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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ビフィドバクテリウム属に属する微生物の破砕物を含み、自己免疫疾患又は消化管疾患
の予防及び／又は治療用である、インターロイキン－１０の産生の維持又は促進作用と、
インターロイキン－１２の産生の維持又は抑制作用とを有するインターロイキン産生調節
剤を、
　ビフィドバクテリウム属に属する微生物を試料１ｍｌあたり２６００ジュール以上のエ
ネルギーで超音波破砕する工程、
　破砕した微生物から未破砕物を除去して破砕物を調製する工程、
を含む方法によって、製造する方法。
【請求項２】
　ビフィドバクテリウム属に属する微生物の破砕物のインターロイキン－１０の産生の維
持又は促進作用によって促進的に産生されるインターロイキン－１０の産生量と、インタ
ーロイキン－１２の産生の維持又は抑制作用によって抑制的に産生されるインターロイキ
ン－１２の産生量との比の値（インターロイキン－１０／インターロイキン－１２）が、
１０以上である、請求項１に記載の製造方法。
【請求項３】
　ビフィドバクテリウム属に属する微生物が、
　ビフィドバクテリウム・ロンガム（Bifidobacterium longum）に属する微生物、ビフィ
ドバクテリウム・アングレイタム（Bifidobacterium angulatum）に属する微生物、ビフ
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ィドバクテリウム・シュードカテニュレイタム（Bifidobacterium pseudocatenulatum）
に属する微生物、ビフィドバクテリウム・カテニュレイタム（Bifidobacterium catenula
tum）に属する微生物を含む群から選択された１種類以上の微生物である、請求項１また
は２に記載の製造方法。
【請求項４】
　自己免疫疾患がインスリン依存性糖尿病（Ｉ型糖尿病）、又は慢性関節リウマチである
、請求項１～３のいずれか一項に記載の製造方法。
【請求項５】
　消化管疾患が消化性大腸炎、クローン病、難治性炎症性腸疾患又は過敏性腸症候群であ
る、請求項１～３のいずれか一項に記載の製造方法。
【請求項６】
　請求項１～５のいずれかに記載の製造方法によって得られる、
　ビフィドバクテリウム属に属する微生物の破砕物を含み、自己免疫疾患又は消化管疾患
の予防及び／又は治療用である、インターロイキン－１０の産生の維持又は促進作用と、
インターロイキン－１２の産生の維持又は抑制作用とを有するインターロイキン産生調節
剤。
【請求項７】
　インターロイキン－１０の産生の維持又は促進作用によって促進的に産生されるインタ
ーロイキン－１０の産生量と、インターロイキン－１２の産生の維持又は抑制作用によっ
て抑制的に産生されるインターロイキン－１２の産生量との比の値（インターロイキン－
１０／インターロイキン－１２）が、１０以上である、請求項６に記載のインターロイキ
ン産生調節剤。
【請求項８】
　自己免疫疾患がインスリン依存性糖尿病（Ｉ型糖尿病）、又は慢性関節リウマチである
、請求項６又は７に記載のインターロイキン産生調節剤。
【請求項９】
　消化管疾患が消化性大腸炎、クローン病、難治性炎症性腸疾患又は過敏性腸症候群であ
る、請求項６又は７に記載のインターロイキン産生調節剤。

【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－１０の産生の維持又は促進作用と、インターロイキン－
１２の産生の維持又は抑制作用とを有するインターロイキン産生調節剤、該インターロイ
キン産生調節剤を含む医薬組成物及び飲食品、並びにその製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　リウマチ性疾患や炎症性腸疾患等の自己免疫疾患は、その主たる症状に炎症が挙げられ
る。炎症は、それを起こすサイトカインが存在し、指令を出すサイトカインとその指令を
受けるサイトカイン・レセプター（受容体）とのバランスによって引き起こされると考え
られている。炎症は、炎症を抑えるサイトカインが勝ると自然に治癒するが、炎症を起こ
すサイトカインの作用が強いといつまでも炎症が続き慢性炎症となるとされている。この
ように、サイトカイン（例えばインターロイキン等）産生のバランスが自己免疫疾患の発
症に大きく関与し、これらサイトカインの産生を調節することが疾患の予防や治療に重要
な意味を持つと考えられる。
【０００３】
　ＩＬ－１０は、Ｔ細胞、Ｂ細胞、単球およびマクロファージによって産生されるサイト
カインである。ＩＬ－１０は、Ｂ細胞の増殖と抗体分泌細胞への分化を促進し、ほとんど
の場合、抗炎症性活性を示す。これは単球によるＩＬ－１ＲＡ発現をアップレギュレーシ
ョンし、単球炎症活性の大半を抑制するメカニズムによるとされる。ＩＬ－１０は、ＰＧ
Ｅ２－ｃＡＭＰ依存性経路に干渉することによって小腸コラゲナーゼとＩＶ型コラゲナー
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ゼの産生を阻害することが明らかにされており、慢性炎症性疾患で見られる結合組織破壊
の制御剤となるものと考えられている。このＩＬ－１０産生を効率よく誘導する微生物と
して、ラクトコッカス属の菌株（特にラクトコッカス　ラクティス　サブスピーシーズ　
クレモリス　Ｃ６０株）を得られたことが特許文献３に記載されている。
【０００４】
　ＩＬ－１２は、主にマクロファージのような抗原提示細胞によって炎症カスケード初期
に産生されるサイトカインであり、３５ｋＤと４０ｋＤとから構成された７０ｋＤのヘテ
ロダイマー蛋白質である。ＩＬ－１２は、ＩＦＮ－γ産生の強力な誘発剤でありかつナチ
ュラルキラー細胞の活性化剤であり、主にＩＦＮ－γ産生の細胞賦活能力により、細胞性
免疫すなわちＴｈ１免疫応答の産生に重要なサイトカインとされる。すなわち、ＩＬ－１
２は、一般に、炎症促進的活性を示す。
【０００５】
　ビフィズス菌は、発酵乳等の形で体内に摂取されることにより、整腸作用や血清コレス
