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論 文 内 容 要 旨
第一章 緒 論

発酵乳は紀元前数世紀 より人々に受けっがれてきた伝統的な食品であり、かっ昔から健康に良い食

品として認められてきた。中で もヨーグル トは20世 紀の初頭Heこchnlkof「 が 「長寿説 」を発表 して以

来、世界的に普及 した 。ヨーグル トの研究および変遷は細菌学の研究の進歩 と深 くかかわっている.

1957年 、Haenealが 成人の腸内の有用最優勢菌が ビフ ィドバクテ リウム属細菌であることを明 らか

にして以来 、1968年 にSchulerら がピフ ィドバ クテ リウム属細菌を利用 したヨーグル トのBiogardeを

調製 し、世界中に関心 をもたれるよ うになった.そ れ以来 、国内外においてピフ ィドバクテリウム属

細菌を利角した多くの ヨーグル トが市販 され るようにな った。しか しなが ら、これらの製品には、風

味、組織および ビフ ィドバ クテ リウム属細菌のヨーグル ト申での生菌数の大幅な減少など多くの問題

点を残 していた。その後、ピフ ィドバ クテ リウム属細菌の生理学的作用 と人間の健康 との関わ りが明

らかにな るに伴い、ピフ ィドバクテ リウム属細菌を利用 した食品が最 も保健効果のある食品の一つと

して推奨 されている。

そこで、ピフ ィドバ クテ リウム属細菌の高い菌数レベルを維持 し、酸味を押え、風味および組織の

優れた新 しいタイプのプレインヨーグル トを、ピフ ィドバ クテ リウム属細菌と他の乳酸菌との組合わ

せで調製できれば、健康に良く、嗜好性にも富んだ基本的な応用範囲の広い製品が開発できると考え

られる。本研究は、このような製品を開発す るために必要な基本的な諸条件の確立を目的として検討

を行なわれた ものである。

第 二 章 ヨー グ ル ト中 に お け る ビ フ ィ ドバ ク テ リウ ム 属 細 菌 の 生 残 性 に お よ ぼ す 要 因

解 析

ピ フ ィ ドバ ク テ リ ウ ム 属 細 菌 の5菌 種 お よび 併 用 乳 酸 菌6菌 種 を用 い て ヨ ー グ ル トを調 製 し、 保存

後 の ヨー グ ル ト中 の ビ フ ィ ドバ ク テ リウ ム 属 細 菌 の 菌 数 を測 定 し生 残 率 を求 め た 。 そ の 結 果 、 ヨ ー グ

ル ト中 に お け る ピ フ ィ ドバ ク テ リウ ム 属 細 菌 の 生 残 性 は 菌 種 に よ り異 な り、 ピ フ ィ ドバ クテ リウ ム 属

細 菌B,longumが 一 番 高 く くIable1}、 ま た 、 併 用 乳 酸 菌 で はt.acidophiius、Str.thermophUus、 が

高 く 、L.bulgaricusは 低 か っ た 。 しか しな が ら 、 ヨ ー グ ル トの 風 味や 組 織 的 に は 、 しacidoPhilusを

使 用 す る よ り も しbulgaricusお よびStr,thmophilusを 使 用 した もの が 優 れ て い た 。 そ こ で 、 ヨ ー グ

ル トの 培 養 中 お よ び 保 存 中 に 生 成 さ れ る酸 素 を吸 収 す る方 法 と して 、.Str.thermophilusの 酸 素 吸 収 能

の 高 い 菌 株Str,thermophilusS下H-8205等 の4菌 株 を見 出 だ し(微 工 研 菌 寄 第6777～6780、Iabl田)、

この 菌 株 を 利 用 す る こ と に よ り 、通 常 のStr,ther鵬Ophilusを 使 用 した もの よ り も ビ フ ィ ドバ ク テ リ ウ

ム 属 細 菌 の 生 残 性 が 顕 著 に 高 く な る こ と を明 らか に したGable2)。 さ らに しbulgaricusとStr.

ther田ophi!usの 菌 数 比 を共 生 す る 範 囲 内 く1;40)でStr.thermoPhiIusを 高 め る こ とに よ り、 ビ フ ィ ド

バ クテ リウ ム 属 細 菌 の 生 残 性 が 高 く な る こ と を明 らか に した(lable2)。

実 際 の 製 造 で は 、 ビ フ ィ ドバ クテ リ ウ ム 属 細 菌 の ス タ ー タ ー(液 休 お よび 凍結 濃 縮 カ ル チ ャー)保

馳存 温 度 お よび 期 間 等 の 管 理
、 培 養 終 了 四 の 管 理 、容 器 素 材(酸 素 透 過 性)の 選 択 お よび フ ル ー ッ の 使
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用方法が重要であ り、それ らの要因がヨーグル ト中におけるビフ ィドバ クテ リウム属細菌の生残性に

