
氏 名(本 籍)

学 位 の 種 類

学 位 記 番 号

学位授与年月 目

学位授与の要件

学位 論 文 題 目

論 文 審 査 委 員

き もと ひろ み

木 元 広 実

博 士(農 学)

農 第666号

平 成15年7月17日

学 位 規 則 第4条 第2項 該 当

加 αocoooμ∫属乳 酸 菌 の プ ロバ イ オ テ ィ クス としての応用

に関す る研究

(主 査)教 授 藤 本 健 四郎

(副 査)教 授 齋 藤i忠 夫

教 授 駒 井 三 千夫

一11一



論 文 内 容 要 旨

第一章 緒言

乳酸菌により醸成 される発酵乳などが有す る生理的効用(整 腸 作用、免疫 調

節 作用 な ど)に つ いては 、消費者 の健康志 向 を反映 して世界的 に関心が高まっ

てきている。 このような効用については、近年 「プロバイオテ ィクス」 とい う

概念が導入 され、世界中でプロバイオティック機能を有する乳酸菌の探索が行

われている。プロバイオティクスとい う言葉は、以前は 「宿主の腸内微生物の

バ ランスを改善す ることによって宿主動物に有益に働 く生きた微生物添加物」

と定義 されていたが、最近では 「宿主の健康維持に有益な働 きをす る微生物」

として広い意味で用い られ ることが多い。プロバイオティクス としての研究が

進んでいるのは、加o∫o肋01〃zイ5¢ム)αo/4qo乃111'5、肋,oα5θノな どの乳酸桿菌 であ り、

加0/0000α15、 ゐθ〃001?0510Cな どの乳酸 球菌につ いては、腸内常在菌ではないため

にこれまでプロバイオティクスとしての評価はほ とん ど行われてこなかった。

しか し、概 して 加610006α'5属 乳酸菌 は 加010ゐα0111〃5属乳酸菌 と比べ る と乳 中で

の生 育 が良 く、乳製品製造のスターター として用い られ、乳業利用上重要な役

割を果 た してい る。 またプロバイオティクスとして最 も重要な性質である安全

性 についても、加610600α'∫属乳酸菌 は乳酸菌20属 のなかで も 加010勿o〃7'5属 乳

酸 菌 と並 んで安 全性 が高 い グループであるとされている。この加010000α'5属 乳

酸 菌 の なか か らプ ロバイ オテ ィクスとして有効 な性質を有する乳酸菌が見出さ

れれば、有用菌株を用いた新規なプロバイオティック食品の開発が期待できる。

そ こで本研究では、加010000α'∫属乳酸菌 にっ いてプ ロバ イオテ ィクス としての

機能を評価 し、新規 なプロバイオティック乳酸菌を見出す ことを目的 とした。

第 二 章 加010600α'5属 乳 酸 菌 の 分 離 、 同 定 とそ の性 質

分 離 源 と して 牛 乳 、 チ ー ズ 、 漬 け物 、 生 草 、 サ イ レー ジ を用 い 、 計437株 の

乳 酸 菌 を 分 離 した。 この な か か ら各 種 同定試 験 に よ り、37株 の 加 σノocooo〃5を 得

た(Table1)。

ま た 、 一 般 に 乳 酸 菌 を含 めた グ ラ ム陽性 の 細 菌 は1ppmの ク リス タル バ イ オ

レ ッ ト(CVT)存 在 下 で は 生 育 で き ない が 、加010000α'5の な か に はCVT耐 性株 が

存 在 す る。加010000α'5及 びCVT菌 に つ い て 、 グル コー ス の み 及 び グル コー一ス と

クエ ン酸 存 在 下 に お け る増 殖 収 率(YG値)をTable2に 示 した 。19435、DRC1及

びN7株 のYG値 は 、 グル コ ー ス の み の培 地 で増 殖 した場 合 とグル コー ス とク エ

ン酸 存 在 下 で増 殖 した 場 合 で 、ほ ぼ 同 じか後 者 の場 合 で よ り低 か っ た の に対 し、
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CVT菌 のYG値 は 、 クエ ン酸 存 在 下 の 方 が 非 存在 下 よ りも有 意 に高 か っ た。 以 上

の こ とか らCVT菌 は他 の 加6〆ooooα'5と 異 な り、グル コー ス存 在 下 で クエ ン酸 を

代 謝 して エ ネ ル ギー 源 に で き る こ とが 示 唆 され た。加 ご1000cα'5は 、 本 来 クエ ン

酸 か らエ ネ ル ギー を獲 得 す る能 力 を持 た な い こ とか ら、CVT菌 は 加61000cα,5の

なか で も特 異 的 な存 在 で あ る。 従 ってCVT菌 は 、他 の 加c∫ococα ノ∫で は 見 られ な

い機 能 性 を 有 して い る可 能 性 も考 え られ 、CVT菌 に つ い て もプ ロバ イ オ テ ィ ック

乳 酸 菌 の探 索 に供 した 。

第 三 章 ゐα6〆ooo6α15属 乳 酸 菌 の腸 内生 残 性

乳 酸 菌 が プ ロバ イ オ テ ィ ク ス と して の 機 能 を 十 分 に発 揮 す る た め に は 、経 口

摂 取 の 後 に 、 消 化 管 内 の特 異 的 な環 境 条 件(胃 酸 の低p11、 小腸 の 胆 汁 酸 の存 在

な ど)に 打 ち勝 ち、 腸 管 ま で生 菌 と して 到 達 す るの が 望 ま しい と され て い る。.

