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略語一覧

&&/；&&�FKHPRNLQH�OLJDQG（&& ケモカインリガンド）

&&5；&&�FKHPRNLQH�UHFHSWRU（&& ケモカイン受容体）

&)$；&RPSOHWH�)UHXQG¶V�$GMXYDQW（完全フロイントアジュバント）

FIX；FRORQ\�IRUPLQJ�XQLW（コロニー形成単位）

&,$；&ROODJHQ�LQGXFHG�DUWKULWLV（コラーゲン誘導性関節リウマチ）

&,,；7\SH�,,�FROODJHQ（Ⅱ型コラーゲン）

&,,�,J*；7\SH�,, FROODJHQ�VSHFLILF�,PPXQRJOREXOLQ�*（Ⅱ型コラーゲン特異的免疫グロブリン*）

&16；&HQWUDO�QHUYRXV�V\VWHP（中枢神経系）

'66；'H[WUDQ�VXOIDWH�VRGLXP（デキストラン硫酸）

($(；([SHULPHQWDO�DXWRLPPXQH�HQFHSKDORP\HOLWLV（実験的自己免疫性脳脊髄炎）

(/,6$；(Q]\PH�/LQNHG�,PPXQR6RUEHQW�$VVD\

)$&6；)OXRUHVFHQFH�DFWLYDWHG�FHOO�VRUWLQJ

,J$；,PPXQRJOREXOLQ�$（免疫グロブリン $）

,J*；,PPXQRJOREXOLQ�*（免疫グロブリン *）

,/�；,QWHUOHXNLQ�

,1)�；,QWHUIHURQ�

/$%；/DFWLF�DFLG�EDFWHULD

/&����7；Lactobacillus crispatus -&0����7

/*����7；Lactobacillus JDVVHUL�-&0����7

/+����7；Lactobacillus helveticus -&0����7

/+����；Lactobacillus helveticus 6%7����

/1V；/\PSK�QRGHV� （リンパ節）

/36；/LSRSRO\VDFFKDULGH（リポ多糖）
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0/1；0HVHQWHULF�O\PSK�QRGH（腸間膜リンパ節）

06；0XOWLSOH�VFOHURVLV（多発性硬化症）

33；3H\HU
V�SDWFK（パイエル板）

5$；5KHXPDWRLG�DUWKULWLV（関節リウマチ）

63；6SOHHQ（脾臓）

7；7\SH�VWUDLQ（基準株）

7IK�FHOO；)ROOLFXODU�7�FHOO（濾胞ヘルパー7 細胞）

7IU�FHOO；)ROOLFXODU�UHJXODWRU\�7�FHOO（制御性濾胞ヘルパー7 細胞）

7*)�；7UDQVIRUPLQJ�JURZWK�IDFWRU�（トランスフォーミング増殖因子�）

71)�；7XPRU�QHFURVLV�IDFWRU�（腫瘍壊死因子�）

7UHJ�FHOO；5HJXODWRU\�7�FHOO（制御性 7 細胞）
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緒言
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厚生労働省によると、日本の人口は近年（���� 年）、横ばいから人口減少局面を迎えてお

り、���� 年には総人口が ���� 万人を割り込むこと、高齢化率は ��％近い水準になること

が推計されている。こうした超高齢社会がもたらす課題として、働き手の主力とされる ��

歳以上 �� 歳未満の「生産年齢人口」の減少や、介護負担の増大などが挙げられる。同省が

平成 �� 年度から �� 年間計画で、�� 世紀において日本に住む一人ひとりの健康を実現する

ための、国民健康づくり運動として実施している“健康日本 ��”においては、高年期の 42/

の向上やそれを支える障害の減少のために、運動習慣や“適切な食生活の確保”が推奨さ

れている。このような背景から、健康に対して食が果たすべき役割はますます大きくなる

と考えられる。

また、近年、生活習慣病やがんを含む加齢関連疾患には、総じて生体内での慢性炎症が

深く関与していることが報告されている（真鍋������）。高齢者では加齢に伴う免疫系自体

の変化（免疫老化）、組織の変化や全身的な代謝や内分泌系の変化など、多様な要因によ

り慢性炎症が起こりやすくなっており、生じた慢性炎症が加齢関連疾患の発症や進展に寄

与すると言われている。慢性炎症においては、炎症性サイトカインやケモカイン、細胞外

マトリクス分解酵素など、炎症や発がんを促進する様々な因子の過剰な分泌が起こること

から、“慢性炎症は万病の元”と言われている（2KWDQL������）。したがって、炎症を抑制

すること、それも医薬に頼るのではなく、日常的摂取できる食品によって予防的に抑制す
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ることは、今後、超高齢社会に突入していく日本が抱える様々な問題（医療費の増大や労

働力の減少など）を解決する、一つの有力な手段となると考えられる。

乳酸菌は、代謝活動により乳酸を産生する微生物の総称である。古くから、ヨーグルト

や乳酸菌飲料、漬物など様々な発酵食品に用いられ、食品の保存性や栄養価、嗜好性を向

上することで、人々の豊かな食生活に貢献してきた。また、ある種の乳酸菌は元々、小腸

や大腸などの消化管や膣に生息し、病原性微生物を制御し、体内の環境を整えるなどして

人々の健康にも貢献してきた（3DUYH]�et al.��������0XURRND�DQG�<DPVKLWD��������.DEDN�DQG�

'REVRQ������）。

近年、その健康機能として、乳酸菌が腸内環境を改善するだけでなく、免疫機能にも影

響を与えることが報告されている。例えば、Lactobacillus gasseri 6%7���� のマウスへの経口

投与により、抗ウイルス遺伝子の発現が上昇し、インフルエンザウイルスの感染による死

亡率や炎症状態が軽減された（1DND\DPD�et al���������0L\D]DNL������）。さらに、6%7���� の

経口摂取により健常人のインフルエンザウイルスのワクチン接種後の抗体産生が促進され、

ワクチンの効果が高まった（1LVKLKLUD�et al�������）。Bifidobacterium longum %%��� は自然免

疫で主要な役割を担う QDWXUDO�NLOOHU�FHOO（1. 細胞）の活性を向上し、高齢者のインフルエン

ザウイルス感染を予防した（1DPED�et al���������$NDWVX�et al�������）。Lactobacillus rhamnosus

** 由来のタンパク質は宿主防御に重要な ,J$ 産生をマウスの小腸上皮細胞で誘導した

（:DQJ� et al.�� ����）。このように乳酸菌による免疫賦活作用が数多く報告されるのに対し、
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アレルギーや自己免疫疾患などの過剰な免疫応答を制御する、免疫制御作用に関する報告

は少なく、これは元々、乳酸菌がヒトにとって非自己であり、異物であることによるのか

も知れない。なお、本研究では、過剰な免疫応答を抑える、抑制的な乳酸菌の作用を免疫

“制御”作用と述べることとする。

Lactobacillus helveticus 6%7����（/+����）は乳製品から分離された乳酸菌であり、高い

プロテアーゼ活性を有することから、ゴーダチーズの製造にスターター乳酸菌として広く

用いられている（6DVDNL�et al�������）。これまでの研究で、/+���� を含有するチーズをマウ

スに摂取させることにより、制御性 7 細胞の誘導、炎症性サイトカインの産生抑制、'66

誘発大腸炎の緩和といった作用が認められることを報告した（+RVR\D�et al�������）。他の研

究においても、ヒト（,EUDKLP�et al�������）やラット（/ROOR�et al.������）におけるチーズの免

疫制御作用が報告されている。しかしながら、チーズの製造に用いられるスターター菌が

免疫制御作用を有するかどうかは検証されていない。

そこで、第 � 章において、/+���� 菌体そのものに免疫制御機能があるか否かを、in vitro

において様々な乳酸菌 �� 株と比較しながら検証した。マウスの脾臓、および腸管免疫組織

から調製した初代培養免疫細胞に乳酸菌を添加し、免疫指標として一般的に用いられる免

疫細胞の増殖、および炎症性サイトカインの産生について評価した。

第 � 章では、in vitro において顕著な免疫制御作用を示した /+���� が in vivo においても

その作用を発揮するのか検証するため、過剰な免疫反応の動物モデルとして、自己免疫疾
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患の一つである関節リウマチ（5KHXPDWRLG� DUWKULWLV�� 5$）のモデルマウスを用いた動物試験

を実施した。自己免疫疾患とは、本来、異物を認識し排除するための役割をもつ免疫系が、

自己の正常な細胞や組織に対してまで過剰に反応し、傷害することで症状を起こす疾患の

総称である。5$ の場合には自己のコラーゲンやタンパク質を抗原として認識し反応するこ

とで発症すると考えられており、その患者は人種にかかわりなく世界中に分布し、世界人

口の約 ��を占める（9HUVWDSSHQ������）。日本でも �� 万人程度の患者がいるとみられる深刻

な疾患である。5$ モデルマウスへの効果を評価することで、/+���� が生体に与える影響

を把握し、ヒトの 5$ をはじめとした、過剰な免疫応答が引き起こす各種炎症疾患への

/+���� の臨床応用の可能性を示すことを目的とした。

第 � 章では、関節リウマチと同じく、自己免疫疾患の一つである多発性硬化症（0XOWLSOH�

VFOHURVLV��06）のモデルマウスに対する /+���� の緩和効果を検証した。06 とは、運動機能、

視覚、認知機能等に異常をきたす脱髄性脳脊髄炎である。06 モデルマウスは、5$ モデル

マウスと並んで、免疫分野の研究で非常によく用いられる免疫疾患モデルであり、その発

症メカニズムも詳細に研究されている。発症機序の異なる � つのモデルを検証することで、

/+���� の作用をより深く理解することが可能である。また、本章では動物に加えて、培養

細胞株を用いた試験を行い、/+���� の作用メカニズムについてより詳細に解析した。
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第 1 章

チーズスターター乳酸菌 Lactobacillus helveticus SBT2171 による

免疫細胞の増殖抑制作用、及びサイトカイン産生抑制作用
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■緒言

Lactobacillus helveticus 6%7����（/+����）は高いプロテアーゼ活性を有し（7DQ et al�� ����）、

ゴーダチーズの製造にスターター菌として用いられる乳酸菌である。これまでに /+���� を

含有するチーズをマウスに摂取させることにより、制御性 7 細胞の誘導、炎症性サイトカ

インの産生抑制、'66 誘発大腸炎の緩和といった作用が認められることを報告した（+RVR\D�

et al�� ����）。他の研究においても、ヒト（,EUDKLP�et al�� ����）やラット（/ROOR et al�� ����）

におけるチーズ摂取による免疫調節作用が報告されている。しかしながら、チーズ製造に

用いられるスターター菌そのものが免疫調節作用を有するかどうかは検証されていない。

チーズ中のどの成分が調節作用を担っているのかは不明であるが、ここでは乳酸菌に着目

して研究を行った。

乳酸菌による免疫調節作用としては、細菌やウイルスの外的侵入や腫瘍に対する免疫応

答を活性化するだけでなく、例えば、炎症性腸疾患（,%'）および関節リウマチ（5$）の

ようなある種の異常性をもった過剰な免疫反応を制御する作用も知られている。このよう

な乳酸菌の免疫制御作用は、抗原提示細胞のアポトーシス誘導（.DQ]DWR� et al�� ����）や免

疫細胞の増殖抑制（3HOXVR�et al.� ������<RVKLGD�et al�� ����）のような、乳酸菌の免疫細胞への

作用によるものである。乳酸菌によって、炎症や自己免疫疾患の原因となる炎症性サイト

カインの産生（$WUH\D�et al.� ������<DPDPRWR et al�� ����）が抑制されることも報告されてい

る（0DWVXPRWR�et al.� ����� /HH�et al�� ������3KLOLSSH et al�� ����）。
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本章では、in vitro において抗 &'��&'�� 抗体や /LSRSRO\VDFFKDULGH（/36）といった、免

疫細胞の刺激剤で処理したマウスの免疫細胞の細胞増殖や炎症性サイトカイン産生に、

/+���� 菌体が与える影響を評価した。

■実験方法

1. 実験動物

雄性 &��%/��- マウス（�～� 週齢）は日本チャールスリバー（横浜、日本）から購入し、

� 週間以上、固形飼料（&(��；クレアジャパン、東京、日本）の自由摂取、自由飲水下で馴

化飼育した。マウスを温度（��� �&）、湿度（��� ���）、光（�� 時間の明暗周期）が制御

された条件下で飼育し、全ての動物実験を、1,+� *XLGH� IRU� WKH� &DUH� DQG� 8VH� RI� /DERUDWRU\�

$QLPDOV�15&（1DWLRQDO�5HVHDUFK�&RXQFLO）（����）に従って実施した。

��� 免疫細胞の調製

マウスを �～�� 週齢で、イソフルランによる麻酔下にて解剖し、腸間膜リンパ節（0/1）、

パイエル板（33）、及び脾臓（63）を細胞培養用培地（530,���� 培地に、���非働化済み

ウシ胎児血清、���P0�+(3(6 緩衝液、��P0�/�グルタミン、����8�PO ペニシリン、����J�PO

ストレプトマイシン、�����P0���メルカプトエタノールを添加したもの）中に採取し、小ハ

サミで細かく刻んだ。組織破砕液を ���P� 細胞ストレーナー（%'�%LRVFLHQFHV、6DQ�-RVH、
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&$）でろ過し、細胞分散液を得た。脾臓の細胞分散液中の赤血球は、/\PSKRO\WH�0（&HGDUODQH�

/DERUDWRULHV、%XUOLQJWRQ、2QWDULR、&DQDGD）を用いた密度勾配遠心分離法によってメーカー

のプロトコルに従って除去した。細胞を � 回洗浄し、培地中に再分散し、培養実験の開始

まで氷上で保持した。

��� 菌株の調製

乳製品やヒトの腸管から分離された、/+���� 株を含む乳酸菌 �� 菌株を実験に供した

（7DEOH��）。Lactobacillus kefiranofaciens、Lactobacillus plantarum、Lactococcus lactis は ��&、

これらを除く Lactobacillus 属、及び Streptococcus thermophilus は ��& で �� 時間、GH� 0DQ��

5RJRVD��DQG�6KDUSH（056）培地（'LIFR�/DERUWRULHV、'HWURLW、0,）で培養した。Bifidobacterium

属は ��&で、Leuconostoc 属は ��&で ��時間、��グルコース添加*$0培地（1LVVXL�6HL\DNX、

東京、日本）で培養した。培養は静置培養とした。遠心分離（����� ×g、�� 分、�&）によ

り集菌し、滅菌した超純水で � 回洗浄し、凍結乾燥を行った。凍結乾燥菌体は滅菌した超

純水に ���PJ�PO の濃度で懸濁し、��& で �� 分間加熱処理した。

��� 細胞増殖アッセイ

マウスの 0/1、33、63 から調製した免疫細胞（�×��� FHOOV�ZHOO）の分散液に、加熱処理

した乳酸菌菌体（���J�PO）と、抗 &'��&'�� 抗体ビーズ（/LIH�7HFKQRORJLHV、*DLWKHUVEXUJ、
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0'；�×��� EHDGV�ZHOO）、あるいは Escherichia coli �����%� 由来の /36（6LJPD�$OGULFK�-DSDQ、

東京、日本；���J�PO）を添加し、�� ウェル丸底プレート（$VDKL�*ODVV、横浜、日本）で、

��&2�、��& の条件下で � 日間培養した。培養後、3UHVWR%OXH� &HOO� 9LDELOLW\� 5HDJHQW（/LIH�

7HFKQRORJLHV）をメーカーのプロトコルに準拠して各ウェルに添加し、� 時間培養した。培

養後、各ウェルの蛍光強度（([FLWDWLRQ：����QP、(PLVVLRQ：����QP）を測定した。

3UHVWR%OXH�&HOO�9LDELOLW\�5HDJHQW は、生細胞がもつ還元力を利用して、生細胞の数や活性を

測定する試薬である。すなわち、試薬に含まれる細胞膜透過性の非蛍光物質（レサズリン）

が、生細胞の細胞質内に存在する乳酸脱水素酵素の補酵素 1$'+ をはじめとした還元酵素

によって還元され、蛍光物質（レゾルフィン）に変化することから、その蛍光値は、生細

胞の数やその代謝活性、増殖活性を反映する。本研究では、増殖活性の測定試薬として用

いた。

��� 細胞生存率の測定

マウスから分離した免疫細胞（�×��� FHOOV�ZHOO）を細胞増殖刺激剤で刺激せずに、加熱処

理した乳酸菌菌体（���J�PO）を添加して �� ウェル丸底プレート（$VDKL�*ODVV）で、��&2�、

��& の条件下で � 日間培養した。培養後に、&\48$17�'LUHFW�&HOO�3UROLIHUDWLRQ�$VVD\�.LW（/LIH�

7HFKQRORJLHV）をメーカーのプロトコルに準拠して添加し、� 時間培養した。培養後、各ウ

ェルの蛍光強度（([FLWDWLRQ：����QP、(PLVVLRQ：����QP）を測定し、メーカーのプロトコル
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に従って生細胞数を算出した。

