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(57)【要約】
【課題】新規のミオシン軽鎖脱リン酸化促進剤、ミオシ
ン軽鎖のリン酸化を原因とする疾患の予防又は治療剤、
及び上記の促進剤を含有する飲食品を提供する。
【解決手段】フラクトオリゴ糖を有効成分とするミオシ
ン軽鎖脱リン酸化促進剤、ミオシン軽鎖のリン酸化を原
因とする疾患の予防又は治療剤、及び上記の促進剤を含
有する飲食品。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　フラクトオリゴ糖を有効成分とする、ミオシン軽鎖脱リン酸化促進剤。
【請求項２】
　ケストースを有効成分とする、ミオシン軽鎖脱リン酸化促進剤。
【請求項３】
　ＲＯＣＫ依存的である、請求項１又は２に記載のミオシン軽鎖脱リン酸化促進剤。
【請求項４】
　フラクトオリゴ糖を有効成分とする、ミオシン軽鎖のリン酸化を原因とする疾患の予防
又は治療剤。
【請求項５】
　ケストースを有効成分とする、ミオシン軽鎖のリン酸化を原因とする疾患の予防又は治
療剤。
【請求項６】
　前記ミオシン軽鎖のリン酸化を原因とする疾患が、アレルギー疾患、循環器系疾患、炎
症性腸疾患、癌、腎機能障害、喘息、緑内障、勃起障害及びインスリン耐性からなる群か
ら選択される、請求項４又は５に記載の予防又は治療剤。
【請求項７】
　請求項１～３のいずれか一項に記載のミオシン軽鎖脱リン酸化促進剤を含有する飲食品
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、フラクトオリゴ糖を有効成分とするミオシン軽鎖脱リン酸化促進剤、疾患の
予防又は治療剤、及び飲食品に関する。
【背景技術】
【０００２】
　アトピー性皮膚炎、食物アレルギー、炎症性腸疾患等のアレルギー疾患においてしばし
ば腸管透過性の亢進が報告されており、これらの疾患の病因の１つとして重要であると考
えられている（例えば、特許文献１、２を参照）。
【０００３】
　つまり、腸管透過性の亢進による、アレルゲンや病原性物質の体内への侵入の増加が、
これらの疾患の悪化、増悪につながると考えられている。腸管透過性とは、腸上皮細胞の
間隙の透過性を指し、タイトジャンクション（ＴＪ）と呼ばれる細胞間接着機構により制
御、律速されている。タイトジャンクションは細胞外に突き出る膜貫通タンパク（オクル
ーディン、クローディン）、それを細胞内で支える足場タンパク（ＺＯ－１、ＺＯ－２、
ＺＯ－３）および細胞骨格であるＦ－アクチンから構成される。タイトジャンクションの
調節には、ミオシン軽鎖（Ｍｙｏｓｉｎ　Ｌｉｇｈｔ　Ｃｈａｉｎ、ＭＬＣ）のリン酸化
に伴うアクチンの収縮が深く関与している。ＭＬＣのリン酸化は、ＭＬＣＫ及びＲＯＣＫ
の２種の酵素により制御されている。
【０００４】
　ＭＬＣは細胞骨格であるＦ－アクチンの構成分子であり、ＭＬＣがリン酸化、脱リン酸
化することによって細胞骨格の伸縮を調節している。つまり、リン酸化ＭＬＣ（ｐＭＬＣ
）が増加すると細胞骨格が収縮し、腸管透過性の亢進につながる。逆に、ｐＭＬＣが減少
すると細胞骨格の収縮が是正され腸管透過性が是正する。
【０００５】
　また、ＭＬＣのリン酸化は、血管の異常収縮にも関与しており、高血圧等の循環器系疾
患の原因の１つとなっていることが知られている（例えば、特許文献３を参照）。
【先行技術文献】
【特許文献】
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【０００６】
【特許文献１】特開平９－３０９７８号公報
【特許文献２】特開２００８－２１２００６号公報
【特許文献３】特開２００５－３４０７３号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　したがって、ＭＬＣのリン酸化を制御することは、アレルギー疾患、循環器系疾患等の
ＭＬＣのリン酸化を原因とする疾患の予防や治療に有効であると考えられる。そこで、本
