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緒論 

近年において、健康食品を包括的な医療（1）あるいは科学的事実に基づいた医

療（EBM: Evidence Based Medicine）（2, 3）に取り入れることが世界的な動向とな

っており、これは健康食品が認知あるいは容認されていくためには必要なことであ

る。とりわけ乳酸菌は古くから食品に利用され、その健康効果に関しては多くの研

究がなされてきた。1907 年、Metchnicoff はヨーグルト長寿説の中で、ブルガリア

地方に長寿者が多い理由をヨーグルト中の乳酸菌であるブルガリア菌

（Lactobacillus bulgaricus）が腸内に住み着き、これが腸内腐敗菌を駆逐する為と考

え酸乳の飲用を推奨した（4）。その後ヨーロッパにおいては乳酸菌やビフィズス菌

を用いた発酵乳が広く飲用され、その機能性は腸内有用菌の増加、便通改善、腸内

腐敗物質の減少、免疫賦活、感染防御、脂質代謝改善など多岐にわたることが報告

されている（5, 6）。日本においては 1900 年代初頭に、発酵乳、乳酸菌飲料、殺菌

酸乳、乳酸菌生産物質などが開発・販売されていた（7, 8）。1919 年に三島海雲は

モンゴルの発酵乳からヒントを得て殺菌酸乳「カルピス」を販売、1935 年には代

田稔がヒトの糞便から分離したカゼイ菌（L. casei）を用い、ヒトに保健効果をもた

らす乳酸菌飲料「ヤクルト」の販売を始めた。戦後、1950 年には明治乳業からヨ

ーグルトが発売され、その後もビフィズス菌、アシドフィルスグループの乳酸菌を

加えたものやケフィールなども販売され、各乳業メーカーは独自の乳酸菌、ビフィ

ズス菌株を用いた製品を研究・開発し、現在では消費者の健康志向と相まって一大

ヨーグルト市場を形成するに至った。 

一方で、1945 年正垣一義は、培養基に牛乳ではなく植物性たんぱく質（大豆）

を用い、複数種の乳酸菌と酵母の共生培養による乳酸菌発酵エキスの研究に着手し

た（7, 8）。これが「乳酸菌生産物質（乳酸菌の豆乳発酵産物）」の起源であり、現

在では健康食品素材としての市場が確立されている。大豆はタンパク質、ペプチド、

オリゴ糖をはじめ、リン脂質、イソフラボン、サポニン、ミネラル、ビタミンなど、
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人の健康に有益な成分を豊富に含有し（9）、これらの成分が種々の微生物の発酵に

より組成的、機能的に様々な変化を起こすことが知られている。たとえば、タンパ

ク質は微生物のプロテアーゼやペプチダーゼによって多種多様のペプチドに分解

され、免疫賦活、血圧調整などの生理活性作用を示す（10, 11）。またイソフラボン

やサポニンの配糖体は細菌性β-グルコシダーゼによってアグリコンに変換され

（12, 13）、これらのアグリコンは配糖体よりも人体への吸収性が高い特徴を有する

（14）。大豆を用いた発酵食品は数多く存在するが、とりわけ東アジアの国々に多

く、醤油（乳酸桿菌や酵母）（15）や納豆（納豆菌）（16）、テンペ（麹菌）（17）な

どがある。これらの食品のほとんどはカビや酵母や細菌、あるいはこれらの微生物

の組み合わせで発酵して製造される。中でも乳酸菌と酵母の組み合わせ（共生）の

例は数多く知られており、生態や生育環境が類似しているため相性がよく、共に協

力しながら適応・進化してきたといわれている（18, 19）。一般に乳酸菌は栄養要求

性が高く、アミノ酸、不飽和脂肪酸、ビタミンなどを要求する。このため、貧栄養

環境下でも酵母と共存すれは生育が可能となる場合がある。さらに、乳酸菌はカタ

ラーゼを持っておらず、酸化ストレスに対する感受性が高いが、酵母はカタラーゼ

を持っている。これは乳酸菌が好気的な環境で生育するうえで重要な要素となりう

る。また乳酸菌は自ら生産した乳酸により死滅する場合があるが、酵母は酸素存在

下で乳酸をはじめとする有機酸を資化することができるため、乳酸の作用が緩和さ

れる。このように、乳酸菌と酵母は相互に生育のための基質を依存している場合が

多く、発酵物の機能性に与える影響は非常に大きいと考えられる。Rekha ら（20）

は、L. acidophilus、L. bulugaricus、L. casei といった乳酸菌と Saccharomyces boulardii

のそれぞれ 1 菌ずつの組み合わせで培養することにより、乳酸菌の持つβ-グルコ

シダーゼ活性、ならびにイソフラボンアグリコンの生成量が上昇することから、乳

酸菌と酵母の混合培養が発酵液の機能性を高めると報告している。このように、乳

酸菌と酵母の共生の有用性については明らかとなっているにも関わらず、健康の維
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持増進を目的とした、いわゆる健康食品としての豆乳発酵製品は少なく、ビフィズ

ス菌（21）あるいは乳酸菌（22）の単菌培養による製品が存在するのみである。本

研究に用いた豆乳発酵産物（SFP: Soybean milk-Fermented Product）は、多菌種の乳

酸菌と酵母の共生を利用して増殖を促し、両菌による豆乳の機能性の向上を目指し

た発酵生成物である。過去の研究において、乳酸菌と酵母を混合培養することによ

り、乳酸菌単独培養時に比較して pH 低下が速やかにもかかわらず乳酸菌、酵母の

生菌数が高く維持されることや、乳酸を主とする有機酸生成量が増加する成績を得

ている。 

近年、腸内細菌叢（腸内フローラ）が宿主と共生しながらエネルギー産生、蠕動

運動・消化吸収の促進、胆汁酸やコレステロールの代謝調節、感染防御、免疫賦活、

発がん促進・抑制など生体への重要な役割を担っていることが明らかになっている

（23）。腸内フローラ研究の進展は高度嫌気性菌の培養技術の確立や、分子生物学、

免疫学などの研究の進展によるところが大きく（24）、培養法による個々の細菌種

の分離と解析に加え、メタ 16S 解析法（25）、メタゲノム解析法（26）の発展によ

り腸内フローラが肥満や糖尿病、がん、アレルギー、自己免疫疾患、老化など、多

くの疾患と深く関わっていることが明らかとなってきた（27-30）。腸内フローラに

影響を与える因子は宿主の加齢、ストレス、食事、薬物、病原体など多数あげられ

る。特に食事の影響が大きく、健康の維持・増進に寄与する食品は機能性食品と呼

ばれる。機能性食品は作用機序の観点から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 の 3 つに分類される（7, 31, 32）。プロバイオティクスは腸

内細菌バランスを改善することによって宿主に有益な効果をもたらす細菌群で、主

に乳酸菌、ビフィズス菌、酵母などがある。プレバイオティクスは難消化性の食物

成分で、大腸の有害菌の増殖を抑制することによって有用菌の増殖を促進し、宿主

の健康に有益に働く。オリゴ糖、食物繊維、難消化性澱粉などがある。なお、プロ

バイオティクスとプレバイオティクスを一緒に摂取すること、またはその両方を含
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む飲料や製剤などはシンバイオティクスと呼ばれる（33）。バイオジェニクスは発

酵物、乳酸菌の効用の中で、有効性を生菌に帰せない場合があることをもとに光岡

（32）により提唱された用語で、直接あるいは腸内フローラを介して免疫賦活、抗

変異原性、コレステロール低下作用、腸内腐敗抑制など宿主の健康に役立つ物質で、

生物学的反応修飾物質（BRM: Biological Response Modifier）、カロテノイド、フラ

ボノイド、エイコサペンタエン酸、ドコサヘキサエン酸、ラクトトリペプチド、免

疫賦活物質などがこれに含まれる。BRM は腫瘍細胞に対する宿主の反応を修飾す

ることによって治療効果をもたらす物質を指し（34）、インターフェロンやインタ

ーロイキン、乳酸菌の菌体成分や Streptococcus pyogenes から調製されるOK-432（35）

などがある。光岡（7）が分類した発酵乳、乳酸菌飲料、殺菌酸乳、豆乳発酵物の

4 つのタイプのうち、殺菌酸乳、豆乳発酵物がバイオジェニクスに該当する。バイ

オジェニクスの具体例として Takano ら（36, 37）は、L. helveticus 、Saccharomyces 

cerevisiae による発酵乳中のトリペプチド（Val-Pro-Pro、Ile-Pro-Pro など）が、アン

ジオテンシン I変換酵素を阻害することにより降圧作用を示すことを報告している。

また Shiina ら（38）は、乳酸菌の菌体成分の機能性に着目し、デオキシコール酸（DCA）

負荷により惹起された肝・腎障害モデルラットに対して Enterococcus faecalis 

AD1001 株および L. reuteri AD0002 株の加熱処理死菌体が、肝・腎機能障害の改善

作用を示すこと、またコレステロール飼料を負荷したウサギに E. faecalis AD1001

株の加熱死菌体を経口投与することにより血清コレステロール値の上昇抑制なら

びに動脈壁への脂質沈着の著明な抑制を認めたことを報告している（39, 40）。さら

に、これらの研究は通常動物を用いた試験であったが、Shin ら（41）は腸内細菌の

関与を排除した無菌マウスを用いた研究から、乳酸菌の菌体成分が直接生体の肝機

能、脂質代謝に影響を及ぼした可能性を見だしている。 

一方、豆乳発酵物の機能性成分は豆乳由来成分と発酵菌と考えられるが、腸内細

菌に対する影響やヒトの健康に対する有益性など詳細に関する研究は未だ不十分
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である。そこで本研究では SFP について、第 1 章で通常食摂取時におけるヒト腸

内フローラおよび唾液中分泌型 IgA（s-IgA）に対する影響ならびに肉食摂取時にお

ける腸内フローラとβ-グルクロニダーゼ活性に与える影響を調べた。第 2 章では

大腸発がんモデルマウスに対する SFP の腫瘍抑制効果を調べ、その機序を Meth-A

移植がんマウスを用いて検討した。第 3 章では、SFP の発酵菌の中からサイトカイ

ン産生性の高い乳酸菌 L. plantarum BF-LP284 株を選抜し、本菌株の加熱死菌体の

腫瘍抑制効果とその機序を Meth-A 移植がんマウスを用いて検討した。第 4 章では、

SFP の構成成分の機能性を調べるため、SFP の可溶性画分（SFP-s: SFP soluble 

fraction）の血圧降下作用を自然発症高血圧ラットを用いて検討した。第 5 章では、

SFP-s の肝・腎機能障害の改善作用を胆汁酸負荷肝・腎障害モデルラットおよびガ

ラクトサミン誘発肝障害モデルラットを用いて検討した。またその機序を肝・腎初

代培養細胞を用いて検討した。さらに第 6 章では、SFP-s のリュウマチ性関節炎に

対する改善作用をコラーゲン誘発関節炎モデルマウスを用いて検討した。最後に各

章の検討結果からバイオジェニクスとしての SFP の有用性を総括した。 

  



 

6 

 

第 1章 SFP のヒト腸内環境改善作用と粘膜免疫増強作用 

 

1-1 序論 

 

ヒトの消化管には 103 種以上の菌種で 1014 個以上の細菌が生息するとされている

（42-44）。これら腸内フローラは培養が困難な菌が多いため、宿主に及ぼす影響は

明らかでない点が多い。Turnbaugh ら（30）が肥満マウスの腸内フローラを移植し

た無菌マウスが肥満になった事で腸内フローラが肥満の病態や生理に関与してい

る事を明らかにするなど、腸内フローラが宿主の健康に重要な役割を担っている事

が明らかにされつつある。近年、この腸内フローラの意義を解明する事を目的に、

European metagenomics of the human intestinal tract や The US human microbiome 

project が組織され、宿主に及ぼす腸内フローラの役割解明に向けて研究が推進され

ている（44）。既に、多くのプロバイオティクスやプレバイオティクスが腸内フロ

ーラを Bifidobacterium 優位に誘導する事が明らかにされている（23, 33, 45）。一方、

Inoguchi ら（46）は、豆乳をケフィアで発酵させた発酵物（以下 FSM: Fermented 

soybean milk）が、ヒトの Bifidobacterium を増やし Clostridium を減少させ、さらに

糞便中硫化物も減少させて腸内環境を改善する事を明らかにしており、FSM はプ

ロバイオティクスとプレバイオティクスの両方の側面を持つとしている。この様な

腸内環境改善を示すプロバイオティクスやプレバイオティクスは、免疫賦活、感染

防御、炎症制御などを誘導する事も明らかにされている（47-49）。 

今回、SFP の腸内環境改善作用を調べるため、一般的な日本食を摂食したボラン

ティアの SFP 飲用前後の腸内フローラの変化ならびに唾液中分泌型 IgA（s-IgA）

濃度の変化を測定した。また肉食中心の欧米食を摂食したボランティアの腸内フロ

ーラの変化ならびに発がん誘因物質の排泄に関連するとされる糞便中 β-グルクロ

ニダーゼ活性を測定した。 
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1-2 材料と方法 

 

1-2-1 SFP の調製 

 培養基としての豆乳（SM: Soymilk）は低農薬栽培した北海道産「鶴の子」品種

の大豆から調製した。大豆を水に一晩浸漬し、破砕後 98℃で 30 分間加熱し、その

絞り汁をSMとして用いた。SMの発酵には乳酸菌 Lactobacillus plantarum BF-LP284

株、L. acidophilus ALAL005 株、L. casei ALAL003 株、L. fermentum ALAL013 株、L. 

mali ALAL014 株、L. reuteri ALAL001 株、L. rhamnosus ALAL004 株、Lactococcus lactis 

ALAL018 株と酵母 Saccharomyces cerevisiae ALAY001 株等を用いた。これらの菌株

は A、B、C、D の 4 つの種培養のグループに分け、それぞれのグループには乳酸

桿菌 2株、乳酸球菌 1株および酵母 1株となるよう割り当てた。種培養液の調製は、

各凍結保存菌体を適量の豆乳に接種し 37℃で 2 日間培養後、乳酸菌と酵母の接種

菌数がそれぞれ 1×105/ml、1×10４/ml となるよう新しい豆乳培地に接種し 37℃で 2

日間培養した。本培養は 4 つの種培養液を混合し、100 倍量の新しい豆乳培地に接

種し、37℃で 4 日間培養した。培養後の豆乳は 98℃で 30 分間加熱した後、室温ま

で冷却し、エチルアルコールを 14%（v/v）添加した。2 週間放置後、エタノールを

エバポレーターで除去し、凍結乾燥して試験に用いた。 

SFP の栄養成分を Table 1-1 に示す。SFP の 6 成分組成はタンパク質 51.2％、脂

質 20.0％、灰分 9.3％、糖質 16.3％、食物繊維 2.3％であった。また、総有機酸 19.1％、

総イソフラボン 0.2％を含み、有機酸およびイソフラボン種の組成は表中に示す通

りであった。 

 

1-2-2 通常食摂食ヒト糞便中細菌叢解析および唾液中 s-IgA 濃度の測定 

一般的な日本食（TJD: Traditional Japanease Diet）を摂取している 20～26 歳のボ

ランティア 11 名（男 7 名，女 4 名）に SFP 450mg/日、10 名（男 7 名、女 3 名）に
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SFP と同量のプラセボ（デキストリン）を 14 日間連日摂取させ、摂取前と摂取最

終日に糞便約 1g、また唾液 1ml を採取した（Fig. 1-1）。なお，ボランティアは食事

内容に制限は設けず、摂食内容の記録のみを依頼した。また発酵食品と腸内フロー

ラに影響を及ぼす医薬品の摂取を禁止した。ヒトを用いた試験は株式会社エイ・エ

ル・エイ「ヒト倫理委員会規定」に従って実施した。 

糞便中細菌叢の検索は細菌の構成の差異を簡便に調べることができる方法とし

て広く用いられている 16S rDNA 部分塩基配列の T-RFLP（Terminal Restriction 

Fragment Length Polymorphism）法（テクノスルガ・ラボ株式会社；静岡県清水市）

を用いて占有率で解析した（50-52）。即ち、細菌の DNA を抽出し、PCR で 16S rDNA

を増幅後に制限酵素処理を行い、DNA シーケンサーでフラグメント解析してそれ

ぞれの細菌占有率を算出した。さらに、糞便中細菌叢の変化は Nagashima（51）の

方法に従って個々のボランティアの占有率の変化量［（摂取後の占有率/摂取前の占

有率-1）×100］を算出し、25％以上増減したボランティアを「増加」、「減少」、25％

以内を「変化なし」の 3 段階に分け、当該ボランティア数で比較した。 

唾液中分泌型 s-IgA 濃度は、ELISA（Enzyme-Linked Immunosorbent Assay）

法（53, 54）にて測定した。すなわち、Max-isorp immunoplate （Nunc, Roskilde, 

Denmark） を 1/400 希釈の Goat anti-human s-IgA （ICN Biomedicals, Irvine, 

CA） でコーティングし、1/4000 希釈の唾液サンプルとヒト IgA 標品 （Zymed, 

South San Francisco, CA）  を添加した。結合した IgA は 1/2000 希釈の

Biotinylated goat anti-human IgA （ Sigma ）、  Streptavidin-alkaline 

phosphatase conjugate （Life Technology, Gaithersburg, MD）、  Disodium 

4-nitrophenylphosphate substrate （Tokyo Kasei Kogyo, Tokyo, Japan）とイン

キュベートして吸光度 405nmで検出した。SFP摂取による s-IgA濃度の変化率（%）

は、（摂取後の s-IgA 濃度/摂取前の s-IgA 濃度-1）×100 で算出した。 
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1-2-3 肉中心食摂取ヒト糞便中細菌叢解析およびβ-グルクロニダーゼ活性の測

定 

TJD を摂取している 20～40 歳のボランティア 5 名（男 3 名、女 2 名）の糞便中

細菌叢を検索し、その後、昼食のみ肉中心の欧米型食（WD: Western Diet、肉摂取

量約 300ｇ、900kcal）を 3 日間摂取させた。その後 3 週間 TJD に戻して WD の影

響を排除し、再度昼食のみ WD を摂取させると共に SFP（900mg/head/day）を食後

30 分以内に摂取させた（Fig. 1-2）。それぞれの糞便中細菌叢は食物の消化管内移動

時間を考慮し（54）、WD および SFP 摂取最終日の翌々日に検索した。また、β-グ

ルクロニダーゼ活性を糞便中細菌叢を検索した際の糞便検体を用い、Reddy ら（55, 

56）の方法に従い Phenolphthalein glucuronide（Sigma-Aldrich Chemical Company. Inc, 

USA Milwaukee）を基質として測定した。 

 

