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ビフィズス菌のロタウイルス感染に対する予防効果の検討
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要 旨

Bifidobacterium breve YIT4064(B.breve YIT4064)は マ ウスにおいて抗ロタウイルスIgA産 生 を増強

し,ロ タウイルス感染 を防御することがすでに報告 されている.今 回は乳幼児にみ られるロタウイルス

感染に対する同菌体の防御効果の可能性について検討 した.

某乳児院内の乳幼児10例 を投与群 として,1日1回,50mg(菌 数:5×1010)のB.breve YIT4064を28

日間連続投与 し,同 室に在室 していた乳幼児9例 を対照群 とした.試 験期 間中,対 照群の9例 中2例 か

らロタウイルスの排 出が認め られたが,10例 の ビフィズス菌投与群からはロタウイルスの排出は認めら

れなかった.試 験期間を7日 間ごとに4分 割 し,両 群のウイルス排 出頻度 とロタウイルス特異 的IgA

抗体 陽性比率を比較 した.そ の結果,days8～14に おいて,対 照群の ウイルス排出検体数は32検 体 中4

検体であるのに比べ,菌 体投与群は38検 体 中0検 体であった.ビ フィズス菌投与群ではdays8～14に お

いて抗 ロタウイルスIgA陽 性 例が増加 しているのに対 し,対象群では調査期間を通 じてIgA陽 性 数の有

意な増加はみ られなかった.

以 上のことか らB,breve YIT4064の 投与 によりIgA抗 体 産生が増強 され,ロ タウイルスの排出頻度が

有意に減少 したと考えられた.

序 文

ロタウイルスは冬期乳幼児下痢症の最 も重要な

病因ウイルスである.ロ タウイルス感染症は6カ

月か ら2歳 を中心 とする乳幼児に多 く,臨 床症状

は下痢症状 に加えて嘔吐,発 熱を伴 うことが多い.

発展途上国ではロタウイルス感染症による乳幼児

の死亡率は極めて高い1).本 疾患の感染防御 には

主に腸管で産生 され分泌 され る抗 ロ タウイルス

IgAが 関与する.ま た,妊 娠中のウシにあらか じ

めロタウイルスを接種 してロタウイルスに対する

免疫グロブリン(抗 ロタウイルスIgG)を 含むウシ

初乳を得た後,乳 幼児 に投与するとロタウイルス

感染が防御 されることが報告されている2)～4).

ビフィズ ス菌属 中 のBifidobacteium breve YIT

4064(B.breve YIT4064)(以 下ビフィズス菌)は 腸

管免疫系 を活性化 し5),同 時に経口投与 された抗

原 に対す るIgA産 生を増強す ることがマウスを

もちいた実験で明らかにされている.同 菌体 は経

口投与されたコレラ毒素に対する抗体産生を増強

し,腸 管内IgA量 を増加 させた6)7).また,同 菌体

は経口投与 されたロタウイルスに対する抗体産生

も増強 し,糞 便のみな らず母乳中の抗 ロタウイル

スIgA量 が増加する.こ の母乳を授乳 した乳飲み

マウスは下痢 を発症 しなかった8).

今回われわれは,都 内の某乳児院の6カ 月か ら

24カ 月の乳幼児にビフィズス菌 を経口投与 して,

ヒトロタウイルスに対する予防効果を検討する機
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会 を得 たので報告す る.

対 象 と方法

1.　ビ フィズス菌試験物 質

ビフ ィズス 菌 は加 熱 処 理 した凍 結 乾燥 死 菌 体

50mg(菌 数:5×1010)に 乳 児用 粉 ミル クを加 えて,

1g/包 で 包装 された もの でる.す べ て(株)ヤ クル

ト本社 よ り提 供 された.

2.　対 象者

都 内の某 乳 児 院 に在 院 して い る6カ 月 か ら24

カ 月 の19例 を対 象 者 と した.こ れ らを2群 に分

け,10名 を ビフィズス菌投与 群,9名 を 非投 与(対

照)群 と した.本 試験 はヘ ル シンキ宣言 に従 い実

施 した.

3.　投 与ス ケジ ュー ル

1995年3月4日 ～3月31日 の4週 間,投 与 群 に

は,ビ フ ィズス菌1包 を毎 日1回,ミ ル クに混 合

して投 与 した.

4.　糞 便 採取

0日 目の採取 は投与前 に行 い,1日 目か ら試験 物

質 の投 与 を開始 し,2日 目か ら1日 お きに対象 者

全 員(19名)か ら糞便 を採取 した.全 糞便試 料が

揃 う間,-20℃ で保 存 した.

