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緒言 

食生活の変化や高齢化等により糖尿病や高脂血症などの生活習慣病が増加している。そのため

国民医療費は年々上昇している。健康長寿を達成し、高いQOLを維持しながら充実した生活を

送るためには、病気はかかってから治療するのではなく、かかる前に予防する「予防医学」の概

念が重要である。本概念から考えると、莫大な医療費が必要な長期の投薬に頼るより、日常的に

摂取する食品で予防していくことが望ましい。近年、健康と病気の間すなわち「未病」状態を検

知する方法として終末糖化産物（Advanced Glycation End products: AGEs）が注目されている。AGEs

は老化や疾病に伴い体内で徐々に蓄積しくため、AGEsを検出することで、未病状態をいち早く

発見できる未病マーカーとして使える可能性がある。そこで本研究の第一の目的として、今回は

疾病モデル動物として線虫を用いて未病状態を検知するための有用なAGEsマーカーの探索を行

った。 

また、現在、機能性乳酸菌や発酵食品の投与やそれに伴う腸内細菌叢の改善が健康に深く関与し

ていることが次々と明らかにされている。これまでの研究において様々な穀物、青果物、畜産物

を用いて乳酸菌による発酵試験を行い、機能性評価を行ってきた。その中で豆乳を乳酸菌で発酵

した発酵豆乳（豆乳ヨーグルト）において、抗酸化能や抗炎症能の向上が期待される機能性乳酸

菌を選抜した。しかしながら、本試験は in vitroでの試験であるため、in vivoでしっかりとその機

能性を確かめる必要があった。そこで第二の目的として、マウスを用いて豆乳ヨーグルトおよび

菌体の機能性評価を免疫調節作用に着目して行った。 

 

 

図 1. 本プロジェクトの目的  



１．Caenorhabditis elegans（線虫）を用いたAGEsマーカーの探索  

タンパク質はカルボニル基を有するグルコース等の糖質と反応し、Advanced Glycation End 

products (AGEs)を形成する。 AGEsは加齢に伴って生体に蓄積することから、AGEs蓄積を抑制

する食品由来の成分を見出せば老化の予防および進行遅延に繋がることが期待される。しかしな

がら、老化の研究には多大な時間を要するため、加齢に伴ってAGEsが蓄積することは報告せれ

ているものの、その詳細なメカニズムについては明らかになっていない。そこで、寿命が一か月

と短命であり培養が容易なC. elegansを用いて、加齢に伴うAGEs蓄積の評価とその蓄積メカニ

ズム解明を目的とし研究を行った。その結果、C. elegansの日齢に伴ってAGEsの 1種である

Nε-(carboxyethyl)lysine (CEL) が蓄積した（図１）。 

 

図 2. 日齢に伴う C. elegans 中AGEs蓄積量の比較 

 

また、C. elegans 中のCEL前駆体量 (メチルグリオキサールとケトン体)を測定した結果、加齢

に伴いケトン体量のみが有意に増加し、CEL蓄積と正の相関を認めた（図２）。 

 

図 3. 日齢に伴う C. elegans 中ケトン体量の比較(A)とCEL蓄積とケトン体量の相関(B)  

 

ケトン体は脂質代謝の副産物として産生されることから、加齢によるCEL蓄積には脂質代謝が

関与していることが示された。本結果から、C. elegansは、加齢とAGEs蓄積の相関関係解明の手

立てになることが期待される。 

 

  



２．豆乳ヨーグルトの in vivo試験 

乳酸菌やそれらを用いて作製した豆乳ヨーグルトの免疫応答についてマウスを用いて解析した。

6 週齢 ddy マウス（♂）に水、豆乳、豆乳ヨーグルト、乳酸菌（1☓109 cell/150μL）を 150 μ

L/日で 3週間経口投与した。 

乳酸菌は、Lactiplantibacillus plantarum TOKAI 17（TK 17）およびPediococcus pentosaceus Tokai 

759m (TK 759m)を用い。また、豆乳ヨーグルトは、これらの乳酸菌で 37℃、24時間発酵させた

ものを用いた。マウスは各群 6匹ずつ用いた。餌と水は自由摂取とし、体重、摂食量および給水

量を記録した。 

図 4〜6にはそれぞれ体重、摂食量、飲水量（累積）の推移を示した。いずれも群間で大きな差

は見られなかった。 

 

図 4. 体重の推移 

豆乳ヨは豆乳ヨーグルトを表しており、TK 17、およびTK 759mは菌株名 

 

 

