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研究成果の概要（和文）：本研究は、未活用資源としての乳酸菌発酵液の高度有効利用法につい

て、特にイムノバイオティクスやイムノジェニクスに着目し、健康危害リスクの軽減に貢献す

る家畜飼料抗菌剤代替のための新たな「イムノエコフィード」としての活用基盤を構築した。

具体的には、乳酸菌発酵液の安全性とブタ腸管細胞における免疫調節機能性を検討し、それら

の研究成果を基礎として、インビボ実証試験と免疫調節機構の解明を推進した。 

 

研究成果の概要（英文）：In this study, for beneficial use of lactic acid bacterial 
fermentation liquid as underutilized resources, we focused on immunobiotics and 
immunogenics in the liquid and relating products, and examined fundamental analysis to 
develop as a novel “Immuno-Eco Feeds” contributing to the reduction of health hazards 
risk as livestock antimicrobial alternatives. Specifically, a safety of the liquid and 
immuneregulatory effects in porcine intestinal cells were evaluated, and in vivo 
confirmation study and in vitro detailed study of its mechanisms were also conducted. 
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１．研究開始当初の背景 

 食品資源リサイクルの観点から、発酵食品

産業副産物である乳酸菌発酵液の有効活用

が切望されている。一部、家畜飼料としての

利用性が検討されているが、その普及拡大に

は至っていない。我々はこれまで、乳酸菌を

代表とするイムノバイオティクスから新規

免疫調節因子「イムノジェニクス」を発見し、

ブタにおけるパターン認識受容体を介する

腸管免疫調節機構の解明から、新たな家畜対

応型の分子免疫評価系構築に成功した。本評

価系を応用することにより、乳酸菌発酵液の

家畜における的確な免疫機能性が評価でき、

飼料抗菌剤代替等の付加価値の高い「イムノ

エコフィード」としての基盤が創成され、健 

康と環境を守る活用戦略として飛躍的発展

が大いに期待できる。 
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２．研究の目的 

 発酵食品（チーズ、漬物）産業副産物とし

ての乳酸菌発酵液は、その多くが大量廃棄さ

れており、有効活用が強く求められている。

近年、我々の研究成果を含め、乳酸菌を代表

とするイムノバイオティクス（腸管免疫調節

作用を介して宿主に有益な生理作用をもた

らすプロバイオティクス）やその活性成分

（イムノジェニクス）の研究が飛躍的に進ん

でいる。そこで本研究では、未活用資源とし

ての乳酸菌発酵液の高度有効利用法につい

て、特にイムノバイオティクスに着目し、健

康危害リスクの軽減に貢献する家畜飼料抗

菌剤代替のための新たな「イムノエコフィー

ド」としての活用基盤を構築する。 

 

３．研究の方法 

 乳酸菌発酵液の免疫機能性について、既に

構築したブタ対応型分子免疫評価系を用い

て検討し、野外における下痢予防を指標とし

た実証試験を行った。さらに、パターン認識

受容体を介する免疫機能性因子の同定とそ

の機能発現機構について詳細解明を行うこ

とにより、機能・成分・機構が解明された新

たな「イムノエコフィード」としての位置づ

けを確実にする。具体的な研究は、以下の内

容で遂行した。 

 

（１）乳酸菌発酵液の調製と安全性試験 

①漬け物乳酸菌発酵液中の乳酸菌の分離・同

定：MRS 寒天培地により乳酸桿菌を分離した。

分離乳酸菌について、16SrDNAによるホモロ

ジー解析等により、菌種を同定した。 

②発酵液中の菌体以外の成分分析：一般成分

分析を行った。多糖成分の存在が確認されて

いるため、多糖成分を分画した。 

③安全性試験：発酵液の急性経口毒性につい

てマウスによるLD50 値を測定し評価した。 

 

（２）ブタ腸管免疫における機能性評価 

③ブタ腸管リンパ球活性化：ブタ腸間膜リン

パ節およびパイエル板から免疫担当細胞を

調製し、発酵液、分離乳酸菌、多糖成分のリ

ンパ球幼若化活性をRI法により測定した。さ

らに、炎症性、抗炎症性および調節性サイト

カインの発現について、Real-Tmime RT-PCR 

法により測定した。 

④ブタ腸管上皮(PIE)細胞を用いた分子免疫

評価：PIE 細胞を発酵液、分離乳酸菌および

多糖成分で前刺激し、下痢原性大腸菌で炎症

誘導後、炎症性免疫パラメータを指標とした

抗炎症作用について評価した。 

 