テロール低下作用等、ビフィズス菌の機能性に基づく様々な生理的効用を発揮することが
知られている。このようなビフィズス菌の効用については、近年「プロバイオティクス」
（宿主の健康維持に有益に働く生きた微生物）という概念が導入され、消費者の健康志向
を反映して広く関心を集めており、多くの研究が行われている。この「プロバイオティク
ス」という言葉は当初、「腸内フローラのバランスを改善することによって宿主動物に有
益に働く微生物添加物」と定義されてきたが、現在は上記のように、広義の意味で用いら
れることが多い。
【０００６】
　ビフィズス菌の生理的効用として、インスリン依存性糖尿病や慢性関節リウマチ等の自
己免疫疾患や、過敏性腸症候群や潰瘍性大腸炎、クローン病等の炎症性腸疾患に対する効
能について注目され始めてきている。これに関しては、例えば、ビフィズス菌の菌体を有
効成分とする潰瘍性大腸炎治療剤（特許文献１）、炎症性腸疾患又は過敏性腸症候群等の
消化管炎症活性の予防及び／又は治療に有用なビフィドバクテリウム株（特許文献２）等
が知られている。
【０００７】
　また、ビフィズス菌は、マクロファージや樹状細胞といったプロフェッショナル抗原提
示細胞に対して菌体による刺激を与えて、ＩＬ－１２を産生させること（ＩＬ－１２産生
誘導能）が報告されている（非特許文献１、特許文献２）。また、ビフィズス菌は、ＩＬ
－１０を産生させること（ＩＬ－１０産生誘導能）が報告されている（特許文献２）。こ
れらの各種インターロイキン（ＩＬ）の産生誘導については、各種の菌株によってその産
生誘導能が異なるものと考えられ、これまでの研究が行われている。
【特許文献１】特開平７－１２６１７７号公報
【特許文献２】特表２００５－５０８６１７号公報
【特許文献３】特開２００５－１５４３８７号公報
【非特許文献１】インターナショナル・アチーブス・オブ・アレルギー・アンド・イムノ
ロジー（Int Arch Allergy Immunol）、第１３５巻、２００４年、第２０５～２１５頁
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　前記背景技術が示すとおり、炎症を主たる症状とする消化管疾患及び自己免疫疾患に対
する予防、治療、及び再発防止のためには、サイトカイン、特にインターロイキンの産生
を調節することが重要であり、そのなかでも、抗炎症性サイトカインであるＩＬ－１０と
炎症誘発性サイトカインであるＩＬ－１２が重要であると考えられる。
【０００９】
　本発明者等は、抗炎症性サイトカインであるＩＬ－１０の産生量を増大させつつ、同時
に炎症誘発性サイトカインであるＩＬ－１２の産生量を減少させることで、炎症性の症状
の予防、治療、及び再発防止を効果的に達成するという着想を得た。すなわち、インター
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ロイキン－１０の産生の維持又は促進作用と、インターロイキン－１２の産生の維持又は
抑制作用とを、同時に有するインターロイキン産生調節剤によって、炎症性の症状の予防
、治療、及び再発防止を効果的に達成するという着想を得た。
【００１０】
　また、炎症を主たる症状とする消化系疾患及び自己免疫疾患は、真の原因が不明である
こともあって根本的治療法は確立されていない。そのために、治療の方針は、治癒（完全
に治療された状態）を目指すのではなく、緩解（寛解）（一時的に症状がよくなった状態
）を早期に導入して、それをできるだけ長期間維持することを目指すものとなる。投薬の
中断は症状の再燃（再発）をもたらすことにつながるため、投薬は長期間に渡って継続的
に続けることになる。炎症性の症状の予防を目的とする場合も同じく投薬は長期間に渡る
継続的なものとなる。すなわち、これらの症状の予防、治療、及び再発防止のために使用
される薬剤は、安全性が高く、長期の投与にも不安のないことが、特に強く求められる。
【００１１】
　従って、本発明の目的は、炎症を主たる症状とする消化管疾患及び自己免疫疾患に対す
る予防、治療、及び再発防止のために使用可能な、インターロイキン－１０の産生の維持
又は促進作用と、インターロイキン－１２の産生の維持又は抑制作用とを、同時に有する
インターロイキン産生調節剤、及びその製造方法を提供することにある。さらに前記イン
ターロイキン産生調節剤を有効成分とする医薬組成物、前記インターロイキン産生調節剤
を含む飲食品を提供することにある。
【００１２】
　さらに、本発明の目的は、炎症を主たる症状とする消化管疾患及び自己免疫疾患に対す
る予防、治療、及び再発防止のために使用可能なインターロイキン産生調節剤であって、
安全性が高く、長期の投与にも不安のないインターロイキン産生調節剤、及びその製造方
法を提供することにもある。さらに前記インターロイキン産生調節剤を有効成分とする医
薬組成物、前記インターロイキン産生調節剤を含む飲食品を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明者等は、上記の目的を達成するために、炎症を主たる症状とする消化管疾患及び
自己免疫疾患に対する予防、治療、及び再発防止のために使用可能であって、医薬品や飲
食品として使用した場合に安全性が高く、長期の摂取にも不安のない素材の探索を行って
いたところ、ビフィドバクテリウム属に属する微生物を破砕する工程により製造して得ら
れた破砕物に、インターロイキン－１０の産生の維持又は促進作用と、インターロイキン
－１２の産生の維持又は抑制作用とを、同時に備えたインターロイキン産生調節能を見い
だして、本発明を完成するに至った。
【００１４】
　そして、驚くべきことに、本発明者等は、ビフィドバクテリウム属に属する微生物を破
砕する工程により製造して得られた破砕物は、実験を行ったいずれのビフィドバクテリウ
ム属に属する微生物を出発材料としても、このような有用なインターロイキン産生調節能
を有していることを見いだした。すなわち、いずれのビフィドバクテリウム属に属する微
生物の破砕物であっても、十分な破砕工程を行うことにより、上記の有用なインターロイ
キン産生調節能を引き出すことができた。
【００１５】
　この驚くべき知見は、例えば非特許文献１等の先行技術文献で前提とされていた従来の
