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(57)【要約】

【課題】低温殺菌処理することで得られたホエータンパ

ク濃縮物の新たな用途を提供すること。

【解決手段】低温殺菌処理することで得られたホエータ

ンパク濃縮物を含む腸管炎症抑制剤。前記ホエータンパ

ク濃縮物は、一元免疫拡散法で測定した抗体含有量が20

mg/g以上である。本発明の炎症抑制剤は、潰瘍性大腸炎

の治療に用いられる。

【選択図】図４
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

低 温 殺 菌 処 理 す る こ と で 得 ら れ た ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 を 含 む 腸 管 炎 症 抑 制 剤 。

【 請 求 項 ２ 】

前 記 ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 は 、 一 元 免 疫 拡 散 法 で 測 定 し た 抗 体 含 有 量 が 20mg/g以 上 で あ る

請 求 項 １ に 記 載 の 炎 症 抑 制 剤 。

【 請 求 項 ３ 】

腸 管 が 大 腸 で あ る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 炎 症 抑 制 剤 。

【 請 求 項 ４ 】

潰 瘍 性 大 腸 炎 の 治 療 に 用 い ら れ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の 炎 症 抑 制 剤 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 低 温 殺 菌 処 理 ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 を 含 む 腸 管 炎 症 抑 制 剤 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 近 年 、 日 本 人 に お い て 慢 性 消 化 管 疾 患 が 増 加 し て い る 。 特 に 過 敏 性 腸 炎 や 潰 瘍 性 大 腸 炎

の 増 加 は 深 刻 に な り つ つ あ る 。 こ れ ら の 疾 患 は 慢 性 的 に 継 続 す る 下 痢 や 腹 痛 に よ っ て 、 罹

患 者 の 社 会 活 動 が 大 幅 に 制 限 さ れ る 。 ま た 、 こ れ ら 慢 性 的 な 腸 管 炎 症 の 継 続 は 、 致 死 的 疾

患 に な り う る 大 腸 ガ ン の 発 症 リ ス ク が 高 ま る と い る 報 告 (非 特 許 文 献 １ )も あ る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 腸 管 炎 症 の 一 つ で あ る 潰 瘍 性 大 腸 炎 は 、 症 状 と し て は 、 下 血 を 伴 う ま た は 伴 わ な い 下 痢

と よ く 起 こ る 腹 痛 で 、 病 変 は 直 腸 か ら 連 続 的 に 、 そ し て 上 行 性 （ 口 側 ） に 広 が り 、 最 大 で

直 腸 か ら 結 腸 全 体 に 拡 が る (非 特 許 文 献 ２ )。 直 接 的 な 原 因 は 未 だ 不 明 で あ る が 、 食 生 活 の

変 化 や ス ト レ ス こ れ ら に よ っ て 生 じ る 、 腸 内 細 菌 の 変 化 な ら び に 自 己 免 疫 反 応 の 異 常 （ ア

レ ル ギ ー ） 、 の 関 与 な ど が 考 え ら れ て い る 。 ま た 原 因 が 確 定 し て い な い こ と も あ り 治 療 法

は 主 に 抗 炎 症 を 志 向 し た 、 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン や 免 疫 抑 制 剤 等 を 用 い て お り 、 根 治 は な か な

か 難 し い と さ れ て い る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2006-151914号 公 報

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 2006-136259号 公 報

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Bernstein, C. N., Blanchard, J. F., Kliewer, E., and Wajda, A. (

2001) Cancer 91(4), 854-862

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Bouma, G., and Strober, W. (2003) Nat Rev Im munol 3(7), 521-533

【 非 特 許 文 献 ３ 】 片 山 耕 他 、 第 52回 (中 )日 本 リ ウ マ チ 学 会 総 会 ・ 学 術 集 会 (2008.4.21)「

ミ ル ク 抗 体 の 関 節 リ ウ マ チ 治 療 効 果 」

【 非 特 許 文 献 ４ 】 岩 附 聡 他 、 月 刊 フ ー ド ケ ミ カ ル 2007-3「 乳 清 タ ン パ ク の 新 た な 応 用 」

【 非 特 許 文 献 ５ 】 Cooper, H. S., Murthy, S. N., Shah, R. S., and Sedergran, D. J.