5.　糞 便 試料 の調製

採 取糞便0.3gに10倍 量(w/v)の リ ン酸緩衝 液

(PBS)を 加 えて,ガ ラス ビーズ の存在 下で 十分 に

懸濁 した.こ の懸濁 液 をウイルス定量 用試料 と し

た.抗 体 測 定 用 試料 は 糞 便 懸 濁 液1mlに,10μl

のAprotinin(1mg/mL,Sigma),125μlの2%(w

/v)牛 血 清 アル ブ ミン(BSA),お よ び12.5μlの

Gentamicin(3.2mg/ml,Wako)を 添 加 した後,

10,000rpm,5分 間 遠心 し,遠 心上清 を使用 時 まで

-40℃ に保 存 した9).

6.　ウ イルス の検 出お よび定量

ロ タウイ ルス抗 原の検 出 は市 販 の キ ッ ト*(ロ

タ ク ロン*,ト ー レ ・フジ ・バ イオニ クス)を 用 い

た.使 用方法 お よび判 定 はキ ッ トに添付 されてい

るマニ ュアルに従が った.

ウ イ ルスの定量 はサル 由来 の ロ タウイル スSA-

11株 のplaque-forming unit(pfu)とELISAの 吸

光 度 よ り作 成 した検量 線か ら算 出 した.

7.　ウ イル スの同定

糞便 中の ロ タウイ ルスの 亜群 お よびVP7血 清

型の 同定 はELISA法 で行 った.亜 群I,IIお よび

血清型1～4各 々に特 異的 なモ ノクローナル抗 体*

(ロ ターMA*,セ ロ テ ック)を 用 いた10).

8.　抗 ロ タウイルスIgA価 の 測定

SA11株 をCsCl、 に て精 製 し,こ れ を抗原 として

用 いて,常 法のELISA法 に よ り測定 した.マ イ ク

ロプ レー トに精 製 ウイルス抗原 を4μg protein/ml

(100μl/well)添 加 し,37℃,3時 間 で固相化 を行 っ

た.0.05%Triton X-100添 加PBS(以 下 洗浄液 と略

記)を 用い てプ レー トを洗 浄後,抗 原未吸着部分

を1%BSA溶 液(120μl/well)に て被 覆 し,37℃,

1時 間保持 した.プ レー ト洗 浄後,糞 便 試料(1:

50希 釈)を90μl/well加 え て,5℃,一 晩反応 させ

た.プ レー ト洗 浄後,至 適濃度 のペ ルオ キシダー

ゼ標識抗 ヒ トIgA(CapPel)を100μl/wellで 添 加

し,37℃,1.5時 間反応 させ た.プ レー トを洗浄後,

基 質溶 液 を100μl/well加 え て,37℃,10分 間放 置

し,25N硫 酸 を50μl/well加 え て 反応 を停 止 させ

た.各wellの492nmに お ける吸光 度 をマ イ クロ

プ レ ー ト リ ー ダ ー(Titertek Multiskan PLUS

MKII, Flow)を 用 いて測定 した.抗 体価 はOD492

の 吸 光 度値 で表 した.

9.　総IgA量 の 測定

ELISAサ ン ドイッチ法 で測定 した.マ イクロプ

レー トに至 適濃 度の抗 ヒ トIgA(CapPel)を100

μl/wellで 添 加 し,37℃,3時 間 で固相化 を行 った.

被 覆 処理 後,糞 便試 料(1:103～1:104希 釈)を

90μl/well加 え て,5℃,一 晩反応 させ た.プ レー

トを洗 浄後,至 適濃度 のペル オキシ ダーゼ標識抗

ヒ トsecretory component(Dako)を100μl/well

で 添 加 し37℃,1.5時 間 反応 させ た.以 降の操 作,

お よび使 用 した緩 衝液類 はすべて前記 の抗 ロタウ

イ ルスIgA価 の 測定方法 と同様 に行 った.糞 便試

料中 の総IgA量 は,標 準抗 体(ヒ ト分 泌型IgA,

Chemicon)を 用 いて作成 した検量線 か ら算 出 し,

糞 便1gあ た りのIgA量 に換算 して求め た.

10.　統 計処理

菌体投 与群(試 験群)と 非投与群(対 照群)と

の 間の違 い をχ2検 定 によ り検 定 した.
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成 績

1.　ロタウイルス排出に及ぼす ビフィズス菌投

与の影響

ロタウイルスの排出は対照群の2例 に認め られ

たが,ビ フィズス菌投与群か らは検出されなかっ

た(Fig.1).排 出総検体数は,対 照群では112検 体

中5検 体,菌 体投与群 では133検 体 中0検 体 で

あった.

