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L本研究の背景

　1－1．腸内フローラと機能性食品

　ヒトの糞便lg中に1011㎝もの細菌が存在し、腸管内にはβ醐加漉吻〃2、

L㏄伽伽、1頭町㏄α6、5吻伽㎜∫など安全性も高い有用菌、脇召順伽、

P解備、E励㏄燃襯、αd吻励㎜などの嫌気性菌群やEα漉、5肋鱈α45

などの好気性菌群といった有害菌が生息している。健康時には一定のバランス

を保って腸内フローラを形成し、増殖しては腸管下部へ送られて、糞便として

排泄されている。腸内フローラが生体に及ぼす有益な働きとしては、ビタミン、

タンパク質の合成があり、これが宿主に利用される。また、腸内フローラを形

成する常在細菌は、外来病原菌の侵入時にバリアーとなって腸管感染を阻止し、

有用菌による有害菌の増殖抑制作用により腸内環境浄化に働いている。さらに、

有用菌の別体成分は宿主の免疫能を刺激することも知られている。その一方で

腸内常在菌には病原性を有する細菌もあり、宿主の老化と関係し、抗生物質、

免疫抑制剤、制がん剤、副腎皮質ホルモンなどの投与、放射線治療、ストレス

などによる宿主の抵抗力低下時に病原性を発揮する。そのため、有害菌の中に

は日和見感染的に、敗血症、心内膜炎、脳・肝臓・肺の膿腫、膀胱炎、膣炎な

どの原因となり得るものがある。感染症の発症以外にも、有害菌により産生さ

れる腐敗産物（アンモニア、硫化水素、アミン、フェノール、インドールなど）、

細菌毒素、発がん物質（ニトロソ化合物、エポキシド体など）、二次胆汁酸な

どは有害物質として腸管の細胞に直接的な障害を与える。さらに、それらの一

部門吸収されて長期的には各種臓器に障害を与え、発がん、動脈硬化、高血圧、

肝障害、自己免疫性疾患、免疫能の低下など生活習慣病の原因となる可能性が

知られている［1】。

　我が国の平均寿命や健康寿命は、世界でも最高の水準にある。しかし、人口

の急速な高齢化が進む中で、疾病構造が急性伝染病をはじめとする感染性疾患
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から、がん、心臓病、脳卒中などの生活習慣病の増加へと変化している。生活

習慣病は、痛みなどの自覚症状が現れないうちに体内で進行し、最終的に重篤

な症状を呈する。その際には、健全な生活に支障をきたしたり、生命に関わる

状態に陥るために深刻な問題である。　「生活習慣病」の定義は、　「食習慣、運

動習慣、休養、喫煙、飲酒などの生活習慣が、その発症や進行に関与する疾患

群」と規定され、インスリン非依存性糖尿病（成人型糖尿病）、肥満、高脂血

症、高尿酸血症、後天性循環器疾患、大腸癌、高血圧症、肺扁平上皮癌、慢性

気管支炎、肺気腫、アルコール性肝障害、歯周病などが含まれる。従来、成人

病と言われてきた高血圧、がん、糖尿病などは必ずしも成人になってから起こ

るものではなく、幼少期からの不健全な生活習慣の積み重ねや、個人の持つ遺

伝的素因、さらに環境要因が重なり合って起こる疾患である。それゆえ、生活

習慣病予防には幼少期から健康を保っための生活習慣を身につけることが必要

である。積極的に健康を増進し、疾病の一次予防に重点を置いた対策の推進が

急務であるとのことから、医療制度改革の一環として平成15年5月1日から、

「健康増進法」が施行された。健康増進法の基本方針は、医療機関、保健所な

どによる、国民への生活習慣に関する正しい知識の普及と指導、およびその一

環として、公共施設などでの受動喫煙防止に努めることである。

　生活習慣病は、いったん罹患すると薬剤治療では治癒が困難であるが、これ

までの疫学調査によりその危険因子が解明されてきた。そして、日常生活にお

ける食事、運動、休息による一次予防の重要性が広く認識され、その中でも特

に食生活改善による予防効果が確認されている。日本人の食生活が、第二次世

界大戦以降の約50年間に、高塩分・高炭水化物・低動物性タンパク質という旧

来の食事パターンから、動物性タンパク質や脂質の増加にみられる大きな変化

は、感染症や脳出血などを減少させることに貢献している田。しかし、その一・

方で生活習慣病の増加が深刻な問題となってきており、これらの発症に栄養・
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食生活の関連がみられるものも多い。したがって、栄養対策も従来の栄養欠乏

から過剰栄養に焦点をあてたものへと転換を図ることが求められている。

　食品の身体に対する働きは次の三つの機能に大別される。すなわち、一次機

能は、糖質、脂質、たんぱく質および無機質など、生命維持に必要不可欠なエ

ネルギー源や生体構成成分の補給に必要な栄養素としての機能である。二次機

能は、食品自体あるいは食品成分が生体の感覚器に影響を及ぼす感覚機能であ

る。そして、三次機能は生体防御、体内リズムの調節、老化制御、疾患の防止、

疾病の回復調節など生体調節機能であり、その生体調節因子として、タンパク

質、ペプチド、糖質、脂質などが認められている。食品の持つ三次機能に対し

て消費者に適切な情報提供を行う目的で、厚生労働省（旧厚生省）は、平成3

年7月11日「栄養改善法施行規則の一部を改正する省令」により、保健・健康

増進効果が科学的に証明された食品について、特定保健用食品の表示許可制度

を設けた。2004年12月現在、特定保健用食品として認定されている食品は457

品目に及び、おなかの調子を整えたい方に適する食品、カルシウム不足の方に

適する食品、コレステロールが気になる方に適する食品、血圧が高めの方に適

する食品、貧血が気になる方に適する食品、虫歯が気になる方に適する食品、

血糖値が気になる方に適する食品といった7つのカテゴリーに分類されている。

この中でも「おなかの調子を整えたい方に適する食品」は乳酸菌そのものや、

オリゴ糖など腸内有用菌に選択的に代謝される食品成分を配合したものが多く、

長期的には生活習慣病の温床となる腸内フローラバランスの改善を促す効果が

認められている。

14プロバイオティクス、プレバイオティクス、バイオジェニクスとそ

の効能

特定保健用食品では「おなかの調子を整えたい方に適する食品」として整腸
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作用を持つ食品をまとめているが、これらはその成分と作用により、プロバイ

オティクス、プレバイオティクスおよびバイオジェニクスに分類されている。

プロバイオティクスは、腸内フローラバランスの改善などの有効性を示す乳酸

菌などの生きた微生物そのものであり、これを含む食品には発酵乳、ヨーグル

ト、納豆などが挙げられる。

　腸内フローラの重要な機能の一つとして、物理的バリアーと病原菌の定着阻

害による感染の防御がある。腸内フローラに存在するさまざまな細菌種は基質

の代謝、付着場所などにおいて、互いに相乗効果もしくは拮抗効果をもたらし

ながら存在する。しかし、宿主の抵抗力が低下すると腸内の生体調節システム

のバランスが変化し、病原菌や有害物質に対するバリアー性が低下する。しか

し、ある種の経口摂取された微生物が、常在菌叢の平衡と効果的なバリアーを

維持するということが、プロバイオティクスの概念である。1989年にR皿e唖2］

がプロバイオティクスを「口から摂取される生きた微生物で、宿主の腸内微生

物叢のバランスを改善することにより宿主に良い影響を与えるもの」と定義し

た。プロバイオティクス効果をもつ菌株において、安全で病原性がないことは

必須条件で、さらに小腸もしくは結腸に生きたまま到達し、腸管上皮細胞に付

着する能力が高く、ヒトの腸内フローラの自然な構成細菌であるという条件を

満たすことが期待される。同じ菌属、同じ菌種であっても、有益なプロバイオ

ティクス効果は菌株レベルで異なる。現在まで、科学的に証明されたプロバイ

オティクス効果を持つ微生物を含んでいることを表示できる製品は限られてお

り、上記条件を満たした上で、より特徴的なプロバイオティクス効果をもつ菌

株の選別に力点が置かれている。

　　一方、プレバイオティクスとは、腸内での有用菌に選択的に代謝され、増

殖を促進する物質であり、ビフィズス因子としてのオリゴ糖が該当する。オリ

ゴ糖は胃で分解されにくく、主に大腸に定着している即轍吻〃2に利用され
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る。局雌㏄田暇〃7は胃酸に弱く、経口的に摂取したからといって、必ずしもそ

の全量が生菌として大腸に到達するわけではない。したがって、大腸内の

B珈b撤画π初を効率よく増殖させることが重要であり、オリゴ糖がプレバイオ

ティクスとして利用される。バイオジェニックスは、腸内細菌フローラを介す

ることなく、直接、血圧降下作用、免疫賦活作用、コレステロール低下作用、

整腸作用、抗腫瘍作用などの生体調節・生体防御・疾病予防・老化制御などに

働く食品成分とされており、生理活性ペプチド、植物性ポリフェノール、カロ

チノイド、DHA、ビタミンなどの食品成分がこれに該当する。

2．本研究の目的

　瓦プロバイオティクスと感染防御

　プロバイオティクスには前述のように腸管感染症に対する感染防御効果が期

待されるが、近年、病原菌の発育抑制、腸管上皮細胞への付着競合阻害といっ

た特異的メカニズムにより、以下に示すような、病原菌に対する感染防御に特

化した乳酸菌も報告されている。

㎞伽8α膨がOLL2716（LG21）1ま、胃潰瘍や胃がん発症への関与が示唆さ

れている地窃幽即〃わ再抑制効果が報告されている。抑制メカニズムとして

は、乳酸による殺菌作用および胃内での栄養的、空間的競合といった乳酸菌一・

般に考えられる作用機序の他、H〃ぬかのrv型分泌による胃上皮細胞での塾員

産生誘導を抑制し、好中球浸潤による炎症を抑制する可能性が考えられている

［3】。

また、L漁伽ブ㈱●㏄1においても、培養ヒ清にH〃伽の運動性を瞬

時に停止させて細胞粘着性を阻止する強い抗H卿．活性成分が含まれること、

数種の腸管病原細菌（Eα猷5瓠㎜伽や艶順吻）のヒト腸管培養細胞への付

着を加州施で阻害したという報告がある［4・7】。さらに、五ノ伽励LClによるグ
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ラム陰性病原菌の細胞付着および侵入阻害が示され、Eω〃を含む様々な病原

菌や非病原菌の成長阻害効果を有することも明らかになった。Lノ伽ぶ。磁LC　1

は、加聯。および加厩mで活性のある非バクテリオシン抗菌物質を分泌するこ

とも明らかになっている。その他にも、ヒト結腸由来培養細胞（Cac（》2細胞）

に対して、Eα漉’O157：H7とし．」ヒ伽伽OLClを細菌数暴露させた場合、ムノ伽。吻

LCIはEα漉00157：H7の付着を有意に阻害する事が報告されている［妬］。他の研

究では、Eα漉’O157：H7をLJ伽。瞬LClの培養上清とともに培養するとE：αぬ’

