
(57)【要約】

【課題】　測定に適した生理活性物質、すなわち、イン

ビトロで末梢血単核球（PBMC）と被検物質とを培養した

ときに、培養上清から採取することができ、且つPBMCの

細胞傷害活性と高い相関関係を示す生理活性物質であっ

て、用いるPBMCによってバラツキが出にくい生理活性物

質を用いて、簡便かつ信頼性の高い、被検物質の免疫賦

活能評価方法を提供する。

【解決手段】　被検物質を末梢血単核球とともに培養し

、培養上清のグラニュライシンを検出することを特徴と

する、被検物質の免疫賦活能評価方法。

【選択図】図４
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 被 検 物 質 を 末 梢 血 単 核 球 と と も に 培 養 し 、 培 養 上 清 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン を 検 出 す る こ と
を 特 徴 と す る 、 被 検 物 質 の 免 疫 賦 活 能 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン の 検 出 手 段 と し て ELISA法 を 用 い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
  請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 評 価 方 法 を 用 い る 、 免 疫 賦 活 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 哺 乳 類 に 対 す る 被 検 物 質 の 免 疫 賦 活 能 を 評 価 す る た め の 簡 便 且 つ 正 確 な 方 法
に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 近 年 、 免 疫 能 を 増 強 す る こ と に よ っ て 疾 患 を 治 癒 、 改 善 す る こ と に 注 目 が 集 ま っ て お り
、 医 薬 品 分 野 の み な ら ず 健 康 食 品 等 の 分 野 に お い て も 、 免 疫 賦 活 能 を 有 す る 物 質 の 発 見 や
物 質 の 免 疫 賦 活 能 の 評 価 に 多 く の 資 本 と 労 力 が 投 下 さ れ て い る 。 従 来 、 被 検 物 質 の 免 疫 賦
活 能 の 有 無 及 び 程 度 は 、 一 般 に 細 胞 傷 害 活 性 を マ ー カ ー と し て 判 定 さ れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 細 胞 傷 害 活 性 は 、 末 梢 血 単 核 球 (PBMC)と 標 的 細 胞 (腫 瘍 細 胞 な ど )を 混 合 培 養 し 、 cell-c
ell contactさ せ た と き に 標 的 細 胞 の 何 %を 殺 傷 す る か で 判 定 し て い た 。 し か し こ の 方 法 で
は 、 標 的 細 胞 を 無 菌 的 に 継 続 し て 継 代 培 養 す る 必 要 が あ り 煩 雑 で あ る 。 ま た 、 標 的 細 胞 が
傷 害 さ れ る か 否 か に 基 づ い て 判 定 す る こ と か ら 、 細 胞 傷 害 活 性 の 値 は 標 的 細 胞 の 調 子 や 元
気 度 に よ っ て 左 右 さ れ や す く 、 標 的 細 胞 の 状 態 を 定 常 に 保 た な け れ ば 値 の 変 動 が 大 き く な
る 。 ま た 、 被 検 者 か ら 分 離 し て 得 ら れ る PBMCの 細 胞 傷 害 活 性 度 は 、 保 存 条 件 や 採 血 後 の 時
間 な ど に 影 響 さ れ や す く 、 採 血 当 日 あ る い は 遅 く と も 翌 日 に は 測 定 す る こ と が 必 須 で あ る
。 さ ら に 細 胞 傷 害 活 性 の 高 い 血 液 を 用 い る と 刺 激 に よ り 細 胞 傷 害 活 性 の 値 が プ ラ ト ー に 達
し て し ま い 、 免 疫 賦 活 能 の 比 較 が し に く く な る 傾 向 が 見 ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 そ れ 故 、 細 胞 傷 害 活 性 を 測 定 す る 方 法 は 、 手 間 が か か る と と も に 、 正 確 な デ ー タ を 得 る
た め に は 複 数 回 の 実 験 を 行 わ な け れ ば 信 頼 性 の あ る デ ー タ を 得 る こ と は で き な い と い う 問
題 が あ る 。 こ の よ う な 問 題 は 、 特 に 多 く の 被 検 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ し た い 場 合 に 大 き な
障 害 と な る 。 そ の た め 、 細 胞 傷 害 活 性 の 測 定 に 代 替 す る 方 法 が 望 ま れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の 問 題 を 解 決 す る も の と し て 、 PBMCか ら 放 出 さ れ る 生 理 活 性 物 質 を 測 定 す る こ と に よ
り 、 免 疫 賦 活 能 を 評 価 す る 方 法 が 考 え ら れ る 。 こ の 方 法 に よ れ ば 、 上 清 中 に 存 在 す る 生 理
活 性 物 質 を 測 定 す れ ば よ い た め 、 上 清 を 回 収 し 凍 結 保 存 し て お い て 多 量 の 検 体 を 一 括 し て
測 定 す る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た 標 的 細 胞 を 培 養 す る 必 要 が な い た め 、 上 記 方 法 と 異 な り
