
JP 5554719 B2 2014.7.23

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　動物又はヒトによって摂取された場合に鉄分の吸収を促進するための組成物であって、
前記組成物が鉄分及びペプチドを含み： 
　（ａ）前記ペプチドが、酵素加水分解されるサケの背骨及び頭部由来であり； 
　（ｂ）前記組成物が、ヒト又は動物による摂取に適しており； 
　（ｃ）前記ペプチドが、前記組成物の重量の５０％よりも多く； 
　（ｄ）前記鉄分が、前記組成物の重量の０．０１％よりも多いことを特徴とする組成物
。
【請求項２】
　前記ペプチドの分子量が、３５００ダルトン以下であることを特徴とする請求項１に記
載の組成物。 
【請求項３】
　さらに、魚油を含むことを特徴とする請求項１又は２に記載の組成物。
【請求項４】
　前記組成物が、飼料添加物の栄養補助食品であることを特徴とする請求項１乃至３のい
ずれか１項に記載の組成物。 
【請求項５】
　前記ペプチドの５０％未満が、前記鉄分とキレート化されることを特徴とする請求項１
乃至４のいずれか１項に記載の組成物。 
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【請求項６】
　鉄欠乏性貧血を有する又は鉄欠乏性貧血の危険性を有する動物又はヒトを治療する際に
使用するための請求項１乃至５のいずれか１項に記載の組成物であって、
　鉄分の不足以外を原因とする貧血を治療するための組成物を含む医学的に改変された食
べ物を食しない動物又はヒトを治療する際に使用するための組成物。 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、鉄分吸収の促進に関する。また、本発明は、酵素加水分解によって得られる
鉄分及びペプチドを含む組成物に関する。さらに、本発明は、酵素加水分解される海生脊
椎動物又はオキアミといった甲殻類から得られるペプチドのヒト又は動物による摂取に関
する。
【背景技術】
【０００２】
　鉄分はヒト及び動物の生理機能に必須である。ヒト及び動物の鉄分が不十分であると、
鉄欠乏性貧血及び発育不全といった多くの疾病及び疾患の原因となる。
【０００３】
　さらなる鉄分を動物に与えるための現状の試験は、注射を介して行われる。ヒトについ
ては、鉄分の栄養補助食品は、錠剤形式で利用可能である。
【発明の概要】
【０００４】
　本発明は、鉄分及びペプチドを含む、動物又はヒトにおける鉄分吸収を促進するための
組成物を提供し、ペプチドは、酵素加水分解される魚から得られる。さらに、本発明は、
動物による酵素加水分解される魚から得られる鉄分及びペプチドの摂取を含む、動物又は
ヒトにおける鉄分吸収を促進するための方法を提供する。
【０００５】
　さらに、本発明は、動物又はヒトにおける鉄分吸収を促進するための組成物及び方法を
提供し、ペプチドは酵素加水分解される海生脊椎動物又は甲殻類から得られる。
【０００６】
　本発明は、さらに：
１．鉄分及びペプチドを含む組成物であって：
（ａ）前記ペプチドが、酵素加水分解される魚のタンパク由来であり；
（ｂ）前記組成物が、ヒト又は動物による摂取に適しており；
（ｃ）前記ペプチドが、前記組成物の５０％よりも多く；
（ｄ）前記ペプチドが、動物又はヒトによって摂取された場合に、前記鉄分の吸収を促進
することを特徴とする組成物を提供する。
２．上記項目１において、前記ペプチドの分子量が、３５００ダルトン以下である。
３．上記項目１又は２において、前記鉄分が、前記組成物の０．０１％よりも多い。
４．上記１乃至３のいずれか１項目において、さらに、魚油を含む。
５．上記１乃至４のいずれか１項目において、前記魚がサケである。
６．上記１乃至５のいずれか１項目において、前記組成物が、飼料添加物の栄養補助食品
である。
７．上記１乃至６のいずれか１項目において、前記鉄分の乾燥重量が、前記組成物の乾燥
重量キログラム当たり１００ミリグラムよりも高い。
８．上記１乃至７のいずれか１項目において、前記ペプチドの５０％未満が、前記鉄分と
キレート化される。
９．上記１乃至８のいずれか１項目において、前記ペプチドの乾燥重量が、前記組成物の
乾燥重量キログラム当たり８００グラムよりも多い。
１０．上記１乃至９のいずれか１項目に記載の組成物を動物又はヒトが摂取するための方
法。
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１１．動物又はヒトに、（ａ）酵素加水分解される魚タンパク由来のペプチドと、（ｂ）