&\48$17�'LUHFW�&HOO�3UROLIHUDWLRQ�$VVD\�.LW は、細胞の生死にかかわらず、細胞膜を透過

し、'1$ に結合する蛍光核酸染色剤と、死細胞にのみ透過して、蛍光を抑制するバックグ

ラウンド抑制色素の � つの成分を含む。このことから、生細胞の '1$ 量依存的に蛍光を発

する。すなわち、前述の 3UHVWR%OXH�&HOO�9LDELOLW\�5HDJHQW とは異なり、蛍光値は単純に生細

胞の数を反映し、生細胞の代謝量によらない。

��� 炎症性サイトカイン ,/��、,/��、及び 71)�の測定

マウスの 0/1、33、63 から分離した免疫細胞（�×��� FHOOV�ZHOO）に、加熱処理した乳酸

菌菌体（���J�PO）と、/36（���J�PO）を添加し、�� ウェル丸底プレート（$VDKL�*ODVV）

で、��&2�、��& の条件下で � 日間培養した。培養後、培養上清を回収し、サイトカイン

測定に用いるまで－��& で保存した。上清中の ,/��、,/��、WXPRU�QHFURVLV IDFWRU�（71)�）

をメーカー（5	'�V\VWHPV、0LQQHDSROLV、01）のプロトコルに準拠して (/,6$ 法にて測定

した。

��� 抗炎症性サイトカイン ,/��� の測定

マウスの 0/1、33、63 から分離した免疫細胞（�×��� FHOOV�ZHOO）に、加熱処理した乳酸

菌菌体（����J�PO）と、/36（���J�PO）を添加し、�� ウェル丸底プレート（$VDKL�*ODVV）
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で、��&2�、��& の条件下で �� 時間培養した。培養後、培養上清を回収し、サイトカイン

測定に用いるまで－��& で保存した。上清中の ,/��� をメーカー（H%LRVFLHQFH）のプロト

コルに準拠して (/,6$ 法にて測定した。

なお、本試験の細胞終濃度 ���×����FHOOV�ZHOO、乳酸菌菌体終濃度 ����J�PO は、前述の試

験（“細胞増殖アッセイ”、“細胞生存率の測定”、“炎症性サイトカイン ,/��、,/��、及び

71)�の測定”）で用いた濃度（細胞終濃度 ���×��� FHOOV�ZHOO、乳酸菌体終濃度 ���J�PO）

に比べて高い。これらを高めた理由は、前述の試験条件の培養上清では ,/��� が検出限界以

下であったためである。新たな濃度で試験を行うにあたり、（�）刺激剤により細胞増殖が

起ること、（�）その増殖が /+���� 添加で抑制されること、（�）/*����7では抑制は起らな

いことの � 点を予備試験にて確認した。

���)R[S��7 細胞誘導能の評価

マウスの 0/1 から分離した免疫細胞を �×��� FHOOV�ZHOO の密度で、�� ウェル丸底プレー

ト（$VDKL� *ODVV）に播種した。各ウェルに細胞と同数の抗 &'��&'�� 抗体ビーズ（/LIH�

7HFKQRORJLHV）を加え、さらに /+����（終濃度 ���J�PO）、あるいは )R[S��7 細胞誘導のポ

ジティブコントロールとして 7*)��（フナコシ）（終濃度 ��QJ�PO）を加えて、��&2�、��&

の条件下で �� 時間培養した。

培養した 0/1 細胞における )R[S��7 細胞の割合を測定するため、細胞表面の &'� 抗原
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と細胞内の転写因子 )R[S� を蛍光染色した。プレートから培養後の細胞を回収し、

,QWUDFHOOXODU�)L[DWLRQ�	�3HUPHDELOL]DWLRQ�%XIIHU�6HW（H%LRVFLHQFH）を用いてメーカープロトコル

に従い、抗 &'� 抗体、及び抗 )R[S� 抗体で細胞を染色した。データは、)$&6&DQWR� ,,� IORZ�

F\WRPHWHU を用いて取得し、)$&6'LYD�VRIWZDUH（%'�%LRVFLHQFHV）を用いて解析した。

�� 統計解析

乳酸菌を添加していない場合の増殖活性を ��� とした基準値と、各々の菌株を添加した

場合の増殖活性に有意差があるか否かの統計解析には、��VDPSOH t�WHVW を用いた。多重検定

には 7XNH\�.UDPHU�WHVW を用いた。なお、統計解析には、6WDW9LHZ�YHUVLRQ����（6$6�LQVWLWXWH、

&DU\、1&、86$）を用い、P ����� を有意差ありとした。

■結果

＜/+���� が免疫細胞の増殖に与える影響＞

はじめに、0/1 由来の免疫細胞を抗 &'��&'�� 抗体ビーズで刺激し、/+����、及びその

他の乳酸菌 �� 株（7DEOH��）を添加、培養して、生細胞の持つ還元能を測定することで免疫

細胞の増殖を評価した。抗 &'��&'�� 抗体ビーズは、抗 &'� と抗 &'�� 抗体をビーズ表面

に結合させたもので、抗原提示細胞の代わりに細胞を刺激し、活性化させ、増殖させる（人

工的抗原提示細胞）。)LJXUH ��� に示すように、�� 株のうち、�� 株は乳酸菌を添加していな
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い場合と比較して、有意に免疫細胞の増殖を抑制した。抑制作用を示した �� 株は、

Lactobacillus helveticus（/+���� を含めた � 株；生乳、発酵乳、及びチーズ由来）、Lactobacillus 

acidophilus（� 株；ヒト腸管、及び発酵乳由来）、Lactobacillus kefiranofaciens（� 株；発酵乳、

及び生乳由来）、及び異なる種の � 株（Lactobacillus gasseri（ヒト腸管由来）、Lactobacillus 

delbrueckii（発酵乳由来）、及び Lactobacillus paracasei（市販の乳製品由来））であった。

さらに、0/1、33、63 の免疫細胞を、抗 &'��&'�� 抗体ビーズ、あるいは、グラム陰性

菌細胞壁成分である /36 で刺激し、/+����、及びその比較対照とした � 菌株が免疫細胞の

増殖に与える影響を評価した。� 菌株は、L. gasseri -&0����7（/*����7）（)LJXUH ��� に示す

ように免疫細胞の増殖を抑制せず、また、その ��V� U51$ 配列から分類学上、L. helveticus

に近い菌株）、L. crispatus -&0����7（/&����7）（細胞増殖に有意に影響を与えた菌株のうち、

Lactobacillus 属の中で最も増殖を促進した菌株）、L. helveticus -&0����7（/+����7）（/+����

と同程度に細胞増殖を抑制した菌株）を選抜した。なお、7（7\SH�VWUDLQ）は、その種の基準

株であることを示す。基準株とは、種の記載された性質を満たす株で、最初にその種の記

載をした者、すなわちその学名（種名）の著者が定める（6X]XNL������）。

結果として、/+����、及び /+����7 は抗 &'��&'�� 抗体ビーズ刺激による 0/1、33、

63 の免疫細胞の増殖を抑制した（)LJXUH ���）。一方、/*����7 及び /&����7 はこれらの細

胞増殖を抑制しなかった。/36 刺激下では、/+���� 及び /+����7 は、/*����7 及び /&����7

に比べてより顕著に免疫細胞の増殖を抑制した。
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＜/+���� が免疫細胞の生存率に与える影響＞

免疫細胞に対する増殖抑制作用を有する /+���� が、免疫細胞の生存率に影響を与えるの

か否かを評価するため、免疫細胞を /+���� と共に培養し、生細胞数を測定した。測定に用

いた&\48$17�'LUHFW�&HOO�3UROLIHUDWLRQ�$VVD\ .LWは生細胞の'1$量依存的に蛍光を発する試

薬であるため、前項の増殖能測定試薬と異なり、蛍光値は生細胞の代謝量に依存せず、純

粋に生細胞の数を反映する。結果として、/+���� は 0/1、33、63 の免疫細胞の生存率を

有意に低下させなかった（)LJXUH ���）。/+���� の比較対照として用いた /*����7（抗

&'��&'�� 抗体ビーズ刺激、あるいは /36 刺激による免疫細胞に対して、/+���� のような

顕著な増殖抑制作用を示さなかった菌株）は、乳酸菌非添加と比べて、0/1、33 の免疫細

胞の生存率に有意な影響を与えず、63 の細胞に対しては有意に増殖を促進した。

＜/+���� が ,/��、及び ,/�� 産生に与える影響＞

続いて、/+���� が炎症性サイトカイン（,/��、,/��� 、及び 71)�）の産生を抑制する

かを検証した。結果として、/+���� は /36 刺激により誘導された 0/1、33、63 の免疫細

胞からの ,/�� 産生を抑制した（)LJXUH����D）。一方、/*����7（/+���� に比べて免疫細胞の

増殖に殆ど影響を与えない菌株）は ,/�� 産生を抑制しなかった。さらに、/+���� は /36

により誘導された 63 の免疫細胞からの ,/��産生も抑制した（)LJXUH����E）。0/1、33 では
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/36 刺激により ,/��産生は誘導されなかった（データは省略）。/+���� が 71)�産生に与

える影響は、� 回の独立した試験において試験回ごとに異なり、安定した結果は得られなか

った（データは省略）。

＜/+���� による ,/��� 産生、及び )R[S��7 細胞の誘導能の評価＞

乳酸菌による免疫細胞の増殖抑制のメカニズムとして知られている、抗炎症サイトカイ

ン ,/��� の産生、ならびに抗炎症性の免疫細胞である )R[S��7 細胞の誘導を、/+���� につ

いて評価した。,/��� 産生誘導能を評価した結果、/+���� を添加した際の培養上清は、0/1

由来の免疫細胞において、乳酸菌非添加に比べて、,/��� 濃度が増加したものの、0/1、33、

63 のいずれの組織由来の免疫細胞においても、免疫細胞の増殖抑制作用をもたない

/*����7 の培養上清に比べて、,/��� 濃度が有意に低かった（)LJXUH����）。また、)R[S��7 細

胞の誘導能を評価したところ、ポジティブコントロールとして用いた 7*)�は（)X et al.��

����）、&'��7 細胞に対する )R[S��7 細胞の割合を約 ��から約 ���まで有意に上昇させた

（)LJXUH����）。一方、/+���� 添加による )R[S��7 細胞の増加は認められなかった。

■考察

哺乳類の細胞に対する L. helveticus の免疫制御作用についての報告は極めて少ないが、例

えば、L. helveticus 菌体の経口投与により、/36 刺激された腹腔マクロファージの炎症性サ
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イトカインの発現と QXFOHDU�IDFWRU�% の活性化が抑制された（-RR et al.� ����）、あるいは、

L. helveticus による大豆由来発酵物、及び乳由来発酵物によって急性炎症に関わるケモカイ

ンである ,/�� のヒトの小腸上皮細胞からの産生が抑制された（:DJDU et al.������）という報

告がある。本章では、さらに研究を推し進めるかたちで、加熱処理した /+���� 菌体と 33、

0/1、63 由来の免疫細胞を用いて、L. helveticus の免疫制御作用を検証し、/+���� が様々

な乳酸菌種 �� 株の中で非常に強く免疫細胞の増殖を抑制すること、幾つかの炎症性サイト

カインの産生を抑制することを明らかにした。増殖抑制作用に関しては、L. helveticus の基

準株である /+����7 にも同様の作用が認められた。

アポトーシスを含めた細胞死は、増殖抑制のメカニズムの一つとしてよく知られている。

L. acidophilus /��� 株はアポトーシスを誘導することで、抗原刺激による &'��7 細胞の増殖

を抑制する（.DQ]DWR�et al�� ����）。一方、/+���� は免疫細胞の生存率に影響を与えないこ

とから、アポトーシスを誘導せず、/��� 株とは異なるメカニズムで細胞増殖を抑制してい

るものと考えられる。

乳酸菌の代謝物が免疫細胞の増殖を抑制することも知られている。3HOXVR らは、L. 

paracasei VVS��paracasei %����� の生菌体がヒトの &'��7 細胞の増殖を直接的に阻害し、この

阻害は %����� が産生する乳酸によるものであることを報告した（3HOXVR et al.� ����）。しか

しながら、本研究は洗浄し、加熱処理した死菌体を用いているため、/+���� による増殖抑

制作用は乳酸を含め、/+���� の代謝物によるものとは考え難い。
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リンパ球の増殖に対する乳酸菌の加熱死菌体の抑制作用は、<RVKLGD らが L. gasseri 

2//���� について報告している（<RVKLGD et al�� ����）。彼らは、2//���� の 51$ が細胞増

殖抑制作用を有し、その作用には哺乳類の細胞上に発現する、微生物の一本鎖 51$ を認識

する WROO�OLNH�UHFHSWRU�� が関与することを報告した。さらに、2//���� 株菌体とその 51$ に

より、乳酸菌による免疫細胞の増殖抑制のメカニズムとして知られている、アポトーシス

の誘導、,/��� 産生（6PLWV�et al���������$VDUDW�et al�������）、あるいは制御性 )R[S��細胞数の

増加・誘導（7KDNXU et al.������）は起こらないことを報告した。本研究においても、/+����

の ,/��� 産生誘導能は、免疫細胞の増殖抑制作用をもたない /*����7 に比べて有意に弱かっ

たことから、/+���� による免疫細胞の増殖抑制作用に ,/��� が関与する可能性は低いと考

えられた。さらに、/+���� は )R[S��細胞を誘導しなかった。これらのことから、/+����

による細胞増殖抑制のメカニズムは 2//���� と同じようなものであるかもしれない。

続いて、/+���� が ,/��、,/��、及び 71)�といった /36 で非常に強く誘導される炎症

性サイトカインの産生を抑制するか否かを検証した。/36 は炎症性疾患と関連が深い。例え

ば、Bacteroides（細胞壁成分として /36 を有するグラム陰性細菌）の腸管での異常増殖はラ

ットにおいて深刻な腸炎を引き起こす（5DWK�et al�� ����）。/36 を認識する遺伝子（マウス

の � 番染色体上にある Lps 遺伝子）を欠損したマウスでは腸炎が緩和される（/DQJH� et al��

����）。,/��、,/��、及び 71)�といった炎症性サイトカインもまた、炎症性疾患に強く関

与し、これらのサイトカインは正常マウスに比べて腸炎のマウスでより強く誘導される
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（3KLOLSSH et al�� ����）。本章では、/+���� が /36 刺激により誘導される 0/1、33、63 由

来の細胞からの ,/�� 産生を非常に強く抑制することを明らかにした。加えて、/+���� は

63 由来の細胞からの ,/��産生も抑制した。一方、これらのサイトカインの産生抑制作用は、

��V�U51$ 配列による分類上、L. helveticus に近く（)HOLV�DQG 'HOODJOLR� ����）、対照菌株とし

て用いた /*����7 には認められなかった。これらのことから L. helveticus は Lactobacillus 属

の中で非常に有用である可能性が示唆された。近年、Lactobacillus 属の細胞壁の表層タンパ

ク質の違いにより病原性細菌の腸管接着に対する阻害作用が異なること（0XNDL� ����）、ま

た、細胞壁の厚みの違いによってサイトカインの産生誘導の強さが異なること（,]XPR�et al.�

����）が報告されており、今回認められた L. helveticus と /*����7の効果の違いも、細胞壁

をはじめとした菌体構成成分の質や量の違いによるものと思われる。

今回認められた /+���� の作用のなかでも、,/�� の産生抑制は非常に意義深いと考えられ

る。なぜならば、リンパ球からの ,/�� 産生は炎症性腸疾患（,%'）や関節リウマチ（5$）

といった炎症性疾患と非常に関連が深く、,%' や 5$ の患者では健常者に比べてより多くの

,/�� が産生されており（5HLPXQG et al�� ����� +RVRNDZD� et al.� ����� +DVKL]XPH� DQG�0LKDUD�

����� 2UDQVNL\�DQG�<HOLVH\HYD� ����）、,/�� 遺伝子を欠損したマウスでは薬剤誘導性の腸疾患

（6X]XNL�et al.� ����）や 5$（$ORQ]L�et al.� ����）に対して抵抗性が認められている。これま

でに、いくつかの乳酸菌やプロバイオティクス菌による ,/�� 産生抑制や炎症性疾患の緩和

が報告されている（0DWVXPRWR�et al�� ����� )LW]SDWULFN et al�� ����）。例えば、L. casei シロタ



23

株は大腸の粘膜固有層の単核球の ,/�� 産生を抑制し、マウスの腸炎を緩和する（0DWVXPRWR�

et al�� ����）。本研究においては、/+���� は in vitro において 0/1、33、及び 63 由来の免

疫細胞からの ,/��産生を著しく抑制しており、in vivo での更なる効果の検証が期待される。

/+���� は免疫細胞の増殖と ,/�� 及び ,/��の産生を顕著に抑制した。これらの結果は独

立した複数回の試験で再現性を確認している（なお、一回の試験につき、細胞は各水準 �

ウェル（Q �）で培養し、ウェル毎に免疫細胞の増殖、あるいは培養上清中を回収し、サイ

トカイン濃度を測定した。各ウェルから回収した培養上清中のサイトカインは GXSOLFDWH で

測定した）。一方、71)�については複数回の実験を通して一貫した結果が得られていない

（データは省略）。すなわち、免疫細胞の増殖抑制は ,/�� と ,/��の産生抑制に関与してい

る可能性があるが、71)�とは無関係と考えられる。このことは、サイトカイン産生量の減

少が必ずしも免疫細胞の増殖抑制（免疫細胞数の減少）によるものではないことを示して

いる。/+���� が細胞増殖、及びサイトカイン産生を抑制するシグナル経路は今後の検討課

題である。

■結論

/+���� は抗 &'��&'�� 抗体ビーズ、及び /36 刺激による 0/1、33、63 由来の免疫細胞

の増殖を著しく抑制した。さらに、/+���� は /36 刺激により誘導される炎症性サイトカイ

ン産生（0/1、33、63 由来の免疫細胞からの ,/�� 産生、63 由来の免疫細胞からの ,/��
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産生）を抑制した。また、これらの作用は細胞毒性によるものではなかった。/+���� がチ

ーズスターター菌としての食経験を有することを踏まえると、/+���� の細胞増殖、及びサ

イトカイン産生の抑制による負の影響は少ないものと考えられる。よって、/+���� は摂取

可能な有用な乳酸菌株であることが示唆された。
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Table 1. Lactic acid bacteria (LAB) used in the present study

1R� /$% 6WUDLQ�

� Lactobacillus helveticus 6%7����

� Lactobacillus helveticus 6%7����

� Lactobacillus helveticus -&0����7

� Lactobacillus helveticus 6%7����

� Lactobacillus helveticus 6%7����

� Lactobacillus kefiranofaciens VVS��kefiranofaciens -&0����7

� Lactobacillus kefiranofaciens VVS� kefirgranum -&0����7

� Lactobacillus kefiranofaciens VVS� kefirgranum 6%7�����

� Lactobacillus kefiranofaciens 6%7�����

�� Lactobacillus kefiranofaciens 6%7�����

�� Lactobacillus acidophilus 6%7����

�� Lactobacillus acidophilus 6%7����

�� Lactobacillus acidophilus 6%7����

�� Lactobacillus acidophilus 6%7����

�� Lactobacillus. gasseri -&0����7

�� Lactobacillus gasseri -&0����

�� Lactobacillus gasseri -&0����

�� Lactobacillus gasseri -&0����

�� Lactobacillus buchneri -&0����7

�� Lactobacillus. paracasei 1&)%���7

�� Lactobacillus plantarum 1&)%����7

�� Lactobacillus delbrueckii VVS� bulgaricus -&0����7

�� Lactobacillus delbrueckii VVS� lactis -&0����7

�� Lactobacillus. rhamnosus -&0����7

�� Lactobacillus zeae -&0�����7

�� Lactobacillus crispatus -&0����7

�� Lactobacillus amylovorus -&0����7

�� Lactobacillus johnsonii -&0����7

�� Lactobacillus reuteri -&0����7

�� Lactobacillus fermentum -&0����7

�� Lactococcus lactis VVS� cremoris -&0�����7

�� Lactococcus lactis VVS� lactis -&0����7

�� Bifidobacterium longum 6%7����
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�� Bifidobacterium longum 6%7�����

�� Bifidobacterium infantis 6%7�����

�� Bifidobacterium breve 6%7�����

�� Bifidobacterium animalis $7&&�����7

�� Bifidobacterium adolescentis 6%7�����

�� Leuconostoc mesenteroides VVS� mesenteroides -&0����7

�� Leuconostoc pseudomesenteroides -&0����7

�� Streptococcus thermophilus $7&&�����7

��7�� 7\SH� VWUDLQ�� -&0�� -DSDQ� &ROOHFWLRQ� RI�0LFURRUJDQLVPV� �6DLWDPD�� -DSDQ��� 6%7� 6QRZ� %UDQG�

7\SH� FXOWXUH� FROOHFWLRQ� �6DLWDPD�� -DSDQ��� $7&&�� $PHULFDQ� 7\SH� &XOWXUH� &ROOHFWLRQ �0DQDVVDV��

86$���1&)%��1DWLRQDO�&ROOHFWLRQ�IRU�)RRG�%DFWHULD��5HDGLQJ��8.��
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Figure 1-1. Effect of heat-treated lactic acid bacteria (LAB) on the proliferation of mesenteric 

lymph node cells stimulated with anti-CD3/CD28 antibody beads

3UROLIHUDWLRQ�ZDV�UHSUHVHQWHG DV�IOXRUHVFHQFH�LQWHQVLW\ �����LQ�ZKLFK�WKH�FRQWURO�YDOXH�REWDLQHG�E\�

WKH� DQWL�&'��&'�� VWLPXODWLRQ� DORQH� ZDV� VHW� WR� ����� 'DWD� DUH� VKRZQ� DV� PHDQV� � 6' �Q ���

$VWHULVNV� LQGLFDWH� D� VLJQLILFDQW� GLIIHUHQFH� �P �� ������ RQH� VDPSOH� t�WHVW� IURP� WKH� FRQWURO�� 7KH� WRS�

WKUHH� /$%� VSHFLHV� LQ� WHUPV� RI� WKH� QXPEHU� RI� VWUDLQV� WKDW� VKRZHG� D� VLJQLILFDQW� VXSSUHVVLRQ� DUH�

PDUNHG�DV�IROORZV��L. helveticus � �� L. acidophilus � � DQG�L. kefiranofaciens � ��
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Figure 1-2. Effect of heat-treated lactic acid bacteria (LAB) on the proliferation of mesenteric 

lymph node (MLN), Peyer’s patch (PP) and spleen (SP) cells stimulated with anti-CD3/CD28 

antibody beads or lipopolysaccharide (LPS)

3UROLIHUDWLRQ�ZDV�UHSUHVHQWHG�DV�IOXRUHVFHQFH�LQWHQVLW\������LQ�ZKLFK�WKH�FRQWURO�YDOXH�REWDLQHG�E\�

WKH�DQWL�&'��&'���RU�/36�VWLPXODWLRQ�DORQH�ZDV�VHW�WR������'DWD�DUH�VKRZQ�DV�PHDQV���6'��Q ����

6WDWLVWLFDO� GLIIHUHQFH� EHWZHHQ� WKH� JURXSV� ZDV� DQDO\]HG� E\� 7XNH\�.UDPHU�� DQG� VLJQLILFDQFH� �P ��

������ZDV�UHSUHVHQWHG�DV�GLIIHUHQW�DOSKDEHWV��/*����7��L. gasseri -&0����7��/&����7��L. crispatus

-&0����7��/+����7� L. helveticus -&0����7��/+����� L. helveticus 6%7����� �7��7\SH�VWUDLQ��
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Figure 1-3. Effect of heat-treated lactic acid bacteria (LAB) on the viability of mesenteric 

lymph node (MLN), Peyer’s patch (PP) and spleen (SP) cells

9LDELOLW\� ZDV� GHWHUPLQHG� DV� WKH� QXPEHU� RI� YLDEOH� FHOOV�� 'DWD� DUH� VKRZQ� DV� PHDQV� �� 6'� �Q ����

6WDWLVWLFDO� GLIIHUHQFH� EHWZHHQ� WKH� JURXSV� ZDV� DQDO\]HG� E\� 7XNH\�.UDPHU�� DQG� VLJQLILFDQFH� �P ��

������ZDV�UHSUHVHQWHG�DV�GLIIHUHQW�DOSKDEHWV��/*����7� L. gasseri -&0����7��/+������L. helveticus

6%7�����
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Figure 1-4. Effect of heat-treated lactic acid bacteria (LAB) on the pro-inflammatory cytokines 

(IL-6 (a), IL-1 (b)) produced by lipopolysaccharide (LPS)-stimulated immune cells of 

mesenteric lymph node (MLN), Peyer’s patch (PP) and spleen (SP)

'DWD� DUH� VKRZQ� DV�PHDQV� �� 6'� �Q ���� 6WDWLVWLFDO� GLIIHUHQFH� EHWZHHQ� WKH� JURXSV�ZDV� DQDO\]HG� E\�

7XNH\�.UDPHU�� DQG� VLJQLILFDQFH� �P �� ������ ZDV� UHSUHVHQWHG� DV� GLIIHUHQW� DOSKDEHWV�� /*����7�� L. 

gasseri -&0����7��/+������L. helveticus 6%7�����
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Figure 1-5. Effect of heat-treated lactic acid bacteria (LAB) on the anti-inflammatory 

cytokines, IL-10, produced by lipopolysaccharide (LPS)-stimulated immune cells of mesenteric 

lymph node (MLN), Peyer’s patch (PP) and spleen (SP)

'DWD� DUH� VKRZQ� DV�PHDQV� �� 6'� �Q ���� 6WDWLVWLFDO� GLIIHUHQFH� EHWZHHQ� WKH� JURXSV�ZDV� DQDO\]HG� E\�

7XNH\�.UDPHU�� DQG� VLJQLILFDQFH� �P �� ������ ZDV� UHSUHVHQWHG� DV� GLIIHUHQW� DOSKDEHWV�� /*����7�� L. 

gasseri -&0����7��/+������L. helveticus 6%7������
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Figure 1-6. Effect of heat-treated LH2171 and TGF- on the Foxp3+ cells induction in immune 

cells of mesenteric lymph node

7*)� ZDV�XVHG�DV�D�³SRVLWLYH�FRQWURO´ WR�LQGXFH�)R[S���FHOOV��'DWD�DUH�VKRZQ�DV�PHDQV���6'��Q ����

6WDWLVWLFDO� GLIIHUHQFH� EHWZHHQ� WKH� JURXSV� ZDV� DQDO\]HG� E\� 7XNH\�.UDPHU�� DQG� VLJQLILFDQFH� �P ��

������ZDV�UHSUHVHQWHG�DV�GLIIHUHQW�DOSKDEHWV��/+������L. helveticus 6%7������
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第 2 章

マウスのコラーゲン誘導性関節リウマチモデルに対する

Lactobacillus helveticus SBT2171 の緩和効果
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■緒言

第 � 章の研究結果より、/+���� は in vitro において抗 &'��&'�� 抗体ビーズ、及び /36

刺激による 0/1、33、63 由来の免疫細胞の増殖を著しく抑制し、さらに、炎症性サイトカ

イン産生の産生も抑制することが示された（<DPDVKLWD et al.������）。そこで本章では、in vitro

で発揮された /+���� の免疫制御作用が、in vivo においても有効であるか、また作用機序は

どのようであるかを検証した。

これまでの研究では、自己免疫疾患の一つである関節リウマチ（5KHXPDWRLG�DUWKULWLV；5$）

のモデルマウスを用いて、その発症前に /+���� を腹腔内に投与することで、発症率、及び

臨床スコアが低減することを報告した（+RVR\D et al.������）。用いた 5$ モデルはコラーゲ

ン誘導性関節リウマチモデル（&ROODJHQ�LQGXFHG�DUWKULWLV；&,$）で、5$ の研究で非常によく

用いられているモデルである。アジュバントで活性化したコラーゲンをマウスの皮下に投

与することで関節の腫れや破壊、歩行障害などの 5$ 様の症状を呈するようになる（%LOOLDX�

DQG�0DWWK\V������）。5$ や &,$ の発症、進行には、血液中や関節内のⅡ型コラーゲン（W\SH�

,,�FROODJHQ；&,,）特異的抗体（1DQGDNXPDU�et al�������）や炎症性サイトカインである ,/��、

71)�（&KR\�DQG�3DQD\L��������.RFK������）が深く関与することが知られている。

今回の研究では、/+���� の腹腔内投与ではなく、より食品として応用可能な経口投与の

効果を評価するとともに、/+���� の作用をより詳細に明らかにするため、&,$ の発症や悪

化に関与する抗体価、炎症性サイトカイン、免疫細胞のポピュレーションについて、経口
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投与と腹腔内投与という異なる � つの投与経路の効果を比較し、検証することとした。こ

れらの知見は、乳酸菌がどのようなメカニズムで免疫機能に作用するかを明らかにする有

効な手かがりになるとともに、免疫疾患に対する予防薬、予防食品としての乳酸菌研究の

発展に寄与するものと考えられる。

■実験方法

1. 乳酸菌株

/+���� は雪印メグミルク株式会社（東京、日本）が提供し、056 培地（%'�%LRVFLHQFHV、

6DQ�-RVH、&$、8QLWHG�6WDWHV）を用いて �� 時間 ��& で培養された。培養後、培養液を ����

×g で �� 分間遠心分離し、菌体を回収した。菌体を生理食塩水で � 回、超純水で � 回洗浄

し、凍結乾燥した。

腹腔内投与のために、凍結乾燥菌体粉末を 3%6（－）に ���PJ�PO の濃度で懸濁し、��&

で �� 分間加熱処理を行った。経口投与のために、凍結乾燥菌体粉末（�×���� FIX�J）を胃酸

中和剤である重曹溶液（�����0�1D+&2��3%6（－））に、����PJ�PO の濃度で懸濁した。

2. 抗体

フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー （ )$&6&DQWR� ,,� IORZ� F\WRPHWHU ） に よ る FACS

（Fluorescence-activated cell sorting）解析には、以下に示す蛍光色素標識された抗マウス
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抗体を用いた。DQWL�%���（5$���%�）、DQWL�&'���（�����）、DQWL�*/�（*/�）、DQWL�&'�（�����&��）、

DQWL�&'�（*.���）、DQWL�&'�（������）、DQWL�,/���$（7&�����+����）、DQWL�,)1�（;0*���）、

DQWL�3'��（503����）、DQWL�&;&5�（/���'�）（%LR/HJHQG、6DQ�'LHJR、&$、8QLWHG�6WDWHV）；

DQWL�&'��（�&�）（%'� %LRVFLHQFHV）；DQWL�)R[S�（)-.���V）（H%LRVFLHQFH、6DQ 'LHJR、&$、

8QLWHG�6WDWHV）。

(/,6$（(Q]\PH�OLQNHG� LPPXQRVRUEHQW� DVVD\）には以下の抗体を用いた。%LRWLQ\ODWHG�

DQWL�PRXVH� DQWLERGLHV DQWL�,J*� （ 50*��� ）、 DQWL�,J*�D （ 50*�D��� ）（ %LR/HJHQG ）、

SHUR[LGDVH�FRQMXJDWHG�DQWL�PRXVH�,J*�SRO\FORQDO�DQWLERG\（-DFNVRQ�,PPXQR5HVHDUFK、:HVW�*URYH、

3$、8QLWHG�6WDWHV）。

��� 実験動物

'%$��- マウス（日本 6/&、静岡、日本）には滅菌水、及び標準飼料（/DER�05�VWRFN；日

本農産工業株式会社、横浜、日本）を自由摂取させた。動物実験を含めた全ての実験は、

北海道大学動物実験実施マニュアルに基づき、国立大学法人北海道大学動物実験委員会で

承認された。

��� コラーゲン誘導性関節リウマチモデルの作成、及び /+���� の投与

コラーゲン誘導性関節リウマチモデル（&ROODJHQ�LQGXFHG�DUWKULWLV；&,$）に対する /+����
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の緩和効果の評価には、雄性 '%$��- マウス（� 週齢）（Q �～��）を用いた。実験スケジュ

ールを )LJXUH����に示す。&,$を誘導するために（+RVR\D et al���������%LOOLDX�DQG�0DWWK\V��������

.DQD\DPD et al.������）、マウスの尾根部の皮下に、����J ウシⅡ型コラーゲン（W\SH�,,�FROODJHQ

（&,,）；&KRQGUH[、5HGPRQG、:$、8QLWHG�6WDWHV）（����0� 酢酸溶液 ���O に溶けている）を

���O�&RPSOHWH�)UHXQG¶V�$GMXYDQW（&)$；&KRQGUH[）（加熱殺菌した Mycobacterium tuberculosis

+��5$ を ����J 含む）でエマルジョン化したものを投与し、免疫を行った。初回の免疫か

ら �� 日後に再度 &,, と &)$ による免疫を行った。&,$ マウスは � 群、すなわち（�）/+����

を投与する群、（�）ビークル（/+���� の懸濁に用いた 3%6、あるいは �����0�1D+&2��3%6）

のみを投与する群（対照群）に分けた。

/+���� の腹腔内投与を評価するための実験では、初回の免疫以降は週 � 回、� 回目の免

疫以降は毎日 � 回、��PJ の凍結乾燥加熱菌体を含む 3%6�����O をマウスの腹腔内に投与し

た。対照群には同様の頻度で 3%6 のみを腹腔内に投与した。/+���� の経口投与を評価する

ための実験では、初回の免疫以降、���PJ の凍結乾燥菌体（���î���� FIX�J）を含む 1D+&2��3%6

溶液 ���� O を、胃ゾンデを用いてマウスに強制投与した。対照群には同様の頻度で

1D+&2��3%6 溶液のみを経口投与した。

� つの実験（腹腔内投与実験、経口投与実験）ともに、&,$ の発症率（DUWKULWLV�LQFLGHQFH）、

臨床症状（FOLQLFDO�VFRUH）、後肢の肥厚（KLQG�SDZ�WKLFNQHVV）、体重（FKDQJHV�LQ�ERG\�ZHLJKW）

を � 回目の免疫以降、�� 日間評価した。各々の肢の臨床症状は、.DQD\DPD らの方法（����）
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に従い、�～� 点で以下のように評価した。�，正常、�，� 本の指が僅かに腫れる、あるい