、 利 便 性 に 富 み 簡 便 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 PBMCか ら 放 出 さ れ る 生 理 活 性 物 質 で あ っ て 、 免 疫 と 関 係 す る も の と し て 、 例 え ば 、 IFN-
γ 、 IL-12な ど が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 特 許 文 献 １ で は 、 体 液 検 体 に お い て 、 細 胞 外 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン を 検 出 す る こ と
に よ り 検 体 提 供 者 の 免 疫 状 態 を 確 認 す る 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 こ の 発 明 は 、 グ ラ ニ ュ ラ
イ シ ン が 、 NK細 胞 や CTLか ら 細 胞 外 に 分 泌 さ れ る こ と に よ り 細 胞 外 に お い て も 可 溶 型 の 蛋
白 質 と し て 認 め ら れ る こ と 、 及 び 重 症 度 の 異 な る 癌 患 者 か ら 採 取 し た 血 漿 中 の グ ラ ニ ュ ラ
イ シ ン 量 を 測 定 し 、 健 常 者 の 血 漿 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 と 比 較 し た 結 果 、 重 症 度 の 低 い
癌 患 者 で は 、 血 漿 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 が 健 常 者 と ほ と ん ど 変 わ ら な い の に 対 し 、 重 症
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度 の 高 い 癌 患 者 （ 免 疫 状 態 が よ り 低 下 し て い る も の と 思 わ れ る ） で は 、 血 漿 中 の グ ラ ニ ュ
ラ イ シ ン 量 が 有 意 に 低 下 し て い る こ と を 見 出 し て な さ れ た も の で あ り 、 イ ン ビ ボ の グ ラ ニ
ュ ラ イ シ ン の 挙 動 に 基 づ く も の で あ る 。
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 番 号 Ｗ Ｏ  03/052417号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し か し 、 PBMCが 放 出 す る 生 理 活 性 物 質 を 指 標 と し て 免 疫 賦 活 能 を 正 確 に 見 る た め に は 、
様 々 な こ と が 要 求 さ れ る 。 す な わ ち 、 細 胞 傷 害 活 性 と の 相 関 関 係 が 大 き い こ と や 、 用 い る
PBMCに よ っ て 大 き な バ ラ ツ キ が 出 な い こ と 、 小 差 の 免 疫 賦 活 能 も 的 確 に 評 価 で き る こ と な
ど が 求 め ら れ る 。 上 記 特 許 文 献 １ に お い て も 、 イ ン ビ ト ロ に お け る グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン の 挙
動 は 明 ら か に さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し た が っ て 、 評 価 に 適 し た 生 理 活 性 物 質 、 す な わ ち 、 イ ン ビ ト ロ で PBMCと 被 検 物 質 と を
培 養 し た と き に 、 上 清 （ PBMCの 細 胞 外 ） か ら 採 取 す る こ と が で き 、 且 つ PBMCの 細 胞 傷 害 活
性 と 高 い 相 関 関 係 を 示 す 生 理 活 性 物 質 で あ っ て 、 用 い る PBMCに よ っ て バ ラ ツ キ が 出 に く い
生 理 活 性 物 質 の 発 見 、 及 び 該 生 理 活 性 物 質 を 用 い た 、 簡 便 か つ 信 頼 性 の 高 い 評 価 方 法 が 望
ま れ て い た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 解 決 す べ く 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 PBMCと 被 検 物 質 と を 混 合 培 養
し た 際 、 培 養 上 清 中 に 存 在 す る グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 と 細 胞 傷 害 活 性 と の 間 に 高 い 相 関 性 が
見 ら れ る こ と 、 及 び 上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 は 、 複 数 人 の 血 液 か ら 採 取 し た PBMCを 用
い て 実 験 を 行 っ た 際 に も 、 各 PBMC間 で の バ ラ ツ キ が 小 さ い こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 し
た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 被 検 物 質 を 末 梢 血 単 核 球 (PBMC)と と も に 培 養 し 、 培 養 上 清 の グ ラ