当業者の常識、すなわち、各種のインターロイキンの産生誘導能は、ビフィドバクテリウ
ム属に属する微生物ならばその微生物の菌株によって異なっており、目的とするインター
ロイキン産生誘導能を利用したい場合には、各種の菌株をスクリーニングすることによっ
て目的の菌株を見いだすことが研究開発として必要であり、このようなスクリーニングを
行うことによって初めて、目的の産生誘導能（を有する菌体）の利用が可能になるのだ、
という従来の当業者の常識を覆すものである。
【００１６】



(5) JP 4979689 B2 2012.7.18

10

20

30

40

50

　従って、本願発明は、
　インターロイキン－１０の産生の維持又は促進作用と、インターロイキン－１２の産生
の維持又は抑制作用とを有するインターロイキン産生調節剤を、
　ビフィドバクテリウム属に属する微生物を破砕する工程、
を含む方法によって、製造する方法にある。
【００１７】
　上記の製造方法は、インターロイキン－１０の産生の維持又は促進作用によって促進的
に産生されるインターロイキン－１０の産生量と、インターロイキン－１２の産生の維持
又は抑制作用によって抑制的に産生されるインターロイキン－１２の産生量との比の値（
インターロイキン－１０／インターロイキン－１２）が、１０以上であることが好ましく
、２０以上であることがさらに好ましい。
【００１８】
　微生物を破砕する工程が、物理的破砕によって行われることが好ましく、微生物を破砕
する工程が、超音波破砕によって行われることがさらに好ましい。
【００１９】
　ビフィドバクテリウム属に属する微生物が、
　ビフィドバクテリウム・ロンガム（Bifidobacterium longum）に属する微生物、ビフィ
ドバクテリウム・アングレイタム（Bifidobacterium angulatum）に属する微生物、ビフ
ィドバクテリウム・シュードカテニュレイタム（Bifidobacterium pseudocatenulatum）
に属する微生物、ビフィドバクテリウム・カテニュレイタム（Bifidobacterium catenula
tum）に属する微生物を含む群から選択された１種類以上の微生物であることが好ましい
。
【００２０】
　また、本願発明は、上記の製造方法によって得られる、
　インターロイキン－１０の産生の維持又は促進作用と、インターロイキン－１２の産生
の維持又は抑制作用とを有するインターロイキン産生調節剤にもある。
【００２１】
　上記のインターロイキン産生調節剤は、インターロイキン－１０の産生の維持又は促進
作用によって促進的に産生されるインターロイキン－１０の産生量と、インターロイキン
－１２の産生の維持又は抑制作用によって抑制的に産生されるインターロイキン－１２の
産生量との比の値（インターロイキン－１０／インターロイキン－１２）が、１０以上で
あることが好ましく、２０以上であることがさらに好ましい。
【００２２】
　また、本願発明は、上記のインターロイキン産生調節剤を有効成分とする、医薬組成物
にもある。
【００２３】
　また、本願発明は、有効成分としての上記のインターロイキン産生調節剤、及び薬学上
許容される担体を含有してなる、医薬組成物にもある。
【００２４】
　また、本願発明は、上記のインターロイキン産生調節剤を有効成分とする、自己免疫疾
患又は消化管疾患の予防及び／又は治療用の医薬組成物にもある。
【００２５】
　また、本願発明は、有効成分としての上記のインターロイキン産生調節剤、及び薬学上
許容される担体を含有してなる、自己免疫疾患又は消化管疾患の予防及び／又は治療用の
医薬組成物にもある。
【００２６】
　また、本願発明は、上記のインターロイキン産生調節剤を製造するための、ビフィドバ
クテリウム属に属する微生物の使用（ｕｓｅ）にもある。
【００２７】
　また、本願発明は、上記の医薬組成物を製造するための、上記のインターロイキン産生
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調節剤の使用（ｕｓｅ）にもある。
【００２８】
　また、本願発明は、上記のインターロイキン産生調節剤を投与することにより、ほ乳類
（ヒトを含む）のインターロイキン－１０の産生の維持又は促進と、インターロイキン－
１２の産生の維持又は抑制とを、同時に行う方法（ｍｅｔｈｏｄ）にもある。
【００２９】
　また、本願発明は、上記の医薬組成物を投与することにより、ほ乳類（ヒトを含む）の
自己免疫疾患又は消化管疾患の予防及び／又は治療を行う方法（ｍｅｔｈｏｄ）にもある
。
【００３０】
　好ましい態様において、自己免疫疾患がインスリン依存性糖尿病（Ｉ型糖尿病）、又は
慢性関節リウマチである。
【００３１】
　好ましい態様において、消化管疾患が消化性大腸炎、クローン病、難治性炎症性腸疾患
又は過敏性腸症候群である。
【００３２】
　また、本願発明は、上記のインターロイキン産生調節剤を含む飲食品にもある。
【００３３】
　また、本願発明は、上記のインターロイキン産生調節剤を含む食品添加剤にもある。
【００３４】
　また、本願発明は、上記のインターロイキン産生調節剤を含む、自己免疫疾患又は消化
管疾患の予防及び／又は治療用の飲食品にもある。
【００３５】
　また、本願発明は、上記の飲食品を製造するための、上記のインターロイキン産生調節
剤の使用（ｕｓｅ）にもある。
【００３６】
　また、本願発明は、上記の飲食品を投与することにより、ほ乳類（ヒトを含む）の自己
免疫疾患又は消化管疾患の予防及び／又は治療を行う方法（ｍｅｔｈｏｄ）にもある。
【００３７】
　好ましい態様において、自己免疫疾患がインスリン依存性糖尿病（Ｉ型糖尿病）、又は
慢性関節リウマチである。
【００３８】
　好ましい態様において、消化管疾患が消化性大腸炎、クローン病、難治性炎症性腸疾患
又は過敏性腸症候群である。
【００３９】
　好ましい態様において、飲食品が、健康食品、機能性食品、経腸栄養食品、特別用途食
品、栄養機能食品、特定保健用食品、又は条件付き特定保健用食品である。
【００４０】
　また、本願発明は、上記のインターロイキン調節剤を含む、飼料にもある。
【発明の効果】
【００４１】
　本発明によれば、炎症を主たる症状とする消化管疾患及び自己免疫疾患に対する予防、