ビフィズス菌をマウスパイエル板細胞に添加 し

た際,IgA産 生細胞への分化 ・成熟を経て,7日 目

にIgA産 生量が最大になる事から11),ビフィズス

菌の抗体産生増強作用は経口投与開始7日 目以降

に認め られると思われる.そ こで,試 験期間を7

日間ごとに4分 割しビフィズス菌投与の効果を検

討した.ビ フィズス菌与群ではいずれの期間にお

いても排出がみられなかった.対 照群においては,

Fig.1•@ Detection of rotavirus in stool samples. A: B.

breve YIT4064 group; B: control group. Day0:

before the administration of B. breve YIT4064, day

2: the second day of the administration of B. breve

YIT4064 to B. breve YIT4064group, 0: rotavirus-

negative,•œ: rotavirus-positive, []: diarrhea

Days0～7で は1/33検 体,days8～14で は4/32

検 体 で あった.ま た,下 痢 が発症 した検体 は各群

とも1検 体 あ ったが,両 検体 か らロ タウイルス は

検 出 されなか った(Fig.1).さ らに,ウ イルス排 出

量 をOD値 よ り換算 した.対 照群 の5検 体 か ら排

出 され たロ タウイルス量 は糞便1gあ た り,0日 目

は2×106pfu(No.4),12日 目 は9×106pfu(No.

2)お よび6×106pfu(No.4),13日 目はいず れ も

1.6×107pfu(No.2,No.4)相 当 で あった.ま た,

検 出 され た ロ タウ イル ス は,す べ てA群 の 亜群

II,血 清 型1で あ った.

2.　IgA産 生 に及ぼす ビフィズ ス菌投与 の影響

a)抗 ロ タウイルスIgA

全 糞 便 検体 につ い て抗 ロ タウ イル スIgA価 を

測定 した.抗 体 は28日 間 の間 に,対 照群 の9例 中

8例 に,ビ フ ィズ ス菌投 与群 の10例 中10例 に検

Fig.2•@ Detection of anti-rotavirus IgA in stool sam-

ples from B. breve YIT 4064 group and control

group.••: antibody-positive (OD492 titer=>0.100),

○: antibody-negative (OD492titer=<0.100).

Table1•@ Difference of anti-rotavirus IgA in stool

sample between B. breve YIT4064group and

control group

平成11年4月20日
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出されたが,そ の抗体価 は個体問および同一個体

においても採便 日間でかなりのばらつ きが認めら

れた.そ こで,各 例の7日 間毎の抗体価の平均値

を算出 し,OD492値>0.10で ある ものを陽性,<

0.10を 陰性 としてFig.2に 示 した.ま た陽性頻度

をTable1に 示 した.対 照群では,4分 割期間にお

ける抗ロタウイルスIgA抗 体陽性例率は56%か

ら63%と 変化は認め られなかった.し か し,ビ

フィズス菌投与群の陽性例率はdays0～7に おい

て60%と 対照群 とほぼ同率であったが,days8

～14に おいて90%に 増加 した.Days15～21で

は70%,Days22～28で は50%に 減少 した.Days

8～14に おける投与群の抗ロタウイルスIgA抗 体

陽性頻度は,対 照群に較べ有意差は見 られなかっ

たものの増加が認められた(p=0.086).

b)総IgA量

ビフィズ ス菌投 与群 の総IgA量 は1.08±0.88

mg/g,対 象群は0.71±0.77mg/mlと 投与群におい

て高い傾向 を示 したが,有 意 な差は認め られ な

かった.ま た,各 検体 において抗ロタウイルス抗

体価 と総IgA量 との間に相関は認め られなか っ

た.総IgA量 は抗ロタウイルスIgA価 と同様に個

体問および同一個体の検体間 で大 きな違 い(約

1,000倍)が 認め られた.

考 察

ビフィズス菌の投与2週 目においてロタウイル

ス特異的IgA抗 体保有例数に増加傾 向がみ られ

た.ま た投与群 においてロタウイルスの排 出がみ

られなかった.こ れ らのことからビフィズス菌が

ヒ トにおいて も抗 ロタウイルスIgA産 生 を増強

し,ウ イルスの排 出を阻止または減少 させること

が推測 された.

今回,試 験を実施 した某乳児院では,1994年2

月と11月,お よび1995年2月 にロタウイルス下

痢症の流行があった.今 回の対象者は全例 この期

間在院 してお り,こ れらの流行期 において19例

中,計15例 の糞便からロタウイルスが検出されて

いる.今 回の調査期中,ロ タウイルスの排出があっ

たのは対照群の2例(No.2,No.4)の みであった.

これら2例 か らは,こ の乳児院における過去3回

のロタウイルス流行期間中にウイルスが検出され

ていなかった.し かし,同 様に過去にウイルスが

検出されていないビフィズス菌投与群の2例(No.