ニ ュ ラ イ シ ン を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 被 検 物 質 の 免 疫 賦 活 能 評 価 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 被 検 物 質 を PBMCと と も に 培 養 す る と 、 被 検 物 質 に 免 疫 賦 活 能 が あ る 場 合 に は 、 PBMCが 活
性 化 さ れ グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン の 産 生 が 亢 進 さ れ る 。 し か し 被 検 物 質 が 免 疫 賦 活 能 を 有 し な い
場 合 に は 、 グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン の 産 生 は 亢 進 さ れ な い 。 産 生 さ れ た グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン の 一 部
は 、 PBMCか ら 分 泌 さ れ て 培 養 上 清 に 存 在 し 、 培 養 上 清 中 か ら 検 出 さ れ た グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン
量 は 細 胞 傷 害 活 性 と 高 い 相 関 性 を 示 す 。 し た が っ て 、 培 養 上 清 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン を 検 出
す る こ と に よ り 、 被 検 物 質 に 免 疫 賦 活 能 が あ る か 否 か 、 ま た そ の 程 度 を 評 価 す る こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ の 方 法 に よ れ ば 、 細 胞 傷 害 活 性 測 定 法 と 異 な り 、 標 的 細 胞 （ 一 般 に 腫 瘍 細 胞 で あ る K
５ ６ ２ が 用 い ら れ る ） を 無 菌 的 に 継 代 培 養 す る 必 要 及 び 標 的 細 胞 の 状 態 を 定 常 に 保 つ 必 要
が な い た め 簡 便 で あ る 。 ま た 、 細 胞 傷 害 活 性 の 測 定 は 、 PBMCと K562と を 反 応 さ せ た 後 数 時
間 以 内 （ 一 般 に 約 ２ ～ 4時 間 後 ） に 測 定 す る 必 要 が あ る た め 、 や り 直 し あ る い は 測 定 検 体
を 保 存 す る こ と が で き ず 、 例 え わ ず か の 検 体 で も そ の 日 の う ち に 測 定 し な け れ ば な ら な い
が 、 本 発 明 に 係 る 方 法 で は 、 上 清 を 回 収 し 凍 結 保 存 し て お い て 、 後 で 測 定 す る こ と が で き
る た め 、 時 間 的 な 制 限 が 少 な い 。 特 に 複 数 の 被 検 物 質 を 測 定 す る 場 合 な ど は 、 検 体 を 保 存
し て お き 、 一 括 し て 測 定 す れ ば よ い た め 効 率 的 で あ る 。
　 さ ら に 、 異 な る 個 体 の PBMCを 用 い た 場 合 で も 値 が 大 き く 変 動 し な い た め 、 複 数 回 の 実 験
を 行 わ な く て も 信 頼 性 の 高 い デ ー タ を 得 る こ と が で き 、 ま た 、 被 検 物 質 の 免 疫 賦 活 能 を 比
較 す る 際 に も 便 利 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン の 検 出 手 段 と し て ELISA法 を 用 い れ ば 、 標 準 物 質 を 基 準 に し て 測 定 す
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る の で 値 の 変 動 が 少 な く 、 大 量 の 検 体 を 一 度 に 処 理 で き る 。 ま た 、 放 射 性 同 位 元 素 を 使 用
す る 必 要 が な い た め 、 放 射 性 同 位 元 素 使 用 許 可 施 設 で 測 定 し な け れ ば な ら な い と い う 問 題
や 、 環 境 あ る い は 測 定 者 の 健 康 へ の 影 響 と い っ た 問 題 が な い 。 さ ら に 、 測 定 が 簡 便 で あ っ
て 、 特 殊 で 高 価 な 測 定 機 器 を 必 要 と し な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に 係 る 評 価 方 法 を 用 い て 免 疫 賦 活 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 え ば 、 多 数 の 被 検 物
質 か ら 免 疫 賦 活 能 を 有 す る 物 質 を 、 効 率 よ く 発 見 す る こ と が で き る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に 係 る 評 価 方 法 に よ れ ば 、 被 検 物 質 を PBMCと と も に 培 養 し 、 培 養 上 清 の グ ラ ニ ュ
ラ イ シ ン を 測 定 す る だ け で よ い た め 、 細 胞 傷 害 活 性 の 測 定 と 異 な り 、 標 的 細 胞 を 培 養 す る
必 要 が な い 。 ま た 、 上 清 を 保 存 し て お い て 後 で 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る た め 、 時 間 的 な
制 約 が 少 な く 、 保 存 し て お い た 検 体 を ま と め て 測 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 異 な