1-2-4 統計解析  

統計解析は StatMate IV software（ATMS Co., Ltd, Tokyo Japan）を用いた。ヒト試験

のプラセボと SFPの 2群間の比較にはｔ検定またはMann-WhitneyのU検定を、SFP

摂取前後の比較には対応のあるｔ検定を用いた。なお、統計的有意水準は 5%未満

とした。  

 

1-3 成績 

 

1-3-1 通常食時における SFP 摂取が腸内フローラおよび唾液中 s-IgA 濃度に及ぼ

す影響 

TJD に SFP を摂取させた前後の糞便中細菌叢とその変化を Table 1-2 に示した。

SFP 群の Bifidobacterium 占有率は投与前後で差が認められなかったが、占有率の変

化量が 25%以上増減したボランティアの数で比較したところ、Bifidobacterium が増
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加した人数は SFP 群がプラセボ群より有意に多かった（P<0.05）。また唾液中 s-IgA

濃度の変化率はプラセボ群 -12.3 ± 55.5（%）に対して SFP 群 53.7 ± 68.9（%）と、

有意（P<0.05）な増加が見られた（Fig. 1-3）。 

 

1-2-3 肉中心食時における SFP 摂取が腸内フローラおよびβ-グルクロニダーゼ

活性に及ぼす影響 

TJD、WD さらに WD に SFP を摂取（WD+SFP）させた糞便中細菌叢の変化を

Table. 1-3 に示した。TJD 時の Bifidobacterium の占有率は 3.2 ± 2.1（%）で、WD

を摂取しても 5.4 ± 5.3（%）と変化が認められなかったが、WD+SFP では 12.8 ± 

10.1（%）と有意（P<0.05）に増加した。 TJD の Clostridium 占有率は 31.8 ± 7.9

（%）で、WD にすると 41.1 ± 8.9（%）に増加し（P<0.05）、さらに WD+SFP で

は TJD と同等のレベルにまで減少した（P<0.05）。TJD の Bacteroides 占有率 32.3 ± 

15.1（%）は WD にしても 28.0 ± 8.6（%）と差が認められなかったが、WD+SFP

では 19.8 ± 7.7（%）に減少した（P<0.05）。 

糞便中の β-グルクロニダーゼ活性の結果を Fig. 1-4 に示した。β-グルクロニダー

ゼ活性は、昼食を WD にすると TJD 摂取時の 5 倍以上に増加したが（P<0.01）、

WD+SFP 摂食時には TJD 摂食時と同レベルにまで減少した（P<0.05）。 

 

1-4 考察 

 

腸内細菌は宿主の健康に重要な役割を担っている事が知られている（30）。また腸

内で Bifidobacterium が増えると整腸作用や免疫賦活作用など健康に有用な働きが

期待できると考えられており、プロバイオティクスやプレバイオティクスは腸内を

Bifidobacterium 優位にして健康に資する事を目的に広く用いられている（23, 44, 

57）。SM を発酵させた FSM はプロバイオティクスとプレバイオティクス両方の側
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面を有し、腸内フローラを Bifidobacterium 優位に導く事が明らかにされている（46）。

今回、SM を乳酸菌で発酵させた後、加熱処理して調製した SFP を一般的な日本食

を摂取しているボランティアに 2 週間摂取させ、腸内フローラに及ぼす影響を検討

した。その結果、Bifidobacterium の占有率変化量が 25%以上増加した人数は SFP 群

がプラセボ群より多かった事から、SFP は多くのプロバイオティクスやプレバイオ

ティクスと同様に Bifidobacterium を増やす作用を有すると考えられた（23, 44, 46）。

しかし、本検討では、SFP の投与量が少なかったためか Clostridium の変化は認め

られず、Inoguchi らの FSM の結果と異なった（46）。SM の発酵に用いた菌種の違

いが影響した可能性も否定できない。 

体液性免疫機構として粘液中に分泌される s-IgA はパイエル板に存在する IgA 前

駆 B 細胞から分化した形質細胞によって産生され、殺菌作用はないが病原微生物

やアレルゲンをコーティングすることにより遮断抗体として作用し、異物の侵入を

排除する最前線の防御を担う（58, 59）。SFP 摂取により唾液中 s-IgA が増加したこ

とから、SFP が感染防御、食物アレルギーの抑制に働く可能性が示唆された。一方、

腸管の s-IgA抗体と腸内細菌叢は双方向に制御が行われていることが報告されてお

り（60, 61）、その恒常性が崩れると炎症性腸疾患をはじめとする免疫疾患や大腸が

ん発症につながると考えられている（62）。今回の s-IgA の産生増強と腸内フロー

ラ改善との因果関係は不明であるが、乳酸菌が s-IgA 産生を増強することが知られ

ていることから（63, 64）、SFP に含まれる乳酸菌菌体による s-IgA 増強が腸内フロ

ーラ改善の一因となり、大腸発がん抑制に働く可能性が示唆された。 

一方、腸内フローラは食事で影響を受ける事が知られており、WD 摂取は大腸

がんのリスクファクターとなる可能性が指摘されている （32, 47, 65-67）。今回の

結果では、WD 摂取時の Bifidobacterium は TJD と比べ差が見られなかったが、SFP

摂取で Bifidobacterium の増加が認められ、多くのプロバイオティクスやプレバイオ

ティクスと同様な結果（23, 44）が得られた。SFP に含まれる大豆オリゴサッカラ
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イドであるラフィノースやスタキオースなどを資化して Bifidobacterium が増殖し

た可能性が考えられるが（46, 68）、SM 群は Inoguchi ら（46）の豆乳群と同様に有

意な増加が認められなかった。したがって、発酵によって Bifidobacterium 増殖因子

が生成した可能性も考えられるが、詳細な機序は今後の検討課題と考えられた。ま

た、有害菌と考えられている Clostridium は TJD より WD で多い事が知られている

が（67, 68）、今回の検討でも WD を摂取させた際に増加し、さらに SFP を摂取さ

せると TJD のレベルにまで減少した。以上の腸内フローラの変化は FSM を摂取さ

せた Inoguchi ら（46）、他のプロバイオティクスやプレバイオティクスの結果（23, 

44）と同じ傾向であった。Bacteroides は SFP を摂取させると TJD を摂取させた時

より減少したが、この意義は明らかでない。 

臨床において、糞便中の β-グルクロニダーゼ活性は大腸がん患者が健常者より高

いことが知られており、β-グルクロニダーゼ活性は大腸がん発症のバイオマーカー

の一つと考えられている（47, 70, 71）。今回の検討結果では、β-グルクロニダーゼ

活性は WD を摂取させた時に著しく上昇し、それに SFP を摂取させると TJD を摂

取させたレベルにまで減少した。この推移は β-グルクロニダーゼ活性を有する菌種

とされている Clostridium の変化と一致し（47）、大腸がん患者で Clostridium が多い

事（72）を考え併せると Clostridium の消長に相関する β-グルクロニダーゼ活性が

大腸がん発がんに重要な役割を担っていると考えられた。また，SFP 摂取時に増加

した Bifidobacterium は Clostridium 抑制に関与し（73）、ひいては β-グルクロニダー

ゼ活性低下に導いた可能性が推察された。 

以上示した SFP の腸内環境改善作用は、多くのプロバイオティクスやプレバイオ

ティクスでの報告（57）やポリープ切除患者ならびに大腸がん患者にシンバイオテ

ィクス（Bifidobacterium lactis、L. rhamnosus と oligofructose を含む）を投与すると、

腸内細菌叢は Bifidobacterium 優位、Clostridium 抑制状態となり（74）、消化管内の

二次胆汁酸などの大腸がん発がん因子が減少し，大腸がんを抑制する可能性を明ら
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かにした報告（57, 74）と一致しており、SFP が大腸がん発がんリスクを軽減でき

る可能性が示唆された。 

 

1-5 小括 

 

TJD を摂食したボランティアに SFP（450mg/日）を 14 日間飲用させると、糞便

中 Bifidobacterium の占有率の変化量が 25%以上増減したボランティア数は有意

（P<0.05）に増加した。また唾液中 s-IgA 濃度の増加率はプラセボ群に比べ有意（P 

<0.05）に高値を示した。一方、WD を昼食のみ 3 日間摂食したボランティアの糞

便中 Clostridium の占有率は有意（P<0.05）に増加したが、WD と同時に SFP を飲

用（900mg/日）することにより減少し（P<0.05）、さらに Bifidobacterium の占有率

が増加した（P<0.05）。糞便中 β-グルクロニダーゼ活性は，WD 摂食時は TJD 摂食

時の 5 倍に増加したが（P<0.01）、SFP 飲用時は増加しなかった（P<0.05）。以上の

結果より SFP はフローラを介して腸内環境を改善し、粘膜免疫の増強による炎症

抑制や発がん誘引物質の生成抑制により大腸がん等の発がんリスクを軽減する可

能性が示唆された。 
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Nutrients g/100g dry 

wt.

Analytical Method

Protein 51.2 Kjeldahl method *1

Fat 20.9 Acid hydrolysis method

Carbohydrates 16.3
*2

Fiber 2.3 Prosky’s method

Ash 9.3 Direct Ash method

Organic acids HPLC

Lactic acid 16.7

Acetic acid 1.6

Malonic acid 0.5

Succinic acid 0.3

Total 19.1

Isoflavones HPLC

Daidzin 0.007

Daidzein 0.073

Genistin 0.014

Genistein 0.084

Total 0.177

Table 1-1. Nutritional composition of soybean milk-fermented 

product (SFP)  

*1Nitrogen-to-protein conversion factor: 6.25 
*2Formula in accordance with Notification No. 176 (2003) Standards 

for Nutrition Labeling; Ministry of Health, Labour and Welfare of 

Japan: 100-(Moisture + Protein + Fat + Ash + Dietary fiber) 
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Bacteria

Bifidobacterium 6.5 ± 7.9

5.4 ± 7.1

10.9 ± 7.5

12.2 ± 9.2 *

Lactobacillales 3.8 ± 5.1

6.5 ± 7.2

5.7 ± 6.6

4.5 ± 3.1

Bacteroides 33.0 ± 17.0

27.2 ± 16.1

28.1 ± 14.7

29.1 ± 15.4

Prevotera 7.7 ± 11.9

11.1 ± 14.7

13.1 ± 15.5

12.6 ± 16.3

Clostridium f 37.0 ± 10.9

39.1 ± 11.5

27.8 ± 12.0

27.7 ± 9.6

Others 12.0 ± 7.8

10.7 ± 6.2

14.4 ± 9.6

14.0 ± 6.9

Placebo group (n=10) SFP group (450mg/day, n=11) 

Before

After

Before

After

1

5

2

2

4

1

Incc

Occupation 

rate (%)

Decd NCe

5

2

4

0

2

2

4

3

4

8

4

7

Incidence of 

volunteersb

Occupation 

rate (%)

Incidence of 

volunteers

7

3

4

1

3

4

2

4

3

3

3

3

2

4

4

7

5

4

Inc Dec NC

P value

0.041

0.454

0.627

0.626

0.678

0.113

Table 1-2. Effect of soybean milk-fermented product (SFP) on fecal bacterial 

occupation rate and incidence of volunteers fed traditional Japanese diet in 2 groups a  

 

 

 

aThe occupation rate of fecal bacteria was analyzed by T-RFLP (terminal restriction 

fragment length polymorphism) method. Values are expressed as mean ±S. D. of 

occupation rate of fecal microflora (%). bNumber. cInc: 25 % or more relative rate 

[(Occupation rate after treatment / occupation rate before treatment-1) ×100]. dDec: 

25 % or less relative rate. eNC: No Change. fThe total value of cluster (IV, XI, XVIII) 

and subcluster (XIVa). *P<0.05, placebo vs. SFP group at number of volunteers’ 

distribution (Mann-Whitney’s U test). 
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Bacteria

Bifidobacterium 3.2± 2.1 5.4 ± 5.3 12.8±10.1*e

Lactobacillares 2.0± 1.8 2.3 ± 2.2 2.0 ± 2.2

Bacteroides 32.3±15.1 28.0± 8.6 19.8± 7.7 *e

Prevotella 18.2 ±12.9 12.1±11.3 18.4±15.6

Clostridiumd 31.8± 7.1 41.1± 8.9**f 29.7± 11.4

others 12.6 ± 5.6 11.2± 4.4 17.4± 6.4

TJDb WDc
WD

+SFP (900mg/day)

*g

aThe composition of fecal bacteria was analyzed by T-RFLP (terminal restriction 

fragment length polymorphism) method. Values are expressed as mean ±S. D. of 

composition of fecal microflora (%). b TJD, traditional Japanese diet. c WD, 

Western diet mainly meat meal (approximately, a total amount of meat ingestion 

300g, 900kcal) at the only lunch for 3 days. d The total value of cluster (IV, XI, 

XVIII) and subcluster (XIVa). eP<0.05, significantly different from the value of 

WD (Two-sided paired t test). f P<0.01, significantly different from the value of 

TJD (Two-sided paired t test). g P<0.05, significantly different from the value of 

WD (Two-sided paired t test). 

 

Table 1-3. Effect of soybean milk-fermented product (SFP) on fecal bacterial 

composition in 5 volunteers fed western diet mainly meat mealsa 
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0 1 2 3 4 5 (Weeks)

Wash out SFP consumption

Sampling

(feces and saliva)
Sampling

(feces and saliva)

Observation

: SFP consumption period

0w 1w 2w 3w 4w 5w (Weeks)

Wash out

Sampling

(feces)

SFP 

consumption

1d 2d 3d 5d

Sampling

(feces)

Meat feeding

Sampling

(feces)

1d 2d 3d 5d

Meat feeding

Sampling

(feces)

(Days)0d 0d

: SFP consumption period

Figure 1-1. Time schedule of SFP consumption and sampling  

Figure 1-2. Time schedule of SFP consumption and sampling  
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Figure 1-3. Effect of soybean milk-fermented product 

(SFP) on s-IgA in saliva of volunteers fed traditional 

Japanese diet in 2 groups. aThe increasing rate of 

s-IgA in saliva was analyzed by ELISA method 

[(s-IgA after treatment / s-IgA before treatment-1) 

×100 (%)]. *P<0.05, Significantly different from the 

value of placebo (t test). 
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Figure 1-4. Effect of soybean milk-fermented 

product (SFP, 900mg/day) on the fecal β- 

glucuronidase in 5 volunteers fed high meat meals. 
aPhenolphthalein liberated μg /hr/mg of feces. bTJD: 

traditional Japanese diet. 
c 
WD: western diet (mainly 

meat meal, approximately, a total amount of meat 

ingestion 300g, 900kcal) at the only lunch for 3 

days. Values are expressed as mean ± S. D. *P<0.05, 

significantly different from the value of WD 

(Two-sided paired t test). **P<0.01, Significantly 

different from the value of TJD (Two-sided paired t 

test). 
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第 2章 SFP の大腸がん抑制作用 

 

2-1 序論 

 

前章において、SFP が腸内フローラを介して腸内環境を改善し、大腸がん等の発

がんリスクを軽減しうる可能性が示唆された。大腸がんは国内における女性のがん

死亡原因の第 1 位であり、食の欧米化に伴い、今後も患者数の増加が懸念されてい

る（75）ことから、その予防・抑制は重要な課題である。 

腸内環境改善を示すプロバイオティクスやプレバイオティクスは免疫賦活、感染

防御、炎症制御などを誘導する事が明らかにされており（76-78）、Bassaganya-Riera 

ら（79）は L. casei、L. plantarum、Bifidobacterium infantis など 8 菌種のプロバイオ

ティクスが大腸がんの発症抑制作用を示す事、Verghese ら（80）は難消化性繊維で

あるプレバイオティクスのイヌリンが大腸がんのリスクを低減することを報告し

ている。他方、豆乳を用いた発酵産物の抗腫瘍作用については、Bif. breve 発酵産物

中のイソフラボンが、乳がん細胞のエストロジェンレセプター（ER: Estrogen 

Receptor）に作用して増殖を抑制し（81）、L. helveticus と Enterococcus faecium 発酵

産物が宿主免疫能活性化によってER陰性マウス乳がん細胞の増殖抑制を示唆した

報告があるものの（82）、大腸がんに及ぼす影響を検討した報告はない。 

そこで、大腸発がんモデルマウスを用いて SFP の大腸がん抑制作用を検討した。

また大腸がん発症の抑制機序を明らかにするため、MethA 移植腫瘍細胞を用いて詳

細に検討した。 

 

2-2 材料と方法 

 

2-2-1 実験動物 
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理化学研究所（埼玉県和光市）で繁殖した 5 週齢の雄性 CF＃1 マウス、5 週齢の

雌性 BALB/c マウス（日本チャールズリバー；神奈川県横浜市）および自家繁殖し

た 5 週齢の雌性無菌 BALB/c マウス（株式会社エイ・エル・エイ中央研究所；神奈

川県横浜市）を用いた。CF#1 マウスは MF 飼料（オリエンタル酵母工業株式会社；

東京都板橋区）、BALB/c マウスは AIN93M 飼料（オリエンタル酵母工業株式会社；

東京都板橋区）、無菌 BALB/c マウスは滅菌 AIN93M 飼料を自由摂取させた。飲料

水は CF＃1 マウスと BALB/c マウスには水道水を、無菌 BALB/c マウスには滅菌水

道水を自由飲水させた。実験動物は温度 23 ± 1℃、湿度 50 ± 5%、明暗それぞれ 12

時間で飼育し、１週間の順化飼育の後、実験に供した。CF#1 を用いた理化学研究

所での動物実験は「動物実験実施規定」、その他の動物実験は「株式会社エイ・エ

ル・エイ中央研究所実験動物倫理規定」（承認番号 2012621）に従って実施した。 

 

