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(57)【要約】

【課題】乳酸菌の抗腫瘍効果を容易に測定できる方法、この方法を利用した抗腫瘍効果を

有する乳酸菌のスクリーニング方法、乳酸菌の抗炎症性サイトカイン効果を容易に測定で

きる方法、この方法を利用した炎症性サイトカイン抑制効果を有する乳酸菌のスクリーニ

ング方法を提供する。

【解決手段】乳酸菌の癌細胞増殖抑制作用を測定する方法。上記乳酸菌の存在下でU937細

胞（組織球性リンパ腫患者由来単球芽球様細胞）を培養し、前記U937細胞の増殖の有無及

び／又は増殖の程度を測定することを含む。この方法を利用して、癌細胞増殖抑制作用を

有する乳酸菌をスクリーニングする方法。乳酸菌の炎症性サイトカイン抑制作用を測定す

る方法。上記乳酸菌および炎症性サイトカインの存在下でU937細胞を培養し、前記U937細

胞の増殖の有無及び／又は増殖の程度を測定することを含む。この方法を利用して炎症性

サイトカイン抑制作用を有する乳酸菌をスクリーニングする方法。

【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

乳 酸 菌 の 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、

上 記 乳 酸 菌 の 存 在 下 で U937細 胞 （ 組 織 球 性 リ ン パ 腫 患 者 由 来 単 球 芽 球 様 細 胞 ） を 培 養 し 、

前 記 U937細 胞 の 増 殖 の 有 無 及 び ／ 又 は 増 殖 の 程 度 を 測 定 す る こ と を 含 む 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

乳 酸 菌 が 生 菌 体 ま た は 死 菌 体 で あ る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

乳 酸 菌 が 乳 酸 菌 由 来 物 で あ る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

乳 酸 菌 由 来 物 が 、 膜 断 片 、 ペ プ チ ド グ リ カ ン 、 及 び ／ 又 は 多 糖 で あ る 請 求 項 ３ に 記 載 の 方

法 。

【 請 求 項 ５ 】

増 殖 の 有 無 及 び ／ 又 は 増 殖 の 程 度 の 測 定 を 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 法 で あ る Ｍ Ｔ Ｔ 法 又 は Ｘ Ｔ Ｔ

法 で 行 う 請 求 項 1～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

請 求 項 1～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 で 、 乳 酸 菌 の 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 測 定 し 、 測

定 結 果 に 基 づ い て 、 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る 乳 酸 菌 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

乳 酸 菌 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、

上 記 乳 酸 菌 お よ び 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 存 在 下 で U937細 胞 （ 組 織 球 性 リ ン パ 腫 患 者 由 来 単

球 芽 球 様 細 胞 ） を 培 養 し 、 前 記 U937細 胞 の 増 殖 の 有 無 及 び ／ 又 は 増 殖 の 程 度 を 測 定 す る こ

と を 含 む 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

乳 酸 菌 が 生 菌 体 ま た 死 菌 体 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

乳 酸 菌 が 乳 酸 菌 由 来 物 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ０ 】

乳 酸 菌 由 来 物 が 、 膜 断 片 、 ペ プ チ ド グ リ カ ン 、 及 び ／ 又 は 多 糖 で あ る 請 求 項 ９ に 記 載 の 方

法 。

【 請 求 項 １ １ 】

炎 症 性 サ イ ト カ イ ン が 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 、 Ｉ Ｌ － ６ 、 及 び ／ 又 は Ｉ Ｌ － １ で あ る 請 求 項 ７ ～ １

０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ２ 】

増 殖 の 有 無 及 び ／ 又 は 増 殖 の 程 度 の 測 定 を 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 法 で あ る Ｍ Ｔ Ｔ 法 又 は Ｘ Ｔ Ｔ

法 で 行 う 請 求 項 ７ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ３ 】

請 求 項 ７ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 で 、 乳 酸 菌 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 を

測 定 し 、 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 を 有 す る 乳 酸 菌 を ス ク リ ー ニ

ン グ す る 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

本 発 明 は 、 乳 酸 菌 及 び 乳 酸 菌 由 来 物 の 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 お よ び 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制

作 用 を 測 定 す る 方 法 、 並 び に こ の 測 定 方 法 を 利 用 し た 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る 乳 酸 菌

を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 お よ び 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 を 有 す る 乳 酸 菌 を ス ク リ ー

ニ ン グ す る 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】
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[乳 酸 菌 の 腫 瘍 細 胞 抑 制 効 果 ]

発 酵 乳 や 乳 酸 菌 の 腫 瘍 細 胞 抑 制 効 果 に つ い て は 、 多 く の 報 告 が あ る 。 例 え ば 、 ブ ル ガ リ ア

の Bogdanovに よ り ラ ク ト バ チ ル ス ・ ブ ル ガ リ ク ス （ L.bulgaricus） 細 胞 壁 の グ リ コ ペ プ チ

ド が 作 用 物 質 と し て 単 離 さ れ た 。 そ の 後 、 米 国 の Ｓ ｈ ａ ｈ ａ ｎ ｉ ら に よ っ て 、 ス イ ス マ ウ

ス に ヨ ー グ ル ト を 経 口 投 与 し て 腹 水 腫 瘍 細 胞 増 殖 へ の 影 響 が 検 討 さ れ た 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

ま た 、 荒 井 ら に よ り 、 ラ ク ト バ チ ル ス ・ ヘ ル ベ チ カ ス ・ サ プ ス ピ ー シ ー ・ ユ ー グ ル テ ィ を

含 む ス タ ー タ ー で 造 っ た 殺 菌 酸 乳 を Ｉ Ｃ Ｒ マ ウ ス に 経 口 投 与 し て 、 腹 水 ガ ン 細 胞 の 増 殖 へ

の 検 討 が 試 み ら れ 、 ４ ２ ％ の 増 殖 抑 制 効 果 が 認 め ら れ た （ 荒 井 幸 一 郎 ら 、 腸 内 フ ロ ー ラ と

発 癌 ： 学 会 出 版 セ ン タ ー 、 Ｐ １ ０ ５ － １ ２ ３ （ １ ９ ８ １ ） （ 非 特 許 文 献 １ ） ） 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

腸 内 乳 酸 菌 で あ る ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム （ Bifidobacterium） で も 抗 腫 瘍 効 果 が 認 め ら れ

て い る 。 Ｋ ｏ Ｈ ｗ ｉ ら は 、 Ｍ ｅ ｔ ｈ － Ａ 細 胞 を 皮 下 や 腹 腔 内 に 移 植 し た マ ウ ス に バ チ ル ス

・ イ ン フ ェ テ ン ス （ B.infantis） の 菌 体 を 腫 瘍 移 植 部 位 に 投 与 し て 、 腫 瘍 の 退 縮 や 抑 制 を

認 め た （ Kohwi Y.et al. Bifidobacteria Microflora 1,(1).61-68(1982)（ 非 特 許 文 献 ２

） ） 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

乳 酸 菌 の 生 菌 体 を 用 い ず 、 乳 酸 菌 培 養 液 の 抽 出 物 を 含 む 溶 液 を 経 口 投 与 す る こ と に よ っ て

、 腫 瘍 組 織 の 増 殖 を 抑 制 す る 技 術 も 知 ら れ て い る （ 特 開 ２ ０ ０ ３ － １ ４ ６ ８ ９ ６ 号 公 報 （

特 許 文 献 １ ） ） 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

さ ら に 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 し お よ び ／ ま た は 炎 症 反 応 を 低 下 す る た め に 、 ア ル ギ ニ ン ・

