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ヒ ト の 体 表 面 は 、 皮 膚 も し く は 腸 管 、 肺 、 目 、 鼻 な ど の 粘 膜 組

織 に 覆 わ れ て お り 、 病 原 性 微 生 物 な ど の 外 界 因 子 か ら 保 護 さ れ て

い る 。外 界 因 子 に 対 し て 、皮 膚 は お も に 物 理 的 な 障 壁 と し て 働 き 、

粘 膜 組 織 は さ ら に 化 学 的 ・ 生 物 学 的 な 障 壁 と し て の 機 能 も 備 え て

い る  [ 1 ]  [ 2 ]。 粘 膜 組 織 の １ つ で あ る 腸 管 は 成 人 で 4 0 0  m 2 も の 広

さ に 及 ぶ 表 面 積 を 有 し て お り 、 生 命 に 必 須 な 栄 養 素 を 消 化 、 吸 収

す る 場 で あ る 一 方 で  [ 1 ]  [ 2 ]、病 原 細 菌 や そ れ が 分 泌 す る 毒 素 、花

粉 や 食 品 由 来 の ア レ ル ゲ ン 、ウ イ ル ス 等 を 排 除 す る 免 疫 組 織 と し

て も 重 要 な 機 能 を 果 た し て い る  [ 3 ]  [ 4 ]。  

こ の 腸 管 免 疫 の 中 心 を 司 っ て い る の が 、 腸 管 関 連 リ ン パ 組 織

（ G A LT:  g u t  a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  t i s s u e） で あ る  [ 2 ]。 G A LT は パ

イ エ ル 板 、 腸 間 膜 リ ン パ 節 、 虫 垂 な ど の 組 織 で 構 成 さ れ て い る 。

そ こ に は 、 T 細 胞 、 B 細 胞 、 樹 状 細 胞 等 の 免 疫 細 胞 種 の 他 、 M 細

胞（ m i c r o  f o l d  c e l l）、パ ネ ー ト 細 胞 、粘 膜 固 有 層（ l a m i n a  p r o p r i a  

o f  t h e  m u c o u s  m e m b r a n e ） に 存 在 す る 腸 管 上 皮 膜 リ ン パ 球

（ i n t r a e p i t h e l i a l  l y m p h o c y t e s） な ど 、 G A LT 特 有 の 細 胞 も 存 在 し

て い る  [ 2 ]。  

G A LT の 中 心 で あ る パ イ エ ル 板 は 、 腸 管 の 被 膜 直 下 に 存 在 し て

い る  [ 2 ]。 そ の 上 皮 に 、 M 細 胞 が 存 在 し 、 腸 管 管 腔 に 存 在 す る タ

ン パ ク 質 、 細 菌 、 ウ イ ル ス な ど の 抗 原 を パ イ エ ル 板 内 に 取 り 込 ん

で い る  [ 5 ]  [ 6 ]。さ ら に 、そ の 下 層 に は 、大 部 分 が B 細 胞 か ら な る

濾 胞 （ B 細 胞 領 域 :  B  c e l l  f o l l i c l e） と 、 大 部 分 が T 細 胞 か ら な る

濾 胞 間 領 域（ i n t e r f o l l i c u l a r  r e g i o n）と が 存 在 し て い る 。 M 細 胞 か
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ら 取 り 込 ま れ た 抗 原 が 免 疫 反 応 を 起 こ す 際 、活 発 に 増 殖 す る B 細

胞 が 濾 胞 内 で 集 合 す る 。こ こ に は 、樹 状 細 胞 や T 細 胞 も 存 在 し て

お り 、 こ の 領 域 を 胚 中 心 （ g e r m i n a l  c e n t e r） と 呼 ぶ 。 胚 中 心 に 集

ま っ た B 細 胞 は 、 抗 原 や ヘ ル パ ー T 細 胞 と 遭 遇 し 、 更 に 活 発 な 増

殖 を 始 め る （ F i g .  1 - 1）。  

病 原 体 の 感 染 に 備 え る た め に 、 B 細 胞 に は 重 要 な 変 化 が 生 じ る  

[ 7 ]。具 体 的 に は 、胚 中 心 で B 細 胞 が 抗 原 に 刺 激 さ れ る と 、免 疫 グ

ロ ブ リ ン 遺 伝 子 の 点 突 然 変 異 が 高 頻 度 か つ ラ ン ダ ム に 起 こ る 。こ

れ を 体 細 胞 高 頻 度 突 然 変 異 と い う 。 そ の 結 果 、 多 様 な 抗 原 に 結 合

す る こ と が 可 能 に な る 。 抗 原 と の 親 和 性 が 低 い 免 疫 グ ロ ブ リ ン を

産 生 す る B 細 胞 は ア ポ ト ー シ ス に よ っ て 排 除 さ れ 、親 和 性 の 高 い

B 細 胞 が 残 る 。 こ の よ う に 、 体 細 胞 高 頻 度 突 然 変 異 の 結 果 よ り 抗

原 に 対 し て 親 和 性 が 高 い 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 産 生 す る B 細 胞 が 得 ら

れ る 現 象 を 親 和 性 成 熟 と い う  [ 8 ]。  

免 疫 グ ロ ブ リ ン に は 、i m m u n o g l o b u l i n  M  ( I g M )、i m m u n o g l o b u l i n  

D  ( I g D )、 i m m u n o g l o b u l i n  G  ( I g G ) 、 i m m u n o g l o b u l i n  A ( I g A ) 、

i m m u n o g l o b u l i n  E  ( I g E )  と い う 5 つ の ア イ ソ タ イ プ が 存 在 す る 。

こ れ ら は 異 な る 機 能 を 有 し て お り 、 I g M は 補 体 活 性 化 効 果 、 I g G

は オ プ ソ ニ ン 化 や 補 体 活 性 化 効 果 、 I g A は 中 和 効 果 、 I g E は マ ス

ト 細 胞 活 性 化 効 果 を 示 す 。 こ れ ら の ア イ ソ タ イ プ は 、 B 細 胞 内 で

生 じ る ク ラ ス ス イ ッ チ に よ り 決 定 さ れ る （ F i g .  1 - 2）。 成 熟 前 の B

細 胞 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 は I g M を コ ー ド し て お り 、 V、 D、 J

遺 伝 子 断 片 に C 遺 伝 子 と し て C µ が 連 結 さ れ て い る 。 し か し 、 胚
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中 心 で B 細 胞 が 抗 原 と 作 用 す る と D N A 配 列 の 再 編 成 が 行 わ れ 、C µ

遺 伝 子 が 他 の C 遺 伝 子 に 置 き 換 え ら れ る 。そ の 際 、抗 原 を 特 異 的

に 認 識 す る 配 列 に は 影 響 を 与 え な い 。 そ の 結 果 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン

の 抗 原 認 識 特 異 性 は 保 た れ た ま ま 、 ア イ ソ タ イ プ が 決 定 さ れ る 。

つ ま り 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア イ ソ タ イ プ は 、 ク ラ ス ス イ ッ チ 後 に

連 結 し た C 遺 伝 子 に 依 存 し て い る（ F i g .  1 - 3）。ま た 、ど の ア イ ソ

タ イ プ へ の ク ラ ス ス イ ッ チ が 起 こ る か は 、 胚 中 心 で 活 性 化 し た 樹

状 細 胞 や T 細 胞 が 分 泌 す る サ イ ト カ イ ン 等 の 情 報 伝 達 物 物 質 の 種

類 に よ っ て 決 定 さ れ る  [ 9 ]  [ 1 0 ]。  

ク ラ ス ス イ ッ チ 後 に B 細 胞 の 一 部 は 形 質 細 胞 へ 分 化 す る 。そ れ

は 、抗 原 を 認 識 し て 活 性 化 し た 樹 状 細 胞 や T 細 胞 が 分 泌 す る サ イ

ト カ イ ン 等 の 情 報 伝 達 物 質 が き っ か け に な る 。 G A LT で は 、 B 細

胞 が 形 質 細 胞 へ 分 化 す る こ と が 決 ま る と 、 主 に パ イ エ ル 板 か ら 腸

管 上 皮 下 の 粘 膜 固 有 層 に 移 動 し て 形 質 細 胞 に 分 化 し 、 I g A を 分 泌

す る （ F i g .  1 - 1）  [ 11 ]。  

I g A は 、 分 泌 さ れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の う ち 、 粘 膜 で の 分 泌 量 が

最 も 多 い ア イ ソ タ イ プ で あ る  [ 1 2 ]。 I g A は 、分 子 量 1 6 万 D a の 単

量 体 と し て 、 リ ン パ 節 、 脾 臓 、 骨 髄 か ら 血 中 へ と 分 泌 さ れ て 、 血

清 中 濃 度 は 2  ~  3  m g / m l に 達 す る 。 一 方 で 、 ヒ ト の 形 質 細 胞 の 約

8 0 %は 腸 管 の 粘 膜 固 有 層 に 存 在 し て お り 、 こ こ か ら 成 人 で 1 日 あ

た り 4 0 – 6 0  m g / k g も の I g A が 産 生 さ れ る  [ 1 3 ]。腸 管 か ら 分 泌 さ れ

る I g A は 、免 疫 グ ロ ブ リ ン と J 鎖 と の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て

形 成 し た 分 子 量 3 9 万 D a の 二 量 体 I g A で あ る（ F i g .  1 - 4）。体 内 に
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存 在 す る I g A の う ち 約 8 0 %以 上 が 二 量 体 I g A で あ り 、こ れ が 粘 膜

免 疫 の 最 前 線 で 機 能 し て い る  [ 6 ]  [ 1 4 ]  [ 1 5 ]。 二 量 体 I g A は 、 拡 散

に よ っ て 粘 膜 固 有 層 の 基 底 膜 を 通 過 し 、粘 膜 上 皮 細 胞 の 基 底 膜 側

に 存 在 す る ポ リ I g 受 容 体 と 結 合 す る 。こ の 受 容 体 と I g A の 複 合 体

は 細 胞 内 を 通 過 し て 管 腔 側 に 出 る 。そ こ で ポ リ I g 受 容 体 が 切 断 さ

れ 、 一 部 が 分 泌 片 （ s e c r e t o r y  c o m p o n e n t） と し て I g A と 結 合 し 、

タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に 対 す る 耐 性 を 獲 得 し て か ら 、 粘 膜 に 分 泌 さ

れ る 。  

以 下 に 腸 管 免 疫 の 仕 組 み を ま と め る 。 腸 管 管 腔 に 到 達 し た ウ イ

ル ス 等 の 病 原 体 は 、粘 膜 上 皮 細 胞 に 存 在 す る M 細 胞 か ら パ イ エ ル

板 に 取 り 込 ま れ 、 胚 中 心 で 樹 状 細 胞 に 認 識 さ れ る 。 抗 原 提 示 を 受

け た 成 熟 前 の B 細 胞 は 、体 細 胞 高 頻 度 突 然 変 異 と 親 和 性 成 熟 が 誘

導 さ れ 、分 泌 さ れ た 各 種 サ イ ト カ イ ン に よ っ て I g A 陽 性 B 細 胞 へ

と ク ラ ス ス イ ッ チ が 生 じ る  [ 1 6 ]  [ 1 7 ]  [ 1 8 ]。こ こ で 、 I g A 陽 性 B 細

胞 は パ イ エ ル 板 を 離 れ て リ ン パ 節 か ら 血 液 に 乗 っ て 全 身 を 循 環

し 、 そ の 多 く が 粘 膜 固 有 層 に 移 動 し て 形 質 細 胞 に 分 化 す る 。 そ の

細 胞 か ら 、I g A が 分 泌 さ れ る 。分 泌 さ れ た I g A は 二 量 体 を 形 成 し 、

粘 液 糖 タ ン パ ク 質 ム チ ン と 結 合 し 、 腸 管 内 に 入 っ て き た 病 原 体 と

結 合 し 、中 和 す る  [ 1 9 ]。ま た 、病 原 体 と 結 合 し た I g A は 、樹 状 細

胞 や マ ク ロ フ ァ ー ジ の F C ε R I レ セ プ タ ー に 結 合 し 、フ ァ ゴ サ イ ト

ー シ ス や ス ー パ ー オ キ サ イ ド の 産 生 と い っ た 各 種 免 疫 反 応 や 、抗

炎 症 反 応 も 誘 導 す る  [ 2 0 ]。  
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ま た 、 腸 管 以 外 の 粘 膜 に お い て も 免 疫 機 構 は 発 達 し て お り 、 そ

の 一 つ に 気 道 の b r o n c h u s - a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  t i s s u e  ( B A LT )  が

あ る 。B A LT で は 、抗 原 を 取 り 込 み 、 I g A を 中 心 と し た 免 疫 グ ロ ブ

リ ン を 分 泌 し て い る  [ 2 1 ]。一 方 で 、他 臓 器 の 粘 膜 免 疫 と 密 接 な 関

係 を 持 っ て お り 、 G A LT で 得 ら れ た 抗 原 の 情 報 が 気 道 免 疫 に 影 響

を 及 ぼ す こ と も 知 ら れ て い る  [ 2 2 ]。 こ の よ う に 、 G A LT で 活 性 化

し た I g A 陽 性 B 細 胞 は 、全 身 を 循 環 し た 後 に 気 道 粘 膜 に も 伝 達 さ

れ 、 気 道 粘 膜 の 賦 活 に も 貢 献 し て い る と 考 え ら れ て い る  [ 2 1 ]。  

 

近 年 、 粘 膜 で の 免 疫 を 亢 進 す る 食 品 素 材 と し て 、 乳 酸 菌 が 注 目

さ れ て い る  [ 2 3 ]。乳 酸 菌 と は 、グ ラ ム 陽 性 の 桿 菌 ま た は 球 菌 と 定

義 さ れ て お り 、 2 6 属 、 3 8 1 種 5 0 亜 種 に 分 類 さ れ て い る 。 こ れ ら

は 、土 壌 や 植 物 か ら ヒ ト や 動 物 の 体 内 ま で 自 然 界 に 広 く 分 布 し て

い る 。 食 品 加 工 に お い て は 、 味 噌 、 醤 油 、 漬 け 物 、 パ ン な ど 発 酵

食 品 の ス タ ー タ ー と し て 利 用 さ れ て い る  [ 2 4 ]。  

乳 酸 菌 が 有 す る 機 能 の 一 つ に 、粘 膜 で の I g A 分 泌 量 を 亢 進 す る

効 果 が 報 告 さ れ て い る  [ 2 3 ]。 I g A は 病 原 菌 や ウ イ ル ス の 中 和 作 用

を 持 つ た め 、 粘 膜 で の I g A 分 泌 亢 進 は 感 染 予 防 に 繋 が る 。 I g A 分

泌 亢 進 効 果 は 多 種 の 菌 種 に お い て 報 告 さ れ て お り 、 具 体 的 に は 、

生 菌 で 効 果 を 確 認 し た L a c t o b a c i l l u s  c a s e i  [ 2 5 ]  と

B i f i d o b a c t e r i u m 種 の B .  b i f i d u m と B .  i n f a n t i s  [ 2 6 ]、発 酵 物 で 確 認

し た L a c t o b a c i l l u s  c a s e i  D N - 11 4 0 0 1  [ 2 7 ]、 死 菌 で 確 認 し た

L a c t o b a c i l l u s  c r i s p a t u s  K T- 11  [ 2 8 ]、 L a c t o b a c i l l u s  p e n t o s u s  
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S - P T 8 4  [ 2 9 ]、 L a c t o b a c i l l u s  G G  [ 3 0 ]  等 が あ る 。 こ の よ う に 、 生

菌 、 死 菌 、 発 酵 物 な ど 様 々 な 形 態 で 効 果 が 確 認 さ れ て い る 。  

粘 膜 で の I g A 分 泌 亢 進 が 感 染 予 防 に 寄 与 す る 病 原 の 1 つ と し て 、

イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 知 ら れ て い る 。 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル

ス は 、 n u c l e o p r o t e i n、 お よ び m a t r i x  p r o t e i n の 抗 原 性 に 応 じ て A

型 ・ B 型 ・ C 型 の 3 種 に 分 類 さ れ て い る  [ 3 1 ]。こ れ ま で に 、 イ ン

フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 引 き 起 こ す 感 染 症 で あ る イ ン フ ル エ ン ザ

へ の 対 策 と し て 、 ワ ク チ ン 接 種 に よ る 予 防 法 や 治 療 薬 が 報 告 ・ 実

施 さ れ て い る 。 し か し 、 こ う し た 対 策 に も か か わ ら ず 、 イ ン フ ル

エ ン ザ は 世 界 各 地 で 毎 年 流 行 し て い る 。 さ ら に 、 東 南 ア ジ ア を 中

心 に 鳥 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の ヒ ト へ の 感 染 に よ っ て 、 生 命 お

よ び 健 康 に 重 篤 な 影 響 が 与 え ら れ る と い う 報 道 が 断 続 的 に な さ

れ て お り  [ 3 2 ]、 2 0 0 9 年 に は メ キ シ コ で ヒ ト へ の 感 染 が 確 認 さ れ

た ブ タ 由 来 の A 型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 、世 界 的 大 流 行（ パ

ン デ ミ ッ ク ）を 引 き 起 こ し た  [ 3 3 ]。こ れ ら の 例 に よ っ て 、ヒ ト に

感 染 す る 新 型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 発 生 し 得 る こ と 、そ し て

そ れ が 感 染 す る と 甚 大 な 被 害 を も た ら す こ と も 広 く 認 識 さ れ て

い る 。 こ の よ う な 状 況 に 対 応 す る た め 、 新 た な イ ン フ ル エ ン ザ 対

策 が 望 ま れ て い る 。対 策 の 1 つ と し て 、前 述 の よ う な I g A 分 泌 亢

進 作 用 を 持 つ 乳 酸 菌 株 を 、 イ ン フ ル エ ン ザ の 予 防 や 罹 病 し た 際 の

症 状 緩 和 に 利 用 す る 研 究 が 報 告 さ れ て い る 。 具 体 的 に は 、 生 菌 で

効 果 を 確 認 し た L .  b r e v i s  K B 2 9 0  [ 3 4 ]、 発 酵 物 で 確 認 し た L .  

d e l b r u e c k i i  s s p .  b u l g a r i c u s  O L L 1 0 7 3 R - 1  [ 3 5 ]、 死 菌 で 確 認 し た L .  
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p e n t o s u s  O N R I C  b 0 2 4 0  [ 3 6 ]と L .  p l a n t a r u m  Y U  [ 3 7 ]  等 に つ い て

イ ン フ ル エ ン ザ に 対 す る 効 果 が 報 告 さ れ て い る 。 生 菌 、 死 菌 、 発

酵 物 な ど 様 々 な 形 態 で 効 果 が 確 認 さ れ て い る 。 し か し 、 こ れ ら 乳

酸 菌 株 が 発 揮 す る 効 果 の 作 用 機 序 に 関 す る 研 究 は 、 パ イ エ ル 板 の

初 代 培 養 試 験 に よ り I g A 分 泌 が パ イ エ ル 板 で 主 に 亢 進 し て い る こ

と を 示 し た 報 告  [ 3 8 ]  [ 3 9 ]  [ 4 0 ]  [ 4 1 ]  や 、 パ イ エ ル 板 の 遺 伝 子 発 現

解 析 を 行 い 、i n t e r l e u k i n - 6  ( I l 6 )、i n t e r l e u k i n - 1 2  ( I l 1 2 )、i n t e r f e r o n - α  

( I f n α )  等 に 変 動 が あ る と い う 報 告  [ 3 8 ]  [ 4 2 ]  [ 2 9 ]  が あ る の み で あ

る 。 し た が っ て 、 乳 酸 菌 が イ ン フ ル エ ン ザ の 予 防 、 症 状 緩 和 作 用

に つ い て 詳 細 な 機 序 は 明 ら か に さ れ て い な か っ た 。 抗 イ ン フ ル エ

ン ザ 効 果 を 持 つ 機 能 性 食 品 と し て 乳 酸 菌 を 利 用 す る 場 合 、作 用 機

序 の 解 明 が 重 要 で あ る と 考 え た 。 ま た 、 企 業 の 食 品 開 発 の 観 点 か

ら は 、 特 定 の 乳 酸 菌 株 の 作 用 機 序 を 明 ら か に し 、 他 の 菌 株 と 差 別

化 す る こ と は 、 非 常 に 重 要 と 考 え た 。  

 

以 上 の よ う な 背 景 か ら 、 本 研 究 は 、 食 を 通 し た 健 康 で 豊 か な 生

活 づ く り へ 貢 献 を 最 終 目 的 と し 、 乳 酸 菌 株 を 利 用 し た 機 能 性 食 品

の 開 発 を 目 指 し て 開 始 し た 。 そ の 第 一 歩 と し て 、 ま ず は I g A 分 泌

を 亢 進 す る 効 果 と 、そ れ に 伴 う イ ン フ ル エ ン ザ の 症 状 を 緩 和 す る

効 果 を 有 し 、か つ そ の 詳 細 な 作 用 機 序 が 明 ら か な 乳 酸 菌 株 を 見 出

す こ と を 目 的 と し た 。そ こ で 、第 2 章 で は I g A 分 泌 を 亢 進 す る 乳

酸 菌 株 と し て L a c t o b a c i l l u s  p l a n t a r u m  AYA を 選 抜 し 、必 要 摂 取 量

を 決 定 し た 。 第 3 章 で は 、 L .  p l a n t a r u m  AYA と パ イ エ ル 板 初 代 培
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養 細 胞 の 相 互 作 用 を 解 析 し 、 詳 細 な 作 用 機 序 を 明 ら か に し た 。 第

4 章 で は L .  p l a n t a r u m  AYA の 機 能 を 網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析 で 推 定

し た 。第 5 章 で は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 感 染 さ せ た 際 の 効 果

を 評 価 し た 。 そ の 結 果 、 L .  p l a n t a r u m  AYA は パ イ エ ル 板 の 樹 状 細

胞 に 認 識 さ れ て I L - 6 の 分 泌 を 亢 進 し 、そ れ が B 細 胞 か ら 形 質 細 胞

へ の 分 化 を 誘 導 し 、腸 管 や 肺 等 の 粘 膜 か ら I g A 分 泌 を 亢 進 し て イ

ン フ ル エ ン ザ の 症 状 を 緩 和 す る こ と を 見 出 し た 。  
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K i y o n o  e t  a l .  [ 1 8 ]を 参 考 に 作 成  

 

F i g .  1 - 1  パ イ エ ル 板 の 構 造 と I g A の 分 泌  

M 細 胞 か ら 取 り 込 ま れ た 抗 原 は 腸 管 上 皮 下 に 存 在 す る パ イ エ ル

板 に 取 り 込 ま れ 、 B 細 胞 、 樹 状 細 胞 、 お よ び T 細 胞 が 存 在 す る 胚

中 心 に 集 ま り 、 免 疫 反 応 が 開 始 さ れ る 。 そ の 結 果 、 B 細 胞 の 一 部

が 形 質 細 胞 へ 分 化 し 、 血 液 を 経 由 し て 粘 膜 固 有 層 に 移 動 し 、 管 腔

内 に 向 け て I g A を 分 泌 す る 。   
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A J  M a c p h e r s o n  e t  a l .  [ 1 5 ]と 笹 月  [ 4 3 ]を 参 考 に 作 成  

 

F i g .  1 - 2  ク ラ ス ス イ ッ チ に よ る ヒ ト I g A 抗 体 の 産 生  

ク ラ ス ス イ ッ チ 前 は V、 D、 J 遺 伝 子 断 片 と C μ 遺 伝 子 が 転 写 ・

翻 訳 さ れ て I g M 抗 体 が 産 生 さ れ る 。 ク ラ ス ス イ ッ チ に よ り 、 C μ、

C δ、 C γ 3、 C γ 1 遺 伝 子 が ル ー プ を 形 成 し て 離 脱 し 、 V、 D、 J 遺 伝 子

断 片 と C α 1 遺 伝 子 が 連 結 し 、I g A 1 抗 体 が 産 生 さ れ る 。同 様 に C μ、

C δ、C γ 3、C γ 1 、 C α 1 、 C γ 2 、 C γ 4 、 C ε 遺 伝 子 が 離 脱 し 、V、D、 J 遺 伝 子

断 片 と C α 2 遺 伝 子 が 連 結 し 、 I g A 2 抗 体 が 産 生 さ れ る 。様 々 な 抗 原

を 認 識 す る 可 変 領 域 は 、 V、 D、 J 遺 伝 子 断 片 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド

鎖 か ら な り 、抗 体 の ア イ ソ タ イ プ の 違 い が 反 映 さ れ た 定 常 領 域 は 、

C 遺 伝 子 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド で 構 成 さ れ て い る 。
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笹 月  [ 4 3 ]を 参 考 に 作 成  

 

F i g .  1 - 3  ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア イ ソ タ イ プ  

免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア イ ソ タ イ プ は 、 ク ラ ス ス イ ッ チ に て 可 変 領

域（ V,  D ,  J 遺 伝 子 断 片 ）の 近 傍 に 配 置 さ れ た C 遺 伝 子 の 型 で 決 定

さ れ る 。ま た 、ア イ ソ タ イ プ に よ っ て C 領 域 の ド メ イ ン 数 も 異 な

る 。  
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F i g .  1 - 4  分 泌 型 I g A の 構 造  

I g A は 、J 鎖 と ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で 会 合 し 、2 量 体 と し て 腸 管 に

分 泌 さ れ る 。
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第 2 章  

IgA 分泌を亢進する  

乳酸菌株の選抜と必要な用量  
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2 - 1  序  

 

L a c t o b a c i l l u s 属 や B i f i d o b a c t e r i u m 属 等 の 乳 酸 菌 株 は 腸 管 免 疫

を 高 め る こ と が 知 ら れ て お り  [ 4 4 ]  [ 4 5 ]  [ 4 6 ]、有 望 な 機 能 性 食 品 素

材 と し て 期 待 さ れ て い る 。 こ れ ま で に 、 乳 酸 菌 株 L .  c r i s p a t u s  

K T- 11  [ 2 8 ]、 L .  p e n t o s u s  S - P T 8 4  [ 2 9 ]、 L .  G G  [ 3 0 ]  の 死 菌 を 摂 取

す る と 、 腸 管 管 腔 へ の I g A 分 泌 が 亢 進 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い

る 。 ま た 、 乳 酸 菌 に つ い て は 、 I g A 分 泌 亢 進 以 外 の 免 疫 機 能 活 性

化 と し て 、 n a t u r a l  k i l l e r 細 胞 （ N K 細 胞 ） の 活 性 を 亢 進 す る 乳 酸

菌 株 も 報 告 さ れ て い る 。 N K 細 胞 と は 細 胞 障 害 性 の 顆 粒 リ ン パ 球

の 1 種 で あ り 、生 体 内 の 腫 瘍 や ウ イ ル ス 感 染 を 拒 絶 す る た め に 重

要 で あ る 。こ れ ま で に 、L .  d e l b r u e c k i i  s s p .  b u l g a r i c u s  O L L 1 0 7 3 R - 1

が 分 泌 す る 多 糖 成 分  [ 3 5 ] ,  L .  p a r a c a s e i  M o L a c - 1 の 死 菌  [ 4 7 ] ,  L .  

r h a m n o s u s  G G の 死 菌  [ 4 8 ] ,  L .  p e n t o s u s  S - P T 8 4 の 死 菌  [ 4 1 ] ,  L .  

p l a n t a r u m  Y U の 死 菌  [ 3 7 ]  な ど が N K 活 性 を 高 め る 乳 酸 菌 株 と し

て 報 告 さ れ て い る 。  

こ れ ら I g A 分 泌 亢 進 作 用 、 N K 細 胞 活 性 亢 進 作 用 を 有 す る こ と

が 報 告 さ れ て い る 乳 酸 菌 株 は 、 ヒ ト の 腸 管 、 ミ ル ク 、 漬 物 等 を 由

来 と し て い る 。 一 方 、 乳 酸 菌 は 様 々 な 発 酵 食 品 の 製 造 に 用 い ら れ

て お り 、 こ れ ら 以 外 に 由 来 し 、 食 経 験 の あ る 乳 酸 菌 の 中 に 免 疫 機

能 活 性 化 能 を 有 す る も の が 存 在 す る と 予 想 さ れ る 。 そ こ で 、 報 告

の な い 新 た な 乳 酸 菌 株 を 機 能 性 食 品 素 材 と し て 見 出 す こ と を 目

的 と し 、 本 章 で は パ ン の 発 酵 種 を 含 む 発 酵 食 品 （ パ ン の 発 酵 種 、
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漬 物 、他 ）由 来 の 乳 酸 菌 株 の 計 1 4 0 菌 株 を 対 象 と し て I g A 分 泌 亢

進 効 果 を 評 価 し た 。  

評 価 に は 死 菌 を 用 い 、 マ ウ ス パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 へ の 投 与

お よ び マ ウ ス へ の 経 口 摂 取 実 験 を 行 っ た 。 そ の 中 で 最 も 効 果 が 高

い 菌 株 の 粉 末 を マ ウ ス 由 来 の 脾 臓 初 代 培 養 細 胞 に 加 え 、 N K 活 性

亢 進 効 果 を 評 価 し た 。 そ の 結 果 、 評 価 し た 中 で は パ ン の 発 酵 種 由

来 の 乳 酸 菌 株 が 最 も 高 い 効 果 を 有 す る こ と 、そ し て こ の 菌 株 を マ

ウ ス に 与 え る と 、 １ 匹 あ た り １ 日 平 均 0 . 7 2  m g の 摂 取 に よ っ て 腸

管 に お い て I g A の 分 泌 が 亢 進 す る こ と を 見 出 し た 。 一 方 、 細 胞 培

養 試 験 よ り 、 当 該 乳 酸 菌 株 に 、 N K 細 胞 の 活 性 を 高 め る 効 果 は 認

め ら れ な か っ た 。   
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2 - 2  材 料 と 方 法  

 

2 - 2 - 1  動 物  

日 本 エ ス エ ル ジ ー 社 （ 静 岡 ） よ り 、 7 週 齢 の 雌 性 B A L B / c マ ウ

ス を 購 入 し 、 特 定 病 原 体 が 不 在 （ s p e c i f i c  p a t h o g e n - f r e e） か つ 、

明 期 と 暗 期 が そ れ ぞ れ 1 2 時 間 （ 明 期 ： 8 時 ～ 2 0 時 、 暗 期 ： 2 0 時

～ 8 時 ） の 環 境 下 で 飼 育 し た 。 馴 化 期 間 （ 7 日 間 ） は 、 餌 で あ る

M F（ オ リ エ ン タ ル 酵 母 工 業 ㈱ 、 東 京 、 日 本 ）、 お よ び 滅 菌 水 を 自

由 摂 取 さ せ た 。 な お 、 動 物 実 験 に お け る 倫 理 規 程 を 含 む 「 東 京 大

学 動 物 実 験 実 施 規 則 」並 び に「 東 京 大 学 動 物 実 験 実 施 マ ニ ュ ア ル 」、

ま た は 「 日 清 製 粉 グ ル ー プ 上 福 岡 研 究 所 群 動 物 実 験 に 関 す る 指 針 」

に 従 っ て 実 験 計 画 を 作 成 し 、「 東 京 大 学 の 部 局 動 物 実 験 委 員 会 」

ま た は 「 日 清 製 粉 グ ル ー プ 上 福 岡 研 究 所 群 動 物 実 験 委 員 会 」 で 承

認 さ れ た 後 に 、 動 物 実 験 を 実 施 し た 。  

 

2 - 2 - 2  乳 酸 菌 粉 末 の 作 製  

オ リ エ ン タ ル 酵 母 工 業 ㈱ が 保 有 し て い る 1 4 0 種 類 の 菌 株 を 使 用

し た 。 菌 の 種 名 を Ta b l e  2 - 1 に 示 す 。 各 菌 株 を 、 1 2 1℃ 、 1 5 分 で

オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 し た G Y P 液 体 培 地 （ 1 %  グ ル コ ー ス 、 1 %  

y e a s t  e x t r a c t、 0 . 5 %  B a c t o  p e p t o n e、 0 . 2 %  酢 酸 ナ ト リ ウ ム 3 水

和 物 、 2 0  p p m 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 7 水 和 物 、 1  p p m 硫 酸 マ ン ガ ン 4

水 和 物 、 1  p p m 硫 酸 鉄 7 水 和 物 、 2 . 5  p p m  Tw e e n  8 0、 p H  6 . 8） で

培 養 し た 。 そ の 後 、 5 0 0 0 × g、 1 0 分 間 、 室 温 の 条 件 で 遠 心 し て 乳
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酸 菌 を 回 収 し 、 P h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  ( P B S )  で 洗 浄 し た 。

1 2 1℃ 、 3 0 分 間 で オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 後 に 凍 結 乾 燥 し た 。 以 上 の

よ う に 、 本 研 究 で は 、 全 て 死 菌 の 乳 酸 菌 を 粉 末 化 し て 使 用 し た 。 

 

2 - 2 - 3  乳 酸 菌 粉 末 添 加 飼 料 の 調 製  

精 製 飼 料 で あ る A I N - 9 3 M（ オ リ エ ン タ ル 酵 母 工 業 ㈱ ）に 、前 述

の 乳 酸 菌 粉 末 を 外 添 し て 乳 酸 菌 粉 末 添 加 飼 料 と し た 。 餌 の 配 合 を

Ta b l e  2 - 2 お よ び Ta b l e  2 - 3 に 示 す 。  

 

2 - 2 - 4  パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 の 分 離  

F e t a l  c a l f  s e r u m  ( F C S )  を 1 0 % 、 c o l l a g e n a s e  t y p e  1  

( S i g m a - A l d r i c h 社 )  を 1  m g / m l と な る よ う に 溶 解 さ せ た

R P M I 1 6 4 0 に 、 頸 椎 脱 臼 後 に マ ウ ス か ら 摘 出 し た パ イ エ ル 板 を 加

え 、ス タ ー ラ ー バ ー で 撹 拌 し な が ら 3 7℃ で 6 0 - 9 0 分 間 イ ン キ ュ ベ

ー ト し た 。次 に 目 開 き 7 0  µ m の セ ル ス ト レ イ ナ ー（ B D  B i o s c i e n c e s ,  

S a n  J o s e ,  C A ,  U S A） で 細 胞 塊 を 除 去 し 、 3 0 0 × g、 1 分 、 4℃ で 遠

心 し 、 上 清 を 廃 棄 し た 。 洗 浄 の た め に P B S を 加 え 、 1 0 秒 間 の 混

和 後 、 3 0 0 × g、 1 分 、 4℃ で 遠 心 し て 上 清 を 廃 棄 し た 。こ の 洗 浄 を

3 回 実 施 し 、 試 験 に 使 用 し た 。  

 

2 - 2 - 5  細 胞 培 養  

R P M I 1 6 4 0 に 、 F C S を 1 0 %、 L - g l u t a m i n e を 2 m M、 p e n i c i l l i n を

1 0 0  u n i t s / m l、 そ し て s t r e p t o m y c i n を 1 0 0  μ g / m l に な る よ う に 溶
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解 さ せ た も の を 培 地 と し た 。液 量 は 2 0 0  µ l /ウ エ ル と し 、培 養 条 件

は 、 加 湿 下 で 5 %  C O 2 、 3 7℃ と し た 。  

 

2 - 2 - 6  I g A の 定 量  

回 収 し た 検 体 上 清 中 の I g A 濃 度 を 、 E L I S A 法 に よ り 測 定 し た 。

E L I S A 法 は m o u s e  I g A E L I S A q u a n t i t a t i o n  s e t  ( B e t h y l  

L a b o r a t o r i e s ,  M o n t g o m e r y,  T X ,  U S A )  を 使 用 し 、 キ ッ ト 付 属 の プ

ロ ト コ ー ル に 従 っ て 実 施 し た 。具 体 的 に は 、9 6 ウ エ ル の プ レ ー ト

に I g A の １ 次 抗 体 を 5 0  µ l ず つ 添 加 し 、 4℃ で 1 晩 静 置 し た 。

P B S / Tw e e n（ P B S に Tw e e n 8 0 を 0 . 0 5 %添 加 ） で 洗 浄 後 、 超 純 水

に 対 し て ブ ロ ッ ク エ ー ス ○R粉 末（ D S フ ァ ー マ バ イ オ メ デ ィ カ ル ㈱ 、

大 阪 、日 本 ）を 1 %加 え た ブ ロ ッ キ ン グ 液 を 1 0 0  µ l ず つ 添 加 し て 、

室 温 で 1 時 間 静 置 し た 。洗 浄 後 、ス タ ン ダ ー ド 溶 液 と 培 養 液 を 各

ウ エ ル に 5 0  µ l ず つ 添 加 し 、室 温 で 1 時 間 静 置 し た 。洗 浄 後 、0 . 1 %

の ブ ロ ッ ク エ ー ス ○R粉 末 を 加 え た P B S 溶 液 で 5 0 , 0 0 0 倍 に 希 釈 し た

2 次 抗 体 を 各 ウ エ ル に 5 0  µ l ず つ 添 加 し て 室 温 で 1 時 間 静 置 し た 。

洗 浄 後 、 基 質 で あ る 3 , 3 ′ , 5 , 5 ′ - t e t r a m e t h y l b e n z i d i n e  ( M O S S  I n c . ,  

E l k  G r o v e  V i l l a g e ,  I L ,  U S A )  を 各 ウ エ ル に 1 0 0  µ l ず つ 添 加 し て 発

色 を 行 い 、 2 規 定 の 硫 酸 を 1 0 0  µ l ず つ 添 加 し て 発 色 反 応 を 止 め 、

4 5 0  n m の 吸 光 値 を 測 定 し た 。  

 

2 - 2 - 7  脾 臓 細 胞 の 採 取  

頸 椎 脱 臼 後 に マ ウ ス か ら 脾 臓 を 摘 出 し 、 F C S を 1 0 %添 加 し た
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R P M I 1 6 4 0 に 加 え た 。 こ れ を シ リ ン ジ の 背 面 で す り つ ぶ し 、 目 開

き 7 0  µ m の セ ル ス ト レ イ ナ ー（ B D  B i o s c i e n c e s）で 細 胞 塊 を 除 去

し た 。 そ れ を 、 3 0 0 × g、 5 分 、 4℃ で 遠 心 し て 上 清 を 廃 棄 し 、 脾 臓

細 胞 を 得 た 。 こ れ に 1 0 %  F C S 添 加 の R P M I 1 6 4 0 に 懸 濁 さ せ 、 試

験 に 供 し た 。  

 

2 - 2 - 8  Ya c - 1 細 胞 の 調 製  

マ ウ ス リ ン パ 腫 由 来 Ya c - 1 細 胞 は 、 A m e r i c a n  Ty p e  C u l t u r e  

C o l l e c t i o n か ら 購 入 し た（ カ タ ロ グ 番 号 AT C C  T I B - 1 6 0；ロ ッ ト 番

号 # 4 2 4 9 4 7 9）。購 入 後 、3 7℃ で 解 凍 し 、R P M I 1 6 4 0 で 洗 浄 後 に F C S  

1 0 %入 り の R P M I 1 6 4 0 に 懸 濁 さ せ 、 3 7℃ 、 5 %  C O 2 の 条 件 下 で 培

養 し て 試 験 に 供 し た 。  

 

2 - 2 - 9  細 胞 障 害 率 測 定 法  

Ya c - 1 細 胞 と 脾 臓 細 胞 を 共 培 養 後 、 l a c t o s e  d e h y d r o g e n a s e  

( L D H )  量 を 測 定 し て Ya c - 1 細 胞 の 障 害 率 を 評 価 し た 。 こ れ は 、

K a w a s h i m a ら の 方 法  [ 3 7 ]  に 準 じ 、C y t o To x  9 6 R  N o n - R a d i o a c t i v e  

C y t o t o x i c i t y  A s s a y キ ッ ト （ プ ロ メ ガ 、 東 京 、 日 本 ） を 使 用 し て

添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 実 施 し た 。 ま ず は 2  n M の I L - 2 と 5 日