2-2-2 化学発がんモデル 

大腸がんは CF#1 マウスに Mizutani ら（83）の方法に準じて 1, 2-Dimethylhydrazine 

dihydrocloride （DMH；Sigma-Aldrich Chemical Company. Inc, USA Milwaukee） 

20mg/kg を 5 週齢から 7 日おきに 10 回、腹腔内に投与して誘起した。SFP 群、SM

群および対照群それぞれ 21 匹のマウスを割り付けた。SFP 群と SM 群には MF 飼

料に SFP あるいは SM を 3%（w/w）添加して摂取させた。対照群は MF 飼料のみ

摂取させた。DMH 最終投与後 25 週目に CO2 ガスで安楽死させた後剖検し、大腸

の腫瘤数を計測した。 

 

2-2-3 Meth-A 腫瘍移植モデル 

SFP 群、SM 群および対照群はそれぞれ 6 匹の BALB/c マウスを割り付けた。SFP

群と SM 群はそれぞれ SFP、SM を 10mg/0.2ml/head/day、対照群は生理食塩液

0.2ml/head/day を 3 週間連日ゾンデで経口投与し、その翌日に Meth-A 腫瘍
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1×106cells を鼠経部皮下に移植した。その後、それぞれの投与検体は隔日にゾンデ

を用いて経口投与を継続した。腫瘍増殖推移は、ノギスで腫瘍の長径と短径を計測

し、その積の平方根で評価した。なお、Meth-A 腫瘍細胞は東北大学細胞センター

から寄与された。 

 

2-2-4 宿主免疫能の評価（Winn assay） 

宿主の抗腫瘍免疫能は Winn assay を用いて評価した（84）。即ち、Meth-A 腫瘍

移植後 8 日目の SFP 群、SM 群および対照群それぞれ 6 匹の BALB/c マウスの脾細

胞 1×107cells と Meth-A 腫瘍細胞 1×106cells を混和し（Effector to target ratio=10:1）、

それぞれ新たな 6匹のBALB/cマウスの鼠経部皮下に移植して腫瘍の増殖推移を経

日的に検討した。SFP 群、SM 群および対照群の抗腫瘍作用は Meth-A 腫瘍単独移

植群（MA-Control）の腫瘍増殖推移と比較した。 

 

2-2-5 無菌動物およびノトバイオートモデル 

無菌 BALB/c マウスは SFP 群、SM 群および陰性対照群にそれぞれ 5 匹のマウス

を割り付けた。陽性対照群はノトバイオートモデルを用い、7 匹のマウスを割り付

けた。ノトバイオートモデルの作成は 5 週齢時に Bif. longum subsp. longum JCM1217

（Microbe Division, RIKEN BioResource Center）（1×108個/0.2ml/head）を胃ゾンデ

にて単回投与した。6 週齢時より SFP 群と SM 群にはそれぞれ SFP および SM 

10mg/0.2ml/head/day を、陰性対照群と陽性対照群には滅菌生理食塩液

0.2ml/head/dayをMeth-A腫瘍移植モデルの投与期間に合わせて 4週間連日ゾンデで

経口投与した。全ての投与液は無菌チェックを実施し、陰性を確認して用いた。投

与最終日、マウスを CO2 ガスで安楽死させ、脾臓の細胞数を計測し体重比で算出

した。 
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2-2-6 統計解析 

 統計解析は StatMate IV software（ATMS Co., Ltd, Tokyo Japan）を用いて一元配置

分散分析（ANOVA） を行い、群間の比較は Tukey’s あるいは Dunnett’s の多重比

較検定を行った。なお、統計的有意水準は 5%未満とした。 

 

2-3 成績 

 

2-3-1 SFP 投与が DMH 誘発大腸がんに及ぼす影響 

大腸がん発症腫瘤数の結果を Fig. 2-1 に示した。病理組織学的検査の結果、大腸

に発症した腫瘍はすべて腺がんであった（Data not shown）。SFP 群の腫瘤数は 2.4 ± 

1.2（個/head）で対照群の 4.3 ± 2.3（個/head）、SM 群の 4.3 ± 2.7（個/head）より有

意に少なかった（P<0.05）。 

 

2-3-2 SFP 投与が Meth-A 腫瘍の増殖に及ぼす影響 

 SFP は化学発がんモデルに合わせて Meth-A 腫瘍移植前から試験期間中投与し、

移植した Meth-A 腫瘍の増殖推移は Fig. 2-2 に示した。SFP 群は腫瘍移植 11 日目に

対照群より有意に腫瘍増殖が抑制された（P<0.05）。SM 群の腫瘍増殖は対照群と

差が認められなかった。 

 

2-3-3 SFP 投与による抗腫瘍作用機序（Winn assay） 

Winn assay における SFP 群、SM 群、対照群および MA Control 群の腫瘍増殖推

移を Fig. 2-3 に示した。SFP 群の脾細胞は Meth-A 腫瘍の増殖を移植 6 日以後 MA 

Control 群より有意に抑制した（P<0.05）。SM 群と対照群の腫瘍増殖は MA Control

群と差が認められなかった。 
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2-3-4 SFP 投与による無菌およびノトバイオートマウスの脾臓細胞数 

SFP 群、SM 群、陰性対照群および陽性対照群それぞれの脾臓細胞数を Fig. 2-4

に示した．SFP 群の脾臓細胞数は SM 群、陰性対照群間で差が認められなかった。

一方、陽性対照群の脾臓細胞数は SFP 群、SM 群および陰性対照群のそれより多か

った（P<0.05）。  

 

2-4 考察 

 

豆乳発酵物の抗腫瘍作用は乳がんモデルで報告されているが（81, 82）、大腸がん

発症に及ぼす影響は検討されていない。そこで、プレバイオティクスやプロバイオ

ティクスで多く用いられている大腸の化学発がんモデル（85, 86）を用いて SFP が

大腸発がんに及ぼす影響を検討した結果、SFP 群の腫瘤数は対照群より少ない事が

観察された。SM 群は対照群と差が認められなかったので、SFP の抗腫瘍作用に関

与した物質は乳酸菌発酵過程で産生された物質の可能性が推察された。Ohtaら（81）

は SM 中に含まれるイソフラボン配糖体などが発酵過程でイソフラボンアグリコ

ンなどに変換され、乳がん細胞のエストロジェンレセプターに作用して抗腫瘍作用

を示す事を報告している。ヒト大腸がんの約 50%にはエストロジェンレセプターが

発現しているため（87）、イソフラボンアグリコンが抗腫瘍作用を示した可能性も

考えられる。また、イソフラボンアグリコンの一つダイゼインは腸内の細菌によっ

てイクオールに代謝される。イクオールはダイゼインよりもエストロジェンレセプ

ターに対する親和性が高いため、乳がんに対して高い抗腫瘍性を示すことが報告さ

れている（88）。また、イクオールは前立腺がんの進展を他のイソフラボンアグリ

コンよりも強く抑制することも報告されており、Sugiyama ら（89）は、ヒト糞便

から単離した Slackia sp. NATTS 株がイクオールを産生することを示している。SFP

はダイゼイン、ゲニステインを含有するが、含有量と抗腫瘍効果の関連、またイク
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オール生成の有無などに関する検討を含め、腫瘍作用を示す発酵由来物質について

の更なる検討が必要と考えられた。 

一方、プロバイオティクスやプレバイオティクスは宿主免疫能を賦活し抗腫瘍

作用を誘導する事が知られている（76, 77, 79, 90）。また Kinouchi ら（82）は、大

豆発酵産物が宿主免疫を賦活してエストロジェンレセプターを持たない乳がんの

in vivo 増殖を抑制した事を明らかにしている。しかし、この免疫賦活作用は in vitro

でサイトカインの誘導能を示したもので、in vivo の抗腫瘍作用機序は検討していな

い。そこで、SFP の免疫賦活による抗腫瘍作用に注目して機序を検討した。Meth-A

腫瘍移植モデルを用いた検討結果では、SFP 群で腫瘍増殖抑制作用が認められたが、

SM群ではそれが見られず、大腸がんの化学発がんモデルと同様な結果が得られた。 

次に、SFP による抗腫瘍作用機序解明を目的に、抗腫瘍作用が認められた時期

の脾細胞を Meth-A 腫瘍細胞と混和し Winn assay（84）を行った。その結果、SFP

群のみに MA Control 群に比べ腫瘍の増殖抑制が認められ、SM 群と対照群よりも腫

瘍増殖抑制傾向が見られ、少なくとも SFP は担がんマウスの脾細胞中に Meth-A 細

胞を傷害する免疫細胞群を誘導する作用を有すると考えられた。インターフェロン

γ（IFN-γ）は免疫担当細胞の抗腫瘍作用発現に重要なサイトカインとして知られて

いるが（84, 90）、Kinouchi らは豆乳発酵産物を投与したマウスの脾細胞は豆乳や対

照群のそれより多い IFN-γ を産生する事を認め、免疫賦活作用を有する事を明らか

にしており、Winn assay の結果も SFP 投与で脾細胞が IFN-γ を産生し、Meth-A 細

胞を傷害する活性化されたマクロファージ、NK（ナチュラルキラー）細胞および

細胞傷害性 T 細胞などを誘導した可能性が考えられる（84）。今回の Meth-A 腫瘍

移植モデルの結果は Kinouchi らの報告と一致し（82）、異所性の腫瘍にも宿主免疫

賦活作用による抗腫瘍作用を示す可能性を示唆する興味深い結果である。 

さらに SFP が宿主免疫能に及ぼす影響を検討した。即ち、プロバイオティクス

やプレバイオティクスが宿主免疫に及ぼす影響は、それぞれ投与菌体、腸内細菌叢
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の修飾に依存すると考えられている（77）。SFP 摂取で増加した Bifidobacterium は

ヒト宿主免疫を修飾する事が報告されており、Bifidobacterium を定着させたノトバ

イオートマウスでは、自然免疫能のみならず獲得免疫をも修飾する事が知られてい

る（91）。本検討でも生理食塩液を投与した無菌マウスより Bifidobacterium の刺激

により免疫細胞が増殖し、抗原刺激の入り口であり自然免疫を司る腸間膜リンパ節

（MLN: Mesenteric lymph node）の重量が増し（Data not shown）、獲得免疫を司る脾

細胞数（92）も増加が認められた。しかし、SFP 群と SM 群は無菌 BALB/c マウス

に 4 週間に亘って連日経口投与しても腸管膜リンパ節の重量と脾細胞数は生理食

塩液を投与した無菌マウス群（陰性対照群）と差が認められず、宿主免疫に及ぼす

影響は腸内細菌に比べて極めて弱いと考えられた。これらのことから SFP の抗腫

瘍効果には腸内細菌の存在が必要である可能性が示唆されたが、その詳しい機序に

ついては今後の検討が必要である。 

 

2-5 小括 

 

第 1 章の結果に基づき、SFP の大腸がん抑制作用を、DMH 化学発がんモデルマ

ウスを用いて検討したところ、SFP は腫瘤の発生を有意（P<0.05）に抑制した。次

に SFP の抗腫瘍作用機序を Meth-A 腫瘍移植モデルで検討した。SFP（10mg/day/

マウス）は化学発がんモデルと同様に Meth-A 腫瘍の増殖を抑制した。このときマ

ウスの脾臓細胞を Meth-A 腫瘍細胞と混和し、別の新たなマウスに移植する Winn 

assay を行ったところ、SFP 投与群は MethA 単独移植群に比べ有意（P<0.05）に腫

瘍の増殖を抑制した。この結果から、SFP 投与マウスの脾臓中に抗腫瘍作用を示す

免疫細胞群が誘導されたことが示唆された。一方、Bifidobacterium 定着ノトバイオ

ートマウスは無菌マウスより脾細胞数が増加したが、無菌マウスに SFP や SM

（10mg/day/マウス）を 4 週間連日経口投与しても脾細胞数は増加しなかった。こ
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れらの結果から SFP の抗腫瘍効果は宿主免疫の賦活化であり、その賦活化には腸

内細菌関与の可能性が示唆された。 
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Figure 2-1. Inhibitory effects of soybean 

milk-fermented product (SFP) on 1, 

2-dimethylhydrazine (DMH) -induced colon 

tumors in male CF#1 mice.  

Values are expressed as mean ±S. D. (n=21). 

SM: soybean milk control. SFP: soybean 

milk-fermented product. 
a
 The number of 

colon tumor  nodules at 25 weeks after the 

last DMH injection. *P<0.05, Significantly 

different from the value of control or SM 

(Tukey’s test). 
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Figure 2-2. Growth inhibition of Meth-A tumor by oral administration of 

soybean milk-fermented product (SFP) in BALB/c mice.  

Values are expressed as mean ±S. D. SM: soybean milk control. SFP: 

soybean milk-fermented product. aTumor size was calculated by square root 

of the value of major axis × minor axis (mm). *P<0.05, Significantly 

different from the value of control (Dunnett’s test). 
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Figure 2-3. Growth inhibition of Meth-A tumor by oral administration of 

soybean milk-fermented product (SFP) in BALB/c mice (Winn assay).  
Values are expressed as mean ± S. D. MA control: Meth-A tumor 

alone. SM: soybean milk control. SFP: soybean milk-fermented product. 
aTumor size was calculated by square root of the value of major axis × 

minor axis (mm).*P<0.05, Significantly different from the value of 

MA-Control (Dunnett’s test). 



 

31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N
u

m
b

e
r 

o
f 

s
p

le
e

n
 c

e
ll
s

(L
o

g
 /
g

 b
o

d
y
 w

e
ig

h
t)

7

6

0

Control SFPSM Bif

*

Groups

5

Figure 2-4. Effects of soybean milk-fermented 

product (SFP) on number of spleen cells in BALB/c 

germ free mice. 

Values are expressed as mean ± S. D. SM: soybean 

milk control. SFP: soybean milk-fermented product. 

Bif: gnotobiotic mice associated with Bifidobacterium 

strain as a positive control. *P<0.05, Significantly 

different from the value of control (Dunnett’s test). 
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第 3章 SFP 発酵菌 Lactobacillus plantarum BF-LP284 株（LP284）の 

抗腫瘍活性 

  

3-1 序論 

 

Lactobacillii や Bifidobacteria に代表されるプロバイオティクスは、腸内フロ

ーラを介してあるいは直接的に働き、整腸作用、アレルギー改善、コレステロ

ール低下作用、感染防御作用、抗腫瘍作用などヒトの健康に有益な働きを有す

ることが知られている（23）。またプロバイオティクスは腸内の代謝の変化、発

がん物質の分解、抗変異原物質の生成、宿主自然免疫、獲得免疫の改善により

腫瘍形成の発症率を低下させることが、動物実験や臨床試験で明らかになって

きている（93-95）。一方、これらの効果は死菌体でも同様な効果が得られること

が知られている（96）。Asano ら（97）は L. casei LC-9018 の死菌体と生菌体の両

方が、種々の投与法においてもマウスの MBT-2 腫瘍の増殖を抑制したことを報

告している。また生菌体と死菌体の免疫修飾活性の差異は菌株の違いによると

考えられており、Ou ら（98）は乳酸菌 11 株の加熱死菌体とその生菌体の中で、

Enterococcus faecalis YM-73 と Lactobacillus salivarius AP-32 の死菌体が最も免疫

修飾作用が強いことを示した。 

死菌体のメリットは長期保存が可能であり、生菌よりも輸送が簡単にできる

点にある（96）。さらに生きたプロバイオティクスによって免疫抑制作用などに

よる生菌そのものの病原性によって引き起こされるマイナス効果のリスクも低

く、プロバイオティクスの加熱死菌体を用いることは一般的には安全であると

思われる 

プロバイオティクスの経口投与による抗腫瘍効果のメカニズムはまだ良く分

かっていないが、プロバイオティクスの加熱死菌体と生菌体は同じ免疫改善作
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用を有すると考えられている（96）。特に、経口投与されたプロバイオティクス

はパイエル板（PP； Peyer’s patch）のマクロファージや樹状細胞（DCs; Dendritic 

cells）に M 細胞を介して取り込まれ、活性型の成分に分解される（94, 99, 100）。

これらの細胞は TNF-α、IL-12、IFN-γ その他のサイトカインを産生する能力を得、

宿主の免疫を修飾して抗腫瘍効果を発揮する（101, 102）。Soltan Dallal ら（103）

は L. casei spp. casei 生菌体の経口投与により IL-12 と IFN-γ 産生が増強し、NK

細胞活性が上昇することによりマウスの肺がん細胞の増殖が抑制され生存日数

が延びたことを報告している。Matsuzaki ら（104）は加熱処理した Lactobacillus 

casei LC9018 により、活性化マクロファージや DCs から最初に産生される TNF-α

によって担がんマウスの生存率が高まったことを報告している。またこれら PP

で活性化された免疫細胞は腸間膜リンパ節（MLN; mesenteric lymph nodes）を経

由して脾臓に遊走する （105, 106）。 

第 1、2 章において L. plantarum BF-LP284（LP284）を含む複数種の乳酸菌で発

酵した SFP が腸内環境を改善し、宿主の免疫機能を高めることによって DMH

誘発の大腸がんの発症を抑制し、同系移植の MethA 腫瘍細胞の増殖を抑制する

ことを示した（107）。SFP のこのような抗腫瘍効果は、少なくとも発酵に用いた

乳酸菌死菌体の宿主免疫活性化によるものと考えられることから、抹消マクロ

ファージが産生するTNF-α産生能に対する発酵菌の作用を調べ、選抜したLP284

を加熱処理した死菌体（H-Lp: Heat-killed LP284）の宿主の免疫機能に対する作

用を調べた。またそれに続いて H-Lp の経口投与による抗腫瘍活性を同系移植の

MethA 腫瘍移植マウスにおいて生菌体との比較を行うとともに抗腫瘍メカニズ

ムについて検討した。 

 

3-2 材料と方法 
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3-2-1 微生物 

Lactobacillus plantarum BF-LP284、L. acidophilus ALAL005、L. casei ALAL003、

L. fermentum ALAL013、L. mali ALAL014、 L. reuteri ALAL001、L. rhamnosus 

ALAL004 は発酵食品から分離された菌株で株式会社エイ・エル・エイ中央研究

所に保管されている。L. plantarum JCM1055、 JCM1057、JCM1149、JCM1551、

JCM6651、JCM8341、JCM8342、JCM8344 は日本微生物保存施設  （RIKEN 

BioResource Center, Tsukuba, Japan）から購入した。 微生物は 37°C、 24h、 

Man-Rogosa-Sharpe 液体培地 （Difco Laboratories, Detroit, MN, USA）で培養した。

全ての菌株は蒸留水で 2 回洗浄し、オートクレーブで 115°C、15 分、加熱殺菌

した。各菌体は凍結乾燥し、4°C で保存した。LP284 株の生菌は同様に凍結乾

燥した。 

 

