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略語一覧 

 

APC   antigen-presenting cell 

AFM   Atomic Force Microscope 

BALF   Bronchoalveolar Lavage Fluid 

COVID-19  coronavirus disease 2019 

CLRs   C-type lectin receptors 

CTL   cytotoxic T lymphocyte 

DC   dendritic cell 

ELISA   Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 

FAE   follicle-associated epithelium 

FBS   Fetal bovine serum 

GALT   gut-associated lymphoid tissue 

IL   interleukin 

IRAK   IL-1R-activating kinase 

LPS   lipopolysaccharide 

LRR   leucin-rich repeat 

M cell   Microfold cell 

MDCK   Madin-Darby canine kidney cell 

MEM   Minimum Essential Media 

MHC   major histocompatibility complex 

NLRs   Nucleotide binding oligomerization domain-like receptors 
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PAMPs   Pathogen associated molecular patterns 

PBS   Phosphate Buffered Saline 

PFU   plaque forming unit 

PRRs   pattern-recognition receptors 

RLRs   Retinoic acid inducible gene-like receptors 

RIG   Retinoic acid-inducible gene 

SEM   Scanning electron microscope 

Tfh   T follicular helper 

TLRs   Toll-like receptors 

TRAFs   TNF-receptor-associated factors 

Treg   Regulatory T cell 

T-RFLP   Terminal restriction fragment length polymorphism 
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第 1 章  序論 

 

食品の機能は一次機能（栄養機能）、二次機能（感覚・嗜好機能）、そして三次機能（健康

の維持や向上に関与する生体調節機能）で説明される。食による健康維持・増進の観点から

三次機能が最近注目されており、様々な機能性食品が開発されている。例えば、植物から抽

出されるポリフェノールには抗酸化作用[1]など、藻類から抽出されるフコイダンなどの硫

酸化多糖には免疫賦活作用[2]など、動物の軟骨に含まれるコンドロイチン硫酸には関節症

改善作用[3]などが良く知られている。これら機能性食品の中でも乳酸菌は、整腸作用[4-6]

だけでなく、生体防御作用[7, 8]、抗アレルギー作用[9, 10]など様々な機能性が報告されて

おり近年関心が寄せられている。また、乳酸菌は炭素源、窒素源、微量ミネラルがあれば試

験管レベルの少量から 10t 以上のように大量に増やすことができ大きな需要に対しても供

給することができる。さらに詳細は後述するが乳酸菌の作用機序に関して従来知られてい

る腸管内での作用だけでなく、乳酸菌が体内に吸収され乳酸菌の構成成分が免疫細胞に認

識され免疫が活性化することも明らかとなり、加熱殺菌された乳酸菌（殺菌乳酸菌）の研究

が進み殺菌乳酸菌の利用が盛んとなった。殺菌乳酸菌の利用は発酵乳や乳飲料だけでなく

サプリメントや飲料、パン、菓子類などの一般食品にも配合するこができ殺菌乳酸菌の市場

は拡大している。しかし、殺菌乳酸菌を製造する過程の加熱処理が原因で乳酸菌が凝集し、

品質や物性への影響だけでなく有効性に対しても影響が懸念される。実際に、市場で流通し

ている殺菌乳酸菌の中には凝集した乳酸菌も見受けられる。このような背景から殺菌乳酸

菌は生きている乳酸菌（プロバイオティクス）に比べ有効性が低いと認識されている。しか

し、殺菌乳酸菌は保存安定性の向上や製造ラインの汚染リスクが低減することや耐熱性の

向上などプロバイオティクスより利便性が高く、殺菌菌体なので生きている微生物を摂取
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するリスクがない等多くの利点がある。そこで、本研究では凝集した乳酸菌を分散させるこ

とで物性（水分散性）、有効性（免疫応答、インフルエンザウイルスを用いた感染試験）が

向上すると仮定し、凝集した殺菌乳酸菌を分散化させる殺菌乳酸菌の製法の確立を目指し

た。そして、その技術を用い高い水分散性、有効性を有する「粒子制御した殺菌乳酸菌粉末」

を開発し、殺菌乳酸菌がプロバイオティクスに代わりうる新しい素材となるよう発信、発展

させていきたい。 

 

乳酸菌は古くから世界中の伝統的な発酵食品に利用されており、17 世紀後半にオランダ

の科学者レーウェンフックが顕微鏡を使って初めて乳酸菌を観察したと言われている。そ

の後、1860 年代にフランスのパスツールが発酵や腐敗は微生物によって起こされるという

ことを明らかにした。20 世紀初頭にはメチニコフがブルガリア地方の人々の長寿がヨーグ

ルトの常食が要因との｢不老長寿説｣を提唱したのをきっかけに乳酸菌の生化学的な研究が

世界中で盛んになった。その結果、腸内細菌叢の改善[4-6]、生体防御[7, 8]、抗アレルギー

[9, 10]、抗腫瘍[11, 12]、抗ウイルス効果[13-15]など乳酸菌のもつ多くの保健効果が報告さ

れるとともに、乳酸菌を含有する発酵乳や飲料は嗜好品としてだけではなく保健効果を期

待した食品として様々な国で摂取されるようになった。 

さらにより乳酸菌を摂取しやすいよう食品への配合を目的として殺菌乳酸菌が開発され

日本を中心に注目が集まっている。殺菌乳酸菌は生きている乳酸菌と比較して冷蔵保管の

必要がなく常温で輸送でき長期保存が可能で、製造過程で 100℃、数十分または超高温加熱

処理（120-150℃で数秒）が行われているので耐熱性にも優れており、加熱を有する一般食

品にも配合が可能である。さらに生きている乳酸菌は代謝により酸（乳酸や酢酸など）を産

生するので味等に大きな影響を与えるが、殺菌乳酸菌は死んでいる菌のため代謝すること



7 

 

もなく味に大きな影響を与えず様々な食品に加えることができ使い勝手も良い。また、殺菌

乳酸菌の免疫応答に対する機序も明らかとなり[16]、日本では殺菌乳酸菌を配合した製品が

数多く販売され、その影響は中国、韓国、台湾などアジア各国にも広まりつつある。 

一方、殺菌乳酸菌の機能性に関する研究は多く報告されているが、物性、製造等のものづ

くりの面における報告例は少ない。特に乳酸菌を加熱殺菌すると殺菌前は乳酸菌の粒子サ

イズが 0.5-5.0μm となるのに対し、加熱殺菌後は粒子サイズが 20～100μm と大きく変化

する点は興味深い。この粒子サイズの変化は食品（特に液体）に配合した時の製品の物性変

化や乳酸菌の効果に対しても影響を及ぶことが考えられる。そこで、本研究では加熱殺菌に

おける乳酸菌の粒子サイズの変化を国内で多く流通している乳酸菌種（Enterococcus 

faecalis）を中心に検証し、加熱殺菌による乳酸菌の凝集を分散化させる粒子制御技術を確

立し、乳酸菌の凝集を抑制した水分散性、有効性の優れた「粒子制御された新しい殺菌乳酸

菌」の開発を目指した。さらに、粒子制御した殺菌乳酸菌の効果をインフルエンザウイルス

を用いた感染防御試験にて評価した。 

はじめに乳酸菌の加熱殺菌処理によって起きる凝集の粒子サイズを粒度分布で確認し、

分散化させる技術を検討した。その技術を用いて凝集を分散化させた 3 種類の殺菌乳酸菌

（Enterococcus faecalis KH2、Lactobacillus plantarum SNK12、Leuconostoc mesenteroides 

subsp. mesenteroides）を作製し、マウスを用いたインフルエンザウイルス感染試験にて評

価した（第 2 章）。次に感染防御効果の有効成分の探索を E.faecalis KH2、L.plantarum SNK12

の 2 種類の殺菌乳酸菌を用いて行なった（第 3 章）。さらに乳酸菌の主たる保健効果である

便秘改善効果に対し有効性の有無を、ヒトを対象としたランダム化プラセボ対照二重盲検

並行群間比較試験にて排便促進および腸内細菌叢を指標に検証した（第 4 章）。最後に第 5

章では、殺菌乳酸菌の流通を想定して粒子サイズを制御した殺菌乳酸菌粉末の開発を行な
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い、粒子制御した殺菌乳酸菌粉末と通常方法で作製した殺菌乳酸菌粉末を水分散性、体内へ

の吸収、感染防御効果を指標に比較検証した。 

 

乳酸菌の機能性 

乳酸菌は古くから排便促進作用[17, 18]などが報告されており、様々な菌種で有効性が示

されている。その中でも日本国内では、Lactobacillus casei シロタ株の摂取による腸内の有

用細菌（乳酸桿菌およびビフィズス菌）数の増加作用 [19, 20]、腸内有害産物（インドール

および p- クレゾール）の産生抑制 [18]、腸内変異原物質の吸着および排出作用 [21]、便

秘および下痢患者における症状改善 [22]などの整腸作用が報告され、1998 年にはシロタ

株を用いた乳酸菌飲料が特定保健用食品として認可もされている [23]。シロタ株をはじめ

とした排便、整腸作用などを有する乳酸菌は生菌（プロバイオティクス：腸内フローラのバ

ランスを改善することによって宿主の健康に好影響を与える生きた微生物[24]）での報告が

一般的であった。しかし、乳酸菌など微生物が腸管に存在する M 細胞から生体内に取り込

まれる報告[25]や微生物に対する受容体[26, 27]が明確になるにつれ、乳酸菌の保健効果は

乳酸菌の増殖、代謝によるものではなく乳酸菌が抗原と認識されることが重要であると考

えられるようになり、乳酸菌を構成する成分に関する研究が盛んになった。特に免疫応答に

関しては微生物の細胞壁、DNA などが受容体に認識されることでサイトカイン等の免疫関

連物質を産生することがわかってきた。 

さらに有効性に関しては、スギ花粉症の軽減効果[28]、子宮内膜症臨床症状の軽減効果

[29]、皮膚機能改善効果[30]や抗メタボリックシンドローム効果[31]、認知機能改善[32]な

ど腸内だけに囚われず全身に対する有効性も報告され、乳酸菌配合製品といえば整腸作用

イメージするヨーグルトや乳酸菌飲料などが主であったが健康の維持、増進を期待しサプ



9 

 

リメントにも利用されるようになり市場規模も年々大きくなっている。 

 

乳酸菌と免疫 

腸管は粘膜によって外界と接しており、小腸においては栄養の吸収効率を高めるため絨

毛が発達し、その表面積はテニスコート 1.5 面分とも言われている。このため、小腸では病

原性細菌の感染や異物抗原の侵入の危険性に曝されることから、全末梢リンパ球の 60～

70％が集積する最大の免疫器官である。このような免疫細胞が集まる場所を腸管関連リン

パ組織（gut-associated lymphoid tissue , GALT）と呼ばれている。GALT の一つである小

腸パイエル板や絨毛には M 細胞と呼ばれる腸管内の抗原や微生物を取り込む上皮細胞が存

在する（Fig. 1-1） [33]。腸内に存在する常在菌や経口摂取された乳酸菌はこの M 細胞

（Microfold cells）を介して生体内に取り込まれ、M 細胞下に存在する樹状細胞やマクロフ

ァージなどの抗原提示細胞に貪食される[16]。そして、抗原提示細胞がサイトカインをはじ

めとした様々な免疫に関わる生理活性物質を産生、放出することで T 細胞や B 細胞を活性

化させるだけでなく、抗原を提示しこれらの細胞に抗原特異的な免疫応答を誘導する（Fig. 

1-2） [34]。経口摂取した乳酸菌は免疫応答を刺激することが報告されており、免疫賦活（感

染防御）[7]や免疫調節によるアレルギー症状の改善[10]、大腸炎の緩和[35]など、様々な

保健効果が報告されている。 

哺乳類には外来抗原、細菌、ウイルス等の感染に対する防御機構として自然免疫と獲得免

疫が備わっており、自然免疫は初めに起こる免疫応答である。自然免疫の中心は抗原提示細

胞である樹状細胞やマクロファージであり、それら細胞は細菌、ウイルス等の構成成分を認

識するトル様受容体（Toll-like receptors：TLRs）などのパターン認識受容体（pattern-

recognition receptors, PRRs）を発現している[36]。TLRs からの刺激により抗原提示細胞は
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活性化し、各種サイトカインなど免疫関連物質を産生することで他の免疫細胞に影響を与

える。細菌構成成分の認識は TLR2、TLR4、TLR5、TLR9 が知られており、TLR2 はグラ

ム陽性菌の細胞壁成分であるペプチドグリカンやリポテイコ酸を、TLR4 はグラム陰性菌の

細胞壁成分であるリポポリサッカライド（lipopolysaccharide, LPS）を、TLR5 は細菌の鞭

毛を構成するタンパク質（フラジェリン）を、TLR9 は細菌の持つ非メチル化 DNA（CpG 

DNA）を認識することが報告されている。また、TLR3 は 2 本鎖 RNA、TLR7、TLR8 は 1

本鎖 RNA を認識する[36, 37]。その他の代表的な PRRs としては NOD 様受容体（Nucleotide 

binding oligomerization domain-like receptors：NLRs)、RIG 様受容体（Retinoic acid 

inducible gene-like receptors：RLRs）などが知られている[36]。一方、獲得免疫は抗原に対

し誘導される抗原特異的免疫応答で抗原提示細胞が認識した抗原を主要組織適合遺伝子複

合体（major histocompatibility complex, MHC）分子上に提示し、T 細胞の表面に発現して

いる受容体を介して活性化する。獲得免疫は感染した細菌、ウイルス等の抗原を特異的に見

分け記憶することで、同じ細菌、ウイルスに対し効果的に排除できる仕組みである。また、

獲得免疫は自然免疫に比べると応答までにかかる時間は長く、数日から 1 週間程度かかる。

乳酸菌は抗原提示細胞である樹状細胞やマクロファージに存在する受容体（TLRs, NODs

など）に認識され、Th1、Th2、Th17 や Treg など様々な免疫細胞に働きかけ免疫刺激や過

剰な免疫応答に対する抑制[7, 10, 33]など免疫応答に作用することが報告されている。 

 

ウイルス感染症 

 人類と感染症の関わりの歴史は古く、エジプトのミイラからは天然痘に感染した痕が確

認されており、人類は常に感染症と闘っていると言っても過言ではない。中世ヨーロッパに

おいては人口の３分の１が死亡したといわれるペスト、世界中で５億人以上の者が感染し、
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死亡者数が 2,000 万人とも 4,000 万人ともいわれる 1918 年からのインフルエンザ（スペイ

