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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　　プロバイオティック活性を有する切除および洗浄されたネコ科動物の胃腸管から単離
することにより得られる、ラクトバシラス属の乳酸菌株であって、
　　配列番号１、配列番号２および配列番号３から選択される１６ｓ－２３ｓスペーサー
領域ＤＮＡ配列を有する、ラクトバシラス属の乳酸菌株。
【請求項２】
　　コンパニオンアニマルの胃腸管で生存してコロニーを形成する能力を有する、請求項
１に記載の菌株。
【請求項３】
　　０．５％のネコ科動物胆汁酸塩の存在下において培養される場合、少なくとも３３％
増殖する、請求項２に記載の菌株。
【請求項４】
　　ｐＨ２．５において１時間後に生存能力を維持できる、請求項２に記載の菌株。
【請求項５】
　　前記菌株が、ラクトバシラス・サリバリウス、ラクトバシラス・アニマリスおよびラ
クトバシラス・ロイテリ、からなる群から選択される種である、請求項１に記載の菌株。
【請求項６】
　　前記菌株が、ラクトバシラス・サリバリウス・サブスピーシーズ・サリシニウスＮＣ
ＩＭＢ４１２８７（ＡＨＦ１２２Ａ）、ラクトバシラス・アニマリスＮＣＩＭＢ４１２８
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８（ＡＨＦ２２３Ｃ）およびラクトバシラス・ロイテリＮＣＩＭＢ４１２８９（ＡＨＦ５
１１９）からなる群から選択されるものである、請求項１に記載の菌株。
【請求項７】
　　前記コンパニオンアニマルがネコである、請求項２に記載の菌株。
【請求項８】
　　コンパニオンアニマルの健康を維持または改善する方法であって、切除および洗浄さ
れたネコ科動物の胃腸管から単離することにより得られるラクトバシラス属の乳酸菌を経
口投与することを含み、
　　前記乳酸菌株が、配列番号１、配列番号２または配列番号３から選択される１６ｓ－
２３ｓスペーサー領域ＤＮＡ配列を有する、方法。
【請求項９】
　　前記菌株が、コンパニオンアニマルの胃腸管で生存してコロニーを形成する能力によ
り選択される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　　前記菌株が、０．５％のネコ科動物胆汁酸塩の存在下において培養される場合、少な
くとも３３％増殖する、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　　前記菌株が、ｐＨ２．５において１時間後に生存能力を維持できる、請求項９に記載
の方法。
【請求項１２】
　　前記菌株が、ラクトバシラス・サリバリウス、ラクトバシラス・アニマリス、ラクト
バシラス・ロイテリからなる群から選択される、請求項８に記載の方法。
【請求項１３】
　　前記菌株が、ラクトバシラス・サリバリウス・サブスピーシーズ・サリシニウスＮＣ
ＩＭＢ４１２８７（ＡＨＦ１２２Ａ）、ラクトバシラス・アニマリスＮＣＩＭＢ４１２８
８（ＡＨＦ２２３Ｃ）およびラクトバシラス・ロイテリＮＣＩＭＢ４１２８９（ＡＨＦ５
１１９）からなる群から選択されるものである、請求項８に記載の方法。
【請求項１４】
　　コンパニオンアニマルの免疫系を調整または改善するための、請求項８に記載の方法
。
【請求項１５】
　　コンパニオンアニマルにおける自己免疫疾患を治療または予防するための、請求項１
４に記載の方法。
【請求項１６】
　　コンパニオンアニマルにおける炎症を治療または予防するための、請求項１４に記載
の方法。
【請求項１７】
　　コンパニオンアニマルの皮膚および／または毛皮系の健康を維持または改善するため
の、請求項８に記載の方法。
【請求項１８】
　　コンパニオンアニマルの皮膚のアトピー性疾患を治療または予防するための、請求項
１７に記載の方法。
【請求項１９】
　　コンパニオンアニマルにおける老化の影響を改善または低減するための、請求項８に
記載の方法。
【請求項２０】
　　コンパニオンアニマルにおける感染中及び感染後の体重減少を予防するための、請求
項８に記載の方法。
【請求項２１】
　　コンパニオンアニマルにおける胃腸感染症を治療または予防するための、請求項８に
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記載の方法。
【請求項２２】
　　コンパニオンアニマルの微生物生態系を改善するための、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　　コンパニオンアニマルの糞便中の病原菌の量を低減することを含む、請求項２２に記
載の方法。
【請求項２４】
　　前記病原菌が、クロストリジウム、エシェリキア、サルモネラおよびこれらの混合物
からなる群から選択される、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　　コンパニオンアニマルにおける尿路疾患を治療または予防するための、請求項８に記
載の方法。
【請求項２６】
　　前記尿路疾患が尿路感染症を含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　　前記尿路疾患が尿路結石を含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
　　前記プロバイオティックであるラクトバシラスが、インビトロにてシュウ酸の分解を
増加する、請求項２５に記載の方法。
【請求項２９】
　　コンパニオンアニマルにおける繊維消化を増加するための、請求項８に記載の方法。
【請求項３０】
　　コンパニオンアニマルにおけるストレスレベルを低減するための、請求項８に記載の
方法。
【請求項３１】
　　前記ストレスレベルが、エピネフリン、ノルエピネフリン、ドーパミン、コルチゾー
ル、Ｃ反応性タンパク質およびこれらの混合物からなる群から選択されるストレスホルモ
ンの量を決定することにより測定される、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　　前記菌が、１．０Ｅ＋０４～１．０Ｅ＋１２ＣＦＵ／動物／日の量で、動物に供給さ
れる、請求項８に記載の方法。
【請求項３３】
　コンパニオンアニマルの健康の維持または改善用経口投与組成物の製造方法であって、
　切除および洗浄されたネコ科動物の胃腸管からラクトバシラス属の乳酸菌を単離するこ
とを含み、
　前記乳酸菌株が、配列番号１、配列番号２または配列番号３から選択される１６ｓ－２
３ｓスペーサー領域ＤＮＡ配列を有する、方法。
【請求項３４】
　　コンパニオンアニマルがネコである、請求項８に記載の方法。
【請求項３５】
　　プロバイオティック活性を有する切除及び洗浄されたネコ科動物の胃腸管から単離す
ることにより得られるラクトバシラス種の乳酸菌株と、担体とを含む、組成物であって、
　　前記乳酸菌株が、配列番号１、配列番号２および配列番号３から選択される１６ｓ－
２３ｓスペーサー領域ＤＮＡ配列を有する、組成物。
【請求項３６】
　　前記菌株が、コンパニオンアニマルの胃腸管で生存してコロニーを形成する能力によ
り選択されるものである、請求項３５に記載の組成物。
【請求項３７】
　　前記菌株が、０．５％のネコ科動物胆汁酸塩の存在下において培養される場合、少な
くとも３３％増殖する、請求項３６に記載の組成物。
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【請求項３８】
　　ｐＨ２．５において１時間後に生育能力を維持できる、請求項３６に記載の組成物。
【請求項３９】
　　前記菌株が、ラクトバシラス・サリバリウス、ラクトバシラス・アニマリスおよびラ
クトバシラス・ロイテリからなる群から選択される種である、請求項３５に記載の組成物
。
【請求項４０】
　　前記菌株が、ラクトバシラス・サリバリウス・サブスピーシーズ・サリシニウスＮＣ
ＩＭＢ４１２８７（ＡＨＦ１２２Ａ）、ラクトバシラス・アニマリスＮＣＩＭＢ４１２８
８（ＡＨＦ２２３Ｃ）およびラクトバシラス・ロイテリＮＣＩＭＢ４１２８９（ＡＨＦ５
１１９）からなる群から選択されるものである、請求項３５に記載の組成物。
【請求項４１】
　　前記コンパニオンアニマルがネコである、請求項３６に記載の組成物。
【請求項４２】
　　前記組成物がコンパニオンアニマルフードである、請求項３５に記載の組成物。
【請求項４３】
