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(57)【要約】
本発明は、大腸における水分の吸収に作用することができるプロバイオティクス株を選択
または同定する方法、ならびに、下痢の治療および／または予防における医薬品としての
その使用に関する。本発明は、特に、下痢の治療および／または予防に使用するための枯
草菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）ＣＵ１株に関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下痢を治療および／または予防するためのプロバイオティクス株を選択する方法であっ
て、
　大腸における水分分泌に関与する少なくとも一つの輸送体または大腸における水分吸収
に関与する少なくとも一つの輸送体の発現への、少なくとも一つの試験株の効果を測定す
る工程、ならびに、
　前記大腸における水分分泌に関与する少なくとも一つの輸送体の発現の減少および／ま
たは前記大腸における水分吸収に関与する少なくとも一つの輸送体の発現の増加を誘引す
る少なくとも一つの株を選択する工程を含む、選択する方法。
【請求項２】
　前記方法が、
　ＣＦＴＲタンパク質および／またはＮＨＥ３タンパク質の発現への少なくとも一つの試
験株の効果を測定する工程、ならびに、
　前記ＣＦＴＲタンパク質の発現の減少および／または前記ＮＨＥ３タンパク質の発現の
増加を誘引する少なくとも一つの株を選択する工程を含む、請求項１に記載の選択する方
法。
【請求項３】
　前記試験株が酵母株または細菌株であることを特徴とする、請求項１または２に記載の
選択する方法。
【請求項４】
　前記細菌株が桿菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）株、好ましくは枯草菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓ
ｕｂｔｉｌｉｓ）株であることを特徴とする、請求項３に記載の選択する方法。
【請求項５】
　前記ＣＦＴＲタンパク質および／または前記ＮＨＥ３タンパク質の発現が、電気泳動、
ウエスタンブロット、免疫アッセイ、免疫組織化学、免疫細胞化学、質量分析、ＲＴ－Ｐ
ＣＲ、またはノーザンブロットにより測定されることを特徴とする、請求項１～４のいず
れか一項に記載の選択する方法。
【請求項６】
　下痢の治療および／または予防に使用するための、大腸における水分分泌に関与する少
なくとも一つの輸送体の発現の減少および／または大腸における水分吸収に関与する少な
くとも一つの輸送体の発現の増加を誘引するプロバイオティクス株、前記プロバイオティ
クス株の培養により得られる細胞、あるいは、前記プロバイオティクス株または前記細胞
を含む組成物。
【請求項７】
　前記プロバイオティクス株が枯草菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）株である
ことを特徴とする、請求項６に記載の、下痢の治療および／または予防に使用するための
、プロバイオティクス株、細胞、または組成物。
【請求項８】
　前記プロバイオティクス株が、ＣＮＣＭにおいて２００１年１０月２５日に番号Ｉ－２
７４５で寄託された枯草菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）ＣＵ１株であること
を特徴とする、請求項７に記載の、下痢の治療および／または予防に使用するための、プ
ロバイオティクス株、細胞、または組成物。
【請求項９】
　前記下痢が急性下痢または慢性下痢であることを特徴とする、請求項６～８のいずれか
一項に記載の、下痢の治療および／または予防に使用するための、プロバイオティクス株
、細胞、または組成物。
【請求項１０】
　前記下痢が感染起源の下痢または非感染起源の下痢であることを特徴とする、請求項６
～９のいずれか一項に記載の、下痢の治療および／または予防に使用するための、プロバ
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イオティクス株、細胞、または組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　基礎となる特許出願
　本特許出願は、２０１２年１２月１２日出願のフランス特許出願番号ＦＲ　１２　６１
９１６への優先権を主張する。このフランス特許出願の内容は、参照により完全に組み込
まれる。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、下痢の治療および／または予防において使用するためのプロバイオティクス
株、特に、桿菌プロバイオティクス株に関する。本発明はまた、大腸中の水分吸収に作用
する特定の特徴を有するプロバイオティクス株を選択する方法にも関する。
【背景技術】
【０００３】
　正常に機能する場合、ヒト大腸はその管腔に侵入する水分の約９９％（一日当たり約２
リットルの水を表す）を吸収する。大腸はさらに４リットルの水まで吸収する能力を有す
る。しかしながら、一日当たり６リットルの水を超えると、その吸収能力は飽和し、下痢
が起こる。
【０００４】
　下痢は、液性または軟性の粘稠度の、よりかさの大きい、および通常より回数の多い（
一日当たり３回より多い便通）大便を特徴とする（世界的に、一年に約２０億症例ある）
共通問題である。極端な症例では、一日当たり、２０リットルより多くの体液が失われる
場合がある。
【０００５】
　下痢は疾患ではなく、症状である。その最も一般的原因は、汚染された水または食品の
摂取である。そのような場合、治療の必要性はないが、下痢は１日か２日続く。しかしな
がら、下痢自体は、特に乳児において致死的となり得る脱水症状（１０％を超える体重喪
失は緊急入院となる）を引き起こす場合がある。世界保健機構によれば、下痢は、発展途
上諸国における二番目に一般的な乳児死亡原因であり、５歳以下の子供の死亡の１８％の
原因となっている（非特許文献１）。
【０００６】
　下痢が原因の脱水症状が起こるのは、体液の喪失が補充されない場合である。正常な場
合では、大腸において、水分が大便から除去される。摂取物に含まれる水分の再吸収現象
は、大腸細胞のレベルにおいて、水と電解質の能動および受動輸送の組み合わせにより起
こる。大腸表皮陥入部の陰窩のレベルで、血液から外部環境への水の分泌がある。これら
２つの現象は、健常者において相互に補完し、大便の適切な水分補充（腸通過を促進し、
分子の循環状況を改善するもの）を維持することができる。
【０００７】
　下痢には多数の可能な原因（ウイルス、細菌、または寄生病原体により誘引される感染
起源の下痢および非感染性下痢（例、食物不耐性、脂肪性食品、アルコール、心理的要因
、医薬品の投与もしくは医療行為の投与により誘引される下痢、疾患もしくは臨床状態に
関連する下痢、または、断薬に関連する下痢））がある。
【０００８】
　症状の持続期間に依存して、急性下痢および慢性下痢（それぞれ、その症状が２週間未
満および少なくとも２週間続くもの）が区別される。
【０００９】
　下痢治療のための典型的な医薬は、例えば、ロペラミドであり、それは水と電解質の吸
収を刺激すること及び通過時間をゆっくりとさせることの両者により作用する。しかしな
がら、通過時間をゆっくりとさせることは、サルモネラ、赤痢菌、またはクロストリジウ
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ム・ディフィシル菌型の重症感染においては問題である。なぜなら、これらの病原性細菌
が、長時間腸内に留まるからである。
【００１０】
　プロバイオティクスは、下痢治療および／または予防の興味深い代替手段となる。この
適用症に最もよく使用されるプロバイオティクスは、乳酸菌である。そして、プロバイオ
ティクスは、免疫システムと腸内フローラバランスに有効であるとして総称的に記載され
る。
【００１１】
　下痢治療または予防の新規標的を同定しようとする他の研究もある。そこで、文献ＷＯ
２００４／０２８４８０は、ＣＦＴＲタンパク質（Ｃｙｓｔｉｃ　Ｆｉｂｒｏｓｉｓ　Ｔ
ｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ　Ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ　Ｒｅｇｕｌａｔｏｒ（嚢胞性繊維
症膜貫通型導電性調節因子））による塩素イオン輸送の有効性を減少させるチアゾリジノ
ン型化合物および分泌性下痢治療におけるその使用を記載する。Ｂｒａｄｆｏｒｄら（非
特許文献２）は、（ＣＦＴＲの発現が変化している）嚢胞性線維症患者における腸閉塞と
脱水症状の問題を治療する手段を検討した。
【００１２】
　さらにまた、嚢胞性線維症マウスにおけるＮＨＥ３タンパク質（Ｓｏｄｉｕｍ　Ｈｙｄ
ｒｏｇｅｎ　Ｅｘｃｈａｎｇｅｒ（ナトリウム水素交換体）３）の部分的または完全な喪
失が、特に腸内流動性を増加させることにより、腸閉塞の発生を減少させたことも記載さ
れている。結論されたのは、ＮＨＥ３が、嚢胞性線維症を有してＣＦＴＲ発現が変更され
た患者の腸管流動性を制御する有望なターゲットであることである。
【００１３】
　従って、下痢を治療および／または予防するための新規戦略の必要性がまだある。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１４】
【非特許文献１】Ｂｒｙｃｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｌａｎｃｅｔ，２００５，３６５：１１４
７－１１５２
【非特許文献２】Ａｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓ．Ｌｉｖｅｒ　Ｐ
ｈｙｓｉｏｌ．，２００９，２９６：Ｇ８８６－Ｇ８９８
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　一般に、本発明が基づく知見は、独特な様式で、ある種のプロバイオティクス株が、大
腸に過剰に存在する水分の吸収を誘引することにより、直接下痢に作用することができる