(1993) Lab Invest 69(2), 238-249

【 非 特 許 文 献 ６ 】 Bieri, J. G. (1979) J Nutr 109(5), 925-926

【 非 特 許 文 献 ７ 】 Takano, Y., Matsuura, T., Yoshikawa, Y., Satsu, H., Sato, R., an

d Shimizu, M. (2007) Biosci Biotechnol Biochem 71(6), 1487-1493

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 と こ ろ で 、 北 海 道 内 で は 多 く の チ ー ズ 工 房 で 盛 ん に チ ー ズ が 生 産 さ れ て お り 、 地 域 資 源
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と し て も 認 定 さ れ る よ う に な っ て き た 。 チ ー ズ 生 産 過 程 で 排 出 さ れ る チ ー ズ ホ エ ー は 様 々

な 有 用 成 分 を 含 む が 殺 菌 方 法 に よ っ て 生 乳 由 来 の 機 能 タ ン パ ク 質 の 量 な ら び に 質 が 変 化 す

る こ と が わ か っ て い る 。 大 規 模 な チ ー ズ 生 産 工 場 な ど で は 高 温 に よ る 殺 菌 ・ 乾 燥 処 理 を 行

っ て お り 、 市 販 の ホ エ ー パ ウ ダ ー 等 で は 機 能 性 タ ン パ ク 質 等 が 変 性 し て し ま っ て い る 可 能

性 が 高 い 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 一 方 、 近 年 の 研 究 で 、 ミ ル ク 抗 体 を 多 く 含 有 す る ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 で あ る ア サ マ 乳

清 た ん ぱ く が 関 節 リ ウ マ チ に 対 す る 治 療 効 果 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て い る (非 特 許 文 献 3

、 4)。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 非 特 許 文 献 3お よ び 4に は 、 ミ ル ク 抗 体 が 関 節 リ ウ マ チ の 発 症 原 因 と 考 え ら れ て い る 腸 内

の 毒 素 産 生 細 菌 が 産 生 し た 毒 素 を 中 和 す る こ と で 、 上 記 治 療 効 果 が 得 ら れ て い る と 推 察 し

て い る 。 ま た 、 抗 細 菌 内 毒 素 抗 体 を 用 い る こ と で 関 節 リ ウ マ チ に 対 す る 予 防 、 治 療 お よ び

再 発 防 止 が で き る こ と も 報 告 さ れ て い る (特 許 文 献 1)

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 し か し 、 低 温 殺 菌 処 理 す る こ と で 得 ら れ た ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 の 関 節 リ ウ マ チ に 対 す

る 治 療 効 果 が 得 ら れ る 作 用 機 構 等 に つ い て は 、 正 確 に は 分 か っ て い な い 。 さ ら に 、 低 温 殺

菌 処 理 す る こ と で 得 ら れ た ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 の 関 節 リ ウ マ チ 以 外 の 疾 患 に 対 す る 治 療

効 果 に つ い て も 、 十 分 に 解 明 さ れ て い な い の が 現 状 で あ る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 そ こ で 、 本 発 明 の 目 的 は 、 低 温 殺 菌 処 理 す る こ と で 得 ら れ た ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 の 新

た な 用 途 を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 低 温 殺 菌 処 理 す る こ と で 得 ら れ た ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 の 新 た な 用 途 を

拓 く べ く 種 々 検 討 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 低 温 殺 菌 処 理 す る こ と で 得 ら れ た ホ エ ー タ ン パ ク