従 っ て 第 二 章 で 分 離 した 加010cooo〃3及 び 畜 産 草 地 研 究 所 保 有 の 加01060cα'5'を

腸 内生 残 性 試 験 に供 した。

第 一 節 イ ン ビ トロ試 験

加010000c〃5の 胆 汁酸 耐性 試 験 は3種 類 の培 地(MRS、M17、GM17培 地)を 用 い

て行 った(Table3)。 一 部 の 菌株(DRC1、712株)が 、M17培 地 やM17に グル

コー ス を添 加 したGM17培 地 で は胆 汁 酸 耐 性 を示 さな か った の に対 し、MRS培 地

で は 胆 汁 酸 に対 し耐 性 を示 した。MRS培 地 に含 ま れ るTween・80の 量 を変 化 させ 、

24時 間 後 の 菌 の増 殖 を調 べ た と こ ろ、Tween80非 存 在 下 で は ほ とん どの 菌株 で

増 殖 が 見 られ な い の に対 し、Tween80が0.5%以 上 にな る と胆 汁 酸 存 在 下 で も

これ らの株 は 胆 汁 酸 無 添 加 の場 合 とほ ぼ 同 じ増殖 を示 した(Table4)。 一晩 培

養 した菌 体 を4種 類 の リン酸 緩 衝 液 に け ん 濁 し、 一 定 時 間 保 温 した 後 、 細胞 内

物 質 の流 出 を 測 定 した(Table5)。 供 試 したす べ て の 菌株 で 、 リン酸 緩 衝 液 の

み及 びTween80の み 添加 の 溶 液 で は細 胞 内物 質 の流 出 は 少 な か った 。 これ に対

して 、胆 汁 酸 を含 む溶 液 で は 著 しい 細 胞 内物 質 の流 出 が認 め られ 、これ はTween

80の 添 加 に よ り抑 え られ た 。 す なわ ち、Tween80は 胆 汁 酸 に よ り引 き起 こ され

る細 胞 内物 質 の流 出 を抑 制 す る こ とに よ り、加C/0000α,Sの 胆 汁酸 耐性 に 寄 与 す

る と考 え られ た。 従 っ て 、Tween80を 含 むMRS培 地 で はTween80を 含 ま な い 培

地 に 比 べ 、 胆 汁 酸 耐 性 を 有 す る 菌 株 が 高 頻 度 に 見 出 さ れ る と考 え られ 、

加0106000〃 ∫の 胆 汁 酸 耐 性 を 調 べ る際 に は培 地 の選 択 に注 意 を払 う必 要 が あ る。

加 ご1060coz,3の な か でN7株 が 、 用 い た3種 類 の培 地 の いず れ にお い て も優 れ
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た 胆 汁 酸 耐 性 を示 した こ とか ら(Table3)、N7株 に つ い て リゾチ ー ム及 び 低

