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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　小麦粉をパントエア・アグロメランスによって発酵させて、同時に該パントエア・アグ
ロメランスを培養することを特徴とする発酵及び培養方法。
【請求項２】
　請求項１記載の発酵及び培養方法で得られることを特徴とする植物発酵エキス。
【請求項３】
　請求項２記載の植物発酵エキスから得られることを特徴とする植物発酵エキス末。
【請求項４】
　請求項２記載の植物発酵エキス又は請求項３記載の植物発酵エキス末が配合されている
ことを特徴とする植物発酵エキス配合物。
【請求項５】
　前記植物発酵エキス配合物が医薬品、動物用医薬品、医薬部外品、化粧品、食品、機能
性食品、飼料、又は浴用剤であることを特徴とする請求項４記載の植物発酵エキス配合物
。
【請求項６】
　ポリミキシンＢ存在下でもマクロファージ活性化能を示すという理化学的性質を示すこ
とを特徴とする請求項２記載の植物発酵エキス。
【請求項７】
　免疫賦活活性を持つことを特徴とする請求項２又は６記載の植物発酵エキス。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ヒトを含む哺乳動物（具体的には家畜、愛玩動物など）、鳥類（具体的には
養鶏、愛玩鳥類など）、両生類、は虫類、魚類（具体的には、水産養殖魚、愛玩魚類など
）、無脊椎動物に及ぶ医薬品、動物用医薬品、医薬部外品、化粧品、食品、機能性食品、
飼料及び浴用剤などに添加しても安全な免疫賦活物質を得るための発酵及び培養方法、植
物発酵エキスの製造方法、発酵及び培養方法によって得られる免疫賦活物質含有の植物発
酵エキス、その植物発酵エキスから得られる免疫賦活物質含有粉末、及び、その植物発酵
エキスを配合した植物発酵エキス配合物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ヒトを含む哺乳動物（具体的には家畜、愛玩動物など）、鳥類（具体的には養鶏、愛玩
鳥類など）、両生類、は虫類、魚類（具体的には、水産養殖魚、愛玩魚類など）、無脊椎
動物に関して、感染防除技術を含む疾病予防・治療法を確立することは喫緊の課題である
。しかもこれを達成する上では、化学物質を用いず、環境汚染がなく、耐性菌を生ずるこ
となく、人体に蓄積性がない方法が強く求められている。本発明者らは如上の課題に関し
て、すでに小麦水抽出物等の植物由来の免疫賦活物質が疾病予防・治療効果を安全に達成
することを発見した（特許文献１、非特許文献１）。また、以上の目的を達成するために
小麦共生細菌であるパントエア・アグロメランス（Pantoea agglomerans）から得た低分
子量リポ多糖を用いることができることを発見した。（非特許文献２）。一方、近年の研
究により、リポ多糖以外の種々の物質が免疫賦活効果を示すことが明らかにされ、これら
複数の免疫賦活物質を含む天然物素材が注目されている。
【０００３】
　ところで、微生物を用いた発酵技術は食品分野のみならず、広い分野で汎用されている
。例えばワインをはじめとする酒類の製造、醤油や味噌の製造、チーズなど発酵乳製品の
製造、医薬品の製造など極めて広い分野に及んでいる。これら発酵に用いられる微生物は
広範に及んでおり、麹（真菌）酵母、乳酸菌などが代表的なものであるが、グラム陰性菌
を用いるものは殆ど報告されてこなかった。一般に発酵とは有機物が微生物の作用によっ
て分解的に作用する現象であり、広義には微生物による有用な物質の生産を意味する（非
特許文献３）。微生物を用いた発酵技術としては代表的なものとしてワインがあげられる
。ワインはぶどう果皮に付着しているワイン酵母を用いた発酵技術であり、生産物はアル
コールである。また、微生物を用いる発酵技術の中にあって、グラム陰性菌を用いたもの
としては、メタン菌を用いたメタン発酵、酢酸菌を用いた酢酸発酵、ザイモモナス・モビ
リス（Zymomonas mobilis）を用いた竜舌蘭の根茎からのエタノール発酵（テキーラ製造
）等が知られているが、食用植物を素材として、その植物に専ら共生することを特徴とす
る微生物を用いる発酵培養はほとんど知られておらず、発酵生産物として免疫賦活物質が
注目されたことはない。いわんや免疫賦活物質生産を目的とした発酵及び培養法が注目さ
れたことはない。
【０００４】
　一方微生物により発酵を行う場合には一般的には微生物が生育するための発酵基質が満
たすべき栄養条件がある。すなわち炭素源としてはブドウ糖、果糖などの単糖類を十分に
含むことなど微生物が栄養素として利用可能な物質の存在が必須である。このためにもと
もと果糖を多く含むブドウのような果実のように、なんら加工を加えることなく発酵基質
として利用できる場合のほかは、加熱あるいは酵素処理を加えるなどして、微生物による
発酵の前段階の処理が必要となる。例えば前述のザイモモナス・モビリス（Zymomonasu m
obilis）はテキーラ製造に用いられる微生物であるが、この場合には、食用植物ではない
竜舌蘭の根茎から得られた多糖類を加熱して発酵性の単糖に分解し、その後該微生物によ
り発酵して発酵産物としてのアルコールを得る。従って通常の微生物を用いて発酵培養を
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行う場合には、澱粉などの多糖類は発酵基質として適切といえるものではない。例えばパ
ントエア・アグロメランス（Pantoea agglomerans）に関しては澱粉を分解できないと記
載する文献がある（非特許文献４）。
【０００５】
　我々は小麦粉の水抽出物には免疫を賦活化する有効な成分が含まれていることをこれま
でに明らかにしてきた（非特許文献５）。また、穀物（小麦、米）、海草（わかめ、昆布
、ひじき、のり等）、豆類（大豆、小豆）にも有効な成分が含まれていることを明らかに
してきた（非特許文献６）。この生物活性としては、ヒトやマウスの諸疾患（糖尿病、高
脂質血症、アトピー性皮膚炎、がん）等の予防効果があること、魚類や甲殻類、トリの感
染予防に有効であることを見いだしている（特許文献１、非特許文献１）。しかし、小麦
粉水抽出物で、上述の効果を期待するためには多量の小麦粉の摂取が必要になる。
【０００６】
　一方、パントエア・アグロメランスは小麦に共生する細菌であり、小麦にリン、窒素の
供給を行うことから小麦栽培に有用な菌であると考えられる（非特許文献７）。また、パ
ントエア・アグロメランスは小麦のみならず、梨やリンゴの果実の表皮に付着しており、
この菌が付着しているとカビによる腐れ病が予防できることがヨーロッパにおいて明らか
にされ、本菌を無毒で、自然環境に優しい防かび剤として利用する開発が進んでいる（非
特許文献８）。なお、共生とは、「異種の生物が一緒に生活している現象。この場合、互
いに行動的あるいは生理的に緊密な結びつきを定常的に保っていることを意味するのが普
通である。従って、同じ生息場所に住んでいるだけでは、この概念には入らない。共生者
にとっての生活上の意味・必須性、関係の持続性、共生者の空間的な位置関係などによっ
て、共生はいろいろに類別・区別されている。ふつうには、共生者の生活上の利益・不利
益の有無に基準を置いて、共生を相利共生、片利共生、寄生の三つに大きく区分する。」
と定義されている（非特許文献９）。パントエア・アグロメランスの場合、小麦からはそ
の産地、種類を問わず分離されている（非特許文献５）こと、また果実からも分離される
こと（非特許文献１０．１１）がわかっている。パントエア・アグロメランスは、抗生物
質を産生し（非特許文献１２，１３）カビや他の細菌から植物を保護すること、リン、窒
素固定を行うこと（非特許文献７）が報告されている。従って、パントエア・アグロメラ
ンスは植物に常在し、植物に益する役割を担うと考えられ、「寄生」ではなく「共生」と
捉えられる。さらに、我々はパントエア・アグロメランスには免疫を賦活化する有効な成
分が含まれていることをこれまでに明らかにしてきた。また、この菌から得た低分子量リ
ポ多糖はヒトやマウスの諸疾患（糖尿病、高脂質血症、アトピー性皮膚炎、がん）等の予
防効果があること、魚類や甲殻類、トリの感染予防に有効であることを見いだしている（
特許文献３、非特許文献２）。
【０００７】
　この様な状況で我々は、安全かつ安価な免疫賦活物質を製造する方法として、パントエ
ア・アグロメランスを用いた植物発酵エキスの製造方法を確立することを着想した。つま
り、(1)培養液に含まれるタンパク質の主成分を植物由来のものにした培地を用いてパン
トエア・アグロメランスを低コストで培養するとともに植物成分を発酵させ、(2)植物に
含まれるパントエア・アグロメランス或いは発酵による生産物を多く含む素材を調製し、
これを用いることでヒトを含む哺乳動物（具体的には家畜、愛玩動物など）、鳥類（具体
的には養鶏、愛玩鳥類など）、両生類、は虫類、魚類（具体的には、水産養殖魚、愛玩魚
類など）、無脊椎動物に及ぶ医薬品、動物用医薬品、医薬部外品、化粧品、機能性食品、
食品、飼料及び浴用剤を開発すること、に着目した。しかし、植物に共生している微生物
が直ちに植物成分例えば食用植物に由来する素材を発酵基質として利用できることを意味
するわけではない。例えば小麦粉は小麦粒の中に存在する澱粉質等の複合有機物質である
が、小麦共生微生物であるパントエア・アグロメランスとは外皮を隔てて隔離されており
直接の接点はないのであるから、パントエア・アグロメランスを小麦粉を用いて発酵培養
できるか否かは単に微生物が小麦に共生していることとの関連で明らにできるわけではな
いし、事実パントエア・アグロメランスが小麦粉を資化できることはこれまでに知られて
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おらず、全く報告がない。逆に、これまで公知である事実に基づけばパントエア・アグロ
メランスは小麦澱粉を発酵基質として利用できないとされる。
【０００８】
　ところで、植物に含まれている糖質は澱粉の状態で保持される場合が多く、これは食用
植物、特に穀類で顕著である。通常微生物は澱粉を資化する機能は高いものではない。こ
の点に関して、一部の通性グラム陰性菌が澱粉を発酵できることが知られている。例えば
、エルイニア（Ｅｒｗｉｎｉａ）は澱粉を資化できることが知られている。しかしこの発
酵技術は、澱粉を発酵するに際し、別に最適培地などで大量に培養した微生物を加えるこ
とによって、微生物の持つアミラーゼ活性を利用することが意図されているのであり、培
養そのものを澱粉を用いて行うと共に併せて発酵を行う形態はこれまでに着想されていな
い。公知技術は、単に微生物の持つアミラーゼ活性を効果的に利用することが目的とされ
る発酵と捉えることができるのであって、澱粉を基質とした微生物の増殖までが予定され
ているわけではない。一方本発明の実施例では、澱粉を唯一の炭素源とすることで微生物
の増殖に加え発酵産物が産生されることが開示されているのであり、本実施例は単なる発
酵ではなく発酵培養である点が公知技術と大きく異なる。
【０００９】
　他方、仮に、ある微生物が澱粉を分解する機能を保持していたとしても、これが直ちに
該微生物が澱粉を基質として増殖できることを意味するわけではない。培養の際に、微生
物の増殖をも目的とする場合は、培養出発時点に加える微生物量は極めて少量である。こ
のような場合には仮に微生物がアミラーゼ活性をわずかに持っていたとしても、この活性
は基質を十分に分解するにはあまりに微弱であって、微生物の増殖は達成されない。事実
微生物の多くは澱粉を唯一の炭素源として増殖することはできないと考えられている。
【００１０】
　しかしながらもし、パントエア・アグロメランスを用い、小麦粉を主成分として含む培
地で発酵及び培養させ、免疫賦活物質を多く含む植物発酵エキス（以下、パントエア・ア
グロメランスを用い、小麦粉を主成分として含む培地で発酵及び培養させて得た植物発酵
エキスを小麦発酵エキスと呼ぶ。）を低コストで製造できれば、具体的な例としてヒト、
畜産・水産養殖の分野で環境に優しく、安全で感染予防に有効な医薬品、動物用医薬品、
医薬部外品、化粧品、食品、機能性食品、飼料及び浴用剤などを提供できるはずである。
本発明は以上を背景としパントエア・アグロメランスが小麦粉を基質として生育すること
を新たに発見したことを契機として数多くの実験を重ねて完成されたものである。
【００１１】
　本発明が提供する植物発酵エキスとは発酵及び培養を行って得られる培養液そのもの、
これを固液分離して得られる液体成分、及び固液分離して得られる固体成分に抽出過程を
加え得られる液体成分などを総称する名称である。すなわち、植物発酵エキスは本発明に
係る発酵及び培養方法によって得られる培養液そのもの、及び、その培養液の全部又は一
部分を用いて調製することのできるエキスをすべて含んでいる。言うまでもないが植物発
酵エキスは乾燥して植物発酵エキス末として利用することもできるし、植物発酵エキス末
を任意の濃度に適当な溶液例えば生理食塩水入りの燐酸緩衝液などに溶解して利用するこ
ともできる。
 