ン風邪）など、感染症は多くの人類の命を奪ってきた。一方、18 世紀以降、ワクチンや治

療薬の開発により、感染症の予防・治療方法が進歩したが、インフルエンザは感染力の強さ、

症状の重篤性、肺炎等の合併症や、スペイン風邪のような世界的な大流行など未だに世界各

国で甚大な健康被害と社会活動への影響を引き起こしている。また、高齢者を中心とする慢

性疾患を有する者が罹患すると肺炎を併発するなど重症化する場合が多く、高齢化が進行

している日本にとってインフルエンザは大きな脅威となっている。さらに、近年、乳幼児に

おいて急性脳症も報告されている。本研究では、インフルエンザに着目しオセルタミビルに

感受性であり、マウスにおいて致死的感染を引き起こす A 型インフルエンザウイルス

（A/NWS/33、H1N1 亜型）を使用することで殺菌乳酸菌のインフルエンザウイルス感染防

御効果を評価した。 

 

乳酸菌と感染防御 

2019 年から脅威となっている新型コロナウイルス感染症（COVID-19）を受けて各国で

薬剤、ワクチンの開発が進められているが、時間、コストだけでなく安全性など様々な問題

も抱えており早急な対応は難しい状況である。そんな状況の中、個人の免疫力を上げること

で感染しても発症しない又は軽症で済むという感染予防処置に関心が向けられ、日常的に

摂取のしやすく、免疫応答の報告が多くされている乳酸菌は注目されている素材の一つで

ある[38, 39]。本研究では、インフルエンザウイルス感染症に対する殺菌乳酸菌の効果を主

に評価したが、ここで注目したのは、単に生体内でのウイルス増殖量とインフルエンザ症状

のみにとどまらず、生体防御機構（獲得免疫系）への影響である。後者は、後に同じ病原体

に出会った時の発症阻止能力に直結している。すなわち、病原体に対する抗体（特に中和抗
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体）量が多いと、再感染時での発症抑制が期待できる。「ワクチン」の目的は、「抗体」を産

生させることによって、感染症を“予防”することである。この点にこそ、インフルエンザウ

イルスと新型コロナウイルスの対策に共通点を見出すことができる。 

 

 

 

Fig. 1-1 Ultrastructure of the Peyer’s patches and FAE [33].  

A: At low magnification, the dome shape of the Peyer’s patch protrudes between villi into the 

lumen of the intestine; B: At higher magnification, M cells can be seen as epithelial cells with 

surface microfolds rather than the microvilli that are seen on the surrounding conventional 

enterocytes; C: Antigen is taken up preferentially through M cells. 
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Fig. 1-2 Antigen or bacteria uptake and recognition by T cells in the intestine [Modified from 

Reference 34].  

Antigen and bacteria may enter through the M cells in the follicle-associated epithelium 

(FAE) (a), and after transfer to local DCs, might then be presented directly to T cells in the 

Peyer’s patch (b). Alternatively, antigen or antigen-loaded DCs from the Peyer’s patch may 

gain access to draining lymph (c), with subsequent T-cell recognition in the mesenteric lymph 

nodes (d). 
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第 2 章 

乳 酸 菌 （ Enterococcus faecalis KH2 、 Lactobacillus plantarum SNK12 、 Leuconostoc 

mesenteroides subsp. mesenteroides）経口摂取におけるマウスインフルエンザ感染防御効果 

 

第 1 節 緒言 

本章では、加熱殺菌処理によって凝集した乳酸菌を高圧ホモジナイザー（Fig. 2-1）を用

いることで凝集を分散させることができるのか 3 種類の乳酸菌を使用して検証した。その

後、分散化させた乳酸菌が有効性を有しているのかマウスインフルエンザウイルス感染試

験にて確認した。乳酸菌は、Enterococcus faecalis、Lactobacillus plantarum、Leuconostoc 

mesenteroides subsp. mesenteroides の 3 種類を使用した。分散化の確認は、高圧ホモジナ

イザー処理前後の乳酸菌の粒子状態をレーザー回折式粒子径分布測定装置（Fig. 2-2）で粒

度分布および粒子径を測定し、効果の確認をマウスインフルエンザウイルス感染モデルで

感染後のウイルス量と中和抗体価（ウイルス感染.、阻害機能を持つ抗体量）、ウイルス特異

的な IgA 抗体（喉や消化管の粘膜表面に分泌される抗体）で評価した。 

ホモジナイザーは液体中の粒子を均一に加工することにより品質、性質を安定、向上させ

ることができる。ホモジナイザーには超音波でキャビテーションを起こし粒子を微粒化す

る超音波式（能力は高いが一度に処理する量が少ない）、高速回転で撹拌し微粒化する撹拌

式（比較的精度の必要ない加工に適している）、圧力をかけて粒子を微粒化する高圧式（処

理量が多く微細化が可能）がある。本研究では他検体の処理と微細化が可能な高圧ホモジナ

イザーを用いた。 

 

我々には感染に対する防御機能として自然免疫と病原体特異的に応答する獲得免疫が備
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わっている。自然免疫は体内に侵入した病原体や異常細胞を感知し排除する仕組みである。

メインにはたらく好中球やマクロファージ、樹状細胞といった食細胞は多種の異物や病原

体の分子に非特異的に反応することができるため迅速な応答が可能である。そのため自然

免疫は生体防御の最前線の免疫機構といえる。自然免疫の主となる免疫細胞であるマクロ

ファージや樹状細胞は細菌、ウイルス等の構成成分のパターンを認識する TLRs、NLRs、

RLRs などの PRRs を発現して[36]おり、PRRs からの刺激によりマクロファージや樹状細

胞が活性化し、各種サイトカインなど免疫関連物質を産生することで他の免疫細胞に対し

影響を与える。一方、獲得免疫は感染した細菌、ウイルス等の抗原を特異的に見分け記憶す

ることで特異的に排除できる。自然免疫に比べると応答までにかかる時間は長く、数日から

1 週間程度である。この獲得免疫で主に働く免疫担当細胞は、T 細胞（細胞障害性 T 細胞

（cytotoxic T lymphocyte, CTL）、ヘルパーT 細胞など）や B 細胞のリンパ球である。特に

ヘルパーT 細胞については近年多くのサブセットが発見されており、細胞性免疫に関わる

Th1 細胞、液性免疫に関わる Th2 細胞[40]、IL-4 産生に関わる濾胞性ヘルパーT 細胞（T 

follicular helper, Tfh）[41]、免疫抑制作用の制御性 T 細胞（regulatory T cell, Treg）[42]、

IL-17 を産生し炎症反応に関連する Th17 細胞[43]、IL-9 産生を介しマスト細胞や好酸球の

局所集積に関連する Th9 細胞[44]や IL-22 を産生しアトピー性皮膚炎に関連すると示唆さ

れている Th22 細胞[45]が報告されている。 

また近年、感染症が社会問題となっており COVID-19 だけでなくインフルエンザウイル

ス感染症も毎年世界的に流行しており罹患率、死亡率が高い感染症である。特に、免疫機能

が不十分な高齢者や子供に対する罹患リスクは高い。その対策としてワクチン接種、抗ウイ

ルス薬が行われているが、ワクチンは感染予防効果が明確ではない上、インフルエンザウイ

ルスは変異しやすく、その効果は不十分である。抗ウイルス薬に対しては薬剤耐性によるリ
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スクが懸念されるため広範囲での投与は避けたい。このような背景から、生体が本来有する

免疫力に依拠した感染症対策の重要性が注目され、食品成分による免疫賦活効果への期待

が高まっている。ヨーグルトをはじめとした発酵食品は長年の食経験から我々の健康維持

に寄与していることが知られており、プロバイオティクスの健康効果についても明らかに

なりつつある [46]。さらに、ヒト腸内や発酵食品から単離された乳酸菌がマウスモデルに

おいて抗インフルエンザ作用を発揮するプロバイオティクスも報告されている [47, 48] 。 

 

第 2 節 材料と方法 

乳酸菌 

乳酸菌は、炭水化物（糖類など）を発酵してエネルギーを獲得し、乳酸を生成する一群の

細菌の総称である。乳酸菌は通常、消費した糖類から 50％以上の割合で乳酸を生成する細

菌と定義されている。細胞の形態からは球菌と桿菌に大別され、基本的な識別法であるグラ

ム染⾊で陽性を示し、カタラーゼ（過酸化水素を分解する酵素）をもたず、芽胞（内生胞子）

を形成せず、動性がないという共通的な特徴もある。乳酸菌は 12 属以上に分けられており、

主に桿菌としては Lactobacillus 属、Carnobacterium 属、球菌としては Streptococcus 属、

Lactococcus 属、Enterococcus 属、Pediococcus 属、Tetragenococcus 属、Leuconostoc 属な

どがある。本研究では免疫への応答が報告されている Enterococcus、Lactobacillus、

Leuconostoc を使用した[49-51]。Enterococcus 属からは、ヒト糞便から単離された E. 

faecalis KH2（以下 KH2）（International Patent Organism Depositary in Japan number, NITE 

P-14444）を、Lactobacillus 属からは、赤カブの茎および葉から作られた無塩漬物（すんき

漬け）から単離された L. plantarum SNK12（以下 SNK）（International Patent Organism 

Depositary in Japan number, NITE P-1445）を、Leuconostoc 属からは葛（Pueraria lobata）
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のつるから単離された Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides（以下 LM）

（International Patent Organism Depositary in Japan number, NITE P-02751）を選定した。 

 

培地 

 炭素源として 6%グルコース(富士フィルム和光純薬)、窒素源として 2%酵母エキス(日本

ベクトン・ディッキンソン)、ミネラルとして 0.2%リン酸一カリウム(富士フィルム和光純

薬)、0.1%硫酸マグネシウム(富士フィルム和光純薬)、0.4%クエン酸三ナトリウム(富士フ

ィルム和光純薬)、0.01%硫酸マンガン(富士フィルム和光純薬)、および 0.05%グリセリン 

- 脂肪酸エステル(関東化学)を加え 121℃、15 分の条件で滅菌した。 

 

高圧ホモジナイザー（ECONIZER LABO-01、三丸工業） 

高圧式ホモジナイザーは液体に高圧力をかけて均質化する。高圧力をかけた液体はホモ

バルブを通過し、液体中の粒子を小さく均一化することができる。ホモバルブは均質バルブ

ともいわれており、高圧・低速で流しこんだ液体を強く圧縮している。その後、狭いすき間

から放出された液体は、インパクトリングという部位に衝突して、さらに液体中の粒子が粉

砕することで、より均質化した液体になる(Fig. 2-1)。 
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Fig. 2-1 The mechanism of the high-pressure homogenizer 

 

レーザー回折式粒子径分布測定装（SALD-2300、島津製作所） 

 粒子群にレーザー光を照射し、そこから発せられる回折・散乱光の強度分布パターンから

計算によって粒度分布を求める（Fig. 2-2）。特徴としては、測定範囲が数十ナノメートルか

らミリメートルにおよびワンレンジで測定できる。また測定時間が短く、リアルタイムで粒

度分布の変化を監視できる。 

 

Fig. 2-2 Measuring Principle of Laser Diffraction and Scattering 

 

殺菌乳酸菌の作製および高圧ホモジナイザー処理 

各乳酸菌を培地に接種し、 KH2：37℃、SNK および LM は 30℃、20 時間の条件で培養

後、100℃、30 分の条件で加熱殺菌し、蒸留水にて遠心洗浄 2 回行ない菌体を回収した。そ

の後、高圧ホモジナイザーを用い 15MPa で分散処理を行なった。 
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殺菌乳酸菌の平均粒子径の測定 

作製した各乳酸菌を蒸留水で 10mg/ml 濃度に調製した後、レーザー回折式粒子径分布測

定装置にて粒度分布を測定し平均粒子径を算出した。 

殺菌乳酸菌のマウスインフルエンザウイルス感染試験 

高圧ホモジナイザー処理した各殺菌乳酸菌をマウスに経口投与しインフルエンザウイル

スを経鼻感染させ感染 3 日後のウイルス量および感染 14 日後の中和抗体価、ウイルス特異

的 IgA を指標に評価した。 

細胞およびウイルス 

 各種インフルエンザウイルスに対し感受性をもつイヌ腎臓尿細管上皮細胞由来の細胞株

（Madin-Darby canine kidney cell, MDCK）細胞を使用した。培養は 5％ウシ胎児血清（Fetal 

bovine serum, FBS）を含むイーグルの最小必須培地（Minimum Essential Media, MEM）を

用いた。インフルエンザウイルスは、オセルタミビルに感受性であり、マウスにおいて致死

的感染を引き起こす A 型インフルエンザウイルス（A/NWS/33、H1N1 亜型）を使用した

[52]。ウイルスは、MDCK を用い 37℃の 5％ CO2 インキュベータ中で増殖させ、-80℃で

保存した。ウイルス特異的 IgA 量は ELISA 法（Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay）で

測定したが、その際に使用したウイルスタンパクは、スクロース勾配法による遠心分離

（100,000×g、4℃で 2 時間）によって精製したウイルスから調製した。 

 

動物感染試験 

雌性の 16～18g の特定病原体非含有 BALB/c マウス（6 週齢）を日本 SLC（静岡、日本）

から入手した。実験はすべて中部大学の動物実験指針に従い適正に実施された。尚、実験を

通して乳酸菌投与による副作用は検出されなかった。マウスに 2×104 PFU/50μl のインフ
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ルエンザウイルスを鼻腔内感染させた日を 0 日とし、各乳酸菌（5mg/日）およびオセルタ

ミビルリン酸塩（以下、OSL）（0.2mg/日）を蒸留水に溶解し、ウイルス接種の 7 日前から

接種後 14 日まで 1 日 2 回経口投与した。対照群のマウスには蒸留水のみを経口投与した。

感染３日目に肺および気管支肺胞洗浄液（Bronchoalveolar Lavage Fluid, BALF）を、14 日

目に血液および糞便サンプルを採取した。肺組織は 1mg に対し 10μl のリン酸緩衝食塩水

（(Phosphate Buffered Saline, PBS）を添加した後、10 秒間超音波処理し、1500xg、30 分

の条件で遠心後、上清を回収し-80℃に保存した。BALF に関しては気管カニューレを介し

0.8ml の氷冷 PBS で 4 回洗浄することによって回収し、1500xg で 10 分間遠心し上清を供

試サンプルとした。血液は 3,000xg で 10 分間遠心し、血清を回収し-20℃で保存した。糞便

抽出物は、糞便 1mg あたり 10μL の PBS を添加後、超音波処理で懸濁して、遠心処理す

ることによって調製した。 

 

