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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

αガラクトシルラクチュロース、βガラクトシルラクチュロース、αガラクトシルメリビ

オース、及びβガラクトシルメリビオースからなる群より選択される少なくとも１種のガ

ラクトシルオリゴ糖を含有する、免疫グロブリンＡ分泌促進剤。

【請求項２】

ビフィズス菌非介在性免疫グロブリンＡ分泌促進剤である、請求項１に記載の剤。

【請求項３】

前記ガラクトシルオリゴ糖の含有量が、前記免疫グロブリンＡ産生促進剤が含有するオリ

ゴ糖１００質量％に対して８０質量％以上である、請求項１又は２に記載の剤。

【請求項４】

前記ガラクトシルオリゴ糖が、αガラクトシルラクチュロース、αガラクトシルメリビオ

ース、及びβガラクトシルメリビオースからなる群より選択される少なくとも１種である

、請求項１～３のいずれかに記載の剤。

【請求項５】

経口製剤形態である、請求項１～４のいずれかに記載の剤。

【請求項６】

αガラクトシルラクチュロース、βガラクトシルラクチュロース、αガラクトシルメリビ

オース、及びβガラクトシルメリビオースからなる群より選択される少なくとも１種のガ

ラクトシルオリゴ糖を含有する、粘膜免疫賦活剤。
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【 請 求 項 ７ 】

前 記 粘 膜 が 腸 粘 膜 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 剤 。

【 請 求 項 ８ 】

α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 α ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ

オ ー ス 、 及 び β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ

糖 の 製 造 方 法 で あ っ て 、

メ リ ビ オ ー ス 及 び ラ ク チ ュ ロ ー ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 糖 受 容 体 と 、

ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 と を

ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 存 在 下 で 反 応 さ せ る 工 程 を 含 み 、

製 造 対 象 で あ る 前 記 ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 が β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス で あ る 場 合 は

、 前 記 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 が ラ ク チ ュ ロ ー ス で あ り 、 且 つ 反 応 液 中 の 前 記 糖 受 容 体 及 び 前

記 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 の 合 計 含 有 量 が 、 反 応 溶 媒 １ ０ ０ 質 量 ％ に 対 し て ５ ０ ～ ７ ０ 質 量 ％

で あ り 、

製 造 対 象 で あ る 前 記 ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 が α ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス で あ る 場 合 は 、

前 記 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が ア ス ペ ル ギ ル ス 属 に 属 す る 生 物 に 由 来 す る ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で あ

る 、

製 造 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

前 記 反 応 時 の 温 度 が ２ ０ ℃ 以 上 ４ ０ ℃ 未 満 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 １ ０ 】

製 造 対 象 で あ る 前 記 ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 が α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 α ガ ラ ク ト

シ ル メ リ ビ オ ー ス 、 又 は β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス で あ り 、 反 応 液 中 の 前 記 糖 受 容 体 及

び 前 記 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 の 合 計 含 有 量 が 、 反 応 溶 媒 １ ０ ０ 質 量 ％ に 対 し て ２ ０ ～ ８ ０ 質

量 ％ で あ る 、 請 求 項 ８ 又 は ９ に 記 載 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 １ １ 】

製 造 対 象 で あ る 前 記 ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 が 、 α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 α ガ ラ ク

ト シ ル メ リ ビ オ ー ス 、 及 び β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ガ ラ ク

ト シ ル オ リ ゴ 糖 で あ る 、 請 求 項 ８ ～ １ ０ の い ず れ か に 記 載 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 １ ２ 】

前 記 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が ア ス ペ ル ギ ル ス 属 に 属 す る 生 物 に 由 来 す る 、 請 求 項 ８ ～ １ １ の い

ず れ か に 記 載 の 製 造 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 分 泌 促 進 剤 、 及 び 該 剤 に 含 有 さ れ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖

の 効 率 的 な 製 造 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 生 体 に お い て 、 粘 膜 は 、 細 菌 や ウ イ ル ス 等 の 微 生 物 、 各 種 抗 原 、 毒 素 等 に さ ら さ れ て い

る の で 、 こ れ ら に 対 す る 防 御 機 構 が 存 在 す る 。 そ の 一 つ と し て 、 腸 管 免 疫 等 の 粘 膜 免 疫 機

構 が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 腸 粘 膜 に お い て は 、 パ イ エ ル 板 の 免 疫 細 胞 に よ っ て 免 疫 グ ロ

ブ リ ン Ａ が 分 泌 さ れ 、 こ れ に よ り 、 微 生 物 の 腸 粘 膜 か ら の 侵 入 阻 止 、 毒 素 の 中 和 、 ア レ ル

ゲ ン の 侵 入 阻 止 、 腸 内 共 生 菌 の 制 御 が 行 わ れ て い る 。 し た が っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ の 分

泌 を 促 進 す れ ば 、 粘 膜 免 疫 が 活 性 化 さ れ 、 病 原 体 感 染 や そ の 毒 素 に よ る 中 毒 等 に 対 し て よ

り 抵 抗 力 が 高 ま る と 考 え ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 一 方 、 ガ ラ ク ト シ ル ラ ク ト ー ス 等 の ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 は ヒ ト 母 乳 に 含 ま れ る 成 分 で

あ り 、 そ の 安 全 性 は 高 い と い わ れ て い る 。 特 定 の ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 は 、 ビ フ ィ ズ ス 菌

増 殖 促 進 活 性 を 有 す る こ と が 知 ら れ て お り （ 特 許 文 献 １ ） 、 ま た 、 ビ フ ィ ズ ス 菌 は 免 疫 グ

ロ ブ リ ン Ａ の 分 泌 を 促 進 す る と も い わ れ て い る 。 し か し 、 ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 に つ い て
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は 、 免 疫 を 抑 制 す る こ と も 報 告 さ れ て い る こ と か ら （ 特 許 文 献 ２ 及 び ３ ） 、 ガ ラ ク ト シ ル

オ リ ゴ 糖 が 免 疫 機 構 に 対 し て ど の よ う な 作 用 を 有 す る か は 、 予 測 で き な い の が 現 状 で あ る

。 ま た 、 仮 に ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ の 分 泌 を 促 進 で き る と し て も 、 ビ

フ ィ ズ ス 菌 増 殖 を 介 す る 場 合 で あ れ ば 、 ビ フ ィ ズ ス 菌 が 少 な い （ 或 い は 全 く な い ） 粘 膜 に

対 し て 、 又 は ビ フ ィ ズ ス 菌 の 保 持 量 が 少 な い （ 或 い は 全 く な い ） 高 齢 者 や 抗 生 物 質 服 用 者

に 対 し て は 、 そ の 効 果 を 見 込 む こ と は で き な い 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 は 、 効 率 性 等 の 観 点 か ら は 酵 素 反 応 に よ り 製 造 す る こ と が 望 ま し

い 。 し か し 、 酵 素 反 応 で は 、 目 的 の 糖 と 分 子 量 が 近 い 副 産 物 も 生 成 さ れ 易 く 、 こ の 場 合 は

カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 で 目 的 の 糖 を 高 純 度 で 精 製 す る こ と が 困 難 で あ る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 ５ － １ ４ ０ １ ７ ８ 号 公 報

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ０ ４ ０ ７ ７ ９ 号 公 報

【 特 許 文 献 ３ 】 特 表 ２ ０ ０ ０ － ５ １ ６ ５ ９ １ 号 公 報

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 は 、 安 全 性 が 高 い と い わ れ て い る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 有 効 成 分 と し 、 且 つ ビ

フ ィ ズ ス 菌 等 の 細 菌 を 介 さ ず と も 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ の 分 泌 を 促 進 で き る 剤 を 提 供 す る こ と

