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DESCRIPCION
Nueva cepa de Lactobacillus paracasei
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una nueva cepa de Lactobacillus paracasei (cepa WON0604: FERM BP-11468)
que tiene actividad promotora de produccion de poliaminas en un organismo, asi como a su aplicacion y a
tecnologias relevantes.

Antecedentes de la técnica

Poliamina es un nombre general para hidrocarburos alifaticos que tienen dos o0 mas grupos amino primarios. Los
ejemplos tipicos de poliamina incluyen putrescina, espermidina, espermina y similares. La poliamina se sintetiza en
las células de todos los organismos, y esta implicada en la diferenciacion o proliferacion celular. Ademas de estas
actividades, existen informes recientes de que la poliamina tiene diversas actividades fisioldgicas utiles, que incluyen
un efecto antienvejecimiento (documento no de patente 1), una actividad de retardo de la progresion de
arterioesclerosis (documento no de patente 2), una actividad supresora de inflamacién aguda y crénica (documento
no de patente 3), una actividad de reduccién de grasa neutra, una actividad de mejora de resistencia a la insulina,
una actividad antiobesidad, una actividad de disminucién del nivel de colesterol, una actividad de aumento del
metabolismo basal (documento no de patente 4) y una actividad antialérgica (documento no de patente 5).

La biosintesis de poliaminas se produce en todos los animales, incluyendo humanos; sin embargo, esta capacidad
de sintesis disminuye con el envejecimiento. Por tanto, con el fin de recibir la actividad fisiologica util de poliaminas a
lo largo de la vida, ha habido debates en cuanto a la ingesta o administracion externa de poliamina, o la activacion
de la capacidad de sintesis de poliaminas en un organismo.

Hasta la fecha, se han sugerido varios alimentos y bebidas que contienen poliamina. Por ejemplo, el documento de
patente 1 divulga alimentos y bebidas que contienen poliamina extraida de diversas materias primas de origen
vegetal/animal. Se espera que tales alimentos y bebidas promuevan la sintesis de poliaminas en organismos (en
particular, en humanos), y proporcionen de ese modo las diversas actividades fisiolégicas utiles mencionadas
anteriormente, tales como un efecto antienvejecimiento, una actividad de retardo de la progresion de
arterioesclerosis, una actividad supresora de inflamacion aguda y crénica, una actividad de reduccion de grasa
neutra, una actividad de mejora de resistencia a la insulina, una actividad antiobesidad, una actividad de disminucion
del nivel de colesterol, una actividad de aumento del metabolismo basal o una actividad antialérgica. Ademas, se
espera que tales alimentos y bebidas actden, por ejemplo, en la mejora, retencién u homeostasis de biomarcadores
o similares relevantes para las actividades fisiolégicas anteriores, o en la prevencion del desarrollo de
enfermedades.

El documento de patente 2 y los documentos no de patente 6-8 divulgan cepas de Lactobacillus paracasei que
tienen actividad promotora de produccion de poliaminas, actividad de reduccién de grasa neutra hepatica y/o
actividad promotora del metabolismo energético. El documento de patente 3 y el documento no de patente 9
divulgan cepas de Lactobacillus paracasei que tienen actividad de disminucion del nivel de colesterol. EI documento
de patente 4 y el documento no de patente 10 divulgan cepas de Lactobacillus plantarum que tienen actividad
promotora de produccion de poliaminas.

Lista de referencias

Documentos de patente

Documento de patente 1: JP2010-263816A
Documento de patente 2: JP2009-102270A
Documento de patente 3: JP2007-189973A
Documento de patente 4: WO 2009/138092 A1

Documentos no de patente

Documento no de patente 1: Eisenberg T. et al., Nat Cell Biol 2009; 11 (11): 1305-1314
Documento no de patente 2: Soda K., Med. Hypotheses, 2010; 75 (3): 299-301

Documento no de patente 3: Lagishetty C.V. et al., Indian J. Pharmacol. 2008; 40 (3): 121-125
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Documento no de patente 6: Chorell E. et al., Bristish J. Nutr. 2013; 110 (1): 116-126
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Documento no de patente 9: Tanaka-Azuma Y. et al., Nippon Shokubin Kagaku Kogaku Kaishi 2009; 56 (3): 177-183
Documento no de patente 10: Sharafedtinov K. K. et al., Nutr. J. 2013; 12:138 pags. 1-11

Sumario de la invencion

Problema técnico

Un objeto que va a lograrse mediante la presente invencion es proporcionar un medio eficaz para promover la
sintesis de poliaminas en organismos (en particular, en organismos humanos).

Solucién al problema

En un intento de lograr el objeto anterior, los inventores de la presente invencién encontraron, entre los
microorganismos que pertenecen a Lactobacillus paracasei, un microorganismo capaz de promover la produccién de
poliaminas en organismos humanos y animales. Los inventores de la presente invencidon encontraron que este
microorganismo tiene actividad promotora de produccion de poliaminas en el intestino delgado, asi como actividad
de reduccion de grasa neutra hepatica y/o actividad promotora del metabolismo energético.

Los ejemplos representativos de la presente invencion se detallan a continuacion.

Elemento 1.

Cepa de Lactobacillus paracasei WONO0604 depositada como FERM BP-11468.

Elemento 2.

Cepa de Lactobacillus paracasei WON0604 segun el elemento 1, que tiene ademas actividad de reduccion de grasa
neutra hepatica.

Elemento 3.