鉄分とを、一緒に又は別々に摂取させるステップを具え、前記鉄分が栄養補助食品又は飼
料添加物であり、摂取される前記ペプチドが、前記動物又はヒトにおける前記鉄分の吸収
を促進し、前記鉄分が、前記ペプチドが摂取される前後の２４時間未満に摂取されること
を特徴とする方法。
１２．上記項目１０又は１１において、前記動物が、哺乳類又は鳥類である。
１３．上記１０乃至１２のいずれか１項目において、前記動物又はヒトが、鉄欠乏性貧血
を患っており又は鉄欠乏性貧血を患う危険性を有する。
１４．上記１０乃至１３のいずれか１項目において、前記動物又はヒトが、通常のタンパ
ク食を与えられる。
１５．上記１０乃至１４のいずれか１項目において、前記鉄分及びペプチドが、同時に摂
取される。
１６．上記１乃至９のいずれか１項目において、前記ペプチドが、カロリーベース又は乾
燥重量ベースで前記組成物の５０％よりも多い。
【発明を実施するための形態】
【０００７】
　本発明の一態様では、酵素加水分解される魚タンパクから得られるペプチドを含む、鉄
分吸収を促進するための組成物及び方法が提供される。
【０００８】
　ここで使用されるように、「鉄分吸収を促進する」という用語は、当技術分野における
その通常の意味を有する。したがって、「鉄分吸収を促進する」は、血流の中への鉄分の
腸による吸収を含む。さらなる実施例では、この用語は、細胞内又は輸送タンパク質内へ
の鉄分の取り込み又は貯蔵を含む。鉄分吸収の促進を、当業者に知られている様々な手段
によって測定し得る。例えば、トランスフェリン又はフェリチンのレベルを検査すること
によって鉄分吸収を測定し得る。
【０００９】
　ここで使用するように、「鉄分」という用語は、ヒト又は動物によって摂取される鉄分
に関して当技術分野におけるその通常の意味を有する。したがって、この用語は、ヘム鉄
、非ヘム鉄、（還元鉄としても知られる）元素鉄、錯体鉄、鉄塩及びヒト又は動物の摂取
に適した鉄分の他の形式を含んでいる。摂取される鉄分は、当業者に知られた多くの供給
源から得られる。例えば、摂取される鉄分は、赤身肉、魚又は家禽といった動物の食料源
から得られる。このような鉄分は、通常、ヘム鉄と称される。また、摂取される鉄分は、
野菜及び果実といった植物の食料源から得られる。このような鉄分は、通常、非ヘム鉄と
称される。また、摂取される鉄分は、例えば、緑藻類といった微生物起源で得られる。
【００１０】
　また、摂取するための鉄分は、非有機的な供給源とすることができる。例えば、硫酸第
一鉄、フマル酸第一鉄、コハク酸第一鉄、グルコン酸第一鉄、乳酸鉄、グルタミン酸第一
鉄、グリシン酸第一鉄といった、第一鉄塩又は第二鉄塩が、摂取可能な鉄分の供給源であ
る。また、摂取可能な鉄分として鉄元素の粉末を使用し得る。さらに、鉄分は、ここに記
載されたペプチドと同じ供給源から得ることができる。例えば、鉄分及びペプチドは、い
ずれも、例えば、北大西洋サケ（例えば、サーモンサラール及びこれと同じ属に属する他
の魚）といった魚から得ることができる。
【００１１】
　本発明の一態様では、組成物又は方法の鉄分は、組成物の０．０１％よりも多い。例え
ば、１キログラムのトータルの乾燥重量を有する組成物のケースでは、鉄分の乾燥重量は
、１００ミリグラムよりも高い。本発明のさらなる態様では、鉄分のパーセンテージが、
組成物のトータルの１０％よりも多い。本発明のさらなる態様では、組成物の鉄分のパー
センテージが、組成物のトータルの０．０１％と１０％との間であり、さらなる態様では
、鉄分のパーセンテージが、組成物のトータルの０．０５％、０．１％、１、２、３、４
、５、６、７、８又は９％よりも多い。
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【００１２】
　ここで使用されるように、「ペプチド」という用語は、当技術分野におけるその通常の
意味を有する。したがって、ペプチドは、二量体ペプチド、多量体ペプチド及びポリペプ
チドを含んでいる。本発明の一態様では、ペプチドの分子量は、６０，０００ダルトン未
満である。本発明のさらなる態様では、１００％又は少なくとも９０％のペプチドが、１
０，０００ダルトン未満の分子量を有する。本発明の別の態様では、ペプチドの少なくと
も７０％が、５，０００ダルトン未満の分子量を有する。本発明の別の態様では、使用さ
れるペプチドの少なくとも５０％が、１，０００ダルトン未満の分子量を有する。本発明