は赤みを帯びている、�，� 本以上の指が中程度に腫れる、あるいは紅斑がある、�，明らか

に肢が腫れている、あるいは紅斑がある、�，最大限の腫れ、紅斑、関節の変形、あるいは

強直がある。各マウスの最大スコアは脚 � 本の合計で �� 点となる。

��� 病理組織学的評価

免疫後 �� 日目の &,$ マウスから後肢の関節組織を採取した（Q �；無作為に選抜）。組織

を ���パラホルムアルデヒドで固定し、エチレンジアミン四酢酸（6LJPD�$OGULFK、東京、

日本）で脱灰処理を行い、パラフィンで包埋した。パラフィン包埋から切片を作成し、ヘ

マトキシリン・エオシン（+	(；0HUFN�0LOOLSRUH、*X\DQFRXUW、)UDQFH）、あるいはサフラニ

ン 2（:$/'(&.�*PE+�	�&R�'LYLVLRQ�&KURPD、0�QVWHU、*HUPDQ\）により染色を行った。

+	( 染色では、パンヌス形成の程度を �～� 点で評価した（�；正常、�；軽度の白血球の滑

膜への浸潤、�；中程度の滑膜の異常な過剰増殖、�；関節内への滑膜浸潤、�；関節の繊維

性強直）。サフラニン 2 染色では軟骨破壊の程度を �～� 点で評価した（�；正常、�；軽度

の軟骨の侵食、�；中程度の軟骨の侵食、�；軟骨下骨の部分的な侵食、�；軟骨下骨の全面

的な侵食）。後肢 � 本のスコアの平均値を各マウスのスコアとした（最大で � 点となる）。

��� コラーゲン特異的 ,J*、及び総 ,J* の測定
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初回の免疫から �� 日後に &,$ マウスから採血し、血清を得た。総Ⅱ型コラーゲン特異的

,J*（&,,�,J*）、そのサブクラスである &,,�,J*�、&,,�,J*�D、及び &,,�,J*�E を (/,6$ 法に

て測定した。簡潔に説明すると、イムノプレート（1XQF、7KHUPR�)LVKHU�6FLHQWLILF、+XGVRQ、

1+、8QLWHG�6WDWHV）に ��PJ�PO の &,, 溶液（&KRQGUH[）を添加し、�& で一晩静置すること

で、&,, をプレートにコーティングし、������7ZHHQ�3%6 で各 ZHOO を � 回洗浄後、��%6$�3%6

で各 ZHOO をブロッキングした。血清サンプルを添加し、室温で � 時間反応させ、�����

7ZHHQ�3%6 で各 ZHOO を � 回洗浄後、+53 が結合した抗マウス ,J* 抗体、ビオチン化抗マウ

ス ,J*� 抗体、ビオチン化抗マウス ,J*�D 抗体、あるいはビオチン化抗マウス ,J*�E 抗体を

添加し、室温で � 時間反応させた。二次抗体として、ビオチン化抗体を用いたサブクラス

の場合は、������7ZHHQ�3%6 で洗浄を行い、その後、アビジン +53 溶液（%LR/HJHQG）を添

加して室温で �� 分間反応させた。各 ZHOO を ������7ZHHQ�3%6 で � 回洗浄後、各 ZHOO にテト

ラメチルベンジジン（70%；.LUNHJDDUG�	�3HUU\�/DERUDWRULHV、*DLWKHUVEXJ、0'、8QLWHG�6WDWHV）

を添加し反応させ、�1�+&O で反応を停止させた後、����QP（主波長）、及び ����QP（副波

長）の吸光度を測定した。血清サンプル中の総 ,J* は、0RXVH� ,J*� (/,6$� 4XDQWLWDWLRQ� 6HW

（%HWK\O�/DERUDWRULHV、0RQWJRPHU\、7;、8QLWHG�6WDWHV）を用いてメーカーのプロトコルに従

って測定した（-RKDQVHQ�et al�������）。

��� サイトカインの測定



40

初回の免疫から �� 日後の血清中の ,/��、及び 71)�は、0RXVH� ,/��� (/,6$� 0$;70�

6WDQGDUG� 、及び 0RXVH�71)� (/,6$�0$;70�6WDQGDUG キット（%LR/HJHQG）を用いてメーカ

ーのプロトコルに従って測定した（3DWROH�et al���������6WRON�et al�������）。

��� 細胞染色、及びフローサイトメーター解析

初回の免疫から �� 日後に、マウスの脚の付け根にある鼠径リンパ節を採取し、530, ����

培養培地（530, ���� 培地に、���非働化済みウシ胎児血清（*,%&2、7KHUPR�)LVKHU�6FLHQWLILF、

:DOWKDP、0$、8QLWHG� 6WDWHV）、���� 8�PO ペニシリン、���� J�PO ストレプトマイシン

（6LJPD�$OGULFK、6W��/RXLV、02、8QLWHG�6WDWHV）、�����P0���メルカプトエタノールを添加し

たもの）中で破砕した。得られた細胞分散液を ����P セルストレイナー（%'�%LRVFLHQFH）

でろ過し、培地で � 回洗浄した後、培地で再懸濁した。

各種免疫細胞の検出には、以下のマーカーを用いた。% 細胞（%����）、胚中心 % 細胞（*/��

%����）、形質細胞（&'���� %����）、&'��7 細胞（&'���&'��）、&'��7 細胞（&'�� &'��）、

7K� 細胞（&'�� &'���,)1��）、7K�� 細胞（&'�� &'���,/���$�）、制御性 7 細胞（7UHJ； &'���

&'����)R[S��）、濾胞ヘルパー7 細胞（7IK）（&'�� &;&5�� 3'��� )R[S��）、制御性濾胞ヘル

パー7 細胞（7IU）（&'�� &;&5��� 3'��� )R[S��）。)$&6 解析に用いたこれらのマーカーを

7DEOH���� に示した。

7K�、7K��、7UHJ、及び 7IU 染色の際には、EUHIHOGLQ�$（��J�PO）（*ROGL3OXJ；%' %LRVFLHQFHV、
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+HLGHOEHUJ、*HUPDQ\）存在下で、SKRUERO����DFHWDWH（���QJ�PO）、イオノマイシン（����QJ�PO）

で細胞を刺激した。続いて、%'�&\WRIL[�&\WRSHUP�UHDJHQWV（%'�%LRVFLHQFHV）、あるいは )R[S��

)L[�3HUP�EXIIHU（%LR/HJHQG）を用いてメーカープロトコルに従い、抗 ,)1�抗体、抗 ,/���$

抗体、あるいは抗 )R[S� 抗体で細胞を染色した。データは、)$&6&DQWR�,,�IORZ�F\WRPHWHU を

用いて取得し、)$&6'LYD�VRIWZDUH（%'�%LRVFLHQFHV）を用いて解析した。

��� 遺伝子発現解析

&,$ マウスの鼠径リンパ節より、75,]RO� UHDJHQW� （/LIH� 7HFKQRORJLHV、7KHUPR 6FLHQWLILF、

:DOWKDP、0$、86$）を用いてトータル 51$ を抽出した。51$ より、5HYHU7UD�$FH�T3&5�NLW

（72<2%2、大阪、日本）を用いて F'1$ を合成した。合成した F'1$ を .$3$�6<%5�)$67�

8QLYHUVDO�T3&5�.LW（.$3$ %,26<67(06、%RVWRQ、0$、86$）を用いてメーカーのプロト

コルに従ってリアルタイム 3&5 に供し、各種遺伝子の発現を解析した。実験に用いたプラ

イマーを 7DEOH���� に示す。Gapdh を内在性コントロール遺伝子とした。

���� 統計解析

臨床症状、後肢の厚さ、体重変化率の統計解析には、二元配置反復測定分散分分析を用

いた。&,$ の発症率には ORJ�ODQN�WHVW、その他の項目には 0DQQ�:KLWQH\�U�WHVW を用いた。な

お、ORJ�ODQN� WHVW の統計解析には、(=5（自治医科大学付属さいたま医療センター、埼玉、
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日本）を用い、他の解析には 6WDW9LHZ�YHUVLRQ����（6$6�LQVWLWXWH、&DU\、1&、86$）を用い

た。P ����� を有意差ありとした。

■結果

＜/+���� 投与がコラーゲン誘導性関節リウマチ症状に与える影響＞

ビークルとして 3%6（－）のみを投与した対照群に比べて、/+���� を腹腔内に投与した

群では、関節リウマチの発症率（DUWKULWLV�LQFLGHQFH；)LJXUH����$�L�S�）、体重減少（FKDQJHV�LQ�ERG\�

ZHLJKW；)LJXUH����%�L�S�）が有意に抑制され、後肢の肥厚（KLQG�SDZ�WKLFNQHVV；)LJXUH����$ L�S�）、

及び臨床スコアの上昇（FOLQLFDO�VFRUH；)LJXUH����%�L�S�）が有意に低減された。加えて、関節

の病理組織的解析において、対照群の &,$ マウスで見られた肢の炎症（SDQQRXV�IRUPDWLRQ）

や関節のダメージ（FDUWLODJH�GHJHQHUDWLRQ）が、/+���� を投与した &,$ マウスでは認められ

なかった（)LJXUH����&）。

経口投与試験では、胃酸の影響を軽減する目的で重曹（1D+&2�）溶液に /+���� を懸濁

し、マウスに投与した。対照群には重曹溶液のみを投与した。結果として、対照群に比べ

て、/+���� を経口投与した群では、体重減少（FKDQJHV�LQ�ERG\�ZHLJKW；)LJXUH����% S�R�）、

及び後肢の肥厚（KLQG�SDZ�WKLFNQHVV；)LJXUH����$ S�R�）といった &,$ 症状の悪化が有意に抑

制された。一方、&,$ の発症率（DUWKULWLV�LQFLGHQFH；)LJXUH����$�S�R�）、及び臨床スコア（FOLQLFDO�

VFRUH；)LJXUH����%�S�R�）は有意には低減されなかった。



43

＜/+���� 投与が血清中Ⅱ型コラーゲン特異的抗体価に与える影響＞

初回の免疫から �� 日後の血清を解析したところ、/+���� を経口投与（)LJXUH����$）、あ

るいは腹腔内投与（)LJXUH����%）したマウスでは対照群のマウスに比べて、有意に &,, 特異

的 ,J*、及び &,, 特異的 ,J*� が低下した。一方、&,, 特異的 ,J*� に有意差は認められなか

った。血清中の総 ,J*（&,, 特異的な抗体ではない）は、/+���� の経口投与により減少傾向

を示し、腹腔内投与では有意に増加した。

＜/+���� 投与が血中の炎症性サイトカインに与える影響＞

免疫後 �� 日目の血清中の ,/��、及び 71)�を (/,6$ 法にて測定したところ、対照群に比

べて、/+����を腹腔内に投与したマウスでは ,/��のレベルが有意に低下した（)LJXUH����$）。

一方、71)�のレベルは両群間で有意差は認められなかった。また、/+���� の経口投与は、

,/��、及び 71)�のレベルを低下させなかった（)LJXUH����%）。

＜/+���� 投与が病態形成に関与する鼠径リンパ節の免疫細胞数、遺伝子発現に与える影響

＞

/+���� を投与した &,$ マウスの鼠径リンパ節から免疫細胞を分離し、/+���� が免疫細

胞の数や機能に与える影響を、フローサイトメーター解析によって評価した。結果として、
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鼠径リンパ節における総細胞数、% 細胞数、及び &'��7 細胞数は /+���� の腹腔内投与に

より、対照群に比べて、有意に低下した（)LJXUH����）。一方、&'��7 細胞の数に有意差は認

められなかった。一方、/+���� の経口投与は、鼠径リンパ節における、これらの免疫細胞

の数に影響を与えなかった（)LJXUH����）。

/+���� を腹腔内投与したマウスの % 細胞について更に解析を進めたところ、胚中心 % 細

胞（*HUPLQDO�FHQWHU�%�FHOO）の数が対照群に比べて有意に低下し、形質細胞（3ODVPD�FHOO）に

は群間差がないことがわかった（)LJXUH� ���$）。ヘルパー7 細胞について詳細な解析を行っ

たところ、有意な差ではないものの、濾胞ヘルパー7 細胞（7IK）の数が /+���� 投与群で

低下傾向を示すことがわかった（P  �����；)LJXUH� ���%）。関節リウマチの発症に関わる炎

症性のサブセットである 7K� 細胞、及び 7K�� 細胞の数は /+���� 投与による影響を受けな

かった。また、抗炎症性のサブセットとして知られる、制御性 7 細胞（7UHJ）、及び制御性

濾胞ヘルパー7 細胞（7IU）の数も /+���� 投与群と対照群の間に有意差は認められなかった。

加えて、/+���� を腹腔内投与したマウスの鼠径リンパ節における各種サイトカインの遺

伝子発現を解析したところ、/+���� を摂取したマウスで炎症性サイトカインである 71)�

の遺伝子発現が低下傾向を示し（P  �����；)LJXUH����$）、7K� サイトカインである ,1)�に

対する、7K� サイトカインである ,/�� の比率（Il4／Ifng）が僅かに減少した（P  �������)LJXUH�

���%）。
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■考察

これまでの研究において、/+���� の腹腔内投与により &,$ マウスの関節炎が緩和される

ことを報告した（+RVR\D et al��� ����）。本章では、/+���� 投与による &,$ の発症や炎症の

抑制についてより詳細に解析するとともに、経口投与の効果についても検証を行った。結

果として、/+���� の経口投与は &,$ により生じる関節の腫れや体重減少を抑制すること、

さらに、/+���� の経口投与と腹腔内投与はいくつかの共通のメカニズムを介して &,$ 症状

を抑制している可能性が示された。

これまでに、いくつかの乳酸菌が 5$ のマウスモデルに対する緩和効果を有することが報

告されている（.DWR�et al������� .DQR�et al���������$PGHNDU�et al�������� .LP�et al�������）。L. casei 

VWUDLQ シロタ株は &,$ の発症を抑制し、血清中の &,, 特異的抗体価を低下させた（.DWR�et al.��

����）。L. helveticus +<���� は抗原特異的 ,J* と炎症反応の低減により、&,$ の発症と悪化

を抑制した（.LP� et al.�� ����）。類似の作用は乳酸菌を含む製品でも報告されている。例え

ば、Lactobacillus delbrueckii VVS��bulgaricus 2//����5�� で発酵させた脱脂乳培養物は、&,$

の症状と炎症性サイトカインの産生を抑制した（.DQR�et al.������）。しかしながら、このよ

うに乳酸菌の効果に関する多数の報告があるにも関わらず、そのメカニズムには不明な点

が多い。

5$ は慢性的な滑膜炎、及び関節の進行的破壊を伴う多臓器的で複雑な疾患であり、その

発症と悪化には様々な種類の細胞が関わっている。5$ 患者や &,$ モデル動物において、%
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細胞除去が有効な治療法の一つであることから、疾患の発症や進行において % 細胞が重要

であると考えられる（6YHQVVRQ�et al���������(GZDUGV�et al���������&RKHQ�et al���������<DQDED�et al.��

����）。また、5$ 患者（:H\DQG�DQG�*RURQ]\������）や &,$ マウス（(QGR�et al�������）では

滑膜組織にリンパ濾胞状の組織が認められる。加えて、5$ 患者の血清中にはリウマトイド

因子やシトルリン化抗体といった自己抗体、&,$ マウスの血清中には &,, 抗原特異的抗体が

多くみられ（6YHQVVRQ�et al���������&RKHQ�et al���������<DQDED�et al���������0XOOD]HKL�et al�������）、

マウスにおいては&,,特異的抗体の静脈投与により5$様の症状が生じる（1DQGDNXPDU�et al���

����）。これらのことから、5$、及び &,$ の病態形成にはリンパ濾胞や胚中心の形成、そ

れに伴う自己抗体の産生が重要であることが示唆される。胚中心は、抹消リンパ組織のリ

ンパ濾胞にある小構造で、% 細胞の増殖、分化、体細胞高頻度突然変異、様々な抗原に対応

する抗体のクラススイッチが盛んに起こる部位である（9LQXHVD�et al���������(QGR�et al�������）。

胚中心の形成、維持には、胚中心 % 細胞から形質細胞、あるいはメモリー% 細胞への分化

を制御する、リンパ濾胞や胚中心内の濾胞ヘルパー7 細胞（7IK）が必須である（9LQXHVD DQG�

&\VWHU�� ����）。5$ を含めた自己免疫疾患の進行には、&'��7 細胞、特に 7IK と、% 細胞に

よる自己抗体の産生が深く関与する。7IK がリンパ濾胞と胚中心において % 細胞の増殖、成

熟、抗体産生を促進するという報告もある。5$ に加えて、これらの細胞は、全身性エリテ

マトーデスのような、他の自己免疫疾患においても重要な役割を果たす（.LQJ� et al��� ������

/LQWHUPDQ�et al���������6LPSVRQ�et al�������）。
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本研究では、/+���� の経口、あるいは腹腔内投与は、&,$ の発症率や病状（関節のダメ