　　前記組成物がキャットフードである、請求項４２に記載の組成物。
【請求項４４】
　　前記組成物が湿潤アニマルフードまたは乾燥アニマルフードである、請求項４２に記
載の組成物。
【請求項４５】
　　前記組成物が、キブル、噛み物およびビスケットからなる群から選択される形態であ
る、請求項４２に記載の組成物。
【請求項４６】
　　前記組成物がコンパニオンアニマルフードサプリメントである、請求項４２に記載の
組成物。
【請求項４７】
　　前記組成物がグレービーの形態である、請求項４６に記載の組成物。
【請求項４８】
　　前記組成物が、ヨーグルト、チーズまたは他の酪農製品の形態である、請求項４６に
記載の組成物。
【請求項４９】
　　前記組成物が、カプセル、錠剤および丸薬からなる群から選択される形態である、請
求項４６に記載の組成物。
【請求項５０】
　　約１．０Ｅ＋０４ＣＦＵ／ｇ～約１．０Ｅ＋１２ＣＦＵ／ｇの乳酸菌を少なくとも０
．００１％含んでなる、請求項３５に記載の組成物。
【請求項５１】
　　前記乳酸菌が生存細胞の形態である、請求項３５に記載の組成物。
【請求項５２】
　　前記乳酸菌が、非生存細胞またはその構成要素の活性画分の形態である、請求項３５
に記載の組成物。
【請求項５３】
　　コンパニオンアニマルの糞便または尿に関連する臭いを低減する方法であって、切除
および洗浄されたネコ科動物の胃腸管から単離することにより得られるラクトバシラス種
の乳酸菌を経口投与することを含み、
　　前記乳酸菌株が、配列番号１、配列番号２および配列番号３から選択される１６ｓ－
２３ｓスペーサー領域ＤＮＡ配列を有する、方法。
【請求項５４】
　　コンパニオンアニマル用トイレに関連する臭いを低減する方法であって、切除および
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洗浄されたネコ科動物の胃腸管から単離することにより得られるラクトバシラス種の乳酸
菌を経口投与することを含み、
　　前記乳酸菌株が、配列番号１、配列番号２および配列番号３から選択される１６ｓ－
２３ｓスペーサー領域ＤＮＡ配列を有する、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、プロバイオティック微生物の分野に関し、より詳細にはネコ科動物のプロバ
イオティック乳酸菌および使用方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　細菌によるコロニー形成から哺乳類の胃腸（ＧＩ）管を保護するための防衛機構は、非
常に複雑である。大抵の哺乳類のＧＩ管は、天然微生物相および体をむしばむ病原微生物
によってコロニー形成される。健康な状態では、これらの競合する微生物相は平衡状態に
ある。腸の微生物相の平衡状態が変化することで、ヒトにおいても、ネコ、イヌ、および
ウサギを包含するコンパニオンアニマルのような他の哺乳類種においても、多くのＧＩ疾
患が引き起こされたり、あるいは予防されたりすることがある。コンパニオンアニマルの
健康は、それらの摂食およびＧＩの健康に密接に関係しており、これらの動物における腸
内微生物相の平衡の維持が、コンパニオンアニマルの健康の向上をもたらす可能性がある
。
【０００３】
　腸の微生物相の数および組成は、安定傾向にあるが、年齢および食餌によって変化する
可能性がある。胃の酸性度、胆汁、腸の蠕動運動、および局所免疫は、ヒトおよび他の様
々な哺乳類の小腸における細菌相の調節において重要であると考えられている因子である
。コンパニオンアニマルのＧＩ疾患としては、ネコ科動物で見られるＧＩ疾患が挙げられ
、細菌の異常増殖および病原菌による腸毒素の産生に関連していることが多い。これらの
因子は、腸の微生物相の平衡を乱し、炎症および異常な免疫反応を促進させ得る。
【０００４】
　ここ数年の間に、研究によって、いくつかの有益な細菌株およびそれらのプロバイオテ
ィック剤としての利用可能性が強調され始めている。プロバイオティックは、生存可能な
細菌または死滅細菌、タンパク質または炭水化物のようなそれらの構成成分、あるいは天
然微生物相をＧＩ管内に保存することによって哺乳類の健康を促進する細菌発酵の精製画
分を調製して、異常な免疫反応における正常な制御を強化すると考えられている。プロバ
イオティック細菌は、治療を意図する種、またはそれに近い種に由来する場合、より有効
であると一部で考えられている。したがって、ヒトに由来するものとは異なる、コンパニ
オンアニマルに対して使用されるべきコンパニオンアニマル由来のプロバイオティック菌
株が必要とされている。
【０００５】
　ＰＣＴ国際公開特許ＷＯ０１／９０３１１は、プロバイオティック活性を有する、ネコ
からの糞便試料から単離することにより得られるプロバイオティック微生物を開示してい
る。しかし、これらの細菌は、糞便試料から得られたものであり、ＧＩ管の上部に存在す
る自然の腸内微生物相の一部を形成しない可能性がある。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　したがって、プロバイオティック特性およびプロセスへの耐久能力で選択された、特に
ネコに適合する、ＧＩ管の上部に存在する自然の腸内微生物相からの単離によって得られ
る細菌株を提供することと、これらの菌株を、使用に好適な組成物に組み込むこととが必
要である。
【課題を解決するための手段】
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【０００７】
　本発明によれば、動物内でプロバイオティック活性を有する切除および洗浄されたネコ
科動物の胃腸管から単離することによって得られるラクトバシラス属の乳酸菌株が適用さ
れる。乳酸菌株は、ラクトバシラス・サリバリウス、ラクトバシラス・アニマリス、ラク
トバシラス・ロイテリ、ラクトバシラス・アシドフィルス、ラクトバシラス・ジョンソニ
ー、ラクトバシラス・ブレビス、ラクトバシラス・ブルガリウス、ラクトバシラス・カゼ
イ、ラクトバシラス・セロビオサス、ラクトバシラス・クルバタス、ラクトバシラス・デ
ルブルキ、ラクトバシラス・ファーメンタム、ラクトバシラス・ヘルベティカス、ラクト
バシラス・ラクティス、またはラクトバシラス・プランタラムの種から選択されることが
好ましい。
【０００８】
　好ましい実施形態では、乳酸菌株は、配列番号１と９４％を超える相同性を有するか、
配列番号２と９３％を超える相同性を有するか、または配列番号３と９８％を超える相同
性を有する１６ｓ－２３ｓポリヌクレオチド配列を有するラクトバシラスを含む群から選
択される。
【０００９】
　さらに好ましい実施形態では、乳酸菌株は、ラクトバシラス・サリバリウス・サブスピ
ーシーズ・サリシニウスＮＣＩＭＢ４１２８７（ＡＨＦ１２２Ａ）、ラクトバシラス・ア
ニマリスＮＣＩＭＢ４１２８８（ＡＨＦ２２３Ｃ）、ラクトバシラス・ロイテリＮＣＩＭ
Ｂ４１２８９（ＡＨＦ５１１９）、またはこれらの突然変異体を含む群から選択される。
【００１０】
　さらに本発明は、コンパニオンアニマルの健康を維持および改善するために、切除およ
び洗浄されたネコ科動物の胃腸管から単離することによって得られる乳酸菌の使用を提供
することと、該乳酸菌を含む組成物を提供することとを対象とする。
【００１１】
　本発明のこれらおよび他の特徴、態様、および利点は、本発明の開示を読むことによっ
て当業者に明白になるであろう。
【００１２】
　配列
　配列番号１－ラクトバシラス・サリバリウス亜種サリシニウス、ＮＣＩＭＢ４１２８７
からの１６ｓ－２３ｓ遺伝子間スペーサーヌクレオチド配列
　配列番号２－ラクトバシラス・アニマリス、ＮＣＩＭＢ４１２８８からの１６ｓ－２３
ｓ遺伝子間スペーサーヌクレオチド配列
　配列番号３－ラクトバシラス・ロイテリ、ＮＣＩＭＢ４１２８９からの１６ｓ－２３ｓ
遺伝子間スペーサーヌクレオチド配列
　配列番号４－配列分析のための左１６ｓ－２３ｓＰＣＲプライマー配列
　配列番号５－配列分析のための右１６ｓ－２３ｓＰＣＲプライマー配列
【００１３】
　細菌寄託番号
　以下の表に、本発明の例である菌株のためのラクトバシラス種および菌株番号を示す。
当該細菌株は、ナショナル・コレクションズ・オブ・インダストリアル・フード・アンド
・マリン・バクテリア（National Collections of Industrial Food and Marine Bacteri
a）（ＮＣＩＭＢ））（英国アバディーン（Aberdeen））に寄託される。
【表１】