O157：H7の生存率が低下することも報告されている［7，8］。

　》Z細菌感染と生体防御の概略（自然免疫、Th1、　Th2反応に着目して）

　図1は細胞性因子を中心にした感染防御機構の概略図である。細菌などの病

原微生物の侵入に対する感染防御機構は、感染後数時間以内に働く生来備わっ

た自然免疫（㎞鵬hnmunity）と、感染数日後から働く適応免疫（adapdve　imm㎜ily）

に分類される。

自然免疫を担う液性因子にはリゾチーム、ラクトフェリン、補体、IFN臓βな

どがあり、細胞因子には上皮系細胞や組織マクロファージなどがある。上皮細

胞は病原体侵入の物理的バリアーとしての働き以外に、皿，8やLARC（1ivα・and

踊v血。年㎎噸ed　ch㎝o屈ne）を産生して好中球、マクロファージ、エフェクタ

ーリンパ球の血管外遊出、集合、活性化に関与する［9］、βデフェンシンを産生

して樹状細胞の集合を誘導する［10］、IL・7や皿，15も産生して上皮間Tリンパ球

（皿）の増殖、活性化因子として働いている。組織マクロファージはTdl－hke

脚健（皿R）をはじめとする多数の表面レセプターによって病原体を認識し、

迅速に貧食や排除を行うとともに炎症性サイトカインを産生する。

　自然免疫において感染後数時間で誘導される早期誘導反応は、食細胞による

自然免疫とTリンパ球とBリンパ球を介する適応免疫との橋渡し的役割を担い、

。10一



（［

齠
�
註
癆
@
区
Q
置
椥
）
区
誰
峯
Q
鯉
騨
羅
握
嶽
鍾
喫
」
り
乙
岳
如
無
名
歯
並
羅
一
士

の
。
鼠
8
』
q
盲
わ
↑
o
咽
×
2
0
梼
。
“
日
↑
Q

　
　
　
の
Q
慌
8
』
α
ヨ
⇒
ト
お
3
名
”
』
↑

の
＝
8
お
2
0
5
口
。
』
臼
。
日
ゐ
o
q
“
Z
Σ
山

　
　
　
　
　
　
の
＝
O
O
O
冨
唱
℃
口
O
℃
”
Q
（
【

　
　
　
　
　
　
o
b
o
邸
』
q
9
8
日
“
合
Σ

の
。
覧
8
‘
q
日
h
＝
d
＝
の
ヨ
旦
8
お
三
鱒
日
日

　
　
　
　
　
　
セ
リ
　
セ
　

露
・
。
∈
愈
｛
⑧
メ

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
N
，
ピ
ノ

層．i

[
ヨ
．
♪
㌧
　
』
ゴ
ー
↓
．
．
．
　
d
．
【
『
幽
　
」

、
．
。
4
，
．
蓬
．
肩
霜
劇

　
　
　
蜘

　
　
　
恥

　
　
一
一
樋

ノ（∋

旦§一②
　　　／恕8

止叩
ヌ望 。◎u

◎
蓋
一
¢）

商一．、
　
　
　
　
　
」
．
o
o
O
O

ヤ
＼
》
、
。
E
。
謹
翻

ダ罫
！ゴ／⊇

　　　　o　　　国
　　　　、一　　9　　　　ロ　　　　　　　　の
　　　　已　　 o
　　　　▲　　・9

　　　　』畦く
　　　　　三「『ノ

’　　　　　三一1　　艦
　　　　　　　　　ロ　　　　　も　の　　　　む

　　　　　　　　軽

　　＼　マ・、書
　　，　　　：ま
　　弘．　　　　　　　　ハす　　　　　　メ蕪
　　　　　　　　　　　　　
　　　　〈9　3　も・ト・・．

一一

Z
〇
一
⑩
旧
一
〇
‘
一
〇
眉
＝
O

　
　
　
　
」
邸
言
O
o
り
O

　
　
　
」
ω
O
、
、

　
恕
。
◎
，
已

“
ご
－
L
Z
ト
．
甲
」
一

　
　
　
／

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
一
g
o
O
一
ρ
O
」
Ω
旧
↑

・・

@
起
團
一
．
．
、
一

毛
甲
」
一

〇
τ
已

O
マ
」

O9、↓ρ，，、O
．
㌧

0
曜、㌦謝

0O
、

●

」
里　

　
0

　
　
　
．
，
《
丸

書
§
∈
葦
O
》
萱
薯
⑩

　
　
・
り
ξ
g
「
．
「
一
三
董
t
Ψ
h

風
▲
T
。
8
▲
1
濫
即
▲
1
專
，
』

①
0
9
0
“
0
9
①
」

O
≧
望
ε
櫓
」
ユ

》
芒
5
∈
三

　
£
頓
5
⊆
＝
噂

O
岬

OO0
！
・
「

〈U
厘
」
〇
一
〇
邸
Ω
2
⊆
O
O
O
‘
U
邸
α

ω
＝
O
O
冠
＝
①
‘
潔
ユ
O
罵
⊆
覇
ω
〇
一
⊆
旧

一11一



適応免疫のタイプを決定する重要な役割も併せもっている。これには炎症性サ

イトカインにより血管外遊走を誘導された好中球、マクロファージ、ナチュラ

ルキラー（NK）細胞、γδ型（T細胞レセプター）T細胞、　M（陽性T（NKT）

細胞、上皮間T細胞、CD5陽性B細胞などが関与する。これらの細胞から産生

されるサイトカインの種類、抗原エピトープの種類と量、抗原提示細胞のアク

セサリー分子などによって、適応免疫の中心的役割を担うヘルパーT細胞の前

駆細胞であるThO細胞からThl、　Th2細胞のどちらに分化するのかが決定され

る。このTh　I、　Th2の起源は骨髄中の造血幹細胞であり、そこから分化した未

熟T細胞は胸腺へ運ばれ、胸腺内で自己反応性の細胞が除去され、CD4かCD8

のいずれかを発現してMHC拘束性を獲得したT細胞へと分化・増殖後、末梢

の免疫組織に移行する。（D8陽性T細胞は細胞障害性T細胞（CTL）として抗

原特異的な細胞性免疫反応を司る。一方、抗原刺激を受ける前段階のCD4陽性

T細胞はナイーブT細胞あるいはThO細胞と呼ばれ、外来抗原の刺激を受ける

ことにより、Th　l細胞あるいはTh2細胞へと分化する。ヘルパーT細胞の分化

には、L・12、　IFN一γあるいは皿，4という特定のサイトカインが決定因子として

不可欠であり、L12やIFN一γはTh2細胞への、1レ4はThl細胞への分化をそれ

ぞれ抑制することで、目的の細胞への分化を誘導している［12］。また、L12や

IFN一γは主にマクロファージや樹状細胞といった抗原提示細胞から産生される

が、抗原提示細胞におけるL・12遺伝子の発現やナイーブT細胞のIL・12に対す

る応答は、インターーフェロン制御因子（IRF－1）により制御されていることも報

告されている［13］。

Th　1細胞はT細胞の増殖を制御する皿2や炎症反応を制御するIFN一γ、　TNF一

βなどのサイトカインを産生し、C皿，の増殖やマクロファージの武装化を促進

し、細胞性免疫による細胞内寄生性微生物（ウイルス、リステリア、リーシュ

マニア、抗酸菌、チフス菌など）に対する感染防御に関与する。Th2細胞は抗
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体産生を行うB細胞の増殖や免疫グロブリンのクラススイッチを制御する脳，

5，6，9，10，13などを産生し、体液性免疫反応により細胞外寄生性微生物（大腸菌、

肺炎球菌、原虫、寄生虫など）に対する感染防御に関与する。Thl細胞、　Th2

細胞は互いが産生するサイトカインによって相互に分化が抑制され、バランス

の取れた免疫反応を維持している。この相互調節機能が破綻すると、一方向性

の過剰な反応が起こり、それが持続することによって各種疾患が引き起こされ

ると考えられている［14］。

このように、ヘルパーT細胞は産生するサイトカインの違いから、Th　lとTh2

という二つの異なる細胞集団に分類され、Th　l細胞とTh2細胞によって多くの

免疫反応がコントロールされ、疾病の発症に関与していることが数多く報告さ

れている［15，16］。

2－a本研究の目的

　近年、加吻伽伽属のプロバイオティクス効果については、「24．プロバイ

オティクスと感染防御」で述べた各種病原細菌に対する感染防御に加え、花粉

症などに対する抗アレルギー作用を含めた様々な研究が展開されている［17，18］。

近年急増している様々なアレルゲンに対するアレルギーの原因として「衛生仮

説」というものがある。戦前から戦時中にかけての1930～1940年代において、

死因の上位3位を占めてきた肺炎・気管支炎、全結核、胃腸炎などの感染性疾

患は、戦後の公衆衛生学の発達により次第に後退し、そのほかの感染症も年を

追う毎に減少傾向となっている。そのなかでも特に細菌感染症の減少が、Thl

反応の未発達を引き起こし、Thl／rh2バランスがTh2優位となることで、アレ

ルギー体質の人が増えているという説である。アレルギー疾患は、免疫系がTh2

細胞偏向となり、B細胞を刺激して免疫グロブリンEσ9E）が過度に産生される

ことにより発症する。新生児の免疫系はTh2型であり、無菌マウスでは成長後
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もTh2型で、19Eに対する経口免疫寛容の成立には腸内細菌が必須であること

が証明されている［19］。また、離乳後に抗生剤で一過性に腸内細菌を除去する

と、成長後もTh2偏向の免疫状態が続くことも報告されている［20］。このよう

に乳幼児期における細菌刺激の低下は、免疫系のホメオスタシスを維持する能

力を低下させ、アレルギー発症に関わっていると考えられている。一方、現代

人は各種ストレスによりTh2優位の状態に陥りやすいが、ストレス抵抗性と腸

内フローラにも関連性が認められている。生体が有害なストレス刺激に暴露さ

れると、視床下部一下垂体一副腎軸（hyp（油幽mic－pi血争覇y一翻のds：HPA　axis）

や交感神経一副腎髄質系を活性化し、糖質コルチコイドやカテコールアミンが

分泌され、ストレス抵抗性を示す。無菌マウスでは拘束ストレスによる血中

AcrH、コルチコステロン上昇反応が増強し、　HPA　axis反応性が充進ずること、

無菌マウスに健常マウスの腸内細菌叢を摂取することにより反応性が減弱する

ことから、腸内フローラはストレス反応の発達を制御している可能性が報告さ

れている［21］。　糖質コルチコイドはヒスタミンの遊離抑制による抗アレルギ

ー効果、線維芽細胞抑制、ホスホリパーゼA2抑制によるロイコトリエン類、プ

ロスタグランジン類といった炎症発現介在物質の生成減少による抗炎症効果を

示すが、その一方で、細菌感染時の発熱やリンパ節の腫脹などの兆候を消失さ

せるという危険もある。このように腸内細菌、特に善玉菌と言われる乳酸菌、

ビフィズス菌によるThl反応の増強、すなわちTh1／n12バランスの改善は、ア

レルギーやストレスに対する抵抗性を高める有効な予防手段であると同時に、

細菌感染に対しても予防的な働きが期待できる。

　そこで、本研究では、細胞内寄生性細菌感染症のモデルとして＆痂傭伽

En一理dis感染モデルラット［22，23］を用い、　Th　1反応を誘導するとされている乳

酸菌函］および新規の各種免疫賦活物質が、自然免疫や適応免疫の各ステージ

に与える影響を試験した。供試菌株、および各物質の免疫学的特徴を捉えると
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ともに、作用点の異なる免疫賦活物質を組合せることでの感染防御効果増強の

可能性についても検討した。

認脚下伽はヒトや動物の腸管内に生息し、食物や水を介して、またヒトから

ヒトに感染する代表的な菌群であり、病原細菌の中でも古くから知られている。

本菌感染症としては飲食物を摂取し胃腸炎を起こす食中毒が最も多い。

＆伽α四駅には多数の血清型が存在するが、原因食品として卵および卵加工品が

代表的な＆珈η喫伽En面価s食中毒が、細菌性食中毒の起因菌として、近年、

最も年間患者数が多く［25］、厚生労働省も特別研究班を組織し、予防対策を検

討している病原菌でもある。

3本研究で用いた乳酸菌と免疫賦活物質について

　本研究では供試細菌として、以下の4菌株を用いた。

　Lαヵ伽伽5燃謝JCMI　l　l2T

　伽り伽Z㎞〃一ATCC53103

　1加ヒ）㎞Z㍑∫jb㎞7　LC　l

　伽伽％鰐ρ㎞η2MCRII64

　これまでに何らかのプロバイオティクス効果が示されている菌種として、

L㏄む伽昭欝ハ鰯例JCMl　l　12T、1如伽掘㎞㎞ATCC53103、　L蜘嘱弾

力㎞7LClを選択した。この3菌株はいずれもヒト糞便中から分離された動

物性乳酸菌である。

　ム㎜謝は、近年、プロバイオティクス乳酸菌として研究が蓄積されてきて

いる［26両28］。本菌は胃酸や胆汁酸に耐性があり、生きたまま腸管に到達して有

害細菌を抑制しながら有用細菌と共生し、腸内フローラを改善する。また、本

菌は生体内のグリセロールを利用して抗菌物質の一種であるロイテリン（3一ヒ

ドロキシプロピオンアルデヒド）を産生する。乳酸菌が産生する抗菌物質、バ
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クテリオシンは、一睡に近縁のグラム陽性細菌に対してのみ抗菌作用を示すが、

ロイテリンはグラム陽性細菌、グラム陰性細菌、酵母、真菌類および原虫に対

しても抗菌性を示すという広い抗菌スペクトルを有している。ロイテリンは、

水溶性で幅広いpH域で有効、さらにタンパク・脂質分解酵素で分解されない

特徴を持っている。最近の研究ではし軍職伽はぶゆ奴欄〃2〃伽の口腔内保菌

数を有意に減少させることが報告されている［29】。本研究ではム臓”の中でも

すでにゲノム解析が終了している菌株として、標準株でもあるJCMl　l　l2T株を

供試することとした。

ム眉㎞ATCC53103は、1985年、　GαbachとGddinによりヒト腸管内から

機能性の高い乳酸菌として分離され、二人の頭文字を取ってGG菌とも呼ばれ

る。本菌の持つ腸管への優れた定着性、耐酸性や耐胆汁性などが評価され、プ

ロバイオティクス乳酸菌として盛んに研究されている。また、ビフィズス菌増

殖作用、便秘改善作用があり、下痢の予防や回復に貢献し、アレルギー予防効

果も報告されている［30－34］。

五力㎞7は、従来のL．偽融伽から独立した菌種である。同様に旧来の分

類でのし．轍伽から独立した乳酸菌は他に5種あり、L．㏄吻励∬グループ

と称される。これらの多くはヒトもしくは動物の腸内に常在する。主にL．

㏄肋卿1伽、五8囎ガ、ム」伽7の3菌種については、プロバイオティクス効果

（整腸作用、血清脂質の改善、抗変異原性、免疫賦活、アレルギー抑制など

［35－37】）が報告され、発酵乳や乳酸菌飲料の製造にも利用されている。五ノ伽彰

LClは、胃酸、胆汁酸抵抗性、ヒト腸上皮細胞に対する付着能に優れ｛4・6，38，39］、

腸管病原菌感染に対する防御機能と免疫応答に対する効果が特許化されている

菌株である。

　乳酸菌は動物の腸管内に限らず、作物を含む植物およびその加工品である漬

け物等にも多数の乳酸菌が存在し、製品の熟成に関与している。そのような植
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物由来の乳酸菌の中から、ヒト糞便中のムチンに対する付着能が前述の動物性