6,N0.9)か らはウイルス排 出は認められなか っ

た.同 施設においてこれまでに3回 ものロタウイ

ルスの流行があったこと,ま た,こ れまでにウイ

ルス排出が見 られなかった乳幼児4例 のうち1例

ではDay0～7に おいて,す でに糞便中に抗 ロタ

ウイルスIgAが 検出されていることなどか ら,今

回対象 とした19例 すべ ての乳児が これ までにロ

タウイルス感染をうけている可能性 は高い.2週

目以降にロタウイルス特異的IgA抗 体が検出 さ

れたのは,投 与群で10例 全例(100%),対 象群で

は9例 中7例(78%)で あった.以 前に,13例 の

乳児を対象 とし,ロ タウイルス感染 とロタウイル

ス特異的局所IgA抗 体の産生を調べた結果では,

13例 中9例(70%)で ロタウイルス特異的lgA

抗体の上昇がみられた12).今 回の成績 と比較する

と,対 照群での抗体上昇率は,以 前の成績よりや

や高いが,同 等の上昇率であった.や や高いのは,

今回の例が再感染であるためと考えられる.対 照

群および以前の成績に較べ,投 与群で全例にロタ

ウイルス特異的IgA抗 体の上昇がみ られたのは,

ビフィズス菌による抗体産生の増強効果と考えら

れた.

ロタウイルス特異的IgA抗 体排出例 はビフィ

ズス菌投与群では投与2週 目(days8～14)で 増加

する傾向が見 られた.こ の結果は,マ ウスにおけ

る実験でビフィズス菌が腸管免疫細胞に遭遇1週

間後に抗体産生増強作用が認められることと一・致

している").以 上のことか ら,今 回の試験期間中

にロタウイルスの再流行がおこり,対 照群でロタ

ウイルスの増殖 ・排出が見 られたが,ビ フィズス

菌投与群は感染初期に抗 ロタウイルスIgA産 生

が増加 し,ロ タウイルスの増殖 ・排出が阻止され

たことが推測 された.

糞便中の総IgA抗 体量の成績からは,ビ ィフィ

ズス菌投与 による総IgA量 の有意な増加 は認め

られなかった.マ ウスに同菌体を投与 した実験で

も同様の結果が得 られている.総IgA量 も抗ロタ

ウイルスIgA価 と同様に大 きなば らつ きが見 ら

れた.し か し,総IgA量 のばらつ きと抗ロタウイ
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ルスIgA価 のば らつ きの問に相 関は認 められな

かった.成 人男子ボランテアを対象に行 った同菌

体投与試験では,得 られた各糞便材料間の総IgA

量のば らつ きは10倍 以内であった(デ ータ未発

表).し たがって,今 回の乳幼児糞便における抗体

価のばらつきは,乳 幼児に特徴的なことである可

能性 も考えられたが理由は不明である.

今回の試験 により,ビ フィズス菌(B.breve YIT

4064)は 抗ロタウイルスIgA産 生を増強し,ウ イ

ルスの排出阻止効果があることが明 らか となっ

た.今 後,ロ タウイルス初感染における,同 ビフィ

ズス菌の抗ロタウイルスIgA増 強効果 を明 らか

にしたい.
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Trial of Oral Administration of Bifidobacterium breve for the
Prevention of Rotavirus Infections

Kazuko ARAKI1), Tatsuhiko SHINOZAKI2), Yoshiko IRIE3)& Yukihisa MIYAZAWA1)
1) Department of Laboratory Medicine, Teikyo University School of Medicine

2) Kasukabe  East Clinic,3)St. Odelia Infant Home

It was investigated that Bifidobacterium breve YIT4064 (B. breve YIT4064), Which had augmented
IgA production and prevented rotavirus-induced diarrhea in mice, prevented rotavirus infection in
infants. The effect of B. breve YIT4064was evaluated in ten infants from an infants home who re-
ceived50mg of the bacterium every day for 28 days (the B. breve group). Nine infants did not receive
this (the control group). Though rotavirus shedding in the control group was detected from2 (a to-
tal of5stool samples) of9infants (a total of112stool samples), it was not detected in any infants (a
total of133stool samples) in the B. breve group during the administration period. From day8to day
14of the test, rotavirus shedding was detected from4of32stool samples in the control group, but
was not detected at all from38stool samples in the B. breve group. The frequency of rotavirus shed-
ding in the B. breve group was significantly lower than that in the control group. Further, the fre-

quency in appearances of anti-IgA in stool samples in the B. breve group showed a tendency to in-
crease in comparison with the control group from day 8 to 14 of the test. The oral administration of B.
breve YIT4064significantly decreased rotavirus shedding in stool samples and prevented rotavirus
infection.
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