の別の態様では、ペプチドの１００％が、３，５００ダルトン以下の分子量を有する。
【００１３】
　本発明の一態様では、組成物又は方法の中のペプチドの総量が、組成物の５０％よりも
多い。本発明の別の態様では、ペプチドの総量が、組成物の７５％、９０％又は９９％よ
りも多い。代替的に、本発明の別の態様では、ペプチドの総量が、組成物の５０乃至９９
％よりも多く、又は５０乃至９９％の整数パーセンテージよりも多い。したがって、非限
定的な例として、本発明の一態様が、１キログラムのトータルの乾燥重量を有する組成物
を含んでおり、組成物中のペプチドのトータルの乾燥重量は、５００グラムよりも高く、
すなわち、組成物のトータルの乾燥重量の５０％よりも高い。本発明の別の態様では、パ
ーセンテージは、カロリー量に基づいている。したがって、さらなる非限定的な例として
、本発明の一態様が、１０００カロリーのトータルのカロリー量を有する組成物を含んで
おり、ペプチドのカロリー量は５００カロリーよりも高く、すなわち、組成物のトータル
のカロリー量の５０％よりも高い。
【００１４】
　本発明の一態様では、ペプチドは、タンパク質を酵素加水分解することによって得られ
る。本発明のさらなる態様では、ペプチドが、海生脊椎動物又は甲殻類のタンパク質を酵
素加水分解することによって得られる。例えば、海生脊椎動物は、エイ、鮫を含む魚のい
くつかの形式を含んでおり、魚は、サバ、レイクトラウト、ニシン、イワシ、ビンナガマ
グロ、サケ、ブルーホワイティングといった遠海魚を含んでいる。本発明のさらなる態様
では、北大西洋サケを使用する。本発明のさらなる態様では、使用する甲殻類は、オキア
ミである。ここで使用するように、タンパク質の酵素加水分解という用語は、当技術分野
におけるその通常の意味を有する。したがって、本発明は、部分加水分解によって得られ
るペプチドを含んでいる。
【００１５】
　ここで使用するように、「魚タンパク質」、「海生脊椎動物のタンパク質」、及び「甲
殻類のタンパク質」といった用語は、当技術分野におけるその通常の意味を有する。した
がって、この文脈における「タンパク質」という用語は、加工していない動物の肉及び様
々な度合いで加工され又はその自然な供給源から分離されたタンパク質の双方を含んでい
る。
【００１６】
　本発明の酵素加水分解の態様に関して、（当技術分野でタンパク質分解酵素又はプロテ
アーゼとしても知られる）いくつかの加水分解酵素が、当業者に利用し得る。例えば、エ
ンドペプチダーゼ及び／又はエクソペプチダーゼを使用し得る。さらに、以下の酵素又は
以下の酵素の組み合わせを使用し得る：Ａｌｃａｌａｓｅ（登録商標）、Ｎｅｕｔｒａｓ
ｅ（登録商標）、Ｐｒｏｔａｍｅｘ（登録商標）、Ｆｌａｖｏｕｒｚｙｍｅ（登録商標）
（各々Ｎｏｖｏｚｙｍｅｓから市販されている）、Ｐｅｓｃａｌａｓｅ（登録商標）、（
オランダのＧｉｓｔ－　ｂｒｏｃａｄｅｓから市販されている）及びＰｒｏｍｏ３１（登
録商標）（ウェールズのＢｉｏｃａｔａｌｙｓｔｓ　Ｌｔｄ．から市販されている）。使
用し得る酵素の組み合わせの一例は、Ａｌｃａｌａｓｅ（登録商標）及びＮｅｕｔｒａｓ
ｅ（登録商標）から成る２つの酵素を１：９乃至１：１の比で混ぜた混合物として使用し
得る。
【００１７】
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　酵素加水分解のさらなる方法が、当技術分野で知られている。さらに、酵素加水分解及
び酵素加水分解によって得られる魚アミノ酸の説明が、例えば、Ｓｏｅｒｅｎｓｅｎらの
米国の特許公開２００５／００３７１０９Ａ１に見られ、参照することにより明確に盛り
込まれている。
【００１８】
　ペプチド及び鉄分に加えて、本発明の組成物及び方法は、ビタミン、ミネラル、非タン
パク質成分の窒素、炭水化物又は酵素性の加水分解に関連する他の化合物といった化合物
を含んでいる。
【００１９】
　本発明のさらなる態様では、組成物及び方法は、ペプチド及び鉄分に加えて脂質を含ん
でいる。例えば、ペプチドとともに魚油を使用して、ヒト及び動物による鉄分の吸収を促
進し得る。本発明のさらなる態様では、魚ペプチドといった同じ供給源由来の魚油を使用
し得る。しかしながら、本発明の別の態様では、脂肪酸の酸化は一般においしさを減らす
ため、高レベルの酸化脂肪酸を具えた油は避けられる。本発明のさらなる態様では、使用
される脂質の中の不飽和レベルは、所定量未満である。
【００２０】