間 培 養 し て N K 細 胞 を 活 性 化 し た 脾 臓 細 胞 を 、Ya c - 1 細 胞（ 2 . 5 × 1 0 4

個 / m l） の 1 0 倍 量 （ 2 . 5 × 1 0 5 個 / m l）、 5 0 倍 量 （ 1 . 2 5 × 1 0 6 個 / m l）、

1 0 0 倍 量（ 2 . 5 × 1 0 6 個 / m l）に 調 製 し 、Ya c - 1 細 胞 と そ れ ぞ れ 1 0 0 µ l

ず つ 同 じ ウ エ ル に 加 え た 。乳 酸 菌 粉 末 を 添 加 す る 際 は 1 ウ エ ル あ
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た り 5 0  μ g 加 え 、液 量 を 2 0 0  µ l /ウ エ ル と し た 。プ レ ー ト を 2 5 0 × g、

5 分 、室 温 で 遠 心 後 、3 7℃ で 4 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 い 、

室 温 で 2 5 0 × g、 4 分 間 で 遠 心 し た 。 次 い で 、 テ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩 を

含 ん だ S u b s t r a t e  M i x を A s s a y  b u f f e r で 溶 解 後 に 各 ウ エ ル へ 5 0  µ l

ず つ 加 え 、遮 光 し て 室 温 で 3 0 分 間 静 置 し た 。 S t o p  S o l u t i o n を 5 0  

µ l /ウ エ ル ず つ 加 え 、4 9 0  n m の 吸 光 度 を 測 定 し た 。こ う し て 、Ya c - 1

細 胞 か ら 放 出 さ れ た L D H 量 を 定 量 し た 。  

脾 臓 細 胞 中 の N K 活 性 を 評 価 す る た め に 、「 Ya c - 1 と 脾 臓 細 胞 の

共 培 養 で 放 出 さ れ た L D H 量 」 を 、「 Ya c - 1 に 含 ま れ る L D H 量 」 で

除 し て 細 胞 障 害 率 を 算 出 し 、こ れ を N K 活 性 の 指 標 と し た 。Ya c - 1

と 脾 臓 細 胞 を 共 培 養 し た 際 の 上 清 L D H 量 か ら 、Ya c - 1 と 脾 臓 細 胞

そ れ ぞ れ を 単 独 で 培 養 し た 際 の 上 清 L D H 量 を バ ッ ク グ ラ ン ド と

し て 差 し 引 き 、「 Ya c - 1 と 脾 臓 細 胞 の 共 培 養 で 放 出 さ れ た L D H 量 」

を 算 出 し 、 こ れ を 分 子 と し た 。 ま た 、 Ya c - 1 と Ly s i s  S o l u t i o n を

培 養 し た 際 の 上 清 L D H 量 か ら Ya c - 1 を 単 独 で 培 養 し た 際 の 上 清

L D H 量 を バ ッ ク グ ラ ン ド と し て 差 し 引 い て 「 Ya c - 1 に 含 ま れ る

L D H 量 」を 算 出 し 、こ れ を 分 母 と し た 。細 胞 障 害 率 を 算 出 す る 式

は 、 下 記 で あ る 。  

 

2 - 2 - 1 0  糞 の 洗 浄 液 採 取 法  
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M a e d a ら の 方 法  [ 4 9 ]  に 準 じ て 実 施 し た 。具 体 的 に は 、解 剖 2 4

時 間 前 に マ ウ ス を ケ ー ジ に 1 匹 ず つ 入 れ 、解 剖 時 に 糞 を 5 粒 /匹 ず

つ 回 収 し た 。 I g A を 抽 出 す る た め に 、 5 0  m l の P B S に 、 プ ロ テ ア

ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー で あ る c O m p l e t e ,  E D TA - f r e e  ( R o c h e  

D i a g n o s t i c s ,  R o t k r e u z ,  S w i t z e r l a n d )  1 粒 を 加 え 、凍 結 乾 燥 し た 糞

を 1 0 0  m g / m l に な る よ う に 加 え 、ボ ル テ ッ ク ス に よ る 混 和 に て I g A

を 抽 出 し た 。 こ れ を 9 2 0 0 × g、 3 0 分 、 4 ° C で 遠 心 し 、 そ の 上 清 を

糞 の 洗 浄 液 と し た 。 な お 、 試 験 に 供 し た 糞 の 乾 物 重 量 を 測 定 し 、

糞 1  g あ た り に ふ く ま れ る I g A 含 量 を 算 出 し た 。  

 

2 - 2 - 11  空 腸 と 回 腸 の 洗 浄 液 採 取 法  

L u d e r t  J E ら の 方 法  [ 5 0 ]  に 準 じ て 実 施 し た 。具 体 的 に は 、ま ず

マ ウ ス の 解 剖 時 に 空 腸 と 回 腸 を 採 取 し た 。 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ

タ ー で あ る c O m p l e t e ,  E D TA - f r e e  ( R o c h e  D i a g n o s t i c s )  の タ ブ レ

ッ ト 1 粒 を 5 0  m l  P B S で 溶 解 さ せ て バ ッ フ ァ ー を 調 製 し 、各 個 体

の 空 腸 、 回 腸 そ れ ぞ れ に バ ッ フ ァ ー を 1  m l 流 し こ み 、 回 収 し た 。

同 じ バ ッ フ ァ ー で の 洗 浄 を さ ら に 2 回 繰 り 返 し た 。こ れ を 9 2 0 0 × g、

3 0 分 、 4 ° C で 遠 心 し 、 そ の 上 清 を 空 腸 と 回 腸 の 洗 浄 液 と し た 。  

 

2 - 2 - 1 2  デ ー タ 処 理  

結 果 は 平 均 値 ±標 準 偏 差 で 表 し た 。 2 群 間 の 比 較 は S t u d e n t ’ s  

t - t e s t を 実 施 し 、 p  <  0 . 0 5 を も っ て 有 意 差 あ り と し た 。 多 群 の 比

較 は B a r t l e t t 検 定 で 分 散 の 均 一 性 を 検 定 し 、等 分 散 で あ れ ば Tu k e y
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検 定 を 実 施 し 、 不 等 分 散 で あ れ ば S t e e l – D w a s s 検 定 を 実 施 し た 。

い ず れ も 、 p  <  0 . 0 5 を も っ て 有 意 差 あ り と し た 。   
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2 - 3  結 果  

 

2 - 3 - 1  I g A 分 泌 量 を 亢 進 す る 乳 酸 菌 株 の 選 抜  

発 酵 食 品（ パ ン の 発 酵 種 、漬 物 、他 ）由 来 の 1 4 0 種 類 の 乳 酸 菌

株 （ Ta b l e  2 - 1） に つ い て 、 I g A 分 泌 量 亢 進 効 果 を 評 価 す る た め 、

ま ず 、e x  v i v o 細 胞 試 験 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。マ ウ ス の

パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 5 × 1 0 6  c e l l s / m l に 乳 酸 菌 粉 末 2 5 0  μ g / m l

と な る よ う 添 加 し 、7 日 間 の 培 養 後 に 上 清 の I g A 濃 度 を 測 定 し た 。

検 体 が 多 く 、 全 株 を 同 時 に 評 価 で き な か っ た た め 、 6 グ ル ー プ に

分 け て 評 価 し 、各 グ ル ー プ で 効 果 が 高 か っ た 5 菌 株 ず つ を 選 抜 し

た 。 そ の 際 、 乳 酸 菌 粉 末 を 添 加 せ ず に パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 の

み を 培 養 す る 系 を コ ン ト ロ ー ル と し た 。 そ の 後 、 選 抜 し た 菌 株 を

同 時 に 評 価 し 、 最 も 効 果 が 高 い 菌 株 を 選 抜 し た 。  

1 つ め の グ ル ー プ で は 、 コ ン ト ロ ー ル よ り I g A 分 泌 量 を 増 加 さ

せ る 乳 酸 菌 株 は 得 ら れ な か っ た （ F i g .  2 - 1）。 2 つ め の グ ル ー プ で

は 、N o .  1 4、N o .  1 5、N o .  1 6、N o .  1 7、お よ び N o .  2 3 を 選 抜 し た 。

3 つ め の グ ル ー プ か ら N o .  4 7、 N o .  5 4、 N o .  5 7、 N o .  6 3、 お よ び

N o .  6 6  ( F i g .  2 - 3 )、4 つ め の グ ル ー プ か ら N o .  7 2、N o .  8 1、N o .  8 3、

N o .  8 4、お よ び N o .  9 4  ( F i g .  2 - 4 )、5 つ め の グ ル ー プ か ら N o .  9 7、

N o .  9 8、 N o .  9 9、 N o .  1 0 7、 お よ び N o .  1 0 9  ( F i g .  2 - 5 )、 6 つ 目 の

グ ル ー プ か ら N o .  1 2 5、 N o .  1 3 5、 N o .  1 3 6、 N o .  1 3 7、 お よ び N o .  

1 3 9 を そ れ ぞ れ 選 抜 し た （ F i g .  2 - 6）。  

次 い で 各 グ ル ー プ か ら 選 抜 し た 計 2 5 菌 株 の 同 時 評 価 を 実 施 し
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た 。 そ の 際 、 I g A 分 泌 量 亢 進 効 果 が 弱 か っ た N o .  1 0 5 を ネ ガ テ ィ

ブ コ ン ト ロ ー ル と し た 。そ の 結 果 、N o .  6 3  ( L .  p l a n t a r u m）、N o .  7 2  

( L .  p l a n t a r u m )、 N o .  9 4  ( L .  h i l g a r d i )、 N o .  1 0 7  ( L . p a r a k e f i r i )、 N o .  

1 3 9  ( P e d i o c o c c u s  a c i d i l a c t i c i )  の 乳 酸 菌 粉 末 に つ い て I g A 分 泌 亢

進 効 果 が 高 い こ と を 明 ら か に し た 。 ま た 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー

ル で あ る N o .  1 0 5  ( L .  p a r a c a s e i )  の I g A 分 泌 量 が 最 も 少 な か っ た

こ と か ら （ F i g .  2 - 7）、 こ の 評 価 系 の 再 現 性 が 高 い こ と も 示 し た 。

I g A 分 泌 亢 進 効 果 が 高 い こ れ ら 5 菌 株 の う ち 、N o .  1 0 7 と N o .  1 3 9

は 乳 酸 菌 培 養 時 の 増 殖 効 率 が 非 常 に 低 く 、 食 品 素 材 と し て 開 発 す

る に は 不 適 で あ る た め 候 補 か ら 外 し 、N o .  6 3、N o .  7 2、お よ び N o .  

9 4 を 選 抜 し た 。  

続 い て 、選 抜 し た 3 つ の 候 補 菌 株 を 用 い 、動 物 試 験 に よ る 効 果

を 検 証 し た 。マ ウ ス に 各 乳 酸 菌 株 粉 末 混 餌 食（ Ta b l e  2 - 2）を 4 週

間 摂 餌 さ せ 、 パ イ エ ル 板 を 摘 出 し て そ の 初 代 培 養 細 胞 5 × 1 0 6  

c e l l s / m l を 7 日 間 培 養 し 、 I g A 分 泌 亢 進 効 果 を 評 価 し た （ 乳 酸 菌

粉 末 摂 餌 e x  v i v o 試 験 ）。乳 酸 菌 粉 末 を 混 餌 し て い な い 通 常 飼 料 で

飼 育 し た 、 マ ウ ス 由 来 の パ イ エ ル 板 を 対 照 と し た 。 そ の 結 果 、 コ

ン ト ロ ー ル に 対 し て I g A 分 泌 量 亢 進 効 果 を 有 意 に 高 め る 乳 酸 菌 は

N o .  7 2 の み で あ っ た（ F i g .  2 - 8）。N o .  7 2 は パ ン の 発 酵 種 由 来 の 乳

酸 菌 株 で あ っ た 。こ れ を L a c t o b a c i l l u s  p l a n t a r u m  AYA 株 と 命 名 し 、

国 立 研 究 開 発 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に

寄 託 し た 。 寄 託 番 号 は F E R M  P - 2 11 0 6 で あ る 。 以 降 、 N o .  7 2 を

L .  p l a n t a r u m  AYA と 記 載 す る 。 以 上 の よ う に 、 乳 酸 菌 株 1 4 0 種 類
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の 中 か ら 、マ ウ ス 経 口 摂 取 に よ っ て I g A 分 泌 量 亢 進 効 果 を 発 揮 す

る 乳 酸 菌 株 と し て L .  p l a n t a r u m  AYA を 選 抜 し た 。  

 

2 - 3 - 2  L .  p l a n t a r u m  AYA が 有 す る N K 活 性 亢 進 効 果 の 評 価  

L .  p l a n t a r u m  AYA の N K 活 性 を 評 価 し た 。 9 週 齢 の マ ウ ス を 購

入 し 、 1 週 間 の 馴 化 期 間 終 了 時 に 脾 臓 細 胞 を 摘 出 し た 。 脾 臓 細 胞

中 の N K 細 胞 を 活 性 化 さ せ て か ら L .  p l a n t a r u m  AYA 粉 末 存 在 下 で

マ ウ ス リ ン パ 腫 由 来 Ya c - 1 細 胞 と 共 培 養 し 、 Ya c - 1 細 胞 の 細 胞 傷

害 か ら 脾 臓 細 胞 中 の N K 活 性 を 評 価 し た 。 な お 、 共 培 養 時 の 濃 度

は 、 Ya c - 1 細 胞 が 2 . 5 × 1 0 4 個 / m l、 脾 臓 細 胞 は Ya c - 1 細 胞 の 1 0 倍

量 （ 2 . 5 × 1 0 5 個 / m l）、 5 0 倍 量 （ 1 . 2 5 × 1 0 6 個 / m l）、 お よ び 1 0 0 倍 量

（ 2 . 5 × 1 0 6 個 / m l）と し 、L .  p l a n t a r u m  AYA 粉 末 添 加 量 は 2 5 0  μ g / m l

と し た 。 そ の 結 果 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の 添 加 に よ る 細 胞 障 害 率 の

増 加 は 確 認 さ れ な か っ た （ F i g .  2 - 9）。  

 

2 - 3 - 3  I g A 分 泌 量 の 測 定 方 法 の 検 討  

2 - 3 - 1 で は 、 生 体 で の I g A 分 泌 量 亢 進 効 果 を 測 定 す る 方 法 と し

て 、乳 酸 菌 粉 末 の 4 週 間 摂 餌 後 の マ ウ ス よ り 単 離 し た パ イ エ ル 板

初 代 培 養 細 胞 を 用 い 、e x  v i v o 試 験（ 乳 酸 菌 粉 末 摂 餌 e x  v i v o 試 験 ）

を 実 施 し た （ F i g .  2 - 8）。 し か し 、 当 該 分 析 方 法 は 生 体 内 の 腸 管 に

分 泌 さ れ た I g A を 直 接 測 定 し て い る 方 法 で は な い 。 そ こ で 、 生 体

内 に お い て L .  p l a n t a r u m  AYA 粉 末 の I g A 分 泌 活 性 を 測 定 す る た め 、

腸 管 管 腔 に 分 泌 さ れ た I g A 量 を 測 定 す る 方 法 の 検 討 を 行 っ た 。 前
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述 の 試 験 と 同 様 に 、通 常 餌 を 摂 取 し た C o n t r o l 群 と 、L .  p l a n t a r u m  

AYA を 5 %混 合 し た 餌 を 4 週 間 摂 取 し た マ ウ ス（ 6 週 齢 ）を 使 用 し

た 。  

ま ず は 、糞 中 の I g A 含 量 の 測 定 を 行 っ た 。糞 の 洗 浄 液 を 調 製 し 、

上 清 の I g A を 腸 管 管 腔 に 分 泌 さ れ た も の と し て 測 定 し た 。そ の 結

果 、I g A 含 量 は C o n t r o l 群 に 対 し て AYA 投 与 群 が や や 多 い も の の 、

個 体 ご と の バ ラ つ き が 非 常 に 大 き く 、群 間 で 有 意 差 は み ら れ な か

っ た 。 こ の 測 定 法 は 、 乳 酸 菌 粉 末 摂 餌 e x  v i v o 試 験 よ り も 検 出 力

が 低 い こ と が 示 唆 さ れ た （ F i g .  2 - 1 0）。  

次 い で 、 空 腸 と 回 腸 を 摘 出 し 、 管 腔 の 洗 浄 液 上 清 の I g A を 腸 管

管 腔 に 分 泌 さ れ た も の と み な し 、 こ れ を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 回

腸 の 洗 浄 液 で I g A 含 量 に 有 意 な 差 が み ら れ た （ F i g .  2 - 11）。 回 腸

洗 浄 液 で は 1 %水 準 で 有 意 差 を 検 出 し て お り 、 乳 酸 菌 粉 末 摂 餌 e x  

v i v o 試 験 や 糞 中 の I g A を 測 定 す る 試 験 よ り も 検 出 感 度 が 高 い こ と

が 示 唆 さ れ た 。よ っ て 、以 降 は I g A 分 泌 量 を 測 定 す る 方 法 と し て 、

空 腸 と 回 腸 の 洗 浄 液 に 含 ま れ る I g A 含 量 を 測 定 す る こ と と し た 。 

 

2 - 3 - 4  L .  p l a n t a r u m  AYA の 用 量 試 験  

L .  p l a n t a r u m  AYA を 食 品 素 材 と し て 開 発 す る た め に 、 そ の 必 要

摂 取 用 量 を 明 ら か に す る こ と は 必 須 で あ る 。 こ れ ま で に 、 L .  

p l a n t a r u m  AYA を 5 %混 合 し た 餌 を 4 週 間 摂 取 す る と 、回 腸 で の I g A

分 泌 量 が 有 意 に 高 く な る こ と を 示 し た （ F i g .  2 - 11）。 そ こ で 、 5 %

よ り も 低 用 量 に て 同 様 の 効 果 が 得 ら れ る か 検 討 す る た め 、 6 週 齢
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の マ ウ ス に 対 し 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 0 . 3 %混 合 し た 餌 、 ま た は

0 . 0 3 %混 合 し た 餌 （ Ta b l e  2 - 3） を そ れ ぞ れ 与 え て 4 週 間 飼 育 し 、

空 腸 と 回 腸 で の I g A 分 泌 量 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 い ず れ の 用 量

に お い て も コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 空 腸 と 回 腸 に 分 泌 さ れ る

I g A 量 が 有 意 に 増 加 す る こ と が 明 ら か に な っ た （ F i g .  2 - 1 2）。  

通 常 餌 群 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を そ れ ぞ れ 0 . 0 3 %、 0 . 3 %含 有 し た

群 に お い て 、 解 剖 時 の 体 重 （ ±標 準 偏 差 ） は 2 1 . 4  ±  1 . 4  g、 2 1 . 7  ±  

1 . 3  g、 お よ び  2 1 . 5  ±  1 . 6  g で あ り 、 1 日 当 た り の 平 均 摂 餌 量 は 、

2 . 3 8  g /日 、 2 . 4 1  g /日 、 お よ び 2 . 3 9  g /日 で あ っ た 。 群 飼 育 で あ っ

た た め 有 意 差 検 定 は 実 施 で き な か っ た が 、 両 群 の 摂 餌 量 ほ ぼ 同 等

で あ っ た 。 こ の 平 均 摂 餌 量 か ら 算 出 す る と 、 0 . 0 3 %摂 取 群 は L .  

p l a n t a r u m  AYA を 0 . 7 2  m g /日 、 0 . 3 %摂 取 群 は L .  p l a n t a r u m  AYA

を 7 . 1  m g /日 摂 取 し た こ と に な る 。 な お 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の 粉

末 0 . 7 2  m g は 、 8 . 6 × 1 0 8  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s に 相 当 す る 。 以 上 よ

り 、マ ウ ス に お い て L .  p l a n t a r u m  AYA を 1 日 あ た り 0 . 7 2  m g 摂 取

す れ ば 、腸 管 の I g A 分 泌 量 が 有 意 に 増 加 す る こ と を 明 ら か に し た 。  
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F i g .  2 - 1  マ ウ ス パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 の 各 種 乳 酸 菌 （ N o .  1～

1 3） 粉 末 添 加 に よ る I g A 分 泌 量 の 変 化  

B A L B / c マ ウ ス 由 来 の パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 を 5 x 1 0 6  c e l l s / m l、

各 種 乳 酸 菌 株 の 死 菌 粉 末 を 2 5 0  μ g / m l に な る よ う 調 整 し て 7 日 間

共 培 養 し 、上 清 の I g A 濃 度 を E L I S A で 測 定 し た 。n  =  3 で 実 施 し 、

平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。   
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F i g .  2 - 2  マ ウ ス パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 の 各 種 乳 酸 菌 （ N o .  1 4

～ 4 6） 粉 末 添 加 に よ る I g A 分 泌 量 の 変 化  

B A L B / c マ ウ ス 由 来 の パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 を 5 x 1 0 6  c e l l s / m l、

各 種 乳 酸 菌 株 の 死 菌 粉 末 を 2 5 0  μ g / m l に な る よ う 調 整 し て 7 日 間

共 培 養 し 、上 清 の I g A 濃 度 を E L I S A で 測 定 し た 。n  =  3 で 実 施 し 、

平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。   
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F i g .  2 - 3  マ ウ ス パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 の 、各 種 乳 酸 菌（ N o .  4 7

～ 7 0） 粉 末 添 加 に よ る I g A 分 泌 量 の 変 化  

B A L B / c マ ウ ス 由 来 の パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 を 5 x 1 0 6  c e l l s / m l、

各 種 乳 酸 菌 株 の 死 菌 粉 末 を 2 5 0  μ g / m l に な る よ う 調 整 し て 7 日 間

共 培 養 し 、上 清 の I g A 濃 度 を E L I S A で 測 定 し た 。n  =  3 で 実 施 し 、

平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。   
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F i g .  2 - 4  マ ウ ス パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 の 各 種 乳 酸 菌 （ N o .  7 1

～ 9 4） 粉 末 添 加 に よ る I g A 分 泌 量 の 変 化  

B A L B / c マ ウ ス 由 来 の パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 を 5 x 1 0 6  c e l l s / m l、

各 種 乳 酸 菌 株 の 死 菌 粉 末 を 2 5 0  μ g / m l に な る よ う 調 整 し て 7 日 間

共 培 養 し 、上 清 の I g A 濃 度 を E L I S A で 測 定 し た 。n  =  3 で 実 施 し 、

平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。   
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F i g .  2 - 5  マ ウ ス パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 の 各 種 乳 酸 菌 （ N o .  9 5

～ 11 4） 粉 末 添 加 に よ る I g A 分 泌 量 の 変 化  

B A L B / c マ ウ ス 由 来 の パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 を 5 x 1 0 6  c e l l s / m l、

各 種 乳 酸 菌 株 の 死 菌 粉 末 を 2 5 0  μ g / m l に な る よ う 調 整 し て 7 日 間

共 培 養 し 、上 清 の I g A 濃 度 を E L I S A で 測 定 し た 。n  =  3 で 実 施 し 、

平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。   
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F i g .  2 - 6  マ ウ ス パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 の 各 種 乳 酸 菌 （ N o .  11 5

～ 1 4 0） 粉 末 添 加 に よ る I g A 分 泌 量 の 変 化  

B A L B / c マ ウ ス 由 来 の パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 を 5 x 1 0 6  c e l l s / m l、

各 種 乳 酸 菌 株 の 死 菌 粉 末 を 2 5 0  μ g / m l に な る よ う 調 整 し て 7 日 間

共 培 養 し 、上 清 の I g A 濃 度 を E L I S A で 測 定 し た 。n  =  3 で 実 施 し 、

平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。   
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F i g .  2 - 7  マ ウ ス パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 の 各 種 乳 酸 菌（ 選 抜 株 ）

粉 末 添 加 に よ る I g A 分 泌 量 の 変 化  

B A L B / c マ ウ ス 由 来 の パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 を 5 x 1 0 6  c e l l s / m l、

各 種 乳 酸 菌 株 の 死 菌 粉 末 を 2 5 0  μ g / m l に な る よ う 調 整 し て 7 日 間

共 培 養 し 、上 清 の I g A 濃 度 を E L I S A で 測 定 し た 。n  =  3 で 実 施 し 、

平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。   
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F i g .  2 - 8  乳 酸 菌 の 死 菌 粉 末 を 摂 取 さ せ た マ ウ ス 由 来 の 、 パ イ エ

ル 板 の 初 代 培 養 細 胞 か ら 分 泌 さ れ た I g A 量  

通 常 餌 （ C o n t r o l） ま た は 、 N o .  6 3 ,  N o .  7 2 ,  N o .  9 4 ,  N o .  1 0 5 そ

れ ぞ れ の 死 菌 粉 末 を 含 む 餌（ Ta b l e  2 - 2）を 4 週 間 摂 取 さ せ 、パ イ

エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 を 採 取 し た 。 そ の パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 を

5 × 1 0 6  c e l l s / m l で 7 日 間 培 養 し 、 上 清 の I g A 濃 度 を E L I S A で 測 定

し た 。 n  =  5 で 実 施 し 、 平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。 Tu k e y 検 定 を

実 施 し た 。 * p  <  0 . 0 5  v s  c o n t r o l   
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Ta b l e  2 - 1  乳 酸 菌 株 の 種 名  

   

number strain
No. 1 ~ 11 Lactobacillus brevis

No. 12 ~ 21 Pediococcus pentosaceus

No. 22 ~ 27 Lactobacillus pentosus

No. 28 ~ 74 Lactobacillus plantarum

No. 75 Lactobacillus buchneri

No. 76 ~ 77 Lactobacillus casei subsp.casei

No. 78 ~ 79 Lactobacillus casei subup pseudplantarum

No. 80 Lactobacillus coryniformis subsp. Coryniformis

No. 81~ 87 Lactobacillus curvatus

No. 88~ 89 Lactobacillus fermentum

No. 90 Lactobacillus fructosus

No. 91~ 92 Lactobacillus gasseri

No. 93 Lactobacillus helveticus

No. 94~ 95 Lactobacillus hilgardi

No. 96 Lactobacillus kefirgranum

No. 97 Lactobacillus kfiri

No. 98~ 99 Lactobacillus mali

No. 100 ~ 101 Lactobacillus murinus

No. 102 Lactobacillus para paracasi

No. 103 Lactobacillus parabuchineri

No. 104 Lactobacillus paracasei subsp. Tolerans

No. 105 ~ 106 Lactobacillus paracasei subsp.paracasei

No. 107 Lactobacillus parakefiri

No. 108 Lactobacillus viridesceus

No. 109 ~ 111 Leuconostoc citreum

No. 112 Leuconostoc lactis

No. 113 ~ 115 Leuconostoc mes

No. 116 ~ 123 Leuconostoc mesenteroides
No. 124 Leuconostoc mesenteroides subsp.cremoris

No. 125 ~ 127 Leuconostoc mesenteroides subsp.dextranicum

No. 128 ~ 129 Leuconostoc mesenteroides subsp.mesenteroides

No. 130 ~ 133 Leuconostoc paramesenteroides

No. 134 Leuconostoc carnosum

No. 135 Leuconostoc fallax

No. 136 Leuconostoc psudemesenteroides

No. 137 Pediococcus  acidilactici

No. 138 Pediococcus  damnosus

No. 139 Pediococcus acidilactici

No. 140 Weis halotolarans



43 

   

通
常
餌

乳
酸
菌
入
り
餌

原
料
名
、
検
体
名

配
合
比
率
（
％
）

原
料
名
、
検
体
名

配
合
比
率
（
％
）

カ
ゼ
イ
ン

1
4

カ
ゼ
イ
ン

1
4

L
-シ
ス
チ
ン

0
.1

8
L
-シ
ス
チ
ン

0
.1

8

コ
ー
ン
ス
タ
ー
チ

4
6
.5

6
9
2

コ
ー
ン
ス
タ
ー
チ

4
6
.5

6
9
2

α
化
コ
ー
ン
ス
タ
ー
チ

1
5
.5

α
化
コ
ー
ン
ス
タ
ー
チ

1
5
.5

シ
ュ
ー
ク
ロ
ー
ス

1
0

シ
ュ
ー
ク
ロ
ー
ス

1
0

大
豆
油

4
大
豆
油

4

セ
ル
ロ
ー
ス
パ
ウ
ダ
ー

5
セ
ル
ロ
ー
ス
パ
ウ
ダ
ー

5

A
IN

-9
3
M
ミ
ネ
ラ
ル
混
合

3
.5

A
IN

-9
3
M
ミ
ネ
ラ
ル
混
合

3
.5

A
IN

-9
3
ビ
タ
ミ
ン
混
合

1
A

IN
-9

3
ビ
タ
ミ
ン
混
合

1

重
酒
石
酸
コ
リ
ン

0
.2

5
重
酒
石
酸
コ
リ
ン

0
.2

5

第
三
ブ
チ
ル
ヒ
ド
ロ
キ
ノ
ン

0
.0

0
0
8

第
三
ブ
チ
ル
ヒ
ド
ロ
キ
ノ
ン

0
.0

0
0
8

合
計

1
0
0

乳
酸
菌
粉
末

5

合
計

1
0
5

T
a
b
le

 2
-2

 乳
酸
菌
粉
末
摂
餌

e
x vivo

細
胞
試
験
に
使
用
し
た
餌
の
配
合



44 

 

F i g .  2 - 9  L .  p l a n t a r u m  AYA が N K 活 性 に 与 え る 影 響  

共 培 養 時 の 濃 度 は 、 Ya c - 1 細 胞 が 2 . 5 × 1 0 4 個 / m l、 脾 臓 細 胞 が

2 . 5 × 1 0 5 個 / m l、 1 . 2 5 × 1 0 6 個 / m l ま た は 2 . 5 × 1 0 6 個 / m l と し 、 L .  

p l a n t a r u m  AYA の 死 菌 粉 末 を 2 5 0  μ g / m l 添 加 し し た 。 4 時 間 の 培

養 後 、 上 清 の L D H を 測 定 し 、 細 胞 障 害 率 を 算 出 し た 。 n  =  3 で 実

施 し 、 平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。 濃 度 ご と に 、 群 間 の S t u d e n t ’ s  

t - t e s t で 有 意 差 検 定 を 実 施 し た 。   
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F i g .  2 - 1 0  糞 中 の I g A 含 量  

通 常 餌 （ c o n t r o l） ま た は L .  p l a n t a r u m  AYA 混 合 餌 （ AYA ,  Ta b l e  

2 - 2） を 4 週 間 摂 取 し た B A L B / c マ ウ ス を ケ ー ジ に 1 匹 ず つ 入 れ 、

2 4 時 間 後 に 糞 を 5 粒 /匹 ず つ 回 収 し た 。 そ こ か ら I g A を 抽 出 し 、

E L I S A 法 に よ っ て 測 定 し た 。 な お 、 試 験 に 供 し た 糞 の 乾 物 重 量 を

測 定 し 、 そ れ ぞ れ の マ ウ ス に つ い て 糞 1  g あ た り の I g A 含 量 を 算

出 し た 。 n  =  5 で 実 施 し 、 平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。 群 間 で

S t u d e n t ’ s  t - t e s t で 有 意 差 検 定 を 実 施 し た 。   
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A  

 

 

B  

 

F i g .  2 - 11  空 腸 お よ び 回 腸 洗 浄 液 中 の I g A 量  

通 常 餌 （ c o n t r o l） ま た は L .  p l a n t a r u m  AYA 混 合 餌 （ AYA ,  Ta b l e  

2 - 2） を 4 週 間 摂 取 し た B A L B / c マ ウ ス か ら 、 空 腸 （ A） お よ び 回

腸 （ B） の 洗 浄 液 を 採 取 し 、 E L I S A 法 に よ っ て I g A 含 量 を 測 定 し

た 。n  =  5 で 実 施 し 、平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。群 間 で S t u d e n t ’ s  

t - t e s t で 有 意 差 検 定 を 実 施 し た 。 * *  p  <  0 . 0 1  v s  c o n t r o l   
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A  

 

 

B  

 

F i g .  2 - 1 2  空 腸 お よ び 回 腸 洗 浄 液 中 の I g A 量   

通 常 餌 （ c o n t r o l） ま た は L .  p l a n t a r u m  AYA 0 . 0 3 % ,  0 . 3 %混 合 餌

（ 0 . 0 3 ,  0 . 3 ,  Ta b l e  2 - 3） を 4 週 間 摂 取 し た B A L B / c マ ウ ス か ら 、

空 腸（ A）お よ び 回 腸（ B）の 洗 浄 液 を 採 取 し 、 E L I S A 法 に よ っ て

I g A 量 を 測 定 し た 。 n  =  6 で 実 施 し 、 平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。

群 間 で 、 S t e e l – D w a s s 検 定 を 実 施 し た 。 *  p  <  0 . 0 5  v s  c o n t r o l   
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2 - 4  考 察  

 

本 章 で は 、 I g A 分 泌 亢 進 能 を 有 す る 乳 酸 菌 株 と し て パ ン の 発 酵

種 由 来 の 乳 酸 菌 株 で あ る L .  p l a n t a r u m  AYA を 、 新 た に 発 見 し た 。

L .  p l a n t a r u m  AYA 死 菌 粉 末 を マ ウ ス が 摂 取 す る と 、 腸 管 で の I g A

分 泌 を 亢 進 す る こ と 、必 要 用 量 は 0 . 7 2  m g /日 で あ る こ と を 明 ら か

に し た 。 そ し て 、 当 該 乳 酸 菌 株 が N K 活 性 を 高 め る 効 果 は 確 認 で

さ れ な か っ た 。  

こ れ ま で に 、 ヒ ト の 腸 管 、 ミ ル ク 、 漬 物 等 を 由 来 と す る 乳 酸 菌

株 を タ ー ゲ ッ ト と し た 研 究 が 報 告 さ れ て お り 、 そ れ ら が 有 す る  

I g A 分 泌 を 亢 進 す る 効 果 が 報 告 さ れ て い る  [ 5 1 ]  [ 2 9 ]  [ 3 0 ]  [ 5 2 ]  。

し か し 、 パ ン の 発 酵 種 由 来 の 乳 酸 菌 株 で は 報 告 さ れ て い な い 。 パ

ン の 発 酵 種 由 来 の 乳 酸 菌 株 は 、 主 食 と し て 継 続 的 に 摂 取 さ れ て い

る パ ン の 良 い 風 味 を 生 み 出 す た め に 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る  

[ 5 3 ]。 そ の た め 、 パ ン の 発 酵 種 由 来 で あ る L .  p l a n t a r u m  AYA は 、

「 お い し さ 」 と 「 健 康 機 能 」 の 両 面 に お い て 機 能 を 発 揮 し 、 さ ら

に 主 食 と し て よ り 継 続 的 に 摂 取 し や す い 乳 酸 菌 株 で あ る 可 能 性

が あ る 。よ っ て 、食 品 開 発 の 面 か ら L .  p l a n t a r u m  AYA を 対 象 に 研

究 を 行 う 価 値 は 非 常 に 高 い 。  

本 章 で は 、1 4 0 種 の 乳 酸 菌 に つ い て 、e x  v i v o 細 胞 試 験 に よ る ス

ク リ ー ニ ン グ を 実 施 し た 。 腸 管 か ら I g A 分 泌 を 亢 進 す る 菌 は 、 腸

管 上 皮 領 域 の M 細 胞 か ら パ イ エ ル 板 に 取 り 込 ま れ  [ 6 ]、樹 状 細 胞 、

T 細 胞 、B 細 胞 等 を 活 性 化 す る こ と が 知 ら れ て い る  [ 5 4 ]。よ っ て 、
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初 代 培 養 の マ ウ ス 由 来 パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 と 乳 酸 菌 を 培 養

し 、 上 清 の I g A 含 量 を 評 価 す る e x  v i v o 細 胞 試 験 は 、 適 切 な 実 験

系 と 考 え て い る 。た だ し 、菌 の 種 類 に よ っ て 生 死 に 関 わ ら ず M 細

胞 を 通 過 す る 菌 や 、コ レ ラ 菌 の よ う に 生 菌 で な い と M 細 胞 を 通 過

し な い 菌 が 報 告 さ れ て い る  [ 5 4 ]  た め 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 経 口

摂 取 さ せ た 際 の 、 パ イ エ ル 板 か ら の I g A 分 泌 量 も 測 定 す る 必 要 が

あ っ た 。 そ の 方 法 に は 、 こ れ ま で 乳 酸 菌 粉 末 摂 餌 e x  v i v o 細 胞 試

験  [ 5 5 ]、 糞 中 I g A を 測 定 す る 方 法  [ 4 9 ]  お よ び 腸 管 洗 浄 液 の I g A

を 測 定 す る 方 法  [ 5 0 ]  と 複 数 報 告 さ れ て い た 。 本 章 に て こ れ ら の

分 析 感 度 を 比 較 し 、腸 管 洗 浄 液 を 採 取 す る 方 法 の 感 度 が 高 い こ と

を 明 ら か に し た 。  

し か し 、 マ ウ ス パ イ エ ル 板 由 来 初 代 培 養 細 胞 に 対 し て 乳 酸 菌 粉

末 を 投 与 し た e x  v i v o 細 胞 試 験 （ ス ク リ ー ニ ン グ ） と 、 4 週 間 乳

酸 菌 粉 末 を 摂 餌 し た マ ウ ス か ら パ イ エ ル 板 由 来 初 代 培 養 細 胞 を

調 製 し 、I g A 分 泌 量 を 測 定 す る e x  v i v o 細 胞 試 験（ 乳 酸 菌 粉 末 摂 餌

e x  v i v o 細 胞 試 験 ）の 結 果 が 一 致 し な い こ と も あ っ た 。乳 酸 菌 粉 末

摂 餌 e x  v i v o 細 胞 試 験 で は 、 L .  p l a n t a r u m  AYA（ N o .  7 2）を 試 験 に

供 し た 際 に I g A 分 泌 量 が 最 も 多 か っ た が （ F i g .  2 - 8）、 ス ク リ ー ニ

ン グ e x  v i v o 細 胞 試 験 で は 、 他 の 菌 株 の 方 が I g A 分 泌 量 は 多 か っ

た （ F i g .  2 - 7）。 乳 酸 菌 粉 末 摂 餌 e x  v i v o 細 胞 試 験 の 系 で は 乳 酸 菌

粉 末 は 経 口 摂 取 さ れ た 後 、 胃 酸 ・ 胆 汁 酸 ・ 各 種 消 化 酵 素 等 に さ ら

さ れ て そ の 状 態 が 変 化 す る 。ま た 、菌 株 に よ っ て は M 細 胞 か ら 取

り 込 ま れ に く い こ と も あ る  [ 5 4 ]。 こ れ ら が 、 2 つ の e x  v i v o 細 胞
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試 験 で 結 果 が 異 な る 原 因 と 考 え ら れ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ e x  v i v o

細 胞 試 験 は 多 く の サ ン プ ル を 一 度 に 評 価 す る こ と が で き る た め

ス ク リ ー ニ ン グ に は 適 し て い る が 、 経 口 摂 取 に よ る 結 果 へ の 影 響

が 考 慮 さ れ て い な い こ と に 留 意 す る 必 要 が あ る 。  

本 章 で は 、腸 管 で の I g A 分 泌 を 亢 進 す る 食 品 素 材 の 候 補 と し て

L .  p l a n t a r u m  AYA を 見 出 し た 。 そ し て 、 マ ウ ス が そ れ を １ 日 平 均

0 . 7 2  m g 摂 取 す る と 、 空 腸 と 回 腸 の で の I g A 分 泌 を 有 意 に 亢 進 す

る が 、 N K 細 胞 の 活 性 を 高 め る 効 果 は 確 認 で き な か っ た 。 次 章 で

は 、 I g A 分 泌 を 亢 進 す る 詳 細 な 作 用 機 序 に つ い て 検 討 を 進 め た 。
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第 3 章  

L. plantarum  AYA の  

IgA 分泌亢進効果の作用機序の解析  
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3 - 1  序  

 

前 章 に お い て 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 経 口 摂 取 す る と 、 腸 管 に 分

泌 さ れ る I g A 含 量 が 亢 進 さ れ る こ と を 明 ら か に し た 。 そ こ で 本 章

で は 、 そ の 詳 細 な 作 用 機 序 の 解 明 を め ざ し た 。  

緒 言 で 述 べ た 通 り 、パ イ エ ル 板 は I g A 分 泌 に 深 く 関 わ る 組 織 で

あ る 。パ イ エ ル 板 の I g M 陽 性 B 細 胞 が ク ラ ス ス イ ッ チ に よ っ て I g A

陽 性 B 細 胞 に な り 、免 疫 応 答 の 実 効 組 織 に 移 行 し て 形 質 細 胞 に 分

化 し 、 I g A が 分 泌 さ れ る  [ 1 3 ]。 L .  p l a n t a r u m  AYA が I g A 分 泌 を 亢

進 す る の は 、 I g A へ の ク ラ ス ス イ ッ チ 、 又 は 形 質 細 胞 へ の 分 化 を

亢 進 し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 I g A へ の ク ラ ス ス イ ッ チ を 誘