Cepa de Lactobacillus paracasei WON0604 segun el elemento 1 6 2, que tiene ademas actividad promotora del
metabolismo energético.

Elemento 4.

Una composicion a la que se le ha afiadido la cepa de Lactobacillus paracasei WON0604 segun uno cualquiera de
los elementos 1 a 3.

Elemento 5.

La composicion segun el elemento 4, en la que la composicion es un promotor de la produccién de poliaminas.
Elemento 6.

Un agente para prevenir o tratar al menos una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en esteatosis
hepatica, esteatohepatitis no alcohdlica y cirrosis hepatica, comprendiendo el agente el Lactobacillus paracasei
segun el elemento 2.

Elemento 7.

Un agente para reducir la grasa neutra hepatica, que comprende el Lactobacillus paracasei segun el elemento 2.

Elemento 8.
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Un método para promover la producciéon de poliaminas en un humano que necesita un potenciamiento de la
produccion de poliaminas, que comprende administrar la cepa de Lactobacillus paracasei WONO0604 segun uno
cualquiera de los elementos 1 a 3 a un humano.

Elemento 9.

Un método para tratar o mejorar un paciente con esteatosis hepatica, que comprende administrar la cepa de
Lactobacillus paracasei WONO0604 segun el elemento 2 al paciente con esteatosis hepatica.

Elemento 10.

Uso del Lactobacillus paracasei segun el elemento 2 para la elaboracion de un agente para prevenir y/o tratar
esteatosis hepatica.

Efectos ventajosos de la invencién

La cepa de Lactobacillus paracasei WONO0604 depositada como FERM BP-11468 (esta cepa puede denominarse a
continuacion en el presente documento “el microorganismo de la presente invencion”) de la presente invencion tiene
actividad promotora de producciéon de poliaminas en organismos de humanos u otros animales. En la presente
invencion, esta actividad se denomina “actividad promotora de produccion de poliaminas”. Usando el
microorganismo de la presente invencion (por ejemplo, a través de ingesta o administracion), es posible promover la
produccion de poliaminas en un organismo humano o animal. Por consiguiente, la invencion permite que un humano
o un animal reciba de manera eficaz actividades fisiologicas utiles de poliamina (por ejemplo, un efecto
antienvejecimiento, una actividad de retardo de la progresidon de arterioesclerosis, una actividad supresora de
inflamacién aguda y cronica, una actividad de reduccién de grasa neutra, una actividad de mejora de resistencia a la
insulina, una actividad antiobesidad, una actividad de disminucion del nivel de colesterol, una actividad de aumento
del metabolismo basal, una actividad antialérgica y/o una actividad inmunoestimuladora, etc.).

Ademas, el microorganismo de la presente invencion tiene actividad de reduccidon de grasa neutra hepatica. Por
tanto, usando el microorganismo de la presente invencion, es posible disminuir el nivel de grasa neutra hepatica (por
ejemplo, la cantidad de grasa neutra acumulada en el higado). El microorganismo de la presente invencion es eficaz
para la retencion o mejora del metabolismo lipidico hepatico, o la prevencion o mejora de la esteatosis hepatica, la
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH, por sus siglas en inglés) y/o la cirrosis hepatica. Ademas, el microorganismo
de la presente invencion se espera que tenga un efecto de prevencion de la progresion de estas enfermedades en
canceres de higado, o un efecto de prevencion del desarrollo de enfermedades cardiovasculares.

El microorganismo de la presente invencion tiene actividad promotora del metabolismo energético en un organismo.
Por tanto, el uso del microorganismo de la presente invencion es eficaz para el mantenimiento de la salud en
humanos o animales, incluyendo la supresion de la ganancia de peso corporal, la supresion de la obesidad, la
reduccién de grasa corporal, la reduccién de grasa visceral y/o la prevencion del sindrome metabdlico. Ademas, el
microorganismo de la presente invencion se espera que tenga un efecto sobre la mejora o retenciéon de
biomarcadores relevantes con respecto a las actividades fisioldgicas anteriores.

Ademas, dado que el microorganismo de la presente invencion pertenece a Lactobacillus paracasei, que se ha
aplicado en el campo de la alimentacion, se cree que el microorganismo de la presente invencién es lo
suficientemente seguro como aditivo para composiciones de alimento. Tal como resulta evidente de ese modo, el
microorganismo de la presente invencion es adecuado para los campos de alimentos y bebidas y/o farmacos para
humanos u otros animales.

Descripcion de las realizaciones

1. Microorganismo

1-1. Actividad promotora de produccion de poliaminas

El microorganismo de la presente invencion tiene actividad promotora de produccion de poliaminas. Tal como se
describié anteriormente, la “actividad promotora de produccién de poliaminas” es una accién de promocion de la
produccion de poliaminas en organismos de humanos u otros animales.

La “poliamina” usada en la presente invencion es generalmente un nombre de colecciéon para los hidrocarburos
alifaticos que tienen dos o mas grupos amino primarios, que es una sustancia reconocida como poliamina. Los
ejemplos de poliamina incluyen putrescina, espermidina y espermina. La actividad promotora de produccion de
poliaminas del microorganismo de la presente invencién promueve la produccién de al menos una clase o dos
clases, mas preferiblemente todas las clases, de poliamina. Las células, los tejidos y los 6rganos en los que se
promueve la produccion de poliaminas (es decir, la sintesis de poliaminas en el organismo) por el microorganismo
de la presente invencién no estan particularmente limitados. Los ejemplos de los 6rganos incluyen cavidad bucal,
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esofago, estdbmago, duodeno, ciego, intestino delgado e intestino grueso, que son o6rganos en los que el
microorganismo administrado por via oral tiene efecto de manera directa. El intestino delgado es particularmente
preferible.