3-2-2 使用動物 

マウスは温度 23 ± 1°C、湿度 50 ± 10%、午前 8 時から明暗サイクル 12 時間の

飼育室で飼育した。飼料は MF 通常飼料（オリエンタル酵母工業株式会社；東

京都板橋区）または AIN93M 精製飼料（オリエンタル酵母工業株式会社；東京

都板橋区）を、飲水は水道水を共に自由に与えた。マウスは１または 2 週間の

予備飼育後使用した。動物実験の実施にあたっては株式会社エイ・エル・エイ

中央研究所動物実験倫理委員会の承認（承認番号 2012611）のもと行った。 

 

3-2-3 抗腫瘍活性試験 

5 週齢、雌 BALB/c マウス（日本チャールズリバー；神奈川県横浜市）を体重

が均等になるように 3 群に分けた。LP284 生菌体（L-Lp: Live-LP284）と H-Lp

を 3 週間経口投与（10 mg/day/head）後、Meth-A 腫瘍細胞を移植し、その後は 1

日おきに 20 日間投与を継続した。コントロール群には同様のスケジュールで生
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理食塩水（Fuso Pharmaceutical Industries, Osaka）を経口投与した。Meth-A 腫瘍

細胞（1 × 106 cells/0.2 ml 生理食塩水）は 3 群すべてのマウスの鼠蹊部皮下に移

植した。腫瘍の大きさを試験期間中 3～4 日ごとに計測し、長径と短径の積の平

方根（mm）で表した。Meth-A 腫瘍細胞は東北大学細胞保存センターから寄与

された。 

 

3-2-4 TNF-α産生による Lactobacillus 加熱菌体のスクリーニング 

腹腔滲出細胞（Peritoneal exudate cells；PECs）は Ueda ら（108）の方法に従っ

て調製した。すなわち、7 週齢の雄、ICR マウス（日本エスエルシー、静岡県浜

松市）を CO2ガスにて安楽死させた後、加熱非動化した仔牛血清（FCS; Boehringer 

Mannheim GmbH, Germany）を 1%（v/v）加えた RPMI1640 培地（Gibco BRL, Life 

Technologies, Gaithersburg, MD）でPECs を収集した。PECsは 5%FCS加RPMI1640

培地で 2×106 cells/ml に調整した。マクロファージは次の方法で調製した。PECs

（200 μl）を 96 穴平底培養プレート（Nunc®, Sigma-Aldrich Co. LLC, USA）に入

れ、37°C で 2 h、5%CO2インキュベーターで培養し、培養プレートに非接着の

細胞を取り除いた。加熱死菌体溶液（0.2 μg/200 μl 、5% FCS 加 RPMI1640 培地）

を各ウェルに添加し、24 時間培養後培養上清を収集した。各培養上清中の TNF-α

は ELISA キット（Duo SetTM Mouse TNF-α； R&D Systems, Minneapolis, MN, USA）

を用いて測定した。 

 

3-2-5 パイエル氏板細胞（Peyer’s patch cells；PPCs)のサイトカイン産生 

PP 細胞溶液は Hill ら（109）の方法に従って調製した。7 週齢雌 BALB/c マウ

ス小腸から眼科ばさみを用いて PP を採取し、コラゲナーゼ処理（1mg/ml、37°C、

1h）により PPCs を調製した。PPCs を 5% FCS 加 RPMI1640 培地で 5 × 106 cells/ml 

に調整し、培養プレートに PPCs懸濁液（5 × 105 cells/well）とH-Lp あるいは L-Lp 
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（各 0.1 μg/ml）を添加した。5%CO2インキュベーターで 3 日間培養したのち培

養上清を回収した。培養上清中 TNF-α と IFN-γ 濃度を ELISA アッセイキット

（R&D Systems, Minneapolis, MN, USA）を用いて測定した。 

 

3-2-6 担がんマウスの PPCs による TNF-α 産生 

Meth-A 腫瘍細胞移植 16 日目に H-Lp あるいは生理食塩水を投与したマウスか

ら PPCs を調製した。PPC 細胞液を 5 × 105 cells/well に調整し、5% FCS 加

RPMI1640 培地に懸濁した H-Lp （2.5 μg/ml）を添加し、5% CO2 インキュベー

ター中で 7 日間培養後、培養上清を回収した。 TNF-α は ELISA アッセイキッ

ト（R&D Systems, Minneapolis, MN, USA）を用いて測定した。 

 

3-2-7 担がんマウスの脾臓細胞によるサイトカイン産生 

脾臓細胞は Saito ら（110）の方法に従って調製した。すなわち、H-Lp あるいは

生理食塩水を投与したマウスの脾臓をMeth-A腫瘍細胞移植 16日目に取り出し、

1% FCS 加 RPMI 1640 培地中でシリンジプランジャーを用いて押しつぶした後、

200 メッシュのナイロンウールでろ過した。脾細胞を 5%FCS 加 RPMI 1640 培地

に 5 × 106/ml となるよう調整した。細胞浮遊液（5 × 105 cells/well）を 5% FCS 加

RPMI 1640 に懸濁した H-Lp （0.02 μg/ml） あるいは培地のみと 3 日間培養し、

培養上清を回収した。TNF-α、IL-12p40、IFN-γ を ELISA アッセイキット （R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA）で測定した。 

  

3-2-8 Winn アッセイ 

Winn アッセイは Saito ら（84）の方法に従って行った。H-Lp あるいは生理食

塩水を投与したマウス（n=6/group）から Meth-A 腫瘍細胞移植後 16 日目に脾臓

を取り出した。脾臓細胞は上述の方法と同様にして調製し Winn アッセイのエフ
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ェクター細胞とした。エフェクター細胞（1 × 107個） と Meth-A 腫瘍細胞 （1 × 

106個） を 10:1 の比に混合し、新たな BALB/c マウスの鼠蹊部皮下に移植した。

その後 3~4 日おきに腫瘍サイズを計測した。  

 

3-2-9 抹消血単核球細胞(Peripheral Blood Mononuclear Cells; PBMCs)のフロ

ーサイト分析 

PBMCs は MacFarland ら（111）の方法で調製後、Lee ら（112）のプロトコー

ルに従って分析した。すなわち、Meth-A 腫瘍細胞移植 18 日目に抹消血サンプル

をヘパリンコーティングしたシリンジを用いて下大静脈から採取し、各群のマ

ウス（n=4）ごとにプールした。1% ammonium chloride solution で溶血したあと、

5%FCS 加 RPMI1640 培地で PBMCs（5 × 106 cells/ml）を調製した。PBMCs に

Phycoerythrin（PE）-Cy™5-conjugated anti-mouse CD3ε、 Fluorescein isothiocyanate

（FITC）-conjugated anti-mouse CD4、 PE-conjugated anti-mouse CD8a（Biolegend, 

San Diego, CA, USA）を添加し、氷上で 60 分間反応させたのち、Coulter Epics XL

（Beckman Coulter, Inc. USA）を用いて解析した。 

 

3-2-10 統計解析 

統計解析は StatMate IV software（ATMS Co., Ltd, Tokyo Japan）を用いて一元配

置分散分析（ANOVA）を行い、群間の比較は Tukey’s あるいは Dunnett’s の多重

比較検定を行った。なお、統計的有意水準は 5%未満とした。 

 

3-3 成績 

 

3-3-1 Lactobacillus 株加熱菌体の TNF-α産生 

Table 3-1 に示す如く、LP284 株の加熱死菌体は他の Lactobacillus 菌株に比べ最
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も高い TNF-α （1.14 ± 0.11 ng/ml）を産生した（Exp. 1）。さらに、Lactobacillus 

plantarum BF-LP284 は試験した 9 株の L. plantarum の中でも最も高い TNF-α 

（1.04 ± 0.04 ng/ml）産生を示した（Exp. 2）。 

 

3-3-2 PPCs のサイトカイン産生 

PPCs の TNF-α 産生は H-Lp 刺激のみで見られ（15.7 ± 1.7 pg/ml）、IFN-γ 産生

は H-Lp 刺激により L-Lp の 5 倍強かった（Fig. 3-1）。 

 

3-3-3 腫瘍増殖抑制作用  

腫瘍の増殖は H-Lp の投与により腫瘍移植後 12 日目（7.54 ± 2.89 mm）から 20

日目にかけて対照群（それぞれ12日目11.82 ± 0.46 mm、20日目19.21 ± 1.18 mm）

と比較して有意（P＜0.01）に抑制された（Fig. 3-2）。L-Lp の投与では 14 日目（11.16 

± 1.39 mm）に対照群（13.05 ± 1.05 mm）と比べて有意に抑制された（13.05 ± 1.05 

mm）。 

 

3-3-4 担がんマウスの PPCs からの TNF-α 産生 

Fig. 3-3に示すようにH-Lp投与マウスのMeth-A腫瘍細胞移植後 16日目のPPCs

から TNF-α （24.1 ± 3.3 pg/ml）は産生されたが、無刺激の対照細胞からは産生

されなかった。また、対照の担がんマウスの PPCs からは H-Lp 刺激によっても

TNF-α は産生されなかった。 

 

3-3-5 脾臓細胞のサイトカイン産生 

H-Lp あるいは生理食塩水を投与した担がんマウスの脾臓細胞の IFN-γ、TNF-α、

IL-12p40 の産生を Fig. 3-4 に示す。IFN-γ は H-Lp 刺激（4.2 ± 1.5 pg/ml）により

無刺激（2.1 ± 0.5 pg/ml）に比較して有意に産生が増強された（P＜0.05）。生理
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食塩水を投与されたマウスでは H-Lp 刺激（2.1 ± 1.5 pg/ml）と無刺激（2.1 ± 0.4 

pg/ml）で差は見られなかった。対照マウスの脾細胞からの TNF-α あるいは 

IL-12p40 は刺激にも関わらず産生が見られなかった。 

 

3-3-6 Winn アッセイ 

Meth-A 腫瘍細胞移植後 10 日目における H-Lp 投与群の腫瘍サイズ（7.87 ± 2.04 

mm）は対照群（9.94 ± 0.91 mm）に比べて有意に（P <0.05）小さかった（Fig. 3-5）。

なお、Meth-A 腫瘍細胞移植後 16 日目の脾臓細胞の数は H-Lp 群、コントロール

群それぞれ 6.4 ± 1.8 × 107 、6.3 ± 2.0 × 107 であった。これら担がんマウスの脾

細胞数は無処置マウス（2.5 × 107 cells/head）の約 2.5 倍であった。 

 

3-3-7 フローサイトによる PBMCs の解析 

Meth-A 腫瘍細胞移植後 18 日目の H-Lp 投与マウスの抹消血中 CD3+ T 細胞の

割合（22.6%）はコントロールマウス（17.0%）に比較して 1.33 倍多かった。し

かしながら CD4+ cells （ヘルパー T 細胞）と CD8+ cells （キラーT 細胞）は群

間に差は認められなかった（Fig. 3-6）。 

 

3-4 考察 

 

今回、LP284 の加熱死菌体が in vitro において生菌体よりも強い TNF-α 産生性

を示し、さらに Meth-A 腫瘍細胞移植マウスにおいて経口投与で腫瘍の増殖を抑

制した。この結果から SFP の免疫賦活作用（107）には LP284 の加熱死菌体が寄

与している可能性が示唆された。乳酸菌の免疫修飾にはマクロファージあるい

は DCs がペプチドグリカンやリポテイコイン酸のような細胞壁成分を補足し認

識する必要があることが知られている（113, 114)。これら抗原提示細胞と T 細胞
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は TNF-α 、IFN-γ をそれぞれ産生する（115, 116）。In vitro における H-Lp による

PECs と PPCs の TNF-α 産生はマクロファージあるいは DCs により認識されたこ

とを示し、また、IFN-γ の産生は T 細胞の活性増強を示すものと考えられた。ま

た、PECs における TNF-α 産生性の差異は、Ou ら（98）が示した細胞表面の形

態学的変化の差によるものや、菌株の差異によるもの（94, 115）と考えられるが、

詳細は今後の検討課題である。 

乳酸菌の生菌体に関しては、経口投与により腫瘍の発生や増殖が抑制されるこ

とが証明されている（94）。しかし、抗腫瘍活性について生菌と死菌の比較に関

する研究は少ない。そこで H-Lp と L-Lp の抗腫瘍効果の差異を Meth-A 移植腫瘍

細胞を用いて in vivo で検討した。その結果、H-Lp の経口投与は対照あるいは

L-Lp よりも強力に腫瘍の増殖を抑制した。この差異は PPCｓにおける H-Lp と

L-Lp の刺激活性の違いによるものと推測された。 

Streptococcus pyogenes から調製されるペニシリン様物質の OK-432 は経口投与

でがんの免疫療法に用いる強力な BRM として知られている（35）。経口摂取し

た OK-432 は PP の M 細胞を介してマクロファージ、DC に取り込まれ、腫瘍細

胞に対する宿主免疫を刺激する（35）。H-Lp は OK432 と類似した BRM と推測

されることから、H-Lp を経口投与した担がんマウスにおいて PP におけるマク

ロファージ、DC の活性化は必須と考えられる。今回観察された PP における

TNF-α の高産生性は、H-Lp の構成成分がマクロファージ、DC に貪食されたこ

とを示すものと考えられた。次に、抗原によって刺激されたマクロファージと

DC は MLN に移行することが報告されており（99, 106）、プロバイオティクスは

腸管内だけではなく MLN や脾臓のような免疫器官の免疫を修飾する（105）。予

備的な試験では、担がんマウスの MLN 細胞は H-Lp 投与マウスにおいて TNF-α

のレベルが無処置マウスよりも高い結果を得ている（Data not shown）。これは

H-Lpで活性化した PPの免疫細胞がMLNに移行したことを示すものと考えられ
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た。 

今回、Meth-A 腫瘍細胞移植マウスの脾臓の IFN-γ 誘導活性は H-Lp によって増

強されることを観察した。Murosaki ら（117）および Fujiki ら（118）は、IFN-γ

はヘルパーT（Th）-1 細胞の分化を誘導し、腫瘍増殖抑制に対する自然免疫と獲

得免疫のリンクを形成することを示唆している。よって H-Lp で刺激された免疫

細胞は IFN-γ を高産生し、腫瘍増殖抑制のための獲得免疫に寄与していることが

推測される。Takeda ら（119）は IFN-γ だけではなく IL-12p40 の遺伝子発現が

L. plantarum 06CC2 の経口投与によって増加することを示している。しかしなが

ら、今回の研究で H-Lp は IL-12p40 には影響しなかった。この違いを明らかに

するために腫瘍細胞移植 16 日目における脾細胞数を検討した。脾細胞数が H-Lp

投与、コントロールの両担がんマウス群で無処置のマウス群よりも高かったこ

とから、脾細胞数の増加は H-Lp 投与によるものではなく、がん細胞の存在によ

るものと考えられた。すなわち担がんマウスの脾臓における細胞数の増加はが

ん抗原によって誘導された免疫細胞の遊走と集積によるものと思われた（105）。

よって H-Lp とコントロール群間に IL-12p40 産生の違いが見られなかった理由

として、H-Lp で刺激を受けた PP から遊走した免疫細胞数が、がん抗原で刺激

された免疫細胞数よりも少なかったことによるものと推測された。 

Yazdi ら（120）および Maroof ら（121）は、L. acidophilus の経口投与により

がん抗原によって刺激を受けた脾臓細胞における IFN-γ 、IL-12 の産生増強によ

って免疫反応が修飾され、がん状態下では抗腫瘍免疫細胞活性化のための Th1

反応が誘導されると報告している。さらに、腫瘍部位から脾臓に集積した免疫

細胞はエフェクター細胞に分化誘導され腫瘍増殖抑制に働く（122）。われわれ

の結果とこれらの報告から、脾臓における抗腫瘍効果を持った細胞障害性リン

パ球（キラーＴ細胞やナチュラルキラーＴ細胞など）や NK 細胞、細胞障害性

マクロファージなどの種々のエフェクター細胞の誘導がH-Lpによる抗腫瘍効果
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のキーポイントであるといえる。Winn アッセイの結果は抗腫瘍エフェクター細

胞が H-Lp によって脾臓に誘導されたことを示していると考えられる。 

一方、Lim ら（123）は L. rhamnosus GG 摂取マウスにおいて、脾臓細胞中の

CD3+、CD4+、CD8+ T 細胞レベルが膀胱がん形成抑制の要因としている。Lee ら

（112）は担がんマウスの PBMCs 中 CD3+ and CD8+ cells の数が L. casei と Bif. 

longum の細胞質画分の経口投与により増加することを示している。がんの進展

を予防あるいは抑制するために必要とされるこれらの免疫エフェクター細胞

（124）は血流を介して腫瘍部位に移動すると考えられる（105）。さらに Lim ら

（123）は L. rhamnosus GG の摂取により腫瘍部位における免疫細胞の浸潤が増

加し、腫瘍の増殖を抑制することを報告している。これらの免疫細胞（CD3+, 

CD4+, CD8+ cells）は担がんマウスにおいて脾細胞から腫瘍細胞へ移動すると推

測される。今回の試験において H-Lp によってもたらされた CD3+ cells レベルの

増加は、血流を介して脾臓から腫瘍部位へ CD3+ cells を増加させている可能性が

考えられた。しかしながら、CD4+ （helper T cell）と CD8+ （killer T cell） の組

成は H-Lp とコントロール間で差は見られなかった。その理由については今後さ

らなる検討が必要と考えられた。 

これらの結果を総合すると、H-Lp は PPCs における TNF-α と IFN-γ の産生を

促すことによって腫瘍増殖を抑制する強力な免疫修飾物質であることが示され

た。また PP で H-Lp によって活性化されたマクロファージと DC は、MLN を経

由して脾臓に移動することが Winn アッセイによって確かめられ、最終的に抗腫

瘍免疫細胞（CD3+ cells）が血流を介して腫瘍部位に遊走し、腫瘍の増殖を抑制

すると推測された。さらに詳細なメカニズムについては今後の課題である。 
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3-5 小括 

 