【発明を実施するための最良の形態】
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【００１４】
　規定がない限り、本明細書における重量、測定値、および濃度は全て、組成物全体に関
して２５℃で測定される。
【００１５】
　指示がない限り、本明細書において言及する組成物の百分率は全て重量百分率であり、
比率は全て重量比である。
【００１６】
　指示がない限り、分子量は全て、重量平均分子量である。
【００１７】
　指示がない限り、本文内で参照される全ての文献の内容は、その全てが本明細書に参考
として組み込まれる。
【００１８】
　実際に測定した値の特定の例が提示されている場合を除いて、本明細書で参照する数値
は「約」という語により修飾されていると考えるべきである。
【００１９】
　以下の説明では、略語ＣＦＵ（「コロニー形成単位」）は、当該技術分野において一般
に理解されることが予想されるように、寒天プレート上の微生物数によって示される細菌
性細胞の数を示す。
【００２０】
　本明細書で使用する時、用語「その突然変異体」は、１６ｓ－２３ｓ遺伝子間配列を除
く、細菌のゲノム中の他のＤＮＡ配列にＤＮＡ突然変異を含む、誘導された細菌の菌株を
包含する。
【００２１】
　本明細書で使用する時、用語「ＤＮＡ突然変異」には、欠失、挿入、トランスバージョ
ン、および当業者に既知の他のＤＮＡ修飾、例えば、親配列に対して少なくとも５０％の
相同性を維持しながら親ヌクレオチドまたはアミノ酸配列に遺伝子組み替えを導入するこ
とを包含する、少なくとも単一の塩基変化を含む自然突然変異または誘発突然変異が包含
される。ＤＮＡ突然変異（単数または複数）を含む配列は、好ましくは親配列と少なくと
も６０％、より好ましくは少なくとも７５％、さらにより好ましくは８５％の相同性を有
する。本明細書で使用する時、配列「相同性」は、当業者に既知の標準技術を使用して決
定することができる。例えば、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏ
ｖ／ＢＬＡＳＴ／で公的に入手可能なオンライン相同性アルゴリズム「ＢＬＡＳＴ」プロ
グラムを使用して、相同性を決定してもよい。
【００２２】
　本明細書で使用する時、「遺伝子操作」には、生物のゲノムへの挿入によって、あるい
は当業者に既知であるプラスミドＤＮＡまたはバクテリオファージを包含するベクターに
よって、生物のゲノムに外来性および／または内在性ＤＮＡ配列を導入することが包含さ
れ、前記ＤＮＡ配列の長さは、少なくとも２つのデオキシリボ核酸塩基分である。
【００２３】
　本明細書で使用する時、「コンパニオンアニマル」は家畜を意味する。「コンパニオン
アニマル」は、家庭で飼われるネコ科動物（ネコ）、イヌ科動物（イヌ）、ウサギ、白イ
タチ、ウマ、ウシ等を意味することが好ましい。「コンパニオンアニマル」は、家庭で飼
われるネコ科動物を意味することがより好ましい。
【００２４】
　乳酸ラクトバシラス菌株
　本発明の第一の態様は、動物内でプロバイオティック活性を有する切除および洗浄され
たネコ科動物の胃腸管から単離することによって得られる、ラクトバシラス属の乳酸菌株
を含む。プロバイオティックは、生存可能な微生物または死滅微生物、微生物の加工組成
物、タンパク質または炭水化物のようなそれらの構成成分、あるいは宿主に有益な作用を
及ぼす細菌発酵の精製画分である。プロバイオティック菌は、一般に生存可能な細胞の形
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態で使用される。しかし、プロバイオティック菌により発現される有益な因子を含有する
、死滅した培養物または組成物のような生存不可能な細胞にも拡張することができる。こ
れには、熱で死滅した微生物、あるいは、ｐＨ変化に曝されることによりまたは圧力を受
けることにより、死滅した微生物が包含されてもよい。本発明の目的では、「プロバイオ
ティック」は、別途に示されていなければ、本発明の微生物によって発酵中に産生される
代謝産物をさらに包含することが意図される。これらの代謝産物は、発酵の媒質に放出さ
れる可能性があり、または微生物内に蓄えられる可能性がある。本明細書で使用する時、
「プロバイオティック」は、また、治療的用量で与えられた場合に宿主動物に有益な機能
を果たす、細菌、細菌性ホモジネート、細菌性タンパク質、細菌抽出物、細菌発酵上清、
およびこれらの混合物も包含する。
【００２５】
　切除および洗浄された哺乳類のＧＩ管から直接単離することによって得られるラクトバ
シラス属の乳酸菌は、生存可能な細菌細胞の摂食後にＧＩ管に付着することと、生存可能
な形態、生存不可能な形態、または分画された形態で動物に与える場合に、著しく免疫調
節性であることとが分かっている。理論に束縛されるものではないが、切除および洗浄さ
れたＧＩ管から単離することによって得られるラクトバシラスは、腸粘膜組織と密に結び
付くと考えられる。さらに理論に束縛されるものではないが、これによって、そのプロバ
イオティック作用を引き起こす代替の宿主反応を生じさせる本発明のプロバイオティック
であるラクトバシラスが得られると考えられる。切除および洗浄されたＧＩ管からの単離
によって得られるプロバイオティック細菌は、粘膜上皮および宿主の免疫細胞との直接相
互作用を介して宿主の免疫系を調節できることが判明している。この免疫調節は、プロバ
イオティック細菌に関連する伝統的な作用機序、すなわち栄養素のための閉塞および競合
による病原体の腸への付着を予防することと併せて、プロバイオティック生物体として非
常に有効な本発明のラクトバシラスをもたらす。
【００２６】
　切除および洗浄されたネコ科動物のＧＩ管から単離することによって得られる本発明の
ラクトバシラスは、多数の病原菌株／種に対してインビトロ抗菌活性を有する。理論に束
縛されるものではないが、このインビトロ抗菌活性は、動物、好ましくはネコ科動物のよ
うなコンパニオンアニマルにおいて、インビボで潜在的プロバイオティック活性を示すと
考えられている。本発明の乳酸菌は、好ましくは、サルモネラ・ティフィムリウム、リス
テリア・モノサイトゲネス、リステリア・イノキュア、または大腸菌、より好ましくはこ
れらの株の組み合わせ、さらになお好ましくはこれらの株全てに対して、インビトロ抗菌
活性を有する。
【００２７】
　理論に束縛されるものではないが、本発明の乳酸菌の抗菌活性は、本明細書中の乳酸菌
による多数の異なる作用の結果である可能性があると考えられる。これまで、当該技術分
野では、糞便試料から単離されたいくつかの細菌株が、経口消費後に、閉鎖（occlusion
）によって腸粘膜への病原生物の付着を予防することにより、ＧＩ管でそのプロバイオテ
ィック効果を及ぼすことが示唆されてきた。これには、腸内に細菌のコロニーを形成させ
るために、「生きている」または生存可能な細菌細胞の経口消費が必要である。しかしな
がら、切除および洗浄されたネコ科動物のＧＩ管から単離によって得られる本発明のラク
トバシラスは、生存可能な形態で与えられた場合には、閉塞に起因していくらかのプロバ
イオティック効果を発揮すると同時に、病原微生物の増殖を阻害するかまたは病原微生物
を殺す物質（単数または複数）のインビトロ発酵中の産生に起因して、生存可能な形態か
または生存不可能な形態で実質的なプロバイオティック効果を供給する可能性があり、お
よび／または宿主動物の免疫適合性を変える可能性があると考えられる。本発明の細菌を
生存可能または生存不可能な培養物あるいは精製発酵産物として与えることができ、それ
でもなお宿主動物に有益な治療効果をもたらすので、この形態のプロバイオティック活性
が望ましい。
【００２８】
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　本発明の乳酸菌は、ＧＩ管内を通過した後に生存能力を維持できることが好ましい。こ
のことは、生きた培養菌を経口摂取して、食道および胃を通過後に小腸および大腸内でコ
ロニー形成を生じるために望ましい。本発明の乳酸菌による小腸および大腸でのコロニー
を形成は、宿主に長期にわたるプロバイオティック効果をもたらすのに望ましい。生存不
可能な細胞またはその精製単離物の経口服用は、一時的な効果をもたらすが、細菌は生存
可能ではないので、増殖してその場で継続的にプロバイオティック効果をもたらすことが
できない。結果として、これには、健康上の利益を維持するために宿主に定期的に服用さ
せることが必要である可能性がある。これに対し、生存可能な形態で胃を通過して生き残
ることができ、その後腸粘膜に付着して腸粘膜上で増殖することによってコロニーを形成
する生存可能な細胞は、その場で継続的にプロバイオティック効果をもたらすことが可能
である。
【００２９】
　したがって、本発明の乳酸菌は、ｐＨ２．５の培地に１時間懸濁させた後で生存能力を
維持することが好ましい。本明細書で使用する時、「生存能力を維持する」とは、当業者
に既知の平板計数法を使用して、初めに試験培地に懸濁させた細菌の少なくとも２５％が
生存可能であることを意味する。好ましくは、「生存能力を維持する」とは、初めに懸濁
させた細菌の少なくとも５０％が生存可能であることを意味する。本発明の乳酸菌は、低
いｐＨに曝された後で生存能力を維持することが望ましく、これは、動物において経口消
費後にインビボで胃および腸上部で胃液に曝される状況を模しているからである。
【００３０】
　さらに、本発明の乳酸菌は、少なくとも０．５％のネコ科動物胆汁酸塩の存在下で、少
なくとも３３％増殖することが好ましい。本明細書で使用する、増殖については、実施例
３においてさらに詳細に記載する。本発明の細菌は、少なくとも１％のネコ科動物胆汁酸
塩の存在下で、少なくとも３３％増殖することがより好ましい。本発明の細菌は、少なく
とも０．５％のネコ科動物胆汁酸塩の存在下で、１００％の増殖を示すことがさらにより
好ましい。理論に束縛されるものではないが、本発明の乳酸菌は、少なくとも０．５％の
ネコ科動物胆汁酸塩の存在下で生存能力を維持することができ、腸内に存在する状況で生
存することが可能である。これは、培養培地にネコ科動物胆汁を加えて腸の条件を模した
結果と考えられる。
【００３１】
　さらにその上、本発明の乳酸菌は、インビトロで腸上皮細胞への顕著な付着を示すこと
が好ましい。本明細書で使用する時、「顕著な付着」とは、上皮細胞と共にインキュベー
トされた乳酸菌の総数の少なくとも１％がインビトロにて該上皮細胞に付着することを意
味する。共にインキュベートされた細菌細胞の少なくとも５％が、インビトロにて上皮細
胞に付着することがより好ましい。理論に束縛されるものではないが、腸上皮細胞のイン
ビトロ付着は、インビトロにて動物のＧＩ管をコロニー形成する乳酸菌の能力の指標であ
ると考えられる。
【００３２】
　本発明に従う乳酸菌株は、ラクトバシラス・サリバリウス、ラクトバシラス・アニマリ
ス、ラクトバシラス・ロイテリ、ラクトバシラス・アシドフィルス、ラクトバシラス・ジ
ョンソニー、ラクトバシラス・ブレビス、ラクトバシラス・ブルガリウス、ラクトバシラ
ス・カゼイ、ラクトバシラス・セロビオサス、ラクトバシラス・クルバタス、ラクトバシ
ラス・デルブルキ、ラクトバシラス・ファーメンタム、ラクトバシラス・ヘルベティカス
、ラクトバシラス・ラクティス、またはラクトバシラス・プランタラムを含む群から選択
される種であることが好ましい。乳酸菌株は、ラクトバシラス・サリバリウス、ラクトバ
シラス・アニマリス、ラクトバシラス・ロイテリ、ラクトバシラス・アシドフィルス、ま
たはラクトバシラス・ジョンソニーを含む群から選択されることが好ましい。
【００３３】
　１６ｓ－２３ｓ遺伝子間ポリヌクレオチド配列は、様々な細菌種および細菌株を識別す
るために使用できる細菌ゲノム内のＤＮＡ配列として当業者には知られている。この遺伝



