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DESCRIPCION
Uso de bacterias de Lactococcus en el tratamiento o la prevencién de infecciones virales
Campo técnico

La presente divulgacion se refiere a un agente para inducir la produccion de interferén que contiene bacterias del
acido lactico y a un producto farmacéutico y a un producto alimenticio o de bebida que contiene el agente para
inducir la produccién de interferén.

Técnica antecedente

Las bacterias, incluyendo las bacterias del acido lactico, se reconocen y engloban por un grupo de inmunocitos
denominados sistema inmunitario innato, y provocan reacciones fisiolégicas, tales como produccién de citocinas o
quimiocinas, cambios en la expresion génica y modificacion de genes epigenéticos. Las células del sistema
inmunitario innato pueden clasificarse de manera aproximada como macréfagos, linfocitos citoliticos naturales (NK) y
células dendriticas. En contraposicion a las reacciones especificas de antigeno a largo plazo del sistema inmunitario
adquirido, las reacciones del sistema inmunitario innato son reacciones de corta duracién, no especificas de
antigeno e inclusivas. El sistema inmunitario innato desempefia un papel clave en las respuestas primarias frente a
la infeccién con bacterias o virus y, en particular, las células dendriticas son células constitutivas potentes y criticas.
Las células dendriticas son altamente flexibles, existe un gran numero de diferentes subespecies de las mismas, y
estas células pueden clasificarse de manera aproximada en células dendriticas mieloides (mDC), células dendriticas
CD8+ (DC CD8+) y células dendriticas plasmacitoides (pDC). Las mDC liberan principalmente citocinas
inflamatorias, tales como interleucina-12 (IL-12) y factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), tras la infecciéon con
bacterias e inducen la activacion de linfocitos T auxiliares (linfocitos T CD4+). Las DC CD8+ son células de alta
potencia que producen IL-12, que desempefian un papel clave en la induccion de linfocitos T citotoxicos (CTL) tras la
infeccion con virus o sensibilizacién cruzada de antigenos de cancer. Las pDC son células importantes que
producen interferon de tipo | (IFN) que presentan actividad inhibidora del crecimiento frente a virus in vivo, y
desempefian un papel critico en la biofilaxis antiviral. Los ejemplos representativos de interferén de tipo | incluyen
IFN-a. e IFN-B. Con el fin de inducir tales sustancias, es necesario estimular receptores de tipo Toll (TLR), en
particular, TLR endosémicos, tales como TLR3, TLR7 o TLR9. En general, se conocen ARN bicatenario viral, ARN
monocatenario viral o un agente antiviral (imidazoquinolina), y ADN CpG no metilado que comprende citosina y
guanina unidas por un enlace fosfodiéster como ligando de TLRS3, ligando de TLR7 y ligando de TLR9,
respectivamente. Por tanto, se sabe que acidos nucleicos de bacterias o virus sirven como ligandos en la induccién
de la produccion de interferén de tipo |. Se ha puesto IFN-a en uso practico como agente terapéutico para hepatitis
B, hepatitis C, leucemia mieloide cronica, mieloma multiple, cancer renal y otras enfermedades, y se ha puesto IFN-
en uso practico como agente terapéutico para esclerosis multiple, ademas de hepatitis B y hepatitis C. Por
consiguiente, se considera que pDC es la célula mas importante desde el punto de vista de la biofilaxis, y la
profilaxis antiviral, en particular. El IFN-y es una citocina que se clasifica como interferon de tipo Il, y lo producen
principalmente linfocitos NK o Th1, aunque los efectos antivirales de la misma son débiles. Por consiguiente, una
funcién principal de la misma se considera que es la potenciacion de los efectos antivirales de IFN-a e IFN-B.
Ademas, el IFN-A descubierto mas recientemente se clasifica como interferén de tipo Ill, una citocina de este tipo ha
atraido la atencion recientemente debido a sus potentes efectos antivirales verificados en los ultimos afios. El IFN-A
se produce principalmente por pDC en el organismo, como con el caso de IFN de tipo I.

Ademas de virus, se sabe que determinadas bacterias activan pDC o producen IFN-a. Como bacterias que se
verifica que activan pDC, se ha notificado una de las bacterias que intoxican alimentos, Staphylococcus aureus.
Como bacterias que potencian la produccion de IFN-a en la sangre, se conocen bacterias patdgenas, tales como
Chlamydia, Salmonella, Mycobacterium y Listeria. Aunque se ha notificado que algunas bacterias del acido lactico
potencian la produccion de IFN-a (véanse los documentos no de patente 1 y 2), la correlacion de las mismas con
pDC sigue sin conocerse, y nunca se ha realizado un cribado usando la capacidad de produccion de IFN-a o
activacion de pDC como indicador. Ademas, se ha notificado que las bacterias del acido lactico potencian la
produccion de IFN-B (véanse los documentos de patente 1 y 2 y el documento no de patente 3) y potencian la
produccion de IFN-y (véase el documento de patente 3); sin embargo, la correlacion de las mismas con pDC sigue
sin conocerse. Aunque se ha notificado que el IFN-A tiene actividad antiviral (véanse los documentos no de patente
4 y 5) y el IFN-A se produce principalmente por pDC (documento no de patente 6), la correlacion de IFN-A con
bacterias del acido lactico sigue sin conocerse.

Documentos de la técnica anterior
Documentos de patente
Documento de patente 1: Publicaciéon de patente japonesa JP (Saihyo) n.° 2009-005123 A

Documento de patente 2: Publicacién de patente japonesa JP (Saihyo) n.° 2009-005124 A
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Documento de patente 3: Publicacion de patente japonesa JP (Kokai) n.° 2006-028047 A
Documento de patente 4: Publicacion de patente japonesa JP (Kokai) n.° 2001-46020 A
Documento de patente 5: Publicacion de patente japonesa JP (Kokai) n.° 2000-262247 A
Documentos no de patente

Documento no de patente 1: Yuichiro Fukui, Nobuhiro Yajima: Abstracts for the Annual Meeting of the Japanese
Association for Food Immunology, 2006 (del 23 al 24 de octubre de 2006)

Documento no de patente 2: “Shokuhin to Kaihatsu (Food Processing and Ingredients)”, vol. 42, n.° 5, 2007, pags.
85-87

Documento no de patente 3: Tadaomi Kawashima, lkuko Nishimura: Abstracts for the Annual Meeting of the Japan
Society for Lactic Acid Bacteria, 2010 (del 26 al 27 de julio de 2010)

Documento no de patente 4: Nature Immunology, 4: 69-77, 2002

Documento no de patente 5: Gastroenterology, 131: 1887-1898, 2006

Documento no de patente 6: Blood, 115: 4185-90, 2010

Documento no de patente 7: The Journal of Immunology, 186: 1685-1693, 2011

Documento no de patente 8: Journal of Leukocyte Biology 83: 296-304, 2008

Sumario de la invencion

Objeto que va a lograrse mediante la invencion

La presente invencion pretende proporcionar tal como se reivindica un inductor de IFN capaz de inducir la
produccion de IFN que comprende, como principio activo, bacterias del acido lactico, un agente inmunopotenciador o
un agente profilactico frente a la infeccion con virus que comprende tal inductor, y un producto alimenticio o de
bebida que comprende tal inductor y que tiene actividad de induccién de IFN, actividad inmunopotenciadora o
actividad profilactica frente a la infeccién con virus.

Medios para lograr el objeto

Los presentes inventores construyeron un sistema de ensayo que implica el uso de activacion de pDC como
indicador y bacterias del acido lactico seleccionadas que potenciarian la actividad profilactica frente a la infeccion
con virus a través de la ingestion de las mismas.

Como resultado, descubrieron que algunas bacterias del acido lactico de forma esférica activarian pDC e inducirian
la produccion de interferén a partir de tales pDC. Descubrieron ademas que algunas bacterias del acido lactico
serian capaces de ejercer los efectos en un organismo incluso cuando se administran por via oral. Los presentes
inventores descubrieron que las bacterias del acido lactico podrian usarse como agentes para inducir la produccion
de IFN, y tales bacterias también podrian usarse para la profilaxis frente a la infeccién con virus debido a la actividad
inmunopotenciadora de un organismo. Esto ha conducido a la finalizacién de la presente invencion.

Especificamente, la presente invencion es tal como sigue.

[1]. Un agente para su uso en un método de prevencion o tratamiento de la infeccion con virus que comprende,
como principio activo, bacterias del acido lactico de forma esférica, en el que las bacterias del acido lactico son
Lactococcus lactis JCM5805 o Lactococcus lactis JCM20101.

[2]. El agente segun la reivindicacion 1 para el uso segun [1], que es una preparacion oral.

[3]. Un producto alimenticio o de bebida que comprende una preparacién oral para su uso tal como se definié en [2].

[4]. El producto alimenticio o de bebida para su uso segun [3], que es un producto lacteo que contiene queso o
yogur.

[5]. El producto alimenticio o de bebida para su uso segun [3] o [4], que comprende las bacterias del acido lactico a
10’ células/g o mas.
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La presente divulgacion también proporciona:

[1] Un agente para inducir la produccion de IFN que comprende, como principio activo, bacterias del acido lactico
capaces de activar células dendriticas plasmacitoides (pDC) e inducir la produccién de IFN o un producto cultivado
de las mismas.

[2] El agente para inducir la produccién de IFN segun [1], en el que el producto procesado de bacterias del acido
lactico es una fraccion que contiene acidos nucleicos.

[3] El agente para inducir la produccion de IFN segun [1] o [2], en el que el IFN es IFN de tipo | o IFN de tipo lII.

[4] El agente para inducir la produccion de IFN segun cualquiera de [1] a [3], en el que el IFN es al menos un
miembro seleccionado del grupo que consiste en IFN-a, IFN-f e IFN-A.

[5] El agente para inducir la produccion de IFN segun cualquiera de [1] a [4], en el que, cuando el agente se
administra por via oral, las bacterias del acido lactico capaces de activar células dendriticas plasmacitoides (pDC) e
inducir la produccion de IFN son altamente tolerantes al jugo gastrico o jugo intestinal y son capaces de alcanzar el
canal intestinal vivas.

[6] El agente para inducir la produccion de IFN segun [5], en el que las bacterias del acido lactico capaces de activar
células dendriticas plasmacitoides (pDC) e inducir la produccion de IFN son Lactococcus lactis subsp. lactis
JCM5805.

[7] Un agente inmunopotenciador que comprende el agente para inducir la producciéon de IFN segun cualquiera de
[11a[6].

[8] Un agente para la prevencion o el tratamiento de la infeccion con virus que comprende el agente para inducir la
produccion de IFN segun cualquiera de [1] a [6].

[9] El agente inmunopotenciador segun [7], que es una preparacion oral.
[10] El agente para la prevencion o el tratamiento de la infeccidn con virus segun [8], que es una preparacion oral.

[11] Un producto alimenticio o de bebida que comprende el agente para inducir la produccién de IFN segun
cualquiera de [1] a [6].

[12] El producto alimenticio o de bebida segun [11], que es queso o yogur.

[13] Un método de cribado de bacterias del acido lactico capaces de activar células dendriticas plasmacitoides (pDC)
e inducir la produccion de IFN que comprende cultivar las bacterias del acido lactico con células de médula dsea y
detectar la activacion de células dendriticas plasmacitoides (pDC) e induccién de la produccion de IFN,

en el que, cuando se activan las células dendriticas plasmacitoides (pDC) y se induce la produccion de IFN, se
determina que las bacterias del acido lactico son capaces de activar células dendriticas plasmacitoides (pDC) e
inducir la produccién de IFN.

[14] Un microorganismo hospedador para una vacuna recombinante que comprende el agente para inducir la
produccion de IFN segun cualquiera de [1] a [6].

Efectos de la invencion

Tal como se describe en los ejemplos de la presente solicitud, el agente para inducir la produccion de IFN que
comprende, como principio activo, las bacterias del acido lactico particulares de la presente invencion es capaz de
activar pDC e inducir la produccién de interferén, tal como IFN-a, in vitro e in vivo. Como resultado de la induccién
de la produccion de interferdn in vivo, se potencian las respuestas inmunitarias de un organismo, el organismo se
protege frente a la infeccion con virus o similares, y podrian tratarse infecciones con virus. El inductor de IFN que
comprende, como principio activo, bacterias del acido lactico descrito anteriormente puede usarse como producto
farmacéutico para potenciar respuestas inmunitarias para la prevencion o el tratamiento de la infecciéon con virus.
Ademas, tal inductor puede usarse como componente de un producto alimenticio o de bebida para potenciar
respuestas inmunitarias Utiles para la prevencién de la infeccién con virus.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1A muestra una lista de las bacterias del acido lactico sometidas a prueba (parte 1).
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La figura 1B muestra una lista de las bacterias del acido lactico sometidas a prueba (parte 2).
La figura 1C muestra una lista de las bacterias del acido lactico sometidas a prueba (parte 3).

La figura 2A muestra el nimero y la razén de bacterias del acido lactico que producen IFN-a. 50 pg/ml o mas, cuando
se comparan bacterias con forma de bacilo con bacterias de forma esférica.

La figura 2B muestra el numero y la razén de bacterias del acido lactico que producen IFN-a. 100 pg/ml o mas,
cuando se comparan bacterias con forma de bacilo con bacterias de forma esférica.

La figura 3 muestra la microscopia electrénica de Lactococcus lactis JCM5805 (figura 3A) y Lactococcus lactis
JCM20101 (figura 3B).

La figura 4 muestra las diferencias en el reconocimiento de bacterias del acido lactico (captacion) de pDC. La figura
4A, figura 4B y figura 4C muestran Lacfococcus lactis JCM5805, Lactococcus lactis JCM21101 y Lactobacillus
rhamnosus ATCC53103, respectivamente.

La figura 5A muestra la cantidad de produccion de IFN-o de diversas bacterias del acido lactico.
La figura 5B muestra la cantidad de produccion de IFN-B de diversas bacterias del acido lactico.
La figura 5C muestra la cantidad de produccién de IFN-y de diversas bacterias del acido lactico.
La figura 5D muestra la cantidad de produccién de IFN-A de diversas bacterias del acido lactico.

La figura 6A muestra la capacidad de activacion de pDC de bacterias del acido lactico que tienen la capacidad de
inducir la produccion de IFN-a y los niveles de expresion de CMHII, CD40, CD80 y CD86.

La figura 6B muestra la capacidad de activacion de pDC de bacterias del acido lactico que tienen la capacidad de
inducir la produccion de IFN-a y los niveles de expresion de OX40L, PDL-1 e ICOS-L.