La actividad promotora de produccion de poliaminas del microorganismo de la presente invencion puede medirse
usando una técnica de analisis conocida. Especificamente, la actividad promotora de produccién de poliaminas del
microorganismo de la presente invencion puede medirse de la siguiente manera usando un animal modelo (por
ejemplo, ratones). Mas especificamente, los ratones se alimentan con el microorganismo de la presente invencion
durante un determinado periodo de tiempo, luego se aislan sus tejidos viscerales y se miden las cantidades de
poliamina en los tejidos. Ademas, las cantidades de poliamina medidas se comparan con las cantidades de
poliamina en los tejidos viscerales aislados de ratones que no se han alimentado con el microorganismo de la
presente invencion, midiendo de ese modo un aumento relativo por el microorganismo de la presente invencién. En
esta medicion, la muestra usada para la medicién de la cantidad de poliamina no esta particularmente limitada. Sin
embargo, es preferible medir y comparar las cantidades de poliamina en el tejido del intestino delgado y el contenido
cecal. Por ejemplo, cuando la medicion revela que la cantidad de poliamina en el intestino delgado aumenté
mientras que la cantidad de poliamina en el contenido del ciego no aumento, puede juzgarse que el microorganismo
tiene una accion de promocioén de la produccién de poliaminas en un organismo.

Es preferible que la cantidad de poliamina en el organismo aumente en un factor de 1,1 a 1,5 mediante la
administracion del microorganismo de la presente invencién a humanos u otros animales, en comparacion con la
antes de la administracion. Esto es, por ejemplo, para recibir un efecto de reducciéon de un aumento de la grasa
neutra hepatica suprimiendo la acumulacion excesiva de lipidos o promoviendo el metabolismo lipidico en el
organismo.

1-2. Caracteristicas micoldgicas

El microorganismo de la presente invencion pertenece a Lactobacillus paracasei. La tabla 1 a continuacion muestra
las propiedades micoldgicas preferibles del microorganismo.

Tabla 1
Forma de la célula Forma de bastén
Tincion de Gram Positiva
Motilidad Ninguna
Esporas Ninguna
Temperatura de crecimiento 30-40°C
Crecimiento en condicién anaerobia Positivo
Crecimiento en condicién aerobia Positivo
Produccién de gases Ninguna

1-3. Caracteristicas en cuanto a la formacion de colonias

El microorganismo de la presente invencion preferiblemente forma colonias que tienen las caracteristicas a
continuacién cuando el microorganismo se cultiva en medio de agar que tiene la formulacion a continuacion
(Lactobacilli MRS Agar n.° 288210) a 37°C durante 16 horas en condiciones anaerobias.

= Formulacién del medio (pH 6,5 + 0,2)

Proteosa-peptona n.° 3 1049
Extracto de carne 1049
Extracto de levadura 59
Glucosa 2049
Polisorbato 80 19
Citrato de amonio 2g
Acetato de sodio 59
Sulfato de magnesio 0,19
Sulfato de manganeso 0,059
Fosfato de dipotasio 159
Agar 159
Agua 1000 mi

= Forma de la colonia

Diametro: de 1 a2 mm
Color: blanco
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Forma: circular

Estado de elevacién: convexo
Margen: entero

Forma de superficie: lisa
Transparencia: translicida
Viscosidad: butirosa

1-4. Caracteristicas en cuanto a la asimilacion de hidrocarburos

La asimilacion de hidrocarburos del microorganismo de la presente invencion es preferiblemente tal como se
muestra en la tabla 2 a continuacion.

Tabla 2
. Presencia/ausencia . Presencia/ausencia
Hidrocarburo d L Hidrocarburo N
e asimilacion de asimilacion

Glicerol - Salicina +
Eritritol - D-celobiosa +
D-arabinosa - D-maltosa +
L-arabinosa - D-lactosa +
D-ribosa + D-melibiosa -
D-xilosa - D-sacarosa +
L-xilosa - D-trehalosa +
D-adonitol + D-inulina -
Metil-B-D-xilopirandsido - D-melezitosa +
D-galactosa + D-rafinosa -
D-glucosa + Almidon -
D-fructosa + Glucogeno -
D-manosa + Xilitol -
L-sorbosa + Gentiobiosa +
L-ramnosa - D-turanosa +
Dulcitol - D-lixosa +
Inositol - D-tagatosa +
D-manitol + D-fucosa -
D-sorbitol + L-fucosa -
Metil a-D-manopirandsido - D-arabitol -
Metil a-D-glucopirandsido + L-arabitol -
N-acetilglucosamina + Gluconato +
Amigdalina + 2-cetogluconato -
Arbutina + 5-cetogluconato -
Citrato férrico de esculina +

“ o«

En la tabla, “+” significa positivo y “-“ significa negativo.

1-5. Actividad de reduccion de grasa neutra hepatica

El microorganismo de la presente invencion preferiblemente tiene una actividad de reduccion de grasa neutra
hepatica cuando se ingiere por o se administra a humanos u otros animales. La grasa neutra no esta particularmente
limitada, pero generalmente es ftriglicérido. Dado que la actividad de reduccién de la grasa neutra hepatica del
microorganismo de la presente invenciéon hace posible reducir la cantidad de grasa neutra ya acumulada en el
higado, el microorganismo de la presente invencion es util para, por ejemplo, el tratamiento o la mejora de los
humanos que tienen esteatosis hepatica, asi como la prevencién de la progresion de esteatosis hepatica en
humanos con riesgo de esteatosis hepatica, o el mantenimiento de la salud. Ademas, el microorganismo de la
presente invencion también es util para la prevencion de la progresion a NASH, la cirrosis hepatica, el cancer de
higado y/o la cardiopatia debido a la acumulacion de grasa neutra hepatica.