発明は、新規のＭＬＣ脱リン酸化促進剤、ＭＬＣのリン酸化を原因とする疾患の予防又は
治療剤、及び上記の促進剤を含有する飲食品を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、フラクトオリゴ糖を有効成分とするＭＬＣ脱リン酸化促進剤を提供する。上
記本発明のＭＬＣ脱リン酸化促進剤によれば、ＭＬＣの脱リン酸化を促進することができ
る。
【０００９】
　上記のＭＬＣ脱リン酸化促進剤は、フラクトオリゴ糖のなかでもケストースを有効成分
とするものであることが好ましい。ケストースは、食経験が長く、安全性が確認されてい
るオリゴ糖であり、副作用が少ない。
【００１０】
　上記のＭＬＣの脱リン酸化の促進は、ＲＯＣＫ依存的であることが好ましい。発明者ら
は、ケストースが、ＲＯＣＫ依存的なＭＬＣのリン酸化経路に作用することにより、ＭＬ
Ｃの脱リン酸化を促進することを、今回初めて明らかにした。
【００１１】
　本発明はまた、フラクトオリゴ糖を有効成分とし、ＭＬＣの脱リン酸化を促進すること
により予防又は治療効果を発揮する、ＭＬＣのリン酸化を原因とする疾患の予防又は治療
剤を提供する。上記本発明の予防又は治療剤は、フラクトオリゴ糖のなかでもケストース
を有効成分とするものであることが好ましい。
【００１２】
　上記本発明の予防又は治療剤は、ＭＬＣのリン酸化を原因とする疾患の予防又は治療に
、効果的に用いることができる。ＭＬＣのリン酸化を原因とする疾患としては、アレルギ
ー疾患、循環器系疾患、炎症性腸疾患、癌、腎機能障害、喘息、緑内障、勃起障害、イン
スリン耐性等が挙げられる。
【００１３】
　本発明はさらに、上記のミオシン軽鎖脱リン酸化促進剤を含有する飲食品を提供する。
【００１４】
　上記本発明の飲食品は、手軽に摂取することができ、アレルギー疾患、循環器系疾患等
のＭＬＣのリン酸化を原因とする疾患の予防に効果的であることが期待できる。
【発明の効果】
【００１５】
　本発明により、新規のＭＬＣ脱リン酸化促進剤、ＭＬＣのリン酸化を原因とする疾患の
予防又は治療剤、及びこれらの促進剤を含有する飲食品を提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】図１は、ＭＬＣリン酸化酵素阻害剤が腸管透過性に与える影響を検討した結果を
示すグラフである。ＴＥＥＲ：経上皮抵抗値。
【図２】図２は、ケストース添加によるＭＬＣの脱リン酸化を検討した結果を示す写真で
ある。ｐＭＬＣ：リン酸化ミオシン軽鎖。
【発明を実施するための形態】
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【００１７】
　フラクトオリゴ糖は、ショ糖にβ－フルクトフラノシダーゼを作用させることにより得
られる、ケストース、ニストース及びフルクトシルニストースの混合物を意味する。
【００１８】
　フラクトオリゴ糖は、単独で、あるいは、フラクトオリゴ糖を有効成分とする組成物の
形態で、ミオシン軽鎖の脱リン酸化促進剤、疾患の予防剤又は治療剤として利用すること
ができる。
【００１９】
　フラクトオリゴ糖を構成するオリゴ糖のなかでも、特にケストースは、高いミオシン軽
鎖の脱リン酸化促進効果を有する。ケストースは、グルコース１分子にフルクトースが２
分子結合した３糖類のオリゴ糖である。ケストースとしては、１－ケストース、６－ケス
トース等を使用することができ、１－ケストースであることが好ましい。
【００２０】
　腸上皮細胞において、ＭＬＣがリン酸化されることにより細胞骨格が収縮し、腸管透過
性が亢進する。この腸管透過性の亢進により、アレルゲンや病原性物質等の異物の体内へ
の無秩序な侵入がおこり、アトピー性皮膚炎、食物アレルギー、炎症性腸疾患等のアレル
ギー疾患の原因の１つとなっている。フラクトオリゴ糖を有効成分とするミオシン軽鎖脱
リン酸化促進剤を、これらの疾患を有する患者に投与すると、腸上皮細胞におけるＭＬＣ