La figura 7 muestra la capacidad de estimulacion de la produccion de IFN-a de bacterias del acido lactico en
presencia de cualquiera o ambas de pDC y mDC.

La figura 8 muestra fotografias que muestran configuraciones de pDC cuando se afaden Lacfococcus lactis
JCM5805, Lactococcus lactis JCM20101 y Lactobacillus rhamnosus ATCC53103 al sistema de monocultivo de pDC.
La figura 8A muestra los resultados referentes al control (al que no se afiadieron bacterias del acido lactico), la figura
8B muestra pDC cuando se afade Lactococcus lactis JCM5805, la figura 8C muestra pDC cuando se afade
Lactococcus lactis JCM20101 y la figura 8D muestra pDC cuando se afiade Lactobacillus rhamnosus ATCC53103.

La figura 9A muestra las cantidades de produccién de IFN-a cuando se afiaden Lactococcus lactis JCM5805,
Lactococcus lactis JCM20101 y Lactobacillus rhamnosus ATCC53103 a las células pDC/mDC células generadas a
partir de ratones deficientes en TLR2 y TLR4.

La figura 9B muestra las cantidades de produccién de IFN-a cuando se afiaden Lactococcus lactis JCM5805,
Lactococcus lactis JCM20101 y Lactobacillus rhamnosus ATCC53103 a las células pDC/mDC generadas a partir de
ratones deficientes en TLR7, TLR9 y MyD88.

La figura 10 muestra la capacidad de activacion de IFN-o. de ADN y ARN de Lacfococcus lactis JCM5805 y
Lactococcus lactis JCM20101.

La figura 11 muestra un resumen del disefio experimental que examina los efectos de la ingestién de Lactococcus
lactis JCM5805 usando ratones sanos.

La figura 12 muestra los cambios en los niveles de IFN-a en sangre de ratones sanos que habian ingerido
Lactococcus lactis JCM5805.

La figura 13A muestra los cambios en los niveles de CMH de clase Il en pDC del bazo de ratones sanos que habian
ingerido Lactococcus lactis JCM5805.

La figura 13B muestra los cambios en los niveles de CMH de clase Il en pDC de los ganglios linfaticos mesentéricos
de ratones sanos que habian ingerido Lacfococcus lactis JCM5805.

La figura 13C muestra los cambios en los niveles de CD86 en pDC del bazo de ratones sanos que habian ingerido
Lactococcus lactis JCM5805.
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La figura 13D muestra los cambios en los niveles de CD86 en pDC de los ganglios linfaticos mesentéricos de
ratones sanos que habian ingerido Lactococcus lactis JCM5805.

La figura 14 muestra un resumen de un método para la evaluacidon de Lactococcus lactis JCM5805 usando los
modelos de inmunosupresion.

La figura 15A muestra los efectos de la ingestion de Lactococcus lactis JCM5805 usando los modelos de
inmunosupresién con referencia a los cambios en los pesos corporales de modelos de raton.

La figura 15B muestra los efectos de la ingestion de Lactococcus lactis JCM5805 usando los modelos de
inmunosupresion con referencia a los cambios en los niveles de IFN-a en sangre de modelos de ratén.

La figura 16A muestra los cambios en los niveles de CMH de clase Il en pDC de los modelos de raton de
inmunosupresion que habian ingerido Lactfococcus lactis JCM5805.

La figura 16B muestra los cambios en los niveles de CD86 en pDC de los modelos de raton de inmunosupresion que
habian ingerido Lactococcus lactis JCM5805.

La figura 16C muestra el porcentaje de pDC en the modelos de raton de inmunosupresion que habian ingerido
Lactococcus lactis JCM5805.

La figura 16D muestra los resultados del analisis citométrico de flujo usando linfocitos de los modelos de raton de
inmunosupresion que habian ingerido Lactfococcus lactis JCM5805.

La figura 17 muestra Lactococcus lactis JCM5805 y una cepa equivalente a la misma (una cepa derivada de
Lactococcus lactis JCM5805 y una cepa de la que se deriva Lactococcus lactis JCM5805).

La figura 18 muestra la capacidad de Lactococcus lactis JCM5805, Lactococcus lactis JCM20101 y Lactobacillus
rhamnosus ATCC53103 vivos para la activacion de IFN-a.

La figura 19A muestra el porcentaje de pDC determinado mediante analisis citométrico de flujo de la pureza de pDC
humanas aisladas con MACS.

La figura 19B muestra la cantidad de produccion de IFN-o detectada por medio de ELISA cuando se afiade
Lactococcus lactis JCM5805 a pDC humanas aisladas con MACS.

La figura 19C muestra la expresion génica de IFN-a1, IFN-B, IFN-A1 y GAPDH detectada por medio de RT-PCR
cuando se afilade Lactococcus lactis JCM5805 a pDC humanas aisladas con MACS.

La figura 20A muestra una comparacion de los cambios en la actividad de CMH de clase Il en pDC del grupo
sometido a ingestion de yogur que contiene Lactococcus lactis JCM5805 y del grupo de placebo.

La figura 20B muestra una comparacion de los cambios en la actividad de CMH de clase Il en pDC de un sujeto que
tiene una alta actividad de CMH de clase Il en el grupo sometido a ingestion de yogur que contiene Lactococcus
lactis JCM5805 y en el grupo de placebo.

La figura 20C muestra una comparacion de los cambios en la actividad de CMH de clase Il en pDC de un sujeto que
tiene una baja actividad de CMH de clase Il en el grupo sometido a ingestion de yogur que contiene Lactococcus
lactis JCM5805 y en el grupo de placebo.

La figura 20D muestra una comparacion de los cambios en la actividad de CD86 en pDC del grupo sometido a
ingestion de yogur que contiene Lactococcus lactis JCM5805 y del grupo de placebo.

La figura 20E muestra una comparacion de los cambios en la actividad de CD86 en pDC de un sujeto que tiene una
alta actividad de CMH de clase Il en el grupo sometido a ingestion de yogur que contiene Lactococcus lactis
JCM5805 y en el grupo de placebo.

La figura 20F muestra una comparacion de los cambios en la actividad de CD86 en pDC de un sujeto que tiene una
baja actividad de CMH de clase Il en el grupo sometido a ingestion de yogur que contiene Lactococcus lactis
JCM5805 y en el grupo de placebo.

La figura 21 muestra una comparacion de las cantidades de transcripcion génica de IFN-a.1 en PBMC comparadas
en la semana 0 y semana 4 tras el inicio de la prueba de un sujeto que tiene una baja actividad de CMH de clase
en el grupo sometido a ingestion de yogur que contiene Lactococcus lactis JCM5805 y en el grupo de placebo.
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La figura 22 muestra una comparacion de las cantidades de produccién de IFN-a influidas por la estimulacion de
CpG en PBMC comparadas en la semana 0 y semana 4 tras el inicio de la prueba de un sujeto que tiene una baja
actividad de CMH de clase Il en el grupo sometido a ingestion de yogur que contiene Lactococcus lactis JCM5805 y
en el grupo de placebo.

La figura 23 muestra los resultados de la comparacion entre el grupo sometido a ingestion de yogur que contiene
Lactococcus lactis JCM5805 y el grupo de placebo con respecto al desarrollo de sintomas de resfriado durante el
periodo de ingestion de producto de prueba examinado cada semana.

Realizaciones para llevar a cabo la invencion
A continuacioén en el presenta documento, se describe la presente invencion en detalle.

La presente divulgacion se refiere a un agente para inducir la produccion de IFN que comprende, como principio
activo, bacterias del acido lactico. El término “inducir (o variaciones del mismo) la produccion de IFN” usado en el
presente documento se refiere a la induccién de la produccién de IFN in vitro e in vivo.

Las bacterias del acido lactico que pueden usarse como agente para inducir la produccion de IFN en la presente
invencion son capaces de activar células dendriticas plasmacitoides (pDC) y promover la produccion de IFN de pDC.
Ademas, las bacterias del acido lactico que pueden usarse como agente para inducir la produccion de IFN en la
presente invencion son capaces de promover la expresion de marcadores de activacion, tales como CD80, CD86 y
CMH de clase I, en pDC. Si las bacterias del acido lactico candidatas tienen o no tales propiedades puede
determinarse, por ejemplo, cultivando bacterias del acido lactico candidatas en presencia de células de médula ésea
generadas a partir de mamiferos, tales como ratones, y detectando la aparicion de activacion de pDC e induccion de
la produccion de IFN, tal como IFNa e IFNB. El IFN puede someterse a ensayo midiendo la concentracion de IFN en
una disolucién de cultivo por medio, por ejemplo, de ELISA. Las bacterias del acido lactico que pueden usarse como
agente para inducir la produccion de IFN en la presente invencion tienen una propiedad tal como se describe a
continuacion. Por ejemplo, se suspenden células de médula dsea de raton de las que se han retirado los eritrocitos
hasta una concentracion de 5x10° células/ml en medio RPMI (SIGMA) que contiene FCS al 10 % y B-mercaptoetanol
2 uM, se afiade FIt-3L como citocina inductora de pDC hasta una concentracion final de 100 ng/ml a la suspension
celular resultante, se cultiva el resultante en un incubador de CO; a 37 °C en presencia del 5 % de CO., se afiaden a
lo mismo bacterias del acido lactico 7 dias después a 10 ug/ml, se recoge el sobrenadante de cultivo 48 horas
después, se somete a ensayo la concentracion de IFN-a en el sobrenadante de cultivo por medio de ELISA con el
uso del kit de ensayo de IFN-a. (PBL), y la concentracion de IFN-a determinada es preferiblemente de 50 pg/ml o
mayor, y mas preferiblemente de 100 pg/ml o mayor.

Los ejemplos de bacterias del acido lactico preferibles que pueden activar células dendriticas plasmacitoides (pDC) y
promover la produccion de IFN de pDC incluyen bacterias del acido lactico de forma esférica. Especificamente, las
bacterias del acido lactico de forma esférica que pertenecen a los géneros Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus
y Streptococcus son mas preferibles. Las cepas particularmente preferibles son Lactococcus garvieae, Lactococcus
lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. hordniae, Leuconostoc lactis,
Pediococcus damnosus y Streptococcus thermophiles.

Los ejemplos especificos de tales bacterias del acido lactico incluyen Lactococcus garvieae NBRC100934,
Lactococcus lactis subsp. cremoris JCM16167, Lactococcus lactis subsp. cremoris NBRC100676, Lactococcus lactis
subsp. hordniae JCM1180, Lactococcus lactis subsp. hordniae JCM11040, Lactococcus lactis subsp. lactis
NBRC12007, Lactococcus lactis subsp. lactis NRIC1150, Lactococcus lactis subsp. lactis JCM5805, Lactococcus
lactis subsp. lactis JCM20101, Leuconostoc lactis NBRC12455, Leuconostoc lactis NRIC1540, Pediococcus
damnosus JCM5886 y Streptococcus thermophilus TA-45. Entre estas cepas, la capacidad para inducir la
produccion de IFN-a de Lactococcus lactis subsp. lactis JCM5805 y la de Lactococcus lactis subsp. lactis JCM20101
son particularmente altas. Por tanto, el uso de Lactococcus lactis JCM5805 es particularmente preferible.

Las bacterias del acido lactico que pueden usarse como agente para inducir la produccion de IFN en la presente
invencion ejercen preferiblemente la actividad de induccién de IFN en un organismo cuando tales bacterias se
ingieren por via oral. Tales bacterias del acido lactico son altamente tolerantes al jugo gastrico o intestinal. Por
ejemplo, tales bacterias del acido lactico tienen una tolerancia de alto nivel a los acidos y son capaces de alcanzar el
canal intestinal vivas. Cuando se ingiere por via oral Lactococcus lactis JCM5805 descrita anteriormente, es capaz
de ejercer un grado significativo de actividad para inducir la produccion de IFN en un organismo.

Las bacterias del acido lactico descritas anteriormente pueden obtenerse del RIKEN BioResource Center (3-1-1
Koyadai, Tsukuba-shi, Ibaraki, Japon), el Biological Resource Center (NBRC) en el National Institute of Technology
and Evaluation (http://www.nbrc.nite.go.jp), el Culture Collection Center, Tokyo University of Agriculture
(http://nodaiweb.university.jp/nric/) y DANISCO. Ademas, también pueden usarse cepas bacterianas equivalentes a
las cepas, tales como Lactococcus garvieae NBRC100934, Lactococcus lactis subsp. cremoris JCM16167,
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Lactococcus lactis subsp. cremoris NBRC100676, Lactococcus lactis subsp. hordniae JCM1180, Lactococcus lactis
subsp. hordniae JCM11040, Lactococcus lactis subsp. lactis NBRC12007, Lactococcus lactis subsp. lactis
NRIC1150, Lactococcus lactis subsp. lactis JCM5805, Lactococcus lactis subsp. lactis JCM20101, Leuconostoc
lactis NBRC12455, Leuconostoc lactis NRIC1540, Pediococcus damnosus JCM5886 o Streptococcus thermophilus
TA-45. Las cepas equivalentes incluyen cepas derivadas de las cepas bacterianas mencionadas anteriormente, las
cepas bacterianas de las que se derivan las cepas mencionadas anteriores, o cepas descendientes de tales cepas
bacterianas. Pueden conservarse cepas equivalentes en otras instituciones para la coleccion de cultivos. La figura
17 muestra cepas bacterianas derivadas de Lactococcus lactis JCM5805 y cepas bacterianas de las que se deriva
Lactococcus lactis JCM5805. También pueden usarse cepas bacterianas equivalentes a Lactococcus lactis
JCM5805 mostrada en la figura 17 como principios activos del agente para inducir la produccion de IFN de la
presente invencion. El término “Lactococcus lactis JCM5805” usado en el presente documento también se refiere a
tales cepas equivalentes. Otras bacterias del acido lactico que pueden usarse como agente para inducir la
produccion de IFN de la presente invencién pueden obtenerse de, por ejemplo, el RIKEN BioResource Center, la
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (EE.UU.), el Institute for Fermentation (2-17-85 Jusohonmachi, Yodogawa
Ward, Osaka, prefectura de Osaka, Japén), o el Culture Collection Center, Tokyo University of Agriculture (1-1-1,
Sakuragaoka, Setagaya, Tokio, Japén).