SFP には発酵に使用した乳酸菌の死菌体が含まれる。乳酸菌の菌体成分は免疫

賦活作用を有することが知られていることから、発酵菌 7 株の死菌体の免疫賦

活活性をマウス腹腔マクロファージの TNF-α 産生を指標に比較した。その結果、

LP284 株が最も強い活性を示したため、本菌株の死菌体を Meth-A 腫瘍移植マウ

スに経口投与したところ腫瘍の増殖を抑制し、その抑制は生菌体よりも強かっ

た。この結果から SFP の腫瘍抑制作用には LP284 死菌体が大きく寄与している

可能性が示唆された。次に LP284 の抗腫瘍メカニズムの検討を行った。LP284

は Meth-A 移植マウスのパイエル板細胞の IFN-γ 産生を増強し、さらに脾臓細胞

においても IFN-γ 産生を増強した。これは LP284 により活性化したパイエル板

の免疫細胞が脾臓に集積したことを示唆する。そこで LP284 を投与した Meth-A

移植マウスの脾臓細胞を MethA 細胞と混和して新たなマウスに移植すると

Meth-A 腫瘍細胞の増殖を抑制した（Winn assay）。また、Meth-A 移植マウスの抹

消血リンパ球中、CD3＋細胞の割合がLP284により増加した。これらの結果より、

LP284 投与によりパイエル氏板細胞における免疫細胞が活性化され、脾臓におけ

る獲得免疫が確立し、リンパ球が腫瘍部位に Homing することによって腫瘍の増

殖を抑制したと考えられた。 
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Strain TNF-α (ng/ml) 

Exp. 1 Lactobacillus plantarum BF-LP284 1.14 ± 0.11
a

Lactobacillus acidophillus ALAL005 0.80 ± 0.05
b

Lactobacillus casei ALAL003 0.74 ± 0.06
b

Lactobacillus fermentum ALAL013 0.56 ± 0.05
c

Lactobacillus mali ALAL014 0.75 ± 0.08
b

Lactobacillus reuteri ALAL001 0.53 ± 0.03
c

Lactobacillus rhamnosus ALAL004 0.75 ± 0.09
b

Exp. 2 Lactobacillus plantarum BF-LP284 1.04 ± 0.04
a

Lactobacillus plantarum JCM1055 0.34 ± 0.03
d

Lactobacillus plantarum JCM1057 0.76 ± 0.03
b

Lactobacillus plantarum JCM1149 0.77 ± 0.03
b

Lactobacillus plantarum JCM1551 0.73 ± 0.05
b

Lactobacillus plantarum JCM6651 0.68 ± 0.07
b

Lactobacillus plantarum JCM8341 0.21 ± 0.05
d

Lactobacillus plantarum JCM8342 0.68 ± 0.11
b

Lactobacillus plantarum JCM8344 0.56 ± 0.06
c

PECs were cultured in well plates for 2 h at 37°C and non-plastic 

adherent cells were removed. Heat-killed bacterial suspensions (0.2 

μg/200 μl) were added to each well, and then culture supernatants 

were harvested after cultivation for 24 h. The amount of TNF-α in the 

supernatants was determined by ELISA kits. Each value is expressed 

as mean ± S. D. (n=3). Superscript letters indicate statistically 

significant differences among the strains (P<0.05, Tukey’s test). 

 

Table 3-1. Screening of heat-killed Lactobacillus for production of 

TNF-α by peritoneal exudate cells (PECs) in ICR mice.  
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Figure 3-1. Cytokine production by Peyer’s patch cells (PPCs) of 

BALB/c mice by stimulation with heat-killed cells of Lactobacillus 

plantarum BF-LP284 (H-Lp), live Lp (L-Lp), or medium alone (Cont). 

PPC suspensions (5 × 105cells/well) were cultured in well plates with 

H-Lp or L-Lp (0.1 μg/ml each) or medium only for 3 days. The amounts 

of TNF-α and IFN-γ in each culture supernatant were measured using 

ELISA kits. Values are expressed as mean ± S. D. (n=3). ND=not 

detected. **P<0.01 versus control or L-Lp values (Tukey’s test). 
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Figure 3-2. Growth inhibition of Meth-A tumors by oral administration of 

heat-killed Lactobacillus plantarum BF-LP284 (H-Lp) or live Lp (L-Lp) in 

BALB/c mice. H-Lp or L-Lp was administered orally (10 mg/day/head) 

every day and saline was used as a control. After 3 weeks of administration, 

Meth-A tumor cells (1×106 cells/0.2ml/head) were implanted subcutaneously 

into the inguinal regions of the mice, and then animals were dosed every 

other day for 20 days. Values are expressed as mean ± S. D. 
a
Tumor size was 

calculated by the square root of the value of the major axis × minor axis 

(mm). *P<0.05 and **P<0.01 versus control values (Tukey’s test). bP<0.05 

versus values of L-Lp (Tukey’s test).
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Figure 3-3. Production of TNF-α by Peyer’s patch 

cells (PPCs) in tumor-bearing BALB/c mice 

administered heat-killed Lactobacillus plantarum 

BF-LP284（H-Lp). PPC suspensions (5 ×105 cells/well) 

were cultured in well plates with H-Lp (2.5 μg/ml) or 

medium only for 7 days. The amounts of TNF-α in 

culture supernatants were measured using ELISA kits. 

Values are expressed as mean ± S. D. (n=3). 
**P<0.01 versus control values (Tukey’s test ).  
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Figure 3-4. Cytokine production in spleen cells of Meth-A tumor-bearing 

BALB/c mice administered heat-killed Lactobacillus plantarum BF-LP284

（H-Lp). Cell suspensions (5 × 105 cells/well) were cultured in well plates 

with H-Lp (0.02 μg/ml) or medium only for 3 days. Values are expressed as 

mean ± S. D. (n=4). *P<0.05 versus control values (Tukey’s test). 
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Figure 3-5. Winn neutralization assay of growth inhibition of Meth-A 

tumors by administration of heat-killed Lactobacillus plantarum BF-LP284 

(H-Lp) in BALB/c mice. Spleens were obtained from mice (n=6/group) 

administered H-Lp or physiological saline on day 16 after Meth-A tumor 

cell inoculation. Admixtures of spleen cells (1 ×107) and Meth-A tumor 

cells (1 ×106) at a 10:1 ratio were injected subcutaneously into the inguinal 

regions of syngeneic intact BALB/c mice. Values are expressed as mean ± 

S. D. 
a
Tumor size was calculated by the square root of the value of the 

major axis × minor axis (mm). *P<0.05 versus control (Dunnett’s test).  



 

50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

17.0%
22.6%

0.3%

18.9%

0.4%

19.7%

6.9%

73.9%

8.1%

71.9%

CD3-PE/Cy5

Control H-LP

CD3-PE/Cy5

C
o
u
n
ts

C
o
u
n
ts

CD4-FITCCD4-FITC

C
D

8
-P

E

C
D

8
-P

E

100 101 102 103  

30

20

10

0

100 101 102 103  

20

10

0

103

102

101

100

100 101 102 103  

103

102

101

100

100 101 102 103  

Figure 3-6. Flow cytometric analysis of peripheral blood mononuclear 

cells (PBMCs) in Meth-A tumor-bearing BALB/c mice. PBMCs were 

stained with PE/Cy5-conjugated anti-mouse CD3ε, FITC-conjugated 

anti-mouse CD4, and PE-conjugated anti-mouse CD8a, and cell 

distribution ratio was evaluated using a Coulter Epics XL device. 
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Figure 3-7. Hypothetical anti-tumor mechanisms of heat-killed Lactobacillus 

plantarum BF-LP284 (H-Lp). 
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第 4章 SFP-s の高血圧改善作用  

 

4-1 序論 

 

高血圧症は遺伝的な因子や生活習慣などの環境因子が関与する慢性疾患であ

り（125）、過剰な塩分摂取、肥満、過剰な飲酒、精神的ストレス、喫煙、運動

不足などが主な原因と考えられている。高血圧状態が長く続くことにより動脈

硬化を引き起こし、脳出血や脳梗塞、大動脈瘤、心筋梗塞、心肥大、腎障害な

どの原因となることから、血圧のコントロールは非常に重要である（126）。 

高血圧症の約 90％を占めるといわれる本態性高血圧症の原因の中で、レニン-

アンジオテンシン系（R-A 系）は重要な因子であると考えられている（127）。

本系においてアンジオテンシンⅠ変換酵素（ACE: Angiotensin I-Converting 

Enzyme [EC3.4.15.1]）が中心的な役割を果たしており、ACE はアンジオテンシ

ノーゲンからレニンの作用によって生成したアンジオテンシンⅠの C 末端ジペ

プチド（His-Leu）を切断する。これにより不活性なアンジオテンシンⅠは強い

血管壁平滑筋収縮作用のあるアンジオテンシンⅡへと変換され血圧が上昇する

（Fig. 4-1）。したがって、ACE を阻害することにより血圧の降下が可能と考え

られることから、ACE 阻害物質が医薬品や機能性食品として利用されている。

特に、乳酸菌を用いた発酵乳から単離された ACE 阻害活性ペプチドに関する研

究は多く（128-130）、Takanoら（131, 132）は、L. helveticus 、Saccharomyces cerevisiae 

による発酵乳中のトリペプチド（Val-Pro-Pro、Ile-Pro-Pro など）が、ACE を阻害

することにより降圧効果を示すとの一連の研究からこれを機能性食品として上

市を果たしている。 

一方、SM の発酵物に関しては、Liu ら（133, 134）が L. plantarum TWK10 に

よる培養上清がデオキシコルチコステロン誘発高血圧症ラットの血圧を低下さ
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せ、その作用機序の一つとして ACE 阻害作用を報告している。また Yeo ら（135）

は L. acidophilus FTDC8033、L. casei ATCC393、Bifidobacterium FTDC8943 等の

乳酸菌やビフィズス菌をオリゴ糖共存下で培養することにより、in vitro におけ

る ACE 阻害作用が増強されることを報告している。人に対する効果は、Hariri

ら（136）が II 型糖尿病患者を用いたダブルブラインド試験において、L. 

plantarum で発酵した SM の飲用（200 ml/日、8 週間）で、肥満指数として用い

た BMI（Body Mass Index）とウェスト-ヒップ比に差は認めなかったが、収縮

期血圧に有意な降下が認められたことを報告している。 

このように、SM の発酵液は血圧降下作用を有し、その作用機序の一つとし

て ACE 阻害作用が考えられることから、SFP にも同様な効果が期待される。そ

こで、SFP の可溶性画分の SFP-s について ACE 阻害物質の分画を行い、降圧成

分の分画を試みた。 

 

4-2 材料と方法 

 

4-2-1 動物 

 8 週齢の自然発症高血圧ラット（Spontaneusly hypertensive rat: SHR）を日本チ

ャールズリバー社（神奈川県横浜市）より購入した。動物は温度 23 ± 1°C、湿度 

50 ± 10%、午前 8 時から明暗サイクル 12 時間の飼育室で飼育した。通常飼料（MF; 

オリエンタル酵母工業株式会社；東京都板橋区）または精製飼料 （AIN93M： オ

リエンタル酵母工業株式会社；東京都板橋区）、ならびに飲水は水道水をいずれ

も自由に与えた。動物は１または 2 週間の予備飼育後使用した。動物実験の実

施にあたっては ALA 中央研究所動物実験倫理委員会の承認（平成 18 年 3 月承

認）のもと行った。 
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4-2-2 SFP-s の調製 

 第 1 章、1-2-1 SFP の調製に従って得られた発酵液を濾紙（東洋濾紙 No.2）

にてろ過し上清を分離した。さらにメンブレンフィルター（0.45μm）にてろ過

後、ロータリーエバポレーターで濃縮し、凍結乾燥した。 

 

4-2-3 検体投与と血圧測定 

 検体投与前に 1 群 3～5 匹の SHR の血圧を測定した。測定は 37℃の保温箱で

ラットを加温し、テールカフ法を用いた非観血式血圧測定器（ラット用血圧計

DSR801A、トーイデン工業株式会社）にて血圧を測定した。検体は蒸留水に溶

解し、胃ゾンデを用いて単回経口投与（10~100mg/0.5ml/head）した。投与 5 時

間後に再度血圧を測定した。 

 

4-2-4 ACE 阻害活性の測定 

 ACE 阻害活性は Matsui ら（137）の方法にしたがって測定した。すなわち、

25μl の被検体と基質として 50μl の Hyppuryl-L-histidyl-L-leucine （Hip-His-Leu、

Sigma Chemical Co.、MO、USA）溶液 （200mM NaCl 含 2.5mM ホウ酸バッファ

ー、pH8.3）、50μl のウサギ肺 ACE（25mU/ml）を 37℃で 60 分、反応させた。125μl

の 0.5N 塩酸で反応を停止し、pH を 9 に調整後 25μl の 2, 4, 6-trinitrobenzen sulfate 

（TNBS、ナカライタスク、京都）溶液（0.1M Na2SO3）を加えた。37℃、20 分

インキュベート後、 4.5ml の 4mM Na2SO3 （ 0.2M NaH2PO4 ）を加え、

TNP(Trinitrophenyl)-His-leu 複合体の 416nm の吸収を分光光度計で測定した。

ACE 阻害活性は、次式により求めた。 

ACE 阻害活性（%）＝（B-A）/（B-C）×100 

A; 被検体、B; ブランク、C; ACE 酵素ブランク 
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4-2-5  降圧物質の分画 

 SFP-s 8.16ｇを Sephadex G-25 superfine カラム（100mmφ×350mm）にアプライ

し、蒸留水で溶出（5ml/min）した。溶出液は 25ml ずつフラクションコレクタ

ーにより分取し、260nm の吸収を分光光度計で測定した。また、各フラクショ

ン 50μl に、8%フェノール 0.1ml、濃硫酸 1ml を加え、10 分後に 492nm の吸収を

分光光度計にて測定した。 

 

4-2-6  統計解析 

 統計解析は StatMate IV software（ATMS Co., Ltd, Tokyo Japan）を用いて、投

与前後の比較には対応のある 2 群間のｔ検定を、また群間の比較には Tukey’s の

多重比較検定を行った。なお、統計的有意水準は 5%未満とした。 

 

4-3 成績 

 

4-3-1 SFP、SFP-s の血圧降下作用 

SFP（100mg/head）投与前、投与 5 時間目の収縮期血圧実測値はそれぞれ 201 ± 

2 mmHg、 182 ± 9 mmHg で、投与前に対して有意（P<0.05）な低下を示した。

これに対して対照群の生理食塩水投与前、投与 5 時間目の実測値はそれぞれ 200 

± 3 mmHg、197 ±3 mmHg と有意な変化は認められなかった（Fig. 4-2A）。また、

SFP の可溶性画分である SFP-s の投与（100mg/head）前、投与 5 時間後の実測値

はそれぞれ 207 ±7 mmHg、 199 ±4 mmHg で SFP と同様に有意（P<0.05）な低下

を示した（Fig. 4-2B）。一方、SMのみの投与（100mg/head）では投与前 207 ±7 mmHg

に対して投与 5 時間目 210 ±11 mmHg と有意な低下は認められなかった（Fig. 

4-2C）。 
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4-3-2 SFP-s の分画と ACE 阻害活性 

SFP-s のカラム溶出液を紫外吸収（260 nm）およびフェノール・硫酸発色に基

づく 492 nm の吸収をモニタリングし、ピーク形状からフラクション 1～5 に分

けた（Fig. 4-3A）。各フラクションの収率はそれぞれ、Fr. 1; 11.0％、Fr. 2; 8.1％、

Fr. 3; 10.2％、Fr. 4; 10.7％、Fr. 5; 59.1％（合計 99.1%）であった。それぞれのフ

ラクション中、Fr. 3 が最も高い ACE 阻害活性を示した（Fig. 4-3B）。 

 

4-3-3 分画物（Fr.3）の血圧降下容量依存性 

SHR に対して Fr. 3 を単回投与（10、30、60mg/head）することにより、降圧

作用に容量依存性が認められた（Fig. 4-4）。 

 

4-4 考察 

 

 高血圧症は成人のみの疾患ではなく、近年、若年層の高血圧症患者が増加

している（128）。高血圧治療には数多くの降圧剤が用いられているが、常用性

や副作用の問題から安全に摂取できる食品で高血圧を予防することが望ましい。

Hariri ら（136）は未発酵の SM 飲用では血圧降下作用は示さなかったことを報

告しているが、我々の SHR を用いた動物実験においても、SM は血圧降下作用

を示さず、SFP ならびに SFP-s は血圧降下作用を示した。このことは、乳酸菌に

よる発酵により血圧降下物質が生成したことを示しており、Hariri らの結果と一

致した。すなわち、乳酸菌による発酵豆乳が血圧のコントロールに役立つ食品

として有用であると考えられる。 

これまで乳の酸加水分解物や L. helveticus等の乳酸菌による分解で生成したペ

プチドがレニン－アンジオテンシン系における ACE 活性を阻害することにより
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降圧作用を示すことが明らかにされている（128-132）。しかしながら、SM の乳

酸菌発酵物に関しては ACE 阻害作用を機序とする降圧作用は確認されているも

のの、有効成分に関する報告は見当たらない。今回 ACE 阻害活性を示した粗精

製画分 Fr. 3 は糖質の発色を示すことから、乳から分離されたペプチド等とは異

なる可能性が考えられた。Washida ら（138）はクズ葉から抽出した ACE 阻害活

性作用を有する物質を単離し、Genistein-7-o-apiosyl-(1, 6)-glucoside であると同定

している。SFP-s 中のイソフラボン類は発酵によりほとんどがアグリコンに変換

されていることから、Fr. 3 中にこのようなイソフラボン配糖体が含まれる可能

性は少ないが、降圧物質の解明のため今後さらなる分画精製が必要と考えられ

た。 

 

4-5 小括 

 

自然発症高血圧ラット（SHR）に SFP、SFP-s ならびに豆乳を経口単回投与し、

血圧の変化をテールカフ法により非観血的に測定した。その結果、SFP、SFP-s

は投与 5 時間目に生理食塩水を投与した対照ラットに対して有意な血圧低下を

示した。一方、豆乳は血圧低下作用を示さないことから発酵により血圧低下物

質が産生されたことが推測された。そこで SFP の可溶性画分である SFP-s を

Sephadex-G25 カラムクロマトグラフィーにて分子量分画した結果、糖質の発色

を示す画分に血圧低下作用が認められた。この画分は血圧上昇に関連するアン

ジオテンシン変換酵素(ACE)の阻害活性示したことから、ACE 阻害が降圧作用メ

カニズムの一つと考えられた。 
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Figure 4-1. The Renin-Angiotensin system 
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第 5章 SFP-s の肝・腎機能障害改善作用  