(10) JP 4938005 B2 2012.5.23

10

20

30

40

50

子間ポリヌクレオチド配列は、以下の実施例４で詳述する方法によって決定することがで
きる。
【００３４】
　本発明の好ましい実施形態では、乳酸菌株は、９配列番号１と４％を超える相同性を有
するか、配列番号２と９３％を超える相同性を有するか、または配列番号３と９８％を超
える相同性を有する１６ｓ－２３ｓポリヌクレオチド配列を有するラクトバシラスを含む
群から選択される。乳酸菌株は、配列番号１、配列番号２、または配列番号３と９８％を
超える相同性を有する１６ｓ－２３ｓポリヌクレオチド配列を有するラクトバシラスを含
む群から選択されることがより好ましい。本発明に従う乳酸菌株は、配列番号１、配列番
号２、または配列番号３から選択される１６ｓ－２３ｓポリヌクレオチド配列を有するラ
クトバシラスを含む群から選択されることがなおより好ましい。本発明に従う乳酸菌株は
、ラクトバシラス・サリバリウス・サブスピーシーズ・サリシニウスＮＣＩＭＢ４１２８
７（ＡＨＦ１２２Ａ）、ラクトバシラス・アニマリスＮＣＩＭＢ４１２８８（ＡＨＦ２２
３Ｃ）、ラクトバシラス・ロイテリＮＣＩＭＢ４１２８９（ＡＨＦ５１１９）またはその
突然変異体を含む群から選択されることがなおより好ましい。
【００３５】
　切除および洗浄されたネコ科動物の胃腸管から単離することによって得られるラクトバ
シラス属の乳酸菌株は、動物、好ましくはコンパニオンアニマルまたはヒトにおける経口
消費後にプロバイオティック効果を供給するために用いることができる。このプロバイオ
ティック効果は、一般に、動物の全般的な健康を維持および改善する。病気の症状の治療
的緩和、または予防による病気の予防において利益となる、動物の健康および生理機能の
非限定的な要素としては、炎症性疾患、免疫不全症、炎症性腸疾患、過敏性腸症候群、癌
（特に胃腸および免疫系の癌）、下痢性疾患、抗生物質起因性の下痢、虫垂炎、自己免疫
疾患、多発性硬化症、アルツハイマー病、アミロイド症、リウマチ様関節炎、関節炎、関
節可動性、真性糖尿病、インスリン耐性、細菌感染症、ウイルス感染症、真菌感染症、歯
周病、泌尿生殖器疾患、外科手術による外傷、外科手術によって誘発される転移性疾患、
敗血症、体重減少、体重増加、過度の脂肪組織蓄積、拒食症、発熱の抑制、悪液質、創傷
治癒、潰瘍、腸バリア感染症、アレルギー、喘息、呼吸器疾患、循環器疾患、冠状動脈性
心疾患、貧血、血液凝固系の疾患、腎疾患、中枢神経系疾患、肝疾患、虚血、栄養障害、
骨粗鬆症、内分泌疾患、および表皮疾患が挙げられる。好ましいのは、下痢の治療または
予防を包含する胃腸管の処置；免疫系の調節、好ましくは自己免疫疾患および炎症の治療
または予防；皮膚および／または毛皮系の健康の維持または改善、好ましくはアトピー性
皮膚疾患の治療または予防；精神的認識および活動レベルを包含する老化の影響の治療ま
たは予防；視床下部－下垂体－副腎軸線に関連する疾患の予防、並びに可動性の改善によ
る関節の健康の改善である。
【００３６】
　以上で開示した疾患の処置は、当業者に既知の技術を使用して測定されてもよい。例え
ば、自己免疫疾患および炎症を包含する炎症性疾患は、リンパ球幼若化現象、ナチュラル
キラー細胞活性、ワクチンに対する抗体反応、遅延型過敏症、およびこれらの組み合わせ
のようなインビボ免疫機能試験を使用して検出および監視されてもよい。本明細書でこの
ような方法について簡単に説明するが、これらは当業者には周知である。
【００３７】
　１．リンパ球幼若化現象：このアッセイは、様々なマイトジェンに対する試験動物およ
び対照動物の新鮮な全血から単離されたリンパ球のインビトロ増殖反応を測定する、総合
的なＴ細胞およびＢ細胞の機能の指標である。簡潔に言えば、当業者に既知のフィコール
・ハイパーク密度遠心分離法によって、全血から末梢血単核球（ＰＢＭＣ）を単離する。
単離したＰＢＭＣを、ＨＥＰＥＳ、Ｌ－グルタミン、およびペニシリン／ストレプトマイ
シンを追加したＲＰＭＩ１６４０細胞培地で２回洗浄する。洗浄した細胞を、ＲＰＭＩ１
６４０中に再懸濁させ、計数し、細胞密度を適切に調節する。２×１０５個の細胞を、１
０％ウシ胎児血清（シグマ（Sigma））を用い、３７℃・５％ＣＯ２で７２時間にわたっ
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て、３通り（triplicate）で、様々なマイトジェンの一連の濃度（０．１μｇ／ｍＬ～１
００μｇ／ｍＬ）に曝す：そのいくつかの例としては、ポークウィードマイトジェン（ギ
ブコ（Gibco））、フィトヘマグルチニン（ギブコ（Gibco））、およびコンカナバリンＡ
（シグマ（Sigma））が挙げられる。５４時間経過後に、細胞を１μＣｉ３Ｈ－チミジン
でパルスし、細胞を集め、７２時間後にトップカウントＮＸＴ（Top Count NXT）でシン
チレーションカウントを読み取る。
【００３８】
　２．ナチュラルキラー細胞活性：米国特許第６，３１０，０９０号に記載されているよ
うに、このアッセイは、試験動物および対照動物の新鮮な全血から単離されたナチュラル
キラー細胞のインビトロエフェクター活性を測定する。ナチュラルキラー細胞は、哺乳類
の先天性免疫機能の構成成分である。ＮＫ細胞の細胞毒性活性を評価する際の標的細胞と
して、ネコ科動物の甲状腺癌細胞を使用した。この細胞株は、既に、ネコ科動物のＮＫ細
胞によって死滅しやすいことが示されていた。標的細胞を、１０％の子牛胎児の血清（Ｆ
ＣＳ）、１００Ｕ／ｍＬのペニシリンおよび１００μｇ／ｍＬのストレプトマイシンを追
加した２０ｍＬの最小必須培地（ＭＥＭ；シグマ・ケミカル社（Sigma Chem.Co.）、ミズ
ーリ州セントルイス（St.Louis））を入れたＴ７５フラスコ内で培養した。コンフルエン
トになった場合、標的細胞をトリプシン処理し、３回洗浄して、完全培地（ストレプトマ
イシンのペニシリン＋１００μｇ／ｍＬのＲＰＭＩ－１６４０＋１０％ＦＣＳ＋１００Ｕ
／ｍＬ）中に細胞数５×１０５個／ｍＬに再懸濁させた。３通り（Triplicate）の標的細
胞の１００μＬアリコートを９６ウェルＵ底プレート（コスター（Costar）、マサチュー
セッツ州ケンブリッジ（Cambridge））内にピペットで入れ、８時間インキュベートし、
細胞付着させた。次いで、フィコール・ハイパーク分離（前述）によって単離されたリン
パ球（エフェクター細胞；１００μＬ）を標的細胞に加えて、エフェクター／標的細胞（
Ｅ：Ｔ）比を１０：１にした。３７℃で１０時間インキュベートした後、５μｇの３－（
４，５－ジメチルチアゾール－２－イル）－２，５－ジフェニルテトラゾリウムブロミド
（ＭＴＴ）を含有する基質２０μＬを加えた。混合物を、３７℃で４時間インキュベート
し、その後、未代謝のＭＴＴを吸引によって除去した。２００μＬの９５％エタノールを
加えることによってホルマザン結晶を溶解させた。マイクロプレートリーダーを使用して
５７０ｎｍで光学密度を測定した。ＮＫ細胞特異的溶解の百分率を次のように計算した：
　特異的細胞毒性（％）＝１００×｛１－［（標的細胞およびエフェクター細胞のＯＤ
　　　　　　　　　　　　　　　　－エフェクター細胞のＯＤ）／（標的細胞のＯＤ）］
｝
【００３９】
　３．ワクチンに対する抗体反応：プロバイオティック餌または対照餌を少なくとも１２
週間与えた後、被験体にワクチンのアレイ（最大５まで）を与える。ワクチンは、新規ワ
クチンと余剰ワクチンの混合物であってよい。使用してよいワクチンアレイの非限定例と
しては、フォートダッジアニマルヘルス（Fort Dodge Animal Health）によって調製され
たワクチンの混合物が挙げられる。本明細書に用いるのに好適なワクチンの非限定例とし
ては、ネコ科動物ジステンパー、アデノウイルス、コロナウイルス、パラインフルエンザ
、およびパルボウイルスが挙げられる。被験体のワクチン歴が、使用すべきワクチンを決
定するであろう。所与のワクチンに対する特異的抗体を、血液中で３週間にわたって測定
し、対照餌群およびプロバイオティック餌群における反応の長さおよび強度を比較する。
【００４０】