デ イ ミ ナ ー ゼ に 富 む 細 菌 を 使 用 す る こ と 、 お よ び 該 細 菌 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 ま た は 健 康

食 組 成 物 、 ア ル ギ ニ ン ・ デ イ ミ ナ ー ゼ に 高 度 に 富 む ラ ク ト バ チ ル ス ・ ブ レ ビ ス （ Lactobac

illus brevis) 株 も 知 ら れ て い る 。 （ 特 表 ２ ０ ０ ２ － ５ ０ ４ ３ ２ ４ 号 公 報 （ 特 許 文 献 ２ ）

） い く つ か の 細 菌 、 特 に い く つ か の グ ラ ム 陽 性 菌 、 ま た 乳 酸 菌 の い く つ か の 株 、 特 に ラ ク

ト バ チ ル ス ・ ブ レ ビ ス （ Lactobacillus brevis)や ラ ク ト バ チ ル ス ・ フ ァ ー メ ン タ ム （ Lac

tobacillus fermentum)が ア ル ギ ニ ン ・ デ イ ミ ナ ー ゼ に 富 み 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 し 得 る

の で 、 ア ポ ト ー シ ス の 不 十 分 や 欠 落 ま た は 炎 症 を 特 徴 と す る 臨 床 症 状 の 予 防 ま た は 治 療 に

使 用 で き る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

[炎 症 性 サ ト カ イ ン ]

近 年 、 食 生 活 や 生 活 習 慣 な ど の 変 化 に よ り 、 リ ュ ウ マ チ 、 炎 症 性 腸 炎 、 食 物 ア レ ル ギ ー 等

の 自 己 免 疫 疾 患 の 患 者 が 増 大 し て い る 。 ア レ ル ギ ー 疾 患 は 、 そ の 作 用 機 序 に よ り Ｉ 型 か ら

Ｉ Ｖ 型 ま で 分 類 さ れ て お り 、 こ の 内 、 Ｉ 型 ア レ ル ギ ー に は 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 食 物 ア レ

ル ギ ー 等 が 含 ま れ 、 子 供 か ら 成 人 ま で 幅 広 い 年 代 の 人 々 が ア レ ル ギ ー 症 状 に 苦 し ん で い る

。 こ れ ま で 、 食 物 ア レ ル ギ ー の 予 防 や 治 療 に は 、 食 物 か ら 原 因 と な る 物 質 を 除 去 す る 方 法

が 主 と し て 行 わ れ て き た 。 し か し 、 原 因 物 質 の 除 去 に は 、 本 人 の 負 担 だ け で な く 、 調 理 を

す る 側 の 負 担 も 伴 い 、 問 題 点 も 多 い 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

Ｉ 型 ア レ ル ギ ー 反 応 で は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ｉ ｇ ） Ｅ 抗 体 産 生 が 重 要 な 役 割 を 果 た す と さ

れ て い る 。 従 っ て 、 Ｉ 型 ア レ ル ギ ー 反 応 を 抑 制 す る に は 、 Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 産 生 の 抑 制 が 重 要 で

あ り 、 こ れ ま で 、 ラ ク ト バ チ ル ス 属 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス 属 な ど の 各 種 の 乳 酸 菌 Ｉ ｇ Ｅ 抗 体

産 生 抑 制 効 果 の 様 な 免 疫 系 の 調 節 作 用 が 報 告 さ れ て い る （ 例 え ば 特 開 平 ９ － ２ ９ ５ ９ 号 公

報 （ 特 許 文 献 ３ ） ） 。 ま た 、 ビ フ ィ ズ ス 菌 に つ い て も 同 様 の 報 告 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

上 記 の 様 な 免 疫 系 調 節 作 用 は 、 上 記 の 乳 酸 菌 が 生 体 の Ｔ ｈ １ 型 免 疫 反 応 を 増 強 す る こ と に

よ っ て 成 り 立 っ て い る と 報 告 さ れ て い る 。 炎 症 性 サ ト カ イ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン （ Ｉ Ｌ ）

－ １ β 、 Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ － １ ２ 及 び 腫 瘍 壊 死 因 子 （ Ｔ Ｎ Ｆ ） － α は 、 感 染 性 病 原 体 お よ び

異 物 の 侵 入 に 対 し て 、 貪 食 細 胞 が 最 初 に 出 す サ イ ト カ イ ン で あ る 。 そ の 内 、 マ ク ロ フ ァ ー
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ジ Ｉ Ｌ － １ ２ は 、 ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 に 作 用 し て Ｔ ｈ １ 細 胞 へ の 分 化 を 誘 導 し 、 Ｔ ｈ １ 細 胞 の

増 殖 を 促 進 す る 。 ま た 、 Ｉ Ｌ － １ ２ は Ｔ ｈ １ 細 胞 か ら の イ ン タ ー フ ェ ロ ン （ Ｉ Ｆ Ｎ ） － γ

の 産 生 を 促 す 。 そ し て 、 Ｉ Ｌ － １ ２ は Ｔ ｈ １ 型 免 疫 反 応 を 促 進 す る に は 最 も 重 要 な 因 子 で

あ る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

一 方 、 Ｉ Ｆ Ｎ － γ は 、 Ｉ Ｌ － １ ２ 産 生 を 誘 導 し 、 Ｉ Ｌ － １ ２ 産 生 量 の 増 加 に よ っ て 炎 症 反

応 を 更 に 強 化 す る 。 こ の 様 な Ｉ Ｆ Ｎ － γ を 介 す る Ｉ Ｌ － １ ２ の 増 加 は 生 体 に と っ て 不 利 益

な 面 を 持 っ て い る 。 す な わ ち 、 過 度 な Ｉ Ｌ － １ ２ 発 現 は 自 己 免 疫 バ ラ ン ス を 崩 す 恐 れ が あ

る 。

【 ０ ０ １ １ 】

抗 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の Ｉ Ｌ － １ ０ は 、 抗 原 提 示 細 胞 で あ る マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 お よ び 貪

食 細 胞 か ら の Ｉ Ｌ － １ ２ 産 生 を 抑 制 す る 。 そ し て 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン Ｉ Ｌ － １ ２ と 抗 炎

症 性 サ イ ト カ イ ン Ｉ Ｌ － １ ０ の バ ラ ン ス は 生 体 に と っ て 大 変 重 要 な こ と と 考 え ら れ る 。 し

か し な が ら 、 Ｉ Ｌ － １ ０ や Ｉ Ｌ － １ ２ に よ る Ｔ ｈ １ 細 胞 と Ｔ ｈ ２ 細 胞 の バ ラ ン ス 及 び そ れ

に よ る 生 体 の 調 節 作 用 に つ い て は 、 多 く の 研 究 が あ る に も か か わ ら ず ま だ 仮 説 の 域 で あ る

。

【 ０ ０ １ ２ 】

［ Toll-like Receptor の 利 用 ］

乳 酸 菌 を 含 む グ ラ ム 陽 性 細 菌 は Ｉ Ｌ － １ ２ 産 生 を 誘 導 す る の に 対 し 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 は Ｉ

Ｌ － １ ０ を 誘 導 す る 。 ア レ ル ギ ー 抑 制 剤 に 推 奨 さ れ て い る 乳 酸 菌 の 多 く は Ｉ Ｌ － １ ２ に 対

す る 強 い 誘 導 性 を 持 っ て い る が 、 抗 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン Ｉ Ｌ － １ ０ を 誘 導 す る 菌 株 は 殆 ど