乳酸菌に遜色ない菌株として伽面d〃鋸ρ平皿初〃2MCRI　l　64を選択した。この

菌株は酸耐性、胆汁酸耐性とも優れていることが証明されており、プロバイオ

ティクス効果が期待される。

　一方、免疫賦活物質としてはカシス果汁中から精製されたポリサッカライド

（カシスポリサッカライド＝CAPS）と飾’騨U」1菌の菌体抽出生理活性物質

R＆Uを用いた。

　CAPSが含まれるカシスはユキノシタ科スグリ属に属する植物で、別名ブラ

ックカントとも呼ばれる。欧州からアジアにかけての寒冷地に生息し、広く栽

培され、日常的に食用に供されている果実である。そのため安全性も経験上、

確認されて6る。これまで特定保健用食品として利用されている食物繊維には、

果実由来の食物繊維は含まれておらず、果実由来であれば消費者に対するイメ

ージはより明るく手軽であることから、新たな飲食品用素材としてカシスが探

索され、新規の免疫賦活物質として試験するに至った。

　R＆Uの主要成分をなす飾●翠5（和名：くものすかび）属菌は、中国では醤

油、味噌の発酵菌、酒の製造に古くから利用され、日本国内でも甘藷を原料と

したアルコール製造に利用されており、ヒトに対する病原性等の問題はないと

されている。R＆Uは菌が増殖した培養床を滅菌後、水により抽出して得られた

物質を粉末化したものであり、製品として生菌は含まず、抗生物質様の抗菌作

用もない。急性および慢性毒性試験でも生体に対する悪影響は認められていな

い。これまでに報告されているR＆Uの効能としては、性腺刺激ホルモン放出

促進（ウサギ、マウス）、成長促進（ヒメマス）、SOD活性維持（ラット）、

過酸化脂質生成抑制（ラット）、白血球貫食能の向上および低下防止（ウシ）、

B細胞のマイトジェニック効果（マウス）、細胞増殖効果（H旺a細胞、V㎝

細胞）、Alopeda　X（性ホルモン性脱毛症の総称）に対する改善効果（イヌ）な
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どが挙げられる。R＆Uは上記効能の中でも生殖巣に対する作用を基に製品化さ

れ、その効果が実証されてきた物質であるが、白血球の機能向上を示す報告も

あることから、本研究で免疫賦活物質としての効果を検証した。

K剛wαds一ヘルパーT細胞、マクロファージ、自然免疫、適応免疫、＆伽喫伽

感染、感染防御、乳酸菌
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第1章
Lσc伽加。伽5属細菌による

　甜伽πε伽Enteritidis感染防御効果の検討



第1節　フローサイトメーターによるヘルパーT細胞細胞内

サイトカイン測定系の確立

1．目的

　本研究では、認㎜伽En1㎞価s感染モデルラットを用いて、免疫賦活物質と

考えられる乳酸菌、真菌発酵産物や植物成分などが免疫応答に与える影響を、

自然免疫と適応免疫の両面で評価することを目的としている。

　指標の一つとして、脾臓1型ヘルパーT（Thl）細胞と2型ヘルパーT（Th2）

細胞の動態に着目した。細胞内寄生性細菌である8En面盛disの感染を防御する

ためにはThl反応の増強が必要で、1レ2やIFN一γといったサイトカインの産生

による細胞性免疫の活性化が求められる。これら免疫系の誘導には、緒論の図

1で示したように、各種サイトカインが重要な役割を果たす。各種サイトカイ

ンは、血流に乗って遠隔標的組織を刺激するホルモン類と異なり、産生された

局所において標的細胞を刺激するという機能が生理的に重要である。したがっ

て、血中やリンパ球培養液中のサイトカインを定量するのではなく、個々の細

胞から分泌されるサイトカインの種類や量を測定し、細胞数を直接、計測する

方法が、より生体の状況を反映した結果を得る上で有益となる。一般に用いら

れるEnzyme－1inkαi㎞mun（曲nt㎜y（ELISA）法を利用したサイトカイン濃度

測定では、細胞から培養上清中に分泌されたサイトカインの濃度を測定してお

り、培養されている細胞集団全体のサイトカイン産生を観察することになる。

そのため、大多数の細胞が産生するサイトカインのみが反映されるので、高濃

度のサイトカインを産生する細胞力沙数でも存在すれば、それがその細胞集団

のサイトカイン産生パターン全体を反映するようになってしまうという欠点が

ある。この欠点を補うために、複数種のサイトカイン分泌細胞を同時に分別定

量する方法が考えられ、具体的には岡本らのEnzyme・Hnked　hnmmo瀬
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（ELIsPoT）法［40］を応用したD圃cdαELIsPσr法［41］などがある。

　本研究ではTh　lとTh2両細胞を分別するために、フローサイトメーター

（FCM）による細胞数の測定を行った。その理由は、細胞個々のサイトカイン

産生を明確にでき、少数の細胞や高濃度のサイトカインを産生する細胞も画像

および数値として包括的に測定できること、CD4およびIFN一γ、　IL・4の三重染

色に最適な組合せの蛍光色素標識抗体が存在すること、そのため二次標識など

サンプル調製が煩雑化せず、簡便に測定が行えること、という利点があるから

である。フローサイトメーターは、細胞などの懸濁液を極細の水流として粒子

を1個ずつ順番に流し、そこに照射したレーザー光の散乱光から大きさと形態、

あるいは蛍光抗体による染色などの情報を1秒間に数千個以上の速度で取得し、

それらの相関をヒストグラムとして解析する装置である。

本節では、本研究で使用するラット（Slc：wi血r）について、ヘルパーT細胞サ

ブクラスの比率が計測可能なこと、健常時と3En㎞価s感染時における測定値

に理論的な差異を有することを確認する目的で試験を行った。これは、感染モ

デル系にラットを用いるためには不可欠なバックグラウンド情報となる。また、

F（Mを用いた白血球の複数種サイトカイン同時定量法は、ヒトおよびマウスで

の報告［42，44］、および渋谷［45】の著書を参考にした。

　　本研究で行った動物実験は、麻布大学動物実験ガイドラインに従い、麻布

大学付置生物科学総合研究所で実施した。麻布大学動物実験ガイドラインは

OPRR（㎝ce　fbrP耐面㎝㎞R灘hRi曲）の承認を受けたものである。

一21一



2．材料および方法

　1）実験動物

SPF（s圃。　palhqg㎝㎞）グレード8週齢一雄Wi血rラット（日本SLC株式会社）

の体重約180～200gのものを使用し、1実験群を5匹とした。実験室搬入日よ

り7日間の馴致期間を設け、実験を開始した。飼育環境は、温度22±1℃、湿度

55±5％、照明時間12時間（8時～20時）に設定し、ラットは1匹／ゲージとし、

滅菌蒸留水を給水瓶にて、またラット用放射線滅菌固形試料（CE2、日本クレ

ア）を給餌器にて、それぞれ自由摂取とした。用いた飼育器具はすべて高圧蒸

気滅菌器により滅菌したものを使用した。

　2）5励㎜喫伽Entαiti曲感染モデル動物の作出

　1曲mら［22］およびHεvdaarら［23］の方法に準じて各種条件を設定した。

踊㎎伽En面“disは、ヒトの食中毒患者から分離されたS381株を供試した。

普通培地に接種し、37℃で一晩培養したものをプレ培養液とし、新たな普通培

地に1％量のプレ培養液を添加し、37℃で18時間培養したものを投与菌液とし

た。ラットは投与前日から12時間の絶食を行い、3En㎞五dis投与は日本クレア

株式会社フレキシブルラット用経ロゾンデ（RZ－1）を用い、菌体培養液500μ1

（1～2×1（ヂCFU）をシリンジに吸引した後、直ちに6％重炭酸ナトリウム溶液を

重層するように静かに吸引し、即座にラット胃内へ投与した。6％重炭酸ナトリ

ウム溶液投与は胃酸中和による感染率向上を目的として行った。3En面価disの

投与後、直ちに絶食を解除し、5日問通常飼育した後、剖検を行った。

　3）供試動物の剖検

　実験終了後、飼育施設併設の実験室でラットを安楽死させ、放点した後に腹

腔内より脾臓を摘出した。ラットから摘出した脾臓は、あらかじめカナマイシ

ンを100μ91h皿の濃度で添加したhlv蜘9㎝社のRPMI1640培地（RPMI16姶㎞

培地）2mlを分注した15m1ポリプロピレンチューブに入れへ細胞培養施設に運
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賦した。

　4）FCMによるヘルパーT細胞の測定

　①ラット脾臓からのリンパ球の分離

　RPMI（恥Km培地に浸漬した脾臓を9C㎞mディッシュに移した後に、

RPM16礁Km培地3m1を添加して小粒刀で脾臓を十分細切し、細胞懸濁液を臓

器片を除くために200番ナイロンメッシュを通して新しい15mlチューブに移し

た。再度、ディッシュに5mlのRPM16姶㎞培地を添加し、残った脾臓を同様

に処理して細胞を同じ：15mlチューブに移した。

　脾細胞懸濁液にはリンパ球以外に赤血球、穎粒球など多種の細胞が含まれる

ため、Pα㏄岨（Amer曲m　Bi（痴enoe（）αp．）を用いた密度勾配分離法によりリン

パ球のみ分離した。比重は市販のラット用リンパ球分離離リンフォライトーM

（大日本製薬）を参考に1．0940とした。

　②リンパ球の活性化

　分離したリンパ球を10mlのRPMI16給Km培地に懸濁し、25cm2培養フラス

コに移した後、37℃、5％炭酸ガス下で培養した。10時間後にリンパ球刺激物質

として9m砂回Phybha㎝轡u面n（PHA）溶液（MuI駆Bi（紬L趾）を100μ1添

加し、8時間インキュベートした。

　③抗体による染色

　抗体による細胞表面抗原染色、細胞膜透過処理および細胞内サイトカイン染

色については、渋谷【45】の著書を参考にした。以下にその方法を具体的に示す。

　1．PHAを添加してインキュベーション後、6時間経過時に、最終濃度10μg制

になるようブレフェルディンA溶液（sigm掛Al（hdl　Iho）を添加した。

　2．フラスコを氷上に置き、反応を止めた後、細胞を15mlチューブに移して冷

PBSで2回洗浄した。

　3．1改測／50μ1になるようにPBsで懸濁し、　cy5標識抗ラットcD4抗体
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（554839：BD　Biosd㎝㏄）を10μ1添加し、室温、遮光下で30分間静置した。

　41n皿のPBSで2回洗浄した後、　PBS　250μ1で懸濁、等量の固定液（4％ホル

ムアルデヒド溶液）を加えてよく混合し、室温、遮光下で20分間静置した。

　5．冷PBSで2回洗浄して、遠心後、上清を除去した後に、細胞膜透過用バッ

ファー（α5％サポニン、q5％ウシ血清アルブミン、0．1％アジ化ナトリウム含有

PBS溶液）を150μ1加え、細胞をピペッティングし、室温で10分間静置した。

　6．遠心後、上清を除去し、冷PBs　50μ1で懸濁後、　mc標識抗ラットIFN一γ

抗体（559498：BD　BIosci㎝oe）20μ1、　PE標識抗ラットIL4抗体（555082：BD

Biosd㎝ce）loμ1をそれぞれ加え、室温で30分間インキュベートした。

　7α5％BSA含有PBS溶液で細胞を洗浄後、再度α5％BSA含有PBS溶液1㎡

に懸濁し、FCM解析を行った。

　④FCMによる解析

蜥にはBE㎜CO－CS江デジタノレフ酬トメ一浴ーを用

い、細胞5，000個当たりの各ヘルパーT細胞の数を求めた。

3．結果および考察

本研究ではThlとTh2両細胞の分別に、①前方散乱光（FS）による粒子表面

積、②側方散乱光（SS）による内部構造、③特異抗体の蛍光という各パラメー

タを用いてクラスター解析を行った。

ヒト白血球に対して、FSによる細

胞の大きさと、SSによる細胞内穎

粒の量という2つのデータをプロッ

トしたサイトグラム（図2）［46］を

求めると、リンパ球、単球、穎粒

球がそれぞれの特徴的な細胞形態
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　図2．ヒト白血球のFS／SSサイトグラム
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により分画される。ラット白血球

ではヒトのような典型像は見られず、

図3に示したように巨細胞集団が

内部構造のパラメータでそれぞれ

独立せずに連続したプロットを描

いていた。この画像の細胞サイズ

が小で温温の少ない細胞集団を、

リンパ球としてゲーティングし

（図3青丸印：リージョンA）、

さらにヘルパーT細胞表面抗原CD4

をPbyooe【y出血一cyanine（jye（PE－Cy5）

標識抗ラットCD4抗体により標識

した。このPE－qy5陽性細胞を再度

ゲーティングして得られたヘルパー

T細胞（図4リージョンH）に対し

て、細胞内のIFN一γを

Fluo繍㎞（x⊇yana紀　（FnrC）機哉

抗ラットIFN一γ抗体で、　IL－4を

Phyooe【y出血1（PE）標識抗ラット】L・4

抗体でそれぞれ染色し、正N一γ陽性

細胞をTh1細胞、　L4陽性細胞をTh2

細胞、両者陽性細胞をThO細胞とし

てクラスター解析を行った（図5）。

　以上の手順で解析を進め、
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＆En㎞i盛曲感染群を比較した結果を図6に示した。