を 課 題 と す る 。 さ ら に は 、 該 ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 、 効 率 的 に 、 且 つ 副 産 物 （ 特 に 、 目

的 の 糖 と 分 子 量 の 近 い 糖 ） の 生 成 を 抑 え て 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 者 は 鋭 意 研 究 を 進 め た 結 果 、 特 定 の ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 （ α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク

チ ュ ロ ー ス 、 β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 α ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス 、 又 は β ガ ラ

ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス ） が ビ フ ィ ズ ス 菌 の 非 存 在 下 で あ っ て も 、 免 疫 細 胞 に 直 接 作 用 す る

こ と に よ り 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ （ 本 明 細 書 に お い て 、 「 IgA」 と 示 す こ と も あ る 。 ） の 分 泌

を 促 進 で き る こ と を 見 出 し た 。 さ ら に 、 特 定 の 糖 受 容 体 と ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 と を ガ ラ ク

ト シ ダ ー ゼ の 存 在 下 で 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 こ れ ら の ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 効 率 的 に

、 且 つ 副 産 物 の 生 成 を 抑 え て 製 造 で き る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 は 、 こ れ ら の 知 見 に 基 づ

い て さ ら に 研 究 を 重 ね た 結 果 、 完 成 さ れ た も の で あ る 。 即 ち 、 本 発 明 は 、 下 記 の 態 様 を 包

含 す る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 即 ち 、 本 発 明 は 、 下 記 の 態 様 を 包 含 す る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 項 １ ． 　 α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 α ガ ラ ク ト

シ ル メ リ ビ オ ー ス 、 及 び β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と

も １ 種 の ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 含 有 す る 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 分 泌 促 進 剤 ．

　 項 ２ ． 　 ビ フ ィ ズ ス 菌 非 介 在 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 分 泌 促 進 剤 で あ る 、 項 １ に 記 載 の 剤 ．

　 項 ３ ． 　 前 記 ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 の 含 有 量 が 、 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 産 生 促 進 剤 が 含

有 す る オ リ ゴ 糖 １ ０ ０ 質 量 ％ に 対 し て ８ ０ 質 量 ％ 以 上 で あ る 、 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 剤 ．

　 項 ４ ． 　 前 記 ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 が 、 α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 α ガ ラ ク ト シ

ル メ リ ビ オ ー ス 、 及 び β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も

１ 種 で あ る 、 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の 剤 ．

　 項 ５ ． 　 経 口 製 剤 形 態 で あ る 、 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 剤 ．

　 項 ６ ． 　 α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 α ガ ラ ク ト

シ ル メ リ ビ オ ー ス 、 及 び β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と

も １ 種 の ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 含 有 す る 、 粘 膜 免 疫 賦 活 剤 ．
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　 項 ７ ． 　 前 記 粘 膜 が 腸 粘 膜 で あ る 、 項 ６ に 記 載 の 剤 ．

　 項 ８ ． 　 メ リ ビ オ ー ス 及 び ラ ク チ ュ ロ ー ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 糖 受 容 体 と 、

ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 と を

ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 存 在 下 で 反 応 さ せ る 工 程 を 含 む 、

α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 α ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ

オ ー ス 、 及 び β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ

糖 の 製 造 方 法 ．

　 項 ９ ． 　 前 記 反 応 時 の 温 度 が ２ ０ ℃ 以 上 ４ ０ ℃ 未 満 で あ る 、 項 ８ に 記 載 の 製 造 方 法 ．

　 項 １ ０ ． 　 反 応 液 中 の 前 記 糖 受 容 体 及 び 前 記 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 の 合 計 含 有 量 が 、 反 応

溶 媒 １ ０ ０ 質 量 ％ に 対 し て ２ ０ ～ ８ ０ 質 量 ％ で あ る 、 項 ８ 又 は ９ に 記 載 の 製 造 方 法 ．

　 項 １ １ ． 　 製 造 対 象 で あ る 前 記 ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 が 、 α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー

ス 、 α ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス 、 及 び β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス か ら な る 群 よ り 選 択

さ れ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 で あ る 、 項 ８ ～ １ ０ の い ず れ か に 記 載 の 製 造 方 法 ．

　 項 １ ２ ． 　 前 記 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が ア ス ペ ル ギ ル ス 属 に 属 す る 生 物 に 由 来 す る 、 項 ８ ～

１ １ の い ず れ か に 記 載 の 製 造 方 法 ．

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 ビ フ ィ ズ ス 菌 等 の 細 菌 を 介 さ ず と も 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ の 分 泌 を 促 進 で

き る 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 分 泌 促 進 剤 を 提 供 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ

分 泌 促 進 剤 は 、 ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る の で 、 安 全 性 が 高 い と 考

え ら れ る 。 ま た 、 有 効 成 分 で あ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 は 口 腔 内 の ｐ Ｈ 低 下 を 引 き 起 こ し

難 い こ と か ら 、 本 発 明 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 分 泌 促 進 剤 は 経 口 摂 取 し て も う 触 を 引 き 起 こ し

難 い 。 さ ら に 、 有 効 成 分 で あ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 は ビ フ ィ ズ ス 菌 増 殖 活 性 を も 有 す る

の で 、 本 発 明 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 分 泌 促 進 剤 は 、 粘 膜 免 疫 賦 活 に よ る 効 果 （ 抵 抗 力 向 上 等

） の み な ら ず 、 腸 内 フ ロ ー ラ 改 善 に よ る 効 果 （ 消 化 吸 収 促 進 、 便 通 の 改 善 、 老 化 防 止 等 ）

を も 発 揮 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 有 効 成 分 で あ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 、 効 率 的 に 、 且 つ 副 産 物 （ 特

に 、 目 的 の 糖 と 分 子 量 の 近 い 糖 ） の 生 成 を 抑 え て 製 造 す る こ と が 可 能 と な る 。 こ れ に よ り

、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 分 泌 促 進 活 性 が 高 い 、 有 効 成 分 で あ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 、 高 純

度 で 含 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 分 泌 促 進 剤 を 提 供 す る こ と が 可 能 と な る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ２ 】

【 図 １ 】 パ イ エ ル 板 細 胞 培 養 上 清 の IgAレ ベ ル の 測 定 結 果 を 示 す （ 実 施 例 ５ ） 。 縦 軸 は 、

測 定 さ れ た IgA濃 度 （ ng / mL） を 示 す 。 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル に 対 す る P値 が 0.01以 下

を 「 **」 で 示 す 。

【 図 ２ 】 ビ フ ィ ズ ス 菌 培 養 液 の 濁 度 の 測 定 結 果 を 示 す （ 実 施 例 ６ ） 。 縦 軸 は 、 濁 度 (O D 6 0 0

)を 示 す 。 横 軸 は 培 養 開 始 か ら の 経 過 時 間 （ 単 位 ： 時 間 ） を 示 す 。

【 図 ３ 】 ビ フ ィ ズ ス 菌 培 養 液 の 濁 度 の 測 定 結 果 を 示 す （ 実 施 例 ６ ） 。 縦 軸 は 、 濁 度 (O D 6 0 0

)を 示 す 。 横 軸 は 培 養 開 始 か ら の 経 過 時 間 （ 単 位 ： 時 間 ） を 示 す 。

【 図 ４ 】 ビ フ ィ ズ ス 菌 培 養 液 の 濁 度 の 測 定 結 果 を 示 す （ 実 施 例 ６ ） 。 縦 軸 は 、 濁 度 (O D 6 0 0

