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【 公 報 種 別 】 特 許 法 第 １ ７ 条 の ２ の 規 定 に よ る 補 正 の 掲 載
【 部 門 区 分 】 第 １ 部 門 第 １ 区 分
【 発 行 日 】 令 和 4 年 4 月 1 5 日 ( 2 0 2 2 . 4 . 1 5 )
　
【 国 際 公 開 番 号 】 W O 2 0 2 0 / 1 7 5 6 9 0
【 出 願 番 号 】 特 願 2 0 2 1 - 5 0 2 6 5 7 ( P 2 0 2 1 - 5 0 2 6 5 7 )
【 国 際 特 許 分 類 】
   Ａ ２ ３ Ｌ 3 3 / 1 3 5 ( 2 0 1 6 . 0 1 )
   Ａ ６ １ Ｋ 3 5 / 7 4 5 ( 2 0 1 5 . 0 1 )
   Ａ ６ １ Ｐ 1 / 0 0 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
   Ａ ６ １ Ｐ 4 3 / 0 0 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
   Ａ ６ １ Ｋ 3 1 / 1 9 2 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
   Ｃ １ ２ Ｎ 1 / 2 0 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
【 Ｆ Ｉ 】
　 Ａ ２ ３ Ｌ 3 3 / 1 3 5 　 　 　 　 　 　 　
　 Ａ ６ １ Ｋ 3 5 / 7 4 5 　 　 　 　 　 　 　
　 Ａ ６ １ Ｐ 1 / 0 0 　 　 　 　 　 　 　
　 Ａ ６ １ Ｐ 4 3 / 0 0 １ ２ １  　 　 　
　 Ａ ６ １ Ｋ 3 1 / 1 9 2 　 　 　 　 　 　 　
　 Ｃ １ ２ Ｎ 1 / 2 0 　 　 　 Ｅ 　 　 　
　
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 令 和 3 年 1 0 月 8 日 ( 2 0 2 1 . 1 0 . 8 )
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
３ － フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸 及 び ／ 又 は ３ － （ ４ － ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ） プ ロ ピ オ ン 酸 を 有  
効 成 分 と し て 含 有 す る 、 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム （ B i f i d o b a c t e r i u m ） 属 細 菌 の 線 毛 形 成
誘 導 用 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
３ － フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸 及 び ／ 又 は ３ － （ ４ － ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ） プ ロ ピ オ ン 酸 を 有  
効 成 分 と し て 含 有 す る 、 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム 属 細 菌 の 腸 内 定 着 促 進 用 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム 属 細 菌 が 、 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム （ B i f i d o b a c t e r  
i u m  l o n g u m ） で あ る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
３ － フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸 及 び ／ 又 は ３ － （ ４ － ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ） プ ロ ピ オ ン 酸 を 産  
生 す る 微 生 物 を 含 有 す る 、 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム 属 細 菌 の 線 毛 形 成 誘 導 用 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
３ － フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸 及 び ／ 又 は ３ － （ ４ － ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ） プ ロ ピ オ ン 酸 を 産  
生 す る 微 生 物 を 含 有 す る 、 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム 属 細 菌 の 腸 内 定 着 促 進 用 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 微 生 物 が 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム （ C l o s t r i d i u m ） 属 細 菌 で あ る 、 請 求 項 ４ 又 は ５ に 記
載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム 属 細 菌 が 、 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム で あ る 、 請 求 項 ４  
