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2

DESCRIPCIÓN

Método para regular la resistencia a los ácidos de microbios

Campo de la invención5

La presente invención se refiere a un método para regular la resistencia a los ácidos de un microorganismo, a un
microorganismo modificado, y a un método de escrutinio para un microorganismo que tiene resistencia a los ácidos.

Antecedentes de la invención10

En los últimos años, entre los microorganismos, han atraído la atención los microorganismos útiles que alcanzan el
tracto intestinal en un estado viable y muestran efectos eficaces sobre la salud del anfitrión. Estos microorganismos
útiles incluyen ciertas bacterias del género Lactobacillus o el género Bifidobacterium. Hasta ahora, se ha informado
de una serie de efectos sobre la salud de bacterias del género Lactobacillus que incluyen, además de la regulación15
de las funciones intestinales, tales como la mejora del estreñimiento o la diarrea, una acción para reducir el riesgo de
desarrollo de cáncer de mama (Bibliografía relacionada con patentes 1) y una capacidad para inducir la producción
de interleucina-12 (Bibliografía relacionada con patentes 2), y una serie de efectos sobre la salud de bacterias del
género Bifidobacterium que incluyen una acción inhibidora de la absorción de colesterol (Bibliografía relacionada con
patentes 3) y una acción inhibidora de la actividad de la elastasa (Bibliografía relacionada con patentes 4).20

Estos microorganismos útiles son necesarios para alcanzar el interior del tracto digestivo en un estado viable con el
fin de actuar eficazmente en el tracto digestivo y ejercer efectos sobre la salud. Sin embargo, existe una variedad de
entornos inhibidores del crecimiento o inhibidores del crecimiento tales como la temperatura, el pH, el oxígeno, la
presión osmótica y un ácido hasta que los microorganismos útiles alcanzan el interior del tracto digestivo. Por lo25
tanto, es importante si estos microorganismos son o no resistentes a los entornos inhibidores del crecimiento o los
inhibidores del crecimiento al utilizar estos microorganismos. En particular, un ácido es un factor importante para
determinar si estas bacterias pueden o no alcanzar el tracto digestivo. Por lo tanto, se puede decir que la resistencia
a los ácidos es una de las propiedades ventajosas para los microorganismos útiles.

30
Entre los microorganismos útiles, en particular, las bacterias del género Bifidobacterium son anaerobios obligados y
vulnerables al oxígeno, el bajo pH y la acidez elevada y tienen varias dificultades de manejo, tales como la
proliferación en el momento de la fabricación o la capacidad de supervivencia en el momento del almacenamiento en
un alimento o bebida fermentados. Para obtener los efectos sobre la salud de las bacterias del género
Bifidobacterium, se considera que es necesario que lleguen al intestino en un estado viable tantas bacterias como35
sea posible, y en particular, es un factor importante aumentar la capacidad de supervivencia de las bacterias en un
alimento o bebida, es decir, la tasa de llegada de los mismos al intestino después de comer o beber. Por lo tanto, se
puede decir que las bacterias del género Bifidobacterium que tienen una mayor resistencia a los ácidos y una mayor
velocidad de llegada al intestino son muy necesarias.

40
Como microorganismos útiles que tienen resistencia a los ácidos, se conocen Lactobacillus casei YIT9029 del
género Lactobacillus (Bibliografía relacionada con patentes 5), Bifidobacterium breve YIT12272 del género
Bifidobacterium (Bibliografía relacionada con patentes 6) y similares. Estos microorganismos útiles que tienen
resistencia a los ácidos están disponibles como una serie de productos comerciales en forma de diversos tipos de
productos lácteos fermentados o preparaciones farmacéuticas viables. En particular, un alimento o bebida de leche45
fermentada tiene una excelente palatabilidad y, por lo tanto, es fácil de tomar o beber continuamente y es adecuado
para la administración de estos microorganismos útiles.

Por otro lado, también es necesario debilitar la resistencia a los ácidos de los microorganismos en algunos casos, y
por lo tanto, es significativamente importante regular la resistencia a los ácidos de un microorganismo de la manera50
deseada.

En cuanto al mecanismo de regulación de la resistencia a los ácidos de los microorganismos, se menciona el
bombeo de protones al exterior de la célula bacteriana por medio de una bomba de protones dependiente de ATP.
Sin embargo, se presume que el mecanismo dependiente de ATP no funciona, ya que el ATP intracelular de los55
microorganismos se agota cuando los microorganismos se almacenan a una temperatura baja, y por lo tanto es
deseable regular la resistencia a los ácidos de los microorganismos utilizando un mecanismo de regulación de la
resistencia a los ácidos que funcione incluso en un estado de baja temperatura.

El gen fadD es un gen que se ha confirmado que está presente en algunos microorganismos y se supone que60
codifica una CoA ligasa de ácidos grasos de cadena larga, una enzima para convertir un ácido graso en acil-CoA.

Sin embargo, la relación entre el gen fadD y la resistencia a los ácidos no se conocía hasta ahora.
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Compendio de la invención

Problemas a resolver por la invención
15

La presente invención consiste en proporcionar un método para regular la resistencia a los ácidos de un
microorganismo controlando la expresión del gen fadD y un método de escrutinio para un microorganismo que tiene
resistencia a los ácidos utilizando el nivel de expresión del gen fadD como índice.

Medios para resolver los problemas20

Los autores de la presente invención han analizado exhaustivamente los genes de una cepa concreta de
Bifidobacterium breve que tiene resistencia a los ácidos y sus linajes entre las bacterias del género Bifidobacterium
que son anaerobios obligados y generalmente no tienen resistencia a los ácidos, y han encontrado que el nivel de
transcripción del gen fadD está significativamente suprimido en una cepa que muestra resistencia a los ácidos, que25
la resistencia a los ácidos de los microorganismos se puede regular mediante el control de la expresión del gen
fadD, y que los microorganismos que tienen resistencia a los ácidos se pueden seleccionar a través del escrutinio
utilizando el nivel de expresión del gen fadD o similares como índice.