　本発明のさらなる態様では、鉄分及びペプチド、又はこれら２つの組み合わせは、栄養
補助食品又は飼料添加物である。「栄養補助食品」又は「飼料添加物」といった用語は、
当技術分野で使用される通常の意味に関する。したがって、栄養補助食品又は飼料添加物
は、ペプチド又は鉄分が、動物又はヒトの食べ物とは別の供給源から得られることを意味
する。さらに、栄養補助食品又は飼料添加物は、多くの場合、食べ物又は飼料とは別々に
又は単独で加工され、多くの場合、食べ物又は飼料とは別々の容器に詰められる。例えば
、栄養補助食品又は飼料添加物としての鉄分は、通常の食肉のヘム鉄の形式の食べ物又は
飼料に見られる鉄分と比べると、通常、硫酸第二鉄の形態である。（コンパニオンアニマ
ルのための）処方されたペットフードを本発明にしたがって作り得る。このような処方さ
れた食べ物は、通常、栄養の摂取に問題のある高齢のペットのためのものである。
【００２１】
　特に、（例えば、栄養上の問題が有る）状況性貧血を患っている又はその危険性がある
ヒトだけではなく、他の動物に本発明に係る組成物を与え得る。このような動物は、豚（
及び他の豚類）、ニワトリ（及び家禽類）、牛及び畜牛（ウシ類）、及び他の動物といっ
た家畜を含んでいる。離乳子豚及び成長又は成育中の上述のような他の動物（例えば、子
牛）といった、進行性の状況性貧血を患っている又はこれの危険性が有る動物は、特に関
心がある。本発明の処方を、（例えば、魚を自然に食べるミンクとは対照的に）魚がそれ
らの動物にとっての自然の食品の一部ではない場合でさえも、おいしくすることができる
。
【００２２】
　本発明の組成物のさらなる態様では、５０％未満の鉄分をペプチドに対してキレートす
ることができる。さらなる態様では、鉄ペプチドキレート化のパーセンテージは、５０％
未満乃至０％であり、別の態様では、５０％及び１％の間の整数パーセントである。
【００２３】
　本発明の組成物及び方法に関して、例えば、重量／容量（Ｗ／Ｖ）、容量／重量（Ｖ／
Ｗ）、容量／容量（Ｖ／Ｖ）、又は重量／重量（Ｗ／Ｗ）といったいくつかの代替的な方
法で総量を計算し得る。さらに、カロリーパーセントに基づいて総量を計算し得る。ここ
で使用されるように、総量及びパーセンテージは、当業者によって合理的に適用される方
法で測定される総量及びパーセンテージを含んでいる。例えば、５０％よりも高いペプチ
ドを有する組成物は、液体組成物の場合にトータルの組成物の容量に対するペプチドの重
量（Ｗ／Ｖ）といった、当業者に既知の他の計算法に基づく場合に５０％のペプチドを有
する組成物だけではなく、ここで説明されるように、トータルの組成物の乾燥重量に対す
るペプチドの乾燥重量に基づく場合に５０％よりも高いペプチド有する組成物を含んでい
る。したがって、本発明の別の態様では、上述の計算方法によって測定されるペプチドの
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総量は、５０％よりも高い。以上のことは、ペプチド、鉄分及びキレート化したペプチド
の総量及びパーセンテージを含むここで説明される全ての総量及びパーセンテージに適用
する。
【００２４】
　本発明の別の態様では、本発明の組成物は、鉄分の吸収を抑制する結晶性の不溶性の酸
化鉄水和物の形成を誘発するトリメチルアミノ酸化物といった相当量の化合物を含んでい
ない。
【００２５】
　本発明の方法は、動物又はヒトにおける鉄分の吸収の促進に関するものである。本発明
の一態様では、動物又はヒトにペプチドを摂取する。別の態様では、ペプチドの摂取の前
後の妥当な時間内に鉄分を摂取する。さらなる態様では、ペプチドを摂取する前後の２４
時間未満に鉄分を摂取する。本発明のさらなる態様では、ペプチドを摂取する前後の２４
時間未満から１時間未満（及びその間の時間）に鉄分を摂取する。
【００２６】
　本発明の態様では、本発明の組成物及び方法は、ヒト又は動物における鉄分の不足によ
る疾病及び疾患を改善する。おそらく、最もありふれた疾患は、鉄欠乏性貧血である。貧
血は、赤血球の欠乏を特徴とする。鉄欠乏性貧血は、鉄分の不足によって引き起こされる
貧血である。このような鉄分の不足は、摂取される鉄分の量が不十分であり、鉄分の吸収
が不十分であり、失血又はこれらの要因の複合によるものである可能性がある。
【００２７】
　また、鉄欠乏性貧血は、幼年期又は離乳期といった成長期の動物又はヒトで一般的であ
る。また、鉄欠乏性貧血は、高い成長飼育比を有して飼育される家畜に見られる。