La actividad de reduccion de grasa neutra hepatica del microorganismo de la presente invencion puede medirse
usando una técnica de analisis conocida. Especificamente, la actividad de reduccion de grasa neutra hepatica de la
presente invencion puede medirse usando un animal modelo (por ejemplo, ratones) segun los procedimientos a
continuacién. Los ratones se alimentan con el microorganismo de la presente invencion durante un determinado
periodo de tiempo; después de eso, se aislan sus higados y se extraen las grasas neutras segun el método de Folch
et al. (J. Biol. Chem. 1957; 226 (1): 497-509). Las cantidades de las grasas neutras se miden usando un kit obtenido
de un proveedor comercial. Con los mismos procedimientos, se miden las cantidades de grasas neutras en los
higados aislados de ratones que no se han alimentado con el microorganismo de la presente invencion. Luego, las
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cantidades de grasa neutra en los ratones alimentados con el microorganismo de la presente invencién se comparan
con las cantidades de grasa neutra en los ratones no alimentados con el microorganismo de la presente invencion,
midiendo de ese modo la actividad de reduccion de la grasa neutra hepatica.

1-6. Actividad promotora del metabolismo energético

El microorganismo de la presente invencion preferiblemente tiene actividad promotora del metabolismo energético
en un organismo cuando se ingiere por o se administra a humanos u otros animales. Mas especificamente, el
microorganismo de la presente invencion tiene una accion de promocion del metabolismo energético en el tejido
intestinal (en particular, en el tejido del intestino delgado) y/o el higado. Usando el microorganismo de la presente
invencion, es posible mejorar las constituciones, o aliviar el sindrome metabdlico y/o la obesidad o similares de
humanos u otros animales que necesitan la promocién del metabolismo energético.

Tal como se muestra en los ejemplos, la actividad promotora del metabolismo energético del microorganismo de la
presente invencion puede confirmarse midiendo los cambios en las cantidades de expresion de ARNm que codifica
para enzimas relacionadas con el metabolismo energético (Kondo et al., Am. J. Physiol. Endocrinol Metab, 291,
E1092-E1099, 2006). Ademas, la actividad promotora del metabolismo energético del microorganismo de la
presente invencion puede confirmarse mediante medicién calorimétrica en humanos u otros animales antes y
después de la ingesta del microorganismo de la presente invencion (Sasaki, Measurement of resting energy
expenditure and substrates expenditure using Indirect Calorimetry, 24, 5, 1021-1025; Kaiyala et al., Biochemistry and
Physiology, parte A 158, 252-264, 2011), mediciones de la cantidad de consumo de oxigeno y la produccion de
diéxido de carbono (Klaus et al., International Journal of Obesity, 29, 615-623, 2005) y/o mediciones de las
actividades de enzimas relacionadas con el metabolismo.

1-7. Otras actividades

Ademas de lo anterior, el microorganismo de la presente invencion preferiblemente tiene también actividad de
reduccion del nivel de glucosa en sangre, actividad de reduccién del nivel de grasa neutra en sangre, actividad de
reduccion del nivel de endotoxina en sangre, actividad de reduccion selectiva de acidos grasos saturados, actividad
promotora de la B-oxidacion de acidos grasos en el intestino delgado y el higado y/o actividad promotora de la
expresion de ARN TLR-2m en el intestino delgado, y similares. Por consiguiente, el microorganismo de la presente
invencion es util para el tratamiento de pacientes con diabetes en funcion de su actividad de reduccion del nivel de
glucosa en sangre, y también es util para el tratamiento de la septicemia en funcién de su actividad de reduccion del
nivel de endotoxina en sangre. Ademas, la actividad promotora de la p-oxidacion de acidos grasos en el intestino
delgado y el higado conduce a la promocién del metabolismo energético mencionada anteriormente. Ademas, dado
que la expresion de ARN TLR-2m en el intestino delgado aumenta la funcion de barrera de la mucosa del intestino
delgado vy, por tanto, produce actividad inmunoestimuladora (Cario et al., Gastroenterology, 132, 4, 1359-1374,
2007), se esperan los efectos sobre la prevencion o el tratamiento de enteropatia inflamatoria, infecciéon bacteriana,
infeccion viral, endotoxemia, cardiopatia, aterosclerosis, alergia alimentaria, dermatitis atopica y similares.

1-8. Cepa representativa

El microorganismo representativo de la presente invencion es la cepa WONO0604. Esta cepa se depositd
internacionalmente en el Depositario Internacional de Organismos de Patentes, Instituto Nacional de Ciencia y
Tecnologia Industrial Avanzada (central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki 305-8566 Japon) el 20 de febrero de
2012, con el numero de registro FERM BP-11468. La cepa WONO0604 satisface todas las caracteristicas 1-1 a 1-7
anteriores. El Depositario Internacional de Organismos de Patentes en el Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia
Industrial Avanzada se consolidd con el Depositario Internacional de Organismos de Patentes en el Instituto
Nacional de Tecnologia y Evaluacion de la Agencia Administrativa Incorporada (NITE) en abril de 2012, y se asumi6
su responsabilidad con respecto al Depositario de Organismos de Patentes por el Depositario Internacional de
Organismos de Patentes en el Centro de Recursos Bioldgicos del Instituto Nacional de Tecnologia y Evaluacion
(NITE-IPOD) (sala 120 2-5-8 Kazusa-Kamatari, Kisarazu-city, Chiba 292-0818 JAPON).