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～ ６ の 何 れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム 属 細 菌 、 並 び に ３ － フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸 及 び ／ 又 は ３ － （ ４ －
ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ） プ ロ ピ オ ン 酸 を 含 有 す る 、 整 腸 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム 属 細 菌 、 並 び に ３ － フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸 及 び ／ 又 は ３ － （ ４ － ヒ  
ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ） プ ロ ピ オ ン 酸 を 含 有 す る 、 腸 内 細 菌 叢 改 善 用 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム 属 細 菌 が 、 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム で あ る 、 請 求 項 ８  
又 は ９ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
飲 食 品 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
医 薬 品 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ６ 】
【 図 １ 】 試 験 例 １ に お け る 、 腸 管 モ デ ル （ K U H I M M ） 培 養 液 で 培 養 し た ビ フ ィ ド バ ク テ  
リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム の 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 写 真 。 ａ ： ヒ ト 便 の 添 加 あ り 、 ｂ ： ヒ ト 便 の 添 加 な  
し
【 図 ２ 】 試 験 例 ３ に お け る 、 培 養 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム の 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 写  
真 。 Ｐ Ｐ Ａ － ： ３ － フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸 非 添 加 、 Ｐ Ｐ Ａ ＋ ： ３ － フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸  
添 加
【 図 ３ 】 試 験 例 ３ に お け る 、 培 養 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム の ヒ ト 腸 管 上 皮 細 胞 株  
へ の 接 着 性 を 示 す グ ラ フ 。 各 群 左 か ら 、 Ｐ Ｐ Ａ － ： ３ － フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸 非 添 加 、 Ｐ  
Ｐ Ａ ＋ ： ３ － フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸 添 加 、 Ｐ Ｐ Ａ ＋ （ F i m A  A b ） ： ３ － フ ェ ニ ル プ ロ ピ  
オ ン 酸 添 加 か つ 抗 F i m A 抗 体 添 加
【 図 ４ 】 試 験 例 ４ に お け る 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス ポ ロ ゲ ネ ス と 共 培 養 し た ビ フ ィ ド バ ク  
テ リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム の 線 毛 形 成 を 示 す ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 写 真 。
【 図 ５ 】 試 験 例 ５ に お け る 、 ア ミ ノ 酸 代 謝 物 を 添 加 し た Ｇ Ａ Ｍ 培 地 で 培 養 し た ビ フ ィ ド バ  
ク テ リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム の 線 毛 形 成 を 示 す ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 写 真 。 フ ェ ニ ル ア  
ラ ニ ン 及 び そ の 代 謝 物  １ ： フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ２ ： フ ェ ニ ル 乳 酸 、 ３ ： フ ェ ニ ル ア ク リ  
ル 酸 、 ４ ： ３ － フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸 、 チ ロ シ ン 及 び そ の 代 謝 物  １ ： チ ロ シ ン 、 ２ ： ４  
－ ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル 乳 酸 、 ３ ： ４ － ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ア ク リ ル 酸 、 ４ ： ３ － （ ４ － ヒ  
ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ） プ ロ ピ オ ン 酸 、 ト リ プ ト フ ァ ン 及 び そ の 代 謝 物  １ ： ト リ プ ト フ ァ ン  