Específicamente, la presente invención se refiere al objeto de estudio objeto de las reivindicaciones 1 a 10, en30
particular a los siguientes apartados 1) a 10).

1) Un método para regular la resistencia a los ácidos de un microorganismo, que comprende controlar la
expresión del gen fadD presente en el microorganismo.
2) El método para regular la resistencia a los ácidos de acuerdo con el apartado 1), en donde la resistencia a35
los ácidos es la resistencia a los ácidos que mantiene una función en un estado de baja temperatura.
3) El método para regular la resistencia a los ácidos de acuerdo con los apartados 1) o 2), en donde la
resistencia a los ácidos se mejora inhibiendo o suprimiendo la expresión del gen fadD.
4) El método para regular la resistencia a los ácidos de acuerdo con el apartado 3), en donde un nivel de
transcripción relativo es de 1% o menos.40
5) El método para regular la resistencia a los ácidos de acuerdo con los apartados 3) o 4), en donde un nivel
de transcripción relativo es de 0,1% o menos.
6) El método para regular la resistencia a los ácidos de acuerdo con los apartados 1) a 5), en donde el
microorganismo es una bacteria del género Bifidobacterium.
7) El método para regular la resistencia a los ácidos de acuerdo con los apartados 1) a 6), en donde el45
microorganismo es Bifidobacterium breve.
8) Un microorganismo modificado, en donde la resistencia a los ácidos está regulada por el método de
acuerdo con el apartado 7), en donde se modifica la secuencia de un promotor que controla la transcripción
del gen fadD, y en donde, en el promotor que controla la transcripción del gen fadD, una secuencia de bases
68 pb aguas arriba de una base del codón de inicio se muta de timina (T) a citosina (C).50
9) Un alimento o bebida, o un producto farmacéutico, que comprende el microorganismo modificado de
acuerdo con el apartado 8).
10) Un método de escrutinio para seleccionar un microorganismo que tiene resistencia a los ácidos,
comprendiendo el método medir la presencia o ausencia y/o el nivel de expresión del gen fadD y/o un
producto de expresión del mismo.55

Efectos de la invención

De acuerdo con la presente invención, es posible producir fácilmente un microorganismo modificado que tenga una
mayor resistencia a los ácidos sin adquirir una cepa mutante que tenga resistencia a los ácidos mediante la mejora60
de la especie. La resistencia a los ácidos obtenida en la presente memoria se adquiere mediante la regulación de la
expresión del gen fadD y es diferente de la resistencia a los ácidos que depende de ATP después del cultivo de los
microorganismos y, por lo tanto, la función se ejerce incluso en un estado de baja temperatura. Además, el
microorganismo modificado presenta una mayor capacidad de supervivencia in vivo y, por lo tanto, puede ejercer de
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manera más confiable los efectos sobre la salud que tienen los microorganismos. Además, el microorganismo
modificado presenta una mayor capacidad de supervivencia en el almacenamiento a baja temperatura, y por lo tanto
es posible prolongar el período de almacenamiento del producto. Además, es posible cultivar el microorganismo en
un estado que tenga una mayor acidez en el momento de fabricar el producto y, por lo tanto, es posible aumentar el
número de microorganismos en el cultivo inicial y recuperar del cultivo una gran cantidad de microorganismos de una5
sola vez.

Además, de acuerdo con la presente invención, es posible producir fácilmente un microorganismo modificado que
muestra un debilitamiento de la resistencia a los ácidos. Un gran número de tales microorganismos modificados son
eliminados por el ácido gástrico y, por lo tanto, se pueden utilizar como un microorganismo que no ejerce los efectos10
sobre la salud que tienen los microorganismos en el estómago.

Además, de acuerdo con el método de escrutinio de la presente invención, es posible seleccionar simplemente un
microorganismo que tenga resistencia a los ácidos a través del escrutinio.

15
Breve descripción de los dibujos

La Fig. 1 es un diagrama para comparar las secuencias de bases en la región de un promotor que controla la
transcripción del gen fadD en Bifidobacterium. El número de la base 1 pb aguas arriba de la base del codón
de inicio se indica como -1. La porción rodeada por un cuadrado es el sitio en el que está presente la20
mutación.
La Fig. 2 es un gráfico que ilustra los niveles de transcripción relativos del gen fadD (con respecto a la cepa
YIT 4008).
La Fig. 3 es un diagrama para producir un ADN plasmídico para la expresión del gen fadD.
La Fig. 4 es un gráfico que ilustra los niveles de transcripción relativos del gen fadD (con respecto a la cepa25
YIT 4008) de transformantes.
La Fig. 5 son gráficos que ilustran la tasa de supervivencia después del tratamiento continuo con ácido-ácido
biliar.

Modos de llevar a cabo la invención30

La secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO: 1) del gen fadD en la presente invención y una pluralidad de secuencias
de nucleótidos que tienen una alta homología con esta se registran en la base de datos del NCBI, y se supone que
el gen fadD codifica una CoA ligasa de ácidos grasos de cadena larga, que es una enzima que convierte un ácido
graso en acil-CoA.35

En la presente invención, controlar la expresión del gen fadD incluye inhibir o suprimir la expresión del gen fadD o
potenciar o introducir de nuevo la expresión del gen fadD. Es posible potenciar la resistencia a los ácidos mediante
la inhibición o la supresión de la expresión del gen fadD, y es posible debilitar la resistencia a los ácidos aumentando
o introduciendo nuevamente la expresión del gen fadD.40

En la presente invención, el microorganismo diana en el que se controla la expresión del gen fadD no está
particularmente limitado. Sin embargo, los ejemplos de los mismos pueden incluir adecuadamente bacterias gram
positivas, bacterias gram negativas y levaduras útiles cuya resistencia a los ácidos se desea potenciar. Entre ellos,
son preferibles las bacterias gram positivas, y en particular, son preferibles las bacterias del género Lactobacillus y45
las bacterias del género Bifidobacterium cuya seguridad para el organismo vivo ha sido confirmada.

