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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】インターロイキン－１２（ＩＬ－１２）の産生不足による疾患、例えば、感染症
、腫瘍、アレルギー等の予防・治療に有用なＩＬ－１２産生促進剤の提供。
【解決手段】ＩＬ－１２産生誘導能を有する細菌と、ウィルス又は鞭毛を有する細菌の処
理物を組み合わせてなるＩＬ－１２産生促進剤。該ＩＬ－１２産生誘導能を有する細菌と
しては、ラクトバチルス・カゼイ又はラクトバチルス・ラムノーサスであることが好まし
い。該ウィルス又は鞭毛を有する細菌としては、ロタウィルス、枯草菌、大腸菌及びサル
モネラ菌であることが好ましい。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
（Ａ）インターロイキン１２産生誘導能を有する細菌と、（Ｂ）ウィルス又は鞭毛を有す
る細菌の処理物を組み合わせてなるインターロイキン１２産生促進剤。
【請求項２】
（Ａ）インターロイキン１２産生誘導能を有する細菌が、菌体消化酵素による消化率が１
０％以下のものである請求項１記載のインターロイキン１２産生促進剤。
【請求項３】
（Ａ）インターロイキン１２産生誘導能を有する細菌が、ラクトバチルス・カゼイグルー
プに属する細菌である請求項１又は２記載のインターロイキン１２産生促進剤。
【請求項４】
（Ａ）インターロイキン１２産生誘導能を有する細菌が、ラクトバチルス・カゼイ又はラ
クトバチルス・ラムノーサスである請求項１～３の何れか１項記載のインターロイキン１
２産生促進剤。
【請求項５】
（Ｂ）ウィルス又は鞭毛を有する細菌の処理物が、ロタウィルス、枯草菌、大腸菌及びサ
ルモネラ菌から選ばれる１種以上のものの処理物である請求項１～４の何れか１項記載の
インターロイキン１２産生促進剤。
【請求項６】
（Ｂ）ウィルス又は鞭毛を有する細菌の処理物が、ＴＬＲ３又は５のリガンドである請求
項１～５の何れか１項記載のインターロイキン１２産生促進剤。
【請求項７】
（Ｂ）ウィルスの処理物が、２本鎖ＲＮＡである請求項１～６の何れか１項記載のインタ
ーロイキン１２産生促進剤。
【請求項８】
（Ｂ）鞭毛を有する細菌の処理物が、フラジェリンである請求項１～６の何れか１項記載
のインターロイキン１２産生促進剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、インターロイキン（以下、ＩＬ－ということもある）１２の産生不足による
疾患の予防又は治療薬として有用なＩＬ－１２産生促進剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　細菌、ウィルス等の微生物の感染、腫瘍、細胞傷害などに対して生体は免疫反応によっ
て対応するが、その免疫反応は、免疫担当細胞間の直接的或いは間接的な相互作用により
調節されている。そして、免疫応答の調節にはリンパ球、マクロファージ等が産生するイ
ンターロイキン、腫瘍壊死因子α等のサイトカインが重要な役割を演じている。
【０００３】
　現在、インターロイキンに属するサイトカインとしては３５種類が知られているが、そ
の一つであるＩＬ－１２については次のような作用が確認されている。
【０００４】
（１）ＮＫ細胞やＴ細胞に作用してインターフェロンγや腫瘍壊死因子αの産生を誘導し
、マクロファージを活性化する。
（２）ＮＫ細胞及びＣＤ８+Ｔ細胞の細胞傷害活性を増強する。
（３）インターロイキン２と相乗的に作用して細胞傷害性リンパ球を活性化すると共にリ
ンホカイン活性化キラー細胞を誘導する。
（４）ナイーブＴ細胞からＴｈ１細胞への分化を促す。
【０００５】
　これらの作用があることにより、ＩＬ－１２は感染症、腫瘍、アレルギーなど、多くの
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疾患の治療に利用可能になるものと期待されている(非特許文献１～３ )。
【０００６】
　プロバイオティクスによりＩＬ－１２の産生を誘導する試みとしては、ラクトバチルス