、 ２ ： イ ン ド ー ル 乳 酸 、 ３ ： イ ン ド ー ル ア ク リ ル 酸 、 ４ ： ３ － （ イ ン ド ー ル ） プ ロ ピ オ ン  
酸
【 図 ６ 】 試 験 例 ６ に お け る 、 ノ ト バ イ オ ー ト マ ウ ス 糞 便 中 の ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ン  
ガ ム の 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 写 真 。 Ｂ Ｌ ： ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム 接 種 マ ウ ス 、 Ｂ Ｌ  
＋ Ｃ Ｓ ： ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム 及 び ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス ポ ロ ゲ ネ ス 接 種 マ ウ  
ス
【 図 ７ 】 試 験 例 ７ に お け る 、 ノ ト バ イ オ ー ト マ ウ ス の 盲 腸 粘 液 上 の ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム  
・ ロ ン ガ ム の 菌 数 を 示 す グ ラ フ 。 Ｂ Ｌ ： ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム 接 種 マ ウ ス 、 Ｂ  
Ｌ ＋ Ｃ Ｓ ： ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム 及 び ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス ポ ロ ゲ ネ ス 接 種 マ  
ウ ス
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
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【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム 属 細 菌 の 線 毛 の 主 要 な 構 成 タ ン パ ク 質 F i m A は レ ク チ ン 様 の 性 質 を  
有 す る た め 、 こ れ が 線 毛 を 介 す る 該 細 菌 の 腸 内 上 皮 細 胞 へ の 接 着 性 に 寄 与 す る と 考 え ら れ  
る 。 後 述 の 試 験 例 で 示 さ れ る よ う に 、 線 毛 形 成 が 誘 導 さ れ た ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム 属 細 菌  
で は 、 腸 上 皮 を 構 成 す る 細 胞 に 、 線 毛 形 成 が 誘 導 さ れ て い な い 場 合 よ り も 大 き く 結 合 す る  
。
腸 内 上 皮 細 胞 へ の ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム 属 細 菌 の 接 着 性 が 向 上 す る と 、 該 細 菌 の 腸 内 定 着  
が 促 さ れ る と 考 え ら れ る 。 こ こ で 「 定 着 」 と は 、 腸 内 上 皮 へ 接 着 す る こ と に よ り 、 腸 内 に  
存 在 す る 菌 量 が 組 成 物 摂 取 （ 投 与 ） 前 よ り も 増 加 す る こ と 、 及 び 腸 内 か ら 排 出 さ れ る 菌 量  
が 組 成 物 摂 取 （ 投 与 ） 前 よ り も 減 少 す る こ と を 含 む 。
し た が っ て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム 属 細 菌 の 腸 内 定 着 を 促 進 す る こ と  
が で き る 。 さ ら に は 、 腸 内 細 菌 叢 を ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム 属 細 菌 が 優 勢 な 状 態 へ と 改 善 す  
る こ と も 期 待 さ れ る 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ３ 】
＜ 試 験 例 １ ＞ 腸 管 モ デ ル 培 養 に お け る 線 毛 形 成 の 確 認
Ｇ Ａ Ｍ 培 地 で ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム  １ － １ 株 を 培 養 し 、 該 培 養 液 を Ｏ Ｄ ６
０ ０ ＝ ０ ． １ に 調 整 し た 菌 液 １ ｍ Ｌ を 透 析 膜 内 に 入 れ 、 単 一 バ ッ チ 式 嫌 気 性 培 養 シ ス テ ム  
（ K U H I M M 、 R .  T a k a g i  e t .  a l . ,  P L o S  O n e .  2 0 1 6 ,  1 1 ( 8 ) :  e 0 1 6 0 5 3 3 . 、 D .  S a s  
a k i  e t .  a l . ,  S c i .  R e p .  2 0 1 8 ,  8 ( 1 ) :  4 3 5 . ） 内 で 、 ｐ Ｈ が ６ 以 下 に な ら な い よ う １ Ｍ  
の Ｎ ａ ２ Ｃ Ｏ ３ 液 で コ ン ト ロ ー ル し な が ら ２ ４ 時 間 ３ ７ ℃ で 嫌 気 培 養 を 行 っ た 。 な お 、 試  
験 群 の 培 地 に は 生 理 食 塩 水 で １ ０ ％ （ ｗ ／ ｖ ） に 予 め 調 整 し て お い た ヒ ト 糞 便 溶 液 １ ０ ０  
μ Ｌ を 添 加 し 、 陰 性 対 照 群 に は 添 加 し な か っ た 。
培 養 後 の 細 菌 を 酸 化 オ ス ミ ウ ム で 固 定 し ， 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 で 観 察 し た と こ ろ 、 ヒ ト 糞 便  