El agente para inducir la produccion de IFN de la presente invencion puede inducir cualquiera de interferon de tipo |
(IFN de tipo 1), interferon de tipo Il (IFN de tipo Il) o interferén de tipo 11l (IFN de tipo IIl). El IFN de tipo | es una
citocina que es eficaz frente a la infeccion con virus, y los ejemplos del mismo incluyen IFN-a.1, IFN-02, IFN-04, IFN-
a5, IFN-a6, IFN-a7, IFN-a8, IFN-a10, IFN-a.13, IFN-a14, IFN-a16, IFN-a17, IFN-a21 e IFN-B. Un ejemplo de IFN de
tipo Il es IFN-y, y un ejemplo de IFN de tipo Il es IFN-A. El agente para inducir la produccion de IFN de la presente
invencion tiene actividad de induccion de la produccion de IFN de tipo |, en particular. El agente para inducir la
produccion de IFN de la presente invencion activa células dendriticas plasmacitoides (pDC). Cuando se activa una
célula dendritica plasmacitoide, aparece un proceso celular, que es caracteristico de la célula dendritica activada, y
se producen IFN de tipo | e IFN de tipo Ill. En este momento, las bacterias del acido lactico, que son principios
activos del agente para inducir la produccién de IFN de la presente invencion, se incorporan en las pDC. El agente
para inducir la produccién de IFN de la presente invencion tiene una alta capacidad para inducir la produccion de
IFN de tipo | e IFN de tipo Ill, y la capacidad para inducir la produccién de IFN-a, que es IFN de tipo I, es
particularmente alta. El agente para inducir la produccion de IFN de la presente invencién también puede inducir la
produccion de IFN de tipo Il, tal como IFN-y, a partir de linfocitos NK o células Th1. La actividad inmunitaria de un
organismo se potencia por medio de la induccion de la produccion de IFN. Sin embargo, las bacterias del acido
lactico, que son principios activos del agente para inducir la produccion de IFN de la presente invencion, son
capaces de inducir la expresion de PDL-1. El PDL-1 es un ligando de muerte programada-1 (PD-1), y PDL-1 se une
a PD-1 e induce linfocitos T reguladores, de modo que PDL-1 puede impedir que un sistema inmunitario se active
excesivamente y suprimir las reacciones autoinmunitarias. Especificamente, el agente para inducir la produccion de
IFN de la presente invencion no sélo es capaz de inducir la produccion de IFN y activar las funciones inmunitarias de
un organismo, sino que también es capaz de suprimir reacciones inmunitarias excesivas y mantener las reacciones
inmunitarias equilibradas en el organismo.

El agente para inducir la produccién de IFN de la presente invencion puede inducir simultaneamente la produccion
de IFN de tipo | e IFN de tipo Ill. Especificamente, la produccion de IFN-a, IFN-B e IFN-A puede inducirse
simultaneamente.

El agente para inducir la produccién de IFN de la presente invencion promueve la expresion de CD80, CD86 y CMH
de clase Il en pDC. El TLR9 esta implicado en la induccion de la produccion de IFN como receptor.

El agente para inducir la produccion de IFN de la presente invencion contiene un producto de cultivo de las bacterias
del acido lactico anteriores. El término “producto de cultivo” se refiere a bacterias vivas, bacterias muertas, bacterias
vivas o muestras fragmentadas, bacterias vivas o muertas liofilizadas, o un producto fragmentado, disolucion de
cultivo o extracto de cultivo de tales bacterias liofilizadas. El término también se refiere a parte de las bacterias del
acido lactico o bacterias del acido lactico tratadas. Los ejemplos de bacterias del acido lactico tratadas incluyen
productos que resultan del tratamiento enzimatico o térmico de bacterias del acido lactico y productos recuperados a
través de la precipitacion con etanol de los productos del tratamiento enzimatico o térmico. Ademas, el ADN o ARN
de las bacterias del acido lactico anteriores esta dentro del alcance del producto de cultivo de bacterias del acido
lactico. EI ADN o ARN de las bacterias del acido lactico anteriores se considera capaz de activar pDC e inducir la
produccién de IFN.

Las bacterias del acido lactico pueden cultivarse segun una técnica convencional usando medios convencionales.
Los ejemplos de medios que pueden usarse incluyen medios MRS, GAM y LM17, y pueden afiadirse a los mismos
sales inorganicas, vitaminas, aminoacidos, antibioticos, sueros u otras sustancias, segun se necesite. El cultivo
puede llevarse a cabo a de 25 °C a 40 °C durante de varias horas a varios dias.

Tras el cultivo, las bacterias del acido lactico se recogen por medio de centrifugacion, filtracién u otros medios.
Cuando se usan en forma de bacterias muertas, las bacterias pueden esterilizarse e inactivarse con el uso de un
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autoclave, por ejemplo.

La actividad para inducir la produccién de IFN de bacterias del acido lactico que pueden usarse como principios
activos del agente para inducir la produccion de IFN de la presente invencion puede someterse a ensayo cultivando
bacterias candidatas, cultivando células productoras de IFN en presencia del producto de cultivo de las mismas y
detectando un aumento en la cantidad de IFN producida por las células productoras de IFN. Normalmente, se usan
bacterias liofilizadas. El peso de las bacterias en el producto de liofilizacion se ajusta a de 0,1 a 5 mg/ml, y el
producto de liofilizacion se cultiva entonces con, por ejemplo, células de médula 6sea. Los origenes de células de
médula 6sea no estan particularmente limitados, y pueden usarse células de médula 6sea derivadas de seres
humanos o células de médula 6sea derivadas de animales no humanos tales como ratones. Cuando se activan pDC
y se induce la produccion de IFN en las células de médula ésea, puede determinarse que las bacterias del acido
lactico van a poder usarse como principios activos del agente para inducir la producciéon de IFN de la presente
invencion. La activacion de pDC puede detectarse, por ejemplo, sometiendo a ensayo la activacion de marcadores
de pDC, y los ejemplos de marcadores de activacion incluyen CD80, CD86 y CMH de clase Il. Tales marcadores de
activacion pueden someterse a ensayo por medio de tincién celular o citometria de flujo usando anticuerpos que
reaccionan con tales marcadores. Los ejemplos de IFN incluyen IFN de tipo | tales como IFN-a e IFN-f, IFN de tipo
Il tales como IFN-y e IFN de tipo IIl tal como IFN-A. Entre ellos, son preferibles IFN de tipo | e IFN de tipo lll, el IFN
de tipo | es mas preferible y el IFN-a es adicionalmente preferible. La induccién de la produccion de IFN puede
someterse a ensayo determinando la cantidad de IFN en un medio en el sistema de cultivo por medio, por ejemplo,
de ELISA.

La presente divulgacion incluye un método para cribar bacterias del acido lactico que tienen actividad de induccion
de la produccién de IFN y que pueden usarse como principios activos del agente para inducir la produccion de IFN
de la presente invencion.

El agente para inducir la produccién de IFN de la presente invencion puede usarse en forma de un producto
farmacéutico que induce la produccién de IFN y potencia la actividad inmunitaria de un organismo. Especificamente,
el agente para inducir la produccion de IFN puede usarse en forma de un agente inmunopotenciador o
inmunoestimulador. Tales productos farmacéuticos pueden usarse para agentes preventivos o terapéuticos para
enfermedades, que ya se sabe que estan asociadas con IFN de tipo I. Los ejemplos de tales enfermedades incluyen:
cancer, incluyendo cancer renal, mieloma multiple, leucemia mieloide crénica, tricoleucemia, gliosarcoma,
meduloblastoma, astroglioma, melanoma maligno, micosis fungoide y leucemia de linfocitos T adultos; infeccion con
virus, incluyendo panencefalitis esclerosante subaguda, mielopatia asociada a VLTH-1, hepatitis B y hepatitis C;
infeccion con bacterias, tales como Chlamydia (enfermedad de transmision sexual), Mycobacteriaceae
(tuberculosis), listeriosis (icoremia), Staphylococcus (intoxicacion alimentaria) y Helicobacter (gastritis); vy
enfermedades autoinmunitarias incluyendo esclerosis multiple. El producto farmacéutico es particularmente atil como
agente profilactico o terapéutico para la infeccion con virus. Puesto que la funcion de inhibicion de la diferenciacion
de osteoblastos en osteoclastos se conoce como actividad de IFN de tipo |, puede usarse como agente preventivo o
terapéutico para osteoporosis.

Un antigeno asociado con una enfermedad particular puede expresarse en bacterias del acido lactico de forma
esférica, que es el inductor de IFN de la presente invencion, por medio de ingenieria genética, y el resultante puede
usarse como vacuna. Puesto que la pared celular de las bacterias del acido lactico puede proteger a los antigenos
frente al acido gastrico, tales cepas bacterianas que expresan antigenos foraneos son particularmente preferibles
como organismos hospedadores de vacunas orales. En general, las vacunas se clasifican como vacunas vivas,
vacunas de particulas completas inactivadas, o vacunas divididas. Sin embargo, las vacunas vivas representan un
riesgo de potenciacion de la virulencia del virus, las vacunas de particulas completas inactivadas pueden provocar
efectos secundarios debido a la presencia de impurezas, y las vacunas divididas con la mayor seguridad son
problematicas en cuanto a la eficacia. Con el fin de superar tales desventajas, se ha intentado el desarrollo de
vacunas recombinantes que expresan selectivamente antigenos diana. Si los antigenos diana se expresan en las
bacterias del acido lactico de forma esférica que tienen los efectos de induccion de IFN segun la presente invencion,
también pueden lograrse los efectos de un adyuvante, y es por tanto muy Uutil.

Las formas de dosificacion el agente para inducir la produccion de IFN de la presente invencion no estan
particularmente limitadas. Los ejemplos incluyen polvo, granulos, comprimidos, jarabe, preparaciones de inyeccion,
gotas, farmacos en polvo, supositorios, suspensiones y pomadas. El producto farmacéutico de la presente invencion
puede administrarse por via oral o por via parenteral a través de inyeccion intravenosa, inyeccion intramuscular,
administracion subcutanea, administracion rectal o administracion transdérmica, siendo la administracion oral
preferible. El agente para inducir la produccion de IFN puede contener un excipiente, un disgregante, un aglutinante,
un lubricante, un colorante, o similar. Los ejemplos de excipientes incluyen glucosa, lactosa, almidon de maiz y
sorbitol. Los ejemplos de disgregantes incluyen almidén, alginato de sodio, gelatina en polvo, carbonato de calcio,
citrato de calcio y dextrina. Los ejemplos de aglutinantes incluyen dimetilcelulosa, poli(alcohol vinilico), poli(vinil éter),
metilcelulosa, etilcelulosa, goma arabiga, gelatina, hidroxipropilcelulosa y polivinilpirrolidona. Los ejemplos de
lubricantes incluyen talco, estearato de magnesio, polietilenglicol y aceite vegetal hidrogenado. La dosis puede
determinarse adecuadamente segun la edad, el peso corporal o el sexo de un paciente, el tipo de enfermedad, la
gravedad de los sintomas, u otras condiciones. El agente puede administrarse una vez o varias veces diferenciadas
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al dia, y puede administrarse un producto de cultivo en una cantidad equivalente a de 1 x 10° a 1 x 10" células en
un unico caso. Como alternativa, la dosis puede ser de 1 a 1.000 mg de bacterias del acido lactico.

El agente para inducir la produccion de IFN de la presente invencion puede incorporarse en un producto alimenticio
o de bebida. Por tanto, el producto alimenticio o de bebida resultante puede usarse para la induccién de la
produccién de IFN, inmunopotenciacion, inmunoestimulacion, profilaxis frente a la infeccién con virus, u otros
propésitos. Los productos alimenticios o de bebida objetivo no estan particularmente limitados, siempre que no se
inhiban los principios activos para la induccién de la producciéon de IFN. Los ejemplos incluyen leche, productos
lacteos, bebidas, condimentos, bebidas alcohdlicas, productos agricolas, productos forestales procesados, dulces,
panes, cereales, fideos, productos de marisco, productos de ganaderia procesados, aceites y grasas, aceites y
grasas procesados, alimentos congelados preparados, alimentos envasados y esterilizados en bolsas, alimentos
listos para comer y materiales alimenticios. El uso de productos lacteos fermentados, tales como yogur o queso, y
bebidas que contienen bacterias del acido lactico es particularmente adecuado. Cuando se usan en forma de
productos de alimentos o bebidas fermentados, pueden afiadirse cantidades dadas de bacterias del acido lactico
muertas que tienen actividad de induccién de la producciéon de IFN a productos alimenticios o de bebida
fermentados. Como alternativa, tales bacterias del acido lactico pueden usarse como iniciadores para producir
productos alimenticios o de bebida fermentados.

También puede usarse una fraccién que contiene grandes cantidades de acidos nucleicos de las bacterias del acido
lactico de la presente divulgacion como agente para inducir la produccion de IFN. Un acido nucleico puede ser ADN,
ARN o una mezcla de los mismos, siendo preferible ADN. Tal fraccion puede prepararse mediante, por ejemplo,
tratamiento enzimatico o térmico (documento de patente 4) o recuperacion de un precipitado obtenido con la ayuda
de etanol (documento de patente 5). En la presente divulgacion, tal fraccion se denomina producto procesado de
bacterias del acido lactico. Con el uso de tal fraccién, puede proporcionarse un producto alimenticio o de bebida con
principios activos enriquecidos mas eficaz para la salud.

Los ejemplos del producto alimenticio o de bebida de la presente invenciéon incluyen un producto alimenticio o de
bebida saludable, un producto alimenticio o de bebida para uso saludable especificado, un producto alimenticio o de
bebida con reclamaciones de funcién nutritiva y un producto alimenticio o de bebida de complemento alimenticio. El
término “producto alimenticio o de bebida para uso saludable especificado” se refiere a un producto alimenticio o de
bebida que va a ingerirse para objetivos sanitarios especificados y tiene un etiquetado que indica los objetivos que
pueden esperarse a través de la ingestion del mismo. Tal producto alimenticio o de bebida puede proporcionarse
con un etiquetado que indica, por ejemplo, la potenciacion de las funciones inmunitarias del organismo, la
estimulacion de las funciones inmunitarias del organismo, la disminucion de la susceptibilidad a resfriados, la
potenciacion de la tolerancia a la infeccion con virus tales como virus de la gripe, norovirus o rotavirus, o prevencion
del cancer.

Ejemplos

La presente invencion se describe en detalle con referencia a los siguientes ejemplos, aunque la presente invencion
no se limita a estos ejemplos.