・アシドフィルス等の乳酸菌の菌体によるＩＬ－１２産生の誘導（特許文献１）、テトラ
ジェノコッカス属等に属する乳酸菌の培養物、菌体又は菌体成分によるＩＬ－１２産生の
誘導（特許文献２）等が報告されているが、これらのいずれについても未だ十分な効果は
得られていない。
【特許文献１】特開平１０－１３９６７４号公報
【特許文献２】特開２００６－２８０４７号公報
【非特許文献１】Review．Blood（1994）84:4008-4027
【非特許文献２】Annu.Rev.Immunol（1995）13:251-276
【非特許文献３】Life Sience（1996）58:635-654
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　従って本発明の目的は、ＩＬ－１２の産生不足による疾患、例えば感染症、腫瘍、アレ
ルギー等の予防・治療に有用であり、かつ日常的に使用できる安全な医薬、飲食品に利用
できるＩＬ－１２産生促進剤を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは上記課題を解決するため鋭意検討した結果、全く意外なことに、（Ａ）Ｉ
Ｌ－１２産生誘導能を有する細菌と、（Ｂ）ウィルス又は鞭毛を有する細菌の処理物を組
み合わせたときにマクロファージ培養系によるＩＬ－１２の産生が顕著に促進されること
を見出し、本発明を完成した。
【０００９】
　すなわち、本発明は（Ａ）ＩＬ－１２産生誘導能を有する細菌と、（Ｂ）ウィルス又は
鞭毛を有する細菌の処理物を組み合わせてなるＩＬ－１２産生促進剤を提供するものであ
る。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明のＩＬ－１２産生促進剤は、長期間経口摂取しても安全であり、感染症、腫瘍、
アレルギー等のＩＬ－１２産生不足による多くの疾患の予防と治療の目的に有効かつ安全
に利用することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１１】
　本発明において、「ＩＬ－１２産生誘導能を有する」とは、被験物質をマウス腹腔マク
ロファージ培養系に添加して２４時間培養後に上清を回収し、上清中のＩＬ－１２ｐ７０
の濃度をＥＬＩＳＡで定量したとき、１０ｎｇ／ｍｌ以上であることを意味し、特に２０
ｎｇ／ｍｌ以上であるのが好ましい。
【００１２】
　本発明において、「ウィルス又は鞭毛を有する細菌の処理物」とは用いられるウィルス
又は鞭毛を有する細菌に何らかの処理を加えて不活性化したものをいい、その処理は特に
限定されない。前記処理物としては、具体的には、ウィルス又は鞭毛を有する細菌の紫外
線照射液、加熱滅菌処理液、それらを濾過ないし遠心分離など固液分離手段によって分離
した固体残渣等が挙げられる。また、細胞壁又はウィルス膜を酵素若しくは機械的手段に
より除去した処理液、これらの濃縮物、これらの希釈物又はこれらの乾燥物なども含まれ
る。また、ウィルスを機械的手段、界面活性剤、低張液等によって溶解した後、エタノー
ル等によって沈殿させて得られる核酸含有画分も含まれる。さらに、前記ウィルス又はグ
ラム陰性菌の超音波などによる破砕液、細胞溶解液などに対し、例えば各種クロマトグラ
フィーによる分離や密度勾配遠心法などの分離・精製処理をさらに行ったものも含まれる
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。さらに、鞭毛を有する細菌の死菌体又は不活性化ウィルスも含まれ、該死菌体又は不活
性化ウィルスは、例えば、加熱処理、抗生物質などの薬物による処理、次亜塩素酸、ホル
マリンなどの化学物質による処理、紫外線による処理、γ線などの放射線による処理によ
り得ることができる。これら処理のうち、特に紫外線処理、加熱処理が好ましい。
　さらに、前記ウィルス処理物は、化学的に合成されたもの、例えば合成２本鎖ＲＮＡ等
であってもよく、具体的には、Ｌ－イノシン酸・Ｌ－シチジル酸コポリマー（ｐｏｌｙ（
Ｉ：Ｃ））等の合成２本鎖ＲＮＡは市販の核酸合成装置により合成することが可能である
。また、鞭毛を有する細菌の処理物は、例えば、FliC等のフラジェリンをコードする遺伝