図 5. 摂食量の推移 

豆乳ヨは豆乳ヨーグルトを表しており、TK 17、およびTK 759mは菌株名 
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図 6. 摂水量の推移（累積） 

豆乳ヨは豆乳ヨーグルトを表しており、TK 17、およびTK 759mは菌株名 

 

  図 7には、脾臓細胞の細胞障害活性試験の結果を示した。解剖後のマウスから脾臓細胞を抽

出して下記の通り実施した。96 well 丸底 plate に脾臓細胞 (E: エフェクター細胞) を 5×10⁶、

2.5×10⁶、1.25×10⁶、0 cells / well となるように 100 μl/wellずつ播種した。そこに、5×10⁴ cells / well と

なるように 100 μl / well ずつYac-1 細胞 (T: ターゲット細胞) を添加した。プレートを遠心分離 

(150 g、1 min) した後、Yac-1 細胞のみのウェルに 2% Triton X-100 を添加した (最大溶出量)。

インキュベート (37℃、5% CO2、4 h) 後、Cytotoxicity LDH Assay Kit-WST (同仁化学、熊本) を

用いて製品プロトコールに従い、LDH活性を測定した。結果は、E:T別で示した。水投与群に比

べ豆乳および豆乳ヨーグルト投与群で細胞障害活性は低下した。特に豆乳ヨーグルト群において

顕著であった。図 8には脾臓細胞のコンカナバリンA（ConA）で刺激し、72 h培養した際の IFN-γ

産生量を示した。こちらも豆乳ヨーグルト投与群で顕著に IFN-γの産生量が低かった。 

 

図 7. 脾臓細胞の細胞障害活性 
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図 8. ConA刺激脾臓細胞の IFN-γ産生量の比較 

 

  次に血清中の各種サイトカイン量をELISA法にて測定した（図 9〜15）。全体的にTK 759m

で作製した豆乳ヨーグルト投与群でサイトカイン量が少ない傾向が見られ、特にMCP-1は水投与

群と比較して統計学的に有意に低い値を示した（P<0.05）。これらの結果は脾臓細胞での結果と

も一致し、豆乳ヨーグルト摂取により抗炎症効果が期待できる可能性が示唆された。今後は、菌

叢解析や機能性成分の探索を進めて行くことで、豆乳ヨーグルトの抗炎症メカニズムをの解明を

行っていく予定である。 

 

図 9. 血清中の IFN-γ量（pg/ml） 



 

図 10. 血清中の IL-4量（pg/ml） 

 

図 11. 血清中のTNF-α量（pg/ml） 

 

図 12. 血清中の IL-1β量（pg/ml） 



 

図 13. 血清中の IL-6量（pg/ml） 

 

図 14. 血清中のMCP-1量（pg/ml） 

 
図 15. 血清中の IL-10量（pg/ml） 



総括 

プロジェクト初年度である本年度は線虫を用いたAGEsマーカーの探索と、豆乳ヨーグルトお

よび乳酸菌投与によるマウスの免疫調節作用について検証した。 

線虫を用いたAGEsマーカーの探索では、線虫は日齢に伴ってAGEsの一つであるCELを有意

に蓄積した。また、ケトン体も日齢に伴いに増加し、CEL蓄積と正の相関を認めた。本試験によ

り、加齢の伴うCELおよびケトン体蓄積が見られたことから更なる研究を進めることで、AGEs

やケトン体を未病マーカーとして活用すると共にそれらを抑制する食品成分の研究に繋がること

が期待される。 

豆乳ヨーグルトの in vivo試験では、脾臓細胞における細胞障害活性および IFN-γ産生試験にお

いて、豆乳ヨーグルト投与群で減少傾向が見られた。また、血清中のサイトカイン量は、特にTK 

759mで作製した豆乳ヨーグルトで低い傾向が見られた。ケモカインであるMCP-1では有意な抑

制効果が見られたことより、本菌で作製した豆乳ヨーグルトを摂取することで抗炎症効果が期待

される結果となった。今後、菌叢解析を行う予定であり、腸内菌叢の変化と合わせて考察してい

く予定である。また、機能成分についても今後同定を試みる。 

本プロジェクトは一年目であり、今後は、引き続きAGEsマーカー探索を行うほか、現在、豆

乳ヨーグルトを用いて 1型糖尿病モデルマウスにて投与試験を行っている。また、本年度からは

メダカを使った新たな系について検証を行う予定である。これらの取り組みを推進していくこと

で、未病状態をいち早く検出し、発酵食品を用いて関連する疾病の予防・改善に繋げていきたい。 
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