な い 。 最 近 、 乳 酸 菌 を 含 む グ ラ ム 陽 性 菌 の 哺 乳 動 物 へ の 情 報 伝 達 は 動 物 細 胞 の Toll-like

 Receptor を 介 し て 導 入 さ れ る こ と が 明 ら か に な り つ つ あ る 。 Toll-like Receptor を 介

し た シ グ ナ ル に は 、 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 抑 制 や 細 胞 増 殖 促 進 作 用 等 の 抗 炎 症 作 用 と な る 効

果 の 発 現 が 示 さ れ て い る 。 従 っ て 乳 酸 菌 の 持 つ 性 質 を 調 べ る 上 で 、 Toll-like Receptor

を 介 し た 情 報 発 現 の 分 析 が 重 要 と な る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

最 近 、 毒 性 に し ろ 非 毒 性 に し ろ 、 細 菌 が 生 体 に 与 え る 作 用 は 、 細 菌 が 与 え る 信 号 を 生 体 細

胞 の Toll-like Receptor (TLR) が 受 け 止 め 細 胞 内 ・ 生 体 内 に 伝 達 し て い る こ と が 明 ら か

に な り つ つ あ る 。 乳 酸 菌 も そ の 代 表 例 の 一 つ で あ る 。 例 え ば 、 上 記 の 、 ア レ ル ギ ー 改 善 作

用 、 免 疫 活 性 化 作 用 （ 腫 瘍 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 ） 、 抗 炎 症 作 用 等 も Toll-like Receptor の

作 用 で 説 明 さ れ 始 め て い る （ Fundamental Im munology, ed. W.E. Pail , Lippincott Will

iams & Wilkins (Publisher) (2003)（ 非 特 許 文 献 ３ ） ） 。 こ の こ と は 、 TLR を 持 ち 乳 酸

菌 に 対 し て 感 受 性 の 高 い 動 物 細 胞 を タ ー ゲ ッ ト と し て 利 用 す れ ば 、 シ グ ナ ル 伝 達 に 基 づ く

新 規 の 分 別 技 術 が 確 立 す る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。 事 実 最 近 、 乳 酸 菌 の 分 別 と ス ク リ ー ニ

ン グ を 目 的 と し て 、 TLR 遺 伝 子 を 導 入 し TLR を 発 現 し て い る 細 胞 株 が 作 成 さ れ た （ 特 開 2

005-027665号 公 報 （ 特 許 文 献 ４ ） ） 。 し か し 、 こ こ で 導 入 さ れ た TLR 遺 伝 子 は ブ タ 由 来

で あ り 、 乳 酸 菌 に 対 す る 認 識 は ヒ ト 細 胞 と は 異 な る 可 能 性 が あ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

乳 酸 菌 の 性 質 は 、 腸 内 生 残 性 を 含 め 、 殆 ど が 菌 株 特 異 的 で あ り 、 同 じ 種 に 属 す る 乳 酸 菌 で

あ っ て も 、 腸 内 生 残 性 が 異 な る こ と が 知 ら れ て い る 。 そ の た め 、 乳 製 品 製 造 に お い て 重 要

な 役 割 を 果 た し て い る ラ ク ト バ チ ル ス 属 乳 酸 菌 に 属 し 、 腸 内 生 残 性 に 優 れ 、 か つ 抗 ア レ ル

ギ ー 作 用 、 特 に Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 産 生 抑 制 効 果 が 生 体 レ ベ ル で 見 出 さ れ る よ う な 乳 酸 菌 株 が 求 め

ら れ て い る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

特 開 ２ ０ ０ ４ － ２ ７ ７ ３ ８ １ 号 公 報 （ 特 許 文 献 ５ ） に は 、 ラ ク ト バ チ ル ス ア シ ド フ ィ ル

ス Ｔ Ｍ Ｃ ０ ３ ５ ６ 菌 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ Ｐ － １ ９ ２ ３ ２ ） の 生 菌 、 死 菌 ま た は 菌 体 処 理 物 の 何

れ か を 有 効 成 分 と す る 免 疫 調 節 剤 が 開 示 さ れ て い る 。 こ の 免 疫 機 能 調 節 剤 は 、 乳 製 品 製 造

に 適 し た 乳 酸 菌 で あ る 、 ラ ク ト バ チ ル ス 属 菌 の 中 か ら 、 腸 内 生 残 性 に 優 れ 、 腸 管 上 皮 に 炎

症 反 応 を 起 こ す こ と な く 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 か ら 炎 症 性 お よ び 抗 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を
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バ ラ ン ス よ く 誘 導 し 、 生 体 で の Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 産 生 を 抑 制 す る 抗 ア レ ル ギ ー 作 用 を 有 す る 免 疫

機 能 調 節 剤 で あ る と 記 載 さ れ て い る 。

【 非 特 許 文 献 １ 】 荒 井 幸 一 郎 ら 、 腸 内 フ ロ ー ラ と 発 癌 ： 学 会 出 版 セ ン タ ー 、 Ｐ １ ０ ５ － １

２ ３ （ １ ９ ８ １ ）

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Kohwi Y.et al. Bifidobacteria Microflora 1,(1).61-68(1982)

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Fundamental Im munology, ed. W.E. Pail , Lippincott Will iams & Wil

kins (Publisher) (2003)

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － １ ４ ６ ８ ９ ６ 号 公 報

【 特 許 文 献 ２ 】 特 表 ２ ０ ０ ２ － ５ ０ ４ ３ ２ ４ 号 公 報

【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 平 ９ － ２ ９ ５ ９ 号 公 報

【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 2005-027665号 公 報

【 特 許 文 献 ５ 】 特 開 ２ ０ ０ ４ － ２ ７ ７ ３ ８ １ 号 公 報

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ ６ 】

上 述 の よ う に 、 乳 酸 菌 や 乳 酸 菌 培 養 液 の 抽 出 物 に は 、 抗 腫 瘍 効 果 を 有 す る も の が 知 ら れ て

い る が 、 ど の 乳 酸 菌 が そ の よ う な 効 果 を 有 す る か は 知 ら れ て い な い 。 乳 酸 菌 が 有 す る 抗 腫

瘍 効 果 (癌 細 胞 増 殖 抑 制 効 果 )を 簡 便 に 測 定 で き る 方 法 が あ れ ば 、 多 種 類 あ る こ と が 知 ら れ

て い る 乳 酸 菌 の 中 か ら 、 抗 腫 瘍 効 果 を 有 す る 乳 酸 菌 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 種

々 の 医 薬 品 や 健 康 食 品 の 製 造 、 機 能 を 開 発 に 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

そ こ で 本 発 明 の 第 1の 目 的 は 、 乳 酸 菌 の 抗 腫 瘍 効 果 (癌 細 胞 増 殖 抑 制 効 果 )を 容 易 に 測 定 で

き る 方 法 を 提 供 す る こ と 、 さ ら に は 、 こ の 方 法 を 利 用 し た 抗 腫 瘍 効 果 を 有 す る 乳 酸 菌 の ス

ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

ま た 、 乳 酸 菌 や 乳 酸 菌 培 養 液 の 抽 出 物 に は 、 抗 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 効 果 を 有 す る も の が 知

ら れ て い る が 、 ど の 乳 酸 菌 が そ の よ う な 効 果 を 有 す る か は 知 ら れ て い な い 。 乳 酸 菌 が 有 す

る 抗 腫 瘍 効 果 を 簡 便 に 測 定 で き る 方 法 が あ れ ば 、 多 種 類 あ る こ と が 知 ら れ て い る 乳 酸 菌 の

中 か ら 、 抗 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 効 果 を 有 す る 乳 酸 菌 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 種

々 の 医 薬 品 や 健 康 食 品 の 製 造 、 機 能 開 発 に 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