子を非病原性細菌やHEK293等の培養細胞株に導入してリコンビナントフラジェリンを強制
的に産生させた細菌や培養細胞の処理物であっても良いし、密度勾配遠心法などによりリ
コンビナントフラジェリンを精製して用いることもできる。
【００１３】
　本発明において、（Ａ）ＩＬ－１２産生誘導能を有する細菌としては、菌体消化酵素に
よる消化率が１０％以下の細菌が挙げられる。
　本発明において、「菌体消化酵素による消化率」とは、Ｎ－アセチルムラミダーゼの一
種であるＭ－１酵素（ＥＣ　３．２．１．１７）による消化試験を行った際の被験物質の
消化率を意味する。具体的には、以下に示す消化試験を行い、被験物質の消化率を算出す
ることができる。
　まず、４ｍＭ塩化マグネシウムを含む５０ｍＭトリス・マレイト緩衝液（ｐＨ７．０）
中に被験物質を２ｍｇ／ｍｌで懸濁し、Ｍ－１酵素を添加（１０μｇ／ｍｌ）して３７℃
で１０分反応を行った後、１００℃、５分の加熱処理により酵素活性を失活させた。反応
液に対してＳＤＳ溶液を添加し（終濃度２％）、ボルテックスにて十分攪拌してプロトプ
ラスト状の被験物質を溶解させた後、濁度（ＯＤ６００）を測定した。消化率の算出には
以下の式を用いた。
【００１４】
【数１】

【００１５】
　（Ａ）ＩＬ－１２産生誘導能を有する細菌としては、例えばラクトバチルス・カゼイ、
ラクトバチルス・ラムノーサス、ラクトバチルス・ゼアエ等のラクトバチルス・カゼイグ
ループに属する細菌が挙げられ、ラクトバチルス・カゼイ、ラクトバチルス・ラムノーサ
スが好ましく、取扱いやすさや安全性などの点から、さらにラクトバチルス・カゼイが好
ましい。特に、ラクトバチルス・カゼイＹＩＴ９０２９株、ラクトバチルス・ラムノーサ
スＡＴＣＣ７４６９株を使用することが好ましい。
【００１６】
　（Ｂ）ウィルス又は鞭毛を有する細菌の処理物としては、特に限定されないが、ロタウ
ィルスなどの二本鎖RNAウィルス又は枯草菌等の鞭毛を有するグラム陽性菌若しくは大腸
菌、サルモネラ菌、緑膿菌、コレラ菌等の鞭毛を有するグラム陰性菌等の処理物が挙げら
れる。このうち、ＴＬＲ３又はＴＬＲ５のリガンドとなり得る処理物が好ましく、当該処
理物としては、具体的には、２本鎖ＲＮＡ、フラジェリン等が挙げられ、安全性の点から
は、合成２本鎖ＲＮＡや非病原性細菌や培養細胞等を利用して産生させたリコンビナント
フラジェリンが好ましい。
【００１７】
　成分（Ｂ）は前記化学合成又は分離・精製処理により得られる単一の成分であってもよ
く、或いはウィルス若しくは鞭毛を有する細菌に前記処理を施して得られる成分（Ｂ）を
含有する混合物、粗精製物等であってもよい。そのような混合物、粗精製物等としては、
特に限定されるものではないが、例えば枯草菌破砕物、枯草菌加熱処理死菌体、ロタウィ
ルス溶解液等が好適に用いられる。
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【００１８】
　成分（Ａ）の細菌の形態は特に制限されず、生菌又は加熱菌体（死菌体）のいずれでも
よく、又凍結乾燥したものであってもよく、或いはこれらを含む培養物として利用するこ
ともできる。ここで、本発明の成分（Ａ）、（Ｂ）は各々１種でもよいし、２種以上用い
てもよい。
【００１９】
　本発明の成分（Ａ）と（Ｂ）を組み合わせると、全く意外にも強力なＩＬ－１２産生促
進作用、特にマクロファージ培養系によるＩＬ－１２産生促進作用を奏する。従って、本
発明のＩＬ－１２産生促進剤は、感染症、腫瘍、アレルギー等の様々な疾病の治療や改善
、或いはその予防等の目的に利用できる。
　ここで、ＩＬ－１２産生促進作用を有するとは、次式により求められるＩＬ－１２産生
増加能が１２０％以上のものを意味し、好ましくは１５０％以上のものを意味する。
【００２０】
【数２】

【００２１】
　本発明において成分（Ａ）と（Ｂ）との組み合わせによって、ＩＬ－１２産生が促進さ
れるメカニズムは明らかではないが、以下の可能性が考えられる。ＩＬ－１２の産生は複
数のステップにより制御されており、成分（Ａ）が活性化するステップと成分（Ｂ）が活
性化するステップが異なっている時、成分（Ａ）と（Ｂ）両者で同時に刺激した場合、よ