pl1耐 性 を検 討 した 。N7株 は リゾ チ ー ム存 在 下 で生 菌数 が徐 々 に減 少 した が 、60

分 間 保 温 の 後 も優 れ た 生 残 率(8.910gcfu/ml)を 示 した(Table6)。 ま たN7株

はpli2.0で2時 間 保 温 め条 件 下 で 中程 度 の生 残 率(5.410gcfu/ml)を 示 し、pH

3.0で2時 間保 温 の 条 件 下 で は優 れ た生 残 率 を示 した(7.810gcfu/ml)(Table7)。

以 上 の こ とか ら、N7株 は 消化 管 の 特異 的 な環 境 条 件 に 打 ち勝 ち、 生 菌 の ま ま腸

管 ま で 到 達 す る 可能 性 が 高 い と考 え られ た。

N7株 は ヒ ト結 腸 由来 上皮 細 胞 株Caco-2細 胞 に付 着 性 を示 さな か っ た が 、

加010000α'5供 試8株 中6株 でCaco-2細 胞 へ の付 着 が認 め られ た(Table8)。

特 に527株 が陽 性 対 照株 で あ る 肱 ノ01717507?ノ几A1と 同程 度 の 高 い 付 着 性 を示 した。

走 査 型 電 子 顕微 鏡 写真 に よ りCaco-2細 胞 に527株 が付 着 して い る様i子 を示 した

(Fig.1)o

第 二 節 イ ン ビボ試 験

N7株 の抗 生 物 質 耐性 株1x109cfuを マ ウス に経 口投 与 し、 腸 内生 残 性 を検 討

した。 そ の結 果 、N7株 は投 与 前 の糞 便 か ら検 出 され ず 、投 与12時 間 後 の糞 便 か

ら106レ ベ ル 、24時 間 後 は103レ ベ ル 、48時 間 後 は102レ ベ ル で検 出 され た が 、

72時 間 後 に は検 出 され な くな った(Fig.2)。 この こ とか ら、N7株 は投 与 後48

時 間 は マ ウス 腸 内 で 生 存 す る が 、 定 着 しない こ とが 示 唆 され た 。

第 四 章 加010cooα'∫ 属 乳 酸 菌 の 生 理 機 能

第 三 章 で腸 内 生残 性 が 優 れ て い る と考 え られ た菌 株 を 中心 に 加 ご10ω6α'5の 機

能 性 に つ い て検 討 した 。

第 一 節 コ レス テ ロー ル 除 去 作 用

血 清 コ レステ ロー ル 低 下作 用 は、 乳 酸 菌 が 増 殖 培 地 か らコ レス テ ロー ル を 除

去 す る能 力 と関 係 して い る と され て い る。加 αooooα イ5の コ レス テ ロー ル 除 去 作

用 を検 討 した 結 果 、 菌株 間 で差 は あ るが 、 供試 株 す べ て が増 殖 培 地 か らコ レス

テ ロー ル を除 去 す る能 力 を 有 して い た(Table9)。 な か で もN7株 は供 試 菌 株

中 、 最 も コ レス テ ロール 除 去 能 が 高 く、 ま た使 用 培 地 に よ り差 は あ る もの の 、

豚 に お い て 血 清 コ レ ス テ ロ ー ル 低 下 に 効 果 が あ っ た と報 告 され て い る 肱

ooデ4qo17〃〃5ATCC43121と 同程 度 の コ レス テ ロール 除去 作用 を示 した(Tabユe10)。

培 地 中 か ら除去 され た コ レス テ ロール は 、 菌 体 画 分 か ら回収 され た こ とか ら、

コ レス テ ロー ル は 加clooocα'5に よ って 分 解 を うけ な い と考 え られ た 。
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N7株 の コ レス テ ロー ル 除 去 作 用 は死 菌 体 や 静 止 菌体(restingcells)で も認