濃 縮 物 が 潰 瘍 性 大 腸 炎 に 対 す る 治 療 効 果 を 有 す る こ と を 見 出 し て 、 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 は 、 低 温 殺 菌 処 理 す る こ と で 得 ら れ た ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 を 含 む 腸 管 炎 症 抑 制

剤 に 関 す る も の で あ り 、 特 に 、 本 発 明 は 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 の 治 療 に 用 い ら れ る 炎 症 抑 制 剤 に

関 す る も の で あ る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 の 治 療 に 用 い ら れ る 炎 症 抑 制 剤 を 提 供 す る こ と が で き る

。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ４ 】

【 図 １ 】 殺 菌 処 理 の 違 い に よ る 、 ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 の SDS-PA GEパ タ ー ン の 違 い を 示 す

。

【 図 ２ 】 試 験 飼 育 期 間 中 の マ ウ ス の 全 身 状 態 を 示 す 。

【 図 ３ 】 動 物 実 験 1に お け る 体 重 の 変 化 を 示 す 。

【 図 ４ 】 動 物 実 験 2に お け る 体 重 の 変 化 を 示 す 。

【 図 ５ 】 大 腸 絨 毛 の 形 態 を 示 す 。

【 図 ６ 】 低 温 処 理 ホ エ ー の プ ロ テ ア ー ゼ 分 解 物 の SDS-PA GEパ タ ー ン を 示 す 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 は 、 低 温 殺 菌 処 理 す る こ と で 得 ら れ た ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 を 含 む 腸 管 炎 症 抑 制

剤 に 関 す る 。 本 発 明 で 用 い ら れ る 低 温 殺 菌 処 理 す る こ と で 得 ら れ た ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物

は 以 下 の 方 法 で 製 造 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ６ 】
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　 生 乳 か ら ク リ ー ム 成 分 を 除 去 し て 得 ら れ た 脱 脂 乳 を 低 温 殺 菌 処 理 す る 。 低 温 殺 菌 処 理 は

、 脱 脂 乳 に 含 ま れ る 抗 体 が 変 性 に よ り 失 活 し な い 条 件 、 ま た は 極 力 失 活 が 抑 制 で き る 条 件

で 実 施 す る こ と が 好 ま し い 。 そ の よ う な 条 件 と し て は 、 例 え ば 、 65℃ 、 30分 を 挙 げ る こ と

が で き る 。 但 し 、 加 熱 時 間 が 長 く な る と 生 産 効 率 を 低 下 さ せ る こ と か ら 、 温 度 を 高 め て 時

間 を 短 く 設 定 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 70～ 75℃ の 温 度 で 、 60～ 10秒 の 範 囲 と す る こ と

も で き る 。 そ の 際 、 加 熱 に よ る 抗 体 の 変 性 を 抑 制 す る 目 的 で 、 加 熱 の 前 に 脱 脂 乳 に 糖 質 を

添 加 す る こ と も で き る (特 許 文 献 2)。 尚 、 加 熱 時 間 は 長 く な る が 、 65℃ よ り さ ら に 低 温 で

の 殺 菌 や 静 菌 を す る こ と も 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 低 温 殺 菌 処 理 し た 脱 脂 乳 は 、 次 い で 、 常 法 に よ り カ ゼ イ ン を 除 去 し て ホ エ ー を 得 る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 ま た 、 チ ー ズ 生 産 過 程 で 排 出 さ れ る チ ー ズ ホ エ ー を 用 い る こ と も で き る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 こ れ ら の ホ エ ー は 、 通 常 、 固 形 分 と し て 、 タ ン パ ク 質 を 約 10～ 20質 量 %、 糖 類 を 約 60～ 8