ということである。予想外で驚くべきことに、本発明者は、ある種のプロバイオティクス
株が、大腸の水分分泌に関与する輸送体の発現を阻害および／または大腸の水分吸収に関
与する輸送体の発現を刺激することができて、下痢の治療および／または予防に使用可能
であることを示した。
【００１６】
　従って、独特な様式であることには、これらプロバイオティクス株は、輸送体の阻害剤
として作用しない（つまり、輸送体に結合することにより、その機能性を妨げるようには
作用しない）が、それらの発現に作用し、したがって、存在する輸送体の数に作用する。
【００１７】
　さらにまた、これらプロバイオティクス株は大腸に過剰に存在する水分の吸収に直接作
用するので、それら株は、任意の型の下痢、特に、下痢が感染性または非感染性起源であ
るかどうか及び腸内毒素症の存在または非存在に関わらずに、その下痢を予防および／ま
たは治療するために使用可能であるという利点を有する。
【課題を解決するための手段】
【００１８】
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　本発明は、従って、下痢を治療および／または予防するためのプロバイオティクス株を
選択する方法であって、前記方法は、
　大腸における水分吸収または分泌に関与する少なくとも一つの輸送体の発現への少なく
とも一つの試験株の効果を測定する工程、ならびに、
　前記大腸における水分分泌に関与する少なくとも一つの輸送体の発現の減少および／ま
たは前記大腸における水分吸収に関与する少なくとも一つの輸送体の増加を誘引する少な
くとも一つの株を選択する工程を含む、方法に関する。
【００１９】
　より具体的には、第一の観点では、本発明は、下痢を治療および／または予防するため
のプロバイオティクス株を選択する方法であって、前記方法は、
　ＣＦＴＲタンパク質（嚢胞性繊維症膜貫通型導電性調節因子）の発現へのおよび／また
はＮＨＥ３タンパク質（ナトリウム水素交換体３）の発現への少なくとも一つの試験株の
効果を測定する工程、ならびに、
　前記ＣＦＴＲタンパク質の発現の減少および／または前記ＮＨＥ３タンパク質の発現の
増加を誘引する少なくとも一つの株を選択する工程を含む、方法に関する。
【００２０】
　ある実施形態では、前記試験株は、酵母株または細菌株である。特に、被試験細菌株は
、桿菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）株、好ましくは枯草菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉ
ｓ）株である場合がある。
【００２１】
　ある実施形態では、ＣＦＴＲタンパク質および／またはＮＨＥ３タンパク質の発現は、
電気泳動、ウエスタンブロット、免疫アッセイ、免疫組織化学、免疫細胞化学、質量分析
、ＲＴ－ＰＣＲ、またはノーザンブロットにより測定される。
【００２２】
　別の観点では、本発明は、下痢の治療および／または予防に使用するための、本発明の
方法を使用して選択されるプロバイオティクス株に関する。
【００２３】
　ある実施形態では、前記プロバイオティクス株は、枯草菌株、好ましくは、ＣＮＣＭ（
国立微生物培養物コレクション（Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　Ｎａｔｉｏｎａｌｅ　ｄｅ　Ｃ
ｕｌｔｕｒｅｓ　ｄｅ　Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｓ）；２５　ｒｕｅ　ｄｕ　Ｄｏ
ｃｔｅｕｒ　Ｒｏｕｘ，７５７２４　Ｐａｒｉｓ　Ｃｅｄｅｘ　１５）において、２００
１年１０月２５日に、番号Ｉ－２７４５で寄託された枯草菌ＣＵ１株である。
【００２４】
　補足的観点では、本発明は、下痢の治療および／または予防に使用される、本発明の方
法を使用して選択されるプロバイオティクス株の培養により得られる細胞に関する。
【００２５】
　特に、本発明は、下痢の治療および／または予防に使用するための、ＣＮＣＭにおいて
、２００１年１０月２５日に、番号Ｉ－２７４５で寄託された枯草菌ＣＵ１株の培養によ
り得られる枯草菌細胞に関する。
【００２６】
　本発明は、また、患者の下痢を治療および／または予防する方法であって、本発明の方
法を使用して選択されるプロバイオティクス株の培養により得られる有効量の細胞を、前
記患者に投与する工程を含む、方法に関する。
【００２７】
　ある実施形態では、下痢を治療および／または予防する方法は、枯草菌のプロバイオテ
ィクス株、好ましくは、ＣＮＣＭにおいて、２００１年１０月２５日に、番号Ｉ－２７４
５で寄託された枯草菌ＣＵ１株の培養により得られる枯草菌細胞を投与する工程を含む。
【００２８】
　別の観点では、本発明は、下痢の治療および／または予防に使用するための組成物であ
って、本発明の少なくとも一つのプロバイオティクス株または前記株を培養して得られる
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細胞を含む組成物に関する。特に、前記組成物は、ＣＮＣＭにおいて、２００１年１０月
２５日に、番号Ｉ－２７４５で寄託された枯草菌ＣＵ１株の培養により得られる枯草菌細
胞を含む。
【００２９】
　本発明により予防的および／または治療的に処置され得る下痢の形態は、急性下痢およ
び慢性下痢を含む。
【００３０】
　ある実施形態では、本発明により治療される下痢は、ウイルス、細菌または寄生病原体
により誘引される感染起源の下痢である。
【００３１】
　他の実施形態では、本発明により治療される下痢は、非感染起源の下痢である。
【００３２】
　非感染起源の下痢は、例えば、食物不耐性により誘引される下痢、脂肪性食品により誘
引される下痢、アルコールにより誘引される下痢、心理的要因により誘引される下痢、医
薬品の投与により誘引される下痢、治療行為の投与により誘引される下痢、疾患または臨
床状態に関連する下痢、または、断薬に関連する下痢である。
【００３３】
　本発明の好ましい実施形態のより詳細な説明を以下に示す。
【図面の簡単な説明】
【００３４】
【図１】ＣＦＴＲタンパク質の大腸発現への枯草菌ＣＵ１株処置の効果。蛍光強度／μｍ
２を、コントロール（白）とＣＵ１処置後（黒）で示す。＊ｐ＜０．００５。
【図２】ＮＨＥ３タンパク質の大腸発現への枯草菌ＣＵ１株処置の効果。蛍光強度／μｍ
２を、コントロール（白）とＣＵ１処置後（黒）で示す。＊ｐ＜０．００５。
【図３】ＣＦＴＲタンパク質の大腸発現へのラクトバチルス・プランタラム株処置の効果
の欠如。蛍光強度／μｍ２を、コントロール（白）とＬＲ処置後（黒）で示す。＊ｐ＜０
．００５。
【図４】ＮＨＥ３タンパク質の大腸発現へのラクトバチルス・プランタラム株処置の効果
の欠如。蛍光強度／μｍ２を、コントロール（白）とＬＲ処置後（黒）で示す。＊ｐ＜０
．００５。
【図５】マウスにＬＰＳ（１５ｍｇ／ｋｇ）または生理食塩水を静脈投与後６０分間（黒
）および６０～１２０分の間（白）における、大便中に排泄された水分（ｍｇ）（平均値
±ＳＥＭ、ｎ＝１０～２０）。Ｔ－：生理食塩水を注射されたＣＵ１非処置マウス；Ｔ＋
：ＬＰＳを注射されたＣＵ１非処置マウス；Ｔ－／ＣＵ１：生理食塩水を注射されたＣＵ
１処置マウス；Ｔ＋／ＣＵ１：ＬＰＳを注射されたＣＵ１処置マウス。＊　Ｐ＜０．０５
対Ｔ－；†Ｐ＜０．０５対Ｔ＋。
【図６】マウスにヒマシ油（２００μＬ）または生理食塩水を胃内投与後６０分間（黒）
、６０～１２０分の間（灰色）、および１２０～１８０分の間（白）における、大便中に
排泄された水分（ｍｇ）（平均値±ＳＥＭ、ｎ＝１０～１９）。Ｔ－：生理食塩水を注射
されたＣＵ１非処置マウス；Ｔ＋：ヒマシ油を注射されたＣＵ１非処置マウス；Ｔ－／Ｃ
Ｕ１：生理食塩水を注射されたＣＵ１処置マウス；Ｔ＋／ＣＵ１：ヒマシ油を注射された
ＣＵ１処置マウス。＊　Ｐ＜０．０５対Ｔ－；†Ｐ＜０．０５対Ｔ＋。
【発明を実施するための形態】
【００３５】
　上述したように、本発明は、腸液の制御に関与する輸送体のレベルでの直接作用により
、大腸内の水分吸収に作用することができるプロバイオティクス株の同定に関し、ならび
に、下痢の治療および／または予防における医薬品としてのそれら株の使用に関する。
【００３６】
　Ｉ　プロバイオティクス株の選択方法
　本発明の選択方法は、下痢の治療および／または予防に有用なプロバイオティクス株を
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同定することを目標とする。
【００３７】
　本発明は、従って、下痢を治療および／または予防するためのプロバイオティクス株を
選択する方法であって、前記方法は、
　大腸における水分吸収または分泌に関与する少なくとも一つの輸送体の発現への少なく
とも一つの試験株の効果を測定する工程、ならびに、
　前記大腸における水分分泌に関与する少なくとも一つの輸送体の発現の減少および／ま
たは前記大腸における水分吸収に関与する少なくとも一つの輸送体の発現の増加を誘引す
る少なくとも一つの株を選択する工程を含む、方法に関する。
【００３８】
　大腸での水分分泌に関与する輸送体の例は、ＣＦＴＲタンパク質（嚢胞性繊維症膜貫通
型導電性調節因子）である。
【００３９】
　大腸での水分吸収に関与する輸送体の例は、ＮＨＥ３タンパク質（ナトリウム水素交換
体３）である。
【００４０】
　本発明の好ましい方法は、
　ＣＦＴＲタンパク質の発現へのおよび／またはＮＨＥ３タンパク質の発現への少なくと
も一つの試験株の効果を測定する工程、ならびに、
　前記ＣＦＴＲタンパク質の発現の減少および／または前記ＮＨＥ３タンパク質の発現の
増加を誘引する少なくとも一つの株を選択する工程を含む、方法であることを特徴とする
。
【００４１】
　本発明の方法の結果選択される株は、従って、下痢の治療および／または予防に有用な
プロバイオティクス株である。
【００４２】
　本明細書中で、「プロバイオティクス株」が意図して示すのは、宿主の健康に有益な効
果を奏する生きた微生物株である。
【００４３】
　宿主は一般的にヒトである。しかし、宿主は別の哺乳類（例、イヌ、ネコ、反芻動物、
特に、ヒツジ、ヤギ、子牛、ウシ、シカ類（ｃｅｒｖｉｄｓ）、ラクダ類、ウマ類、旧世
