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研究成果の概要（和文）：本研究では、精神疾患の予防に対する栄養学的アプローチの確立を目的とした。当研
究室で保有するLactobachillus helveticusを用いて作製した発酵乳を長期摂取させることで、抗不安様効果が
確認された。発酵乳由来の水溶性画分ならびに非水溶性画分ではなく、生菌を摂取させた場合のみ抗不安様効果
が確認された。また、生菌を摂取させた動物の海馬において、特異的なタンパク質スポットが検出された。以上
より、本研究で用いたLactobachillus helveticusにはプロバイオティクスとして働くことで抗不安様効果を発
揮し、その効果は海馬のタンパク質発現動態の変化に起因する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of the present study was to establish the nutritional 
prophylaxis against mental disorders.  Chronic supplementation of fermented milk with Lactobachillus
 helveticus, which is retained in our laboratory, induced the anxiolytic-like effect in rodent 
model.  Chronic administration of viable Lactobachillus helveticus, not soluble and non-soluble 
fractions derived from fermented milk, exerted the anxiolytic-like effect.  In addition, 
characteristic protein spots were detected in the hippocampus of mice with supplementation of the 
viable Lactobachillus helveticus.  In conclusion, Lactobachillus Helveticus as probiotics has 
anxiolytic-like effect mediated by the novel protein expression in the hippocampus.

研究分野：行動神経科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 現代社会において、私達は日々ストレスに
曝されており、これが原因となってうつ病や
不安障害といった精神疾患に罹患する場合
がある。これらの精神疾患の治療には薬剤が
用いられるが、寛解後に投薬をやめた際の再
発率が高く、根治が非常に難しい。そのため、
ストレス誘導性の精神疾患に罹患しないこ
とが重要である。つまり、ストレス誘導性の
精神疾患の予防法を確立することが、私達の
「生活の質」を維持あるいは向上させる上で
非常に重要である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、精神疾患の予防に向けた栄養
学的なアプローチを確立することを目的と
した。近年、腸内環境とストレス感受性との
関連に注目が集まっているため、プロバイオ
ティクスの効果が期待できる発酵乳を対象
とし、食品の長期摂取によって精神疾患の予
防が可能であるかに焦点をあてた。 
 
３．研究の方法 
(1) 発酵乳の摂取が情動行動へ及ぼす影響 
 ICR マウス（雄、4 週齢）に当研究室が保
有する未同定商業用乳酸菌株を用いて作製
した発酵乳を、胃ゾンデを用いて 4週間に亘
り強制経口摂取させた。摂取試験終了後、オ
ープンフィールド試験を行い、発酵乳の摂取
が不安様行動へ及ぼす影響を評価した。 
 オープンフィールド試験では縦 60 cm×横
60 cm×高さ 60 cm の四角い装置内における
行動を観察することでげっ歯類の軽度の不
安様行動を評価した（図 1）。不安様行動の評
価の指標には中央エリア移動距離の割合を
用いた。装置底面を 5 マス×5 マスに分け、
中央の 3 マス×3 マスを中央エリアとし、装
置全体における移動距離に対する中央エリ
アの移動距離の割合を算出した。光のよくあ
たる中央エリアでは不安を感じ、壁際の光が
当たりにくいエリアを好むというげっ歯類
の習性を利用し、これを不安様行動の指標と
した。 

 
(2) 抗不安様効果を有する発酵乳を作製す
る際に用いた乳酸菌の同定 
 (1)で摂取試験に使用した発酵乳由来の乳

酸菌を MRS 培地で培養した後、適当な濃度に
希釈して寒天培地に移し、そこに現れたコロ
ニーから乳酸菌を単離した。単離した乳酸菌
を再度 MRS 培地で培養し、得られた菌体から
DNAを抽出した。得られたDNAを鋳型として、
16SrRNA 遺伝子の V3（ Forward: HDA1、
Reverse: HDA2）ならびに V6 から V8 領域
（Forward: F984_FW、Reverse: R1378_RV）
をターゲットとしたプライマー（表 1）を用
いて PCR 法による増幅を行った。その後、DNA
シークエンサーにて塩基配列を特定し、NCBI
の BLAST search より乳酸菌の同定を行った。 
 
表 1 使用したプライマー 
 5’→ 3’ 
HDA1 gactcctacgggaggcagcagt 
HDA2 gtattaccgcggctgctggcac 
F984_FW aacgcgaagaaccttac 
R1378_RV cggtatgtacaaggccccggaacg 
 
(3) 発酵乳が有する抗不安様効果に関わる
機能性画分の評価 
 (1)で確認された抗不安様効果が、発酵乳
の水溶性画分ならびに非水溶性画分のどち
らに由来するものであるかを明らかにする
ために、水溶性画分（ホエー）あるいは非水
溶性画分（カード）の摂取試験を行った。ICR
マウス（雄、4 週齢）に蒸留水、脱脂乳、発
酵乳由来水溶性画分あるいは発酵乳由来非
水溶性画分を 4週間に亘り、胃ゾンデを用い
て強制経口摂取させた。摂取試験終了後、オ
ープンフィールド試験を行い、不安様行動を
観察した。摂取試験に用いた試料はあらかじ
め凍結させたものを用いた。 
 