め られ た(Fig.3)。 この こ とか ら、N7株 の コ レス テ ロー ル 除 去 作 用 の機 構 と

して 菌 体 へ の付 着 が 考 え られ た 。 ま た 、 増 殖 と共 に コ レス テ ロール を培 地 か ら

除 去 す る(growingcells)方 が 、 死 菌 体 や 静 止 菌体 よ りも コ レス テ ロール 除 去

作 用 が 大 き か っ た(Fig.3)。 つ ま り、 単 に コ レス テ ロ ール と乳 酸 菌 を混 ぜ て

コ レス テ ロー ル を 除 く よ りも、 菌 が 増 殖 しなが ら取 り除 く方 が 、効 果 が 大 き い

こ とが 明 らか とな っ た。 しか し、 死 菌 体 は扱 い 易 く、凍 結 乾 燥 粉 末 と して コ レ

ス テ ロール を含 む食 品 に混 合 す るな ど、N7株 を発 酵 乳 の 形 態 で摂 食 す る以 外 の

利 用 も考 え られ 、N7株 死 菌 体 の コ レス テ ロール 除 去 作用 は産 業 利 用 上 有 用 な性

質 で あ る と考 え られ る。

第 二 節 抗 菌 作 用

N7株 が腸 内細 菌 の増 殖 に 及 ぼす影 響 を調 べ た。培 地 に腸 内 細 菌 を103cfuで 、

N7株 を107cfuで 接 種 し混 合 培 養 した 結 果 、N7株 は大 腸 菌 、 ク レブ シエ ラ、 黄

色 ブ ドウ球 菌 の増 殖 を抑 制 した(Table11)。 特 に 、黄 色 ブ ドウ球 菌 に 対 す る

増 殖 抑 制 効 果 が他 の 細 菌 に比 べ て 大 きか っ た。黄 色 ブ ドウ球 菌 とN7株 を、接 種

比 率 を変 え て 混 合 培 養 す る と、 いず れ の場 合 も黄 色 ブ ドウ球 菌 の 増 殖 が抑 制 さ

れ た(Fig.4)。N7株 の培 養 上 清 に は黄 色 ブ ドウ球 菌 に 対 す る抗 菌 活 性 は認 め ら

れ ず 、 またN7株 の接 種 割 合 が 高 い ほ ど増 殖 抑 制 効 果 が 大 き か っ た こ とか ら、 阻

害 型 式 鉢拮 抗 阻 害 で あ る と考 え られ た 。

第 三節 免 疫 調 節 作 用

免 疫 刺 激 の 指 標 と して免 疫 担 当細 胞 の ひ とっ で あ るマ ク ロ フ ァー ジ株 を用 い 、

加010606α'∫ が マ ク ロ フ ァ ー ジ の サ イ トカ イ ン産 生 に及 ぼす 影 響 を検 討 した。 細

胞 性 免 疫 の賦 活 化 に有 用 な イ ン ター ロイ キ ン(IL)一12や 消化 管免 疫 賦 活 に重 要

なIL-6の 産 生 を誘 導 す る 加010006α'5が 見 出 され た(Fig.5)。 そ の なか で 特

にG50株 の マ ク ロ フ ァー ジ の サ イ トカ イ ン誘 導 能 が優 れ て い た。

G50株 の マ ウスへ の経 口投 与試 験 を行 っ た結 果 、G50株 の7日 間 投 与 で 対 照 群

(G50株 非 投 与 群)よ りも脾 臓 細 胞 のIL-12や イ ン ター フ ェ ロン γの産 生 が 高 ま

り、G50株 は 、生 体 内 で 細胞 性 免 疫 賦 活 に 有 効 で あ る こ とが 示 唆 され た(Fig.6)。

さ らに食 物 ア レル ゲ ン の ひ とつ で あ る 卵 白 オ ボ ム コイ ドで 免 疫 した マ ウ ス に

G50株 ま た は 肋.αoノのρ乃〃〃5JCM1132を 経 口投 与 した結 果 、G50株 投 与群 で対 照

群 よ りも血 清 中の 総免 疫 グ ロブ リンE(lgE)抗 体 量 が 有 意 に低 下 した(Fig.7)。

JCMl132株 投 与 群 で は 、IgE抗 体 産 生 が 対 照 群 よ りも減 少 す る傾 向 が認 め られ
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たが、有意差は得 られなかった。オボムコイ ド特異的IgE値 もG50株 投与群 で

対照群 よ りも低 くな る傾 向が認められた。すなわちG50株 は、ア レル ゲンに よ

り誘 導 され るIgE抗 体産生 を抑制す るこ とが明 らか となった。このことは、G50

株 の経 口投 与がア レル ギー疾 患 を抑制するひ とつの方法 となる可能性 を示 して

いる。

第五章 総括

本研究では、様々な発酵食品またはその原材料か ら加c/060c6"5属 乳酸菌 を分

離 し、加010600α'5に つい てプ ロバイオ テ ィクス としての機能を評価 した。は じ

めに腸内生残性の指標のひ とつである胆汁酸耐性 について、加 σ0000α'5の なか

に は増殖培 地 に よって胆汁酸 耐性が異なる菌株が存在す ることを明 らかに した。

これは培地中に含 まれるTween80が 胆汁酸に よって引き起 こ され る細胞内物質

の流出を抑制するためと考え られた。N7株 は供試 した 加 飽606α'5の なかで特 に

胆汁酸 耐性 に優 れ、またリゾチーム及び低pH耐 性 を有 していた。N7株 はマ ウス

へ の経 口投与後、糞便 か ら生菌 として検出され、N7株 は生菌 のまま腸 まで到 達

す るこ とを明 らかに した。次にプロバイオティック機能 としてコレステ ロール

除去作用、抗菌作用、免疫調節作用を検討 した。インビ トロ試験により、N7株

が コレステ ロール除 去作用及 び抗菌作用を有することを見出 した。N7株 は我 が

国 で長 年乳製 品製 造 に広 く用い られてきた株であ り、安全性に問題はない と考

えられる。免疫調節作用については、マ ウスへの経 口投与試験により、G50株 が

細胞性免疫賦活 に有用で あ り、また1型 ア レルギー を引 き起 こすIgE抗 体産生

を抑制す る ことを見出 した。また、ク リスタルバイオレット(CVT)耐 性株 が 、

他 の 加o砂oooα'5と 異 な り、グル コース存在 下でクエン酸か らエネルギーを獲得

できることを見出した。CVT菌 のプ ロバイオティ ック機能 について検討 した結果、

コレステロール除去作用、マ クロファージのサイ トカイ ン誘導活性が認められ

たが、他の 加010000α'5と 比べ て特 に優 れた機能性 を有す る菌株は見出されなか

った。

以上のことか ら加6'oω6α,5の なかにはプ ロバイオテ ィクス としての応用に有

望な菌株が存在す ることが明 らかとなった。一般 に加o/ooooα'3は 乳 中での生 育

が よ く、乳 製品製 造 に適 しているため、本研究のなかで見出されたプロバイオ

テ ィック機能を有す る菌株 を用いた新規な乳製品の開発が期待できる。
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T 1Lactococciosolated_fromdairyandnon-dairymaterialsinthisstud

StrainNo. Strain Isolatedfrom

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1

一

,

,

・

齢

.