　４．遅延型過敏症：免疫系の状態を評価するインビボの非侵襲的方法。この試験は、多
クローン性マイトジェンであるフィトヘマグルチニン（ＰＨＡ）と、ヒツジ赤血球、多価
ワクチン、ヒスタミン（１００μＬの０．０２７５ｇ／Ｌリン酸ヒスタミン；グリア（Gr
eer）、ノースカロライナ州ルノワール（Lenoir））、またはＰＢＳ（１００μＬの８．
５ｇ／Ｌリン酸緩衝生理食塩水；シグマ（Sigma））とを組み合わせた、皮内注射を含む
。注射後０、２４、４８、および７２時間の時間間隔で、キャリパーを使用した皮下脂肪
の厚さとして、抗原に対する免疫反応を記録する。皮下脂肪の厚さの増加は、本発明の細
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菌による処置によって減少するはずの過敏性反応がより大きいことを示す。
【００４１】
　本発明のラクトバシラス細菌の効果を確定するためのさらなる方法は、米国特許第６，
１３３，３２３号および米国特許第６，３１０，０９０号に記載されている。
【００４２】
　さらに、体脂肪量、除脂肪量、および骨塩量を包含する身体組成を測定するデュアルＸ
線吸収法またはＣＴスキャンを使用して、老化の影響の改善を判定することができる。同
様に、この方法を使用して、感染後の被験体における体重減少または骨密度のような解剖
学的変化を判定することができる。
【００４３】
　また本発明のラクトバシラスは、コンパニオンアニマルにおけるストレスレベルを減少
させるための方法に使用することもできる。エピネフリン、ノルエピネフリン、ドーパミ
ン、コルチゾール、Ｃ反応性タンパク質、および他の急性期タンパク質およびを包含する
血中ストレスホルモンの濃度を測定して、ストレスレベルおよびそれらの低下または維持
を決定してもよい。これらのホルモンは、ストレスのバイオマーカーとして認識されてお
り、当業者に既知の技術を使用して容易に測定することができる。さらに、ＣＴ画像にて
、視床下部－下垂体－副腎軸線の活性のインビボマーカーとしての副腎サイズを直接測定
してもよい。
【００４４】
　さらに、訓練を受けた２人によって行われる皮膚および毛皮評価を用いて、アトピー性
皮膚疾患を包含するコンパニオンアニマルの皮膚および／または毛皮系の健康の維持また
は改善を測定してもよい。このような評価の際に調査される基準の例としては、次のもの
が挙げられる：
　ａ）脱毛指数：標準ブラッシングセッションの間にもたらされた毛を収集することによ
って、各被験体に脱毛指数を割り当てる。毛を保管して計量し、対照と被験体とを比較す
る。
　ｂ）皮膚／毛皮の主観的評価：訓練を受けた官能試験員が、脱毛、ふけ、光沢、均一性
、柔軟性、および密度を評価することによって、皮膚および毛皮の状態を主観的に評価す
る。
　ｃ）皮膚機能評価：アセトンを染み込ませたガーゼで皮膚表面を拭うことによって、皮
膚のバリア機能を評価してもよい。この手法は、単一の細胞層および関連した角質層の脂
質画分を除去することによって皮膚バリアを効果的に破壊する。当業者に既知の方法を使
用して、経表皮水分損失（ＴＥＷＬ）の増加および被術部位の赤色度を測定することによ
って、バリアの破壊を定量化する。前述のカメラおよび照明システムを使用して、赤色度
（紅斑）スコアを得る。破壊の直前および直後と、５時間および２４時間エンドポイント
とにおいて、ＴＥＷＬの読み値および赤色度スコアを獲得して、皮膚の保護および治癒特
性を評価する。
【００４５】
　コンパニオンアニマルにおける下痢の治療または予防は、大便スコアを用いて測定して
もよい。大便スコアは、以下の指針に従って毎日記録してもよく、本発明による細菌の給
餌前および給餌後に対照群と試験群とを比較する。
【００４６】
　スコア：５　極めて乾燥している
　この大便は、硬く、表面にくっつかない。大便は、押されると転がるであろう。大便を
拾い上げた場合、くぼみができない。大便は、完全な単一体ではなく、個別の大便の集団
として排泄されることが多い。大便は、収集後に元の形状を維持している。
【００４７】
　スコア：４　しっかりしている（理想的な大便）
　この大便は、しっかりしていて、良い形状であり、円筒形である。この大便は、拾い上
げた場合、容易にはばらばらにならない。この大便は、表面および手袋に残留物を残す可
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能性がある。この大便は、単一体として排泄されることが多い。大便は、収集後に元の形
状を維持している。
【００４８】
　スコア：３　柔らかく、形状を有する
　この大便は、柔らかいが、明確な形状がある。この大便は、容易にばらばらになり、表
面および手袋に確実に残留物を残すであろう。大便は、収集後に元の形状を失うことが多
い。この大便は、別のスコアと共に存在することが多いが、大便試料全体を占めることが
できる。
【００４９】
　スコア：２　柔らかく、形状がない
　この大便は、柔らかく、円筒形状を有さないであろう。「２」に関連することが多い形
状は、「牛肉パティ」形である。この大便は、収集される場合、元の形状を失い、表面お
よび手袋に確実に残留物を残すであろう。この大便スコアは、別のスコアと共に存在する
ことが多いが、大便試料全体を占めることができる。この大便試料は、数インチの面積に
広がる可能性がある。
【００５０】
　スコア：１　液体
　この大便の得点は常に液体を象徴し、粒子状物質が存在してもまたは存在しなくてもよ
い。この大便は、完全な単一体ではなく、集合体として排泄されることが多いであろう。
この大便試料と共に粘液が存在することが多い。この大便試料は、収集が非常に困難であ
り、常に表面および手袋に残留物が残る。この大便試料は、数インチの面積に広がる可能
性がある。
【００５１】
　さらに、血便、大便中の異物、または大便中の粘液を包含する他の観察結果も同様に記
録される。
【００５２】
　さらに、コンパニオンアニマルにおける胃腸感染症の処置は、コンパニオンアニマルの
微生物生態系の改善を含む可能性がある。コンパニオンアニマルの微生物生態系の改善は
、コンパニオンアニマルの糞便中の病原菌の量の低減を含むことが好ましい。コンパニオ
ンアニマルの糞便中に存在する病原菌の量は、当業者に既知の標準的な平板計数法を使用
して数えてもよい。病原菌は、クロストリジウム属、エシェリキア属、サルモネラ属、バ
クテリオイド属、およびこれらの組み合わせからなる群から選択されることがより好まし
い。好適な病原菌株の非限定例としては、ウェルシュ菌、クロストリジウム・ディフィシ
レ、大腸菌、サルモネラ・ティフィムリウム、およびこれらの組み合わせが挙げられる。
【００５３】
　また、本発明の細菌の使用方法には、哺乳類、好ましくはコンパニオンアニマルの尿路
の予防的または治療的処置も包含されてもよい。尿路の処置の非限定例としては、尿路感
染の治療または予防、尿路結石を包含する腎疾患の治療または予防、膀胱感染の治療また
は予防等が挙げられる。理論に束縛されるものではないが、本発明のラクトバシラスは、
インビトロにて立証されるように、そのシュウ酸分解能の結果としてこれら疾患の予防に
有用であると考えられる。シュウ酸は、腎臓、膀胱、および他の尿路感染を引き起こす不
溶性沈殿物を形成できる、尿代謝の副産物である。シュウ酸を分解し、その結果尿路での
シュウ酸の沈殿および蓄積を潜在的に予防することによって、本発明の細菌は、尿路の感
染および他の疾患を治療および予防する可能性がある。シュウ酸の分解は、ベーリンガー
・マンハイム／Ｒ－バイオファーム（Boehringer Mannheim/R-Biopharm）から市販されて
いるシュウ酸試験キット・カタログ番号７５５６９９を使用して、インビトロにて測定し
てもよい。
【００５４】
　本発明のラクトバシラスは、繊維消化の改善を含む、コンパニオンアニマルの健康を改
善または維持する方法において使用してもよい。繊維消化の改善は、前記プロバイオティ
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ック細菌と、有益な内因性微生物相の増殖とを促進し、そのことがいくつかの潜在的な病
原菌の阻害に役立つので、望ましい。さらに、ヒトにおける腸内発酵に起因した毒性代謝