)を 示 す 。 横 軸 は 培 養 開 始 か ら の 経 過 時 間 （ 単 位 ： 時 間 ） を 示 す 。

【 図 ５ 】 唾 液 及 び 糖 の 混 合 液 の pH測 定 結 果 を 示 す （ 実 施 例 ７ ） 。 縦 軸 は 、 測 定 さ れ た pHを

示 す 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 １ ． 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 分 泌 促 進 剤

　 本 発 明 は 、 α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 α ガ ラ ク

ト シ ル メ リ ビ オ ー ス 、 及 び β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く

と も １ 種 の ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 含 有 す る 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 分 泌 促 進 剤 （ 本 明 細 書 に
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お い て 、 「 本 発 明 の 剤 」 と 示 す こ と も あ る ） に 関 す る 。 以 下 、 こ れ に つ い て 説 明 す る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス は 、 ガ ラ ク ト ー ス の ア ノ マ ー 炭 素 上 の 水 酸 基 と ラ ク チ ュ

ロ ー ス の 非 還 元 末 端 の 水 酸 基 と が α グ リ コ シ ド 結 合 し て な る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 で あ り

、 こ の 限 り に お い て 特 に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス は 、 ガ ラ ク ト ー ス の ア ノ マ ー 炭 素 上 の 水 酸 基 と ラ ク チ ュ

ロ ー ス の 非 還 元 末 端 の 水 酸 基 と が β グ リ コ シ ド 結 合 し て な る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 で あ り

、 こ の 限 り に お い て 特 に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 α ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス は 、 ガ ラ ク ト ー ス の ア ノ マ ー 炭 素 上 の 水 酸 基 と メ リ ビ オ ー

ス の 非 還 元 末 端 の 水 酸 基 と が α グ リ コ シ ド 結 合 し て な る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 で あ り 、 こ

の 限 り に お い て 特 に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス は 、 ガ ラ ク ト ー ス の ア ノ マ ー 炭 素 上 の 水 酸 基 と メ リ ビ オ ー

ス の 非 還 元 末 端 の 水 酸 基 と が β グ リ コ シ ド 結 合 し て な る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 で あ り 、 こ

の 限 り に お い て 特 に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 有 効 成 分 で あ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 は 、 好 ま し く は α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、

α ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス 、 及 び β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ

る 少 な く と も １ 種 で あ る 。 ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 は 、 よ り 高 い 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 分 泌 作 用

を 有 す る と い う 観 点 か ら は 、 好 ま し く は α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 β ガ ラ ク ト シ ル

ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 及 び β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も

１ 種 で あ り 、 よ り 好 ま し く は α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 及 び β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ

オ ー ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は α ガ ラ ク ト シ

ル ラ ク チ ュ ロ ー ス で あ る 。 ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 は 、 う 触 原 性 が 低 い と い う 観 点 か ら 、 好

ま し く は α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス か ら な る 群 よ り

選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 で あ る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 は 、 １ 種 単 独 で 用 い て も よ い し 、 ２ 種 以 上 を 組 み 合 わ せ て 用 い て

も よ い 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 の 剤 の 用 途 は 、 本 発 明 の 効 果 を 奏 す れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の 剤 は 、 例 え

ば 医 薬 品 、 健 康 増 進 剤 、 栄 養 補 助 剤 （ サ プ リ メ ン ト 等 ） 、 食 品 添 加 剤 等 に 利 用 で き る 。 ま

た 、 本 発 明 の 剤 は 、 腸 管 免 疫 療 法 、 サ プ リ メ ン ト 療 法 等 に 好 適 に 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 の 剤 の 製 剤 形 態 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 本 発 明 の 剤 の 用 途 に 応 じ て 、 各 用 途 に お い

て 通 常 使 用 さ れ る 製 剤 形 態 を と る こ と が で き る 。 製 剤 形 態 と し て は 、 用 途 が 医 薬 品 、 健 康

増 進 剤 、 栄 養 補 助 剤 （ サ プ リ メ ン ト 等 ） 等 で あ る 場 合 は 、 例 え ば 錠 剤 （ 口 腔 内 側 崩 壊 錠 、

咀 嚼 可 能 錠 、 発 泡 錠 、 ト ロ ー チ 剤 、 ゼ リ ー 状 ド ロ ッ プ 剤 な ど を 含 む ） 、 丸 剤 、 顆 粒 剤 、 細

粒 剤 、 散 剤 、 硬 カ プ セ ル 剤 、 軟 カ プ セ ル 剤 、 ド ラ イ シ ロ ッ プ 剤 、 液 剤 （ ド リ ン ク 剤 、 懸 濁

剤 、 シ ロ ッ プ 剤 を 含 む ） 、 ゼ リ ー 剤 な ど の 経 口 摂 取 に 適 し た 製 剤 形 態 （ 経 口 製 剤 形 態 ） 、

注 射 剤 、 貼 付 剤 、 ロ ー シ ョ ン 剤 、 ク リ ー ム 剤 な ど の 非 経 口 摂 取 に 適 し た 製 剤 形 態 （ 非 経 口

製 剤 形 態 ） が 挙 げ ら れ 、 好 ま し く は 経 口 製 剤 形 態 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 用 途 が 食 品 添 加 剤

等 で あ る 場 合 は 、 製 剤 形 態 と し て 、 例 え ば 液 剤 、 顆 粒 剤 、 散 剤 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 発 明 の 剤 は 、 有 効 成 分 で あ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 の み か ら な る も の で あ っ て も よ い

し 、 こ の 他 に 、 用 途 あ る い は 製 剤 形 態 に 応 じ て 、 他 の 成 分 が 適 宜 配 合 さ れ て い て も よ い 。

他 の 成 分 と し て は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 類 、 ア ル コ ー ル 類 、 多 価 ア ル

コ ー ル 類 、 糖 類 、 ガ ム 質 、 多 糖 類 な ど の 高 分 子 化 合 物 、 界 面 活 性 剤 、 防 腐 ・ 抗 菌 ・ 殺 菌 剤
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、 ｐ Ｈ 調 整 剤 、 キ レ ー ト 剤 、 抗 酸 化 剤 、 酵 素 成 分 、 結 合 剤 、 崩 壊 剤 、 滑 沢 剤 、 流 動 化 剤 、

清 涼 化 剤 の 他 、 ミ ネ ラ ル 類 、 細 胞 賦 活 剤 、 滋 養 強 壮 剤 、 賦 形 剤 、 増 粘 剤 、 安 定 化 剤 、 保 存

剤 、 等 張 化 剤 、 分 散 剤 、 吸 着 剤 、 崩 壊 補 助 剤 、 湿 潤 剤 ま た は 湿 潤 調 節 剤 、 防 湿 剤 、 着 色 料

、 着 香 剤 ま た は 香 料 、 芳 香 剤 、 還 元 剤 、 可 溶 化 剤 、 溶 解 補 助 剤 、 発 泡 剤 、 粘 稠 剤 ま た は 粘

稠 化 剤 、 溶 剤 、 基 剤 、 乳 化 剤 、 可 塑 剤 、 緩 衝 剤 、 光 沢 化 剤 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 の 剤 が 有 効 成 分 で あ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 以 外 の 他 の 成 分 を 含 有 す る 場 合 、 ガ

ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 の 含 有 量 は 、 本 発 明 の 剤 の 用 途 や 製 剤 形 態 に 応 じ て 、 そ の 効 果 を 発 揮

で き る 含 有 量 で あ る 限 り 特 に 限 定 さ れ な い 。 含 有 量 は 、 本 発 明 の 剤 １ ０ ０ 質 量 ％ に 対 し て

、 例 え ば ０ ． １ ～ ９ ０ 質 量 ％ で あ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 後 述 の 本 発 明 の 製 造 方 法 に よ っ て 、 有 効 成 分 で あ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 、 副 産 物 （