の脱リン酸化が促進され、タイトジャンクションの形成が促進される。その結果、腸管透
過性が是正され、腸管バリア機能が回復する。これにより、アレルギー疾患の治療効果が
期待できる。また、健常人においてもこれらの疾患に対する予防効果が期待できる。
【００２１】
　また、ＭＬＣのリン酸化は、血管の異常収縮を引き起こし、高血圧や虚血性心疾患等の
循環器系疾患の原因の１つとなっている。フラクトオリゴ糖を有効成分とするミオシン軽
鎖脱リン酸化促進剤を、循環器系疾患を有する患者に投与すると、血管におけるＭＬＣの
脱リン酸化が促進され、血管の異常収縮が正常化する。これにより、循環器系疾患の治療
効果が期待できる。また、健常人においてもこれらの疾患に対する予防効果が期待できる
。
【００２２】
　したがって、フラクトオリゴ糖は、単独で、あるいは、フラクトオリゴ糖を有効成分と
する医薬組成物の形態で、ミオシン軽鎖のリン酸化を原因とする疾患の予防又は治療剤と
して利用することができる。
【００２３】
　フラクトオリゴ糖を有効成分とする、ミオシン軽鎖脱リン酸化促進剤、又は疾患の予防
又は治療剤の投与方法は特に限定されず、内用剤および外用剤のいずれでもよい。内用剤
は、注射剤、輸液剤等として、静脈注射により投与してもよいし、経口的に投与してもよ
い。外用剤は、貼付剤、ゲル剤、クリーム剤、軟膏剤等として経皮的に、又は点眼薬、点
鼻薬、点耳薬等として投与することができる。フラクトオリゴ糖の投与量は、投与目的が
予防用であるか、治療用であるか、患者の体重や年齢、疾患の種類や症状によって適宜調
整することができる。フラクトオリゴ糖の投与量は、例えばケストースが０．０１～１．
０ｇ／ｋｇ体重投与される量である。
【００２４】
　フラクトオリゴ糖を有効成分とする、ミオシン軽鎖脱リン酸化促進剤、又は疾患の予防
又は治療剤は、例えば、錠剤、カプセル剤、顆粒剤、散剤、シロップ剤、液剤等の製剤の
形態であってもよい。
【００２５】
　これらの製剤は、フラクトオリゴ糖を、薬理学的に許容される賦形剤、滑沢剤、結合剤
、崩壊剤、安定剤、矯味矯臭剤、希釈剤等の添加剤と混合し、周知の方法で製造すること
ができる。
【００２６】
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　賦形剤は、有機系賦形剤又は無機系賦形剤であり得る。有機系賦形剤は、例えば、乳糖
、白糖、葡萄糖、マンニトール、ソルビトールのような糖誘導体；トウモロコシデンプン
、バレイショデンプン、α澱粉、デキストリンのようなデンプン誘導体；結晶セルロース
のようなセルロース誘導体；アラビアゴム；デキストラン；又はプルラン等であり得る。
無機賦形剤は、例えば、軽質無機ケイ酸、合成ケイ酸アルミニウム、ケイ酸カルシウム、
メタケイ酸アルミン酸マグネシウムのようなケイ酸塩誘導体；リン酸水素カルシウムのよ
うなリン酸塩；炭酸カルシウムのような炭酸塩；又は硫酸カルシウムのような硫酸塩等で
あり得る。
【００２７】
　滑沢剤は、例えば、ステアリン酸、ステアリン酸カルシウム、ステアリン酸マグネシウ
ムのようなステアリン酸金属塩；タルク；コロイドシリカ；ビーガムのようなワックス類
；アジピン酸；硫酸ナトリウムのような硫酸塩；グリコール；フマル酸；安息香酸ナトリ
ウム；ＤＬ－ロイシン；脂肪酸ナトリウム；ラウリル硫酸ナトリウム、ラウリル硫酸マグ
ネシウムのようなラウリル硫酸塩；無水ケイ酸、ケイ酸水和物のようなケイ酸類；又は上
記デンプン誘導体であり得る。
【００２８】
　結合剤は、例えば、ヒドロキシプロピルセルロース、ヒドロキシメチルプロピルセルロ
ース、ポリビニルピロリドン、マクロゴール、又は上記賦形剤と同様の化合物であり得る
。
【００２９】
　崩壊剤は、例えば、低置換度ヒドロキシプロピルセルロース、カルボキシメチルセルロ
ース、カルボキシメチルセルロースカルシウム、内部架橋カルボキシメチルセルロースナ
トリウムのようなセルロース誘導体；又はカルボキシメチルスターチ、カルボキシメチル