【特許文献１】特開平３－２１８４６６号公報
【特許文献２】特開平８－１９８９０２号公報
【特許文献３】ＷＯ００／５７７１９
【特許文献４】特開平６－７８７５６号公報
【特許文献５】特開平４－１８７６４０号公報
【特許文献６】特開平４－４９２４０号公報
【特許文献７】特開平４－９９４８１号公報
【特許文献８】特開平５－１５５７７８号公報
【非特許文献１】稲川　裕之 外８名, "Biotherapy",1991年, 第5巻, 4号, p617-621
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【非特許文献２】Soma, G-I. 外１名,　"Tumor Necrosis Factor: Molecular andCellula
r Biology and Clinical Revevance", 1993年,p203-220
【非特許文献３】山田　常雄　外６名, "生物学事典　第３版", 1983年, p1021
【非特許文献４】Gavini, F. 外６名, "Int. J. Syst. Bacteriol.", 1989年, 第39巻, p
337-345
【非特許文献５】Nishizawa, T. 外７名, "Chem. Pharm. Bull.", 1992年, 第40巻, 2号,
 p479-483
【非特許文献６】Inagawa, H. 外８名, "Chem. Pharm. Bull.", 1992年, 第40巻, 4号, p
994-997
【非特許文献７】Neilson, A. H. "J. Appl.Bacteriol.", 1979年, 第46巻，3号, p483-4
91
【非特許文献８】Nunes, C. 外３名, "Int. J. Food Microbiol.", 2001年,第70巻,1,2合
併号, p53-61
【非特許文献９】山田　常雄　外６名, "生物学事典　第３版", 1983年, p287-288
【非特許文献１０】Nunes, C. 外４名, "J. Appl. Microbiol.", 2002年, 第92巻, 2号, 
p247-255
【非特許文献１１】Asis, C. A. Jr. 外１名, "Lett. Appl. Microbiol." 2004年, 第38
巻, 1号, p19-23
【非特許文献１２】Vanneste, J. L. 外３名, "J. Bacteriol." 1992年, 第174巻, 9号, 
p2785-2796
【非特許文献１３】Kearns, L. P. 外１名, "Appl Environ Microbiol." 1998年,第64巻,
 5号, p1837-1844
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　既述したように、免疫賦活物質は植物自身が含有する場合と植物に共生する微生物の構
成成分又は生産物である場合が多い。従って、摂取しても安全な天然物由来の免疫賦活物
質を得ようとすれば、食用植物自身から成分を抽出するか（例えばリムラス陽性糖脂質、
特許文献１）食用植物に共生する微生物を効率よく培養してその構成成分又は生産物を取
得すること（例えば低分子量リポ多糖、特許文献２）が有用である。しかし、食用植物に
含まれる免疫賦活物質の含量は少なく、食により免疫賦活効果を期待するためには極めて
多量の食品を取らなければならず、また免疫賦活物質の摂取量を適正に保つことが一般的
には容易でないために、効果が期待できない。さらに植物から抽出して食品や薬剤として
利用する場合にも多額のコストがかかり実用性に乏しい。
【００１３】
　一方植物に共生する微生物に注目すると例えば、小麦共生細菌であるパントエア・アグ
ロメランスは免疫賦活に有効な低分子量リポ多糖を構成成分として含んでいる。しかしこ
れまで低分子量リポ多糖を抽出するには、培養液に含まれるタンパク質の主成分が動物由
来のもの、例えばＮＺアミンやトリプトンやカザミノ酸など高価な培養液を用いてパント
エア・アグロメランスを培養する必要があった。従って、汎用性の高い免疫賦活物質とし
て、安価に供給することが困難である、と同時にＢＳＥ他動物由来の未知の有害物質が混
在してくる可能性を否定できなかった。
【００１４】
　上記問題点に鑑み、本発明は、安全な素材を用いて安価に効率よく免疫賦活物質を得る
ことができる発酵及び培養方法、該方法によって得られる植物発酵エキス、該植物発酵エ
キスから得られる植物発酵エキス末並びに該植物発酵エキス末が配合されている植物発酵
エキス配合物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】
【００１５】
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　本発明の発酵及び培養方法は、小麦粉をパントエア・アグロメランスによって発酵させ
て、同時に該パントエア・アグロメランスを培養することを特徴とする。
【００２５】
　また、本発明の植物発酵エキスは、前記発酵及び培養方法によって得られることを特徴
とする。
【００２６】
　また、本発明の植物発酵エキス末は、前記植物発酵エキスから得られることを特徴とす
る。
【００２７】
　また、本発明の植物発酵エキス配合物は、前記植物発酵エキス又は植物発酵エキス末が
配合されていることを特徴とする。
【００２８】
　また、前記植物発酵エキス配合物は、医薬品、動物用医薬品、医薬部外品、化粧品、食
品、機能性食品、飼料、又は浴用剤であってもよい。
【００２９】
　また、前記植物発酵エキスは、以下の理化学的性質を示すことが望ましい。
【００３０】
　ポリミキシンＢ存在下でもマクロファージ活性化能を示す。また前記植物発酵エキスは
免疫賦活効果を持つ。
 