治療、及び再発防止のために使用可能な、インターロイキン－１０の産生の維持又は促進
作用と、インターロイキン－１２の産生の維持又は抑制作用とを、同時に有するインター
ロイキン産生調節剤を製造することができる。そして、このインターロイキン産生調節剤
、及びこのインターロイキン産生調節剤を有効成分とする医薬組成物、このインターロイ
キン産生調節剤を含む飲食品を提供することができる。
【００４２】
　そして、本発明のインターロイキン産生調節剤は、炎症を主たる症状とする消化管疾患
及び自己免疫疾患、すなわち、インスリン依存性糖尿病や慢性関節リウマチ等の自己免疫
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疾患や、過敏性腸症候群や潰瘍性大腸炎、クローン病等の炎症性腸疾患の予防・治療、及
び再発防止に有用である。
【００４３】
　さらに、本発明によるインターロイキン産生調節剤、医薬組成物、飲食品は、ビフィド
バクテリウム属に属する微生物、いわゆるビフィズス菌の菌体を出発原料にしている。そ
して、このビフィズス菌は、ヨーグルト等を通じて、歴史的な年月の間、ヒトの飲食に使
用されていたために、ヒトに対する安全性が極めて高い水準で担保されている。すなわち
、本発明によるインターロイキン産生調節剤、医薬組成物及び飲食品は、安全性が極めて
高く、長期の投与又は摂取にも不安がない。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４４】
　次に、本発明の好ましい実施形態について詳細に説明する。ただし、本発明は以下の好
ましい実施形態に限定されず、本発明の範囲内で自由に変更することができるものである
。尚、本明細書において百分率は特に断りのない限り質量による表示である。
【００４５】
　本発明のインターロイキン産生調節剤、医薬組成物及び飲食品は、ビフィドバクテリウ
ム属に属する微生物の破砕物を有効成分として含有するものである。ここで、「ビフィド
バクテリウム属に属する微生物の破砕物を有効成分として含有する」とは、ビフィドバク
テリウム属に属する微生物の破砕物を、目的とする効果（インターロイキン－１０の産生
の維持又は促進作用と、インターロイキン－１２の産生の維持又は抑制作用とを同時に有
するインターロイキン産生調節能）を得ることができる有効量を含有することを意味する
。
【００４６】
　すなわち、本発明において、ビフィドバクテリウム属に属する微生物の破砕物を有効量
含むインターロイキン産生調節剤、医薬組成物又は飲食品であれば、インターロイキン－
１０の産生の維持又は促進作用と、インターロイキン－１２の産生の維持又は抑制作用を
有することを特徴とするインターロイキン産生調節能が享受される。
【００４７】
　本発明において用いられるビフィドバクテリウム属に属する微生物の菌株としては、特
に制約はなく、これまで、ビフィドバクテリウム属に属するものとして、アメリカン・タ
イプ・カルチャー・コレクション（ＡＴＣＣ）、ジャパン・コレクション・オブ・ミクロ
オーガニズム（ＪＣＭ）、ノースイースト・テキサス・コミュニティ・カレッジ（ＮＴＣ
Ｃ）、ドイッチェ・サムラング・ミクロオーガニズメン・ウント・ゼルクルトウーレン（
ＤＳＭ）等の公的な微生物保存機関に寄託されている公的機関寄託株であってもよく、上
述したような公知の方法により自然界（たとえばヒトの糞便等）から分離した分離株であ
ってもよい。公的機関寄託株としては、たとえば、ＦＥＲＭ　ＢＰ－７７８７株、ＡＴＣ
Ｃ２７５３５株、ＪＣＭ７０４１株、ＪＣＭ１１９４株等が挙げられる。
【００４８】
　なお、ビフィドバクテリウム属に属する微生物の供給源としては、これら微生物を含有
する物として、菌体懸濁液、菌体培養物（菌体、培養上清液、培地成分を含む）、菌体培
養物から固形分を除去した菌体培養液、及び菌体懸濁液、菌体培養物の凍結乾燥物、並び
にビフィズス菌含有飲料、酸乳、ヨーグルト等ビフィズス菌で発酵した飲食品からなる発
酵乳等を使用することが可能であって、これらを用いて微生物を単離しても良く、微生物
を含有する物の状態で使用することもできる。
【００４９】
　また、ビフィドバクテリウム属に属する微生物としては、単一の菌株である必要はなく
、ビフィドバクテリウム属に属する微生物の複数の株を組み合わせて使用することも可能
である。さらに、ビフィドバクテリウム属に属する微生物は、生菌体、湿潤菌、乾燥菌、
死菌体等が適宜使用することが可能である。
【００５０】
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　本発明のインターロイキン産生調節剤の有効成分はビフィドバクテリウム属に属する微
生物の菌体の破砕物である。本発明のインターロイキン産生調節剤の製造方法に含まれる
、ビフィドバクテリウム属に属する微生物を破砕する工程は、好ましくは物理的破砕によ
って行われる。物理的な破砕は、新たな成分の添加等を伴うことがないために、安全性や
安心感を損なうことなく、特に有利である。具体的な微生物の破砕手段としては、フレン
チプレスや細胞破砕機（フナコシ社製Fast Prep FP120など）を用いて物理的に破砕する
ことが例示される。好ましくは超音波破砕機（例えば、BRANSON SONIFIER 450）を用いて
、出力約３５Ｗ（試料懸濁溶液が約４ｍｌの場合）で少なくとも５分間以上（好ましくは
１０分間以上、さらに好ましくは１５分間以上、通常は６０分間以下）の超音波破砕処理
で物理的破砕を行うことができる。単位体積あたりにこれと同等のエネルギーを付与する
超音波処理を行うことによっても好ましい実施が可能である。例えば、試料溶液１ｍｌあ
たり、一般に２６００ジュール（Ｊ）以上、好ましくは５２００ジュール以上、さらに好
ましくは７８００ジュール以上、通常は３１５００ジュール以下を付与する処理によって
、好ましい実施が可能である。超音波処理に使用される超音波の周波数は、一般に１０～
５０ｋＨｚの範囲、好ましくは１５～４０ｋＨｚの範囲、特に好ましくは１５～３０ｋＨ
ｚの範囲にある。このような超音波処理には上述のＢＲＡＮＳＯＮ　ＳＯＮＩＦＩＥＲの
他に、例えばＴＩＴＥＣ　ＶＰ－５Ｓ、ＶＰ－１５Ｓ及びＶＰ－３０Ｓ、あるいはＭＩＳ
