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研究成果の概要（和文）：本研究では、豆乳の乳酸菌発酵物 PS-B1 が示すガン細胞増殖抑制作
用および肝保全作用について、その特性を検討した。PS-B1を作用させたヒト前骨髄性白血病
細胞 HL-60では、細胞内活性酸素の増大を介したアポトーシスが誘導され、細胞増殖が抑制さ
れることが示唆された。また、ラット肝細胞および肝星細胞を用いて構築したアルコール性肝
障害モデルに対する PS-B1 投与実験の結果、PS-B1 が肝細胞の変性・壊死を阻止し、肝星細胞
のコラーゲン産生能を抑制することが判明した。さらに、ウイルス感染や薬剤服用を原因とす
る肝障害モデルに対しても、活性酸素種量レベルの制御を介した有意な肝保全作用が実証され
た。 

 

研究成果の概要（英文）：PS-B1 is fermented products cultivated from soybean milk using 

lactic acid bacteria. We found that PS-B1 inhibited significantly the growth of human 

leukemia HL-60 cells by the induction of apoptosis and the increase of the intracellular 

reactive oxygen species was important for apoptosis. In the experiments using the alcoholic 

injury liver model constructed by using rat hepatocytes and hepatic stellate cells, PS-B1 

inhibited the necrosis of hepatocytes and suppressed the production of the collagen in 

hepatic stellate cells. PS-B1 also indicated the liver preservation action against the viral 

and drug-induced injury liver model. 
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１．研究開始当初の背景 

乳酸菌発酵製品の摂取による保健効果の
検証やより機能的な製品の開発が古くから
脚光を浴び、今日までに世界中で多大な成果
が蓄積されてきた。メタボリックシンドロー
ムや生活習慣病への対処法が社会的問題と

して急激に求められるようになった昨今で
は、乳酸菌発酵製品を取り巻く環境も様変わ
りしてきている。すなわち、予防医学やバイ
オジェニックスの観点から、学識や市場の関
心は、集合体としての乳酸菌発酵製品から、
それを構成する一つ一つの機能性分子（乳酸
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菌代謝生産物質）へと徐々にシフトしてきて
いる。 

しかしながら、血圧降下作用をはじめとす
る一部の機能性成分を除き、乳酸菌代謝生産
物質が含有する機能性成分を明確に同定し、
作用機序の解明を図る生化学的・薬理学的研
究は未だ十分に掘り下げられていないのが
現状である。乳酸菌代謝生産物質は、学術的
には言わば「未知物質の宝庫」のままである。 
我々の研究グループにおいても、「食を介

した健康増進・疾病予防への貢献」を命題と
して研究を推進する中で、乳酸菌代謝生産物
質の有用性に早くから着目していた。ヒト常
在乳酸 菌 （ Bifidobacterium 属 および
Lactobacillus 属）を中心とした 3 段階の複
合培養から調製した豆乳の新規乳酸菌発酵
物 PS-B1が示す有用作用を解析し、その“バ
イオジェニックス”としての可能性を明らか
にする「乳酸菌生産物質プロジェクト」に取
り組んでいる。本プロジェクト研究は「予防
医学」の観点から発案しており、PS-B1 の
摂取や投与によってもたらされる保健効果
の理解はもとより、その作用機序を解明し、
PS-B1 のバイオジェニックスとしての可能
性を検討するものである。 

 

２．研究の目的 

PS-B1 が示す生理作用として、ガン細胞
増殖抑制作用および肝保全作用（肝細胞保護
作用および肝星細胞コラーゲン産出抑制作
用）を見出した。本研究では、この PS-B1

が有する稀有な生理活性の特性を把握し、そ
の作用機序を分子レベルで解明することを
第一の目的とする。第二に、PS-B1 中より
生理活性の本質となる生理活性物質を新た
に精製・同定し、構造を決定する。 

 

３．研究の方法 

 PS-B1が正常細胞に対して有意な悪影響
を及ぼさずに、幅広いガン細胞増殖抑制スペ
クトルを示すことを明らかにした。そこで、
PS-B1を作用させたヒト前骨髄性白血病細
胞 HL-60を対象とした分光学的解析から、ア
ポトーシスの誘導に焦点を絞ってその作用
機序の解明を図った。すなわち、カスパーゼ
阻害剤存在下における PS-B1のガン細胞増
殖抑制作用を測定するとともに、細胞内活性
酸素種および還元型・酸化型グルタチオンの
定量、アポトーシス誘導ミトコンドリアおよ
びゲノム DNAの断片化を検出した。 

 また、ヒトを対象に PS-B1の服用試験（50 

ml/日、4週間）を実施し、臨床検査値の変化
を検討した。ラット肝より調製した初代培養
肝細胞および肝星細胞を用いてアルコール
性肝障害モデルを構築し、PS-B1添加実験を
行った。エタノール感作による肝細胞の壊死
および免疫染色法による肝星細胞のコラー