0質 量 %を 含 み 、 残 部 が 灰 分 で あ る (固 形 分 濃 度 は 約 10質 量 %)。 そ こ で 、 糖 類 を 除 去 し て ホ

エ ー タ ン パ ク 質 を 濃 縮 し て 、 ホ エ ー タ ン パ ク 質 に 富 ん だ 、 即 ち 、 抗 体 含 有 量 の 高 い ホ エ ー

タ ン パ ク 濃 縮 物 を 得 る 。 糖 類 除 去 に よ り 、 例 え ば 、 固 形 分 と し て 、 タ ン パ ク 質 を 約 60～ 80

質 量 %、 糖 類 が 約 20～ 40質 量 %を 含 む ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 が 得 ら れ る 。 ホ エ ー の 濃 縮 方 法

に は 特 に 制 限 は な い が 、 例 え ば 、 膜 分 離 法 等 を 利 用 で き る 。 ま た 、 膜 分 離 法 後 の ホ エ ー タ

ン パ ク 濃 縮 物 (固 形 分 濃 度 は 約 10質 量 %)を 乾 燥 し て 、 粉 体 等 と す る こ と も で き る 。 乾 燥 方

法 に は 特 に 制 限 は な い が 、 ホ エ ー タ ン パ ク 質 の 変 性 を 抑 制 す る と い う 観 点 か ら 、 フ リ ー ズ

ド ラ イ を 用 い る こ と が 適 当 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 原 料 と し て 用 い る 生 乳 は 、 例 え ば 、 牛 乳 を 挙 げ ら れ る が 、 牛 乳 以 外 に 、 山 羊 乳 、 羊 乳 、

馬 乳 、 ら く だ 乳 、 水 牛 乳 等 を 用 い る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 上 記 方 法 で 得 ら れ た ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 は 、 高 い 抗 体 含 有 量 を 有 し 、 例 え ば 、 一 元 免

疫 拡 散 法 で 測 定 さ れ た 抗 体 含 有 量 は 、 20mg/g以 上 で あ る 。 本 発 明 の 炎 症 抑 制 剤 に お い て は

、 よ り 高 い 炎 症 抑 制 作 用 を 得 る と い う 観 点 か ら は 、 ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 は 、 35mg/g以 上

の 抗 体 含 有 量 で あ る こ と が 好 ま し い 。 上 記 方 法 で 得 ら れ た ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 の 抗 体 含

有 量 の 上 限 は 、 原 料 と し て 用 い る 生 乳 の 種 類 や 殺 菌 処 理 条 件 等 に よ り 異 な る が 、 通 常 は 80

mg/g程 度 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

（ 抗 体 量 の 測 定 法 ）

　 本 発 明 に お け る 抗 体 含 有 量 の 測 定 は The Binding Site社 （ Birmingham， U.K.） の 測 定 キ

ッ ト Bovine IgG - NL RIDを 用 い た 一 元 免 疫 拡 散 法 （ SRID） で 行 っ た 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 の 腸 管 炎 症 抑 制 剤 が 用 い ら れ る 腸 管 は 大 腸 で あ る こ と が で き 、 本 発 明 の 炎 症 抑 制

剤 は 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 の 治 療 に 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 の 腸 管 炎 症 抑 制 剤 は 、 ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 が 有 す る 抗 体 含 有 量 に よ っ て も 異 な

る が 、 例 え ば 、 抗 体 含 有 量 が 35mg/gの ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 の 場 合 、 ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮

物 を 体 重 1kg当 た り 0.005～ 0.5g、 1日 1回 ま た は 2～ 3回 に 分 け て 経 口 投 与 す る こ と が で き る

。 有 効 成 分 で あ る ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 は 、 粉 末 、 錠 剤 ま た は カ プ セ ル 剤 等 と す る こ と が

で き る 他 、 加 工 食 品 の 原 料 と し て 添 加 し 、 該 加 工 食 品 と す る こ と も で き る 。 ま た 投 与 形 態

は 、 主 に 経 口 で あ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ２ ５ 】

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

さ れ る 意 図 で は な い 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】

参 考 例 1(低 温 処 理 ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 の 調 製 方 法 )