El microorganismo de la presente invencion esta preferiblemente en un estado aislado. Ademas, en lo que respecta
a la actividad promotora de producciéon de poliaminas, la actividad de reduccién de la grasa neutra hepatica y la
actividad promotora del metabolismo energético descritas anteriormente, el microorganismo de la presente invencion
puede ser células viables o células muertas, y puede estar en un estado de células purificadas, células mas o menos
purificadas, células mezcladas con medio no purificado o un extracto celular. El microorganismo de la presente
invencion es preferiblemente células viables porque las células viables muestran continua y eficazmente actividad
promotora de produccion de poliaminas en un organismo. Ademas, afiadiendo un conservante liofilizado
comunmente usado a las células viables para liofilizar las células, y conservando las células liofilizadas resultantes
en una nevera o en un congelador, es posible conservar las células viables durante un largo periodo de tiempo. En
una realizacioén, el microorganismo de la presente invencion esta en un estado liofilizado.

1-9. Método de obtencion del microorganismo de la presente invencion
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La fuente de la que va a aislarse el microorganismo de la presente invencion no esta particularmente limitada. Por
ejemplo, el microorganismo de la presente invencion puede aislarse de alimentos que se sabe que contienen
Lactobacillus paracasei en los mismos (por ejemplo, diversos encurtidos japoneses, encurtidos coreanos, leche de
vaca, queso y similares). Dado que la cepa de Lactobacillus paracasei WON0604, es decir, el microorganismo de la
presente invencion, se aisl6 usando sushi de carpa cruciana como fuente, el microorganismo de la presente
invencion puede aislarse, por ejemplo, usando sushi de carpa cruciana como fuente. El sushi de carpa cruciana
designa un alimento producido por fermentacion lactica de arroz y pescado producido alrededor del lago Biwa en
Japon. El aislamiento de bacterias del acido lactico del sushi de carpa cruciana puede realizarse, por ejemplo, segun
el método descrito en Tuda et al. (Food Sci. Technol. Res., 18 (1), 77-82, 2012).

El aislamiento del microorganismo de la presente invencidon puede realizarse mediante un método de deteccion
conocido usando la actividad promotora de produccion de poliaminas, la actividad de reducciéon de grasa neutra
hepatica y la actividad promotora de metabolismo energético descritas anteriormente como indices. Por ejemplo, el
microorganismo de la presente invencion puede aislarse (1) confirmando si el alimento o similar usado como fuente
tiene actividad promotora de produccion de poliaminas, (2) diluyendo la fuente que tenia su actividad promotora de
produccién de poliaminas confirmada con una disolucién tampoén apropiada, aplicando la fuente diluida a medio de
agar para cultivar las células en colonias, (3) identificando una colonia o colonias que tiene(n) actividad promotora de
produccion de poliaminas entre las colonias formadas, (4) extrayendo ADN de 16Sr de la colonia, determinando de
ese modo la secuencia de las mismas y, por tanto, juzgando si la fuente pertenece a Lactobacillus paracasei.

2. Composicion

La composicion de la presente invencion es una composicion a la que se le ha afiadido el microorganismo de la
presente invencion. El tipo y la forma de la composicion no estan particularmente limitados en la medida en que la
actividad promotora de produccién de poliaminas y, preferiblemente, la actividad de reduccién de grasa neutra
hepatica y la actividad promotora del metabolismo energético del microorganismo de la presente invencion no se
inhiban. Sin embargo, en vista de la exposicion deseable de estas funciones en animales, en particular en
organismos humanos, la composicion es preferiblemente una composicion de alimento o de bebida, o una
composicion farmacéutica.

Con la adicién del microorganismo de la presente invencion, la composicion de la presente invencion tiene actividad
promotora de produccion de poliaminas, actividad de reduccion de grasa neutra hepatica y/o actividad promotora del
metabolismo energético. Por tanto, en una realizacion preferida, es posible usar la composicion de la presente
invencion para un promotor de produccion de poliaminas, un reductor de grasa neutra hepatica y/o un promotor del
metabolismo energético. Aunque el promotor de produccién de poliaminas anterior y similares puede estar en forma
de una composicion, también puede consistir sélo en el microorganismo de la presente invencion.

La composicion de la presente invencion puede contener otros componentes arbitrarios segun su forma y proposito,
en la medida en que no se interfieran la actividad promotora de produccion de poliaminas y similares del
microorganismo de la presente invencion. Por ejemplo, en vista de mantener el crecimiento del microorganismo de la
presente invencion, la composicion de la presente invencion contiene preferiblemente, por ejemplo, composiciones
nutritivas adecuadas para el crecimiento del microorganismo de la presente invencion, tales como leche desnatada,
dextrina, y similares.

La cantidad del microorganismo de la presente invencién que va a afadirse a la composicion de la presente
invencion no esta particularmente limitada, y puede establecerse adecuadamente en la medida en que se muestre la
actividad promotora de producciéon de poliaminas y similares del microorganismo en animales, en particular, en
organismos humanos. Por ejemplo, sobre una base celular viable, la composicion de la presente invencion puede
contener el microorganismo en una cantidad de aproximadamente 1,0x10* a 1,0x10'® UFC por gramo de la
composicion, preferiblemente de 1,0x10% a 1,0x10" UFC por gramo de la composicion, mas preferiblemente de
1,0x108 a 1,0x10'? UFC por gramo de la composicion.