【発明の効果】
【００３１】
　本発明によれば、動物由来の成分を含まない培地で培養することができるので、動物成
分由来の不純物の混入の問題がないので、例えばBSEや未知の有害物質混入の恐れがなく
、安全性が高く、安価に多方面の用途に対応することが可能な植物発酵エキスの製造方法
が提供され、安全、安価に免疫賦活物質含有植物発酵エキス又は植物発酵エキス末が製造
でき、さらに該培養液、免疫賦活物質及びエキス及びエキス末さらに該エキス又はエキス
末を配合した医薬品、動物用医薬品、医薬部外品、化粧品、食品、機能性食品、飼料及び
浴用剤などを提供することができる。
【００３２】
　食用植物に由来する素材を専ら植物に共生する通性嫌気性グラム陰性菌によって発酵さ
せて、同時に該通性嫌気性グラム陰性菌を培養するという単純な過程で発酵及び培養がで
きることは、これまで着想もされておらず、これまでの発酵技術の知見から容易に推察さ
れる事実ではない。
【００３３】
　また、ある物質が免疫賦活効果を示す指標としてマクロファージからＴＮＦが産生され
るか否か（ＴＮＦ誘導活性）を用いることができる。さらにＴＮＦ産生量によって免疫賦
活効果を定量化することができる。そこで、小麦粉由来のリムラス陽性植物糖脂質、パン
トエア・アグロメランス由来の低分子量リポ多糖を用いてマクロファージからのＴＮＦ産
生を検討すると、小麦粉由来のリムラス陽性植物糖脂質、パントエア・アグロメランス由
来の低分子量リポ多糖ではいずれもポリミキシンＢ処理により、マクロファージからＴＮ
Ｆが産生されなくなるが、本発明の植物発酵エキスでは同上の処理を行ってもマクロファ
ージからＴＮＦが産生されることを多くの実施例において示した。このことは発酵培養を
行った結果得られる本発明の植物発酵エキスが、その素材となった植物自身、及び、発酵
に用いた微生物自身の構成成分それぞれによる免疫賦活効果とは質的に異なる免疫賦活効
果を有することを示す。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３４】
　以下、本発明の好適な実施の形態について詳細に説明する。
 