り多くのステップが同時に活性化されＩＬ－１２の産生が相乗的に強く誘導される可能性
が想定される。
【００２２】
　特に、上記成分（Ａ）がヒトの腸内フローラを構成するものであったり、酪農乳製品に
古くから利用されてきた乳酸菌からなるものである場合は、長期間経口摂取しても安全で
あるだけでなく、整腸作用、抗腫瘍作用、抗変異作用、血圧低下作用、抗潰瘍作用、コレ
ステロール低下作用等、乳酸菌に期待される周知の有用な作用を複合的に作用させること
ができ、好適に利用することができる。
【００２３】
　本発明のＩＬ－１２産生促進剤は経口投与又は非経口投与のいずれも使用できるが、経
口投与が望ましい。投与に関しては、有効成分である成分（Ａ）及び（Ｂ）を投与方法に
適した固体又は液体の医薬用無毒性担体と混合して、慣用の医薬品製剤の形態で投与する
ことができる。
【００２４】
　本発明のＩＬ－１２産生促進剤の有効成分である成分（Ａ）及び（Ｂ）を使用する際の
投与量に厳格な制限はない。対象者や適用疾患等の様々な使用態様によって得られる効果
が異なるため、適宜投与量を設定することが望ましいが、その好適な投与量は成分（Ａ）
については乾燥重量で１日当たり１μｇ～１０ｇ（菌体数では１０6～１０13ｃｆｕ）、
より好ましくは１ｍｇ～１ｇ（菌体数では１０9～１０12ｃｆｕ）である。また成分（Ｂ
）については１日当たり０．０１μｇ～１ｇ、より好ましくは１μｇ～１０ｍｇである。
　このとき、成分（Ａ）と（Ｂ）との配合比率に厳格な制限はないが、相乗的なＩＬ－１
２産生促進作用を奏する点で、成分（Ａ）：成分（Ｂ）は１：０．０００１～１が好まし
く、１：０．００１～１がより好ましく、１：０．０１～１がさらに好ましく、１：０．
１～１が特に好ましい（成分（Ｂ）は精製された単一の有効成分量で換算）。
【００２５】
　このような製剤としては、例えば、錠剤、顆粒剤、散剤、カプセル剤等の固体剤、溶液
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剤、懸濁剤、乳剤等の液剤、凍結乾燥剤等が挙げられる。これらの製剤は製剤上の常套手
段により調製することができる。上記の医薬用無毒性担体としては、例えば、澱粉、デキ
ストリン、脂肪酸グリセリド、ポリエチレングリコール、ヒドロキシエチルデンプン、エ
チレングリコール、ポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステル、アミノ酸、ゼラチン
、アルブミン、水、生理食塩水等が挙げられる。また、必要に応じて、安定化剤、湿潤剤
、乳化剤、結合剤、等張化剤、賦形剤等の慣用の添加剤を適宜添加することもできる。
【００２６】
　また、本発明のＩＬ－１２産生促進剤は、上記のような医薬品製剤として用いるだけで
なく、飲食品等として用いることもできる。この場合には、本発明の成分（Ａ）及び（Ｂ
）をそのまま、又は種々の栄養成分を加えて、飲食品中に含有せしめればよい。この飲食
品は、感染症、腫瘍、アレルギー等の改善、予防等に有用な保健用食品又は食品素材とし
て利用でき、これらの飲食品又はその容器には、前記の効果を有する旨の表示を付しても
よい。具体的に本発明のＩＬ－１２産生促進剤を飲食品に配合する場合は、飲食品として
使用可能な添加剤を適宜使用し、慣用の手段を用いて食用に適した形態、例えば、顆粒状
、粒状、錠剤、カプセル、ペースト等に成形してもよく、また種々の食品、例えば、ハム
、ソーセージ等の食肉加工品、かまぼこ、ちくわ等の水産加工品、パン、菓子、バター、
粉乳、発酵飲食品に添加して使用したり、水、果汁、牛乳、清涼飲料、茶飲料等の飲料に
添加して使用してもよい。なお、飲食品には動物の飼料も含まれる。
【００２７】
　さらに飲食品としては、有効成分である成分（Ａ）及び（Ｂ）を含有する発酵乳、乳酸
菌飲料、発酵豆乳、発酵果汁、発酵植物液等の発酵乳製品が好適に用いられる。これら発
酵乳飲食品の製造は定法に従って製造することができる。例えば発酵乳は、殺菌した乳培
地に成分（Ａ）を接種培養し、これを均質化処理して発酵乳ベースを得る。この時、他の
微生物と同時に接種培養してもよい。次いで成分（Ｂ）及び別途調製したシロップ溶液を