界豚（特に、ブタおよび小豚）、ウサギ類、ネズミ類、ならびにテンジクネズミ科のげっ
歯類）であると想定してもよい。
【００４４】
　試験株
　本発明の方法を使用して試験される株は、任意の微生物株であってもよい。
【００４５】
　ある実施形態では、前記試験株は、酵母株である。試験可能な酵母の中で、言及可能な
ものは、例えば、サッカロミセス属（特に、サッカロマイセス・ブラウディ（Ｓａｃｃｈ
ａｒｏｍｙｃｅｓ　ｂｏｕｌａｒｄｉｉ）種、サッカロマイセス・セレビシエ（Ｓａｃｃ
ｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）種）の酵母、クロイベロミセス属（特に、
クロイベロミセス・マルキシアヌス（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｍａｒｘｉａｎｕｓ
）種）の酵母である。
【００４６】
　他の実施形態では、被試験株は細菌株である。
【００４７】
　試験株は、ヒトおよび／または動物に無害であると認識されている細菌から好ましくは
選択される。
【００４８】
　試験可能な細菌の中で、言及可能なものは、例えば、ビフィドバクテリウム属の細菌（
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特に、ビフィドバクテリウム・アニマリス（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｎｉｍ
ａｌｉｓ）種、ビフィドバクテリウム・ビフィダム（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　
ｂｉｆｉｄｕｍ）種、ビフィドバクテリウム・インファンティス（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔ
ｅｒｉｕｍ　ｉｎｆａｎｔｉｓ）種、ビフィドバクテリウム・ラクティス（Ｂｉｆｉｄｏ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌａｃｔｉｓ）種、ビフィドバクテリウム・ロンガム（Ｂｉｆｉｄ
ｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌｏｎｇｕｍ）種、およびビフィドバクテリウム・ブレーべ（Ｂ
ｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｒｅｖｅ）種）；ラクトバチルス属の細菌（特に、ラ
クトバチルス・ロイテリ（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）種、ラクトバ
チルス・アシドフィルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）種、
ラクトバチルス・ブルガリカス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ）
種、ラクトバチルス・ブレビス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｂｒｅｖｉｓ）種、ラク
トバチルス・カゼイ（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ）種、ラクトバチルス・
ヘルベチカス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ）種、ラクトバチル
ス・ジョンソニー（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｊｏｈｎｓｏｎｉｉ）種、ラクトバチ
ルス・プランタラム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）種、ラクトバ
チルス・パラカセイ（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐａｒａｃａｓｅｉ）種、ラクトバ
チルス・ラムノーサス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｈａｍｎｏｓｕｓ）種、および
ラクトバチルス・サリバリス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ）種
）；ワイセラ属の細菌（特に、ワイセラ・チバリア（Ｗｅｉｓｅｌｌａ　ｃｉｂａｒｉａ
）種、ワイセラ・キムチイ（Ｗｅｉｓｅｌｌａ　ｋｉｍｃｈｉｉ）種、ワイセラ・タイラ
ンデンシス（Ｗｅｉｓｅｌｌａ　ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ）種）；桿菌属の細菌（特
に、枯草菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）種、バチルス・アグランス（Ｂａｃ
ｉｌｌｕｓ　ｃｏａｇｕｌａｎｓ）種、バチルス・アミロリクエファシエンス（Ｂａｃｉ
ｌｌｕｓ　ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）種、バチルス・リチェニフォルミス（
Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）種、バチルス・セレウス（Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓ　ｃｅｒｅｕｓ）種、およびバチルス・クラウジー（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｌａｕ
ｓｉｉ）種）；ラクトコッカス属の細菌（特に、ラクトコッカス・ラクチス（Ｌａｃｔｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ）種）；エンテロコッカス属の細菌（特に、エンテロコッカ
ス・フェシウム（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍ）種、エンテロコッカス・
フェカリス（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆｅｃａｌｉｓ）種）；ストレプトコッカス属
の細菌（特に、ストレプトコッカス・サーモフィルス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔ
ｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）種）；大腸菌属の細菌（特に、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉ
ａ　ｃｏｌｉ）種）である。
【００４９】
　ＣＦＴＲおよび／またはＮＨＥ３の発現
　本発明の方法は、大腸における水分の吸収または分泌に関与する少なくとも一つの輸送
体の発現、特に、ＣＦＴＲタンパク質および／またはＮＨＥ３タンパク質の発現への試験
株の効果を測定する工程を含む。
【００５０】
　本明細書中で使用される「ＣＦＴＲタンパク質」は、染色体７番の長腕領域ｑ３１．２
の遺伝子座７ｑ３１．２に位置するＣＦＴＲ（「Ｃｙｓｔｉｃ　Ｆｉｂｒｏｓｉｓ　Ｔｒ
ａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ　Ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ　Ｒｅｇｕｌａｔｏｒ（嚢胞性繊維症
膜貫通型導電性調節因子）」）遺伝子によりヒトでコードされているタンパク質を意味す
る。ＣＦＴＲ遺伝子は、種を超えてよく保存されている。ヒトでは、ＣＦＴＲタンパク質
は、例えば、ＧｅｎＢａｎｋアクセション番号ＮＰ＿００４８３の１４８０アミノ酸長の
ポリぺプチド配列を有する。
【００５１】
　ＣＦＴＲタンパク質は、表皮細胞の塩素イオンおよびチオシアネートイオンを透過可能
なチャネルを形成する。
【００５２】
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　ＣＦＴＲタンパク質は、膵管および胆管、腸陰窩、気管気管支、尿細管、生殖系ならび
に汗腺の表皮細胞の頂極で発現する。
【００５３】
　ＣＦＴＲの阻害剤（例、チアゾリジノン）が、下痢の治療および／または予防へ応用さ
れることが実証されてきた（Ｖｅｒｋｍａｎら，Ｃｕｒｒ．Ｐｈａｒｍ．Ｄｅｓ．，２０
０６，１２：２２３５－２２４７）。
【００５４】
　本発明の選択方法では、ＣＦＴＲタンパク質発現の減少を誘引する試験株は、従って、
下痢の治療および／または予防に有用である場合がある。
【００５５】
　本明細書中で使用される「ＮＨＥ３タンパク質」は、染色体１３番に位置するＮＨＥ３
遺伝子（「Ｓｏｄｉｕｍ－Ｈｙｄｒｏｇｅｎ　Ｅｘｃｈａｎｇｅｒ（ナトリウム水素交換
体）３」；また、名称ＳＬＣ９Ａ３（「Ｓｏｌｕｔｅ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｆａｍｉｌｙ　
９　Ｍｅｍｂｅｒ　３」としても知られる））によりヒトでコードされるタンパク質を意
味する。ヒトでは、ＮＨＥ３タンパク質は、例えば、ＧｅｎＢａｎｋアクセション番号Ｎ
Ｐ＿００４１６５の８３４アミノ酸長のポリぺプチド配列を有する。
【００５６】
　ＮＨＥ３タンパク質は、腎臓の腎単位および腸の内皮細胞の頂端膜で発現し、そこでは
、ナトリウムバランスを維持することを主に担当している。
【００５７】
　ＮＨＥ３遺伝子を遺伝学的に改変して不活性化したマウスが下痢に罹患したことが示さ
れてきた（Ｓｃｈｕｌｔｈｅｉｓら，１９９８，Ｎａｔ．Ｇｅｎｅｔ　１９：２８２－２
８５）。
【００５８】
　本発明の選択方法では、ＮＨＥ３タンパク質発現の増加を誘引する試験株は、従って、
下痢の治療および／または予防に有用である場合がある。
【００５９】
　本発明の文脈では、大腸における水分の吸収または分泌に関与する輸送体の発現、特に
、ＣＦＴＲタンパク質および／またはＮＨＥ３タンパク質の発現への試験株の効果の測定
を、当業者に公知の任意の方法（例えば、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、「Ａｎｔｉｂｏ