(7) JP 4771379 B2 2011.9.14

10

20

30

40

50

Ｉ：パントエア・アグロメランスを用いた植物発酵エキスの製造方法の骨子
 
　本件において、我々は、パントエア・アグロメランスが澱粉を直接炭素源として生育可
能であることを始めて見出し、パントエア・アグロメランスを用いた発酵及び培養生産物
としての免疫賦活物質を多く含む小麦発酵エキスを安価に製造する方法を発明した。これ
により、具体的な例としてヒト、畜産・水産養殖の分野で環境に優しく、安全で感染予防
に有効な医薬部外品、化粧品、食品、機能性食品、飼料を提供できる。
【００３５】
１：パントエア・アグロメランスの分離
　小麦粉を水に懸濁し、上澄み液をＬブロス寒天培地に塗り広げ培養を行うと、微生物の
コロニーが出現する。これらのコロニーを定法により微生物の同定を行う。例えば、グラ
ム染色陰性、グルコース嫌気的代謝反応陽性、オキシダーゼ活性陰性のコロニーを選択し
、さらに、ＩＤテスト・ＥＢ-２０(日水製薬)等を用いて、スタンダードのパントエア・
アグロメランスと同じ性質を有するものを選択する。スタンダードとなるパントエア・ア
グロメランスは理化学研究所生物基盤研究部微生物系統保存施設より入手可能である(非
特許文献４)。以下の説明において、百分率の表示は、特に断りのない限り、重量による
値である。
【００３６】
２：免疫賦活活性評価
　本実施の形態では小麦発酵エキスが示す免疫賦活作用の指標として、マクロファージ活
性化能をマクロファージからのＴＮＦ産生で評価した。
【００３７】
３：パントエア・アグロメランス由来低分子リポ多糖
　また、パントエア・アグロメランスを用いた発酵及び培養により、免疫賦活する有効成
分の一つとしてパントエア・アグロメランス由来の低分子量リポ多糖の含有も期待される
。低分子量リポ多糖は、汎用されている高分子量型のリポ多糖（以下通常のリポ多糖）に
比べて極めて安全性が高く、かつ生物活性も通常のリポ多糖に比して優れている。そこで
、低分子量リポ多糖含量を測定した。低分子量リポ多糖については特許文献２に詳述され
ている。なお、本実施例は小麦発酵エキスに関するものであるが、本発明は植物が小麦、
免疫賦活物質が低分子量リポ多糖に限定されることを意味する訳ではない。
【００３８】
　ところでパントエア・アグロメランスは公知の方法を用いて培養できる。（特許文献２
、非特許文献８）しかし公知の培養液に含まれるタンパク質の主成分は動物由来のもので
あり、培地のコストが高い。さらに、動物に例えば機能性食品や機能性飼料を与え、或い
は経皮的に用いる場合に、ＢＳＥに代表されるように動物由来の不純物の混入が食の安全
性の点から問題になること、更に製造コストが高額となり実用性の面から見ると十分な方
法ではない。そこで本発明者らは、安全で、安価な免疫賦活作用を持つ天然物を得るため
に鋭意研究を進めた結果、小麦発酵エキスを得るためにパントエア・アグロメランスを用
いる発酵及び培養方法を実施例に示すように完成した。培養液に含まれるタンパク質の主
成分は、従来は動物由来のものであったが、本発明はこれを植物由来のものにした。通常
、培養液には牛乳由来のカゼイン等のタンパク質を消化酵素で分解した産物を添加する。
この場合には培地１lあたりの原価は約２５０円となるが、これが小麦粉で代替出来れば
原価は約１６円となる。これまでに植物とそれに共生する微生物の両方の免疫賦活活性を
高濃度化しつつ相乗的に融合化する目的での発酵は行われたことがない。
【００３９】
　以下に実施例として発明内容を詳述するが、本発明は実施例記載の微生物としてパント
エア・アグロメランス、食用植物として小麦あるいは素材として小麦粉に限定されたもの
ではなく、免疫賦活物質を多量に含む他の食用植物から通常の工程を経て得られる素材、
例えばわかめにも適応できるし、穀物（穀物に由来する素材である小麦粉、米粉、小麦ふ
すま粉、米ぬか、又は酒かす等を含む）、海草（海草に由来する素材であるわかめ粉、め
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かぶ粉、又は昆布粉等を含む）、豆類（豆類に由来する素材であるおから等を含む）にも
適応できる。これらの植物にはタンパク質、糖類が含まれていることはよく知られており
、パントエア・アグロメランスを用いる発酵及び培養に適応できる。また、これらの植物
に常在性の細菌、例えばセラチア属、エンテロバクター属が共生していることは広く知ら
れたところであり（非特許文献４）、発酵に用いる微生物もそれら植物に共生する通性嫌
気性グラム陰性菌にも適応できるものであることは言うまでもない。
【００４０】
II：発明の重要な点のまとめ
（１）小麦、その共生細菌であるパントエア・アグロメランス、及びそれらの組合せによ
る発酵産物の融合によってできる免疫賦活作用を持つ物質としての小麦発酵エキスそのも
のが新規。ただし、本発明はこれに限定されるものではない。
（２）グラム陰性菌のパントエア・アグロメランスを用いて植物発酵エキスを製造するこ
とが新しい。ただし、本発明はこれに限定されるものではない。
【００４１】
III：小麦発酵エキスの具体的製造方法
(1) パントエア・アグロメランスは小麦粉より定法に従い単離する（非特許文献１）。な
お、一度、単離同定すれば、この菌を５０％グリセロール等で保存が可能である。
(2) ０.０５～５％の食塩、０．００５～１モルのリン酸緩衝液、または、混合塩類溶液
（０．５～１０％のリン酸第二ナトリウム、０．０５～５％のリン酸第一カリウム、０．
０５から５％の塩化ナトリウム、０．０５～５％の塩化アンモニウム）等を調製する。
(3) ０.０５～１０％の濃度になるように小麦粉を水に懸濁する。
(4) ０．２～３モルの塩化マグネシウム溶液を調製する。
(5) ０．２～３モルの塩化カルシウム溶液を調製する。
(6) ２から５を場合によってはオートクレーブ等で滅菌操作を行う。
(7) ２から５を適量混合し、水を加え、０．１～５％の小麦粉を含む懸濁液とする。場合
によってはアルカリ溶液や酸性溶液を加えｐＨを中性にする。
(8) ７に場合によっては培地１リットルあたり１０～５００００単位アミラーゼを加えて
１０℃から８０℃で１～２４時間保温して、小麦でんぷんを部分消化させるのもよい。
(9) ７乃至８に１で単離したパントエア・アグロメランスを添加する。
(10) ９を１～４０℃で発酵させる。場合によっては静置や震盪してもよい。また、数時
間おきに撹拌を行うことでもよい。
(11) １０を６時間から一週間発酵させる。発酵が進むと小麦粉水溶液が黄色に着色して
くる。
(12) １１の発酵途中に適宜アルカリ溶液を加え、ｐＨを中性にすることや、小麦粉懸濁
液や無機塩類を添加することもよい。
(13) 発酵を終了させ、遠心分離（１０００～５０００ｒｐｍ、１０～６０分間）等の操
作により固形分を沈殿物として回収する。沈殿物は小麦粉発酵物として、そのまま飼料と
して又は飼料に混ぜる原料として使うこともできる。
(14) 小麦発酵エキスを製造する場合は、１３を水または塩類緩衝液等で懸濁し、これを
８０～１４０℃で１０分から６時間加熱処理する。さらに、これを遠心分離や濾過するこ
とで、固形分を除去してもよい。除去した沈殿に再度水や緩衝液を加え、加熱抽出を数回
繰り返してもよい。
(15) １４で製造した小麦発酵エキスは用途によってはさらに簡便な精製を追加すること
が出来る。すなわち、１４のエキスに、最終濃度０．０５～１モル/ｌになるように塩化
ナトリウム等の塩を加え、その後、エタノール等の溶媒をエキスの１～３倍量添加すると
沈殿が生じる。これを遠心分離機等で回収してもよい。この沈殿をさらに、エタノール等
の溶媒で洗浄してもよい。これを乾燥させれば、粉末とすることも出来る。
【００４２】
A.小麦発酵エキスの製造方法に関連する実施例
【実施例１】
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【００４３】
パントエア・アグロメランスの小麦培地での生育試験
　小麦粉を炭素源として小麦常在性の共生細菌であるパントエア・アグロメランスが増殖
可能であるか、確認するために、小麦粉固形培地におけるパントエア・アグロメランスの
生育を調べた。
(1) 0.5％小麦粉を炭素源として含むM9寒天培地を作成した。
(2) LB寒天培地より、パントエア・アグロメランスのコロニーを１つかきとり、PBS1mlに
懸濁した。これをさらにPBSにて10倍から10000倍までに段階的に希釈し、それぞれの0.1m
lを１のM9寒天培地に撒いた。
(3) 37℃で6日間培養した後、コロニーの出現を観察した。その結果、10000倍希釈の0.1m
lを撒いたシャーレで約３００個のコロニーが観察された。
【００４４】
　このことから、パントエア・アグロメランスは小麦を炭素源として利用できることが確
かめられた。
 
【実施例２】
【００４５】
小麦発酵エキスの製造
(1) 小麦粉０.５ｇに蒸留水５ｍｌを加え懸濁し、上澄みをＬブロス寒天培地に０.１ｍｌ
添加し、３７℃で一晩培養した。
(2) 黄色のコロニーを単離し、通常の方法で菌を同定し、パントエア・アグロメランスを
単離し、これを５０％グリセロール溶液に懸濁し、冷凍庫に保存した。このストックの一
部をＬＢ寒天培地にとり、３７℃に放置してパントエア・アグロメランスの独立コロニー
を作成した。
(3) ２リットルの三角フラスコにリン酸第二ナトリウム・７結晶水６４ｇ、リン酸第一カ
リウム１５ｇ、塩化ナトリウム２．５ｇ、塩化アンモニウム５ｇをとり、精製水を加え全
量１リットルとした（無機塩類混合溶液）。塩化マグネシウム・２結晶水１３．１ｇをと
り、精製水を加え全量を１００ｍｌとした（塩化マグネシウム溶液）。塩化カルシウム１
１．１ｇをとり、精製水を加え全量を１００ｍｌとした（塩化カルシウム溶液）。４リッ
トルの精製水を５リットルの三角フラスコにいれた（精製水）。上記の溶液、精製水はす
べてオートクレーブ（ＴＯＭＹ　ＢＳ－３２５、１２０℃、２０分）して滅菌処理を行っ
た。
(4) １リットルの三角フラスコに小麦粉（日清製粉）２４ｇをとり、精製水を加え全量６
００ｍｌとした。これを同様にオートクレーブした後、α－アミラーゼ（ＳＩＧＭＡ、Ｂ
ａｃｉｌｌｕｓ、タンパク質１ｍｇ当たり１５００～３０００単位の酵素活性）３ｍｇを
加え、６５℃の水浴で４～１２時間加熱した（小麦粉アミラーゼ処理液）。
(5) 調整した溶液等をそれぞれ表１に示した量を無菌的に滅菌した３リットルの坂口フラ
スコに入れ小麦粉培地とした。
【００４６】
【表１】