[Ejemplo 1]
Preparacion de bacterias del acido lactico de prueba
<Método experimental>

Las bacterias del acido lactico mostradas en la figura 1A, la figura 1B y la figura 1C se sometieron a tratamiento
térmico para preparar bacterias del acido lactico muertas. Al principio, las bacterias del acido lactico mencionadas
anteriormente se adquirieron de colecciones de cepas microbianas en Japon y el extranjero. Se obtuvieron las
bacterias del acido lactico de la Coleccion Japonesa de Microorganismos (JCM) del RIKEN BioResource Center, el
Culture Collection Center del Institute of Fermentation, Osaka (IFO), el NODAI Culture Collection Center (NRIC) de la
Tokyo University of Agriculture, la Colecciéon Americana de Cultivos Tipo (ATCC, EE.UU.), y DANISCO. Se
obtuvieron un total de 125 cepas de 31 especies diferentes. Se sometieron las bacterias del acido lactico a cultivo
estacionario en medio MRS, GAM o LM17 a 30 °C o 37 °C durante de 24 a 48 horas. Se recogieron las cepas, se
lavaron tres veces con agua estéril y luego se desinfectaron en un autoclave a 100 °C durante 30 minutos. Después
de eso, se liofilizaron las cepas, y se ajusto la concentracion a 1 mg/ml con PBS (Takara Bio).

[Ejemplo 2] Cribado de bacterias del acido lactico que tienen capacidad para inducir la produccion de IFN-a

Se evalud la capacidad de las bacterias del acido lactico preparadas en el ejemplo 1 para inducir la produccion de
IFN-a con referencia a la activaciéon de pDC.

<Método experimental>
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Se recogieron células de médula ésea de los huesos femorales de ratones C57BL/6 segun una técnica
convencional, y se retiraron los eritrocitos de las mismas. Posteriormente, se suspendieron las células de médula
6sea recogidas hasta una concentracion de 5x10° células/ml en medio RPMI (SIGMA) que contenia FCS al 10 % vy
B-mercaptoetanol 2 uM. Se anadié Flt-3L (R&D Systems) como citocina inductora de pDC hasta una concentracion
final de 100 ng/ml a la suspension celular resultante, y se realizé el cultivo en un incubador de CO, a 37 °C en
presencia del 5 % de CO,. Se afadieron al mismo diversos tipos de bacterias del acido lactico 7 dias después a
10 ug/ml, y se recogié el sobrenadante de cultivo 48 horas después. Se sometié el sobrenadante de cultivo a
ensayos ELISA con el uso del kit de ensayo de IFN-a. (PBL).

<Resultados>

La figura 2 muestra cepas que se evalud que eran capaces de producir IFN-a 50 pg/ml o mas por medio de ELISA.
Entre las 125 cepas sometidas a prueba, se observd actividad en sélo 13 cepas (es decir, Lactococcus garvieae
NBRC100934, Lactococcus lactis subsp. cremoris JCM16167, Lactococcus lactis subsp. cremoris NBRC100676,
Lactococcus lactis subsp. hordniae JCM1180, Lactococcus lactis subsp. hordniae JCM11040, Lactococcus lactis
subsp. lactis NBRC12007, Lactococcus lactis subsp. lactis NRIC1150, Lactococcus lactis subsp. lactis JCM5805,
Lactococcus lactis subsp. lactis JCM20101, Leuconostoc lactis NBRC12455, Leuconostoc lactis NRIC1540,
Pediococcus damnosus JCM5886 y Streptococcus thermophilus TA-45). Habia solo 3 cepas (es decir, Lactococcus
lactis subsp. lactis NRIC1150, Lactococcus lactis subsp. lactis JCM5805 y Lactococcus lactis subsp. lactis
JCM20101) que se habia evaluado que eran capaces de producir IFN 100 pg/ml o0 mas. La mayoria de las bacterias
no tenian la capacidad de inducir la produccién de IFN-o en pDC. Esto indica que tal actividad no es universal entre
los diversos tipos de bacterias del acido lactico.

Las 3 cepas seleccionadas que inducen la produccion de IFN a un alto nivel (es decir, IFN 100 pg/ml o mas) eran
bacterias de forma esférica clasificadas como Lactococcus lactis subsp. lactis. Tal como se muestra en la figura 2A,
ademas, la tasa de acierto de bacterias del acido lactico de forma esférica es del 34,29 %, que es significativamente
superior a la de bacterias del acido lactico con forma de bacilo (es decir, 0,00 %). En el caso de cepas que inducen
la produccién de IFN a un alto nivel mostradas en la figura 2B, la tasa de acierto de bacterias del acido lactico de
forma esférica es del 8,57 %, que es también superior a la de bacterias del acido lactico con forma de bacilo (es
decir, 0,00 %). Esto indica que la actividad de estimulacién de pDCs para inducir la produccion de IFN-a. es
caracteristica de bacterias del acido lactico de forma esférica. Aunque se notificé actividad de estimulacién directa
de pDC por Staphylococcus aureus, se descubrié por primera vez la capacidad de activacion de pDC de bacterias
ingeribles que son inocuas para seres humanos.

Las cepas Lactococcus lactis JCM5805 y JCM20101 que presentan la capacidad para inducir la produccion de IFN-o
a un nivel particularmente significativo y, como control negativo, la cepa Lactobacillus rhamnosus ATCC53103 con
forma de bacilo se sometieron al siguiente analisis.

La figura 3 muestra micrografias electronicas de las cepas Lactococcus lactis JCM5805 y JCM20101. La figura 3A
muestra la cepa JCM5805, y la figura 3B muestra la cepa JCM20101. Estas cepas eran bacterias de forma ovalada
con ejes principales de aproximadamente 1 um y ejes secundarios de 0,5 um. Puesto que las bacterias con forma de
bacilo tienen generalmente ejes secundarios de aproximadamente 1 um y ejes principales de 3 um, puede decirse
que tales bacterias son muy pequefas.

[Ejemplo 3]

Diferencias en el reconocimiento (captacion) de bacterias del acido lactico por pDC

Con el uso de las cepas Lactococcus lactis JCM5805 y JCM20101, que se encontré que eran bacterias del acido
lactico que activaban pDC en el ejemplo 2, y Lactobacillus rhamnosus ATCC53103 como control negativo, se llevo a
cabo un experimento para confirmar que la actividad dependeria del reconocimiento de las bacterias por pDC; es
decir, la captacion de las bacterias.

<Método experimental>

En el ejemplo 2, se cultivaron células de médula 6sea colocando un microportaobjetos de vidrio (Matsunami Glass
Ind., Ltd.). Se afadieron al mismo Lactococcus lactis JCM5805, Lactococcus lactis JCM20101 y Lactobacillus
rhamnosus ATCC53103 marcadas con FITC (SIGMA), y se realizo el cultivo en un incubador de CO, a 37 °C en
presencia del 5 % de CO, durante 3 horas. Después de eso, se recogio el microportaobjetos de vidrio. Se tifieron las
células con anticuerpo anti-B220-PE-Cy5.5 (eBiosciencs), se permitié que se adhirieran a los portaobjetos de vidrio
(Matsunami Glass Ind., Ltd.) y luego se observaron bajo un microscopio de fluorescencia (Olympus Corporation).
<Resultados>

Los resultados se muestran en la figura 4. La figura 4A, figura 4B y figura 4C muestran Lactococcus lactis JCM5805,
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la cepa Lactococcus lactis JCM21101 y Lactobacillus rhamnosus ATCC53103, respectivamente. Las células rojas
positivas para B220 son pDC. En las cepas Lacfococcus lactis JCM5805 y JCM20101, se observa captacion de las
bacterias del acido lactico tefiidas de verde dentro de las células, aunque Lactobacillus rhamnosus ATCC53103 no
se incorpora en las células. Por lo tanto, se considera que si se produce o no actividad depende del reconocimiento
de bacterias por pDC.

[Ejemplo 4]
Actividad de bacterias del acido lactico en cuanto a capacidad para inducir la produccién de IFN

Se examino la capacidad de las bacterias del acido lactico que tienen la capacidad de inducir la produccién de IFN-a
para producir citocinas de otros tipos.

<Método experimental>

Los productos muertos vy liofilizados (10 ug/ml) de Lactococcus lactis JCM5805, Lactococcus lactis JCM20101 y
Lactobacillus rhamnosus ATCC53103 y, como controles positivos, TLRL conocidos; es decir, Pam3CSK4 (TLR2L,
1 pg/ml, InvivoGen), LPS (TLR4L, 5 ng/ml, SIGMA-ALDRICH) y ADN CpG (TLR9L, 0,1 uM, InvivoGen), se afiadieron
al sistema de cultivo de pDC/mDC descrito en el ejemplo 2, y se recuperd el sobrenadante de cultivo 48 horas
después. Se someti6 el sobrenadante de cultivo a ensayos ELISA usando el kit de ensayo de IFN-a (PBL), el kit de
ensayo de IFN-B (PBL), el kit de ensayo de IFN-y (BD Pharmingen) y el kit de ensayo de IL-28/IFN-A (eBiosciencs).

<Resultados>

Los resultados se muestran en la figura 5A a la figura 5D. La figura 5A, figura 5B, figura 5C y figura 5D muestran los
resultados referentes a IFN-a, IFN-B, IFN-y e IFN-A, respectivamente. Tal como se describio en el ejemplo 2, se
observo la capacidad de produccién de IFN-a en Lactococcus lactis JCM5805 y en Lactococcus lactis JCM20101, y
el titulo del mismo era equivalente al de ADN CpG (ODN 1585) (es decir, TLRIL, 0,1 uM). Con respecto a IFN-B,
que es también IFN de tipo |, se observo la capacidad selectivamente en las cepas Lactococcus lactis JCM5805 y
JCM20101. Con respecto a IFN-y, que es IFN de tipo Il, todas las cepas bacterianas ejercieron la capacidad de
induccion de la produccion, aunque el grado de la misma variaba entre las especies bacterianas. Con respecto a
IFN-y, que es IFN de tipo lll, se observo induccion selectivamente en Lactococcus lactis JCM5805 y en Lactococcus
lactis JCM20101.

Aunque se sabe que el nivel de IFN-X inducido por genes estimulados por IFN (ISG) es inferior al de IFN-a. o IFN-,
se sabe que el IFN-A potencia sus efectos antivirales en coordinacién con IFN-a (documento no de patente 5).
Puesto que las cepas Lactococcus lactis JCM5805 y JCM20101 son capaces de inducir la produccion de todos los
IFN de tipo |, tipo Il y tipo 1ll, se considera que estas cepas tienen una actividad antiviral muy fuerte.

[Ejemplo 5]
Actividad de bacterias del acido lactico en cuanto a activacion de pDC

Se examino la capacidad de bacterias del acido lactico que tienen la capacidad de inducir la producciéon de IFN-a
para la activacion de pDC.

<Método experimental>

Se tifieron las células cultivadas en el ejemplo 3 durante 30 minutos a 4 °C con el uso de anticuerpo anti-CD11b-
APC-Cy7 (BD Pharmingen), anticuerpo anti-B220-PerCP (BD Pharmingen) y anticuerpo anti-CD11c-PE-Cy7
(eBiosciencs) para la clasificacion de pDC, anticuerpo anti-CMH de clase |I-FITC (eBiosciencs), anticuerpo anti-
CD40-FITC (eBiosciencs), anticuerpo anti-CD80-APC (eBiosciencs) y anticuerpo anti-CD86-APC (eBiosciencs) como
indicadores de activacion, y anticuerpo anti-OX40L-PE (eBiosciencs), anticuerpo anti-PDL-1-PE (eBiosciencs) y
anticuerpo anti-ICOS-L-PE (eBiosciencs) como marcadores inhibidores. Se lavaron las células y luego se analizaron
con el uso de FACS Canto Il (BD).

<Resultados>

Los resultados se muestran en la figura 6A y en la figura 6B. La figura 6A muestra los niveles de expresion de
CMHII, CD40, CD80 y CD86, y la figura 6B muestra los niveles de expresion de OX40L, PDL-1 e ICOS-L. Los
valores de intensidad de fluorescencia media (MFI) logrados sin la adicion de bacterias del acido lactico se muestran
encima, y los valores de MFI logrados con la adicién de bacterias del acido lactico se muestran debajo. Segun los
marcadores de activacion, se observd potenciacion con la adicion de cualquier bacteria del acido lactico. La mayor
diferencia entre las cepas Lactococcus lactis JCM5805 y JCM20101 y la cepa Lactobacillus rhamnosus ATCC53103
que no tiene capacidad de induccién de la produccién de IFN-a se observa en CD28, que es una molécula
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reguladora de la actividad de linfocitos T, y ligandos de CTLA-4 (es decir, CD80 y CD86). Los niveles de expresion
se potenciaron significativamente mediante las cepas Lacfococcus lactis JCM5805 y JCM20101. Segun los
marcadores inhibidores, se observé un aumento en los niveles de expresion con la adicion de bacterias del acido
lactico, tal como se esperaba. En particular, se activé significativamente la expresion de PDL-1 mediante las cepas
Lactococcus lactis JCM5805 y JCM20101.

Tal como se describié anteriormente, las pDC estimuladas por las cepas Lactococcus lactis JCM5805 y JCM20101
producen IFN-a, potenciando de ese modo el sistema inmunitario. Sin embargo, el sistema inmunitario potenciado
puede provocar enfermedades autoinmunitarias como efectos secundarios. EI PDL-1, que se confirmé que se
inducia tras la estimulacién mediante las cepas Lactococcus lactis JCM5805 y JCM20101 en esta prueba, se sabe
que se une a PD-1 de linfocitos T induciendo un linfocito T regulador. Especificamente, se considera que las cepas
Lactococcus lactis JCM5805 y JCM20101 son capaces de mantener el sistema inmunitario en un estado bien
equilibrado al tiempo que evitan que se active excesivamente a través de la expresiéon de PDL-1, ademas de la
potenciacién del sistema inmunitario a través de la produccion de IFN-a.

[Ejemplo 6]

Capacidad para estimular la produccién de IFN-a de bacterias del acido lactico en presencia de cualquiera o ambas
de pDC y mDC

En el ejemplo 2, se seleccionaron las cepas Lactococcus lactis JCM5805 y JCM20101 basandose en la actividad
para inducir la produccion de IFN-a. En el sistema de cultivo usado para los ensayos, se desarrollan células
dendriticas mieloides (mDC), ademas de pDCs (es decir, el denominado sistema de cultivo mixto de pDC/mDC). Se
considera que las interacciones pDC-mDC son criticas en un organismo. Por ejemplo, se ha notificado la conversion
de pDC en mDC tras la infeccién con virus. Por consiguiente, se examinaron los efectos de la adicion de bacterias
del acido lactico en el sistema de monocultivo de pDC o mDC, el sistema de cultivo mixto de pDC/mDC vy el sistema
de cultivo mixto en el que las pDC estan fisicamente separadas de las mDC.