　 生 乳 （ 乳 脂 肪 分 3.4%、 抗 体 含 量 0.21mg/ml） を 65℃ 、 30分 間 加 熱 殺 菌 し 、 常 法 通 り に カ

ゼ イ ン カ ー ド を 製 造 し 、 副 産 物 と し て 酸 ホ エ ー （ タ ン パ ク 含 量 0.9%） を 得 た 。 こ の 酸 ホ エ

ー か ら 限 外 濾 過 法 に て 乳 清 タ ン パ ク 溶 液 を 得 た 。 こ の 乳 清 タ ン パ ク 溶 液 を 噴 霧 乾 燥 し て 乳

清 タ ン パ ク （ Ｗ Ｐ Ｃ ） を 得 た 。 こ の 乳 清 タ ン パ ク 濃 縮 物 の 抗 体 含 有 量 は 60mg/gで あ っ た 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

参 考 例 2(高 温 処 理 ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 の 調 製 方 法 )

　 生 乳 （ 乳 脂 肪 分 3.4%、 抗 体 含 量 0.21mg/ml） を 75℃ 、 30分 間 加 熱 し て 殺 菌 し た 。 そ の 後

、 通 常 の 方 法 で 、 遠 心 分 離 し 脱 脂 乳 を 得 、 乳 酸 を 添 加 し て 酸 性 化 し た の ち 、 圧 搾 し て カ ゼ

イ ン カ ー ド を 分 離 し て 酸 ホ エ ー を 得 、 限 外 ろ 過 に て 乳 糖 を 分 離 し 、 噴 霧 乾 燥 し て 乳 清 タ ン

パ ク (Ｗ Ｐ Ｃ )を 得 た 。 こ の 乳 清 タ ン パ ク の 抗 体 含 有 量 は 10mg/gで あ っ た 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

1． ホ エ ー タ ン パ ク の 確 認

　 実 験 に 用 い る に 当 た り 、 参 考 例 1お よ び 2で 得 た 、 高 温 処 理 な ら び に 低 温 処 理 ホ エ ー タ ン

パ ク 濃 縮 物 特 徴 を 確 認 す る た め に ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 電 気 泳 動 (SDS-PA GEを 行 っ た 。

方 法 は 常 法 に 則 っ て 行 い 、 ゲ ル は 5-20%の グ ラ ジ エ ン ト ゲ ル を 用 い 、 染 色 は CBBを 用 い た 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 図 １ に 動 物 実 験 に 用 い た ホ エ ー タ ン パ ク 質 の SDS-PA GEの パ タ ー ン を 示 す 。 そ の 結 果 低 温

処 理 と 高 温 処 理 で は 、 パ タ ー ン が 大 き く 異 な り 、 低 温 処 理 で は 高 温 処 理 で 主 要 な バ ン ド と

し て 認 め ら れ な か っ た 、 75K、 60Kな ら び に 30K付 近 に 主 要 な バ ン ド が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

2． 動 物 実 験

　 低 温 殺 菌 処 理 す る こ と で 得 ら れ た ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 の 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 の 実 験 動 物 モ

デ ル 系 (非 特 許 文 献 5)に 与 え る 影 響 に つ い て 調 査 し た 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 4週 齢 の BALB/cマ ウ ス (♀ )を 5匹 ず つ 8群 に 分 け 6日 間 順 化 飼 育 し た 後 、 2群 ず つ 標 準 飼 料 (

AIN-76(非 特 許 文 献 6))に 高 温 殺 菌 処 理 ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 （ 高 温 処 理 ホ エ ー ） な ら び に

低 温 殺 菌 ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 （ 低 温 処 理 ホ エ ー ） を 配 合 し た 飼 料 を 給 餌 し た 。 ホ エ ー タ