スターチナトリウム、架橋ポリビニルピロリドンのような化学修飾されたデンプン・セル
ロース類であり得る。
【００３０】
　安定剤は、例えば、メチルパラベン、プロピルパラベンのようなパラヒドロキシ安息香
酸エステル類；クロロブタノール、ベンジルアルコール、フェネチルアルコールのような
アルコール類；塩化ベンザルコニウム；フェノール、クレゾールのようなクレゾール類；
チメロサール；デヒドロ酢酸；又はソルビン酸であり得る。
【００３１】
　矯味矯臭剤は、例えば、通常使用される、甘味料、酸味料、香料であり得る。
【００３２】
　希釈剤は、例えば、蒸留水、生理食塩水、ブドウ糖液等の通常使用されるものであり得
る。
【００３３】
　一実施形態に係る飲食品は、フラクトオリゴ糖を含有する。飲食品としては、健康食品
、即席食品類、嗜好飲料類、小麦粉製品、菓子類、基礎調味料、複合調味料、乳製品、冷
凍食品、水産加工品、畜産加工品及び農産加工品等が挙げられる。フラクトオリゴ糖は、
砂糖に近い良質な甘さを有し、カロリーが砂糖の約半分であることから、砂糖の代替ある
いは一部代替として利用することもできる。飲食品中のフラクトオリゴ糖の含有量は、例
えばケストースが０．１～８０質量％となる量である。
【実施例】
【００３４】
　以下、本発明の実施例を示して、本発明を更に具体的に説明するが、本発明はこれらの
実施例に限定されるものではなく、本発明の技術的思想を逸脱しない範囲での種々の変更
が可能である。
【００３５】
（実施例１）
（ＭＬＣリン酸化酵素阻害剤を用いたシグナル伝達経路の解析）
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　ＭＬＣＫ阻害剤であるＭＬ－７及びＲＯＣＫ阻害剤であるＹ－２７６３２が腸管透過性
に与える影響を検討した。後述する腸上皮細胞層モデルを用い、腸管透過性の指標として
経上皮抵抗値（ＴＥＥＲ）を測定した。ＴＥＥＲの測定には、Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ　ＥＲ
Ｓ（ミリポア）を用いた。
【００３６】
（腸上皮細胞層モデル）
　培地にＤ－ＭＥＭ（ＧＩＢＣＯ）を用いて、ヒト結腸がん由来の細胞株Ｃａｃｏ－２（
ＡＴＣＣ　ＨＴＢ－３７）を培養した。Ｄ－ＭＥＭには、ウシ胎児血清（ｆｅｔａｌ　ｂ
ｏｖｉｎｅ　ｓｅｒｕｍ、ＧＩＢＣＯ）１００ｍｌ／Ｌ、Ｄ－グルコース３．５ｇ／Ｌ、
ペニシリン（明治製菓株式会社）及びストレプトマイシン（明治製菓株式会社）各１００
ｍｇ／Ｌを添加した。培養は、ポアサイズ０．３３ｃｍ２のトランスウェル（２４ウェル
、コーニング）内で、下層６００μｌ、上層１００μｌの培地を用いて行った。Ｃａｃｏ
－２は、２×１０４細胞／ウェルで播種し、１９～２１日間培養した。培養は３７℃、５
％ＣＯ２の条件で行い、培地の交換は２日に１度行った。
【００３７】
（ＴＥＥＲの測定）
　上記の腸上皮細胞層モデルを用いて、ＭＬＣリン酸化酵素阻害剤が腸管透過性に与える
影響を検討した。腸上皮細胞層モデルの培地をＣａ２＋（－）に交換すると共に、ＭＬ－
７を１０μｇ／ｍＬ添加した群、Ｙ２７６３２を２０μｇ／ｍＬ添加した群、ＭＬ－７を
１０μｇ／ｍＬ及びＹ２７６３２を２０μｇ／ｍＬを添加した群、並びに対照として、い
ずれの阻害剤も含まない群を用意し、培地交換から０、０．５、１及び２時間後のＴＥＥ
Ｒを測定した。図１は、ＭＬＣリン酸化酵素阻害剤が腸管透過性に与える影響を検討した
結果を示すグラフである。測定した各ＴＥＥＲ値は、培地交換時（０時間）におけるＴＥ
ＥＲ値を１００％とした百分率で示した。
【００３８】
　その結果、ＭＬＣＫ阻害剤を添加した細胞では、対照群と比較して有意な差は認められ
なかった。一方、ＲＯＣＫ阻害剤を添加した細胞では、対照群と比較して、ＴＥＥＲの低
下が有意に抑制された。このことから、ＭＬＣのリン酸化に伴う腸管透過性の亢進はＲＯ
ＣＫにより制御されていることが明らかとなった。
【００３９】
（実施例２）
（ケストース添加によるＭＬＣの脱リン酸化）