ージ、体重減少）の悪化、血清中の &,, 特異的抗体価の上昇を抑制した。加えて、本研究で

用いた &,$ マウスは、尾根部に抗原（&,,）を投与するため、脚の付け根にある鼠径リンパ

節が所属リンパ節であるが（所属リンパ節：抗原投与部位の下流にあり、同部位からの抗

原がリンパ系を経て流入するリンパ節を指し、抗原に対する免疫細胞の増殖や、抗原提示

細胞による 7 細胞の活性化等が起こる場所（0XUSK\� et al.，����））、/+���� の腹腔内投与

により、鼠径リンパ節における総 % 細胞、胚中心 % 細胞、&'��7 細胞の数が有意に低下し、

濾胞ヘルパー7 細胞（7IK）数が低下傾向を示した。さらに、&,, 特異的 ,J*� が /+���� の

腹腔内投与により有意に低下した。,J*� は他のサブクラスに比べて、&,$ の発症にとって

重要であるとの報告があり（1DQGDNXPDU�et al.��������7KRUYDOGVRQ�et al.������）、この低下は

/+���� による &,$ 症状の抑制に寄与していると考えられる。,J*� は一般的に 7K� 免疫反

応を介して産生されることから（.DWR�et al�������）、今回の結果は /+���� が 7K� 細胞の活

性化を抑制する作用を有する可能性を示す。7K� サイトカインである ,/�� の、7K� サイト

カインである ,1)�に対する遺伝子発現比率（Il4／Ifng）が /+���� 投与により低下傾向を

示した結果も、この可能性を支持するものである。ただし、総 ,J* は /+���� の腹腔内投与

により有意に増加しており、この増加は、&,$ に関与する &,, 抗原特異的な免疫反応は

/+���� 腹腔内投与で抑制される一方で、乳酸菌という異物を腹腔内に投与したことによる

免疫の活性化が一部で生じていることを反映しているのかもしれない。
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以上より、/+���� は % 細胞（抗体産生を担う胚中心 % 細胞を含む）、及び &'��7 細胞（抗

体産生を促進する 7IK 細胞を含む）の増殖を抑制することで、濾胞形成や抗体産生を阻害し、

結果として &,$ マウスの関節炎の発症、及び炎症状態を緩和していることが示唆された。

抗 5$ 薬には、% 細胞や 7 細胞を標的とするものだけでなく、71)�や ,/�� 等の炎症性

サイトカインを標的とするものも存在する（&KR\� DQG�3DQD\L��������.RFK������）。,/�� は 7

細胞の活性化、% 細胞の増殖、急性期反応の開始、破骨細胞の分化といった様々な免疫プロ

セスを促進し、関節破壊に深く関与する。,/�� レセプターを標的とするヒト化モノクロー

ナル抗体であるトシリズマブは、5$ の治療薬として承認されている。トシリズマブの臨床

試験は、5$ の発症に関わる複数のプロセスにおいて、,/�� が重要な役割を果たしているこ

とを示している（)XMLPRWR�et al���������1DNDVKLPD�et al�������）。本研究では、/+���� の腹腔

内投与が&,$マウスの血清中の ,/��レベルを有意に低下させることを示し、第 �章の in vitro

の研究では、/+���� がマウスの初代培養免疫細胞からの ,/�� を含む炎症性サイトカインの

産生を抑制することを示した（<DPDVKLWD�et al�������）。他の研究においても、乳酸菌が in vitro

や in vivo において炎症性サイトカインの産生を抑制することが報告されている（*ULHW�et al���

������1RYRWQ\�1~xH] et al�������）。これらの知見に基づくと、/+���� による ,/�� レベルの

低減は &,$ 緩和と非常に密接に関わっていると考えられる。/+���� は ,/�� の主な産生細

胞である、マクロファージや樹状細胞のような免疫細胞や滑膜細胞からの ,/�� 産生を下方

制御することで &,$ の症状を緩和、抑制しているのかもしれない。



49

また、関節炎の発症に関わる炎症性のサブセットとして、7K� 細胞、及び 7K�� 細胞、抗

炎症性のサブセットとして、制御性 7 細胞（7UHJ）（$I]DOL�et al�������）、及び制御性濾胞ヘ

ルパー7 細胞（7IU）（9DQGHUOH\GHQ et al�������）が広く知られているが、本試験においてこれ

らの細胞に対する /+���� の作用は認められず、この点に関しては他の動物モデルを用いる

などして、更に詳細な研究を行う必要があろう。

本章の結果から、/+���� は経口投与においても、&,$ に伴う後脚の肥厚や体重減少を顕

著に抑制し、&,$ 緩和効果を発揮することが明らかとなった。さらに、経口投与は腹腔内投

与同様、血液中の &,, 特異的抗体価の上昇を抑制し、この抑制は症状緩和のメカニズムの一

つと考えられた。しかしながら、腹腔内投与で認められた &,$ の発症率、及び臨床スコア

上昇の抑制作用、血液中の炎症性サイトカインの低下、免疫細胞への影響は認められず、

その緩和効果は、腹腔内投与に比べてやや緩慢であった。

これまでの in vitro 試験において、/+���� はマウスの脾臓から分離した初代培養 7 細胞

および % 細胞の /36 刺激に対する増殖を抑制しており（+RVR\D�et al�������）、このことから

/+����はこれらの細胞に直接接触できれば、細胞の過剰増殖を抑制できるものと思われる。

よって、本章において、� つの投与経路に効果の強弱が認められた理由の一つとして、経口

投与では、/+���� 菌体に含まれる &,$ 緩和の活性成分が胃や腸で分解されて活性を失う、

あるいは消化管で吸収されにくいことが考えられる。実際、細菌の菌体成分の一つである

オリゴデオキシヌクレオチドは胃液や消化酵素による影響を受け、免疫賦活活性を失うこ
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とが報告されている（:DQJ�et al.������）。

これらの知見を考え合わせると、/+���� の経口投与により、/+���� の活性成分の中の

一部が活性を保ったまま体内に吸収され、標的組織であろう、免疫細胞の活性化の場であ

る鼠径リンパ節に到達し、抗原特異的抗体の産生抑制、ひいては &,$ 症状の緩和効果をも

たらしたものと考えられる。腹腔内投与の場合は、より多くの活性成分が標的組織に到達

し、免疫細胞数の制御や炎症性サイトカインの産生抑制までも引き起こし、より高い症状

緩和効果が得られたものと推察される。

■結論

/+���� の経口投与は、&,$ に伴う炎症症状や体重低下、及び &,$ の増悪因子である &,,

特異的抗体価の上昇を抑制することが明らかとなった。さらに、腹腔内投与による検討か

ら、/+���� は &,$ の発症および悪化に関与する、炎症性サイトカイン ,/�� の血中上昇、%

細胞や 7細胞のような免疫細胞の過剰増殖を抑制する作用を有することが新たに示された。

このことから、/+���� は 5$ をはじめとした自己免疫疾患に対して緩和効果を発揮する有

用な乳酸菌であることが示唆された。
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Table 2-1. Molecular markers used in the FACS analysis 

Type of immune cells molecular markers

B cells B220+ 
Germinal center B cells GL7+ B220+
Plasma cells CD138+ B220-
CD4+ T cells CD3+ CD4+
CD8+ T cells CD3+ CD8+
Th1 cells CD3+ CD4+ IFN-γ+
Th17 cells CD3+ CD4+ IL-17A+ 
Regulatory T (Treg) cells CD4+ CD25+ Foxp3+
Follicular T (Tfh) cells CD4+ CXCR5+ PD-1+ Foxp3-
Follicular regulatory T (Tfr) cells CD4+ CXCR5+ PD-1+ Foxp3+

Table 2-2. Primers used in the gene expression analysis

Gene 
Symbol

Forward Primer 5′→3′ Reverse Primer 5′→3′

Gapdh AAGGGCTCATGACCACAGTC GGATGCAGGGATGATGTTCT
Il6 CGTGGAAATGAGAAAAGAGTTGTGC TGGTACTCCAGAAGACCAGAGGA
Tnfa AGCCCACGTCGTAGCAAACCAC CGGGGCAGCCTTGTCCCTTG
Ifng CTGCAGAGCCAGATTATCTC CCTGTGGGTTGTTGACCTCA
Il17a GCTCCAGAAGGCCCTCAGA CTTTCCCTCCGCATTGACA
Il4 CGAGCTCACTCTCTGTGGTG TGAACGAGGTCACAGGAGAA 
Il10 GCCCCAGGCAGAGAAGCATGG GGGGAGAAATCGATGACAGCGCC
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Figure 2-1. Experimental schedule

0DOH�'%$��-�PLFH����ZHHNV�ROG��ZHUH�LPPXQL]HG�E\�LQWUDGHUPDO�LQMHFWLRQ�ZLWK������J�RI�ERYLQH�

W\SH� ,,� FROODJHQ� HPXOVLILHG� ZLWK� &RPSOHWH� )UHXQG¶V� $GMXYDQW� �&)$��� )RU� DVVHVVPHQW� RI� WKH�

LQWUDSHULWRQHDO�LQRFXODWLRQ�RI L. helveticus 6%7���� �/+�������WKH�PLFH�ZHUH�LQMHFWHG�ZLWK�����O

RI� 3%6� FRQWDLQLQJ� �� PJ� RI� /+���� FHOOV� LQWUDSHULWRQHDOO\� WKUHH� WLPHV� SHU� ZHHN� DIWHU� WKH� ILUVW�

LPPXQL]DWLRQ��DQG�GDLO\�DIWHU�WKH�VHFRQG�LPPXQL]DWLRQ��)RU�RUDO�DGPLQLVWUDWLRQ�RI� /+����������O

RI�DQ�1D+&2��3%6�VROXWLRQ�FRQWDLQLQJ����PJ�RI�IUHH]H�GULHG�EDFWHULDO�FHOOV�ZDV�DGPLQLVWHUHG�GDLO\�

DIWHU�WKH�ILUVW�LPPXQL]DWLRQ��
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Figure 2-2. Effects of oral administration and intraperitoneal inoculation of LH2171 on 

arthritis incidence and body weight loss

&,$�ZDV�LQGXFHG�LQ�'%$��-�PLFH�E\� LPPXQL]DWLRQ�ZLWK�ERYLQH�W\SH�,,�FROODJHQ�WZLFH��RQ�GD\V���

DQG�����0LFH�ZHUH�JLYHQ�/+���� RU�YHKLFOH�FRQWURO� LQWUDSHULWRQHDOO\��L�S��� �OHIW��RU�RUDOO\��SHU�RV��

S�R�� �ULJKW���$UWKULWLV�LQFLGHQFH��$��DQG�FKDQJHV�LQ�ERG\�ZHLJKW��%��ZHUH�PRQLWRUHG�DIWHU�WKH�VHFRQG�

LPPXQL]DWLRQ�� 'DWD� DUH� SUHVHQWHG� DV� WKH� PHDQ� �� 6(0� �Q�  � �±����� 7KH� GDWD� RI� WKH� JURXS� JLYHQ�

/+���� ZHUH� FRPSDUHG� WR� WKRVH� RI� WKH� FRQWURO� JURXS� E\� D� ORJ�UDQN� WHVW� �$�� RU� WZR�ZD\�

UHSHDWHG�PHDVXUHV�DQDO\VLV�RI�YDULDQFH��JURXS�î�WLPH�LQWHUDFWLRQ���%��
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(Figure 2-3A, 2-3B)
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Figure 2-3. Effects of oral administration and intraperitoneal inoculation of LH2171 on 

arthritic symptoms 

+LQG� SDZ� WKLFNQHVV� �$�� DQG� FOLQLFDO� VFRUH� �%�� ZHUH� GHWHUPLQHG� LQ� &,$� PLFH� JLYHQ� /+����

LQWUDSHULWRQHDOO\��L�S���OHIW��RU�RUDOO\��S�R�� �ULJKW���'DWD�DUH�SUHVHQWHG�DV�WKH�PHDQ���6(0��Q� ��±�����
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+LVWRORJ\� RI� WKH� MRLQWV� �&�� RI� QRUPDO� DQG� &,$� PLFH� UHFHLYLQJ� YHKLFOH� RQO\� �FRQWURO�� RU�

LQWUDSHULWRQHDO�LQRFXODWLRQ�RI�/+���� ZHUH�GHWHUPLQHG��5HSUHVHQWDWLYH�+	(�DQG�6DIUDQLQ�2�LPDJHV�

�OHIW��DQG�KLVWRORJ\�VFRUHV��ULJKW��DUH�VKRZQ��%DUV� ������P��'DWD�DUH�SUHVHQWHG�DV�GRW�SORWV��Q� ����

DQG� WKH� OLQH� UHSUHVHQWV� WKH� PHGLDQ�� 'DWD� EHWZHHQ� JURXSV� ZHUH� FRPSDUHG� E\� WZR�ZD\�

UHSHDWHG�PHDVXUHV�DQDO\VLV� RI�YDULDQFH� �JURXS�î� WLPH� LQWHUDFWLRQ�� �$��%��RU� WKH�0DQQ�:KLWQH\�U

WHVW��
P ���������&���
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Figure 2- 4. Effects of LH2171 on the serum level of CII-specific IgG and total IgG

7KH�OHYHO�RI�DQWLERGLHV�LQ�WKH�VHUXP�RI�&,$�PLFH�JLYHQ /+���� LQWUDSHULWRQHDOO\��L�S�� �$��RU�RUDOO\�

�S�R�� �%��ZDV�PHDVXUHG�DW�GD\�����'DWD�DUH�SUHVHQWHG�DV�GRW�SORWV��Q� ��±�����FHQWHU�OLQH��PHGLDQ��

ER[����WK±��WK�SHUFHQWLOH�RI�WKH�GDWD��HUURU�EDUV����WK±��WK�SHUFHQWLOH�RI�WKH�GDWD��
P ��������

P ��

������FRPSDUHG�WR�WKH�FRQWURO�E\�WKH�0DQQ�:KLWQH\�U WHVW�
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Figure 2-5. Effects of LH2171 on the serum level of IL-6 and TNF-

7KH� OHYHOV� RI� WKH� SUR�LQIODPPDWRU\� F\WRNLQHV� ,/��� DQG� 71)�Į� LQ� WKH� VHUXP� RI� &,$� PLFH� JLYHQ�

/+�����RU�3%6��FRQWURO�� LQWUDSHULWRQHDOO\� �L�S�� �$��RU�RUDOO\� �S�R��� �%��ZHUH�PHDVXUHG�DW�GD\����

DIWHU�WKH�ILUVW�LPPXQL]DWLRQ��'DWD�DUH�SUHVHQWHG�DV�ER[�SORWV��Q� ��±�����DV�GHVFULEHG�LQ�WKH�OHJHQG�WR�

)LJ�������


P ���������FRPSDUHG�WR�WKH�FRQWURO�JURXS�E\�WKH�0DQQ�:KLWQH\ U WHVW�
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Figure 2-6. Effects of intraperitoneal inoculation of LH2171 on the number of immune cells in 

the lymph nodes 

,QJXLQDO� O\PSK� QRGHV� ZHUH� FROOHFWHG� DW� GD\� ��� IURP� &,$�PLFH� JLYHQ� /+����� RU� 3%6� �FRQWURO��

LQWUDSHULWRQHDOO\�� ,PPXQH� FHOOV� ZHUH� LVRODWHG� IURP� WKH� O\PSK� QRGHV� DQG� WKH� QXPEHUV� RI� WRWDO�

LPPXQH�FHOOV��%�FHOOV��&'�� 7�FHOOV��DQG�&'�� 7�FHOOV�ZHUH�DQDO\]HG�E\�IORZ�F\WRPHWU\��'DWD�DUH�

SUHVHQWHG�DV�ER[�SORWV� �Q� �����DV�GHVFULEHG� LQ� WKH� OHJHQG� WR�)LJ�������
P ��������FRPSDUHG� WR� WKH�

FRQWURO�JURXS�E\�WKH�0DQQ�:KLWQH\�U WHVW�
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Figure 2-7. The numbers of immune cells in the lymph nodes of the mice orally administered