El tipo o la forma de la composicion de alimento o de bebida a la que se le afiade el microorganismo de la presente
invencion no estan particularmente limitados, y los ejemplos incluyen, ademas de alimentos y bebidas en general,
diversos alimentos funcionales (por ejemplo, alimento para su uso especifico en salud, complemento dietético,
complemento, alimento para pacientes y alimento saludable). Al afiadir el microorganismo de la presente invencion a
tales alimentos, es posible mejorar adicionalmente la actividad promotora de produccién de poliaminas y similares, y
proporcionar de ese modo una composicion de alimento o de bebida mejorada que promueva mas eficazmente la
produccion de poliaminas en un organismo. Una composicion de alimento o de bebida mejorada de este tipo
también puede usarse para el control homeostatico en un organismo.

Cuando la composicién de la presente invencién es una composicidon de alimento o de bebida, la forma de la
composicion no esta particularmente limitada en la medida en que no se inhiban la actividad promotora de
produccion de poliaminas y similares del microorganismo de la presente invencion. Los ejemplos de composicion de
alimento incluyen granulos, granulos finos, polvo, capsulas, comprimidos, goma, gelatina, caramelo gomoso, barras,
patatas fritas, copos y otros alimentos generales. Los ejemplos de alimentos generales incluyen chocolates, pastas,
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dulces, galletas, confites en comprimidos, helado, sorbete, fideos Udon (trigo), fideos soba (trigo sarraceno), pasta y
fideos somen (trigo fino). Los ejemplos de composiciones de bebida incluyen diversas bebidas tales como bebidas
en polvo, refrescos, bebidas lacteas, bebidas nutricionales, bebidas carbonatadas y bebidas de gelatina. Los
ejemplos de las formas de alimentos funcionales incluyen polvo, granulos, capsulas, jarabe, comprimidos,
comprimidos recubiertos de azticar y comprimidos sublinguales.

Los medios para afadir el microorganismo de la presente invencion a una composicién de alimento o de bebida no
estan particularmente limitados. Por ejemplo, el microorganismo de la presente invencion puede afadirse a una
composicion de alimento o de bebida durante la elaboracién, el procesado o en una etapa final de la composicion de
alimento o de bebida, mediante adiciéon, mezcla, infiltracion o similares. Ademas, el microorganismo de la presente
invencion puede afiadirse en forma de polvo, granulos, capsulas, jarabe, comprimidos o similares tras la ingesta de
alimentos y bebidas.

Cuando la composicion de la presente invencidn es una composicion farmacéutica, es posible producir diversas
formas de farmaco mezclando el microorganismo de la presente invencidon con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. El vehiculo farmacéuticamente aceptable no esta particularmente limitado en la medida en que no se
inhiba la actividad promotora de produccion de poliaminas y similares del microorganismo de la presente invencion.
Los ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen diversas cargas, expansores, aglutinantes,
humectantes, disgregrantes, agentes tensioactivos, lubricantes y diluyentes, que generalmente se usan en el campo
médico. La forma de la composicion farmacéutica en la que se afiade el microorganismo de la presente invencion no
esta particularmente limitada. Los ejemplos de la forma incluyen comprimidos, pastillas, farmacos en polvo, liquidos,
suspensiones, emulsiones, granulos y capsulas. La forma del farmaco es preferiblemente una forma adecuada para
administracion oral.

Al contener el microorganismo de la presente invencion, la composicion farmacéutica de la presente invencion
muestra actividad promotora de producciéon de poliaminas asi como, preferiblemente, actividad de reduccion de
grasa neutra hepatica y actividad promotora del metabolismo energético. Por tanto, la composicion farmacéutica de
la presente invencion puede usarse como una composicion farmacéutica para promover la produccién de poliaminas
en un organismo, una composicion farmacéutica para reducir la grasa neutra hepatica y/o una composicion
farmacéutica para promover el metabolismo energético. Ademas, basandose en la actividad de reduccion de grasa
neutra hepatica del microorganismo de la presente invencion, la composicién farmacéutica de la presente invencion
puede usarse como una composicion farmacéutica para la prevencion o el tratamiento de esteatosis hepatica, una
composicion farmacéutica para la prevencion de la progresion o el tratamiento de NASH, cirrosis hepatica y/o cancer
de higado. Ademas, basandose en la actividad promotora del metabolismo energético del microorganismo de la
presente invencioén, la composicion farmacéutica de la presente invencion puede usarse como una composicion
farmacéutica para la prevencion o el tratamiento del sindrome metabdlico.

La cantidad del microorganismo de la presente invencion que va a afiadirse a la composicién farmacéutica de la
presente invencion es similar a la cantidad definida anteriormente para las composiciones generales. La dosis de la
composicion farmacéutica de la presente invencion puede establecerse adecuadamente segun el sintoma, la edad,
el peso y similares del humano o el animal que ingiere la composicion.

La forma de dosificacion de la composicién farmacéutica de la presente invenciéon no esta particularmente limitada,
en la medida en que se muestre la actividad promotora de produccién de poliaminas y similares del microorganismo
de la presente invencion en el cuerpo. Sin embargo, la forma de dosificacion es preferiblemente administracion oral.

