

【００６７】
　本発明に関する菌株のビタミン生合成遺伝子を比較すると、下記表の通りである。
【００６８】
【表９】

【００６９】
　２－３．病原性遺伝子の不在
　ＰＡＩｓ (Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｉｓｌａｎｄｓ) 及びＲＥＩｓ（Ａｎｔｉｍ
ｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｓｌａｎｄｓ）に対する分析は、ＰＡＩデー
タベース（Ｙｏｏｎ ｅｔ ａｌ. ２００７; Ｙｏｏｎ ｅｔ ａｌ. ２０１５）のＰＡＩ 
ｆｉｎｄｅｒを用いて行った。分析の結果、本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣ
ＢＴ ＢＲ３菌株のゲノムには、ＰＡＩ (Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｉｓｌａｎｄｓ) 
及びＰＡＩ－類似領域は存在しないことが確認された。 
【００７０】
　実施例３．ビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株の成長促進効果
　以下の実施例で、本発明の菌株の特性と成長促進用効能を立証する。全ての実施例の実
験結果は、平均（ｍｅａｎ）±標準偏差（ＳＤ）で表し、実験結果の統計処理は、Ｇｒａ
ｐｈＰａｄ ＰｒｉｓｍＴＭ ６．０を用いて、実験群間の平均の差は、ｏｎｅ－ｗａｙ 
ＡＮＯＶＡで有意性を確認した後、Ｔｕｋｅｙ’ｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒａｎｇｅ ｔｅ
ｓｔを用いて事後検証した。.
【００７１】
　３－１．本発明の菌株の培養物及びそれを含む組成物の製造
　ビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株（ＫＣＴＣ １２２０１ＢＰ）をＢ
Ｌブロス（ＢＤ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、Ｓｐａｒｋｓ、ＭＤ）で２４時間３７℃で培
養し、リン酸塩バッファー溶液（ＰＢＳ、１０ｍＭリン酸ナトリウム、１３０ｍＭ塩化ナ
トリウム、ｐＨ７．４）に１０１１ＣＦＵ／ｍｌで希釈して超音波処理した後、上澄み液
を遠心分離し、０．４５μｍポアサイズのフィルタでろ過し、凍結乾燥した後、－２０℃
に生体内実験前まで保管した。
【００７２】
　３－２．肥満動物のモデル及びサンプリング
　動物実験は、Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ Ａｎｉｍａｌ Ｃａｒｅ ａｎｄ Ｕｓｅ Ｃ
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ｏｍｍｉｔｔｅｅ（ＩＡＣＵＣ）のＡｎｉｍａｌ ｕｓｅ ａｎｄ Ｃａｒｅ Ｐｒｏｔｏｃ
ｏｌを遵守して行った。実験動物は、Ｓａｅｒｏｎｂｉｏ　Ｉｎｃ．（Ｕｉｗａｎｇ、Ｋ
ｏｒｅａ）で雄のＳＤ実験用マウス６週齢を（グループ当たり１０匹、雌５匹、雄５匹）
購入し、２４時間の適応期間を有した後、１７日間の飼育が行われ、飼育環境は２４±２
℃、湿度５５±１５％でｌｉｇｈｔ ｃｙｃｌｅが１２時間維持された。基礎食餌のため
に１７日間麦成分の飼料（ｂａｒｌｅｙ ｆｅｅｄ、Ａ０４、ＵＡＲ、Ｖｉｌｅｍｏｉｓ
ｓｏｎ－ｓｕｒ－Ｏｒｇｅ、Ｆｒａｎｃｅ）を摂取するようにし、飲用水は自由に摂取し
たり、ビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３（１０７ ＣＦＵ/ｈｅａｄ/ｄａｙ
）を飲用水に混ぜて摂取するようにした。
【００７３】
　３－３．本発明の菌株の成長発育促進の効果
　本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株の成長促進の効能を観察
するために、麦成分の飼料を１７日間食べさせて基礎食餌を誘導し、実験を始めた後１７
日まで毎日体重と摂取した飲用水及び飼料の量を測定した。体重の増加は、実験日の体重
から実験開始日の体重を引いて計算した。飲用水と飼料は、ケージ別に測定した後、匹当
たり計算して１７日までの総量を計算した。体重増加の効率は、総摂取した飼料の量から
増加した体重を割って計算した。
【００７４】
　ビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３を飲用水に混ぜて食べさせたグループ
（ＣＢＴ ＢＲ３）の場合、一般の飲用水を正常的に食べさせたグループ（ＮＣ）に比べ
、１２日から有意性のあるように体重が増加することを観察した（１２ｄａｙ; ｐ＜０．
０５、１３ ｔｏ １７ ｄａｙｓ; ｐ＜０．０１）（図７（Ａ））。しかし、１７日間摂
取した総飼料の摂取量（ＦＩ）と飲用水の量（ＷＩ）は、二つのグループ間で特別な差を
示さなかった（図７（Ｂ））。本発明の菌株の投与が飼料摂取に影響を与えず、体重（Ｗ
Ｇ）の増加が飼料摂取量（ＦＩ）の差に起因していないことが確認できる。このように摂
取した飼料の量に対する体重増加の効率（ＦＩ／ＷＧ）は、正常グループに対してビフィ
ドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３を摂取したグループで有意味な結果が示され、
本発明のビフィドバクテリウム・ブレーベＣＢＴ ＢＲ３菌株の投与により成長が促進さ
れることが確認された。
【００７５】
　以上で、本発明についてその好ましい実施例を中心に見た。本発明が属する技術分野で
通常の知識を有する者は、本発明が本発明の本質的な特性から外れない範囲内で多様に変
形または変更された形で具現できるということを理解できるであろう。従って、本発明の
真の保護範囲は、前述の実施例ではなく、以下の特許請求範囲及びそれと均等な範囲に解
釈されなければならない。
【００７６】



(16) JP 2017-520257 A 2017.7.27

10

20

30

【００７７】



(17) JP 2017-520257 A 2017.7.27

10

20

【００７８】



(18) JP 2017-520257 A 2017.7.27

10

20

30

【００７９】



(19) JP 2017-520257 A 2017.7.27

10

20

【００８０】



(20) JP 2017-520257 A 2017.7.27

10

20

30

【００８１】



(21) JP 2017-520257 A 2017.7.27

10

20

【００８２】



(22) JP 2017-520257 A 2017.7.27

10

20

30

【００８３】



(23) JP 2017-520257 A 2017.7.27

10

20

【図１ａ】 【図１ｂ】



(24) JP 2017-520257 A 2017.7.27

【図１ｃ】

【図２】

【図３】

【図４】

【図５】 【図６】



(25) JP 2017-520257 A 2017.7.27

【図７】



(26) JP 2017-520257 A 2017.7.27

10

20

30

40

【国際調査報告】



(27) JP 2017-520257 A 2017.7.27

10

20

30

40



(28) JP 2017-520257 A 2017.7.27

10

20

30

40



(29) JP 2017-520257 A 2017.7.27

10

20

30

40



(30) JP 2017-520257 A 2017.7.27

フロントページの続き

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,ST,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,T
J,TM),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,R
O,RS,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,KM,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,
BA,BB,BG,BH,BN,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,H
N,HR,HU,ID,IL,IN,IR,IS,JP,KE,KG,KN,KP,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI
,NO,NZ,OM,PA,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SA,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,
UG,US,UZ


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	search-report
	overflow