En cuanto a las bacterias del género Lactobacillus, es preferible utilizar bacterias pertenecientes al grupo de
Lactobacillus casei, tales como Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus zeae y Lactobacillus
rhamnosus, y es posible utilizar Lactobacillus casei y Lactobacillus rhamnosus en particular.50

Además, los ejemplos de las bacterias del género Bifidobacterium pueden incluir Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium catenulatum, Bifidobacterium pseudocatenulatum, y Bifidobacterium angulatum, y es posible utilizar
adecuadamente Bifidobacterium breve en particular.55

Las bacterias del género Bifidobacterium que muestran efectos fisiológicos útiles para el ser humano son adecuadas
como diana de aplicación de la presente invención, ya que son anaerobios obligados y vulnerables al oxígeno, el pH
bajo y la alta acidez y tienen varias dificultades en el manejo, tales como la proliferación en el momento de la
fabricación o la capacidad de supervivencia en el momento del almacenamiento.60

En la presente invención, la inhibición o supresión del gen fadD incluyen típicamente (i) inhibir o suprimir la
transcripción del gen fadD al ARNm de fadD y (ii) inhibir o suprimir la traducción del ARNm de fadD en la proteína
fadD. Sin embargo, no se limita a esto.
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Para la inhibición de la expresión del gen fadD, el gen se puede desorganizar o eliminar a través del método de
inactivación por inserción en el que un fragmento de ADN completamente diferente de un gen diana se inserta en el
gen, o el método de doble entrecruzamiento por etapas en el que la totalidad o una porción de un gen diana se
elimina mediante recombinación homóloga por etapas. Particularmente, el método de doble entrecruzamiento por
etapas se emplea de manera preferible.5

Específicamente, cuando se elimina la totalidad o una porción del gen fadD, dos regiones que forman un sándwich
con la región de deleción se separan del ADN cromosómico o se separan después de la amplificación por PCR, y los
dos fragmentos de ADN se clonan en un vector plasmídico (p. ej., pYSSE3) que puede replicar en Escherichia coli
pero no en un microorganismo de interés, de modo que los fragmentos estén alineados en la misma dirección que la10
dirección original. Posteriormente, el ADN plasmídico recombinante resultante se introduce, mediante
electroporación o una técnica similar, en un microorganismo en el que se hace que se produzca la deleción. A través
de la PCR o una técnica similar, se selecciona, a partir de los clones resistentes a los antibióticos resultantes, un
clon en el que el plásmido ha sido insertado en el cromosoma mediante recombinación en una región homóloga a la
región clonada anterior aguas arriba o aguas abajo de la región de deleción diana. El clon obtenido de este modo se15
subcultiva repetidamente en un medio que no contiene antibióticos, para seleccionar de ese modo los clones que
han perdido resistencia a los antibióticos mediante la eliminación del plásmido del cromosoma por recombinación
entre regiones homólogas flanqueantes y por la desaparición del plásmido en el crecimiento bacteriano. A través de
la PCR o una técnica similar, se puede seleccionar, entre los clones así obtenidos, un clon en el que se haya
eliminado la región del gen fadD.20

La supresión de la expresión del gen fadD se puede llevar a cabo a través del llamado método de interferencia de
ARN, en el que se sintetiza un fragmento corto de ARN complementario de la región del extremo 5' del ARNm del
gen, o un método en el que un gen regulador o una región para controlar la expresión del gen se interrumpen o se
eliminan. Particularmente, se prefiere la modificación de una región para controlar la expresión del gen.25
Específicamente, el nivel de transcripción del gen fadD en ARNm se puede aumentar o reducir modificando la
secuencia de un promotor para controlar la transcripción del gen fadD. Como se emplea en la presente memoria,
reducir el nivel de transcripción del gen fadD en ARNm se refiere a que el nivel de transcripción relativo se reduce
1% o menos y preferiblemente 0,1% o menos. El nivel relativo de transcripción se refiere a aquél que se obtiene al
dividir el nivel de expresión del gen fadD en un microorganismo que tiene un gen fadD de tipo modificado por el nivel30
de expresión (por ejemplo, nivel de expresión de ARNm) del gen fadD en un microorganismo que tiene un gen fadD
de tipo salvaje entre los microorganismos de la misma especie. Como se emplea en la presente memoria, el
microorganismo que tiene un gen fadD de tipo salvaje se refiere a un microorganismo en el que la secuencia de
bases del gen fadD o su promotor no está mutada y la expresión del gen fadD no está potenciada o introducida o
inhibida o suprimida, y un microorganismo que tiene un gen fadD de tipo modificado se refiere a un microorganismo35
en el que la expresión del gen fadD se potencia, introduce o inhibe o suprime mediante la modificación o similar de
la secuencia de bases del gen fadD o su promotor.

Además, como se usa emplea en la presente memoria, modificar la secuencia del promotor se refiere a un caso en
el que una porción de las bases (por ejemplo, de aproximadamente 1 a 20 bases, preferiblemente de 1 a 10 bases, y40
más preferiblemente de 1 a 5 bases) que constituyen el fragmento de ADN en la región promotora se ha sustituido o
eliminado o un caso en el que se añaden o insertan de 1 a varias bases (por ejemplo, de 1 a 10 bases y
preferiblemente de 1 a 5 bases). Por ejemplo, en el promotor del gen fadD, se refiere a que la secuencia de bases
de 68 pb aguas arriba de una base del codón de inicio está sustituida de timina (T) a citosina (C).

45
Mientras tanto, la potenciación de la expresión del gen fadD se puede llevar a cabo, por ejemplo, mediante un
método en el que un plásmido recombinante que porta el gen se introduce en un microorganismo de interés; un
método en el que el gen se integra en otro sitio del cromosoma a través de recombinación específica del sitio, para
aumentar así el número de copias del gen en un microorganismo; o un método en el que el nivel de expresión del
gen se incrementa modificando una región promotora del gen e incrementando el nivel de transcripción del gen a50
ARNm. Es particularmente preferido un método para incrementar el número de copias del gen.

La introducción del gen fadD en otro microorganismo se puede llevar a cabo, por ejemplo, mediante el método de
competición que utiliza la capacidad de absorción de ADN, el método de PEG con protoplastos que utiliza un
protoplasto, o la electroporación mediante pulsos de alto voltaje. Además, la integración del gen fadD en el55
cromosoma de un microorganismo se puede llevar a cabo mediante recombinación homóloga o integración
específica del sitio.