そ こ で 本 発 明 の 第 ２ の 目 的 は 、 乳 酸 菌 の 抗 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 効 果 を 容 易 に 測 定 で き る 方

法 を 提 供 す る こ と 、 さ ら に は 、 こ の 方 法 を 利 用 し た 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 効 果 を 有 す る

乳 酸 菌 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ２ ０ 】

本 発 明 者 ら は 、 U937細 胞 （ 組 織 球 性 リ ン パ 腫 患 者 由 来 単 球 芽 球 様 細 胞 ） が 、 （ １ ） 乳 酸 菌

に 対 し て 感 受 性 が 高 く 、 乳 酸 菌 に 対 す る 反 応 の 強 さ が 容 易 に 定 量 で き る こ と 、 （ ２ ） 乳 酸

菌 を 認 識 す る TLR 、 と り わ け TLR2 と TLR4の 発 現 が あ る 、 （ ３ ） 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン に

感 受 性 が 高 く 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 抑 制 作 用 を 容 易 に 測 定 で き る 方 法 の 開 発 が で き る こ

と 、 （ ４ ） 乳 酸 菌 と の 接 触 で サ イ ト カ イ ン の 産 生 誘 導 が 見 ら れ ず 、 誘 導 サ イ ト カ イ ン に よ

る 二 次 反 応 が 惹 起 さ れ な い こ と を 見 い だ し 、 こ れ に 基 づ い て 、 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。

【 ０ ０ ２ １ 】

本 発 明 は 以 下 の と お り で あ る 。

[１ ]乳 酸 菌 の 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、

上 記 乳 酸 菌 の 存 在 下 で U937細 胞 （ 組 織 球 性 リ ン パ 腫 患 者 由 来 単 球 芽 球 様 細 胞 ） を 培 養 し 、

前 記 U937細 胞 の 増 殖 の 有 無 及 び ／ 又 は 増 殖 の 程 度 を 測 定 す る こ と を 含 む 方 法 。

[２ ]乳 酸 菌 が 生 菌 体 ま た は 死 菌 体 で あ る ［ １ ]に 記 載 の 方 法 。

[３ ]乳 酸 菌 が 乳 酸 菌 由 来 物 で あ る ［ １ ]に 記 載 の 方 法 。

[４ ]乳 酸 菌 由 来 物 が 、 膜 断 片 、 ペ プ チ ド グ リ カ ン 、 及 び ／ 又 は 多 糖 で あ る ［ ３ ］ に 記 載 の

10

20

30

40

50



(6) JP  2007-330157  A   2007.12.27

方 法 。

[５ ]増 殖 の 有 無 及 び ／ 又 は 増 殖 の 程 度 の 測 定 を 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 法 で あ る Ｍ Ｔ Ｔ 法 又 は Ｘ

Ｔ Ｔ 法 で 行 う ［ １ ]～ ［ ４ ］ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

[６ ]［ １ ]～ ［ ５ ］ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 で 、 乳 酸 菌 の 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 測 定 し 、

測 定 結 果 に 基 づ い て 、 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る 乳 酸 菌 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。

[７ ]乳 酸 菌 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、

上 記 乳 酸 菌 お よ び 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 存 在 下 で U937細 胞 （ 組 織 球 性 リ ン パ 腫 患 者 由 来 単

球 芽 球 様 細 胞 ） を 培 養 し 、 前 記 U937細 胞 の 増 殖 の 有 無 及 び ／ 又 は 増 殖 の 程 度 を 測 定 す る こ

と を 含 む 方 法 。

[８ ]乳 酸 菌 が 生 菌 体 ま た 死 菌 体 で あ る ［ ７ ］ に 記 載 の 方 法 。

[９ ]乳 酸 菌 が 乳 酸 菌 由 来 物 で あ る ［ ７ ］ に 記 載 の 方 法 。

[１ ０ ]乳 酸 菌 由 来 物 が 、 膜 断 片 、 ペ プ チ ド グ リ カ ン 、 及 び ／ 又 は 多 糖 で あ る ［ ９ ］ に 記 載

の 方 法 。

[１ １ ]炎 症 性 サ イ ト カ イ ン が 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 、 Ｉ Ｌ － ６ 、 及 び ／ 又 は Ｉ Ｌ － １ で あ る ［ ７ ］

～ ［ １ ０ ］ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

[１ ２ ]増 殖 の 有 無 及 び ／ 又 は 増 殖 の 程 度 の 測 定 を 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 法 で あ る Ｍ Ｔ Ｔ 法 又 は

Ｘ Ｔ Ｔ 法 で 行 う ［ ７ ］ ～ ［ １ １ ］ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

[１ ３ ]［ ７ ］ ～ ［ １ ２ ］ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 で 、 乳 酸 菌 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑

制 作 用 を 測 定 し 、 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 を 有 す る 乳 酸 菌 を ス

ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ２ ２ 】

本 発 明 に よ れ ば 、 乳 酸 菌 に 感 受 性 の 高 い ヒ ト 由 来 細 胞 を 用 い る こ と で 、 そ の 細 胞 を 利 用 し

て 動 物 へ の 乳 酸 菌 の 投 与 試 験 の 前 に 癌 細 胞 に 細 胞 毒 性 を 示 す 乳 酸 菌 の 選 抜 が 可 能 に な る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

本 発 明 に よ れ ば 、 以 下 の 作 用 を 持 つ 乳 酸 菌 お よ び そ の 膜 成 分 の 選 別 が 可 能 に な る 。

（ １ ） ヒ ト 癌 細 胞 に 毒 性 を 示 す 乳 酸 菌 株 あ る い は 膜 成 分 の 選 別 、

（ ２ ） 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 作 用 を 抑 制 す る 乳 酸 菌 株 あ る い は 膜 成 分 の 分 別 、

（ ３ ） 乳 酸 菌 あ る い は 膜 成 分 の TLR を 介 し た シ グ ナ ル に よ る 分 別 。

そ れ に よ り 乳 酸 菌 の 作 用 に よ る 分 別 を 可 能 に し 、 発 酵 食 品 の 機 能 性 を 持 た せ る こ と が で き

る 。 ま た 個 々 の 膜 成 分 を 利 用 し た 、 医 薬 品 、 健 康 食 品 の 製 造 が 可 能 に な る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ２ ４ 】

［ 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 測 定 方 法 ］

本 発 明 の 乳 酸 菌 の 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 測 定 す る 方 法 は 、 乳 酸 菌 の 存 在 下 で U937細 胞 （ 組

織 球 性 リ ン パ 腫 患 者 由 来 単 球 芽 球 様 細 胞 ） を 培 養 し 、 前 記 U937細 胞 の 増 殖 の 有 無 及 び ／ 又

は 増 殖 の 程 度 を 測 定 す る こ と を 含 む 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

乳 酸 菌 は 、 生 菌 体 で あ っ て も 乳 酸 菌 の 死 菌 体 で あ っ て も 良 い 。 測 定 対 象 と な り 得 る 乳 酸 菌

は 、 特 に 制 限 は な く 、 日 本 の 国 内 あ る い は 国 外 を 問 わ ず 、 例 え ば 、 す で に 工 業 的 に 発 酵 食

品 製 造 に 使 わ れ て い る 乳 酸 菌 株 、 伝 統 的 発 酵 乳 製 造 に 使 わ れ て い る 乳 酸 菌 株 で あ る こ と が

で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

乳 酸 菌 に は 、 乳 酸 菌 由 来 物 も 含 ま れ 、 乳 酸 菌 由 来 物 は 、 例 え ば 、 膜 断 片 、 ペ プ チ ド グ リ カ

ン 、 及 び ／ 又 は 多 糖 で あ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 乳 酸 菌 由 来 物 は 、 主 に 、 乳 酸 菌 膜 由 来