ｄｉｅｓ（抗体）：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（ラボマニュアル）」、１
９８８年、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ：Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹを参照されたい）を使用して実施可能（なぜなら使用
する方法の性質が、重要または限定的な要素ではないから）である。
【００６０】
　一般的に、タンパク質の発現レベルは、直接法（例、電気泳動法、ウエスタンブロット
法、免疫アッセイ法、免疫組織化学法、免疫細胞化学法、または質量分析法）により決定
可能である。
【００６１】
　タンパク質の発現レベルを間接法によって決定することも可能である。
【００６２】
　間接法は、例えば、ＲＴ－ＰＣＲ（逆転写に続いてポリメラーゼ連鎖反応を行うもの）
、好ましくは定量ＲＴ－ＰＣＲまたはノーザンブロット法により、対応する遺伝子の転写
レベルを測定することからなる場合がある。
【００６３】
　間接法の他の例は、タンパク質活性、つまり、存在する機能的タンパク質の量と相関す
るタンパク質活性を測定することからなる方法である。
【００６４】
　ある好ましい実施形態では、輸送体、特に、ＣＦＴＲタンパク質および／またはＮＨＥ
３タンパク質の発現レベルを電気泳動で決定する。
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【００６５】
　電気泳動は、タンパク質が、その分子量に従って分離されるのを可能にする。ラウリル
硫酸ナトリウム含有ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（ドデシル硫酸
ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動）と呼ぶもの）を一般的に使用する。電気泳
動は、二次元電気泳動（例、等電点電気泳動（それを用いて、タンパク質をその分子量と
その等電点に従って分離可能とする））であってもよい。
【００６６】
　本発明のある実施形態では、輸送体、特に、ＣＦＴＲタンパク質および／またはＮＨＥ
３タンパク質の発現レベルをウエスタンブロットで決定する。
【００６７】
　ウエスタンブロット（ウエスタン技術とも呼ぶもの）は、ポリアクリルアミドゲル電気
泳動によりタンパク質を分離する工程と、その後、ポリアクリルアミドゲルから支持膜（
その支持膜上で、目的タンパク質を、そのタンパク質に特異的な標識抗体を使って検出す
る）へタンパク質をトランスファーする工程とからなる。
【００６８】
　ある好ましい実施形態では、輸送体、特に、ＣＦＴＲタンパク質および／またはＮＨＥ
３タンパク質の発現レベルを免疫アッセイで決定する。本明細書中で使用される「免疫ア
ッセイ」は、抗原、抗体、または類似物質を検出および定量するための抗原－抗体反応を
使用する任意の技術を意味する。抗体－抗原複合体を、いくつかのやり方で可視化しても
よい。ほとんどの場合、抗体を、発色反応（例、免疫ペルオキシダーゼ染色）を触媒可能
な酵素（例、ペルオキシダーゼ）と結合する。また、抗体を、フルオロフォア（例、ＦＩ
ＴＣ、ローダミン、テキサスレッド、またはＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ）で標識してもよい
。抗体－抗原複合体を、その後、免疫蛍光により検出する。
【００６９】
　ヒトＣＦＴＲタンパク質およびヒトＮＨＥ３タンパク質に特異的モノクローナル抗体は
、当該技術分野で公知であり、市販されている。
【００７０】
　本発明のある実施形態では、輸送体、特に、ＣＦＴＲタンパク質および／またはＮＨＥ
３タンパク質の発現レベルを免疫組織化学で決定する。用語「免疫組織化学」は、組織中
でタンパク質を位置同定するための抗体の使用に基づく方法のことを指す。一般的には、
組織を固定、洗浄、その後、透過処理する。その組織を、その後、目的タンパク質（ここ
では、例えば、ＣＦＴＲタンパク質またはＮＨＥ３タンパク質）を特異的に認識する一次
抗体とインキュベートする。検出系に結合させた二次抗体を加える。検出系は、例えば、
蛍光色素または基質の存在下に置いた場合、発色反応を引き起こす酵素である。この二次
抗体は、一次抗体の定常領域Ｆｃを認識し、一次抗体の種と異なる種由来でなければなら
ない。蛍光色素の場合、サンプルの蛍光を保護する媒体中、または、酵素の場合、基質の
存在下に置いた後に、組織を、蛍光または共焦点顕微鏡を使用して解析する。目的タンパ
ク質の発現レベルを、その後、デンシトメトリー、蛍光強度測定、または分光測光により
決定してもよい。
【００７１】
　本発明のある実施形態では、輸送体、特に、ＣＦＴＲタンパク質および／またはＮＨＥ
３タンパク質の発現レベルを免疫細胞化学で決定する。
【００７２】
　免疫細胞化学は、出発試料が組織の代わりに細胞学的調製物であることを除いて、免疫
組織化学と類似する技術である。
【００７３】
　本発明のある実施形態では、輸送体、特に、ＣＦＴＲタンパク質および／またはＮＨＥ
３タンパク質の発現レベルを質量分析で決定する。
【００７４】
　本発明のある実施形態では、輸送体、特に、ＣＦＴＲタンパク質および／またはＮＨＥ
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３タンパク質の発現レベルをＲＴ－ＰＣＲで決定する。
【００７５】
　ＲＴ－ＰＣＲは、ＲＮＡをｃＤＮＡにする逆転写と、その後の、ポリメラーゼ連鎖反応
（ＰＣＲ）からなる。ＲＴ－ＰＣＲは、好ましくは、目的タンパク質に対応する初期ＲＮ
Ａの定量を可能にする定量ＲＴ－ＰＣＲである。
【００７６】
　本発明のある実施形態では、輸送体、特に、ＣＦＴＲタンパク質および／またはＮＨＥ
３タンパク質の発現レベルをノーザンブロットで決定する。
【００７７】
　ノーザンブロット（また、ノーザントランスファーとも呼ぶもの）は、ゲル電気泳動に
より大きさに従ってＲＮＡを分離する工程、その後、定量するタンパク質のＲＮＡに特異
的な標識ハイブリダイゼーションプローブで検出可能な膜上にゲルからＲＮＡをトランス
ファーする工程とからなる。
【００７８】
　生体試料
　本発明の一つの方法は、大腸における水分の吸収または分泌に関与する少なくとも一つ
の輸送体の発現、特に、ＣＦＴＲタンパク質および／またはＮＨＥ３タンパク質の発現へ
の試験株の効果を、生体試料中で測定する工程を含む。
【００７９】
　本明細書中で使用される用語「生体試料」は、最も広い意味で使用される。生体試料は
、目的タンパク質（特に、ＣＦＴＲタンパク質またはＮＨＥ３タンパク質）が発現され、
従って、検出および定量可能な任意の生体組織であってもよい。
【００８０】
　本発明の選択方法を適用する際に使用可能な生体試料は、例えば、腸、膵管、胆管、尿
細管、気管気管支、生殖系、汗腺、および腎臓の腎単位由来のサンプルである場合がある
。
【００８１】
　ある好ましい実施形態では、生体試料は、腸サンプル、好ましくは大腸サンプルである
。
【００８２】
　組織試料は、好ましくは、例えば、バイオプシーによりモデル動物から採取する。モデ
ル動物は、好ましくは、哺乳類（例、マウス、ラット、ウサギ、ブタ、ニワトリ、サル）
である。モデル動物は、トランスジェニック動物である場合がある。
【００８３】
　本発明の好ましい生体試料は、大腸細胞（つまり、大腸粘膜由来の細胞）を含む組織試
料である。
【００８４】
　生体試料は、組織由来であり、目的タンパク質を発現する生体材料であってもよい。
【００８５】
　組織由来生体材料は、例えば、組織試料から単離された細胞または組織試料から単離さ
れた細胞より抽出されたタンパク質から選択される。
【００８６】
　用語「生体試料」は、また、目的タンパク質、特に、ＣＦＴＲタンパク質および／また
はＮＨＥ３タンパク質を発現する既知の細胞株の細胞を含む。
【００８７】
　ＣＦＴＲタンパク質発現細胞株の例は、大腸から単離されたＣａｃｏ－２細胞、大腸か
ら単離されたＨＴ－２９細胞、または大腸から単離されたＴ８４細胞を含む。
【００８８】
　ＮＨＥ３タンパク質発現細胞株の例は、大腸から単離されたＣａｃｏ－２細胞、大腸か
ら単離されたＨＴ－２９細胞、または大腸から単離されたＴ８４細胞を含む。
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【００８９】
　これらの細胞株は、例えば、ＡＴＣＣ（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ
　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（アメリカ培養細胞系統保存機関））から市販されている。
【００９０】
　ある実施形態では、生体試料は、目的タンパク質、特にＣＦＴＲおよび／またはＮＨＥ
３タンパク質を発現する細胞または組織から単離されたタンパク質抽出物である。タンパ
ク質抽出方法は、当業者に周知である（例えば、「Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ（タ
ンパク質方法）」、Ｄ．Ｍ．Ｂｏｌｌａｇら，、第二版、１９９６年、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉ
ｓｓ；「Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ（タンパク質精製
方法）：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（実践的方法）」、Ｅ．Ｌ．Ｈａｒ
ｒｉｓおよびＳ．Ａｎｇａｌ（編）、１９８９年；「Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ（タンパク質精製技術）：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａ
ｐｐｒｏａｃｈ（実践的方法）」、Ｓ．Ｒｏｅ、第二版、２００１年、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕ
ｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ；「Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，　ａｎ
ｄ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ（タンパク質抽出、精製、および特徴解析の原理
と反応）」、Ｈ．Ａｈｍｅｄ、２００５年、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ：Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ
，ＦＬを参照されたい）。組織または生体液からタンパク質を抽出するための市販キット
もある。そのようなキットは、例えば、ＢｉｏＲａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｈｅ
ｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ）、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｌｏｎｔｅｃｈ（Ｍｏｕｎｔ
ａｉｎ　Ｖｉｅｗ，ＣＡ）、Ｃｈｅｍｉｃｏｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｉｎｃ．
（Ｔｅｍｅｃｕｌａ，ＣＡ）、Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）、Ｐ
ｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）、およびＩｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）より販売されている。当業者は、
如何に状況に最も適するキットを選択するかを知っている。
【００９１】
　試験株の効果
　本発明の方法では、大腸における水分の吸収または分泌に関与する輸送体、特に、ＣＦ
ＴＲタンパク質および／またはＮＨＥ３タンパク質の発現への試験株の効果を、前記試験
株で処置したモデル動物から得られる生体試料中で測定される目的タンパク質発現レベル
と前記試験株で処置しなかった（同種類の）モデル動物から得られる（同種類の）生体試
料中で測定される目的タンパク質発現レベルとを比較することによって決定する。最後に
言及した動物を、コントロール動物と呼ぶ。
【００９２】
　従って、例えば、生体試料がモデル動物に由来する本発明の方法を適用する場合、試験
株の培養により得られる細胞の所定量を前記モデル動物へと投与する。
【００９３】
　その細胞量は、一度に投与してもよい。
【００９４】
　また、その細胞量を、同日に、数日かけて、または数週間かけて、数回投与してもよい
。
【００９５】
　試験株の培養により得られる細胞は、使用するモデル動物に適する任意の投与方法によ
り投与可能である。例えば、試験株の培養により得られる細胞の所定量と適するビヒクル
を含む溶液または懸濁液の注入（特に、胃内注入）により、投与を実施してもよい。ビヒ
クルのみを含む等量の溶液を、コントロール動物へ投与する。
【００９６】
　さらにまた、生体試料が細胞株である本発明の方法を適用する場合、試験株の効果を、
前記試験株で処置した細胞株の細胞で測定される目的タンパク質発現レベルと前記試験株
で処置しなかった（同細胞株の）細胞で測定される目的タンパク質発現レベルとを比較す
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ることによって決定する。最後に言及した細胞をコントロール細胞と呼ぶ。
【００９７】
　従って、例えば、生体試料が細胞株である本発明の方法を適用する場合、細胞株の細胞
を、試験株の培養により得られる所定量の細胞と適するビヒクルを含む所定量の溶液また
は懸濁液とインキュベートする。前記細胞株のコントロール細胞を、ビヒクルのみを含む
等量の溶液の存在する同等の条件中でインキュベートする。
【００９８】
　酵母株または細菌株であろうとその株の培養法は、当該技術分野で公知であり、当業者
は、如何にその性質に関して各株の培養条件を最適化するかを知っている。
【００９９】
　さらにまた、当業者は、モデル動物へ投与するため又は細胞株の細胞とともにインキュ
ベートするために、如何に試験株の培養により得られる菌細胞の最適量を決定するかを知
っている。
【０１００】
　例えば、枯草菌細胞を、培養培地、特に、書籍：「Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（バイ
オ技術）」、第５版、Ｒ．Ｓｃｒｉｂａｎ、編集Ｔｅｃ．＆Ｄｏｃ．、１９９９年、ＩＳ
ＢＮ：２－７４３０－０３０９－Ｘに記載される培地中で枯草菌株培養することにより得
る。
【０１０１】
　典型的には、枯草菌株の培養による枯草菌細胞の生産方法は、
　枯草菌株の植菌源を培養培地に植菌する工程と、
　好気性条件で培養し、細胞を複製させる工程と、
　その培養培地からバイオマスを分離して、枯草菌細胞を得る工程とを、含む。
【０１０２】
　そのようにして得られる枯草菌細胞は、主として栄養型である。
【０１０３】
　表現「主として栄養型」とは、少なくとも７０％の細胞が栄養型であり、好ましくは、
少なくとも８０％であり、より好ましくは、少なくとも９０％であることを意味する。
【０１０４】
　細菌の「栄養型」とは、有利な条件中に置かれる細菌の型を示す。
【０１０５】
　有利な条件の例は、細菌複製に有利な温度とｐＨの非制限培養培地である。
【０１０６】
　非制限培養培地は、細胞複製に必要な全ての栄養素を含む。
【０１０７】
　枯草菌細胞の生産方法は、また、好気性条件中で培養する工程とバイオマスを分離する
工程との間に、不利な条件中に細胞を置く中間工程を含んでもよい。生産方法の最後に得
られる枯草菌細胞は、従って、主として胞子形成型である。
【０１０８】
　表現「主として胞子形成型」とは、少なくとも７０％の細胞が胞子形成型であり、好ま
しくは、少なくとも８０％であり、より好ましくは、少なくとも９０％であることを意味
する。
【０１０９】
　細菌の「胞子形成型」とは、不利な条件中に置かれる細菌の型を示す。胞子形成型は、
従って、困難な環境（例えば、栄養素の欠乏（つまり、限定的栄養培地）、水ストレス、
ｐＨもしくは温度のばらつきが大きいこと、または消化管の通過）に耐性を与えることを
可能にする耐性型である。
【０１１０】
　不利な条件に細菌細胞を置くことは、例えば、細菌の培養培地を新しいものとしなかっ
たり、培養培地への栄養供給を止めたり、限定的培養培地を使用したり、温度を変えたり
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、ｐＨを変えたり、またはその組わせにより、得られる。
【０１１１】
　枯草菌細胞の生産方法は、また、細胞を乾燥させて、乾燥型の枯草菌細胞を得るさらな
る工程を含む場合がある。
【０１１２】
　表現「乾燥型の枯草菌細胞」は、枯草菌細胞の生産方法の最後に得られたバイオマスが
、９０％より多い乾燥分、好ましくは９５％より多い乾燥分を含むことを意味する。
【０１１３】
　乾燥とは、例えば、凍結乾燥、流動床乾燥、またはスプレードライによる乾燥である。
【０１１４】
　下痢を治療および／または予防するプロバイオティクス株の同定
　試験株で処置したサンプル中で測定される目的タンパク質発現レベルと、コントロール
サンプル中で測定される目的タンパク質発現レベルを比較することによって、試験株が目
的タンパク質の発現の減少もしくは増加を誘引するかどうか、または、試験株が前記発現
に影響がなかったかどうかを決定することが可能となる。
【０１１５】
　上記したように、大腸における水分分泌に関与する少なくとも一つの輸送体の発現の減
少および／または大腸における水分吸収に関与する少なくとも一つの輸送体の発現の増加
を誘導する場合、本発明の選択方法により決定された株が、下痢の治療および／または予
防に有用である可能性のあるプロバイオティクス株である。
【０１１６】
　本発明者らは、そのようなプロバイオティクス株が、大腸において過剰に存在する水分
の吸収を誘引することができることを示し、従って、下痢の治療および／または予防への
応用を見出した。
【０１１７】
　「大腸における水分分泌に関与する輸送体の発現の減少」が意図して示すのは、試験株
の非存在下における前記輸送体の発現と比べてその発現が有意に減少することである。
【０１１８】
　この減少の「有意」な性質を、統計解析により決定する。
【０１１９】
　輸送体の発現への影響を免疫組織化学により測定する場合、「輸送体の発現の減少」は
、試験株非存在下における発現に対する前記輸送体の発現と対応する蛍光強度／μｍ２の
有意な減少に対応する。
【０１２０】
　「大腸における水分吸収に関与する輸送体の発現の増加」が意図して示すのは、試験株
の非存在下における前記輸送体の発現と比べてその発現が有意に増加することである。
【０１２１】
　この増加の「有意」な性質を、統計解析により決定する。
【０１２２】
　輸送体の発現への影響を免疫組織化学により測定する場合、「輸送体の発現の増加」は
、試験株非存在下における発現に対する前記輸送体の発現と対応する蛍光強度／μｍ２の
有意な増加に対応する。
【０１２３】
　当業者が理解するであろうように、下痢の治療および／または予防に有用なプロバイオ
ティクス株の同定は、本発明の選択方法のたった一つを使用することにより実施可能であ
る。本発明の方法は、単一タイプの生体試料、例えば、所定のモデル動物を使用するか、
または、数種類のタイプの生体試料、例えば、細胞株、その後、少なくとも一つのモデル
動物を使用することで実施可能である。
【０１２４】
　また、大腸における水分吸収に作用することができるプロバイオティクス株の同定は、
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本発明の選択方法を使用し、その後、当業者に周知の一連のテスト及び臨床試験でこの選
択方法を補完することにより実施可能である。
【０１２５】