,

腫

齢

9

硲
題

5・
馴

箆

56

6。
座

65
題

題

㎎

5・
墨

53
餌

55
56
肝
58
6・
田
田
m

講

撰

段

G

G

G

G

G

G

G

G

G

G

G

G

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

Lactcoccuslactissubsp.lactic

Lactcoccuslactissubsp.lactis

Laoホoocα 」s佐牙o猷ssubsp.佃o"5

Lactcoccus/actissubsp.lactis

Lactcoccuslactissubsp.lactis

Lactcoccuslacfissubsp.lactis

LaofむocoσS畑o猷ssubsp.抱o猷s

Lao佑ocoσ3治c猷ssubsp.佃o獄s

Laoむoooαs佑o猷ssubsp.'aσ お

Lactcoccuslactissubsp.lactis

Lactcoccuslacticsubsp.lactic

Laσ 畠ooooμs佃o∬ssubsp.伯o∬s

ムaoむoooαs』ao猷5subsp.'ao猷s

Lactcoccuslactissubsp.lactis

1_acむocoσs佃o猷5subsp.'aoオ's

Lactcoccuslacfissubsp.lactis

Laoむooous泊o櫓subsp.佑o£'s

Laoねoooαs佃c戯ssubsp.伯o～'s

Laofooocσsた ヨcf捨6ubsp。 伯o"5、

Laσ むooσuε 佃o龍subsp.'ao"s

Laσ 紀oσcμs彪 ～o饒ヲsubsp.伯ofls

Laoホoooc己 」5左ヨo縣ssubsp.'ao∬s

Laoホooooる 眞s侮o£'5subsp.践ao∬s

Laoむoooμsた ヨc畝ヲsubsp.伯o～'s

Lao船ooσus'acだssubsp.佃o源s

Lac齢ocous彪}d嬉subsp.畑c孟's

Lactcoccuslactissubsp.lactis

Lactcoccuslactissubsp.lactisbiovardiacetylactis

Lacicoccuslacfissubsp.cremoris

Lactcoccuslactissubsp.laciis

乙aofooσoσs舶oオ 齢subsp.た ヨo猷s

乙aofooooσs々 ヨo猷ssubsp.佑 σf冶

Lao拓oocuε 伯o蹴ssubsp.孟ao"s

Lao齢oσoσs伯o猷ssubsp,侮o£'5

乙ao此300cξ」s佑o縣ssubsp.佃oお

Lacホoooous姶o猷SSubsp.伯of'5

biovardiacetylactis

biovardiacetylactis

biovardiacetylactis

biovardiacetylactis

biovardiacetylactis

biovardiacetylactis

biovardiacetylactis

Laoホoocα 」s'ac猷ssubsp.σ 眉θmo/13

Napiergrass

Napiergrass

Napiergrass

Napiergrass

Napiergrass

Napiergrass

Napiergrass

Napiergrass

Napiergrass

Napiergrass

Napiergrass

Napiergrass

Kimchiseacucumber

Kimchiseacucumber

Kimchiseacucumber

Kimchiseacucumber

Kimchiseacucumber

Kimchiseacucumber

Kimchiseacucumber

Kimchiseacucumber

Kimchiseacucumber

Kimchiseacucumber

Kimchiseacucumber

Kimchiseacucumber

Kimchiseacucumber

Kimchiseacucumber

Kimchiseacucumber

Cheesel

Cheesel

Cheesel

Cheesel

Cheese7

Cheesel

Cheesel

Cheesel

Cheesel

Cheese2

Table2EffectofcitrateonmolargrowthyieldYGfromglucoseofLactococcuslactisstrains

YGa

Strain Glucose Glucose

luscitrate

Lc.lactissubsp.lactisATCC19435

Lc.lacticsubsp.lacticbv.diacerylactisDRCl

Lc.lacticsubsp.lacticbv.diacetylactisN7

CVTstrains

8W

CVT3

B75-1

B75-2

B75-3

B75-4

19.7(1.04)
22,9(t68)
16.1(0.79)

18.6(0.45)

20.2(0.65)

12.8(0.18)

12.1(1.45)

13.8(0.64)

14.6(0.74)

13.7(0.23)b
19.9(2.12)

16.7(0.36)

22.9(0.24jb

22.5(0.24)

16.2(0.59)b

25.7(0.49)b

23.6(0.88)b

17.1(1.17)c

agdryweightpermoleofglucoseconsumed
.Valuesaremeans(standarddeviation);n=4.

Student'st-testwascarriedoutforeachculturewithandwithoutcitrate.

bSignificance:ρ く0
.01.

cSignificance:P<0
.05.
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Table3Growthcharacteristcsoflactococciinvariousmediumplusoxgall

Medium

MRS GM17 My7

Strains Control Oxgall Control Oxgall Control Oxgall

c.racessubsp.races

ATCC19435

712

527

乙o.泥～o欝subsp.o㌍ 〃70〃瞥

ML

HP

H61

Lc.lactissubsp.lactis

bv.diacetylactis

DRCl

DRC2

N7

CVT675-1W

CVT675-2Y

1.10

1.30

1.58

0.70

0.72

0.ss

1.55

1.21

1.48

1.52

1.49

2

7

己ー

4
.