導 す る 因 子 と し て は t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r – β  ( T G F - β )  [ 5 6 ]  

[ 5 7 ]  [ 5 8 ]、 a  p r o l i f e r a t i o n - i n d u c i n g  l i g a n d  ( A P R I L )、 及 び b - c e l l –

a c t i v a t i n g  f a c t o r  ( B A F F )  [ 5 9 ]  [ 6 0 ]  [ 6 1 ]、 こ れ ら を 誘 導 す る n i t r i c  

o x i d e  ( N O )  [ 6 2 ]  が 報 告 さ れ て い る 。ま た 、 I g A を 分 泌 す る 形 質 細

胞 へ の 分 化 を 誘 導 す る サ イ ト カ イ ン I L - 6  [ 6 3 ]  が 報 告 さ れ て お り 、

I g A 分 泌 細 胞 の 腸 管 へ の ホ ー ミ ン グ を 誘 導 し 、 I L - 6 の 効 果 を 高 め

る レ チ ノ イ ン 酸  [ 6 4 ]  [ 6 5 ]  も 報 告 さ れ て い る 。  

ま た 、 乳 酸 菌 は そ の 菌 体 成 分 が 樹 状 細 胞 や マ ク ロ フ ァ ー ジ な ど

の To l l 様 受 容 体 （ t o l l - l i k e  r e c e p t o r :  T L R） で 認 識 さ れ 、 炎 症 性 サ

イ ト カ イ ン や ケ モ カ イ ン な ど 情 報 伝 達 物 質 の 分 泌 を 誘 導 し 、 他 の

免 疫 細 胞 を 活 性 化 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。具 体 的 な 菌 体 成 分

と し て 、ペ プ チ ド と 糖 か ら な る ペ プ チ ド グ リ カ ン  [ 6 6 ]  [ 6 7 ]、ペ プ
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チ ド と 脂 質 か ら な る リ ポ タ ン パ ク 質  [ 6 6 ]  [ 6 7 ]、グ リ セ ロ ー ル リ ン

酸 と 糖 脂 質 か ら な る リ ポ テ イ コ 酸  [ 6 6 ]  [ 6 7 ]  [ 6 8 ]等 が 報 告 さ れ て

お り 、 こ れ ら は T L R - 2 で 認 識 さ れ る  [ 6 9 ]  [ 7 0 ]。  

本 章 で は 、 L .  p l a n t a r u m  AYA が I g A 分 泌 を 亢 進 す る 、 詳 細 な 作

用 機 序 の 解 明 を 目 的 と し た 。 そ の た め 、 L .  p l a n t a r u m  AYA 粉 末 摂

餌 マ ウ ス の パ イ エ ル 板 細 胞 種 の 解 析 や 、 パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞

へ の L .  p l a n t a r u m  AYA 粉 末 添 加 に よ る 解 析 に よ っ て 、そ れ ら の 相

互 作 用 や 受 容 体 の 探 索 を 実 施 し た 。 そ の 結 果 、 L .  p l a n t a r u m  AYA

は 、パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 か ら I L - 6 の 分 泌 を 促 進 し 、 I L - 6 が I g A 産

生 B 細 胞 か ら 形 質 細 胞 へ の 分 化 を 誘 導 し 、 I g A 分 泌 を 亢 進 す る こ

と を 明 ら か に し た 。 ま た 、 L .  p l a n t a r u m  AYA が 樹 状 細 胞 の T L R - 2

で 認 識 さ れ て い る 可 能 性 も 示 し た 。  
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3 - 2  材 料 と 方 法  

 

3 - 2 - 1  動 物  

第 2 章 に 記 載 し た B A L B / c マ ウ ス を 使 用 し た 。 な お 、 動 物 実 験

は 、「 東 京 大 学 の 部 局 動 物 実 験 委 員 会 」 ま た は 「 広 島 大 学 動 物 実

験 委 員 会 」 の 承 認 を 得 た 後 に 、「 東 京 大 学 動 物 実 験 実 施 規 則 」 並

び に 「 東 京 大 学 動 物 実 験 実 施 マ ニ ュ ア ル 」、 ま た は 「 広 島 大 学 動

物 実 験 等 規 則 」 に 従 い 、 実 施 し た 。  

 

3 - 2 - 2  乳 酸 菌 粉 末 の 作 製  

第 2 章 に 記 載 し た 方 法 で L .  p l a n t a r u m  AYA の 粉 末 を 作 製 し た 。 

 

3 - 2 - 3  乳 酸 菌 粉 末 添 加 飼 料 の 調 製  

第 2 章 に 記 載 し た 方 法 で 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 添 加 し た 飼 料 を

調 製 し た 。 配 合 は Ta b l e  2 - 2 に 示 し た 。  

 

3 - 2 - 4  パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 の 分 離  

第 2 章 に 記 載 し た 方 法 で B A L B / c マ ウ ス か ら パ イ エ ル 板 初 代 培

養 細 胞 を 分 離 し た 。  

 

3 - 2 - 5  フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 分 析  

パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 を 、1 × 1 0 7 個 / m l の 濃 度 で f l u o r e s c e n c e  

a c t i v a t e d  c e l l  s o r t i n g  バ ッ フ ァ ー（ 以 下 、FA C S バ ッ フ ァ ー：0 . 5 %  
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B S A と 2  m M  E D TA を 含 む P B S 溶 液 ） に 懸 濁 し た 。こ れ を 1 0 0  µ l

採 取 し 、 C D 1 6 / 3 2  抗 体 （ M i l t e n y i  B i o t e c ,  A u b u r n ,  C A ,  U S A） を

1 0  μ l 添 加 し 、 4℃ で 1 0 分 静 置 し た 。 次 い で 1  m l の FA C S バ ッ フ

ァ ー を 添 加 し 、 室 温 、 3 0 0 × g で 1 0 分 遠 心 後 に 上 清 を 廃 棄 す る こ

と で 細 胞 を 洗 浄 し た 。 計 3 回 洗 浄 し た の ち 、 細 胞 に FA C S バ ッ フ

ァ ー 1 0 0  µ l と 、 f l u o r e s c e i n  i s o t h i o c y a n a t e  ( F I T C )  で 標 識 さ れ た

抗 I g A 抗 体 （ M i l t e n y i  B i o t e c） を 1 0  μ l  加 え 、 混 和 後 に 4℃ 、 暗

所 で 1 0 分 間 静 置 し た 。 そ の 後 FA C S バ ッ フ ァ ー を 用 い て 細 胞 を

洗 浄 し 、細 胞 に FA C S バ ッ フ ァ ー 1 0 0  µ l と P h y c o e r y t h r i n  ( P E )  で

標 識 さ れ た  C D 4 5 R / B 2 2 0 抗 体 （ B D  P h a r m i n g e n ,  S a n  D i e g o ,  C A ,  

U S A） を 1 0  μ l 加 え 、 混 和 後 に 4℃ 、 暗 所 で 1 0 分 間 静 置 し た 。 な

お 、 B 2 2 0 は B 細 胞 の 指 標 で あ る 。 そ の 後 FA C S バ ッ フ ァ ー で 洗

浄 し 、 FA C S バ ッ フ ァ ー に 懸 濁 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー の 試 験

に 供 し た 。  

 

3 - 2 - 6  I g M 陽 性 B 細 胞 の 分 離  

マ ウ ス の 解 剖 時 に 脾 臓 を 摘 出 し 、 F C S を 1 0 % 添 加 し た

R P M I 1 6 4 0 に 加 え た 。 脾 臓 を シ リ ン ジ の 背 面 で す り つ ぶ し 、 す ぐ

に 目 開 き 7 0  µ m の セ ル ス ト レ イ ナ ー（ B D  B i o s c i e n c e s）で 細 胞 塊

を 除 去 し た 。そ の 細 胞 懸 濁 液 を 、 3 0 0 × g、 5 分 、 4℃ で 遠 心 し て 上

清 を 廃 棄 し た 後 に 、 1 0 %  F C S 入 り の R P M I 1 6 4 0 に 懸 濁 さ せ た 。

3 × 1 0 8 個 の 細 胞 を 含 む 懸 濁 液 を 5 0  m l チ ュ ー ブ に 移 し て 3 0 0 × g、5

分 、 4℃ で 遠 心 し て 上 清 を 廃 棄 し た 。沈 殿 の 細 胞 塊 を 、 5 %  B S A と
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2  m M  E D TA を 含 む P B S 溶 液 （ M a g n e t i c - a c t i v a t e d  c e l l  s o r t i n g  バ

ッ フ ァ ー ： M A C S バ ッ フ ァ ー ） で 懸 濁 し た 。 こ れ に 、 抗 I g M マ イ

ク ロ ビ ー ズ （ M i l t e n y i  B i o t e c） を 6 0 0  µ l 加 え 、 混 和 後 に 4℃ で 2 0

分 静 置 し 、 M A C S バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 M A C S バ ッ フ ァ ー に 懸 濁

し た 。 Va r i o M A C S  s e p a r a t o r  ( M i l t e n y i  B i o t e c )  に L S カ ラ ム を 設

置 し 、カ ラ ム を M A C S バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た の ち に 、 I g M マ イ ク

ロ ビ ー ズ を 加 え た 脾 臓 細 胞 を カ ラ ム に ア プ ラ イ し た 。 そ の 後 、 再

び M A C S  b u f f e r で 3 回 洗 浄 し た 。そ し て L S カ ラ ム を Va r i o M A C S  

s e p a r a t o r か ら 取 り 外 し 、M A C S バ ッ フ ァ ー を ア プ ラ イ し た 。カ ラ

ム を 通 過 し た 液 を 回 収 し 、抗 I g M マ イ ク ロ ビ ー ズ で ラ ベ ル さ れ た

細 胞 の 懸 濁 液 を 得 た 。 こ れ を I g M 陽 性 B 細 胞 と し た 。  

 

3 - 2 - 7  I g A 陽 性 B 細 胞 の 分 離  

ま ず は 第 2 章 に 記 載 し た 方 法 で パ イ エ ル 板 細 胞 を 分 離 し た 。そ

し て 1 × 1 0 7 個 の パ イ エ ル 板 細 胞 を M A C S バ ッ フ ァ ー 懸 濁 液 9 0  µ l

に 、 A n t i - I g A - F I T C 抗 体 （ M i l t e n y i  B i o t e c） 1 0  µ l を 加 え た 。 混 和

後 、 暗 所 、 4℃ で 2 0 分 静 置 し た 。 次 い で 1  m l の M A C S バ ッ フ ァ

ー を 添 加 し 、 室 温 、 3 0 0 × g で 1 0 分 遠 心 後 に 上 清 を 廃 棄 し て 細 胞

を 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 の 細 胞 に 1 0 0  µ l の M A C S バ ッ フ ァ ー と 1 0  μ l

の 抗 F I T C マ イ ク ロ ビ ー ズ（ M i l t e n y i  B i o t e c）を 加 え 、混 和 後 、暗

所 、4℃ で 2 0 分 静 置 し た 。M A C S バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 後 、再 び 1 0 0  µ l

の M A C S バ ッ フ ァ ー に 懸 濁 さ せ た 。 Va r i o M A C S  s e p a r a t o r  

( M i l t e n y i  B i o t e c )  に L S カ ラ ム を 設 置 し 、 M A C S バ ッ フ ァ ー で 洗
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浄 し た 後 に 、 パ イ エ ル 板 細 胞 懸 濁 液 を ア プ ラ イ し た 。 そ の 後 、 再

び L S カ ラ ム を M A C S バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た 。 こ の 時 に カ ラ ム を

通 過 し た 細 胞 懸 濁 液 は 、 後 述 の パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 の 分 離 に 使 用

し た 。 L S カ ラ ム を Va r i o M A C S  s e p a r a t o r か ら 取 り 外 し 、 M A C S

バ ッ フ ァ ー を ア プ ラ イ し た 。 カ ラ ム を 通 過 し た 液 を 回 収 し 、 こ れ

を I g A 陽 性 B 細 胞 と し た 。  

 

3 - 2 - 8  パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 の 分 離  

前 述 の I g A 陽 性 B 細 胞 を 分 離 す る 際 に 、 Va r i o M A C S  s e p a r a t o r  

に 設 置 さ れ た L S カ ラ ム を 通 過 し た 細 胞 （ I g A 陰 性 パ イ エ ル 板 細

胞 ）は 、パ イ エ ル 板 細 胞 か ら I g A 陽 性 細 胞 を 除 去 し た も の で あ る 。

こ の I g A 陰 性 パ イ エ ル 板 細 胞 か ら 樹 状 細 胞 の 分 離 を 実 施 し た 。

I g A 陰 性 パ イ エ ル 板 細 胞 1 × 1 0 7 個 を 含 む M A C S バ ッ フ ァ ー 懸 濁 液

4 0 µ l に 、抗 C D 11 c  ミ ク ロ ビ ー ズ（ M i l t e n y i  B i o t e c）1 0  µ l を 加 え 、

混 和 後 、暗 所 、4℃ で 2 0 分 静 置 し た 。1  m l の M A C S バ ッ フ ァ ー を

添 加 し 、 室 温 、 3 0 0 × g で 1 0 分 遠 心 後 に 上 清 を 廃 棄 し て 細 胞 を 洗

浄 し 、 5 0  µ l  の M A C S バ ッ フ ァ ー に 懸 濁 し た 。 Va r i o M A C S  

s e p a r a t o r に L D カ ラ ム を 設 置 し 、M A C S バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た 後

に 、 I g A 陰 性 パ イ エ ル 板 細 胞 を L D カ ラ ム に ア プ ラ イ し た 。 そ の

後 、M A C S バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、L D カ ラ ム を Va r i o M A C S  s e p a r a t o r

か ら 取 り 外 し た 。L D カ ラ ム に 残 存 し て い る C D 11 c 陽 性 細 胞 を 、1  

m l の M A C S バ ッ フ ァ ー で 回 収 し た 。 C D 11 c 陽 性 細 胞 の 割 合 を さ

ら に 高 め る た め 、 L S カ ラ ム に よ る 分 離 も 実 施 し た 。 Va r i o M A C S  
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s e p a r a t o r に 設 置 し た L S カ ラ ム を M A C S バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 後 に 、

回 収 し た C D 11 c 陽 性 細 胞 を ア プ ラ イ し た 。 こ れ を M A C S バ ッ フ

ァ ー で 洗 浄 後 、Va r i o M A C S  s e p a r a t o r か ら 取 り 外 し 、 L S カ ラ ム 中

の C D 11 c 陽 性 細 胞 を M A C S バ ッ フ ァ ー で 回 収 し た 。 こ の 細 胞 を

パ イ エ ル 板 の 樹 状 細 胞 と し た 。  

 

3 - 2 - 9  細 胞 培 養  

第 2 章 に 記 載 し た 方 法 で 細 胞 培 養 を 実 施 し た 。 た だ し 、パ イ エ

ル 板 の 樹 状 細 胞 は 5 × 1 0 4  c e l l s / m l、 I g M  陽 性 B 細 胞 は 1 × 1 0 6  

c e l l s / m l、 I g A 陽 性 B 細 胞 は 1 × 1 0 6  c e l l s / m l に 調 製 し 、 2 0 0 μ l /ウ エ

ル で 実 施 し た 。  

 

3 - 2 - 1 0  樹 状 細 胞 か ら の t o t a l  R N A 分 離  

リ ア ル タ イ ム P C R を 行 う た め 、樹 状 細 胞 か ら t o t a l  R N A を 抽 出

し た 。抽 出 に は R N A e a s y  M i n i  K i t  ( Q I A G E N ,  H i l d e n ,  G e r m a n y )  を

使 用 し 、 キ ッ ト の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 実 施 し た 。 具 体 的 に は 、

5 × 1 0 5 個 の パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 を 含 む 懸 濁 液 を 、 3 0 0 × g、 5 分 、室

温 で 遠 心 し 、 上 清 を 廃 棄 し た 。 こ れ に 3 5 0  µ l の B u f f e r  R LT を 加

え て ボ ル テ ッ ク ス し 、 2  m l の コ レ ク シ ョ ン チ ュ ー ブ に セ ッ ト し た

Q I A s h r e d d e r  S p i n  C o l u m n に ア プ ラ イ し 、 最 高 速 度 で 2 分 間 遠 心

し た 。ス ル ー 液 に 3 5 0  µ l の 7 0 %エ タ ノ ー ル を 加 え て ピ ペ ッ ト で 混

和 後 、 2  m l コ レ ク シ ョ ン チ ュ ー ブ に セ ッ ト し た R N e a s y  M i n E l u t e  

S p i n  C o l u m n に 、 ア プ ラ イ し た 。 こ れ を 8 , 0 0 0 × g で 1 5 秒 間 遠 心
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し て ス ル ー 液 を 廃 棄 し 、 次 い で 3 5 0  µ l の B u f f e r  RW 1 で 洗 浄 を 行

っ た 。D N a s e  I イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 溶 液（ 1 0  μ l の D N a s e  I ス ト ッ

ク 溶 液 を 7 0  μ l の B u f f e r  R D D： キ ッ ト 添 付 ） を 加 え て 室 温 で 2 0

分 静 置 し 、 3 5 0  µ l の B u f f e r  RW 1、 5 0 0  µ l の B u f f e r  R P E、 8 0 %エ

タ ノ ー ル で 洗 浄 し た 。こ れ を R N a s e  f r e e 水 に 溶 解 さ せ 、N a n o  D r o p  

( T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c  K . K .  U S A )  を 用 い 、 R N A の 濃 度 を 測 定

し た 。  

 

3 - 2 - 11  c D N A 合 成  

得 ら れ た R N A 5 0 0  n g を 、 c D N A 合 成 に 供 し た 。 c D N A 合 成 に は

S u p e r S c r i p t  V I L O  c D N A S y n t h e s i s  K i t  ( I n v i t r o g e n ,  C a r l s b a d ,  C A ,  

U S A )  を 使 用 し 、 マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 実 施 し た 。 具 体 的 に は 、 キ

ッ ト に 添 付 さ れ て い る 5 X  V I L O ™  R e a c t i o n  M i x を 4  µ l、 1 0 X  

S u p e r S c r i p t  E n z y m e  M i x を 2  µ l 加 え 、 R N A を 5 0 0  n g 含 む 滅 菌 水

を 1 4  µ l 加 え た 。こ れ を 2 5℃ で 1 0 分 間 、4 2℃ で 6 0 分 間 、8 5℃ で

5 分 保 温 し た 。こ の 反 応 液 の 原 液 を 、後 述 の リ ア ル タ イ ム P C R の

テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し た 。  

 

3 - 2 - 1 2  樹 状 細 胞 の リ ア ル タ イ ム P C R 解 析  

リ ア ル タ イ ム P C R は 、 1 ウ エ ル あ た り 1 0  µ l の 系 で 実 施 し た 。

反 応 系 は 、 S Y B R  P r e m i x  E x  Ta q  I I  ( Ta k a r a ,  S h i g a ,  J a p a n )  を 5  µ l

と し 、 プ ラ イ マ ー ペ ア 1  µ M  と 1  μ l の c D N A を 含 む 滅 菌 水 を 5  µ l

と し た 。後 述 す る プ ラ イ マ ー は 、O p e r o n  B i o t e c h n o l o g i e s  ( To k y o ,  
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J a p a n )  か ら 購 入 し た 。 反 応 条 件 は 、 L i g h t C y c l e r  ( R o c h e  

D i a g n o s t i c s )  に て 、 9 5℃ で 1 5 分 静 置 後 に 、 9 5℃ で 1 5 秒 、 5 7℃

で 3 0 秒 、 7 2℃ で 1 5 秒 を 1 サ イ ク ル と し て 4 5 サ イ ク ル 実 施 し 、

最 後 に 7 2℃ で 1 5 分 保 温 し た 。 内 部 標 準 と し て 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン

グ 遺 伝 子 で あ る g l y c e r a l d e h y d e  3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  

( G a p d h )  を 使 用 し た 。な お 、本 試 験 で 使 用 し た プ ラ イ マ ー セ ッ ト

を Ta b l e  3 - 1 に 記 載 す る 。  

 

3 - 2 - 1 3  L .  p l a n t a r u m  AYA の 細 胞 壁 画 分 分 離 法  

細 胞 壁 画 分 の 分 離 は 、K a j i ら の 方 法 に 準 じ て 実 施 し た  [ 7 1 ]。具

体 的 に は 、 L .  p l a n t a r u m  A Y A の 粉 末 0 . 5  g を 、 0 . 3 %  ド デ シ ル 硫

酸 ナ ト リ ウ ム （ 和 光 純 薬 工 業 、 大 阪 、 日 本 ） 水 溶 液 2 0  m l に 懸 濁

さ せ 、 1 4 0 0 × g で 1 0 分 遠 心 し 、上 清 を 廃 棄 し た 。そ の 後 、沈 殿 物

を 滅 菌 水 で 3 回 、 次 に ア セ ト ン で 1 回 洗 浄 し て 、 1 0  m l の プ ロ ナ

ー ゼ 溶 液 ｛ 1  m g / m l の プ ロ ナ ー ゼ （ 和 光 純 薬 工 業 ） を 含 有 し た 5 0  

m M  T r i s - H C L  b u f f e r :  p H 6 . 8｝ に 懸 濁 し 、 3 7℃ で 2 0 時 間 イ ン キ ュ

ベ ー ト し た 。 1 4 0 0 × g で 1 0 分 遠 心 し て 上 清 を 廃 棄 し た 。沈 殿 物 に

メ タ ノ ー ル を 1 0  m l 加 え て 懸 濁 後 、 1 4 0 0 × g で 1 0 分 遠 心 し て 上 清

を 廃 棄 し た 。そ の 沈 殿 物 を 2 0  m l の ベ ン ゾ ナ ー ゼ 溶 液 { 1 0  u n i t s / m l

の ベ ン ゾ ナ ー ゼ （ S i g m a - A l d r i c h） を 含 有 し た 5 0  m M  T r i s - H C L  

b u f f e r :  p H 8 . 0 }に 懸 濁 し 、 3 7℃ で 2 0 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。

1 4 0 0 × g で 1 0 分 遠 心 し て 上 清 を 廃 棄 し 、 そ の 沈 殿 物 を 2 0  m l の プ

ロ ナ ー ゼ 溶 液 に 懸 濁 し て 3 7℃ で 7 2 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
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1 4 0 0 × g で 1 0 分 遠 心 し て 上 清 を 廃 棄 し 、沈 殿 物 を 滅 菌 水 で 3 回 洗

浄 し て か ら 凍 結 乾 燥 し た も の を 細 胞 壁 画 分 と し た 。  

 

3 - 2 - 1 4  I g A 量 の 定 量  

第 2 章 に 記 載 し た 方 法 で I g A 量 の 定 量 を 実 施 し た 。  

 

3 - 2 - 1 5  サ イ ト カ イ ン 測 定  

細 胞 培 養 し た 上 清 中 の サ イ ト カ イ ン を E L I S A 法 に て 測 定 し た 。

E L I S A 法 は Q u a n t i k i n e  M o u s e / R a t / P o r c i n e / C a n i n e  T G F - β  

I m m u n o a s s a y  ( R & D  S y s t e m s ,  M i n n e a p o l i s ,  M N ,  U S A )、Q u a n t i k i n e  

M o u s e  B A F F / B Ly S / T N F S F 1 3 B  I m m u n o a s s a y  ( R & D  S y s t e m s ) 、

m o u s e  I L - 6  E L I S A k i t  ( T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c ,  W a l t h a m ,  

M a s s a c h u s e t t s ,  U S A )  を 使 用 し 、 キ ッ ト 付 属 の プ ロ ト コ ー ル に 従

っ て 実 施 し た 。具 体 的 に は 、第 2 章 の I g A 測 定 と 同 様 に 実 施 し た 。  

 

3 - 2 - 1 6  デ ー タ 処 理  

結 果 は 平 均 値 ±標 準 偏 差 で 表 し た 。 2 群 間 の 比 較 は 、 F 検 定 で 分

散 の 均 一 性 を 検 討 し 、 等 分 散 で あ れ ば S t u d e n t ’ s  t  t e s t を 実 施 し 、

不 等 分 散 で あ れ ば M a n n - W h i t n e y 検 定 を 実 施 し た 。 ま た 、 多 群 の

比 較 を 実 施 す る 場 合 は Tu k e y 検 定 を 実 施 し た 。い ず れ も 、p  <  0 . 0 5

を も っ て 有 意 差 あ り と し た 。   
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3 - 3  結 果  

 

3 - 3 - 1  I g M 陽 性 B 細 胞 か ら I g A 陽 性 B 細 胞 へ の ク ラ ス ス イ ッ チ

に 着 目 し た 検 討  

L .  p l a n t a r u m  AYA が I g A 分 泌 を 亢 進 す る 原 因 と し て 、 パ イ エ ル

板 の I g M 陽 性 B 細 胞 か ら I g A 陽 性 B 細 胞 へ の ク ラ ス ス イ ッ チ を 亢

進 し て い る 可 能 性 を 考 え た 。  

7 週 齢 の マ ウ ス に 、 通 常 餌 ま た は 5 %  L .  p l a n t a r u m  AYA 混 合 餌

（ Ta b l e  2 - 2）を 4 週 間 摂 取 さ せ て 解 剖 し 、パ イ エ ル 板 の I g A 陽 性

B 細 胞 の 割 合 を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で 測 定 し た 。 そ の 結 果 、

L .  p l a n t a r u m  AYA 摂 取 群 で 割 合 が 有 意 に 高 く な っ て い た（ p  <  0 . 0 5）

（ F i g .  3 - 1）。 L .  p l a n t a r u m  AYA を 摂 取 す る と 、パ イ エ ル 板 で 、 I g A

陽 性 B 細 胞 へ の ク ラ ス ス イ ッ チ 亢 進 さ れ る 可 能 性 を 示 し た 。  

次 に 、 パ イ エ ル 板 の I g M 陽 性 B 細 胞 を 単 離 し て 培 養 し 、 L .  

p l a n t a r u m  AYA 粉 末 添 加 に よ る 、I g A 分 泌 量 へ の 影 響 を 評 価 し た 。

そ の 結 果 、 い ず れ も I g A は 検 出 限 界 以 下 で あ っ た （ デ ー タ 無 し 。

検 出 限 界 ： 1 0  n g / m l）。 パ イ エ ル 板 の 樹 状 細 胞 と I g M 陽 性 B 細 胞

を 共 培 養 し て も 、 I g A は 検 出 限 界 以 下 で あ っ た が 、 こ れ ら に L .  

p l a n t a r u m  AYA 粉 末 を 添 加 す る と 、I g A が 検 出 さ れ た（ F i g .  3 - 2）。

よ っ て 、 L .  p l a n t a r u m  AYA は 、 I g M 陽 性 B 細 胞 に は 認 識 さ れ ず 、

樹 状 細 胞 に 認 識 さ れ 、樹 状 細 胞 を 介 し て I g A 陽 性 B 細 胞 へ の ク ラ

ス ス イ ッ チ を 亢 進 す る 可 能 性 を 示 し た 。  

L .  p l a n t a r u m  AYA が 、 樹 状 細 胞 に 作 用 し 、 ク ラ ス ス イ ッ チ を 亢
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進 さ せ る 情 報 伝 達 物 質 の 分 泌 を 誘 導 す る と い う 仮 説 を 検 討 し た 。

こ れ ま で に I g A 陽 性 B 細 胞 へ の ク ラ ス ス イ ッ チ を 亢 進 さ せ る 因 子

と し て 、 T G F - β  [ 5 6 ]  [ 5 7 ]  [ 5 8 ]、 A P R I L、 B A F F  [ 5 9 ]  [ 6 0 ]  [ 6 1 ]  の 3

種 の サ イ ト カ イ ン タ ン パ ク 質 、 お よ び i n d u c i b l e  n i t r i c  o x i d e  

s y n t h a s e  ( i N O S )  酵 素 に よ っ て 産 生・分 泌 さ れ る 一 酸 化 窒 素（ N O） 

[ 6 2 ]  [ 7 2 ]  が 報 告 さ れ て い る 。し か し 、乳 酸 菌 株 の 摂 取 と こ れ ら の

関 連 は 報 告 さ れ て い な い 。そ こ で L .  p l a n t a r u m  AYA を 添 加 し た 際

の 、樹 状 細 胞 に お け る こ れ ら 遺 伝 子 の m R N A 発 現 量 解 析 を リ ア ル

タ イ ム P C R 法 で 行 っ た 。そ の 結 果 、培 養 開 始 か ら 4 8 時 間 後 の 測

定 終 了 時 ま で い ず れ の タ イ ム ポ イ ン ト で も T g f β と B a f f の m R N A

発 現 量 は L .  p l a n t a r u m  AYA を 添 加 し た 樹 状 細 胞 の 方 が 高 く 維 持 さ

れ て い た （ F i g .  3 - 3） 。 し か し 、 タ ン パ ク 質 の 分 泌 量 を 測 定 し た

と こ ろ 、 T G F - β と B A F F と も に L .  p l a n t a r u m  AYA を 添 加 に よ る 増

加 は み ら れ ず （ F i g .  3 - 4）、 仮 説 は 立 証 で き な か っ た 。 以 上 よ り 、

L .  p l a n t a r u m  AYA が ク ラ ス ス イ ッ チ を 亢 進 す る 可 能 性 が 示 さ れ た

も の の 、 そ の 作 用 機 序 の 解 明 に は 至 ら ず 、 パ イ エ ル 板 細 胞 で I g A

陽 性 B 細 胞 の 比 率 が 高 く な る 原 因 を 特 定 す る こ と は 出 来 な か っ た 。 

 

3 - 3 - 2  I g A 陽 性 B 細 胞 か ら 形 質 細 胞 へ の 分 化 に 着 目 し た 検 討  

L .  p l a n t a r u m  AYA が 、 パ イ エ ル 板 か ら の I g A 分 泌 量 を 亢 進 す る

作 用 機 序 と し て 、 I g A 陽 性 B 細 胞 か ら 形 質 細 胞 へ の 分 化 を 亢 進 す

る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。そ こ で 、I g A 陽 性 B 細 胞 を 培 養 す る 系 に 、

L .  p l a n t a r u m  AYA を 添 加 し 、 添 加 の 有 無 で 分 泌 さ れ た I g A 量 を 比
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較 し た 。 そ の 結 果 、 両 者 の 間 で I g A 分 泌 量 に 有 意 な 差 は 見 ら れ な

か っ た （ F i g .  3 - 5）。 よ っ て 、 L .  p l a n t a r u m  AYA は I g A 陽 性 B 細 胞

に 直 接 認 識 さ れ て い な い こ と が 示 さ れ た 。  

次 に こ の 培 養 系 に 、パ イ エ ル 板 の 樹 状 細 胞 を 加 え た 。そ の 結 果 、

L .  p l a n t a r u m  AYA の 存 在 下 で I g A の 分 泌 量 が 有 意 に 高 く な っ た

（ F i g .  3 - 5）。 以 上 よ り 、 L .  p l a n t a r u m  AYA は パ イ エ ル 板 の 樹 状 細

胞 に 認 識 さ れ て 情 報 伝 達 物 質 が 分 泌 さ れ 、そ の 結 果 I g A 陽 性 B 細

胞 か ら 形 質 細 胞 へ の 分 化 を 亢 進 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 樹 状

細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 情 報 伝 達 物 質 と し て 、 こ れ ま で に I g A 陽 性 B

細 胞 か ら 形 質 細 胞 へ の 分 化 を 亢 進 し 、腸 管 か ら の I g A 分 泌 量 を 増

加 す る 効 果 が 報 告 さ れ て い る サ イ ト カ イ ン I L - 6  [ 6 3 ]  [ 7 3 ]  [ 7 4 ]  [ 7 5 ]  

と 、I L - 6 の 効 果 を 高 め る こ と が 報 告 さ れ て い る レ チ ノ イ ン 酸  [ 6 4 ]  

を 候 補 と し た 。 そ れ ら の 合 成 ・ 分 泌 に 必 要 な 遺 伝 子 で あ る 、 I l 6、

a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  1 a 1  ( A l d h 1 a 1 )、 お よ び a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  1 a 2  ( A l d h 1 a 2 )  の m R N A 発 現 量 と 、そ れ ら の タ ン

パ ク 質 の 発 現 量 の 比 較 試 験 を 行 っ た 。そ の 結 果 、L .  p l a n t a r u m  AYA

を 添 加 す る と I l 6 の m R N A 発 現 量 、並 び に I L - 6 タ ン パ ク 分 泌 量 が

有 意 に 高 く な る こ と を 明 ら か に し た（ F i g .  3 - 6、F i g .  3 - 7）。一 方 、

A l d h 1 a 1 と A l d h 1 a 2 に は m R N A 発 現 量 に 変 化 が み ら れ な か っ た

（ F i g .  3 - 6）。  

L .  p l a n t a r u m  AYA 刺 激 に よ り 樹 状 細 胞 か ら 分 泌 さ れ た I L - 6 が 、

I g A 分 泌 に 寄 与 し て い る か 検 討 す る た め に 、 I L - 6 に 対 す る モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い 、I L - 6 を 中 和 し た 際 の I g A 分 泌 量 を 検 討 し た 。
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そ の 結 果 、 抗 I L - 6 抗 体 の 添 加 に よ っ て 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の I g A

分 泌 亢 進 効 果 が キ ャ ン セ ル さ れ た （ F i g .  3 - 8 ）。 よ っ て 、 L .  

p l a n t a r u m  AYA が I L - 6 の 分 泌 を 亢 進 す る こ と は 、 I g A の 分 泌 亢 進

効 果 に 必 須 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。  

以 上 よ り 、 L .  p l a n t a r u m  AYA は 、パ イ エ ル 板 の 樹 状 細 胞 に 認 識

さ れ て I L - 6 の 分 泌 を 亢 進 し 、 I g A 陽 性 B 細 胞 か ら 形 質 細 胞 へ の 分

化 を 促 し 、結 果 と し て I g A の 分 泌 を 亢 進 し て い る こ と が 示 唆 さ れ

た 。  

 

3 - 3 - 3  L .  p l a n t a r u m  AYA を 認 識 す る 受 容 体  

前 項 ま で に 、 L .  p l a n t a r u m  AYA は パ イ エ ル 板 の 樹 状 細 胞 に 認 識

さ れ る こ と を 明 ら か に し た 。し か し L .  p l a n t a r u m  AYA を 認 識 す る

受 容 体 は 明 ら か に な っ て い な い た め 、本 項 で そ の 同 定 を め ざ し た 。 

受 容 体 を 決 定 す る た め に 、ま ず は L .  p l a n t a r u m  AYA の リ ガ ン ド

の 推 定 を 行 っ た 。 L .  p l a n t a r u m  AYA の 効 果 は 死 菌 粉 末 で 確 認 さ れ

た た め 、そ の 機 能 性 関 与 成 分 は 乳 酸 菌 の 代 謝 物 で は な く 構 成 成 分

で あ る と 考 え ら れ る 。 こ れ ま で に 、 各 種 微 生 物 の 構 成 成 分 で 機 能

性 関 与 成 分 と 報 告 さ れ て い る も の に は 、 リ ポ テ イ コ 酸  [ 6 6 ]  [ 6 7 ]  

[ 6 8 ]、 リ ポ プ ロ テ イ ン  [ 6 6 ]  [ 6 7 ]、 お よ び ペ プ チ ド グ リ カ ン  [ 6 5 ]  

[ 6 6 ]  [ 6 7 ]  等 が あ る 。こ の 中 で 、リ ポ テ イ コ 酸 と ペ プ チ ド グ リ カ ン

は 乳 酸 菌 の 細 胞 壁 に 存 在 し て い る こ と か ら 、ま ず は リ ガ ン ド が 細

胞 壁 画 分 に 含 ま れ て い る と 推 定 し 、 検 討 を 開 始 し た 。 9 週 齢 の マ

ウ ス か ら 採 取 し た パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 （ 5 × 1 0 6  c e l l s / m l） に
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L .  p l a n t a r u m  AYA の 細 胞 壁 画 分（ 5 0 0  µ g / m l）と な る よ う に 調 整 し 、

共 培 養 す る と 、I g A 分 泌 が 有 意 に 亢 進 さ れ た（ p  <  0 . 0 5）（F i g .  3 - 9）。

よ っ て 、 L .  p l a n t a r u m  AYA 認 識 受 容 体 の リ ガ ン ド の 少 な く と も １

つ は 細 胞 壁 画 分 に 存 在 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

リ ポ テ イ コ 酸 と ペ プ チ ド グ リ カ ン は 、 い ず れ も 樹 状 細 胞 の

T L R - 2 に 認 識 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る  [ 7 6 ] 。 よ っ て 、 L .  

p l a n t a r u m  AYA が パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 の T L R - 2 に 認 識 さ れ て い る

可 能 性 が 考 え ら れ た 。 そ こ で 、 パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 と L .  

p l a n t a r u m  AYA の 培 養 系 に T L R - 2 抗 体 を 加 え 、 上 清 の I g A 分 泌 量

を 比 較 し た 。そ の 結 果 、T L R - 2 抗 体 を 添 加 す る と 、L .  p l a n t a r u m  AYA 

が 有 す る I g A 分 泌 亢 進 効 果 が 有 意 に 抑 制 さ れ た （ F i g .  3 - 1 0）。 ま

た 、同 様 の 処 理 で 細 胞 壁 画 分 の I g A 分 泌 亢 進 効 果 も 有 意 に 抑 制 さ

れ た （ F i g .  3 - 1 0）。 以 上 よ り 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の 細 胞 壁 画 分 が

リ ガ ン ド の 1 つ と し て 機 能 し 、そ れ が 樹 状 細 胞 の T L R - 2 に 認 識 さ

れ 、そ の 結 果 と し て パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 よ り I g A 分 泌 を 亢 進

す る 可 能 性 を 示 し た 。   



68 

A  

 

B  

 

F i g .  3 - 1  L .  p l a n t a r u m  AYA を 経 口 摂 取 し た マ ウ ス の 、 パ イ エ ル

板 に お け る 、 I g A 陽 性 細 胞 と B 2 2 0 陽 性 細 胞 の 割 合  

通 常 餌 （ C o n t r o l） ま た は L .  p l a n t a r u m  AYA 粉 末 混 合 餌 （ AYA ,  

Ta b l e  2 - 2）を 4 週 間 摂 取 し た B A L B / c マ ウ ス（ n  =  5）か ら パ イ エ

ル 板 初 代 培 養 細 胞 を 採 取 し 、フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で I g A と B 2 2 0

の 発 現 量 を 測 定 し た 。I g A 陽 性 B 細 胞 は 右 上 枠 に プ ロ ッ ト さ れ る 。

（ A） 各 マ ウ ス の パ イ エ ル 板 の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー の 図 を 示 し

た 。（ B）パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 全 体 に お け る I g A 陽 性 B 細 胞 の

割 合 を 、平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。2 群 間 が 不 等 分 散 で あ っ た た

め 、 M a n n - W h i t n e y 検 定 を 実 施 し た 。 *  p  <  0 . 0 5  v s  C o n t r o l   
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F i g .  3 - 2  樹 状 細 胞 と I g M 陽 性 B 細 胞 に 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 添

加 し て 培 養 し た と き の I g A 分 泌 量  

B A L B / c マ ウ ス の 初 代 培 養 細 胞 で あ る パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 を

5 × 1 0 4  c e l l s / m l、 I g M 陽 性 B 細 胞 を 1 × 1 0 6  c e l l s / m l に 調 製 し て 共 培

養 す る 系 （ C o n t r o l） と 、 そ れ に L .  p l a n t a r u m  AYA の 死 菌 粉 末 を

2 5 0  μ g / m l に な る よ う に 添 加 し た 系（ AYA）の 培 養 試 験 を 、 2 0 0 μ l /

ウ エ ル で 実 施 し た 。 4 日 間 培 養 後 に 上 清 を 回 収 し 、 I g A 分 泌 量 を

E L I S A で 測 定 し た 。 n  =  5 で 実 施 し 、 平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。

検 出 限 界 は 1 0  n g / m l で あ る 。   
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F i g .  3 - 3  L .  p l a n t a r u m  A Y Aを 添 加 し て 培 養 し た パ イ エ ル 板 樹 状