 

5-1 序論 

 

肝疾患の 3 大原因はウイルス、アルコール、肥満である。ウイルス性肝炎で

は免疫反応による持続性炎症（肝炎）が引き起こされ、多くは脂肪肝を合併し

て肝硬変へと進展する。アルコール性肝障害では脂肪肝から肝線維症や肝硬変

へ、また肥満者の一部にみられる非アルコール性脂肪性肝炎においても炎症の

持続により肝硬変に進展する。肝硬変は肝がんに移行するため、早期の治療が

必要である。 

近年、プロバイオティクス、プレバイオティクス、シンビオティクスによる

腸内フローラの正常化が肝硬変や肝性脳症の改善に働くことが報告されている

（139-142）。腸内フローラが関係する肝障害の原因物質として、2 次胆汁酸のデ

オキシコール酸（DCA）があげられるが、DCA は肝で合成された 1 次胆汁酸の

コール酸が腸管内の Clostridium やそれ以外の腸内微生物が持つ 7α-デヒドロキ

シラーゼによって変換生成される（143）。DCA は界面活性作用が肝細胞を障害

するほか（144）、細胞老化の促進（145）、発がんプロモーターとしても働く（146）

ことが報告されている。したがって腸内フローラの正常化による Clostridium 等

の減少は腸管内の DCA 濃度を低下させ、肝障害の改善やがん抑制につながると

考えられている（143）。Shiina らは DCA を経口で負荷したラットにおいて胆汁

鬱滞性の肝・腎障害が惹起され、Enterococcus faecalis AD1001 株および

Lactobacillus reuteri AD0002 株の加熱処理死菌体が、その障害を改善することを

報告している（38）。そこで、SFP-s の肝ならびに腎機能改善作用を、DCA 負荷

肝障害モデル、ならびにウイルス性肝障害モデルとして知られているガラクト

サミン誘発肝障害モデルを用いて検討した。 



 

63 

 

 

5-2 材料と方法 

 

5-2-1 SFP-s の調製 

 第 4 章 4-2-2 SFP-s の調製 と同様に行った。 

 

5-2-2 動物 

 ウィスター系、雄、5 週齢のラットをチャールズリバー社（神奈川県横浜市）

から購入し、温度 23 ± 1℃、湿度 50 ± 5%、明暗 12 時間ずつの照明サイクルの飼

育室内で MF 粉末飼料（オリエンタル酵母工業、東京都板橋区）を与えて 1 週

間予備飼育した。動物実験の実施にあたっては理化学研究所「動物実験実施規

定」（承認番号 62）に従った。 

 

5-2-3 DCA 誘発肝・腎機能障害に対する SPF-s の経口投与試験 

 6 週齢時にラットの体重の平均とばらつきが等しくなるよう 2 群に分けた。対

照群（n=6）には 0.5%濃度の DCA（和光純薬、大阪）を含有する MF 飼料を 6

週間与え、投与群（n=6）には 5%の SFP-s と 0.5％の DCA を含む粉末飼料を与

えた。飼料並びに飲水はともに自由に与えた。投与開始後 0、2、4、6 週目に各

個体の尾静脈から血液を 0.5ml 採取し血清を分離した。血清中の L-アスパラギ

ン酸アミノトランスフェラーゼ（AST: L-Aspartate aminotransferase）、L-アラニン

アミノトランスフェラーゼ（ALT: L-Alanine aminotransferase）、尿素窒素（BUN: 

Blood urea nitrogen）、尿酸（UA: Uric acid）、総コレステロール値（T-CHL: Total 

cholesterol）は酵素キット（C-テストワコー；和光純薬工業、大阪）を用いて測

定した。実験期間の最終週に各ラットを代謝ケージに移し、1 日の尿排泄量およ

び尿中電解質濃度を測定した。最終的に CO2 ガス麻酔下で腹部大静脈よりシリ
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ンジを用いて採血し臓器重量を測定した。採取した血清は総タンパク質（TP: 

Total protein）、アルカリフォスファターゼ（ALP: Alkaline phosphatase）、γ-グルタ

ミルトランスペプチダーゼ（γ-GTP: γ-Glutamyl transpeptidase）、ロイシンアミノ

ペプチダーゼ（LAP: Leucine aminopeptidase）、グルコース（GLU: Glucose）はド

ライケムアナライザー3030（富士フイルム；東京）を用いて測定し、過酸化脂

質（LPO: Lipid peroxide）、β-リポタンパク（β-LP: β-Lipoprotein）、総胆汁酸（T-BA: 

Total bile acids）は酵素キット（C-テストワコー；和光純薬工業、大阪）を用い

て測定した。 

 

5-2-4 D-ガラクトサミン（GMN: Galactosamine）誘発肝障害に対する SFP-s の

経口投与試験 

 ウィスター系、雄、6 週齢のラットを体重の平均とばらつきが等しくなるよう

2 群に分けた。対照群（n＝7）には MF 飼料のみを与え、投与群（n＝6）には

5%の SFP-s を含有する MF 飼料を与えた。飼料、水ともに 3 週間自由に与えた。

3 週目に GMN（和光純薬工業、大阪）を体重 1kg あたり 500mg 投与となるよう

に調製した溶液を腹腔内に注射した。GMN 投与後 1、2、3、6 日目に尾静脈か

ら 0.5ml の血液を採取し、血清 AST 活性を測定した。 

 

5-2-5 細胞障害の改善作用 

ラット肝および腎の初代培養細胞を重クロム酸塩（K2Cr2O7 ; 関東化学、東京）

に暴露することによって細胞障害を誘発し、漏出する乳酸脱水素酵素（LDH: 

Lactate dehydrogenase）の濃度を測定する方法を用いて SFP-s の細胞障害改善作

用を評価した（147-150）。すなわち、コラゲナーゼ（和光純薬工業、大阪）を含

むメディウム E 培地で分散した約 2×106 個のラット肝細胞を 60mm のコーニン

グ製ペトリ皿（イワキガラス、千葉）に播種し、5%CO2、95％空気に調整され
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加湿したインキュベーター中で 37℃、3 時間培養した。 その後 SFP-s 溶液

（10mg/ml）をこの初代培養細胞の培地中に 1.3、2.5、5.0、10μl/ml 添加して更

に 20h 培養した。培地を捨て初代培養細胞のシートに重クロム酸塩（1mM）と

上記の 4 濃度の SFP-s を含む食塩-グルコース培地｛SGM; 50mM 4-（2-ヒドロキ

シエチル）-１-ピペラジンスルホン酸バッファー（pH7.2）、100mM 塩化ナトリ

ウム、5mM 塩化カリウム、2mM 塩化カルシウム、5mM グルコース｝で覆い、

37℃で 8 時間培養した。SGM を回収して 4℃で 1000rpm、5 分間遠心して細胞

を除き、細胞から漏出した LDH を Mitchel ら（151）の方法を用いて測定した。

SFP-s も重クロム酸塩も添加していない対照の初代培養細胞は SGM で凍結して

その後融解した。この凍結-融解の手順は 3 回繰り返した。細胞のシートをゴム

へらで掻き取り、超音波破砕機（モデル UR20-P；トミー精工社、東京）を用い

強度 8 で 1 分間破砕した後、4℃で 10000rpm、10 分間遠心分離した。遠心上清

は対照の細胞として LDH の分析に供した。SFP-s と重クロム酸塩で処理した細

胞から漏出した LDH の割合は対照の肝細胞から漏出した総 LDH 量に対する割

合で算出した。重クロム酸塩処理したラットの初代培養腎細胞に対する SFP-s

の影響については、肝細胞と同様の方法で評価した。腎細胞からの LDH 漏出割

合は SFP-s 未処理の細胞から SGM 中に漏出した LDH 量に対する SFP-s 処理の

細胞から漏出した LDH 量の割合で算出した。 

 

5-2-6 LPO の測定 

分離肝細胞では、重クロム酸化合物による脂質過酸化の過程においてマロン

ジアルデヒド（MDA: Malondialdehyde）の生成が促進されることが示されている

（152）ので、MDA 生成に対する SFP-s の効果を Susa ら（153）の方法でラット

初代培養肝細胞を用いて試験した。すなわち、前のセクションにおいて述べた

重クロム酸塩処理の後に、細胞を氷冷したリン酸緩衝液（PBS）で 2 回洗浄し、
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ペトリ皿から掻き取って除いた。細胞を氷冷した PBS に再懸濁し、超音波破砕

したのち、MDA 生成を測定（154）することによって細胞の過酸化脂質レベル

を算出した。 

 

5-2-7 統計処理 

 統計解析は StatMate IV software（ATMS Co., Ltd, Tokyo Japan）を用いた。デー

タの平均値の有意性は、分散が等しい場合にはスチューデントのｔ検定を、分

散が等しくない場合にはウェルチのｔ検定を用いた。統計学的有意水準は 5%未

満とした。ラット試験の AST、ALT の数値については、分布が歪んでいたので、

データを対数変換により正規化しさらなる解析に用いた。ただし結果の欄には

変換前の数値を示した。  

 

5-3 成績 

 

5-3-1 DCA 誘発による肝・腎機能障害に対する改善 

 Fig. 5-1A に示すように、DCA を負荷した対照群においては血清 AST 活性が 2

週目で 786 ± 475 IU/l まで急激に上昇し、4 週目で 2469 ± 2182 IU/l とピークに

達し、その後 6 週目で 722 ± 502 IU/l に減少した。しかしながら SFP-s 群では急

激な上昇は明らかに抑制され、2、4、6 週目にそれぞれ 195 ±105 IU/l、788 ±744 

IU/l、147 ±67 IU/l と、2、6 週目においては有意（P<0.05）に抑制された。ALT

活性においても同様に対照群で ALT の上昇がみられたのに対して、SFP-s 群で

は2週目においてDCA対照群と比較して有意（P<0.05）に抑制された（Fig. 5-1B）。

また Table 5-1 に示すように、SFP-s 群では 4、6 週目において血清 BUN 値が対

照群に対して有意（P<0.05）に低かった。UA、T-CHL 値には SFP-s 投与による

影響は認められなかった。TP、ALP、γ-GTP、LAP、GLU、LPO、β-LP に群間の
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差は認められなかった（Table 5-2）。SFP-s 群の血清 T-BA 濃度（46 ± 34nmol/ml）

は対照群（81 ± 36 nmol/ml）に比較してやや低い傾向が見られた。尿の排泄量は

対照群に比較して SFP-s 群で多かったが、尿中電解質（Na、K、Cl）排泄量に有

意な差は認められなかった。 

  

5-3-2 GMN 誘発による肝障害に対する改善 

 Fig. 5-2 に示すように、GMN 投与後、対照群では AST 値は 1 日目 3172 ± 2379 

IU/l、2 日目 2811 ± 2210 IU/l と急激に上昇し、3 日目には 372 ± 323 IU/l まで急激

に減少した。SFP-s 群では AST は対照群に比べて有意（P<0.05）に上昇が抑制

され、1 日目 1423 ± 1857 IU/l、2 日目 1009 ± 1395IU/l、3 日目 142 ± 161 IU/l と対

照群の約 45％のレベルであった。 

 

5-3-3 細胞障害の改善作用 

 Fig. 5-3 に示すように、肝細胞を 1mM の重クロム酸塩で処理した場合に細胞

は障害を受け、対照の細胞では総 LDH の 18%が漏出した。しかしながら、重ク

ロム酸塩と SFP-s を同時に作用させた場合には LDH の漏出は未処理の対照細胞

に対して 7% の漏出と、有意（P<0.05）に障害が抑制された。このことは SFP-s

処理は重クロム酸塩処理による障害から細胞を保護する効果があることを示し

ている。試験した濃度範囲において SFP-s 処理により同様の効果が観察された。

Fig. 5-4 に腎細胞を用いて SFP-s を 2.5μl/ml 以上の濃度で 16 時間作用させた結果

を示した。SFP-s を添加することにより、重クロム酸塩で誘発された細胞毒性が

抑制される傾向（P<0.07）が見られた。 

 

5-3-4 脂質過酸化 

 Fig. 5-5 に示すように、肝細胞を 1mM の重クロム酸塩単独で 8 時間処理する
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と、対照細胞においてタンパク質 1mg あたり 0.3 nmol の MDA が生成されるの

に対して 1.7 nmol の MDA が生成され、有意（P<0.05）に上昇した。これに対

して細胞を SFP-s の 5 あるいは 10μl/ml 濃度で重クロム酸塩と作用させた場合に

は、有意（P<0.05）に MDA 生成が抑制（50％あるいはそれ以上）された。この

ことは重クロム酸塩により引き起こされる細胞毒性に対する SFP-s 処理の保護

効果を示している。試験した SFP-s の 1.3-10μl/ml の濃度範囲内において MDA

生成の上昇は全く見られなかった。このように SFP-s によって脂質過酸化が抑制

された。 

 

5-4 考察 

 

2 次胆汁酸は肝細胞の細胞質にあるタンパク質の結合能を超えた場合にミト

コンドリアを傷害してアポトーシスやネクローシスを誘導し、またミトコンド

リアの呼吸や分極化の修復に関わる細胞膜の流動性を変化させる（155）。特に

DCA は毒性が強く、実験動物においてコレステロール性の肝障害を引き起こす

（38）。この研究においては、肝細胞内における DCA 濃度の抑制が肝細胞障害

抑制のメカニズムの一つと考えられた。SFP-s を投与した群においては血清中総

胆汁酸濃度が対照群よりも低い傾向を示している。このことから肝細胞中の胆

汁酸濃度が SFP-s によって抑制されたことが予想され、その要因としてアミノ酸

と胆汁酸の抱合阻害あるいは胆汁酸の能動輸送の低下による腸管粘膜からの

DCA 吸収量の減少が推測されるが、詳細については更なる研究が必要である。 

一方、ヒトのウイルス性肝障害のモデルにおいて、GMN は肝細胞におけるタ

ンパク合成ならびに核酸合成を抑制する （156、157）。いろいろな種類のアミ

ノ酸、たとえば L-セリン、L-アスパラギン、L-ヒスチジン、L-リシン、L-チロ

シン、L-グリシン、L-グルタミンなどは GMN 誘発の障害に対して効果的である
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（158）。さらに、オリゴ糖や食物繊維なども GMN 誘発の肝障害を抑制すること

が知られている（159）。よって、SM に由来する SFP-s のアミノ酸やオリゴ糖な

どの成分が GMN 誘発の肝障害に対する保護作用の一部を担っているものと考

えられた。 

肝細胞や腎細胞内において六価のクロムは安定な三価のクロムに還元される 

（150）。これらの細胞内で活性酸素（ヒドロキシラジカル・OH）が生成し、脂

質過酸化の過程で細胞膜や DNA に障害が引き起こされ、細胞内の LDH の漏出

につながる。SM の成分であるサポニンやイソフラボン配糖体のアグリコンは乳

酸菌の β グルコシダーゼによって遊離されることが報告されている（12, 13）。

よって SFP-s 中のサポニン、およびイソフラボンアグリコンの抗酸化力が六価の

クロムによる脂質の過酸化抑制の一要因と考えられた。また SFP-s の抗酸化力は、

カテキンやクロロゲン酸、ビタミン E、メラトニン（149, 150, 153） といった多

くの抗酸化物質と同様の効力を有しているものとみられた。抗酸化力を有する

ことで知られるハーブやフルーツなどの健康効果については数多くの報告があ

る（160-162）。したがって、SFP-s のような発酵した大豆の抽出物を抗酸化物質

として毎日摂ることは、ヒトの健康に貢献するところが大きいと考えられる。 

腸内フローラの正常化は Clostridium 等の減少をもたらし、1 次胆汁酸のコー

ル酸から DCA への変換が減少することによって腸管内の DCA 濃度が低下し、

肝障害の改善やがん抑制につながると考えられている（143）。本試験において

は Clostridium の菌数変化について測定を行わなかったが、第 1 章で示したよう

に、肉食摂食時の Clostridium の上昇を SFP が抑制することから、SFP-s も同様

なフローラ改善作用が期待されるが、詳細については今後検討する必要がある

と考えられた。 

結論として、本研究において SFP-s は肝および腎障害を改善し、ヒトの健康の

維持に有用であることが考えられた。 
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5-5 小括 

 

SFP-s の肝・腎機能改善作用を DCA 負荷ラットによる胆汁うっ滞性肝障害モ

デルならびにガラクトサミン負荷ラットによるウイルス性肝炎モデルを用いて

検討した。いずれのモデルにおいても SFP-s は肝障害の指標である AST、ALT

値の上昇を有意（P <0.05)に抑制した。さらに DCA 負荷ラットでは腎機能の指

標である BUN の低下がみられ、腎機能改善が示唆された。一方、SFP-s はラッ

ト肝および腎の初代培養細胞のクロム酸酸化による障害を抑制した。これは

SFP-s の持つ抗酸化作用が、細胞膜脂質の過酸化を抑制した為と考えられた。 
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Analytical

items
Groups

Administration period (weeks)

27.8±2.3 28.0±7.9 27.1±3.0 25.0±2.5ControlBUN

(mg/dl)

26.2±1.2 25.6±4.8 21.9±2.2* 19.8±1.1*SFP-s

2.2±0.6 2.4±0.4 2.0±0.5 2.3±0.6UA

(mg/dl)

2.2±0.5 2.4±0.7 1.7±0.5 2.2±0.5

69±11 121±28 162±65 118±12
T-CHL

(mg/dl)

78±11 122±17 129±12 127±16

Control

SFP-s

Control

SFP-s

0 2 4 6

Table 5-1. Biochemical analysis of the serum from SFP-s-administered rats 

 

BUN: Blood urea nitrogen, UA: Uric acid, T-CHL: Total cholesterol. 