中和抗体価の測定 

血清および BALF のインフルエンザウイルス特異的抗体価を、50％ plaque reduction 

assay にて測定した。約 200 plaque forming unit （PFU）のウイルスを、PBS で適宜希釈し

たサンプルと混合し、37℃で 1 時間処理後、各混合物を 35 mm dishes に単層状に培養した

おいた MDCK 細胞に感染させ、プラークアッセイを行なった。中和抗体力価は、血清およ

び BALF の代わりに PBS を含む対照のプラーク数を 100% とした時に、プラーク数を 50％

減少させた血清または BALF の最高希釈度とした。 

 

インフルエンザウイルス特異的 IgA の測定 

ELISA 法を用いて、BALF および糞便抽出物中のインフルエンザウイルス特異的 IgA を
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測定した。平底 96 ウェルプレート（日本ベクトン・ディッキンソン）に 1 μg/ml の精製ウ

イルスを 37℃で１時間コーティング後、PBS で 3 回洗浄し、10％スキムミルク含有 PBS で

ブロッキングした後、適宜希釈した BALF または糞抽出物をプレートに添加し、37℃で 1

時間処理した。その後、horseradish peroxidase-labeled goat anti-mouse IgA（Santa Cruz 

Biotechnology）と反応させた。PBS で洗浄した後、H2O2 を含有する基質溶液（0.4 mg /ml

の o−フェニレンジアミン）100 μl を添加した。室温で 20～25 分間反応後、50 μl の 1M 

H2SO4 を添加して反応を停止させ、マイクロプレートリーダー（iMarkTM、 BIO-RAD）で

吸光度（490 nm）を測定した。一方、IgA（Bethyl  Laboratories、Inc．、Montgomery、TX、

USA）を 10～1000 ng/ml の濃度に調製し、標準曲線を作成し、これを用いて各サンプルの

IgA 量を算出した。 

 

統計学的処理 

 データは平均値±標準偏差（SD)で標記した。統計学的有意性については一元配置分散分

析を行ない、テューキー多重比較検定（Tukey's multiple comparison test）（Statcel4、オー

エムエス出版）を用い比較した。 

 

 

第 3 節 結果 

高圧ホモジナイザー処理前後の殺菌乳酸菌の平均粒子径 

 殺菌乳酸菌の高圧ホモジナイザー処理前後の粒度分布を Fig. 2-3 に示した。A, C, E は処

理前、B, D, F を処理後、x 軸に粒子径、左 y 軸に積算の相対粒子、右 y 軸に頻度の相対粒

子を表している。また、平均粒子径および中央値を Table 2-1 に示した。結果、KH2 と LM
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に関しては高圧ホモジナイザー処理によって粒子径は顕著に小さくなった。SNK は高圧ホ

モジナイザー処理前においても粒子径は小さく高圧ホモジナイザー処理による変化は大き

くなかった。 

 

マウスインフルエンザウイルス感染試験 

インフルエンザウイルス量 

 感染 3 日目の肺および BALF 中のインフルエンザウイルス量をプラークアッセイにて評

価した（Fig. 2-4, 2-5）。KH2、SNK、LM 群すべての群で Control と比較して顕著に低値を

示しウイルス増殖を抑えていた。KH2 群の肺のウイルス量は Control に対し 31.3%（p<0.05）、

SNK 群は 30.1%(p<0.05)、LM 群は 34.3%であった。BALF にいても KH2 群は Control と

比較して 10.6%(p<0.01)、SNK 群は 9.2%(p<0.01)、LM 群は 35.8%であった。 

よって、高圧ホモジナイザー処理した乳酸菌の経口摂取は肺、BALF におけるインフルエ

ンザウイルスの増殖を抑制した。 

 

中和抗体価 

 感染 14 日目の血清および BALF 中の中和抗体価を評価した（Fig. 2-6, 2-7）。KH2、SNK、

LM 群すべての群で Control と比較して中和抗体価の有意（p<0.01）な上昇が認められた。

KH2 群の血清の中和抗体価は Control に対し 2.4 倍、SNK 群は 2.9 倍、LM 群は 1.6 倍で

あった。BALF においても KH2 群は 3.0 倍、SNK 群は 4.0 倍、LM 群は 2.2 倍であった。

一方、OSL 群は Control 群に対し有意（p<0.01）に低値を示した。 

以上の結果から、高圧ホモジナイザー処理した乳酸菌の経口摂取は血清、BALF 中の中和

抗体価を上昇させた。 
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インフルエンザウイルス特異的 IgA 

 感染 14 日目の BALF および糞便中のウイルス特異的 IgA を測定した（Fig. 2-8,2-9）。

KH2、SNK、LM 群すべての群で Control と比較してウイルス特異的 IgA が上昇し、その中

でも KH2、LM 投与群は有意（p<0.01）に高値を示した。KH2 群の BALF のウイルス特異

的 IgA は Control に対し 2.2 倍、SNK 群は 2.5 倍、LM 群は 2.4 倍であった。糞便中は、KH

群で 2.4 倍、SNK 群は 1.7 倍、LM 群は 2.0 倍であった。一方、OSL 群は Control 群に対し

低値であった。 

以上の結果から、高圧ホモジナイザー処理した乳酸菌の経口摂取は BALF、糞便中のイン

フルエンザウイルス特異的 IgA を上昇させた。 
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Fig.2-3 Measurement of KH2, SNK and LM using a laser diffraction particle size analyzer 

(SALD-2300). KH2 (A, B), SNK (C, D) and LM (E, F). A, C, D (non- homogenized) and B, 

C, D (homogenized) were suspended in distilled water and the relative particle mass 

(frequency and integration) was measured using a laser diffraction particle size analyzer. 
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Table.2-1 Measurement of KH2, SNK and LM using a laser diffraction particle size analyzer 

  particle sizes (μm) 

 homogenize Mean ± SD  Median 

KH2 

× 5.80 ± 0.65  7.37 

〇 0.94 ± 0.28  0.79 

SNK 

× 1.00 ± 0.11  0.98 

〇 0.93 ± 0.16  0.88 

LM 

× 6.54 ± 0.29  6.96 

〇 0.73 ± 0.16  0.69 

The KH2, SNK or d-LM were suspended in distilled water and particle sizes (mean and 

median) were measured using a laser diffraction particle size analyzer (SALD-2300). 
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Fig.2-4 Effect of LAB administration on virus load in the murine lung. 

Virus yield in samples were measured by a plaque assay on day 3 post infection. Each value is 

presented as the mean ± SD. n=5. **p < 0.01, *p < 0.05. KH2, E. faecalis KH2; LM, 

Leu.mesenteroides; OSL, oseltamivir; PFU, plaque-forming units; SNK, L. plantarum SNK12. 

 

 

Fig.2-5 Effect of LAB administration on virus load in the murine BALFs. 

Virus yield in samples were measured by a plaque assay on day 3 post infection. Each value is 

presented as the mean ± SD. n=5. **p < 0.01, *p < 0.05.  
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Fig.2-6 Effect of LAB administration on the neutralizing antibody titer against influenza A 

virus in the murine sera. 

The titer of the virus-neutralizing antibody is presented as the reciprocal of the dilution of 

sera that reduced the plaque number to a level below 50% of that seen in the virus control. 

Each value is presented as the mean ± SD. n=5. **p < 0.01. 

 

 

 



28 

 

 

Fig.2-7 Effect of LAB administration on the neutralizing antibody titer against influenza A 

virus in the murine BALFs. 

The titer of the virus-neutralizing antibody is presented as the reciprocal of the dilution of 

BALFs that reduced the plaque number to a level below 50% of that seen in the virus control. 

Each value is presented as the mean ± SD. n=5. **p < 0.01. 
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Fig.2-8 Effect of LAB administration on the production of influenza A virus specific IgA in 

murine BALFs. 

The influenza A virus specific IgA levels in BALFs were determined by ELISA. Each value is 

presented as the mean ± SD. n=5. **p < 0.01; *p < 0.05. 
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Fig.2-9 Effect of LAB administration on the production of influenza A virus specific IgA in 

murine feces. 

The influenza A virus specific IgA levels in feces were determined by ELISA. Each value is 

presented as the mean ± SD. n=5. **p < 0.01; *p < 0.05.  

 

第 4 節 考察 

本章の研究結果から今回使用した KH2、SNK、LM すべての殺菌乳酸菌において高圧ホ

モジナイザー処理することで凝集が解消されたが、SNK に対しては高圧ホモジナイザー処

理前においても凝集体が少なく乳酸菌種によって凝集の形成に差があることがわかった。

これは、乳酸菌が産生する多糖や粒子径、pH などが複雑に関与していると考えられるので、

今後は菌種間のゼータ電位や多糖量などを測定し凝集形成と関係を検証し乳酸菌開発に繋

げていきたい。 

また、インフルエンザウイルス感染防御作用に対してはすべての乳酸菌で有効であるこ

とがわかった。他の報告においても、L.paracasei、L.gasseri がインフルエンザに対して有効
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性を示し[53, 54]、in vitro ではあるが L.acidophilus, L.reuteri, L.salivarius など多くの乳酸

菌種で抗インフルエンザ作用[55]の報告例もあり、乳酸菌がウイルスに対して有効であるこ

とが示された。これら結果は微生物摂取による免疫刺激が全身の免疫を賦活化させ[パイエ

ル板の論文]、結果ウイルス感染による重篤化を抑制していると推察されるが、LPS のよう

に激しい免疫刺激の場合には過剰な炎症反応を引き起こし生体にとってマイナスに働く報

告[56]もあることから、すべての微生物が有効に働くかは不明である。そのため実際にヒト

が飲用する場合には in vitro（炎症性サイトカインの産生）による検証を経て、本研究で用

いたウイルス感染試験による評価をするべきである。 

また、本試験では試験の都合上で同時に検証ができず統計学的に比較はできなかったが、

Control と比較した結果 KH2 が最も高い抗インフルエンザ作用を示していた。その要因の

一つが菌数ではないかと考えられる。Park らは、経鼻投与ではあるが菌数依存的に抗イン

フルエンザ作用が強くなることを報告[57]しており、今回のマウスインフルエンザ感染試験

では乳酸菌の重量を一定としているが、重量と菌数は異なるのでこの差によって生じた可

能性も考えられる。KH2 は 0.5μm の球菌であるのに対し、SNK は長径 1.0-1.5μm、短径

0.5μm の短桿菌であり、同じ重量であれば E.faecalis の方が菌数は 2-3 倍多いと予想され

るが、実際に乳酸菌を DAPI 染⾊し蛍光顕微鏡で菌数を測定すると 1g あたりの菌数の差は

ほとんどなく、短桿菌である SNK の菌数は KH2 の 0.8-0.9 倍程度であった（data not shown）。

よって、乳酸菌種による抗インフルエンザ作用の差は乳酸菌の菌数ではなく、乳酸菌体構成

成分の免疫賦活作用の強弱ではないかと推測される。そこで、乳酸菌を構成する成分の何が

免疫を刺激しウイルス感染防御効果を向上させているか探索した。Kawashima[65]らは菌体

中の RNA をリボヌクレアーゼで分解処理すると、免疫刺激のトリガーの一つでもある IL-

12 の産生量が顕著に低下することを報告している。我々は RNA と IL-12 産生の関係に着
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目し、乳酸菌中の RNA をリボヌクレアーゼで分解処理しマウスインフルエンザ感染モデル

を用い検証を行なった。 
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第 3 章 

乳酸菌（Enterococcus faecalis KH2、Lactobacillus plantarum SNK12）のインフルエンザ感

染防御に関わる有効成分の探索 

 

第 1 節 緒言 

本章では、前章で高い抗インフルエンザ作用を示した 2 種類の殺菌乳酸菌の活性本体の

探索を行なった。有効成分が明確になることで殺菌乳酸菌の作製、製造を効率的に実施でき

るだけでなく、より有効性の高い殺菌乳酸菌の開発に繋げることが期待できる。そこで、免

疫応答に影響があると報告されている乳酸菌中の RNA に着目し、乳酸菌中の RNA を酵素

にて分解することで RNA のない乳酸菌を作製しマウス脾臓細胞を使った免疫刺激能とマ

ウスインフルエンザウイルス感染試験にて RNA が活性本体であるか評価した。 

 

経口摂取した乳酸菌は、腸管上皮細胞に認識され上皮細胞のサイトカイン産生制御や生

存維持、バリア機能の強化など生体に有益な効果をもたらすことが明らかとなりつつある

[58]。免疫担当細胞は、乳酸菌の構成成分である病原体関連分子パターン（Pathogen 

associated molecular patterns, PAMPs）、リポタンパク質、リポ多糖、ペプチドグルカン、

リポアラビノマンナン、リポタイコ酸、DNA などを PRRs により認識しており、その受容

体は TLRs、レチノイン酸誘導性遺伝子（retinoic acid-inducible gene, RIG）-Ｉ様受容体、

C 型レクチン受容体（C-type lectin receptors, CLRs）、NLRs、DNA センサーなどがあげら

れる[59-63]。その中でも TLR に関する研究は盛んに行われており、TLR1 から TLR9 につ

いては発現する細胞が特定され、リガンドやシグナル伝達経路が明確となり生体における

役割が解明されつつある。TLR は細胞表面や細胞内小胞、エンドソームに局在し[64]、細
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胞外にロイシンにリッチな領域 （leucin-rich repeat, LRR）、また細胞内に Toll/IL（インタ

ーロイキン）-1 receptor（TIR）ドメインと呼ばれる領域を有する。TLR ファミリー分子は

LRR 配列の多様性によって各種細菌構成成分に対する柔軟な対応手段を獲得したと言える。

また、TIR ドメインは様々なアダプター分子と相互作用し、細胞内へシグナルを伝達するた

めに必須の領域である。TLR の中でも我々は TLR7, 8 のリガンドである RNA に着目した。

Kawashima らや Inoue らは乳酸菌の RNA をリボヌクレアーゼで分解すると、ヒト末梢血

単核球もしくはマウス脾細胞によって産生される IL-12 が顕著に減少しており、それは

TLR7,8 を介した作用であることを報告している[65, 66]。また、IL-12 は樹状細胞、マクロ

ファージ、B 細胞などで産生される炎症性サイトカイン[67、68]であり、抗腫瘍、抗ウイル

スなどの免疫調節作用を有する。これらの報告から、乳酸菌の RNA は免疫刺激に影響を与

えていることを示唆しており、免疫系を介した乳酸菌の保健効果は乳酸菌 RNA の影響を受

けていると考えられる。そこで、第二章で有効な結果を示した乳酸菌 Enterococcus faecalis 

KH2（以下 KH2）、Lactobacillus plantarum SNK12（以下 SNK）を用い、リボヌクレアーゼ

処理で乳酸菌中の RNA を分解することで乳酸菌中の RNA が免疫応答に影響しているか検

証した。最初に in vitro（マウス脾臓細胞への添加試験）で IL-12 産生量を比較し[69, 70]、

さらに KH2、SNK とリボヌクレアーゼ処理で RNA を分解した KH2 と SNK を強制経口投

与し、第 2 章と同様マウスインフルエンザ感染モデルを用い感染防御効果で比較した。 

 