細 胞 の 遺 伝 子 発 現 解 析  

B A L B / cマ ウ ス の 初 代 培 養 細 胞 で あ る パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 を

5 × 1 0 4  c e l l s / m lに 調 製 す る 系（ C o n t r o l）と 、そ れ に L .  p l a n t a r u m  A Y A

の 死 菌 粉 末 を 2 5 0  μ g / m lに な る よ う 添 加 し た 系 （ A Y A） に つ い て 、

2 0 0  μ l /ウ エ ル で 培 養 試 験 を 実 施 し た 。 培 養 開 始 時 、 6、 1 2、 1 8、

2 4、 4 8時 間 後 に 樹 状 細 胞 を サ ン プ リ ン グ し 、遺 伝 子 発 現 量 を 測 定

し た 。G a p d hを 内 部 標 準 と し た 。A :  T g f β、B :  B a f f、C :  A p r i l、D :  i n o s   
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F i g .  3 - 4  L .  p l a n t a r u m  A Y Aを 添 加 し て 培 養 し た パ イ エ ル 板 樹 状

細 胞 か ら の サ イ ト カ イ ン 分 泌 量  

B A L B / cマ ウ ス の 初 代 培 養 細 胞 で あ る 、 パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 を

5 × 1 0 4  c e l l s / m lに 調 製 す る 系（ C o n t r o l）、そ れ に L .  p l a n t a r u m  A Y A

の 死 菌 粉 末 を 2 5 0  μ g / m lに な る よ う 添 加 し た 系 （ A Y A） に つ い て 、

2 0 0  μ l /ウ エ ル で 培 養 試 験 を 実 施 し た 。 3日 間 培 養 後 に 上 清 を 回 収

し 、 サ イ ト カ イ ン （ T G F - βと B A F F） 量 を 測 定 し た 。 n  =  3で 実 施

し 、 平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。 S t u d e n t ’ s  t - t e s tで 有 意 差 検 定 を

実 施 し た 。   
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F i g .  3 - 5  樹 状 細 胞 と I g A 陽 性 B 細 胞 に 、 L .  p l a n t a r u m  A Y A を 添

加 し て 培 養 し た 際 の I g A 分 泌 量  

（ a） B A L B / c マ ウ ス の 初 代 培 養 細 胞 で あ る 、 パ イ エ ル 板 の I g A

陽 性 B 細 胞 を 1 × 1 0 6  c e l l s / m l に な る よ う 調 製 し た 系 （ C o n t r o l） 、

そ れ に L .  p l a n t a r u m  A Y A の 死 菌 粉 末 を 2 5 0  μ g / m l に な る よ う 添 加

し た 系 （ A Y A） に つ い て 、 2 0 0  μ l /ウ エ ル で 培 養 試 験 を 実 施 し た 。

（ b） B A L B / c マ ウ ス の 初 代 培 養 細 胞 で あ る 、 パ イ エ ル 板 の 樹 状 細

胞 を 5 × 1 0 4  c e l l s / m l、I g A 陽 性 B 細 胞 を 1 × 1 0 6  c e l l s / m l に な る よ う

調 製 し た 共 培 養 系 （ C o n t r o l） 、 そ れ に L .  p l a n t a r u m  A Y A の 死 菌

粉 末 が 2 5 0  μ g / m l に な る よ う 添 加 し た 系（ A Y A）に つ い て 、2 0 0 μ l /

ウ エ ル で 培 養 試 験 を 実 施 し た 。  

い ず れ も 3 日 間 培 養 後 に 上 清 を 回 収 し 、上 清 の I g A 含 量 を E L I S A

法 に て 測 定 し た 。n  =  3 で 実 施 し 、平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。( a )、

( b )  そ れ ぞ れ 群 間 で 、 S t u d e n t ’ s  t - t e s t で 有 意 差 検 定 を 実 施 し た 。

* p  <  0 . 0 5  v s  C o n t r o l   
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F i g .  3 - 6  L .  p l a n t a r u m  A Y A を 添 加 し て 培 養 し た パ イ エ ル 板 樹 状

細 胞 の 遺 伝 子 発 現 解 析  

B A L B / cマ ウ ス の 初 代 培 養 細 胞 で あ る 、 パ イ エ ル 板 の 樹 状 細 胞  

を 5 × 1 0 4  c e l l s / m lに 調 製 し た 系（ C o n t r o l）と 、そ れ に L .  p l a n t a r u m  

A Y Aの 死 菌 粉 末 を 2 5 0  μ g / m lに な る よ う 添 加 し た 系（ A Y A）に つ い

て 、 培 養 試 験 を 実 施 し た 。 培 養 開 始 時 、 6、 1 2、 1 8、 2 4、 4 8時 間

後 に 樹 状 細 胞 を サ ン プ リ ン グ し 、遺 伝 子 発 現 量 を 測 定 し た 。G a p d h

を 内 部 標 準 と し た 。 A :  I l 6、 B :  A l d h 1 a 1、 C :  A l d h 1 a 2   
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F i g .  3 - 7  L .  p l a n t a r u m  A Y Aを 添 加 し て 培 養 し た パ イ エ ル 板 樹 状

細 胞 か ら の サ イ ト カ イ ン 分 泌 量  

B A L B / cマ ウ ス の 初 代 培 養 細 胞 で あ る 、 パ イ エ ル 板 の 樹 状 細 胞  

を 5 × 1 0 4  c e l l s / m lに 調 製 し た 系 （ c o n t r o l）と 、そ れ に L .  p l a n t a r u m  

A Y Aの 死 菌 粉 末 を 2 5 0  μ g / m lに な る よ う 添 加 し た 系（ A Y A）に つ い

て 、 2 0 0  μ l /ウ エ ル で 培 養 試 験 を 実 施 し た 。 3日 間 培 養 後 に 上 清 を

回 収 し 、 I L - 6の 分 泌 量 を E L I S A法 に て 測 定 し た 。 n  =  3で 実 施 し 、

平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。 な お 、 E L I S Aの 検 出 限 界 は 5 0  p g / m l

で あ る 。   
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F i g .  3 - 8  L .  p l a n t a r u m  A Y Aを 添 加 し て 培 養 し た 、パ イ エ ル 板 樹 状

細 胞 お よ び I g A陽 性 B細 胞 の 共 培 養 系 に 、 I L - 6抗 体 を 添 加 し た 際 の

I g A分 泌 量  

B A L B / cマ ウ ス の 初 代 培 養 細 胞 で あ る 、 パ イ エ ル 板 の 樹 状 細 胞

（ D C）を 5 × 1 0 4  c e l l s / m l、 I g A陽 性 B細 胞 を 1 × 1 0 6  c e l l s / m lに な る よ

う 調 製 し た 系（ c o n t r o l）、そ れ に L .  p l a n t a r u m  AYAの 死 菌 粉 末 が 2 5 0  

μ g / m lに な る よ う 添 加 し た 系（ AYA）を 用 意 し た 。そ れ ぞ れ の 系 に

対 し 、 何 も 添 加 し な い 系 、 抗 I L - 6中 和 抗 体 （ 2  µ g / m l） を 添 加 す る

系 、 抗 体 の ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て I L - 6で は な い モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 （ 2  µ g / m l） を 添 加 す る 系 、 2 0 0  μ l /ウ エ ル の 培 養 試 験

を 実 施 し た 。 3日 間 培 養 後 に 上 清 を 回 収 し 、 I g A含 量 を E L I S Aに て

測 定 し た 。n  =  4で 実 施 し 、平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。そ れ ぞ れ 、

c o n t r o lと AYA間 で 、S t u d e n t ’ s  t - t e s tに よ る 有 意 差 検 定 を 実 施 し た 。

* * p  <  0 . 0 1  v s  c o n t r o l、 * p  <  0 . 0 5  v s  c o n t r o l   
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F i g .  3 - 9  L .  p l a n t a r u m  AYA お よ び そ の 細 胞 壁 画 分 を 添 加 し た 際

に 、 パ イ エ ル 板 細 胞 か ら 分 泌 す る I g A 分 泌 量  

B A L B / c マ ウ ス 由 来 の パ イ エ ル 板 か ら 採 取 し た 樹 状 細 胞  を

5 × 1 0 4  c e l l s / m l に 調 製 し た 系 （ C o n t r o l） と 、 そ れ に L .  p l a n t a r u m  

A Y A の 死 菌 粉 末 を 1 0 0  μ g / m l、 ま た は 5 0 0  μ g / m l に な る よ う 調 製

し て 添 加 し た 系 （ A Y A） 、 お よ び 細 胞 壁 画 分 が 1 0 0  μ g / m l、 ま た

は 5 0 0  μ g / m l に な る よ う 調 製 し て 添 加 し た 系 （ C e l l  W a l l） に つ い

て 、 2 0 0  μ l /ウ エ ル の 系 で 培 養 試 験 を 実 施 し た 。 3 日 間 培 養 後 に 上

清 を 回 収 し 、 I g A 含 量 を E L I S A に て 測 定 し た 。 n  =  4 で 実 施 し 、

平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。 Tu k e y 法 で 有 意 差 検 定 を 実 施 し た 。 * :  

p  <  0 . 0 5  v s  C o n t r o l ,  # :  p  <  0 . 0 5  v s  1 0 0  μ g / m l  L .  p l a n t a r u m  AYA ,  $ :  

p  <  0 . 0 5  v s  5 0 0  μ g / m l  L .  p l a n t a r u m  AYA   
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F i g .  3 - 1 0  T L R - 2 中 和 抗 体 の 添 加 に よ る 、 L .  p l a n t a r u m  AYA I g A

分 泌 亢 進 作 用 へ の 影 響  

B A L B / c マ ウ ス 由 来 の パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞  を 5 × 1 0 6  

c e l l s / m l に 調 製 し た 系 （ C o n t r o l） と 、 そ れ に L .  p l a n t a r u m  A Y A

の 死 菌 粉 末 を 5 0 0  μ g / m l に な る よ う に 添 加 し て 培 養 す る 系（ A Y A）、

ま た は 細 胞 壁 画 分 が 5 0 0  μ g / m l に な る よ う 添 加 し て 培 養 す る 系

（ C e l l  W a l l） を 用 意 し た 。 そ れ ぞ れ の 系 に つ い て 、 5  µ g / m l の 抗

T L R - 2 中 和 抗 体 を 添 加 の 有 無 で 、 培 養 試 験 を 実 施 し た 。 2 0 0  μ l /ウ

エ ル と し た 。 3 日 間 培 養 後 に 上 清 を 回 収 し 、 I g A 含 量 を E L I S A に

て 測 定 し た 。n  =  4 で 実 施 し 、平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。S t u d e n t ’ s  

t - t e s t で 有 意 差 検 定 を 実 施 し た 。 * p  <  0 . 0 5  v s  L .  p l a n t a r u m  AYA 

w i t h o u t  a n t i - T L R - 2 ;  # p  <  0 . 0 5  v s  t h e  c e l l  w a l l  f r a c t i o n  w i t h o u t  t h e  

a n t i - T L R - 2  a n t i b o d y   
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3 - 4  考 察  

 

本 章 で は 、 L .  p l a n t a r u m  AYA が 有 す る I g A 分 泌 亢 進 効 果 の 、 詳

細 な 作 用 機 序 の 解 明 を 目 指 し た 。  

L .  p l a n t a r u m  AYA は 、 パ イ エ ル 板 に て I g A 陽 性 B 細 胞 の 比 率 を

高 め る 事 、お よ び パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 に 認 識 さ れ 、 I L - 6 の 分 泌 を

亢 進 し 、そ れ が I g A 陽 性 B 細 胞 か ら 形 質 細 胞 へ の 分 化 を 誘 導 し て 、

パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 か ら の I g A 分 泌 量 を 増 加 さ せ る こ と を 明

ら か に し た 。ま た 、樹 状 細 胞 の T L R - 2 が L .  p l a n t a r u m  AYA を 認 識

し て い る 可 能 性 も 示 し た 。  

L .  p l a n t a r u m  AYA を 摂 取 す る と 、 パ イ エ ル 板 に て I g A 陽 性 B 細

胞 の 比 率 が 高 く な っ た 。 そ の 原 因 と し て 、 I g M 陽 性 B 細 胞 か ら の

ク ラ ス ス イ ッ チ を 亢 進 し た 可 能 性 、 I g A 陽 性 B 細 胞 の 増 殖 を 促 進

し た 可 能 性 、ホ ー ミ ン グ に よ る 他 組 織 か ら 流 入 し た 可 能 性 等 が 考

え ら れ た 。 そ の 中 で ク ラ ス ス イ ッ チ を 亢 進 し た 可 能 性 に 着 目 し 、

T G F - β ,  B A F F,  A P R I L ,  N O の 発 現 解 析 を 行 っ た が 、 発 現 は 亢 進 し

て お ら ず 、 I g A 陽 性 B 細 胞 の 比 率 が 高 く な っ た 原 因 を 特 定 す る こ

と は 出 来 な か っ た 。  

我 々 が 当 該 研 究 を 発 表 し た 当 時 、 L .  p l a n t a r u m  AYA は も ち ろ ん

そ の 他 の 乳 酸 菌 株 を 含 め 、 I g A の 分 泌 を 亢 進 す る 詳 細 な 作 用 機 序

と し て 、パ イ エ ル 板 の 細 胞 と 乳 酸 菌 株 の 詳 細 な 相 互 作 用 に つ い て

は 報 告 さ れ て い な か っ た 。 本 章 に て 、 パ イ エ ル 板 細 胞 と 、 I g A 分
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泌 亢 進 効 果 を 有 す る 乳 酸 菌 株 の 、 相 互 作 用 を は じ め て 明 ら か に し

た 。  

さ ら に 、L .  p l a n t a r u m  AYA の 機 能 性 関 与 成 分 に つ い て 検 討 し た 。

本 章 に て 、L .  p l a n t a r u m  AYA か ら 分 画 し た 細 胞 壁 画 分 を 1 0 0  µ g / m l

に な る よ う 培 養 液 に 加 え て も I g A 分 泌 を 亢 進 す る 効 果 は み ら れ な

か っ た が 、 添 加 濃 度 を 5 0 0  µ g / m l に す る と 、 I g A 分 泌 を 有 意 に 亢

進 す る こ と が 確 認 さ れ た 。一 方 、分 画 し て い な い L .  p l a n t a r u m  AYA

の 死 菌 粉 末 を 培 養 液 に 加 え た 際 は 、 添 加 濃 度 が 1 0 0  µ g / m l に お い

て も 5 0 0  µ g / m l に お い て も 、 I g A 分 泌 を 有 意 に 亢 進 す る 効 果 が み

ら れ た（ F i g .  3 - 9）。こ の よ う に 、分 画 し て い な い L .  p l a n t a r u m  AYA

の 死 菌 粉 末 の 方 が 、分 画 し た L .  p l a n t a r u m  AYA の 細 胞 壁 画 分 よ り

も 活 性 が 高 か っ た 。 以 上 よ り 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の 細 胞 壁 に は 機

能 性 関 与 成 分 が 含 ま れ て い る が 、 細 胞 壁 以 外 に も 別 の 関 与 成 分 が

存 在 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 し か し 、 細 胞 壁 以 外 の 機 能 性 関

与 成 分 を 明 ら か に す る こ と は で き て い な い 。そ れ を 明 ら か に す る

た め に は 、 更 な る 検 討 が 必 要 で あ り 、 今 後 の 課 題 で あ る 。  

ま た 、 i n  v i v o で 作 用 機 序 の 検 証 が で き て い な い こ と も 課 題 で あ

る 。 こ れ ま で に 、 蛍 光 標 識 し た 乳 酸 菌 株 （ L .  G G と L .  g a s s e r i  

T M C 0 3 5 6）を マ ウ ス に 摂 取 さ せ る と 、パ イ エ ル 板 へ 取 り 込 ま れ る

と い う 報 告 が あ る  [ 3 8 ]。よ っ て 、こ の 方 法 を 用 い て 、L .  p l a n t a r u m  

AYA が パ イ エ ル 板 へ 取 り 込 ま れ る 様 子 を 確 認 で き れ ば 、作 用 機 序

を 確 定 す る 為 の 重 要 な デ ー タ と な る 。  
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一 方 で 、 L .  p l a n t a r u m  AYA が パ イ エ ル 板 に 取 り 込 ま れ て い な い

可 能 性 も 存 在 す る 。こ れ ま で に 、腸 管 上 皮 細 胞 か ら 分 泌 さ れ た I L - 6

や A P R I L が 、腸 管 の B 細 胞 か ら の I g A 分 泌 を 亢 進 す る こ と が 報 告

さ れ て い る  [ 5 9 ]  [ 7 7 ]。L .  p l a n t a r u m  AYA が 腸 管 上 皮 細 胞 に 直 接 作

用 す る こ と で 、 I L - 6 や A P R I L を 分 泌 を 促 し 、 I g A 分 泌 を 亢 進 し て

い る 可 能 性 も 考 え ら れ る 。こ れ ら の 点 を は っ き り さ せ る た め に も 、

ま ず は 摂 取 し た L .  p l a n t a r u m  AYA が パ イ エ ル 板 へ 取 り 込 ま れ る か

否 か を 明 確 に す る こ と が 重 要 で あ る 。  

 

第 2 章 と 第 3 章 よ り 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の I g A 分 泌 亢 進 効 果 と

そ の 詳 細 な 作 用 機 序 を 明 ら か に し た 。 そ こ で 、 次 章 で は L .  

p l a n t a r u m  AYA が I g A 分 泌 亢 進 効 果 以 外 の 効 果 を 有 す る か 、 検 証

を 行 っ た 。
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4 - 1  序  

 

前 章 ま で に 、 L .  p l a n t a r u m  AYA 死 菌 粉 末 を 経 口 摂 取 す る と I g A

の 分 泌 が 亢 進 さ れ る こ と 、 お よ び 、 そ の 詳 細 な 作 用 機 序 を 明 ら か

に し た 。 し か し 、 L .  p l a n t a r u m  AYA が そ の 他 の 免 疫 賦 活 効 果 を 有

し て い る 可 能 性 も 考 え ら れ る 。 食 品 素 材 と し て L .  p l a n t a r u m  AYA

を 開 発 し て い く う え で 、 そ れ を 明 ら か に す る こ と は 非 常 に 重 要 で

あ る 。 そ こ で 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の 未 知 機 能 の 推 定 を 目 指 し た 。  

機 能 性 を 有 す る 食 品 成 分 を 摂 取 す る と 、 各 臓 器 は そ れ に 応 答 し 、

遺 伝 子 発 現 が 変 化 す る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 発 現 変 化 は 表 現 型 の 発

現 に つ な が る 。そ こ で 、D N A マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て こ れ ら の 遺

伝 子 応 答 を 網 羅 的 に 捉 え 、食 品 成 分 の 機 能 を 推 定 す る 解 析 が 行 わ

れ て い る 。 特 に 全 ゲ ノ ム 配 列 が 解 析 さ れ 、 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー が

明 ら か に な っ て い る ヒ ト 、 マ ウ ス 、 及 び ラ ッ ト 等 な ど の 生 物 種 を

対 象 に す る と 、 効 果 的 で あ る 。 こ の よ う に 網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析

を 用 い て 食 品 の 未 知 機 能 を 推 定 す る 方 法 は 、ニ ュ ー ト リ ゲ ノ ミ ク

ス と 呼 ば れ 、 近 年 報 告 が 増 加 し て い る  [ 7 8 ]  [ 7 9 ]  。  

そ こ で 本 章 で は 、 L .  p l a n t a r u m  AYA が も つ 未 知 の 免 疫 調 節 機 能

の 推 定 を 目 的 と し 、マ ウ ス に L .  p l a n t a r u m  AYA の 死 菌 粉 末 を 摂 取

さ せ 、 そ の パ イ エ ル 板 の 網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析 を 実 施 し た 。 そ の

結 果 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の 摂 取 で 急 性 炎 症 の 誘 導 や 補 体 の 活 性 化

な ど 自 然 免 疫 を 高 め る こ と 、お よ び 樹 状 細 胞 や B 細 胞 が 活 性 化 す

る こ と 等 、 獲 得 免 疫 を 高 め る こ と が 示 唆 さ れ た 。   
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4 - 2  材 料 と 方 法  

 

4 - 2 - 1  動 物  

第 2 章 に 記 載 し た B A L B / c マ ウ ス を 使 用 し た 。 な お 、 実 験 動 物

は 、「 日 清 製 粉 グ ル ー プ 上 福 岡 研 究 所 群 動 物 実 験 委 員 会 」 の 承 認

を 得 た 後 に 、「 日 清 製 粉 グ ル ー プ 上 福 岡 研 究 所 群 動 物 実 験 に 関 す

る 指 針 」 に 従 い 、 実 施 し た 。  

 

4 - 2 - 2  乳 酸 菌 粉 末 の 作 製  

第 2 章 に 記 載 し た 方 法 で L .  p l a n t a r u m  AYA の 粉 末 を 作 製 し た 。 

 

4 - 2 - 3  乳 酸 菌 粉 末 添 加 飼 料 の 調 製  

第 2 章 に 記 載 し た 方 法 で 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 添 加 し た 飼 料 を

調 製 し た 。 配 合 は Ta b l e  2 - 2 に 示 し た 。  

 

4 - 2 - 4  回 腸 の 洗 浄 液 採 取 法  

第 2 章 に 記 載 し た 方 法 で 実 施 し た 。  

 

4 - 2 - 5  I g A の 定 量  

第 2 章 に 記 載 し た 方 法 で 実 施 し た 。  

 

4 - 2 - 6  パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 の 分 離  

第 2 章 に 記 載 し た 方 法 で 実 施 し た 。  
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4 - 2 - 7  パ イ エ ル 板 細 胞 の 網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析  

D N Aマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析 を 実 施 し

た 。ま ず は パ イ エ ル 板 細 胞 か ら t o t a l  R N Aを 抽 出 し た 。抽 出 は 、第

2章 と 同 様 の 方 法 で 実 施 し た 。 そ の 後 、 R N Aの 精 製 に R N e a s y ®  

M i n E l u t e ®  C l e a n u p  ( Q I A G E N )  を 使 用 し 、 マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 実

施 し た 。具 体 的 に は 、R N A 4 5  µ gを 滅 菌 水 2 0 0  µ lに 溶 解 さ せ 、B u f f e r  

R LT  7 0 0  μ lと 1 0 0 %エ タ ノ ー ル 5 0 0  µ lを 添 加 し て 混 和 し た 。 こ れ を

2  m lコ レ ク シ ョ ン チ ュ ー ブ に セ ッ ト し た R N e a s y  M i n E l u t e  S p i n  

C o l u m nに ア プ ラ イ し て 遠 心 し 、 ス ル ー 液 を 廃 棄 し た 。 こ れ を 5 0 0  

µ lの B u f f e r  R P E、 5 0 0  µ lの 8 0 %エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し 、 遠 心 し て ス

ル ー 液 を 廃 棄 し た 。 こ れ に R N a s e  f r e e水 を 加 え て 1分 間 静 置 し 、

最 高 速 度 で 遠 心 し て ス ル ー 液 を 回 収 し た 。 こ れ を ク リ ー ン ア ッ プ

後 の t o t a l  R N A溶 液 と し て 使 用 し た 。R N Aの 質 の 確 認 を す る た め ア

ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 実 施 し 、 2 8 S  r R N A と  1 8 S  r R N Aが 分 解

さ れ て い な い こ と を 確 認 し た 。  

次 に 、 パ イ エ ル 板 細 胞 由 来 の t o t a l  R N Aか ら c D N Aの 合 成 、

a m p l i f i e d  R N A ( a R N A )  の 合 成 お よ び そ の 断 片 化 を 実 施 し た 。そ の

た め 、G e n e C h i p ®  3 '  I V T  E x p r e s s  K i t  ( A f f y m e t r i x ,  S a n t a  C l a r a ,  C A ,  

U S A )  を 用 い 、そ の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 実 施 し た 。具 体 的 に は 、

ク リ ー ン ア ッ プ 後 の t o t a l  R N A 1 0 0  n gに 、 5 × 1 0 5倍 に 希 釈 し た

P o l y - A C o n t r o l  S t o c kを 2  µ l、 F i r s t - S t r a n d  B u f f e r  M i xを 4  µ l、

F i r s t - S t r a n d  E n z y m e  M i xを 1  µ l加 え 、 滅 菌 水 で 合 計 1 0  µ lに し た 。
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こ れ を 4 2℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 1本 鎖 c D N Aを 合 成 し た 。

こ の 反 応 液 に 、 S e c o n d - S t r a n d  B u f f e r  M i xを 5  µ l、 S e c o n d - S t r a n d  

E n z y m e  M i xを 2  µ l加 え 、 滅 菌 水 を 1 3  µ l加 え て 1 6℃ で 1時 間 イ ン キ

ュ ベ ー ト し 、2本 鎖 c D N Aを 合 成 し た 。こ れ に I V T  B i o t i n  L a b e lを 4  µ l、

I V T  L a b e l i n g  B u f f e rを 2 0  µ l及 び I V T  E n z y m e  M i xを 6  µ l加 え て 4 0℃

に て 1 6時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 a R N Aを 合 成 し た 。 こ れ を ク リ ー

ン ア ッ プ す る た め 、 こ れ に R N A B i n d i n g  B e a d sを 1 0  µ l、 a R N A 

B i n d i n g  B u f f e r  C o n c e n t r a t eを 5 0  µ l加 え 、 1 2 0  µ lの 1 0 0 %エ タ ノ ー

ル を 加 え て 混 和 し 、磁 性 ス タ ン ド を 用 い て 非 磁 性 の も の を 除 去 し

た 。 a R N A W a s h  S o l u t i o nで 2回 洗 浄 し 、 5 0℃ の a R N A E l u t i o n  

S o l u t i o nを 5 0  µ l加 え て 磁 性 ス タ ン ド に 供 し 、 磁 性 ビ ー ズ を 除 去 し

た 。 最 後 に a R N Aを 1 5  µ gと 5 ×  A r r a y  F r a g m e n t a t i o n  B u f f e rを 8  µ l

を 加 え て 滅 菌 水 で 4 0  µ lに し 、 9 4℃ で 3 5分 イ ン キ ュ ベ ー ト し て

a R N Aを 断 片 化 し 、そ の ピ ー ク 長 が 1 0 0 - 2 0 0ヌ ク レ オ チ ド に な る こ

と を 確 認 し た 。  

断 片 化 し た a R N Aを 1 2 . 5  µ l、 C o n t r o l  O l i g o n u c l e o t i d e  B 2  ( 3  n M )  

を 4 . 3  µ l、 2 0 ×  H y b r i d i z a t i o n  C o n t r o l sを 1 2 . 5  µ l、 2 ×  H y b r i d i z a t i o n  

M i xを 1 2 5  µ l、 D M S Oを 2 5  µ l、 H e r r i n g  S p e r m  D N A ( 1 0  m g / m L )  を

2 . 5 µ l、 B S A ( 5 0  m g / m L )  を 2 . 5 µ l、滅 菌 水 を 6 5 . 7  µ lを 混 和 し た も の

を H y b r i d i z a t i o n  C o c k t a i lと し た 。 こ れ を 9 9℃ で 5分 、 次 い で 4 5℃

で 5分 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、遠 心 機 の 最 高 速 度 で 5分 間 遠 心 し て か ら

P r e - H y b r i d i z a t i o n  M i xに よ る プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン（ 4 5℃ 、

1 0分 、6 0  r p m）を 実 施 し 、G e n e C h i p  M o u s e  G e n o m e  4 3 0  2 . 0  A r r a y  
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( A f f y m e t r i x )  に ア プ ラ イ し た 。 こ れ を 4 5℃ 、 1 6時 間 、 6 0  r p mの 条

件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 洗 浄 後 、 ス キ ャ ン し て デ ー タ を 得 た 。 ス

キ ャ ン デ ー タ を G e n e C h i p  C o m m a n d  C o n s o l e  s o f t w a r e  

( A f f y m e t r i x )  で C E L f i l e sに 変 換 し て 各 遺 伝 子 の 発 現 量 を 得 た 。  

 

4 - 2 - 8  デ ー タ 処 理  

回 腸 の I g A分 泌 量 の 解 析  

結 果 は 平 均 値 ±標 準 偏 差 で 表 し た 。 S t u d e n t ’ s  t - t e s tで 有 意 差 検

定 を 実 施 し 、 p  <  0 . 0 5を も っ て 有 意 差 あ り と し た 。  

 

網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析 結 果 の デ ー タ 処 理  

D N Aマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た 網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析 で 得 ら れ た

各 遺 伝 子 の 発 現 量 を 、 統 計 ソ フ ト の R  [ 8 0 ]  と B i o c o n d u c t o r  [ 8 1 ]  

を 用 い て 処 理 し た 。 ま ず 各 ア レ イ の バ ラ つ き を 補 正 す る た め に

d i s t r i b u t i o n - f r e e  w e i g h t e d  m e t h o d  ( D FW法 )  で 正 規 化  [ 8 2 ]  し た

の ち 、 主 成 分 分 析 を 実 施 し て 群 間 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 比 較 し た 。

次 い で 、 正 規 化 し た デ ー タ を R a n k  P r o d u c t法  [ 8 3 ]  を 実 施 し 、 群

間 比 較 を 行 っ た 。 そ こ か ら 発 現 変 動 が 顕 著 な 遺 伝 子 と し て F a l s e  

D i s c o v e r y  R a t e  ( F D R )  が 0 . 0 5未 満 で あ る も の を 抽 出 し た 。  

R a n k  P r o d u c t 法 で 抽 出 し た 遺 伝 子 を 生 物 的 機 能 の 側 面 か ら 解

析 す る た め 、 D AV I D  ( D a t a b a s e  f o r  A n n o t a t i o n ,  V i s u a l i z a t i o n ,  a n d  

I n t e g r a t e d  D i s c o v e r y ;  h t t p : / / d a v i d . a b c c . n c i f c r f . g o v / )  と Q u i c k G O  

( h t t p : / / w w w. e b i . a c . u k / Q u i c k G O / )  を 用 い て G e n e  o n t o l o g y  ( G O )  

http://david/
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解 析 を 実 施 し た  [ 8 4 ]  [ 8 5 ] 。 そ の 結 果 に つ い て 、

B e n j a m i n i - H o c h b e r g 法  [ 8 6 ]で 制 御 し た F D R が 、 0 . 1 未 満 の 機 能

を 群 間 で 有 意 に 差 が あ る も の と し た 。 次 に 、 抽 出 し た 遺 伝 子 の 上

流 因 子 の 活 性 を 予 測 す る た め に I n g e n u i t y  P a t h w a y  A n a l y s i s  ( I PA ;  

I n g e n u i t y  I n c . ,  R e d w o o d  c i t y,  C A )  を 実 施 し た 。   
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4 - 3  結 果  

 

4 - 3 - 1 網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析 に 供 す る マ ウ ス の 選 別  

L .  p l a n t a r u m  AYA 死 菌 粉 末 を 5 %含 む 餌 （ Ta b l e  2 - 2） を 、 4 週

間 摂 取 さ せ て 解 剖 し 、 回 腸 の I g A 分 泌 量 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、

AYA 摂 取 群 は 通 常 餌 摂 取 群 よ り も I g A 分 泌 量 が 増 加 す る 傾 向 に あ

っ た （ p  =  0 . 0 5 2 :  F i g .  4 - 1）。 回 腸 で の I g A 分 泌 量 が 、 各 群 の 平 均

値 に 最 も 近 い 3 匹 ず つ を 選 抜 し て パ イ エ ル 板 を 摘 出 し 、D N A マ イ

ク ロ ア レ イ を 用 い て 網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析 を 実 施 し た 。  

 

4 - 3 - 2  L .  p l a n t a r u m  AYA の 摂 取 で 発 現 が 変 動 し た 遺 伝 子 の 抽 出  

網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析 で 得 た 各 遺 伝 子 の 発 現 量 を 、D F W 法 で 正

規 化 し た 後 、 主 成 分 分 析 を 実 施 し た 。 そ の 第 一 主 成 分 と 第 二 主 成

分 の 寄 与 率 を 合 計 す る と 9 9 . 6 %で あ り 、全 体 を 反 映 し う る と 判 断

し 、 群 間 の 比 較 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 群 間 で 発 現 プ ロ フ ァ イ ル が

2 つ に 大 別 さ れ た （ F i g .  4 - 2）。 よ っ て 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の 摂 取

に よ り 、パ イ エ ル 板 で の 遺 伝 子 発 現 が 変 動 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。

発 現 が 変 動 し た 遺 伝 子 の 抽 出 を 目 指 し 、 解 析 を 継 続 し た 。  

D F W 法 で 正 規 化 し た 遺 伝 子 発 現 情 報 を 用 い 、 R a n k  P r o d u c t 法

で 、 群 間 比 較 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の 摂 取 で 、

有 意 に 発 現 が 上 昇 す る 遺 伝 子 と し て 1 2 4 個 （ Ta b l e  4 - 1）、 有 意 に

発 現 が 抑 制 さ れ る 遺 伝 子 と し て 1 4 4 個 （ Ta b l e  4 - 2） を 抽 出 し た

（ F D R  <  0 . 0 5）。  
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4 - 3 - 3  L .  p l a n t a r u m  AYA の 摂 取 で 変 動 し た 機 能 の 推 定  

次 に 発 現 が 変 動 し た 遺 伝 子 群 に 濃 縮 さ れ た 機 能 の 推 定 を 行 う

た め 、W e b ツ ー ル D AV I D  を 用 い て G O 解 析 を 実 施 し た 。そ の 際 、

m o d i f i e d  F i s h e r ’ s  e x a c t  t e s t 結 果 を B e n j a m i n i – H o c h b e r g 法 で 制

御 し た F D R  [ 8 6 ]  の 基 準 を 0 . 1 に 設 定 し 、そ れ 未 満 を L .  p l a n t a r u m  

AYA の 摂 取 で 有 意 に 変 動 し た 機 能 と 判 断 し た 。 そ の 結 果 、 発 現 が

亢 進 し た 遺 伝 子 群 に 濃 縮 さ れ た 機 能 と し て 、 炎 症 、 免 疫 賦 活 が み

ら れ た （ Ta b l e  4 - 3）。 一 方 で 、 発 現 が 減 少 し た 遺 伝 子 群 に 濃 縮 さ

れ た 機 能 と し て は 基 準 を 満 た す も の は 存 在 し な か っ た 。 よ っ て 、

発 現 が 亢 進 し た 免 疫 賦 活 と 炎 症 に 着 目 し 、 解 析 を 継 続 し た 。  

免 疫 賦 活 に 関 連 す る 遺 伝 子 で は 、 B 細 胞 を 活 性 化 さ せ て 抗 体 分

泌 に 寄 与 す る こ と が 知 ら れ て い る i m m u n o g l o b u l i n  h e a v y  c h a i n  

( g a m m a  p o l y p e p t i d e ) 、 i m m u n o g l o b u l i n  h e a v y  c h a i n  6  ( h e a v y  

c h a i n  o f  I g M )、 i m m u n o g l o b u l i n  h e a v y  c h a i n  3  ( s e r u m  I g G 2 b )、 お

よ び  i m m u n o g l o b u l i n  h e a v y  c o n s t a n t  r e g i o n  g a m m a  1  ( G 1 m  

m a r k e r )  の 発 現 上 昇 が み ら れ た （ Ta b l e  4 - 1）。 ま た 、 情 報 伝 達 物

質 で あ る ケ モ カ イ ン の 発 現 上 昇 を 介 し 、 T 細 胞 の 活 性 化 を 誘 導 す

る 遺 伝 子 と し て 知 ら れ て い る 、c h e m o k i n e  ( C - C  m o t i f )  l i g a n d  2 8、

c h e m o k i n e  ( C - X - C  m o t i f )  l i g a n d  11、お よ び c h e m o k i n e  ( C - C  m o t i f )  

l i g a n d の 発 現 も 上 昇 し て い た （ Ta b l e  4 - 1）。 以 上 の よ う に 、 L .  

p l a n t a r u m  AYA の 摂 取 に よ っ て パ イ エ ル 板 で 発 現 が 上 昇 し た 遺 伝

子 に は 、 B 細 胞 や T 細 胞 の 活 性 を 高 め る 遺 伝 子 が 含 ま れ て い た 。
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こ れ ら に よ っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 分 泌 す る 獲 得 免 疫 が 高 め ら れ 、

結 果 と し て 生 体 で の 免 疫 が 賦 活 さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

生 体 外 か ら 侵 入 し た 異 物 を 非 特 異 的 に 認 識 し 、 そ の 排 除 に 寄 与

す る タ ン パ ク 質 と し て 、 補 体 が 知 ら れ て い る 。 そ の 活 性 化 に 寄 与

す る m a n n o s e - b i n d i n g  l e c t i n  ( p r o t e i n  C )  2 の 発 現 上 昇 が 確 認 さ れ

た （ Ta b l e  4 - 1）。 ま た 、 生 体 の 組 織 が 障 害 さ れ た 際 に 、 再 生 さ せ

る た め の 反 応 と し て 炎 症 が 知 ら れ て い る が 、こ の 反 応 を 誘 導 す る

r e g e n e r a t i n g  i s l e t - d e r i v e d  3  b e t a、 r e g e n e r a t i n g  i s l e t - d e r i v e d  3  

g a m m a、 s e r u m  a m y l o i d  A 1  ( S a a  1 )、 S a a  2 お よ び S a a  3 遺 伝 子

発 現 が 上 昇 し た （ Ta b l e  4 - 1）。 特 に S A A タ ン パ ク 質 は パ イ エ ル 板

に て T 細 胞 を T h 1 7 細 胞 へ の 分 化 を 誘 導 す る こ と が 知 ら れ て お り  

[ 8 7 ]、T h 1 7 細 胞 は i n t e r l e u k i n - 1 7  ( I L - 1 7 )  を 分 泌 し 、転 写 因 子 N F κ β

の 誘 導 を 介 し て I L - 6 な ど の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を 誘 導 し 、炎 症 反

応 を 亢 進 す る  [ 8 8 ]。補 体 、炎 症 な ど の 反 応 を 含 め た 反 応 は 、異 物

を 非 特 異 的 に 認 識 し て そ の 排 除 や 再 生 に 寄 与 し て お り 、自 然 免 疫

と 呼 ば れ て い る 。 こ の よ う に 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の 摂 取 で 、 自 然

免 疫 の 賦 活 化 も 示 唆 さ れ た 。  

 

4 - 3 - 4  発 現 変 動 遺 伝 子 の 上 流 因 子 の 推 定  

発 現 が 亢 進 し た 遺 伝 子 群（ Ta b l e  4 - 1）に つ い て I PA ソ フ ト ウ ェ

ア に よ る 解 析 を 実 施 し 、 カ ス ケ ー ド 上 流 に 存 在 す る 因 子 の 活 性 化

状 態 の 推 定 を 試 み た 。 そ の 結 果 、 I L - 6、 t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r - α  

( T N F )、d e x a m e t h a s o n e、 l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  の 活 性 化 が 示



92 

唆 さ れ た （ Ta b l e  4 - 4）。 I L - 6 の 活 性 化 は 、 第 3 章 （ F i g .  3 - 7） の

e x  v i v o 試 験 の 結 果 を 支 持 す る デ ー タ で あ り 、マ ウ ス 体 内 に お い て

も L .  p l a n t a r u m  AYA の 摂 取 に よ っ て パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 で I L - 6

の 分 泌 が 亢 進 さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。ま た 、 T N F は パ イ エ

ル 板 の B 細 胞 か ら 分 泌 さ れ 、濾 胞 樹 状 細 胞 の 発 達 に 重 要 な 因 子 で

あ る  [ 8 9 ]。パ イ エ ル 板 に お い て 、濾 胞 樹 状 細 胞 は 、抗 原 ・ 抗 体 ・

補 体 の 免 疫 複 合 体 を 細 胞 表 面 に 発 現 し て 未 熟 B 細 胞 を 活 性 化 し 、

そ の 増 殖・成 熟 を 誘 導 す る  [ 9 0 ]  [ 9 1 ]。そ の 結 果 と し て 、獲 得 免 疫

に 寄 与 し て い る 。 よ っ て 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の 摂 取 に よ っ て パ イ