特 に 、 目 的 の 糖 と 分 子 量 の 近 い 糖 ） の 生 成 を 抑 え て 製 造 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、

こ の 方 法 を 利 用 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 剤 に は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 分 泌 促 進 作 用 が 高 い

有 効 成 分 で あ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 、 こ の 作 用 が 比 較 的 低 い と 思 わ れ る そ の 他 の オ リ

ゴ 糖 の 混 入 を よ り 低 減 し つ つ も 、 よ り 多 く 配 合 す る こ と が 可 能 と な る 。 こ の 観 点 か ら 、 有

効 成 分 で あ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 の 含 有 量 は 、 本 発 明 の 剤 が 含 有 す る オ リ ゴ 糖 １ ０ ０ 質

量 ％ に 対 し て 、 例 え ば ８ ０ 質 量 ％ 以 上 、 好 ま し く は ９ ０ 質 量 ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ９ ５

質 量 ％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ９ ７ 質 量 ％ 以 上 、 よ り さ ら に 好 ま し く は ９ ９ 質 量 ％ 以 上 、

特 に 好 ま し く は １ ０ ０ 質 量 ％ で あ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 の 剤 を 、 医 薬 品 、 健 康 増 進 剤 、 栄 養 補 助 剤 （ サ プ リ メ ン ト 等 ） 等 と し て 摂 取 さ せ

る 場 合 、 そ の 摂 取 量 は 、 症 状 、 被 摂 取 者 の 年 齢 、 体 重 、 製 剤 形 態 等 に 応 じ て 適 宜 設 定 す る

こ と が で き る 。 摂 取 量 は 、 例 え ば 、 成 人 １ 日 あ た り 、 有 効 成 分 で あ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ

糖 の 摂 取 量 が ０ ． ０ １ ｇ ～ １ ０ ０ ｇ と な る よ う な 量 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 摂 取 は 、 １ 日 １

回 で も よ い が 、 複 数 回 （ 例 え ば ２ ～ ４ 回 ） に 分 け て 行 っ て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 の 剤 を 、 食 品 添 加 剤 等 と し て 使 用 す る 場 合 、 そ の 添 加 量 は 、 食 品 の 種 類 等 に 応 じ

て 適 宜 設 定 す る こ と が で き る 。 添 加 量 は 、 例 え ば 、 成 人 が １ 日 に 摂 取 す る 量 の 食 品 中 の 有

効 成 分 で あ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 が 例 え ば ０ ． ０ １ ｇ ～ １ ０ ０ ｇ と な る よ う な 量 が 挙 げ

ら れ る 。 本 発 明 の 剤 を 食 品 に 配 合 す る 方 法 は 、 食 品 の 種 類 等 に 応 じ て 適 宜 設 定 す る こ と が

で き る 。 例 え ば 、 食 品 中 に 本 発 明 の 剤 を 混 合 し て も よ く 、 食 品 を 、 本 発 明 の 剤 を 含 有 す る

水 溶 液 中 に 浸 漬 し て も よ く 、 ま た は 食 品 に 本 発 明 の 剤 を 噴 霧 し て も よ い 。 噴 霧 す る 場 合 は

、 エ タ ノ ー ル な ど の 揮 発 性 溶 媒 に 本 発 明 の 剤 を 混 合 し て 噴 霧 す る こ と が で き る 。 さ ら に 本

発 明 の 剤 は 、 例 え ば 、 食 品 を 加 熱 し て 加 工 す る 場 合 、 加 熱 の 前 後 い ず れ の 食 品 素 材 に 対 し

て も 処 理 が 行 わ れ て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 の 剤 は 、 粘 膜 （ 例 え ば 、 頬 側 粘 膜 、 胃 粘 膜 、 腸 粘 膜 、 嗅 上 皮 、 口 腔 粘 膜 、 子 宮 内

膜 等 、 好 ま し く は 腸 粘 膜 ） 上 へ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ の 分 泌 を 促 進 す る こ と が で き る 。 こ れ

に よ り 、 粘 膜 免 疫 が 活 性 化 さ れ 、 病 原 体 感 染 や そ の 毒 素 に よ る 中 毒 等 に 対 し て よ り 抵 抗 力

が 高 ま る 。 こ の 観 点 か ら 、 本 発 明 の 剤 の 有 効 成 分 は 、 粘 膜 （ 例 え ば 、 頬 側 粘 膜 、 胃 粘 膜 、

腸 粘 膜 、 嗅 上 皮 、 口 腔 粘 膜 、 子 宮 内 膜 等 、 好 ま し く は 腸 粘 膜 ） 免 疫 賦 活 剤 の 有 効 成 分 と し

て も 有 用 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の 剤 の 有 効 成 分 は 、 ビ フ ィ ズ ス 菌 増 殖 活 性 を も 有 す る の で

、 ビ フ ィ ズ ス 菌 増 殖 促 進 剤 、 腸 内 フ ロ ー ラ 改 善 剤 、 消 化 吸 収 促 進 剤 、 便 通 改 善 剤 、 老 化 防

止 剤 等 の 有 効 成 分 と し て も 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 本 発 明 の 剤 の 有 効 成 分 で あ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 は 、 ビ フ ィ ズ ス 菌 等 の 細 菌 の 非 存 在

下 で あ っ て も 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 分 泌 促 進 作 用 を 発 揮 す る こ と が で き る 。 こ の た め 、 本 発

明 の 剤 は 、 よ り 好 適 に は 、 細 菌 （ 好 ま し く は ビ フ ィ ズ ス 菌 ） 非 介 在 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 分

泌 促 進 剤 と し て 用 い る こ と が で き る 。 ビ フ ィ ズ ス 菌 非 介 在 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 分 泌 促 進 剤
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と し て 用 い る 場 合 、 ビ フ ィ ズ ス 菌 の 保 持 量 が 少 な い （ 或 い は 全 く な い ） 粘 膜 或 い は 検 体 （

高 齢 者 や 抗 生 物 質 服 用 者 ） に 対 し て も 、 効 果 的 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ の 分 泌 を 促 進 す る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 ２ ． ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 の 製 造 方 法

　 本 発 明 は 、 メ リ ビ オ ー ス 及 び ラ ク チ ュ ロ ー ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 糖 受 容 体 と 、 ガ

ラ ク ト ー ス 供 与 体 と を ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 存 在 下 で 反 応 さ せ る 工 程 を 含 む 、 α ガ ラ ク ト シ

ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 α ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス 、 及 び

β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 の 製 造 方 法

（ 本 明 細 書 に お い て 、 「 本 発 明 の 製 造 方 法 」 と 示 す こ と も あ る ） に 関 す る 。 以 下 、 こ れ に

つ い て 説 明 す る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 糖 受 容 体 は 、 製 造 対 象 の ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 に 応 じ て 適 宜 選 択 さ れ る 。 製 造 対 象 が α

ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 又 は β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス で あ る 場 合 は 、 糖 受 容 体

と し て ラ ク チ ュ ロ ー ス が 選 択 さ れ 、 製 造 対 象 が α ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス 又 は β ガ ラ ク

ト シ ル メ リ ビ オ ー ス で あ る 場 合 は 、 糖 受 容 体 と し て メ リ ビ オ ー ス が 選 択 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 、 製 造 対 象 の ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 に 応 じ て 適 宜 選 択 さ れ る 。 製 造

対 象 が α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 又 は α ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス で あ る 場 合 は 、 ガ

ラ ク ト シ ダ ー ゼ と し て α ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が 選 択 さ れ 、 製 造 対 象 が β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ

ュ ロ ー ス 又 は β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス で あ る 場 合 は 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と し て β ガ ラ