第 2 節 材料と方法 

殺菌乳酸菌の作製および乳酸菌中 RNA の分解 

殺菌乳酸菌を作製した後、RNA のリボースとリン酸基間の結合を加水分解する酵素（リ

ボヌクレアーゼ）を用い乳酸菌中の RNA を分解した。 
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KH2（E. faecalis KH2（International Patent Organism Depositary in Japan number, NITE 

P-14444））、SNK（L. plantarum SNK12（International Patent Organism Depositary in Japan 

number, NITE P-1445））は、6%グルコース(富士フィルム和光純薬)、2%酵母エキス(日本

ベクトン・ディッキンソン)、0.2%リン酸一カリウム(富士フィルム和光純薬)、0.1%硫酸マ

グネシウム(富士フィルム和光純薬)、0.4%クエン酸三ナトリウム(富士フィルム和光純薬)、

0.01%硫酸マンガン(富士フィルム和光純薬)、および 0.05%グリセリン - 脂肪酸エステル

(関東化学)組成の培地に接種し、 KH2：37℃、SNK：30℃の条件で 20 時間培養後、100℃、

30 分加熱殺菌し、蒸留水にて遠心洗浄 2 回行ない菌体を回収した。また、リボヌクレアー

ゼ処理は、RNase A（Invitrogen）を用いて行った。加熱殺菌した KH2 と SNK を蒸留水に

懸濁し RNase A を最終濃度 10μg/mL になるように添加した。37℃で 120 分間インキュベ

ートした後、蒸留水で 2 回洗浄した。リボヌクレアーゼ処理した KH2 および SNK をそれ

ぞれ R-KH2 および R-SNK とした。 

 

マウス脾臓細胞を用いた免疫刺激能の測定 

乳酸菌のリボヌクレアーゼ処理（RNA 分解）による免疫刺激能への影響をマウス脾臓細

胞に各乳酸菌を直接添加し培養後、培養上清中の IL-12 を測定することで評価した。 

終濃度１μg/ml になるよう各乳酸菌を RPMI1640 培地（Wako）で調製した後、8 週齢の

雌性 BALB/c マウス（日本クレアジャパン）から採取したマウス脾臓細胞を 96 ウェル細胞

培養プレートに添加し、37℃、5％ＣＯ2 条件下で培養した。24 時間培養後、培養上清を回

収し、Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay（ELISA）にて IL-12 の濃度を測定した。ELISA

で使用した試薬は、一次抗体（精製抗マウス IL-12（p70）抗体；BioLegend）、二次抗体（ビ

オチン抗マウス IL-12/IL-23 p40 抗体、BioLegend）、ブロッキング（Block Ace Powder、
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KAC ）、捕捉抗体（HRP アビジン、BioLegend）、基質（テトラメチルベンジジン；Sigma-

Aldrich）、標品（組換えマウス IL-12（p70）（ELISA Std.）、BioLegend）である[71]。 

 

マウスインフルエンザウイルス感染試験 

 乳酸菌のリボヌクレアーゼ処理（RNA 分解）による効果への影響をマウスに各乳酸菌を

経口投与しインフルエンザウイルスを経鼻感染させ感染 3 日目のウイルス量および感染 14

日目の中和抗体価、ウイルス特異的 IgA を指標に評価した。 

雌性の 16～18g の特定病原体非含有 BALB/c マウス（6 週齢）を日本 SLC（静岡、日本）

から入手した。実験はすべて中部大学の動物実験指針に従い適正に実施された。マウスに

2×104 PFU/50μl のインフルエンザウイルスを鼻腔内感染させた日を 0 日とし、各乳酸菌

（5mg/日）および陽性コントロールとしてオセルタミビルリン酸塩（以下、OSL）（0.2mg/

日）を蒸留水に溶解し、ウイルス接種の 7 日前から接種後 14 日まで 1 日 2 回経口投与し

た。対照群のマウスには蒸留水のみを経口投与した。感染３日目に肺および気管支肺胞洗浄

液（以下、BALF）を、14 日目に血液および糞便サンプルを採取した（Fig.3-1）。肺組織は

1mg に対し 10μl の PBS を添加した後、10 秒間超音波処理し、1500xg、30 分の条件で遠

心後、上清を回収し-80℃に保存した。BALF に関しては気管カニューレを介し 0.8ml の氷

冷 PBS で 4 回洗浄することによって回収し、1500xg で 10 分間遠心し上清を供試サンプル

とした。血液は 3,000xg で 10 分間遠心し、血清を回収し-20℃で保存した。糞便抽出物は、

糞便 1mg あたり 10μL の PBS を添加後、超音波処理で懸濁して、遠心処理することによ

って調製した。 

 感染後３日目に採取した肺および BALF サンプル中のウイルス量を MDCK 細胞モノレ

イヤー上のプラークアッセイにより定量した。感染 14 日目の血清および BALF は第 2 章に
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記載した 50% plaque reduction method を用いた中和抗体価の評価、BALF および糞便抽出

物は ELISA により IgA 濃度を測定した。 

 

統計学的処理 

 データは平均値±標準偏差（SD)で標記した。統計学的有意性については一元配置分散分

析を行ない、テューキー多重比較検定（Tukey's multiple comparison test）を用い比較した。 

 

 

 

 

Fig.3-1 Experimental procedure of influenza virus infection. 

Mice in the control or LAB groups were administered distilled water or LAB (5 mg/day in 

two doses per day) during the study period (day -7 to 14). Mice were intranasally infected 

with IFV on day 0. On day 3 post IFV infection, five mice were sacrificed from each group to 

quantify virus loads in BALFs and lung. The remaining five mice were sacrificed for 

measurement of neutralizing antibody and IgA levels on day 14. BALF, bronchoalveolar 

lavage fluids; IFV, influenza A virus; LAB, lactic acid bacteria. 
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第 3 節 結果 

KH2 および SNK のリボヌクレアーゼ処理によるマウス脾細胞の IL-12 産生 

 KH2 および SNK 共にリボヌクレアーゼ処理を行なうことでマウス脾細胞から産生され

る IL-12 産生量は著しく低下した（p < 0.01）（Fig. 3-2）。また、IL-12 産生量の減少は、

KH2 よりも SNK の方が顕著であった。 

 

マウスインフルエンザ感染モデルにおける KH2、SNK リボヌクレアーゼ処理の影響 

インフルエンザウイルス感染したマウスの体重変化に対するリボヌクレアーゼ処理また

は未処理の KH2 および SNK の影響を Fig.3-3 に示した。対照群は、インフルエンザウイル

ス感染後 7 日目に約 16％の体重減少を示した。KH2、R-KH2、SNK および R-SNK 群は、

感染後 7 日目にそれぞれ約 14％、約 22％、約 17％および約 21％の体重減少を示した。リ

ボヌクレアーゼ処理群と未処理群では有意差は認められなかったが、KH2 および SNK は

R-KH2 および R-SNK よりも体重減少をわずかに抑制した。その後、これらの群のマウス

は徐々に体重が増加し、KH2 群は感染後 14 日目には感染前の体重レベルに戻った。 

 感染後 3 日目のインフルエンザウイルス感染マウスの肺および BALF におけるウイルス

量をそれぞれ Fig.4A および Fig.4B に示した。リボヌクレアーゼ処理または未処理の KH2

および SNK 投与は、対照群と有意な差を示さなかった R-KH2 の肺を除いて、すべての群

でウイルス量を有意に減少させた（p＜0.05）。同様の傾向は BALF でも観察された。尚、

OSL 群のウイルス量は著しく低かった。 

 Fig.5 は、感染後 14 日目の BALF（Fig.5A）および血清（Fig.5B）におけるインフルエン

ザウイルスに対する中和抗体価のリボヌクレアーゼ処理および未処理 KH2 および SNK の

影響を示した。未処理の KH2 および SNK を投与したマウスの BALF および血清の中和抗
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体価は、対照群と比較して有意に高かった（p＜0.01）。一方、BALF におけるリボヌクレア

ーゼ処理した R-KH2 および R-SNK 群の中和抗体価は対照群とほぼ同等であり、中和抗体

価はリボヌクレアーゼ処理により有意に低下した（p＜0.05）（図 5A）。血清においても有意

差は得られなかったがリボヌクレアーゼ処理で低下していた。また、OCL 群の中和抗体価

は BALF および血清のいずれにおいても対照群に比べて有意に低かった（p＜0.01）。 

 KH2 および SNK のリボヌクレアーゼ処理がマウスの局所の免疫応答への刺激を解明す

るために、感染後 14 日目に BALF および糞便中のインフルエンザウイルス特異的 IgA を測

定した（Fig.6A, B）。KH2 群の IgA は対照群と比較して有意に高値を示した（p＜0.01）。リ

ボヌクレアーゼ処理した R-KH2 群の IgA は対照群と変化なく、KH2 群と比較して BALF(p 

< 0.05)および糞便(p < 0.01)で有意に低値を示した。SNK 群と R-SNK 群の差は BALF で

は IgA に有意な差は認められなかったが、糞便においては R-SNK で有意に低値を示した

（p＜0.05）。一方、OCL 群では対照群と比較して BALF の IgA が有意に低値を示し、糞便

においても低値を示した（p < 0.01）。 
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Fig.3-2 Effect of ribonuclease treatment of LAB on IL-12 production in mouse splenocytes. 

Heat-killed E. faecalis KH2, and L. plantarum SNK12 were treated with or without 

ribonuclease and co-cultured with mouse splenocytes, for 24 hr. IL-12 protein concentration 

in the culture supernatant was measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 

Each value is presented as the mean ± SD. n=6. **p < 0.01 vs untreated for each LAB. KH2, 

non-treated E. faecalis KH2; R-KH2, ribonuclease-treated E. faecalis KH2; LAB, lactic acid 

bacteria; SNK, non-treated L. plantarum SNK12; R-SNK, ribonuclease-treated L. plantarum 

SNK12; Control, culture medium only.  
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Fig.3-3 Body weight changes of mice infected with the IFV. 

IFV infected mice were orally given distilled water (Control (filled circle)), 0.2 mg/day of 

oseltamivir (OSL (white circle)), 5 mg/day of bacteria (KH2 (filled square), untreated E. 

faecalis KH2; R-KH2 (white square), ribonuclease-treated E. faecalis KH2; SNK (filled 

triangle), untreated L. plantarum SNK12; R-SNK (white triangle), ribonuclease-treated L. 

plantarum SNK12) from 7 days prior to virus infection to 14 days post-infection. Body weights 

are relative to those on the day of viral infection (day 0), set as 100%. Each value is presented 

as the mean ± SD. n=5. IFV, influenza A virus. 
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Fig.3-4A, 4B Effect of LAB administration on virus load in the mice. 

Virus yield in BALFs (A) and lung samples (B) were measured by a plaque assay on day 3 

post infection. Each value is presented as the mean ± SD. n=5. **p < 0.01, *p < 0.05. BALF, 

bronchoalveolar lavage fluids; KH2, non-treated E. faecalis KH2; R-KH2, ribonuclease-

treated E. faecalis KH2; LAB, lactic acid bacteria; LAB, lactic acid bacteria; OSL, oseltamivir; 

PFU, plaque-forming units; SNK, non-treated L. plantarum SNK12; R-SNK, ribonuclease-

treated L. plantarum SNK12. 
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Fig. 3-5A, 5B Effect of LAB administration on the neutralizing antibody titer against IFV in 

the mice. 

The titer of the virus-neutralizing antibody is presented as the reciprocal of the dilution of 

BALFs (A) and sera (B) that reduced the plaque number to a level below 50% of that seen in 

the virus control. Each value is presented as the mean ± SD. n=5. **p < 0.01; *p < 0.05. 

BALF, bronchoalveolar lavage fluids; IFV, influenza A virus; KH2, non-treated E. faecalis 

KH2; R-KH2, ribonuclease-treated E. faecalis KH2; LAB, lactic acid bacteria; OSL, 

oseltamivir; SNK, non-treated L. plantarum SNK12; R-SNK, ribonuclease-treated L. 

plantarum SNK12. 
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Fig. 3-6A, 6B Effect of LAB administration on the production of IFV specific IgA in mice. 