エ ル 板 で T N F 分 泌 が 亢 進 さ れ 、濾 胞 樹 状 細 胞 お よ び B 細 胞 を 活 性

化 し て 獲 得 免 疫 の 活 性 を 高 め て い る 可 能 性 が 示 さ れ た 。   
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F i g .  4 - 1  L .  p l a n t a r u m  AYA 摂 取 し た マ ウ ス の 回 腸 洗 浄 液 中 の I g A

含 量  

通 常 餌（ C o n t r o l）ま た は L .  p l a n t a r u m  AYA 混 合 餌（ AYA ,  Ta b l e  

2 - 2）を 4 週 間 摂 取 し た B A L B / c マ ウ ス か ら 、回 腸 の 洗 浄 液 を 採 取

し 、 E L I S A 法 に よ っ て I g A 量 を 測 定 し た 。 n  =  8 で 実 施 し 、 平 均

値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。S t u d e n t ’ s  t - t e s t で 有 意 差 検 定 を 実 施 し た 。  



94 

 

F i g .  4 - 2  網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析 に お け る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ

ル の 主 成 分 分 析  

網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析 で 得 ら れ た 各 遺 伝 子 の 発 現 量 を 、D FW 法

で 正 規 化 し た 後 に 主 成 分 分 析 を 実 施 し 、各 マ ウ ス の 第 一 主 成 分 と

第 二 主 成 分 の 値 を プ ロ ッ ト し た 。 な お 、 第 一 主 成 分 と 第 二 主 成 分

の 寄 与 率 は 9 9 . 6 %で あ っ た 。C：通 常 食 摂 取 群 、A：L .  p l a n t a r u m  AYA

混 合 餌 摂 取 群 。 数 値 は 個 々 の マ ウ ス の 割 付 番 号   
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Ta b l e  4 - 1  L .  p l a n t a r u m  AYA の 摂 取 で パ イ エ ル 板 に お け る 発 現 が

上 昇 し た 遺 伝 子  

 

Probe_set_ID Gene Title FDR

1452535_at Immunoglobulin heavy chain 6 (heavy chain of IgM) 0.000

1450788_at serum amyloid A 1 0.000

1422217_a_at cytochrome P450, family 1, subfamily a, polypeptide 1 0.000

1419075_s_at serum amyloid A 1 0.000

1418787_at mannose-binding lectin (protein C) 2 0.000

1460423_x_at
predicted gene 5571 ///

immunoglobulin kappa chain variable 1 (V1)
0.000

1420504_at solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 14 0.000

1448872_at regenerating islet-derived 3 gamma 0.000

1427860_at --- 0.000

1424631_a_at Immunoglobulin heavy chain (gamma polypeptide) 0.000

1434862_at fucosyltransferase 2 0.000

1421424_a_at alanyl (membrane) aminopeptidase 0.000

1423556_at aldo-keto reductase family 1, member B7 0.000

1417074_at carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 10 0.000

1416297_s_at regenerating islet-derived 3 beta 0.000

1426174_s_at
immunoglobulin heavy chain 3 (serum IgG2b) ///

Immunoglobulin heavy chain (gamma polypeptide)
0.000

1448964_at S100 calcium binding protein G 0.000

1439016_x_at

small proline-rich protein 2A1 ///

small proline-rich protein 2A2 ///

small proline-rich protein 2A3

0.000

1448573_a_at carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 10 0.000

1427837_at Immunoglobulin kappa chain variable 32 (V32) 0.000

1420503_at
solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter),

member 14
0.000

1428988_at ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 3 0.000

1417828_at aquaporin 8 0.001

1424592_a_at deoxyribonuclease I 0.001

1455892_x_at --- 0.001

1438910_a_at stomatin 0.001

1449952_s_at protease, serine, 30 0.001

1420577_at activation-induced cytidine deaminase 0.001

1425247_a_at immunoglobulin heavy constant gamma 1 (G1m marker) 0.001

1416380_at Moloney leukemia virus 10 0.001

1425871_a_at
immunoglobulin kappa chain variable 28 (V28) ///

immunoglobulin kappa chain variable 12-46
0.001

1419640_at purine rich element binding protein B 0.001

1455577_at chemokine (C-C motif) ligand 28 0.001

1456951_at myeloblastosis oncogene-like 1 0.001

1449326_x_at serum amyloid A 2 0.002

1425324_x_at Immunoglobulin heavy chain 6 (heavy chain of IgM) 0.002

1424266_s_at carboxylesterase 1F 0.003

1429950_at unc-5 homolog C (C. elegans)-like 0.004

1416746_at H2A histone family, member X 0.004

1419097_a_at stomatin 0.004

1416432_at 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 0.004

1419498_at transmembrane and immunoglobulin domain containing 1 0.005

1450618_a_at
small proline-rich protein 2A1 ///

small proline-rich protein 2A2
0.005
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1416854_at solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 2 0.005

1429947_a_at Z-DNA binding protein 1 0.005

1419697_at chemokine (C-X-C motif) ligand 11 0.006

1423933_a_at RIKEN cDNA 1600029D21 gene 0.006

1428909_at RIKEN cDNA A130040M12 gene 0.006

1435529_at predicted gene 14446 0.006

1449018_at profilin 1 0.007

1452463_x_at predicted gene 10883 0.007

1428572_at brain abundant, membrane attached signal protein 1 0.007

1449385_at hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 6 0.008

1422557_s_at metallothionein 1 0.007

1426731_at desmin 0.007

1434046_at expressed sequence AA467197 0.009

1448894_at aldo-keto reductase family 1, member B8 0.011

1449279_at glutathione peroxidase 2 0.011

1423786_at RIKEN cDNA 8430410A17 gene 0.011

1417300_at sphingomyelin phosphodiesterase, acid-like 3B 0.012

1436515_at BTB and CNC homology 2 0.012

1421761_a_at BarH-like homeobox 2 0.017

1441236_at solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger), member 3 0.017

1428947_at RIKEN cDNA 2010001M09 gene 0.018

1460681_at carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 0.018

1427348_at zinc finger CCCH type containing 12A 0.019

1422029_at chemokine (C-C motif) ligand 20 0.020

1455531_at major facilitator superfamily domain containing 4 0.021

1427512_a_at laminin, alpha 3 0.021

1425704_at dehydrogenase/reductase (SDR family) member 11 0.022

1419060_at granzyme B 0.023

1417500_a_at transglutaminase 2, C polypeptide 0.022

1446368_at RIKEN cDNA 9130221J18 gene 0.023

1416246_a_at coronin, actin binding protein 1A 0.024

1421818_at B-cell leukemia/lymphoma 6 0.024

1449184_at peptidoglycan recognition protein 1 0.025

1452081_a_at RIKEN cDNA 9130017N09 gene 0.025

1423686_a_at proline rich 13 0.025

1460682_s_at
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 ///

carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 2
0.025

1419123_a_at platelet-derived growth factor, C polypeptide 0.025

1427756_x_at Immunoglobulin heavy chain 6 (heavy chain of IgM) 0.025

1451441_at RIKEN cDNA 2210415F13 gene 0.025

1452417_x_at

predicted gene 10883 /// predicted gene 1420 ///

predicted gene 7202 ///

immunoglobulin kappa chain, constant region ///

immunoglobulin kappa chain, joining region, 1 ///

immunoglobulin kappa chain variable 28 (V28)

0.025

1428942_at metallothionein 2 0.025

1425606_at solute carrier family 5 (iodide transporter), member 8 0.025

1416683_at plexin B2 0.025

1452794_x_at

RIKEN cDNA 4933402N22 gene /// predicted gene 5861 ///

predicted gene 6460 ///

spermatogenesis associated glutamate (E)-rich protein 1,

pseudogene 1

0.026
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1420913_at solute carrier organic anion transporter family, member 2a1 0.027

1419386_at mucin 13, epithelial transmembrane 0.028

1423916_s_at myeloid leukemia factor 2 0.028

1435550_at myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 2 0.030

1460351_at S100 calcium binding protein A11 (calgizzarin) 0.030

1451243_at arginyl aminopeptidase (aminopeptidase B) 0.030

1417880_at glucose-6-phosphatase, catalytic 0.031

1450494_x_at carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 0.030

1425675_s_at carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 0.031

1426025_s_at lysosomal-associated protein transmembrane 5 0.034

1452871_at nei endonuclease VIII-like 1 (E. coli) 0.034

1422123_s_at
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1

carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 2
0.034

1437893_at phospholipase B1 0.034

1452532_x_at carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 0.034
AFFX-MURINE_b1_at --- 0.034

1434944_at dystrophia myotonica-protein kinase 0.034

1424345_s_at ubiquitin-conjugating enzyme E2M (UBC12 homolog, yeast) 0.035

1418181_at protein tyrosine phosphatase 4a3 0.035

1438941_x_at adenosine monophosphate deaminase 2 0.037

1439965_at solute carrier family 43, member 2 0.037

1437226_x_at MARCKS-like 1 0.037

1450826_a_at serum amyloid A 3 0.039

1455080_at protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 16B 0.040

1456123_at
solute carrier family 5 (sodium/glucose cotransporter),

member 12
0.040

1450624_at betaine-homocysteine methyltransferase 0.042

1427711_a_at carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 0.042

1457253_at tripartite motif-containing 40 0.043

1448290_at regenerating islet-derived 3 beta 0.043

1416957_at POU domain, class 2, associating factor 1 0.042

1448346_at cofilin 1, non-muscle 0.043

1426511_at sushi domain containing 2 0.043

1424689_at protease, serine, 32 0.044

1427455_x_at

predicted gene 10883 /// predicted gene 1420 ///

predicted gene 7202 ///

immunoglobulin kappa chain, constant region ///

immunoglobulin kappa chain, joining region, 1 ///

immunoglobulin kappa chain variable 28 (V28)

0.044

1427870_x_at Immunoglobulin heavy chain 6 (heavy chain of IgM) 0.047

1452767_at ribosome binding protein 1 0.047

1433741_at CD38 antigen 0.048

1418346_at insulin-like 6 0.050
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Ta b l e  4 - 2  L .  p l a n t a r u m  AYA の 摂 取 で パ イ エ ル 板 に お け る 発 現 が

抑 制 さ れ た 遺 伝 子  

  

Probe_set_ID Gene Title FDR

1454883_at gasdermin C2 0.000

1430641_at gasdermin C2 /// gasdermin C4 0.000

1436712_at phospholipase A2, group IVC (cytosolic, calcium-independent) 0.000

1448186_at pancreatic lipase-related protein 2 0.000

1437438_x_at pancreatic lipase-related protein 2 0.000

1423439_at phosphoenolpyruvate carboxykinase 1, cytosolic 0.000

1438364_x_at angiogenin, ribonuclease A family, member 4 0.000

1440832_at angiogenin, ribonuclease A family, member 4 0.000

1427374_at mucin 3, intestinal 0.000

1438612_a_at colipase, pancreatic 0.000

1415805_at colipase, pancreatic 0.000

1418979_at aldo-keto reductase family 1, member C14 0.000

1426452_a_at RAB30, member RAS oncogene family 0.000

1448568_a_at solute carrier family 20, member 1 0.000

1418376_at fibroblast growth factor 15 0.000

1419759_at ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1A 0.000

1422421_at defensin, alpha, related sequence 12 0.000

1442537_at --- 0.000

1424962_at transmembrane 4 superfamily member 4 0.001

1433581_at RIKEN cDNA 1190002N15 gene 0.001

1419758_at ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1A 0.001

1418165_at intelectin 1 (galactofuranose binding) 0.001

1429239_a_at StAR-related lipid transfer (START) domain containing 4 0.002

1450276_a_at scinderin 0.002

1424931_s_at immunoglobulin lambda chain, constant region 1 ///  immunoglobulin lambda chain, variable 1 ///  similar to Ig lambda-1 chain C region0.002

1422242_at defensin, alpha, related sequence 10 0.003

1449375_at carboxylesterase 2A 0.003

1455454_at aldo-keto reductase family 1, member C19 0.003

1423467_at membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 4B 0.004

1417952_at cytochrome P450, family 2, subfamily j, polypeptide 6 0.004

1429240_at StAR-related lipid transfer (START) domain containing 4 0.004

1419591_at gasdermin C 0.004

1448595_a_at brain expressed gene 1 0.004

1447774_x_at RIKEN cDNA 5730469M10 gene 0.004

1450128_at phospholipase A2, group IIA (platelets, synovial fluid) 0.005

1418174_at D site albumin promoter binding protein 0.005

1429146_at small VCP/p97-interacting protein 0.006

1420249_s_at chemokine (C-C motif) ligand 6 0.006

1417430_at cerebellar degeneration-related 2 0.007

1449277_at chemokine (C-C motif) ligand 19 0.007

1453589_a_at cadherin 11 pseudogene /// cadherin 11 pseudogene 0.007

1425952_a_at glucagon 0.007

1417735_at RIKEN cDNA 1810030J14 gene 0.007

1433582_at RIKEN cDNA 1190002N15 gene 0.007

1450455_s_at aldo-keto reductase family 1, member C12 ///  aldo-keto reductase family 1, member C130.007

1434424_at major facilitator superfamily domain containing 7B 0.008

1438211_s_at D site albumin promoter binding protein 0.008

1452716_at RIKEN cDNA 5730469M10 gene 0.009

1437863_at butyrylcholinesterase 0.008

1419268_at anterior gradient 2 (Xenopus laevis) 0.008
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1427347_s_at tubulin, beta 2A 0.009

1420636_a_at dual specificity phosphatase 12 0.008

1418931_at regenerating islet-derived family, member 4 0.008

1451257_at acyl-CoA synthetase long-chain family member 6 0.008

1421556_at serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 3A 0.009

1452270_s_at cubilin (intrinsic factor-cobalamin receptor) 0.009

1424716_at retinol saturase (all trans retinol 13,14 reductase) 0.010

1423858_a_at 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 2 0.010

1429527_a_at phospholipid scramblase 1 0.011

1460192_at oxysterol binding protein-like 1A 0.010

1426195_a_at cystatin C 0.010

1452016_at arachidonate 5-lipoxygenase activating protein 0.010

1429040_at cadherin 11 pseudogene 0.011

1427480_at liver-expressed antimicrobial peptide 2 0.011

1452348_s_at interferon activated gene 204 /// interferon activated gene 205 ///  myeloid cell nuclear differentiation antigen ///  myeloid nuclear differentiation antigen like0.011

1418672_at aldo-keto reductase family 1, member C13 0.012

1416905_at guanylate cyclase activator 2a (guanylin) 0.012

1450109_s_at ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 2 0.012

1422934_x_at defensin, alpha, related sequence 7 0.012

1416645_a_at alpha fetoprotein 0.012

1438610_a_at crystallin, zeta 0.012

1453181_x_at phospholipid scramblase 1 0.014

1416067_at interferon-related developmental regulator 1 0.014

1448575_at interleukin 7 receptor 0.014

1448823_at chemokine (C-X-C motif) ligand 12 0.014

1452231_x_at myeloid nuclear differentiation antigen like 0.014

1423298_at adducin 3 (gamma) 0.015

1421041_s_at predicted gene 3776 /// glutathione S-transferase, alpha 1 (Ya) ///  glutathione S-transferase, alpha 2 (Yc2)0.014

1448136_at ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2 0.014

1424715_at retinol saturase (all trans retinol 13,14 reductase) 0.015

1440691_at cytochrome P450, family 2, subfamily j, polypeptide 6 0.015

1452942_at transmembrane protein 65 0.016

1456174_x_at N-myc downstream regulated gene 1 0.016

1422422_at defensin, alpha, 4 0.016

1451310_a_at cathepsin L 0.018

1427351_s_at immunoglobulin heavy chain 6 (heavy chain of IgM) 0.018

1424367_a_at homer homolog 2 (Drosophila) 0.019

1418505_at nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 4 0.019

1416490_at transmembrane emp24 protein transport domain containing 6 0.019

1415837_at kallikrein 1 0.019

1436759_x_at calponin 3, acidic 0.018

1455913_x_at transthyretin 0.021

1427329_a_at immunoglobulin heavy chain 6 (heavy chain of IgM) 0.022

1417133_at peripheral myelin protein 22 0.023

1448107_x_at kallikrein 1 0.023

1422860_at neurotensin 0.023

1454608_x_at transthyretin 0.024

1440922_at RIKEN cDNA 9130208D14 gene 0.023

1426990_at cubilin (intrinsic factor-cobalamin receptor) 0.025

1426161_at --- 0.025

1425742_a_at TSC22 domain family, member 1 0.025

1438645_x_at beta-site APP-cleaving enzyme 2 0.025

1455777_x_at hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 4 0.025

1436879_x_at alpha fetoprotein 0.025

1418499_a_at potassium voltage-gated channel, Isk-related subfamily, gene 3 0.025
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1455802_x_at anterior gradient 2 (Xenopus laevis) 0.026

1417214_at RAB27b, member RAS oncogene family 0.027

1424811_at camello-like 5 0.027

1436098_at butyrylcholinesterase 0.027

1416194_at cytochrome P450, family 4, subfamily b, polypeptide 1 0.027

1428228_at phosphoglucomutase 3 0.028

1425682_a_at Tp53rk binding protein 0.028

1424451_at acetyl-Coenzyme A acyltransferase 1B 0.028

1420598_x_at defensin, alpha, related sequence 2 0.028

1417069_a_at glia maturation factor, beta 0.030

1420941_at regulator of G-protein signaling 5 0.032

1437323_a_at islet amyloid polypeptide 0.033

1439617_s_at phosphoenolpyruvate carboxykinase 1, cytosolic 0.034

1423452_at serine/threonine kinase 17b (apoptosis-inducing) 0.033

1437327_x_at enolase-phosphatase 1 0.034

1417419_at cyclin D1 0.034

1416452_at ornithine aminotransferase 0.038

1417539_at solute carrier family 35 (CMP-sialic acid transporter), member 1 0.039

1416066_at CD9 antigen 0.040

1432488_a_at splicing factor 3a, subunit 3 0.041

1426259_at pantothenate kinase 3 0.042

1434657_at glutaminase 0.041

1426906_at myeloid nuclear differentiation antigen like 0.041

1449478_at matrix metallopeptidase 7 0.042

1419426_s_at chemokine (C-C motif) ligand 21A (serine) ///  chemokine (C-C motif) ligand 21B (leucine) ///  chemokine (C-C motif) ligand 21C (leucine) ///  predicted gene 10591 /// predicted gene 13304 /// predicted gene 1987 /// c-C motif chemokine 21a-like0.042

1417329_at solute carrier family 23 (nucleobase transporters), member 2 0.042

1419476_at ADAM-like, decysin 1 0.042

1436836_x_at calponin 3, acidic 0.042

1417266_at chemokine (C-C motif) ligand 6 0.042

1424677_at cytochrome P450, family 2, subfamily j, polypeptide 9 0.043

1417962_s_at growth hormone receptor 0.046

1434866_x_at carnitine palmitoyltransferase 1a, liver 0.048

1419622_at UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B5 0.048

1416639_at solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 5 0.048

1434456_at RUN domain containing 3B 0.048

1419618_at butyrobetaine (gamma), 2-oxoglutarate dioxygenase 1  (gamma-butyrobetaine hydroxylase)0.048

1416368_at glutathione S-transferase, alpha 4 0.048

1424542_at S100 calcium binding protein A4 0.048

1430523_s_at immunoglobulin lambda chain, variable 1 0.049
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Ta b l e  4 - 3  L .  p l a n t a r u m  AYA の 摂 取 で パ イ エ ル 板 に お け る 発 現

が 上 昇 し た 遺 伝 子 群 に 濃 縮 さ れ た 機 能  

  

GO_ID GO_Term FDR-corrected p -value

GO:0002526 acute inflammatory response 6.41E-03

GO:0006953 acute-phase response 1.66E-02

GO:0006954 inflammatory response 1.70E-02

GO:0002250 adaptive immune response 2.59E-02

GO:0002460
adaptive immune response based on somatic recombination of

immune
2.59E-02

receptors built from immunoglobulin superfamily domains

GO:0006952 defense response 2.66E-02

GO:0006955 immune response 4.84E-02

GO:0016064 immunoglobulin mediated immune response 4.79E-02

GO:0019724 B cell mediated immunity 4.81E-02

GO:0002455
humoral immune response mediated by circulating

immunoglobulin
6.87E-02

GO:0002449 lymphocyte mediated immunity 7.51E-02

GO:0009611 response to wounding 9.36E-02



102 

Ta b l e  4 - 4  L .  p l a n t a r u m  AYA の 摂 取 で 、 パ イ エ ル 板 に お け る 発

現 が 上 昇 し た 遺 伝 子 群 の 、 カ ス ケ ー ド 上 流 で 発 現

が 予 想 さ れ る 因 子  

  

Upstream Regulator p -value of overlap Target molecules in dataset

lipopolysaccharide 1.89E-09

Abcc3, Aicda, Bcl6, Ccl20, Cd38, Ceacam1/Ceacam2, Coro1a, Cxcl11,

Cyp1a1, Gzmb, Ifit1, Ighm, Igk-v28, Marcksl1, Mbl2, Mt1e, Mt1h, Pfkfb3,

Pglyrp1, Ppp1r16b, Reg3g, Saa1, Saa3, Slc9a3, Slco2a1, Sprr2g,

Tgm2, Zc3h12a

dexamethasone 2.97E-08

Abcc3, Akr1b7, Bcl6, Bhmt, C3orf37, Ccl20, Ceacam1/Ceacam2, Cfl1,

Cxcl11, Cyp1a1, G6pc, Gzmb, Ifit1, Ighm, Lama3, Laptm5, Mt1e, Mt1h,

Reg3a, S100g, Saa1, Saa3, Slc9a3, Slco2a1, Stom,TGm2

IL6 1.14E-07
Abcc3, Anpep, Bcl6, Ccl20, Cyp1a1, G6pc, Gzmb, Ifit1, Ighm, Mt1e,

Mt1h, Ptp4a3, Saa1, Saa3, Stom, Tgm2

TNF 3.48E-07

Abcc3, Aicda, Akr1b10, Anpep, Bcl6, Ccl20, Ccl28, Cd38, Cxcl11,

Cyp1a1, Ifit1, Lama3, Marcksl1, Mbl2, Mt1e, Mt1h, Plxnb2, Saa1, Saa3,

Slc43a2, Slc5A8, Slc9a3, Tgm2, Zc3h12a
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4 - 4  考 察  

 

本 章 で は 、 L .  p l a n t a r u m  AYA が も つ 未 知 の 免 疫 機 能 の 推 定 を 目

指 し 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 4 週 間 摂 取 し た マ ウ ス の パ イ エ ル 板 の

網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析 を 実 施 し た 。 そ の 結 果 、 L .  p l a n t a r u m  AYA

を 摂 取 す る と 、 パ イ エ ル 板 に お い て 、 炎 症 、 補 体 の 誘 導 を 介 し た

自 然 免 疫 と 、抗 体 の 分 泌 誘 導 を 介 し た 獲 得 免 疫 の 活 性 を と も に 高

め 、 そ の 結 果 生 体 の 免 疫 を 賦 活 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

こ れ ま で に I g A 分 泌 機 構 に 関 す る パ イ エ ル 板 の 遺 伝 子 発 現 解 析

は 、 T g f β  [ 5 6 ]  [ 5 7 ]  [ 5 8 ]、 A p r i l、 B a f f  [ 5 9 ]  [ 6 0 ]  [ 6 1 ]、 i n o s  [ 6 2 ]、 I l 6  

[ 6 3 ]、 A l d h 1 a 1、 A l d h 1 a 2  [ 6 4 ]  [ 6 5 ]  な ど 既 知 の 情 報 伝 達 物 質 を タ

ー ゲ ッ ト と し た 定 量 P C R が 実 施 さ れ て き た 。し か し 、網 羅 的 発 現

解 析 は 実 施 さ れ て い な か っ た 。 そ こ で 、 本 章 で は ニ ュ ー ト リ ゲ ノ

ミ ク ス の 考 え 方 を 取 り 入 れ 、 既 知 の 因 子 以 外 に も タ ー ゲ ッ ト を 広

げ て 網 羅 的 な 解 析 を 実 施 し 、 機 能 推 定 す る こ と を 目 指 し た 。 そ の

結 果 、 L .  p l a n t a r u m  AYA が 有 す る 免 疫 賦 活 に 関 連 す る 複 数 の 機 能

を 推 定 す る こ と が で き た 。本 検 討 は あ く ま で 遺 伝 子 発 現 解 析 で あ

る た め 、今 後 は タ ン パ ク 質 の 発 現 や 細 胞 の 分 化 を 確 認 す る 試 験 を

行 っ て い く 必 要 が あ る 。 本 解 析 に よ っ て 示 唆 さ れ た 未 知 機 能 の 詳

細 な 検 討 に よ っ て 、 I g A 分 泌 亢 進 以 外 の 免 疫 機 能 を 高 め る 機 能 性

食 品 素 材 と し て 実 用 化 を 目 指 し た 開 発 も 可 能 と な る 。  

本 章 で は 、D N A マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 実 施 し た 網 羅 的 遺 伝 子

発 現 解 析 に よ っ て 得 ら れ る 遺 伝 子 発 現 情 報 を 、正 規 化 し た 後 に 群
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間 比 較 を 行 い 、 発 現 量 が 変 動 し た 遺 伝 子 を 抽 出 し た 。 な お 、 解 析

に は D FW 法 に よ る 正 規 化 を 実 施 し た 後 に R a n k  P r o d u c t 法 に よ る

群 間 比 較 を 実 施 し た 。 こ れ ま で に 網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析 の 生 デ ー

タ を D FW 法 と R a n k  P r o d u c t 法 で 解 析 す る と 、群 間 で 発 現 量 が 異

な る 遺 伝 子 を 高 感 度 に か つ 特 異 的 に 同 定 で き る こ と が 報 告 さ れ

て い る  [ 9 2 ]。よ っ て 、本 試 験 で 抽 出 し た 発 現 変 動 遺 伝 子 群 の 信 頼

度 は 高 い と 考 え て い る 。  

ま た 、 発 現 が 有 意 に 変 動 し た 遺 伝 子 か ら そ の 上 流 制 御 因 子 の 発

現 予 測 解 析 を 実 施 し た 結 果 、 I L - 6、 T N F、 d e x a m e t h a s o n e、 L P S

の 活 性 化 が 示 唆 さ れ た （ Ta b l e  4 - 4）。 こ れ ら の う ち 、 内 因 性 で あ

る I l 6 と T n f は 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 摂 取 し て も 、 パ イ エ ル 板 の

転 写 活 性 が 亢 進 し て い な か っ た （ Ta b l e  4 - 1）。 一 方 、 3 章 で L .  

p l a n t a r u m  AYA と マ ウ ス パ イ エ ル 板 を 培 養 す る と 、 I l 6 の 発 現 が 亢

進 す る こ と を 示 し て い る（ F i g .  3 - 6）。以 上 よ り 、L .  p l a n t a r u m  AYA

を 摂 取 し た 直 後 に I l 6 の 転 写 お よ び I L - 6 の 分 泌 が 亢 進 さ れ る が 、

そ の 転 写 亢 進 は す ぐ 元 に 戻 る 一 過 性 の 反 応 で あ る と 考 え ら れ る 。

網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析 を 実 施 し た 際 は 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 摂 取

し た 直 後 に 解 剖 し な か っ た た め 、 転 写 活 性 の 亢 進 を 検 知 で き な か

っ た と 考 え ら れ る 。 ま た 、 T n f も 同 様 に 一 時 的 な 反 応 で あ る 可 能

性 も あ る が 、転 写 活 性 に 影 響 を 及 ぼ さ ず に タ ン パ ク 質 の 活 性 が 高

く な っ て い る と い う 可 能 性 も あ る と 考 え て い る 。  

ま た 、 カ ス ケ ー ド 上 流 の 推 測 で 、 乳 酸 菌 に 含 ま れ お ら ず か つ マ

ウ ス の 内 因 性 物 質 で は な い d e x a m e t h a s o n e と L P S に よ る 活 性 化
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が 示 唆 さ れ た 。D e x a m e t h a s o n e は 、ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 で あ る  

[ 9 3 ]。D e x a m e t h a s o n e 投 与 時 と 似 た カ ス ケ ー ド 下 流 の 反 応 が 生 じ

る と い う こ と は 、 L .  p l a n t a r u m  AYA 摂 取 に よ っ て 抗 炎 症 作 用 が 発

揮 さ れ て い る 可 能 性 が あ る 。ま た 、 L P S は グ ラ ム 陰 性 菌 細 胞 壁 外

膜 の 構 成 成 分 で 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 株 の 活 性 を 高 め る 効 果 、 イ

ヌ の ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 を 改 善 す る 効 果  [ 9 4 ]、お よ び サ ル モ ネ ラ 菌

（ S a l m o n e l l a  e n t e r i c a） 感 染 に 対 す る 抵 抗 性 を 高 め る 効 果  [ 9 5 ]

等 、 免 疫 を 賦 活 す る 機 能 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 L .  

p l a n t a r u m  AYA を 摂 取 す る と 、 L P S を 摂 取 し た 時 と 同 様 、 マ ク ロ

フ ァ ー ジ の 活 性 化 を 通 し て 免 疫 を 賦 活 し て い る 可 能 性 が 考 え ら

れ る 。 し か し 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 検 討 は 行 っ て い な い た め 、 今 後

の 課 題 で あ る 。  

本 章 で は 、 L .  p l a n t a r u m  AYA 摂 取 に よ っ て 得 ら れ る 効 果 の 検 討

を 網 羅 的 に 行 っ た 。 そ の 結 果 、 I g A 分 泌 亢 進 効 果 の み で な く 、 炎

症 、 補 体 の 誘 導 を 介 し た 自 然 免 疫 と 、 抗 体 の 分 泌 誘 導 を 介 し た 獲

得 免 疫 の 活 性 を 高 め る こ と が 示 唆 さ れ た 。 そ こ で 次 章 で は 、 実 際

に ウ イ ル ス を 感 染 さ せ た マ ウ ス を 用 い 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 摂 取

し た 際 の 抗 感 染 効 果 を 評 価 し た 。
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第 5 章  

L. plantarum  AYA の  

インフルエンザウイルス感染試験  
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5 - 1  序  

 

前 章 ま で に 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の 死 菌 粉 末 が 、 粘 膜 組 織 の I g A

分 泌 の 亢 進 等 、 様 々 な 免 疫 反 応 を 賦 活 す る 可 能 性 を 示 し た 。 こ の

結 果 、 ウ イ ル ス 等 の 外 敵 を 中 和 す る 効 果 が 期 待 さ れ る 。 そ こ で 本

章 で は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 用 い て そ の 効 果 を 評 価 し た 。 

イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス は 、 表 面 上 に 存 在 す る 抗 原 性 糖 タ ン パ

ク 質 で あ る h e m a g g l u t i n i n が 頻 繁 に 変 異  [ 9 6 ]  [ 9 7 ]  [ 9 8 ]  [ 9 9 ]  し 、

新 し い 抗 原 性 を 獲 得 す る と 、そ の 感 染 が 急 速 に 拡 大 す る 。よ っ て 、

感 染 に 対 す る 防 御 力 を 高 め る こ と が 必 要 で あ る 。 そ の た め に は 、

新 し い 抗 原 を 中 和 で き る よ う な 、 交 叉 性 を 有 す る 免 疫 を 賦 活 す る

こ と が 有 効 と 考 え ら れ る 。分 泌 型 I g A 抗 体 は 粘 膜 表 面 に 分 泌 さ れ 、

管 腔 に 存 在 す る ウ イ ル ス 等 と の 交 叉 性 が 非 常 に 高 い 。そ こ で 、I g A

分 泌 を 亢 進 す る L .  p e n t o s u s  O N R I C  b 0 2 4 0  [ 3 6 ] 、 お よ び L .  

p l a n t a r u m  Y U  [ 3 7 ]  等 の 死 菌 を 用 い 、 イ ン フ ル エ ン ザ の 感 染 に 対

す る 研 究 が 行 わ れ 、 粘 膜 組 織 の 分 泌 型 I g A を 増 や す こ と が 、 イ ン

フ ル エ ン ザ の 罹 病 予 防 、 ま た は 罹 病 時 の 症 状 緩 和 に 大 き く 寄 与 す

る こ と が 示 さ れ た 。  

こ れ ら の 菌 株 を 用 い て 新 た な 機 能 性 を 有 す る 食 品 を 開 発 す る

に は 、 作 用 機 序 も 明 ら か に す る 必 要 が あ る 。 し か し 、 い ず れ の 菌

株 に お い て も I g A 分 泌 を 亢 進 す る 詳 細 な 作 用 機 序 は 明 ら か に さ れ

て い な い 。 一 方 、 本 研 究 に よ っ て 詳 細 な 作 用 機 序 を 示 し た L .  

p l a n t a r u m  AYA に つ い て イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 に 対 す る 効 果 が 確 認
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さ れ れ ば 、機 能 と 作 用 機 序 の 両 方 が 明 ら か な 乳 酸 菌 株 が 得 ら れ る

た め 、 機 能 性 を 有 す る 新 し い 食 品 を 開 発 す る と い う 面 か ら も 、 非

常 に 価 値 が 高 い 。  

そ こ で 本 章 で は 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 摂 取 し た マ ウ ス に イ ン フ

ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 感 染 さ せ 、 そ の 症 状 を 評 価 し た 。 そ の 結 果 、

マ ウ ス に 致 死 量 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 感 染 さ せ て も 、 通 常

食 摂 取 群 と 比 較 し て 生 存 率 が 高 ま り 、罹 病 時 の 症 状 を 緩 和 し 得 る

こ と を 明 ら か に し た 。   
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5 - 2  材 料 と 方 法  

 

5 - 2 - 1  動 物  

第 2 章 に 記 載 し た B A L B / c マ ウ ス を 使 用 し た が 、 イ ン フ ル エ ン

ザ ウ イ ル ス の 感 染 量 決 定 試 験 は 1 0 週 齢 、 感 染 試 験 に は 6 週 齢 の

を 用 い た 。 な お 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 感 染 さ せ た マ ウ ス は

国 立 感 染 症 研 究 所 の バ イ オ セ イ フ テ ィ ー レ ベ ル 2 管 理 下 で 飼 育 し

た 。 な お 動 物 実 験 は 、「 国 立 感 染 症 研 究 所 動 物 実 験 委 員 会 」 の 承

認 を 得 た 後 に 、「 国 立 感 染 症 研 究 所 動 物 実 験 実 施 規 程 」 に 従 い 、

実 施 し た 。  

 

5 - 2 - 2  乳 酸 菌 粉 末 の 作 製  

第 2 章 に 記 載 し た 方 法 で L .  p l a n t a r u m  AYA の 粉 末 を 作 製 し た 。 

 

5 - 2 - 3  乳 酸 菌 粉 末 添 加 飼 料 の 調 製  

第 2 章 に 記 載 し た 方 法 で 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 5％ 添 加 し た 飼 料

を 調 製 し た 。 配 合 は Ta b l e  2 - 2 に 示 し た 。  

 

5 - 2 - 4  イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 準 備  

感 染 に 使 用 す る ウ イ ル ス 量 を 決 定 す る た め 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ

イ ル ス X - 3 1 株 （ 以 下 X 3 1 株 ） を 増 殖 さ せ て 回 収 し た 。 具 体 的 に

は 、 鶏 の 有 精 卵 を 産 卵 後 約 1 0 日 間 、 3 7℃ で 育 成 し て か ら 殻 に 穴

を あ け 、生 菌 の X 3 1 株（ 国 立 感 染 症 研 究 所 保 有 菌 株 ）を 漿 尿 膜 に
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注 入 し た 。接 着 剤 に て 殻 の 穴 を 塞 い で 3 7℃ 、 4 日 間 で 育 成 し 、漿

尿 液 を 採 取 し た 。こ れ を 、5 0 %  ( W / W )、4 5 %  ( W / W )、4 0 %  ( W /W )、

3 5 %  ( W /W )、 3 0 %  ( W /W )、 2 0 %  ( W /W )  の 順 に 重 層 し た シ ョ 糖 溶 液

に 添 加 し 、 1 0 0 , 0 0 0  x  g、 9 0 分 、 4℃ で 超 遠 心 を 実 施 し た 。 そ の 結

果 、 X 3 1 株 が 存 在 す る シ ョ 糖 濃 度 4 0 %  ( W /W )  の 画 分 を 分 離 し て

上 清 を 除 去 し 、 B S A を 0 . 2 %加 え た M E M 培 地（ 以 下 、ウ イ ル ス 希

釈 液 ） に 懸 濁 し 、 ウ イ ル ス の 原 液 と し た 。 以 上 の よ う に 必 要 量 の

X 3 1 株 を 得 て 、 使 用 す る ま で - 8 0℃ で 保 管 し た 。  

 

5 - 2 - 5  ウ イ ル ス タ イ タ ー の 測 定  

X 3 1 株 の 感 染 力 の 指 標 で あ る 、 ウ イ ル ス タ イ タ ー を 測 定 し た 。

そ の 評 価 に は 、 M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l  （ M D C K 細 胞 ）

を 使 用 し た 。  

F C S を 1 0 %混 合 さ せ た M E M 培 地（ 1 0 %  F C S - M E M 培 地 ）に M D C K

細 胞 を 加 え て コ ン フ ル エ ン ト に な る ま で 培 養 し た 。 そ の 後 、 培 地

を 廃 棄 し て 0 . 0 5 %  t r y p s i n / P B S - E D TA 溶 液 を 加 え て 3 7℃ で 1 0～ 1 5

分 間 処 理 し 、 M D C K 細 胞 を 剥 離 し た 。 こ れ を F C S 無 し の M E M 培

地 で 回 収 し て 洗 浄 後 、 ウ イ ル ス 希 釈 液 で 8 × 1 0 4  c e l l s / 1 0 0  µ l に 調

製 し た 。 こ れ を 9 6 穴 の プ レ ー ト に 1 0 0  µ l ず つ 加 え 、 加 湿 条 件 下

の も と 、 3 7℃ 、 0 . 5 %の C O 2 環 境 下 で 1 晩 培 養 し た 。  

翌 日 に 上 清 を 廃 棄 し 、 原 液 に 対 し て 1 0 - 5 . 0 ,  1 0 - 5 . 5 ,  1 0 - 6 . 0 ,  1 0 - 6 . 5 ,  

1 0 - 7 . 0 ,  1 0 - 7 . 5 ,  1 0 - 8 . 0 ,  1 0 - 8 . 5 ,  1 0 - 9 . 0 と な る よ う ウ イ ル ス 懸 濁 液 で 濃

度 を 調 製 し た X 3 1 株 を 1 0 0  µ l / w e l l ず つ 加 え 、加 湿 条 件 下 の も と 、
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3 4℃ 、 0 . 5 %の C O 2 環 境 下 で 4 日 間 培 養 し た 。 M D C K 細 胞 は 付 着

細 胞 で あ る が 、 ウ イ ル ス に 感 染 す る と 細 胞 が は が れ る た め 、 感 染

の 程 度 を 目 視 で 確 認 す る こ と が 可 能 に な る 。コ ン フ ル エ ン ト に な

る よ う 培 養 し た M D C K 細 胞 が 、 4 ウ エ ル 中 2 ウ エ ル が 感 染 す る 濃

度 で あ る t i s s u e  c u l t u r e  i n f e c t i o u s  d o s e  5 0  ( T C I D 5 0 )  を 、 ベ ー レ

ン ス ・ ケ ル バ ー の 式 を 用 い て 算 出 し た 。 な お 、 ベ ー レ ン ス ・ ケ ル

バ ー の 式 は 、 求 め る 希 釈 濃 度 を 1 0 ×、 試 験 に 供 す る 希 釈 液 う ち 、

最 も 濃 い も の を 1 0 A、 希 釈 率 を 1 0 B と す る と 、 下 記 の 計 算 式 に な

る 。 た だ し 、 非 感 染 で あ っ た ウ エ ル を 更 に 希 釈 し た 濃 度 で 感 染 が

確 認 さ れ た 、い わ ゆ る ジ ャ ン プ し て 感 染 し た ウ エ ル は 非 感 染 と し

た 。  

 

5 - 2 - 6  X 3 1 株 の 感 染  

ま ず 、P B S で 1 2 倍 に 希 釈 し た イ ソ フ ル ラ ン（ 和 光 純 薬 ）2 0 0  µ l

を 、マ ウ ス の 腹 腔 内 に 注 射 し 、麻 酔 し た 。そ し て X 3 1 株 の 原 液 を

希 釈 し 、2 0 µ l あ た り に T C I D 5 0 の 4 . 5 × 1 0 6 倍 、4 . 5 × 1 0 5 倍 、4 . 5 × 1 0 4