る PBMCを 用 い て も 、 測 定 結 果 に 大 き な 差 が 出 な い た め 、 複 数 回 の 実 験 を 行 わ な く て も 信 頼
性 の 高 い デ ー タ を 得 る こ と が で き 、 多 数 の 被 検 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ に 非 常 に 有 効 で あ る
。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 末 梢 血 単 核 球 (PBMC)は 、 一 般 に 単 球 と リ ン パ 球 （ ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー （ NK） 細 胞 、 Ｔ リ ン
パ 球 、 Bリ ン パ 球 ） を 含 ん で お り 、 末 梢 血 を ヘ パ リ ン 加 採 血 し フ ィ コ ー ル 液 を 用 い て 遠 心
分 離 す る こ と 等 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 に お い て は 、 少 な く と も ナ チ ュ ラ ル キ
ラ ー 細 胞 （ NK細 胞 ） あ る い は 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 （ CTL） の い ず れ か を 含 む も の を 指 す
。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン は ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 （ NK細 胞 ） や 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 （ CTL）
が 標 的 細 胞 に 細 胞 死 を 惹 き 起 こ す た め に 放 出 す る 一 連 の 殺 細 胞 活 性 を 有 す る 分 子 の ひ と つ
で あ っ て 、 細 胞 傷 害 活 性 と 抗 菌 活 性 が 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 更 に 詳 細 に 説 明 す る 。 実 施 例 に 用 い た 被 検 物 質 、 測 定 方 法
は 以 下 の と お り で あ る 。 グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン と 比 較 す る 物 質 と し て IFN-γ を 用 い た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 被 検 物 質 と し て 、 動 物 性 の 発 酵 乳 製 品 や 腸 管 か ら 分 離 し た 動 物 性 乳 酸 菌 （ lactobacillu
s lactis） を １ ０ 種 類 、 漬 物 か ら 分 離 し た 植 物 性 乳 酸 菌 （ lactobacillus pentosus） ３ 種
類 を 使 用 し た （ 以 下 、 こ れ ら １ ３ 種 の 乳 酸 菌 を そ れ ぞ れ Ａ ， Ｂ ， Ｃ ， Ｄ ， Ｅ ， Ｆ ， Ｇ ， Ｈ
， Ｉ ， Ｊ ， Ｋ ， Ｌ ， Ｍ と 称 す る ） 。 乳 酸 菌 は 、 5μ ｇ /ml濃 度 の 加 熱 死 菌 体 と し て 使 用 し た
。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン の 検 出 は 、 エ ラ イ ザ （ ELISA） 法 を 用 い て 行 っ た 。 手 順 を 以 下 に 示 す
。
　
　 100mM炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 フ ィ コ ー ル 液 を 用 い て 液 中 に 、 5μ ｇ /mlに 希 釈 し た マ ウ ス 抗
ヒ ト グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ク ロ ー ン RB1） を 添 加 し て 、 こ れ を 96ウ エ ル
マ イ ク ロ プ レ ー ト の ウ エ ル に 分 注 し て 、 4℃ で 一 晩 接 触 さ せ る こ と に よ り 固 相 化 を 行 う 。
こ の 抗 体 固 相 化 プ レ ー ト を 、 洗 浄 液 (0.1%Tween20/PBS)で 洗 っ た 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 液 (10%
牛 胎 児 血 清 /洗 浄 液 )で ブ ロ ッ ク す る 。 抗 体 固 相 化 プ レ ー ト を 、 前 記 洗 浄 液 で 洗 っ た 後 、 前
記 ブ ロ ッ キ ン グ 液 で 希 釈 し た 標 準 品  (前 記 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る 際 の 免 疫 に 用 い た
プ ラ ス ミ ド を 、 COS-7細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 、 2日 目 の 培 養 上 清 を １ ０ ０ 万 unit
/mlの 標 準 品 と す る )ま た は サ ン プ ル を 、 そ れ ぞ れ 50μ l添 加 し て 反 応 さ せ 、 反 応 後 、 前 記
洗 浄 液 で 、 再 度 、 洗 浄 す る 。 次 に 常 法 に よ り ビ オ チ ン 化 し た ビ オ チ ン 化 抗 グ ラ ニ ュ ラ イ シ
ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ク ロ ー ン RC8） を 反 応 さ せ て 、 PBST(0.1%Tween20/PBS)で 洗 浄 し た