(6) 種菌の調製。前もって同じ組成で調製しておいた５の小麦粉培地１０ｍｌに、２で小
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麦粉より単離しておいたパントエア・アグロメランスのコロニーを一つ加え３７℃で一晩
（１２～１５時間）緩やかに撹拌し、発酵させて、小麦粉発酵用の種菌を準備した。
(7) ５に６を全量加え３７℃で撹拌しながら、２０～３０時間発酵させた。発酵液のｐＨ
を測定し、アンモニア水を加え、ｐＨを７に調整した。これに、１５０ｍｌの小麦粉アミ
ラーゼ処理液と無機塩類混合溶液３７．５ｍｌを無菌的に添加し、同様に発酵を２０～３
０時間行った。同じ操作をさらに、もう一度繰り返し、合計で６５から８０時間発酵させ
た。
(8) ７の小麦粉発酵溶液を遠心分離（日立、高速冷却遠心機　ＳＣＲ－２０Ｂ、５０００
ｒｐｍ、２０分間、４℃）し、沈殿を回収した。
(9) ８の沈殿にリン酸緩衝液を加えて懸濁し、全量１００ｍｌとして、３３ｍｌずつ５０
ｍｌ遠心管に移し、沸騰水浴中で３０分間加熱抽出した。加熱終了後、室温まで冷却し、
本液を遠心分離（日立、高速冷却遠心機　ＳＣＲ－２０Ｂ、１００００ｒｐｍ、２０分間
、２０℃）した。遠心後、淡黄色の上清８２ｍｌをデカントで別の容器に回収した。
(10) ９の上清８０ｍｌに８．９ｍｌの５モル塩化ナトリウム溶液を加えた。これに１７
８ｍｌのエタノールを加えると白濁を生じた。これを、冷凍庫（－９０℃）で一晩放置後
、本液を遠心分離（日立、高速冷却遠心機ＳＣＲ－２０Ｂ、１００００ｒｐｍ、２０分間
、４℃）した。上清を除き沈殿を得た。沈殿に冷やした１０ｍｌの７０％エタノールを加
え、懸濁した後、本液を遠心分離（日立、高速冷却遠心機　ＳＣＲ－２０Ｂ、１００００
ｒｐｍ、２０分間、２０℃）し、沈殿を洗浄した。沈殿を風乾し、蒸留水に溶解し、１１
ｍｌの小麦発酵エキス溶液を得た。
(11) 乾燥重量の測定：０．３ｍｌを予め秤量した１．５ｍｌプラスチックチューブに移
し、凍結後、凍結乾燥機にて、凍結乾燥を行ったところ７．４５ｍｇで衡量となった。し
たがって、１０の小麦発酵エキスの乾燥重量は溶液１ｍｌ当たり２４．８ｍｇ、全量１１
ｍｌ当たり、２７３ｍｇであった。
(12) 同一の方法で独立に８回の小麦発酵エキスを製造し、それぞれをブラッドフォード
法によるタンパク質定量ＢＳＡを標準タンパク質として、各サンプルのタンパク質量を測
定した。比較対象として精製したリムラス陽性糖脂質（特許文献１）と低分子リポ多糖（
特許文献２）を用いた。測定結果を表２に示した。表２～５、７の小麦発酵エキスについ
ての数値は上記１０で得られる小麦発酵エキスを乾燥して得られた重量の１ｇあたりの含
有量をｍｇで表示した。
(13) 糖含量の測定：フェノール硫酸法によりグルコースを標準糖として測定した。測定
結果を表３に示した。
(14) 核酸含有量の測定：１００倍希釈したサンプルの２１０～３４０ｎｍの吸光度測定
を行った。２６０ｎｍの吸光度から３２０ｎｍの吸光度を引いた値と、ＤＮＡとしての吸
光度１ＯＤあたり、５０μｇとしての最大含有量を算出した。測定結果を表４に示した。
(15) リムラスアッセイによるリムラス活性物質含有量の測定：リムラス活性物質量は生
化学工業のトキシカラーシステムを用い、標準リムラス活性物質として、生化学工業Et-1
を用いた。測定結果を表５に示した。
(16) ヨウ素でんぷん反応：ヨウ素試薬１Ｎ（ヨウ素１２．７ｇにヨウ化カリウム２５ｇ
に水１０ｍｌを加え、よく混ぜた後、水を加えて１００ｍｌとしたもの）を用時、水で２
００倍希釈し、これを、予め１ｍｇ／ｍｌの濃度に溶解させた小麦発酵エキス０．１ｍｌ
に５μl加えて良く混ぜる。小麦発酵エキスは直ちに溶液は淡紫色から濃紫色の発色を示
した（陽性）。リムラス陽性糖脂質、低分子量リポ多糖は同様な操作で発色は認められな
い（陰性）。以上の結果を表６にまとめた。
【００４７】
　上記結果から明らかなように、小麦発酵エキスはリムラス陽性糖脂質、低分子量リポ多
糖とはタンパク質含量、糖含量、核酸含量（リムラス陽性糖脂質はデータが無いので除く
）、リムラス活性物質含量、ヨウ素でんぷん反応のすべての項目で異なることが明白であ
り、本物質が新規であることが明らかである。以上の結果を簡単に表７にまとめた。すな
わち、本実施例の植物発酵エキスは以下のそれぞれの理化学的性質を示す点で、リムラス
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％、糖含量２０～４５％、核酸含量１０～３５％、及びリムラス陽性物質含量１０～４０
％を含み、ヨウ素でんぷん反応に陽性であり、ポリミキシンＢ存在下でもマクロファージ
活性化能を示す。
【００４８】
【表２】

【００４９】

【表３】

【００５０】
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【表４】

【００５１】
【表５】

【００５２】
【表６】

【００５３】



(13) JP 4771379 B2 2011.9.14

10

20

30

40

50

【表７】

過小：小麦発酵エキスの数値の幅（平均±標準偏差）よりも大幅に少ない値。
過多：小麦発酵エキスの数値の幅（平均±標準偏差）よりも大幅に多い値
 
【実施例３】
【００５４】
小麦発酵エキスの免疫賦活作用
　４８穴プレートにヒトマクロファージとして用いられる急性骨髄性白血病細胞株のＴＨ
Ｐ－１（１×１０６個/２５０μl：１０％ウシ胎児血清入りＲＰＭＩ１６４０培地）を入
れ、予め３０分間前培養した。各サンプルの終濃度が１～１００００ｎｇ／ｍｌになるよ
うに培地２５０μl（最終量５００μｌ）を加えた。サンプルにポリミキシンＢ（１２．
５μｇ/ｍｌ）を含む群を設けた。４時間培養した後、培養上清と細胞を回収した。上清
のＴＮＦ活性は、Ｌ－９２９細胞障害試験により測定した。結果を表８に示す。小麦発酵
エキスはポリミキシンＢ存在下でもマクロファージからＴＮＦを産生させたが、低分子量
リポ多糖及びリムラス陽性糖脂質はポリミキシンＢ存在下ではマクロファージからＴＮＦ
を産生できなかった。このことから小麦発酵エキスは低分子量リポ多糖やリムラス陽性糖
脂質とは異なる生物活性を持つ事が明らかである。
【００５５】

【表８】

【００５６】
B.小麦発酵エキスの飼料への応用実施例
【実施例４】
【００５７】
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小麦発酵エキス入り養鶏試料（大規模試験によるブロイラー飼育における斃死抑制効果）
　実施例２で製造した小麦発酵エキスを４３０μｇ／ｋｇ含有する飼料を作製した。供与
鶏はブロイラーコマーシャル鶏を一群約５５００～６０００羽で用いた。対照試験区分は
小麦発酵エキスを含まない飼料である。孵化後３週齢で小麦発酵エキス入りエサの投与を
開始し７週齢まで毎日投与した。死亡匹数を毎日測定した。出荷時に基準に満たない鶏は
廃棄した。結果を表９に示す。試験区（小麦発酵エキス入り飼料）は除去率は１．９％と
少なく、対照区では３．３％に達した。育成率は試験区で９８．１％となり、対照区で９
６．７％となったので、１．４％の育成率の向上が見られた。出荷実羽数と除去羽数を試
験区と対照区で有意差検定をしたところχ２検定でＰ＜０．０００１の有意差が見られた
。上のことから小麦発酵エキス入り飼料のブロイラー飼育における感染防除効果が示され
た。
【００５８】
【表９】

【実施例５】
【００５９】
小麦発酵エキス入り養殖魚用飼料（ブリ野外試験による感染防除効果）
　実施例２で製造した小麦発酵エキス入り飼料の感染防御効果を野外試験で一群につき約
５２００尾のブリを飼育した。結果を表１０に示した。連鎖球菌による死亡は非投与対照
で４．８％に達した。小麦発酵エキスを１００μｇ/ｋｇ/日（体重１ｋｇ、１日あたり）
を摂取させた群（試験区）と、非投与群（対照区）では、小麦発酵エキス投与群が有意に
（Ｐ<０．００００１）死亡率を低下させることが認められた。
【００６０】
【表１０】