添加混合し、ホモゲナイザー等で均質化し、更にフレーバーを添加して最終製品とするこ
とができる。このようにして得られる発酵乳は、プレーンタイプ、ソフトタイプ、フルー
ツフレーバータイプ、固形状、液状等のいずれの形態の製品とすることもできる。
【００２８】
　また、本発明のＩＬ－１２産生促進剤においては、成分（Ａ）、（Ｂ）は同時に投与し
てもよく、或いは、成分（Ａ）又は（Ｂ）のどちらか一方を先に投与してもよい。特に同
時に投与するのが好ましく、ヒトを含むあらゆる哺乳動物に適用できる。従って、成分（
Ａ）のみを含有する組成物と成分（Ｂ）のみを含有する組成物を別個にしてもよく、成分
（Ａ）及び（Ｂ）を含有する組成物としてもよい。
【実施例】
【００２９】
　以下、試験例及び実施例を挙げて本発明の内容をさらに詳細に説明するが、本発明はこ
れらにより何ら制約されるものではない。
【００３０】
試験例１
（１）細菌並びにウィルス及び鞭毛を有する細菌の処理物
　ラクトバチルス・カゼイ（ＹＩＴ　９０２９）については、２００ｍｌのＤｉｆｃｏTM

　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ　ＭＲＳ培地（ＢＤ社）を用いて、３７℃で２０時間培養し
た。菌体は遠心分離（８０００回転、１０分）により集菌し、滅菌ミリＱ水を用いて遠心
洗浄を３回繰り返した後、２００ｍｌの滅菌ミリＱ水に懸濁して、１００℃で３０分間の
加熱処理をした後、凍結乾燥した。合成２本鎖ＲＮＡ（商品名：ｐｏｌｙ（Ｉ：Ｃ））（
ＴＬＲ３リガンド）、サルモネラ菌由来のフラジェリン（ＴＬＲ５リガンド）、スタフィ
ロコッカス・オウレウス由来のリポテイコ酸（ＴＬＲ２リガンド）はインビボジェン社よ
りそれぞれ購入した。
　また、ラクトバチルス・ラムノーサス（ＡＴＣＣ７４６９）については、アメリカンタ
イプカルチャーコレクションより、ラクトバチルス・ジョンソニー（ＪＣＭ２０１２）に
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ついては、ジャパンコレクションオブマイクロオーガニスムよりそれぞれ購入し、ラクト
バチルス・カゼイと同様の方法で加熱死菌体を調製した。
　本発明の成分（Ｂ）としては、前記合成２本鎖ＲＮＡの他、ウィルス由来の２本鎖ＲＮ
Ａも利用することができ、その調製方法は特に限定されないが、例えば、ロタウィルス由
来の２本鎖ＲＮＡの調製方法として、具体的に以下に示す方法を好適に用いることができ
る。ＭＡ１０４細胞等を用いてロタウィルスを培養し、フレンチプレス等によりウィルス
膜を物理的に破壊し、遠心分離により不溶性画分を除去した後、エタノール等によって核
酸画分を沈殿させて２本鎖ＲＮＡを精製することができる。
　鞭毛を有する細菌由来のフラジェリンの調製方法としては、特に限定されないが、一般
的な細菌の鞭毛精製法を用いることができる。例えば、サルモネラ菌由来のフラジェリン
の調製方法として、具体的には以下に示す方法を好適に用いることができる。ブイヨン培
地等で培養したサルモネラ菌を遠心分離により集菌し、生理食塩水に懸濁してホモジナイ
ザーで機械的に破壊し、低速遠心分離にて菌体残渣を除去した後、超遠心分離にて粗フラ
ジェリン画分を得ることができる。さらに、粗フラジェリン画分から密度勾配遠心法によ
り精製フラジェリンを得ることができる。
【００３１】
（２）マウス腹腔マクロファージの調製と培養
　本試験例における被験物質としては、本発明の有効成分である成分（Ａ）、（Ｂ）の他
、陰性対照物質として、表１に示す成分（Ｃ）、（Ｄ）を用いた。
　日本ＳＬＣ社より購入した９週齢のメスのＢＡＬＢ／ｃマウスの腹腔内に４％チオグリ
コレート（ディフコ社）溶液２ｍｌを投与した。４日後に腹腔内に誘導されてくる細胞を
ハンクス溶液（シグマ社）１０ｍｌを用いて回収し、腹腔マクロファージとした。腹腔マ
クロファージはハンクス溶液で３回洗浄後、１０％牛胎児血清を含むＲＰＭＩ　１６４０
培地（シグマ社）に懸濁した。９６ウエル培養プレート（ヌンク社）に腹腔マクロファー
ジ（１×１０5個／ウエル／０．２ｍｌ）をまき、成分（Ａ）若しくは（Ｃ）（１０μｇ
／ｍｌ）又は成分（Ｂ）若しくは（Ｄ）（１μｇ／ｍｌ）を単独で、又は、混合して添加