産物および有害酵素の量の減少が文書化されている（トモマツ、Ｈ．（Tomomatsu,H.）、
「オリゴ糖の健康効果（Health effects of oligosaccharides）」、（１９９４）食品技
術（Food Technol）、４８、６１～６５）。各々の実験において、希釈された糞便の試料
を使用する代わりに、関心の細菌株の純粋培養を使用して植菌したこと以外は、ビッカー
ズ（Vickers）ら（２００１）の、「ネコ科動物結腸微生物相による選択されたフラクト
オリゴ糖および他の繊維基材の発酵の比較（Comparison of fermentation of selected f
ructooligosaccharides and other fiber substrates by feline colonic microflora）
」、（Ａｍ．Ｊ．Ｖｅｔ．Ｒｅｓ．６１（４）、６０９－６１５）に記載された方法を使
用して、繊維消化を決定してもよい。
【００５５】
　本発明のネコ科動物プロバイオティック菌株は、臭いを引き起こす糞便および尿内中の
化合物の生産を低減することによって、糞便および尿の臭い、および付随してネコ用トイ
レ内の臭いを低減するために使用されてもよい。臭いを引き起こす化合物の非限定例とし
ては、アンモニア、インドール、フェノール、アミン、分枝鎖脂肪酸、および揮発性硫黄
含有化合物が挙げられる。理論に束縛されるものではないが、コンパニオンアニマルの糞
便または尿におけるこれらの化合物の量を低減することが、糞便または尿に関連する臭い
を低減すると考えられている。さらに、砂箱トイレを使用するコンパニオンアニマルにと
っては、砂箱トイレの臭いにおいて付随した減少がある。
【００５６】
　本発明の乳酸菌の使用方法は、典型的に、動物による経口消費を伴う。経口消費は、通
常の食餌摂取の一部として、またはそのサプリメントとして行われてもよい。経口消費は
、典型的に、少なくとも月に１回、好ましくは少なくとも週に１回、より好ましくは少な
くとも１日に１回行われる。本発明の乳酸菌は、コンパニオンアニマルに治療的に有効な
量で与えられて、動物、好ましくはコンパニオンアニマルにおける健康を維持または改善
することができる。本明細書で使用する場合、乳酸菌に関する用語「治療的に有効な量」
は、処置が必要な宿主動物に所望の効果または利益を提供するのに十分であるが、毒性、
刺激、またはアレルギー反応のような悪影響を回避するために十分に少ない、本発明の方
式で使用した場合に適当な利益／危険比に相応する量を意味する。具体的な「治療的に有
効な量」は、処置されている特定の条件、ユーザーの身体条件、処置期間、併用療法（も
しあれば）の性質、使用される具体的な剤形、採用されるキャリア、服用形態の溶解度、
および特定の服用レジメンのような因子によって変わるであろう。
【００５７】
　乳酸菌は、好ましくは１．０Ｅ＋０４～１．０Ｅ＋１４ＣＦＵ／日、より好ましくは１
．０Ｅ＋０６～１．０Ｅ＋１２ＣＦＵ／日の１回量でコンパニオンアニマルに与えられる
。好ましくは組成物は、切除および洗浄されたネコ科動物のＧＩ管から単離することによ
って得られるラクトバシラス属の乳酸菌１．０Ｅ＋０４～１．０Ｅ＋１２　ＣＦＵ／ｇを
少なくとも０．００１％含有してもよい。乳酸菌は、生存可能な形態で、あるいは死滅細
胞、もしくは留出物、単離物または本発明の乳酸菌の発酵産物の他の画分、あるいはこれ
らのいずれかの組み合わせとして、動物に与えることができる。
【００５８】
　乳酸菌、あるいはその精製または単離された画分を用いて、動物の健康の維持または改
善用組成物を製造することが好ましい。前述のように、組成物は、通常の食餌摂取の一部
であってもよく、またはサプリメントであってもよい。組成物が標準的な食事摂取量の一
部を構成する場合、組成物は、ビスケットまたはキブルのような乾燥アニマルフード、加
工されたグレイン餌、湿潤アニマルフード、ヨーグルト、肉汁、噛み物、トリーツ等の形
態であってよい。
【００５９】
　このような組成物は、さらなる構成成分を含んでもよい。他の構成成分は、本明細書で
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使用される組成物に包含するのに有益であるが、本発明の目的には任意である。例えば、
フード組成物は、栄養的にバランスが取れていることが好ましい。一実施形態では、フー
ド組成物は、乾燥物質基準で、該フード組成物の約２０重量％～約５０重量％の粗タンパ
ク質、好ましくは約２２重量％～約４０重量％の粗タンパク質を含んでよい。粗タンパク
質材料は、少なくとも約１５重量％のタンパク質含有量を有するいずれの材料を含んでも
よく、その非限定例としては、大豆、綿実、および落花生のような植物性タンパク質、カ
ゼイン、アルブミン、および肉組織のような動物性タンパク質が挙げられる。本明細書で
有用な肉組織の非限定例としては、新鮮な肉と、魚粉、家禽粉、肉粉、骨粉等との乾燥ま
たは精製粉が挙げられる。他の種類の好適な粗タンパク質源としては、小麦グルテンまた
はトウモロコシグルテンと、酵母のような微生物源から抽出されたタンパク質とが挙げら
れる。
【００６０】
　さらに、フード組成物は、乾燥物質基準で、該フード組成物の約５重量％～約３５重量
％の脂肪、好ましくは約１０重量％～約３０重量％の脂肪を含んでもよい。その上さらに
、本発明の乳酸菌を含むフード組成物は、食物繊維を合計で約４重量％～約２５重量％含
んでもよい。また組成物は、ＰＣＴ国際公開特許ＷＯ９９／５１１０８に記載の多重デン
プン源も含んでよい。
【００６１】
　本発明の組成物は、さらに炭水化物供給源を含んでよい。米、トウモロコシ、ミロ、サ
トウモロコシ、大麦、アルファルファ、小麦等のグレインまたは穀物が、供給源の例であ
る。加えて、組成物は、乾燥乳清および他の酪農副産物のような他の材料を含有していて
もよい。
【００６２】
　また本発明の細菌を含む組成物は、プレバイオティックも含んでもよい。「プレバイオ
ティック」には、コンパニオンアニマルの腸内細菌相によって発酵され、その結果、病原
菌を使ってコンパニオンアニマルの胃腸管内で乳酸菌の増殖および発達を促進する物質ま
たは化合物が包含される。この発酵の結果は、結腸での脂肪酸、特に短鎖脂肪酸の放出で
ある。これは、結腸においてｐＨ値を低下させる効果を有する。好適なプレバイオティッ
クの非限定例としては、フラクトオリゴ糖として一般に知られているイヌリンおよびその
加水分解生成物、ガラクトオリゴ糖、キシロオリゴ糖、またはデンプンのオリゴ誘導体の
ようなオリゴ糖が挙げられる。プレバイオティックは、いかなる好適な形態で提供されて
もよい。例えば、プレバイオティックは、繊維を含有する植物材料の形態で提供されても
よい。好適な植物材料としては、アスパラガス、アーティチョーク、玉ねぎ、小麦、また
はチコリー、あるいはこれらの植物材料の残渣が挙げられる。あるいは、プレバイオティ
ック繊維は、イヌリン抽出物として提供されてもよく、例えば、チコリーからの抽出物が
好適である。好適なイヌリン抽出物は、３３００チルルモン（Tirlemont）のオラフティ
（Orafti）ＳＡ（ベルギー）から、商標名「ラフティライン（Raftiline）」として入手
されてもよい。例えば、イヌリンは、約９０重量％～約９４重量％のイヌリン、約４重量
％までのグルコースおよびフルクトースと、約４重量％～９重量％のスクロースを含有す
る微細な白色粉末である、ラフティライン（Raftiline）（ｇ）ＳＴの形態とで提供され
てもよい。あるいは、繊維は、３３００チルルモン（Tirlemont）のオラフティ（Orafti
）ＳＡ（ベルギー）から、商標名「ラフティルーズ（Raftilose）」として入手されるよ
うなフラクトオリゴ糖の形態であってもよい。例えば、イヌリンは、ラフティルーズ（Ra
ftilose）（ｇ）Ｐ９５の形態で提供されてもよい。さもなければ、フラクトオリゴ糖は
、イヌリンを加水分解することにより、酵素による方法により、または微生物を使用する
ことにより得られてもよい。
【００６３】
　乾燥コンパニオンアニマルフードの場合、好適なプロセスは、押出調理であるが、ベー
キングおよび他の好適なプロセスを使用してもよい。押出調理される場合には、乾燥コン