3. Método de tratamiento y mejora

El microorganismo de la presente invencion tiene actividad promotora de produccién de poliaminas en un organismo
de animales, en particular, humanos. Se sabe que la poliamina tiene un efecto antienvejecimiento, una actividad de
retardo de la progresion de arterioesclerosis, una actividad supresora de inflamacion aguda y crénica, una actividad
de reduccioén de grasa neutra, una actividad de mejora de resistencia a la insulina, una actividad antiobesidad, una
actividad de disminucion del nivel de colesterol, una actividad de aumento del metabolismo basal, una actividad
antialérgica, una actividad inmunoestimuladora, y similares. Por tanto, puede proporcionarse un método para
prevenir, tratar o mejorar diversas enfermedades usando estas actividades, que comprende administrar el
microorganismo de la presente invencion. Ademas, en una realizacion preferida, el microorganismo de la presente
invencion tiene actividad de reduccién de grasa neutra hepatica. Por tanto, administrando el microorganismo de la
presente invencién a un humano o un animal que necesita una reduccién de grasa neutra hepatica, es posible
reducir la grasa neutra hepatica. Ademas, en una realizacion preferida, la presente invencion tiene actividad
promotora del metabolismo energético en un organismo. Por tanto, administrando el microorganismo de la presente
invencion a un humano o un animal que necesita promover el metabolismo energético, es posible suprimir el
aumento de peso corporal, suprimir la obesidad, reducir la grasa corporal, reducir la grasa visceral y prevenir,
mejorar o tratar el sindrome metabdlico.

La dosis del microorganismo de la presente invencion, o la dosis de la composicion farmacéutica de la presente
invencion en la que se afiade el microorganismo de la presente invencion para llevar a cabo el método anterior,
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puede establecerse adecuadamente seguin el sintoma o similar del paciente. Por ejemplo, la dosis es de 1,0x10° a
1,0x10"® UFC/kg/dia.

Ejemplos

Ejemplo 1

Aislamiento del microorganismo

Se colocaron de 0,8 a 1,0 g de sushi de carpa cruciana homogeneizado en un tubo de centrifuga de 15 ml, y se
afnadio diez veces la cantidad de solucion salina fisioldgica y se agitd. Se retird 1 ml de la suspensién agitada y se
colocé en un tubo de centrifuga de 15 ml junto con 9 ml de una solucién salina fisiolégica, seguido por diluciéon
gradual. Se obtuvieron 100 ul de cada diluyente, se inocularon en medio de agar MRS y se cultivaron durante
24 horas a 37°C en condiciones anaerobias. Después del cultivo, se purificaron las células hasta convertirse en una
sola colonia. Estas operaciones se realizaron como manipulacion aséptica.

La cepa WONO0604 aislada se depositdé en el Depositario Internacional de Organismos de Patentes, Instituto
Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada (1-1-1 Higashi, Tsukuba-city, Ibaraki 305-8566 Japdn), con el
numero de registro FERM BP-11468.

Ejemplo 2

Actividad promotora de produccion de poliaminas

Se privaron de nutrientes ratones KK-Ay (modelo de diabetes tipo Il, macho) a las 4 semanas de edad durante
16 horas, y se extrajo sangre de un unico vaso capilar en la vena de la cola (aproximadamente 75 pl). Se preparé
plasma por centrifugacion (12.000 rpm (15.000 x g) x 5 minutos), y se midieron la concentracion de glucosa en
sangre y la concentracion de grasa neutra en sangre. Los ratones sin condiciones de salud anémalas se clasificaron
en un grupo de control y un grupo de prueba, mientras se eliminaba el sesgo en el peso corporal (el dia anterior al
agrupamiento) y la concentracion de glucosa en sangre mediante muestreo aleatorio estratificado usando el software
SAS (R9.1, SAS Institute Japan). Durante 28 dias, el grupo de control se alimenté libremente con una comida de
control (AIN-93G), y el grupo de prueba se aliment6 libremente con una comida de prueba mezclada con la cepa
WONO0604 en una proporcion de 1,0x10° UFC/dia (células viables). Después de eso, se diseccionaron el ciego y el
tejido del intestino delgado, y se midieron las concentraciones de poliamina en el contenido cecal y el tejido del
intestino delgado. La tabla 3 muestra los valores de cada grupo de prueba en relacién con la concentracion de
poliamina del grupo de control, que se supone como 1. n = 3 tanto para el contenido cecal como para el tejido del
intestino delgado. La concentracion de poliamina en el contenido cecal se midi®6 mediante un método de
derivatizacion en columna usando O-ftalaldehido. La concentracion de poliamina en el tejido del intestino delgado se
midié usando un sistema CE-TOFMS (Agilent Technologies). La prueba de significacion estadistica se realizd seguin
la prueba de la t de Welch.

Tabla 3

Cantidad de poliamina en el intestino delgado

Valor relativo frente al control Valor de P
Putrescina 1,4 0,007*
Espermidina 1,3 0,064
Espermina 1,1 0,523
*P<0,01
Tabla 4
Cantidad de poliamina en el ciego
Valor relativo frente al control Valor de P
Putrescina 0,79 0,412
Espermidina 1,07 0,549
Espermina 0,93 0,549

Tal como se muestra en la tabla 4, la concentracion de poliamina en el ciego no aumenté por la ingesta de la cepa
WONO0604. Por el contrario, tal como se muestra en la tabla 3, la putrescina aumentd significativamente en el
intestino delgado, y también hubo una tendencia de aumento de la espermidina y la espermina en el intestino
delgado. Los resultados revelaron que la ingesta de la cepa WONO0604 aumenté la poliamina en el intestino delgado.
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Esto aclaré que el microorganismo de la presente invencion tiene una accion de promocién de la capacidad de
sintesis de poliaminas en el intestino delgado (es decir, actividad promotora de sintesis de poliaminas).