ＯＮＩＸ　ＡＳＴＲＡＳＯＮ　Ｓ３０００及びＸＬ２０２０等を使用することができる。
超音波破砕機の出力が大きいほど、より短時間での処理で十分な破砕が可能となる傾向に
ある。このような超音波処理、又はこれに相当する物理的破砕方法によって、微生物を破
砕する工程を行うことが可能である。
【００５１】
　本発明のインターロイキン産生調節剤、医薬組成物又は飲食品における有効成分である
ビフィドバクテリウム属に属する微生物の破砕物は、天然物であって、摂取した場合の安
全性が高く、食品中に含有され、日常的に摂取されているもので、毒性を示さず、長期間
連続的に摂取しても副作用が殆ど認められない。従って、経口等の投与方法により適宜使
用することが可能であり、公知の方法により、錠剤、カプセル剤、トローチ剤、シロップ
剤、顆粒剤、散剤等に加工することも可能である。また、ビフィドバクテリウム属に属す
る微生物の破砕物を有効成分として食品中に含有させることもでき、自己免疫疾患又は消
化管疾患の予防及び／又は治療の一態様として、自己免疫疾患又は消化管疾患の予防及び
／又は治療効果を有する機能性食品に加工することも可能である。
【００５２】
　本発明のインターロイキン産生調節剤、医薬組成物又は飲食品の有効成分であるビフィ
ドバクテリウム属に属する微生物の破砕物の投与量は、剤型、症状、年齢、体重等によっ
て異なるが、自己免疫疾患又は消化管疾患の予防及び／又は治療を効果的に発揮させるた
めには、０．１μｇ～０．５ｇ／ｋｇ体重／日の割合で経口投与、好ましくは１μｇ～０
．２ｇ／ｋｇ体重／日、特に１０μｇ～５０ｍｇ／ｋｇ体重／日の割合で投与することが
好ましい。
【００５３】
　本発明による医薬組成物としては、例えば、ビフィドバクテリウム属に属する微生物の
破砕物を薬学的に許容され得る賦形剤等の任意の添加剤を用いて製剤化することにより製
造できる。製剤化する場合、製剤中のビフィドバクテリウム属に属する微生物の破砕物の
含有量は、通常０．００１～１０質量％、好ましくは０．０１～１０質量％である。製剤
化にあたっては、賦形剤、結合剤、崩壊剤、滑沢剤、安定剤、矯味矯臭剤、希釈剤、注射
剤用溶剤等の添加剤を使用できる。
【００５４】
　賦形剤としては、例えば、乳糖、白糖、ブドウ糖、マンニット、ソルビット等の糖誘導
体；トウモロコシデンプン、馬鈴薯デンプン、α－デンプン、デキストリン、カルボキシ
メチルデンプン等のデンプン誘導体；結晶セルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、
ヒドロキシプロピルメチルセルロース、カルボキシメチルセルロース、カルボキシメチル
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セルロースカルシウム等のセルロース誘導体；アラビアゴム；デキストラン；プルラン；
軽質無水珪酸、合成珪酸アルミニウム、メタ珪酸アルミン酸マグネシウム等の珪酸塩誘導
体；リン酸カルシウム等のリン酸塩誘導体；炭酸カルシウム等の炭酸塩誘導体；硫酸カル
シウム等の硫酸塩誘導体等が挙げられ、結合剤としては、例えば、上記賦形剤の他、ゼラ
チン；ポリビニルピロリドン；マグロゴール等が挙げられ、崩壊剤としては、例えば、上
記賦形剤の他、クロスカルメロースナトリウム、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等の化学修飾されたデンプン又はセルロース誘導体等が挙げら
れ、滑沢剤としては、例えば、タルク；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等のステアリン酸金属塩；コロイドシリカ；ビーガム、ゲイロウ等の
ワックス類；硼酸；グリコール；フマル酸、アジピン酸等のカルボン酸類；安息香酸ナト
リウム等のカルボン酸ナトリウム塩；硫酸ナトリウム等の硫酸類塩；ロイシン；ラウリル
硫酸ナトリウム、ラウリル硫酸マグネシウム等のラウリル硫酸塩；無水珪酸、珪酸水和物
等の珪酸類；デンプン誘導体等が挙げられ、安定剤としては、例えば、メチルパラベン、
プロピルパラベン等のパラオ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、フェニルエチルアルコール等のアルコール類；塩化ベンザルコニウム；無水酢酸
；ソルビン酸等が挙げられ、矯味矯臭剤としては、例えば、甘味料、酸味料、香料等が挙
げられ、注射剤用溶剤としては、例えば、水、エタノール、グリセリン等が挙げられる。
【００５５】
　本発明の医薬組成物の投与経路としては、例えば、経口投与、経腸投与等の非経口投与
が挙げられ、本発明の医薬組成物の投与剤型としては、例えば、噴霧剤、カプセル剤、錠
剤、顆粒剤、シロップ剤、乳剤、座剤、注射剤、軟膏、テープ剤等が挙げられる。また、
本発明の医薬組成物は、飲食品や飼料等に配合して投与することもできる。
【００５６】
　本発明の飲食品は、ビフィドバクテリウム属に属する微生物の破砕物を有効成分として
含有する自己免疫疾患又は消化管疾患の予防及び／又は治療のための飲食品を意味するも
のであって、日常的に摂取が可能な飲食品を例示することができる。
【００５７】
　例えば、ビフィドバクテリウム属に属する微生物の破砕物に、デキストリン、デンプン
等の糖類；ゼラチン、大豆タンパク、トウモロコシタンパク等のタンパク質；アラニン、
グルタミン、イソロイシン等のアミノ酸類；セルロース、アラビアゴム等の多糖類；大豆
油、中鎖脂肪酸トリグリセリド等の油脂類等を配合することにより製造できる。飲食品の
形態としては、清涼飲料、炭酸飲料、栄養飲料、果実飲料、乳酸飲料等の飲料（これらの
飲料の濃縮原液及び調整用粉末を含む）；アイスクリーム、アイスシャーベット、かき氷
等の冷菓；そば、うどん、はるさめ、ぎょうざの皮、しゅうまいの皮、中華麺、即席麺等
の麺類；飴、チューインガム、キャンディー、ガム、チョコレート、錠菓、スナック菓子
、ビスケット、ゼリー、ジャム、クリーム、焼き菓子等の菓子類；かまぼこ、ハム、ソー
セージ等の水産・畜産加工食品；加工乳、発酵乳等の乳製品；サラダ油、てんぷら油、マ
ーガリン、マヨネーズ、ショートニング、ホイップクリーム、ドレッシング等の油脂及び