ク ト シ ダ ー ゼ が 選 択 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 α ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 、 EC番 号 EC 3.2.1.22に 分 類 さ れ る 酵 素 で あ り 、 そ の 限 り に お い

て 特 に 限 定 さ れ な い 。 α ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と し て は 、 種 々 の 生 物 由 来 の も の を 使 用 す る こ

と が で き る 。 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 属 生 物 （ 好 ま し く は ア ス ペ ル ギ ル ス ニ ガ ー ） 、 コ

ー ヒ ー 豆 、 Xanthomonas属 生 物 （ 好 ま し く は Xanthomonas manihotis） 等 に 由 来 す る α ガ ラ

ク ト シ ダ ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 中 で も 、 製 造 対 象 で あ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 、

効 率 的 に 、 且 つ 副 産 物 （ 特 に 、 目 的 の 糖 と 分 子 量 の 近 い 糖 ） の 生 成 を 抑 え て 製 造 で き る と

い う 観 点 か ら 、 好 ま し く は ア ス ペ ル ギ ル ス 属 生 物 由 来 、 よ り 好 ま し く は ア ス ペ ル ギ ル ス

ニ ガ ー 由 来 の α ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。 α ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と し て は １ 種 単 独 を

用 い て も よ い し 、 ２ 種 以 上 の 組 み 合 わ せ を 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 、 EC番 号 EC 3.2.1.23に 分 類 さ れ る 酵 素 で あ り 、 そ の 限 り に お い

て 特 に 限 定 さ れ な い 。 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と し て は 、 種 々 の 生 物 由 来 の も の を 使 用 す る こ

と が で き る 。 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 属 生 物 （ 好 ま し く は ア ス ペ ル ギ ル ス オ リ ゼ ） 、 ウ

シ （ 精 巣 、 肝 臓 等 ） 、 大 腸 菌 、 Xanthomonas manihotis、 Bacteroides fragilis、 Jack be

an、 Streptococcus pneumonia、 Kluyveromyces lactis、 Xanthomonas sp等 に 由 来 す る β

ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 中 で も 、 製 造 対 象 で あ る ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖

を 、 効 率 的 に 、 且 つ 副 産 物 （ 特 に 、 目 的 の 糖 と 分 子 量 の 近 い 糖 ） の 生 成 を 抑 え て 製 造 で き

る と い う 観 点 か ら 、 好 ま し く は ア ス ペ ル ギ ル ス 属 生 物 由 来 、 よ り 好 ま し く は ア ス ペ ル ギ ル

ス オ リ ゼ 由 来 の β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と し て は １ 種 単

独 を 用 い て も よ い し 、 ２ 種 以 上 の 組 み 合 わ せ を 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 、 担 体 に 固 定 化 さ れ た ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で あ っ て も よ い 。 ガ ラ ク ト

シ ダ ー ゼ を 担 体 に 固 定 化 す る 方 法 は 、 公 知 の 方 法 を 採 用 す る こ と が で き る 。 担 体 は 、 ガ ラ

ク ト シ ダ ー ゼ を 固 定 化 で き る 限 り に お い て 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に 含

ま れ る ア ミ ノ 基 と ア ミ ド 結 合 で き る カ ル ボ キ シ ル 基 を 有 す る 担 体 が 挙 げ ら れ る 。 具 体 例 と

し て は 、 カ ル ボ キ シ ル 基 を Ｎ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド （ Ｎ Ｈ Ｓ ） で エ ス テ ル 化 し た セ

フ ァ ロ ー ス （ 担 体 ） の 活 性 化 エ ス テ ル 基 と 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の ア ミ ノ 基 と を ア ミ ド 結 合
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さ せ る こ と に よ り 、 担 体 に ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 固 定 化 す る こ と が で き る 。 ま た 、 他 の 具 体

例 と し て は 、 担 体 を 臭 化 シ ア ン で 活 性 化 し て 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の ア ミ ノ 基 と ア ミ ド 結 合

さ せ る 固 定 化 方 法 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 は 、 ガ ラ ク ト ー ス を 供 与 で き る 糖 で あ る 限 り 特 に 限 定 さ れ な い が 、

例 え ば ガ ラ ク ト ー ス 、 又 は 構 成 単 糖 と し て ガ ラ ク ト ー ス を 含 む オ リ ゴ 糖 （ 好 ま し く は ２ 糖

） が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な オ リ ゴ 糖 は 、 本 発 明 の 製 造 方 法 で 用 い る ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に

よ っ て 分 解 さ れ て ガ ラ ク ト ー ス を 生 じ 得 る オ リ ゴ 糖 で あ る 限 り 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば ガ

ラ ク ト ー ス の ア ノ マ ー 炭 素 上 の 水 酸 基 と 単 糖 又 は オ リ ゴ 糖 の 水 酸 基 と が グ リ コ シ ド 結 合 し

て な る オ リ ゴ 糖 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 発 明 の 製 造 方 法 で 用 い る ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が α ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で あ る 場 合 、 ガ ラ ク

ト ー ス 供 与 体 と し て 用 い 得 る オ リ ゴ 糖 と し て は 、 例 え ば メ リ ビ オ ー ス 、 メ リ ビ ウ ロ ー ス 、

ガ ラ ク ト ス ク ロ ー ス 、 α (1-2)ガ ラ ビ オ ー ス 、 α (1-3)ガ ラ ビ オ ー ス 、 α (1-6)ガ ラ ビ オ ー

ス 、 α (1-4)ガ ラ ビ オ ー ス 、 メ リ ビ オ サ ミ ン 、 N－ ア セ チ ル メ リ ビ オ サ ミ ン 、 α － Ｐ Ｎ Ｐ ガ

ラ ク ト ー ス 等 が 挙 げ ら れ 、 本 発 明 の 製 造 方 法 で 用 い る ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が β ガ ラ ク ト シ ダ

ー ゼ で あ る 場 合 、 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 と し て 用 い 得 る オ リ ゴ 糖 と し て は 、 例 え ば ラ ク チ ュ

ロ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 ネ オ ラ ク ト ー ス 、 β － Ｐ Ｎ Ｐ ガ ラ ク ト ー ス 、 ア ロ ラ ク ト ー ス 、 Ｎ －

ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ン 、 Ｎ － ア セ チ ル ア ロ ラ ク ト サ ミ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 こ れ ら の 中 で も 、 製 造 対 象 の ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 、 効 率 的 に 、 且 つ 副 産 物 （ 特 に 、

目 的 の 糖 と 分 子 量 の 近 い 糖 ） の 生 成 を 抑 え て 製 造 で き る と い う 観 点 か ら 好 ま し い ガ ラ ク ト

ー ス 供 与 体 と し て は 、 製 造 対 象 が α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス の 場 合 は ガ ラ ク ト ー ス が

挙 げ ら れ 、 製 造 対 象 が β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス の 場 合 は ラ ク チ ュ ロ ー ス が 挙 げ ら れ

（ こ の 場 合 、 ラ ク チ ュ ロ ー ス は ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 及 び 糖 受 容 体 の 両 方 と し て 機 能 す る ）

、 製 造 対 象 が α ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス の 場 合 は メ リ ビ オ ー ス が 挙 げ ら れ （ こ の 場 合 、

メ リ ビ オ ー ス は ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 及 び 糖 受 容 体 の 両 方 と し て 機 能 す る ） 、 製 造 対 象 が β

ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス の 場 合 は ラ ク ト ー ス が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 と し て は １ 種 単 独 を 用 い て も よ い し 、 ２ 種 以 上 の 組 み 合 わ せ を 用 い

て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 反 応 は 、 適 当 な 溶 媒 中 で 行 う 。 溶 媒 と し て は 、 糖 受 容 体 及 び ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 を 溶 解