の ペ プ チ ド グ リ カ ン 、 糖 脂 質 、 テ イ コ 酸 で あ り 、 TLR の リ ガ ン ド と な り う る 。 ま た あ る

種 の 乳 酸 菌 は 多 糖 を 産 生 し て お り 、 癌 細 胞 増 殖 抑 制 や 癌 原 物 質 の 無 毒 化 に 働 く こ と か 期 待

さ れ て い る 。 し か し 、 個 々 の 膜 成 分 は 乳 酸 菌 株 に よ っ て 化 学 構 造 、 生 物 活 性 は 異 な る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

U937細 胞 は 、 組 織 球 性 リ ン パ 腫 患 者 由 来 単 球 芽 球 様 細 胞 株 で あ っ て 、 ATCC（ A merican Typ
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e Culture Collection） よ り 入 手 で き る 。 本 細 胞 株 は 少 な く と も TLR2 と TLR4 の 発 現 が

確 認 さ れ て い る (Infect. Im mun. 76 3684-3687 (2004))。 ま た 、 U937細 胞 は 、 炎 症 性 サ イ

ト カ イ ン 、 と り わ け TNF-α や IL-6 に 感 受 性 が 高 く 、 こ れ ら の サ イ ト カ イ ン 存 在 下 で 容

易 に 細 胞 死 が 誘 導 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る (Dokkyo J. Med. Sci. , 28 603-616 (2001))

 。 本 発 明 で は 、 こ の よ う な U937細 胞 の 性 質 を 利 用 し て 、 乳 酸 菌 あ る い は 膜 成 分 等 の 由 来

物 に よ る 細 胞 死 抑 制 作 用 を 調 べ る こ と に よ り 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 性 乳 酸 菌 あ る い は

そ の 由 来 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ が で き る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

U937細 胞 を 、 測 定 対 象 で あ る 乳 酸 菌 の 存 在 下 で 培 養 す る 。 培 養 は 、 例 え ば 、 RPMI1640 - 1

0% Fetal Bovine Serum (FBS)培 地 中 （ 抗 生 物 質 を 含 む ） Ｃ Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー （ 37℃ ,

5 % CO 2  - 95 % humidity） で 行 う こ と が で き る 。 乳 酸 菌 の ア ッ セ イ は 、 例 え ば 、 96-well

 plate を 用 い 、 同 一 の サ ン プ ル を ６ -wellず つ 測 定 し 、 平 均 値 と 実 験 誤 差 を 計 算 す る 。 1

well の 培 地 容 量 は 例 え ば 、 150μ l と す る こ と が で き る 。 U937 細 胞 は 1X10
4  
cells/well

 で 播 種 し 、 乳 酸 菌 の 死 菌 体 (例 え ば 、 0-100μ g/wellの 範 囲 ) と 適 宜 濃 度 の 炎 症 性 サ イ ト

カ イ ン を 添 加 し 、 ３ 日 間 炭 酸 ガ ス イ ン キ ュ ベ ー タ ー で 培 養 後 生 細 胞 を 測 定 す る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

培 養 終 了 後 、 培 養 液 中 の U937細 胞 の 増 殖 の 有 無 及 び ／ 又 は 増 殖 の 程 度 を 測 定 す る 。 こ の 測

定 は 、 例 え ば 、 Ｍ Ｔ Ｔ ア ッ セ イ 法 で 行 う こ と が で き る 。 Ｍ Ｔ Ｔ ア ッ セ イ 法 に よ る 測 定 は 、

CHENIK O N Int. Inc. あ る い は ナ カ ラ イ テ ス ク の M TT 細 胞 数 測 定 キ ッ ト を 製 造 元 の 使 用 方

法 に 従 い 実 施 す る こ と が で き る 。 測 定 は マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に よ っ て 行 う こ と が で

き る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

培 養 液 中 の U937細 胞 の 増 殖 の 有 無 及 び ／ 又 は 増 殖 の 程 度 の 測 定 は 、 Ｍ Ｔ Ｔ ア ッ セ イ 法 以 外

に 、 例 え ば 、 Ｘ Ｔ Ｔ ア ッ セ イ 法 を 用 い て 行 う こ と も で き る 。 Ｘ Ｔ Ｔ ア ッ セ イ 法 は Roche D

iagonistc 社 の Cell Proliferention Kit II(XTT) を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 方 法 は

、 製 造 元 の 使 用 方 法 に 従 っ て 実 施 で き る 。 測 定 は マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に よ っ て 行 う

こ と が で き る 。 得 ら れ る 結 果 は Ｍ Ｔ Ｔ ア ッ セ イ 法 で も Ｘ Ｔ Ｔ ア ッ セ イ 法 で も 本 質 的 に は 差

異 は な い 。

【 ０ ０ ３ １ 】

［ 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る 乳 酸 菌 の ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ］

本 発 明 の 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る 乳 酸 菌 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 は 、 上 記 本 発 明 の

方 法 で 、 乳 酸 菌 の 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 測 定 し 、 得 ら れ た 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 癌 細 胞 増

殖 抑 制 作 用 を 有 す る 乳 酸 菌 を 選 択 す る こ と を 含 む 。 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る 乳 酸 菌 の

選 択 は 、 上 記 U937細 胞 の 培 養 液 を 複 数 用 意 し 、 各 培 養 液 中 に 、 候 補 と な る 種 々 の 乳 酸 菌 ま

た は 乳 酸 菌 由 来 物 を 、 濃 度 を 変 え て 添 加 し 、 U937細 胞 の 増 殖 の 有 無 及 び ／ 又 は 増 殖 の 程 度

を 測 定 す る こ と で 実 施 で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

乳 酸 菌 の 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 の 測 定 は 、 前 述 の よ う に 行 う こ と が で き る 。 癌 細 胞 増 殖 抑 制

作 用 を 有 す る 乳 酸 菌 の 選 択 は 、 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う に 実 施 で き る 。 U937 細

胞 を 96-well プ レ ー ト に 1x10
4  
cells/well で 播 種 し 、 乳 酸 菌 の 死 菌 体 を 0、 0.1、 1、 10

、 100 μ g/ml の 最 終 濃 度 に な る よ う に 添 加 す る 。 培 地 で 容 量 を 150μ l/wellに 合 わ せ る 。

炭 酸 ガ ス イ ン キ ュ ベ ー タ ー で ３ 日 間 培 養 し 、 M TT あ る い は XTT 法 で 生 細 胞 を 測 定 す る 。

乳 酸 菌 の 菌 株 に よ り 、 菌 体 濃 度 依 存 的 に 生 細 胞 が 減 少 す る も の 、 増 大 す る も の 、 変 化 の な

い も の に 分 類 で き る 。 そ の 中 か ら 、 菌 体 濃 度 依 存 的 に 生 細 胞 が 減 少 す る も の を 、 癌 細 胞 増

殖 抑 制 作 用 を 有 す る 乳 酸 菌 と し て 選 択 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

［ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 測 定 方 法 ］

本 発 明 の 乳 酸 菌 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 を 測 定 す る 方 法 は 、 乳 酸 菌 お よ び 炎 症 性 サ

イ ト カ イ ン の 存 在 下 で U937細 胞 を 培 養 し 、 前 記 U937細 胞 の 増 殖 の 有 無 及 び ／ 又 は 増 殖 の 程

度 を 測 定 す る こ と を 含 む 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】

測 定 対 象 で あ る 乳 酸 菌 は 、 上 記 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 測 定 方 法 と 同 様 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