Adicionalmente, como un método específico para aumentar el número de copias del gen fadD, se puede mencionar
un método en el cual el gen fadD (que incluye la secuencia promotora original y el sitio de unión al ribosoma del gen)60
o el polinucleótido (preparado ligando solamente una región codificante de polipéptido del gen aguas abajo de un
promotor y un sito de unión al ribosoma que se ha separado de otro gen o se ha sintetizado químicamente) se clona
en un plásmido que tiene una pluralidad de copias por célula microbiana, y se introduce el plásmido en células
microbianas a través de electroporación o una técnica similar. Mediante el uso del método, se puede incrementar el
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número de copias del gen en las células microbianas.

En la presente invención, se puede emplear un microorganismo modificado que ha sido regulado para mostrar una
mayor resistencia a los ácidos mediante el control de la expresión del gen fadD para producir un alimento, bebida o
producto farmacéutico que muestran eficazmente varios efectos fisiológicos que son intrínsecos al microorganismo,5
ya que la resistencia a los ácidos del mismo se ha potenciado. Además, se puede emplear un microorganismo
modificado que ha sido regulado para mostrar una débil resistencia a los ácidos, por ejemplo, un microorganismo
que muestra varios efectos fisiológicos que son intrínsecos al microorganismo antes de que llegue al estómago y
que no actúa en el estómago.

10
Como se emplea en la presente memoria, resistencia a los ácidos significa resistencia a todos los ácidos que tiene
un microorganismo de interés, en particular, ácidos gástricos o ácidos biliares, y más específicamente, se refiere a la
resistencia a los ácidos que funciona incluso en un estado de baja temperatura. Es decir, la resistencia a los ácidos
es claramente diferente de la resistencia a los ácidos dependiente de ATP que se supone que no funciona en un
estado de baja temperatura.15

Como se emplea en la presente memoria, el estado de baja temperatura significa estar en un estado de 0 a 10°C.
Específicamente, se menciona el almacenamiento en un estado de baja temperatura (almacenamiento a baja
temperatura), y sus ejemplos incluyen el almacenamiento a 10°C o menos durante 7 días o más, el almacenamiento
a 5°C o menos durante 14 días o más, y el almacenamiento a 4°C o menos durante 14 días o más.20

La potenciación de la resistencia a los ácidos significa que la resistencia a los ácidos del microorganismo modificado
se potencia en comparación con el microorganismo antes de modificarse, ya que la expresión del gen fadD se inhibe
o se suprime modificando el gen fadD o su promotor del microorganismo. Más específicamente, se menciona la
propiedad que consiste en que la tasa de supervivencia (la proporción del número de bacterias vivas después de un25
tratamiento con ácido gástrico con respecto al número de bacterias vivas antes del tratamiento con ácido gástrico)
del microorganismo modificado es 5 o más veces y preferiblemente 10 o más veces mayor en comparación con la
tasa de supervivencia del microorganismo antes de ser modificado cuando el microorganismo modificado que ha
sido cultivado a 1 × 108 células/mL o más se almacena a baja temperatura en condiciones de 4°C durante 7 días y a
continuación se trata con ácido gástrico a 37°C durante 60 minutos. Alternativamente, se menciona la propiedad que30
consiste en que la tasa de supervivencia es 30 o más veces y preferiblemente 50 o más veces mayor cuando se
almacena en condiciones de 4°C durante 14 días o que la tasa de supervivencia es 100 o más veces y
preferiblemente 150 o más veces más alta cuando se almacena en condiciones de 4°C durante 19 días. Además, se
menciona la propiedad que consiste en que la tasa de supervivencia (la proporción del número de bacterias vivas
después de un tratamiento continuo de ácido gástrico-ácido biliar con respecto al número de bacterias vivas antes35
del tratamiento continuo de ácido gástrico-ácido biliar) del microorganismo modificado es 10 o más veces y
preferiblemente 30 o más veces más alta en comparación con la tasa de supervivencia del microorganismo antes de
ser modificado cuando el microorganismo modificado que ha sido cultivado a 1 × 10

8
  células/mL o más se almacena

a una temperatura baja en condiciones de 4°C durante 7 días, a continuación se trata con ácido gástrico a 37°C
durante 60 minutos y se trata adicionalmente con ácido biliar a 37°C durante 60 minutos, o se menciona la propiedad40
que consiste en que la tasa de supervivencia es 100 o más veces y preferiblemente 200 o más veces más alta
cuando se almacena en condiciones de 4°C durante 14 días. Como se emplea en la presente memoria, como ácido
gástrico y ácido biliar, por ejemplo, se pueden emplear jugo gástrico artificial (pH: 3,3) y bilis artificial (bilis bovina al
1,0% (Oxgall)) descritos en el documento WO 2011/105335.

45
Cuando el microorganismo modificado de la presente invención se incorpora a un alimento o bebida o en un
producto farmacéutico, se pueden emplear células vivas, células calentadas (células muertas) o células liofilizadas
del microorganismo. Alternativamente, se puede emplear un producto cultivado que contiene el microorganismo, o
se pueden emplear células procesadas del microorganismo. Preferiblemente, se emplean células vivas del
microorganismo.50

Cuando el microorganismo modificado de la presente invención se emplea en un producto farmacéutico, el
microorganismo se puede mezclar con un portador no tóxico farmacéutico sólido o líquido, y la mezcla se puede
administrar en forma de un producto farmacéutico convencional. Los ejemplos de tal producto farmacéutico incluyen
productos sólidos tales como comprimidos, gránulos, polvo y cápsulas; productos líquidos tales como soluciones,55
suspensiones y emulsiones; y productos liofilizados. Tal producto farmacéutico se puede preparar mediante una
técnica habitual para la producción farmacéutica. Los ejemplos del portador no tóxico farmacéutico mencionado
anteriormente incluyen glucosa, lactosa, sacarosa, almidón, manitol, dextrina, glicérido de ácido graso,
polietilenglicol, hidroxietilalmidón, etilenglicol, éster de ácido graso de polioxietilen sorbitán, aminoácidos, gelatina,
albúmina, agua y solución salina. Si fuera necesario, el producto farmacéutico puede contener adecuadamente un60
aditivo convencional tal como un estabilizador, un humectante, un emulsionante, un aglutinante, un agente osmótico
o un excipiente.