LH2171

7KH�QXPEHUV�RI�WRWDO� LPPXQH�FHOOV��%�FHOOV��&'���7�FHOOV��DQG�&'�� 7�FHOOV�LQ�WKH�LQJXLQDO�O\PSK�

QRGHVRI�&,$�PLFH� JLYHQ�/+�����RU�3%6� �FRQWURO�� RUDOO\�ZHUH�PHDVXUHG� DW� GD\� ��� DIWHU� WKH� ILUVW�

LPPXQL]DWLRQ��'DWD�DUH�SUHVHQWHG�DV�ER[�SORWV��Q� ������DV�GHVFULEHG�LQ�WKH�OHJHQG�WR�)LJ������
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Figure 2-8. Effects of intraperitoneal inoculation of LH2171 on germinal center B cells and 

follicular helper T cells in the lymph nodes

,QJXLQDO� O\PSK� QRGHV� ZHUH� FROOHFWHG� DW� GD\� ��� IURP� &,$�PLFH� JLYHQ� /+����� RU� 3%6� �FRQWURO��

LQWUDSHULWRQHDOO\�� ,PPXQH� FHOOV� ZHUH� LVRODWHG� IURP� WKH� O\PSK� QRGHV� DQG� WKH� QXPEHU� RI� JHUPLQDO�

FHQWHU�%�FHOOV��SODVPD�FHOOV��$���7K��FHOOV��7K���FHOOV��IROOLFXODU�7��7IK��FHOOV��IROOLFXODU�UHJXODWRU\�7�

�7IU��FHOOV��DQG�UHJXODWRU\�7��7UHJ��FHOOV��%��ZHUH�DQDO\]HG�E\�IORZ�F\WRPHWU\��'DWD�DUH�SUHVHQWHG�DV�

ER[�SORWV��Q� �����DV�GHVFULEHG�LQ�WKH�OHJHQG�WR�)LJ�������
P ��������FRPSDUHG�WR�WKH�FRQWURO�JURXS�E\�

WKH�0DQQ�:KLWQH\ U WHVW�
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Figure 2-9. Effects of intraperitoneal inoculation of LH2171 on cytokine gene expression levels 

and the ratio of Th2 and Th1 cytokines in the lymph nodes of CIA mice

7KH�LQJXLQDO�O\PSK�QRGHV�RI�&,$�PLFH�JLYHQ�/+���� LQWUDSHULWRQHDOO\�RU�3%6�RQO\��FRQWURO��ZHUH�

FROOHFWHG�DW�GD\�����5HODWLYH�F\WRNLQH�JHQH�H[SUHVVLRQ�OHYHOV��$��DQG�WKH�UDWLR�RI� Il4 WR�Ifng �%��ZHUH�

GHWHUPLQHG��'DWD�DUH�VKRZQ�DV�ER[�SORWV��Q� �����DV�GHVFULEHG�LQ�WKH�OHJHQG�WR�)LJ�������7KH�GDWD�RI�

WKH� JURXS� LQRFXODWHG� ZLWK /+���� ZHUH� FRPSDUHG� WR� WKRVH� RI� WKH� FRQWURO� JURXS� XVLQJ� WKH�

0DQQ±:KLWQH\�U WHVW�
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第 3 章

マウスの実験的自己免疫性脳脊髄炎に対する

Lactobacillus helveticus SBT2171 の緩和効果
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■緒言

第 � 章の研究結果より、/+���� の投与は、&,$ に伴う炎症症状を抑制し、さらに血清中

の &,, 特異的抗体価および炎症性サイトカインである ,/�� を低下させ、% 細胞や 7 細胞の

ような &,$ を悪化させる免疫細胞の過剰増殖を抑制することが明らかとなった（<DPDVKLWD

et al�������）。このことから、/+���� は 5$ をはじめとした自己免疫疾患に対して予防効果

を発揮する有用な乳酸菌であることが示唆された。

そこで、第 � 章では他の免疫疾患に対しても /+���� は緩和効果を示すのかを検証した。

発症機序の異なる � つの免疫疾患モデルを検証することで、/+���� の作用をより深く理解

すること、/+���� の応用の幅を知ることが可能となる。

本章では、多発性硬化症モデルを研究対象とした。多発性硬化症（0XOWLSOH�VFOHURVLV��06）

は、脱髄、炎症性病変、軸索損傷を特徴とする中枢神経系（&HQWUDO�QHUYRXV�V\VWHP��&16）の

炎症性脱髄性自己免疫疾患であり、インターフェロン（,)1）�産生性ヘルパー7 細胞（7K�

細胞）およびインターロイキン（,/）��� 産生性ヘルパー7 細胞（7K�� 細胞）の活性化、自

然免疫系の免疫細胞（マクロファージ、樹状細胞、好中球、およびミクログリア）の過剰

な活性化、およびサイトカインやケモカインの異常な産生等を伴う（5\X�et al���������&KHQJ

et al�������� 6HUDGD�et al�������）。06 は &16 の病変部位に応じて様々な症状を生じ、患者の

42/ を著しく低下させる（%URZQOHH�et al���������2QWDQHGD�et al�������）。例えば、視覚喪失に

至る視神経障害、歩行不足に至る小脳障害、腹部および胸部のしびれに至る脊髄の障害、
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ならびに運動障害や認知機能障害に至る脳病変が 06 によって起こりうる（*HQVLFNH� et al.��

������/HH�DQG�+DQ������）。06 の発生率は年々上昇しており、���� 年の全世界の有病者数は

��� 万人で、その � 年前からの増加数は �� 万人と推定されており（2QWDQHGD�et al.������）、

若年層の神経障害の主要原因となっている（&RPSVWRQ�DQG�&ROHV������）。

06 の主な治療方法はステロイド薬や免疫抑制薬の経口投与であるが、これらの長期間使

用により、深刻な感染症やある種の癌の発症などの重大な副作用のリスクを負う可能性が

ある。さらに、これらの薬は 06 の発症後にのみ有効であり、予防薬ではない。したがって、

日常的に安全に摂取できる食品やサプリメントで 06 を予防することが出来れば、その意義

は非常に大きい。

7K� 細胞および 7K�� 細胞は、06、および 06 の動物モデルである、実験的自己免疫性脳

脊髄炎（([SHULPHQWDO� DXWRLPPXQH� HQFHSKDORP\HOLWLV�� ($(）の進行に深く関係している

（*RYHUPDQ������）。06 および ($( の病因として、,/���、,)1�γ、,/��、,/��β、,/��� お

よび ,/��� 等のサイトカインの過剰発現が知られており、これらのサイトカインは 7K� 細胞

および 7K�� 細胞の分化を促進する（%KDW�DQG�6WHLQPDQ������� *RYHUPDQ��������'RPLQJXHV�et 

al���������6HJDO������）。特に、7K�� 細胞が産生する炎症性サイトカイン ,/��� は血液脳関門

の健全性を破綻させ、体内を循環している免疫細胞の &16 への進入を可能にし、アステロ

サイトやミクログリアといった神経細胞を刺激して炎症性メディエーターを産生させる

（5DQVRKRII� DQG�%URZQ�� ����）。($( モデルにおいて、所属リンパ節である鼠径リンパ節で
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活性化された 7K�� 細胞が、他の免疫細胞に先んじて、&16 で増加することも報告されてい

る（,WR�et al�������）。また、($( マウスにおいて ,/����$� の遺伝子の欠損により、発症が著

しく抑制されることは、,/����$� が ($(� の病態形成に重要な役割を果たしていることを示

している（,VKLJDPH et al�������）。

一方、緒言ならびに前章で述べたように、近年、乳酸菌が様々な免疫賦活作用や免疫制

御作用を有することが明らかになってきている。免疫制御作用としては、アレルギー（6KLGD

et al�������� ,YRU\�et al�������）やアトピー性皮膚炎（<DPDPRWR�et al�������）に関する報告、

さらに、06 および ($( を含めた自己免疫疾患に対する報告もあるが（.DWR�et al���������6R et 

al���������/DYDVDQL et al.��������$PGHNDU�et al���������%HUHU�et al.������）、乳酸菌が緩和効果を発

揮する作用メカニズムには不明なところが多い。

本章では、過剰な免疫反応に対する /+���� の有用性をさらに明らかにするため、($(

モデルに対する緩和効果を評価した。これらの知見は、乳酸菌が免疫機能を制御するメカ

ニズムを解明する手がかりになるとともに、乳酸菌による免疫疾患の治療および予防の発

展に貢献するものである。

■実験方法

1. 乳酸菌株

第 � 章の腹腔内投与の場合と同様に調製した。すなわち、雪印メグミルク株式会社（東
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京、日本）が提供した /+���� を、056 培地（%'�%LRVFLHQFHV、6DQ�-RVH、&$、8QLWHG�6WDWHV）

を用いて ��時間 ��&で培養し、培養液を ����×g で ��分間遠心分離して菌体を回収した。

菌体を生理食塩水で � 回、超純水で � 回洗浄し、凍結乾燥した。凍結乾燥菌体粉末を 3%6

（－）に ���PJ�PO の濃度で懸濁し、��& で �� 分間加熱処理を行った。

��� 実験的自己免疫性脳脊髄炎マウスの作成、及び /+���� の投与

雌性 6-/�- マウス（� 週齢）を実験的自己免疫性脳脊髄炎（([SHULPHQWDO� DXWRLPPXQH�

HQFHSKDORP\HOLWLV��($(）に対する /+���� の免疫抑制作用の評価に用いた。マウス（日本チ

ャールスリバー、横浜、日本）には滅菌水、及び標準飼料（/DER�05� VWRFN；日本農産工業

株式会社、横浜、日本）を自由摂取させた。動物実験を含めた全ての実験は、北海道大学

動物実験実施マニュアルに基づき、国立大学法人北海道大学動物実験委員会で承認された。

($( モデルの作成においては、中枢神経系に存在するタンパク質由来のペプチドを抗原と

して、アジュバント（$GMXYDQW）とともに動物に免疫（投与）した（*UHHU et al�������� 6WURPQHV�

DQG�*RYHUPDQ��������$ULPD�et al�������）。結核死菌を含むアジュバント（完全アジュバント）

の投与により、免疫細胞が投与部位に集積し、免疫細胞による投与抗原の取り込みと抗原

提示がより効率的に行われる。その発症機序としては、抹消で活性化された抗原に反応す

る 7 細胞が中枢神経系に浸潤し、様々なケモカインやサイトカインを産生して、マクロフ

ァージやミクログリア細胞を活性化し、脱髄や神経損傷などの組織障害を引き起こすと考
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えられている（三宅と山村������）。近年では、,)1�などを産生する 7K� 細胞に加えて、,/���

を産生する 7K�� 細胞がより強い病原性をもつことが報告されている（三宅と山村�� ����）。

なお、($( 作成で投与する百日咳毒素は、血液脳関門を破壊することで、免疫細胞の中枢

神経系への浸潤を促し、($( の発症を促進する。

本研究においては、マウスの尾根部の皮下に、中枢神経系に存在するプロテオリピッド

タンパク質の ������� 残基に相当する合成ペプチド （3/3���±���）（アミノ酸配列：

+6/*.:/*+3'.)）����J（����O�3%6（－）に溶解した）を、��� O�&RPSOHWH�)UHXQG¶V�

$GMXYDQW（&)$；'LIFR�/DERUDWRULHV、'HWURLW、0,、86$）（加熱殺菌した Mycobacterium tuberculosis

+��5$ を ���� J 含む）でエマルジョン化したものを投与して免疫を行い、さらに ���� QJ

百日咳毒素（/LVW� /DERUDWRULHV、&DPSEHOO、&$、86$）を、免疫当日とその � 日後にそれぞ

れ腹腔内に投与した。($( マウスを � 群、すなわち（�）/+���� を投与する群、（�）ビー

クルのみを投与する群（対照群）に分けた。/+���� 投与群には、免疫前の � 週間は週 � 回、

免疫後は毎日 � 回、��PJ の凍結乾燥加熱菌体を含む 3%6�����O を腹腔内に投与した。対照

群には同様の頻度で 3%6（－）のみを腹腔内に投与した。)LJXUH���� に実験スケジュールを

示す。

免疫以降、各マウスの ($( の発症の有無、及び臨床症状を評価した。臨床症状は �～�

点で以下のように評価した。�，症状なし、�，尾の麻痺、�，運動失調、�，後肢の軽麻痺、

�，後肢の麻痺、�，四肢麻痺であるが移動可能、�，瀕死、�，死亡。
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なお、($( モデルは、第 � 章の &,$ モデルと同様に、抗原を尾根部に投与しているため、

所属リンパ節は鼠径リンパ節である。

��� 病理組織学的評価

免疫後 �� 日目の ($( マウスから脊髄を採取した。組織を ���パラホルムアルデヒドで

固定し、エチレンジアミン四酢酸（6LJPD�$OGULFK、東京、日本）で脱灰処理を行い、パラフ

ィンで包埋した。パラフィン包埋から切片を作成し、ヘマトキシリン・エオシン（+	(；

0HUFN�0LOOLSRUH、*X\DQFRXUW、)UDQFH）により染色を行った。

��� 遺伝子発現解析

($( マウスの鼠径リンパ節より、75,]RO� UHDJHQW� （/LIH�7HFKQRORJLHV、7KHUPR 6FLHQWLILF、

:DOWKDP、0$、86$）を用いてトータル 51$ を抽出した。51$ より、5HYHU7UD�$FH�T3&5�NLW

（72<2%2、大阪、日本）を用いて F'1$ を合成した。合成した F'1$ を .$3$�6<%5�)$67�

8QLYHUVDO�T3&5�.LW（.$3$ %,26<67(06、%RVWRQ、0$、86$）を用いてメーカーのプロト

コルに従ってリアルタイム 3&5 に供し、7K�� 細胞の分化に関連する各種遺伝子の発現を解

析した。実験に用いたプライマーを 7DEOH�� に示す。Atcb を内在性コントロール遺伝子とし

た。
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��� 細胞染色、及びフローサイトメーター解析

鼠径リンパ節から単一細胞分散液を調製するために、マウスからリンパ節を採取し、530,

���� 培養培地（:DNR）（530, ���� 培地に、���非働化済みウシ胎児血清（*,%&2、7KHUPR�

)LVKHU�6FLHQWLILF、:DOWKDP、0$、8QLWHG�6WDWHV）、����8�PO ペニシリン、����J�PO ストレプ

トマイシン（6LJPD�$OGULFK、6W��/RXLV、02、8QLWHG�6WDWHV）、�����P0���メルカプトエタノー

ルを添加したもの）中で破砕した。得られた細胞分散液を ����P セルストレイナー（%'�

%LRVFLHQFHV��6DQ�-RVH、&$、86$）でろ過し、培地で � 回洗浄した後、培地で再懸濁した。

脊髄から単一細胞分散液を調製するために、3%6（－）で心臓灌流を行った後に脊髄を採

取し、コラゲナーゼ '（����PJ�P/��5RFKH�'LDJQRVWLFV、0DQQKHLP、*HUPDQ\）および '1DVH ,

（���J�P/��5RFKH�'LDJQRVWLFV）で ��& で �� 分間反応させた。細胞分散液からミエリンの

デブリ（組織片、細胞片）を除くため、����P セルストレイナー（%'�%LRVFLHQFH）でろ過

した後、0\HOLQ�5HPRYDO�%HDGV�,,（0LOWHQ\L�%LRWHF、%HUJLVFK�*ODGEDFK、*HUPDQ\）を用いて

メーカープロトコルに従い、磁気分離を行った。各種免疫細胞を細胞マーカーにより以下

のように検出した。&'��7 細胞（&'���&'��）、7K� 細胞（&'�� &'���,)1��）、7K�� 細胞（&'��

&'���,/���$�）、&&5��7K�� 細胞（&'�� &'���,/���$� &&5��）、&&5��7K�� 細胞（&'�� &'���

,/���$� &&5��）、&&5��7K�� 細胞（&'�� &'���,/���$� &&5��）。染色に用いた抗マウス抗

体は、DQWL�&'�（�����&��）、 DQWL�&'�（*.���）、DQWL�����,/���$（7&�����+����）、DQWL�,)1�Ȗ

（;0*���）、DQWL� &&5�（�*��）、DQWL� &&5�（����/��）（%LR/HJHQG、6DQ�'LHJR、&$、86$）、
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DQWL� &&5�（������）（5	'�V\VWHPV）である。7K�、及び 7K�� の染色の際には、EUHIHOGLQ�$