倍 、 4 . 5 × 1 0 3 倍 と な る X 3 1 株 懸 濁 液 を 準 備 し 、 こ れ を 2 0  µ l /匹 と

な る よ う 経 鼻 感 染 さ せ た 。  

 

5 - 2 - 7  安 楽 死 の 指 標（ 人 道 的 エ ン ド ポ イ ン ト ）の 設 定 と 体 重 の 測

定  
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X 3 1 株 に 感 染 し た マ ウ ス の 体 重 を 測 定 す る に 先 だ ち 、 動 物 愛 護

の 観 点 か ら 安 楽 死 の 指 標 を 設 定 し た 。 日 本 学 術 会 議 が 2 0 0 6 年 6

月 1 日 に 発 行 し た「 動 物 実 験 の 適 正 な 実 施 に 向 け た ガ イ ド ラ イ ン 」

に 基 づ き 、安 楽 死 の 指 標 を 感 染 時 の 体 重 か ら 2 0 %減 と し た 。感 染

日 を 含 め 、11 日 間 マ ウ ス の 体 重 を 測 定 し 、指 標 に 達 し た 際 は 安 楽

死 処 分 し て 死 亡 マ ウ ス と し 、指 標 に 達 し な か っ た マ ウ ス を 生 存 マ

ウ ス と し た 。  

 

5 - 2 - 8  回 腸 と 空 腸 の 洗 浄 液 採 取 法  

第 2 章 に 記 載 し た 方 法 で 実 施 し た 。  

 

5 - 2 - 9  肺 洗 浄 液 の 採 取  

肺 洗 浄 液 は 、W a k i ら の 方 法  [ 3 4 ]  に 準 じ て 採 取 し た 。具 体 的 に

は 、5 0  m l の P B S に c O m p l e t e ,  E D TA - f r e e  ( R o c h e  D i a g n o s t i c s )  の

タ ブ レ ッ ト 1 粒 を 溶 解 さ せ 、こ れ を マ ウ ス の 気 道 か ら 1  m l 注 入 し

て 肺 を 満 た し 、3 回 ピ ペ ッ テ ィ ン グ し て 回 収 し た 。こ れ を 9 2 0 0  × g、

3 0  m i n、 4 ° C で 遠 心 し 、 そ の 上 清 を 肺 洗 浄 液 と し た 。  

 

5 - 2 - 1 0  I g A、 I g G 1、 I g G 2 a の 定 量  

E L I S A 法 に て 測 定 し た 。 E L I S A 法 は m o u s e  I g A E L I S A 

q u a n t i t a t i o n  s e t  ( B e t h y l  L a b o r a t o r i e s ) 、 m o u s e  I g G 1  E L I S A 

q u a n t i t a t i o n  s e t  ( B e t h y l  L a b o r a t o r i e s )  お よ び  m o u s e  I g G 2 a  

E L I S A q u a n t i t a t i o n  s e t  ( B e t h y l  L a b o r a t o r i e s )  を 使 用 し 、 キ ッ ト
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付 属 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 実 施 し た 。具 体 的 に は 、第 2 章 の I g A

の 定 量 と 同 様 に 実 施 し た 。  

 

5 - 2 - 11  X 3 1 株 特 異 的 な I g A 測 定  

X 3 1 株 特 異 的 な I g A を E L I S A 法 で 測 定 し た 。具 体 的 に は 、不 活

性 化 し た X 3 1 株 を 国 立 感 染 症 研 究 所 か ら 供 与 頂 き 、P B S に 5  µ g / m l

で 溶 解 さ せ 、こ れ を 1 0 0  µ l /ウ エ ル 添 加 し て 室 温 ２ 時 間 静 置 に て コ

ー テ ィ ン グ し 、 1 次 抗 体 の 代 わ り と し た 。 そ れ 以 外 は 、 第 2 章 の

I g A の 定 量 と 同 様 に 実 施 し た 。  

 

5 - 2 - 1 2  ウ イ ル ス タ イ タ ー 測 定  

X 3 1 株 の 感 染 3 日 後 に 解 剖 し た マ ウ ス の 肺 洗 浄 液 に つ い て 、 ウ

イ ル ス タ イ タ ー を 測 定 し た 。 本 章 5 - 2 - 5 に 記 載 し た ウ イ ル ス タ イ

タ ー 測 定 法 に 準 じ て 実 施 し た 。 た だ し 、 X 3 1 株 希 釈 液 を 肺 洗 浄 液

に 置 き 換 え 、 原 液 の 1 0 - 3 . 0 ,  1 0 - 4 . 0 ,  1 0 - 5 . 0 ,  1 0 - 6 . 0 ,  1 0 - 7 . 0 ,  1 0 - 8 . 0 に 希

釈 し た 。 そ の 他 は 本 章 5 - 2 - 5 と 同 様 の 方 法 で 実 施 し た 。  

 

5 - 2 - 1 3  デ ー タ 処 理  

結 果 を 平 均 値 ±標 準 偏 差 で 表 し た 。 X 3 1 株 を 感 染 さ せ た マ ウ ス

の 生 存 率 の 群 間 比 較 は K a p l a n - M e i e r 法 に よ る 生 存 率 曲 線 の 作 成

を 実 施 し 、 l o g - r a n k  t e s t で 有 意 差 検 定 を 実 施 し た 。 そ の 他 の 二 群

間 比 較 は S t u d e n t ’ s  t - t e s t で 有 意 差 検 定 を 実 施 し た 。 い ず れ も 、 p  

<  0 . 0 5 を も っ て 有 意 差 あ り と し た 。   
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5 - 3  結 果  

 

5 - 3 - 1  X 3 1 株 の 感 染 量 の 決 定  

本 試 験 で 使 用 す る X 3 1 株 の 感 染 力 を 測 定 し た 。M D C K 細 胞 を 培

養 し 、国 立 感 染 症 研 究 所 で 保 有 し て い た X 3 1 株 の 原 液 を 希 釈 し て

加 え 、 感 染 し た ウ エ ル 数 を 計 測 し た （ Ta b l e  5 - 1）。 ベ ー レ ン ス ・

ケ ル バ ー の 式 を 用 い て T C I D 5 0 を 計 算 し た 結 果 、 X 3 1 株 の 原 液 の

感 染 力 の 強 さ は 1 0 7 . 6 × T C I D 5 0 / 2 0  µ l で あ っ た 。  

次 に 、 通 常 食 を 摂 取 し た 全 て の マ ウ ス が 安 楽 死 の 指 標 に 至 る

X 3 1 株 の 最 低 濃 度 の 決 定 を 目 指 し た 。 1 0 週 齢 の マ ウ ス を 2 0 匹 購

入 し て 1 週 間 の 馴 化 を 行 い 、そ こ か ら 餌 を 通 常 餌（ Ta b l e  2 - 2）に

切 り 替 え た 。マ ウ ス の 平 均 体 重 が 同 じ に な る よ う 5 匹 /群 で 4 群 に

分 け 、4 . 5 × 1 0 3 × T C I D 5 0 /匹 、4 . 5 × 1 0 4 × T C I D 5 0 /匹 、4 . 5 × 1 0 5 × T C I D 5 0 /

匹 、4 . 5 × 1 0 6 × T C I D 5 0 /匹 に 相 当 す る X 3 1 株 を 経 鼻 感 染 さ せ 、 1 0 日

間 の 体 重 測 定 を 実 施 し た 。 そ の 結 果 、 4 . 5 × 1 0 5 × T C I D 5 0 /匹 、 お よ

び 4 . 5 × 1 0 6 × T C I D 5 0 /匹 を 感 染 さ せ た と き に す べ て の マ ウ ス が 安 楽

死 の 指 標 に 達 し た 。一 方 、4 . 5 × 1 0 3 × T C I D 5 0 /匹 、4 . 5 × 1 0 4 × T C I D 5 0 /

匹 の 感 染 量 で は 、5 匹 中 1 匹 が 試 験 終 了 時 に 生 存 し て い た（ Ta b l e  

5 - 2）。本 試 験 よ り 、全 て の マ ウ ス が 安 楽 死 の 指 標 に 達 す る X 3 1 株

の 最 低 感 染 濃 度 が 4 . 5 × 1 0 5 × T C I D 5 0 /匹 で あ る こ と を 明 ら か と し 、

こ れ を X 3 1 株 感 染 試 験 実 施 時 の 感 染 濃 度 と し た 。  
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5 - 3 - 2  X 3 1 株 感 染 試 験  

プ ロ ト コ ー ル の 全 体 像 を F i g .  5 - 1 に 記 載 す る 。 具 体 的 に は 、 6

週 齢 の マ ウ ス を 4 0 匹 購 入 し て 1 週 間 馴 化 し 、 通 常 餌 を 摂 取 す る

群 、 お よ び 、 5 %  L .  p l a n t a r u m  AYA 死 菌 粉 末 混 合 餌 を 摂 取 す る 群

（ Ta b l e 2 - 2） に 分 け 、 各 群 2 0 匹 ず つ 4 週 間 飼 育 し た 。 そ こ で 各

群 5 匹 ず つ 解 剖 し 、 空 腸 ・ 回 腸 へ 分 泌 さ れ た I g A、 肺 へ 分 泌 さ れ

た I g A、 X 3 1 株 特 異 的 I g A、 I g G 1、 お よ び I g G 2 a を 測 定 し た 。 そ

の 結 果 、 空 腸 と 回 腸 に お い て 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 摂 取 し た 群 の

I g A 分 泌 量 が 有 意 に 増 加 し た （ F i g .  5 - 2： 空 腸 ； p  <  0 . 0 1、 回 腸 ；

p  <  0 . 0 5）。ま た 肺 に お い て 、L .  p l a n t a r u m  AYA を 摂 取 し た 群 の I g A

分 泌 量 は 有 意 に 増 加 し た （ F i g .  5 - 3、 p  <  0 . 0 5） が 、 ウ イ ル ス 特 異

的 I g A は 両 群 と も 検 出 限 界 以 下 で あ り （ デ ー タ 無 し ）、 I g G 1 と

I g G 2 a の 分 泌 量 は 、群 間 に 有 意 な 差 が 認 め ら れ な か っ た（ F i g .  5 - 4）。 

残 り の 1 5 匹 /群 に 対 し 、5 - 3 - 1 で 決 定 し た 4 . 5 × 1 0 5 × T C I D 5 0 /匹 に

調 製 し た X 3 1 株 を 感 染 さ せ た 。 感 染 3 日 後 に 5 匹 /群 を 解 剖 し て

肺 洗 浄 液 を 採 取 し 、 ウ イ ル ス タ イ タ ー を 測 定 し た 結 果 、 通 常 食 摂

取 群 は 1 0 6 . 0 × T C I D 5 0 / 匹 、 L .  p l a n t a r u m  AYA 摂 取 群 は

1 0 5 . 3 × T C I D 5 0 /匹 で あ っ た （ F i g .  5 - 5、 p  =  0 . 11）。 肺 洗 浄 液 の ウ イ

ル ス タ イ タ ー に 有 意 な 差 は な か っ た が 、 L .  p l a n t a r u m  AYA 摂 取 群

の 方 が 低 め で あ り 、肺 で の X 3 1 株 の 増 殖 に 影 響 を 与 え て い る 可 能

性 が あ る 。  

残 り の 1 0 匹 /群 に つ い て 、 感 染 1 0 日 後 ま で 体 重 測 定 を 実 施 し

た 。そ の 結 果 、感 染 1 日 後 、2 日 後 、 3 日 後 に お い て L .  p l a n t a r u m  
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AYA 摂 取 群 の 体 重 減 少 が 有 意 に 抑 制 さ れ た （ F i g .  5 - 6、 感 染 1 日

後 ： p  <  0 . 0 5、 感 染 2 日 後 と 感 染 3 日 後 ： p  <  0 . 0 1）。 そ し て 通 常

食 摂 取 群 は 感 染 後 4 日 後 に す べ て の マ ウ ス が 安 楽 死 の 指 標 ま で 体

重 低 下 し た の に 対 し 、 L .  p l a n t a r u m  AYA 摂 取 群 の 半 数 は 体 重 低 下

が 2 0％ 未 満 に 抑 え ら れ 、L .  p l a n t a r u m  AYA 摂 取 群 の 生 存 率 が 有 意

に 高 か っ た （ F i g .  5 - 7 :  p  <  0 . 0 1）。   
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Ta b l e  5 - 1  X 3 1 株 と の 共 培 養 で M D C K 細 胞 が 感 染 し た ウ エ ル 数  

 

  

感染 非感染

10-5.0 4 0

10-5.5 4 0

10-6.0 4 0

10-6.5 4 0

10-7.0 3 1

10-7.5 3 1

10-8.0 1 3

10-8.5 0 4

10-9.0 0 4

ウエル数
X31株原液の希釈濃度
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Ta b l e  5 - 2  X 3 1 株 の 濃 度 を 調 整 し 、感 染 さ せ た と き の マ ウ ス の 体

重 推 移  

 

（ 注 1） 感 染 時 の 体 重 を 1 0 0 と し た 時 の 、 相 対 体 重 （ ％ ）  

（ 注 2） 相 対 体 重 が 8 0 %を 切 る と 、 安 楽 死 処 分 実 施   

4.5x106TCID50 感染時 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (日)

A 100 100.5 88.4 81.4 75.9 - - - - - -

B 100 101.1 89.8 83.0 77.3 - - - - - -

C 100 102.7 90.4 82.9 75.9 - - - - - -

D 100 101.5 86.2 80.6 73.5 - - - - - -

E 100 101.1 89.6 84.1 78.6 - - - - - -

4.5x105TCID50 感染時 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (日)

A 100 104.9 91.8 84.8 77.7 - - - - - -

B 100 108.0 94.3 85.2 78.4 - - - - - -

C 100 101.0 88.3 79.6 - - - - - - -

D 100 104.2 92.6 84.2 77.4 - - - - - -

E 100 103.8 93.5 84.3 77.3 - - - - - -

F 100 106.0 91.0 84.1 75.1 - - - - - -

4.5x104TCID50 感染時 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (日)

A 100 101.0 88.6 82.9 80.3 81.9 79.8 - - - -

B 100 100.5 96.2 84.9 78.5 - - - - - -

C 100 101.1 94.6 86.5 82.7 82.7 83.8 82.2 88.1 90.3 90.3

D 100 103.2 93.0 84.9 77.4 - - - - - -

E 100 103.6 94.9 83.2 79.1 - - - - - -

4.5x103TCID50 感染時 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (日)

A 100 105.0 101.0 90.5 84.4 88.4 93.5 95.0 97.5 96.5 96.5

B 100 104.1 96.4 87.1 78.9 - - - - - -

C 100 105.8 98.9 88.4 78.8 - - - - - -

D 100 103.9 93.9 87.2 79.3 - - - - - -

E 100 103.3 98.4 88.0 80.4 78.8 - - - - -
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F i g .  5 - 1  X 3 1 株 感 染 試 験 の プ ロ ト コ ー ル  

6 週 齢 の マ ウ ス を 4 0 匹 購 入 し 、7 日 間 の 馴 化 後 に 通 常 餌 を 摂 取

す る 群 （ C o n t r o l  d i e t） と 5 %  L .  p l a n t a r u m  AYA 混 合 餌 を 摂 取 す る

群 （ D i e t  c o n t a i n i n _ 5 AYA） に わ け て 2 0 匹 ず つ 4 週 間 飼 育 し た 。

飼 育 開 始 3 5 日 後 に 5 匹 /群 を 解 剖 し 、空 腸・回 腸 へ 分 泌 さ れ た I g A

の 測 定 、 お よ び 肺 へ 分 泌 さ れ た I g A、 X 3 1 株 特 異 的 I g A、 I g G 1、

お よ び I g G 2 a を 測 定 し た 。 残 り の 1 5 匹 / 群 に 対 し 、

4 . 5 × 1 0 5 × T C I D 5 0 /匹 の X 3 1 株 を 経 鼻 感 染 し た 。 飼 育 開 始 3 8 日 後

に 5 匹 /群 を 解 剖 し て 肺 で の ウ イ ル ス タ イ タ ー を 測 定 し 、 残 り の

1 0 匹 /群 は 、X 3 1 株 感 染 後 か ら 1 0 日 後 ま で 体 重 を 測 定 し 、そ の 推

移 を 群 間 で 比 較 し た 。   
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F i g .  5 - 2  L .  p l a n t a r u m  AYA 摂 取 マ ウ ス に お け る 、 空 腸 と 回 腸 の

洗 浄 液 中 の I g A 濃 度  

通 常 餌（ C o n t r o l）ま た は L .  p l a n t a r u m  AYA 混 合 餌（ AYA ,  Ta b l e  

2 - 2） を 4 週 間 摂 取 し た マ ウ ス か ら 、 空 腸 （ A） お よ び 回 腸 （ B）

の 洗 浄 液 を 採 取 し 、E L I S A 法 に よ っ て I g A の 濃 度 を 測 定 し た 。n  =  

5 で 実 施 し 、 平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。 S t u d e n t ’ s  t - t e s t で 有 意

差 検 定 を 実 施 し た 。 * * p  <  0 . 0 1  v s  C o n t r o l、 * p  <  0 . 0 5  v s  C o n t r o l   
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F i g .  5 - 3  L .  p l a n t a r u m  AYA 摂 取 マ ウ ス に お け る 、 肺 洗 浄 液 中 の

I g A 濃 度  

通 常 餌（ C o n t r o l）ま た は L .  p l a n t a r u m  AYA 混 合 餌（ AYA ,  Ta b l e  

2 - 2）を 4 週 間 摂 取 し た マ ウ ス か ら 、肺 の 洗 浄 液 を 採 取 し 、 E L I S A

法 に よ っ て I g A 濃 度 を 測 定 し た 。n  =  5 で 実 施 し 、平 均 値 ±標 準 偏

差 を 示 し た 。 S t u d e n t ’ s  t - t e s t で 有 意 差 検 定 を 実 施 し た 。 * p  <  0 . 0 5  

v s  C o n t r o l   
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F i g .  5 - 4  L .  p l a n t a r u m  AYA 摂 取 マ ウ ス に お け る 肺 洗 浄 液 中 の

I g G 1 と I g G 2 a 濃 度  

通 常 餌（ C o n t r o l）ま た は L .  p l a n t a r u m  AYA 混 合 餌（ AYA ,  Ta b l e  

2 - 2） を 4 週 間 摂 取 し た マ ウ ス か ら 、 肺 洗 浄 液 を 採 取 し 、 E L I S A

法 に よ っ て I g G 1（ A） と I g G 2 a（ B） の 濃 度 を 測 定 し た 。 n  =  5 で

実 施 し 、 平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。 S t u d e n t ’ s  t - t e s t で 有 意 差 検

定 を 実 施 し た 。   
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F i g .  5 - 5  X 3 1 株 に 感 染 3 さ せ た マ ウ ス の 、 肺 洗 浄 液 中 の ウ イ ル

ス タ イ タ ー  

通 常 餌（ C o n t r o l）ま た は L .  p l a n t a r u m  AYA 混 合 餌（ AYA ,  Ta b l e  

2 - 2 ） を 4 週 間 摂 取 し た マ ウ ス に 、 X 3 1 株 を 1 匹 あ た り

4 . 5 × 1 0 5 × T C I D 5 0 感 染 さ せ 、3 日 後 に 肺 洗 浄 液 を 採 取 し 、M D C K 細

胞 と 共 培 養 し 、 そ の 結 果 か ら ケ ル バ ー の 式 を 用 い て ウ イ ル ス タ イ

タ ー を 算 出 し た 。 n  =  5 で 実 施 し 、 平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。

S t u d e n t ’ s  t - t e s t で 有 意 差 検 定 を 実 施 し た 。   
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F i g .  5 - 6  X 3 1 株 感 染 後 の 体 重 の 推 移  

通 常 餌（ C o n t r o l）ま た は L .  p l a n t a r u m  AYA 混 合 餌（ AYA ,  Ta b l e  

2 - 2 ） を 4 週 間 摂 取 し た マ ウ ス に 、 1 匹 あ た り X 3 1 株 を

4 . 5 × 1 0 5 × T C I D 5 0 感 染 さ せ た 。 各 マ ウ ス に つ い て 感 染 当 日 か ら 1 0

日 後 ま で の 体 重 を 測 定 し 、感 染 当 日 の 体 重 を 1 0 0 と し た 時 の 相 対

体 重（ ％ ）を グ ラ フ に し た 。な お 、安 楽 死 の 指 標 は 体 重 2 0 %減 に

設 定 し た 。n  =  1 0 で 実 施 し 、平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。S t u d e n t ’ s  

t - t e s t で 有 意 差 検 定 を 実 施 し た 。 * * p  <  0 . 0 1  v s  C o n t r o l、 * p  <  0 . 0 5  

v s  C o n t r o l   
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F i g .  5 - 7  X 3 1 株 を 感 染 さ せ た マ ウ ス の 生 存 率  

通 常 餌（ C o n t r o l）ま た は L .  p l a n t a r u m  AYA 混 合 餌（ AYA ,  Ta b l e  

2 - 2 ） を 4 週 間 摂 取 し た マ ウ ス に 、 X 3 1 株 を 1 匹 あ た り

4 . 5 × 1 0 5 × T C I D 5 0 感 染 さ せ 、感 染 日 か ら 感 染 1 0 日 後 ま で の 生 存 率

を 集 計 し た 。な お 、安 楽 死 の 指 標 を 体 重 2 0 %減 に 設 定 し た 。n  =  1 0

で 実 施 し 、 平 均 値 ±標 準 偏 差 を 示 し た 。 K a p l a n - M e i e r 法 に よ る 生

存 率 曲 線 の 作 成 を 実 施 し 、l o g - r a n k  t e s t で 有 意 差 検 定 を 実 施 し た 。

* * p  <  0 . 0 1  v s  C o n t r o l   
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5 - 4  考 察  

 

本 章 に お い て 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 摂 取 し た マ ウ ス が X 3 1 株 に

感 染 し た と き の 症 状 を 評 価 し た 。 そ の 結 果 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を

摂 取 す る と 、 X 3 1 株 を 致 死 量 感 染 さ せ た 際 の 体 重 減 少 が 有 意 に 抑

え ら れ 、 生 存 率 が 有 意 に 高 く な っ た 。 L .  p l a n t a r u m  AYA を ４ 週 間

摂 取 さ せ た 群 で は X 3 1 株 経 鼻 感 染 時 に 空 腸 、 回 腸 お よ び 肺 で I g A

分 泌 が 有 意 に 亢 進 し て い た 。 以 上 の よ う に 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を

摂 取 す る と 、 粘 膜 組 織 で の I g A 分 泌 が 亢 進 さ れ 、 そ の 結 果 イ ン フ

ル エ ン ザ に 罹 病 し た 際 の 症 状 が 緩 和 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

 

近 年 、 イ ン フ ル エ ン ザ を 予 防 す る 乳 酸 菌 株 の 研 究 成 果 が 報 告 さ

れ て い る 。 死 菌 と し て 摂 取 す る と I g A 分 泌 を 亢 進 し 、 イ ン フ ル エ

ン ザ の 症 状 を 緩 和 す る 菌 株 と し て 、L .  p e n t o s u s  O N R I C  b 0 2 4 0  [ 3 6 ]、

お よ び L .  p l a n t a r u m  Y U  [ 3 7 ]等 が 報 告 さ れ て い る 。 こ の よ う な 乳

酸 菌 の 死 菌 の 研 究 で は 、 パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 と 乳 酸 菌 を 培 養

す る e x  v i v o 細 胞 試 験 で 、I g A 分 泌 が 亢 進 さ れ る こ と を 示 し て い る  

[ 3 8 ]  [ 3 9 ]  [ 4 0 ]  [ 4 1 ]。 ま た 、 パ イ エ ル 板 の 遺 伝 子 発 現 解 析 を 行 い 、

I l 6、 I l 1 2、 I f n α 等 に 変 動 が あ る と い う 報 告 も あ る  [ 3 9 ]  [ 4 2 ]  [ 2 9 ]。

し か し 、 乳 酸 菌 株 を 認 識 す る 細 胞 と そ の レ セ プ タ ー 、 そ の 時 に 分

泌 さ れ る サ イ ト カ イ ン 等 の 情 報 伝 達 物 質 、 そ れ が パ イ エ ル 板 の 免

疫 細 胞 に 対 し て ど う 作 用 す る か と い う 詳 細 な 作 用 機 序 は 報 告 さ

れ て い な か っ た 。 本 研 究 は 、 そ れ ら の 詳 細 な 作 用 機 序 を 明 ら か に
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し た 乳 酸 菌 株 に 、 イ ン フ ル エ ン ザ 罹 病 時 の 症 状 を 緩 和 す る 効 果 が

あ る こ と を 初 め て 示 し た 。  

第 4 章 ま で に 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の 死 菌 粉 末 を 摂 取 す る と 、 生

体 に お い て I g A 分 泌 亢 進 を 中 心 と し た 免 疫 反 応 が 賦 活 さ れ る こ と

を 明 ら か に し た 。 そ こ で 、 本 章 で は そ の 具 体 的 な 効 果 の 一 つ と し

て 、イ ン フ ル エ ン ザ 罹 病 時 の 症 状 を 緩 和 す る こ と を 明 ら か に し た 。

L .  p l a n t a r u m  AYA を 機 能 性 食 品 と し て 開 発 し た 際 に は 、 イ ン フ ル

エ ン ザ ウ イ ル ス 等 の 感 染 を 予 防 す る 効 果 を う た う こ と が 可 能 に

な る と 考 え て い る 。  

本 章 に て 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 摂 取 す る と 肺 で の I g A 分 泌 も 亢

進 さ れ る こ と を 示 し た が 、そ の 作 用 機 序 は 明 ら か に な っ て い な い 。

以 下 に そ の 作 用 機 序 の 仮 説 を 述 べ る 。 経 口 摂 取 し た L .  p l a n t a r u m  

AYA は 、 腸 管 の M 細 胞 か ら パ イ エ ル 板 に 取 り 込 ま れ  [ 5 ]  [ 6 ]、 I g A

陽 性 B 細 胞 の 比 率 を 高 め 、樹 状 細 胞 か ら の I L - 6 分 泌 を 、亢 進 す る 。

I L - 6 の 存 在 に よ り 、 I g A 陽 性 B 細 胞 は 分 化 し や す い 状 態 に な り 、

血 液 循 環 を 介 し て 免 疫 応 答 の 実 効 組 織 で あ る 肺 に 移 行 し 、形 質 細

胞 へ の 分 化 が 亢 進 さ れ て い る と 考 え て い る 。パ イ エ ル 板 で 産 生 さ

れ た I g A 陽 性 B 細 胞 に は 、 ホ ー ミ ン グ に 必 要 な α 4 β 7、 α 4 β 1、 c c  

c h e m o k i n e  r e c e p t o r  9  ( C C R 9）、 C C R 1 0 が 発 現 し て お り 、 肺 の 近

く に 存 在 す る 気 道 粘 膜 に は p e r i p h e r a l  n o d e  a d d r e s s i n  

( P N A d ) / v a s c u l a r  c e l l  a d h e s i o n  m o l e c u l e  ( V C A M 1 )  と c c  

c h e m o k i n e  L i g a n d  2 8  ( C C L 2 8 )  が 発 現 し て い る  [ 1 0 0 ]。 そ し て 、

α 4 β 1 と V C A M 1 が 結 合 す る こ と  [ 1 0 0 ]  [ 1 0 1 ]、 お よ び C C R 1 0 と
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C C L 2 8 が 結 合 す る こ と も 報 告 さ れ て い る  [ 1 0 2 ]。 よ っ て 、 血 液 循

環 に 入 っ た I g A 陽 性 B 細 胞 は 、こ れ ら の 分 子 の 結 合 に よ っ て 気 道

粘 膜 に ホ ー ミ ン グ し 、 I g A を 分 泌 す る 形 質 細 胞 に 分 化 し 、 I g A 分

泌 を 亢 進 し て い る と 考 え て い る 。  

一 方 で 、パ イ エ ル 板 で 分 泌 さ れ た I g A 陽 性 B 細 胞 は 、主 に 腸 管

に ホ ー ミ ン グ す る こ と が 知 ら れ て い る  [ 1 0 0 ]。本 研 究 に お い て も 、

L .  p l a n t a r u m  AYA を 摂 取 し た マ ウ ス の 空 腸 と 回 腸 の 洗 浄 液 で 、I g A

分 泌 が 亢 進 し て い る こ と か ら 、腸 管 へ ホ ー ミ ン グ し て い る も の と

考 え て い る 。但 し 、パ イ エ ル 板 で I g A 陽 性 B 細 胞 が 増 え る こ と に

よ っ て 、 肺 へ と ホ ー ミ ン グ さ れ る 細 胞 も 増 え 、 結 果 と し て 、 肺 に

お い て I g A 分 泌 亢 進 が 観 察 さ れ た も の と 推 測 し て い る 。こ れ ら の

機 序 の 詳 細 は さ ら な る 研 究 に よ っ て 証 明 す る 必 要 が あ ろ う 。  

以 上 の よ う に 、本 節 で は L .  p l a n t a r u m  AYA を 摂 取 す る こ と で 気

道 粘 膜 で の I g A 分 泌 を 亢 進 さ せ 、 そ の 効 果 に よ っ て イ ン フ ル エ ン

ザ に 罹 病 し て も そ の 症 状 を 緩 和 さ せ 得 る 可 能 性 が あ る こ と を 明

ら か に し た 。 そ し て 、 そ の 作 用 機 序 と し て は 、 L .  p l a n t a r u m  AYA

に よ っ て パ イ エ ル 板 で I g A 陽 性 B 細 胞 の 比 率 が 高 ま り 、樹 状 細 胞

か ら の I L - 6 に よ っ て 分 化 し や す い 状 態 に な っ た I g A 陽 性 B 細 胞 が

増 え 、 そ れ ら の 一 部 が 気 道 へ ホ ー ミ ン グ す る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。



129 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 6 章 総合討論  

 

  



130 

食 の 機 能 は 、 ヒ ト の 細 胞 の 構 成 成 分 や エ ネ ル ギ ー 源 に な る 機 能

（ 栄 養 機 能 ）、 嗅 覚 と 味 覚 に 作 用 す る 機 能 （ 感 覚 機 能 ）、 生 体 を 調

節 す る 機 能 （ 生 体 調 節 機 能 ） に 分 類 さ れ る 。 本 研 究 で は 食 の 生 体

調 節 機 能 に 着 目 し 、 研 究 開 始 当 初 に 報 告 が 少 な か っ た 免 疫 力 を 向

上 さ せ る 食 品 素 材 を 開 発 し 、健 康 で 豊 か な 生 活 づ く り へ 貢 献 す る

こ と を 目 的 と し た 。そ の 候 補 と し て 、乳 酸 菌 L .  p l a n t a r u m  AYA を

見 出 し た 。 ま ず 、 本 研 究 の 結 果 の 概 要 を 以 下 に 述 べ る 。  

パ ン の 発 酵 種 由 来 の 乳 酸 菌 株 L .  p l a n t a r u m  AYA は 、そ の 死 菌 粉

末 を マ ウ ス に 経 口 摂 取 さ せ る と 、 腸 管 パ イ エ ル 板 に お い て I g A 陽

性 B 細 胞 の 存 在 比 率 が 有 意 に 高 く な る 。さ ら に 、当 該 乳 酸 菌 株 は

パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 に 認 識 さ れ 、 樹 状 細 胞 か ら の サ イ ト カ イ ン

I L - 6 分 泌 を 亢 進 し 、 I g A 陽 性 B 細 胞 か ら 形 質 細 胞 へ の 分 化 を 亢 進

す る 。ま た 、 L .  p l a n t a r u m  AYA が 樹 状 細 胞 の T L R - 2 で 認 識 さ れ て

い る 可 能 性 も 示 し た 。こ の よ う な 作 用 機 序 に よ り マ ウ ス の 腸 管 の

I g A 分 泌 を 有 意 に 亢 進 す る こ と を 明 ら か に し た（ F i g .  6 - 1）。ま た 、

パ イ エ ル 板 の 網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析 に よ り 、 炎 症 、 補 体 等 の 各 種

自 然 免 疫 と 、抗 体 の 分 泌 誘 導 を 介 し た 獲 得 免 疫 を 亢 進 し て い る こ

と が 示 唆 さ れ た 。 た だ し 、 I g A 分 泌 以 外 の 効 果 に つ い て は 、 今 後

さ ら に 詳 細 な 解 析 が 必 要 で あ る 。 そ し て 、 マ ウ ス が L .  p l a n t a r u m  

AYA を 経 口 摂 取 す る と 、 肺 と 腸 管 で の I g A 分 泌 が 亢 進 さ れ 、 イ ン

フ ル エ ン ザ 罹 病 時 の 症 状 を 緩 和 す る こ と を マ ウ ス で 明 ら か に し

た 。 こ れ ら の 研 究 成 果 に つ い て 、 新 た な 価 値 と 今 後 の 展 望 を 述 べ

る 。  
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こ れ ま で に 、 乳 酸 菌 株 の 死 菌 に よ る I g A 分 泌 亢 進 は 数 例 報 告 さ

れ て き た  [ 2 9 ]  [ 3 0 ]  [ 5 2 ]。し か し 、我 々 が 研 究 を 実 施 し て い た 当 時

は 、 I g A の 分 泌 を 亢 進 す る た め に 必 要 な 、 パ イ エ ル 板 細 胞 と 乳 酸

菌 と の 相 互 作 用 に つ い て 詳 細 な 解 析 結 果 は 報 告 さ れ て い な か っ

た 。 本 研 究 に て 、 I g A 分 泌 亢 進 効 果 を 有 す る 乳 酸 菌 株 の 作 用 機 序

を 初 め て 明 ら か に し た 。 我 々 が こ の 成 果 を 報 告 し た 後 に 、 L .  

p e n t o s u s  O N R I C  b 0 2 4 0  [ 1 0 3 ]、 及 び L .  g a s s e r i  S B T 2 0 5 5  [ 1 0 4 ]  の

作 用 機 序 が 報 告 さ れ た の で 、 こ れ ら を 比 較 し た （ 表 6 - 1）。  

L .  p e n t o s u s  O N R I C  b 0 2 4 0 は 、 L .  p l a n t a r u m  AYA 同 様 、 パ イ エ

ル 板 樹 状 細 胞 の T L R - 2 に 認 識 さ れ て I L - 6 の 分 泌 を 誘 導 し 、I g A の

分 泌 を 亢 進 し て い る 。 L .  p l a n t a r u m  AYA の 研 究 で は 、 樹 状 細 胞 か

ら 分 泌 亢 進 さ れ た I L - 6 が 、I g A 陽 性 B 細 胞 か ら 形 質 細 胞 へ の 分 化

を 亢 進 し 、I g A 分 泌 を 誘 導 す る こ と を 示 し た 。し か し 、L .  p e n t o s u s  

O N R I C  b 0 2 4 0 の 研 究 で は 、 I g A を 分 泌 し な い I g D 陽 性 B 細 胞 を 用

い て 検 証 さ れ て お り 、分 泌 亢 進 さ れ た I L - 6 が B 細 胞 に ど の よ う な

影 響 を 与 え て I g A の 分 泌 を 亢 進 す る か 、 明 確 に な っ て い な い 。  

L .  g a s s e r i  S B T 2 0 5 5 は 、骨 髄 系 の 樹 状 細 胞 の T L R - 2 に 認 識 さ れ

て T G F - β の 分 泌 を 亢 進 し 、 B A F F、 I L - 6、 I L - 1 0 の 分 泌 を 高 め 、パ

イ エ ル 板 中 の I g A 陽 性 細 胞 を 増 や し て I g A 分 泌 を 亢 進 す る 。し か

し 、 T G F - β、 B A F F、 I L - 6、 お よ び I L - 1 0 で 中 和 抗 体 を 用 い た 試 験

を 実 施 し て い な い 為 、 い ず れ が I g A 陽 性 細 胞 の 増 加 に 寄 与 し て い

る か 、 ま た は 全 て が 関 与 し て い る の か 、 明 確 に で き て お ら ず 、 結

果 と し て パ イ エ ル 板 細 胞 内 で I g A 陽 性 細 胞 を 増 加 さ せ る 作 用 機 序



132 

も 明 ら か に で き て い な い 。  

L .  p l a n t a r u m  AYA を 含 め た 3 種 類 の 菌 株 は 、 作 用 機 序 が 酷 似 し

て い る 。 そ の 中 で も 、 L .  p l a n t a r u m  AYA は 、 最 も 明 確 な 作 用 機 序

を 報 告 で き た と 考 え て い る 。 た だ し 、 L .  p e n t o s u s  O N R I C  b 0 2 4 0

と 異 な り 、 活 性 物 質 が 明 確 で な い こ と が 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の 課

題 で あ る 。  

ま た 、 乳 酸 菌 株 を 摂 取 し た 際 の パ イ エ ル 板 で の 網 羅 的 遺 伝 子 発

現 解 析 を 実 施 し 、 新 た な 機 能 を 持 つ 可 能 性 を 示 し た 。 こ れ ま で 、

パ イ エ ル 板 の 遺 伝 子 解 析 は 、機 能 が 明 ら か な 遺 伝 子 群 に 対 象 を 絞

っ て 解 析 を 行 う こ と が 一 般 的 で あ っ た  [ 5 6 ]  [ 5 9 ]  [ 6 2 ]  [ 6 3 ]  [ 6 4 ]  が 、

本 研 究 に よ り は じ め て パ イ エ ル 板 で 網 羅 的 な 遺 伝 子 発 現 解 析 を

実 施 し た 。 そ の 結 果 、 L .  p l a n t a r u m  AYA が 炎 症 、 補 体 等 の 誘 導 を

介 し た 自 然 免 疫 と 、抗 体 の 分 泌 誘 導 を 介 し た 獲 得 免 疫 の 活 性 を と

も に 高 め 、生 体 の 免 疫 を 賦 活 し て い る 可 能 性 を 見 出 し た 。た だ し 、

こ れ ら の 機 能 に つ い て は タ ン パ ク 質 発 現 解 析 な ど 別 の 手 法 を 用

い て 、 さ ら に 詳 細 に 検 証 す る 必 要 が あ る 。  

そ し て 、 I g A 分 泌 亢 進 効 果 、 そ の 他 の 免 疫 賦 活 効 果 、 お よ び イ

ン フ ル エ ン ザ 罹 病 時 の 症 状 を 緩 和 す る 効 果 が 、パ ン の 発 酵 種 の 乳

酸 菌 株 に 見 出 さ れ た 報 告 は 初 め て で あ る 。 L .  p l a n t a r u m  AYA は 死

菌 で 摂 取 し て も 効 果 を 有 す る こ と か ら 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 含 む

発 酵 種 を 用 い て 製 造 し た パ ン を 主 食 と し て 日 常 的 に 摂 取 す る こ

と で 、 上 記 の 効 果 を 得 ら れ る 可 能 性 が あ る 。 こ の よ う に 、 長 期 的

な 摂 取 と い う 観 点 か ら も 、 主 食 で あ る パ ン の 発 酵 種 に 含 ま れ る 乳
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酸 菌 に 効 果 を 見 出 し た こ と は 価 値 が 高 く 、 機 能 性 食 品 の 素 材 の 候

補 と し て 有 望 と 考 え て い る 。  

し か し 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 摂 取 し て も イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル

ス の タ イ タ ー は 有 意 に 低 く な ら ず （ F i g .  5 - 5）、 肺 に お け る ウ イ ル

ス 特 異 的 I g A の 分 泌 量 も 増 加 し な か っ た 。 そ こ で 、 肺 粘 膜 に お い

て To t a l  I g A の 分 泌 が 亢 進 し た 以 外 に 、 イ ン フ ル エ ン ザ の 症 状 を

緩 和 し た 可 能 性 を 考 察 し た 。 N K 活 性 を 亢 進 す る 他 の 乳 酸 菌 株 が

報 告 さ れ て い る が  [ 3 5 ]、L .  p l a n t a r u m  AYA で は 確 認 で き な か っ た

（ F i g .  2 - 9）。 し か し 、 当 該 試 験 に は ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル が 無

い 試 験 系 で 実 施 し て お り 、結 論 を 出 す に は 不 十 分 な デ ー タ と 言 え

る 。 再 度 試 験 を 行 い 、 N K 活 性 を 亢 進 す る 効 果 を 評 価 す べ き だ と

考 え る 。  

 