ン パ ク 質 の 配 合 量 は 、 飼 料 添 加 タ ン パ ク 質 （ 通 常 は カ ゼ イ ン ） の 25%～ 50%と し 、 飼 料 中 の

タ ン パ ク 質 量 を 統 一 す る た め に 、 ホ エ ー 添 加 量 に 合 わ せ て カ ゼ イ ン を 減 量 し た 。 な お 、 腸

管 へ の 炎 症 は 2.5%デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (DSS)を 飲 水 さ せ る こ と に よ り 発 症 さ せ た (

非 特 許 文 献 5)。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 飼 育 方 法 は 以 下 の 2種 類 を 行 っ た 。 実 験 1） 、 発 症 の 遅 延 な ら び に 、 症 状 へ の 効 果 を 見 る

実 験 ： １ 週 間 の 試 験 飼 育 の 後 、 ２ 週 間 試 験 食 と と も に DSSを 飲 水 投 与 。 2） 回 復 能 を 見 る 実

験 ： １ 週 間 の 試 験 飼 育 の 後 、 ８ 日 間 試 験 食 と と も に DSSを 飲 水 投 与 、 ８ 日 以 降 は DSS水 を 水

道 水 に 切 り 替 え 回 復 能 を 見 る 。 両 者 と も 、 2週 間 の 試 験 飼 育 の 後 、 大 腸 を 摘 出 し 、 一 部 は

ホ ル マ リ ン 固 定 し た 後 、 ミ ク ロ ト ー ム を 用 い て 切 片 を 調 製 し た 後 、 ヘ マ ト キ シ リ ン ー エ オ

シ ン 染 色 （ H-E染 色 ） を 行 い 、 大 腸 絨 毛 の 形 態 を 観 察 し た 。 ま た 腸 管 粘 膜 の 主 要 成 分 で あ

る Mucin(Mucin1)の 量 を Mucin1の 抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ っ て 調 べ

た 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

3． ホ エ ー タ ン パ ク 質 の プ ロ テ ア ー ゼ 処 置

　 プ ロ テ ア ー ゼ A(天 野 製 薬 、 日 本 )を 用 い て ホ エ ー タ ン パ ク 質 を 分 解 し た (非 特 許 文 献 7)。

分 解 物 は SDS－ PA GEに 供 し た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 図 ２ に DSS投 与 ８ 日 目 の マ ウ ス の 写 真 を 示 す 。 投 与 ８ 日 目 に お い て 、 DSS投 与 群 で は 、 体

毛 の 状 態 が 、 不 均 一 に な り 、 毛 並 み が 乱 れ て い る こ と が 見 て 取 れ る 。 一 方 、 DSSと と も に

、 食 餌 に 低 温 処 理 ホ エ ー を 添 加 し た マ ウ ス は 、 通 常 飼 育 と 比 較 す る 、 毛 並 み は 乱 れ て い る
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も の の 、 DSS投 与 群 と 比 較 す る と 、 通 常 飼 育 に 近 く 全 身 状 態 が 緩 和 さ れ て い る こ と が 見 て

取 れ た 。 な お 、 下 痢 な ら び に 血 便 は 、 DSS投 与 ４ 日 目 よ り 生 じ た 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 続 い て 、 飼 育 期 間 中 の 、 体 重 の 変 化 を 図 ２ に 示 す 。 DSS投 与 群 す べ て に お い て 、 体 重 の

減 少 が 認 め ら れ た 。 ホ エ ー 投 与 群 に お い て は 、 低 温 殺 菌 処 理 ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 添 加 群

で は 、 有 意 な 体 重 減 少 緩 和 傾 向 が 見 ら れ た 。 一 方 高 温 殺 菌 処 理 ホ エ ー タ ン パ ク 群 に お い て

は コ ン ト ロ ー ル 群 と 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 ま た 動 物 実 験 2に お い て 、 回 復 能 を 調 べ た 場 合 、 コ ン ト ロ ー ル 群 な ら び に 高 温 処 理 ホ エ