　＆En㎞髄disは細胞内感染性のため、　Th1反応が誘導されることにより感染に

抵抗すると言われているが、本感染モデルラットでは、感染5日後のTh2細胞

数は増加傾向にあったが、Th1細胞数はコントロール群に対して有意に減少し

ていた。本研究で用いた感染モデルラットでは、ヒトとは異なり、水様性下痢、

血便などの症状は呈さず、投与した＆En面“disが生体内に侵入し、ラット体内

をリンパ行性に移動して各臓器で増殖する過程に重点を置いている［22，23】。臨

床症状を示さなくてとも、病原菌の侵襲を受け、体内の至る臓器で細菌が検出

されることで感染成立は明白であり、SEn㎞曲感染に対して、ラットの免疫

系は完全な防御が不可能であったといえる。＆En面ddis感染の生体反応として

は、細胞性免疫を活性化して感染抵抗性を高めるTh1細胞の増加は必須かつ主

要な免疫反応系であるが、感染を防御できなかった本感染モデルラットでは、

生体侵襲に対する反応としてm細胞が増加したものと推察された。つまり、

＆En面談感染成立は、一方面ラットを有害なストレス刺激に暴露させたとも考

えられる。ストレス刺激は、HPA面sや劇感神経一副腎髄質系を活性化し、糖

質コルチコイドやカテコールアミンの分泌促進を誘起するものと予測される。

　　　　　副
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図6．コントロール群と＆E！㎞丘dis感染群のヘルパーT細胞の割合

　　　＊：コントロール群に対して有意差あり（P＜0．05，nニ5）
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糖質コルチコイドはリンパ球にアポトーシスを誘導し［471、マクロファージの

活1生を低下させる。交感神経緊張により放出されるノルアドレナリンは、アド

レナリン受容体を持つ頼粒球の増加を引き起こし［48］、樹状細胞やマクロファ

ージの皿，12産生を抑制してThl誘導性の樹状細胞への成熟を抑制するととも

に、Th2誘導性の樹状細胞への成熟を促進する［49］。つまり、ストレスは、リン

パ球の減少と穎粒球増加を招き、免疫バランスを崩壊させ、Th2反応の優位状

態を生み出すと考えられる。

したがって、本研究での8En面廿dis感染モデルラットにおけるTh　l細胞の減

少とTh2細胞の増加に矛盾点はなく、3Ente面di感染条件、　FαMによるヘルパ

ーT細胞の測定条件ともに適切であったといえる。第2節からは、このヘルパ

ーT細胞測定系を、伽励伽属細菌および各種免疫賦活物質がどのようにThl

反応を誘導し、感染防御に効果的に作用するかを評価するひとつの方法として

使用する。

一27一



第2節　L㏄励㏄伽属細菌によるぶEn外面曲感染防御効果の

　　　　検討

正目的

本節では、第1節で確立されたぶEn㎞価s感染モデルラットにおけるTh　l／m

細胞測定系に加え、マクロファージなど食食細胞の風食活性、白血球系の細胞

数など免疫細胞の動体解析、および8En1㎞恒dis感染状態の指標であるラット生

体内への侵入菌数など6項目を測定することにより、伽め加。歪〃鰐属細菌投与の

感染防御効果を網羅的に解析することを目的とした。各項目の測定意義は以下

のとおりである。

①末梢血単球および腹腔マクロファージ貧食活性の測定

　食細胞の貧食による病原微生物の排除は、感染初期の免疫として重要な位置

を占める。特にマクロファージは取り込んだ抗原をプロセシングによりペプチ

ド断片とし、主要組織適合複合体（MHC）クラスII分子に結合させ、抗原提示

を行う細胞として、あるいは炎症性サイトカインを産生する細胞として、適応

免疫への移行にも重要な働きを示す。したがって、食細胞の指標として単球お

よび腹腔マクロファージの穀食活性を測定することにより、自然免疫の活性度

を推し量る指標の一つとなる。

　②血球計算および白血球分類

　好中球、単球といった食細胞の増加による免疫能向上性、リンパ球の増加に

よる適応免疫の誘導、といった変化を観察する目的で測定を行った。好中球に

ついては桿状核と分葉核を区別することで新生促進の指標とした。

③Thl／Th2バランスの測定

　生体が細胞内寄生性細菌であるぶEn面廿disの感染を防御するには、　Thl細胞

から分泌される皿，2やIFN一γといったサイトカインが細胞免疫の活性化に重要
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な役割を果たす。そのThl反応促進の指標としてヘルパーT細胞の分類と細胞

数の測定を行った。なお、ThlとTh2細胞数は測定するが、　ThO細胞数も求め

る。すなわち、ThO細胞数の変化が、　Th　1もしくはTh2細胞増加への布石とし

てヘルパーT細胞の新生を推測する一助となるからである。

④肝臓、脾臓および腸間膜リンパ節（MLN）における臓器侵入8En1㎞廿dis

回数の測定

五㏄励㏄伽5属細菌投与により、3En㎞“disの体内侵入を抑制できたかを評価

する目的で測定を行った。

⑤体重測定および一般症状の観察

五㏄め伽伽5属細菌のプロバイオティクス効果のひとつに体重増加が知られて

おり［50］、本研究の被検菌にも同様の効果がみられるかを確認するために体重

測定を行った。また、3En面晒s感染による体重低下と、感染防御による体重

低下抑制の確認も行った。

2．材料および方法

　1）実験動物

園伽属細菌の投与期間を考慮し、3Ented価s感染を第1節で示した週

齢に合わせるため、入荷週齢を7週齢に変更した。入荷週齢以外は第1節と同

様の動物を使用した。

　2）伽伽伽◎属細菌の調製およびその投与

　被験菌として用意した、㎞伽●伽卿謝JCMl　l　l　2T、櫛目。伽掘㎞眉㎞㎜

ATCC53103、　L㏄珈αIZ姻’撫7　LC1、　Lα破）伽錫㎞ρ㎞MCRI164は、　MRS

液体培地（Oxdd）に接種して37℃で一晩培養したものをプレ培養液とし、新

たなMRS液体培地に1％量のプレ培養液を添加し、37℃で18時間培養したもの

を投与菌液とした。被頭町は、感染前9日間（1日1回、午前10時）および感
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染後2時間の合計10回、ラット用経ロゾンデを用いて強制経口投与した。投

与菌液は用時調製し、投与菌量はラット1匹当り1（ヂCFUとした。また、コン

トロール群（8En1㎞亘dis非感染または感染群）には同容量のPBSを投与した。

　3）5刎〃η㎎伽Ente面t噛感染モデル動物

　各㎞あ面伽属細菌を9日間投与したラットに対し、第1節と同条件の

3En㎞廿dis投与を行った。その後、5日間の通常飼育を施し、剖検と採材を行

った。

　4）体重測定および一般症状の観察

体重はSEn㎞“dis投与日を（靭0とし、被検菌投与開始日day－9から剖検日（切5

まで毎日、体重計にて測定した。体重に群間のばらつきが生じた場合には、day－9

および（切0を基準とした体重増減で示した。

　一般症状は（靭0より（hy　5まで毎日観察した。症状は個体別に記録し、顕著

な変化がみられた症状項目を発現個体数で表した。

　5）供試動物の剖検、採材および採血

　実験終了後、ラットをエーテル麻酔し、心臓より採血した。ついで、腹腔内

をH曲液にて洗浄し、遊離マクロファージを回収した。最後に肝臓脾臓お

よび腸間膜リンパ節（MLN）を摘出した。

　6）肝臓、脾臓および㎜における臓器侵入＆E耐a唖t噛菌数の測定

ぶEn翻dsの生体内への侵入を評価するために、肝臓脾臓およびMLNに

おける臓器重量lg当たりの菌数を算出した。摘出した各臓器は全量をホモジ

ナイズし、生理食塩水を用いて段階希釈した後に普通寒天培地に塗抹した。

1平板当たり30～300コロニーが得られた希釈段階平板を選択し、その希釈段

階の平板3枚の平均値をその臓器における＆En㎞hdisの生菌数とした。
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　7）末梢血単球および腹腔マクロファージ食通活性の測定

①末梢血単球の分離

　採血後直ちに45％デキストラン溶液を添加し、30分静置後、白血球層を分取

した。RPMI16⑩㎞培地で2回洗浄してデキストランを除去した後、1（売d囲

に調整し、96穴マイクロプレートに100μ1ずつ添加した。37℃、5％炭酸ガス

下で2時間培養し、ウェル底面に付着した細胞を単球として貫食活性の測定を

行った。

②腹腔マクロファージの分離

腹腔洗浄液を遠心分離し、得られた細胞をRPMI1（恥㎞培地で2回洗浄した

後に105c6脳回に調整し、96穴マイクロプレートに100μ1ずつ添加した。37℃、

5％炭酸ガス下で2時間培養し、ウェル底面に付着した細胞を腹腔マクロファー

ジとして耳食活性の測定を行った。

③蛍光ビーズの耳食

　マイクロプレートに付着した単球あるいはマクロファージをPBSで洗浄後、

2，5％蛍光ラテックス微小粒子液（POLYSCIEN（E　Ihc：直径1μm）をα5％含む

RPMIl（瀞㎞培地を添加し、37℃、5％炭酸ガス下で1時間、ビーズを貧食させ

た。

④貧食活性の測定

反応後のマイクロプレートをPBSで2回洗浄し、　Fluc藤㎝誼M㎝opl蹴

Fluc脂㎝嚇（Bi（》Rad）をで各ウェルの蛍光強度を測定した。測定時のゲイン設

定は35とした。

8）Th1！Th2バランスの測定

　第1節と同じ方法で測定した。

9）白血球数測定

　心採血した血液2m1をエチレンジアミン四酢酸（EDTA）採血管に移して凝
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固阻止した後、各白血球数は自動血球計算計を用いて測定した。白血球は、桿

状核好中球、分葉核好中球、好酸球、好塩基球、単玖リンパ球に細分した。

　10）統計処理

　T検定を行い、統計的有意差はp＜0．05の場合を有意であるとした。体重およ

び体重増減は群毎の平均値および標準誤差を算出した。

3．結果および考察

　1）体重変化

　i）day－9～一1

　図7に、被検温として各

伽06α紐粥属細菌を9日間投与し

た際の効果を示した。すべての試

験区ともコントロール群と比較し

て有意差は得られず、被験菌単独

での腸内フローラ改善による増体

量の向上などは確認されなかった。

しかし、植物由来の

伽。鰯1回忌劇M㎝164より

も動物の糞便由来乳酸菌である他

3菌株において増体量が向上する

　②
50
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0

■コントロール　　　　感染コントロール

購JCM1112　　　　■ATCC53103
■LC1　　　　　　　□MCRI　164

　　図7．day・9～一1における増体量

傾向がみられた。その中でも特に五㎜吻．JCM1112Tにおいて増体量が向上して

おり、その要因として五鰯例がヒト以外にも、ラット、マウス、ニワトリ、

ブタ、ウシなど多種の家畜からも分離されている広宿主域の細菌であることか

ら［51］、ヒト由来の菌株であってもラット腸管内での生残性が高く、良好な結

果が得られたものと考えられた。
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　また、コントロール群と感染コン

トロール群は、＆En㎞直dis投与日ま

での飼育状態、投与物質（PBS）は

基本的に同等であり、両群に有意差

は認められず、ばらつきは個体差に

よるものと考えられた。

　避）dayO～5

　被二二投与10日目の＆E三二dis

（1（f／耐）投与を0日として、剖検

までの5日間の増体量を図8に示

した。両コントロール群に対して、

五ハω剛JCMl　l　l2T、淫酒㎞㎜

AT㏄53103投与群では体重の増加

はみられたものの、有意差は認め

られず、ムカん∬o纏LC1、五μ徽㎜2

MCRI　164投与群では有意に体重が

増加しており、各被検菌とも、

3E二面dB感染後にもかかわらず、

体重の増加傾向が観察され、

㎞励晶晶細菌によるプロバイ

オティクス効果によるものと考え

られた。

　血）day．9～5：体重推移

　この期間の増体量の推移を図9

に示した。感染コントロール群に

30

25

20

15

10

5

0

②

■コントローリレ

　JCM1112iLC1

T
」
野
ユ

　感染コントロール

■ATCC53103
■MCRI164

図8．（byO～5における増体量

　（9）

25

20

15

10

5

0

　　0日　　1日　　2日　　3日　　4日　　5日

一コントロール　　　　　感染コントロール

ーJCM1112　　　　－ATCC53103

－LC1　　　　　　　－MCRI164

　　図9．day－9～5における増体量の推移
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おける0～2日目にかけての増体量の低下は、物理的、化学的バリアとしての腸

管上皮を∫E鵬面d盤が突破し、ラット生体内へ侵入する時期と考えられ、腸管

から体内へ侵入した＆E血血disはリンパ行性に腸間膜リンパ節、さらにリンパ

管を走行して、あるいは血行性に各種臓器へ移行し、3～4日目には各臓器でS

腔血disが増殖、それが2度目の増体量低下に影響したと予測された。五力三士

LC　1および五ρ編㎜MCRI　164群ではこの体重増加パターンを周到しており、

体重の有意な増加はあっても、＆E惚面dis感染の影響を排除してはいない。上

酒魏がJCMI112Tおよび加㎞㎜欝ATCC53103では、急激な体重増加はないも

のの、前述の3～4日目付近にみられる一時的な増体量の落ち込みや大きな変化

がなく、滑らかに体重が増加している。この2菌株では、増体量に関して明ら

かに∫E痴話dis感染パターンとは異なっており、感染の影響に差があることが

伺える。

2）肝臓、脾臓および㎜における臓器侵入£㎞teh葡s函数の測定

　図10に各臓器から検出されたSEn㎞i血曲生菌数を示した。

　MLNでは各試験群とも減少傾向ではあったが、105レベルと＆En㎞盛dis生菌

数に大きな差は認められなかった。本∫En㎞価曲感染モデルは、明確な感染を

目的としたモデル系であるため、ラットへの＆En㎞“dis投与虚数が1（ジCFUと

　　7

　　6
　6
∋5
b4
93
趨2

　　1

　　0

　　　　感染Cont．　JCM1112　ATCC53103　　　LC　I　　　MCR目64

　　　　　　　　　　　■腸間膜リンパ節■肝　臓　　脾　臓

　　　図1α各被験菌投与群における各臓器中の＆En㎞価dis生菌数

　　　　　　＊：コントロール群に対して有意差あり（P＜0．05，nr5）

　　　　　　　　　　　　　　　　一34一
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ヒトでの一般的な感染成立隠勢よりもはるかに多い。よって、腸管上皮やバイ