本 研 究 の 成 果 は 、 機 能 性 食 品 の 素 材 と し て 産 業 面 に も 貢 献 す る

可 能 性 を 有 し て い る 。 機 能 性 食 品 の 研 究 は 、 日 本 が 世 界 に 先 駆 け

て 開 始 し  [ 1 0 5 ]  [ 1 0 6 ]、そ の 成 果 と し て「 特 定 保 健 用 食 品 」が 制 度

化 さ れ た  [ 1 0 7 ]。ま た 、 2 0 1 5 年 に は「 食 品 の 新 た な 機 能 性 表 示 制

度 」 も 制 度 化 さ れ 、 機 能 性 表 示 食 品 の 数 も 増 え 続 け て い る 。 こ れ

ら の 制 度 を 積 極 的 に 活 用 す る こ と は 、極 め て 重 要 に な る と 考 え て

い る 。  

こ れ ま で に 、 腸 内 環 境 の 改 善 、 血 糖 値 上 昇 抑 制 等 の 効 果 が 特 定

保 健 用 食 品 や 機 能 性 表 示 食 品 と し て 上 市 さ れ て い る（ 消 費 者 庁 H P  

h t t p : / / www . c aa . g o . j p / f o o d s / i n d e x 4 . h tm l、 お よ び  
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h t t p : / / w w w. c a a . g o . j p / f o o d s / t o d o k e _ 1 - 1 0 0 . h t m l）。し か し 、イ ン フ

ル エ ン ザ 罹 病 時 の 症 状 を 緩 和 す る 食 品 の ヘ ル ス ク レ ー ム は 、 現 時

点 で 認 め ら れ て い な い 。 消 費 者 庁 が 、 そ の ク レ ー ム を 感 染 症 の 疾

病 予 防 と 認 識 し 、 医 薬 品 の 領 域 と 捉 え て い る こ と が 原 因 の 一 つ と

考 え ら え る 。 し か し 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス は 、 ヒ ト に 対 す る

感 受 性 が 、非 常 に 高 い こ と が 知 ら れ て い る  [ 1 0 8 ]  [ 1 0 9 ]。毎 年 の よ

う に 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 変 異 株 が 発 生 し 、 イ ン フ ル エ ン

ザ が 流 行 し て 社 会 的 ・ 経 済 的 な 損 失 を 引 き 起 こ し て い る 。 本 研 究

よ り 、 免 疫 を 高 め る こ と で 、 イ ン フ ル エ ン ザ 等 の ウ イ ル ス 感 染 症

に 罹 病 し た 際 の 症 状 を 緩 和 し 得 る 食 品 素 材 が 見 出 さ れ た 。 こ の よ

う な 素 材 を 含 む 食 品 を 開 発 し 、そ の 機 能 を 表 示 し て 上 市 す る こ と

が で き た な ら ば 、 産 業 的 に も 非 常 に 価 値 が 高 い と 考 え ら れ る 。 そ

の た め に は 、 健 康 維 持 ・ 増 進 に 繋 が る ヘ ル ス ク レ ー ム を 考 案 す る

こ と が 、 表 示 の 認 可 に 向 け た 第 一 歩 と 考 え ら れ る 。  

 

本 研 究 で は 、乳 酸 菌 L .  p l a n t a r u m  AYA が 有 す る 効 果 と そ の 詳 細

な 作 用 機 序 を 明 ら か に し た 。 し か し 、「 食 を 健 康 で 豊 か な 生 活 づ

く り へ の 貢 献 」を 達 成 す る ま で に は 、ま だ 実 施 す べ き 研 究 が あ る 。 

ま ず 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の 活 性 を 担 保 す る た め に 、 機 能 性 関 与

成 分 を 決 定 す る 必 要 が あ る 。 本 研 究 に て 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の 活

性 成 分 は 樹 状 細 胞 の T L R - 2 に 認 識 さ れ る 可 能 性 が あ る こ と 、お よ

び 、 活 性 成 分 の 一 部 は 細 胞 壁 画 分 に 含 ま れ る こ と を 見 出 し た 。 こ

れ ま で に 別 の 乳 酸 菌 株 の 成 分 で T L R - 2 を 亢 進 す る 物 質 と し て 、リ
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ポ テ イ コ 酸  [ 6 6 ]  [ 6 7 ]  [ 6 8 ]、 お よ び ペ プ チ ド グ リ カ ン  [ 6 5 ]  [ 6 6 ]  

[ 6 7 ]が 報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら の 情 報 を 参 考 に し 、 L .  p l a n t a r u m  

AYA の 機 能 性 関 与 成 分 を 同 定 す る 必 要 が あ る 。  

次 い で 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の I g A 分 泌 亢 進 効 果 を よ り 高 め る 製

造 方 法 の 検 討 が 必 要 で あ る 。 こ れ ま で に 、 L .  p a r a c a s e i  A 1 3 株 の

死 菌 を 高 圧 ホ モ ゲ ナ イ ザ ー で 処 理（ 5 0  M P a）し て か ら 摂 取 す る と 、

未 処 理 の 死 菌 と 比 較 し て マ ウ ス 腸 内 で の I g A 分 泌 量 を 増 加 さ せ る

こ と が 報 告 さ れ て い る  [ 11 0 ]。 こ れ は 、 高 圧 で ホ モ ゲ ナ イ ズ 処 理

す る と 細 胞 表 面 の 疎 水 性 が 増 加 し 、 胃 で の 消 化 に 対 す る 抵 抗 性 が

付 与 さ れ る こ と が 原 因 と 考 え ら れ て い る 。 本 研 究 で 使 用 し て い る

L .  p l a n t a r u m  AYA は 高 圧 処 理 を 実 施 し て い な い 為 、 こ の 処 理 を 実

施 す る こ と で 活 性 を よ り 高 め る こ と が で き る 可 能 性 は あ る と 考

え て い る 。  

そ し て L .  p l a n t a r u m  AYA が も つ 抗 イ ン フ ル エ ン ザ 効 果 に つ い て 、

マ ウ ス で 用 量 試 験 を 実 施 す る 必 要 が あ る 。 本 研 究 で は 、 通 常 餌 に

5 %の L .  p l a n t a r u m  AYA を 混 合 さ せ て 4 週 間 摂 取 さ せ る と 、 イ ン

フ ル エ ン ザ の 症 状 を 緩 和 す る こ と を 明 ら か に し た （ F i g .  5 - 7）。 し

か し 、 よ り 少 量 の 摂 取 で 効 果 を 有 す る か 否 か は 明 ら か に な っ て い

な い 。第 2 章 に て 、通 常 餌 に 重 量 比 0 . 0 3 %の L .  p l a n t a r u m  AYA を

加 え る と 腸 管 に 分 泌 さ れ る I g A 量 が 有 意 に 増 加 す る こ と を 示 し た

（ F i g .  2 - 1 2）。 こ れ と 同 等 か さ ら に 低 い 摂 取 用 量 で 、 抗 イ ン フ ル

エ ン ザ 効 果 を 発 揮 す る こ と が で き る か 、 非 常 に 興 味 深 い 。  

機 能 性 関 与 成 分 、 製 造 方 法 、 最 適 摂 取 量 が 確 定 し た 後 に は 、 ヒ
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ト で の 臨 床 試 験 を 行 う 必 要 が あ る 。 近 年 、 特 定 の 乳 酸 菌 株 の 発 酵

物 を 摂 取 す る こ と で 、イ ン フ ル エ ン ザ 等 の ウ イ ル ス 感 染 症 を 抑 制

す る と い う 報 告 が さ れ て い る 。例 え ば 、健 常 で 年 配 の 方（ 5 9－ 8 4

歳 ） を 対 象 と し た 試 験 に お い て 、 L a c t o b a c i l l u s  d e l b r u e c k i i  s s p .  

B u l g a r i c u s  O L L  1 0 7 3 R - 1 を 発 酵 さ せ て 作 製 し た ヨ ー グ ル ト 9 0  g /

日 を 8 週 間 又 は 1 2 週 間 摂 取 す る と 、 対 照 群 （ 牛 乳 1 0 0  g /日 ） よ

り も 風 邪 を ひ い た 人 数 が 有 意 に 低 く な っ た と い う 報 告  [ 3 5 ]  が あ

る 。 こ れ は N K 活 性 の 上 昇 に よ る も の と 考 察 さ れ て い る 。 ま た 、

健 常 な 小 学 生（ 6 - 1 2 歳 ）を 対 象 と し た 試 験 に お い て 、L a c t o b a c i l l u s  

b r e v i s  K B 2 9 0 の 生 菌 を 使 用 し た 飲 料 1 本 /日 （ L .  b r e v i s  K B 2 9 0 が

6 × 1 0 9  c f u 相 当 ） を 7 週 間 摂 取 す る と 、 イ ン フ ル エ ン ザ ワ ク チ ン

を 接 種 し て い な い 群 に お い て 、 対 照 群 （ 対 照 コ ン ト ロ ー ル な し ）

よ り も イ ン フ ル エ ン ザ の 罹 病 率 が 有 意 に 減 少 し た と い う 報 告 も

あ る  [ 111 ]。 こ の よ う に 、 特 定 の 乳 酸 菌 株 で 発 酵 さ せ た 食 品 を 、

お 年 寄 り と 小 学 生 が 摂 取 し た 結 果 、 イ ン フ ル エ ン ザ 等 、 ウ イ ル ス

に よ る 感 染 症 の 罹 病 を 有 意 に 抑 え た と い う 報 告 が さ れ て い る 。 L .  

p l a n t a r u m  AYA は パ ン の 発 酵 種 に 含 ま れ て い た 乳 酸 菌 で あ り 、 死

菌 を 摂 取 し て も 効 果 が 得 ら れ る こ と を 明 ら か に し て い る の で 、必

要 摂 取 量 を パ ン に 加 え た 試 験 食 の 作 製 が 可 能 で あ れ ば 、学 術 的 に

も 産 業 的 に も 差 別 化 が 可 能 と 考 え て い る 。 た だ し 、 試 験 食 の 配 合

を 設 定 す る 為 に は 、 最 適 摂 取 量 の 決 定 が 必 須 で あ る 。  

ま た 、 体 内 で I g A 分 泌 量 の 増 加 に よ り 、 ロ タ ウ イ ル ス の 予 防  

[ 11 2 ]、ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 症 状 緩 和  [ 5 1 ]、病 原 性 大 腸 菌 0 1 5 7 の
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感 染 防 御  [ 11 3 ]、 サ ル モ ネ ラ 菌 の 感 染 防 御  [ 4 1 ]  、 腸 内 細 菌 の 制

御 等 の 効 果 が 報 告 さ れ て い る 。 特 に 、 I g A に よ る 腸 内 細 菌 の 制 御

は 近 年 注 目 さ れ て お り 、 I g A の 一 種 （ W 2 7 抗 体 ） が 、 悪 玉 菌 と 言

わ れ る 大 腸 菌 等 の セ リ ン ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ

に 結 合 し て 増 殖 を 抑 制 し 、善 玉 菌 と 言 わ れ る 乳 酸 菌 や ビ フ ィ ズ ス

菌 の 増 殖 は 抑 制 せ ず 、 善 玉 菌 優 位 な 腸 内 環 境 へ 変 化 さ せ 、 腸 管 の

恒 常 性 維 持 に 貢 献 し て い る  [ 11 4 ] 。 I g A 分 泌 を 亢 進 す る L .  

p l a n t a r u m  AYA を 摂 取 す る こ と で 、 上 記 の 効 果 も 期 待 で き る か も

し れ な い 。  

 

本 研 究 で は 、 L .  p l a n t a r u m  AYA が 有 す る I g A 分 泌 を 亢 進 す る 効

果 の 詳 細 な 作 用 機 序 を 明 ら か に し 、 そ の 結 果 と し て ウ イ ル ス 疾 患

の 一 つ で あ る イ ン フ ル エ ン ザ へ の 罹 病 を 抑 制 す る 効 果 が あ る こ

と を マ ウ ス で 示 し た 。 そ し て 、 そ の 他 に も 免 疫 を 賦 活 す る 可 能 性

を 見 出 し 、 L .  p l a n t a r u m  AYA は 新 し い 機 能 性 食 品 の 素 材 と な る 候

補 で あ る こ と を 示 し た 。 本 研 究 の 成 果 が 、「 食 を 通 し た 健 康 で 豊

か な 生 活 づ く り 」 に 貢 献 で き る 機 能 性 食 品 の 研 究 を さ ら に 進 展 さ

せ 、 食 品 産 業 発 展 へ の 一 助 と な る こ と を 期 待 し た い 。   
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F i g .  6 - 1  L .  p l a n t a r u m  AYA に よ る I g A 分 泌 亢 進 機 構  

L .  p l a n t a r u m  AYA の 死 菌 粉 末 を マ ウ ス が 摂 取 す る と 、 パ イ エ ル

板 で I g A 陽 性 B 細 胞 の 比 率 が 増 加 す る 。 そ し て L .  p l a n t a r u m  AYA

の 死 菌 粉 末 が パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 に 認 識 さ れ て I L - 6 分 泌 を 亢 進

し 、 I g A 陽 性 B 細 胞 か ら 形 質 細 胞 へ の 分 化 を 亢 進 す る 。 な お 、 L .  

p l a n t a r u m  AYA が 樹 状 細 胞 の T L R - 2 に 認 識 さ れ て い る 可 能 性 も 示

し た 。そ れ が 腸 管 や 肺 な ど の 粘 膜 か ら 、I g A 分 泌 を 亢 進 し て い る 。   
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S 4 1  -  S 4 8 . ,  2 0 0 5 .  

2 4 .  辨 野 義 美 .  プ ロ バ イ オ テ ィ ク ス と し て 用 い ら れ る 乳 酸 菌 の 分

類 と 効 能 .  :  モ ダ ン メ デ ィ ア  5 7 巻  1 0 号  2 7 7  -  2 8 7 ,  2 0 11 .  

2 5 .  G a l d e a n o  C M ,  P e r d i g ó n  G .  T h e  p r o b i o t i c  b a c t e r i u m  

L a c t o b a c i l l u s  c a s e i  i n d u c e s  a c t i v a t i o n  o f  t h e  g u t  m u c o s a l  

i m m u n e  s y s t e m  t h r o u g h  i n n a t e  i m m u n i t y.  :  C l i n  Va c c i n e  I m m u n o l .  

1 3  ( 2 ) :  2 1 9  -  2 2 6 . ,  2 0 0 6 .  

2 6 .  Q i a o  H ,  D u f f y  L C ,  G r i f f i t h s  E ,  D r y j a  D ,  L e a v e n s  A ,  R o s s m a n  J ,  

R i c h  G ,  R i e p e n h o f f - Ta l t y  M ,  L o c n i s k a r  M .  I m m u n e  r e s p o n s e s  i n  

r h e s u s  r o t a v i r u s - c h a l l e n g e d  B A L B / c  m i c e  t r e a t e d  w i t h  

b i f i d o b a c t e r i a  a n d  p r e b i o t i c  s u p p l e m e n t s .  :  P e d i a t r  R e s  5 1  ( 6 ) :  

7 5 0  -  7 5 5 . ,  2 0 0 2 .  

2 7 .  D e  M o r e n o  d e  L e B l a n c  A ,  D o g i  C A ,  G a l d e a n o  C M ,  C a r m u e g a  

E ,  W e i l l  R ,  P e r d i g ó n  G .  E f f e c t  o f  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  a  

f e r m e n t e d  m i l k  c o n t a i n i n g  L a c t o b a c i l l u s  c a s e i  D N - 11 4 0 0 1  o n  

i n t e s t i n a l  m i c r o b i o t a  a n d  g u t  a s s o c i a t e d  i m m u n e  c e l l s  o f  

n u r s i n g  m i c e  a n d  a f t e r  w e a n i n g  u n t i l  i m m u n e  m a t u r i t y.  :  B M C  

I m m u n o l  9 :  2 7 . ,  2 0 0 8 .  

2 8 .  To b i t a  K ,  Ya n a k a  H ,  O t a n i  H .  L a c t o b a c i l l u s  c r i s p a t u s  K T- 11  

e n h a n c e s  i n t e s t i n a l  i m m u n e  f u n c t i o n s  i n  C 3 H / H e N  m i c e .  :  J  N u t r  

S c i  V i t a m i n o l  ( To k y o )  5 6  ( 6 ) :  4 4 1  -  4 4 5 . ,  2 0 1 0 .  

2 9 .  I z u m o  T,  M a e k a w a  T,  I d a  M ,  N o g u c h i  A ,  K i t a g a w a  Y,  S h i b a t a  H ,  

Ya s u i  H ,  K i s o  Y.  E f f e c t  o f  i n t r a n a s a l  a d m i n i s t r a t i o n  o f  
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L a c t o b a c i l l u s  p e n t o s u s  S - P T 8 4  o n  i n f l u e n z a  v i r u s  i n f e c t i o n  i n  

m i c e .  :  I n t  I m m u n o p h a r m a c o l  1 0  ( 9 ) :  11 0 1  -  11 0 6 . ,  2 0 1 0 .  

3 0 .  H e  F,  M o r i t a  H ,  K u b o t a  A ,  O u w e h a n d  A C ,  H o s o d a  M ,  

H i r a m a t s u  M ,  K u r i s a k i  J .  E f f e c t  o f  o r a l l y  a d m i n i s t e r e d  

n o n - v i a b l e  L a c t o b a c i l l u s  c e l l s  o n  m u r i n e  h u m o r a l  i m m u n e  

r e s p o n s e s .  :  M i c r o b i o l  I m m u n o l  4 9  ( 11 ) :  9 9 3  -  9 9 7 . ,  2 0 0 5 .  

3 1 .  C o x  R J ,  B r o k s t a d  K A ,  O g r a  P.  I n f l u e n z a  v i r u s :  i m m u n i t y  a n d  

v a c c i n a t i o n  s t r a t e g i e s .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e  t o  

i n a c t i v a t e d  a n d  l i v e ,  a t t e n u a t e d  i n f l u e n z a  v a c c i n e s .  :  S c a n d  J  

I m m u n o l .  5 9  ( 1 ) :  1  -  1 5 . ,  2 0 0 4 .  

3 2 .  V i r u s e s  A I .  W o r l d  H e a l t h  O r g a n i z a t i o n  G l o b a l  I n f l u e n z a  

P r o g r a m  S u r v e i l l a n c e  N e t w o r k .  E v o l u t i o n  o f  H 5 N 1  a v i a n  

i n f l u e n z a  v i r u s e s  i n  A s i a .  :  E m e r g i n g  I n f e c t i o u s  D i s e a s e s  11 :  

1 5 1 5  –  1 5 2 1 . ,  2 0 0 5 .  

3 3 .  G a r t e n  R J ,  D a v i s  C T,  R u s s e l l  C A ,  S h u  B ,  L i n d s t r o m  S ,  B a l i s h  

A ,  S e s s i o n s  W M ,  X u  X ,  S k e p n e r  E ,  D e y d e  V,  O k o m o - A d h i a m b o  M ,  

G u b a r e v a  L ,  B a r n e s  J ,  S m i t h  C B ,  E m e r y  S L ,  H i l l m a n  M J ,  

R i v a i l l e r  P,  S m a g a l a  J ,  d e  G r a a f  M ,  B u r k e  D F,  F o u c h i e r  R A ,  

P a p p a s  C .  A n t i g e n i c  a n d  g e n e t i  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  s w i n e - o r i g i n  

A ( H 1 N 1 )  i n f l u e n z a  v i r u s e s  c i r c u l a t i n g  i n  h u m a n s .  :  S c i e n c e  

3 2 5 :  1 9 7  -  2 0 1 . ,  2 0 0 9 .  

3 4 .  W a k i  N ,  Ya j i m a  N ,  S u g a n u m a  H ,  B u d d l e  B M ,  L u o  D ,  H e i s e r  A ,  

Z h e n g  T.  O r a l  a d m i n i s t r a t i o n  o f  L a c t o b a c i l l u s  b r e v i s  K B 2 9 0  t o  
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m i c e  a l l e v i a t e s  c l i n i c a l  s y m p t o m s  f o l l o w i n g  i n f l u e n z a  v i r u s  

i n f e c t i o n .  :  L e t t  A p p l  M i c r o b i o l  5 8  ( 1 ) :  8 7  -  9 3 . ,  2 0 1 4 .  

3 5 .  N a g a i  T,  M a k i n o  S ,  I k e g a m i  S ,  I t o h  H ,  Ya m a d a  H .  E f f e c t s  o f  

o r a l  a d m i n i s t r a t i o n  o f  y o g u r t  f e r m e n t e d  w i t h  L a c t o b a c i l l u s  

d e l b r u e c k i i  s s p .  b u l g a r i c u s  O L L 1 0 7 3 R - 1  a n d  i t s  

e x o p o l y s a c c h a r i d e s  a g a i n s t  i n f l u e n z a  v i r u s  i n f e c t i o n  i n  m i c e .  :  

I n t  I m m u n o p h a r m a c o l  11  ( 1 2 ) :  2 2 4 6  -  2 2 5 0 . ,  2 0 11 .  

3 6 .  K o b a y a s h i  N ,  S a i t o  T,  U e m a t s u  T,  K i s h i  K ,  To b a  M ,  K o h d a  N ,  

S u z u k i  T.  O r a l  a d m i n i s t r a t i o n  o f  h e a t - k i l l e d  L a c t o b a c i l l u s  

p e n t o s u s  s t r a i n  b 2 4 0  a u g m e n t s  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  i n f l u e n z a  

v i r u s  i n f e c t i o n  i n  m i c e .  :  I n t  I m m u n o p h a r m a c o l  11  ( 2 ) :  1 9 9  -  2 0 3 . ,  

2 0 11 .  

3 7 .  K a w a s h i m a  T,  H a y a s h i  K ,  K o s a k a  A ,  K a w a s h i m a  M ,  I g a r a s h i  T,  

Ts u t s u i  H ,  Ts u j i  N M ,  N i s h i m u r a  I ,  H a y a s h i  T,  O b a t a  A .  

L a c t o b a c i l l u s  p l a n t a r u m  s t r a i n  Y U  f r o m  f e r m e n t e d  f o o d s  

a c t i v a t e s  T h 1  a n d  p r o t e c t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e s .  :  I n t  

I m m u n o p h a r m a c o l  11  ( 1 2 ) :  2 0 1 7  -  2 0 2 4 . ,  2 0 11 .  

3 8 .  H a r a t a  G ,  H e  F,  K a w a s e  M ,  H o s o n o  A ,  Ta k a h a s h i  K ,  

K a m i n o g a w a  S .  D i f f e r e n t i a t e d  i m p l i c a t i o n  o f  L a c t o b a c i l l u s  G G  

a n d  L .  g a s s e r i  T M C 0 3 5 6  t o  i m m u n e  r e s p o n s e s  o f  m u r i n e  P e y e r ' s  

p a t c h .  :  M i c r o b i o l  I m m u n o l  5 3  ( 8 ) :  4 7 5  -  4 8 0 . ,  2 0 0 9 .  

3 9 .  J i n  H ,  H i g a s h i k a w a  F,  N o d a  M ,  Z h a o  X ,  M a t o b a  Y,  K u m a g a i  T,  

S u g i y a m a  M .  E s t a b l i s h m e n t  o f  a n  i n  v i t r o  P e y e r ' s  p a t c h  c e l l  
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c u l t u r e  s y s t e m  c o r r e l a t i v e  t o  i n  v i v o  s t u d y  u s i n g  i n t e s t i n e  a n d  

s c r e e n i n g  o f  l a c t i c  a c i d  b a c t e r i a  e n h a n c i n g  i n t e s t i n a l  

i m m u n i t y.  :  B i o l  P h a r m  B u l l  3 3  ( 2 ) :  2 8 9  -  2 9 3 . ,  2 0 1 0 .  

4 0 .  Ya n a g i b a s h i  T,  H o s o n o  A ,  O y a m a  A ,  Ts u d a  M ,  H a c h i m u r a  S ,  

Ta k a h a s h i  Y,  I t o h  K ,  H i r a y a m a  K ,  Ta k a h a s h i  K ,  K a m i n o g a w a  S .  

B a c t e r o i d e s  i n d u c e  h i g h e r  I g A p r o d u c t i o n  t h a n  L a c t o b a c i l l u s  b y  

i n c r e a s i n g  a c t i v a t i o n - i n d u c e d  c y t i d i n e  d e a m i n a s e  e x p r e s s i o n  i n  

B  c e l l s  i n  m u r i n e  P e y e r ' s  p a t c h e s .  :  B i o s c i  B i o t e c h n o l  B i o c h e m  

7 3  ( 2 ) :  3 7 2  -  3 7 7 . ,  2 0 0 9 .  

4 1 .  I z u m o  T,  I z u m i  F,  N a k a g a w a  I ,  K i t a g a w a  Y,  S h i b a t a  H ,  K i s o  Y.  

I n f l u e n c e  o f  L a c t o b a c i l l u s  p e n t o s u s  S - P T 8 4  I n g e s t i o n  o n  t h e  

M u c o s a l  I m m u n i t y  o f  H e a l t h y  a n d  S a l m o n e l l a  

Ty p h i m u r i u m - I n f e c t e d  M i c e .  :  B i o s c i  M i c r o f l o r a  3 0  ( 2 ) :  2 7  -  3 5 . ,  

2 0 11 .  

4 2 .  M i y a z a w a  K ,  H e  F,  Yo d a  K ,  H i r a m a t s u  M .  P o t e n t  e f f e c t s  o f ,  

a n d  m e c h a n i s m s  f o r ,  m o d i f i c a t i o n  o f  c r o s s t a l k  b e t w e e n  

m a c r o p h a g e s  a n d  a d i p o c y t e s  b y  l a c t o b a c i l l i .  :  M i c r o b i o l  

I m m u n o l  5 6  ( 1 2 ) :  8 4 7  -  8 5 4 . ,  2 0 1 2 .  

4 3 .  笹 月  健 彦 .  エ ッ セ ン シ ャ ル 免 疫 学 .  :  メ デ ィ カ ル・サ イ エ ン

ス ・ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル ,  2 0 0 7 .  

4 4 .  H e c z k o  P B ,  S t r u s  M ,  K o c h a n  P.  C r i t i c a l  e v a l u a t i o n  o f  

p r o b i o t i c  a c t i v i t y  o f  l a c t i c  a c i d  b a c t e r i a  a n d  t h e i r  e f f e c t s .  :  J  

P h y s i o l  P h a r m a c o l  5 7  S u p p l  9 :  5  -  1 2 . ,  2 0 0 6 .  
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4 5 .  B l u m  S ,  H a l l e r  D ,  P f e i f e r  A ,  S c h i f f r i n  E J .  P r o b i o t i c s  a n d  

i m m u n e  r e s p o n s e .  :  C l i n  R e v  A l l e r g y  I m m u n o l  2 2  ( 3 ) :  2 8 7  -  3 0 9 . ,  

2 0 0 2 .  

4 6 .  P e r d i g o n  G ,  F u l l e r  R ,  R a y a  R .  L a c t i c  a c i d  b a c t e r i a  a n d  t h e i r  

e f f e c t  o n  t h e  i m m u n e  s y s t e m .  :  C u r r  I s s u e s  I n t e s t  M i c r o b i o l  2  

( 1 ) :  2 7  -  4 2 . ,  2 0 0 1 .  

4 7 .  I w a b u c h i  N ,  Yo n e z a w a  S ,  O d a m a k i  T,  Ya e s h i m a  T,  I w a t s u k i  K ,  

X i a o  J Z .  I m m u n o m o d u l a t i n g  a n d  a n t i - i n f e c t i v e  e f f e c t s  o f  a  n o v e l  

s t r a i n  o f  L a c t o b a c i l l u s  p a r a c a s e i  t h a t  s t r o n g l y  i n d u c e s  

i n t e r l e u k i n - 1 2 .  :  F E M S  I m m u n o l  M e d  M i c r o b i o l  6 6  ( 2 ) :  2 3 0  -  2 3 9 . ,  

2 0 1 2 .  

4 8 .  H a r a t a  G ,  H e  F,  H i r u t a  N ,  K a w a s e  M ,  K u b o t a  A ,  H i r a m a t s u  M ,  

Ya u s i  H .  I n t r a n a s a l  a d m i n i s t r a t i o n  o f  L a c t o b a c i l l u s  r h a m n o s u s  

G G  p r o t e c t s  m i c e  f r o m  H 1 N 1  i n f l u e n z a  v i r u s  i n f e c t i o n  b y  

r e g u l a t i n g  r e s p i r a t o r y  i m m u n e  r e s p o n s e s .  :  L e t t  A p p l  M i c r o b i o l  

5 0  ( 6 ) :  5 9 7  -  6 0 2 . ,  2 0 1 0 .  

4 9 .  M a e d a  S ,  O h n o  K ,  U c h i d a  K ,  N a k a s h i m a  K ,  F u k u s h i m a  K ,  

Ts u k a m o t o  A ,  N a k a j i m a  M ,  F u j i n o  Y,  Ts u j i m o t o  H .  D e c r e a s e d  

I m m u n o g l o b u l i n  A C o n c e n t r a t i o n s  i n  F e c e s ,  D u o d e n u m ,  a n d  

P e r i p h e r a l  B l o o d  M o n o n u c l e a r  C e l l s  o f  D o g s  w i t h  I n f l a m m a t o r y  

B o w e l  D i s e a s e .  :  J  Ve t  I n t e r n  M e d  2 7  ( 1 )  : 4 7  -  5 5 . ,  2 0 1 3 .  

5 0 .  L u d e r t  J E ,  K r i s h n a n e y  A A ,  B u r n s  J W ,  Vo  P T, .  G r e e n b e r g  H B .  

C l e a v a g e  o f  r o t a v i r u s  V P 4  i n  v i v o .  :  J  G e n  V i r o l  7 7  ( P t 3 ) :  3 9 1  -  
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3 9 5 . ,  1 9 9 6 .  

5 1 .  I n o u e  R ,  N i s h i o  A ,  F u k u s h i m a  Y,  U s h i d a  K .  O r a l  t r e a t m e n t  

w i t h  p r o b i o t i c  L a c t o b a c i l l u s  j o h n s o n i i  N C C 5 3 3  ( L a 1 )  f o r  a  

s p e c i f i c  p a r t  o f  t h e  w e a n i n g  p e r i o d  p r e v e n t s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  

a t o p i c  d e r m a t i t i s  i n d u c e d  a f t e r  m a t u r a t i o n  i n  m o d e l  m i c e ,  

N C / N g a .  :  B r  J  D e r m a t o l  1 5 6  ( 3 ) :  4 9 9  -  5 0 9 . ,  2 0 0 7 .  

5 2 .  V i v i e r  E ,  To m a s e l l o  E ,  B a r a t i n  M ,  W a l z e r  T,  U g o l i n i  S .  

F u n c t i o n s  o f  n a t u r a l  k i l l e r  c e l l s .  :  N a t  I m m u n o l  9  ( 5 ) :  5 0 3  -  5 1 0 . ,  

2 0 0 8 .  

5 3 .  武 田 泰 輔 、岡 田 早 苗 、小 崎 道 雄 .  パ ン 生 地 ,生 イ ー ス ト お よ び

ド ラ イ イ ー ス ト 中 の 乳 酸 菌 の 特 性 .  :  日 本 食 品 工 業 学 会 誌  3 1  

( 1 0 ) :  2 4  -  3 0 . ,  1 9 8 4 .  

5 4 .  大 野  博 司 .  特 殊 な 腸 管 上 皮 細 胞 、M 細 胞 の 生 物 学 .  :  生 化 学  

8 3  ( 1 ) :  1 3 - 2 2 . ,  2 0 11 .  

5 5 .  J i a  Q ,  S h i  Y,  B e n n i n k  M B ,  P e s t k a  J J .  D o c o s a h e x a e n o i c  a c i d  

a n d  e i c o s a p e n t a e n o i c  a c i d ,  b u t  n o t  α - L i n o l e n i c  a c i d ,  s u p p r e s s  

d e o x y n i v a l e n o l - i n d u c e d  e x p e r i m e n t a l  I g A n e p h r o p a t h y  i n  m i c e .  :  

J  N u t r  1 3 4  ( 6 ) :  1 3 5 3  -  1 3 6 1 . ,  2 0 0 4 .  

5 6 .  S o n o d a  E ,  M a t s u m o t o  R ,  H i t o s h i  Y,  I s h i i  T,  S u g i m o t o  M ,  A r a k i  

S ,  To m i n a g a  A ,  Ya m a g u c h i  N ,  Ta k a t s u  K .  T r a n s f o r m i n g  g r o w t h  

f a c t o r  b e t a  i n d u c e s  I g A p r o d u c t i o n  a n d  a c t s  a d d i t i v e l y  w i t h  

i n t e r l e u k i n  5  f o r  I g A p r o d u c t i o n .  :  J  E x p  M e d  1 7 0  ( 4 ) :  1 4 1 5  –  

1 4 2 0 . ,  1 9 8 9 .  
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5 7 .  C o f f m a n  R L ,  L e b m a n  D A ,  S h r a d e r  B .  T r a n s f o r m i n g  g r o w t h  

f a c t o r  b e t a  s p e c i f i c a l l y  e n h a n c e s  I g A p r o d u c t i o n  b y  

l i p o p o l y s a c c h a r i d e - s t i m u l a t e d  m u r i n e  B  l y m p h o c y t e s .  :  J  E x p  

M e d  1 7 0  ( 3 ) :  1 0 3 9  –  1 0 4 4 . ,  1 9 8 9 .  

5 8 .  K i m  P H ,  K a g n o f f  M F.  T r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r - b e t a  1  i s  a  

c o s t i m u l a t o r  f o r  I g A p r o d u c t i o n .  :  J  I m m u n o l  1 4 4  ( 9 ) :  3 4 11  –  

3 4 1 6 . ,  1 9 9 0 .  

5 9 .  H e  B ,  X u  W ,  S a n t i n i  PA ,  P o l y d o r i d e s  A D ,  C h i u  A ,  E s t r e l l a  J ,  

S h a n  M ,  C h a d b u r n  A ,  V i l l a n a c c i  V,  P l e b a n i  A ,  K n o w l e s  D M ,  

R e s c i g n o  M ,  C e r u t t i  A .  I n t e s t i n a l  b a c t e r i a  t r i g g e r  T  

c e l l - i n d e p e n d e n t  i m m u n o g l o b u l i n  A ( 2 )  c l a s s  s w i t c h i n g  b y  

i n d u c i n g  e p i t h e l i a l - c e l l  s e c r e t i o n  o f  t h e  c y t o k i n e  A P R I L .  :  

I m m u n i t y  2 6  ( 6 ) :  8 1 2  –  8 2 6 . ,  2 0 0 7 .  

6 0 .  X u  W ,  H e  B ,  C h i u  A ,  C h a d b u r n  A ,  S h a n  M ,  B u l d y s  M ,  D i n g  A ,  

K n o w l e s  D M ,  S a n t i n i  PA ,  C e r u t t i  A .  E p i t h e l i a l  c e l l s  t r i g g e r  

f r o n t l i n e  i m m u n o g l o b u l i n  c l a s s  s w i t c h i n g  t h r o u g h  a  p a t h w a y  

r e g u l a t e d  b y  t h e  i n h i b i t o r  S L P I .  :  N a t  I m m u n o l  8  ( 3 ) :  2 9 4  –  3 0 3 . ,  

2 0 0 7 .  

6 1 .  C a s t i g l i  E ,  W i l s o n  S A ,  S c o t t  S ,  D e d e o g l u  F,  X u  S ,  L a m  K P,  

B r a m  R J ,  J a b a r a  H ,  G e h a  R S .  TA C I  a n d  B A F F R  m e d i a t e  i s o t y p e  

s w i t c h i n g  i n  B  c e l l s .  :  J  E x p  M e d  2 0 1  ( 1 ) :  3 5  –  3 9 . ,  2 0 0 5 .  

6 2 .  Te z u k a  H ,  A b e  Y,  I w a t a  M ,  Ta k e u c h i  H ,  I s h i k a w a  H ,  

M a t s u s h i t a  M ,  S h i o h a r a  T,  A k i r a  S ,  O h t e k i  T.  R e g u l a t i o n  o f  I g A 
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p r o d u c t i o n  b y  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  T N F / i N O S - p r o d u c i n g  d e n d r i t i c  

c e l l s .  :  N a t u r e  4 4 8  ( 7 1 5 6 ) :  9 2 9  –  9 3 3 . ,  2 0 0 7 .  

6 3 .  B e a g l e y  K W ,  E l d r i d g e  J H ,  L e e  F,  K i y o n o  H ,  E v e r s o n  M P,  

K o o p m a n  W J ,  H i r a n o  T,  K i s h i m o t o  T,  M c G h e e  J R .  I n t e r l e u k i n s  

a n d  I g A s y n t h e s i s .  H u m a n  a n d  m u r i n e  i n t e r l e u k i n  6  i n d u c e  h i g h  

r a t e  I g A s e c r e t i o n  i n  I g A - c o m m i t t e d  B  c e l l s .  :  J  E x p  M e d  1 6 9  ( 6 ) :  

2 1 3 3  -  2 1 4 8 . ,  1 9 8 9 .  

6 4 .  M o r a  J R ,  I w a t a  M ,  E k s t e e n  B ,  S o n g  S Y,  J u n t  T,  S e n m a n  B ,  

O t i p o b y  K L ,  Yo k o t a  A ,  Ta k e u c h i  H ,  R i c c i a r d i - C a s t a g n o l i  P,  

R a j e w s k y  K ,  A d a m s  D H ,  v o n  A n d r i a n  U H .  G e n e r a t i o n  o f  

g u t h o m i n g  I g A - s e c r e t i n g  B  c e l l s  b y  i n t e s t i n a l  d e n d r i t i c  c e l l s .  :  

S c i e n c e  3 1 4  ( 5 8 0 2 ) :  11 5 7  –  11 6 0 .  ,  2 0 0 6 .  

6 5 .  M o r a  J R ,  v o n  A n d r i a n  U H .  D i f f e r e n t i a t i o n  a n d  h o m i n g  o f  

I g A - s e c r e t i n g  c e l l s .  :  M u c o s a l  I m m u n o l  1  ( 2 ) :  9 6  -  1 0 9 . ,  2 0 0 8 .  

6 6 .  M a y e r  M L ,  P h i l l i p s  C M ,  S t a d n y k  AW ,  H a l p e r i n  S A ,  L e e  S F.  

S y n e r g i s t i c  B M - D C  a c t i v a t i o n  a n d  i m m u n e  i n d u c t i o n  b y  t h e  o r a l  

v a c c i n e  v e c t o r  S t r e p t o c o c c u s  g o r d o n i i  a n d  e x o g e n o u s  t u m o r  

n e c r o s i s  f a c t o r .  :  M o l  I m m u n o l  4 6 :  1 8 8 3  –  1 8 9 1 . ,  2 0 0 9 .  

6 7 .  M a y e r  M L ,  P h i l l i p s  C M ,  To w n s e n d  R A ,  H a l p e r i n  S A ,  L e e  S F.  

D i f f e r e n t i a l  a c t i v a t i o n  o f  d e n d r i t i c  c e l l s  b y  To l l - l i k e  r e c e p t o r  

a g o n i s t s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  G r a m  p o s i t i v e  v a c c i n e  v e c t o r  

S t r e p t o c o c c u s  g o r d o n i i .  :  S c a n d  J  I m m u n o l  6 9 :  3 5 1  –  3 5 6 . ,  

2 0 0 9 .  
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6 8 .  M o h a m a d z a d e h  M ,  P f e i l e r  E A ,  B r o w n  J B ,  Z a d e h  M ,  

G r a m a r o s s a  M ,  M a n a g l i a  E ,  B e r e  P,  S a r r a j  B ,  K h a n  MW ,  

P a k a n a t i  K C ,  A n s a r i  M J ,  O ' F l a h e r t y  S ,  B a r r e t t  T,  K l a e n h a m m e r  

T R .  R e g u l a t i o n  o f  i n d u c e d  c o l o n i c  i n f l a m m a t i o n  b y  

L a c t o b a c i l l u s  a c i d o p h i l u s  d e f i c i e n t  i n  l i p o t e i c h o i c  a c i d .  :  P r o c  

N a t l  A c a d  S c i  U  S  A .  1 0 8  S u p p l  1 :  4 6 2 3  -  4 6 3 0 . ,  2 0 1 0 .  