油脂加工食品；ソース、たれ等の調味料；スープ、シチュー、サラダ、惣菜、漬物、パン
；経腸栄養食；機能性食品等が挙げられる。
【００５８】
　本発明の医薬組成物及び飲食品は、それのみで使用してもよいが、その他の自己免疫疾
患又は消化管疾患に効果を有する医薬組成物、又は飲食品と併用してもよい。併用によっ
て、自己免疫疾患又は消化管疾患の予防及び／又は治療の効果を高めることができる。併
用する医薬組成物、又は飲食品は、本発明の医薬組成物又は飲食品中に有効成分として含
有させてもよいし、本発明の医薬組成物又は飲食品中には含有させずに別個の薬剤、飲食
品等として組み合わせて商品化してもよい。
【００５９】
　本発明の飲食品における用途としては、自己免疫疾患又は消化管疾患の予防及び／又は
治療の効果を利用するような種々の用途をとることが可能である。
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【００６０】
　本発明の飲食品は、自己免疫疾患又は消化管疾患を改善するためとの用途が表示された
飲食品、例えば「自己免疫疾患又は消化管疾患改善用と表示された、自己免疫疾患又は消
化管疾患改善効果を有する飲食品」、「自己免疫疾患又は消化管疾患改善用と表示された
、ビフィドバクテリウム属に属する微生物の破砕物を含有する飲食品」、あるいは「自己
免疫疾患又は消化管疾患予防用と表示された、ビフィドバクテリウム属に属する微生物の
破砕物を含有する飲食品」等として販売することが好ましい。
【００６１】
　なお、以上のような表示を行うために使用する文言は、「自己免疫疾患又は消化管疾患
改善用」あるいは「自己免疫疾患又は消化管疾患予防用」という文言のみに限られるわけ
ではなく、それ以外の文言であっても、自己免疫疾患又は消化管疾患を予防又は治療効果
を表す文言であれば、本発明の範囲に包含されることはいうまでもない。そのような文言
としては、例えば、需要者に対して、自己免疫疾患又は消化管疾患の予防効果及び／又は
改善効果を認識させるような種々の用途に基づく表示も可能である。
【００６２】
　前記「表示」の行為（表示行為）には、需要者に対して上記用途を知らしめるための全
ての行為が含まれ、上記用途を想起・類推させうるような表示であれば、表示の目的、表
示の内容、表示する対象物・媒体等の如何に拘わらず、すべて本発明の「表示」の行為に
該当する。しかしながら、需要者が上記用途を直接的に認識できるような表現により表示
することが好ましい。具体的には、本発明の飲食品に係る商品又は商品の包装に上記用途
を記載する行為を表示行為として挙げることができ、さらに商品又は商品の包装に上記用
途を記載したものを譲渡し、引き渡し、譲渡若しくは引渡しのために展示し、輸入する行
為、商品に関する広告、価格表若しくは取引書類に上記用途を記載して展示し、若しくは
頒布し、又はこれらを内容とする情報に上記用途を記載して電磁気的（インターネット等
）方法により提供する行為、等を例示できる。
【００６３】
　一方、表示される内容（表示内容）としては、行政等によって認可された表示（例えば
、行政が定める各種制度に基づいて認可を受け、そのような認可に基づいた態様で行う表
示）であることが好ましく、そのような表示内容を、包装、容器、カタログ、パンフレッ
ト、ＰＯＰ等の販売現場における宣伝材、その他の書類等へ付することが好ましい。
【００６４】
　また、例えば、健康食品、機能性食品、経腸栄養食品、特別用途食品、保健機能食品、
特定保健用食品、栄養機能食品、医薬用部外品等としての表示を例示することができる。
特に、厚生労働省によって認可される表示、例えば、特定保健用食品制度、これに類似す
る制度にて認可される表示を例示できる。後者の例としては、特定保健用食品としての表
示、条件付き特定保健用食品としての表示、身体の構造や機能に影響を与える旨の表示、
疾病リスク低減表示等を例示することができ、詳細にいえば、健康増進法施行規則（平成
１５年４月３０日日本国厚生労働省令第８６号）に定められた特定保健用食品としての表
示（特に保健の用途の表示）、及びこれに類する表示が、典型的な例として列挙すること
が可能である。
【００６５】
　本発明の医薬組成物又は飲食品は、生体内において、抗炎症サイトカインであるインタ
ーロイキン－１０（ＩＬ－１０）の産生を維持又は促進、好ましくは促進し、かつ炎症誘
発性サイトカインであるインターロイキン－１２（ＩＬ－１２）の産生を維持又は抑制、
好ましくは抑制するために使用可能であることから、これらインターロイキンが関与する
インスリン依存性糖尿病や慢性関節リウマチ等の自己免疫疾患や、過敏性腸症候群や潰瘍
性大腸炎、クローン病等の炎症性腸疾患の予防・治療、及び再発防止に好適に使用するこ
とができる。
【００６６】
　なお、本発明において、インターロイキン産生調節能を示す指標としては、インターロ
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イキン－１０の産生の維持又は促進作用と、インターロイキン－１２の産生の維持又は抑
制作用とを同時に評価した指標が例示されるが、具体的には、インターロイキン－１０／
インターロイキン－１２の量比（ＩＬ－１０／ＩＬ－１２比）で表すことが可能である。
インターロイキン－１０／インターロイキン－１２の量比（ＩＬ－１０／ＩＬ－１２比）
の算出方法としては、ＰＮＡＳ、第１０２巻、第２９号、２００５年、第１０３２１～１
０３２６頁に記載の方法が例示される。
【００６７】
　すなわち、インターロイキン－１０が産生が維持又は促進され、かつインターロイキン
－１２の産生が維持又は抑制されれば、インターロイキン－１０／インターロイキン－１
２の量比は相対的に高値を示す（但し、両方の産生を同時に維持するのみの場合は除く）
。ここで、インターロイキン－１０又はインターロイキン－１２の産生量は、ＥＬＩＳＡ
法等の免疫学的な方法の他、公知の蛋白質濃度測定法により測定することが可能である。
【００６８】
　本発明の医薬組成物又は飲食品においては、前記インターロイキン－１０／インターロ
イキン－１２の量比（ＩＬ－１０／ＩＬ－１２比）は、１０以上が好ましく、１５以上が