【００２８】
　鉄分の不足による貧血を、多くの他の貧血から区別し得る。例えば、鉄欠乏性貧血は、
関節炎又はガンといった慢性感染症、炎症、又は悪性疾患による貧血とは異なる。特に、
低色素性貧血、小球性貧血、クロロシス、遺伝性鉄芽球性貧血、後天性突発性鉄芽球性貧
血、赤血球無形成症、悪性貧血といった巨赤芽球性貧血、ビタミンＢ１２欠乏及び葉酸欠
乏貧血、再生不良性貧血、自己免疫性溶血性貧血、微小血管症性溶血性貧血といった溶血
性貧血、及び発作性夜間ヘモグロビン血色素尿症といった貧血は、鉄欠乏性貧血とは区別
される。
【００２９】
　さらに、本発明の別の態様では、鉄欠乏性貧血は、腎臓疾患、腎臓の機能低下又は透析
による貧血を含んでいない。
【００３０】
　ここで述べるように、摂取されるペプチドは、動物又はヒトにおける鉄分の吸収を促進
する。本発明のさらなる態様では、摂取されるペプチドは、動物又はヒトにおける鉄分の
吸収を大幅に促進する。本発明のさらなる態様では、統計的に有意な量だけ鉄分の吸収が
促進され、さらなる態様では、鉄分の吸収が５０％乃至１００％増加する。さらなる態様
では、鉄分の吸収が、５０％乃至１００％の整数パーセンテージよりも高いパーセント増
加する。上述のように、トランスフェリン又はフェリチン又は当業者に既知の他の方法に
よって、鉄分の吸収を評価し得る。
【００３１】
　本発明の方法の他の態様によれば、「摂取」という用語は、当技術分野におけるその通
常の意味を有している。一般に、摂取は口を通して行われる。しかしながら、経鼻胃管と
いった他の摂取の意味も用いることができる。さらに、摂取に加えて、本発明のさらなる
態様では、鉄補給食品を静脈内投与し得る。
【００３２】
　本発明のさらなる態様では、普通のタンパク食に関して摂取は動物又はヒトによる。こ
こでいう「普通の」という用語は、疾病又は疾患のために変えられた食物に対して普通の
という関連において、当技術分野におけるその通常の意味を有する。例えば、腎臓の機能
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不全を患っている動物又はヒトは、適切にタンパク質を代謝し得ないために、普通のタン
パク食を摂取しない。
【００３３】
　「ヒト又は動物にとって適切な摂取」という語句は、当技術分野におけるこの語句の通
常の意味に関する。例えば、「ヒト又は動物にとって適切な摂取」という語句は、ヒト又
は動物の安全に関して許容できる量の病原菌及び毒素（例えば、毒素のケースでは、水銀
及び他の重金属）に関する。
【００３４】
　例えば、特定の病原菌のレベルは、ヒト又は動物の摂取に適切な組成物に関して所定量
未満でなければならないことは、当業者に既知である。例えば、病原微生物に関して、本
発明の一態様では、特定の病原菌の量は、（当業者に知られているように）最小感染量（
ＭＩＤ）未満である必要がある。ＭＩＤは、疾病を引き起こし得る最小数の病原微生物に
関する。例えば、魚由来の食物に見られる病原微生物であるコレラ菌のＭＩＤは１０６で
ある。したがって、本発明の一態様では、本発明の組成物は、このようなＭＩＤ未満のコ
レラ菌を含んでいる。
【００３５】
　コレラ菌の他に、サルモネラ菌、ボツリヌス菌、黄色ブドウ球菌、腸炎エルシニア、仮
性結核菌、リステリア菌、ビブリオ菌株、及び様々な大腸菌の菌株といった病原微生物が
当業者に知られており、本発明の一態様では、本発明の組成物は、各病原菌のＭＩＤ未満
の量の病原菌を含んでいる。
【００３６】
　同様に、本発明の別の態様では、組成物がヒト又は動物の摂取に適しているものと見な
されるように、組成物が、特定レベルの病原微生物、原虫及び虫を含んでいる。
【００３７】
　さらに、所望のレベルに病原微生物を低下させるための方法が、当業者に知られている
。例えば、調理、冷却、（例えば、Ｘ線又はガンマ線による）放射線照射、加熱、加圧加
熱、凍結又はそれらの組み合わせが、動物又はヒトによって摂取される組成物の病原菌の
レベルを低下させるための安全且つ有効な処理であると、当業者に知られている。
【００３８】
　別の例として、組成物中のペプチドの大きさ（分子量）を減らすことが、プリオン感染
の危険性を最小限にするための一般的な方法であると当業者に知られている。したがって
、本発明の一態様では、ペプチドは上述の分子量を有している。
【００３９】
　上述の説明及び以下の実施例は、ここで説明される組成物及び方法を限定するものでは
なく、単に、様々な非限定的な実施例の具体例として提供される。