さ せ る こ と が で き 、 且 つ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が 失 活 し な い 溶 媒 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。

こ の よ う な 溶 媒 と し て は 、 例 え ば 、 水 、 酢 酸 緩 衝 液 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 ク エ ン 酸 緩 衝 液 、 ホ

ウ 酸 緩 衝 液 、 酒 石 酸 緩 衝 液 、 ト リ ス 緩 衝 液 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 等 が 挙 げ ら れ 、 好 ま し

く は 水 、 酢 酸 緩 衝 液 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 溶 媒 に は 、 少 量 の 有 機 溶 媒 が 混 入 し て い て も

よ い 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 反 応 温 度 は 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が 失 活 し な い 温 度 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 製 造 対

象 の ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 、 効 率 的 に 、 且 つ 副 産 物 （ 特 に 、 目 的 の 糖 と 分 子 量 の 近 い 糖

） の 生 成 を 抑 え て 製 造 で き る と い う 観 点 か ら は 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 至 適 温 度 よ り 低 温 で

あ る こ と が 好 ま し い 。 よ り 具 体 的 に は 、 反 応 温 度 と し て は 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 至 適 温 度

よ り も 、 例 え ば １ ０ ～ ４ ０ ℃ 、 好 ま し く は １ ５ ～ ３ ５ ℃ 、 よ り 好 ま し く は ２ ０ ～ ３ ５ ℃ 、

さ ら に 好 ま し く は ２ ３ ～ ３ ２ ℃ 低 い 温 度 が 挙 げ ら れ る 。 同 様 の 観 点 か ら 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー

ゼ の 至 適 温 度 が ５ ５ ～ ６ ０ ℃ で あ る 場 合 、 反 応 温 度 と し て は 、 例 え ば 、 １ ５ ℃ ～ ５ ０ ℃ 、

好 ま し く は ２ ０ ～ ４ ５ ℃ 、 よ り 好 ま し く は ２ ０ ～ ４ ０ ℃ 、 さ ら に 好 ま し く は ２ ５ ～ ４ ０ ℃

、 よ り さ ら に 好 ま し く は ２ ５ ～ ３ ５ ℃ が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 反 応 時 間 は 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 酵 素 活 性 が 十 分 に 発 揮 で き る 限 り 特 に 限 定 さ れ な い 。
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反 応 時 間 は 、 例 え ば １ ～ ２ ０ ０ 時 間 、 好 ま し く は ５ ～ ２ ０ ０ 時 間 、 よ り 好 ま し く は １ ０ ～

１ ７ ０ 時 間 で あ る 。 製 造 対 象 の ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 、 効 率 的 に 、 且 つ 副 産 物 （ 特 に 、

目 的 の 糖 と 分 子 量 の 近 い 糖 ） の 生 成 を 抑 え て 製 造 で き る と い う 観 点 か ら 好 ま し い 反 応 時 間

は 、 製 造 対 象 が α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス の 場 合 は １ ０ ０ ～ ２ ０ ０ 時 間 （ よ り 好 ま し

く は １ ３ ０ ～ ２ ０ ０ 時 間 、 さ ら に 好 ま し く は １ ５ ０ ～ １ ９ ０ 時 間 ） 、 製 造 対 象 が β ガ ラ ク

ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス の 場 合 は ５ ～ ５ ０ 時 間 （ よ り 好 ま し く は １ ２ ～ ３ ６ 時 間 、 さ ら に 好

ま し く は １ ８ ～ ３ ０ 時 間 ） 、 製 造 対 象 が α ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス の 場 合 は ４ ０ ～ １ ５

０ 時 間 （ よ り 好 ま し く は ６ ０ ～ １ ３ ０ 時 間 、 さ ら に 好 ま し く は ８ ０ ～ １ ２ ０ 時 間 ） 、 製 造

対 象 が β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス の 場 合 は １ ～ ２ ４ 時 間 （ よ り 好 ま し く は ４ ～ １ ８ 時 間

、 さ ら に 好 ま し く は ８ ～ １ ６ 時 間 ） で あ る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 反 応 ｐ Ｈ は 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 酵 素 活 性 が 十 分 に 発 揮 さ れ る 限 り 特 に 限 定 さ れ な い 。

反 応 ｐ Ｈ は 、 例 え ば ｐ Ｈ ３ ～ １ ０ 、 好 ま し く は ｐ Ｈ ４ ～ ６ で あ る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 と 糖 受 容 体 と が 互 い に 異 な る 場 合 、 反 応 に お け る 、 ガ ラ ク ト ー ス 供

与 体 及 び 糖 受 容 体 の モ ル 比 は 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に よ る 酵 素 反 応 が 起 こ る 限 り 特 に 限 定 さ

れ な い 。 該 モ ル 比 は 、 製 造 対 象 の ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 、 効 率 的 に 、 且 つ 副 産 物 （ 特 に

、 目 的 の 糖 と 分 子 量 の 近 い 糖 ） の 生 成 を 抑 え て 製 造 で き る と い う 観 点 か ら は 、 例 え ば 、 ガ

ラ ク ト ー ス 供 与 体 １ モ ル に 対 し て 、 糖 受 容 体 が 、 例 え ば ０ ． ５ ～ １ ５ モ ル 、 好 ま し く は １

～ １ ０ モ ル 、 よ り 好 ま し く は ２ ～ ８ モ ル 、 さ ら に 好 ま し く は ３ ～ ７ モ ル で あ る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 製 造 対 象 の ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 、 効 率 的 に 、 且 つ 副 産 物 （ 特 に 、 目 的 の 糖 と 分 子 量

の 近 い 糖 ） の 生 成 を 抑 え て 製 造 で き る と い う 観 点 か ら 、 反 応 液 中 の 糖 受 容 体 及 び ガ ラ ク ト

ー ス 受 容 体 の 濃 度 が 高 い こ と が 望 ま し い 。 よ り 具 体 的 に は 、 反 応 液 中 の 糖 受 容 体 及 び ガ ラ

ク ト ー ス 供 与 体 の 合 計 含 有 量 は 、 反 応 溶 媒 １ ０ ０ 質 量 ％ に 対 し て 、 例 え ば ２ ０ ～ ８ ０ 質 量

％ 、 好 ま し く は ２ ５ ～ ７ ５ 質 量 ％ 、 よ り 好 ま し く は ３ ０ ～ ７ ０ 質 量 ％ で あ る 。 該 含 有 量 は

、 特 に 、 製 造 対 象 が α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス の 場 合 は 反 応 溶 媒 １ ０ ０ 質 量 ％ に 対 し

て 好 ま し く は ３ ０ ～ ５ ０ 質 量 ％ （ よ り 好 ま し く は ３ ５ ～ ４ ５ 質 量 ％ ） 、 製 造 対 象 が β ガ ラ

ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス の 場 合 は 反 応 溶 媒 １ ０ ０ 質 量 ％ に 対 し て 好 ま し く は ５ ０ ～ ７ ０ 質

量 ％ （ よ り 好 ま し く は ５ ５ ～ ６ ５ 質 量 ％ ） 、 製 造 対 象 が α ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス の 場

合 は 反 応 溶 媒 １ ０ ０ 質 量 ％ に 対 し て 好 ま し く は ２ ５ ～ ４ ５ 質 量 ％ （ よ り 好 ま し く は ３ ０ ～

４ ０ 質 量 ％ ） 、 製 造 対 象 が β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス の 場 合 は 反 応 溶 媒 １ ０ ０ 質 量 ％ に