<Método experimental>

Se sometieron pDC y mDC inducidas a partir de células de médula ésea con la ayuda de Flt-3L a cultivo mixto de la
misma manera que en el ejemplo 2, y se separaron pDC de mDC usando FACS Aria (BD). Posteriormente, se
sometieron pDC y mDC a cultivo a una densidad de 1x10° células/ml en las condiciones descritas a continuacion: (1)
en un sistema de monocultivo en el que las pDC estan separadas de las mDC (indicados como pDC o mDC); (2) en
un sistema de cultivo mixto en el que las pDC estan fisicamente en contacto con las mDC (pDC:mDC = 1:1); y (3) un
sistema de cocultivo de pDC/mDC en el que el contacto fisico entre pDC y mDC esta bloqueado con una membrana
semipermeable (indicadas como pDC/mDC o mDC/pDC, las células cultivadas sobre una membrana semipermeable
y en contacto con las bacterias del acido lactico se muestran a la izquierda). Se us6 un filtro Transwell (Corning)
como membrana semipermeable, y la cantidad de bacterias del acido lactico afiadida fue de 10 ug/ml. Se realiz6 el
cultivo durante 2 dias y entonces se sometié a ensayo la cantidad de IFN-a en el sobrenadante de cultivo. Como
control positivo, se usd6 ADN CpG (ODN1585), cuya capacidad para la activacion de pDC se ha conocido, a 0,1 pM.
Se unieron pDC clasificadas a portaobjetos de vidrio (Matsunami glass Ind., Ltd) usando un instrumento Cytospin
(Thermo Scientific), se tifieron con Diff-Quick (Sysmex), y luego se observaron bajo un microscopio (Olympus
Corporation).

<Resultados>

Los resultados se muestran en la figura 7. Las cepas Lactococcus lactis JCM5805 y JCM20101 presentaban
respuestas similares. Especificamente, no tuvo lugar la produccion de IFN-a en el sistema de monocultivo de mDC,
se indujo una pequefia cantidad de IFN-a en el sistema de monocultivo de pDC, y se observd un nivel significativo
de produccion de IFN-a en el sistema de cultivo mixto de pDC/mDC. La figura 8 muestra fotografias que muestran
las configuraciones de pDC cuando se afiaden Lactococcus lactis JCM5805, Lactococcus lactis JCM20101 y
Lactobacillus rhamnosus ATCC53103 al sistema de monocultivo de pDC. La figura 8A muestra los resultados de un
control (sin la adicion de bacterias del acido lactico), la figura 8B muestra las pDC cuando se afiadi6 JCM5805, la
figura 8C muestra las pDC cuando se afiadi6 JCM20101 y la figura 8D muestra las pDC cuando se afadio
ATCC53103. Como resultado de una comparacion de las pDCs tras la adicién de las cepas Lactococcus lactis
JCM5805 y JCM20101 y las pDC sin la adicion de las mismas, se observé aparentemente un proceso celular
caracteristico de una célula dendritica activada cuando se afiadieron las cepas Lactococcus lactis JCM5805 y
JCM20101. Cuando se afiadioé Lactobacillus rhamnosus ATCC53103, sin embargo, no se detectd un proceso tal
como el observado cuando se afiadid la cepa Lactococcus lactis JCM5805 o JCM20101. De manera mas
interesante, el nivel de produccion de IFN-a se redujo drasticamente hasta un nivel equivalente al logrado en el
monocultivo de pDC cuando se bloqued el contacto fisico entre las pDC y las mDC con una membrana
semipermeable. Por tanto, se encontré que seria necesaria la presencia de mDC con el fin de inducir completamente
la producciéon de IFN-o. por medio de la activacion de pDC, aunque las pDC son dianas primarias de bacterias del
acido lactico. Ademas, se encontré que la interferencia mDC/pDC estaba mediada por un contacto célula a célula en
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lugar de por un factor humoral. Puesto que se observa sustancialmente el mismo fenémeno con la adicién de ADN
CpG, se verifico que el papel de mDC en tal activacion de pDC seria un mecanismo universal que no estaria limitado
a una sustancia particular (es decir, bacterias del acido lactico). Tanto las pDC como las mDC estan presentes en el
cuerpo humano, y tal mecanismo seria un factor clave cuando se considera la aplicacion de las mismas a seres
humanos.

[Ejemplo 7] Identificacion de los receptores implicados

Se examinaron las sefales esenciales para que las cepas Lactococcus lactis JCM5805 y JCM20101 produzcan IFN-
o usando ratones deficientes en TLR.

<Método experimental>

Se adquirieron ratones deficientes en TLR2, TLR4, TLR7, TLR9 y MyD88 (de 8 a 10 semanas de edad, machos) y
ratones C57BL/6 de tipo natural (de 8 a 10 semanas de edad, machos) de Charles River Laboratories. Se indujeron
pDC y mDC a partir de células de médula ésea de tales ratones de la misma manera que en el ejemplo 2, y se
afadieron Lactococcus lactis JCM5805, Lactococcus lactis JCM20101 y Lactobacillus rhamnosus ATCC53103.
Ademas de los 3 TLRL descritos en el ejemplo 3, se usé TLR7L (ARNmc40, 5 ug/ml, InvivoGen) como control
positivo. Se recogié el sobrenadante de cultivo 48 horas después, y se sometid a ensayo la cantidad de IFN-a
producida en el sobrenadante de cultivo por medio de ELISA.

<Resultados>

Los resultados se muestran en la figura 9A y en la figura 9B. La figura 9A muestra los resultados referentes a
ratones deficientes en TLR2 y ratones deficientes en TLR4, y la figura 9B muestra los resultados referentes a
ratones deficientes en TLR7, ratones deficientes en TLR9 y ratones deficientes en MyD88. En las figuras, “WT”
representa los resultados referentes a ratones de tipo natural. No se observaron cambios en la capacidad para la
produccion de IFN-a en las cepas Lactococcus lactis JCM5805 y JCM20101 en ratones deficientes en TLR2 o TLR4,
y por consiguiente se negd la implicacién de los mismos. Cuando se afadio la cepa o bien Lactococcus lactis
JCM5805 o bien JCM20101 a los ratones, desaparecié completamente el IFN-a. en ratones deficientes en TLR9 y
MyD88 por la desactivacion de TLR9 y MyD88, respectivamente. Por consiguiente, se verific6 que el TLR9
desempefia un papel clave en la produccién de IFN-a por las cepas Lactococcus lactis JCM5805 y JCM20101.

[Ejemplo 8]
Identificacion de una sustancia activa

En el ejemplo 5, se encontré que el TLR9 era un receptor de reconocimiento para las cepas Lactococcus lactis
JCM5805 y JCM20101. Se intento la identificacion de los ligandos de los mismos. El ADN representado por ADN
CpG se conoce como ligando de TLR9. Con respecto al ARN, que es también un acido nucleico, el ARNmc
representado por el virus de ARN se conoce como TLR7L, y el ARNbc se conoce como TLR3L. Puesto que se
dedujo que el ADN o ARN era un ligando, se extrajo ADN y ARN de ambas cepas con el fin de inspeccionar la
actividad.

<Método experimental>
Preparacion de ADN a partir de bacterias del acido lactico

Segun el procedimiento del ejemplo 1, se sometieron Lactococcus lactis JCM5805, Lactococcus lactis JCM20101 y
Lactobacillus rhamnosus ATCC53103 a cultivo estacionario. Se recogieron las cepas y luego se lavaron tres veces
con agua estéril. Se afiadio al mismo una disolucién ajustada para que comprendiese Tris-HCI 50 mM, EDTA 5 mM
y sacarosa al 6,7 % (pH 8,0). Posteriormente, se afiadieron N-acetiimuramidasa (2,5 mg/ml, Seikagaku Kogyo) y
lisozima (50 mg/ml, Seikagaku Kogyo), y se permiti6 que el resultante reposara a 37 °C durante 45 minutos.
Ademas, se afiadieron al mismo Tris-HCI 50 mM, EDTA 250 mM (pH 8,0) y SDS al 10 %, y se permitié que el
resultante reposara a 37 °C durante 10 minutos. Se afiadié NaCl 5,0 M, se afiadieron al mismo fenol, cloroformo y
alcohol isoamilico (Wako Pure Chemicals Industries, Ltd.), y se sometié la mezcla a centrifugacion. Se recuperé
selectivamente el sobrenadante, se afiadid al mismo etanol en una cantidad de dos veces la cantidad del
sobrenadante, y entonces se sometid el resultante a centrifugacion. Se retird el sobrenadante, se afiadié etanol al 70
% al precipitado y entonces se llevd a cabo centrifugacion. Se retird el sobrenadante, se afiadi6 ARNasa (Qiagen) al
mismo y se permitié que el resultante reposara a 37 °C durante 60 minutos. Ademas, se afiadid NaCl 5,0 M al
mismo, se afiadieron al mismo fenol, cloroformo y alcohol isoamilico (Wako Pure Chemicals Industries, Ltd.), y se
sometié la mezcla a centrifugacion. Se retird selectivamente el sobrenadante, se afiadié al mismo etanol en una
cantidad de dos veces la cantidad del sobrenadante y entonces se sometio el resultante a centrifugacion. Se retir6 el
sobrenadante, se afiadié etanol al 70 % al precipitado y entonces se llevé a cabo centrifugacion. Se afadié agua
libre de nucleasa (Qiagen) al precipitado del que se habia retirado el sobrenadante. Se afiadieron los ADN de

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 668 096 T3

Lactococcus lactis JCM5805, Lactococcus lactis JCM20101 y Lactobacillus rhamnosus ATCC53103 preparados de
la manera descrita anteriormente al sistema de cultivo de pDC/mDC a 0,1 pg/ml, 1 ug/ml y 10 pg/mi,
respectivamente. Se recogid el sobrenadante 48 horas después, y se sometid a ensayo la cantidad de IFN-a
producida en el sobrenadante de cultivo por medio de ELISA. Se usaron las cepas bacterianas como controles.

Preparacion de ARN total a partir de bacterias del acido lactico

Segun el procedimiento del ejemplo 1, se sometieron Lactococcus lactis JCM5805, Lactococcus lactis JCM20101 y
Lactobacillus rhamnosus ATCC53103 a cultivo estacionario. Se recogieron las cepas y luego se lavaron tres veces
con agua estéril. Se afiadio a las mismas el reactivo RNAprotect Bacteria (Qiagen), y se permitié que el resultante
reposara a 37 °C durante 5 minutos, seguido por centrifugacion. Se retird el sobrenadante, se afiadid lisozima
(5 mg/ml, Seikagaku Kogyo) y se permitid que el resultante reposara a 37 °C durante 10 minutos. Después de eso,
se prepararon ARN totales a partir de Lacfococcus lactis JCM5805, Lactococcus lactis JCM20101 y Lactobacillus
rhamnosus ATCC53103 a través de tratamiento con ADNasa (Qiagen) con el uso del kit RNeasy Mini (Qiagen). Se
afadieron los ARN totales al sistema de cultivo segun el ejemplo 3 a 0,1 ug/ml, 1 pg/ml y 10 ug/ml, respectivamente.
Se recogio6 el sobrenadante de cultivo 48 horas después, y se sometio a ensayo la cantidad de IFN-o producida en el
sobrenadante de cultivo por medio de ELISA. Se usaron las cepas bacterianas como controles.

<Resultados>

Los resultados se muestran en la figura 10. Se encontré que los ADN de las cepas Lactococcus lactis JCM5805 y
JCM20101 tienen una fuerte actividad de induccién de IFN-a, tal como se esperaba. Se detectdé aparentemente
actividad cuando se afiadi6 Lactfococcus lactis JCM5805 a 1 ug/ml y cuando se afnadié Lactococcus lactis JCM20101
a 10 pg/ml. Aunque no se detecto actividad en Lactobacillus rhamnosus ATCC53103, se encontré que el ADN de la
misma ejercia actividad a un nivel equivalente al de Lactococcus lactis JCM20101. Mas sorprendentemente, se
detectd actividad cuando se afiadid ARN total de Lactococcus lactis JCM20101, y se indujo produccién de IFN-o a
1 pg/ml 0 mas.

Estos resultados demuestran lo siguiente: (1) el ADN es la sustancia activa de la actividad de induccion de la
produccion de IFN-o y el ADN de una cepa inactiva tiene actividad; y (2) puesto que bacterias del acido lactico que
activan pDC e inducen IFN-a representadas por las cepas Lactococcus lactis JCM5805 y JCM20101 se reconocen
por pDC como cepas, se detecta actividad sin realizar extraccion de ADN. Una cepa tal como Lactobacillus
rhamnosus ATCC53103 es inactiva porque no se reconoce por pDC; y (3) el ARN de bacterias del acido lactico se
vuelve activo ademas del ADN y funciona como TLRL, aunque es muy poco comun. Si se tienen en consideracion
los ejemplos mencionados anteriormente, el ARN de Lactococcus lactis JCM20101 es el ligando de ARN para TLR9,
cuyo ligando se ha sabido que es ADN, descubierto por primera vez.

[Ejemplo 9]
Examen de los efectos de ingestion de Lactococcus lactis JCM5805 usando ratones sanos

En los ejemplos anteriores, se encontré que algunas bacterias del acido lactico tienen la capacidad de activacion de
pDC y de induccion de la produccion de IFN-a in vitro. Por tanto, se designd Lactococcus lactis JCM5805 como
ejemplo representativo y se examind con respecto a los efectos inmunoestimuladores in vivo logrados por medio de
administracion oral.