　後述するカルシウムスイッチによる腸管透過性亢進モデルを用いて、１－ケストースの
存在下及び非存在下でＣａｃｏ－２細胞を培養し、ウェスタンブロットによりＭＬＣの脱
リン酸化を検討した。
【００４０】
（カルシウムスイッチによる腸管透過性亢進モデル）
　上記の腸上皮細胞層モデルにおいて、トランスウェルの培地を除いて上層下層共にＣａ
２＋を含まない培地（以下「Ｃａ２＋（－）」と表記する。）に交換し、細胞及びトラン
スウェルを１度洗浄した。続いて、培地を再びＣａ２＋（－）に交換し２時間インキュベ
ートし、腸上皮細胞層モデルの透過性を亢進させた。次に、Ｃａ２＋を含む培地（以下「
Ｃａ２＋（＋）」と表記する。）に上層下層共に培地を交換して培養を行い（透過性回復
過程）、透過性を回復させた。透過性回復過程において、ケストースを１（ｗ／ｖ）％の
濃度で培地に添加した。
【００４１】
（ウェスタンブロット）
　上記の透過性回復過程を開始してから１、３、５、１０及び３０分後に、ケストースの
存在下及び非存在下のＣａｃｏ－２細胞にＲＩＰＡバッファー（２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ－Ｈ
Ｃｌ　ｐＨ７．６、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１％　ＮＰ－４０、０．１％　ＳＤＳ、１％
　Ｓｏｄｉｕｍｄｅｏｘｙｃｈｏｌａｔｅ）を加え、３０分間氷上でタンパクを抽出した
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。続いて、ＲＩＰＡバッファーを回収し、１２，０００ｒｐｍで１５分間遠心して沈殿物
を除き、上清を回収してサンプルとした。サンプル中のタンパク濃度をＤＣプロテインア
ッセイキット（バイオ・ラッド　ラボラトリーズ株式会社）を用いて定量した。サンプル
のタンパク濃度を５μｇ／μｌに調製し、５×サンプルバッファー及び５％メルカプトエ
タノールを加え１２０℃で５分間ボイルした。ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動
（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）を行った後、電気泳動したタンパクをＰＶＤＦ膜にブロッティング
した。次に、ウサギ抗ｐＭＬＣ抗体（Ｃｅｌｌ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ）を一晩反応させた。続いて、ヤギ抗ウサギＩｇＧ抗体－ＨＲＰを反応させた。続い
て、イモビロン　ウエスタン　ＨＲＰ基質（ミリポア）を５分以上室温で反応させ、デン
シトメーターによってシグナルを検出した。
【００４２】
　図２は、ケストース添加によるＭＬＣの脱リン酸化を検討した結果を示す写真である。
ケストース非存在下では、透過性回復過程を開始してから３０分後の時点までｐＭＬＣの
シグナルがほぼ一定であったが、ケストース存在下では、透過性回復過程を開始してから
１０分後及び３０分後の時点においてｐＭＬＣのシグナルが弱くなった。すなわち、ケス
トースを添加したことにより、ｐＭＬＣの脱リン酸化が促進され、腸管透過性の回復が促
進された。
【００４３】
　実施例１及び２の結果から、ケストースの添加による腸管透過性の回復促進効果はタイ
トジャンクションを介した反応であり、ＭＬＣの脱リン酸化の促進を行うことによる反応
であることが明らかとなった。すなわち、ケストースはＲＯＣＫ依存的なＭＬＣのリン酸
化経路に作用し、ＭＬＣの脱リン酸化を促進することにより腸管バリア機能を高めている
ことが明らかとなった。
【産業上の利用可能性】
【００４４】
　本発明により、新規のＭＬＣ脱リン酸化促進剤、ＭＬＣのリン酸化を原因とする疾患の
予防又は治療剤、及び上記の促進剤を含有する飲食品を提供することができる。
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