The IFV-specific IgA levels in BALFs (A) and feces (B) were determined by ELISA. Each 

value is presented as the mean ± SD. n=5. **p < 0.01; *p < 0.05. BALF, bronchoalveolar 

lavage fluids; IFV, influenza A virus; KH2, non-treated E. faecalis KH2; R-KH2, ribonuclease-

treated E. faecalis KH2; LAB, lactic acid bacteria; OSL, oseltamivir; SNK, non-treated L. 

plantarum SNK12; R-SNK, ribonuclease-treated L. plantarum SNK12. 
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第 4 節 考察 

 マウス脾細胞を使った IL-12 産生とマウスインフルエンザ感染モデルを用いて、KH2 と

SNK の RNA が免疫応答に影響するか検証を行なった。その結果、リボヌクレアーゼ処理

により KH2 および SNK の RNA を分解した結果、脾細胞における IL-12 産生は著しく減少

した。インフルエンザウイルス感染防御効果においては、酵素処理で RNA を分解していな

い KH2 および SNK の経口投与は感染防御効果が期待できる結果であったが、リボヌクレ

アーゼ処理で乳酸菌の RNA を分解した結果、感染防御効果の低下が認められた。これらの

結果から、KH2 および SNK の RNA がインフルエンザウイルス感染防御効果の重要な因子

であることが示された。 

 一方、微生物の細胞壁が IL-12 産生に重要な因子であるという報告はあるが[68, 69]、本

研究結果では乳酸菌中の RNA が IL-12 産生に大きな影響を与える主要な因子である可能性

があり、菌種による差なのか分析方法による差であるのか不明なため今後は同一な菌種、方

法で比較をしてみたい。また、L. plantarum や S.mutans の細胞壁は、樹状細胞やマクロフ

ァージの TLR2 や TLR4 のシグナル伝達を介して IL-12 産生を強く誘導する [72, 73]が、

KH2 や SNK の IL-12 産生は RNA 依存である可能性が高いため異なるシグナル伝達である

と推測される。TLR3, 7, 8 を介して IL-12 を産生する報告もあることから[74, 75]、KH2 と

SNK も TLR3, 7, 8 を介したシグナル伝達である可能性が考えられる。二本鎖 RNA を認識

する TLR3 や一本鎖 RNA を認識する TLR7（ヒトでは TLR8）はウイルスを認識する受容

体として知られており[75, 76]、KH2 と SNK の RNA がインフルエンザウイルス感染防御

効果に影響していることから、KH2 および SNK の RNA がウイルス RNA と同様の免疫応

答をすることで感染防御効果が期待できるのではないかと考えられる。今後は、KH2 また

は SNK の全ゲノムを解析することで、インフルエンザウイルスが保有する RNA 配列と類
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似する配列がないか解析すると共に DNA を保有するウイルス（ヘルペスウイルス等）に対

する検証や TLR3, 7, 8 ノックアウトマウスや siRNA を用い詳細なメカニズムの解明に繋げ

ていく予定である。 

 また、KH2 と SNK には先行研究[77-81]と同様、ウイルス量の減少、ウイルス特異的抗

体の増加などインフルエンザウイルスの感染防御効果が認められた。乳酸菌の抗インフル

エンザ効果については、プロバイオティクス株を用いた報告が多く、本研究で使用した加熱

殺菌菌体は生菌と同等の効果を示したため、免疫を介材した抗ウイルス効果は生菌である

必要はないことが示された。その作用機序は、腸管内の M 細胞から乳酸菌を取り込み樹状

細胞やマクロファージが貪食することで全身または局所の免疫応答を誘導することである

と考えられる[82, 83]。我々も KH2 が腸管内のパイエル板から取り込まれることを確認し

ており、同様のメカニズムであると考えている。しかし、KH2 および SNK がパイエル板か

ら取り込まれた後の免疫反応に関しては不明なため免疫組織を中心に解析を行なうことで

作用メカニズムを明らかにしていきたい。 

 また、興味深いことに KH2 と SNK の RNA を分解するとインフルエンザウイルス感染

14 日目の血清および BALF の中和抗体価、血清および糞便中のウイルス特異的 IgA は有意

に低下したが（Fig. 3-5A, 5B, 3-6A, 6B）、感染 3 日目のインフルエンザウイルス量は RNA

分解による顕著な差は認められず、特に SNK においては RNA の分解による変化はほとん

ど認められなかった（Fig.3-4A, 4B）。ウイルス感染の初期は抗ウイルス I 型インターフェロ

ンなどの炎症性サイトカインが産生され自然免疫系がウイルス制御において重要な役割を

果たしている[84]。自然免疫がウイルスの認識に関与する主要な受容体は、TLRs、RLRs、

CLRs、NLRs であり[59-62]、RNA 分解で変化のあった KH2 の RNA は上記受容体に対し

影響を与えた可能性が考えられる。一方、SNK は RAN の分解で初期のウイルス抑制効果
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にはほとんど影響を及ぼさず、KH2 とは異なる免疫経路ではないかと思われる。また、感

染後 14 日目の中和抗体価および IgA 産生量に対しては RNA の分解で顕著に低下したこと

から、KH2 および SNK の RNA は自然免疫ではなく獲得免疫に大きな影響を与えることが

示唆された。 

 以上より、KH2 および SNK の経口投与はインフルエンザウイルス感染に対する防御効

果が期待できインフルエンザ治療薬としての可能性を見出した。さらに、有効成分の一つが

KH2 と SNK の RNA であることが示され、この RNA が獲得免疫に影響を与えることが示

唆された。本研究で得られた結果をもとに、今後の研究では、乳酸菌中の RNA を指標とし

てインフルエンザウイルス感染防御に対しより効果的な乳酸菌種を探索するだけでなく、

RNA の配列解析や生菌との比較を行なうことで作用メカニズムの解明にも繋げていきたい。 
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第 4 章 

加熱殺菌した乳酸菌 Enterococcus faecalis KH2 株の摂取が健常な日本人成人の腸内環境に

及ぼす影響と安全性の検討 

 

第 1 節 緒言 

 本章では、2 章で免疫刺激能、マウスインフルエンザウイルス感染防御に有効性を示した

殺菌乳酸菌 (E.faecalis KH2) が乳酸菌の保健効果として一般的に知られているプロバイオ

ティクス効果の一つである便秘改善の有効性を有しているのか検証を行なった。便秘改善

効果を確認することで殺菌乳酸菌は免疫に関連する作用だけでなく排便、整腸など消費者

が抱く乳酸菌の一般的な保健効果に対しても訴求できるようになり殺菌乳酸菌の普及に寄

与できる。 

 

近年、腸内細菌叢の測定に分子生物学的手法が用いられるようになり、腸内に存在する腸

内細菌の種類や占有率が従来の培養法での知見と大きく異なることが明らかになってきた。

この手法によれば、ヒトの腸内細菌は Firmicutes 門と Bacteroides 門、Actinobacteria 門お

よび Proteobacteria 門でほぼ 100％を占めている[85]。かつて、腸内の主要菌の一つと考え

られていた Bifidobacterium は 2％程度しか占有率のない Actinobacteria 門に属している。

食品成分による腸内環境への効果を検討する際は、Bifidobacterium よりむしろ、60％以上

の占有率を占める Firmicutes 門に属する Clostridium や Lactobacillus に対する影響を考慮

する必要がある。また、培養法が全盛期であった時代は生きたビフィズス菌や乳酸菌摂取に

よる整腸作用が重要であると考えられていたが[86, 87]、摂取した乳酸菌が腸管内で増殖す

るという報告例はなく、現在では乳酸菌による整腸作用やその他効果は他の要因で発揮さ
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れているのではないかと考えられるようになってきた。その考えを裏付けるように殺菌さ

れた乳酸菌を配合した野菜飲料摂取による排便促進[88]や抗ウイルス効果[89]など殺菌さ

れた乳酸菌摂取による効果の報告が増加している。 

そこで、本研究では近年、食生活の変化、運動不足、不規則な生活や恒常的なストレスな

どにより増加する便秘症状[90]を加熱処理した乳酸菌 Enterococcus faecalis KH2 株 (以下、

KH2) 摂取により解決できないか、Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism

（T-RFLP）法を用いた腸内細菌の占有率および便形スケール[91]、日本語版便秘評価尺度

（Consti—pation Assessment Scale, CAS）-MT[92, 93]を指標にプラセボ摂取群と比較を行

なった。また、身体測定、理学検査、末梢血液検査、血液学検査、血液生化学検査等を行い

KH2 の経口摂取における安全性について検証した。 

 

第 2 節 材料と方法 

研究デザイン 

ランダム化二重盲検プラセボ対照並行群間比較試験法にて実施した。研究計画書は医療

法人社団盛心会タカラクリニック（東京都品川区）の倫理委員会にて承認を得た（承認番号：

1506-1505-NN01-01-TC）。試験参加者に対しては、試験内容を十分に説明し試験参加への

同意を書面にて取得する。また、人を対象とする医学系研究に関する倫理指針およびヘルシ

ンキ宣言に則り、医学倫理に十分配慮し実施した。試験に先立ち、本試験への参加を望む者

に対しインフォームドコンセントを実施し、試験の方法・医学的意義および危険性について

十分に理解した上で自ら試験に参加を望む者を被験者とした。被検者は、排便が週２～5 回

の健常な日本人成人（30～59 歳）を対象とした。試験の参加にあたり、次の条件を除外基

準とした。①悪性腫瘍、心不全、心筋梗塞の治療の既往歴がある者、②心房細動、不整脈、
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肝障害、腎障害、脳血管障害、リウマチ、糖尿病、脂質異常症、高血圧、消化器系疾患 (潰

瘍性大腸炎、胃潰瘍、大腸憩室症を含む)、その他の慢性疾患で治療中の者、③医薬品 (漢

方薬を含む) を常用している者、④整腸作用に関与すると思われるヨーグルト、オリゴ糖、

乳酸菌を日頃から摂取している者、⑤アレルギー (被験品関連製品、医薬品) がある者、⑥

過去 3 年間に、花粉症の薬を使用した者、⑦喫煙者、⑧サプリメントや栄養素強化食品を習

慣的に摂取している者、⑨妊娠中、授乳中、あるいは試験期間中に妊娠する意思のある者、

⑩同意書取得日以前の 3 か月間において他の臨床試験に参加していた者、⑪その他、試験

責任医師が本試験の対象として不適切と判断した者。被検者は定められた用法・用量の通り

摂取し、暴飲暴食を避け、それまでの食生活および生活習慣を変えない。検査前日は飲酒と

過度の運動を行わない。採血を行う 6 時間前から飲食を禁止する。試験期間中は試験食以

外の整腸作用に関与すると思われる牛乳・乳製品、ヨーグルト、オリゴ糖、乳酸菌等の製品

をなるべく摂取しない。試験食品の摂取の有無、生活状況については日誌に毎日記録し、摂

取検査前 1 週間および摂取期間中の便通日誌（日付、便通の有無、排便量、形状、臭い、爽

快感、特記事項）を記載した。また、KH2 の摂取は 100mg/日とし配合とし、夕食後に水ま

たはぬるま湯と共に摂取し、摂取期間は 1 週間とした。尚、プラセボは KH2 の代わりとし

てデキストリンを用いた。 

 

評価項目および評価方法 

 主要評価項目として腸内環境を測定した。解析は、末端蛍光標識したプライマーセットで

細菌 DNA を PCR 増幅し、制限酵素による消化後、フラグメントを解析する T-

RFLP(Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism)法を用いた[94]。試験参加者

の糞便を T-RFLP 法で分析し、Bifidobacterium、Lactobacillales 目、Bacteroides、Prevotella、
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Clostridium cluster IV、Clostridium subcluster XIVa、Clostridium cluster Ⅸ Clostridium 

cluster XI、Clostridium cluster XVIII、others の占有率を評価した。糞便の採取は、採便キ

ット（株式会社テクノスルガラボ）を用いた。 

 CAS-MT、便形スケールを用い排便に対する自覚症状を評価した。尚、CAS-MT による

検査項目は、「お腹が張った感じ(膨れた感じ)」「排ガス量が少ない」「便の回数が少ない」

「直腸に便が充満している感じ」「排便時の肛門の痛みがある」「便の量が少ない」「便が固

くて出にくい」「にじみ出る水様便がある」で、数値が低いほど自覚症状が良好であること

を意味する。一方の便形スケールを用いた便の形状評価は、便形状を以下 8 通りに分類し、

該当するものを選択させた。分類は「水様の下痢、排出速度が速い」「かゆ状で、表面が平

坦、排出速度がやや速い」「かゆ状で、表面に起伏がある」「形がくずれかけている」「筒状

でなめらかな表面」「筒状で、表面に裂け目がある」「筒状で、深い裂け目がある」「破片状、

または兎糞様(鹿やウサギの糞のような)」であった。 

 炎症マーカーとして、高感度 CRP (LA ラテックス凝集比濁法)を用い血中の CRP を測定

した。 

 安全性の評価に関しては、身体測定、理学検査、尿検査、末梢血液検査を実施した。身体

測定、理学検査、尿検査、採血は医療法人社団盛心会タカラクリニックにて行ない、末梢血

液検査は株式会社 LSI メディエンスへ委託した。身体測定は、身長、体重、body mass index

（BMI）、体脂肪率を評価項目とし、身長は身長計で測定し、体重と BMI、体脂肪率は

ZEUS9.9（株式会社神戸メディケア）を使用して測定した。理学検査は、収縮期血圧、拡張

期血圧、脈拍数を電子血圧計 ES-P730（テルモ株式会社）を用い測定した。尿検査は、試験

参加者より尿を 25ml 採取し、Aution Mini Am-4290（アークレイ株式会社）で蛋白(正常値: 

-、正常値外: ±、1+、2+、3+、4+)、ブドウ糖(正常値: -、正常値外: ±、1+、2+、3+、4+)、
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ウロビリノーゲン(正常値: 正常、正常値外: 1+、2+、3+、4+)、ビリルビン (正常値: -、正

常値外: 1+、2+、3+、4+)、ケトン体(正常値: -、正常値外: ±、1+、2+、3+、4+)、pH (正

常値: 5.0-7.5、正常値外: 4.5 以下、8.0 以上)、潜血(正常値: -正常値外: ±、1+、2+、3+)を

分析した。末梢血液検査は、試験参加者の静脈血を 13 ml 採血し、AST (GOT)、ALT (GPT)、

γ-GTP、ALP、LD (LDH)、LAP、総蛋白、尿素窒素、クレアチニン、尿酸、CK、血清ア

ミラーゼ、総コレステロール、HDL-コレステロール、LDL-コレステロール、トリグリセリ

ド (TG: 中性脂肪)、遊離脂肪酸、グルコース、ヘモグロビン A1c (HbA1c : NGSP)、グリ

コアルブミン、白血球数、赤血球数、ヘモグロビン、ヘマトクリット値、血小板数、MCV 

(平均赤血球容積)、MCH (平均赤血球⾊素量)、MCHC (平均赤血球⾊素濃度)、白血球像を

分析した。 

 

選抜とランダム化 

 試験参加に同意した者は 42 名で、そのうち問診や選抜基準により 12 名を除外した。選

抜基準は、スクリーニング検査における腸内フローラ検査で Bifidobacterium の占有率が少

ない者であった。30 名を本試験に組み入れ、乳酸菌摂取群（KH2 群）15 名と乳酸菌をデキ

ストリンに置き換えたプラセボ群 15 名ずつに、ランダムに割付けた。割付けは、StatLight 

#11 Ver. 2.10 (ユックムス㈱) を用いて割付けた。 

 

統計学的処理 

 本研究の解析データセットは、サブグループセットとした。本研究における Full Analysis 

Set (FAS) の定義は、全登録症例より「割り付けられた介入の提供を受けた症例」、「対象集

団の条件を満たさない症例 (確定診断により対象外疾患と判定されている症例や、明確に定
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義された客観的に判定可能な重要な選択・除外基準に抵触する症例)」、「ランダム化後介入