El microorganismo modificado de la presente invención también se puede incorporar a un alimento o bebida además
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del producto farmacéutico mencionado anteriormente. Cuando el microorganismo se incorpora a un alimento o
bebida, el microorganismo se puede emplear tal cual o mezclar con diversos ingredientes nutricionales. El alimento o
bebida resultante se puede emplear para producir un alimento saludable o material alimentario que exhibe
eficazmente diversos efectos fisiológicos que son intrínsecos al microorganismo, ya que la resistencia a los ácidos
se ha regulado de una manera deseada. Específicamente, cuando el microorganismo modificado obtenido a través5
del método de la presente invención se incorpora a un alimento o bebida, el microorganismo se puede mezclar
apropiadamente con un aditivo que se puede emplear en un alimento o bebida, y la mezcla se puede preparar, por
medios convencionales, en una forma adecuada para uso comestible; por ejemplo, gránulos, partículas,
comprimidos, cápsulas o pasta. El microorganismo se puede añadir a una variedad de alimentos; por ejemplo,
productos cárnicos procesados (p. ej., jamón y salchichas), productos pesqueros procesados (p. ej., kamaboko y10
chikuwa), pan, confitería, mantequilla y leche en polvo. Alternativamente, el microorganismo se puede añadir a
bebidas tales como agua, zumo de frutas, leche, bebidas refrescantes y bebidas de té. Como se emplea en la
presente memoria, el alimento o bebida abarca alimentos para animales.

Los ejemplos de los alimentos o bebidas de la presente invención incluyen alimentos y bebidas fermentados15
producidos por el uso del microorganismo de la presente invención, tales como leche fermentada, bebidas con
bacterias de ácido láctico, leche de soja fermentada, zumo de fruta fermentada y extracto de plantas fermentadas.
Tal comida o bebida fermentada se puede producir a través de un método habitual. Por ejemplo, un producto lácteo
fermentado se puede producir a través del siguiente procedimiento. En primer lugar, solo el microorganismo
modificado de la presente invención se inocula en un medio de leche esterilizado, o el microorganismo modificado y20
otro microorganismo se inoculan simultáneamente al medio, seguido de cultivo, y el producto cultivado se
homogeneiza para producir así una base de leche fermentada. Posteriormente, se añade un jarabe preparado por
separado y se mezcla con la base de leche fermentada, y la mezcla se homogeneiza por medio de, por ejemplo, un
homogeneizador, seguido de la adición de un sabor a la mezcla resultante, para así producir un producto final. El
producto lácteo fermentado producido de este modo puede estar en cualquier forma, tal como un producto de tipo25
plano que no contiene jarabe (edulcorante), un producto de tipo blando, un producto de tipo de sabor a fruta, un
producto sólido o un producto líquido.

El microorganismo producido a través del método de la presente invención y regulado para exhibir una mayor
resistencia a los ácidos exhibe una alta resistencia a los ácidos incluso en un estado de baja temperatura, y por lo30
tanto exhibe una alta capacidad de supervivencia en un producto que contiene ácido. Por lo tanto, la reducción del
número de células vivas o el aumento en la tasa de muerte celular se suprimen durante el almacenamiento a baja
temperatura del producto. Además, la especificación del producto se mantiene fácilmente, y el producto exhibe
eficazmente efectos fisiológicos generales (p. ej., regulación de las funciones intestinales) de un microorganismo (p.
ej., una bacteria del género Lactobacillus). Cuando la resistencia a los ácidos de una cepa bacteriana del género35
Lactobacillus o Bifidobacterium que originalmente tiene un efecto fisiológico específico (p. ej., el efecto anticanceroso
o el efecto de erradicación de Helicobacter pylori) se potencia a través del método de la presente invención, la cepa
bacteriana se puede aplicar a varios alimentos y bebidas, y el efecto fisiológico de la cepa bacteriana se puede
potenciar en virtud de la mejora de la capacidad de supervivencia de la cepa bacteriana.

40
Además, el microorganismo producido a través del método de la presente invención y regulado para exhibir una
resistencia a los ácidos debilitada es destruido principalmente por el ácido gástrico. Por lo tanto, el microorganismo
puede ser utilizado como un microorganismo que exhibe varios efectos fisiológicos que son intrínsecos al
microorganismo antes de llegar al estómago y no actúa en el estómago.

45
Como se describió anteriormente, la resistencia a los ácidos de los microorganismos aumenta cuando se inhibe o
suprime la expresión del gen fadD. Por lo tanto, se puede seleccionar un microorganismo que exhibe resistencia a
los ácidos a través del escrutinio utilizando el nivel de expresión del gen fadD y/o un producto de expresión del
mismo como índice. Es decir, el microorganismo que exhibe resistencia a los ácidos se puede seleccionar a través
de escrutinio midiendo la presencia o ausencia y/o el nivel de expresión del gen fadD y/o un producto de expresión50
del mismo. Los ejemplos de un producto de expresión de un gen pueden incluir ARNm y un polipéptido, y los
ejemplos del polipéptido pueden incluir un polipéptido de una secuencia de aminoácidos representada por SEC ID
NO: 9.

Para la medición del nivel de expresión del gen fadD y/o un producto de expresión del mismo, la presencia o55
ausencia del gen fadD en un microorganismo, el número de copias del gen o el nivel de expresión del mismo se
determina mediante hibridación de Southern, hibridación Northern, micromatrices de ADN o RT-PCR mediante el
uso de una sonda o cebador que pueda detectar el gen fadD o el ARNm derivados de allí. Alternativamente, la
cantidad de un polipéptido se determina mediante el método de absorción ultravioleta, espectrofotometría tal como el
método BCA (método del ácido bicinconínico) o el método de Lowry, o la electroforesis. Un microorganismo de60
interés (microorganismo que tiene resistencia a los ácidos) se selecciona basándose en la presencia o ausencia del
gen fadD o un producto de expresión del mismo o el nivel de expresión del mismo.