0

0

0.78

0.65

0.90

0.28

0.31

1.78

2.21

2.25

0.66

1.77

0.46

1.81

1.58

1.75

2.12

2.12

、

0.32

0.14

1.22

0.09

0.04

i.iO

1.80

1.21

1.00

0.58

0.78

1.08

1.10

1.42

0.91

1.38

0.32

0.17

1.33

air

O.11

EachMRS,GM17(M17supplementedwithO.5%glucose)andM17brothcontainedO.3%oxgall(Oxgall;dehydratedbile)or

not(Control).Valuesweredeterminedbyabsorbanceat620nmafter24-hincubation;allvaluesarethemeansoftwotrials.

一
,Non-growth

Table4EffectofTween800nbiletoleranceoflactococci.

ConcentrationofTweenSOinMRSbroth(%

Strains 0 0.05 0.1 0.5 1.0

c.Lactissu

527

sp.lactis

Control

Oxga鯉

7

6

0

0

1

0

論

佃

」1

0

Q
》

Q
》

41

引
ー

-
・

0

3

6

3

7

1

hU

F◎

7

3

0

4置

イ
5

Lc.佃 αjssubsp.」aα たヲ

.bv,diacetylactis

DRCi

N7

CV丁B75・1W

CVT675-2Y

Control

Oxga甜

Control

Oxgall

Control

Oxgall

Co齪rol

Oxgall

1.40

1.38

0.2s

1.33

1.06

1.40

1.42

0.46

1.58

1.28

t.30

1.36

0.78

1.40

0.16

1.36

0.06

1.34

0.74

1.38

1.45

1.49

0.98

1.38

1.00

1.06

1.06

1.43

1.36

1.40

1.18

1.34

1.08

Valuesweremeasuredbyabsorbanceat620nmafter24-hincubation;allvaluesarethemeansoftwotrials.

OxgallconcentrationwasO.3%.一,Non-growth

Table5EffectofbileandTween800nleakageofintraceAularmaterialsfromlactococci

Absorbanceat260nm

Suspensionbuffer DRC1 N7 712

1

2

3

4

B

B

B

B

0.061

0.033

0.536

0.253

0.068

0.045

0.621

0.285

o.oso

O.138

0.asa

O.229

Eachvalueisthemeanoftwotrialsintripricate.CellsweresuspendedinB1,B2,B3,0r64bufferandthecellularleakagewas
determinedafter30-minincubationat37ｰC.Buffer:Bi,0.05Msodiumphosphatebuffer;B2,plus1%Tween80;B3 ,plusO.3%
oxgail;B4,plusO.3%oxgaliand1%Tween80.
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Table6SurvivalofLc.lactissubsp.lactisbv.diacetylactisN7inthepresenceoflysozyme

Time(min) Viablebacteria(bgcfu/ml)

Control Lysozyme

0

15

30

45

60

9.22ｱ0.14

9.20ｱ0.16

9.22ｱ0.07

9.36ｱ0.08

9.20ｱ0.09

9.27ｱ0.02

9.14ｱ0.09

9.10ｱ0.09

9.03ｱ0.09

8.86ｱ0.08

CellssuspendedinO.06Mphosphatebuffer(pH6.2)supplementedwith1%NaCIcontaining100ｵg/mllysozyme(Lysozyme)
ornot(Control).Valuesarethemeanswithstandarddeviationofthreetrials.

Table7SurvivalofLc.lactissubsp.lactisbv.diacetvlactisN7atvariouspHvalues

Time(h) Viablebacteria(logiccfu/ml)

pH1 pH2 pH3 pH4

0

σ5

1

2

3

9.18ｱ0.08 9.31ｱ0.08

5.44ｱ0.19

5.75ｱ0.41

5.38ｱ0.04

5.10ｱ0.58

s.30ｱo.y1

9.22ｱ0.05

9.26ｱ0.09

7.82ｱ0.05

7.53ｱ0.30

9.31ｱ0.08

9.27ｱ0.08

9.31ｱ0.04

9.35ｱ0.11

9.17ｱ0.21

Valuesarethemeanswithstandarddeviationofthreetrials.

一,Notdetected.

Table8ResultsofinvitroadhesiontestsconductedonLactococcusstrainsonthehumanCaco-2cellline

丁estedstrain Result

Lo.侮o惚subsp.'ao猷s

ATCC19435

712

527

1061

Lo.」ac龍subsp.彪 ～c£'sbv.diacetyiactis

ATCC13675

DRCl

DRC2

N7

CVT8W

ムか.10/7ηsoη"NestecLa1

ムb,ao'dqρ 力吻sJCM1132

+

軒

+

十

十

十

十

十

一
,Noadhesion(Lb.acidophilusJCM1132asareferencestrain);+,lowadhesion;++,highadhesion(Lb.johnsoniiNestecLal

asareferencestrain).

難

漣
　

多

響

諏属
臨

蝶蒙
蝋餐

知

蓮

義

盤
Fig.1.ScanningelectronmicrographofdifferenciatedCaco-2monolayertowhichLc.lactlssubsp.laclls527bound

(magnification,x10,000).Barrepresents1ｵm.
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Fig.2.Meanconcentrationofthethreepopulationsofrifampicin-resistantLc.lactissubsp.lactisbv.diacetylactisN7in

faecalsamplesofthreeofmice.