を一度も受けていない症例」、「ランダム化後のデータが全くない症例」を除外したものとし

ており、サブグループセットは FAS より「ベースライン時の排便日数が 6 日以上の症例」

を除外したものとした。群間比較は、試験食品群とプラセボ群を比較することとし、平均値

と標準偏差で示した。摂取前 (ベースライン) と変化量の比較は Student の t 検定、摂取 1

週間後の測定値の比較はベースラインを共変量、群を固定因子とした共分散分析 

(ANCOVA) を用いた。尿検査の pH と比重は、平均値と標準偏差で示し、Student の t 検

定を用いて群間比較した。ブドウ糖、蛋白質、ビリルビン、ウロビリノーゲン、潜血、ケト

ン体、亜硝酸塩、白血球は、正常または偽陽性・陽性に該当する各群の n 数を示し、カイ二

乗検定を用いて群間比較した。すべての統計解析は、SPSS ver.23.0（日本アイ・ビー・エム

株式会社）を使用し、有意水準 5%未満の両側検定とし、P<0.05 を有意差、0.1 を傾向差有

りとした。なお、多仮説により発生する多重性は考慮しないものとした。 

 

第 3 節 結果 

解析対象者 

 Fig.4-1 に試験参加者の追跡フローチャートを示した。摂取期間を通した摂取率は、全員

が 100%であった。よって、解析対象者は full analysis set であり、KH2 群では 15 名 (男性

3 名、女性 12 名、42.9±6.2 歳)、プラセボ群では 15 名 (男性 5 名、女性 10 名、42.3±8.1

歳) であった。なお、本試験で定めた糞便回数 2-5 回の回数の範囲を外れた者が確認された

ことから、糞便回数が定めた範囲を超えていた者 5 名を除外した追加解析も実施した。追

加解析は KH2 群では 10 名 (男性 2 名、女性 8 名、39.7±6.6 歳)、プラセボ群では 15 名 

(男性 3 名、女性 12 名、42.9±6.6 歳) であった。解析対象者の背景は Table 4-1 に示した。 
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腸内細菌叢 

 T-RFLP 法による腸内菌叢についての解析の結果を表 2 に示した。群間比較において摂

取前の KH2 群とプラセボ群との間に Bacteroides 占有率に有意差（P = 0.01）、摂取後の

Clostridium cluster Ⅳ占有率に有意差（P = 0.02）を認めた。また、摂取前と摂取 1 週間後

の占有率の変化量について解析した結果、Clostridium cluster Ⅳは有意（P = 0.003）の増加

が認められた。 

 

自覚症状 

 便通日誌による排便状態の評価（CAS）得点、排便日数、排便回数および排便量に関する

結果を表 3 に示した。CAS-MT での便秘の自覚症状評価は、KH2 群とプラセボ群ともに

減少しており、2 群間の差は認められなかった。排便日数/週および排便回数/週に関しては

KH2 群、プラセボ群ともに数値は増加した。しかし、排便量（個/週）のみが KH2 摂取で

有意に（p=0.01）増加し、変化量においても KH2 群の排便量は有意（p=0.01）に増加した。

便の形状に関しては、群間に有意差は認められなかった。 

 

炎症マーカー 

 KH2 群とプラセボ群の群内比較と群間比較の結果を表 4 に示した。いずれの比較でも有

意差は認められなかった。 

 

安全性評価 

 身体測定、理学検査を表 5、尿検査を表 6、末梢血液検査結果を表 7 に示した。身体測定、
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理学検査、尿検査においてはプラセボ群、KH2 群ともに摂取前後、変化量で有意な差は認

められなかった。 

末梢血液検査においては、プラセボ群と KH2 群の群間比較の変化量 (摂取前~摂取 1 週

間後)で有意差が認められた項目は、MCHC(p= 0.013)、好塩基球率 (p= 0.03)、単球数 (p= 

0.015)、好塩基球数 (p= 0.011) であった。また、有意差が認められた項目の変化量平均値

は、MCHC (プラセボ群：0 %、KH2 群：-0.9 %)、好塩基球率 (プラセボ群：0 %、KH2

群：0.4 %)、単球数 (プラセボ群：59.6 /μL、KH2 群：-23.4 /μL)、好塩基球数 (プラセ

ボ群：3.1 /μL、KH2 群：15.7 /μL)であった。また、群間比較の変化量で傾向差が認めら

れた項目は、MCH (p= 0.099)、尿素窒素 (p= 0.057) であった。傾向差が認められた項目

の変化量平均値は、MCH (プラセボ群：0.4 pg、KH2 群：-0.5 pg)、尿素窒素 (プラセボ群：

-1.1 mg/dL、KH2 群：1.5 mg/dL)であった。しかし、いずれの有意差も医学的に問題のあ

る差ではなかった。また、KH2 摂取による医学的問題のある変化、有害事象の報告はなく

試験参加者の健康状態に問題はないことを試験責任医師が判断した。 
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Fig.4-1 Study participant tracking flow chart 
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Table 4-1 Background of study participants in subgroups (fewer than 6 days of defecation), 

(intergroup comparison / placebo and KH2 group) 

 

 

 

有意確率

性別 男性: 3 (20.0%) 女性: 12 (80.0%) 男性: 2 (20.0%) 女性: 8 (80.0%) 1.00

 －30代 男性: 1 (6.7%) 女性: 4 (26.7%) 男性: 1 (10.0%) 女性: 3 (30.0%) -

 －40代 男性: 2 (13.3%) 女性: 6 (40.0%) 男性: 1 (10.0%) 女性: 4 (40.0%) -

 －50代 男性: 0 (0.0%) 女性: 2 (13.3%) 男性: 0 (0.0%) 女性: 1 (10.0%) -

年齢 (歳) 0.23

身長 (cm) 0.95

プラセボ群 (n = 15) KH2群 (n = 10)

Mean ± SD: 42.9 ± 6.2 Mean ± SD: 39.7 ± 6.6

Mean ± SD: 160.5 ± 8.1 Mean ± SD: 160.3 ± 8.0
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第 4 節 考察 

本試験の目的は、加熱殺菌処理した乳酸菌である E.faecalis KH2 の継続摂取が便秘気味 

(排便が週 2～5 回)である 30 歳以上 59 歳以下の日本人成人の腸内細菌叢および排便に

およぼす影響を評価することであり、主要評価項目は、T-RFLP 法を用いた糞便中に含ま

れる腸内フローラの同定とし被験者の腸内環境を評価した。その結果、摂取前の Bacteroides、

摂取後の Clostridium cluster Ⅳの占有率にプラセボ群と KH2 群との間に差（p < 0.05）が

認められたが、他の細菌に対しては差が認められなかった。また、Clostridium cluster Ⅳの

占有率の群間比較においては、プラセボ群が摂取前 11.6％に対し摂取 1 週間後が 7.3％と減

少しているのに対し、KH2 群では摂取前が 5.8％、摂取 1 週間後が 7.4％で増加していた。

この差に対し各細菌についても占有率の変化量を求め、両群間の変化量に有意な差がある

か解析した。その結果、KH2 群の Clostridium cluster Ⅳにのみ有意な差が認められた。こ

の結果から、KH2 の摂取は、Clostridium cluster Ⅳの占有率の保持、あるいは増加に働くこ

とが示唆された。我々が実施したパイロット試験（KH2 摂取の非盲検・単群前後比較試験）

においても、 KH2 の摂取で Clostridium cluster Ⅳの占有率が有意に上昇し、さらに CAS-

MT の解析により便秘の改善が期待される結果が得られていた。E.faecalis KH2 の摂取が

Clostridium cluster Ⅳの占有率の保持あるいは増加に働くことで排便に影響することが推

定された。 

便通に対する自覚症状は、KH2 群とプラセボ群における排便日数、および排便回数は 2

群とも有意に増加し群間における有意の差は認められなかった。これは、プラセボ効果が現

れたと推測された。しかし、排便量に対しては KH2 群でのみ有意に増加した。この結果か

ら、KH2 摂取は排便の頻度に影響は認められないものの、排便一回当たりの量を増加させ

る可能性が考えられる。CAS-MT での便秘の自覚症状評価は、KH2 群とプラセボ群ともに
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減少しており 2 群間の差は認められなかったが、摂取前から摂取 1 週間後にかけての変化

量は、やや KH2 群の方が大きく症例数を増加させれば CAS-MT においても有意な差を得

ることができる可能性がある。便通日誌と CAS-MT を用いた排便の評価をまとめると排便

回数に差はないものの、1 回あたりの排便量が増加していたことが判明した。便秘は、日本

消化器病学会より、本来対外に排出すべき糞便を十分量かつ快適に排出できない状態と定

義される[95]。また、米国消化器学会のコンセンサス会議では、残便感や週 3 回未満の排

便、肛門直腸閉塞感などが便秘の診断基準とされた[96]。本試験の結果である排便量の増加

は、残便感の低下に寄与すると考えられ便秘改善が期待でき排便量の増加は、腸内フローラ

の変動から Clostridium cluster Ⅳの占有率の増加または保持が関与している可能性がある。

近年の研究で Clostridium cluster IV および Clostridium subcluster XIVa には短鎖脂肪酸

（炭素数 6 以下のもので、酢酸、プロピオン酸、酪酸、吉草酸などを指す）、中でも酪酸を

産生し[97]、抑制性 T 細胞(Treg)を誘導する菌[98, 99]が多数存在することが報告されてい

る。短鎖脂肪酸は大腸の粘膜を刺激して腸管の蠕動運動を促進する[100-102]。また、産生

された短鎖脂肪酸は腸上皮細胞に速やかに吸収され、腸上皮細胞の増殖を促進し[103, 104]、

claudin-2, occludin など上皮細胞間隙構成蛋白の発現を通じて tight junction の復元に寄与

し、組織の修復に働いていると考えられている[105, 106]。また、免疫反応の抑制に働く Treg

細胞が消化管の炎症を実際に抑制しているかどうかはまだ明らかになっていないが、過剰

な免疫応答を抑制し炎症の終息に関わっている可能性は高い。KH2 の摂取が Clostridium 

cluster Ⅳの維持・増加に働き、腸内菌叢の多様性維持に働く可能性が示されたことは大変

意義深い。次世代シーケンサーを用いた近年の腸内細菌叢の研究により、菌叢を構成してい

る主要な細菌である Firmicutes 門、中でも Clostridium 目の細菌と Bacteroides 門

Bacteroides 目の細菌が密接なネットワークを作り[105]、菌叢の恒常性を保っていることが
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明らかにされている。今回の試験では摂取前のプラセボ群と KH2 群の Bacteroides 占有率

に有意の差が認められたため、解析を断念したが、今後症例数を増やし、事前の検査により

Bacteroides 占有率が同じになるように振り分けて、Bacteroides 属の細菌と Clostridium 属

の細菌との相互作用に与える KH2 摂取の影響の解析に興味が持たれる。Clostridium cluster 

Ⅳは、腸内の炎症の抑制や免疫調整などを司っていることが解明された腸内細菌でもある

[98]。高感度 CRP の発現量は、潰瘍性大腸炎や過敏性腸症候群などの疾病に関与している

[107, 108]。そこで、本試験は副次的アウトカムとして、血中の高感度 CRP を測定した。

いずれの比較においても有意な差は認められなかったが、KH2 群では平均値が減少してい

た (表 4)。今後、KH2 摂取における炎症マーカーを主要アウトカムとした追試験を実施し、

炎症の軽減作用が認められれば、E.faecalis KH2 の新たなる訴求点となると考えている。ま

た、安全性評価項目として、摂取前と摂取 1 週間後に身体測定・理学検査、尿検査、末梢血

液検査を実施した。血液検査において一部の項目において有意な変動は認められたが、いず

れも基準値内での軽微な変動であることから、KH2 に起因する変動ではないと考えられた。

よって、KH2 の摂取に伴う医学的に問題のある変化は認められなかった。 

加熱殺菌した乳酸菌 Enterococcus faecalis KH2 株を排便が週 2-5 回の日本人成人に 1 週

間継続摂取させた結果、排便量が増加し排便を促進したことが認められた。加え、

Clostridium cluster Ⅳ占有率の増加や CRP 値から抗炎症作用つながる結果を得ることがで

きた。また、安全性に関連する検査結果から、摂取に伴う副作用はなく、安全性に問題ない

ことが認められた。 
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第 5 章 

乳酸菌の水分散性向上によるインフルエンザ感染防御効果への影響 

 

第 1 節 緒言 

 本章では、インフルエンザウイルス感染防御、便秘改善を示した殺菌乳酸菌（E.faecalis 

KH2）に対し、流通を想定した粉末の殺菌乳酸菌の開発を行なった。粉末化は衛生管理や保

存安定性だけでなく輸送コスト低減などの多くの利点があり素材を普及させるためには必

須である。しかし、粉末化は分散化させた乳酸菌を再凝集させてしまう。そこで、高圧ホモ

ジナイザーで凝集を分散化させ、乾燥時に水溶性の物質を加えることで水に懸濁した際に

凝集が解消される「粒子制御した殺菌乳酸菌粉末」を開発した。その粒子制御した殺菌乳酸

菌粉末と未処理の殺菌乳酸菌粉末を水分散性（粒度分布、平均粒子径、観察にて評価）、マ

ウス小腸部位における体内への吸収、マウスインフルエンザウイルス感染試験にて比較す

ることで「粒子制御した殺菌乳酸菌粉末」の物性および機能性を評価した。 

 

近年、乳酸菌はサプリメントだけでなく飲料、お菓子、シリアルなど一般食品にも配合さ

れるようになり常温による殺菌乳酸菌粉末の原料として多く流通するようになってきた。

乳酸菌は腸管に存在するパイエル板から体内に取り込まれ樹状細胞やマクロファージなど

の抗原提示細胞によって貪食され、TLRs や NODs などの受容体によって菌体の構成成分

が認識されることでサイトカイン等の免疫関連物質を産生し免疫反応が起こると考えられ

ている。その際、乳酸菌はパイエル板上に点在する M 細胞から取り込まれるが、乳酸菌同

士が凝集し細胞より大きくなると物理的に取り込みが難しくなると推測される。我々が販

売されている幾つかの殺菌乳酸菌粉末原料を確認したところ乳酸菌同士が凝集し粒子サイ
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ズが 20μm 以上の製品も幾つか確認した。そこで我々は、何も処理しない凝集が認められ

る殺菌乳酸菌粉末と高圧ホモジナイザーにて凝集を解消し乾燥工程で再凝集しないよう水

溶性の物質（デキストリン）を加え粉末化した粒子制御した殺菌乳酸菌粉末を以下の項目で

比較した。比較は、①粒度分布計による水分散性の分析と原子間力顕微鏡および走査型電子

顕微鏡による観察、②マウスパイエル板からの取り込みを顕微鏡で観察、③マウスインフル

エンザ感染モデルを用いた感染防御効果を用いた。 

 