Con el fin de realizar con eficacia la modificación mencionada anteriormente del gen o el escrutinio de
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microorganismos, preferiblemente, se emplea un vector recombinante que contiene el polinucleótido de SEC ID NO:
1 o una porción del mismo, un cebador para PCR o RT-PCR que contiene una porción (fragmento) del polinucleótido
de SEQ ID NO: 1, un cebador para PCR o RT-PCR que puede amplificar el polinucleótido de SEQ ID NO: 1 o una
porción del mismo, o un fragmento de ácido nucleico para hibridación que contiene un polinucleótido que hibrida
específicamente con el polinucleótido de SEQ ID NO: 1 o una porción del polinucleótido.5

El fragmento de ácido nucleico (por ejemplo, cebador) que se puede emplear en la presente invención es
generalmente, por ejemplo, un nucleótido sintetizado químicamente sobre la base de la información sobre la
secuencia de nucleótidos del gen de la presente invención. Preferiblemente, dicho nucleótido tiene una secuencia
parcial de nucleótidos correspondiente a la secuencia de nucleótidos de SEC ID NO: 1, e incluye de 10 a 5010
nucleótidos consecutivos (preferiblemente de 15 a 35 nucleótidos consecutivos).

La presente invención se describirá a continuación con más detalle por medio de los Ejemplos.

Ejemplos15

Ejemplo 1 Confirmación del sitio de mutación en la región promotora del gen fadD

Las secuencias de bases en la vecindad del gen fadD de Bifidobacterium breve YIT 12272 (FERM BP-1132 0) que
tienen resistencia a los ácidos y Bifidobacterium breve YIT 4008 (FERM BP-4538) y Bifidobacterium breve YIT 406520
(FERM BP-6223) que fueron sus linajes se determinaron mediante el método del terminador con colorante de
acuerdo con el método convencional y se compararon entre sí. Como resultado, se ha considerado que existe la
posibilidad de que la secuencia de bases de 68 pb aguas arriba de la base del codón de inicio en el promotor del
gen fadD en YIT 12272 haya sido mutada de timina (T) a citosina (C), lo que da como resultado un cambio en el
nivel de transcripción del gen fadD. El sitio de mutación en el promotor del gen fadD se ilustra en la Fig. 1.25

Ejemplo 2 Análisis del nivel de transcripción del gen fadD

Bifidobacterium breve YIT 12272 con resistencia a los ácidos y Bifidobacterium breve YIT 4008 y Bifidobacterium
breve YIT 4065, que eran sus linajes, se cultivaron anaerobiamente a 37°C utilizando medio MILS (Iwata y Morishita,30
Letter in Applied Microbiology, vol. 9, 165-168, 1989). Para el cultivo anaerobio, la fase gaseosa se reemplazó por
gas nitrógeno, el cierre se realizó con un tapón de butilo, seguido de un cultivo estático.

El ARN total se extrajo de cada cepa en la fase de crecimiento logarítmico utilizando el RNeasy Mini Kit (fabricado
por QIAGEN). A continuación, se preparó una solución de ADNc utilizando 1 µg de ARN y el Kit de Síntesis de ADNc35
de la 1ª hebra PrimeScript (fabricado por TAKARA BIO INC.). Se realizó una PCR en tiempo real (95°C durante 30
segundos, seguida de 40 ciclos de 95°C durante 5 segundos y 60°C durante 34 segundos) utilizando la solución de
ADNc preparada a partir de cada cepa como molde, la SYBR Premix Ex Taq. (fabricada por TAKARA BIO INC.) y los
cebadores mostrados en la Tabla 1 con el ABI PRISM 7500 (fabricado por Applied Biosystems por Thermo Fisher
Scientific Inc.), para medir así los niveles de transcripción del gen fadD y el gen de ARN 16S. Cabe señalar que la40
corrección entre muestras se realizó utilizando el nivel de transcripción del gen de ARN 16S como un patrón interno.

[Tabla 1]

Diana Directo Inverso

fadD CACCTCCTATGACTGGGATCTGAC (SEC ID NO: 2) TGACGATATTGCGGATTTGTTC (SEC ID NO: 3)

16rRNA ATCGGGCTTTGCTTGGTG (SEC ID NO: 4) GAGCATCCGGCATTACCAC (SEC ID NO: 5)

El nivel de transcripción del gen fadD en cada cepa se ilustra en la Fig. 2 como un valor relativo con respecto a YIT45
4008 que tiene un gen fadD de tipo salvaje. El nivel de transcripción del gen fadD en YIT 4065 fue comparable al de
YIT 4008. Sin embargo, el nivel de transcripción se redujo en gran medida en YIT 12272 en el que se produjo una
mutación aguas arriba del gen fadD, y el nivel de transcripción relativo del mismo fue de 0,1% o menos en
comparación con el de YIT 4008 y fue de 0,1% o menos incluso en comparación con el de YIT 4065.

50
Ejemplo 3 Producción de transformante con un gen fadD de tipo salvaje introducido y nivel de transcripción relativo
del gen fadD en el transformante

Para examinar la influencia del gen fadD sobre la resistencia a los ácidos, se preparó una cepa HM0102
transformante obtenida introduciendo el promotor del gen fadD y el gen fadD derivado de YIT 4008 en YIT 12272.55

Primero, se realizó la PCR (30 ciclos de 96°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 150
segundos) utilizando el ADN genómico de YIT 4008 como molde, el KOD-Plus- (TOYOBO CO., LTD.) Y los
cebadores mostrados en la Tabla 2 con el iCycler (fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.), para amplificar así un
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fragmento de ADN (SEQ ID NO: 6) que contiene el gen fadD completo, 300 pb aguas arriba del mismo, y 100 pb
aguas abajo del mismo.