*P<0.05 compared to the corresponding value of the control. 
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Analytical items

Groups

7.0±0.3 7.4±0.3TP (g/dl)Serum

694±143 635±127ALP (IU/l)

397±199 363±156

156±55 172±25

2.3±2.4 1.7±1.4LPO (nmol/ml)

47±32 53±34β-LP (mg/dl)

Control SFP-s

γ-GTP (IU/l) 5.0±1.7 5.2±1.8

LAP(U)

GLU (mg/dl)

81±36 46±34T-BA (nmol/ml)

21±14 30±10Urine excretion (ml/day)

56±7 69±18Urine /water intake (%)

1.4±0.7Urinary electrolyte (mEq/day): Na 2.1±1.1

:K 2.9±1.3 4.6±2.2

1.7±0.8 2.7±1.7:Cl

Urine

Table 5-2. Biochemical analysis of the serum from SFP-s-administered rats 

 

TP: Total protein, ALP: Alkaline phosphatase, γ-GTP: γ-Glutamyl 

transpeptidase, LAP: Leucine aminopeptidase, GLU: Glucose, LPO: Lipid 

peroxide, β-LP: β-Lipoprotein, T-BA: Total bile acids.  



 

73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A)

A
S
T
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/
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Administration period (weeks)

(B)
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0

0 2 4 6

Control

SFP-s

A
L
T
 (
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/
l)

＊

5000

4000

3000

2000

0

0 2 4 6

Control

SFP-s

＊ ＊

Administration period (weeks)

1000

Figure 5-1.  Effects of oral SFP-s administration on serum 

AST (A) and ALT (B) activities in rats with hepatic disorders 

induced by DCA loading. The control group (□) was given 

MF powdery feed containing 0.5% DCA only while the 

SFP-s group (●) was given MF powdery feed containing 

both 0.5% DCA and 5% SFP-s. Values indicate mean ± S. D. 

(n=6). * P<0.05 against the respective control values. AST, 

L-aspartate aminotransferase; ALT, L-alanine 

aminotransferase; DCA, deoxycholic acid (hepatopathy 

inducer). 
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0
0 1 2 3

Control

SFP-s

*

Days after GMN injection 

6

Figure 5-2.  Effects of oral SFP-s administration on serum 

AST activity in rats with D-galactosamine  ((GMN)-induced 

hepatic disorders. The control group (□) was given MF powdery 

feed only for 3 weeks, while the SFP-s group (●) was given MF 

powdery feed containing 5% SFP-s. On the first day of the 4th 

week of feeding period, the rats of both groups were injected 

intraperitoneally with GMN solution (500mg/kg body weight). 

Serum AST was measured on days 1, 2, 3 and 6 after GMN 

injection. Values indicate mean ±S. D. (n=7). *P<0.05 against 

the respective control values.  
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Concentration of SFP-s (μ l/ml)

a

b b b

b

Hepatocytes

Dichromate-untreated

Dichromate-treated 

c

Figure 5-3.  Effects of SFP-s treatment on dichromate-induced 

cytotoxicity in primary cultures of rat hepatocytes. Hepatocytes were 

treated with SFP-s alone (□) or with a combination of SFP-s and 

dichromate
 
(1mM) (■) for 8 h at 37℃ in salt-glucose medium. The effect 

of SFP-s was evaluated as a percent of decreased LDH leakage against the 

total LDH from control hepatocytes without any treatment. Bars indicate 

mean ± S. D. (n=4).
 a
P<0.05 compared to values with superscript b and c. 

LDH, lactate dehydrogenase.  
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Figure 5-4.  Effects of SFP-s treatment on dichromate-induced cytotoxicity 

in primary cultures of rat nephrocytes. Nephrocytes were treated with SFP-s 

alone (□) or with a combination of SFP-s and dichromate
 
(1mM) (■) for 8 h at 

37℃ in salt-glucose medium. The effect of SFP-s was evaluated by the % 

decrease of LDH leakage in the nephrocytes treated by SFP-s and dichromate. 

Bars indicate mean ± S. D. (n=4).
 

aP<0.05 compared to the value of 

superscript c. bP<0.07 compared to the value of superscript a.  
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Figure 5-5.  Effects of SFP-s treatment on dichromate-induced lipid 

peroxidation. Hepatocytes were treated with SFP-s alone (□) or with 

dichromate
 
(1mM) and SFP-s (■) for 8 h at 37℃ in salt-glucose medium. 

The effect of SFP-s treatment was estimated by monitoring decreased 

malondialdehyde (MDA) formation through lipid peroxidation. Values 

indicate mean ± S. D. (n=4). aP<0.05 compared to the value of superscript c. 
bP<0.05 compared to the value of superscript a.  
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第 6章 SFP-s の関節炎抑制作用  

 

6-1 序論 

 

リュウマチ性関節炎（RA: Rheumatoid Arthritis）は病因不明の慢性炎症で様々

な段階の軟骨破壊や関節の変形を引き起こし、あるタイプの RA は自己免疫疾患

であることが分かっている。Trentham ら（163-165）は天然型のタイプ II コラー

ゲンを Freund の complete あるいは incomplete アジュバントとともにラットの皮

下に注射することによってコラーゲン誘発性関節炎（CIA: Collagen-Induced 

Arthritis）が惹起されることを示した。近年、グルコサミン（GM: D-glucosamine 

hydrochloride）がヒトの関節炎の治療に広く用いられている。Meiniger ら（166）

は、GM が一酸化窒素（NO: Nitric oxide）合成蛋白の発現を阻害することによっ

て NO 合成を阻害することから GM を関節炎のような慢性炎症の治療に用いる

ことができるとしているが、ヒトでの十分な効果は得られていない。 

一方、ペプチドグリカンをもつ細菌の細胞壁や大豆ペプチドが免疫システム

に影響を与えることはよく知られている（167, 168）。また、プロバイオティク

スあるいはヨーグルトの摂取が CIA を改善するという報告がわずかにあるが

（169, 170）、SFP のような乳酸菌の死菌を含んだバイオジェニックスを関節炎の

改善に用いた報告は無い。そこで、DBA/1 マウスの CIA に対する SFP-s の治療

効果を GM と比較した。 

 

6-2 材料と方法 

 

6-2-1 SFP-ｓの調製 

第 4 章 4-2-2 SFP-s の調製 と同様に行った。 
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6-2-2 動物 

6 週齢の DBA/1 系雄マウス（チャールスリバー社、神奈川県横浜市）を温度 23 

± 1℃、湿度 50 ± 5%、明暗サイクル 12 時間の飼育室内で、MF 飼料（オリエン

タル酵母工業、東京都板橋区）を与え 1 週間予備飼育した。動物実験の実施に

あたっては ALA 中央研究所動物実験倫理委員会の承認（承認番号 19）のもと行

った。 

 

6-2-3 関節炎の誘発 

CIAは 7週齢のDBA/1系統、雄マウスにウシⅡ型コラーゲン（bCII: Bovine Type 

II Collagen 、コスモバイオ、東京）で免疫感作することによって誘導した。bCII

を 0.05Ｍの酢酸に 2mg/ml 濃度で溶解し、同量の Freund の complete アジュバン

ト（MP バイオメディカル、USA）で乳化し、乳化液を尾根部に 0.5ml 皮内注射

した。最初の注射から 5 週間後に、同様の乳剤を用いて同じ位置に注射し免疫

増幅をおこなった。 

 

6-2-4 関節炎の評価 

CIA の臨床経過は 1 週間単位で足の甲（フットパッド）の厚みを測定し、

Holmdahl ら（171, 172）の方法による 0～3 段階の関節炎スコアリングシステム

（スコア 0；腫脹・紅班を認めない、スコア 1；1 本の指の腫脹あるいは僅かに

紅班を認める、スコア 2；2 本の指の腫脹と 1 関節以上の紅班、スコア 3；足全

体の重篤な腫脹と紅班および硬直）を用いて評価した。CIA の程度を示す 0～3

のスコアを Fig. 6-1 に示す。臨床スコアはすべての足の合計、最大で 12 で表し

た。少なくとも 1 つの関節に腫脹と紅班を認める動物は関節炎とみなした。関

節炎の発症率は次式で計算した。 

発症率（%）＝1 あるいは 1 以上のスコアを示したマウスの合計/1 群のマウス数
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×100 

フットパッドの厚みはマイクロメーターを用いて、試験開始時と終了時に横断

面を測定した。1 匹のフットパッド値は 4 本の足の平均値で表した。グループご

とのフットパッド値の増加パーセントは次の式で表した。 

増加率（%）＝試験終了時の平均値/試験開始時の平均値×100 

 

6-2-5 組織学評価法 

試験終了時に臨床スコアの平均値に近い 3 匹を選択した。3 匹のマウスの右ま

たは左の足を摘出し、10％（v/v）中性リン酸緩衝ホルマリンで固定後 5%（v/v）

トリクロロ酢酸で７日間脱灰した。その後組織をアルコール脱水し、パラフィ

ン包埋ブロックを作成した。パラフィン薄切片（4µm） を作成し、ヘマトキシ

リン・エオシンで染色した。グループあたり 9 関節（足根部、中足部、中足指

節部の 3関節を 3匹のマウスから調製）について関節炎の組織学的所見をWooley

ら（173）の 0～4 のスケールシステムを用いてブラインドにてスコアリングし

た。すなわち score 1；滑膜の表層部における単球の増加、score 2；軟骨表層の

ダメージを伴うパンヌス（滑膜細胞の増殖により形成された組織）の形成、score 

3；軟骨下骨組織の浸食、score 4；単核球の浸潤による関節の完全な破壊、にて

評価した。 

 

6-2-6 SFP-s および GM の投与  

7週齢時にマウスを体重が均等になるように 1群 10匹ずつの 4群に分けた。bCII

で免疫後、コントロール群には通常の飼料のみを、SFP-s 群には SFP-s 2％含有

飼料を、GM 群には GM（Wako Chemical Co. Ltd, Osaka, Japan）0.5％含有飼料を、

SFP-s + GM 群には 2％SFP-s と 0.5％GM を混合した飼料を与えた。それぞれ 12

週間継続して飲水とともに自由に与えた。体重は免疫後 0、5、8、12 週目に計
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測した。 

6-2-7 抗 bCⅡ特異的 IgG 抗体の定量 

試験開始時は尾静脈から、試験終了時は大静脈から採血した。抗 bCII特異的 IgG

抗体は ELISA 法で測定した。すなわち、96 穴のマイクロプレート（Nunc, 

Naperville, IL, USA）を 5mM MgCl2を含む 0.1M NaHCO3 buffer （pH 8.6）に溶解

した 10μg/ml 濃度の bCII 溶液 100μl でコーティングし、37℃、1 時間インキュベ

ート後 4℃でオーバーナイトした。プレートをリン酸緩衝生理食塩水（PBS+；

50mM phosphate, 0.15M NaCl, 1mM CaCl2 , 1mM MgCl2 ; pH 7.4）で 3 回洗浄し、

残存するたんぱく結合部位は PBS+に溶解した 1％仔牛血清を添加して 25℃、1

時間、ブロッキングした。 

サンプル血清は 0.05% Polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate （Wako chemical 

Co. Ltd, Osaka, Japan） を含有する PBS+ （pH 7.4）で 1:20000（v/v）に希釈し、

ウェルに 2 連で添加し、2 時間室温でインキュベートした。PBS で 3 回洗浄し、

抗体は Peroxidase-conjugated antibody to mouse IgG (Southern Biotechnology 

Associates, Inc. Birmingham, AL, USA).で検出した。Anti-bCII-specific IgG antibody

の値は試験開始時と終了時の差で表した。  

 

6-2-8 関節炎フットパット組織のサイトカインの測定 

試験終了時に臨床スコアの平均値に近い各群 3 匹を選択し組織学的評価を行

ったマウスについてサイトカインの分析を行った。フットパッドの左右どちら

か症状の重いほうを取り出した。フットパッド組織をはがし、等量の 0.1M 

potassium phosphate buffer （pH7.8） with 0.2% TritonX100 （Wako Chemical Co. Ltd, 

Osaka, Japan）を加えホモジナイザーで破砕後、遠心（10000 rpm、5 分）して上

清を得た。TNF-α 濃度は DuoSet kit （R&D Systems, Minneapolis, MN, USA） を

用いて、また IL-6 は Opt EIA kit （BD Bioscience, San Diego, CA, USA）を用い
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て測定した。値は組織 1g 当たりの量で表した。 

6-2-9 統計解析 

統計解析は StatMate IV software（ATMS Co., Ltd, Tokyo Japan）を用いて、関節

炎の発症率は Mantel-Haenszel equation を、関節スコア、フットパッド肥厚、組

織学的スコアはノンパラメトリックな Dunnett’s multiple comparison test を、

collagen-specific IgG と関節ホモジネートのサイトカインは Student’s t-test を用

いた。 危険率 5%以下を統計学的に有意とみなした。  

 

6-3 成績 

 

6-3-1 CIA の発症率と臨床スコアの抑制 

CIAの発症はｂCII免疫後 7週目からすべてのグループで観察された（Fig. 6-2）。

コントロール群の発症率は徐々に増加し、実験終了時には 90％に達した。それ

に対して SFP-s、 GM 、 SFP-s + GM 群はそれぞれ 60％、70％、40％であった。

SFP-s + GM群はコントロール群に対して有意（P <0.05） に低下した。SFP-s + GM

は 12 週まで発症率が抑えられていた。 

関節炎スコアは免疫後徐々に上昇し、コントロール群において 11 週目には 3.6 

± 0.8 に達した（Fig. 6-3）。その後わずかに低下して試験終了時には 3.4 ± 0.8 と

なった。これに対して SFP-s 群 2.5 ± 0.4、GM 群 2.1 ± 1.2 で、SFP-s + GM 群（1.5 

± 0.7）ではコントロール群に対して有意に（P <0.05）低値を示した。CIA の発

症はコントロール群では免疫後 7 週目であったが、GM 群を除いて他の投与群で

は約 1 週間遅れた。 

フットパッドの肥厚率は免疫後 11 週時にコントロール群では 110.8 ± 2.7（%）

と上昇した（Fig. 6-4）。これに対して、SFP-s 群 105.7 ± 2.7、GM 群 106.3 ± 2.0

で、SFP-s+GM 群（102.8 ± 1.3）ではコントロール群に対して有意（P<0.05）な
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抑制を示した。 

6-3-2 体重変化 

4 群の体重は同様に増加し 23ｇ前後で一定に達し、試験終了時まで維持した

（Fig. 6-5）。CIA 発症 DBA/1 マウスの体重に SFP-s あるいは GM 投与による影

響はなかった。 

 

6-3-3 抗 bCⅡ特異的 IgG 抗体ならびに炎症性サイトカインの産生抑制 

SFP-s と GM の経口投与による抗 bCII 特異的 IgG 抗体を計測した。Table 6-1

に示すごとく、SFP-s と SFP-s+GM 投与群の血清抗体価はそれぞれ 342 ± 66 ng/ml

と 358 ± 49 ng/ml で、コントロール群 456 ± 98 ng/ml と比較して有意ではないが

低下した。試験終了時の CIA フットパッド組織のホモジネート上清中のサイト

カインは、IL-6 は SFP-s+GM 群（15.0 ± 1.6 ng/ml）でコントロール群（22.0 ± 1.5 

ng/ml）に対して有意（P <0.05）な低下を示し、TNF-α はすべての群間に差は見

られなかった。 

 

6-3-4 CIA による組織損傷の修復効果 

Fig. 6-6A に足関節の組織学的な損傷について各群の代表例を示す。コントロー

ル群の関節の組織所見は単球の浸潤に基づく破壊がみられ、軟骨組織の障害に

よるパンヌス（滑膜細胞の増殖により形成された組織）の形成、軟骨下骨組織

の破壊がみられた。これに対して投与群では骨破壊や炎症性細胞数の抑制によ

り炎症が抑えられた。投与群の障害の程度は GM 群>SFP-s 群>SFP-s+GM 群の

順で強かった。組織学的な臨床スコアを代表的な 3 匹のマウスについて示すと、

コントロール、GM、SFP-s、 SFP-s+GM 群それぞれ 3.8、2.8、 2.2 、1.7 であ

った。Fig. 6-6 B に示すごとく、障害の程度はコントロール群に対して SFP-s 群

（P<0.05）、SFP-s+GM 群（P <0.01）で有意に抑制された。 
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6-4 考察 

 

CIA はヒトのリュウマチ性関節炎のモデルとして用いられ、抗炎症や抗リュ

ウマチ薬などの評価に用いられている（174）。Kato ら（169）はプロバイオティ

クス Lactobacillus casei Shirota 株がｂCII に対する液性、細胞性免疫反応を修飾

することによって CIA を抑制することができることを示している。また Baharav

（170）らは Lactobacillus GG （LGG）の生菌を含むヨーグルトの経口投与によ

り Lewis ラットの関節炎を改善したことを報告している。さらに Kano ら（175）

は L. delbrueckii subsp. bulgalicus OLL1073R-1 が CIA マウスの症状を抑制するこ

とを示している。これらの報告はいずれもラクトバチルスの生菌を用いている

が、Baharav ら（170）は LGG の抗炎症効果は微生物の生存性に関係しないこと

を示している。また Kano ら（175）は L. delbrueckii subsp. bulgalicus OLL1073R-1

によって産生された多糖フラクションが CIA の進展とリンパ節からの IFN-γ 産

生を抑制することを示した。これは IFN-γ 産生の抑制による bC II に対する Th1

レスポンス低下が CIA の抑制の要因と推測している。このように死菌体あるい

は細胞壁成分、代謝物質などが CIA の改善に有効であることが示されている。

一方、ゲニスチン、ダイジンを主とする大豆イソフラボンは、構造が 17β-estradiol

に類似していることが知られている（176）。17β-estradiol は免疫細胞の活性を抑

制して遅延型過敏性反応（177）やｂCII 誘発関節炎を抑制することが知られて

おり（178）、コラーゲンで免疫前にゲニステインを投与したマウスにおいて関

節炎の発症と炎症の程度が軽減されることが報告されている（179, 180）。

Verdrengh ら（180）は関節の組織学的評価においてゲニステイン投与マウスで滑

膜の肥厚と骨/軟骨組織の崩壊の発生頻度が低く、また抗 CII 抗体のレベルも低

かったと報告している。特に CII 抗体レベルと骨/軟骨組織の崩壊との間には有
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意な相関を認めている。今回の研究では、SFP-s がｂCII 誘発の IgG と IL-6 を抑