ゲン産生量を指標に、PS-B1の肝保全作用を
評価した。同様に構築したウイルス性肝障害
および薬剤性肝障害のモデルに対しても、
PS-B1の影響を検討した。 

 

４．研究成果 

（1）ガン細胞増殖抑制作用 

HL-60 細胞を PS-B1 存在下で 4 時間培養
した場合、PS-B1 は濃度依存的に HL-60 細
胞の増殖を抑制した（図 1）。一方、培養液中
へのカスパーゼ阻害剤の添加により、PS-B1

が示すガン細胞増殖抑制作用が有意に解除
された（図 2）ことから、PS-B1 が HL-60

細胞に対してアポトーシスを誘導している
ことが示唆された。そこで、PS-B1によって
もたらされる HL-60 細胞の細胞内変化を理
解するため、PS-B1 を作用させた HL-60 細
胞を用いて分光学的解析を中心とした以下
の実験を行った。その結果、①HL-60細胞内
の活性酸素種（H2O2）を DCFH 法に従って
定量したところ、HL-60細胞内に取り込まれ
た PS-B1 中の成分の影響により細胞内活性
酸素種量が異常に増大していたこと（図 3）、
②網羅的メタボローム解析から、おそらく増
大した細胞内活性酸素種の影響を受けて還
元型グルタチオンレベルが顕著に低下して
いたこと（図 4）、③蛍光色素 JC-1の細胞質
への局在に起因する蛍光強度の解析から、還
元型グルタチオンの消去能を越えた過剰の
細胞内活性酸素種が、シトクロム c 等の放出
を伴うミトコンドリアの不活化（膜電位の低
下）を引き起こしたこと（図 5）、④アポトー
シスの初期段階で機能するイニシエーター
型カスパーゼ（-2、-8、-9）が活性化されて
おり、それらに続いて機能するエフェクター
型カスパーゼ（-3）の活性も顕著に増大して
いたこと（図 6）、⑤抽出したゲノム DNAを
アガロース電気泳動に供したところ、DNA

の断片化が起こっていたこと（図 7）、が判明
した。これらのことが要因となり、HL-60細
胞がアポトーシスに至ったと推察された。 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（2）肝保全作用 
ヒトを対象とした PS-B1 の服用試験におい
て、肝機能の状態を示す臨床検査値の多くが
改善することを明らかにした。特に AST、ALT、
および γ-GTP の各値が顕著に減少しており
（図 8）、PS-B1 が肝障害に対して肝保全的に



 

 

機能することが示唆された。そこで、ラット
肝細胞および肝星細胞を用いて PS-B1の肝保
全作用を評価するためのアルコール性肝障
害モデルを構築し、これらに対する PS-B1添
加実験を行った。その結果、①PS-B1 には肝
障害への第 1段階となる肝細胞の変性・壊死
を阻止する作用があること（図 9）、②肝障害
への第 2段階である肝星細胞のコラーゲン産
生（線維化）能を強力に抑制すること（図 10）、
③予防効果を期待してエタノール感作の 2時
間前に肝星細胞に対して PS-B1を作用させる
と、コラーゲン産生抑制作用が顕著に増大す
ること（図 11）、が判明した。一般に、肝細
胞の変性・壊死や肝星細胞のコラーゲン産生
を亢進させる主な原因の一つに活性酸素種
量レベルの上昇が挙げられることから、
PS-B1 が含有するポリフェノール類がアルコ
ール性肝障害モデルに対して効果的に作用
した可能性が示唆された。一方、ウイルス感
染や薬剤服用を原因とする肝障害モデルを
同様に構築し、これらに対する PS-B1の影響
を検討した結果、両肝障害モデルにおいても
活性酸素種量レベルの制御を介した有意な
肝保全作用が実証された（図12-14）。さらに、
PS-B1 含有飼料を摂取させた正常ラットの
肝臓においては、コラーゲン合成量が低下し
ていることも明らかになった。 

 

（3）今後の展開 

PS-B1 が HL-60 細胞に対してアポトーシ
スを誘導する際に鍵となる細胞内活性酸素
種の増大メカニズムが不明のため、これを明
らかにする。また、PS-B1が示すガン細胞増
殖抑制作用の作用機序としては、今回検討し
たアポトーシスの誘導の他に、細胞周期の異
常（停止）や解糖系の不活化等が挙げられる。
そこで、PS-B1 を作用させた HL-60 細胞を
用いて、これらの細胞内イベントが生じてい

る可能性を追求する。さらに、PS-B1が示す
多様な有用作用について、その有用作用の本
質となる生理活性物質の探索研究に取り組
むとともに、新たに得られた知見に基づいた
多面的かつ包括的な作用機序の解明を図る。 
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