を 添 加 し て 培 養 し た 場 合 は 、 大 き な フ ァ イ バ ー 状 の 線 毛 が 観 察 さ れ た （ 図 １ ） 。
ま た 、 ヒ ト 糞 便 を 添 加 し て 培 養 し た 試 験 群 の ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム  １ － １
株 に つ い て 、 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、 f i m A 、 f i m B 、 及 び s r t C 遺 伝  
子 を 含 む ク ラ ス タ ー が 、 陰 性 対 照 群 に 比 べ て ２ 倍 以 上 発 現 が 増 強 さ れ て い た 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ４ 】
＜ 試 験 例 ２ ＞ 線 毛 形 成 誘 導 物 質 の 同 定
試 験 例 １ で 用 い た ヒ ト 糞 便 を 添 加 し た K U H I M M 培 養 液 （ 9 0 0  m L ） を 、 活 性 炭 カ ラ ム （  
樹 脂 容 積 ： 4 5  m L ） を 用 い て 、 M i l l i Q 水 、 ５ ０ ％ メ タ ノ ー ル 、 及 び １ ０ ０ ％ メ タ ノ ー ル  
（ 各 ２
５ ０ ｍ Ｌ ） の 順 で 分 画 し た 。 各 画 分 の う ち 、 １ ０ ０ μ Ｌ を 別 の 容 器 に 回 収 し 減 圧 乾 固 し た  
後 、 M i l l i Q 水 ５ ０ μ Ｌ で 再 溶 解 し た 。 次 に ， Ｇ Ａ Ｍ 培 地 で ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ン  
ガ ム  １ － １ 株 を 培 養 し 、 該 培 養 液 を Ｏ Ｄ ６ ０ ０ ＝ ０ ． １ に 調 整 し た 菌 液 １ ｍ Ｌ に 上 記 の 分
取 画 分 の 再 溶 解 液 ５ ０ μ Ｌ を 添 加 し 、 ３ ７ ℃ 、 ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 培 養 後 に 遠 心 分 離 （ ４  
， ０ ０ ０ × ｇ 、 ５ 分 間 ） に よ り 菌 体 を 回 収 し た 。 ム タ ノ リ シ ン お よ び リ ゾ チ ー ム を 含 む 抽
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出 液 （ 参 考 組 成 ： e x t r a c t i o n  b u f f e r  ( 5 0  m M  T r i s - H C l  [ p H  7 . 0 ] ,  4 0 %  [ w / v ]  s u  
c r o s e ,  0 . 1  m g  [ w / v ]  l y s o z y m e ,  2 5  U  m u t a n o l y s i n  [ S i g m a - A l d r i c h ,  M 9 9 0 1  
] ,  c O m p l e t e  [ R o c h e ] ) に よ り 菌 体 を 処 理 す る こ と で 線 毛 を 含 む 菌 体 表 層 画 分 を 分 画 し  
た 。 次 い で 、 ト リ ク ロ ロ 酢 酸 沈 殿 に よ り タ ン パ ク 質 を 濃 縮 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に 供 し た  
。 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 に 転 写 後 、 抗 F i m A 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 実 施 し  
， 線 毛 の シ グ ナ ル を 検 出 す る こ と で 、 線 毛 誘 導 活 性 を 評 価 し た 。 １ ０ ０ ％ メ タ ノ ー ル で 溶  
出 し た 画 分 に お い て 、 線 毛 誘 導 活 性 が 認 め ら れ た 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
＜ 試 験 例 ３ ＞ Ｐ Ｐ Ａ の 線 毛 形 成 誘 導 活 性 の 確 認
３ － フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸 １ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ を 添 加 し た Ｇ Ａ Ｍ 寒 天 培 地 で 、 ビ フ ィ ド バ ク テ  
リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム  １ － １ 株 を ２ ４ 時 間 ３ ７ ℃ で 嫌 気 培 養 し た 。
培 養 後 の 細 菌 を 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 で 観 察 し た と こ ろ 、 ３ － フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸 を 添 加 し  
て 培 養 し た 場 合 は 、 大 き な フ ァ イ バ ー 状 の 線 毛 が 観 察 さ れ た （ 図 ２ ） 。
前 記 線 毛 形 成 が 確 認 さ れ た 細 菌 に つ い て 、 定 量 的 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 線 毛 形 成 関 連 遺 伝 子  
の 発 現 状 況 を 解 析 し た と こ ろ 、 f i m A 、 f i m B 、 及 び s r t C 遺 伝 子 を 含 む ク ラ ス タ ー が 、 陰  
性 対 照 群 に 比 べ て 約 ３ ～ ５ 倍 発 現 が 増 強 さ れ て い た 。