U937細 胞 を 、 測 定 対 象 で あ る 乳 酸 菌 お よ び 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 存 在 下 で 培 養 す る 。 培 養

は 、 例 え ば 、 U937 細 胞 を 96-well プ レ ー ト に 1x10
4
 cells/well で 播 種 し 、 最 終 濃 度 で

、 例 え ば 、 TNF-α ; 0.05 ng/ml、 IL-6; 2 ng/ml（ サ イ ト カ イ ン 無 添 加 に 比 べ 約 50 % via

bili ty を 示 す 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 濃 度 と す る こ と が 適 当 で あ る ） を 添 加 す る 。 乳 酸 菌

ま た は そ の 死 菌 体 を 適 当 量 、 例 え ば 、 0.1～ 100 μ g/ml の 最 終 濃 度 に な る よ う に 添 加 す る

。 炭 酸 ガ ス イ ン キ ュ ベ ー タ ー で ３ 日 間 培 養 し 、 M TT あ る い は XTT 法 で 生 細 胞 を 測 定 す る

。 こ の よ う に し て 、 乳 酸 菌 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 を 測 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

炎 症 性 サ イ ト カ イ ン と し て は 、 例 え ば 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 、 Ｉ Ｌ － ６ 及 び Ｉ Ｌ － 1等 を 用 い る こ

と が で き る 。 Ｔ Ｎ Ｆ － α は 、 腫 瘍 壊 死 因 子 α で あ り 、 好 中 球 や 血 管 内 皮 細 胞 を 活 性 化 し 、

活 性 化 好 中 球 の 血 管 内 皮 細 胞 へ の 粘 着 を 促 進 さ せ 、 結 果 と し て 、 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ や 活

性 酸 素 種 に よ る 血 管 内 皮 細 胞 傷 害 を 惹 起 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 Ｔ Ｎ Ｆ － α と し て は 、

例 え ば 市 販 の 組 換 え 体 Ｔ Ｎ Ｆ － α （ R& D Systems社 ） を 用 い る こ と が で き る 。 Ｉ Ｌ － ６ は

、 Bリ ン パ 球 の 増 殖 分 化 の み な ら ず 、 広 く 免 疫 応 答 、 造 血 反 応 、 炎 症 反 応 、 及 び 神 経 系 の

細 胞 の 増 殖 ・ 分 化 、 あ る い は 機 能 発 現 に 重 要 な 役 割 を し て い る 多 機 能 を 有 す る サ イ ト カ イ

ン で あ る 。 Ｉ Ｌ － ６ は 、 市 販 の 場 合 、 製 品 に よ り 活 性 に 差 が 見 ら れ ま た 活 性 が 弱 い 場 合 が

あ る 。 従 っ て 、 ヒ ト 細 胞 由 来 の 高 活 性 Ｉ Ｌ － ６ を 用 い る こ と が よ い （ 特 許 第 3600741号 ）

。 Ｉ Ｌ － 1は 、 細 菌 感 染 な ど の 異 物 に 反 応 し て 、 細 胞 内 で 産 生 さ れ 分 泌 さ れ る サ イ ト カ イ

ン で あ る 。 分 泌 さ れ た IL-1は 、 標 的 細 胞 の レ セ プ タ ー に 結 合 し て 、 細 胞 内 の IL-1シ グ ナ ル

伝 達 経 路 を 活 性 化 す る こ と が 知 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

更 に 本 測 定 方 法 は 、 U937細 胞 に 対 し 単 独 ま た は TNF-α /IL-6 と 協 調 し て 増 殖 抑 制 に 働 く サ

イ ト カ イ ン 、 例 え ば IL-1α /β 、 IFN（ イ ン タ ー フ ェ ロ ン ） -α /β 、 IFN-γ の 乳 酸 菌 に よ

る 増 殖 抑 制 効 果 あ る い は 炎 症 抑 制 効 果 を 調 べ る こ と も 可 能 で あ る 。 IL-1α /β 、 IFN-α /β

、 IFN-γ は 、 市 販 の 組 換 え 体 蛋 白 質 （ 例 え ば 、 R& D Systems 社 製 ） を 用 い れ ば よ い 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

増 殖 の 有 無 及 び ／ 又 は 増 殖 の 程 度 の 測 定 に は 、 上 記 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 測 定 方 法 と 同 様 に

、 Ｍ Ｔ Ｔ ア ッ セ イ 法 あ る い は 、 Ｘ Ｔ Ｔ ア ッ セ イ 法 等 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

［ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 を 有 す る 乳 酸 菌 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ］

本 発 明 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 を 有 す る 乳 酸 菌 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 上 記 本 発

明 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 測 定 方 法 で 、 乳 酸 菌 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 を 測

定 し 、 得 ら れ た 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 を 有 す る 乳 酸 菌 を 選 択

す る こ と を 含 む 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

U937細 胞 は 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 、 TNF-α と IL-6が そ れ ぞ れ 単 独 で 存 在 す る と き よ り 両 者 が

共 存 す る 場 合 細 胞 毒 性 が 相 乗 的 に 現 れ る （ Dokkyo J. Med. Sci. , 28 603-616 (2001)） 。

例 え ば 、 上 記 の TNF-α と IL-6を 用 い た 場 合 、 TNF-α ;0.02 ng/ml、 IL-6;2 ng/ml、 の 濃 度

で 添 加 し ３ 日 間 培 養 後 の 生 細 胞 数 は 、 無 添 加 に 比 べ 約 50%

で あ る 。 こ の よ う な 条 件 下 で 候 補 と な る 、 例 え ば 、 乳 酸 菌 の 死 菌 体 を 添 加 し 、 そ の 乳 酸 菌

株 が 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 細 胞 障 害 作 用 を 抑 制 す る か 調 べ る 。 乳 酸 菌 菌 体 は 、 例 え ば 、 0

、 0.1、 1、 10、 100 μ g/ml の 濃 度 で 添 加 す る 。 抑 制 作 用 が 認 め ら れ た 菌 体 に つ い て 、 更

に 、 TNF-α 単 独 で の 細 胞 障 害 作 用 に 対 し て も 障 害 作 用 が あ る か 調 べ る こ と も で き る 。 上 記

の 試 験 で 、 抑 制 効 果 が 認 め ら れ た 乳 酸 菌 濃 度 で 、 TNF-α の 濃 度 を 0.02-0.1 ng/ml の 範 囲

で TNF-α の 細 胞 障 害 作 用 の 抑 制 効 果 を 調 べ る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

乳 酸 菌 の 菌 株 に よ り 、 菌 体 濃 度 依 存 的 に 生 細 胞 が 減 少 す る も の 、 増 大 す る も の 、 変 化 の な
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い も の に 分 類 で き る 。 そ の 中 か ら 、 菌 体 濃 度 依 存 的 に 生 細 胞 が 増 大 す る も の 、 ま た は 変 化

の な い も の を 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 を 有 す る 乳 酸 菌 候 補 と し て 選 択 す る こ と が で

き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ４ ２ 】

以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

実 施 例 １

癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 測 定 方 法

ヒ ト 単 球 由 来 癌 細 胞 株 、 U937細 胞 を タ ー ゲ ッ ト と し た 予 備 試 験 に お い て 、 癌 細 胞 増 殖 抑 制

作 用 の あ る こ と が 知 ら れ て い る 菌 株 ２ 株 、 L. fermentum (菌 株 サ ン プ ル No.1) と L. para

casei (菌 株 サ ン プ ル No.2)、 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 示 さ な い こ と が 知 ら れ て い る 菌 株 １ 株

、 L. helveticus (菌 株 サ ン プ ル No.3)、 の ３ 株 を 用 い た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