エル板に侵入するεEn1㎞ddisが、好中球や組織マクロファージ、単球由来マク

ロファージといった貧食細胞の動員で防御可能な菌数を上回っており、感染局

所である腸管から最も近傍のリンパ節であるMLNへ大量のεEn面恒disが侵入

したことが要因ではないかと考えられる。

　脾臓に関してはムノ軸7LClでやや減少傾向がみられたが、他の被験菌も

含め、感染コントロール群との有意差はなかった。一方、肝臓ではいずれの試

験群においても感染コントロール群に対して1／10程度の104CFUにまで3

B11㎞廿dis無数が減少しており、特にATCC53103では1（弾CFUと有意に減少し

ていた。これら被検潮による感染防御の差異は、貧食細胞の活性化誘導能およ

びそれ以降の適応免疫の強度に現颯結果として肝臓脾臓の侵入菌数に影響

を及ぼすものと推測される。

　3）末梢血単球および腹腔マクロファージの草食能

　腸管感染に対して、単球およびマクロファージは以下に示すメカニズムによ

って活性化される。腸管上皮への抗原（本研究では8En面廿di鼠あるいは

櫨伽5属細菌）の付着刺激で上皮細胞から産生されるIL・8やLARCによっ

て局所に遊走する単球や、バイエル板のM細胞に取り込まれた後にマクロファ

ージや樹状細胞によって、皿R2など各種レセプターを介した抗原の日食、　MHC

クラスIIへの結合と提示が行われると［52］同時にIL－12が産生される。また、血

中の単球は樹状細胞（㏄1）にも分化し、上皮細胞により産生されたβディフ

ェンシンにより集合した未熟樹状細胞［53］も加わり、マクロファージと同様に

抗原提示、皿ア12の産生を行う［54－56］。自ら産生するL・12に反応したマクロフ

ァージや樹状細胞はIFN一γを産生し、　IFN一γはさらにマクロファージや樹状細

胞を活性化してL・12産生を増強するといったオートタリン活性化機構が存在

する。IFN一γによって活性化されたマクロファージは貧食能が高まるとともに
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一酸化窒素などを産生することによって強力な殺菌作用を示す。

図ll．Aに、各試験群における末梢血単球、　Bに腹腔マクロファージの貧食能

測定結果を示した。末梢血単球ではすべての被験菌で貧応能の向上が認められ

たものの、いずれも感染コントロール群に対して有意差は得られなかった。腹

腔マクロファージでは、五騙顔JCMI　l　l　2T、五jo伽η肌C1、五ρ㎞MCRI　I　64

は感染コントロール群と有意差はなかったが、ム吻〃㎜螂ATCC53103投与群に

おいて感染コントロールに対して2．5倍と有意に高値を示し、他の被験菌と比

較しても極めて向上していた。

　ヒトのサルモネラ感染症患者では、血清中のIFN一γが胃腸炎型よりも全身型

で高値になることが報告されており［57］、本感染モデルでも感染局所で産生さ

れたIL－12とIFN一γが血流に乗り、その拡散とともに末梢血単球の活性化が誘
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　　■コントロール　　　・．．感染コントロール繍JCM1112

　　■ATCC53103　　■LC　1　　　　　　■MCRI164

図11．末梢血単球（A）、腹腔マクロファージ（B）の貧食能における

　　Z㏄め加薦粥属細菌の影響

　　＊：コントロール群に対して有意差あり（P＜0ρ5，面）
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導されて組織マクロファージの一種である腹腔マクロファージの活性化に至る

ものと考えられている。

　五三㎞ATCC53103ではこの理論どおりに、腹腔マクロファージまで十分

に活性化されていることが確認できた。ムjo1鱒。漉しC1では単球の活性化が認

められ、腹腔マクロファージに関しても測定値が増加していることから、活性

化誘導能が弱い、もしくは刺激が持続しないため、より長期の投与（抗原刺激）、

あるいはSE血｝血dis感染後の投与の持続がなければ十分な活性化は得られない

のではないかと推測される。五道％顔JCM1112Tでは単球、腹腔マクロファージ

ともに活性化は認められなかった。五1編㎜MCRI164の単球貧白白は、個体

差が大きく、コントロール群と同程度の個体と3倍近い値を示す個体とに二分

され、平均値を求めると4被心底中で最も高値を示していた。一方、腹腔マク

ロファージは活性化が認められず、貧食細胞を活性化する抗原刺激としては不

安定であるといえる。

　また、蛍光強度の測定と同時に、ビーズ貧食後の末梢血単球を顕微鏡にて観

察した結果、非常に興味深い結果が確認された（図12）。五眉㎞㎜螂ATCC53103

投与群では、単球が大型で真円形に近い細胞形態を示し、細胞当たりの貧食ビ

図12．蛍光ビーズ貧食後の末梢血単球

A：感染コントロール群、B：ATCC53103投与群

矢印で単球を示した
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一ズ数（細胞内の黒色粒子）も多い。一方、SEnte而disのみを投与した感染コ

ントロール群では細胞が萎縮し、貧食した蛍光ビーズも少数であった。この実

験的では細胞を採取してから、分取、蛍光ビーズ貧食処理を経て観察に至るま

でに4時間ほど経過している。この間に細胞が変化しているのか、すでにラッ

ト体内で変化が起こっていたのか定かではないが、L，眉㎞ATCC53103菌体

により単球が活性化されているだけでなく、細胞の生残性にも影響を及ぼして

いることが推察され、生体内での高い活性維持に貢献しているものと考えられ

る。他の被験菌においては、L、　Z㎞耽㎜ATCC53103投与群のような典型的貧食

像ではなく、細胞形態もややいびつで細胞当たりの副食ビーズ数も少ない傾向

にあった。

　4）Thl　1　Th2バランス

　ウイルス、リステリア菌、抗酸菌、サルモネラ菌などの細胞内寄生菌による

感染症では、その感染防御にC皿．や武装化マクロファージが関与している。そ

のため、C皿，増殖、マクロファージ武装化を司るL2やIFN一γを産生するTh1

細胞が重要な働きをもつ。本研究の3En㎞ddis感染症ではThl優位の免疫状態

へとシフトする必要があるが、Thl反応の持続あるいは過剰すぎることは自己

免疫性疾患の要因とも考えられていることから、必要十分なTh　1反応を誘導し、

かつ治癒と同時に速やかに健常状態のTh1／rh2バランスに復帰することが求め

られる。つまり、結果として、各被地堤投与により、コントロール群の総細胞

数および細胞種比率に近づいたかという点が重要となる。

　図13に、8En面廿dis感染5日後の各試験群におけるヘルパーT細胞数を、

表1にその結果に対する統計評価を示した。ム脚謝JCMl　l　l　2T、　L㎞

ATCC53103、ムρ㎞〃1　MCRI1畠の3菌株において、有意なThl細胞増加とTh2

細胞減少によるTh1／rh2バランスの改善が認められた。特にL．燃嬬JCMl　l　l　2T、

ム欄ATCC53103はコントロール群と比較してもThl優位状態を示し、
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　　　Cont．　　感染Cont．　JCM1112　ATCC53103　　LCI　　　MCRI164

　　　　　　　　　　　　　ThO　　■Th　l　　　Th2

　　　　　図13．ヘルパーT細胞数における各被験菌の影響

（コントロール群および感染コントロール群の値を青色破線、赤色破線でそれぞれ示した）

　表1．ヘルパーT細胞数における各被験菌の影響に対する統計的評価

Thl 皿 ThO Total　Th

JCMl　l　12

ATCC53103

　LCl
MCRI　164

↑
↑
↓
↑

↓
↓
↓
↓

↓
↓
↓
↓

↓
↓
↓
↓

↑：細胞数増加（有意差あり、p＜0．05）、↓：細胞数減少（有意差あり、p＜0．05）

→：有意差なし

＆En㎞丘曲感染5日目にして、　Th1細胞による（肌およびマクロファージの活

性化による細胞性免疫が速やかに誘導され、感染防御に貢献していることを示

している。ム力傭。励LC1は被検菌中唯一、　Th1／rh2バランスの改善が認められ

なかったが、測定値としては感染コントロール群に対して皿細胞の減少が認

められる。これは、貧食細胞活性化能の項でも考察したように、他面と比較し

て抗原としての即時刺激能に劣ることが要因ではないかと推察される。

5）白血球数

表2に各試験群における＆En昌昌感染5日後の白血球数を示した。コント
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表2．白血球数における各被験菌の影響

　試験群　　　総白血球　　好中球

コントロール　　7867　　3474

感染C㎝．　10367　7000
JCMl　I　l2T　　lO833　　7263

ATCC53103　　11200　　7236
　LCl　　　　　l1633　　　7997

MCRI　l64　　9800　　6233

桿状核

157

349

292

396

449

392

分葉核　　リンパ球　　単球　　好酸球

3317　　　　3871　　　　340　　　　182

6651　　　　2864　　　　404　　　　　69

6971　　　　2995　　　　433　　　　　76

6840　　　　3317　　　　521　　　　125

7548　　　　3206　　　　430　　　　　67

5841　　　　2976　　　　522　　　　　59

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（個／μ1）

ロール群と比較して、8En面廿dsを投与した他5群では、感染反応性に好中球

および単球の増加が認められた。L㈱わ確〃〃∫属細菌投与群では感染コントロー

ル群に対しても好中球と単球の増加が認められ、桿状核好中球増加による好中

球新生も示唆されることから、これら細胞による自然免疫の発動がなされてい

ることを示している。特にムハ㎞5ATCC53103では、貧食細胞活性化、

Thl／rh2バランスの改善に相関する結果となってお咲白血球数を測定したこ

とで、前2項目の結果を裏付けることとなった。一方、ムノ～畑η肌Cl投与群で

は、貧食細胞活性化とTh　l／rh2バランスの成績とは異なり、最も高い好中球数

を示しているが、実際これは理にかなった結果である。病原細菌感染時に最も

早く局所に遊走し、感染防御能を発揮するのは好中球であり、それに引き続い

て抗原提示、適応免疫の誘導と反応していく。ムノ伽がLCl投与群では単核

食細胞系の活性化が途中段階であること、Th　1／rh2バランス改善が兆候のみで

あることから、L，ノ撫》LC1投与群ぶEn面廿dis感染5日目では自然免疫から

適応免疫への移行過程にあることが示唆される。

4．要約

　本章では二二㏄％㎞属細菌のSEn面ddis感染防御能について、免疫系のカ

スケードからピックアップした測定項目を用いて、その能力を検討した。

ム脚例KMl　112T投与群では、3E鵬面dis接種後の体重増加率も良く、
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3En面ddis臓器侵入菌数も全項目で低下していたが、好中球数増加、単核食細

胞活性化に対しての作用が弱く、有意差は得られなかった。ムハ編顔JCMl　l　l2T

のThVrh2バランス改善能は4被検邸中、　L月㎞5　ATCC53103に次いで好成

績であり、Th1優位へのTh1／n】2バランス改善に特化した特徴を示した。

　五ハ㎞ATcc53103投与群では、　s　En㎞廿dis臓器侵入菌数の有意な低下、

単核食細胞の活性化や生残性向上、Thl／rh2バランスを4被検菌中最もThl優

位に改善するなど、自然免疫から適応免疫に渡って幅広く、また、バランスよ

く宿主の免疫能向上に貢献した。

五」伽㎝7LCl投与群では、好中球数増加と末梢血単球活性化が顕著で、自

然免疫の活性化は推測されるが、Thl／rh2バランス改善効果は低い結果となっ

た。L．ノ黙想C　1は五ハ㎞5　ATCC53103と比較してヒト糞便中のムチンに

対する付着性が高いので、付着競合阻害作用によって特定の病原菌に対する感

染防御を発揮するものと考えられる。しかしながら、この場合では、腸管上皮

に付着性が高いので宿主の免疫反応も高くなるとはいえず、付着性だけでこの

ことを言及するのは困難であると結論された。また、バイエル板などに存在す

る抗原提示細胞のマクロファージに異物が立食された後の消化性、すなわち難

消化性のために免疫能の充進が維持されるという報告がある［58】。L㏄伽伽

α翻シロタ株は、一般的なグラム陽性菌溶菌酵素であるリゾチームなどで細胞

壁が消化され難く、マクロファージが貧食した後でも他菌と比較して速やかに

消化されずに菌体成分が残存する。そのためにマクロファージを持続的に刺激

し、結果として高い免疫能向上作用を示すと考えられている。この現象は細胞

壁組成の菌種による差異に起因し、他のL㏄如㎞軸側細菌にも当てはまる可能

性は大きい。L，ノ朧げLC1は、マクロファージ内において易消化性で、抗原

としての刺激が持続しないことから、適応免疫の誘導能が低かったのではない

かと推察される。それとは対照的に、五r㎞ATCC53103では腹腔マクロフ
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アージ活性化やTh　1反応の誘導について好成績であったが、同菌種の