【実施例６】
【００６１】
小麦発酵エキス入り養殖魚用飼料（コイヘルペス症に対する感染防除効果）
(1) コイ：体重70gのマゴイを使用した。試験は1群20匹で行った。
(2) コイヘルペスウイルスの調整：コイヘルペス感染で死亡したコイのエラ1gに10mlのハ
ンクスバランスドソルトソリューション（HBSS）緩衝液を加えてホモジネートし、0.45ミ
クロンのフィルターでろ過し、そのろ液をウイルス溶液とした。
(3) コイヘルペスウイルスの感染：上記ろ液を600μl/100g 体重で、コイの腹腔内に注射
した。
(4) 小麦発酵エキス含有飼料の作成：市販飼料に、０、５、１０、２０mg/kg飼料の割合
で実施例２で製造した小麦発酵エキスを混合して、作成した。
(5) 給餌方法：体重あたり1％の重量のそれぞれの飼料を1日１回給餌した。これは、小麦
発酵エキス量に換算すると、それぞれ、０、５０、１００、２００μg/kg体重/日に相当
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(6) 実験：小麦発酵エキス含有飼料を1週間給餌した後、ウイルスを感染させ、その後10
日間小麦発酵エキス含有飼料を給餌した。ウイルス感染操作後10日間のコイの生存率を観
察した。その結果を図１に示す。
【００６２】
　小麦発酵エキス無添加のコイでは、6日目までに全てのコイが死亡した。一方小麦発酵
エキス含有飼料を給仕した群では、感染10日目において、生存率はいずれも有意に増加す
ることが示された（カプランマイヤー法・ログランク試験で危険率0.01%以下）。特に小
麦発酵エキスを１００μg/kg体重/日で給餌した群では65％の生存率が示された。
【００６３】
C.小麦発酵エキスの化粧品・浴剤への応用実施例
【実施例７】
【００６４】
小麦発酵エキス入りハンドクリームの製造
　表１１に記載した配合において脂溶性基材１の軟膏に実施例２で製造した小麦発酵エキ
スを１割前後添加して混合して軟膏を得た。
 
【００６５】
【表１１】

【実施例８】
【００６６】
小麦発酵エキス入り保湿クリームの製造
１．小麦発酵エキス入り保湿クリーム処方
　使用成分を表１２に示した。Ａ組を７０℃で加熱溶解し、これに１／４量の精製水で溶
き７０℃で加熱溶解したＢ組と、１／４量の精製水で溶き７０℃で加熱溶解したＣ組を加
え、ホモジナイザーで充分混合した後４０℃まで冷却し、Ｄ組を加えてｐＨを６．８まで
調整した後、残りの精製水と実施例２で製造した小麦発酵エキスを適量加え、充分混合し
て乳液を得る。なお、小麦発酵エキスは、５ｍｇ／ｍｌになるように予め精製水に溶解し
ておき、乳液１００ｇに対しては、その０．１ｍｌを添加する。
【００６７】
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【表１２】

【００６８】
２．小麦発酵エキス入り保湿クリームの効果
　本クリームを男女４３人に使用してもらいアンケート調査を行った。その結果、保湿効
果について確かに効果ありと答えた者が１８名、やや効果ありと答えた者が１８名、効果
なしと答えたものが２名、無記入が５名であった（一標本符号検定：Ｐ＜０．０００１）
。あれ肌の改善の防止効果について、確かに効果あり良いと答えた者が６名、やや効果あ
りと答えた者が１３名で、効果なしと答えたものは０名、無記入が２４名であった。（一
標本符号検定：Ｐ＜０．０００１）。使用後の肌の症状の悪化について、あると答えた者
が０名であった。また、軽度のアトピー様症状を持つ４名に本クリームを使用してもらい
アンケート調査を行ったところ、アトピー性皮膚炎の改善について、確かに効果ありと答
えた者が３名、やや効果ありと答えた者が１名であった（一標本符号検定：Ｐ＜０．１２
５）。その他には、にきび跡の治りが早いという者が１名いた。また、本クリームを９名
の男性に髭剃り後に使用してもらいアンケート調査を行ったところ、８名が髭剃り後の痛
みの軽減、かさつきの防止、かみそり傷の早期治癒などに効果があったと答えた（一標本
符号検定：Ｐ＜０．０１）。さらに五十肩の症状のある２名が肩に塗って痛み軽減効果を
試したところ、１名は効果ありと答えた。
【００６９】
　さらに、このクリームを火傷患者に用いた。両手皮膚を同程度に火傷した患者に、片手
に実施例２で製造した小麦発酵エキスを含むクリームを、もう片方の手に小麦発酵エキス
を含まないクリームを塗り経過を見たところ、小麦発酵エキスを含むクリームを外用した
手の方が明らかに早く回復した。この例を含み１０名の火傷患者に外用したところ、いず
れも小麦発酵エキスを含むクリームを外用した箇所は小麦発酵エキスを含まないクリーム
を外用した箇所よりも創傷が早く回復した（フィシャーの直接確率：Ｐ＜０．０００１）
。以上のことから本小麦発酵エキスは火傷に対する治療効果を有することが示された。
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【実施例９】
【００７０】
小麦発酵エキス入り化粧水の製造
１．小麦発酵エキス入り化粧水処方
　使用成分を表１３に示した。小麦発酵エキスは、実施例２で製造した小麦発酵エキスを
５ｍｇ／ｍｌになるように予め精製水に溶解しておき、化粧水１００ｇに対しては、その
０．１ｍｌを添加する。
【００７１】
【表１３】

【００７２】
２．小麦発酵エキス入り化粧水の効果
　本化粧水を５人の女性に使用してもらいアンケート調査を行った。その結果、保湿効果
について良いと答えた者が３名、普通と答えた者が２名であった。いずれも肌のトラブル
はなかった。
【実施例１０】
【００７３】
小麦発酵エキス入り入浴剤の製造
　生体機能の改善を目的として小麦発酵エキスを加えた入浴剤を作製した。入浴剤の基本
成分を表１４に示した。
【００７４】
【表１４】

【００７５】
　小麦発酵エキス入り入浴剤としては実施例２で製造した小麦発酵エキスの１１０μgを
上記成分に添加して作製した。１０２人の被験者にブラインドでエキス入りとエキスの入
っていない対照を渡し、通常の浴槽（１６０～２００リットル）に入浴時に用いてアンケ
ート（(1)体の温まり具合、(2)湯冷めのしにくさ、(3)疲労回復効果、(4)寝付き易さ、(5
)肩こりの取れ具合、(6)筋肉痛に対する効果、(7)神経痛に対する効果、(8)腰痛に対する
効果、(9)冷え性に対する効果、(10)水虫の改善効果、(11)肌のかさつき改善効果、(12)
アトピー性皮膚炎への効果）を行った。その結果、対照に比べて７％以上の改善が見られ
たのは、(1)体の温まり具合(１０％)、(2)湯冷めのしにくさ（７．９％）、(6)筋肉痛に
対する効果（１３％）、(8)腰痛に対する効果（１６％）、(9)冷え性（１０％）、(11)肌
のかさつき改善効果（７．３％）に対する効果であった（Ｍａｎｔｅｌ－Ｈａｅｎｓｚｅ
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ｌ検定：Ｐ＜０．０４）。以上の結果から、小麦発酵エキスを入浴剤として用いることで
、痛みに対する緩和効果と、体の温まりぐあいを改善することが認められた。
【００７６】
D.小麦発酵エキスの機能性食品への応用実施例
【実施例１１】
【００７７】
小麦発酵エキス入りアメの製造
(1) 原材料としてグラニュー糖、水飴、水に実施例２で製造した小麦発酵エキスを加えた
ものを５：５：５：１の割合で混合し、加熱して１２０℃～１６０℃で煮詰める。
(2) 1で得たものを冷却用鉄板上で冷却し、棒状に引き伸ばして１ｇ前後の粒状に成型し
飴を得た。
【００７８】
　本アメ適量を水２０ｍｌに入れ、加熱することで溶解させた。この溶液中の小麦発酵エ
キス有効成分としてリポ多糖量を測定したところ、４．６μｇ/ｇであった。このアメを
、風邪をひいてのどの痛みのある男女６名に摂取させた。その後、直ちにのどの痛みに対
するアンケート調査を行った。のどの痛みについては、６名とも痛みが軽減したと感じた
（一標本符号検定：Ｐ＜０．０３）。
【実施例１２】
【００７９】
小麦発酵エキス入りアルコール分解機能増強食品の製造
　現在、アルコール分解機能増強食品として、市販されている製品に実施例２で製造した
小麦発酵エキスを混合し、新たな効果として咽喉痛の緩和が認められるか否かを検討した
。
市販製品：商標「飲んでお息」
成分を表１５に示した。
【００８０】
【表１５】