　ＩＩ　下痢治療および／または予防におけるプロバイオティクス株の使用
　本発明は、下痢の治療および／または予防に使用するための、大腸において過剰に存在
する水分の吸収を誘引することができる、本発明の方法により同定される任意のプロバイ
オティクス株に関する。本発明は、また、下痢の治療および／または予防するための医薬
品の製造に用いるために使用されるそのようなプロバイオティクス株に関する。
【０１２６】
　上記したように、前記プロバイオティクス株は、任意の微生物株、特に、酵母株または
細菌株（上述したようなもの）であってもよい。
【０１２７】
　特に、本発明者は、ＣＮＣＭにおいて、２００１年１０月２５日に番号Ｉ－２７４５で
寄託された枯草菌ＣＵ１株が、大腸における過剰水分の吸収に作用して、従って、下痢の
治療および／または予防に有用な場合があるプロバイオティクス株であることを実証した
。
【０１２８】
　この株は、文献ＦＲ　２　８３７　８３５（胃腸粘膜レベルでの免疫化用の前記株を含
むライブアジュバントを開示するもの）中に記載された。
【０１２９】
　本発明は、また、下痢の治療および／または予防に使用されるための、本発明の方法に
より同定されるプロバイオティクス株の培養により得られる全ての酵母細胞または細菌細
胞に関する。
【０１３０】
　上で指摘した様に、株の培養条件は、一般的に当該技術分野で公知であり、当業者によ
り容易に決定可能である。
【０１３１】
　特に、本発明は、下痢の治療および／または予防に使用するための、ＣＮＣＭにおいて
、２００１年１０月２５日に、番号Ｉ－２７４５で寄託された枯草菌ＣＵ１株の培養によ
り得られる細胞に関する。
【０１３２】
　「ＣＮＣＭにおいて、２００１年１０月２５日に、番号Ｉ－２７４５で寄託された枯草
菌ＣＵ１株の培養により得られる細胞」を、これ以後「ＣＵ１細胞」と呼ぶ。
【０１３３】
　ＣＵ１細胞の生産を、上記した様に実施してもよい。
【０１３４】
　下痢の治療および／または予防に使用されるＣＵ１細胞は、胞子形成型および／または
栄養型の細胞である。
【０１３５】
　好ましい実施形態では、ＣＵ１細胞は、主として胞子形成型である。
【０１３６】
　好ましい実施形態では、下痢の治療および／または予防に使用されるＣＵ１細胞は乾燥
型である。
【０１３７】
　本発明の特に有利な実施形態では、下痢の治療および／または予防に使用されるＣＵ１
細胞は、主として胞子形成型および乾燥型である。
【０１３８】
　本発明は、また、ＣＦＴＲタンパク質の発現の減少および／またはＮＨＥ３タンパク質
の発現の増加を誘引する能力を有し、従って大腸における過剰水分の吸収を誘引できる抽
出物または濾液であって、任意のプロバイオティクス酵母細胞抽出物またはプロバイオテ
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ィクス細菌細胞抽出物およびプロバイオティクス株の培養由来の任意の濾液に関する。
【０１３９】
　本発明の下痢を治療および／または予防する方法は、本明細書中に記載される方法によ
り同定されるプロバイオティクス株の培養により得られる有効量の酵母細胞または細菌細
胞を、患者に投与する工程を含む。一又は複数の投与量で投与可能な、酵母細胞または細
菌細胞の有効量は、医師により決定される場合がある。投与の正確な量は、患者の年齢、
体重、全身状態、下痢の性質と重症度等に依存して、患者により異なる場合がある。投与
の正確な量は、また、所望の治療効果（つまり、下痢を予防するのか、または、下痢を治
療するのか）に依存して異なる場合もある。
【０１４０】
　投与経路（経口または非経口）は、下痢の性質に依存して、および／または、患者の年
齢と全身状態に依存して選択可能である。
【０１４１】
　下痢予防の症例では、本発明の方法により同定されるプロバイオティクス株の培養によ
り得られる酵母細胞または細菌細胞を、症状が現れる前に投与する。
【０１４２】
　下痢治療の症例では、本発明の方法により同定されるプロバイオティクス株の培養によ
り得られる酵母細胞または細菌細胞を、症状が現れた後に投与する。
【０１４３】
　一般的に、任意の型の下痢（急性型下痢および慢性型下痢を含むもの）は、本発明のプ
ロバイオティクス株または前記プロバイオティクス株の培養により得られる細胞を使用し
て治療可能である。
【０１４４】
　「急性下痢」は、症状が２週間未満継続する下痢を意味し、「慢性下痢」は、症状が少
なくとも２週間、好ましくは少なくとも１か月継続する下痢を意味する。
【０１４５】
　急性下痢には、例えば、ウイルス性胃腸炎、細菌性胃腸炎、および食中毒（例、サルモ
ネラ症、細菌性赤痢、黄色ブドウ球菌感染、セレウス菌感染、大腸菌感染）を含む。
【０１４６】
　慢性下痢には、例えば、吸収不良症候群、胃腸症（セリアック病、ウィップル病、クロ
ーン病等）、ぜん動運動性下痢（つまり、腸通過の加速による下痢）、分泌性下痢（つま
り、小腸および／または大腸における水－電解質分泌の加速による下痢）、浸透圧性下痢
（吸収不良であり且つ浸透圧効果を生み出す溶質の胃腸管における存在に起因する下痢）
を含む。
【０１４７】
　本発明のプロバイオティクス株または本発明のプロバイオティクス株の培養により得ら
れる細胞を使用して治療可能な他の下痢には、不安または激しい感情による下痢、食物不
耐性（例えば、牛乳の乳糖、ソルビトール、グルテン等）による下痢、ある種の治療（例
、マグネシア療法、放射療法、または化学療法）またはある型の外科治療（例、胃切除ま
たは回腸切除）による下痢、胃、腸、大腸等の過負荷または炎症による下痢、（ヘロイン
等の）断薬による下痢、ある種の医薬（例、抗生物質）による下痢を含む。
【０１４８】
　本発明のプロバイオティクス株または本発明のプロバイオティクス株の培養により得ら
れる細胞を使用して治療可能な他の下痢の例には、胆汁性発作または消化不良を伴う下痢
、ある種の緩下性食品の過剰消費が原因の下痢、およびランナー下痢を含む。
【０１４９】
　ある有利な実施形態では、本発明のプロバイオティクス株または本発明のプロバイオテ
ィクス株の培養により得られる細胞を使用して治療される下痢は、抗生物質投与により、
または、より一般的に医薬品投与により誘引される下痢ではない。
【０１５０】
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　他の有利な実施形態では、本発明のプロバイオティクス株または本発明のプロバイオテ
ィクス株の培養により得られる細胞を使用して治療する下痢は、感染起源の下痢ではない
。
【０１５１】
　ＩＩＩ　組成物
　本発明は、また、下痢の治療および／または予防に使用するための組成物であって、本
発明の少なくとも一つのプロバイオティクス株または、より具体的には、そのような株の
培養により得られる細胞を含む組成物に関する。特に、前記組成物は、ＣＮＣＭにおいて
、２００１年１０月２５日に、番号Ｉ－２７４５で寄託された枯草菌ＣＵ１株の培養によ
り得られる有効量の細胞を含む。
【０１５２】
　本発明の組成物は、食品組成物、食品サプリメント、または医薬組成物である場合があ
る。
【０１５３】
　食品組成物は、任意のタイプの食品、飲料、または菓子類を示す。
【０１５４】
　食品組成物は、例えば、飲料、シリアルバー、チューインガム、チョコレート、乳製品
（例、発酵乳製品）、野菜起源の発酵製品であってもよい。
【０１５５】
　「食品サプリメント」は、通常食を補助することを目的とする食品を意味する。食品サ
プリメントは、栄養素の濃縮源または滋養もしくは生理学的効果を有する他の物質の濃縮
源を、単独または組み合わせて構成する。
【０１５６】
　食品サプリメントは、投与形態、つまり、これら剤形（例、カプセル、トローチ、錠剤
、丸薬および他の同様な形態、粉末の匂い袋、液体アンプル、滴瓶および他の同様な形態
の液体用の瓶、または少量測定単位で摂取されることを意図する粉末製剤）で市販される
。
【０１５７】
　本発明の組成物は、例えば、プロバイオティクス株の培養によって得られる細胞を、ヒ
ト用途目的にする場合、１．１０８ＣＦＵ～１．１０１１ＣＦＵの量で、好ましくは１．
１０９ＣＦＵ～１．１０１０ＣＦＵの量で毎日使用するのに適している。
【０１５８】
　本発明の組成物は、例えば、プロバイオティクス株の培養によって得られる細胞を、獣
医用途目的にする場合、１．１０５ＣＦＵ～１．１０１１ＣＦＵの量で、好ましくは１．
１０６ＣＦＵ～１．１０１０ＣＦＵの量で毎日使用するのに適している。
【０１５９】
　用語ＣＦＵは、コロニー形成単位（Ｃｏｌｏｎｙ　Ｆｏｒｍｉｎｇ　Ｕｎｉｔ）を示す
。
【０１６０】
　ＩＶ　医薬組成物
　腸液の制御に関与する輸送体に直接作用するので、本発明の方法により同定されるプロ
バイオティクス株、より具体的には、そのような株の培養により得られる酵母細胞または
細菌細胞を治療剤として使用してもよい。
【０１６１】
　これらの酵母または細菌細胞を、そのように投与することもできるし、あるいは、少な
くとも一つの生理学的に許容可能なビヒクルまたは賦形剤の存在下で製剤または医薬組成
物の形態で投与することもできる。本発明の文脈では、「生理学的に許容可能なビヒクル
または賦形剤」は、有効成分（ここでは、前記酵母または細菌細胞）の生物学的活性の効
力と干渉せず、且つ、投与される濃度で、患者または被験者に過剰に毒性がない任意の媒
体または添加剤を意味する。生理学的に許容可能なビヒクルまたは賦形剤は、ヒトおよび
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／または動物（特に、哺乳類）への投与に適するビヒクルまたは賦形剤であってもよい。
【０１６２】
　本発明の医薬組成物は、所望の治療効果を得るために、任意の有効な組み合わせの投与
量と投与経路を使用して投与可能である。投与の正確な量は、患者の年齢、体重、全身状
態、下痢の性質と重症度等に依存して、患者により異なる場合がある。投与経路（経口ま
たは非経口）は、下痢の性質に依存して、ならびに／あるいは、患者の年齢および／また
は健康に依存して選択可能である。
【０１６３】
　例として、本発明は、上で定義した医薬組成物であって、前記プロバイオティクス株の
培養によって得られる細胞を、ヒト用途目的にする場合、１．１０８ＣＦＵ～１．１０１