ム伽㎜5ma27／6bにおいてりゾチームに対する抵抗性が報告されており［59］、

シロタ株同様、難消化性である可能性が示唆される。したがって、単球および

腹腔マクロファージの活性化は、投与菌の食細胞内での動態の差によるものと

考えられる。

五吻伽〃1MCRI164は、上記3被験菌の中間的性質を持っており、特徴的な

作用は見受けられなかった。

上記加。励㏄沼鰐属細菌の3En㎞廿dis感染モデルラットへの投与は、好中球、

単球、マクロファージなどによる自然免疫の活1生化から、Thl／n氾バランスの

改善まで広範囲にわたって＆En面価s感染を防御する傾向が見られた。しかし

ながらその作用は、菌株による効果の差が大きいが、薬剤などにみられる局所

的な効果ではなく、病㈱態を正常値範囲内に復帰させる、つまり、ホメオス

タシスの維持的に働くということが推察される。したがって、上記効果の認め

られたプロバイオティクスを長期に渡って摂取することで、日常的に受ける軽

微なストレスによるTh2偏向や病原菌の侵入を事前に防御し、生体の健康を増

進するものと考えられる。

　本研究で試験した㎞鉱肋属細菌は、主にThl優位の免疫誘導能を示し

たが、L㏄如伽伽5岬㎜圃では菌株の違いにより、1型ではなく2型のヘルパ

ーT細胞を活性化する場合もあるという［60］。つまり、プロバイオティクスの免

疫誘導能は、菌種によって一概に特徴づけられるものではなく、菌株レベルで

特性を判断し、製品化する必要があると考えられる。
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第2章
免疫賦活物質による

　5掘㎜πε伽Enter麓idis感染防御効果の検討



1．目的

本章では、第1章で確立された3En面癖dis感染モデルラットの免疫細胞動態

解析法を用いて、カシス果汁由来の新規の免疫賦活物質であるカシスポリサッ

カライド（CAps）類、リゾープス麹抽出生理活性物質であるR＆uの8En1㎞廿dis

感染防御効果を網羅的に解析することを目的とした。

　CAPSは、カシス果汁の7（既エタノール沈殿分画を陽・陰イオン交換樹脂処

理によりイオン性化合物を除去後、さらにC－18カートリッジ（ウオータース社）

処理によりポリフェノール化合物を除去し、透析、凍結乾燥を行い、粉末化し

た物質である。CAPSには平均分子量が60万と8万の2種類のポリサッカラ

イドが存在しており、前者はCAP＄high　md㏄ular（CAPS一眠m）、後者はCAPS－low

mde副ar（CAPS4．m）と称される。　CAPS4m，は、上記方法により製造されたCAPS

を適量のPBSに懸濁後、終濃度45％（vん）となるようエタノールを添加し、その

遠心上清を透析後、凍結乾燥したものである。本研究では、カシス果実圧搾物

であるカシスジュース（CJ）、CAPS、　CAPS－Lmの3種を被検物質として用い

た。ポリサッカライド含量としては原料となるCJが最も少なく、CAPS、

CAPS4．mと高濃度になるが、その3種を試験することで、有効成分の効果の濃

度依存性、有効成分以外のカシス果汁成分との相互作用について検討を行った。

また、CAPS4皿については、通常ぶEn面Udis感染5日後に各種試験を行うとこ

ろを、2日後にも同様な試験を行い、時間経過に伴う免疫ステージの変遷も視

野に入れて試験した。

R＆Uは物質として直接的な細菌抑制効果は認められていないが、前述の白血

球に対する効果から、免疫系活性化によるサルモネラ菌感染防御効果が得られ

るのではないかと推測し、検討を行った。また、ヘルパーT細胞の分化にどの

ように作用し、Th1反応とTh2反応のどちらを優位に導くのかを明らかにする

ことにより、Alq痴a　Xなど生体内のホメオスタシスが乱れている疾病の改善
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効果解明の一助に成り得るのではないかと考えられる。

2．材料および方法

　1）実験動物

　第1章2節と同様の動物を使用した。

　2）被検物質の調製およびその投与

被験物質として、メルシャン㈱酒類研究所から提供頂いたカシスジュース（CJ）、

CAPS溶液（ポリサッカライド濃度6mg∠inl）、CAPS4．m溶液（ポリサッカライ

ド濃度13mg堀）、および牛越生理学研究所㈱から提供頂いたりゾープス麹抽

出生理活性物質R＆Uを用いた。

　CJおよび各CAPS溶液は冷暗所（4℃）に保存し、感染前9日間（1日1回、

午前10時）および感染後2時間の合計10回、ラット用経ロゾンデを用いて強

制経口投与した。投与容量はラットの体重200g当り1．5m1とした。

　R＆Uは粉末を2mガ回となるようにPBSに懸濁し、投与量が体重1㎏あたり

10mgとなるよう同様に投与した。

　また、コントロール群（9En㎞i五dis非感染または感染群）には同用量のPBS

を投与した。

　3）＆吻餓勲Enteht鵬感染モデル動物

　　体重測定および一般症状の観察

　　供試動物の剖検、席割および採血

　　肝臓、脾臓および㎜における臓器侵入ぶEnte面曲菌数の測定

　　末梢血単球および腹腔マクロファージ食食活性の測定

　　ThlITh2バランスの測定

　　白血球数測定

　　統計処理
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以上の各項目は、第1章2節と同様の方法で行った。

3．結果および考察

　1）体重変化

　i）day－9～一1

　図14に、被検物質を9日間投与

した際の効果を示した。すべての試

験区ともコントロール群と比較して

有意差は得られず、被験物質単独で

の栄養的効果による増体量の向上な

どは確認されなかった。逆に体重低

下などの弊害も認められなかったた

め、体重変化からは生体に対する悪

影響はないものと推察できる。

　また、コントロール群と感染コン

トロール群は、SE血e面d忘霜油日ま

での飼育状態、投与物質（PBS）は

基本的に同等であり、両群に有意差

）

■コントロール　　　　感染コントロール

■CAPS－Lm．のみ　　■CAPS－Lm．

■CJ　　　　　　　　　　　　■CAPS

■R＆U

　　図14．day－9～一1における増体量

は認められず、ばらつきは個体差によるものと考えられた。

　H）吻0～5

　被検物質投与10日目の＆E鵬面曲（1（卿圃）投与を0日として、剖検までの

5日間の増体量を図15に示した。

CJおよびCAPS類は両コントロール群に対して有意差が認められなかったが、

＆E鵬面曲非投与のCAP＄㎞投与群では体重増加傾向がみられた。ポリサッカ

ライドには腸管の蠕動運動を充絶し、便秘などを解消するという整腸作用があ
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り［61－63］、CAPSでも他の多糖体

同様、この整腸作用が影響して健

常状態では体重の増加に至ったも

のと考えられる。これを裏付ける

ように、CAPSおよびCAPS4m投

与群では排泄される糞便の堅さが

減じて、下痢や軟便といった病的

な状態ではない柔らかな糞便を排

泄する個体が数歯ずつ見受けられた

　R＆Uでは両コントロール群に対

して有意に体重が増加していた。

これは、ヒメマスの成長促進効果、

HeLa細胞やVem細胞の細胞増殖

効果といった、これまでに報告の

あるR＆Uの作用と類似しており、

35
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15
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5

0

＊

T
l
－
1
÷

■コントローワレ

■CAPS－1．m．のみ

凹CJ

■R＆U

　図15．dayO～5における増体量

　＊：感染コントロール群に対して

　　　有意差あり（Pく）．05，n＝5）

　感染コントロール

■CAPS－Lm．

□CAPS

ラットでも成長促進効果が発揮されたものと考えられる。

　2）肝臓、脾臓および㎜における臓器侵入51Ent一価s総数の測定

　図16に各臓器から検出された＆En㎞盛dis生菌数を示した。

MLNでは各試験群とも㎞鳳跳属細菌同様、減少傾向が認められ、　CAPS」1．m、

CJ投与群では有意に減少していた。　CJ、　CAPS投与群は肝臓、脾臓も含めると

感染コントロール群との差はそれほど大きくないのに対し、CAPS一㎞投与群で

は＆En㎞“dis函数低減効果が高く、肝臓内回数が0．005倍と大幅に低下してい

る。感染5日後は時間的に適応免疫が誘導される時期と考えられ、依然として

腸管内に存在する3En面6心に対し、免疫的関門となるリンパ節で3En面五dis

のさらなる生体内への侵入が阻止されたものと推察される。第1章で考察した
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　　　　感染Cont．　CAPS－Lm．　　　CJ　　　　CAPS　　　　R＆U

　　　　　　　　　　　　■腸間膜リンパ節■肝臓　脾臓

　　　図16．各被験物質投与群における各臓器中のεEn㎞廿dis生菌数

　　　　　　＊：コントロール群に対して有意差あり（P＜0．05，nr5）

ように、本感染モデルでは明確な感染を目指し、＆En㎞廿disを109　CFU／慨と多

量に投与しているため、免疫的関門であるリンパ節まではある程度の

＆En㎞甜㎏の侵入を許してしまったものと考えられる。このような厳しい感染

状況下においても、CAPS」Lmは3En㎞面isの感染防御効果を示し、なおかつ、

3臓器すべてにおいて、プロバイオティクス効果を有するとされる第1章2節

のL㈱励粥属細菌の効果を上回り、非常に優れた成果であるといえる。

　R＆U投与群でも、肝臓において有意なεEn㎞記蛤御数の低下が認められた。

これは次項に示す末梢血単球活性化に関連し、肝臓における貧食細胞（クッパ

ー細胞）が活性化して＆En面“曲排除に働いたのではないかと考えられる。そ

の効果は、肝臓内＆En㎞繭s菌数ではCA器㎞．に次いで低く、高い免疫賦活能

を有するものと推測される。

3）末梢血単球および腹腔マクロファージの食食能

図17Aに、各試験群における末梢血単球、　Bに腹腔マクロファージの貧食牛

測定結果を示した。

　　末梢血単球、腹腔マクロファージともに、カシス関連物質の有意な貧食十
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向上作用は認められなかったが、その中でもCAPSが両項目とも比較的高い値

を示している。CAPSは先にも述べたように低分子量と高分子量のポリサッカ

ライドが混在しており、CA器lm、は低分子量のポリサッカライドのみを含む。

このことから単核食細胞系を活性化する能力は高分子量ポリサッカライドで高

く、低分子量では低いことが推察される。さらに、両ポリサッカライドを含む

がその含量の低いCJで、　CAPSとCAPSL㎞．の中間的な三食能を示しているこ

とも、この推察を裏付けている。CAPSLLm投与群の腹腔マクロファージにおい

て、感染コントロールに対し2倍強の貧食能向上がみられたが、これはCAPS－1．m

投与群に測定値が著しく高い個体とコントロールレベルの個体が混在し平均値

を上昇させたことによるものであり、有意差は得られなかった。
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図17．末梢血単球（A）、腹腔マクロファージ（B）の貧食能における

各種免疫賦活物質の影響

＊：コントロール群に対して有意差あり（P＜0ρ5，nニ5）

一49．



　R＆U投与群では、末梢血単球において感染コントロール比4．5倍、最も高値

を示した伽む鰯Z粥属細菌の2倍と著しい魚食能の向上がみられた。一方、腹

腔マクロファージでの貧食能向上は認められなかったが、単球に対する高い活

性化能を考えると、わずかな時間差で腹腔マクロファージの活性を捉えられな

かったのではないかと考えられる。

　4）Th1／Th2バランス

　図18に、εEn㎞ddis感染5日後の各試験群におけるヘルパーT細胞数を、表

3にその結果に対する統計評価を示した。

　カシス関連物質では、CAP＆hn．のみ単独投与を行ったが、図18のとおりコ

ントロール群とは総ヘルパーT細胞数、ThO，1，2の各細胞バランスとも近似して

おり、健常動物でのヘルパーT細胞に対する作用は認められなかった。一方、

3E鵬dddisを投与したcAPs投与群ではTh1細胞の増加、　Th2細胞の減少に有

意差が認められへ良好なThl／rh2バランス改善効果が観察された。　S　E【】㎞並dis

ce皿

250

200

150

100

05

0
隅　■既■　■

　　Cont　感染Cont．　CAPS－Lm．　CAPS－1．m．　　CJ　　　CAPS

　　　　　　　　　　　のみ

　　　　　　　　　　　　ThO　　■Th　1　劉Th2

　　　　図18．ヘルパーT細胞数における各論験物質の影響

（コントロール群および感染コントロール群の値を青色破線、赤色破線でそれぞれ示した）

囚
R＆U
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表3．ヘルパーT細胞数における各被験物質の影響に対する統計的評価