ー 投 与 群 は 、 症 状 が 回 復 せ ず 、 水 道 水 投 与 中 に 、 死 亡 し て し ま っ た に も か か わ ら ず 、 低 温

処 理 群 で は 、 順 調 に 回 復 し た 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 試 験 終 了 後 、 マ ウ ス の 解 剖 大 腸 を 摘 出 し 、 顕 微 鏡 用 切 片 を 調 製 し 、 大 腸 絨 毛 の 形 態 を 観

察 し た (図 ５ )。 そ の 結 界 、 DSS非 投 与 群 で は 、 大 腸 絨 毛 の 形 態 的 特 徴 を 示 す 、 上 皮 細 胞 、

大 腸 腺 等 が 明 瞭 に 観 察 さ れ た が 、 DSS投 与 群 で は 、 大 腸 絨 毛 の 形 態 は 崩 壊 し て い た 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 ま た 高 温 処 理 ホ エ ー 投 与 群 に お い て は 、 傷 害 の 軽 減 は 認 め ら れ な か っ た 。 一 方 、 低 温 処

理 ホ エ ー を 投 与 し た 群 に お い て は 、 大 腸 絨 毛 の 傷 害 は 認 め ら れ る も の の 、 傷 害 の レ ベ ル は

、 DSS投 与 群 や 高 温 処 理 投 与 群 と 比 較 し て 軽 微 で あ っ た 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 ま た 、 低 温 殺 菌 処 理 ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 添 加 群 は 、 粘 膜 の 特 徴 を 示 す タ ン パ ク 質 で あ

る Mucin量 の 減 少 も 抑 え ら れ て い た 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 以 上 の 結 果 よ り 、 低 温 処 理 ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 は 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 の 発 症 モ デ ル 系 で あ

る DSS投 与 マ ウ ス へ の 、 緩 和 効 果 が 観 察 さ れ た 。 し か し な が ら 、 経 口 摂 取 し た タ ン パ ク 質

は 、 胃 な ら び に 小 腸 で プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 分 解 さ れ る は ず で あ る 。 そ こ で 、 消 化 管 モ デ

ル 実 験 で 用 い ら れ る プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い て 、 低 抗 体 ホ エ ー を 処 理 し た 。 そ の 結 果 、 酵 素 処

理 数 分 で 、 低 分 子 (ペ プ チ ド )へ ホ エ ー タ ン パ ク 質 は 分 解 さ れ た (図 ６ )

【 ０ ０ ４ １ 】

　 以 上 の 結 果 か ら 、 低 温 処 理 ホ エ ー に は 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 モ デ ル 実 験 動 物 系 に お い て 、 腸 管

炎 症 緩 和 効 果 が 見 い だ さ れ た 。 こ の 機 能 は 低 温 処 理 ホ エ ー に お い て の み 有 意 に 認 め ら れ 、

高 温 処 理 ホ エ ー で は 認 め ら れ な か っ た 。 す な わ ち 食 餌 性 低 温 処 理 ホ エ ー に は 、 腸 管 炎 症 を

抑 制 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 低 温 処 理 ホ エ ー と 高 温 処 理 ホ エ ー の 質 的 違 い は 、 図 １ で 示 し た よ う に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン

に 相 当 す る バ ン ド （ 75K付 近 ） が 残 存 し て お り 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 機 能 性 に よ っ て 上

記 の 効 果 が 生 じ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 一 方 、 低 温 処 理 ホ エ ー を プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 す る と

そ の ほ と ん ど が 分 解 さ れ た こ と か ら 、 消 化 管 で 作 用 す る 物 質 は 、 上 記 の 残 存 タ ン パ ク （ 免

疫 グ ロ ブ リ ン ） が 消 化 管 で 分 解 さ れ た ペ プ チ ド 断 片 等 で あ る 可 能 性 も 示 唆 さ れ た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 発 明 は 、 ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 お よ び 腸 管 炎 症 抑 制 剤 に 関 連 す る 分 野 に お い て 有 用 で

あ る 。
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