【００８１】
　現在の「飲んでお息」には、あまちゃずるエキス及び緑茶エキスが含まれているが、植
物エキスの有効成分のひとつであるリポ多糖量はわずかに１包あたり０．００２μｇ程度
である。従ってリポ多糖含有量が多い小麦発酵エキスを適正量添加することにより、新た
な機能を獲得することが期待される。小麦発酵エキスの有効成分のひとつであるリポ多糖
を１包２ｇ当たりに１～３０μｇ(小麦発酵エキスとして５～１５０μｇ)配合するのが望
ましいので、先ず１包に５０μｇの小麦発酵エキスが配合された製品を製造した。飲んで
お息の製造工程において１００ｇの製品当たり、実施例２で製造した小麦発酵エキス２．
５ｍｇを加えた。その結果、製品２ｇあたり、５０μｇの小麦発酵エキスを含む新しい製
品が製造された。
【００８２】
　飲酒しながらカラオケに興じ咽喉痛を訴える成人男女２０名を対象にして、これまでの
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「飲んでお息」と小麦発酵エキスを含んだ「飲んでお息」を１０名ずつに服用させ、公知
の効果であるアルコール分解能強化効果、及び咽喉痛緩和効果について検討した。その後
、直ちに咽喉痛緩和効果に対するアンケート調査を行った。その結果、「小麦発酵エキス
入り飲んでお息」には咽喉痛の軽減が１０名中８名認められ、対象の「飲んでお息」の１
０名中２名の効果と比較して統計的に有意な差（フィシャーの直接確率：Ｐ＜０．０１２
）が認められた。
【００８３】
E.小麦発酵エキスの薬効実施例
【実施例１３】
【００８４】
小麦発酵エキス入りグリセロール溶液の製造（アトピー性皮膚炎に対する治療効果）
　顔面、手足、体躯、首、腕、背部等に皮疹が観察され、自覚症状が中等度から高度症状
を示す難治性のアトピー性皮膚炎患者男女９人（２５歳から３４歳）に実施例２で製造し
た小麦発酵エキス５０μg/mlを含む５０％グリセロール溶液を患者に一日２～３回、一回
当たり２～３ｍｌを服用させた。自覚症状（掻痒感）は患者の訴えにより、軽度、中等度
、高度に分類した。２週間から２ヶ月使用後に再度受診し、効果を評価した。結果は著効
（皮疹の著明改善と自覚症状の殆どの消失）が４名（４４％）、有効（皮疹の軽度改善と
自覚症状の減少）が４名（４４％）、不変が１名（１１％）で、悪化が０名であった（一
標本符号検定：Ｐ＜０．０３）。以上から有効率８９％と判定された。
【実施例１４】
【００８５】
小麦発酵エキスの鎮痛作用
　実施例２で製造した小麦発酵エキスを蒸留水に溶かし、マウスにゾンデを用いて一匹当
たり、０．２ｍｌを経口投与した。９０分後にマウスに０．７％の酢酸を腹腔内投与し、
５分間様子を見た後に、３０分間に起こる身もだえ数を測定した。結果を表１６に蒸留水
投与対照の身もだえ数を３０％阻害するのに必要な各試料の量として示した。大腸菌由来
の低分子量リポ多糖の有効活性を１とした時に小麦発酵エキスは７となり、小麦発酵エキ
スが優れた鎮痛作用を示すことが認められた。
【００８６】
【表１６】

【実施例１５】
【００８７】
小麦発酵エキスのアトピー性皮膚炎抑制効果
　小麦発酵エキスのアトピー性皮膚炎に対する効果を調べるために、Ｉ型アレルギーモデ
ルを導入した。一群3～4匹の雄性のBALB/cマウスに抗ジニトロフェニル、マウスモノクロ
ーナル抗体を1μｇ/マウスで静脈投与した。一時間後に実施例２で製造した小麦発酵エキ
ス(４μｇ/マウス)を腹部皮内投与または経口投与（１００μｇ/マウス）し、さらに1時
間後に、マウスの耳介の表裏に０．２５％ジニトロフルオロベンゼン含有アセトン－オリ
ーブオイル混合溶液（４対１）をアレルゲンとして２０μｌ塗布した。塗布後、１、２、
２４及び４８時間目の耳介の厚さをシクネスゲージで測定し、塗布直前の厚さとの差（△
）を浮腫の程度とした。薬剤投与の効果は、アレルゲン投与1時間後に認められる早期反
応と、24時間後に誘導される遅発反応、それぞれの抑制を以下の式によって求められる抑
制率で評価した。｛抑制率 = (１－薬剤投与後の△耳介の浮腫/対照の△耳介の浮腫）×
１００｝結果を表１７に示す。表から明らかなように、小麦発酵エキスは皮内投与でも、
経口投与でもアレルギー反応を抑制した。
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【００８８】
【表１７】

【実施例１６】
【００８９】
小麦発酵エキスの感染予防効果
　小麦発酵エキスの感染予防効果を調べるために、メシチリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲ
ＳＡ）感染モデルを導入した。一群１０匹の雄性のBALB/cマウス（６－８週齢）にサイク
ロフォスファミド（ＣＹ）２００ｍｇ/ｋｇを腹腔内投与し、５日後に実施例２で製造し
た小麦発酵エキスを皮内投与した。３時間後にＭＲＳＡ（３×１０７コロニーフォーミン
グユニット（ＣＦＵ））を静脈内投与し、生存日数を調べた。結果を表１８に示した。表
から明らかなように小麦発酵エキスは生理食塩水（対照）群に比べて統計学的に有意な（
χ２検定、Ｐ＜０．００１）差でＭＲＳＡに対する感染予防効果が認められた。
【００９０】
【表１８】

【実施例１７】
【００９１】
小麦発酵エキスの転移がん治療効果
　小麦発酵エキスの転移がん治療効果を調べるために、ＭｅｔｈＡがん細胞の肺転移モデ
ルを導入した。一群１０匹の雄性のBALB/cマウス（６－８週齢）にＭｅｔｈＡ細胞を１×
１０５細胞静脈内投与し、１２日後より４日間連日、実施例２で製造した小麦発酵エキス
を皮内投与した。細胞移植２０日後に剖検し、肺を摘出し、ホルマリン固定を行った。肺
を肉眼で観察し、結節数を測定した。結果を表１９に示した。表から明らかなように小麦
発酵エキスは生理食塩水（対照）群に比べて統計学的に有意な（ｔ－検定、Ｐ＜０．００
１）差でＭｅｔｈＡの肺転移癌に対する治療効果が認められた。
【００９２】

【表１９】

【００９３】
F.おから発酵エキスに関連する実施例
【実施例１８】
【００９４】
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おから発酵エキスの製造
(1) ２リットルの三角フラスコに１.０リットルの水と、リン酸第一カリウム０.２ｇ、リ
ン酸第二ナトリウム１.１５ｇ、食塩８ｇ、塩化カリウム０.２ｇを加えた。
(2) １に乾燥おから２０ｇを加えた。
(3) ２をオートクレーブで滅菌した。
(4) 種菌の調製。前もって同じ組成で調製した２％おから培地５ｍｌに小麦粉より単離し
ておいたパントエア・アグロメランスのコロニーを一つ加え３７℃で一晩（１５時間）緩
やかに撹拌し、発酵させて、おから発酵用の種菌を準備した。
(5) ３に４を全量加え３７℃で緩やかに撹拌しながら、４８時間発酵させた。
(6) ５のおから発酵溶液をオートクレーブで１２０℃２０分間の加熱抽出をした。これを
遠心分離（クボタ　８８００、２０００ｒｐｍ、１０分間）し、上澄みを回収し、おから
発酵エキスとした。
(7) 乾燥重量の測定　０．３ｍｌを予め秤量した１．５ｍｌプラスチックチューブに移し
、凍結後、凍結乾燥機にて、凍結乾燥を行ったところ５．９７ｍｇで衡量となった。した
がって、６のおから発酵エキスの乾燥重量は溶液１ｍｌ当たり１９．９ｍｇ、全量１００
０ｍｌ当たり、１９．９ｇであった。
(8) ブラッドフォード法によるタンパク質定量ＢＳＡを標準タンパク質として、１０倍希
釈したサンプルでタンパク質量を測定した。結果を表１５に示した。
(9) 核酸含有量の測定　１００倍希釈したサンプルの２１０～３４０ｎｍの吸光度測定を
行った。２６０ｎｍの吸光度から３２０ｎｍの吸光度を引いた値と、ＤＮＡとしての吸光
度１ODあたり、５０μｇとしての最大含有量を算出した。
(10) 糖含量の測定　フェノール硫酸法によりグルコースを標準糖として測定した。
(11) リムラスアッセイによるリムラス活性物質含有量の測定　リムラス活性物質量は生
化学工業のトキシカラーシステムを用い、標準リムラス活性物質として、生化学工業Ｅｔ
－１を用いた。結果を表２０に示した
【００９５】
【表２０】