対 し て 好 ま し く は ３ ０ ～ ５ ０ 質 量 ％ （ よ り 好 ま し く は ３ ５ ～ ４ ５ 質 量 ％ ） で あ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 上 記 反 応 後 、 反 応 に よ っ て 得 ら れ た 製 造 対 象 の ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 含 む 溶 液 を 、 さ

ら に 精 製 工 程 に 供 し て も よ い 。 精 製 手 段 は 、 公 知 の 方 法 （ 分 液 、 蒸 留 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー 、 再 結 晶 等 ） を 採 用 で き る 。 本 発 明 の 製 造 方 法 に よ れ ば 、 製 造 対 象 の ガ ラ ク ト シ ル オ リ

ゴ 糖 を 、 副 産 物 （ 特 に 、 目 的 の 糖 と 分 子 量 の 近 い 糖 ） の 生 成 を 抑 え て 製 造 す る こ と が で き

る の で 、 簡 便 な 精 製 に よ っ て 、 目 的 の 糖 を 高 純 度 で 得 る こ と が 可 能 で あ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 以 下 に 、 実 施 例 に 基 づ い て 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に よ っ

て 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 実 施 例 １ ： α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス の 合 成

　 ガ ラ ク ト ー ス （ 350 mg, 1.94 m mol） 、 ラ ク チ ュ ロ ー ス （ 3.4 g, 9.9 m mol） を 酢 酸 ナ ト

リ ウ ム バ ッ フ ァ ー (pH= 4.0, 50 m M, 8.6 mL)に 溶 解 し た 。 続 い て 、 α ‐ ガ ラ ク ト シ ダ ー

ゼ （ ス ミ チ ー ム Ａ Ｇ Ｓ ： 至 適 温 度 60℃ 、 新 日 本 化 学 工 業 株 式 会 社 製 ） 0.6 mg ( 18 U)を 加

え 、 30℃ に て 168時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 終 了 後 、 100℃ に て 3分 間 加 熱 し 酵 素 を

失 活 し 反 応 を 停 止 し た 。 そ の 反 応 液 を 脱 塩 、 フ ィ ル タ ー し 不 溶 成 分 を 除 去 し た 後 、 GLサ イ
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エ ン ス 社 製 （ HPLCシ ス テ ム PLC761） 、 Inertsil A mide 5μ m (14 x 250 m m) カ ラ ム に 供 し

（ カ ラ ム 温 度 ： 40℃ 、 溶 離 液 ： ア セ ト ニ ト リ ル /水 ＝ 7/3） 、 流 速 ： 9.5 mL / min） 、 検 出

は RIに て 目 的 と し た α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス （ 60.9 mg） を 得 た （ 収 率 ： 6.2％ ） 。

カ ラ ム 精 製 に お い て は 、 目 的 の α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス の 他 に 副 生 成 物 が 無 く 、 容

易 に 精 製 す る こ と が で き た 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 実 施 例 ２ ： β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス の 合 成

　 ラ ク チ ュ ロ ー ス （ 2.6 g,　 7.6 m mol） を 酢 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー (pH= 5.0, 50 m M,

4.2 mL)、 β ‐ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ ス ミ ラ ク ト L： 至 適 温 度 55℃ 、 新 日 本 化 学 工 業 株 式 会 社

製 ） 10 mg ( 100 U)を 加 え 、 30℃ に て 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 終 了 後 、 100℃

に て 3分 間 加 熱 し 酵 素 を 失 活 し 反 応 を 停 止 し た 。 そ の 反 応 液 を 脱 塩 、 フ ィ ル タ ー し 不 溶 成

分 を 除 去 し た 後 、 GLサ イ エ ン ス 社 製 （ HPLCシ ス テ ム PLC761） 、 Inertsil A mide 5μ m (14

x 250 m m) カ ラ ム に 供 し （ カ ラ ム 温 度 ： 40℃ 、 溶 離 液 ： ア セ ト ニ ト リ ル /水 ＝ 7/3、 流 速 ：

9.5 mL / min） 、 検 出 は RIに て 目 的 と し た β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス （ 47.8 mg） を

得 た （ 収 率 ： 1.2％ ） 。 カ ラ ム 精 製 に お い て は 、 目 的 の β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス の

他 に 副 生 成 物 が 無 く 、 容 易 に 精 製 す る こ と が で き た 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 実 施 例 ３ ： α ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス の 合 成

　 メ リ ビ オ ー ス （ 280 mg, 0.82 m mol） を 蒸 留 水 （ 700μ L） に 溶 解 し た 。 次 に 、 酢 酸 ナ ト

リ ウ ム バ ッ フ ァ ー (pH= 5.0, 50 m M, 100μ L)、 α ‐ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ ス ミ チ ー ム Ａ Ｇ Ｓ

： 至 適 温 度 60℃ 、 新 日 本 化 学 工 業 株 式 会 社 製 ） 0.104 mg ( 3 U)、 を 加 え 、 30℃ に て 96

時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 終 了 後 、 100℃ に て 3分 間 加 熱 し 酵 素 を 失 活 し 反 応 を 停 止 し

た 。 そ の 反 応 液 を 脱 塩 、 フ ィ ル タ ー し 不 溶 成 分 を 除 去 し た 後 、 GLサ イ エ ン ス 社 製 （ HPLCシ

ス テ ム PLC761） 、 Inertsil A mide 5μ m (14 x 250 m m) カ ラ ム に 供 し （ カ ラ ム 温 度 ： 40℃

、 溶 離 液 ： ア セ ト ニ ト リ ル /水 ＝ 7/3、 流 速 ： 9.5 mL / min） 、 検 出 は RIに て 目 的 と し た α

ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス （ 75.9 mg） を 得 た （ 収 率 ： 1.8％ ） 。 カ ラ ム 精 製 に お い て は 、

目 的 の α ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス の 他 に 副 生 成 物 が 無 く 、 容 易 に 精 製 す る こ と が で き た

。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 実 施 例 ４ ： β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス の 合 成

　 ラ ク ト ー ス （ 90 mg, 0.26 m mol） 、 メ リ ビ オ ー ス （ 450 mg, 1.32 m mol） を 蒸 留 水 （ 1.2

 mL） に 溶 解 し た 。 次 に 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー (pH= 5.0, 50 m M, 100μ L)、 β ‐ ガ

ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ ス ミ ラ ク ト L： 至 適 温 度 55℃ 、 新 日 本 化 学 工 業 株 式 会 社 製 ） 10 mg ( 100

 U)、 を 加 え 、 30℃ に て 12時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 終 了 後 、 100℃ に て 3分 間 加 熱

し 酵 素 を 失 活 し 反 応 を 停 止 し た 。 そ の 反 応 液 を 脱 塩 、 フ ィ ル タ ー し 不 溶 成 分 を 除 去 し た 後

、 GLサ イ エ ン ス 社 製 （ HPLCシ ス テ ム PLC761） 、 Inertsil A mide 5μ m (14 x 250 m m) カ ラ

ム に 供 し （ カ ラ ム 温 度 ： 40℃ 、 溶 離 液 ： ア セ ト ニ ト リ ル /水 ＝ 7/3、 流 速 ： 9.5 mL / min）

、 検 出 は RIに て 目 的 と し た β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス （ 19.7 mg） を 得 た （ 収 率 ： 15％

） 。 カ ラ ム 精 製 に お い て は 、 目 的 の β ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス の 他 に 副 生 成 物 が 無 く 、

容 易 に 精 製 す る こ と が で き た 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 実 施 例 ５ ： IgA誘 導 活 性 試 験

　 実 施 例 １ ～ ４ で 合 成 し た ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 そ れ ぞ れ を 、 定 法 に 従 っ て 培 養 （ RPMI培