パニオンアニマルフードは、通常、キブルの形態で提供される。プレバイオティックが使
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用される場合、該プレバイオティックは、加工処理前に乾燥コンパニオンアニマルフード
の他の成分と混合されてよい。好適なプロセスは、欧州特許出願第０８５０５６９号に記
載されている。プロバイオティック微生物が使用される場合、該微生物を乾燥コンパニオ
ンアニマルフード上にコーティングする、または乾燥コンパニオンアニマルフードに詰め
込むことが最善である。好適なプロセスは、欧州特許公開第ＥＰ０８６２８６３号に記載
されている。
【００６４】
　湿潤フードの場合、米国特許第４，７８１，９３９号および同第５，１３２，１３７号
に記載されているプロセスを使用して、擬似肉製品を製造してもよい。また、チャンク型
製品を製造する他の手順、例えば、スチームオーブンでの調理を使用してもよい。あるい
は、好適な肉材料を乳化させて肉エマルションを製造し、好適なゲル化剤を添加し、該肉
エマルションを加熱してから缶または他の容器に詰めることによって、ローフ型の製品を
製造してもよい。典型的な湿潤フード組成物は、約５％～約１５％のタンパク質、約１％
～約１０％の脂肪、および約１％～約７％の繊維を含んでもよい。湿潤フード組成物にお
いて使用してよい非限定的な成分としては、鶏肉、シチメンチョウ肉、牛肉、白身の魚、
鶏肉ブロス、シチメンチョウ肉ブロス、牛肉ブロス、鶏の肝臓、発酵用米、コーングリッ
ツ、魚粉、卵、ビートパルプ、塩化物、亜麻粉、子羊肉、牛肉副産物、鶏肉副産物、およ
びこれらの混合物が挙げられる。
【００６５】
　別の実施形態では、ビスケット、噛み物および他のトリーツ等のサプリメント組成物は
、乾燥物質基準で、サプリメント組成物の約２０重量％～約６０重量％のタンパク質、ま
たは約２２重量％～約４０重量％のタンパク質を含んでもよい。別の例として、サプリメ
ント組成物は、乾燥物質基準で、該サプリメント組成物の約５重量％～約３５重量％の脂
肪、または約１０重量％～約３０重量％の脂肪を含んでもよい。ネコ科動物類またはネコ
科動物類による使用が意図されたフードおよびサプリメント組成物は、当該技術分野にお
いて一般的に知られている。
【００６６】
　コンパニオンアニマルフードは、長鎖脂肪酸および亜鉛のような他の活性剤を含有して
もよい。好適な長鎖脂肪酸としては、α－リノール酸、γ－リノレン酸、リノール酸、エ
イコサペンタエン酸、およびドコサヘキサエン酸が挙げられる。魚油は、好適なエイコサ
ペンタン酸およびドコサヘキサン酸源である。
【００６７】
　ルリチシャ油、ブラックカレント種子油、およびマツヨイグサ油は、好適なγ－リノレ
ン酸源である。ベニバナ油、ヒマワリ油、トウモロコシ油、および大豆油は、好適なリノ
ール酸源である。また、これらの油を、上で言及したコーティング基材において使用して
もよい。亜鉛は、様々な好適な形態で、例えば、硫酸亜鉛または酸化亜鉛として提供され
てもよい。さらに、コンパニオンアニマルフードにおいて一般に使用される多くの成分は
、脂肪酸源および亜鉛源である。プレバイオティック源としてのチコリーと、大豆油のよ
うなリノール酸の豊富な油とを組み合わせると、相乗効果を示唆する、予期せぬ利益がも
たらされることが観察されている。
【００６８】
　組成物が肉汁の形態の場合、該組成物は、少なくとも１０％のブロスまたはストックを
含むことが好ましく、その非限定例としては、野菜、ビーフ、チキン、またはハムストッ
クが挙げられる。典型的な肉汁組成物は、約０．５％～約５％の粗タンパク質、約２％～
約５％の粗脂肪、および約１％～約５％の繊維を含んでもよい。
【００６９】
　本明細書にて使用するのに適したサプリメントのさらなる非限定例としては、粉末、油
懸濁液、ミルク系懸濁液、チーズ、カカオバター系組成物、および丸薬またはカプセルが
挙げられる。組成物が丸薬の形態の場合、丸薬を固体の圧縮形態に維持するために、好適
な結合剤が必要である。好適な結合剤の非限定例としては、キサンタンガム、ペクチン、
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。組成物がカプセルの形態の場合、該組成物は、当業者に既知の技術を使用して封入され
ることが好ましい。好適な封入材料の非限定例としては、ポリビニルアルコール（ＰＶＡ
）、ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）、アルギネート、およびゼラチンが挙げられる。ヨ
ーグルト系組成物は、約１％～約５％のタンパク質、約１０％～約２０％の炭水化物、約
１％～約５％の繊維、約１％～約５％の脂肪および約５０％～約９０％の乳のような液体
キャリアを含んでもよい。
【実施例】
【００７０】
　以下の実施例は、本発明を説明するものであり、いかなる方法によってもその範囲を制
限することを意図しない。
【００７１】
　実施例１：ネコ科動物のＧＩ管からの乳酸菌の単離
　飼い主主導による承認済みの安楽死のために地元の獣医のところにいる健康なネコから
、ネコ科動物腸試料を得た。全ての動物が健康で無病であった。各ネコの結腸、中間結腸
、盲腸、および回腸を切開して粘膜を露出させた。
【００７２】
　粘膜組織を攪拌し（１分間ボルテックス処理）、組織を機械的に均質化した後、上清を
除去した。上澄みをそれぞれ、マン・ロゴサ・シャープ（de Mann Rogosa Sharpe）（Ｍ
ＲＳ）寒天培地に蒔いた。これらを、アネロカルト・ガスパック・システム（Anerocult 
Gas Paksystem）を用いて、３７℃で４８時間嫌気的にインキュベートした。プレートか
ら単離したコロニーをＭＲＳ上に再画線し、再び、同じ条件下で嫌気的に増殖させた。単
離したコロニーをさらに４回、再画線して、単一の菌株を精製した。コロニーのモルホロ
ジーおよび顕微鏡像を評価した。好適な単離株を、グラム反応およびカタラーゼ活性につ
いて試験した。ＡＰＩ試験（ＡＰＩ　５０ＣＨＬ、ビオメリュー（Bio Merieux））を使
用して、グラム陽性・カタラーゼ陰性桿菌の同定を実施した。採集した細胞を０．０５Ｍ
リン酸緩衝液（ｐＨ６．５）およびシステイン－ＨＣｌ（５００ｍｇ／Ｌ）で２回洗浄し
た後、音波処理を実施した。遠心分離を行って、細胞破片を除去した。上清をＮａＦ（６
ｍｇ／ｍＬ）およびヨード酢酸Ｎａ（１０ｍｇ／ｍＬ）と共に３７℃で３０分間インキュ
ベートした。室温で１０分間にわたって塩酸ヒドロキシルアミン（ｐＨ６．５）でインキ
ュベートすることによって、反応を停止させた。ＨＣｌ（４Ｍ）、ＦｅＣｌ３．６Ｈ２Ｏ
（０．１Ｍ　ＨＣｌ中５％（Ｗ／Ｖ））およびフルクトース－６－ホスフェート（Ｎａ塩
）を添加した後、発色を観察した。フルクトース－６－ホスフェートからのアセチルリン
酸の形成が、そのヒドロキシメートの第二鉄キレートによって形成される赤みを帯びた色
によって明示された。
【００７３】
　実施例２：抗菌活性のためのスクリーニング
　単離した乳酸菌株をそれぞれ、ＭＲＳブロス中で嫌気的にインキュベートした。各培養
液２μＬをＭＲＳ寒天プレートに滴下して、嫌気的に一晩インキュベートした。サルモネ
ラ・ティフィムリウムおよび腸管病原性大腸菌（ＥｘＰＥＣ）を一晩、事前増殖させ、１
００μＬを溶融寒天（１％ｖ／ｖ）へ植菌した。この指標培養液を、植菌したＭＲＳプレ
ートの表面に流し込んだ。一晩インキュベートした後、プロバイオティック・コロニーの
周りの抑制域を測定した。全ての実験を、別個の３つの状況にて２通り実施した。さらに
、緩衝剤である２％β－グリセロホスフェートを寒天に組み込むことで、インビトロで観
察された病原体抑制に対して酸の産生が果たした寄与を評価することができた。
【００７４】
　表２に示したデータは、切除および洗浄されたネコ科動物のＧＩ管から単離することに
よって得られる本発明の乳酸菌株が、潜在的なプロバイオティック活性の指標である、イ
ンビトロにての顕著な抗菌活性を有することを明確に表している。
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【表２】