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後 、 PBSTで 希 釈 し た HRP（ Horseradish Peroxidase） 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 反 応 さ せ
る 。 PBSTで 洗 浄 後 ,プ レ ー ト に 検 出 用 の TMB酵 素 基 質 を 加 え 、 反 応 さ せ た 後 、 プ レ ー ト リ ー
ダ ー で 測 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 細 胞 傷 害 活 性 の 測 定 は 以 下 の 方 法 を 用 い て 行 っ た 。 腫 瘍 細 胞 (標 的 細 胞 )と し て 、 K562を
用 い た 。
　
　 K562標 的 細 胞 を 蛍 光 色 素 DiO で 標 識 し 、 こ れ を PBMCと ２ 時 間 反 応 さ せ る 。 培 養 液 に は 細
胞 膜 不 透 過 性 核 酸 結 合 蛍 光 色 素 PIを 加 え て お く 。 傷 害 を 受 け た K562標 的 細 胞 は DiO ,PIで
二 重 染 色 さ れ る の に 対 し 、 傷 害 を 受 け な か っ た K562標 的 細 胞 は DiOの み の 単 染 色 で あ る た
め 、 こ れ を 利 用 し て フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で 検 出 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
「 反 応 時 間 の 検 討 」
　 ヒ ト 末 梢 血 を ヘ パ リ ン 加 採 血 し 、 フ ィ コ ー ル パ ッ ク 比 重 遠 沈 法 に よ り PBMCを 分 離 し た 。
分 離 し た PBMCは  10%牛 胎 児 血 清 を 含 む RPMI1640培 地 を 用 い て 最 終 濃 度 2× 106cells/mlに 調
整 し た 。 こ れ に 5μ ｇ /ml濃 度 の 乳 酸 菌 Ａ を 加 え 5mlリ ン パ 球 培 養 用 チ ュ ー ブ で 培 養 し た 。
培 養 は ５ ％ 炭 酸 ガ ス 、 37℃ の 条 件 で 行 っ た 。 ３ 時 間 ご と に 上 清 を 回 収 し グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン
サ ン ド イ ッ チ ELISA測 定 法 に よ っ て 、 上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 を 測 定 し た 。 結 果 を 図
１ に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 PBMC上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 の 増 加 は 、 乳 酸 菌 刺 激 後 約 ６ 時 間 か ら 認 め ら れ た 。 １
５ 時 間 後 に は 、 乳 酸 菌 を 加 え ず に 測 定 し た PBMC上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 （ 刺 激 な し ）
と の 間 に 明 ら か な 差 が 生 じ 、 乳 酸 菌 Ａ に グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 分 泌 を 促 進 す る 能 力 が あ る こ と
が 明 ら か に な っ た 。 上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 は １ ８ 時 間 で プ ラ ト ー に 達 し た 。 実 施 例
１ の 結 果 か ら 、 PBMCと 乳 酸 菌 の 培 養 時 間 は ２ １ 時 間 に 決 定 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
「 乳 酸 菌 Ａ ～ Ｉ に よ る グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 産 生 促 進 能 の 検 討 」
　 実 施 例 １ と 同 様 の 方 法 で PBMCを 乳 酸 菌 と ２ １ 時 間 培 養 し た 後 、 遠 心 分 離 し て 、 PBMCを 試
験 管 下 層 部 に 沈 降 さ せ 、 培 養 上 清 を 回 収 し 、 グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン サ ン ド イ ッ チ ELISA測 定 法
に よ っ て 、 上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 を 測 定 し た 。 結 果 を 図 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 乳 酸 菌 Ａ ～ Ｉ を 加 え た 場 合 、 対 照  (乳 酸 菌 を 加 え な か っ た 場 合 の 培 養 上 清 中 の グ ラ ニ ュ
ラ イ シ ン 量 )と 比 較 し て 、 培 養 上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 は そ れ ぞ れ 増 加 し て い た 。 実
施 例 の 結 果 か ら 、 乳 酸 菌 Ａ ～ Ｉ に グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 産 生 亢 進 能 が あ る こ と 、 及 び そ の 程 度
が 分 か っ た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
「 乳 酸 菌 Ａ ～ Ｉ に よ る 細 胞 傷 害 活 性 促 進 能 の 検 討 」