第 2 節 材料と方法 

粒子制御した殺菌乳酸菌粉末の作製 

 加熱殺菌した乳酸菌を高圧ホモジナイザー処理し粉体化した時に再凝集しないよう水溶

性かつ安価で安定性の高いデキストリンを等量加えることで粒子制御された殺菌乳酸菌粉

末を作製した。 

Enterococcus faecalis KH2（E. faecalis KH2（International Patent Organism Depositary in 

Japan number, NITE P-14444））は、6%グルコース(富士フィルム和光純薬)、2%酵母エキ

ス(日本ベクトン・ディッキンソン)、0.2%リン酸一カリウム(富士フィルム和光純薬)、0.1%

硫酸マグネシウム(富士フィルム和光純薬)、0.4%クエン酸三ナトリウム(富士フィルム和光

純薬)、0.01%硫酸マンガン(富士フィルム和光純薬)、および 0.05%グリセリン - 脂肪酸エ

ステル(関東化学)組成の培地に接種し、 37℃の条件で 20 時間培養後、100℃、30 分加熱殺

菌し、蒸留水にて遠心洗浄を 2 回行ない菌体を回収した。その後、何も処理せずスプレード

ライヤーにて粉体化したものを“n-LAB”とし、高圧ホモジナイザー（ECONIZER LABO-01、

三丸工業）にて処理後、等量のデキストリン（NSD300、サンエイ糖化）を加えスプレード

ライヤーにて粉体化したものを“d-LAB”とした。 
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平均粒子径の測定および観察 

粒子制御した殺菌乳酸菌粉末の水分散性を粒度分布および平均粒子径で評価し、原子間

力顕微鏡で n-Lab を観察し、走査型電子顕微鏡で n-LAB と d-LAB を観察し比較した。 

 

原子間力顕微鏡（AFM5100N、日立製作所） 

 原子間力顕微鏡（AFM：Atomic Force Microscope）は探針と試料に作用する原子間力を

検出するタイプの顕微鏡。AFM 探針は、片持ちバネ（カンチレバー）の先端に取り付けら

れており、この探針と試料表面を微小な力で接触させ、カンチレバーのたわみ量が一定にな

るように探針・試料間距離をフィードバック制御しながら水平に走査することで、表面形状

を画像化する。 

 

走査電子顕微鏡（JSM-6510LA、日本電子） 

 走査電子顕微鏡(SEM)は、二次電子を検出して画像を作り観察する。電子銃では電子源か

ら電子線を発生させて加速する。集束レンズと対物レンズは、加速した電子線を試料上に電

子スポットとして集束する。走査コイルは、電子スポットを探針(プローブ)として試料上を

移動させる。検出器は試料の電子線照射点から発生した信号電子を検出し、信号電子の量を

各点の明るさとして表示したのが SEM 像で、信号電子の発生量は表面の凹凸構造で変化す

るため、SEM 像には試料の表面形態が映し出される。 

 

各サンプルを蒸留水にて 10mg/ml 濃度に希釈した後、レーザー回折式粒子径分布測定装

置（SALD-2300、島津製作所）にて屈折率 1.55-0.01i の条件で粒度分布を測定し平均粒子

径および中央値を算出した。また、n-LAB および d-LAB を蒸留水に 10μg/ml 濃度で懸濁
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したものをメンブランフィルター（pore size: 0.4μm、東洋濾紙）上に塗布し、原子間力顕

微鏡、走査電子顕微鏡にて観察した。 

 

マウスパイエル板上の乳酸菌の観察 

 n-LAB および d-LAB の体内への吸収を蛍光染⾊した乳酸菌を投与することでマウス小

腸（パイエル板）での吸収を蛍光顕微鏡で観察し、吸収後の動向を共焦点レーザー顕微鏡で

観察した。 

乳酸菌を 25mg/mL になるよう懸濁し、Cy3（Amersham Cy3 Mono-Reactive Dye Pack、 

GE Healthcare）を添加して(終濃度 0.6mg/mL)、遮光し 2 時間インキュベートした。3000rpm、

15 分遠心、PBS で洗浄後、さらに PBS を 1mL を加え菌液を準備し、Ddy マウス（6 週齢

雄性）に 100 倍希釈した菌液を注入した後、ループアッセイで 1 時間インキュベートした。

安楽死させたマウスの腸管を摘出し、phalloigin（Alexa Fluor™ 488 Phalloidin、Thermo 

Fisher Scientific）と DAPI（Thermo Fisher Scientific）で 1 時間染⾊し蛍光顕微鏡

（OPTIPHOTO、NIKON）および共焦点レーザー顕微鏡（LSM 5EXCITER、ZEISS）で観

察した。 

 

マウス脾臓細胞を用いた免疫刺激能の測定 

 n-LAB および d-LAB の免疫刺激の比較をマウス脾臓細胞に添加し培養後、培養上清中の

IL-12 を測定することで評価した。 

終濃度１μg/ml になるよう各乳酸菌を RPMI1640 培地（Wako）で調製した後、8 週齢の

雌性 BALB/c マウス（日本クレアジャパン）から採取したマウス脾臓細胞を 96 ウェル細胞

培養プレートに添加し、37℃、5％ＣＯ2 条件下で培養した。24 時間培養後、培養上清を回
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収し、Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay（ELISA）にて IL-12 の濃度を測定した。ELISA

で使用した試薬は、一次抗体（精製抗マウス IL-12（p70）抗体；BioLegend）、二次抗体（ビ

オチン抗マウス IL-12/IL-23 p40 抗体、BioLegend）、ブロッキング（Block Ace Powder、

KAC ）、捕捉抗体（HRP アビジン、BioLegend）、基質（テトラメチルベンジジン；Sigma-

Aldrich）、標品（組換えマウス IL-12（p70）（ELISA Std.）、BioLegend）である[71]。 

 

マウスインフルエンザウイルス感染試験 

 n-LAB および d-LAB の効果の比較をマウス経口投与によるインフルエンザウイルス感

染試験（ウイルス感染 3 日後のウイルス量および感染 14 日後の中和抗体価、ウイルス特異

的 IgA を指標）にて評価した。 

 雌性の 16～18g の特定病原体非含有 BALB/c マウス（6 週齢）を日本 SLC（静岡、日本）

から入手した。実験はすべて中部大学の動物実験指針に従い適正に実施された。マウスに

2×104 PFU/50μl のインフルエンザウイルスを鼻腔内感染させた日を 0 日とし、各乳酸菌

（5mg/日）および陽性コントロールとしてオセルタミビルリン酸塩（以下、OSL）（0.2mg/

日）を蒸留水に溶解し、ウイルス接種の 7 日前から接種後 14 日まで 1 日 2 回経口投与し

た。対照群のマウスには蒸留水のみを経口投与した。感染３日目に肺および気管支肺胞洗浄

液（以下、BALF）を、14 日目に血液および糞便サンプルを採取した（Fig.5-1）。肺組織は

1mg に対し 10μl の PBS を添加した後、10 秒間超音波処理し、1500xg、30 分の条件で遠

心後、上清を回収し-80℃に保存した。BALF に関しては気管カニューレを介し 0.8ml の氷

冷 PBS で 4 回洗浄することによって回収し、1500xg で 10 分間遠心し上清を供試サンプル

とした。血液は 3,000xg で 10 分間遠心し、血清を回収し-20℃で保存した。糞便抽出物は、

糞便 1mg あたり 10μL の PBS を添加後、超音波処理で懸濁して、遠心処理することによ
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って調製した。 

 感染後３日目に採取した肺および BALF サンプル中のウイルス量を MDCK 細胞モノレ

イヤー上のプラークアッセイにより定量した。感染 14 日目の血清および BALF は第 2 章に

記載した 50% plaque reduction method を用いた中和抗体価の評価、BALF および糞便抽出

物は ELISA により IgA 濃度を測定した。 

 

統計学的処理 

 データは平均値±標準偏差（SD)で標記した。統計学的有意性については一元配置分散分

析を行ない、テューキー多重比較検定（Tukey's multiple comparison test）を用い比較した。 

 

 

Fig.5-1 Experimental procedure of influenza virus infection. Mice in the control, LAB, d-LAB, 

and OSL groups were administered distilled water, LAB, and d-LAB (5 mg/d, two doses per 

day) and OSL (0.2 mg/d, two doses per day), respectively, during the study period (days −7 

to 14). Mice were intranasally infected with IFV on day 0. On day 3 after IFV infection, five 

mice from each group were euthanized to quantify virus loads in BALFs and lungs. Five mice 

were euthanized for measuring neutralizing antibody and IgA levels on day 14. BALF, 

bronchoalveolar lavage fluid; d-LAB, dispersed lactic acid bacteria; IFV, influenza A virus; n-

LAB, non-treated lactic acid bacteria; OSL, oseltamivir phosphate. 
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第 3 節 結果 

n-LAB と d-LAB の粒度分布および粒子径 

n-LAB および d-LAB を蒸留水に懸濁した時の粒度分布を Fig.5-2(a, b)に示し、平均粒子

径および中央値を Table.5-1 に示した。n-LAB は粒子径が 55μm 付近に多く存在している

のに対し、d-LAB は粒子径が 0.7μm 付近に多く存在していた。平均粒子径においても n-

LAB は 35.454μm に対し d-LAB は 0.679μm と小さく、中央値も n-LAB が 40.761μm に

対し d-LAB が 0.633μm であった。原子間力顕微鏡および走査型電子顕微鏡の観察画像を

Fig.5-3 に示した。原子間力顕微鏡で観察したところ菌体の周囲に莢膜または単体外多糖の

ようなものが確認できた（Fig.5-3（a））。また、走査型電子顕微鏡で観察したところ n-LAB

と d-LAB を比較すると n-LAB は凝集体が認められた（Fig.5-3(b)）。 

 

マウスパイエル板上の n-LAB および d-LAB の観察 

n-LAB はパイエル板の上には確認できず、パイエル板周囲の粘膜の上で観察された（Fig. 

5-4(a)）。さらに n-LAB は凝集体として観察された。一方、d-LAB はパイエル板表面上に観

察された（Fig. 5-4(b)）。さらに d-LAB 投与におけるパイエル板の下層を確認するため cLSM

で観察した結果、d-LAB が体内に取り込まれていることがわかった（Fig. 5-4(c)）。 

 

マウス脾細胞における n-LAB および d-LAB の IL-12 産生量 

マウス脾臓細胞を使って n-LAB と d-LAB の IL-12 産生量を比較した結果、d-LAB は n-

LAB よりも有意に高値を示した（Fig. 5-5）。 
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n-LAB および d-LAB 経口投与におけるマウスインフルエンザ感染防御効果 

n-LAB および d-LAB 経口投与によるマウスの体重変化を Fig.5-6 に示した。対照群は、

インフルエンザウイルス感染後 7 日目に約 15.9％の体重減少を示したのに対し、n-LAB お

よび d-LAB 群は、14.9％、14.4％の体重減少を示し有意な差は認められなかったが、d-LAB

群は体重減少をわずかに抑制した。その後、これらの群のマウスは徐々に体重が増加し、d-

LAB 群は感染後 12 日目には感染前の体重レベルに戻った。 

感染後 3 日目のインフルエンザウイルス感染マウスの肺および BALF におけるウイルス

量をそれぞれ Fig. 5-7(a)および Fig. 5-7(b)に示した。n-LAB および d-LAB 群は、対照群と

比較し BALF（p<0.01）、肺（p<0.05）でウイルス量を有意に減少させた。さらに d-LAB 群

は n-LAB 群より BALF において有意にウイルス量が減少していた。尚、OSL 群のウイルス

量は著しく低かった。 

Fig. 5-8(a, b)は、感染後 14 日目の BALF および血清におけるインフルエンザウイルスに

対する中和抗体価への影響を示した。BALF においては n-LAB および d-LAB 群で対照群と

比較して有意に高値を示し、d-LAB 群は n-LAB 群より有意に高値を示した（p<0.05）。一

方、血清では d-LAB 群のみが対照群と比較して有意に高値を示した（p<0.01）。 

 n-LAB および d-LAB 投与がマウスの局所の免疫応答への刺激を解明するために、感染後

14 日目に BALF および糞便中のインフルエンザウイルス特異的 IgA を測定した（Fig. 5-8(c, 

d)）。d-LAB 群のみ対照群と比較して IgA 量が有意に高値を示した（p＜0.01）。さらに d-

LAB 群の糞便中 IgA 量は n-LAB 群と比較して有意に高かった（p<0.05）。 
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Fig.5-2 Measurement of n-LAB and d-LAB using a laser diffraction particle size analyzer 

(SALD-2300). n-LAB (a) and d-LAB (b) were suspended in distilled water and the relative 

particle mass (frequency and integration) was measured using a laser diffraction particle size 

analyzer. d-LAB, dispersed lactic acid bacteria; n-LAB, non-treated lactic acid bacteria; n= 3. 

 

Table.5-1 Measurement of n-LAB and d-LAB using a laser diffraction particle size analyzer 

 particle sizes (μm) 

 Mean ± SD  Median 

n-LAB 35.454 ± 0.378  40.761 

d-LAB 0.679 ± 0.203  0.633 

n-LAB or d-LAB were suspended in distilled water and particle sizes (mean and median) were 

measured using a laser diffraction particle size analyzer (SALD-2300). d-LAB, dispersed 

lactic acid bacteria; n-LAB, non-treated lactic acid bacteria; n = 3; **p < 0.01 vs. n-LAB. 