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ １ 】
＜ 試 験 例 ６ ＞ ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 属 細 菌 摂 取 マ ウ ス に お け る ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム 属 細 菌 の  
線 毛 形 成 の 確 認
無 菌 マ ウ ス に 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス ポ ロ ゲ ネ ス A T C C 1 1 4 3 7 株 及 び ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ
ム ・ ロ ン ガ ム １ － １ 株 （ Ｂ Ｌ ＋ Ｃ Ｓ 群 、 ｎ ＝ ４ ） ま た は ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム  
１ － １ 株 （ Ｂ Ｌ 群 、 ｎ ＝ ５ ） を １ 日 目 に １ 度 投 与 し た 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス ポ ロ ゲ ネ ス  
A T C C 1 1 4 3 7 株 は 2 . 0 × 1 0 7  C F U / 1 0 0 μ L 、 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム １ － １ 株  
は 3 . 4 × 1 0 7  C F U / 1 0 0 μ L を 投 与 し た 。 実 験 期 間 を 通 し て ， １ 週 間 毎 に 糞 便 中 の 細 菌 数  
を T .  M a t s u k i  e t  a l . ,  A p p l .  E n v i r o n .  M i c r o b i o l .  ( 2 0 0 4 )  7 0 ( 1 ) : 1 6 7 - 7 3 の 方 法  
に 従 い 定 量 的 P C R に よ り 測 定 し た 。 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ン ガ ム の 検 出 に 使 用 し た  
プ ラ イ マ ー は 、 B i L O N - 1 ／ B i L O N - 2 （ T .  M a t s u k i  e t  a l . ,  A p p l .  E n v i r o n .  M i c r o b  
i o l .  ( 2 0 0 4 )  7 0 ( 1 ) : 1 6 7 - 1 7 3 ） ， ク
ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス ポ ロ ゲ ネ ス の 検 出 に 使 用 し た プ ラ イ マ ー は 、 S p o r o g - F  /  S p o r o g -  
R （ S .  M o r a n d i  e t  a l . ,  A n a e r o b e .  2 0 1 5 ,  3 4 :  4 4 - 4 9 . ） で あ る 。
Ｂ Ｌ ＋ Ｃ Ｓ 群 で は 実 験 期 間 を 通 し て ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス ポ ロ ゲ ネ ス が 安 定 し て コ ロ ニ ー  
を 形 成 す る こ と を 確 認 し た 。 ま た 、 Ｂ Ｌ ＋ Ｃ Ｓ 群 で は 糞 便 中 の Ｐ Ｐ Ａ が 平 均 ２ １ ～ ３ ８ μ  
Ｍ で 検 出 さ れ た が 、 Ｂ Ｌ 群 で は Ｐ Ｐ Ａ は 検 出 さ れ な か っ た 。
投 与 開 始 ７ 週 間 後 に マ ウ ス を 解 剖 し 、 各 群 マ ウ ス の 腸 上 皮 に 接 着 し た ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ  
ム ・ ロ ン ガ ム を 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 で 観 察 し た と こ ろ 、 Ｂ Ｌ ＋ Ｃ Ｓ 群 で は 、 大 き な フ ァ イ バ  
ー 状 の 線 毛 が 観 察 さ れ た （ 図 ６ ） 。
【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
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【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ２ 】
ま た 、 マ ウ ス 糞 便 を 1 0 0  m g 採 取 し ,  3 0 0 μ L の ム タ ノ リ シ ン お よ び リ ゾ チ ー ム を 含 む 抽  
出 液 に 完 全 に 懸 濁 し 、 ３ 時 間 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 遠 心 分 離 ( 8 , 0 0 0  x  g ,  1 0  
m i n ,  4  ℃ ) し 、 上 清 2 0 0 μ L 回 収 し た 。 次 い で 、 ト リ ク ロ ロ 酢 酸 沈 殿 に よ り タ ン パ ク 質  
を 濃 縮 し
、 S D S - P A G E に 供 し た 。 P V D F 膜 に 転 写 後 、 抗 F i m A 抗 体 を 用 い る ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ  
ィ ン グ を 行 っ て 線 毛 の シ グ ナ ル を 検 出 し た と こ ろ 、 Ｂ Ｌ ＋ Ｃ Ｓ 群 で は F i m A 重 合 体 が 検 出  
さ れ 線 毛 形 成 が 認 め ら れ た 。
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