して３７℃で培養した。２４時間後の培養上清を回収し、ＩＬ－１２ｐ７０の濃度をELIS
Aで定量した。ELISAでのＩＬ－１２ｐ７０の濃度の定量方法について以下に説明する。９
６ウエルELISAプレートに抗マウスＩＬ－１２抗体（クローン９Ａ５、２００倍希釈、フ
ァーミンジェン社）を４℃で一晩吸着させた。１％牛血清アルブミンでブロッキングした
後、２０倍又は４倍に希釈した培養上清又は標準ＩＬ－１２ｐ７０（ファーミンジェン社
）を添加して室温で９０分間反応させた。０．０５％トライトンＸ１００を含むリン酸緩
衝化食塩水で洗浄後、ビオチン標識抗マウスＩＬ－１２抗体（クローンＣ１７．８、１０
００倍希釈、ファーミンジェン社）を添加して室温で９０分間反応させた。０．０５％ト
ライトンＸ１００を含むリン酸緩衝化食塩水で洗浄後、ストレプトアビジン標識ペルオキ
シダーゼ（２００００倍希釈、セロテック社）を添加して室温で３０分間反応させた。０
．０５％トライトンＸ１００を含むリン酸緩衝化食塩水で洗浄後、ＴＭＢ試薬を添加して
室温で１０分間反応させ、１Ｎ硫酸を加えて反応を停止し、４５０ｎｍの吸光値を測定し
た。標準ＩＬ－１２ｐ７０から検量線を作成し、培養上清中の濃度を算出した。
【００３２】
（３）試験結果
　成分（Ａ）、（Ｂ）、（Ｃ）、（Ｄ）を単独で添加した場合のＩＬ－１２の産生量、成
分（Ａ）又は（Ｃ）と成分（Ｂ）又は（Ｄ）とを組み合わせて添加した場合のＩＬ－１２
の産生量を表１に示した。成分（Ａ）と成分（Ｂ）を組み合わせて添加した場合、両成分
単独でのＩＬ－１２誘導量を加算した値以上に相乗的にＩＬ－１２産生が強く誘導された
。一方、成分（Ａ）と成分（Ｄ）、成分（Ｃ）と成分（Ｂ）を組み合わせて添加した場合
はＩＬ－１２産生の相乗的な誘導効果は認められなかった。
【００３３】
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【表１】

【００３４】
試験例２
（１）Ｎ－アセチルムラミダーゼ処理
　ラクトバチルス・カゼイ（ＹＩＴ　９０２９）、ラクトバチルス・ラムノーサス（ＡＴ
ＣＣ　７４６９）、ラクトバチルス・ジョンソニー（ＪＣＭ　２０１２）を４ｍＭ塩化マ
グネシウムを含む５０ｍＭトリス・マレイト緩衝液（ｐＨ７．０）中に懸濁し（２ｍｇ／
ｍｌ）、Ｎ－アセチルムラミダーゼ（Ｍ－１酵素（ＥＣ　３．２．１．１７）、生化学工
業）を添加（１０μｇ／ｍｌ）して３７℃で１０分反応させた。１００℃、５分の加熱処
理により酵素活性を失活させた後、反応液に対して１／４容量の１０％ＳＤＳ溶液を添加
し、ボルテックスにて十分攪拌してプロトプラスト状の被験物質を溶解させた。その後、
６００ｎｍの吸光度を測定し、消化率を算出した。
　さらに、菌株保存機関より入手したラクトバチルス・カゼイ４株、ラクトバチルス・ラ
ムノーサス４株、ラクトバチルス・ゼアエ１株、ラクトバチルス・ファーメンタム３株、
ラクトバチルス・ガッセリ４株、ラクトバチルス・ジョンソニー４株、ラクトバチルス・
アシドフィルス４株、ラクトバチルス・デルブルッキー４株、ラクトバチルス・ヘルベテ
ィカス４株、ラクトバチルス・プランタラム４株の３６株の乳酸桿菌について、同様にＮ
－アセチルムラミダーゼ処理による消化率を調べた。また、マウス腹腔マクロファージ培
養系にこれらの乳酸桿菌を添加（１０μｇ／ｍｌ）して２４時間培養し、上清中に誘導さ
れるＩＬ－１２量をELISAで測定した。
【００３５】
（２）試験結果
　ラクトバチルス・カゼイ（ＹＩＴ　９０２９）、ラクトバチルス・ラムノーサス（ＡＴ
ＣＣ　７４６９）、ラクトバチルス・ジョンソニー（ＪＣＭ　２０１２）のＮ－アセチル
ムラミダーゼ処理による消化率を表２に示した。
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　Ｎ－アセチルムラミダーゼ処理による成分（Ａ）（ラクトバチルス・カゼイ、ラクトバ
チルス・ラムノーサス）の消化率は５．７％以下であった。
【００３６】
【表２】

【００３７】
　乳酸菌３６株のＮ－アセチルムラミダーゼ処理による消化率を横軸に、マウス腹腔マク