【実施例１９】
【００９６】
おから発酵エキスの免疫賦活作用
４８穴プレートにヒトマクロファージとして用いられる急性骨髄性白血病細胞株のＴＨＰ
－１（１×１０６個/２５０μl：１０％ウシ胎児血清入りＲＰＭＩ１６４０培地）を入れ
、予め３０分間前培養した。各サンプルの終濃度が１００～１００００ｎｇ／ｍｌになる
ように培地２５０μl（最終量５００μｌ）を加えた。サンプルにポリミキシンＢ（１２
．５μｇ/ｍｌ）を含む群を設けた（１００ｎｇ／ｍｌのみポリミキシンＢを含む群なし
）。４時間培養した後、培養上清と細胞を回収した。上清のＴＮＦ活性は、Ｌ－９２９細
胞障害試験により測定した。結果を表２１に示す。おから発酵エキスはポリミキシンＢ存
在下でもマクロファージからＴＮＦを産生させたが、低分子量リポ多糖はポリミキシンＢ
存在下ではマクロファージからＴＮＦを産生できなかった。このことからおから発酵エキ
スは低分子量リポ多糖とは異なり、小麦発酵エキスと同様の生物活性を持つ事が明らかで
ある。
【００９７】
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【表２１】

【００９８】
G.米粉発酵エキスの関連する実施例
【実施例２０】
【００９９】
米粉発酵エキスの製造
(1) ２リットルの三角フラスコに１.０リットルの水と、リン酸第一カリウム０.２ｇ、リ
ン酸第二ナトリウム１.１５ｇ、食塩８ｇ、塩化カリウム０.２ｇを加えた。
(2) １に乾燥米粉２０ｇを加えた。
(3) ２をオートクレーブで滅菌した。
(4) 種菌の調製。前もって同じ組成で調製した２％米粉培地５ｍｌに小麦粉より単離して
おいたパントエア・アグロメランスのコロニーを一つ加え３７℃で一晩（１５時間）緩や
かに撹拌し、発酵させて、米粉発酵用の種菌を準備した。
(5) ３に４を全量加え３７℃で緩やかに撹拌しながら、７２時間発酵させた。
(6) ５の米粉発酵溶液をオートクレーブで１２０℃２０分間の加熱抽出をした。これを遠
心分離（クボタ　８８００、２０００ｒｐｍ、１０分間）し、上澄みを回収し、米粉発酵
エキスとした。
(7) リムラスアッセイによるリムラス活性物質含有量の測定　リムラス活性物質量は生化
学工業のトキシカラーシステムを用い、標準リムラス活性物質として、生化学工業Ｅｔ－
１を用いた。米粉発酵エキス中のリムラス活性物質含有量は１．７μｇ/ｍｌと測定され
た。
【実施例２１】
【０１００】
米粉発酵エキスの免疫賦活作用
　４８穴プレートにヒトマクロファージとして用いられる急性骨髄性白血病細胞株のＴＨ
Ｐ－１（１×１０６個/２５０μl：１０％ウシ胎児血清入りＲＰＭＩ１６４０培地）を入
れ、予め３０分間前培養した。各サンプルの終濃度が１～１００００ｎｇ／ｍｌになるよ
うに培地２５０μl（最終量５００μｌ）を加えた。サンプルにポリミキシンＢ（１２．
５μｇ/ｍｌ）を含む群を設けた。４時間培養した後、培養上清と細胞を回収した。４時
間培養した後、培養上清と細胞を回収した。上清のＴＮＦ活性は、Ｌ－９２９細胞障害試
験により測定した。結果を表２２に示す。米粉発酵エキスはポリミキシンＢ存在下でもマ
クロファージからＴＮＦを産生させたが、低分子量リポ多糖はポリミキシンＢ存在下では
マクロファージからＴＮＦを産生できなかった。このことから米粉発酵エキスは低分子量
リポ多糖やリムラス陽性糖脂質とは異なる生物活性を持つ事が明らかである。
【０１０１】
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【表２２】

【０１０２】
H.わかめ発酵エキスに関連する実施例
【実施例２２】
【０１０３】
わかめめかぶ発酵エキスの製造
(1) ２リットルの三角フラスコに１.０リットルの水と、リン酸第一カリウム０.２ｇ、リ
ン酸第二ナトリウム１.１５ｇ、食塩８ｇ、塩化カリウム０.２ｇを加えた。
(2) １に乾燥わかめめかぶ２０ｇを加えた。
(3) ２をオートクレーブで滅菌した。
(4) 種菌の調製。前もって同じ組成で調製した２％わかめめかぶ培地５ｍｌに小麦粉より
単離しておいたパントエア・アグロメランスのコロニーを一つ加え３７℃で一晩（１５時
間）緩やかに撹拌し、発酵させて、わかめめかぶ発酵用の種菌を準備した。
(5) ３に４を全量加え３７℃で緩やかに撹拌しながら、７２時間発酵させた。
(6) ５のわかめめかぶ発酵溶液をオートクレーブで１２０℃２０分間の加熱抽出をした。
これを遠心分離（クボタ　８８００、２０００ｒｐｍ、１０分間）し、上澄みを回収し、
わかめめかぶ発酵エキスとした。
(7) リムラスアッセイによるリムラス活性物質含有量の測定　リムラス活性物質量は生化
学工業のトキシカラーシステムを用い、標準リムラス活性物質として、生化学工業Ｅｔ－
１を用いた。わかめめかぶ発酵エキス中のリムラス活性物質含有量は１３２μｇ/ｍｌと
測定された。
【実施例２３】
【０１０４】
わかめめかぶ発酵エキスの免疫賦活作用
　４８穴プレートにヒトマクロファージとして用いられる急性骨髄性白血病細胞株のＴＨ
Ｐ－１（１×１０６個/２５０μl：１０％ウシ胎児血清入りＲＰＭＩ１６４０培地）を入
れ、予め３０分間前培養した。各サンプルの終濃度が１～１００００ｎｇ／ｍｌになるよ
うに培地２５０μl（最終量５００μｌ）を加えた。サンプルにポリミキシンＢ（１２．
５μｇ/ｍｌ）を含む群を設けた。４時間培養した後、培養上清と細胞を回収した。４時
間培養した後、培養上清と細胞を回収した。上清のＴＮＦ活性は、Ｌ－９２９細胞障害試
験により測定した。結果を表２３に示す。わかめめかぶ発酵エキスはポリミキシンＢ存在
下でもマクロファージからＴＮＦを産生させたが、低分子量リポ多糖はポリミキシンＢ存
在下ではマクロファージからＴＮＦを産生できなかった。このことからわかめめかぶ発酵
エキスは低分子量リポ多糖やリムラス陽性糖脂質とは異なる生物活性を持つ事が明らかで
ある。
【０１０５】
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【表２３】

【産業上の利用可能性】
【０１０６】
　本発明により、安全な免疫賦活物質である植物発酵エキスを安価に製造することが可能
となり、こうして得られた植物発酵エキスは、ヒトを含む哺乳動物（具体的には家畜、愛
玩動物など）、鳥類（具体的には養鶏、愛玩鳥類など）、両生類、は虫類、魚類（具体的
には、水産養殖魚、愛玩魚類など）、無脊椎動物に及ぶ医薬品、動物用医薬品、医薬部外
品、化粧品、食品、機能性食品、飼料及び浴用剤に利用できる。
【図面の簡単な説明】
【０１０７】
【図１】小麦発酵エキス入り飼料によるコイヘルペス発症抑制効果を示す図である。

【図１】
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