Ejemplo 3

Actividad promotora del metabolismo energético

De manera similar al ejemplo 2, los ratones KK-Ay (modelo de diabetes tipo Il, macho) a las 4 semanas de edad se
clasificaron en un grupo de control y un grupo de prueba; el grupo de control se alimento libremente con una comida
de control (AIN-93G) y el grupo de prueba se alimenté libremente con una comida de prueba mezclada con la cepa
WONO0604 en una proporcion de 1,0x10° UFC/dia (células viables) durante 28 dias. Después de eso, se midieron los
niveles de expresion de ARNm de diversas enzimas relacionadas con el metabolismo energético en el higado y el
intestino delgado. La extraccion y purificacion de ARNm se realizaron usando un kit RiboPure® (Ambion). La tabla 5
muestra los resultados, es decir, los valores de los grupos de comida de prueba en relacién con el valor del grupo de
control, que se supone como 1. En esta prueba, n = 13, y los valores relativos se calcularon usando valores
promedio.

Tabla 5
Nivel de expresién de ARNm relativo | Valor de P
en el intestino delgado
Acox1 1,16 0,020*
Ucp2 1,33 0,048*
Acot2 1,29 0,058
*P<0,05
Tabla 6
Nivel de expresién de ARNm relativo | Valor de P
en el intestino delgado
Acox1 1,31 0,001*
Ucp2 1,17 0,067
Acot2 1,21 0,066
*P<0,05

Los resultados mostrados en las tablas 5 y 6 confirmaron que la ingesta del microorganismo de la presente
invencion aumenté las cantidades de expresion de ARNm de Acox1, Ucp2 y Acot2 en el higado y el intestino
delgado. La relevancia de la expresion de estos genes y la promocién del metabolismo energético se han notificado
por Kondo et al. (Kondo H, et al., Am J Physiol. Endocrinol Metab 2006; 291 (5): E1092-9) Los resultados
confirmaron que, ademas del efecto promotor de produccién de poliaminas, también se confirmé la posibilidad de
promover el metabolismo energético en el higado y el intestino delgado mediante la ingesta del microorganismo de
la presente invencion.

Ejemplo 4

Actividad de reduccion de grasa neutra hepatica

De manera similar al ejemplo 2, los ratones KK-Ay (modelo de diabetes tipo Il, macho) a las 4 semanas de edad se
clasificaron en un grupo de control y un grupo de prueba; el grupo de control se alimento libremente con una comida
de control (AIN-93G) durante 28 dias y cada grupo de prueba se alimentoé libremente con una comida de prueba
mezclada con el 3% de una comida de prueba que contenia la cepa WONO0604, la cepa WON1052, la cepa
WON1081 o la cepa WON1033 en una proporcién de 1,0x10° UFC/dia (células viables) durante 28 dias. Estas
cepas bacterianas del acido lactico distintas de la cepa WONO0604 se obtuvieron seleccionando cepas resistentes al
acido gastrico y al acido biliar a través de una prueba in vitro, y luego seleccionando cepas con posibles eficacias
con respecto a la grasa neutra en sangre y la grasa neutra hepatica a través de una prueba exploratoria en animales
usando ratones KK-Ay. Después de eso, se extrajo el higado de cada ratén en ayunas. Se pesé la region exterior del
lobus hepatis sinister (I6bulo izquierdo del higado) y se extrajo la fraccion lipidica usando el método de Folch et al.
(Folch J. et al., J. Biol. Chem 1957; 226 (1): 497-509) y se solubilizé con isopropanol; después de eso, se midi6 la
concentracion de grasa neutra usando un kit de medicion obtenido de un proveedor comercial (Triglyceride E-test
Wako; Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). La tabla 7 muestra los valores promedio de los resultados de la
medicion. Cada grupo de prueba tenia ocho ratones. La prueba de significacion estadistica se realizdé segun la
prueba de la t.
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Tal como se muestra en la tabla 7, la concentracion de TG hepatica disminuyd sélo en los ratones alimentados con
la cepa WONO0604, en comparacion con el grupo control con diferencia significativa; y la actividad de reduccion de la
concentracion de TG hepatica no se observé en los grupos de prueba comparativos alimentados con bacterias del
acido lactico distintas de la cepa WONO0604. Los resultados confirmaron de ese modo la posibilidad de actividad de
reduccion de grasa neutra hepatica por el microorganismo de la presente invencion, ademas del efecto promotor de
produccién de poliaminas.

Tabla 7
TG hepatica (mg/g de higado)
Grupo de control 29,548,5
WONO0604 18,4+6,8*
WON1052 26,4+6,3
WON1081 34,649,0
WON1033 25,3+9,7
*P<0,05

Numero de registro

FERM BP-11468
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REIVINDICACIONES
Cepa de Lactobacillus paracasei WONO0604 depositada como FERM BP-11468.

Composiciéon a la que se le ha anadido la cepa de Lactobacillus paracasei WON0604 depositada como
FERM BP-11468 segun la reivindicacion 1.

Composicion segun la reivindicacion 2, en la que la composicién es una composicion de alimento o de
bebida.

Composicion segun la reivindicacion 2, en la que la composicion es una composicion farmacéutica.
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