ロファージ培養系におけるＩＬ－１２誘導量を縦軸にプロットし、図１に示した。
　３６株の乳酸菌について、Ｎ－アセチルムラミダーゼ処理による消化率とＩＬ－１２誘
導活性を調べ、両者の関係を解析したところ、消化率とＩＬ－１２誘導量との間に負の相
関（ｒ＝０．７４７）が認められた。すなわち、菌体消化酵素による消化率が高いものは
ＩＬ－１２誘導活性が弱く、逆に、菌体消化酵素による消化率が低いものはＩＬ－１２誘
導活性が強いことがわかった。
【００３８】
実施例１　錠剤の製造（１）
　下記の処方で各種成分を混合して造粒、乾燥、整粒した後に、打錠して錠剤を製造した
。
（処方）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｍｇ）
ラクトバチルス・カゼイ　　　　　　　　　　　　　　　　１０
２本鎖ＲＮＡ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１
微結晶セルロース　　　　　　　　　　　　　　　　　　１００
乳糖　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　８０
ステアリン酸マグネシウム　　　　　　　　　　　　　　　　０．５
メチルセルロース　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１２
【００３９】
実施例２　錠剤の製造（２）
　下記の処方で各種成分を混合して造粒、乾燥、整粒した後に、打錠して錠剤を製造した
。
（処方）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｍｇ）
ラクトバチルス・カゼイ　　　　　　　　　　　　　　　　１０
フラジェリン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１
微結晶セルロース　　　　　　　　　　　　　　　　　　１００
乳糖　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　８０
ステアリン酸マグネシウム　　　　　　　　　　　　　　　　０．５
メチルセルロース　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１２
【００４０】
実施例４　清涼飲料の製造
　下記の処方で処方したものを加熱殺菌後、褐色瓶にホットパック充填を行い、清涼飲料
水を得た。
（処方）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｇ）
ラクトバチルス・カゼイ　　　　　　　　　　　　　　　　　０．４
枯草菌破砕物　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１
香料　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．８
クエン酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．２
果糖　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　４
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スクラロース　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．００１
水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　９４．１９９
【００４１】
実施例５　発酵乳製品の製造（１）
　１５％脱脂乳に３％グルコースを添加し、１２０℃で３秒間殺菌した後、ラクトバチル
ス・カゼイ（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ）ＹＩＴ　９０２９株を１％接種
し、３７℃でｐＨ３．６まで培養してヨーグルトベース２１０ｇを得た。一方、砂糖９７
ｇ、クエン酸鉄０．２ｇ、枯草菌破砕物０．３ｇを水に溶解し、水を加え全量を７９０ｇ
とし、この溶液を１１０℃で３秒間殺菌し、シロップを得た。上記のようにして得られた