（４）免疫調節機構解明 

 ブタ腸管免疫における炎症調節に関わる機

構を基礎として、分離乳酸菌および多糖成分

の上皮および免疫担当細胞におけるパターン

認識受容体を介する抗炎症機能とその機構解

明を行った。 

 

４．研究成果 

（１）乳酸菌発酵液の調製と安全性試験 

①乳酸菌発酵液中の乳酸菌の分離・同定：MRS 

寒天培地により乳酸桿菌を分離し、分 

離乳酸菌について、16SrDNA によるホモロジ

ー解析等により菌種を同定した。 

②発酵液中の菌体以外の成分分析：一般成分

分析を行い、機能性成分としての多糖体を分

画した。 

③安全性試験：発酵液の急性経口毒性につい

て検討し、安全性が確認された。 

 

（２）ブタ腸管免疫における機能性評価 

①ブタ腸管リンパ球活性化：ブタパイエル板

および腸間膜リンパ節由来の免疫担当細胞

において、発酵液のリンパ球幼若化活性が認

められた。 

②ブタ腸管上皮(PIE)細胞を用いた分子免疫

評価：発酵液の炎症性サイトカインの発現抑

制効果が認められ、炎症調節性サイトカイン

の発現亢進も解析できた。以上の結果から、

乳酸菌発酵液の安全性とブタにおける腸管

炎症免疫調節機能性が見出された。 

 

（３）インビボ実証試験 

①子ブタ下痢発症および炎症に対する予

防・改善効果の検証：６週齢時において0％

区では軟便状態が目立ち、肛門周囲の汚れも

多かった。一方、5‐20％の発酵液給与区で

はその程度が低かった。しかしながら、増体

に影響を与えるほどの病態はいずれの区で

も呈していなかった。17 週齢時の血漿中CRP 

濃度は、5％混合区が最も低い値を示した。

一方、0％区は有意に高く、また20％混合区

（３）インビボ実証試験 

①子ブタ下痢発生および炎症に対する予防・

改善効果の検証：発酵液給与試験において、

下痢発症程度を観察し、糞便中の下痢原性大

腸菌の検出を行った。また、血液の各種検査

（C 反応性タンパク質濃度、抹消血免疫能評

価）を合わせて、抗炎症性を総合的に評価し

た。 

②産肉性の検証：増体量変化と出荷時枝肉成

績において、背脂肪厚や枝肉格付け等から産

肉性を評価した。 



とともに正常範囲を超えていたことから、炎

症発症の可能性が示唆された。 

②産肉性の検証：体重は、8 週齢以降0％区

に比較して5％混合区で有意に増体した。こ

のことから、ラッキョウ発酵液は、8 週齢以

降の給与で増体効果が期待できるものと考

えられた。枝肉成績において、枝肉重量に有

意な差異は認められなかった。一方、背脂肪

厚については、5％混合区で有意に低かった

ことから、ラッキョウ漬け発酵液5％の混合

給与は赤肉量生産を低下することなく、過剰

な脂肪沈着を抑制する効果があると考えら

れた。格付けは、5％混合区で他の給与区と

比較して上物率が高く、肉質評価を向上させ

ることが期待された。 

 

（４）免疫調節機構解明 

 発酵液や菌体外多糖によるブタ腸管免疫

担当細胞からのサイトカイン遺伝子発現を

解析した結果、IL-4 およびIFN-αの発現抑

制が認められた。また、TGF-βの顕著な発現

増強が認められたことから、発酵液による

TGF-βの発現増強による抗炎症性の発現が

考えられた。 

 インビボ実証試験において、総白血球数お

よびリンパ球数に対する顆粒球数比が、発酵

液混合区では、有意に低かった。一方、0％

区は有意に高く、血漿中CRP濃度の結果を考

えると、感染性炎症調節機構の一端と考えら

れた。 

 

 本研究成果は、これまで大量廃棄されてい

た乳酸菌発酵液を、「イムノエコフィード」

として位置づけるための基礎となり、その先 

駆的実施研究として大変有意義である。さら

に、発酵液は加工せずに直接流通可能である

ので、発酵食品名産地に密着したブタ産業 

の活性化を可能とする新たな「地域活性化プ

ロジェクト」の発展的展開が見込まれる。 
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