** ** 
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Fig.5-3 Microscopic images of n-LAB and d-LAB 

n-LAB and d-LAB were suspended in distilled water (10μg/ml) and applied to a membrane 

filter. Atomic force microscopy of n-LAB (a), n-LAB (b) and d-LAB (c) scanning electron 

microscopy images are shown. d-LAB, dispersed lactic acid bacteria; n-LAB, non-treated 

lactic acid bacteria. 
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Fig. 5-4 Microscopy images of the Peyer's patch in mice after LAB and d-LAB administration 

and Peyer's plate images after d-LAB administration with cLSM. n-LAB (a) or d-LAB (b) 

stained with Cy3 and Peyer's patches were imaged with a fluorescence microscope. The 

uptake of d-LAB by Peyer's patches after d-LAB administration was imaged with cLSM 

(c).The white triangular arrow shows the bacteria. cLSM, confocal laser scanning microscopy; 

d-LAB, dispersed lactic acid bacteria; n-LAB, non-treated lactic acid bacteria. 
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Fig. 5-5 Effect of ribonuclease treatment after n-LAB and d-LAB administration on IL-12 

production in mouse splenocytes. n-LAB and d-LAB were co-cultured with mouse 

splenocytes for 24 h. IL-12 concentration in the culture supernatant was measured using 

enzyme-linked immunosorbent assay. Control, culture medium only; d-LAB, dispersed lactic 

acid bacteria; n-LAB, non-treated lactic acid bacteria. Each value is presented as the mean ± 

SD; n = 6; **p < 0.01 vs. n-LAB. 
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Fig. 5-6 Body weight change in mice infected with IFV. IFV-infected mice were orally 

administered distilled water (control, filled circle), 0.2 mg/day of oseltamivir (OSL, white 

circle), 5 mg/day of non-treated lactic acid bacteria (n-LAB, filled square), and 5 mg/day of 

dispersed lactic acid bacteria (d-LAB, white square) from day 7 pre-infection to day 14 post-

infection. Body weights are relative to those on the day of viral infection (day 0), which was 

set as 100%. Each value is presented as the mean ± SD; n = 5; IFV, influenza A virus. 
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Fig. 5-7 Effect of n-LAB or d-LAB administration on viral load in mice. Virus yield in BALF 

(a) and lung samples (b) were measured using a plaque assay on day 3 post-infection. Each 

value is presented as the mean ± SD; n = 5; **p < 0.01; *p < 0.05. BALF, bronchoalveolar 

lavage fluid; d-LAB, dispersed lactic acid bacteria; n-LAB, non-treated lactic acid bacteria; 

OSL, oseltamivir; PFU, plaque-forming unit. 
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Fig. 5-8 Effects of n-LAB or d-LAB administration on the neutralizing antibody titer and IFV-

specific IgA production in mice. The titer of the virus-neutralizing antibody is presented as 

the reciprocal of the dilution of BALF samples (a) and sera (b) that reduced the plaque 

number to a level below 50% of that observed in the virus control. The IFV-specific IgA levels 

in BALF (c) and fecal samples (d) were determined using enzyme-linked immunosorbent 

assay. Each value is presented as the mean ± SD; n = 5; **p < 0.01; *p < 0.05. BALF, 

bronchoalveolar lavage fluid; IFV, influenza A virus; d-LAB, dispersed lactic acid bacteria; n-

LAB, non-treated lactic acid bacteria; OSL, oseltamivir. 
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第 4 節 考察 

Table.1、Fig. 5-2、Fig. 5-3 から培養した乳酸菌を洗浄し、乾燥粉末させると菌体同士が

結着し凝集体を形成することがわかった。原因の一つとして、蒸発する過程で乳酸菌が産生

する多糖や菌体表面に存在する莢膜が凝集に影響することで外側に移動する粒子が少なく

なり、中心に向かって収縮することで凝集がより強固になったと考えられる。さらに菌体表

面に存在する細胞表層タンパク質（surfacelayer protein: SLP）が電位の安定性に関与し，静

電的な非特異的な作用が結着の要因にもなる報告がある[109]。また、乳酸菌がキチンやム

チン等の多糖に付着することも報告されており[110]、乳酸菌が産生する多糖や莢膜を基に

菌体同士が接着したとも考えられる。そこで、菌体の凝集を解消させるために高圧ホモジナ

イザーを用いることで菌体の凝集を分散させ、さらに乾燥時に菌体同士が再凝集しないよ

うデキストリンを加えることで分散性の高い粒子制御された殺菌乳酸菌粉末（d-LAB）を作

製した。d-LAB を粒度分布計で測定した結果、平均粒子径が 0.679μm と、乳酸菌単体のサ

イズと同等で凝集体がほとんど存在していないことを示した。未処理の凝集体が存在する

乳酸菌（n-LAB）と d-LAB をマウスに投与し小腸パイエル板付近を観察した結果、n-LAB

はパイエル板に到達できずパイエル板を覆う腸管粘液上に漂っているのに対し、d-LAB は

パイエル板に到達していた。この差は腸管のムチンの三次元の綱目構造による物理的な障

害によるものだと考えられ[111, 112]、n-LAB は 50μm ほどの粒子サイズの凝集体が多く

存在しているのでムチンによってパイエル板への到達が阻まれ、d-LAB は 1.0μm 以下の

粒子サイズのためムチンを通過することができパイエル板まで到達できたのではないかと

考えられる。さらに乳酸菌の凝集はマクロファージや樹状細胞等の食作用による免疫応答

性も低下させることがわかった(Fig. 5-5)。以上のことから乳酸菌が凝集体を形成するとパ

イエル板の M 細胞からの取り込みが少なくなるだけでなく細胞の食作用にも影響し、乳酸
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菌が持つ免疫応答性が減弱する可能性が考えられる。次に n-LAB と d-LAB を用いマウス

インフルエンザ感染モデルを用いて感染防御効果の比較を実施した。結果は、凝集体が存在

する n-LAB は d-LAB に比べ感染 3 日目の BALF のインフルエンザウイルス量、感染 14 日

目の BALF の中和抗体価や糞便中のインフルエンザウイルス特異的 IgA で有意に低値を示

した。また、体重の推移に関しても n-LAB は control とほとんど同じ推移であったのに対

し、d-LAB は感染 7 日目以降体重の回復が早く 12 日目には感染前の体重に戻っていた。こ

れらの結果から乳酸菌の凝集は乳酸菌の有効性を低下させていることが推察される。よっ

て、乳酸菌の凝集が認められる製品が多く存在する中、凝集を解消させた「粒子制御した殺

菌乳酸菌粉末」を開発できたことは殺菌乳酸菌市場において有効性、品質の向上の側面から

も大きな意味を持つと思われる。今後は、より安定かつ安価に粒子制御・分散制御できるよ

う技術を確立し新規乳酸菌の普及・展開に繋げていきたい。 
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第 6 章  結論 

 

乳酸菌は、チーズ、ヨーグルト、漬物、味噌、醤油など古くから世界中の発酵食品に利用

されており、ロシアの微生物学者イリヤ・メチニコフの「ヨーグルト不老長寿説」[113]を

きっかけに発酵食品や乳酸菌の保健効果に対する研究が盛んになった。乳酸菌の研究はフ

ラーが提唱した生きている微生物「プロバイオティクス」を中心に行われ、その保健効果は

整腸作用だけでなくウイルス感染症からの早期回復[114, 115]など様々な報告がされてい

る。1997 年に光岡知足博士は微生物の死菌体や産生物質においても保健効果が期待できる

「バイオジェニックス（直接あるいは腸内細菌を介して免疫賦活作用，コレステロール低下

作用，血圧降下作用，整腸作用，抗腫瘍作用などを持つ食品成分）」という概念[116, 117]を

提唱し、乳酸菌の菌体成分や菌体産生物に対し盛んに研究が行われるようになり殺菌乳酸

菌の市場も拡大していった。しかし、機能、作用機序など生化学的な研究は積極的にされて

きたが加熱殺菌処理による乳酸菌の粒子状態など物理的な側面からの報告例は少ない。そ

こで、本研究では加熱殺菌すると乳酸菌が凝集する現象を検証し、その凝集を解消する技術

を確立することで粒子制御された殺菌乳酸菌粉末の開発を行なった。 

 第 2 章では、3 種類の乳酸菌 Enterococcus faecalis KH2、Lactobacillus plantarum SNK12、

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides を培養、洗浄、加熱殺菌後、凝集した乳酸

菌を高圧ホモジナイザーで分散させた殺菌乳酸菌を作製した。作製した 3 種類の殺菌乳酸

菌の各平均粒子径は KH2：0.94±0.28μm、SNK：0.93±0.16μm、LM：0.73±0.16μm（平

均±標準偏差）であった。また、各々の殺菌乳酸菌の効果を評価するためマウスに経口摂取

させインフルエンザウイルス感染試験にて蒸留水のみを摂取させたマウスと感染防御効果

を比較した。結果、3 種類すべての殺菌乳酸菌は蒸留水を投与したコントロールと比べ肺お
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よび BALF（気管支肺胞洗浄液）中のウイルス量の低下、インフルエンザウイルス特異的 IgA

や中和抗体価の上昇が認められ、インフルエンザウイルス感染防御効果が示された。 

 第 3 章では、殺菌乳酸菌の有効成分の探索を目的とし、免疫応答に影響していると報告

されている乳酸菌中の RNA に着目した。第 2 章で使用した 2 種類の殺菌乳酸菌

（Enterococcus faecalis KH2、Lactobacillus plantarum SNK12）を酵素にて乳酸菌中の RNA

を分解することで、RNA を分解した殺菌乳酸菌と未処理の殺菌乳酸菌（RNA が存在する殺

菌乳酸菌）を作製し、マウスインフルエンザウイルス感染モデルで比較した。結果、乳酸菌

中の RNA 分解はインフルエンザウイルス感染 14 日目の中和抗体価、インフルエンザウイ

ルス特異的 IgA が有意に低下させ、乳酸菌中の RNA が抗体産生に影響を与えていることが

示唆された。しかし、感染 3 日目の感染初期においては RNA の有無において大きな差はな

かった。以上のことから、乳酸菌中の RNA は抗原特異的に働く獲得免疫系には影響を与え、

非特異的に働く感染初期の自然免疫系に対しては大きな影響を与えない可能性があること

が考えられる。また本結果から、乳酸菌中の RNA はウイルス感染防御に対し重要な因子で

あることがわかり、殺菌乳酸菌の作製においては低 pH（pH3 以下）における 100℃以上の

高温は RNA の分解に影響を与える可能性があるので、製造過程ではそれら工程を極力避け

た方が良いと考えられる。 

 第 4 章では、殺菌乳酸菌が生菌であるプロバイオティクス同様に便秘改善効果を有して

いるのか高圧ホモジナイザーで分散処理した殺菌乳酸菌（Enterococcus faecalis KH2）を用

い、ヒトを対象に二重盲検比較試験で検証した。腸内細菌叢の変動を T-RFLP 解析で便秘

改善評価を排便回数、便量で評価した。結果、KH2 群は細菌叢解析で Clostridium cluster Ⅳ

の占有率でプラセボ群と比較し有意な差が認められ、摂取前後の変化量においても KH2 群

で有意な差が認められた。この結果から KH2 の摂取は腸内細菌叢に影響を与えていること
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が示された。一方、便通においても排便回数においてはプラセボ群、KH2 群で有意な差は

認められなかったが、KH2 群は 1 回あたりの排便量が有意に増加していた。よって、殺菌

された乳酸菌においてもプロバイオティクスと同様の整腸、便秘改善効果を有しているこ

とが示された。 

 第 5 章では、流通を想定し粉末化した殺菌乳酸菌「粒子制御した殺菌乳酸菌粉末」の開発

を行なった。常法で乾燥させた殺菌乳酸菌粉末と比較することで水分散性、生体内への吸収、

感染防御効果を比較検証した。粒子制御した殺菌乳酸菌粉末は、乳酸菌を培養、洗浄、加熱

殺菌した後に高圧ホモジナイザーで乳酸菌の凝集を分散させ、粉末化した時に再凝集しな

いよう水溶性で安定性の高いデキストリンを等量加え作製した。ぞれぞれの乳酸菌を水に

懸濁させ平均粒子径を測定した結果、粒子制御した殺菌乳酸菌が 0.68±0.20μm で、未処

理の殺菌乳酸菌は 35.45±0.38μm と粒子制御により粒子サイズが小さくなり水分散性が

向上した。生体への吸収においては、未処理の殺菌乳酸菌は乳酸菌が凝集し腸管粘液を通過

できず腸管上皮（パイエル板）に到達できないことがわかった。一方、粒子制御した殺菌乳

酸菌はパイエル板上に到達し体内への吸収を共焦点レーザー顕微鏡で確認した。続いてマ

ウスに強制経口投与しインフルエンザウイルス感染モデルにて比較した結果、粒子制御し

た殺菌乳酸菌は通常処理の殺菌乳酸菌と比較して気道中のウイルス量が 1/6 になり、気道

中の中和抗体価が 1.7 倍と高くなりインフルエンザウイルス感染防御効果の向上が認めら

れた。この結果から、乳酸菌の粒子サイズ（凝集）が有効性にも影響を与えていることがわ

かり、高圧ホモジナイザーで凝集を分散させ、再凝集を防ぐためデキストリンを加え作製し

た「粒子制御した殺菌乳酸菌粉末」は従来の殺菌乳酸菌と比較し有用であると考えられる。 

 本研究から、加熱殺菌処理により凝集した乳酸菌を高圧ホモジナイザーで分散させた「粒

子制御した殺菌乳酸菌」は何も処理しない凝集が存在する殺菌乳酸菌に比べ物性（水分散
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性）、有効性（免疫応答、インフルエンザウイルス感染防御効果）において優れていた。ま

た、有効成分の探索から乳酸菌中の RNA が重要であることがわかり殺菌乳酸菌の製造に活

かすことができ、ヒト摂取による便秘改善効果も示され殺菌乳酸菌の新しい訴求点も見い

だされた。さらに、粒子制御した殺菌乳酸菌にデキストリンを加えることで乾燥による再凝

集を抑制することができ、流通を想定した「粒子制御した殺菌乳酸菌粉末」を作製すること

ができた。 

また、本研究で確立した「凝集した乳酸菌を分散化させる技術」は、現在市場に流通して

いる凝集した殺菌乳酸菌製品にも利用することができ、効果の向上や効果向上による添加

量の低減から製品をコストダウンさせ、殺菌乳酸菌の利用拡大、延いては人々の健康維持・

増進にも期待できる。また、本研究で使用したインフルエンザウイルスには新型コロナウイ

ルスと、抗原変異を起こし易い点、RNA ウイルスであるという点、ワクチン接種時の抗体

の寿命が短い等共通点が多い。インフルエンザウイルス感染防御効果が殺菌乳酸菌の摂取

による自己免疫力の強化（中和抗体価の増加など）によってもたらされたという本研究の結

果は、インフルエンザ対策のみに適応される訳ではなく、異なる抗原刺激（例えば新型コロ

ナウイルス感染）時にも当てはまり近年脅威となっているウイルス感染症にも利用が期待

される。乳酸菌の他に免疫に働きかける機能性食品素材（ビタミン、ショウガ、フコイダン、

プロポリスなど）は数多く存在するが、乳酸菌は炭素源、窒素源、微量ミネラルがあれば大

量に製造することができ、殺菌乳酸菌にすることで保管、輸送も容易である。さらに、本研

究成果である粒子制御技術を用いることで殺菌乳酸菌の欠点である乳酸菌の凝集も解決す

ることができ、粒子制御した殺菌乳酸菌は乳酸菌の新しい展開を開く材料として期待でき

る。さらに今後はより安定した粒子制御・分散制御技術の開発に取り組み新規乳酸菌の普

及・展開に繋げていきたい。  
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