　 実 施 例 ２ と 同 様 に 、 PBMCを 乳 酸 菌 で ２ １ 時 間 刺 激 し た 後 、 蛍 光 色 素 DiO で 標 識 し た K562
標 的 細 胞 を PBMCと ２ 時 間 反 応 さ せ 、 細 胞 傷 害 活 性 を 測 定 し た 。 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 PBMCの
細 胞 傷 害 活 性 は 乳 酸 菌 刺 激 に よ っ て 増 強 し た 。 こ の 結 果 か ら 、 乳 酸 菌 Ａ ～ Ｉ に 細 胞 傷 害 活
性 を 亢 進 す る 能 力 が あ る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
「 乳 酸 菌 刺 激 時 の 上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 と 細 胞 傷 害 活 性 の 相 関 」
　 図 ４ に PBMC上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 と 細 胞 傷 害 活 性 の 相 関 関 係 を 示 す 。 図 に 示 す よ
う に 、 乳 酸 菌 刺 激 時 の 上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 と 細 胞 傷 害 活 性 に は 強 い 相 関 が 見 ら れ
た 。 相 関 係 数 は 0.8862で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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　 図 ５ に 、 対 照 を １ と し た 場 合 の 上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 比 （ 実 施 例 ２ の 結 果 か ら 作 成
） お よ び 細 胞 傷 害 活 性 比 （ 実 施 例 ３ の 結 果 か ら 作 成 ） を 示 す 。 図 ５ に 示 す よ う に 、 上 清 中
の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 を 測 定 す る 方 法 に よ れ ば 、 細 胞 傷 害 活 性 に 比 べ て 、 小 差 の 免 疫 賦 活
能 も 明 確 に 把 握 で き る 。 そ の 一 方 で 、 上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 は 被 検 物 質 ご と に 極 端
に 変 動 し な か っ た た め 、 希 釈 等 を 行 う 手 間 は か か ら ず 、 測 定 が 簡 便 で あ っ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
「 PBMCの グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 産 生 量 の 個 体 差 の 検 討 （ １ ） 」
　 同 じ 被 検 物 質 に つ い て 、 ３ 名 （ 各 人 を S.G.　 H.M.　 K.Y.と 表 す ） の 血 液 か ら 分 離 し た PB
MCを 用 い て 実 験 を 行 い 、 培 養 上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 を 比 較 し た 。 結 果 を 表 １ 及 び 図
６ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 PBMC上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 は 、 異 な る 個 体 か ら 分 離 し た PBMCを 用 い て 測 定 を 行 っ
た 際 も 、 個 体 に よ る 差 が 小 さ く 、 極 端 に 高 値 を 示 す 個 体 や 、 グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン が ほ と ん ど
検 出 さ れ な い 個 体 は な か っ た 。 ま た 、 各 乳 酸 菌 に つ い て 、 最 大 値 を 示 す 個 体 と 最 小 値 を 示
す 個 体 と を 比 較 し た 場 合 、 最 大 値 が 最 小 値 の ２ 倍 を 超 え る こ と は な か っ た 。 さ ら に 、 ど の
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個 体 の PBMCを 使 用 し て も 、 上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 は 、 Ｇ ， Ａ ， Ｅ ， Ｂ ， Ｆ ， Ｄ ， Ｉ
， Ｃ ， Ｈ の 順 に 高 値 を 示 し た （ た だ し 、 H.M.の み 、 Dと Fの 値 が 同 じ ） 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
「 PBMCの グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 産 生 量 の 個 体 差 の 検 討 （ ２ ） 」
　 PBMC上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 の 個 体 差 を さ ら に 検 討 す る た め に 、 実 施 例 ４ と は 異 な
る 被 験 者 ４ 名 （ 各 人 を K.T.、 K.A.、 S.K.、 S.Y.と 表 す ） の 血 液 か ら 分 離 し た PBMCを 用 い て
、 ５ 種 の 乳 酸 菌 に よ る 実 験 を 行 い 、 培 養 上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 を 比 較 し た 。 結 果 を