Thl 皿 ㎜ To捌Th

C ＼
↓
↑
↑

↓
／
↓
＼

↓
↑
↓
＼

↓
↑
↓
↓

↑：細胞数増加（有意差あり、p＜0．05）、／：細胞数増加傾向（有意差なし）

↓：細胞数減少（有意差あり、p＜0．05）、＼：細胞数減少傾向（有意別なし）

→：有意差なし

感染CAPS一㎞．投与群にみられるThO細胞の減少は、　Th1細胞の需要に対して前

駆細胞であるThO細胞の新生不足により、プールされているThO細胞が減少し

たものと考えられる。さらに、各臓器中の＆E鵬血眺検出菌数において、

CAPS－lm．投与群が最も低下していることを考えると、他物質投与群と比較して

早期に、かっ強力なTh1反応の誘導がなされたものと推察される。したがって

と、この感染後期におけるTh1細胞の消耗が、結果的にTh1細胞の減少となっ

て現れたものと考えられる。また、CJではCAPS類とは逆に、　Th2細胞の増加

傾向とそれに伴う総ヘルパーT細胞数の有意な増加が認められた。このひとつ

の要因として、CJの味覚的影響が考えられる。無加工のカシス果汁は酸味が強

く、ヒトでもその嗜好性は良いものではない。ラットへの投与時も、ゾンデ先

端に付着した果汁により酸味を感じるのか、CAPS類投与群と比較して明らか

にラットが抵抗する現象がみられた。つまり、ラットの好まない強い酸味がス

トレスとなってTh2細胞の増加が引き起こされたのではないかと推察される。

R＆U投与群でも、Th1細胞の有意な増加が観察されへ全Th細胞に対するThl

細胞の割合を感染コントロール群と比較すると、2．7倍の増加であった。Th2細

胞の減少に有意差は得られなかったものの、Th1πh2バランスはCAPSに次いで

改善されており、感染に対して効果的に作用しているものと考えられる。
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　5）白血球数

　図19にCAPS－Lmのみを投与し

た群とコントロール群の白血球

数を示した。

　コントロール群と比較して、

εEn㎞ddis感染のないCAPS－lm

のみの投与群で好中球の増加が

観察され、特に分葉核好中球が

平常時の1．25倍に増加し、

CAPS一㎞．に若干の好中球成熟促

進作用があるのではないかと推

察される。また、リンパ命数の

減少に伴い、総白血球数も減少

　9000

　8000

　7000

　6000
ヨ

姦5000
輩4…

　3000

　2000

　1000

　　　0

　　　　コントロール　CAPS－1．m．のみ

　■桿状核　　■分葉核　　　リンパ球

　■単球　　　■その他

図19白血球数に与えるCAPS－lm．の影響

しているため、白血球中に占める好中球の割合は相対的に増加している。これ

は分葉核好中球を増加させることで、感染などの外来抗原の侵入に備える反応

とも解釈できる。

表4には、αおよびCAps投与群を除く、各試験群における＆E二面dis感染

5日後の白血球数を示した。

　＆E血e血disを投与したCAPS」lm投与群では、感染反応性にCAPS」1mのみ投

　　　　　　　表4．白血球数における丁丁験物質の影響

灘
総白血球　　好中球　　桿状核　　分葉核　　リンパ球　　単球　　好酸球

コントロール　　7867　　3474

感染C㎝L　　10367　7000

CAP＄Lm．のみ　　6833　　4174

CAPSrlm．　　　13367　　　9127

　R＆U　　　　　7367　　　4774

157　　　　3317　　　　3871

349　　6651　　2864

112　　　　　4061　　　　2429

418　　　　8709　　　　3553

231　　　　4542　　　　2319

340　　182

404　　69

205　　　24

591　　39
239　　　0

（個／μ1）
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与群よりも好中球の増加が認められ、感染5日後という適応免疫への移行時期

に合わせて、感染細胞の除去に関与するC兀や、適応免疫を調節するヘルパー

T細胞の増加によりリンパ球数が増加したものと推察される。また、単球の増

加もみられることから、Th1反応の促進により単球やマクロファージといった

貧食細胞へのオートタリン的な活性化機構も働いているのではないかと考えら

れる。

R＆Uでは、好中球、単球といった貧食細胞の数的な増加は認められなかった。

しかし、桿状核好中球の増加、高い単球活性といった自然免疫系の機能充進、

肝臓内菌数の有意な低下といった現象がみられた。一般に桿状核好中球の増加

は好中球全体の増加につながる（左方移動）のだが、総好中球数の増加は認め

られず、分葉の進んだ細胞と新生された細胞の置換を促進するのではないかと

考えられる。これらの現象から、R＆Uは貧食細胞を速やかに感染局所へ遊走さ

せ、感染抵抗性を示すのではないかと推察される。

4．要約

本章では第1章で確立されたぶEn1㎞藍dis感染モデルラットの免疫細胞動体解

析法を用いて、カシス果汁由来の新規の免疫賦活物質であるカシスポリサッカ

ライド（CAPS）およびその低分子量ポリサッカライド画分CAPS4．m、カシス

ジュース（CJ）、リゾープス麹抽出生理活性物質であるR＆Uの8En面五dis感

染防御効果を網羅的に解析した。

　カシス果汁関連物質では、CJを除いて、　Thl／n氾バランスの改善、および各

臓器に侵入したSEn面晒s雄剣の低減効果が認められた。特に、カシスポリサ

ッカライドのなかでも低分子量の画分が、効果的な感染防御作用を示すことを

証明した。また、CAPS4m．では好中球成熟促進作用が認められ、感染初期の生

体防御に貢献しているものと考えられた。さらに、CAPSには比較的、末梢血

単球、腹腔マクロファージ貧食能向上作用が認められ、高分子量のカシスポリ
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サッカライド画分がこの作用をもつのではないかと推察された。

　R＆Uでは、桿状核好中球の増加、高い単球活性、肝臓内8En面ddis菌数の

有意な低下、感染後の良好な増体といった結果から、主に自然免疫系の機能充

進に作用し、感染を防御するものと推察された。また、Thlmにバランスの改

善作用も併せもち、幅広い免疫賦活効果をもたらす物質であるといえる。
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第3章
Lαc滋。加。属伽5肥磁厩および

カシスポリサッカライド併用による

　甜伽π8伽Enteritidis感染防御効果の検討



1．目的

　これまで、第1章で確立されたSEn面廿dis感染モデルラットの免疫細胞動体

解析法を用いて、加。励㏄漁∫属細菌、カシスポリサッカライド（CAPS）、リ

ゾープス麹抽出生理活性物質R＆uの8En㎞廿dis感染防御効果を検討してきた。

これらには効果の大小はあるものの、何らかの免疫賦活作用による感染防御効

果が認められた。そのメカニズムは、貧食細胞の活性化、Thl反応の誘導によ

る適応免疫の活性化、あるいはその両者をバランス良く誘導するものと、プロ

バイオティクスや免疫賦活物質というカテゴリーでは分類できない、各被験菌、

各被検物質レベルでの特徴を備えていた。本章では、これまでに試験したもの

の中で、免疫賦活の作用点が異なると考えられる励㏄伽3属細菌と免疫賦活

物質を組み合わせ、同時に投与することでの感染防御に対する相乗効果を目的

とし、試験を行った。

本章で試験するL㈱伽ゴ〃配属細菌と免疫賦活物質には、それぞれ最も感染防

御効果の高かったものではなく、L㏄如伽伽属細菌としてはTh1／rh2バランス

改善に特化して良好な結果が得られたム脚謝JCMl112Tと、免疫賦活物質とし

てはカシス関連物質のなかでも貧食細胞活性化能が比較的高かったCAPSを選

択した。両者については、8En面五dis臓器内侵入菌数は、感染コントロール群

と比較して有意な減少は認められず、その感染防御効果は最も効果の高かった

加㎞ATCC53103やCAPS4m．と比較して中程度であった。効果が中程度

の2者を混合することで、感染防御効果が増大し、これまでのどの試験群より

も高い効果を発揮するとすれば、プロバイオティクス製品として、組合せ次第

で新たな特徴を打ち出すことが可能になると予測される。
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2．材料および方法

　1）実験動物

　第1章2節と同様の動物を使用した。

　2）被検物質の調製およびその投与

被験菌として第1章2節で用いたム珈伽d伽ハ槻嬬JCMl　l　I2T、被験物質とし

て第2章で用いたCAPS溶液を用意した。

調整はそれぞれ前述の方法に従って行った。投与はL眉翻吻JCMl　l　l2T投与菌

液、およびCAPS溶液を同時に行い、それぞれの投与量、投与時間、投与回数

は前述の方法に従って行った。

　3）＆蘭㎞伽Enta唖ti曲感染モデル動物

　　体重測定および一般症状の観察

　　供試動物の剖検、適材および採血

　　肝臓、脾臓およびMLNにおける臓器侵入ぶEnte照照里数の測定

　　末梢血単球および腹腔マクロファージ食食活性の測定

　　Th1！Th2課目ンスの測定

　　白血球数測定

　　統計処理

　以上の各項目は、第1章2節と同様の方法で行った。

3結果および考察

　1）体重変化

　i）day－9～一1

　図20にL，脚謝JCM1112TとCAPSを9日間投与した際の効果を示した。こ

れ以降、第1章のム刷吻JCMl　l　l2T投与群、第2章のCAPS投与群の結果も参

考までに示すこととする。また、ムハ㈱禰CMl　l　12T、　CAPS同時投与群を、　CAPS

＋」αM1112T群と略すことにする。
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　（9）　　　　　　　　　　　　　　　（9）
50　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　35
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　　　　　　　　　　　　　　　　30
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35　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25
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　　　　　　　　　　　　　　　　　20
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　　　　　　　　　　　　　　　　　1520

15　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10
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　　　　　　　　　　　　　　　　　5
5

0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0

　　　　　　　■コントロール　　　　　　　感染コントロール

　　　　　　　遡JCM1112　　　　　　　璽CAPS
　　　　　　　■CAPS＋JCM111

　図20．（珀y－9～5における増体量　　　　図21．（即～5における増体量

　　　　＊：感染コントロール群に対して有意差あり（P＜0．05，丙）

　CAPS＋JCMI　l　12T群ではコントロール群と比較して有意差は得られず、逆に

体重低下などの弊害も認められなかったため、体重変化からは同時投与による

生体への悪影響はないものと推察できる。

　h）dayO～5

　被検物質投与10日目の8E血e組曲（1（角瓢）投与を0日として、剖検までの

5日間の増体量を図21に示した。

　五眉魏”JCMI　l　l2T、およびCAPS投与群では、感染コントロール群に対する

増体量に有意差は認められなかったが、CAPS＋JCMl　l　l2T群では有意に体重が

増加した。乳酸菌の産生する乳酸やポリサッカライドは、腸管の蠕動運動を千

進し、便秘などを解消するという整腸作用をもつが［61嶺］、この作用により腸

管内での内容物の滞留時間が短縮することで、病原微生物、有害物質の体外へ
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の排除が速やかに行われる可能性も示唆される。

2）肝臓、脾臓および㎜における臓器侵入51Ente曲論数の測定

　図22に各臓器から検出された＆En㎞盛曲生菌数を示した。

CAPS＋JCMI　l　l2T群では、　MLNおよび肝臓内のεEn㎞盛dis忌数が、感染コン

トロール群に対して有意に減少していた。本試験群は、免疫的関門となるリン

パ節での1／100近い菌数低減、他臓器でも同レベルに抑制された菌数と、これ

までにない強力な感染防御作用を示し、高い相乗効果を生み出している。これ

は、前章までに明らかにした両物質の免疫賦活作用と、前項でも述べた整腸作

用による物理的な＆En㎞d曲の排除が功を奏したものと考えられ、非常に優れ

たプロバイオティクスと免疫賦活物質の組合せであるといえる。

　　7

（
O
＼
⊃
L
O
O
O
こ
癒
魍

ll．
1

　　　　　感染Cont．　　　JCM1112　　　　CAPS　　　　　CAPS＋

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　JCM1112
　　　　　　　　　　■腸間膜リンパ節　■肝　臓　　脾　臓

　　　図22．CAPS＋」（Ml　112群における各臓器中の3En㎞丘dis生菌数

　　　　　　＊：コントロール群に対して有意差あり（P＜0．05，悦）

3）末梢血単球および腹腔マクロファージの食食能

図23．Aに、　CAPS＋JCM　l　l　l2T群における末梢血単球、　Bに腹腔マクロファー

ジの貧食能測定結果を示した。

　　末梢血単球、腹腔マクロファージともに、CAPS＋JCMl　112T群の有意な鼠

食能向上作用は認められなかったが、末梢血単球で明らかな低下傾向、腹腔マ
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　　　　　■コントロール　　　　感染コントロール　　、J　JCM1112

　　　　　■CAPS　　　　　　　■CAPS＋JCM1112

　　　図23．末梢血単球（A）、腹腔マクロファージ（B）の甘食能における

　　　　　　CAPS＋JCMl　l　l2の影響

クロファージで向上傾向がみられた。末梢血単球は感染局所に遊走することで

感染初期の生体防御を担うが、本試験：を行った＆En㎞d曲感染5日後は適応免

疫期に当たると考えられ、この時期では逆に末梢血中から単球は減少し、新生

されたばかりの活性化されていない単球が血中に出現したものと推察される。

それ故、末梢血単球の三食能は抗原刺激を受けていない低活性の状態にあり、

腹腔マクロファージは感染初期からのサイトカイン刺激により活性化され、比

較的高い貧食能を有していたものと考えられる。

　4）Thl　1　Th2バランス

　図24に、SEn㎞面is感染5日後の各試験群におけるヘルパーT細胞数を、

表5にその結果に対する統計評価を示した。

CAPS＋JCMI　112T群では有意なTh1、　Th2細胞の低下が認められた。　Thl細胞

一60一



　㏄n
250

200

150

100

50

　0

　　　　Cont．　　感染Cont．　JCM1112　　CAPS　　　CAPS＋

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　JCM1112

　　　　　　　　　　　　ThO　　■Th　l　　　Th2

　　　　図24．ヘルパーT細胞数におけるCAPS＋JCMI　l　l2Tの影響

（コントロール群および感染コントロール群の値を青色破線、赤色破線でそれぞれ示した）

表5．ヘルパーT細胞数におけるCAPS＋JCM1112Tの影響に対する統計的評価

Th1 皿 ㎜ Total　Th

2
　2

1
　
　1

1
　
　
1

1
　
　1

測
蝋

襯
燗

五
　
C

小
－
桑
l
l
Ψ

一
Ψ
1
ψ
一
Ψ

↓
↓
↓

一
▼
ー
ウ
ー
ウ

　↑：細胞数増加（有意差あり、p＜0ρ5）、↓：細胞数減少（有意差あり、p＜0．05）

→：有意差なし

は感染コントロール群よりも減少しているが、全ヘルパーT細胞数に対する割

合で比較すると、Th2細胞の減少によりThl細胞は1．4倍の増加と、コントロー

ル群の割合にほぼ等しくなる。Thl／n氾バランスとしては、それぞれ単独投与

時と同様な傾向を示し、感染抵抗性を示していたが、臓器内＆E麟曲菌数や

負食細胞活性化能のような相乗的効果はみられなかった。

5）白血球数

　表6に、cAPs＋JcMl　l　l2T群における＆E麟dis感染5日後の白血球数を示

した。
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表6白血球数におけるCAPS＋JCMIl12Tの影響