【００７５】
　実施例３：生存およびコロニー形成のインビトロ指標
　ｐＨ耐性
　細菌細胞を一晩培養物から収集して、リン酸緩衝液（ｐＨ６．５）で２回洗浄し、１Ｍ
　ＨＣｌでｐＨ２．５に調節したＭＲＳ／ＴＰＹブロス中に再懸濁した。細胞を３７℃で
嫌気的にインキュベートし、当業者に既知の平板計数法を使用して０、３０、６０、１２
０、２４０、および３６０分の間隔で細胞の生存を測定した。表３は、このデータを菌株
ごとにまとめている。

【表３】

【００７６】
　胆汁耐性
　細菌株を、ブタ胆汁（シグマ（Sigma））を０．５％、１％および５％（ｗ／ｖ）で追
加したＭＲＳ寒天に画線した。プレートを嫌気性条件下、３７℃でインキュベートし、４
８時間後に増殖を記録した。増殖を、経験をつんだ観察者により、対照プレートと比較し
、コロニーの増殖は以下に記載の通りであった：
　陰性（０）－増殖せず；
　＋（１）－かすんだ半透明の増殖（胆汁０％の対照プレートの＜３３％）；
　＋＋（２）－対照ほどではないが明確な増殖（＞３３％であるが＜６６％）；
　＋＋＋（３）－対照と同等に増殖（＞６６％）。
【００７７】
　胆汁酸塩の存在下でのコロニーの増殖を対照と比較し、増殖記述子は０、１、２または
３の数値（それぞれ－；＋；＋＋，＋＋＋）が与えられ、百分率で表されるが、ここで、
３は１００％を表す。
【００７８】
　表４は、本発明のビフィドバクテリウムが胆汁酸塩耐性を明確に示し、０．３％のブタ
胆汁酸塩に曝露する場合、大抵の場合少なくとも６６％のレベルで増殖およびコロニー形
成が可能であることを示している。
【表４】

【００７９】
　さらに、ネコのＧＩ管にコロニー形成する菌株の能力におけるあらゆる違いを評価する
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ために、細菌株を０．５％、１％および２％（Ｗ／Ｖ）のネコ科動物胆汁を追加したＭＲ
Ｓ寒天上に画線した。ネコ科動物胆汁は、非終端手順の間、臨床セッティングで内視鏡検
査を受けているネコから得られた。プレートを嫌気性条件下、３７℃でインキュベートし
、４８時間後に増殖を記録した。増殖を、経験をつんだ観察者により、対照プレートと比
較し、コロニーの増殖は以下に記載の通りであった：
　陰性（０）－増殖せず；
　＋（１）－かすんだ半透明の増殖（胆汁０％の対照プレートの＜３３％）；
　＋＋（２）－対照ほどではないが明確な増殖（＞３３％であるが＜６６％）；
　＋＋＋（３）－対照と同等に増殖（＞６６％）。
【００８０】
　胆汁酸塩の存在下でのコロニーの増殖を対照と比較し、増殖記述子は０、１、２または
３の数値（それぞれ－；＋；＋＋，＋＋＋）が与えられ、百分率で表されるが、３は１０
０％を表す。
【００８１】
　表５は、本発明のビフィドバクテリウムが、ネコ科動物胆汁酸塩耐性を明確に表し、０
．５％のネコ科動物胆汁酸塩に曝露する場合、大抵の場合少なくとも６６％のレベルで増
殖およびコロニー形成が可能であることを示している。
【表５】

【００８２】
　腸上皮細胞の付着
　ヒトの上皮細胞系ＨＴ－２９を使用して、選択された菌株の付着特性を評価した。５％
ＣＯ２を含有する３７℃の加湿雰囲気中、７５ｃｍ２組織培養フラスコで、１０％仔ウシ
血清（ＦＣＳ）、ペニシリン／ストレプトマイシン、グルタミン、およびファンギゾンを
含有するダルベッコ（Dulbecco）の最小必須培地（ＤＭＥＭ）中で上皮細胞を単層として
ルーチン的に培養した。実験目的のため、上皮細胞を、６ウェル培養プレート（ザルスタ
ット（Sarstedt））中にウェル当たり細胞５×１０５個／ｍＬ（総体積３ｍＬ）の濃度で
播種した。７日間インキュベートした後、分化させるために、上皮の単層を、１０％ＦＣ
Ｓを含有する抗生物質フリーの培地で洗浄した。抗生物質フリーのＤＭＥＭに加えた細胞
懸濁液または抗生物質フリーのＤＭＥＭ中の細胞懸濁液を各ウェルに加え、細胞を３７℃
で９０分間インキュベートした。インキュベート後、単層をＰＢＳで３回洗浄した。上皮
細胞を脱イオンＨ２Ｏに溶解させ、当業者に既知の平板計数法を使用して付着細菌数を数
えた。付着を、最初に平板培養した細菌数の百分率として表した。ラクトバシラスＡＨＦ
１２２Ａは、付着量３９．５％を有し、一方ラクトバシラスＡＨＦ２２３Ｃは、付着量１
３．９％を有した。ラクトバシラスＡＨＦ５１１９は、付着量３６．７％を有した。
【００８３】
　実施例４：１６ｓ－２３ｓ遺伝子間ポリヌクレオチドの配列決定
　ネコ科動物ビフィドバクテリウム分離株を、ストック管内で遠心分離し、得られたペレ
ットを、１００μＬの抽出溶液、および２５μＬの組織調製溶液（シグマ（Sigma）、Ｘ
ＮＡＴ２キット）内に溶解し、室温で１０分間インキュベートした。次に試料を９５℃で
５分間インキュベートし、次に１００μＬの中和溶液（ＸＮＡＴ２キット）を添加した。
次に、ナノドロップ分光分析装置を使用してゲノムＤＮＡ溶液を定量し、４℃で保存した
。
【００８４】
　遺伝子間スペーサー（ＩＧＳ）プライマー、ＩＧＳ　Ｌ：５’－ＧＣＴＧＧＡＴＣＡＣ
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ＣＴＣＣＴＴＴＣ－３’およびＩＧＳ　Ｒ：５’－ＣＴＧＧＴＧＣＣＡＡＧＧＣＡＴＣＣ
Ａ－３’ブリッジディ（Bridgidi）ら、２０００、Ｓｙｓｔｅｍ　Ａｐｐｌ．Ｍｉｃｒｏ
ｂｉｏｌ、２３、３９１－３９９（２０００））を使用してＰＣＲを行なった。サイクル
条件は、９４℃で３分（１サイクル）、９４℃で３０秒、５３℃で３０秒、７２℃で３０
秒（２８サイクル）であった。ＰＣＲ反応は、４μＬ（５０ｎｇ）のＤＮＡ、ＰＣＲミッ
クス（ＸＮＡＴ２キット）、０．４μＭ　ＩＧＳ　ＬおよびＲプライマー（ＭＷＧ　生物
工学（Biotech）、ドイツ）を含有した。ＰＣＲ反応は、エッペンドルフ熱サイクラー（E
ppendorf thermocycler）にて行われた。ＰＣＲ産物（１０μＬ）を、ＴＡＥ中２％アガ
ロースＥｔＢｒ染色ゲル上で分子量マーカー（１００ｂｐラダー（Ladder）、ロシュ（Ro
che））と並べて分析して、ＩＧＳプロファイルを決定した。
【００８５】
　ビフィドバクテリウムのＰＣＲ製品（単一バンド）を、プロメガ・ウィザード（Promeg
a Wizard）ＰＣＲ精製キットを使用して、精製した。
【００８６】
　遺伝子間スペーサー領域のために、精製されたＰＣＲ製品をプライマー配列（上記）を
使用して、配列した。ヌクレオチド相同性により、菌株の同一性を決定するために、配列
データを、ＮＣＢＩヌクレオチドデータベースに対して探索した。
【００８７】
　配列決定後、４つの寄託株について得られた配列を、他の寄託細菌１６ｓ－２３ｓ配列
との相同性について、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬ
ＡＳＴ／で入手可能なオンライン配列データベース「ＢＬＡＳＴ」と比較した。ＡＨＦ１
２２Ａに最も近い照合は、相同性スコア９４％を有する菌株ラクトバシラス・サリバリウ
ス亜種サリシニウス（ＡＢ１０２８５９）であった。ＡＨＦ２２３Ｃに最も近い照合は、
相同性スコア９３％を有するラクトバシラス・アニマリス菌株ＬＡ５１（ＡＹ５２６６１
５）であった。ＡＨＦ５３１６に最も近い照合は、相同性スコア９８％を有するラクトバ
シラス・ロイテリＤＳＭ２００１６（ＡＦ０８０１００）であった。
【００８８】
　実施例５：組成物の例
　例１～４は、本発明のプロバイオティックであるラクトバシラスを含む乾燥したキブル
組成物の例である。
【表６】

【００８９】
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　例５～７は、本発明のプロバイオティックであるラクトバシラスを含む湿潤コンパニオ
ンアニマルフード組成物の例である。
【表７】

【００９０】
　例８～１０は、本発明のプロバイオティックラクトバシラスを含むヨーグルトサプリメ
ント組成物の例である。
【表８】

【００９１】
　「発明を実施するための最良の形態」において引用される全ての文献は、その関連部分
において本明細書に参考として組み込まれるが、いずれの文献の引用も、それが本発明に
対する先行技術であることを認めるものと解釈すべきではない。
【００９２】
　本発明の特定の実施形態を説明および記述してきたが、本発明の精神および範囲から逸
脱することなく他の様々な変更および修正を行えることが当業者には明白であろう。した
がって、本発明の範囲内にあるそのような全ての変更および修正を、添付の特許請求の範
囲で扱うものとする。
【配列表】
0004938005000001.xml
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