タ ー ゲ ッ ト 細 胞 と し て は 、 上 記 U937細 胞 を 用 い た 。 細 胞 は 、 播 種 後 3-4日 は 細 胞 の 増 殖 が

持 続 す る 細 胞 数 を 選 び 播 い た 。 こ れ ら の 細 胞 を そ れ ぞ れ 96 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 播 種 し

、 調 製 し た 上 記 乳 酸 菌 株 の 死 菌 体 の 濃 度 を 変 え て 添 加 し た 。 Ｃ Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー で ３

日 培 養 し た 。 培 養 後 、 M TT ア ッ セ イ 法 で 生 細 胞 を 定 量 し た 。 菌 体 を 添 加 し な い ウ エ ル の 細

胞 を 100 % と し 、 添 加 し た 細 胞 の 生 存 比 を 計 算 し た 。 実 験 は 一 つ の 点 に つ き ６ サ ン プ ル

同 時 に 行 い 、 平 均 値 と 実 験 誤 差 を 計 算 し て 図 に 示 し た 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

図 １ に 二 つ の 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 の あ る 乳 酸 菌 株 、 ２ 株 (菌 株 サ ン プ ル No.1 及 び 菌 株 サ ン

プ ル No.2)、 増 殖 抑 制 作 用 の な い 株 、 １ 株 (菌 株 サ ン プ ル No.3) を ヒ ト 癌 由 来 細 胞 株 、 U93

7細 胞 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の 生 細 胞 の 測 定 結 果 を 示 し た 。

U937細 胞 を タ ー ゲ ッ ト と し て 使 用 し た と き に は 、 菌 株 サ ン プ ル No.1 と 菌 株 サ ン プ ル No.2

 で は 濃 度 依 存 的 に 生 細 胞 が 減 少 し 、 菌 株 サ ン プ ル No.3 で は 生 細 胞 の 減 少 は ま っ た く 見 ら

れ な か っ た 。 む し ろ 濃 度 依 存 的 に 増 加 傾 向 を 示 し た 。 以 上 の 結 果 は 、 菌 体 が ヒ ト 由 来 癌 細

胞 の 増 殖 に 及 ぼ す 作 用 で 分 類 す る に は 、 U937細 胞 が 優 れ て い る こ と を 示 し て い る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

実 施 例 ２

炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 の 測 定 方 法

タ ー ゲ ッ ト 細 胞 と し て U937 細 胞 を 使 用 し た 。 乳 酸 菌 株 と し て 、 L.helveticus(菌 株 サ ン

プ ル No.3) と L. paracasei(菌 株 サ ン プ ル No.2) を 用 い た 。 前 者 は 癌 細 胞 に 増 殖 抑 制 作 用

を 示 さ な い こ と が 知 ら れ て い る 株 、 後 者 は 増 殖 抑 制 作 用 を 示 す こ と が 知 ら れ て い る 株 で あ

る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

細 胞 を 96 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 播 種 後 、 死 菌 体 と し て 調 製 し た 上 記 菌 株 を そ れ ぞ れ 1μ

/ml 別 々 に 添 加 し た 。 菌 体 無 添 加 の ウ エ ル を コ ン ト ロ ー ル と し た 。 そ の 状 況 下 で の 。 炎 症

性 サ イ ト カ イ ン TNF-α の 作 用 効 果 を 見 る た め 、 TNF-α の 濃 度 を 変 え て 添 加 し た (0, 0.

025, 0.1, 0.4 ng/ml)。 Ｃ Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で ３ 日 培 養 後 、 生 細 胞 を M TT ア ッ セ イ

で 定 量 し た 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

TNF-α (0.1ng/ml) 添 加 時 に お け る L. helveticus (菌 株 サ ン プ ル No.3) に よ る 抗 TNF-

α 作 用 の 機 構 を 明 ら か に す る 目 的 で 、 先 天 性 免 疫 (innate im munity) で 重 要 な 役 割 を 持

つ と さ れ る 、 Toll-like Receptors (TLRs) と の 関 係 を 調 べ た 。 タ ー ゲ ッ ト 細 胞 と し て は

U937細 胞 を 使 用 し た 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト に U937細 胞 を 播 種 し 、 L. helveticus (菌 株 サ ン プ ル No.3) と L.

paracasei (菌 株 サ ン プ ル No.2) を そ れ ぞ れ 別 々 に 添 加 し た (10μ g/ml)。 TNF-α (0.1ng/m

l)添 加 後 、 TLR2 及 び TLR4 抗 体 を そ れ ぞ れ 0.05, 0.5, 5 μ g/ml の 濃 度 で 添 加 し た 。 Ｃ
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Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー で ３ 日 培 養 後 、 生 細 胞 を M TTア ッ セ イ で 定 量 し た 。 L. helveticus株

添 加 で は 、 TLR2あ る い は TLR4抗 体 濃 度 依 存 的 に TNF-α に よ る 細 胞 障 害 作 用 が 出 現 し た 。 し

か し 、 L. paracasei株 添 加 で は 抗 体 に よ る 効 果 は 見 ら れ な い 。 す な わ ち 、 こ の L. helveti

cus株 は TLRを 介 し 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 を 持 つ と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

図 ２ に 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 の あ る 株 (菌 株 サ ン プ ル No.2) と な い 株 (菌 株 サ ン プ ル No.3) に

つ い て (1μ g/ml 存 在 下 )、 TNF-α 濃 度 変 化 (0, 0.025, 0.1, 0.4 ng/ml) に お け る U93

7細 胞 増 殖 に 対 す る 作 用 を 調 べ た 結 果 を 示 し た 。

【 ０ ０ ５ １ 】

増 殖 抑 制 作 用 を 示 す 乳 酸 菌 株 は 、 こ の 株 に 限 ら ず 、 乳 酸 菌 単 独 で 濃 度 依 存 的 に 増 殖 抑 制 を

示 し 、 更 に 増 殖 抑 制 は TNF-α の 濃 度 依 存 的 に 増 殖 抑 制 が 強 ま る 。 そ の 状 況 が 、 菌 株 サ ン

プ ル No.2 株 で 見 ら れ る 。 そ れ に 対 し て 、 菌 株 サ ン プ ル No.3 株 で は TNF-α 0.1ng/ml の 濃

度 ま で は 、 TNF-α の 細 胞 毒 性 は 認 め ら れ な い 。 菌 株 サ ン プ ル No.3 で は む し ろ 弱 い な が ら

細 胞 毒 性 を 弱 め る 作 用 が 認 め ら れ た 。 即 ち 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る TNF-α の 細 胞 毒

性 を 弱 め る 作 用 が あ る こ と が 分 か る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

実 施 例 ３

実 施 例 1及 び 2の 結 果 を 踏 ま え 、 実 施 例 １ 及 び ２ に お け る 乳 酸 菌 株 と は 異 な る 10種 類 の 癌 細

胞 増 殖 抑 制 作 用 の 測 定 及 び 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 作 用 の 測 定 を 行 っ た 。 用 い た 乳 酸 菌 株

は 、 サ ン プ ル No.1 (L. collinoides)、 サ ン プ ル No.2 (L. cellobiosus)、 サ ン プ ル No.3 (

L. buchneri)、 サ ン プ ル No.4 (L. fermentum)、 サ ン プ ル No.5 (L. fermentum)、 サ ン プ ル

No.6 (L. paracasei)、 サ ン プ ル No.7 (L. paracasei)、 サ ン プ ル No.8 (L. paracasei)、

サ ン プ ル No.9 (L. helveticus)、 サ ン プ ル No.10 (L. helveticus)で あ る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