（��J�PO）（*ROGL3OXJ；%'�%LRVFLHQFHV、+HLGHOEHUJ、*HUPDQ\）存在下で、SKRUERO����DFHWDWH

（��� QJ�PO）、イオノマイシン（���� QJ�PO）で細胞を ��� 時間刺激した。続いて、%'�

&\WRIL[�&\WRSHUP� UHDJHQWV（%'� %LRVFLHQFHV）を用いてメーカープロトコルに従い、抗 ,)1�

抗体、あるいは抗 ,/���$ 抗体で細胞を染色した。データは )$&6&DQWR� ,,� IORZ� F\WRPHWHU を

用いて取得し、)$&6'LYD�VRIWZDUH（%'�%LRVFLHQFHV）を用いて解析した。

��� 抗原提示細胞株（樹状細胞株、及びマクロファージ細胞株）の培養

マウスの樹状細胞株である '&��� 細胞を、530, ���� 培養培地（:DNR）（530, ���� 培地

に、���非働化済みウシ胎児血清（*,%&2）、�����P0���メルカプトエタノール、���P0�+(3(6、

�� P0� VRGLXP� S\UXYDWH、���� 0�PLQLPDO� HVVHQWLDO� PHGLXP� �0(0�� QRQ�HVVHQWLDO� DPLQR� DFLGV

（6LJPD�$OGULFK）、����8�PO ペニシリン、����J�PO ストレプトマイシン（:DNR）を添加し

たもの）で培養した。マウスのマクロファージ細胞株である 5$:����� 細胞は、'XOEHFFR
V�

PRGLILHG�(DJOH�PHGLXP� （'0(0）培養培地（���非働化済みウシ胎児血清、����0�0(0�

QRQ�HVVHQWLDO�DPLQR�DFLGV（6LJPD�$OGULFK）、�����8�PO ペニシリン、��� J�PO ストレプトマイ

シン（6LJPD�$OGULFK）で培養した。'&��� 細胞（�×��� FHOOV）、及び 5$:����� 細胞（�×���

FHOOV）を �� ウェル平底培養プレート（'&��� 細胞：%'�%LRVFLHQFHV、&DW����������；5$:�����

細胞：,:$.,、&DW������������）に各々播種し、��&2�濃度、��& で一晩培養して接着させ
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た。培養後、細胞に /+���� を終濃度 ���J�PO となるように添加し、� 時間インキュベート

した。その後、'&��� 細胞に対して E. coli ����+� 由来の /36（6LJPD�$OGULFK、&DW��� /���� ）

が終濃度 �� J�PO となるように、5$:����� 細胞に対して E. coli �����%� 由来の /36

（6LJPD�$OGULFK、&DW�� � /����）が終濃度 �� J�PO となるように添加し、�� 時間培養した。

全ての実験は、細胞がウェルを覆う割合が ������の状態（サブコンフル）で行った。

��� サイトカインの測定

'&��� 細胞、及び 5$:����� 細胞の培養上清を回収し、測定に用いるまで－��& で保存

した。培養上清中の ,/�� 濃度を 0RXVH�,/���(/,6$�0$;70�6WDQGDUG キット（%LR/HJHQG）を

用いてメーカーのプロトコルに従って測定した。

��� 統計解析

($( の発症率には ORJ�ODQN�WHVW を用いた。($( の臨床症状には二元配置反復測定分散分析

（WZR�ZD\�UHSHDWHG�PHDVXUHV�DQDO\VLV�RI�YDULDQFH）を用い、交互作用が認められたため、($(

症状がピークとなる免疫後 �� 日目、及び �� 日目において、SRVW� KRF� DQDO\VHV として

%RQIHUURQL�FRUUHFWHG�6WXGHQW
V�t�WHVW を行った。/36 刺激時の '&��� 細胞および 5$:����� 細胞

の ,/�� 産生量の評価には、7XNH\�.UDPHU�WHVW を用いた。その他の項目には、6WXGHQW
V t�WHVW� を

用いた。なお、ORJ�ODQN� WHVW の統計解析には、(=5（自治医科大学付属さいたま医療センタ



73

ー、埼玉、日本）を用い、他の解析には 6WDW9LHZ�YHUVLRQ����（6$6�LQVWLWXWH、&DU\、1&、86$）

を用いた。%RQIHUURQL�FRUUHFWHG�6WXGHQW
V� t�WHVW では P ������ を有意差あり、その他の解析で

は P ����� を有意差ありとした。

■結果

＜/+���� 投与が実験的自己免疫性脳脊髄炎マウスの発症率、及び臨床症状に与える影響＞

/+���� の腹腔内投与は、ビークルである 3%6（－）のみを投与した対照群に比べて、($(

の発症率（($(�LQFLGHQFH；)LJXUH����D）を有意に抑制した。臨床スコア（FOLQLFDO�VFRUH；)LJXUH�

���E）については、実験条件（対照群・/+���� 投与群）×時間（GD\V� DIWHU� LPPXQL]DWLRQ）

の二元配置反復測定分散分析を行ったところ、条件の主効果が P  ������ で有意傾向、交互

作用が P ������� で有意であった。交互作用が認められたため、対照群の臨床スコアが最大

のピークとなるる免疫後 �� 日目、及び � 番目に高いピークとなる �� 日目において、下位

検定（%RQIHUURQL�FRUUHFWHG�6WXGHQW
V�t�WHVW）を行ったところ、それぞれのタイムポイントにお

いて /+���� 群は対照群に比べて有意に低値となった（P ������）。よって、/+���� 投与に

より ($( 症状の悪化が緩和されることが示された。また、全身の免疫系を司る脾臓（6SOHHQ）

の重量は /+���� 投与群と対照群で有意差はなかった（)LJXUH����F）が、所属リンパ節であ

る鼠径リンパ節（,QJXLQDO� /1V）は /+���� 投与により、その肥大化が有意に抑制された

（)LJXUH����G）。加えて、脊髄の病理組織学的評価から（)LJXUH����H）、/+���� を投与された
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マウスでは脊髄への単核細胞の浸潤が対照群に比べて少ないことがわかった。

＜/+���� 投与が臨床症状のピーク時における脊髄中の免疫細胞数に与える影響＞

続いて、($( の発症と悪化に重要な役割を果たす 7K� 細胞、及び 7K�� 細胞について、

/+���� を投与した ($( マウスの脊髄中のこれらの細胞のポピュレーションと数を評価し

た（)LJXUH����）。

/+���� の投与は、($( 症状がピークに達する、免疫後 �� 日目の脊髄における &'� 陽性

7 細胞に対する 7K�� 細胞の割合を低下させた（)LJXUH ���E）。一方、&'� 陽性 7 細胞に対す

る 7K� 細胞の割合は低下しなかった。細胞数は、7K�� 細胞、7K� 細胞ともに /+���� 投与

マウスで対照群のマウスに比べて有意に低下した（)LJXUH����F）。

＜/+���� 投与が発症前の鼠径リンパ節における 7K�� 細胞数に与える影響＞

/+���� が 7K�� 細胞や 7K� 細胞の脊髄における数と割合を減少させ、($( を緩和したメ

カニズムを明らかにするために、次なる実験として、鼠径リンパ節の免疫細胞を解析した。

その結果、($( 発症前の免疫後 � 日目において、/+���� 投与群で対照群に比べて &'� 陽

性 7 細胞に対する 7K�� 細胞の割合が有意に低下した（)LJXUH ���E 右）。一方、7K� 細胞の

割合は対照群のマウスと有意差がなかった（)LJXUH����E 左）。加えて、サイトカインの遺伝

子発現を解析したところ、&'� 陽性 7 細胞に対する 7K�� 細胞および 7K� 細胞の割合と同様
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の傾向を示した。すなわち、/+���� 投与群において Il17a の発現は低下したが、Ifng の発

現は低下しなかった（)LJXUH ���F）。これらの結果から、/+���� は鼠径リンパ節においてナ

イーブ &'� 陽性細胞から 7K�� 細胞への分化を抑制している可能性が考えられた。

＜/+���� 投与が発症前の鼠径リンパ節における、7K�� 分化に関連するサイトカイン、およ

び転写因子の遺伝子発現に与える影響＞

/+���� がどのように鼠径リンパ節の 7K�� 細胞の数を減少させるのかを明らかにするた

め、($( 発症前の鼠径リンパ節において 7K�� 細胞の分化に関与するサイトカインおよび転

写因子の発現レベルを評価した。その結果、7K�� 細胞の分化を促進する、Il6 および Tgfb1

の遺伝子発現は /+���� 投与により有意に低下し、特に Il6 の発現低下は顕著であった

（)LJXUH ���）。一方、7K�� 細胞の分化を抑制する Il10 および Foxp3 の遺伝子発現は /+����

投与により増加せず、Foxp3 の遺伝子発現はむしろ減少した。また、鼠径リンパ節における

ケモカインレセプター（&&5）�、&&5�、&&5� の発現（)LJXUH ���D）、および脊髄における

ケモカインリガンド ��（Ccl20）の遺伝子発現（)LJXUH ���E）は、/+���� 投与群と対照群の

間に違いは認められなかった。

＜/+���� が抗原提示細胞株の /36 誘導性 ,/�� 産生に与える影響＞

($( マウスで認められた、,/�� 産生に対する /+���� の抑制作用をより詳細に評価する
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ため、/+���� が主要な ,/�� 産生細胞である樹状細胞（'&��� 細胞株）およびマクロファー

ジ（5$:����� 細胞株）の ,/�� 産生を抑制するか否かを評価した。これらの細胞に /+����

を添加したのち、/36 で刺激を与え、培養上清中に含まれる ,/�� を測定した。その結果、

/+���� は添加濃度依存的に '&��� 細胞（)LJXUH ���D）、および 5$:����� 細胞（)LJXUH ���E）

からの ,/�� 産生を有意に抑制した。

■考察

これまでに乳酸菌による ($(の緩和効果がいくつか報告されている（/DYDVDQL�et al���������

7DNDWD�et al�������）。例えば、Pediococcus acidilactici、および 乳酸菌 � 株の混合物（L. paracasei 

'60������、L. plantarum '60������、L. plantarum '60������）は、抗炎症性サイトカイン

として広く知られる ,/��� の産生を誘導することで、($( マウスの脊髄における炎症を抑制

した（/DYDVDQL�et al�������）。本章の結果より、/+���� の投与は ($( の発症率を低下させ、

その症状を軽減したが、,/��� の発現には影響を与えなかった。このことから、/+���� の

緩和効果は上記の乳酸菌とは異なるメカニズムによって発揮されていることが強く示唆さ

れる。

本研究において、($( マウスへの /+���� 投与は、7 細胞、特に 7K�� 細胞の脊髄への浸

潤を有意に抑制した。 7K�� 細胞は、他の炎症性免疫細胞を活性化することで &16 の脱髄

を引き起こすことが知られている。7K�� 細胞が産生する炎症性サイトカイン ,/��� は血液
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脳関門の健全性を破綻させ、体内を循環している免疫細胞の脳・脊髄への進入を可能にし、

アステロサイトやミクログリアといった神経細胞を刺激して炎症性メディエーターを産生

させる（5DQVRKRII�DQG�%URZQ������）。ケモカイン受容体である &&5�、&&5�、&&5�、およ

び &&5� のリガンドの � つである &&/�� は、末梢組織からの &16 への 7K�� 細胞の浸潤に

おいて重要な役割を果たす（.RKOHU� et al.������� $FRVWD�5RGULJXH] et al.�� ������5HEROGL et al���

������$ULPD�et al��������。7K�� 細胞は &&5�、&&5�、および &&5� を高度に発現しており、

&&/�� のようなリガンド群を発現している &16 組織に引き寄せられて &16 へと浸潤する

（.RKOHU�et al.������）。しかしながら、/+���� 投与は ($( 発症前の脊髄中の Ccl20 の遺伝子

発現、および鼠径リンパ節の 7K�� 細胞における &&5�、&&5�、&&5� の発現に影響を与え

なかった。これらの知見から、/+���� は 7K�� 細胞の抹消組織から脊髄への移行を直接的

に抑制するのではなく、7K�� 細胞の分化を抑制することで抹消組織における 7K�� 細胞の数

を減らし、結果として、間接的に脊髄への 7K�� 細胞の浸潤を抑制しているものと考えられ

る。この仮説を支持するように、/+���� の投与は ($( 発症前の鼠径リンパ節における &'�

陽性 7 細胞に対する 7K�� 細胞の割合を有意に低下させており、これは /+���� が末梢組織

において 7K�� 細胞の分化を抑制していることを強く示唆する結果である。一方、&'� 陽性

7細胞に対する7K�細胞の割合増加も 7K��細胞と同様に($(や06に対する病原性が報告

されているが（*RYHUPDQ��������'RPLQJXHV�et al�������）、/+���� 投与はその割合を低下させ

ることはなく、/+���� は 7K� 細胞の分化には影響を与えないものと考えられる。



78

7K�� 細胞の分化には様々なサイトカインや免疫細胞が関与しており、これらは ($( およ

び 06 の発症や悪化を引き起こす（1LVKLNDZD�et al�������� %KDW�DQG�6WHLQPDQ��������*RYHUPDQ��

������'RPLQJXHV�et al.��������6HJDO������）。 特に、,/�� は 7K�� 分化において重要な役割を果

たすことが知られており、ナイーブ7細胞から7K��細胞への分化に必須である（/HXQJ�et al���

����）。7K�� 細胞の分化は、,/��、7*)�（WUDQVIRUPLQJ� JURZWK� IDFWRU�）、,/���、,/��、そ

して、67$7�（VLJQDO�WUDQVGXFHU�DQG�DFWLYDWRU�RI�WUDQVFULSWLRQ��）によって制御される一連のシ

グナル伝達経路の活性化によって起こる。,/�� が ,/�� レセプターに結合することで下流の

67$7� が活性化され、525�W （5$5�UHODWHG�RUSKDQ�UHFHSWRU�JDPPD）（7K�� 細胞サブセット

のみに発現する主要制御因子）の発現が誘導される（-HWWHQ��������*DIIHQ�et al���������1DOEDQW�

DQG�(VNLHU������）。67$7� シグナルは )R[S� による 525�W の発現阻害も抑制する。7*)�は

ナイーブ 7 細胞の 525�W 、及び ,/���5 の発現を増加させる。525�W� と 67$7� は ,/���$

や ,/���) 等の 7K�� サイトカインのプロモーターに結合し、それらの転写を促進する。より

後期の段階において、7*)�および ,/�� によって誘導される ,/���� �� ,/��5 シグナルは、

67$7� シグナルおよび 525�W 発現をさらに増幅させ、7K�� 細胞の表現型を安定化させる。

さらに、,/�� は ,/��5 の発現を誘導し、,/��� �� ,/��5 シグナルは 525�W 発現を増幅する

（)LJXUH����）。

そこで、7K�� 細胞の分化を促進するサイトカインである ,/��、7*)�、,/���、,/��、お

よび 7K�� 分化を抑制するサイトカイン ,/��� および転写因子 )R[S�（=KDQJ et al�������）の
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遺伝子発現を評価した。結果として、/+���� は鼠径リンパ節における Il6 および Tgfb1 の

遺伝子発現を抑制し、Il23p19 および Il1b の発現には影響を与えなかった。Il6 の発現低下が

最も顕著であったことから、さらに /+���� が ,/�� 産生を抑制するか否かを in vitro におい

て検証した。,/�� の主要な産生細胞である樹状細胞株、およびマクロファージ細胞株に

/+���� 菌体を添加し、/36 で刺激して ,/�� 産生を誘導したところ、/+���� は濃度依存的

にこれらの細胞株からの ,/�� 産生を抑制した。第 � 章の in vitro の研究において、/+����

がマウスの初代培養免疫細胞の ,/�� を含めた炎症性サイトカインの産生を抑制することを

示した（<DPDVKLWD et al�������）。また、他の研究においても、乳酸菌が in vitro および in vivo

で ,/��産生を抑制することが報告されている（*ULHW�et al.��������1RYRWQ\�1~xH] et al�������）。

これらの知見に基づくと、/+���� は ($( マウスにおいて ,/�� 産生を抑制することで 7K��

細胞の分化を阻害し、結果として 7K�� 細胞の脊髄への浸潤、およびそれに伴う他の病原性

免疫細胞の浸潤を抑制していると考えられる。

本研究により、/+���� の腹腔内投与が ($( マウスに対して緩和効果を示すことが明ら

かとなった。臨床への応用を考えると、近年、腸内細菌叢が ($( モデル（/DYDVDQL�et al���������

%HUHU�et al�������）や 06 患者（0L\DNH�et al�������）の症状に大きな影響を与えることが報告

されているため、($( マウスに対する /+���� の経口投与の効果、およびその際の腸内細

菌叢の変化を今後検証していく必要があるだろう。
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■結論

本研究は、/+���� の腹腔内投与が、脊髄における 7K�� 細胞をはじめとした病原性免疫

細胞の数を減少させることによって、($( の発生率を低下させ、($( の症状を軽減するこ

とを示した。さらに、in vivo および in vitro における試験から、/+���� が ,/�� のような 7K��

細胞の分化を誘導するサイカインの発現レベルと産生量を低下させ、このことが ($( に対

する /+���� の緩和効果と密接に関連することを示した。これらの知見から、/+���� が

06 をはじめとする自己免疫疾患の患者に対し、予防、あるいは緩和効果を発揮する可能性

が示された。
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Table 3. Primers used in the gene expression analysis