表 ２ 及 び 図 ７ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 実 施 例 ４ と 同 様 、 実 施 例 ５ に お い て も 、 PBMC上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン は 、 極 端 に 高 値
を 示 す 個 体 や 、 ほ と ん ど 検 出 さ れ な い 個 体 は 見 ら れ ず 、 個 体 に よ る 差 が 小 さ か っ た 。 ま た
、 各 乳 酸 菌 に つ い て 、 最 大 値 を 示 す 個 体 と 最 小 値 を 示 す 個 体 と を 比 較 し た 場 合 、 最 大 値 が
最 小 値 の ３ 倍 を 超 え る こ と は な か っ た 。 さ ら に 、 ど の 個 体 の PBMCを 使 用 し て も 、 上 清 中 の
グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 は 、 Ｇ ， Ｋ ， Ｊ の 順 に 高 値 を 示 し た 。 Ｌ ， Ｍ に つ い て は 、 １ 名 の み が
Ｍ ， Ｌ の 順 で 高 値 を 示 し 、 他 の ３ 名 は Ｌ 、 Ｍ の 順 で 高 値 を 示 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 実 施 例 ４ 及 び 実 施 例 ５ か ら 、 PBMC上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 は 個 体 間 の バ ラ ツ キ が 小
さ く 、 複 数 の 検 体 を 用 い て 実 験 を 繰 り 返 さ な く て も 、 信 頼 性 の 高 い デ ー タ を 得 る こ と が で
き る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 以 上 の 実 施 例 の 結 果 か ら 、 PBMCを 被 検 物 質 と と も に 培 養 し た 際 の 、 PBMC上 清 中 の グ ラ ニ
ュ ラ イ シ ン 量 と PBMCの 細 胞 傷 害 活 性 と の 間 に は 高 い 相 関 関 係 が あ る こ と が 明 ら か に な り 、
細 胞 傷 害 活 性 の 測 定 に 代 え て 、 上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 を 測 定 し て 被 検 物 質 の 免 疫 賦
活 能 を 評 価 で き る こ と が 分 か っ た 。 ま た 、 PBMC上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 の 測 定 は 簡 便
で あ る こ と 、 及 び 用 い る PBMCに よ る 個 体 差 が 小 さ い こ と が 明 ら か に な り 、 本 発 明 に か か る
方 法 が 、 被 検 物 質 の 免 疫 賦 活 能 を 評 価 す る 方 法 と し て 非 常 に 適 し て い る こ と 、 特 に 、 多 数
の 被 検 物 質 か ら 免 疫 賦 活 能 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 と し て 非 常 に 適 し て い
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る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
「 比 較 例 １ 」
　
　 実 施 例 １ と 同 様 の 方 法 で PBMCを 乳 酸 菌 で ２ １ 時 間 刺 激 し た 後 、 PBMC培 養 上 清 を 回 収 し 、
市 販 の ELISAキ ッ ト を 用 い て ELISA測 定 法 に よ っ て 上 清 中 の IFN-γ 量 を 測 定 し た 。 結 果 を 表
３ 及 び 図 ８ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 PBMC上 清 中 の IFN-γ 量 は 、 被 検 物 質 に よ っ て 大 き な 違 い が 認 め ら れ た 。 す な わ ち 、 全 く
検 出 で き な い か 高 値 を 示 す か の ど ち ら か で あ り 、 値 の 差 が 大 き い た め 、 希 釈 し て 測 定 を 行
う 必 要 が あ っ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
「 比 較 例 ２ 」
　
　 図 ９ に PBMC上 清 中 の IFN-γ 量 と 細 胞 傷 害 活 性 の 相 関 関 係 を 示 す 。 乳 酸 菌 刺 激 時 の 上 清 中
の IFN-γ 量 と 細 胞 傷 害 活 性 と の 相 関 は 低 く 、 相 関 係 数 は 0.5009で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
「 比 較 例 ３ 」
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　 同 じ 被 検 物 質 に つ い て 、 ５ 名 （ 各 人 を 、 K.A.　 k.a.　 H.M.　 K.Y.　 S.K.と 表 す ） の 血 液
か ら 分 離 し た PBMCを 用 い て 実 験 を 行 い 、 PBMC上 清 中 の IFN-γ 量 を 比 較 し た 。 結 果 を 表 ４ 及
び 図 １ ０ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 PBMC上 清 中 の IFN-γ 量 は 個 体 差 が お お き く 、 極 端 に 高 値 を 示 す 個 体 （ K.A.、 H.M.、 K.Y.