ヨーグルトベースとシロップを混合し、香料を１ｇ添加した後、１５Ｍｐａで均質化して
容器に充填して発酵乳製品を得た。この発酵乳製品中のラクトバチルス・カゼイの初発菌
数は１０8ｃｆｕ／ｍｌであった。
【００４２】
実施例６　発酵乳製品の製造（２）
　１５％脱脂乳に３％グルコースを添加し、１２０℃で３秒間殺菌した後、ラクトバチル
ス・カゼイ（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ）ＹＩＴ　９０２９株を１％接種
し、３７℃でｐＨ３．６まで培養してヨーグルトベース２１０ｇを得た。一方、砂糖９７
ｇ、クエン酸鉄０．２ｇ、枯草菌加熱処理死菌体０．３ｇを水に溶解し、水を加え全量を
７９０ｇとし、この溶液を１１０℃で３秒間殺菌し、シロップを得た。上記のようにして
得られたヨーグルトベースとシロップを混合し、香料を１ｇ添加した後、１５Ｍｐａで均
質化して容器に充填して発酵乳製品を得た。この発酵乳製品中のラクトバチルス・カゼイ
の初発菌数は１０8ｃｆｕ／ｍｌであった。
【図面の簡単な説明】
【００４３】
【図１】乳酸菌３６株のＮ－アセチルムラミダーゼ処理による消化率と、マウス腹腔マク
ロファージ培養系におけるＩＬ－１２誘導量との関係を示す図である。



(11) JP 2009-155221 A 2009.7.16

【図１】



(12) JP 2009-155221 A 2009.7.16

10

20

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ａ６１Ｐ  37/08     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  43/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/08    　　　　          　　　　　
   Ａ２３Ｌ   1/30     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  43/00    １２１　          　　　　　
   Ａ２３Ｌ   2/52     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  43/00    １１１　          　　　　　
   　　　　                                Ａ２３Ｌ   1/30    　　　Ｚ          　　　　　
   　　　　                                Ａ２３Ｌ   2/00    　　　Ｆ          　　　　　

(72)発明者  志田　寛
            東京都港区東新橋１丁目１番１９号　株式会社ヤクルト本社内
(72)発明者  柴田　潤子
            東京都港区東新橋１丁目１番１９号　株式会社ヤクルト本社内
(72)発明者  加地　留美
            東京都港区東新橋１丁目１番１９号　株式会社ヤクルト本社内
(72)発明者  南野　昌信
            東京都港区東新橋１丁目１番１９号　株式会社ヤクルト本社内
Ｆターム(参考) 4B017 LC03  LK21  LL09  LP01  LP18 
　　　　 　　  4B018 MD85  MD86  ME07  ME14  MF01  MF04  MF14 
　　　　 　　  4C086 AA01  AA02  EA16  MA02  MA04  MA07  NA05  NA14  ZB13  ZB26 
　　　　 　　        ZB35  ZC19  ZC75 
　　　　 　　  4C087 AA01  AA02  AA03  BC30  BC56  BC57  BC83  CA09  CA50  MA02 
　　　　 　　        NA05  NA14  ZB13  ZB26  ZB35  ZC19  ZC75 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	overflow