試験群　　　総白血球　　好中球　　桿状核　　分葉核　　リンパ球　　単球　　好酸球

コントロール　　7867　　3474

感染C㎝し　　10367　7∞O

　JCMIl12T　　lO833　　7263

CAPS－1．m．　　13367　　9127

CAPS＋JCM1112　　6700　　3686

157　　　　3317　　　　3871　　　　340　　　　182

349　　　　6651　　　　2864　　　　404　　　　　69

292　　　　　6971　　　　2995　　　　　433　　　　　76

418　　　　8709　　　　3553　　　　591　　　　39

71　　　　3616　　　　2880　　　　180　　　　　0

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（個／μ1）

コントロール群、感染コントロール群と比較して、CAPS＋JCMl　l　12T群では、

好中球、単球といった自然免疫を担う貧食細胞の数的な増加は認められなかっ

た。むしろ、好中球は平常レベルに復帰しており、桿状核好中球も増加してい

ないこと、腹腔マクロファージの高い貧食能に対して末梢血単球の貧食能およ

び数の低下といった白血球数の変動と、MLNおよび肝臓内二二のこれまでにな

い有意な低下といった現象を総合すると、3En面廿dis感染に対する免疫反応は

は終息に向かいつつあると推察される。

6）要約

　本章では第1章2節、第2章に引き続き、これまでに試験したものの中で、

感染防御効果が中程度で、免疫賦活の作用点が異なると考えられる㎞わ㏄沼鰐

属細菌の五ハ⑳謝JCMl　l　12Tと免疫賦活物質CAPSを同時に投与することで、

8En面廿dis感染防御に対して相乗効果を見出せないかという目的の元、試験を

行った。

　その結果、CAPS＋JCMl　l　l2T群では、臓器侵入ぶE瞭油ds菌数が3臓器全て

において1（ヂ。即gレベルと、これまでにない強力な感染防御作用を示した。ま

た、末梢血単球および腹腔マクロファージの面食能測定では、腹腔マクロファ

ージでそれぞれ単独投与時よりも高い貧食能が認められた。以上の2点に関し

ては、CAPSとム脚伽」0＞11112Tの同時投与は、それぞれの単独投与より優れ

た相乗効果を得ることができた。また、Th　1同位バランス、白血球数の各パラ
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メータは、コントロール群の値に近似しており、感染後の良好な増体といった

結果からも、感染5日後ではすでに3En面ddis感染が終息に向かいつつあると

推察された。

　CAPSとム脚吻JCMl　l　l2Tでは、その組合せにより感染防御効果が増大し、

それぞれ単独よりも高い効果を発揮した。既存のプロバイオティクス製品も、

本研究で示した免疫学的手法などにより、その特徴を詳細に把握して適切な組

合せを検討することで、新たな特徴を打ち出すことが可能になると予測される。
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フ。ロバイオティクスに関しては、これまでの数々の研究がなさ才k 腸管感染

症に対する感染防御効果についても証明されてきた。近年、 invimあるいは m

vi.仰の実験において、病原菌の発育抑制、腸管上皮細胞への付着競合阻害とい

ったメカニズムにより、特定の病原菌に対する感染防御に特化した乳酸菌も報

告されている。

細菌などの病原微生物の侵入に対する生体の感染防御機構は、感染後数時間

以内にはたらく生来備わっている自然免疫(innぉ mmmi勿)と、感染数日後か

らはたらく適応免疫 (adaptiveimmunity )に分類される。

腸内細菌のなかでも、フ。ロバイオティクスとして利用される手l厳菌やビフイ

ズス菌には、適応免疫のなかで、も主に細胞性免疫に関与する l型ヘルパーT

(Th1)細胞反応の増強による百11m立バランスの改善効果が認められており、

アレルギーやストレスに対する抵抗性を高めると同時に、細胞内寄生性の病原

微生物感染に対しても予防的なはたらきが期待される。

本研究では、まず細胞内寄生性細菌感染症のモデ、ルとして品'lmonellaEnteritidi s 

感染モデルラット[22，23]を作出し、百11反応を誘導するとされている乳酸菌

(Lacto伯'Cillus属細菌)[24]、および免疫附舌物質と考えられるカシス果汁由来

のポリサッカライド (CAPS) とリゾープス麹抽出生理活性物質R&Uが、自然

免疫や適応免疫の各ステージに与える影響を事験した。この試験によって供試

菌株および各物質の免疫学的特徴を捉えることができる。これらの結果から、

作用点が異なると考えられた菌株や免疫賦活物質を組合せることで、複合的な

感染防御効果増強の可能性についても検討した。

L reuteri JCMll12T投与群で、は、 SEnteritidis接種後の体重増加率も良く、

S Enteritidis臓器侵入菌数は全項目で、低下していたが、好中球数増加、単核餅田

胞活性化に対しての作用が弱く、有意差は得られなかった。百11m立バランス

改善能は4被検菌中、 Lrhan抑制'sATCC53103に次いで好成績を示した。
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L rhamnosus ATCC53103投与群では、 SEnteritidis臓器侵入菌数の有意な低下、

単核食細胞の活性化、Thlffi立バランスを 4被検菌中最もThl優位に改善する

など、自然免疫から適応免疫にわたって幅広く良好な結果を示し、宿主免疫能

の向上に関与していた。

L johnsonii LC 1投与群では、好中球数増加と利自血単劇舌性化がみられたカ人

百11汀112バランス改善効果は低い結果を示した。 Ljohn馴 iiLClはL，的問ωlIS

ATCC53103と比較してヒト糞便中のムチンに対する付創生が高いので、付着競

合阻害作用によって特定の病原菌に対する感染防御を発揮するものと考えられ

る。しかしながら、この場合では、腸管上皮に付着陸が高いので宿主の免疫反

応も高くなるとはいえず、付着性だけでこのことを言及するのは困難で、あると

結論された。また、パイエル板などに存在する抗原提示細胞のマクロファージ

に異物が貧食された後の消化性、すなわち難消化性のために免疫能の充進が維

持されるという報告がある[58]0Lacto批 'illusωseiShirota株は、一般的なグラム

陽性菌溶菌酵素であるリゾチームなどで細胞壁が消化され難く、マクロファー

ジが貧食した後でも他菌と比較して速やかに消化されずに菌体成分が残存する。

そのためにマクロファージを持続的に刺激し、結果として高い免疫能の向上作

用を維持すると考えられている。この現象は菌種の細目僅童組成の差異に起因し、

他のLactobacillus属細菌にも当てはまる可能性は大きいと思われる。それに比べ

てL〆msoniiLClは、マクロファージ内において易消化性で、抗原としての刺

激が存続しないことから、適応免疫の誘導能が低かったので、はないかと推察さ

れた。それとは対照的に、 Lrhan抑 制'sATCC53103では腹腔マクロファージ活性

化や四1反応の誘導について好成績を示したのは、同菌種の Lrhamnosus 

MA27/6Bにおいてリゾチームに対する抵抗性があると報告されているので[5勾、

Shira飽株同様に難消化性である可能性が示唆される。

Lp.伽的rumMIαUl64は、上記3被験菌と比較して特徴的な作用は見受けられ
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なかったが、四1反応の増強作用は認められた。

上記Lactobacillus属細菌のSalmonel/aEnteritidis感染モデ、ルラットへの投与は、

好中球、単球、マクロファージなどによる自然免疫の活性化から、百11汀h2バ

ランスの改善まで、広範囲にわたってS.Enteritidis感染を防御する傾向がみられた。

その作用は、菌株による効果の差も大きいが、薬剤などにみられる局所的な効

果ではなく、病的状態を健常範囲内に復帰させる、すなわちホメオスタシスの

維持に効果的であることが推察された。したがって、上記効果の認められたプ

ロバイオティクスを長期に渡って摂取することは、日常的に受ける軽微なスト

レスによる官立偏向や病原菌の侵入を事前に防御し、生体の健康を紺寺するも

のと考えられる。

カシス果汁関連物質では、カシスポリサッカライド (CAPS)、およびその低

分子量ポリサッカライド画分CAPS-l.mにおいて、羽目112バランスの改善、お

よび各臓器に侵入したSEnteriωlS菌数の低減効果が認められた。特に、CAPS-l.m

では感染防御作用が強く、好中球新生促進作用が認めらオk 感染初期の生体防

御に貢献しているものと考えられた。一方、 CAPSでは比較的、末梢血単球、

腹腔マクロファージ貧食能向上作用か認めらオk 高分子量のカシスポリサッカ

ライド画分がこの作用を示すと推察された。

リゾープス麹抽出生理活性物質R&Uでは、梓状核好中球の増加、高い単球

活性、肝臓内SEnteritidis菌数の有意な低下、感染後の良好な増体などの事象か

ら、主に自然免疫に作用し、感染を防御するものと推察された。また、百11月五2

バランスの改善作用も併せもち、幅広い免疫賦活効果をもたらす物質であると

いえる。

上記の結果に基づき、免疫賦活の作用点が異なる手l酸菌と物質を同時に投与

することで、丘 En回世dis感染防御に対する相乗効果の有無を調べた。その対象

には、両者とも、 SEnteritidis臓器内侵入菌数に有意な減少が認められず、その
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感染防御効果を供試した 9被検物質中で順位付けすると、多くの項目でほぼ中

間の順位を示したものを選択した。すなわち、Lacto初cillus属細菌として百11江112

バランス改善に良好な結果カ当尋られたLrl印刷JCMll12と、貧食細胞活性化能

が比較的高かった CAPSとの組合せを選んだ、。

その結果、 CAPSとJCMll12T投与群では、侵入した S.Enteritidis菌数が3臓器

すべてにおいて lθαU/gレベルと、本研究では最も強力な感染防御作用を示し

た。また、末梢血単球および、腹腔マクロファージの貧食能測定で、は、腹腔マク

ロファージでそれぞれ単独投与時よも高い貧食能が認められた。以上の 2点に

関しては、 CAPSとLn印刷 JCM1112Tの同時投与は、それぞれの単独投与と比

べ優れた相乗効果を得ることができた。また、百11庁h2バランスと白血球数の

各パラメータは、コントロール群の値に近似しており、感染後の良好な増体の

結果からも、感染5日後ではすでにS.Enteritidis感染が終息に向かいつつあった

と推察される。

以上、本研究では、S.Enteritidis感染モデ、ルラットにおける百1!Ih2細胞測定、

マクロファージなど貧食細胞の貧食活性、白血球系の細胞数など免疫細胞の動

態解析、および丘Enteritidis感染状態の指標であるラット臓器への侵入菌数など

6項目を指標に、 Lac，加伽dllus属細菌、およびカシス果汁ポリサッカライド

(CAPS)、リゾープス麹抽出生理活性物質R&Uの感染防御効果を網羅的に解

析した。試験した Lactobacillus属細菌は、主に τ111優位の免疫誘導能と貧食細

胞の活性化を示し、Ln加 nnosusATCC53103において最も高い感染防御効果を示

した。Lacω，bacilluspara，ω問では菌株の違いにより、 2型のヘルパーT細胞を活

性化する場合もあることから[側、ア。ロバイオティクスの免疫誘導能は、菌種

によって一概に特徴づ、けられるものではなく、菌株レベルで、特性を判断する必

要があると考えられる。
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カシスポリサッカライドでは、低分子量の画分である CAPS-l.mが、好中球新

生促進作用とTh1反応の増強による感染防御作用を示すことを証明した。高分

子量と低分子量の両画分を含む CAPSでは、比較的、対白血単球、腹腔マクロ

ファージ、貧食能の向上作用が認められたことから、この作用は高分子量画分に

よるものと推察された。

さらに、 CAPSとLreuteri・JCMll12Tの同時投与の詞験から、免周一当細胞に

対する作用点が異なる組合せは、感染防御効果を増大させ、それぞれ単独より

も高い効果を発揮することを示したことも新しい知見である。既存のプロバイ

オティクス製品も、本研究で示した免疫学的手法を駆使し、その特徴を詳細に

把握して適切な物質の組合せを検討することで、高い効果を生み出し、新たな

特徴を打ち出すことが可能になると考えられる。

また、 R&Uでは、白血球貧食能の向上および低下防止など、免疫担当細胞に

対する効果がinvi仰の実験系で証明されているが、本研院では、 invivoの実験

系において初めて、末梢血単3求貧食能向上作用およびTh1反応増強作用を認め

た。
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