地 中 、 5% CO 2 、 37℃ ） し た マ ウ ス パ イ エ ル 板 細 胞 （ Journal of Applied Microbiology 11

6, 980-989, 2013） （ 1.25 x 10
6
 cells / mL） の 培 地 （ 100μ L） に 、 終 濃 度 100μ g /mL

に な る よ う に 添 加 し 、 5日 間 培 養 し た 。 培 養 後 、 培 地 上 清 の IgAレ ベ ル を mouse IgA ELISA

kit（ Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA） を 用 い て 測 定 し た 。 な お 、 ガ ラ ク ト

シ ル オ リ ゴ 糖 を 添 加 し な い 場 合 （ ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） 、 及 び ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖

に 代 え て 大 腸 菌 由 来 の lipopolysaccharide (LPS)を 終 濃 度 5μ g / mLに な る よ う に 添 加 し

た 場 合 （ IgA誘 導 の ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） に つ い て も 、 同 様 に 培 地 上 清 の IgAレ ベ ル を
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測 定 し た 。 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 及 び ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル に つ い て は n = 3の 、 そ

の 他 に つ い て は n = 6の 平 均 値 を 求 め 、 標 準 誤 差 及 び P値 を 求 め た 。 測 定 結 果 を 図 １ に 示 す

。 図 １ 中 、 「 saline」 は ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル を 示 し 、 「 LPS」 は ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ

ー ル を 示 し 、 「 3」 は β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス を 示 し 、 「 4」 は α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク

チ ュ ロ ー ス を 示 し 、 「 8」 は α ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス を 示 し 、 「 9」 は β ガ ラ ク ト シ ル

メ リ ビ オ ー ス を 示 し 、 「 13」 は メ リ ビ オ ー ス を 示 す 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 図 １ に 示 さ れ る よ う に 、 実 施 例 １ ～ ４ で 合 成 し た ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 添 加 し た 場 合

、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル に 比 べ て 培 地 中 の IgAレ ベ ル が 高 か っ た 。 こ の こ と か ら 、 こ れ

ら の ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 は 、 IgA分 泌 促 進 作 用 を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、 本 試

験 系 は ビ フ ィ ズ ス 菌 等 の 他 の 細 菌 非 存 在 下 で 行 わ れ て い る こ と か ら 、 こ の IgA分 泌 促 進 作

用 は 細 菌 （ ビ フ ィ ズ ス 菌 等 ） 非 介 在 性 の 作 用 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 さ ら に 、 同 じ ガ ラ

ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 に 分 類 さ れ る メ リ ビ オ ー ス は IgA分 泌 促 進 作 用 が 全 く 見 ら れ な か っ た 。

こ の こ と か ら 、 実 施 例 １ ～ ４ で 合 成 し た ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 の IgA分 泌 促 進 作 用 は 、 ガ

ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 一 般 の 性 質 で は な く 、 こ れ ら の 糖 に 特 有 の 性 質 で あ る こ と が 示 唆 さ れ

た 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 実 施 例 ６ ： ビ フ ィ ズ ス 菌 増 殖 活 性 試 験

　 96-well plateに 、 Basal Media (0.2 % yeast extract, 1.0 % peptone, 0.5 % sodium

 acetate, 0.2 % diam monium citrate, 0.02 % magnesium sulfate, 0.2 % dipotassium

hydrogen phosphate, 0.1 % cysteine hydrochloride)172μ Lと 、 実 施 例 １ ～ ４ で 合 成 し

た ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 そ れ ぞ れ の 10％ 水 溶 液 20μ Lを 添 加 （ 最 終 濃 度 1%） し 、 一 晩 嫌 気

状 態 で 静 置 し た 。 一 方 で 、 ビ フ ィ ズ ス 菌 （ B. longum JC M1222、 B. animalis sbsp. Lacti

s JC M10602、 又 は B. breve JC M1192） の 菌 体 を 、 O D 6 0 0 =0.1と な る よ う に Reducing reagen

t (2 % cysteine hydrochloride and 11 % sodium　 carbonate)に 懸 濁 し て 、 菌 体 懸 濁 液

を 得 た 。 こ の 菌 体 懸 濁 液 8μ Lを 、 一 晩 静 置 後 の 96-well plateに 加 え 、 37℃ 嫌 気 条 件 で 培

養 開 始 し た 。 経 時 的 に 濁 度 (O D 6 0 0 )を 測 定 （ 48時 間 ま で ） し た 。 な お 、 ガ ラ ク ト シ ル オ リ

ゴ 糖 を 添 加 し な い 場 合 （ ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） 、 及 び ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 に 代 え て

グ ル コ ー ス を 添 加 し た 場 合 （ ビ フ ィ ズ ス 菌 増 殖 の ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） に つ い て も 、

同 様 に 濁 度 を 測 定 し た 。 測 定 結 果 を 図 ２ ～ ４ に 示 す 。 図 ２ ～ ４ 中 、 「 3」 は β ガ ラ ク ト シ

ル ラ ク チ ュ ロ ー ス を 示 し 、 「 4」 は α ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス を 示 し 、 「 7」 は β ガ ラ

ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス を 示 し 、 「 8」 は α ガ ラ ク ト シ ル メ リ ビ オ ー ス を 示 す 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 図 ２ ～ ４ に 示 さ れ る よ う に 、 実 施 例 １ ～ ４ で 合 成 し た ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 を 添 加 し た

場 合 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル に 比 べ て 一 定 時 間 経 過 後 の 濁 度 が 高 か っ た 。 こ の こ と か ら

、 こ れ ら の ガ ラ ク ト シ ル オ リ ゴ 糖 は 、 ビ フ ィ ズ ス 菌 増 殖 活 性 を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 実 施 例 ７ ： う 蝕 原 性 試 験

　 口 腔 内 を 水 道 水 で ゆ す ぎ 、 さ ら に 蒸 留 水 で う が い し た 後 、 唾 液 を 回 収 し た 。 α ガ ラ ク ト

シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 又

は キ シ リ ト ー ル の 1％ 水 溶 液 0.2 mLへ 、 新 鮮 な 唾 液 0.6 mLと ブ レ イ ン ハ ー ト イ ン フ ュ ー ジ

ョ ン 培 地 （ 日 水 製 薬 株 式 会 社 製 ） 0.2 mLを 加 え た 。 混 合 液 を 37℃ で 加 温 し 、 継 時 的 に pH変

化 を pHメ ー タ ー （ コ ン パ ク ト pHメ ー タ ー B-71X、 H ORIBA社 製 ） 測 定 し た 。 唾 液 中 の 口 内 細

菌 に よ り 有 機 物 が 代 謝 さ れ て 有 機 酸 が 生 じ る と 、 混 合 液 の pH低 下 す る の で 、 そ の 場 合 は 添

加 し た 糖 に う 触 原 性 が あ る と 評 価 す る こ と が で き る 。 測 定 結 果 を 図 ５ に 示 す 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 ス ク ロ ー ス を 添 加 し た 場 合 、 5時 間 経 過 後 に pHが 大 き く 低 下 し て い る の に 対 し 、 α -ガ ラ

ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 又 は β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス を 添 加 し た 場 合 は 、 虫 歯 に な

り に く い 糖 と し て 知 ら れ て い る キ シ リ ト ー ル と 同 様 に 、 pHの 低 下 が 少 な か っ た 。 こ の こ と

よ り 、 α -ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス 又 は β ガ ラ ク ト シ ル ラ ク チ ュ ロ ー ス は 口 内 細 菌 に
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よ り 代 謝 さ れ に く い 、 す な わ ち 虫 歯 に な り に く い 糖 鎖 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】
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