より好ましく、２０以上が特に好ましい。この値の量比で、ビフィドバクテリウム属に属
する微生物の破砕物量を本発明の医薬組成物又は飲食品に含有させることによって、イン
スリン依存性糖尿病や慢性関節リウマチ等の自己免疫疾患や、過敏性腸症候群や潰瘍性大
腸炎、クローン病等の炎症性腸疾患の予防・治療、及び再発防止に好適に使用することが
可能である。
【図面の簡単な説明】
【００６９】
【図１】図１は、未破砕菌体試料または完全破砕菌体試料によって誘導されるIL-12p70の
産生量を、各株について示した図である。
【図２】図２は、未破砕菌体試料または完全破砕菌体試料によって誘導されるIL-10の産
生量を、各株について示した図である。
【図３】図３は、各時間で超音波破砕処理した破砕菌体試料によって誘導されるIL-12p70
とIL-10の産生量、及びIL-10／IL-12比を示した図である。
【００７０】
　次に実施例を示して本発明を更に詳細に説明するが、本発明は以下の実施例に限定され
るものではない。
【実施例１】
【００７１】
［ビフィドバクテリウム・ロンガム（Bifidobacterium longum）ＢＰ－７７８７株破砕物
含有タブレットの製造］
　ビフィドバクテリウム・ロンガム（Bifidobacterium longum）ＢＰ－７７８７株破砕物
１５０ｇ、ラクチュロース粉末（森永乳業社製）１００ｇ、マルツデキストリン（松谷化
学工業社製）６３５ｇ、脱脂粉乳（森永乳業社製）８５ｇ、ステビア甘味料（三栄源エフ
・エフ・アイ社製）１ｇ、ヨーグルト・フレーバー（三栄源エフ・エフ・アイ社製）５ｇ
、グリセリン脂肪酸エステル製剤（理研ビタミン社製）２４ｇの各粉末を添加して均一に
混合し、打錠機（畑鉄鋼所社製）を使用して、錠剤１錠当り０．５ｇとし、１２錠／分打
錠速度、９．８ＫＰａの圧力で前記混合粉末を連続的に打錠し、炎症性腸疾患及び過敏性
腸症候群の症状緩和剤及び／又は治療剤であるビフィドバクテリウム・ロンガム（Bifido
bacterium longum）ＢＰ－７７８７株破砕物を含有するタブレット１８００錠（約９００
ｇ）を製造した。
【実施例２】
【００７２】
　ホエー蛋白加水分解物（森永乳業社製）１０．８ｋｇ、デキストリン（昭和産業社製）
３６ｋｇ、および少量の水溶性ビタミンとミネラルを水２００ｋｇに溶解して水相をタン
ク内に調製した。これとは別に、大豆サラダ油（太陽油脂社製）３ｋｇ、パーム油（太陽
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油脂社製）８．５ｋｇ、サフラワー油（太陽油脂社製）２．５ｋｇ、レシチン（味の素社
製）０．２ｋｇ、脂肪酸モノグリセリド（花王社製）０．２ｋｇ、及び少量の脂溶性ビタ
ミンを混合溶解して油相を調製した。タンク内の水相に油相を添加し、攪拌して混合した
後、７０℃に加温し、更に、ホモゲナイザーにより１４．７ＭＰａの圧力で均質化した。
次いで、９０℃で１０分間殺菌した後、濃縮し、噴霧乾燥して、中間製品粉末約５９ｋｇ
を調製した。この中間製品粉末５０ｋｇに、蔗糖（ホクレン社製）６．８ｋｇ、アミノ酸
混合粉末（味の素社製）１６７ｇ、およびビフィドバクテリウム・ロンガム（Bifidobact
erium longum）ＢＰ－７７８７株破砕物６０ｇを添加し、均一に混合して、インスリン依
存性糖尿病の予防及び／又は症状を緩和する効果を有するビフィドバクテリウム・ロンガ
ム（Bifidobacterium longum）ＢＰ－７７８７株破砕物を含有する経腸栄養食粉末約５６
ｋｇを製造した。
【００７３】
　次に試験例を示して本発明を詳細に説明する。
［本発明の試験例で用いたビフィズス菌］
　本発明の試験例で用いたビフィズス菌の菌株の属種、寄託機関、番号、本明細書中での
識別名を表１に示した。
【００７４】
【表１】

【００７５】
［本発明の試験方法］
（未破砕菌体試料の調製）
　ビフィズス菌の各菌株をMRS（de Man Rogasa Sharpe）培地（Difco）で16時間培養した
物を、PBS（phosphate-buffer saline）で２回洗浄し、さらに蒸留水で2回洗浄した後に
蒸留水で懸濁し、凍結乾燥を行った。凍結乾燥したものをPBSで懸濁し、100℃30分間の加
熱処理を行い、未破砕菌体試料とした。
【００７６】
（完全破砕菌体試料の調製）
　表１に示したビフィズス菌の各菌株をMRS（de Man Rogasa Sharpe）培地（Difco）で16
時間培養した物を、PBS（phosphate-buffer saline）で２回洗浄し、さらに蒸留水で2回
洗浄した後に蒸留水で懸濁し、約4mlの試料を超音波破砕機（BRANSON SONIFIER 450）に
て60分間（output control 4、出力約３５Ｗ相当、周波数２０ｋＨｚ、constant）の超音
波処理を氷上で行った。これらの試料を800 x g 30分で遠心し、未破砕の菌体を除去した
。得られた試料は、未破砕の菌体が残っていないことを検鏡にて確認し、凍結乾燥を行っ
た。凍結乾燥したものをPBSで懸濁し、100℃30分間の加熱処理を行い、完全破砕菌体試料
とした。
【００７７】
（破砕菌体試料の調製）
　B. pseudocatenulatum JCM7041株をMRS（de Man Rogasa Sharpe）培地（Difco）で16時
間培養した物を、PBS（phosphate-buffer saline）で2回洗浄した後にPBSで懸濁し、超音
波破砕機（BRANSON SONIFIER 450）にて0，5，15，30，60分間（output control 4、出力
約３５Ｗ相当、周波数２０ｋＨｚ、constant）の超音波処理を、体積約４ｍｌとした懸濁
溶液に対して氷上で行い，100℃30分間の加熱処理を行った。
【００７８】
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（脾細胞の調製）
　実験動物には6週齢のオスBALB/cマウス（チャールズリバー）を用い、7-9週齢時に解剖
し脾臓を採取した。採取した脾臓より脾細胞を採取し、赤血球溶血液（0.144M 塩化アン
モニウム、17mM　トリスアミノメタン、pH7.65）にて3分間処理し、赤血球を除去したも
のを調製した。