(4) 生菌の摂取が不安様行動へ及ぼす影響 
 (1)で確認された抗不安様効果は、発酵乳
中に含まれる生菌の摂取によるものである
可能性があるため、生きた乳酸菌の摂取試験
を行った。Wistar ラット（雄、4週齢）に蒸
留水あるいは生菌懸濁液（108個/kg 体重）を
4 週間に亘り、胃ゾンデを用いて経口摂取さ
せた。摂取試験終了後、オープンフィールド
試験を行い、不安様行動を観察した。ラット
におけるオープンフィールド試験では縦 90 
cm×横 90 cm×高さ 60 cm の装置を用いた。 
 
(5) 生菌の摂取が海馬におけるタンパク質
発現動態へ及ぼす影響の検証 
 (4)で蒸留水あるいは生菌懸濁液を摂取さ
せた Wistar ラットの海馬を採取し、タンパ
ク質を抽出した。得られたタンパク質画分を
二次元電気泳動法にて分離し、銀染色を施す
ことでタンパク質を検出した。 
 
４．研究成果 
(1) 発酵乳の摂取が情動行動へ及ぼす影響 

図 1 オープンフィールド試験 
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図 2 発酵乳の摂取が不安様行動へ及ぼす影響 

*: t-test (p<0.05) 

 4 週間に亘り数種類の発酵乳を摂取させた
ところ、ある乳酸菌を用いて作製した発酵乳
を摂取させた群において、オープンフィール
ド試験における不安様行動が緩和される結
果が得られた（図 2）。 

 
(2) 抗不安様効果を有する発酵乳を作製す
る際に用いた乳酸菌の同定 
 DNA シークエンス解析の結果から、V3 領域
をターゲットとしたプライマーを用いるこ
とで、134 塩基、V6 から V8 領域をターゲッ
トとしたプライマーを用いることで350塩基
の配列を得た。これらの結果を用いて BLAST 
search を行ったところ、同定率が 99%となっ
たため、抗不安様効果を有する発酵乳の作製
に 用 い た 未 同 定 商 業 用 乳 酸 菌 株 は
Lactobacillus helveticus種に属する株であ
ると結論づけた。 
 
(3) 発酵乳が有する抗不安様効果に関わる
機能性画分の評価 
 4 週間に亘り、蒸留水、脱脂乳、発酵乳由
来水溶性画分あるいは発酵乳由来非水溶性
画分を摂取させたが、不安様行動を緩和する
ような結果は得られなかった。摂取試験で使
用した試料はあらかじめ-20℃で凍結しもの
を用いた。凍結することで、発酵乳由来非水
溶 性 画 分 に 存 在 す る Lactobacillus 
helveticus の生菌数を著しく減少させるこ
とができるためである。そのため、(1)で確
認された抗不安様効果は、脱脂乳由来成分な
らびに Lactobacillus helveticus が乳成分
を資化する際に生成される発酵由来成分に
よるものではない可能性が示された。 
 
(4)生菌の摂取が不安様行動へ及ぼす影響 
 4 週間に亘り、生きた Lactobacillus 
helveticus の懸濁液を摂取させた群におい
て、オープンフィールド試験における不安様
行動が緩和される結果が得られた（図 3）。こ
れまでの結果を考慮すると、Lactobacillus 
helveticus を用いて作製した発酵乳が有す
る抗不安様効果の発現には、生きた
Lactobacillus helveticusを腸内へと取り込

むことが重要である可能性が示された。 

 
(5) 生菌の摂取が海馬におけるタンパク質
発現動態へ及ぼす影響の検証 
 生きた Lactobacillus helveticus の懸濁
液を摂取した際に誘導される抗不安様効果
のメカニズムを明らかにするため、蒸留水あ
るいは生菌懸濁液を摂取した際の海馬にお
けるタンパク質発現動態の違いを比較した。
生菌懸濁液を摂取させた群において、21.5 
kDa の位置に発現量は少ないが多くのタンパ
ク質の発現が確認された。また、25 kDa 付近
に蒸留水投与群では確認できない特徴的な
タンパク質スポットが確認された（図 4中の
矢印）。そのため、これらのタンパク質群が
生菌懸濁液摂取による抗不安様効果の一端
を担う可能性が考えられる。 

 

*: t-test (p<0.05) 

図 3 生菌の摂取が不安様行動へ及ぼす影響 
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図 4 生菌の摂取が海馬におけるタンパク質 



(6) 結論 
 Lactobacillus helveticusを用いて作製し
た発酵乳を長期的に経口摂取することで、抗
不安様効果が誘導される可能性が示された。
この効果を得るためには生きた乳酸菌を摂
取することが重要であり、それによって海馬
におけるタンパク質発現動態が変化するこ
とが抗不安様効果を誘導する鍵である可能
性も示された。以上より、発酵乳を摂取する
といった栄養学的なアプローチから、「気持
ち」の病気である不安障害を予防できる可能
性が示された。 
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