[Tabla 2]

Nombre Secuencia

fadD-u300-Eco-Fw CGGAATTCAGGCGGAACAATCGGGGCAAA (SEC ID NO: 7)

fadD-d100-Eco-Rv CGGAATTCAAGCAACTAGAACGCCTCGGCT (SEC ID NO: 8)

La porción subrayada indica la secuencia de reconocimiento de la enzima de restricción.5

El fragmento de ADN amplificado y el vector pBEΔ4 descritos en JP-A-H10-262670 fueron digeridos con la enzima
de restricción EcoRI de acuerdo con el método convencional descrito en la misma bibliografía. Los fragmentos
digeridos resultantes se ligaron utilizando el kit de ligación de ADN Ver. 2.1 (fabricado por TAKARA BIO INC.), para
producir así un ADN plasmídico para la expresión del gen fadD bajo el control del promotor original. El diagrama de10
preparación del ADN plasmídico se ilustra en la Fig. 3.

El ADN plasmídico se introdujo en Bifidobacterium breve YIT 12272 mediante el método de electroporación. La
electroporación se realizó utilizando el GENE PULSER II (fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.) en las
condiciones de 200, 25 µF y 18 kv/cm. Posteriormente, la solución de reacción de electroporación se extendió sobre15
el medio de agar MILS con un suplemento de 3 µg/mL de eritromicina y se cultivó anaerobiamente a 37°C durante
72 horas utilizando el AnaeroPack (fabricado por MITSUBISHI GAS CHEMICAL COMPANY, INC.). La colonia así
producida se obtuvo como la cepa HM0102 transformante, el ADN plasmídico se extrajo por el método alcalino de
acuerdo con el método convencional, y se confirmó que el ADN plasmídico introducido se retuvo.

20
Mientras tanto, como control de la cepa HM0102, la cepa HM0101 se produjo introduciendo el vector pBEΔ4 solo en
YIT 12272 de una manera similar.

El nivel de expresión del gen fadD se midió para las tres cepas de YIT 12272, la cepa HM0101 y la cepa HM0102
por medio del método descrito en el Ejemplo 2. Se debe observar que el cultivo de la cepa HM0101 y la cepa25
HM0102 que fueron los transformantes se realizaron utilizando el medio Y-MILS obtenido ajustando la concentración
de extracto de levadura del medio MILS a 1,5% y añadiendo eritromicina para obtener una concentración final de 3
µg/mL.

Como resultado de la medición del nivel de transcripción del gen fadD de cada cepa, se encontró que el nivel de30
transcripción del gen fadD es alto en la cepa HM0102 en la que se han introducido un promotor del gen fadD de tipo
salvaje y el gen fadD en comparación con YIT 12272 y la cepa HM0101. El nivel de transcripción del gen fadD en
cada cepa se ilustra en la Fig. 4 como un valor relativo con respecto al nivel de transcripción del gen fadD en YIT
4008.

35
Ejemplo 4 Medición de la resistencia a los ácidos del transformante.

La resistencia al ácido después del almacenamiento a baja temperatura se midió para confirmar más claramente la
resistencia al ácido del transformante. Cada solución de cultivo de la cepa HM0101 (número de bacterias después
del cultivo: 8,5 × 108 células/mL) y la cepa HM0102 (número de bacterias después del cultivo: 8,8 × 108 células/mL)40
que habían sido cultivadas anaerobiamente durante una noche a 1 × 108 células/mL o más se almacenaron
anaerobiamente y estáticamente a 4°C en el medio descrito en el Ejemplo 3 anterior. Las soluciones de cultivo se
sometieron al tratamiento continuo con ácido gástrico-ácido biliar los días 0, 7, 14, 19 y 29 después del inicio del
almacenamiento, y se comparó la resistencia a los ácidos de ambas cepas entre sí.

45
El tratamiento continuo con ácido gástrico/ácido biliar se realizó de la siguiente manera utilizando jugo gástrico
artificial y bilis artificial descritos en la Bibliografía Relacionada con Patentes 6. En primer lugar, se añadieron 0,5 mL
de la solución de cultivo que se había almacenado a 4°C a 10 mL del jugo gástrico artificial (pH 3,3) que se había
mantenido caliente a 37°C de antemano, y la mezcla se agitó para realizar el tratamiento con ácido gástrico a 37°C
durante 60 minutos. A continuación, se añadieron 1 mL de bilis artificial (1,0% de Oxgall) y 5 mL de un tampón de50
reacción (solución de tampón que contenía 0,5% de cloruro de sodio, 0,1% de cloruro de potasio y 0,3% de
hidrógeno de sodio y que tenía un pH de 8,0) a 2 mL de la solución después de haber sido sometida al tratamiento
con ácido gástrico, y la mezcla se agitó para realizar continuamente el tratamiento con ácido biliar a 37°C durante 60
minutos. Un mililitro de cada una de las soluciones tratadas a los 0 minutos y 60 minutos después del tratamiento
con ácido gástrico y 120 minutos después de que el ácido gástrico y el tratamiento continuo con ácido biliar se55
diluyeran adecuadamente, se aplicaron mediante frotis en el medio de agar con ácido propiónico TOS (fabricado por
Yakult Pharmaceutical Industry Co., Ltd.), y se cultivó anaerobiamente con el AnaeroPack (fabricado por
MITSUBISHI GAS CHEMICAL COMPANY, INC.) a 37°C durante 72 horas. El número de colonias formadas se
multiplicó por el factor de dilución total para determinar el número de bacterias vivas por 1 mL de la solución de
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cultivo y la proporción del número de bacterias vivas después de cada tratamiento con respecto al número de
bacterias vivas a los 0 minutos después del tratamiento con ácido se adoptó como la tasa de supervivencia.

Aquí, la cepa HM0102 tiene un gen fadD de tipo salvaje, la cepa HM0101 tiene un gen fadD de tipo mutante, y los
genes distintos del gen fadD son exactamente iguales en ambas cepas, por lo que la cepa HM0102 corresponde a5
un microorganismo antes de ser sometido a la modificación del gen fadD y la cepa HM0101 corresponden a un
microorganismo modificado con el gen fadD.