【００７９】
（実験条件）
　「（脾細胞の調製）」の方法で調製した脾細胞を、RPMI1640(SIGMA)に10% FCS（Gibco
）、100IU/ml ペニシリン、0.1mg/ml ストレプトマイシンを加えた培地で、2 x 10６ cel
ls/mlになるように懸濁し、この細胞浮遊液を0.5mlと菌体試料を終濃度1μg/ml、10μg/m
lで混合し、48穴のマイクロプレート（FALCON）にて37℃、5% CO２存在下で培養した。2
日後に培養上清を回収し、培養上清中のサイトカインを測定した。
【００８０】
（サイトカインの測定）
　IL-10濃度はDuo Set（R&D systems）を用いてELISA法により測定した。IL-12p70濃度は
、培養上清を限外ろ過（MultiScreen Ultrcel-10, MILLIPORE社製）により1/10に濃縮し
、Quantikine（R&D systems）を用いてELISA法により測定した。
【００８１】
［試験例１：完全破砕菌体試料と未破砕菌体試料のIL-12・IL-10産生誘導能の比較］
　各株の未破砕菌体試料または完全破砕菌体試料によるマウス脾細胞から誘導されるサイ
トカイン産生量を図１（IL-12p70）と図２（IL-10）に示す。
【００８２】
　図１は、本発明の試験例１において、未破砕菌体試料または完全破砕菌体試料の添加に
よってマウス脾細胞から誘導されるIL-12p70の産生量を示した図である。3回の実験の平
均値と標準偏差を示している。図中＊は未破砕菌体試料（実線）が完全破砕試料（破線）
とt検定で比較して、危険率５％以下で有意差が認められる点を示している。
【００８３】
　この結果、試験に用いた全ての株で、完全破砕菌体試料は未破砕菌体試料と比べて、誘
導するIL-12p70産生量が有意（t検定、危険率５％以下）に減少する添加濃度が認められ
、完全破砕菌体は未破砕菌体試料と比べてIL-12産生誘導能が低いことが示された。
【００８４】
　図２は、本発明の試験例１において、未破砕菌体試料または完全破砕菌体試料の添加に
よってマウス脾細胞から誘導されるIL-10の産生量を示した図である。3回の実験の平均値
と標準偏差を示している。図中＊は未破砕菌体試料（実線）または完全破砕試料（破線）
を添加していないコントロールとt検定で比較して、危険率５％以下で有意差が認められ
る点を示している。
【００８５】
　この結果、試験に用いた全ての株で、未破砕菌体試料および完全破砕菌体試料の添加に
よってIL-10の産生量が試料を添加していないコントロールと比べて有意に（t検定、危険
率５％以下）増加しており、未破砕菌体試料および完全破砕菌体試料はともにIL-10産生
誘導能を有することが示された。
【００８６】
　試料添加濃度10μg/mlにおける未破砕菌体試料と完全破砕菌体試料のIL-10産生量とIL-
12p70産生量の比（IL-10／IL-12比）を表２に示す。IL-12p70濃度が検出限界以下（0.25p
g/ml以下）のものについては、検出限界値を使用して計算した。いずれの株でもIL-10／I
L-12比が完全破砕菌体試料で大きく増加した。
【００８７】
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【表２】

【００８８】
　ビフィズス菌では、完全破砕菌体試料は未破砕菌体試料よりIL-12産生誘導能が低く、
完全破砕菌体試料および未破砕菌体試料はともにIL-10産生誘導能を有していた。この結
果から、ビフィズス菌を破砕することで、IL-10産生誘導能を維持したままIL-12産生誘導
能を低減させられることが示された。また、完全破砕菌体のIL-10／IL-12比は未破砕菌体
と比べて大きく増加し、菌体を破砕することでIL-10／IL-12比が著しく改善されることが
示された。
【００８９】
［試験例２：菌体破砕時間の検討］
　各破砕時間の破砕菌体試料（添加濃度10μg/ml）によるマウス脾細胞から誘導されるサ
イトカイン産生量を図３（B. pseudocatenulatum JCM7041株）に示す。
【００９０】
　図３は、本発明の試験例２において、B. pseudocatenulatum JCM7041株を図中に示した
時間の超音波破砕処理した破砕菌体試料の添加によってマウス脾細胞から誘導されるIL-1
2p70とIL-10の産生量、及びIL-10／IL-12比（「pg/ml」／「pg/ml」）を示した図である
。3回の実験の平均値と標準偏差を示している。IL-12p70産生量を示した図中、＊は破砕
時間0分の未破砕菌体試料とt検定で比較して、危険率0.05以下で有意差が認められる点を
示している。IL-10産生量を示した図中、＊は試料を添加していないコントロール（検出
限界以下）とt検定で比較して、危険率５％以下で有意差が認められる点を示している。
【００９１】
　この結果、破砕時間が5分間以降の試料で有意（危険率５％以下）にIL-12産生が減少し
，破砕時間が長くなるほどIL-12産生は減少し、破砕時間が１５分間以降となるとIL-12産
生は極めて低減し、30分間以降の試料ではほぼIL-12の産生が消失した。これに対してIL-
10産生量は、試料を添加していないコントロールと比べて、いずれの破砕時間においても
有意に高い値を示した。IL-10産生量は、最初の５分間の破砕でわずかに増大し、その後
は破砕時間の増加とともにわずかな減少傾向は見られるが、基本的には破砕時間によらず
IL-10産生誘導能を維持していた。
【００９２】
　以上の結果から、ビフィズス菌の菌体を超音波破砕機（BRANSON SONIFIER 450）を用い
て少なくとも５分間以上超音波破砕処理することで、IL-12産生誘導能を低減できること
が示された。また、図３のＩＬ－１０／ＩＬ－１２比を示した図に示されるとおり、ビフ
ィズス菌の菌体のIL-12産生誘導能をほとんど消失させるとともに、高いＩＬ－１０／Ｉ
Ｌ－１２比を得るためには、少なくとも５分間以上、好ましくは１５分間以上、通常は６
０分間以下で超音波破砕処理することが望ましいことが示された。
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