<Método experimental>

Se proporcionaron tres grupos de ratones C57BL/6 (7 semanas de edad, hembras) que consistia cada uno en 5
individuos: un grupo al que se le administraron piensos convencionales (AIN93G, Oriental Yeast Co., Ltd.); un grupo
al que se le administraron piensos mixtos que contenian Lactococcus lactis JCM5805; y un grupo al que se le
administraron piensos mixtos que contenian Lacfobacillus rhamnosus ATCC53103. Se ajusté la dosis de bacterias
del acido lactico a 10 mg por ratén al dia. Se llevé a cabo la toma de muestras de sangre el dia 0, dia 3 y dia 7 (en el
momento del examen anatémico), y se sometio a ensayo la cantidad de IFN-a producida en la sangre por medio de
ELISA. En el momento del examen anatémico, se extrajeron el bazo y el ganglio linfatico mesentérico, y se
prepararon fracciones celulares de baja densidad que contenian células dendriticas enriquecidas de la manera
descrita a continuacion. (Segun una técnica convencional, se preparan linfocitos esplénicos vy linfocitos de ganglio
linfatico mesentérico, se suspenden estas células en HBSS (Gibco) que contiene HEPES 20 mM (Gibco), y se
superpone la suspension celular resultante en medio RPMI que contiene FCS al 10 % (Sigma) que comprende
Histodenz (Sigma-Aldrich) disuelto hasta una concentracion final del 15 %. Tras la centrifugacion, se recuperan las
células en la capa intermedia (es decir, fracciones celulares de baja densidad)). Se tifieron las fracciones celulares
de baja densidad con anticuerpo anti-CD11b-APC-Cy7 (BD Pharmingen), anticuerpo anti-mPDCA-1-APC (Milteny
Biotec) y anticuerpo anti-CD11c-PE-Cy7 (eBiosciencs) para la clasificacion de pDC y con anticuerpo anti-CMH de
clase II-FITC (eBiosciencs) y anticuerpo anti-CD86-PE (eBiosciencs) como indicadores para la activacion. Se
determiné la clasificacion de pDC (CD11c™CD11bmPDCA-1%) in vivo por medio de citometria de flujo, y se
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sometieron a ensayo los niveles de expresion de CMH de clase 1l y CD86 como marcadores de activacion de pDC.
La figura 11 muestra un resumen de un método para examinar los efectos de la ingestion de Lactococcus lactis
JCM5805 usando ratones sanos.

<Resultados>

La figura 12 muestra los resultados de los ensayos de IFN-a en sangre, y la figura 13A a la figura 13D muestran los
resultados de activacion de pDC. La figura 13A y la figura 13B muestran los cambios en los niveles de CMH de clase
Il en pDC del bazo y el ganglio linfatico mesentérico, respectivamente, y la figura 13C y la figura 13D muestran los
cambios en los niveles de CD86 en pDC del bazo y el ganglio linfatico mesentérico, respectivamente. El nivel de
IFN-a. en sangre no aumentd en absoluto en el grupo al que se le habia administrado Lactobacillus rhamnosus
ATCC53103 como en el caso del grupo al que se le habian administrado los piensos convencionales. En cambio, se
observaron tendencias ascendentes en los niveles de IFN-a el dia 3 y dia 7 en el grupo al que se le habia
administrado Lacfococcus lactis JCM5805 (figura 12). Con respecto a la activacion de pDC, no se observaron
cambios en los niveles de CMH de clase Il o CD86 en los linfocitos o bien esplénicos o bien del ganglio linfatico
mesentérico del grupo al que se le habia administrado Lactobacillus rhamnosus ATCC53103. Aunque no tuvo lugar
activacion de pDC en el bazo del grupo al que se le habia administrado Lactococcus lactis JCM5805, se observé un
nivel significativo de activacion en tanto CMH de clase |l como CD86 en el ganglio linfatico mesentérico.

Los resultados anteriores indican que Lactococcus lactis JCM5805 estimularia pDC in vivo, asi como in vitro, y seria
capaz de inducir la produccion de IFN-a.

[Ejemplo 10]
Examen de los efectos de la ingestion de JCM5805 usando modelos de inmunosupresion

Las bacterias del acido lactico segun la presente invencion se administrarian a personas con el sistema inmunitario
debilitado o ancianos, asi como personas sanas. Por tanto, se examinaron los efectos de la ingestion de
Lactococcus lactis JCM5805 usando modelos de inmunosupresion.

<Método experimental>

Se proporcionaron dos grupos de ratones C57BL/6 (7 semanas de edad, hembras) que consistian cada uno en 5
individuos: un grupo al que se le administraron piensos convencionales (AIN93G, Oriental Yeast Co., Ltd.); y un
grupo al que se le administraron piensos mixtos que contenian Lactococcus lactis JCM5805. La duracién de la
administracion de Lactococcus lactis JCM5805 fue de dos semanas, el dia en el que se inicié la administraciéon de
Lactococcus lactis JCM5805 se designé como “dia -7,” y se administré un agente inmunosupresor (ciclofosfamida,
Sigma-Aldrich) por via intraperitoneal 200 mg/kg el dia 0. Se llevé a cabo la toma de muestras de sangre el dia -7,
dia -1, dia 3 y dia 7 (en el momento del examen anatémico), y se sometieron a ensayo los niveles de IFN-a en
sangre de la misma manera que en los ejemplos anteriores. Se sometieron los ratones a examen anatémico al final
y se sometié6 a ensayo el grado de activacion de pDC en el bazo de la misma manera que en los ejemplos
anteriores. Se midieron los pesos corporales simultaneamente con la toma de muestras de sangre. La figura 14
muestra un resumen de un método para la evaluacion de JCM5805 usando modelos de inmunosupresion.

<Resultados>

La figura 15A muestra los cambios en los pesos corporales de modelos de ratén de inmunosupresion y la figura 15B
muestra los cambios en los niveles de IFN-a en sangre. La figura 16A muestra los cambios en los niveles de CMH
de clase Il en pDC vy la figura 16B muestra los cambios en los niveles de CD86 en pDC. La figura 16C muestra el
porcentaje de pDC y la figura 16D muestra los resultados del analisis citométrico de flujo. Se observé una
disminucion significativa en los pesos corporales de ratones del grupo al que se le habian administrado piensos
convencionales tras la administraciéon de ciclofosfamida. En cambio, la pérdida de peso corporal tendia a suprimirse
en el grupo al que se le habia administrado Lactococcus lactis JCM5805. En el grupo al que se le habian
administrado piensos convencionales, IFN-a. se volvia indetectable en la sangre al final; sin embargo, todavia se
observaba produccién de IFN-a en el momento de la autopsia en el grupo al que se le habia administrado
Lactococcus lactis JCM5805. Como resultado de una comparacion del grado de activacion de pDC en el bazo, los
niveles de CMH de clase Il y CD86 aumentaron significativamente en el grupo al que se le habia administrado
Lactococcus lactis JCM5805, en comparacion con aquellos en el grupo al que se le habia administrado piensos
convencionales. De manera mas interesante, el porcentaje de pDC en el bazo estaba significativamente aumentado
en el grupo al que se le habia administrado Lactococcus lactis JCM5805. Los resultados anteriores indican que
Lactococcus lactis JCM5805 ingerido por via oral es capaz de antagonizar la inmunosupresion inducida por estrés,
envejecimiento u otros factores de la vida diaria, y la contribucion de tal cepa a la prevencion de infecciones
provocadas por un sistema inmunitario debilitado es significativa.

[Ejemplo 11]
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Verificacion de la produccion apropiada de productos lacteos

Con el uso de las bacterias del acido lactico segun la presente invencion, se prepararon leche fermentada (yogur
solido, yogur batido) y queso natural.

El “yogur sélido” se denomina también “yogur firme” o “yogur sin batir’, que se somete a fermentacion en un
recipiente.

El “yogur batido” se denomina también “yogur fermentado” o “yogur liquido”, que se somete a fermentacion y luego
se carga en un recipiente.

<Método experimental>

1. Yogur sdlido (cultivo mixto con Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus)

(1) Como materias primas, se usaron leche cruda (por ejemplo, leche o leche en polvo desnatada), dextrina ciclica
altamente ramificada (“Cluster Dextrin” (nombre comercial), Nihon Shokuhin Kako Co., Ltd.), péptido lacteo (un

producto de uso general) y un aroma de yogur (T. Hasegawa Co., Ltd.).

Tabla de formulacion 1

Razén de composicion

Leche 60 %

Leche en polvo desnatada 4,2 %
Péptido lacteo 0,170 %
Cluster Dextrin 1,0 %
Aroma de yogur 0,03 %
Iniciador de acido lactico (L. bulgaricus, St. thermophilus) 3,0 %
Iniciador de acido lactico (Lc. lactis JCM5805) 3,0 %

(2) Se mezclaron las materias primas para preparar una dispersion, se calentd la dispersion resultante hasta
aproximadamente 70 °C y se aplico el resultante a un homogeneizador a una presion de homogeneizacion (de 15 a
17 MPa). Se esterilizd térmicamente el resultante a 95 °C durante aproximadamente 10 minutos, se enfrio el
resultante hasta aproximadamente 35 °C, se afiadieron al mismo bacterias del acido lactico (especies bacterianas: L.
bulgaricus, St. thermophilus y Lc. lactis JCM5805) y se cargo el resultante en un recipiente con una tapa, seguido
por fermentacién a 32 °C durante de aproximadamente 6 a 7 horas. Cuando la acidez del acido lactico alcanzé 0,70,
se enfrio el resultante hasta 10 °C y se almacend.

Resultados:

(1) Aroma: bueno

(2) Recuento de bacterias del acido lactico (Lc. lactis JCM5805): 107 células/g o mas.

2. Yogur solido

(1) Como materias primas, se usaron leche cruda (por ejemplo, leche o leche en polvo desnatada), dextrina ciclica
altamente ramificada (“Cluster Dextrin” (nombre comercial), Nihon Shokuhin Kako Co., Ltd.), péptido lacteo (un

producto de uso general) y un aroma de yogur (T. Hasegawa Co., Ltd.).

Tabla de formulacion 2

Razén de composicion

Leche 60 %

Leche en polvo desnatada 4,2 %
Péptido lacteo 0,10 %
Cluster Dextrin 1,0 %
Aroma de yogur 0,03 %
Iniciador de acido lactico (Lc. lactis JCM5805) 6,0 %

(2) Se mezclaron las materias primas para preparar una dispersion, se calentd la dispersion resultante hasta
aproximadamente 70 °C y se aplico el resultante a un homogeneizador a una presion de homogeneizacion (de 15 a
17 MPa). Se esterilizd térmicamente el resultante a 95 °C durante aproximadamente 10 minutos, se enfrio el
resultante hasta aproximadamente 35 °C, se afiadieron a lo mismo bacterias del acido lactico (especie bacteriana:
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Lc. lactis JCM5805) y se cargo el resultante en un recipiente con una tapa, seguido por fermentacion a 32 °C durante
aproximadamente 16 horas. Cuando la acidez del acido lactico alcanzé 0,70, se enfrié el resultante hasta 10 °C y se
almacend.

Resultados:

(1) Aroma: bueno

(2) Recuento de bacterias del acido lactico (Lc. lactis JCM5805): 107 células/g o mas.

3. Yogur batido

(1) Como materias primas, se usaron leche cruda (por ejemplo, leche o leche en polvo desnatada), dextrina ciclica
altamente ramificada (“Cluster Dextrin” (nombre comercial), Nihon Shokuhin Kako Co., Ltd.), péptido lacteo (un

producto de uso general) y un aroma de yogur (T. Hasegawa Co., Ltd.).

Tabla de formulacion 3

Razén de composicion
Leche 60 %
Leche en polvo desnatada 4,2 %
Péptido lacteo 0,10 %
Cluster Dextrin 1,0 %
Aroma de yogur 0,03 %
Iniciador de acido lactico (Lc. lactis JCM5805) 4,0 %

Se mezclaron las materias primas para preparar una dispersion, se calentd la dispersion resultante hasta
aproximadamente 70 °C y se aplico el resultante a un homogeneizador a una presion de homogeneizacioén (de 15 a
17 MPa). Se esterilizé térmicamente el resultante a 125 °C, se enfri6 el resultante hasta aproximadamente 35 °C y
se afiadieron a lo mismo bacterias del acido lactico (especie bacteriana: Lc. lactis JCM5805), seguido por
fermentacion a 32 °C durante aproximadamente 16 horas. Se terminé la fermentacion a pH 4,6, se enfrié el producto
hasta aproximadamente 20 °C y se cargé el resultante en un recipiente con agitacion, seguido por refrigeracion a 10
°C 0 menos.

Resultados:

(1) Aroma: bueno

(2) Recuento de bacterias del acido lactico (Lc. lactis JCM5805): 107 células/g o mas.

4. Yogur bebible

(1) Como materias primas, se usaron leche cruda (por ejemplo, leche o leche en polvo desnatada), dextrina ciclica
altamente ramificada (“Cluster Dextrin” (nombre comercial), Nihon Shokuhin Kako Co., Ltd.), péptido lacteo (un

producto de uso general) y un aroma de yogur (T. Hasegawa Co., Ltd.).

Tabla de formulacion 4

Razén de composicion
Leche 30 %
Leche en polvo desnatada 6 %
Péptido lacteo 0,20 %
Cluster Dextrin 1,0 %
Azlcar 8 %
Aroma de yogur 0,03 %
Iniciador de acido lactico (Lc. lactis JCM5805) 6,0 %

(2) Se mezclaron las materias primas para preparar una dispersion, se calentd la dispersion resultante hasta
aproximadamente 70 °C y se aplico el resultante a un homogeneizador a una presion de homogeneizacion (de 15 a
17 MPa). Se esterilizé térmicamente el resultante a 125 °C, se enfri6 el resultante hasta aproximadamente 35 °C y
se afiadieron a lo mismo bacterias del acido lactico (especie bacteriana: Lc. lactis JCM5805), seguido por
fermentacion a 32 °C durante aproximadamente 16 horas. Se terminé la fermentacién a pH 4,6, se enfrié el producto
hasta aproximadamente 10 °C y se homogeneizo el resultante (a vacio), seguido por refrigeracion a 10 °C o menos.

Resultados:
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(1) Aroma: bueno
(2) Recuento de bacterias del acido lactico (Lc. lactis JCM5805): 107 células/g o mas.
5. Queso natural

(1) Como materias primas, se usaron leche cruda (es decir, leche), cuajo (Standard Plus290, Christian Hansen) y
cloruro de calcio (un producto de uso general).

Tabla de formulacion 5

Materias primas Cepa individual
Leche 100 %
Iniciador de acido lactico (Lc. lactis JCM5808) 3%
Cuajo 0,003 %
Cloruro de calcio al 20 % 0,0025 %
Suero lacteo retirado -50 %

(2) Se esterilizd térmicamente leche cruda a 75 °C durante 15 segundos, se enfri6 el resultante hasta
aproximadamente 30 °C y se afiadieron al mismo bacterias del acido lactico (especie bacteriana: Lc. lactis
JCM5805), seguido por fermentacion a 30 °C durante aproximadamente 1 hora. Se terminé la fermentacion a pH 6,4
y acidez de aproximadamente 0,13, se afadieron cloruro de calcio y cuajo (Standard Plus290, Christian Hansen), se
agito la mezcla durante aproximadamente 3 minutos y se confirmo la formacion de cuajadas 30 minutos después. Se
cortaron las cuajadas en cuadrados con tamafios de aproximadamente 1 a 2 cm. Se retird el suero lacteo, se
empaquetaron las cuajadas en un molde y se invirtié el molde varias veces y se permitié que reposara durante 12
horas.