制することによって BDA/1 マウスの CIA の発症と進展を抑制する可能性が示唆

された。SFP-s には生菌は含まれておらず、発酵後は 100℃で加熱してアルコー

ルで抽出するため、乳酸菌と酵母の死菌体、ペプチドグリカンや DNA、RNA な

どの細胞壁成分が含まれる。また発酵によって微生物によって変換されたイソ

フラボン、サポニンなどのアグリコン型、あるいはペプチドなどが含まれる。

しかし、SFP-s 中のどの成分が CIA の発症と進展の抑制に寄与しているかに関し

ては不明であり、詳細な検討は今後の課題である。 

GM はカオリンとアジュバント関節炎ラットのモデルにおいて抗炎症作用を

有することが示されている（181）。GM は NO とプロスタグランジン E2 の生成

を抑え、その結果として腸上皮細胞における抗炎症作用を有する（182, 183）。

Tsi ら（184）は、炎症抑制作用を有する鳥エキスと GM の混合投与は CIA ラッ

トの関節炎の組織学的損傷が単独投与よりも抑制されることを示している。ま

た Beren ら（185）は関節炎ラットのモデルにおいて、GM がコンドロイチン硫

酸とアスコルビン酸マグネシウム塩の混合で症状改善作用を有することを報告

しており、関節の免疫反応の感受性を低下して GM 単独よりも効果を得られる

としている。これらの報告と同様に、今回の研究では SFP-s と GM の同時投与

は単独投与よりも関節炎の臨床スコアと組織学的評価を改善し、炎症関節組織

の IL-６の産生を抑制した。この SFP-s と GM の相加効果は SFP-s のｂCII に対

する免疫応答修飾能によるものとGMの炎症抑制作用によるものと考えられる。 

他方、ヘルパーT 細胞のサブセット Th1/Th2 によって産生されるサイト間のバ

ランスは自己免疫疾患の進展に重要な役割を果たしていると考えられている

（186）。さらに Th-17 細胞のマーカーである IL-17 はリューマチ性関節炎や CIA

における炎症促進性サイトカインであり、Th17 細胞の分化抑制は CIA の抑制を

もたらすことが報告されている（187-189）。今回の研究で、SFP-s 投与による
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Th1/Th2 と Th17 細胞の分化との相関関係についてはあきらかではないが、SFP-s

あるいは SFP-s と GM の混合物による自己免疫疾患の抑制のメカニズムを明ら

かにするために、今後更なる研究が必要と考えられた。 

結論として、SFP-s および SFP-s と GM の混合物が CIA の発症と進展を相加的

に抑制したことから、SFP-s のヒト関節炎への応用の可能性が示唆された。 

 

6-5 小括 

 

bCⅡの免疫により誘発したマウス関節炎モデルに対して SFP-s はフットパッ

ド肥厚を指標とする炎症を抑制した。また、SFP-s を GM と同時投与（SFP-s +GM）

することにより、各々の単独投与よりも強い炎症抑制を示した。また、後肢炎

症部位の組織学的所見の炎症スコアは、SFP-s、SFP-s+ GM ともに有意に低下し

た。bCⅡに対する IgG抗体の産生はSFP-s、SFP-s+ GMで抑制される傾向を示し、

また炎症部位の IL-6はSFP-s+ GMで有意に抑制された。これらの結果から、SFP-s

は GM との併用により炎症を相加的に抑制し、これは bCⅡに対する免疫反応を

SFP-s が修飾した為と考えられ、SFP-s のヒト関節炎への応用の可能性が示唆さ

れた。 
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Measurement n

Groups

Control SFP-s GM SFP-s + GM

Anti-bCII-specific IgG 

antibody (µg/ml)

10
456 ± 98 342 ± 66 497 ± 55 358 ± 49

IL-6 (ng/g) 3 22.0 ± 1.5 22.0 ± 3.2 18.3 ± 2.1 15.0 ± 1.6*

TNF-α (ng/g) 3
1.3 ± 0.1 1.5 ± 0.1 1.2 ± 0.1 1.2 ± 0.1

Table 6-1. Effect of oral SFP-s administration with glucosamine hydrochloride 

(GM) on levels of anti-bovine type II collagen (bCII)-specific IgG antibody in 

serum of and cytokines IL-6 and TNF-α in homogenate of hind footpad tissues of 

DBA/1 mice with collagen-induced arthritis 

The antibody levels were measured using an ELISA in the blood samples 

collected at the beginning of and the end of experiment, and expressed as the 

difference between 2 values from the 2 samples. The concentrations of cytokines 

were measured by the ELISA kits in the supernatant of footpad tissue 

homogenates from 3 representative mice of each group. Values are expressed 

mean ± S. E. (n=10 for anti-bCII-specific IgG antibody and n=3 for IL-6 and 

TNF-α). *P<0.05, significantly different from control. 
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Score 0 Score 3Score 2Score 1

A B C D

Figure 6-1. Examples of arthritic paws assessed at clinical scors from 0 to 3 in 

bovine type II collagen-induced arthritis (CIA) mice. CIA was induced in 

7-week-old male mice by intradermal tail base injection of 0.1mg (per animal) of 

bovine type II collagen (bCII) emulsified in complete Freund’s adjuvant. At 5 

weeks after priming, mice were boosted with the same emulsion. The clinical 

severity of arthritis on each paw was graded on a score of 0 to 3: score 0, no 

change; score 1, mild swelling and/or erythema or digit inflammation; score 2, 

moderate swelling and erythema in the entire paw; score 3, severe swelling, 

erythema and joint rigidity of the entire paw and/or ankylosis.  
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Figure 6-2.  Effect of oral SFP-s administration with GM on  incidence 

of bovine type II collagen-induced arthritis (CIA) in DBA/1 mice. 
Control group was given basic feed only. SFP-s, GM and SFP-s + GM 

groups were given basic feed containing 2% SFP-s, 0.5% GM and a 

combination of 2% SFP-s, 5% GM, respectively, during experimental 

period of 12 weeks after bovine type II collagen (bCII) immunization. 

Each group was consisted of 10 mice. *P<0.05, significantly different 

from the control value. GM, glucosamine hydrochloride. 
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Figure 6-3. Effect of oral SFP-s administration with GM on clinical CIA 

severity in DBA/1 mice. Clinical severity of CIA in each paw was assessed 

weekly using an established clinical scoreing system ranging from 0 to 3 as 

exampled in Fig. 6-1. The score was expressed as a cumulative value for all 

paws, with a maximam possible score of 12 per mouse. Values are 

expressed as mean ±S. E. (n=10). *P<0.05, significantly different from the 

control value. GM, glucosamine hydrochloride; CIA, bovine type II 

collagen-induced arthritis. 
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Figure 6-4. Effect of oral SFP-s administration with GM on 

footpad thickness of DBA/1 mice with CIA. The right and left 

hind footpad thicknesses were measured using a caliper 

micrometer at the start of and the end of experiment. Mean of 

right and left footpad thicknesses was used as the value for a 

mouse. The percentage of increased hind footpad thickness 

was calculated by the formula: Mean footpad thickness at the 

end of experiment / mean footpad thickness at the beginning 

of experiment ×100 (%). Values are expressed as mean ±S. E. 

(n=10). *P<0.05, significantly different from the control 

value. GM, glucosamine hydrochloride; CIA bovine type II 

collagen-induced arthritis. 
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Figure 6-5. Effect of oral SFP-s administration with GM on body 

weight of DBA/1 mice with collagen-induced arthritis. Body weight 

was measured individually at 0, 5, 8 and 12 weeks during 

experimental period. Values are expressed as mean ± S. E. (n=10). 

GM, glucosamine hydrochloride. 
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Figure 6-6. Histological analysis of the effect of oral SFP-s administration with GM 

on the histopathology of the hind footpad (or ankle) joints of CIA mice. (A) The hind 

footpad (or ankle) joint tissue sections (hematoxylin and eosin stain; original 

magnification☓40) with CIA lesions which are regarded as representatives of the 

respective groups. In each group, 3 mice with clinical arthritic scores close to the 

mean one of the group were selected for histological examination at the end of 

experiment. The section of control group reveals the erosion with an associated 

monocyte infiltrate, pannus formation with superficial cartilage damage and 

subchondral bone erosion (mean score 3.8). The sections of treatment groups reveal 

less inflammatory lesions than control group. The decreasing order of their mean 

score numbers is 2.8>2.2>1.7 for GM, SFP-s and SFP-s + GM groups, respectively. 

(B) A total of 9 joint sections per group, i.e. 3 joints (tarsal, metatarsal and 

metatarsophalangeal) on a paw from each of the 3 mice, were evaluated in a blinded 

manner and scored on a scale of 0-4. Values are expressed as mean ± S. E. (n=3). 

*P<0.05 and **P<0.01, significantly different from the control value. GM, 

glucosamine hydrochloride; CIA, bovine type II collagen-induced arthritis. 
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総括 

 

本研究は多菌種の乳酸菌と酵母の共生を利用した豆乳発酵産物 SFP（Soybean 

milk-Fermented Product）の機能性とその作用メカニズムを明らかにし、バイオジ

ェニクスとしての有用性を検討するため、1）SFP の腸内環境改善と粘膜免疫増

強作用、2）大腸がん抑制作用を検討した。また、3）SFP 発酵菌の中からサイト

カイン誘導能を指標に免疫賦活能の高い Lactobacillus plantarum BF-LP284 株

（LP284）を選抜し、LP284 の抗腫瘍活性とその機序を検討した。さらに、SFP

の可溶性画分（SFP-s: SFP-Soluble fraction）について 4）高血圧改善、5）肝・腎

機能障害改善、6）関節炎抑制作用を検討した。 

1）SFP のヒト腸内環境改善作用と粘膜免疫増強作用 

一般的な日本食（TJD: Traditional Japanese Diet）を摂取したボランティアに SFP

（450mg/日）を 14 日間飲用させると、糞便中 Bifidobacterium の占有率がプラセ

ボ群に比べ有意に増加した。また唾液中分泌型 IgA 濃度の増加率は SFP 群で有

意に高値を示した。一方、肉食中心の欧米型食（WD: Western type Diet、肉摂取

量約 300g、900kcal）を昼食のみ 3 日間摂取したボランティアの糞便中 Clostridium

の占有率は有意に増加したが、WD と同時に SFP を飲用（900mg/日）すること

により減少し、さらに Bifidobacterium の占有率が増加した。発がん誘因物質の

排泄に関連する糞便中 β-glucuronidase 活性は、WD 摂取時は TJD 摂取時の 5 倍

に増加したが、SFP 飲用時は増加しなかった。以上の結果より SFP はフローラ

を介して腸内環境を改善し、また粘膜免疫の増強による発がん抑制や発がん誘

引物質の排泄促進により大腸がん等の発がんリスクを軽減しうる可能性が示唆

された。 

2）SFP の大腸がん抑制作用 

1）の結果に基づき、SFP の大腸がん抑制作用を 1, 2-Dimethylhydrazine 化学発
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がんモデルマウスを用いて検討したところ、SFP は腫瘤の発生を有意に抑制した。

次に SFP の抗腫瘍作用機序を Meth-A 腫瘍移植モデルで検討した。SFP は化学発

がんモデルと同様に Meth-A 腫瘍の増殖を抑制した。このときマウスの脾臓細胞

を Meth-A 細胞と混和し、別の新たなマウスに移植する Winn assay を行ったとこ

ろ、SFP 投与群は Meth-A 単独移植群に比べ有意に腫瘍の増殖を抑制した。この

結果から、SFP 投与マウスの脾臓中に抗腫瘍作用を示す免疫細胞群が誘導された

ことが示唆された。一方、Bifidobacterium 定着ノトバイオートマウスは無菌マウ

スより脾細胞数が増加したが、無菌マウスに SFP や SM を 4 週間連日経口投与

しても脾細胞数は増加しなかった。これらの結果から SFP の抗腫瘍効果は宿主

免疫の賦活化であり、腸内細菌関与の可能性が示唆された。 

3）LP284 の抗腫瘍活性 

乳酸菌の菌体成分は免疫賦活作用を有することが知られていることから、発

酵菌 7 株の死菌体の免疫賦活活性をマウス腹腔マクロファージの TNF-α 産生を

指標に比較した。その結果、LP284 の死菌体（H-Lp）が最も強い活性を示した。

パイエル板（PP）細胞においては LP284 の生菌体（L-Lp）よりも H-Lp が強い

TNF-α、IFN-γ 産生性を示した。また H-Lp を Meth-A 腫瘍移植マウスに経口投与

したところ、対照および L-Lp よりも腫瘍の増殖を抑制した。この結果から SFP

の腫瘍抑制作用には H-Lp が大きく寄与している可能性が示唆された。次に H-Lp

は Meth-A 移植マウスの PP 細胞の IFN-γ 産生を増強し、さらに脾臓細胞におい

ても IFN-γ 産生を増強した。これは PP で活性化された免疫細胞が脾臓に集積し

たことを示唆しており、Winn assay でも確認された。また Meth-A 移植マウスの

抹消血リンパ球中、CD3＋細胞の割合が H-Lp により増加した。これらの結果よ

り、H-Lp 投与により PP における免疫細胞が活性化され、脾臓における獲得免

疫が確立し、細胞障害活性を持ったリンパ球が腫瘍部位に Homing することによ

って腫瘍の増殖を抑制したと考えられた。 
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4）SFP および SFP-s の高血圧改善作用 

自然発症高血圧ラット（SHR）に SFP、SFP-s ならびに SM を経口単回投与し、

血圧の変化をテールカフ法により非観血的に測定した。その結果 SFP、SFP-s は

投与 5 時間目に対照ラットに対して有意な血圧低下を示した。一方、SM は血圧

低下作用を示さないことから、発酵による血圧低下物質の産生が推測された。

そこで SFP の可溶性画分である SFP-s を分子量分画した結果、糖質の発色を示

す画分に血圧低下作用が認められた。この画分は血圧上昇に関連するアンジオ

テンシンⅠ変換酵素（ACE）の阻害活性を示したことから、ACE 阻害が降圧作

用メカニズムの一つと考えられた。 

5）SFP-s の肝・腎機能障害改善作用 

SFP-s による肝・腎機能障害改善作用をデオキシコール酸（DCA）負荷ラット

ならびにガラクトサミン負荷ラットを用いて検討した。いずれのモデルにおい

ても SFP-s は肝障害の指標 L-アスパラギン酸トランスアミノトランスフェラー

ゼ値の上昇を有意に抑制した。さらに DCA 負荷ラットでは腎機能の指標である

血中尿素窒素値の低下と利尿作用がみられ、腎機能改善が示唆された。一方、

SFP-s はラット肝および腎の初代培養細胞において、クロム酸酸化による乳酸脱

水素酵素を指標とした細胞障害を抑制した。また、マロンジアルデヒドを指標

とした脂質過酸化も抑制した。このことから SFP-s の抗酸化作用により細胞膜脂

質の過酸化が抑制され、肝・腎細胞障害が抑制されると考えられた。 

6）SFP-s の関節炎抑制作用 

ウシⅡ型コラーゲン（bCⅡ）免疫により誘発した関節炎モデルマウスに対し、

SFP-s はフットパット肥厚を指標とする炎症を抑制した。また、SFP-s をグルコ

サミン塩酸塩（GM）と同時投与（SFP-s+GM）することにより、各々の単独投

与よりも強い炎症抑制を示した。また、後肢炎症部位の組織学的所見の炎症ス

コアは、SFP-s、SFP-s+GM ともに有意に低下した。bCⅡに対する IgG 抗体の産
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生は SFP-s、SFP-s+GM で抑制される傾向を示し、また炎症部位の IL-6 は

SFP-s+GM で有意に抑制された。これらの結果から、SFP-s は GM との併用によ

り炎症を相加的に抑制し、これは bCⅡに対する免疫反応を SFP-s が修飾した為

と考えられた。 

以上 1)～6)の結果を Fig. 7-1 にまとめた。SFP は腸内フローラの改善を介して

宿主の免疫賦活ならびに発がん誘因物質の排泄促進をもたらし、大腸発がんを

抑制した。SFP 発酵菌の 1 つ LP284 の加熱死菌体は、細胞障害性を有するリン

パ球を活性化し腫瘍を抑制した。SFP-sはACE阻害作用による高血圧改善作用、

抗酸化成分による肝・腎機能障害改善作用、宿主免疫の修飾作用による関節炎

改善に働くことが明らかとなった。 

今回、高血圧改善作用、肝・腎機能障害改善作用、関節炎改善作用について

は腸内フローラの検討を行わなかった。腸内フローラ構成が宿主の血圧に関連

すること（190）や、腸内 Clostridium の増加が DCA 濃度の増加をもたらし肝機

能に悪影響を及ぼすこと（143, 144）は既に報告されており、また本研究で SFP-s

の関節炎改善に免疫修飾作用が示唆されたことなどから、腸内フローラとの関

連性については今後詳細な検討が必要と考えられた。 

一方、SFP の機能性成分として、大豆オリゴ糖、乳酸菌菌体成分、ACE 阻害

糖質画分、アミノ酸、イソフラボンやサポニン等が示唆されたが、これらの詳

細構造や含量、機能性との相関に関してはさらなる検討が必要と考えられた。

大豆タンパク水解物から得られる生理活性ペプチドとしてアミノ酸 43 個からな

るルナシンが知られている（191, 192）。ルナシンは NF-κB、サイトカイン産生

を抑制し、シクロオキシゲナーゼ-2（COX-2）レベルを減少させることによって

抗炎症作用を示すほか、抗酸化作用や抗腫瘍効果を有し、コレステロール合成

の制御にも影響することが知られている。SFP 中には発酵により多くの生理活性

ペプチドが生成していることが推測され、SFP の多様な機能性に寄与している可
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能性が高いことから、生理活性ペプチドの検索は今後の課題である。さらに単

菌種での発酵に比べ多菌種での発酵により得られる発酵産物はより複雑である

（193-195）と考えられることから、SFP 発酵に用いた個々の乳酸菌による発酵

産物との比較を行い、多菌種による発酵の有用性についても今後検討が必要と

考えられた。 

以上、本研究から SFP はバイオジェニクスとして直接あるいは腸内フローラ

を介して作用し、腸内環境改善、免疫賦活、発がん抑制、高血圧改善、肝・腎

機能障害改善、関節炎改善など様々な機能性を有することが明らかとなった。

また、その効果の機序の一部が明らかにされ、宿主の健康の維持・増進に寄与

する有益な発酵物であることが明確となった。 
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Figure 7-1.  Function and mechanisms of SFP, LP-284 and SFP-s. 
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