１ＣＦＵの量で、好ましくは１．１０９ＣＦＵ～１０１０ＣＦＵの量で毎日使用するため
の医薬組成物に関する。
【０１６４】
　本発明は、また、上で定義した医薬組成物であって、前記プロバイオティクス株の培養
によって得られる細胞を、獣医用途目的にする場合、１．１０５ＣＦＵ～１．１０１１Ｃ
ＦＵの量で、好ましくは１．１０６ＣＦＵ～１．１０１０ＣＦＵの量で毎日使用するため
の医薬組成物に関する。
【０１６５】
　本発明の医薬組成物の処方は、投与経路および組成物を使用しようとする投与量に依存
して異なる場合がある。少なくとも一つの生理学的に許容可能なビヒクルまたは賦形剤を
処方後、本発明の医薬組成物は、哺乳類、特にヒトへの投与に適する任意の形態（例、菱
形錠剤、錠剤、糖衣剤、カプセル、シロップ、軟膏、注射可能溶液、坐薬等の形態）であ
ってもよい。当業者は、所定タイプの製剤を調製する際に、如何に最も適したビヒクルお
よび賦形剤を選択するかを知っている。従って、例えば、賦形剤（例、水、２，３－ブタ
ンジオール、リンゲル液、塩化ナトリウム等張液、合成モノまたはジグリセリド、および
オレイン酸）は、しばしば、注射可能製剤の処方に使用される。液体組成物（乳剤、マイ
クロエマルジョン、溶液、懸濁液、シロップ、エリキシル剤等を含むもの）は、溶剤類、
溶解剤類、乳化剤類、油類、脂肪類、及び他の添加剤（例、懸濁剤、防腐剤、甘味料、香
味料、粘度調整剤、着色料等）の存在下で処方可能である。経口経路による投与用の固形
組成物は、不活性賦形剤（例、クエン酸ナトリウム）および、任意ではあるが、添加剤（
例、結合剤、湿潤剤、崩壊剤、吸収促進剤、潤滑剤等）の存在下で処方可能である。
【０１６６】
　ある実施形態では、本発明の医薬組成物を、一又は複数の有効成分、特に前記プロバイ
オティクス株の培養により得られる酵母細胞または細菌を即時に放出するように処方する
。また、医薬組成物は、例えば、胃酸度および酵素に対する一又は複数の有効成分の長期
または標的化放出のため、あるいは、前記一又は複数の有効成分の保護のために処方可能
である。
【０１６７】
　従って、ｐＨおよび／もしくは胃酵素の作用に抵抗性のコーティング、ｐＨおよび／も
しくは酵素作用に感受性のコーティング、または胃もしくは腸の壁に接着する生体接着性
コーティングを使用すること、あるいはカプセル化システムを用いることが可能である。
【０１６８】
　本発明の医薬組成物は、さらにまた、少なくとも一つの別の活性医薬成分（すなわち、
前記プロバイオティクス株の培養により得られる酵母または細菌細胞に付け加えるもの）
を含む。
【０１６９】
　「活性医薬成分」は、それが投与される患者または被験者の健康または全身状態に治療
効果または薬効を有するように投与される任意の化合物または物質を意味する。
【０１７０】
　従って、活性医薬成分は、前記医薬組成物の投与により予防または治療される下痢に対
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して活性がある場合があり；下痢に関連する状態または症状（例、熱、嘔吐、または腹部
けいれん）に対して活性がある場合があり；前記医薬組成物の一又は複数の有効成分の利
用可能性および／または活性を増加させる場合がある。
【０１７１】
　本発明の組成物に存在してもよい活性医薬成分の例は、限定はされないが、抗炎症剤、
抗生物質、解熱剤、制吐薬、抗ヒスタミン剤、ビタミン類、鎮痙薬等を含む。
【０１７２】
　有利な実施形態では、他の活性医薬成分は、枯草菌株またはそのような株の培養により
得られる細胞ではない。好ましくは、細菌株またはそのような株の培養により得られる細
胞でもない。より好ましくは、プロバイオティクス株またはそのような株の培養により得
られる細胞でもない。
【０１７３】
　本発明の医薬組成物の例は、前記プロバイオティクス株の培養により得られる酵母また
は細菌細胞をただ一つの活性医薬成分として含む組成物である。
【０１７４】
　好ましい実施形態では、本発明の組成物は、ＣＮＣＭにおいて、２００１年１０月２５
日に、番号Ｉ－２７４５で寄託された枯草菌ＣＵ１株の培養により得られる細胞を含むが
、任意の他の細菌株を含まない。
【０１７５】
　別の好ましい実施形態では、本発明の組成物は、ＣＮＣＭにおいて、２００１年１０月
２５日に、番号Ｉ－２７４５で寄託された枯草菌ＣＵ１株の培養により得られる細胞を含
むが、任意の他の細菌または酵母株を含まない。
【０１７６】
　さらに別の好ましい実施形態では、本発明の組成物は、ＣＮＣＭにおいて、２００１年
１０月２５日に、番号Ｉ－２７４５で寄託された枯草菌ＣＵ１株の培養により得られる細
胞を、ただ一つの医薬活性成分として含む。
【０１７７】
　定義がなされていない場合、本説明中で使用する全ての技術的および科学的な用語は、
本発明が属する分野の当業者により一般的に理解されると同じ意味を有する。さらにまた
、本明細書中に述べた全ての刊行物、特許出願、全ての特許および全ての他の参考資料は
、参照により組み込まれる。
【実施例】
【０１７８】
　以下の実施例は、本発明のいくつかの実施形態を説明する。しかしながら、実施例は説
明目的のためのみ提示され、本発明の範囲を如何なるやり方でも限定しないことが理解さ
れる。
【０１７９】
　実施例１：　下痢予防および／または治療を目的とするプロバイオティクス株の選択
　材料および方法
　試験プロバイオティクス株
　試験株は以下のもの：ラクトバチルス・プランタラム株および枯草菌ＣＵ１株である。
【０１８０】
　枯草菌ＣＵ１（以下、ＣＵ１）の細胞は、胞子形成型で乾燥したものを使用する。
【０１８１】
　ラクトバチルス・プランタラム（以下、ＬＲ）の細胞は、凍結乾燥栄養型で使用する。
【０１８２】
　ＣＦＴＲおよびＮＨＥ３の発現へのプロバイオティクス株の効果の測定
　４匹のマウスを、それぞれＣＵ１を１０９ＣＦＵ／日で、２週間処置した。
【０１８３】
　４匹のマウスを、それぞれＬＲを１０９ＣＦＵ／日で、２週間処置した。