U937細 胞 を 96-well プ レ ー ト に 4x10
4  
cells/well で １ ０ 列 （ 各 列 6 well） 播 種 し 、 最

初 の ５ 列 は サ イ ト カ イ ン 無 添 加 、 次 の ５ 列 は TNF-α 及 び IL-6 添 加 と す る 。 サ イ ト カ イ

ン 添 加 の ウ エ ル に は 、 最 終 濃 度 で TNF-α ： 0.05 ng/ml、 IL-6： 2 ng/ml に な る よ う に 添 加

し た 。 サ イ ト カ イ ン 無 添 加 の ウ エ ル に は 培 地 の み 添 加 し た 。 １ か ら ５ 列 及 び ６ か ら １ ０ 列

そ れ ぞ れ に 、 乳 酸 菌 株 の 死 菌 体 を 最 終 濃 度 0、 0.1、 1、 10、 100 μ g/ml に な る よ う に 添 加

し た 。 い ず れ の ウ エ ル も 最 終 の 液 量 は 150 μ l/well と し た 。 炭 酸 ガ ス ー イ ン キ ュ ベ ー タ

ー 中 で ３ 日 間 培 養 後 生 細 胞 を M TT 法 あ る い は XTT 法 で 定 量 し た 。 各 サ ン プ ル は 6-well

づ つ 測 定 し 、 平 均 値 と 実 験 の 誤 差 を 計 算 し 示 し た 。 サ イ ト カ イ ン 無 添 加 、 菌 体 無 添 加 の 生

細 胞 を 100% と し た と き の そ れ ぞ れ の 添 加 に お け る 生 細 胞 の 割 合 を 計 算 し た 。 結 果 を 図 3-1

～ 10に 示 す 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

（ １ ） 乳 酸 菌 株 に よ り 濃 度 依 存 的 に U937細 胞 の 増 殖 抑 制 を 示 す も の が あ る （ 例 え ば 、 サ ン

プ ル No.４ ， ５ ， ６ ， ７ ， ８ ） 。 乳 酸 菌 株 の 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 の 有 無 及 び 強 弱 を 測 定 で

き る 。 増 殖 抑 制 の 強 さ は 菌 株 で 異 な り 、 本 測 定 系 を 用 い れ ば 、 例 え ば 細 胞 増 殖 90%あ る い

は ま た 80%に す る 乳 酸 菌 濃 度 と し て 強 さ を 数 字 で 表 す こ と が で き る 。

（ ２ ） 乳 酸 菌 株 の 中 に 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 作 用 （ 細 胞 毒 性 作 用 ） を 抑 制 す る 効 果 を 示 す

も の が あ る 。 こ の 中 に は 、 乳 酸 菌 濃 度 依 存 的 に 抑 制 す る も の （ 例 え ば 、 例 ４ 及 び ９ ） 、 乳

酸 菌 の あ る 特 定 の 濃 度 で 抑 制 す る も の （ 例 え ば 、 サ ン プ ル No.３ ） な ど に 分 類 で き る 。 TNF

-α と IL-6共 存 に よ る 細 胞 障 害 作 用 は 、 そ れ ぞ れ 単 独 で の 細 胞 障 害 作 用 よ り 相 乗 的 に 強 く

な る 。 従 っ て 乳 酸 菌 に よ る そ の 抑 制 作 用 が 、 ど ち ら か の 作 用 の み を 抑 制 す る 場 合 、 見 か け

上 そ の 抑 制 効 果 は 小 さ く 見 え る 。 従 っ て ス ク リ ー ニ ン グ の 時 点 で は 、 測 定 に お い て 、 実 験

の 誤 差 以 上 の 抑 制 効 果 が 得 ら れ た 場 合 は 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 効 果 あ り 、 と す る 。

（ ３ ） 乳 酸 菌 体 の み 添 加 あ る い は 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン と と も に 添 加 で も 見 か け 上 U937細 胞

の 増 殖 に 何 ら 影 響 を 与 え な い 乳 酸 菌 株 も 存 在 す る （ 例 え ば 、 サ ン プ ル No.１ ０ ） 。

（ ４ ） 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 抑 制 効 果 の 見 ら れ た 菌 株 に つ い て は 、 さ ら に そ の 抑 制 効 果 が TN

F-α に 対 す る 抑 制 か IL-6 に 対 す る 抑 制 か 、 ま た そ の 両 方 か を 本 実 施 方 法 で 決 め る こ と
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が で き る 。 即 ち 、 同 様 の 試 験 を サ イ ト カ イ ン と し て TNF-α な い し は IL-6 の み を 用 い れ

ば そ れ が 決 定 で き る 。 実 施 例 ２ に は 、 サ イ ト カ イ ン と し て TNF-α の み を 用 い た 例 を 示 し た

。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ５ ５ 】

本 発 明 は 、 乳 酸 菌 を 利 用 す る 食 品 や 医 薬 品 分 野 に 有 用 で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ５ ６ 】

【 図 １ 】 実 施 例 １ に お け る 増 殖 抑 制 作 用 測 定 結 果 。

【 図 ２ 】 実 施 例 ２ で 得 ら れ た TNF-α 存 在 下 で の 抗 TNF-α 作 用 測 定 結 果 。

【 図 ３ ー １ 】 実 施 例 ３ で 得 ら れ た TNF-α 及 び IL-6存 在 下 並 び に 不 存 在 下 で の 増 殖 抑 制 又 は

促 進 作 用 測 定 結 果 。

【 図 ３ ー ２ 】 実 施 例 ３ で 得 ら れ た TNF-α 及 び IL-6存 在 下 並 び に 不 存 在 下 で の 増 殖 抑 制 又 は

促 進 作 用 測 定 結 果 。

【 図 ３ ー ３ 】 実 施 例 ３ で 得 ら れ た TNF-α 及 び IL-6存 在 下 並 び に 不 存 在 下 で の 増 殖 抑 制 又 は

促 進 作 用 測 定 結 果 。

【 図 ３ ー ４ 】 実 施 例 ３ で 得 ら れ た TNF-α 及 び IL-6存 在 下 並 び に 不 存 在 下 で の 増 殖 抑 制 又 は

促 進 作 用 測 定 結 果 。

【 図 ３ ー ５ 】 実 施 例 ３ で 得 ら れ た TNF-α 及 び IL-6存 在 下 並 び に 不 存 在 下 で の 増 殖 抑 制 又 は

促 進 作 用 測 定 結 果 。

【 図 ３ ー ６ 】 実 施 例 ３ で 得 ら れ た TNF-α 及 び IL-6存 在 下 並 び に 不 存 在 下 で の 増 殖 抑 制 又 は

促 進 作 用 測 定 結 果 。

【 図 ３ ー ７ 】 実 施 例 ３ で 得 ら れ た TNF-α 及 び IL-6存 在 下 並 び に 不 存 在 下 で の 増 殖 抑 制 又 は

促 進 作 用 測 定 結 果 。

【 図 ３ ー ８ 】 実 施 例 ３ で 得 ら れ た TNF-α 及 び IL-6存 在 下 並 び に 不 存 在 下 で の 増 殖 抑 制 又 は

促 進 作 用 測 定 結 果 。

【 図 ３ ー ９ 】 実 施 例 ３ で 得 ら れ た TNF-α 及 び IL-6存 在 下 並 び に 不 存 在 下 で の 増 殖 抑 制 又 は

促 進 作 用 測 定 結 果 。

【 図 ３ ー １ ０ 】 実 施 例 ３ で 得 ら れ た TNF-α 及 び IL-6存 在 下 並 び に 不 存 在 下 で の 増 殖 抑 制 又

は 促 進 作 用 測 定 結 果 。
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