Se ajusto el contenido en humedad del producto con presurizacién aplicando un peso que es aproximadamente 10
veces mayor que el de las cuajadas empaquetadas en el molde.

Resultados:

(1) Aroma: bueno

(2) Recuento de bacterias del acido lactico (Lc. lactis JCM5805): 107 células/g o mas.

[Ejemplo 12]

Efectos de Lactococcus lactis JCM5805, Lactococcus lactis 20101 y Lactobacillus rhamnosus ATCC53103 vivas

Segun los ejemplos anteriores, se conoce la actividad de bacterias muertas por calor; sin embargo, sigue sin
conocerse si las bacterias vivas actuarian o no sobre las pDC. Por tanto, se inspeccionaron los efectos de
Lactococcus lactis JCM5805, Lactococcus lactis 20101 y Lactobacillus rhamnosus ATCC53103 vivas sobre pDC de
ratén usando el sistema de cultivo de pDC/mDC.

<Método experimental>
Preparacion de bacterias del acido lactico vivas

Segun el procedimiento del ejemplo 1, se sometieron Lactococcus lactis JCM5805, Lactococcus lactis JCM20101 y
Lactobacillus rhamnosus ATCC53103 a cultivo estacionario. Se recogieron las cepas, se lavaron tres veces con
agua estéril y luego se suspendieron en PBS. Se determiné el recuento de bacterias del acido lactico usando un
dispositivo de medicion de la distribucion del tamafio de particula (CDA-1000X, Sysmex Corporation), se afiadieron
las células al sistema de cultivo de pDC/mDC a concentraciones de ‘Ix106, 1x107 y 1x108 células, y se realizo el
cultivo en un incubador de CO; durante 48 horas. Se recupero el sobrenadante de cultivo, y se sometié a ensayo la
cantidad de IFN-a producida en el sobrenadante de cultivo.

<Resultados>

Los resultados se muestran en la figura 18. Mientras que Lactococcus lactis JCM5805 y JCM20101 vivas indujeron
produccién de IFN-a de una manera dependiente del recuento bacteriano, Lactobacillus rhamnosus ATCC53103
viva no indujo produccion de IFN-a en absoluto. Independientemente de si las cepas Lactococcus lactis JCM5805 y
JCM20101 estan o no muertas por calor o vivas, se encontré que estas cepas activan pDC e inducen de manera
potente la produccién de IFN-a.
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[Ejemplo 13]
Actividad de Lactococcus lactis JCM5805 sobre pDC humanas

En los ejemplos anteriores, se encontraron bacterias del acido lactico capaces de actuar sobre pDC de raton; sin
embargo, se desconocia si tales bacterias eran capaces o no de actuar sobre pDC humanas. Por tanto, se aislaron
pDC de PBMC humanas con MACS, se design6 JCM5805 como muestra representativa y se inspecciond la
actividad de la misma sobre pDC humanas.

<Método experimental>
Se adquirieron PBMC de LONZA.
Aislamiento de pDC con MACS e inspeccion de la pureza

Segun los protocolos del kit de aislamiento de células dendriticas plasmacitoides (Miltenyi Biotec), se aislaron pDC
humanas con MACS (pureza: 97 %). Se cultivaron pDC humanas (5x10* células) sobre una placa de fondo plano de
96 pocillos (Corning). A las pDC humanas aisladas, se les afiadi6 IL-3 (R&D Systems) a 10 ng/ml como factor de
supervivencia. Con el fin de inspeccionar la pureza de pDC humanas, se tifieron las pDC humanas con anticuerpo
anti-CD123-FITC (AC145) y anticuerpo anti-BDCA4-APC (AD-17F6) (Miltenyi Biotec) para la clasificacion de pDC
humanas y luego se analizaron usando el instrumento FACS Canto Il (BD).

Adicion de ligando, cultivo celular y ELISA

Se afadié Lactococcus lactis JCM5805 hasta una concentracion final de 10 pg/ml, y se realizé el cultivo en un
incubador de CO; durante 24 horas. Se sometieron a ensayo los niveles de IFN-a. humano usando el kit de ELISA
de IFN-a. humano (PBL Biomedical Laboratories).

Analisis de la expresion génica de IFN por medio de RT-PCR

Se recuperaron las células cultivadas, y se extrajeron los ARN totales usando el kit RNeasy Mini (Qiagen). Se
sintetiz6 ADNc a partir de 200 ng de ARN total usando el kit de sintesis de ADNc iScript (Bio-Rad), y se amplificaron
los genes de IFN-a1, IFN-B, IFN-A1 y GAPDH por medio de PCR usando el ADNc sintetizado como molde. Se llevo
a cabo la PCR usando TaKaRa Ex Taqg (TaKaRa) y los cebadores descritos en el documento no de patente 7. Segun
protocolos generales, se sometieron los genes de IFN-a1, IFN-B, IFN-A1 y GAPDH a la reaccién a 94 °C durante 1
minuto, y un ciclo de 94 °C durante 30 segundos, a 49 °C, 45 °C, 49 °C y 45 °C durante 30 segundos,
respectivamente, y 72 °C durante 15 segundos repetidos 35 veces, seguido por la reaccion a 72 °C durante 3
minutos. Se sometié a electroforesis la disolucion de reaccion PCR segun una técnica general, y se inspeccionaron
el desarrollo de fragmentos amplificados y la densidad de los mismos.

<Resultados>

Los resultados se muestran en la figura 19. La figura 19A, figura 19B y figura 19C muestran la pureza de pDC
humanas aisladas con MACS, la cantidad de produccién de IFN-o detectada al nivel de proteina mediante ELISA y
los niveles de expresion génica de IFN-a1, IFN-B, IFN-A y GAPDH detectados mediante RT-PCR. Con la adicion de
Lactococcus lactis JCM5805, se observé induccion de la produccion de IFN-a al nivel de proteina. Ademas, se
detectd induccion de la expresion génica de IFN-a1, IFN-B e IFN-A. Los resultados anteriores demuestran que
Lactococcus lactis JCM5805 activaria también pDC humanas.

[Ejemplo 14] Influencia de yogur que contiene Lactococcus lactis JCM5805 sobre la actividad antiviral humana

En los ejemplos anteriores, se verificaron los efectos de Lactococcus lactis JCM5805 sobre células de raton y
humanas in vitro y los efectos de la misma logrados tras la ingestion por ratones. Basandose en tales resultados, se
examinaron los efectos logrados tras la ingestién por humanos.

<Exposicién de las pruebas>

Alimentos de prueba

Se usaron dos tipos de productos de prueba descritos a continuacion.

(1) Producto de prueba: bebida de yogur que contiene Lactococcus lactis JCM5805

(2) Producto de placebo: bebida similar a yogur que no contiene bacterias del acido lactico
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Propdsito:

Esta prueba se llevd a cabo con el objetivo de examinar la influencia de las bacterias del acido lactico sobre
biomarcadores sanguineos asociados con actividad antiviral y sobre la evaluacion subjetiva mediante cuestionarios
referentes a las condiciones fisicas de adultos masculinos y femeninos sanos y trabajadores que habian ingerido de
manera continua bebidas de yogur que contenian Lactococcus lactis JCM5805 durante aproximadamente 4
semanas, en comparacion con el experimento de control realizado con el uso de bebidas similares a yogur que no
contenian bacterias del acido lactico como placebos.

Sujetos de prueba:

Fueron sujetos de prueba aquellos que no tenian una enfermedad crénica grave, alergia a la leche u otras
afecciones, aquellos que se evalué que no tenian problemas mediante una prueba de virus particular, aquellos que
eran capaces de restringir la ingesta de yogur y queso durante el periodo de ingestion de producto de prueba y
aquellos que no tomaban medicamentos esteroides (uso interno o externo).

Numero de sujetos:

Se emplearon treinta y ocho sujetos (dos grupos que consistian cada uno en 19 sujetos).

Disefio de la prueba:

Se llevo a cabo un estudio aleatorizado, de doble ciego, controlado por placebo, de grupos paralelos.
Cantidad de componente de prueba que va a ingerirse al dia:

La dosis diaria era de aproximadamente 1 x 10" ufc de Lactococcus lactis JCM5805.

Método de ingestion

Se pidi6 a los sujetos de prueba que bebieran una botella del producto de prueba (100 ml) antes o después de la
comida por la manana cada dia.

Programa de la prueba

El periodo de ingestion del producto de prueba fue de aproximadamente 4 semanas. Se llevo a cabo la toma de
muestras de sangre tres veces: antes de la prueba para el agrupamiento (1 mes antes del inicio de la ingestion); en
la semana 0O (el dia antes del inicio de la ingestion); y en la semana 4 (el dia después de la finalizacién de la
ingestion). Los sujetos de prueba contestaron los cuestionarios referentes a las condiciones fisicas cada dia durante
el periodo de ingestion.

Puntos de evaluacion

Se sometieron a ensayo la actividad de pDC en la sangre (marcadores de superficie de pDC: CMH de clase Il y
CD86), la expresion génica de IFN-a. en la sangre y la capacidad de producciéon de IFN-a tras la estimulacion de
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) con ADN CpG, y se llevd a cabo la evaluacion subjetiva de los
sintomas de resfriado segun los cuestionarios referentes a las condiciones fisicas.

<Método experimental>

Se analizaron biomarcadores sanguineos aislando PBMC de las muestras de sangre obtenidas en la semana O y la
semana 4 y examinando las PBMC aisladas.

Se tifieron las PBMC (1x10° células) con anticuerpos anti-CD123-FITC (AC145) (Miltenyi Biotec), anti-BDCA4-APC
(AD-17F6) (Miltenyi Biotec), anti-CD86-PE (B7.2) (eBioscience) y anti-HLA-DR-PerCP (L243) (BD Biosciences)
segun una técnica convencional. Se sometieron a ensayo las intensidades de fluorescencia de HLA-DR (CMH de
clase Il) y CD86 de las poblaciones celulares detectadas en CD123"/BDCA4" con el uso del instrumento FACS
Canto Il (BD), y se emplearon los valores determinados como indicadores de la activacion de pDC.

Se detectd expresion génica de IFN-a. en la sangre extrayendo los ARN totales de 1x10° PBMC usando el kit
RNeasy Mini (Qiagen). Se sintetizo ADNc a partir de 100 ng de ARN total usando el kit de sintesis de ADNc iScript
(Bio-Rad), y se analiz6 el gen de IFN-a1 (el gen de GAPDH como referencia) por medio de PCR en tiempo real
usando el ADNc sintetizado como molde. Se llevé a cabo el analisis de PCR en tiempo real usando SYBR Premix Ex
Taq (TaKaRa) y los cebadores descritos en el documento no de patente 7. Segun protocolos generales, se
sometieron las muestras a la reaccion a 95 °C durante 10 segundos, seguido por un ciclo de 95 °C durante 10

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 668 096 T3

segundos, 49 °C durante 5 segundos y 72 °C durante 10 segundos repetidos 50 veces.

Con el fin de inspeccionar la capacidad de produccion de IFN-a tras la estimulacion de las pDC sanguineas con
ADN CpG, se sembraron 5x10° PBMC en una placa de fondo plano de 24 pocillos (Corning), y se afiadio a la misma
CpG-ODN2216 (CpG-A) (InvivoGen) hasta la concentracion final de 0,5 uM/ml. Con respecto a todas las muestras
obtenidas de los sujetos, se prepararon muestras de control que no contenian ADN CpG. Se realiz6 el cultivo en un
incubador de CO; a 37 °C durante 24 horas, se recuperd el sobrenadante y se sometié a ensayo la cantidad de
producciéon de IFN-o usando los pares de anticuerpos coincidentes frente a IFN-oo humano para ELISA
(eBioscience).

Cuando se permitié que Strepfococcus pyogenes o virus de la gripe actuara sobre pDC humanas in vitro, se elevo el
nivel de expresion de CMH de clase Il con una buena respuesta, aunque no se observé un aumento significativo en
el nivel de expresion de CD86 (documento no de patente 8). Por consiguiente, se designé a CMH de clase Il como
marcador de activacion principal, y se sometieron 36 muestras que presentaban valores de actividad de CMH de
clase Il promedio + 2 DE (18 muestras de cada grupo) a analisis de todos los biomarcadores. Se dividieron las
muestras en las que presentaban valores superiores a la actividad de CMH de clase Il promedio sometida a ensayo
en la semana 0 (denominada a continuacion en el presente documento “actividad de pDC superior”) y las que
presentaban valores inferiores a tal promedio (denominada a continuacion en el presente documento “actividad de
pDC inferior”), y se analizaron estas muestras por separado.

En los cuestionarios referentes a las condiciones fisicas, se clasificaron 7 sintomas de resfriado principales (es decir,
goteo nasal, congestion nasal, estornudos, dolor de garganta, picor de garganta, tos, cefalea y fiebre) usando una
escala de 5 puntos (desde 1: sin sintoma, hasta 5: sintoma grave) cada dia. El promedio de los 7 puntos se designé
como indicador de la gravedad de los sintomas del resfriado.

<Resultados>

Los resultados de los ensayos para la actividad de pDC en la sangre se muestran en la figura 20. La figura 20A y
figura 20D muestran los cambios en la actividad de CMH de clase Il y CD86 en pDC observados en los ensayos de
actividad desde la semana 0 hasta la semana 4. Los cambios en la actividad de CMH de clase 1l y CD86 del grupo
que habia ingerido bebidas de yogur que contenian Lactococcus lactis JCM5805 (a continuacion en el presente
documento, denominado “el grupo de JCM5805”) fueron significativamente superiores a los del grupo que habia
ingerido bebida similar al yogur que no contenia bacterias del acido lactico (a continuacion en el presente
documento, denominado “el grupo de placebo”). Los resultados de analisis realizados por separado para las
muestras que presentan actividad de pDC superior y para las muestras que presentan actividad de pDC inferior y los
cambios en la actividad de CMH de clase Il se muestran en la figura 20B y la figura 20C, respectivamente. Los
resultados mencionados anteriormente y los cambios en la actividad de CD86 se muestran en la figura 20E y la
figura 20F, respectivamente. Con respecto a los cambios en la actividad de CMH de clase Il, no hubo ninguna
diferencia significativa en muestras que presentaban actividad de pDC superior entre el grupo de JCM5805 y el
grupo de placebo. Sin embargo, en el caso de muestras que presentaban actividad de pDC inferior, tales cambios
del grupo de JCM5805 fueron significativamente superiores a los del grupo de placebo. Con respecto a los cambios
en la actividad de CD86, no se observé ninguna diferencia significativa entre el grupo de JCM5805 y el grupo de
placebo, independientemente de los niveles de actividad de pDC. Se considera que esto se produce porque es
menos probable que CD86 se vea influido por la actividad de pDC, tal como se describe en el documento no de
patente 8. Los resultados anteriores demuestran que la actividad de pDC se eleva tras la ingestiéon de Lactococcus
lactis JCM5805 y que los efectos son mas significativos para sujetos que presentan una actividad de pDC inferior y
que tienen un sistema inmunitario mas débil.