TablegCholesterolremovedfrommediabylactococcia

Cholesterol

Cu瞳ure

removed

Iml

removal

%

Growth

A620nm

Lc.lactissubsp.lactis

527

G50

H48

Lc.lactissubsp.lactisbv.diacetylactis

N7

ATCC13675

DRCi-F

8W

37.7

62.0

60.7

68.1

27.7

41.0

55.0

53.9

88.6

86.7

97.3

37.0

58.6

78.6

7.oa

7.53

1.74

y.ss

O.47

7.42

0.31

ellswereinoculatedfor24hat37ｰCinGM17-THIObrothsupplementedwithO.2%sodiumtaurocholateandcholesterol

{finalconcentrationinbroth=70ｵg/ml).Thegrowthofeachstrainwasmeasuredasabsorbanceat620nm(A620nm);allvalues
arethemeansoftwotrialswithduplicate.

Table10CholesterolremovalbyandgrowthoflacticacidbacteriainMRS-THIOandGAMbroths

Lo.伯 σ猷ssubsp.伯 σf姶

bv.diacetylactisN7

Lわ.aσ'doρ 力〃US

ATCC43121

Cholesterol Growth

(A620)

Cholesterol

Media

removeda

/m1

removal

ov
a

removeda

lml

removal

%

Growth

(A620)

MRS-THIO

GAM

20.6

56.9

4

q
U

Q
り

4量

2

8

0

4

7

.」ー

-

」「ー

0

7
「

7
'

0

ハ
0

5

Q
V
4
,

2

2

5

7
5

4

0

q
U

4
.

」「6

」■■

aCholesterolremovedbythecultureduringa24-hincubationat37ｰC .

Allvaluesarethemeansoftwotrialswithduplicate.
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Fig.3.Cholesterolremovalbygrowing,heat-killed,andrestingcellsofLc.lactissubsp.lactisbv.diacetylactisN7.

Cellmasswasdeterminedfromastandardcurverelatingopticaldensitytodryweighttocalculaterelativeamountsof

cholesterolremoved(μg/mgdryweight).Ceilsthatremovedcholesterolfromthemediaduringgrowthfor24hat370C

were .designatedasgrowingcells.Theheat-killedcellsofstrainN7werepreparedbyautoclavingfor15minat121ｰC

andweresuspendedinGM17-THIObrothcontainingsodiumtaurocholate-pluscholesterol.Restingcellsweresuspended

inO.05Mphosphatesolution.Thesecellsuspensionswereincubatedat37ｰCfor24h.ValuesaremeansｱSDoftwo

independentexperimentsperformedinduplicate."*Significantlydifferentfromgrowingcells,P<0.01.

TablellInhibitionofseveralintestinalbacteriabyLc.lactissubsp.lactisbv.diacetylactisN7inassociativecultures

Testculture Sample

CFUof

Pathogens/mla

Inhibitionb

(%)
E.coliMAFF911145

E.coliTISTR527

K.pneumoniaeNGRIG-1

Sfa.aureusIFO15055

Sta.aureusTISTRO29

Control

strainN7

Control

strainN7

Control

strainN7

Control

strainN7

Control

strainN7

4.46×10

7.33×10

7.49×108

1.97×108

3.36×109

2.90×108

1.15×109

3.50×106

1.52×108

6.00×105

83.6

73.7

91.4

99.7

99.6

aDeterminedafter24-hincubationαassociativeculturesat37◎C .

bhhibiti・n(%)・100(CFUlmlinc・ ・tr。1)一(6FU/mlinass・ci・ti・ecultu・e)

(CFU/mlincontrol)
ThepopulationratiointheinoculaofstrainN7andpathogenwas104:1.
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(8)CoculturedSfa.aureus
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Time(h}

Fig.4.InhibitionofSta.aureusIFO15055byLc.lactlssubsp.lactisbv.diacetylactisN7atvaryinginoculatingratiosafter

coincubation.Co-cωtureswerepreparedbysimultaneouslyinoculatingstrainN7andSεaaur則sIFO15055atvarying

inoculatingratios,thentheviablecountsofSta.aureusweredeterminedafter24,48and72-hincubationperiodat37ｰC.

ToeliminatetheeffectofdecreaseinpHresultingfromacidproducedandnutrientconsumption,at5-10hintervalsall

mediawererefreshedasfollows.StrainN7wasinoculatedsimultaneouslywithSfa.aureusintoGAM+MRSmixculture.

Cultureswerecentrifugedandpelletswereresuspendedinfreshmedium.EachpopulationintheinocuiaofstrainN7

andSta.aureusIFO15055was1:1(A},102:1(B)and104:1(O),respectively.
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Fl9.5.Effectoflactococcionlし12andlし6productionbyclonaimacrophageJ774.1cells.

Dataarerepresentativeoftwoseparateexperiments .