およぼす影響 を明 らかにした。

第三章 ヨーグル ト中におけるピフィドバクテ リウム属細菌を増殖 させるための新規生

育促進物質源の開発

ビフ ィドバクテ リウム属細菌のスターターの活性や培養工程中の生育が活発であれば、高い生菌数

が確保でき、生残性の優れたヨーグル トが得 られ、また併用乳酸菌の生育 との関連で培養のコントロ

ールや風味の調製が容易 となる利点がある。そこで、食品の安全性および風味をも考慮 して天然物由

来の新規生育促進物質源の開発を行な った。その結果、日本近海産の小鯖の全魚体を、Bacillus

polywxaの 生産す るプロテアーゼで分解 して調製 した、窒素化合物80.9駕 の魚肉分解物の粉末 を得た。

この粉末のStr,t為ermophilus、Lbulgaricusお よびピフィドバクテリウム属細菌の生育促進活性にっ

いて、従来の生育促進活性物質 との比較を行なった。その結果、Str.ther臓ophilusで は、魚肉分解物 、

ピール酵母エキス、カ ジトン、フィッシュソルブル、米糠酵素分解物、カザ ミノ酸の順で生育活性が

高い傾向を示 した(Table3)。 また、魚 肉分解物はt.bulgariCusお よび他の乳酸菌に対しても生育促進

活性が高いことを示 した。ピフィドバクテリウム属細菌に対 しても、魚肉分解物がピール酵母エキス

と同等以上に生育促進活性を高め ることを認めたσable4)。

つぎに、魚肉分解物についてAmicon社(米 国)製 分子量分画膜による分画および活性炭処理を行い、

さらにア ミノ酸、核酸関連物質、ミネラル 、ビタ ミンおよび各態窒素含量等の分析 を行ない、生育促

進活性成分の解析を行なった。その結果 、最大の生育促進活性を示 した画分は分子量500～1000で あ

り、つ ぎに分子量500以 下、分子量1000～10000の 画分の順で、分子量10000以 上の画分は最 も弱い

活性 しか示さなかった(τable5)、 また、魚 肉分解物の活性炭処理を施したものは、生育促進活性がか

な り小 さくなることを認め、アミノ酸分析 を行なった結果、一部の遊離ア ミノ酸が少なくなったσa-

ble6,Iable7)。 また、核酸分析の結果 、ウリジン、イノシン、ヒポキサンチン等を多く含有 してい

た。魚肉分解物の乳酸菌お よびビフィドバクテ リウム属細菌の生育促進活性を示す成分は全ての画分

にあり、アミノ酸 、ベプチ ド、核酸が主成分であ り、それ らの総合力によって高い生育促進活性を示

すものと推定 された。

第四章 ピフィドバ クテリウム属細菌 を利用 したヨーグル トの風昧等の成分特性

ビフィドバクテ リウム属細菌5菌 株 、し.bulgaricusお よびStr.thermophilusを 単独もしくは混合 ス

ターター として調製 したヨーグル トの 、ヘ ッドスベースガス中の成分をガスクロマ トグラフィーによ

り、またヨーグル ト中の有機酸を高速液体クロマ トグラフィーで分析 を行なった。その結果、揮発性

成分ではアセ トアルデヒド、アセ トン、2一 ブタノン、エタノール、ジアセチルおよびジメチルスル

フィドが検出された。ピフ ィドバ クテ リウム属細菌の単独スターターか らは特異的な揮発性成分は検
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出されなかったが、B・breveで アセ トアルデヒ ドが・また・B・longumで エ タノールの生成量が高かっ