6 9 .  Ta k e d a  K ,  K a i s h o  T,  A k i r a  S .  To l l - l i k e  r e c e p t o r s .  :  A n n u  R e v  

I m m u n o l  2 1 :  3 3 5  -  3 7 6 . ,  2 0 0 3 .  

7 0 .  K a i s h o  T,  A k i r a  S .  To l l - l i k e  r e c e p t o r  f u n c t i o n  a n d  s i g n a l i n g .  :  

J  A l l e r g y  C l i n  I m m u n o l  11 7 :  9 7 9  -  9 8 7 . ,  2 0 0 6 .  

7 1 .  K a j i  R ,  K i y o s h i m a - S h i b a t a  J ,  N a g a o k a  M ,  N a n n o  M ,  S h i d a  K .  

B a c t e r i a l  t e i c h o i c  a c i d s  r e v e r s e  p r e d o m i n a n t  I L - 1 2  p r o d u c t i o n  

i n d u c e d  b y  c e r t a i n  l a c t o b a c i l l u s  s t r a i n s  i n t o  p r e d o m i n a n t  I L - 1 0  

p r o d u c t i o n  v i a  T L R 2 - d e p e n d e n t  E R K  a c t i v a t i o n  i n  

m a c r o p h a g e s .  :  J  I m m u n o l  1 8 4  ( 7 ) :  3 5 0 5  -  3 5 1 3 . ,  2 0 1 0 .  

7 2 .  L i t i n s k i y  M B ,  N a r d e l l i  B ,  H i l b e r t  D M ,  H e  B ,  S c h a f f e r  A ,  C a s a l i  

P,  C e r u t t i  A .  D C s  i n d u c e  C D 4 0 - i n d e p e n d e n t  i m m u n o g l o b u l i n  

c l a s s  s w i t c h i n g  t h r o u g h  B Ly S  a n d  A P R I L .  :  N a t  i m m u n o l  3  ( 9 ) :  

8 2 2  -  8 2 9 . ,  2 0 0 2 .  

7 3 .  K u n i m o t o  D Y,  N o r d a n  R P,  S t r o b e r  W .  I L - 6  i s  a  p o t e n t  c o f a c t o r  

o f  I L - 1  i n  I g M  s y n t h e s i s  a n d  o f  I L - 5  i n  I g A s y n t h e s i s .  :  J  I m m u n o l  

1 4 3  ( 7 ) :  2 2 3 0  -  2 2 3 5 . ,  1 9 8 9 .  

7 4 .  R a m s a y  A J ,  H u s b a n d  A J ,  R a m s h a w  I A ,  B a o  S ,  M a t t h a e i  K I ,  
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K o e h l e r  G ,  K o p f  M .  T h e  r o l e  o f  i n t e r l e u k i n - 6  i n  m u c o s a l  I g A 

a n t i b o d y  r e s p o n s e s  i n  v i v o .  :  S c i e n c e  2 6 4  ( 5 1 5 8 ) :  5 6 1  -  5 6 3 . ,  

1 9 9 4 .  

7 5 .  S a t o  A ,  H a s h i g u c h i  M ,  To d a  E ,  I w a s a k i  A ,  H a c h i m u r a  S ,  

K a m i n o g a w a  S .  C D 11 b +  P e y e r ' s  p a t c h  d e n d r i t i c  c e l l s  s e c r e t e  

I L - 6  a n d  i n d u c e  I g A s e c r e t i o n  f r o m  n a i v e  B  c e l l s .  :  J  I m m u n o l  

1 7 1  ( 7 ) :  3 6 8 4  -  3 6 9 0 . ,  2 0 0 3 .  

7 6 .  K a w a i  T,  A k i r a  S .  T h e  r o l e  o f  p a t t e r n - r e c o g n i t i o n  r e c e p t o r s  i n  

i n n a t e  i m m u n i t y :  u p d a t e  o n  To l l - l i k e  r e c e p t o r s .  :  N a t  I m m u n o l  

11 :  3 7 3  -  3 8 4 . ,  2 0 1 0 .  

7 7 .  H a r a t a  G ,  H e  F,  K a w a s e  M ,  H o s o n o  A ,  Ta k a h a s h i  K ,  

K a m i n o g a w a  S .  D i f f e r e n t i a t e d  i m p l i c a t i o n  o f  L a c t o b a c i l l u s  G G  

a n d  L .  g a s s e r i  T M C 0 3 5 6  t o  i m m u n e  r e s p o n s e s  o f  m u r i n e  P e y e r ' s  

p a t c h .  :  M i c r o b i o l  I m m u n o l  5 3 ( 8 ) : 4 7 5 - 4 8 0 .  ,  2 0 0 9 .  

7 8 .  松 本 一 朗 、 阿 部 啓 子 .  ニ ュ ー ト リ ゲ ノ ミ ク ス .  :  化 学 と 生 物  

4 5  ( 4 ) :  2 4 6  -  2 5 1 . ,  2 0 0 7 .  

7 9 .  高 橋 陽 子 .  ニ ュ ー ト リ ゲ ノ ミ ク ス に よ る 食 品 の 機 能 性 解 析 .  :  

脂 質 栄 養 学  2 1  ( 1 ) :  5 1  -  5 7 . ,  2 0 1 2 .  

8 0 .  Te a m . ,  R  D e v e l o p m e n t  C o r e .  ‘ ‘ R :  A L a n g u a g e  a n d  

E n v i r o n m e n t  f o r  S t a t i s t i c a l  C o m p u t i n g ’ ’ .  :  R  F o u n d a t i o n  f o r  

S t a t i s t i c a l  C o m p u t i n g ,  V i e n n a ,  A u s t r i a . ,  2 0 0 6 .  

8 1 .  G e n t l e m a n  R C ,  C a r e y  V J ,  B a t e s  D M ,  B o l s t a d  B ,  D e t t l i n g  M ,  

D u d o i t  S ,  E l l i s  B ,  G a u t i e r  L ,  G e  Y,  G e n t r y  J ,  H o r n i k  K ,  H o t h o r n  T,  
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H u b e r  W ,  I a c u s  S ,  I r i z a r r y  R ,  L e i s c h  F,  L i  C ,  M a e c h l e r  M ,  

R o s s i n i  A J ,  S a w i t z k i  G ,  S m i t h  C ,  S m y t h  G ,  T i e r n e y  L ,  Ya n g  J Y,  

Z h a n g  J .  B i o c o n d u c t o r :  o p e n  s o f t w a r e  d e v e l o p m e n t  f o r  

c o m p u t a t i o n a l  b i o l o g y  a n d  b i o i n f o r m a t i c s .  :  J  G e n o m e  B i o l  5 :  

R 8 0 . ,  2 0 0 4 .  

8 2 .  C h e n  Z ,  M c G e e  M ,  L i u  Q ,  S c h e u e r m a n n  R H .  A d i s t r i b u t i o n  

f r e e  s u m m a r i z a t i o n  m e t h o d  f o r  A f f y m e t r i x  G e n e C h i p  a r r a y s .  :  

B i o i n f o r m a t i c s  2 3 :  3 2 1  -  3 2 7 . ,  2 0 0 7 .  

8 3 .  B r e i t l i n g  R ,  A r m e n g a u d  P,  A m t m a n n  A ,  H e r z y k  P.  R a n k  

p r o d u c t s :  a  s i m p l e ,  y e t  p o w e r f u l ,  n e w  m e t h o d  t o  d e t e c t  

d i f f e r e n t i a l l y  r e g u l a t e d  g e n e s  i n  r e p l i c a t e d  m i c r o a r r a y  

e x p e r i m e n t s .  :  F E B S  L e t t  5 7 3 :  8 3  -  9 2 . ,  2 0 0 4 .  

8 4 .  H u a n g  d a  W ,  S h e r m a n  B T,  L e m p i c k i  R A .  S y s t e m a t i c  a n d  

i n t e g r a t i v e  a n a l y s i s  o f  l a r g e  g e n e  l i s t s  u s i n g  D AV I D  

b i o i n f o r m a t i c s  r e s o u r c e s .  :  N a t  P r o t o c  4 :  4 4  -  5 7 . ,  2 0 0 9 .  

8 5 .  B i n n s  D ,  D i m m e r  E ,  H u n t l e y  R ,  B a r r e l l  D ,  O ' D o n o v a n  C ,  

A p w e l i e r  R .  Q u i c k G O :  a  w e b - b a s e d  t o o l  f o r  G e n e  O n t o l o g y  

s e a r c h i n g .  :  B i o i n f o r m a t i c s  2 5 :  3 0 4 5  -  3 0 4 6 . ,  2 0 0 9 .  

8 6 .  B e n j a m i n i  Y,  H o c h b e r g  Y.  C o n t r o l l i n g  t h e  f a l s e  d i s c o v e r y  

r a t e :  a  p r a c t i c a l  a n d  p o w e r f u l  a p p r o a c h  t o  m u l t i p l e  t e s t i n g .  :  J  

R o y  S t a t  S o c  5 7 :  2 8 9  -  3 0 0 . ,  1 9 9 5 .  

8 7 .  本 田  賢 也 .  腸 内 細 菌 に よ る T h 1 7 細 胞 分 化 .  :  生 化 学  8 2  

( 11 ) :  1 0 6 0  -  1 0 6 4 . ,  2 0 1 2 .  
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8 8 .  G a f f e n  S L .  A n  o v e r v i e w  o f  I L - 1 7  f u n c t i o n  a n d  s i g n a l i n g .  :  

C y t o k i n e  4 3 :  4 0 2  -  4 0 7 . ,  2 0 0 8 .  

8 9 .  Tu m a n o v  AV,  G r i v e n n i k o v  S I ,  K r u g l o v  A A ,  S h e b z u k h o v  Y V,  

K o r o l e v a  E P,  P i a o  Y,  C u i  C Y,  K u p r a s h  D V,  N e d o s p a s o v  S A .  

C e l l u l a r  s o u r c e  a n d  m o l e c u l a r  f o r m  o f  T N F  s p e c i f y  i t s  d i s t i n c t  

f u n c t i o n s  i n  o r g a n i z a t i o n  o f  s e c o n d a r y  l y m p h o i d  o r g a n s .  :  B l o o d  

11 6  ( 1 8 ) :  3 4 5 6  -  3 4 6 4 . ,  2 0 1 0 .  

9 0 .  S c h w i c k e r t  TA ,  L i n d q u i s t  R L ,  S h a k h a r  G ,  L i v s h i t s  G ,  S k o k o s  

D ,  K o s c o - V i l b o i s  M H ,  D u s t i n  M L ,  N u s s e n z w e i g  M C .  I n  v i v o  

i m a g i n g  o f  g e r m i n a l  c e n t r e s  r e v e a l s  a  d y n a m i c  o p e n  s t r u c t u r e .  :  

N a t u r e  4 4 6  ( 7 1 3 1 ) :  8 3  -  8 7 . ,  2 0 0 7 .  

9 1 .  A l l e n  C D ,  O k a d a  T,  Ta n g  H L ,  C y s t e r  J G .  I m a g i n g  o f  g e r m i n a l  

c e n t e r  s e l e c t i o n  e v e n t s  d u r i n g  a f f i n i t y  m a t u r a t i o n .  :  S c i e n c e  

3 1 5  ( 5 8 11 ) :  5 2 8  -  5 3 1 . ,  2 0 0 7 .  

9 2 .  K a d o t a  K ,  N a k a i  Y,  S h i m i z u  K .  R a n k i n g  d i f f e r e n t i a l l y  

e x p r e s s e d  g e n e s  f r o m  A f f y m e t r i x  g e n e  e x p r e s s i o n  d a t a :  

m e t h o d s  w i t h  r e p r o d u c i b i l i t y,  s e n s i t i v i t y,  a n d  s p e c i f i c i t y.  :  

A l g o r i t h m s  M o l  B i o l  4 :  7 . ,  2 0 0 9 .  

9 3 .  L i  J ,  D u  J ,  L i u  D ,  C h e n g  B ,  F a n g  F,  W e n g  L ,  W a n g  C ,  L i n g  C .  

G i n s e n o s i d e  R h 1  p o t e n t i a t e s  d e x a m e t h a s o n e ' s  

a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  f o r  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e  b y  

r e v e r s i n g  d e x a m e t h a s o n e - i n d u c e d  r e s i s t a n c e .  :  A r t h r i t i s  R e s  

T h e r  1 6  ( 3 ) :  R 1 0 6 . ,  2 0 1 4 .  
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9 4 .  河 内 知 恵 、西 澤 孝 志 、稲 川 裕 之 、杣 源 一 郎 .  免 疫 調 節 食 品  免

疫 増 強 お よ び 自 然 治 癒 力 強 化 を 特 徴 と す る 安 全 安 心 な 糖 脂 質 素

材 の 開 発 .  :  食 品 工 業  5 4  ( 2 ) :  5 2  -  6 1 . ,  2 0 1 0 .  

9 5 .  M a r s h a l l  J C .  L i p o p o l y s a c c h a r i d e :  a n  e n d o t o x i n  o r  a n  

e x o g e n o u s  h o r m o n e ?  :  C l i n  I n f e c t  D i s  4 1  S u p p l  7 :  S 4 7 0  -  4 8 0 . ,  

2 0 0 5 .  

9 6 .  L a v e r  W G ,  A i r  G M ,  W e b s t e r  R G .  M e c h a n i s m  o f  a n t i g e n i c  d r i f t  

i n  i n f l u e n z a  v i r u s .  A m i n o  a c i d  s e q u e n c e  c h a n g e s  i n  a n  

a n t i g e n i c a l l y  a c t i v e  r e g i o n  o f  H o n g - K o n g  ( H 3 N 2 )  i n f l u e n z a  v i r u s  

h e m a g g l u t i n i n .  :  J  M o l  B i o l  1 4 5 :  3 3 9  -  3 6 1 . ,  1 9 8 1 .  

9 7 .  B o t h  G W ,  S l e i g h  M J ,  C o x  N J ,  K e n d a l  A P.  A n t i g e n i c  d r i f t  i n  

i n f l u e n z a  v i r u s  H 3  h e m a g g l u t i n i n  f r o m  1 9 6 8  t o  1 9 8 0 :  M u l t i p l e  

e v o l u t i o n a r y  p a t h w a y s  a n d  s e q u e n t i a l  a m i n o  a c i d  c h a n g e s  a t  

k e y  a n t i g e n i c  s i t e s .  :  J  V i r o l  4 8 :  5 2  -  6 0 . ,  1 9 8 3 .  

9 8 .  W i l s o n  I A ,  C o x  N J .  S t r u c t u r a l  b a s i s  o f  i m m u n e  r e c o g n i t i o n  o f  

i n f l u e n z a  v i r u s  h e m a g g l u t i n i n .  :  A n n u  R e v  I m m u n o l  8 :  7 3 7  -  7 7 1 . ,  

1 9 9 0 .  

9 9 .  C o x  N J ,  B e n d e r  C A .  T h e  m o l e c u l a r  e p i d e m i o l o g y  o f  i n f l u e n z a  

v i r u s e s .  :  S e m i n  V i r o l  6 :  3 5 9  -  3 7 0 . ,  1 9 9 5 .  

1 0 0 .  J o h a n s e n  F E ,  B a e k k e v o l d  E S ,  C a r l s e n  H S ,  F a r s t a d  I N ,  S o l e r  

D ,  B r a n d t z a e g  P.  R e g i o n a l  i n d u c t i o n  o f  a d h e s i o n  m o l e c u l e s  a n d  

c h e m o k i n e  r e c e p t o r s  e x p l a i n s  d i s p a r a t e  h o m i n g  o f  h u m a n  B  

c e l l s  t o  s y s t e m i c  a n d  m u c o s a l  e f f e c t o r  s i t e s :  d i s p e r s i o n  f r o m  
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t o n s i l s .  :  B l o o d  1 0 6  ( 2 ) :  5 9 3  -  6 0 0 . ,  2 0 0 5 .  

1 0 1 .  E n g l i s h  K ,  B r a d y  C ,  C o r c o r a n  P,  C a s s i d y  J P,  M a h o n  B P.  

I n f l a m m a t i o n  o f  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  C C L 2 8  

a n d  C C R 1 0  e x p r e s s i o n  i n  a  m u r i n e  m o d e l  o f  a l l e r g i c  a s t h m a .  :  

I m m u n o l  L e t t  1 0 3  ( 2 ) :  9 2  -  1 0 0 . ,  2 0 0 6 .  

1 0 2 .  P a n  J ,  K u n k e l  E J ,  G o s s l a r  U ,  L a z a r u s  N ,  L a n g d o n  P,  

B r o a d w e l l  K ,  V i e r r a  M A ,  G e n o v e s e  M C ,  B u t c h e r  E C ,  S o l e r  D .  A 

n o v e l  c h e m o k i n e  l i g a n d  f o r  C C R 1 0  a n d  C C R 3  e x p r e s s e d  b y  

e p i t h e l i a l  c e l l s  i n  m u c o s a l  t i s s u e s .  :  J  I m m u n o l  1 6 5  ( 6 )  :  2 9 4 3  -  

2 9 4 9 . ,  2 0 0 0 .  

1 0 3 .  K o t a n i  Y,  K u n i s a w a  J ,  S u z u k i  Y,  S a t o  I ,  S a i t o  T,  To b a  M ,  

K o h d a  N ,  K i y o n o  H .  R o l e  o f  L a c t o b a c i l l u s  p e n t o s u s  S t r a i n  b 2 4 0  

a n d  t h e  To l l - l i k e  r e c e p t o r  2  a x i s  i n  P e y e r ' s  p a t c h  d e n d r i t i c  

c e l l - m e d i a t e d  i m m u n o g l o b u l i n  A e n h a n c e m e n t .  :  P L o S  O n e  9 :  

e 9 1 8 5 7 . ,  2 0 1 4 .  

1 0 4 .  S a k a i  F,  H o s o y a  T,  O n o - O h m a c h i  A ,  U k i b e  K ,  O g a w a  A ,  

M o r i y a  T,  K a d o o k a  Y,  S h i o z a k i  T,  N a k a g a w a  H ,  N a k a y a m a  Y,  

M i y a z a k i  T.  L a c t o b a c i l l u s  g a s s e r i  S B T 2 0 5 5  i n d u c e s  T G F - β  

e x p r e s s i o n  i n  d e n d r i t i c  c e l l s  a n d  a c t i v a t e s  T L R 2  s i g n a l  t o  

p r o d u c e  I g A i n  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e .  :  P L o S  O n e  2 1 ;  9  ( 8 ) :  

e 1 0 5 3 7 0 ,  2 0 1 4 .  

1 0 5 .  S w i n b a n k s  D ,  O ' B r i e n  J .  J a p a n  e x p l o r e s  t h e  b o u n d a r y  

b e t w e e n  f o o d  a n d  m e d i c i n e .  :  N a t u r e  3 6 4  ( 6 4 3 4 ) :  1 8 0 . ,  1 9 9 3 .  
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1 0 6 .  A r a i  S .  P e r s p e c t i v e  f u n c t i o n a l  f o o d  s c i e n c e .  :  J  S c i  F o o d  

A g r i c  8 5 : 1 6 0 3  -  1 6 0 5 . ,  2 0 0 5 .  

1 0 7 .  A r a i  S ,  Ya s u o k a  A ,  A b e  K .  F u n c t i o n a l  f o o d  s c i e n c e  a n d  f o o d  

f o r  s p e c i f i e d  h e a l t h  u s e  p o l i c y  i n  J a p a n :  s t a t e  o f  t h e  a r t .  :  C u r r  

O p i n  L i p i d o l  1 9  ( 1 ) :  6 9  -  7 3 . ,  2 0 0 8 .  

1 0 8 .  Ta u b e n b e r g e r  J K ,  M o r e n s  D M .  I n f l u e n z a :  t h e  o n c e  a n d  

f u t u r e  p a n d e m i c .  :  P u b l i c  H e a l t h  R e p  1 2 5  S u p p l  3 :  1 6  -  2 6 . ,  

2 0 1 0 .  

1 0 9 .  M c C a u g h e y  C .  I n f l u e n z a :  a  v i r u s  o f  o u r  t i m e s .  :  U l s t e r  M e d  J  

7 9  ( 2 ) :  4 6  -  5 1 . ,  2 0 1 0 .  

11 0 .  Ta b a n e l l i  G ,  B u r n s  P,  P a t r i g n a n i  F,  G a r d i n i  F,  L a n c i o t t i  R ,  

R e i n h e i m e r  J ,  V i n d e r o l a  G .  E f f e c t  o f  a  n o n - l e t h a l  H i g h  P r e s s u r e  

H o m o g e n i z a t i o n  t r e a t m e n t  o n  t h e  i n  v i v o  r e s p o n s e  o f  p r o b i o t i c  

l a c t o b a c i l l i .  :  F o o d  M i c r o b i o l  3 2  ( 2 ) :  3 0 2  -  3 0 7 . ,  2 0 1 2 .  

111 .  W a k i  N ,  M a t s u m o t o  M ,  F u k u i  Y,  S u g a n u m a  H .  E f f e c t s  o f  

p r o b i o t i c  L a c t o b a c i l l u s  b r e v i s  K B 2 9 0  o n  i n c i d e n c e  o f  i n f l u e n z a  

i n f e c t i o n  a m o n g  s c h o o l c h i l d r e n :  a n  o p e n - l a b e l  p i l o t  s t u d y.  :  L e t t  

A p p l  M i c r o b i o l  5 9  ( 6 ) :  5 6 5  -  5 7 1 . ,  2 0 1 4 .  

11 2 .  Z h a n g  W ,  A z e v e d o  M S ,  W e n  K ,  G o n z a l e z  A ,  S a i f  L J ,  L i  G ,  

Yo u s e f  A E ,  Yu a n  L .  P r o b i o t i c  L a c t o b a c i l l u s  a c i d o p h i l u s  

e n h a n c e s  t h e  i m m u n o g e n i c i t y  o f  a n  o r a l  r o t a v i r u s  v a c c i n e  i n  

g n o t o b i o t i c  p i g s .  :  Va c c i n e  2 6  ( 2 9 - 3 0 ) :  3 6 5 5  -  3 6 6 1 . ,  2 0 0 8 .  

11 3 .  S h u  Q ,  G i l l  H S .  I m m u n e  p r o t e c t i o n  m e d i a t e d  b y  t h e  p r o b i o t i c  
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L a c t o b a c i l l u s  r h a m n o s u s  H N 0 0 1  ( D R 2 0 )  a g a i n s t  E s c h e r i c h i a  

c o l i  O 1 5 7 : H 7  i n f e c t i o n  i n  m i c e .  :  F E M S  I m m u n o l  M e d  M i c r o b i o l  

3 4  ( 1 ) :  5 9  -  6 4 . ,  2 0 0 2 .  

11 4 .  O k a i  S ,  U s u i  F,  Yo k o t a  S ,  H o r i - I  Y,  H a s e g a w a  M ,  N a k a m u r a  T,  

K u r o s a w a  M ,  O k a d a  S ,  Ya m a m o t o  K ,  N i s h i y a m a  E ,  M o r i  H ,  

Ya m a d a  T,  K u r o k a w a  K ,  M a t s u m o t o  S ,  N a n n o  M ,  N a i t o  T,  

W a t a n a b e  Y,  K a t o  T,  M i y a u c h i  E ,  O h n o  H ,  S h i n k u r a  R .  

H i g h - a f f i n i t y  m o n o c l o n a l  I g A r e g u l a t e s  g u t  m i c r o b i o t a  a n d  

p r e v e n t s  c o l i t i s  i n  m i c e .  :  N a t  M i c r o b i o l  1  ( 9 )  :  1 6 1 0 3 ,  2 0 1 6 .  
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論文 の内 容 の 要 旨  

 

論 文 題 目  乳 酸 菌 L a c t o b a c i l l u s  p l a n t a r u m  AYA の 免 疫 賦 活 効 果 と

作 用 機 序 解 析  

 

氏 名  菊 池  洋 介  

 

ヒ ト の 体 表 面 は 、腸 管 、肺 な ど の 粘 膜 や 皮 膚 に 保 護 さ れ て い る 。

腸 管 粘 膜 は 、 ウ イ ル ス 、病 原 細 菌 や そ れ ら が 分 泌 す る 毒 素 等 の 外

界 因 子 を 排 除 す る 免 疫 組 織 と し て 、 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。

そ の 免 疫 機 能 を 司 っ て い る の が 、腸 管 関 連 リ ン パ 組 織  ( G A LT:  g u t  

a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  t i s s u e )  の 中 心 器 官 で あ る パ イ エ ル 板 で あ る 。

パ イ エ ル 板 で は 、腸 管 内 腔 か ら 腸 管 上 皮 の M 細 胞 を 介 し て 取 り 込

ま れ た 抗 原 が 、 樹 状 細 胞 等 に 提 示 さ れ る 。 そ の 結 果 、

i m m u n o g l o b u l i n  A ( I g A )  を 産 生 す る I g A 陽 性 B 細 胞 が 産 生 さ れ 、

粘 膜 組 織 へ の 移 行 、形 質 細 胞 へ の 分 化 を 経 て 、I g A が 産 生 さ れ る 。

そ れ が 腸 管 へ 分 泌 さ れ 、ウ イ ル ス 等 の 抗 原 と 結 合 し 、 中 和 す る こ

と で 免 疫 機 能 が 発 揮 さ れ る 。ま た 、気 道 の 免 疫 組 織 で あ る 気 管 支

随 伴 リ ン パ 組 織  ( B A LT:  b r o n c h u s - a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  t i s s u e )  

で も 、 I g A が 分 泌 さ れ て い る 。 G A LT で 活 性 化 さ れ た I g A 陽 性 B

細 胞 は 、 体 内 を 循 環 後 に B A LT へ も 伝 達 さ れ 、 気 道 粘 膜 に お け る

I g A の 分 泌 に も 貢 献 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る 。  

近 年 、 粘 膜 免 疫 を 亢 進 す る 食 品 素 材 と し て 、 I g A 分 泌 を 亢 進 す
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る 乳 酸 菌 が 注 目 さ れ て い る 。 I g A 分 泌 の 亢 進 は 、 ウ イ ル ス 等 感 染

症 の 原 因 と な る 抗 原 の 中 和 を 促 進 し 、 症 状 の 緩 和 が 期 待 さ れ る 。

例 え ば 、イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に つ い て 、複 数 の 乳 酸 菌 株 の 死

菌 が そ の 罹 病 症 状 に 対 し て 緩 和 効 果 を 示 す こ と が 報 告 さ れ て い

る 。し か し 、そ の 症 状 緩 和 効 果 の 詳 細 な 作 用 機 序 は 明 ら か に さ れ

て い な か っ た 。よ っ て 、 イ ン フ ル エ ン ザ の 症 状 を 緩 和 さ せ る 効 果

を 有 し 、そ の 作 用 機 序 が 明 ら か な 乳 酸 菌 株 を 見 出 す こ と は 、食 品

開 発 の 面 か ら 非 常 に 価 値 が 高 い と い え る 。 本 研 究 は 、食 を 通 し た

健 康 で 豊 か な 生 活 づ く り へ の 貢 献 を 最 終 目 的 と し 、乳 酸 菌 株 を 利

用 し た 機 能 性 食 品 の 開 発 を 目 指 し て 開 始 し た 。 I g A 分 泌 亢 進 作 用

を 有 す る 乳 酸 菌 株 を 見 出 し 、 そ の 作 用 機 序 を 明 ら か に す る こ と 、

さ ら に は 、イ ン フ ル エ ン ザ 罹 病 症 状 の 緩 和 効 果 を 示 す こ と を 目 的

と し た 。  

 

1． I g A 分 泌 を 亢 進 す る 乳 酸 菌 株 の 選 抜 と 必 要 な 用 量  

は じ め に 、パ イ エ ル 板 か ら の I g A 分 泌 亢 進 能 を 持 つ 乳 酸 菌 株 を

探 索 す る た め 、 e x  v i v o 試 験 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 し た 。

B A L B / c マ ウ ス パ イ エ ル 板 細 胞 の 初 代 培 養 系 に 、 発 酵 食 品 （ パ ン

の 発 酵 種 、 漬 物 他 ） 由 来 の 1 4 0 種 類 の 乳 酸 菌 株 の 死 菌 を 添 加 し 、

上 清 の I g A 分 泌 濃 度 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 I g A 分 泌 亢 進 作 用 を

示 す 乳 酸 菌 株 を 複 数 見 出 し た 。 次 に 、 I g A 分 泌 亢 進 能 が 高 い 上 位

3 菌 株 を 選 抜 し 、 マ ウ ス に 各 乳 酸 菌 株 粉 末 を 5 %含 む 混 餌 食 を 4

週 間 摂 餌 さ せ 、 パ イ エ ル 板 を 摘 出 し て そ の 初 代 培 養 を 行 い 、 I g A
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分 泌 亢 進 効 果 を 評 価 し た 。 こ の 試 験 で 、 I g A 分 泌 量 を 有 意 に 高 め

た 乳 酸 菌 株 を 1 種 特 定 し 、 L a c t o b a c i l l u s  p l a n t a r u m  AYA と 命 名 し

た 。  

I g A 分 泌 量 亢 進 効 果 の 必 要 用 量 を 決 定 す る 為 、L .  p l a n t a r u m  AYA

粉 末 を 重 量 比 で 0 . 3 %、お よ び 0 . 0 3 %加 え た 餌 を 調 製 し て マ ウ ス に

4 週 間 摂 取 さ せ る と 、 い ず れ の 餌 を 摂 取 し て も 腸 管 で の I g A 分 泌

量 が 有 意 に 増 加 し た 。 0 . 0 3 %含 有 餌 に つ い て 1 日 当 た り の 平 均 摂

取 量 か ら 換 算 し た 結 果 、 L .  p l a n t a r u m  AYA 粉 末 を 1 日 あ た り 0 . 7 2  

m g で 4 週 間 経 口 摂 取 す る と 、 マ ウ ス 腸 管 の I g A 分 泌 量 が 有 意 に

増 加 す る こ と を 明 ら か に し た 。  

 

2． L .  p l a n t a r u m  AYA の I g A 分 泌 亢 進 効 果 の 作 用 機 序 の 解 析  

L .  p l a n t a r u m  AYA の 摂 取 に て I g A の 分 泌 が 亢 進 す る 作 用 機 序 の

解 明 を 目 指 し 、 各 種 パ イ エ ル 板 初 代 培 養 細 胞 の 培 養 に 、 L .  

p l a n t a r u m  AYA 粉 末 を 加 え 、 相 互 作 用 を 解 析 し た 。 I g A 陽 性 B 細

胞 に L .  p l a n t a r u m  AYA 粉 末 を 加 え て 培 養 し た が 、 I g A 分 泌 量 に 差

は 見 ら れ な か っ た 。 し か し 、 こ れ ら に 樹 状 細 胞 を 加 え て 共 培 養 し

た と こ ろ 、I g A 分 泌 量 が 有 意 に 増 加 し た 。よ っ て 、L .  p l a n t a r u m  AYA

と 樹 状 細 胞 の 作 用 が 重 要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 そ こ で 、 樹 状

細 胞 に L .  p l a n t a r u m  AYA 粉 末 を 添 加 し て 培 養 し た と こ ろ 、

i n t e r l e u k i n - 6 の 遺 伝 子 発 現  ( I l 6 )、 並 び に タ ン パ ク 質 分 泌  ( I L - 6 )  

が 有 意 に 亢 進 さ れ た 。 樹 状 細 胞 と I g A 陽 性 B 細 胞 の 共 培 養 系 に 、

L .  p l a n t a r u m  AYA 粉 末 と と も に I L - 6 抗 体 を 加 え る と 、 I g A 分 泌 量



162 

の 亢 進 効 果 が キ ャ ン セ ル さ れ た 。 よ っ て I g A 分 泌 亢 進 に は 、 パ イ

エ ル 板 に お け る I L - 6 の 分 泌 亢 進 が 必 須 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 

続 い て 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 認 識 す る 樹 状 細 胞 の 受 容 体 同 定 を

目 指 し た 。パ イ エ ル 板 細 胞 に L .  p l a n t a r u m  AYA 粉 末 を 添 加 し た 培

養 系 に 、 t o l l - l i k e  r e c e p t o r  2  ( T L R - 2 )  の 抗 体 を 加 え る と 、 I g A 分 泌

亢 進 効 果 が 有 意 に 抑 制 さ れ た 。 よ っ て 、 L .  p l a n t a r u m  AYA は 樹 状

細 胞 に 認 識 さ れ 、そ こ か ら の I L - 6 分 泌 が 亢 進 さ れ る こ と で 、パ イ

エ ル 板 か ら の I g A 分 泌 を 亢 進 し て い る と 考 え ら れ た 。 ま た 、 L .  

p l a n t a r u m  AYA が 樹 状 細 胞 の T L R - 2 に 認 識 さ れ て い る 可 能 性 を 示

し た 。  

 

3． I g A 分 泌 亢 進 以 外 の 免 疫 調 節 機 能 の 検 討  

L .  p l a n t a r u m  AYA が 有 す る I g A 分 泌 亢 進 以 外 の 免 疫 機 能 の 推 定

を 目 的 に 、ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 解 析 を 行 っ た 。L .  p l a n t a r u m  AYA

粉 末 を 含 む 精 製 飼 料 を マ ウ ス に 4 週 間 摂 取 さ せ 、パ イ エ ル 板 細 胞

か ら t o t a l  R N A を 抽 出 し 、 D N A マ イ ク ロ ア レ イ 試 験 を 実 施 し た 。

d i s t r i b u t i o n - f r e e  w e i g h t e d  m e t h o d  ( D FW 法 )  で 正 規 化 し た 遺 伝 子

発 現 情 報 を 用 い て R a n k  P r o d u c t 法 に よ る 群 間 比 較 を 行 っ た 結 果 、

L .  p l a n t a r u m  AYA 粉 末 の 摂 取 で 発 現 が 上 昇 す る 遺 伝 子 が 1 2 4 個 、

抑 制 さ れ る 遺 伝 子 が 1 4 4 個 抽 出 さ れ た （ F D R  <  0 . 0 5）。  

G e n e  O n t o l o g y 解 析 に て 、 発 現 が 有 意 に 変 動 し た 遺 伝 子 群 に 濃

縮 さ れ た 機 能 の 推 定 を 行 っ た （ F D R  <  0 . 1）。 そ の 結 果 、 発 現 が 亢

進 さ れ た 遺 伝 子 群 よ り 、 i m m u n o g l o b u l i n  h e a v y  c h a i n  ( g a m m a  
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p o l y p e p t i d e )  な ど の 抗 体 産 生 の 亢 進 、お よ び B 細 胞 の 活 性 化 が 推

測 さ れ 、 獲 得 免 疫 の 活 性 化 が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、 補 体 を 誘 導 す る

m a n n o s e - b i n d i n g  l e c t i n  ( p r o t e i n  C )  2、 お よ び 炎 症 反 応 を 誘 導 す

る s e r u m  a m y l o i d  A 1 等 の 遺 伝 子 発 現 も 亢 進 さ れ て お り 、自 然 免 疫

の 活 性 化 も 示 唆 さ れ た 。 一 方 、 発 現 が 抑 制 さ れ た 遺 伝 子 群 で は 濃

縮 さ れ た 機 能 は み ら れ な か っ た 。  

次 に 、 I n g e n u i t y  P a t h w a y  A n a l y s i s を 実 施 し 、 発 現 が 亢 進 し た

遺 伝 子 群 の パ ス ウ ェ イ 上 流 の 活 性 を 予 測 し た 結 果 、 I L - 6、 t u m o r  

n e c r o s i s  f a c t o r - α  ( T N F )  等 の 発 現 亢 進 が 示 唆 さ れ た 。 I L - 6 の 発 現

亢 進 は 、 L .  p l a n t a r u m  AYA 粉 末 の 添 加 で 、 パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 か

ら の I L - 6 の 分 泌 が 有 意 に 亢 進 し た e x  v i v o 試 験 の デ ー タ を 支 持 す

る 結 果 で あ っ た 。ま た 、T N F は パ イ エ ル 板 の B 細 胞 か ら 分 泌 さ れ 、

獲 得 免 疫 に 重 要 な 樹 状 細 胞 の 発 達 に 寄 与 す る 因 子 で あ る こ と が

知 ら れ て い る 。  

以 上 の 結 果 か ら 、 L .  p l a n t a r u m  AYA を 摂 取 す る と 炎 症 、 補 体 の

誘 導 を 介 し た 自 然 免 疫 と 、抗 体 の 分 泌 誘 導 を 介 し た 獲 得 免 疫 の 活

性 を 高 め る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

 

4． L .  p l a n t a r u m  AYA の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 感 染 試 験  

L .  p l a n t a r u m  AYA 粉 末 の 摂 取 が 、 ウ イ ル ス 等 の 外 敵 を 中 和 し う

る か 評 価 す る 為 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ X 3 1 株 ） の 感 染 試 験

を 実 施 し た 。マ ウ ス を 通 常 餌 を 摂 取 す る 群 と 5 %  L .  p l a n t a r u m  AYA

混 合 餌 を 摂 取 す る 群 の 2 つ に 分 け 、 4 週 間 飼 育 し 、 各 群 5 匹 ず つ
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解 剖 す る と 、 空 腸 、 回 腸 、 お よ び 、 肺 で I g A の 分 泌 が 有 意 に 亢 進

し た 。 残 り の マ ウ ス に 、 致 死 量 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 経 鼻

感 染 さ せ 、 1 0 匹 /群 に つ い て 感 染 後 生 存 確 認 試 験 を 実 施 し た 。 そ

の 際 、感 染 時 の 体 重 か ら 2 0 %減 を 安 楽 死 の 指 標（ 人 道 的 エ ン ド ポ

イ ン ト ） と し た 。 感 染 1 0 日 後 ま で 生 存 率 を 測 定 し た 結 果 、 通 常

食 摂 取 群 は す べ て の マ ウ ス が 人 道 的 エ ン ド ポ イ ン ト に 達 し た 一

方 、 L .  p l a n t a r u m  AYA 摂 取 群 は 5 匹 が 人 道 的 エ ン ド ポ イ ン ト に 達

し て お ら ず 、 群 間 で 有 意 な 差 が あ っ た 。 以 上 の よ う に 、 L .  

p l a n t a r u m  AYA 粉 末 を 摂 取 す る と 、 腸 管 や 肺 な ど の 粘 膜 で I g A の

産 生 が 亢 進 し 、 イ ン フ ル エ ン ザ に 罹 病 し た と き の 症 状 を 緩 和 す る

効 果 が 示 唆 さ れ た 。  

 

ま と め  

パ ン の 発 酵 種 由 来 の 乳 酸 菌 株 で あ る L .  p l a n t a r u m  AYA 粉 末 を 経

口 摂 取 す る と 、 腸 管 お よ び 肺 粘 膜 で の I g A 分 泌 が 亢 進 す る こ と が

示 さ れ た 。そ の 作 用 機 序 と し て L .  p l a n t a r u m  AYA の 成 分 が 樹 状 細

胞 に 認 識 さ れ て I L - 6 の 分 泌 を 亢 進 し 、 I g A 陽 性 細 胞 か ら 形 質 細 胞

へ の 分 化 を 亢 進 す る こ と が 重 要 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 そ し

て 、 L .  p l a n t a r u m  AYA の 成 分 が 樹 状 細 胞 の T L R - 2 に 認 識 さ れ て い

る 可 能 性 を 示 し た 。 ま た 、 そ れ 以 外 に も 獲 得 免 疫 、 自 然 免 疫 を 高

め て い る こ と を 示 し た 。 そ し て 、 L .  p l a n t a r u m  AYA 粉 末 摂 取 は イ

ン フ ル エ ン ザ 罹 病 時 の 症 状 緩 和 作 用 を 有 す る こ と を 示 し た 。  

以 上 の よ う に 、 乳 酸 菌 株 の 死 菌 の 摂 取 が I g A 分 泌 を 亢 進 し 、 イ
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ン フ ル エ ン ザ の 症 状 を 緩 和 す る こ と 、お よ び そ の 詳 細 な 作 用 機 序

を 、 他 の 研 究 に 先 駆 け て 見 出 し 、 新 し い 機 能 性 食 品 の 素 材 と な り

う る 候 補 を 見 出 し た 。 こ の 素 材 を 活 か す こ と で 、「 食 を 通 し た 健

康 で 豊 か な 生 活 づ く り 」 に 貢 献 で き る よ う さ ら に 研 究 が 発 展 し て

い く こ と を 期 待 す る 。  
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