Gene 

Symbol
Forward Primer 5′→3′ Reverse Primer 5′→3′

Actb GGCTGTATTCCCCTCCATCG CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

Ifng CTGCAGAGCCAGATTATCTC CCTGTGGGTTGTTGACCTCA

Il17a GCTCCAGAAGGCCCTCAGA CTTTCCCTCCGCATTGACA

Il6 CGTGGAAATGAGAAAAGAGTTGTGC TGGTACTCCAGAAGACCAGAGGA

Tgfb1 CGGCAGTGGCTGAACCAAGGA GACGTTTGGGGCTGATCCCGTT

Il23p19 GAGCAACTTCACACCTCCCT TAGAACTCAGGCTGGGCAT

Il1b CCCTGCAGCTGGAGAGTGTGGA TGTGCTCTGCTTGTGAGGTGCTG

Il10 GCCCCAGGCAGAGAAGCATGG GGGGAGAAATCGATGACAGCGCC

Foxp3 TTCATGCATCAGCTCTCCAC CTGGACACCCATTCCAGACT

Ccl20 CAGAAGCAGCAAGCAACTACGA CTGTCTTGTGAAACCCACTAGC
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Figure 3-1.  Experimental schedule

)HPDOH� 6-/�-� PLFH� ��� ZHHNV� ROG�� ZHUH� LPPXQL]HG� E\� LQWUDGHUPDO� LQMHFWLRQ� ZLWK ���� �J� RI�

3/3���±��� �+6/*.:/*+3'.)��HPXOVLILHG�ZLWK &RPSOHWH�)UHXQG¶V�$GMXYDQW �&)$���LQ�DGGLWLRQ�

WR� WZR� LQWUDSHULWRQHDO� LQMHFWLRQV� RI� ���� QJ� RI� SHUWXVVLV� WR[LQ� RQ� GD\V� �� DQG� ��� )RU� DVVHVVPHQW� RI�

L.helveticus 6%7����� �/+������� WKH�PLFH�ZHUH� LQMHFWHG�ZLWK�����/�RI�3%6�FRQWDLQLQJ�� PJ�RI�

/+�����LQWUDSHULWRQHDOO\ WKUHH�WLPHV�D�ZHHN�IURP���ZHHNV�EHIRUH�LPPXQL]DWLRQ�DQG�WKHQ�GDLO\�DIWHU�

WKH�LPPXQL]DWLRQ�
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Figure 3-2. Alleviative effects of LH2171 on the incidence and symptoms of EAE in mice

($(�ZDV�LQGXFHG�LQ�6-/�-�PLFH�E\�LPPXQLVDWLRQ�ZLWK�D�PDMRU�P\HOLQ�SURWHLQ��SURWHROLSLG�SURWHLQ��

0LFH�ZHUH�LQWUDSHULWRQHDOO\�LQMHFWHG�ZLWK�HLWKHU�Lactobacillus helveticus 6%7������/+������RU�3%6�

DV� D� YHKLFOH� �FRQWURO��� $IWHU� WKH� LPPXQLVDWLRQ�� PLFH� ZHUH� REVHUYHG� IRU� PHDVXUHPHQW� RI� ($(�
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LQFLGHQFH �D� DQG�FOLQLFDO�VFRUH �E���2Q�GD\����DIWHU�LPPXQLVDWLRQ��WKH�VSOHHQ��LQJXLQDO�O\PSK�QRGHV�

�/1V��� GUDLQLQJ� O\PSK� QRGHV� LQ� WKLV� VWXG\�� DQG� VSLQDO� FRUG� ZHUH� FROOHFWHG� IURP� ($(�PLFH�� WKH�

ZHLJKWV� RI� WKH� VSOHHQ �F�� DQG�/1V� �G��ZHUH�PHDVXUHG��'DWD� DUH� VKRZQ� DV�PHDQV���6(0� �QRUPDO�

JURXS�� Q�  � ��� FRQWURO� JURXS�� Q�  � ���� /+�����DGPLQLVWHUHG� JURXS�� Q�  � ����� 7KH� ($(� LQFLGHQFH�

EHWZHHQ�/+�����DGPLQLVWHUHG�PLFH�DQG�FRQWURO�PLFH�ZDV�FRPSDUHG�ZLWK�WKH�ORJ�UDQN�WHVW��)RU�WKH�

FOLQLFDO� VFRUH� EHWZHHQ� JURXSV�� WZR�ZD\� UHSHDWHG�PHDVXUHV� DQDO\VLV� RI� YDULDQFH� �JURXS� î� WLPH�

LQWHUDFWLRQ��ZDV�SHUIRUPHG��:KHUH�D�VLJQLILFDQW�GLIIHUHQFH�RFFXUUHG��%RQIHUURQL�FRUUHFWHG�6WXGHQW
V�

t�WHVW� SRVW� KRF� DQDO\VHV�ZHUH� SHUIRUPHG�RQ� GD\� ��� �WKH� ILUVW� SHDN� VWDJH� RI�($(�� DQG� GD\� ��� �WKH�

VHFRQG� SHDN� VWDJH� RI� ($(�� DIWHU� LPPXQL]DWLRQ �
P �� �������� 7KH WLVVXH� ZHLJKW� ZHUH� FRPSDUHG�

EHWZHHQ�JURXSV�ZLWK�6WXGHQW
V t�WHVW��


P �����������H��7KH�VSLQDO�FRUG�VHFWLRQV�REWDLQHG�IURP�WKH�

PLFH�RQ�GD\����DIWHU�LPPXQLVDWLRQ�ZHUH�DQDO\VHG�E\�KDHPDWR[\OLQ�DQG�HRVLQ�VWDLQLQJ��6FDOH�EDU� �

����P�
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Figure 3-3. Reduction of the population of pathogenic immune cells in the spinal cord by 

LH2171 administration at the peak stage of EAE

7KH�VSLQDO�FRUG�ZDV�FROOHFWHG�IURP�QRUPDO�PLFH�DQG�($(�PLFH�WUHDWHG�ZLWK�RU�ZLWKRXW�/+�����RQ�

GD\� ���� DW� WKH� SHDN� VWDJH� RI� GLVHDVH� DFWLYLW\�� ,PPXQH� FHOOV� LVRODWHG� IURP� WKH� VSLQDO� FRUG� ZHUH�

DQDO\VHG�E\ IORZ�F\WRPHWU\��&'�� &'���,)1�� FHOOV�ZHUH�LGHQWLILHG�DV�7K��FHOOV�DQG�JDWHG�ZLWK�DQ�

XSSHU�OHIW� WUDSH]RLG�DQG�&'�� &'�� ,/���$��FHOOV�ZHUH� LGHQWLILHG�DV� 7K���FHOOV�DQG�JDWHG�ZLWK�D�

ORZHU�ULJKW�WUDSH]RLG��D���7KH�UDWLR�RI�7K��DQG�7K���FHOOV�WR�&'���7�FHOOV��E��RU�WKH�QXPEHUV�RI�WRWDO�

O\PSKRF\WHV�� &'���7� FHOOV�� 7K�� FHOOV�� DQG� 7K��� FHOOV� �F�� ZHUH� GHWHUPLQHG��'DWD� DUH� VKRZQ� DV� D�

PHDQV� �� 6(0� �QRUPDO� JURXS �QRQ�LPPXQL]HG��� Q�  � ��� FRQWURO� JURXS �LPPXQL]HG��� Q�  � ����
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/+�����WUHDWHG�JURXS��Q� ������/+�����WUHDWHG�PLFH�ZHUH�FRPSDUHG�ZLWK�FRQWURO�PLFH�E\�6WXGHQW
V�

t�WHVW��

P ��������


P ���������
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Figure 3-4. Reduction of the Th17 cell population in the inguinal lymph nodes by LH2171 

administration before the onset of EAE

7KH�LQJXLQDO�/1V�ZHUH�FROOHFWHG�IURP�QRUPDO�PLFH�DQG�($(�PLFH�WUHDWHG�ZLWK�RU�ZLWKRXW�/+�����

RQ�GD\����EHIRUH�($(�RQVHW��,PPXQH�FHOOV�LVRODWHG�IURP�WKH�/1V�ZHUH�DQDO\VHG�E\�IORZ�F\WRPHWU\��

DQG� WKH� QXPEHU� RI�&'���7� FHOOV� �D�� DQG� WKH� UDWLR� RI� 7K�� RU� 7K��� FHOOV� WR�&'�� 7� FHOOV� �E��ZHUH�

GHWHUPLQHG��([SUHVVLRQ�OHYHOV�RI�F\WRNLQH�JHQHV�LQ�LPPXQH�FHOOV�IURP�WKH�/1V�ZHUH�GHWHUPLQHG�E\�
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T57�3&5��F���'DWD�DUH�VKRZQ�DV�D�PHDQV���6(0��QRUPDO�JURXS �QRQ�LPPXQL]HG���Q� ����FRQWURO�

JURXS �LPPXQL]HG���Q� �����/+�����WUHDWHG�JURXS��Q� ������/+�����WUHDWHG�PLFH�ZHUH�FRPSDUHG�

ZLWK�FRQWURO�PLFH�E\�6WXGHQW
V�t�WHVW��

P ��������
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Figure 3-5. Regulation of the expression of cytokines and transcription factors involved in 

Th17 differentiation in the inguinal lymph nodes by LH2171 administration before EAE onset

7KH�LQJXLQDO�/1V�ZHUH�FROOHFWHG�IURP�QRUPDO�PLFH�DQG�($(�PLFH�WUHDWHG�ZLWK�RU�ZLWKRXW�/+�����

RQ�GD\����EHIRUH�($(�RQVHW��'DWD�DUH�VKRZQ�DV�PHDQV���6(0��QRUPDO�JURXS �QRQ�LPPXQL]HG���Q� �

���FRQWURO�JURXS �LPPXQL]HG���Q� �����/+�����WUHDWHG�JURXS��Q� ������/+�����WUHDWHG�PLFH�ZHUH�

FRPSDUHG�ZLWK�FRQWURO�PLFH�E\�6WXGHQW
V�t�WHVW��
P ��������


P ����������
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Figure 3-6. The ratio of CCR2+ Th17, CCR4+ Th17, and CCR6+ Th17 cells to Th17 cells 

population in inguinal lymph nodes, and relative expression of Ccl20 in the spinal cord of 

LH2171-administrated EAE mice before the onset

7KH�LQJXLQDO�/1V�DQG�VSLQDO�FRUG�ZHUH�FROOHFWHG�IURP�($(�PLFH�WUHDWHG�ZLWK�RU�ZLWKRXW�/+�����RQ�

GD\����EHIRUH�($(�RQVHW�� ,PPXQH�FHOOV� LVRODWHG�IURP�WKH�/1V�ZHUH�DQDO\]HG�E\�IORZ�F\WRPHWRU\��

DQG�D�UDWLR�RI�&&5�� 7K����&&5�� 7K����DQG�&&5�� 7K���FHOOV�WR�7K���FHOOV�ZHUH�GHWHUPLQHG��D���

([SUHVVLRQ�RI�Ccl20 JHQHV�LQ�LPPXQH�FHOOV�IURP�WKH�VSLQDO�FRUG�ZHUH�GHWHUPLQHG�E\�T57�3&5��E���

'DWD� DUH� VKRZQ� DV� D� PHDQV�  6(0� �QRUPDO� JURXS �QRQ�LPPXQL]HG��� Q ��� FRQWURO� JURXS
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�LPPXQL]HG���Q ����/+�����DGPLQLVWUDWHG�JURXS��Q �����/+�����WUHDWHG�PLFH�ZHUH�FRPSDUHG�ZLWK�

FRQWURO�PLFH�E\�6WXGHQW
V t�WHVW��
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Figure 3-7. Inhibition of IL-6 production from LPS-stimulated DC2.4 and RAW264.7 cells by 

LH2171

'&����FHOOV��D��RU�5$:�������FHOOV��E��ZHUH�LQFXEDWHG�ZLWK�RU�ZLWKRXW�/+�����IRU���K��DQG�WKHQ�

VWLPXODWHG� ZLWK� /36� IRU� ��� K�� 7KH� DPRXQW� RI� ,/��� SURGXFHG� ZDV� PHDVXUHG� LQ� WKH� FXOWXUH�

VXSHUQDWDQWV�E\�HQ]\PH�OLQNHG� LPPXQRVRUEHQW�DVVD\��'DWD�DUH�VKRZQ�DV�PHDQV� ± 6(0��Q� �����

6WDWLVWLFDO�GLIIHUHQFHV�EHWZHHQ�WKH�JURXSV�ZHUH�DQDO\VHG�XVLQJ�WKH�7XNH\�.UDPHU�WHVW�DQG�VLJQLILFDQW�

GLIIHUHQFHV��P ��������DUH�UHSUHVHQWHG�E\�GLIIHUHQW�OHWWHUV��D±F��
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Figure 3-8. Cytokines and transcription factors that promote or inhibit Th17 cell development, 

and hypothetical mechanism of the suppressive effect of LH2171
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結語
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本研究では、チーズスターター乳酸菌である Lactobacillus helveticus 6%7����（/+����）

の免疫制御作用に着目し研究を進めた。

これまでに /+���� をスターターとしたゴーダチーズの摂取により、マウス腸炎モデルの

過剰な免疫応答が抑制されることが報告されていたため、第 � 章では /+���� の菌体自体に

免疫制御作用があるか否かを、in vitro において他の乳酸菌 �� 株とともに検証した。結果と

して、/+���� はマウス初代培養免疫細胞の増殖、及び ,/�� をはじめとする炎症性サイトカ

インの産生を抑制し、/+���� が他の乳酸菌と比べて、非常に強い免疫制御作用を有するこ

とが示された。また、その作用は細胞毒性によるものではなく、/+���� がチーズスタータ

ー乳酸菌としての食経験を有することと合わせて、/+���� は安全に摂取可能な有用な乳酸

菌であると考えられた。

第 � 章では、第 � 章で示された /+���� の免疫制御作用が in vivo においても発揮される

か検証するため、過剰な免疫反応の動物モデルとして関節リウマチ（5$）モデルマウス（&,$

マウス）を用いた試験を実施した。これまでに、/+���� の腹腔内投与により、&,$ マウス

の発症率及び症状が緩和されることが報告されていたため、本研究では、経口投与による

効果の検証、及び緩和メカニズムの解明を主な目的とした。結果として、/+���� の経口投

与は、&,$ 発症に伴う体重低下や後肢の肥厚を緩和した。さらに、/+���� 投与により、&,$

や 5$ の増悪因子である血清中の抗原特異的抗体価と炎症性サイトカイン ,/�� の低下、抗

体産生やサイトカイン産生を促進する % 細胞や 7 細胞といった免疫細胞数のリンパ組織に



96

おける低下が認められた。これらの結果から、/+���� は免疫細胞の過剰増殖を抑制するこ

とで、炎症疾患の増悪因子である抗体やサイトカインの産生を抑制し、炎症疾患を抑制す

ることがモデル動物において示された。ヒトにおいても、これらの免疫細胞や増悪因子を

制御することで、関節リウマチをはじめとした炎症疾患や過剰な免疫応答の緩和効果が期

待される。

第 � 章では、新たに、多発性硬化症モデルマウスに対する効果を検証した。多発性硬化

症は、脳や脊髄といった中枢神経系において自己のタンパク質に対して過剰な免疫反応が

起こり、運動機能、感覚機能、認知機能等に支障をきたす脱髄性脳脊髄炎である。このモ

デルマウスである ($( マウスに /+���� を投与したところ、発症率の低下、及び麻痺症状

の緩和作用が認められた。その作用メカニズムとして、/+���� が、病原性免疫細胞である

7K��細胞の分化を誘導する ,/��等の炎症性サイトカインの発現レベルと産生量を低下させ

ることで、脊髄に浸潤する病原性免疫細胞の数を減少させ、($( を緩和していることが示

唆された。これらの知見から、/+���� は 06 をはじめとする自己免疫疾患の患者に対し、

予防効果、あるいは緩和効果を発揮する可能性が示された。

本研究では、/+���� が in vivo において効果を発揮するかを明らかにすることを、まずは

第一目的として、免疫学の分野で一般的に広く用いられている、関節リウマチモデル、多

発性硬化症モデルを用い、/+���� が生体においても過剰な免疫応答を抑制することを示し

た。今後は、より罹患者の多い、アレルギーやアトピー性皮膚炎、あるいは近年、慢性炎
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症との関連が報告されている生活習慣病やがんを含む加齢関連疾患についても /+���� の

効果を検証し、/+���� の摂取がより多くの人々の健康に貢献することを目指して研究を進

める必要がある。加えて、/+���� 菌体のうち作用を示すものは何であるか、すなわち、そ

の活性成分を明らかにすることによって、より活性成分を多く含み、効果の高い /+���� が

得られる培養条件や、より効果的な投与方法の確立（例えば、活性成分が酸の影響を受け

るならば、カプセル化するなど）、さらに、成分同定による医薬品やサプリメントへの応用

についても研究を進めていきたい。

以上のように、本研究において、チーズスターター乳酸菌である /+���� は、免疫細胞に

作用し、免疫細胞の増殖、炎症性サイトカインや抗体の産生を抑制することで、炎症性疾

患の動物モデルの症状を緩和する、すなわち、過剰な免疫応答を制御することが明らかと

なった。したがって、本研究は、慢性炎症に基づく生活習慣病やがんを含む加齢関連疾患

が蔓延する現代において、食を介した人々の健康増進に大きく貢献するものであると考え

られる。
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