た。3菌 株混合スターターを使用 した場合は ・ビフ ィドバクテ リウム属細菌単独の場合 よりアセ トア

ルデヒ ドおよびジアセチル生成量は高値を示 し・エ タノール生成量は低値を示 した。有機酸組成では、

クエン酸、リンゴ酸、コハ ク酸 、乳酸および酢酸が検 出された。ピフィドバ クテ リウム属細菌単独使

用の場合酢酸の含有量が多くなったが ・3菌 株混合の場合は酢酸含有量は減少 した(iable8,Ibale9)。

これ らの成分と嗜好性試験の結果について統計処理 を施 した場合 、総合評価は酸味、組織、香 り、ア

セ トアルデヒド、ジアセチル、ユバク酸および乳酸含有量と正の相関 を示 し、アセ トン、エ タノール

および酢酸含有量 と弱や負の相関を示 した。さらに・ヨーグル ト中の遊離アミノ酸 ・全アミノ酸 ・ビ

タミン、ミネラル、各態窒素、糖類および乳酸異性体を測定した。ビフ ィドバクテリウム属細菌を利

用 したヨーグル トの特長 としては、ビタミンBI2お よびL一 乳酸含有量が多 く、遊離ア ミノ酸が少な

いことが指摘された。

第五章 ピフ ィドバクテ リウム属細菌を利用 したヨーグル トの凝固とその物性にお よぼ

す要因

ヨ_グ ル トの物性におよぼす機構 を解明す るため 、発酵速度(△ 剛/△T)が ヨーグル トのカー ド

粒子径におよぼす影響について検討した・その結果、粒子径の増大現象からみて、ヨーグル トの培養

過程を3つ に分.けることができた。終了後のヨーグル トの粒子径に影響をおよぼす因子はPHの 低下に

っれ粒子径が増大する段階における発酵速度であった。すなわち、培養条件が様 々であって もカー ド

形成開始か ら凝固完了までの発酵速度を測建することによ り、培養終了後の粒子径はほぼ予測できる

ことが明らかとなった。また、培養後のカー ド粒子径は 、応力緩和による弾性率(Fig1)、 粘性率

(Fig2)、 非破壊試験によるかたさ(Fig3)お よびガム性に影響をおよぼし、相関す ることが明 らかとな

った。これちの物性のインデ ィケーターを測定し、発酵速度を制御す ることによ り、従来以上にヨー

グル トの物性を多面的に制御することが可能 となった。

以上、本研究の結果、ピフィドバ クテ リウム属細菌の高い菌数レベルを維持 し、酸味を押え、風味

および組織の優れた新 しいタイプのプレインヨーグル トを製造するための基礎的諸条件が確立 された

と考えられる。本成果の応用によって、各種の製品が市販されたばか りでなく、その製造技術はフラ

ンス、ペルギー、西独等に技術輸出されるに至っている。
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Table6 Overallaminoacidcompositionofthevariousgrowthstimulatorysubstancesforlacticacidbacteria.

Arぬino

acid
Fishmeathydrolysate Brewer'syeastextract Casaminoacid

Charcoal-treated

Fishmeathydrolysate

飼
い
蹄
鵬
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伽
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.31
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..白7
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6.19.

2.75

5.20
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2.79

4.01

.{
m霧 ノgl
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15.32

6.45

25.37

Sfi.19
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25.73

71.37
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偶}
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0.26
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24.63
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20.44

(Yl
O.03
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5.40

3.80
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4.73

3.89
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5.48
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1.24
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2.91
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1.73

3.23
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Table'(Freeaminoacidcompositionofthevariousgrowthstimulatorysubstancesforlacticacidbacteria.

Aminu
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0.47

6.卯

9.07

3.42
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6.95
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Table$Concentrationofvola[i!ccomponentsinthetopgasspaceandorganicacidsintheyogurt
andthefernentationDrofiteoftideyogurtwithsinglestarter.
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i

鰍 ・躍11馳
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Heated も3.{Mヒ 曜 μ日,6 BB-536 AγCC一 ATCC一 AICC鴨 ATCC一

un一 for20 柵ediu戯 ツi{h 15TOO 15696 15707 15708

CO鵬ponenヒ heatcd sinat ahosphoric
acid.so'C

『 伽/
個1)

Acetaldctiyde
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ゴ
「

`
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.画. 一 一 一 一 一. 一 一 一 一

.

Pcrlodof「ef口enta.ρ
一 一 一 18 18 薯8 1B 18 1B 18

Lion{flour) 「

P昭o'∫Cf簿enIed

薩llk

s.so. 6.SO 4.60 .4・1.o 4.70 4.SS d.GO 5.50 4.65 d.56
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Tale9 Concen[rationofvolatilecomponenCsinthetopqasspaceandorganicacidsinthoyogurt
andthefermentationDrofiteoftheyogur[Withmixstarter.
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審 査 結 果 の 要 旨

成人の腸内有用細菌ビフィ ドバクテリウムを使用した発酵乳の開発は永年にわたって期待され

ながら,そ の取扱の困難性の故に見送 られてきた。本論文は,牛 乳におけるビフィドバクテリウ

ムの生育条件を明らかにすることによって,本 細菌を利用 した ヨーグル ト製造の基礎を確立 しよ

うとしたものである。

著者はまず,ヨ ーグル ト中におけるビフィドバクテ リウム属細菌の生残性におよぼす要因の解

析を詳細に行い,ヨ ーグル トの培養中および保存中に生成する酸素がその生残性に大 きな影響を

与えることを見出し,酸 素吸収能の高いStreptococcusthermophilusをLactobacillusbulgaricus

と共生する菌数範囲(40:1)内 で用いることによって,生 残性が大幅に改善されることを明ら

かにした。

っいで,ビ フィドバクテ リウム属細菌をヨーグル ト中に増殖 させるために生育促進物質源とし

て魚体にBaciiluspolymyxaの プロテアーゼを作用 させて調製した魚肉分解物が有用であること

を認めた。 この魚肉分解物の生育促進活性は分子量500～1000の ペプチ ド画分に最大の分布を示

し弛が,他 のペプチ ド,ア ミノ酸,核 酸の総合的影響によってもたらされると推定 した。

さらに,ビ フィドバクテリウム属細菌を使用 した ヨーグル トの風味成分の解析を行い,ジ アセ

チルおよびアセ トアルデ ヒド含量カミ評価と正の相関を有することを指摘するとともに,ヨ ーグル

トの発酵速度がカー ドの粒子径と密接に関係することを明らかにし,そ の品質管理への応用の可

能性を検討した。

以上の結果は,ビ フィドバクリテリウム属細菌を利用 したヨーグル ト製造の基礎を固めたもの

として,乳 業技術のみならず,科 学の進歩に貢献するところが大である。 よって,審 査員一同

は,本 研究に対 し農学博士の学位を授与するに値するものと判定した。
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