La figura 21 muestra los resultados del analisis de la expresion génica de IFN-a en la sangre a una actividad de pDC
inferior. A una actividad de pDC inferior, no se observaron cambios significativos desde la semana 0 hasta la
semana 4 en el grupo de placebo; sin embargo, se observd un aumento significativo en los niveles de expresion
desde la semana 0 hasta la semana 4 en el grupo de JCM5805. A una actividad de pDC superior, no se observaron
cambios significativos desde la semana 0 hasta la semana 4 en el grupo de placebo y en el grupo de JCM5805
(datos no mostrados). Los resultados demuestran que la cantidad de transcripcion génica de IFN-a. en la sangre
humana aumenta por la ingestion de Lactfococcus lactis JCM5805.

La figura 22 muestra los resultados de ensayos para determinar la capacidad de produccién de IFN-o lograda
cuando las pDC sanguineas que presentan actividad de pDC inferior se estimulan con ADN CpG. A una actividad de
pDC inferior, no se observaron cambios significativos desde la semana 0 hasta la semana 4 en el grupo de placebo;
sin embargo, se observé un aumento significativo desde la semana 0 hasta la semana 4 en el grupo de JCM5805. A
una actividad de pDC superior, no se observaron cambios significativos desde la semana 0 hasta la semana 4 en el
grupo de JCM5805 (datos no mostrados). EI ADN CpG es un ligando de acido nucleico que selecciona como diana
TLRO9, y el mecanismo de reconocimiento de virus de pDC detecta ADN o ARN viral por medio de TLR9 o TLR7/8.
Por consiguiente, el mecanismo de reconocimiento de virus se estimulé de manera errénea mediante la adicion de
un ligando de acido nucleico (es decir, ADN CpG). Especificamente, los resultados de los experimentos indican que
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la activacion de pDC inducida por la estimulacion con ADN CpG se potencia en el grupo de JCM5805 y conduce a
una respuesta potenciada en el momento de la infeccién con virus.

La figura 23 muestra los resultados de los cuestionarios referentes a las condiciones fisicas. Para el grupo de
JCM5805 y el grupo de placebo, se determinaron cada semana el nimero total de dias durante los que se habian
desarrollado sintomas de resfriado y el nimero total de dias durante los que no se desarrollaron sintomas de
resfriado, y los resultados clinicos se sometieron a la prueba del cuadrado. Como resultado, se encontré que el
numero total de dias durante los que los sujetos en el grupo de JCM5805 habian desarrollado sintomas de resfriado
era significativamente menor, y se encontré que el nimero total de dias durante los que los sujetos no desarrollaron
sintomas de resfriado era mayor en la semana 4, en comparacion con el grupo de placebo. Esto indica que la
ingestion continua de Lactococcus lactis JCM5805 durante 4 semanas conduce a que los sujetos sean menos
susceptibles a resfriados.

Los resultados anteriores demuestran que las pDC sanguineas se activan cuando un ser humano ingiere
Lactococcus lactis JCM5805, la capacidad de produccion de IFN-a se potencia y las respuestas tras la infeccion con
virus mejoran, lo que conduciria en consecuencia a que una persona sea menos susceptible a los resfriados. Tales
efectos fueron particularmente significativos para sujetos con inmunidad inferior frente a la infeccion con virus
(actividad de pDC) y con un alto riesgo de coger un resfriado.

Aplicabilidad industrial

Pueden usarse bacterias del acido lactico capaces de activar pDC e inducir la produccién de IFN para un producto
farmacéutico o producto alimenticio o de bebida inmunoestimulador como agente para inducir la produccién de IFN.
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REIVINDICACIONES
Agente para su uso en un método de prevencion o tratamiento de infeccion con virus que comprende como
principio activo bacterias del acido lactico de forma esférica, en el que las bacterias del acido lactico son
Lactococcus lactis JCM5805 o Lactococcus lactis JCM20101.

El agente segun la reivindicacion 1, para el uso segun la reivindicacion 1, que es una preparacion oral.

Producto alimenticio o de bebida que comprende el agente segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2,
para su uso segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2.

El producto alimenticio o de bebida segun la reivindicacion 3, para su uso segun la reivindicacion 3, que es
un producto lacteo que contiene queso o yogur.

El producto alimenticio o de bebida segun las reivindicaciones 3 o 4, para su uso segun las reivindicaciones
3 0 4, que comprende las bacterias del acido lactico a 107 células/g o mas.
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Fig. 1A

1D der copa Ganeros Coleccion de cullive
JOM 11592 Bifidabacterivm breve JoM
JCM 1217 Bifidabacterium longum JCM
JUM 1021 Lactobeeilius actdoph ilus JCM
JCM 1023 Lactobretlius actdophifus JCM
JCM 1028 Laciobacillus acidophilus M
JCM 1032 Laciobacilfus aoidaphihue ICM
JCM 1034 Lactobacillus acidophilus JCM
JCM 1038 Laciobacillus r.rr.u'r.lf:.:p.’u'!u; JOM
JCM 1132 Lactobacillics acidophilus JoM
JCM 1229 Laciobacitlus acidophilis JCM
IFCy 3960 Lactabecillug brevis IFQ
IFO 12005 Lacrabacillus brevis IFQ
IFO 12530 Laetabacillus brevis IFD
IFO 13109 Lactobacillus brevis IFO
IFOQ 13110 Lactobaciline breviz IFQ
JCM 1050 Laciobacillus broviz JCM
IFO 130k Lactobacillus casei IFO
JICM 1134 Lactobacilus casei JCM
JOM 8120 Lacrobacillus casei JcM
MRIC 1916 Lactobacillus cared NRIC
MRIC 1917 Laetobacillus casei MRIC
MRIC 1936 Lacrobaciifus caset MRIC
MRIC 1937 Laciobacillus carel NERIC
NRIC 1941 Laciobacilfus cosei MRIC
MRIC 1942 Laciobaeillug casei MEIC
MNRIC 1944 Laciobacillus casei WRIC
NRIC 1945 Laciobaeillus easai MNRIC
MRIC 1946 Lactobaeillus casei WRIC
MNRIC 1963 Laciwbacillus cazei MRIC
MNEIC 1981 Laciobacillus cascl MRIC
JCM 1002 Lactobocillux defbrueckii subsp bulgaricus TCM
JCM 1012 Lactobacilus delbrueckii subm.hl’xmm JCM
NRIC 1962 Id'ﬂ'l'dhdr'ﬂ'nuﬁrmzmm NEIC
JCM 1017 Lactobacillus gasseri JCM
JChE 1130 Lactebacifius gasseri JCM
JCMIE3L Lactobacilius gasseri JCM
JCM 2124 Larrehacilius Basseri IO
JCM 5813 Lacrohariliuz gosseri JCM
JOM 5814 Lactobaciliuz gasseri JCM
JCM B7EY Lactobacilius gasseri oM
JCM 8700 Lartebacilius Wr‘f IO
JCM 1120 Leacrobacillus helveticus JCM
JCM 11355 Lactobaeilius slgardii JCM
JCM 1022 La'f.'l'dbﬂtr'ﬂu:jﬂ.’mmn’r JOM
JOM 2012 Lactobacillus folmscii Jond
JCM 2122 Lactabacillus jolnscmnii JoM
JOM 5812 Lactobacillus jolmcmii Jou
JCM BT91 Lactabactilus folmscrnit b [a.Y ]
JOM 8762 Lactobacillug jolmscmil JCM
JCM 8793 Lactobaciilus johnsemii JCM
JOM 5818 Laciobacilius kefiri ICM
NRIC 1068 Lactebacillus kimwehii NRIC
NRIC 1969 Lactobaviltuz bimpchii NRIC
NRIC 1970 Lactobacifius kimwchit MRIC
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Fig. 1B

ID de cepa Géneros Coleccion de cultivo
ATCC 253302 Lactobacillus paracasei ATCC
ATCC 25303 Lactobacillus paracasei ATCC

IFO 3533 Lactobacillus paracasei [FD

JCM 1053 Lactobacillus paracasei JCM

JCM 1109 Lactobacillus paracasei JCM

JCM 1111 Lactobacillus paracasei JCM

JCM 1133 Lactobaciilus paracasei ICM

JCM 1161 Lactobacillus paracasei JCM

JCM 1163 Lactobacillus paracasei JCM

JCM 1172 Laciobacillus paracasei JCM

JCM 1181 Lactobaciilus paracasei ICM

JCM 1556 Lactobacillus paracasei JCM

JCM 2123 Lactobacillus paracasei JCM

JCM 2769 Lactobacillus paracasei JCM

JCM 8131 Lactobacillus paracasel JCM

JCM 5132 Lactobacillus paracasei JCM

JCM 8133 Lactobacillus paracasei JCM

JCM 1358 Lactobacillus pentosus JCM

JCM 8333 Lactobacillus pentosus JCM

JCM 8334 Lactobacillus pentosus JCM

JCM 8335 Lactobacillus pentosus ICM

JCM 8336 Lactobacillus pentosus ICM

JCM B337 Lactobacillus pentosus JCM

JCM 8338 Lactobacillus pentosus ICM

JCM 8339 Lactabacillus penfosus JCM

JCM 8340 Lactobacillus pentosus JCM
ATCC BO14 Lactobacillus plantarum ATCC
ATCC 14917 Lactobacillus plantarum ATCC

JCM 1149 Lactobacillus plantarinm JCM

MRIC 1596 Lactobacillus plantarum MRIC

JCM 1112 Lactobacillus reuteri JCM
ATCC 53103 Laciobacillus rhamnosus ATCC

[FO 3425 Lactobacillus rhamnosus IFO

JCM 1136 Lactobacillus rhamnosus JCM

JCM 1157 Lactobacilfus sakei ICM

JCM 1150 Lactobacillus salivarius subsp salicins JCM
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Fig. 1C

ID de cepa Géneros Coleccion de cultivo
JCM 8723 Enterococcus casseliflavus JCM
JCM 8730 Enferococcus malodoratus JCm

NBRC 100934 Lactococcus garvieae NBRC
JCM 16167 Lacfococcus lactis subsp.cremoris JCM
JOM 20076 Lacfococcus lactis subsp.cremoris JCM

NBRC 100676 Lactococcus lactis subsp.cremoris NEBRC
JCM 1180 Lactococcus factis subsp. hordniae JCM
JCM 11040 Lactococcus lactis subsp.hordniae JCM
JCM 1158 Lactococcus lactis subsp.factis JCM
JCM 5805 L actococcus lactis subsp.lactis JCM
JCM 12650 Lacfococcus lactis subsp.laclis JCM
JCM 20101 Laclococeus laclis subsp.lactis JCM
JCM 20128 Lactococous laclis subsp.lactis JCM
JCM 20312 Lactococcus lactis subsp.lactis JCM
JCM 20399 Lactococeus lactis subsp.lactis JCM

NBRC 12007 Lactococeus lactis subsp.lactis NBRC
NRIC 1147 Lactococous laclis subsp.lactis NRIC
MRIC 1148 Lactococcus lactis subsp.lactis NRIC
NRIC 1150 Lactococous lactis subsp. lactis NRIC

NMBRC 12455 Leuconosfoc lactis NBRC

NRIC 328 Leuconosfoc lactis NRIC
MRIC 1540 Leuconosfoc lactis NRIC
MRIC 1575 Leuconostoc lactis NRIC
JCM 8124 Leuconosioc mesenteroides JCM

NBRC 100486 L euconostoc mesenteroides NBRC
JCM 5888 Pediococcus damnosus JCM
JCOM 2026 Pediococcus pentosaceus JCM
JCM 5885 Pediococcus pentosaceus JCM
JCM 5890 Pediococcus penfosaceus JCM
JCM 20314 Pediococcus pentosaceus JCM
JCM 20455 Fediococcus pentosaceus JCM
JCM 20026 Streptococcus thermophilus JCM

5T-21 Streptococcus thermophilus DANISCO
TA40 Streptococcus thermophilus DANISCO
TA45 Streptococcus thermophilus DANISCO
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Fig. 2A

Bacterias con forma Bacterias de forma
de bacilo esférica

50 pg/ml < 0/90 13 /35
IFN-c: (0,00%) (34,29%)
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Fig. 2B

Bacterias con forma

Bacterias de forma

de bacilo esférica
100 pg/ml < 0/90 3/35
IFN-o (0,00%) (8,57%)
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Fig. 5A
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Fig. 5B

IFN-B
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Fig. 5C

IFN-y
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Fig. 5D

IFN-A
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Fig. 8
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Fig. 9A
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Fig. 9B
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Fig. 12
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Fig. 13A
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Fig. 13B
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Fig. 13C
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Fig. 13D
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Fig. 15A
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Fig. 15B

—ea— cirl

—&— JCM 5805

Dia -7

Dia-7 Dia0 Dia 3 Dia7

|

Administracion de
inmunosupresor

51



8000
7000 1
6000 1
5000 1
4000 1
3000 1
2000 1
1000 1

ES 2 668 096 T3

Fig. 16A
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Fig. 16B
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Fig. 16C
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Fig. 16D
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Fig. 18
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Fig. 19B
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Fig. 19C
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Fig. 20A
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Fig. 208
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Fig. 20C
(%) 3
120 - |
100 F
80 F -
60 ! r
Placebo JCM5805

# p<0,05 frente a placebo

63



(%)
120

100

80

60

ES 2 668 096 T3

Fig. 20D
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Fig. 20E
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Fig. 20F

(%)
120

N.S.

100 r

HH

Placebo JCM5805

66



Placebo

ES 2 668 096 T3

Fig. 21
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Fig. 22
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Fig. 23

Promedio Prueba de x?
de 1: sin sintomas Con sintomas > 1 cuadrado
puntuacion (valor de p)
JCM5805 90 43
Semana 1 0,601
Placebo 84 46
JCM5805 105 27
Semana 2 0,125
Placebo 95 38
JCM5805 93 38
Semana 3 0,220
Placebo 85 48
JCM5805 100 33
Semana 4 0,004
Placebo 78 55
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