【００４０】
　さらに、単数形の使用は限定を意味するものではない。例えば、「組成物」又は「組成
物」の記載は、本発明を１つの組成物に限定することを意味するものではない。すなわち
、他の組成物と組み合わせた場合、本発明の組成物は、ここで明示的に説明しない限り、
本発明の範囲内にあることを留意されたい。
【００４１】
　さらに、以下の用語は、別の意味が明示的に説明されていない限り以下のようにして読
まなければならない。「含む」、「含む」又は「含んでいる」という用語は、非限定的に
含んでいることを意味している。「具える」、「具える」又は「具えている」という用語
は、非限定的に含んでいることを意味している。「又は」という用語は、及び／又はを意
味する。
【００４２】
［実施例］
　実施例１及び２として、２０％のサケのタンパク質加水分解物（ＳＰＨ）を与えた６匹
のイヌ、２０％のサケのタンパク質加水分解物及び４．５％の重量／重量（Ｗ／Ｗ）のサ
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た。全てのイヌに、第１日から第１４日まで、３０％の副産物としてのタンパク質、及び
２５％の脂質から成るコントロール食を与えた。コントロール食を与えないイヌに、第１
５日から第２６日までのみ、ＳＰＨ及びＳＰＨＯを与えた。コントロール食を与える６匹
のイヌに、上述の飼料添加物が無いコントロール食を与えた。
【００４３】
　実施例１及び２は、一連の体外試験に関する生理的な効果の研究に注目する。実施例は
、血漿濃度の変化に基づいて酵素マーカーを見つける。２つの体外試験は共に、食物を与
えられる対象体の中の貯蔵鉄の濃度に影響を与えるＳＰＨ及びＳＰＨＯの生物活性ペプチ
ドの存在可能性を調査する。２つの体外試験は、トランスフェリン及びフェリチンを扱う
。第１の試験（実施例１）は、トランスフェリンを扱い、第２の試験（実施例２）は、フ
ェリチンを扱う。
【実施例１】
【００４４】
　イヌの血清トランスフェリンレベルを測定した。トランスフェリンレベルを測定するた
めに使用した試験は、ＥＬＩＳＡ試験であった。この試験は、イヌの血清又は血漿のトラ
ンスフェリンを測定するための２箇所の酵素結合の免疫学的測定法である。トランスフェ
リン血清測定は、特に血漿のフェリチンレベルの同時測定と一体となった、鉄分吸収効果
を特定する際の特別な値である。
【００４５】
　トランスフェリンは、鉄分に結合するタンパク質である。トランスフェリンは、骨髄及
び肝臓といった組織貯蔵器官に鉄分を移送するよう作用する。また、トランスフェリンは
、鉄分吸収を調整及びコントロールして鉄分中毒から保護する。
【００４６】
　トランスフェリン試験結果を表２及び３にまとめる。

【実施例２】
【００４７】
　フェリチンは、貯蔵鉄に含まれるタンパク質に結合する鉄分である。フェリチンは、例
えば、肝臓、脾臓、骨髄及び腸の粘液といった様々な組織に有る。
【００４８】
　フェリチン試験結果を表４及び５にまとめる。
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【００４９】
　使用するトランスフェリン及びフェリチンの濃度により、ＳＰＨ及びＳＰＨＯの鉄分の
吸収の影響を確実にする。結果は、ＳＰＨＯ及びＳＰＨが、フェリチンの血漿濃度を増加
させ、トランスフェリンの血漿濃度を減少させることを示す。フェリチンの増加は、鉄分
の吸収及び／又はバイオアベイラビリティが増加することを示唆する。同様に、トランス
フェリン濃度の減少は、鉄分の移送の低下を示す。また、トランスフェリン濃度の減少は
、鉄分のバイオアベイラビリティが増加し及び／又はフェリチン結合鉄の濃度が増加する
（と仮定される）ことにより、鉄分の吸収の必要性を減らす。トランスフェリン濃度の減
少及びフェリチン濃度の増加は、対照としてのイヌと比較してＳＰＨＯ及びＳＰＨを与え
たイヌにおいて、鉄分の吸収及びバイオアベイラビリティが増加するという結論を支持す
る。
【００５０】
　トランスフェリン濃度の減少は、統計的有意性を示した。フェリチン濃度の増加は傾向
を示したが、３つのグループ全てのイヌを通して個々の濃度レベルがバラバラであるため
、技術的に統計的有意性はなかった。
【実施例３】
【００５１】
食肉、トリ、魚、及びカゼインタンパク質消化物を比較したＳＰ　Ｄｒｙ　ＰＰ１を用い
たＣａｃｏ－２細胞鉄分取込試験
　サケ全体を切り身にして分けた後、サケの背骨及び頭部を、Ｇｒｅｅｎ　Ｅａｒｔｈ　
Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ（ＧＥＩ）によって開発された加工工程を利用してタンパク質加水
分解させた。例えば、ＵＳ２００５／００３７１０９を参照されたい。このような処理は
、水溶性のタンパク分屑（ＳＰ）、不溶性のタンパク分屑（ＮＳＰ）、石油留分（ＦＯ）
及び骨片（ＣＡ）を生成する。このような分屑、留分、小片を、全体の質及びタンパク分
屑の分離に特に注意して互いに分離し得る。ＳＰが、６乃至７％の溶液として、このよう
な処理で初めに分離され、三重効用流下膜式蒸発器で５５乃至６０％の懸濁液に濃縮され
る。このようなハチ蜜状物質を、噴霧乾燥装置を用いて更に乾燥し、淡黄色のタンパク質
粉末を生成する（ＳＰ　Ｄｒｙ）。
【００５２】
　ＳＰ　ＤｒｙをＧＥＩによる消化率及びおいしさの研究のために老齢犬に与え、血漿を
採取して分析した。フェリチンに顕著な増加を示し、トランスフェリンに減少を示したが
、ＳＰ　Ｄｒｙ試験及びＳＰ　Ｄｒｙとサケの石油留分を摂取する動物における鉄分の取
込の増加を示すものである。
【００５３】
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　（イヌ及びモルモットといった）動物のモデルによる鉄分の吸収は、直接的な及び生理
的に関連のある鉄分のバイオアベイラビリティの評価を与える。また、Ｃａｃｏ－２細胞
体外鉄分取込法を用いて、「ＳＰ　Ｄｒｙ」の鉄分の取込可能性を示した(食べ物のＳＰ
　Ｄｒｙの取込を介した鉄分の取込の増加可能性を素早く評価するために、Jean-Max Rou
anet らによる、Iron availability from Iron-Fortified Sprulina by an in-vitro dig
estion/Caco-2 Cell Culture Model.　Journal of Agric, Food Chem. 49(3), 1625, (20
01) to rapidly estimate the potential increase in iron uptake via the incorporat
ion of SP Dry in the diet.を参照されたい。
【００５４】
　このような試験を行って、擬似ペプシン及び腸内消化プロセスの後に、カゼイン、ダイ
ズ、食肉、トリ肉及び魚タンパクと比較して、鉄分の取込を促進するためのＳＰ　Ｄｒｙ
の性能の分析した。
【００５５】
　このようなＣａｃｏ－２細胞試験を、Ｃａｃｏ－２細胞単分子層によって、擬似ペプシ
ン及び腸内消化及び鉄分取込測定と組み合わせる。
【００５６】
　Ｍｅａｔｚｙｍｅ　Ｂ．Ｖ．及びＧｒｅｅｎ　Ｅａｒｔｈ　ＬＬＣの管理の下で、水溶
性タンパク質加水分解物のＳＰ　Ｄｒｙ　ＰＰ１検体を作成した。水溶性タンパク分屑を
噴霧乾燥し、化学的分析のために良好な状態でインドのムンバイに送った。ＳＰ　Ｄｒｙ
　ＰＰ１検体は、淡い魚臭がする淡黄色のアモルファス粉末である。
【００５７】
　肉類（ビーフ）、トリ肉（もも肉）及び魚（マグロの切り身）タンパクの検体を購入し
、以下のように処理した。見える全ての脂肪及び結合組織を除去して薄切りにした。３０
分間、純水で煮込んだ後、切り身を取り除き、０℃で冷蔵し、見えるさらなる脂肪を除去
した。切り身を少量の水を入れた混合器の中で均一にし、凍結乾燥して４０メッシュの篩
に通してここで使用するタンパク質粉末を作製した。Ｐａｒｓｉ　Ｄａｉｒｙ　Ｆａｒｍ
　Ｌｔｄ．からカゼインを購入してそのまま使用した。
【００５８】
　上記の４つのタンパク源のインビトロ消化を、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈから市販さ
れて標準的な消化手順でそのまま使用される（胃による消化を刺激するための）豚ペプシ
ン及び胆汁エキス及び（腸による消化を刺激するための）パンクレアチン及び胆汁エキス
を用いて行った。５９Ｆｅ標識の塩化第二鉄を使用して鉄分濃度をホモジネートで１０μ
ｍｏｌ／Ｌに調整した。
【００５９】
　０．５ｍｏｌ／Ｌの水酸化ナトリウムに可溶化した後で、Ｂｉｏ－Ｒａｄ（登録商標）
ＤＣタンパク質試験キットを用いて、初めのタンパク質含有量を測定した。
【００６０】
　消化されたタンパク質含有量を、同じキットを用いてＴＣＡ可溶化沈殿物として測定し
、各２０ｍｌの消化物を純水で５０ｍｌに希釈し、０．６ｍｏｌ／Ｌのトリクロロ酢酸５