） と 、 ほ と ん ど 検 出 さ れ な い 個 体 （ k.a.、 S.K.） と が あ り 、 値 に 大 き な バ ラ ツ キ が 見 ら れ
た 。 ま た 、 IFN-γ 応 答 性 が 高 い 個 体 間 （ あ る い は 低 い 個 体 間 ） で 比 較 し た 場 合 で あ っ て も
、 測 定 値 が ７ 倍 以 上 異 な る こ と が あ り 、 最 高 値 を 示 す 乳 酸 菌 の 種 類 も 個 体 に よ っ て 異 な っ
た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 比 較 例 １ ～ ３ の 結 果 か ら 、 PBMCを 被 検 物 質 と と も に 培 養 し た 際 の 、 PBMC上 清 中 の IFN-γ
量 と PBMCの 細 胞 傷 害 活 性 と の 間 に は 明 確 な 相 関 関 係 が 見 ら れ ず 、 細 胞 傷 害 活 性 の 測 定 に 代
え て 上 清 中 の IFN-γ 量 を 測 定 す る 方 法 は 用 い る こ と は で き な い こ と 、 ま た 、 PBMC上 清 中 の
IFN-γ 量 は 、 用 い る PBMCに よ っ て 測 定 結 果 が 大 き く 異 な り 、 被 検 物 質 の 免 疫 賦 活 能 の 評 価
に は 適 し て い な い こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
「 結 論 」
　 実 施 例 の 結 果 か ら 、 細 胞 傷 害 活 性 測 定 法 に 代 え て 、 上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン を 検 出 す
る こ と に よ っ て 、 被 検 物 質 の 免 疫 賦 活 能 を 評 価 で き る こ と が 分 か っ た 。 ま た 、 本 発 明 に か
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か る 方 法 で は 、 K562を 培 養 す る 必 要 が な く 、 さ ら に 上 清 を 凍 結 保 存 し て お い て 後 日 測 定 す
る こ と が で き る た め 、 細 胞 傷 害 活 性 の 測 定 と 比 べ て 非 常 に 測 定 が 簡 単 で あ り 、 利 便 性 が 高
か っ た 。 　 　 　
　 ま た 、 比 較 例 の 結 果 か ら 、 イ ン ビ ト ロ で PBMCと 被 検 物 質 と を 培 養 し た と き に 培 養 上 清 か
ら 採 取 す る こ と が で き る 生 理 活 性 物 質 の う ち で 、 グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン が 免 疫 賦 活 能 の 評 価 に
特 に 適 し て い る こ と が 分 か っ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 に か か る 方 法 は 、 免 疫 賦 活 能 を 利 用 す る 薬 剤 （ 例 え ば 、 癌 や 感 染 症 の 治 療 薬 ） の
ス ク リ ー ニ ン グ な ど に 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
【 図 １ 】 PBMC上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 の 経 時 的 変 化 を 示 す 折 れ 線 グ ラ フ 。
【 図 ２ 】 各 種 乳 酸 菌 と 培 養 し た 際 の 、 PBMC上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 を 示 す 棒 グ ラ フ 。
【 図 ３ 】 各 種 乳 酸 菌 と 培 養 し た 際 の 、 PBMCの 細 胞 傷 害 活 性 を 示 す 棒 グ ラ フ 。
【 図 ４ 】 PBMC上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 と 細 胞 傷 害 活 性 の 相 関 関 係 を 示 す 図 表 。
【 図 ５ 】 対 照 を １ と し た と き の 、 PBMC上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 比 （ 左 ） と 細 胞 傷 害 活 性
比 （ 右 ） を 示 す 棒 グ ラ フ 。
【 図 ６ 】 各 個 体 （ S.G.、 H.M.、 K.Y.） の PBMC上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 を 示 す 棒 グ ラ フ
。
【 図 ７ 】 各 個 体 （ K.T.、 K.A.、 S.K.、 S.Y.） の PBMC上 清 中 の グ ラ ニ ュ ラ イ シ ン 量 を 示 す 棒
グ ラ フ 。
【 図 ８ 】 各 種 乳 酸 菌 と 培 養 し た 際 の 、 PBMC上 清 中 の IFN-γ 量 を 示 す 棒 グ ラ フ 。
【 図 ９ 】 PBMC上 清 中 の IFN-γ 量 と 細 胞 傷 害 活 性 の 相 関 関 係 を 示 す 図 表 。
【 図 １ ０ 】 各 個 体 （ K.A.、 k.a.、 H.M.、 K.Y.、 S.K.） の PBMC上 清 中 の IFN-γ 量 を 示 す 棒 グ
ラ フ 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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