(20) JP 2016-505254 A 2016.2.25

10

20

30

40

50

【０１８４】
　ＣＵ１で処置しなかった４匹のマウスをコントロールとして使用した。
【０１８５】
　ＣＦＴＲおよびＮＨＥ３の発現を、以下に記載するように、ＣＵ１で処置したマウスか
らとコントロールマウスから得られた大腸細胞の免疫組織化学により測定した。
【０１８６】
　マウスを屠殺直後に、近位大腸サンプル（１ｃｍ長）を、０．９％ＮａＣｌ溶液で洗浄
し、４％ホルムアルデヒドの緩衝液で（６時間）固定し、４℃の３０％ショ糖溶液中に２
４時間浸漬した。
【０１８７】
　そのサンプルを、Ｔｉｓｓｕｅ　Ｔｅｋ媒体（Ｅｕｒｏｍｅｄｅｘ、Ｓｏｕｆｆｅｌｗ
ｅｙｅｒｓｈｅｉｍ、フランス）中で固定し、－４５℃のイソペンタン中で凍結した。ク
ライオスタット切片を、アセトンで（１０分、－２０℃）後固定し、リン酸緩衝生理食塩
水（ＰＢＳ）－ミルク溶液中で水和させた。ブロッキング溶液（０．２５％のＴｒｉｔｏ
ｎ　Ｘ－１００を有するＰＢＳであって０．１％のウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を含む
もの）でインキュベーション後、切片を、ウサギ抗マウスＣＦＴＲ（１／１００）、抗マ
ウスＮＨＥ３（１／２００）または抗マウスＴＬＲ４（１／１００）ポリクローナル抗体
（Ａｂｃａｍ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＵＫ）で、４℃一晩インキュベートした。切片をそ
の後、ＦＩＴＣ標識ロバ抗ウサギ抗体（１／２０００、Ｕｐｔｉｍａ、Ｍｏｎｔｌｕｃｏ
ｎ、フランス）で、室温、１時間インキュベートした。切片をその後、「Ｖｅｃｔａｓｈ
ｉｅｌｄ　ＨａｒｄＳｅｔマウント媒体」（Ａｂｃｙｓ、Ｌｅｓ　Ｕｌｉｓ、フランス）
にマウントし、ニコン９０ｉ蛍光顕微鏡（ニコン、Ｃｈａｍｐｉｇｎｙ－ｓｕｒ－Ｍａｒ
ｎｅ、フランス）下で検証した。免疫標識の蛍光強度／μｍ２を、Ｎｉｓ－Ｅｌｅｍｅｎ
ｔｓ　Ａｒソフトウェア（ニコン）で測定した。解析を、４匹のマウスからなる群由来の
５枚の切片で実行した。
【０１８８】
　結果
　試験したプロバイオティクス株のうち、枯草菌ＣＵ１株のみが、大腸粘膜を介する水分
の移動に関与する２つの輸送体ＣＦＴＲおよびＮＨＥ３の発現に影響があることが分かっ
た。事実、図１に示すように、枯草菌ＣＵ１株で２週間マウスを処置すると、健常マウス
の大腸の大腸細胞の頂極でのＣＦＴＲ発現の有意な減少が導かれた。図２に示すように、
枯草菌ＣＵ１株で２週間マウスを処置すると、健常マウスの大腸の大腸細胞の頂極でのＮ
ＨＥ３発現の有意な増加が導かれた。
【０１８９】
　対照的に、図３および４に示すように、Ｌ．プランタラム株での処置は、ＣＦＴＲまた
はＮＨＥ３の発現を有意に変更しなかった。
【０１９０】
　実施例２：下痢予防および／または治療におけるプロバイオティクス株ＣＵ１の使用
　材料および方法
　ＬＰＳ誘引下痢モデル
　１０９ＣＦＵ／日／動物の被評価プロバイオティクス株を、胃内経路で雄ＤＢＡ／２マ
ウスに１４日間投与した。
【０１９１】
　コントロールグループのマウス（１２匹のマウス）を、その後、２００μＬの水を静脈
内投与することで処置した。そして、試験群のマウス（１２匹のマウス）は、下痢を誘引
するために、１５ｍｇ／ｋｇの用量で、サルモネラ・エンテリティディス（Ｓａｌｍｏｎ
ｅｌｌａ　ｅｎｔｅｒｉｄｉｔｉｓ）のリポポリサッカリド（ＬＰＳ）の静脈内投与を受
けた。マウスを、ＬＰＳ注射後３０分ごとに１２０分間大便回収を可能とするため、アル
ミニウムシートで覆った床の個々のケージに入れた。回収された大便物質の重さを測り、
そして、２４時間１００℃で加熱して再び重さを測った。（加熱前の）大便物質の湿重量



(21) JP 2016-505254 A 2016.2.25

10

20

30

40

50

と乾燥質量との差が、水分排泄に対応する。下痢を、ＬＰＳ投与後の総排泄水分に比して
評価した。
【０１９２】
　ヒマシ油誘引下痢モデル
　１０９ＣＦＵ／日／動物の被評価プロバイオティクス株を、胃内経路で雄ＮＭＲＩマウ
スに１４日間投与した。
【０１９３】
　コントロールグループのマウス（１２匹のマウス）を、２００μＬの水を胃内経路投与
することで処置した。２００μＬのヒマシ油（シグマ社）を、下痢を誘引するために、胃
内経路で「試験」群の雄ＮＭＲＩマウス（１２匹のマウス）に投与した。マウスを、ヒマ
シ油投与後３０分ごとに１８０分間大便回収を可能とするため、アルミニウムシートで覆
った床の個々のケージに入れた。回収された大便物質の重さを測り、そして、２４時間１
００℃で加熱して再び重さを測った。（加熱前の）大便物質の湿重量と乾燥質量との差が
、水分排泄に対応する。下痢を、ヒマシ油投与後の総排泄水分に比して評価した。
【０１９４】
　抗生物質誘引下痢モデル
　抗生物質誘引下痢動物モデルを、抗生物質の数を減らして使用することにより準備した
（Ｃｈｅｎら、２００８年、Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，１３５（６）：１９８
４－９２の仕事に基づく）。抗生物質投与は、免疫応答とともにフローラの腸内毒素症（
アンバランス）およびマウス腸の粘液生産細胞の数の変化を誘引する。抗生物質処置は、
クロストリジウム・ディフィシルの出現を顕著に誘引することができる。
【０１９５】
　ＣＵ１株を用いた予防的処置を、５匹のマウスの群で、１４日間および１８日間、１０
９ＣＦＵ／日／動物の率で、このモデルで試験した。ＣＵ１株の投与７日間後、５種類の
抗生物質混合物を、３日間飲料水中に投与した。その後、次の日に、抗生物質処置マウス
は、クリンダマイシンの腹腔内注射を受けた。処置の効果を、実験開始後１４日目および
１８日目に観察した。ＣＵ１株処置マウスは、試験期間を通じてこの株を受けた。
【０１９６】
　結果
　枯草菌ＣＵ１株を、各種マウス下痢モデルで試験した。
【０１９７】
　枯草菌ＣＵ１株の抗下痢特性
　図４および５に示すように、ＣＵ１株は、ＬＰＳ（図５）およびヒマシ油（図６）によ
り誘引される下痢を有意に予防することが有意に分かった。
【０１９８】
　事実、ＣＵ１細胞投与は、ＬＰＳ投与後の最初の１時間に大便中に排泄される水分を有
意に減少させた（４回の試験で、その減少は、３５％、３８％、３６％および４０％であ
った）。
【０１９９】
　ＣＵ１細胞投与は、ヒマシ油により誘引された下痢モデルの第２時間目の間の大便中に
排泄される水分を有意に減少させた（３回の試験で、その減少は、６３％、４６％および
４４％であった）。
【０２００】
　ＣＵ１株は、また、抗生物質投与により誘引される下痢への予防的効果も有する。この
効果は、ＣＵ１細胞の予防的処置後に観察された。マウスは、その後、腸微生物相の正常
化ならびに腸内粘膜の粘液生産細胞レベルおよびマクロファージ上の、抗生物質により引
き起こされる変化の改善を呈した。
【０２０１】
　ロペラミド効果との比較
　１５日間のＣＵ１株を用いた予防的処置は、下痢が開始する１時間前に経口経路で単一
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用量（１ｍｇ／ｋｇ）で投与されたロペラミド（対照抗下痢分子）と同じ効力で、ＬＰＳ
またはヒマシ油により誘引された下痢を減少させることが分かった。ロペラミドは、ＬＰ
Ｓ後の大便排泄における５０％の水分減少（ＣＵ１については４０％）、およびヒマシ油
後には６０％（ＣＵ１については６０％）を示す。
【０２０２】
　結論
　生体内で、枯草菌ＣＵ１株は、体液過剰状態において大腸の吸収能力を改善することが
できる。
【０２０３】
　別の研究が示したのは、枯草菌ＣＵ１株が：
　ヒマシ油モデルおよびＬＰＳモデルにおいて小腸の分泌／吸収能力に影響がないこと；
　ヒマシ油により誘引されるものではなく、大腸壁のレベルでＬＰＳにより誘引される傍
細胞透過性の増加を打ち消すこと；
　大腸壁レベルでヒマシ油により誘引される短絡電流を減少させることである（それは、
ヒマシ油により誘引される便通を促進する下痢状態（およびベースライン状態ではなく）
において、大腸が水分を吸収する能力を補強することを示唆する）。
【０２０４】
　枯草菌ＣＵ１株およびこの株の培養により得られる細胞は、従って、任意の型の下痢を
治療および／または予防するのに有用である。

【図１】 【図２】
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