０ｍｌに反応させた。試料を遠心分離し、沈殿物を０．５ｍｏｌ／Ｌで溶かし上記のよう
にして測定した。
【００６１】
　Ｃｅｌｓｉｓ　Ｉｎ－ｖｉｔｒｏ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓによって市販されている
２４ＸウェルのＣａｃｏ－２試験キットの改良型を本試験で用いた。Ｃｅｌｓｉｓのキッ
トをCorning Costar Transwell@フィルタを具えたＣａｃｏ－２細胞で被覆した。ＩＶＴ
　Ｃａｃｏ－２培養物は、搬送調査に対応していると考えられ、１０００オームの経上皮
電気抵抗基準（ＴＥＥＲ）に適合する。
【００６２】
　１０μｍｏｌ／Ｌの５９Ｆｅを含む１．５ｍｌの各消化前のタンパク質溶液を、それぞ
れが下側チャンバの通常のＣａｃｏ－２細胞を含む１２ウェルに加え、層を分離する前に
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２時間プレートを３７℃で培養した。Ｃｅｌｓｉｓによって説明された手順を使って細胞
を抽出し、自動ガンマカウンタを用いて５９Ｆｅを計測し、遠心分離した後に上澄みに残
っている留分を判定した。
【００６３】
　（５９Ｆｅを加える前の）初期含有パラメータ及びＴＣＡ沈殿性タンパク質測定によっ
て測定された推定消化パーセントを以下の表４に示す。

※トータルの鉄分を５９５ｎｍでＦｅ－ｆｅｒｅｎｅ錯体として分光計で測定した（D. D
. Hennessy らのFerene - a new spectrophotometric reagent for iron. Can. J. Chem.
 62, P721 , (1984)）
【００６４】
　様々なタンパク源による鉄分取り込みの違いの結果を以下の表５に示す。筋肉のタンパ
ク源（肉類、トリ肉及び魚）が、細胞膜の下でＣａｃｏ－２細胞に取り込まれるのと同じ
ような鉄分取り込みの結果を示す一方、カゼインはほとんど取り込みを示さず、陰性（浸
透性）対照緩衝溶液と非常に近かった。ＳＰ　Ｄｒｙ製品は、他の全てのタンパク源と比
較した顕著に高い鉄分取り込みを示した。

【００６５】
　Ｃａｃｏ－２モデルは、文字通り多くの実験で薬物の取り込みを調べるのにうまく利用
される(Intestinal absorption of 59Fe from neutron activated commercial oral iron
 (III) citrate and iron (III) hydroxide polymaltose complexes in man. (H. C. Hei
nrich Arzneim-Forsch/Drug.Res. 37, 105, (1987).）。また、ここで使用される改良さ
れた試験は、鉄分だけではなく亜鉛及びビタミンＤといった他の必須要素を具えた食料品
の強化の研究に使用される。このような体外モデルは、小腸でのヒトによる吸収の優れた
比較可能性を反復的に示すことで、このような研究で示される結果はＦａｈｅｙの血漿摂
取研究の肯定的な結果を支持する。また、動物モデルを、例えば、モルモットを用いて実
施して、ＲＢＣ（ヘモグロビン）のＳＰ　Ｄｒｙの摂取効果のさらなる研究を行うことが
できる。
【００６６】
　海産物のタンパク質消化物－ＳＰ　Ｄｒｙ－が、試験される他の消化タンパク源と比較
して鉄分取り込みに関して好ましい効果を示すことが、このような研究から明らかである
。ＳＰ　Ｄｒｙは、陰性対照カゼインに対して鉄分取り込みを５４０％改善し、肉類のタ
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ンパク質消化物である陽性対照よりも４０％以上高かった。サケの油（ＳＯ）を本試験で
は全く使用しなかったため、これはタンパク分屑自身が鉄分取り込みの促進を高めること
の決定的な証拠である。
【００６７】
　また、内因性の鉄分取り込みを判定するための正確な方法を使用できないため、外部か
ら与えた鉄分（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）のみを使用して、本試験では鉄分取り込みを測定した
ことに留意されたい。このため、図示する値は、Ｃｏｏｋ及びＢｊｏｒｎ－Ｒａｓｍｕｓ
ｓｅｎによるヒトの研究でなされる同じような吸収の各消化物で生じる最小取り込み値を
示す。
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