Los resultados de la medición del número de bacterias vivas y la tasa de supervivencia de ambas cepas después del
tratamiento con ácido gástrico y después del tratamiento continuo con ácido gástrico y ácido biliar se ilustran en la10
Fig. 5, y la razón de la tasa de supervivencia de la cepa HM0101 con respecto a la de la cepa HM0102 se muestra
en la Tabla 3. Como resultado, la tasa de supervivencia después del tratamiento con ácido gástrico y el tratamiento
continuo con ácido gástrico y ácido biliar se redujo significativamente en la cepa HM0102 en la que se había
introducido un promotor del gen fadD de tipo salvaje a medida que pasaban los días de almacenamiento a baja
temperatura. Sin embargo, la amplitud de una reducción en la tasa de supervivencia era pequeña en la cepa15
HM0101 y la resistencia a los ácidos de la misma se había mejorado en comparación con la de la cepa HM0102.
También se indicó mediante la razón de la tasa de supervivencia que la resistencia a los ácidos de la cepa HM0101
se había mejorado. La mejora de la resistencia a los ácidos se observó notablemente en el caso de estar en un
estado de baja temperatura.

20
[Tabla 3]

Número de días de
almacenamiento

Razón de la tasa de supervivencia
después del tratamiento con ácido

gástrico

Razón de la tasa de supervivencia después del
tratamiento continuo con ácido gástrico y ácido

biliar

Día 7 10,5 30,7

Día 14 76,8 232

Día 19 187 *

Día 29 * *

Razón de la tasa de supervivencia = tasa de supervivencia de la cepa HM0101/tasa de supervivencia de la cepa
HM0102.
* No es posible calcular la razón ya que el número de bacterias de la cepa HM0102 está por debajo del límite de
detección.

A partir de los resultados anteriores, se ha revelado que un aumento en la transcripción del gen fadD actúa
reduciendo la resistencia a los ácidos de un microorganismo, en particular, Bifidobacterium breve, por el contrario, la
inhibición o supresión de la transcripción del gen fadD actúa mejorando la resistencia a los ácidos de un25
microorganismo, en particular, Bifidobacterium breve. Por lo tanto, se considera que la reducción del nivel de
transcripción del gen fadD se puede utilizar para mejorar la resistencia a los ácidos de un microorganismo sin
depender del contenido de ATP intracelular después del cultivo.

LISTA DE SECUENCIAS30

<110> KABUSHIKI KAISHA YAKULT HONSHA

<120> MÉTODO PARA REGULAR LA RESISTENCIA A LOS ÁCIDOS DE BACTERIAS
35

<130> YK0078

<150> JP 2013-251362
<151> 2013-12-04

40
<160> 9

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 145
<211> 2034
<212> ADN
<213> Bifidobacterium breve
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<400> 1

5
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<210> 2
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> oligonucleótido sintético

<400> 210

cacctcctat gactgggatc tgac                         24

<210> 3
<211> 2215
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleótido sintético20

<400> 3

tgacgatatt gcggatttgt tc                           22
25

<210> 4
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

30
<220>
<223> oligonucleótido sintético

<400> 4
35

atcgggcttt gcttggtg                              18

<210> 5
<211> 19
<212> ADN40
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético

<400> 545

gagcatccgg cattaccac                         19

<210> 6
<211> 243450
<212> ADN
<213> Bifidobacterium breve

<400> 6
55
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<210> 7
<211> 29
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleótido sintético

10
<400> 7

cggaattcag gcggaacaat cggggcaaa                        29

<210> 815
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>20
<223> oligonucleótido sintético

<400> 8

cggaattcaa gcaactagaa cgcctcggct                       3025

<210> 9
<211> 677
<212> PRT
<213> Bifidobacterium breve30

<400> 9

E14867867
31-05-2019ES 2 729 099 T3

 



15

E14867867
31-05-2019ES 2 729 099 T3

 



16

E14867867
31-05-2019ES 2 729 099 T3

 



17

E14867867
31-05-2019ES 2 729 099 T3

 



18

REIVINDICACIONES

1. Un método para regular la resistencia a los ácidos de un microorganismo, que comprende controlar la expresión
del gen fadD presente en el microorganismo.

5
2. El método para regular la resistencia a los ácidos según la reivindicación 1, en donde la resistencia a los ácidos es
una resistencia a los ácidos que mantiene una función en un estado de baja temperatura.

3. El método para regular la resistencia a los ácidos de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en donde la resistencia a
los ácidos se potencia inhibiendo o suprimiendo la expresión del gen fadD.10

4. El método para regular la resistencia al ácido según la reivindicación 3, en donde un nivel de transcripción relativo
es de 1% o menos.

5. El método para regular la resistencia al ácido de acuerdo con la reivindicación 3 o 4, en donde un nivel de15
transcripción relativo es de 0,1% o menos.

6. El método para regular la resistencia a los ácidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en
donde el microorganismo es una bacteria del género Bifidobacterium.

20
7. El método para regular la resistencia a los ácidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en
donde el microorganismo es Bifidobacterium breve.

8. Un microorganismo modificado, en donde la resistencia a los ácidos se regula mediante el método de acuerdo con
la reivindicación 7, en donde una secuencia de un promotor que controla la transcripción del gen fadD se modifica, y25
en donde, en el promotor que controla la transcripción del gen fadD, una secuencia de bases de 68 pb aguas arriba
de una base de codón de inicio se muta de timina (T) a citosina (C).

9. Un alimento, bebida o producto farmacéutico, que comprende el microorganismo modificado de acuerdo con la
reivindicación 8.30

10. Un método de selección para seleccionar un microorganismo que tiene resistencia a los ácidos, comprendiendo
el método medir la presencia o ausencia y/o el nivel de expresión del gen fadD y/o un producto de expresión del
mismo.

35
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Día 0 tras el almacenamiento Día 7 tras el almacenamiento

Día 14 tras el almacenamiento Día 19 tras el almacenamiento

Día 29 tras el almacenamiento

Tiempo de tratamiento (min) Tiempo de tratamiento (min)

Tiempo de tratamiento (min) Tiempo de tratamiento (min)

Tiempo de tratamiento (min)T
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