527,712,H48,G50
,J53:Lc.lactissubsp.lactis

HP,H61,ML,CH2-1:Lc .lacfissubsp.cremoris

N7,DRC1,CVT8W
,CV丁3,B75・1W,B75-2Y:Lαlaσ おsubsp.五 θoおbv,diacetylactis

一22一



■ 旧2

ioOO

057

050

ρ
ε
、O
e
N
T
』

250

a

control G50

zoo

150

010
(一E
、
切
α
)
ゆ
-冒

50

0

因iL,6

胴

一

一

-

/一

!

!

7=フ
lI

control G50

IFN-q

15000

10000

OOO5

(唇
、
O
e

ト
ーZ
」

0

control G50

Fig.6.CytokinelevelsinspleencellsofmiceafteroralexposuretoLc.lactissubsp.lactisG50(1x109cfuin10%skimmilk
/mouse/day)for7days.Controlmicewerefedwith10%skimmilkonly.Dataarerepresentativeofseveralexperiments.

100

50

(で
」芒

8

も

ま
)

⊆
o
旧ぢ

弓

o
」α
国
O
=
$

o
↑

0

T
**

丁
T

control G50 JCM1132

Fig.7.E什ectoforaladministrationoflacticacidbacteriaonovomucoid-inducedtotalIgEproductioninserumofmice・

StrainG500rLb.acidophilusJCM1132wasadministeredtomiceatalevelof109cfuin10%skimmilkpermouse

perdayfor79days.DataareshownasmeanstSD.Asterisksindicatevaluessignificantlydifferentfromcontrol

e悔P<o,01).
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論 文 審 査 結 果 要 旨

腸 内細 菌叢が ヒ トの健康 と密接 な関係 が ある ことが認識 され,「 宿主の腸 内微 生物のバ ラ ンス を改

善す るこ とによって宿 主動 物 に有益 に働 く生きた微 生物添加物」 と当初定義 され た"プ ロバイオテ ィ

クス"と い う概念 も,最 近 は 「宿主 の健康維持 に有益 な働 きをす る微生物」 として広い意 味で用い ら

れ ることが多 くなつ てきた。 プ ロバイオテ ィクスの代 表は乳酸菌で あ り,従 来 は ヒ トの大腸 の常在菌

と して 加c'oわ副 伽5属 を始 め とす る乳酸桿菌 が もっぱ ら研究対象 とされ て きた。本研究 におい ては,

腸 内常在 菌ではない こ とか らほ とん どプ ロバイ オテ ィクス としての研究 がな され なかったLααOCOCα`∫

属乳酸 菌を取 り上げ た。Lαc∫ococc岬 属の乳酸菌は,乳 中で の生育 が 加Ofo肋c∫伽 ∫属 よ りもよ く,チ ー

ズや ヨーグル トな どの発酵乳製 品製造 のス ター ター として重 要な菌 であ り,安 全性 も高い。

は じめに牛 乳,チ ーズ,漬 け物,生 草,サ イ レー ジを分 離源 と して437株 の乳酸菌 を得,そ の中か

ら37株 の 加0オoco6cμ∫を分離 した。

乳酸菌 がプ ロバイオテ ィクス として機 能す るた めには,経 口摂取後,腸 内環境に耐 えて大腸 まで生

菌 として到達す るこ とが望 ま しい。そ のため,上 記 で分離 したLoαOCOCOμ ∫を使 用 して腸 内生残性 を

調べ た。イ ンビ トロ試験 の結 果,い くつか の ムπ∫oooo6κ∫が リゾチー ムや 胆汁酸 が存在す る腸 内環境

を模 した条件 に耐 え,中 で もN7株 が最 も耐性 が高かった。

腸 内生残性 が優れ た 菌株 を中心 に 肋 αoω繊 ∫の機能性 について検 討 した。血 清 コ レステ ロール低

下作 用 と関係す る とされ る培地 中の コレステ ロール除去能力 につい ては,す べ ての供試菌株 に効果 が

認め られ たが,と くにN7が 顕 著だ った。死菌体や静止菌体 よ り増殖菌体 の作用 が大 きか った。免疫

機能 の一つ として,マ クロファー ジのサイ トカイ ン産生 に及ぼす影響 を検討 した ところ,イ ンター ロ

イ キン ー12や 一6の 産 生 を誘 導 した株 が あ り,と くに 加clococoκ∫G50の 誘 導能 が優れ てい た。 一方,

代表 的食物 ア レル ゲ ンであ るオ ボム コイ ドで免疫 したマ ウスにG650株 を経 口投与 した結果,対 照群

よ りIgE量 が有意 に低下 し,同 菌 の経 口投与 がア レル ギー性疾患 を抑制す る可能性 を示 した。

以上 の結果 か ら,発 酵食 品や植 物 か ら分離 したLα6茜ocoo6粥 につい て,プ ロバイオ ティ クス として

の機 能 を評価 した とこ ろ,腸 内常在 菌で はないが腸 まで生菌の まま到達 す る菌株 を見出 した。 また,

これ らの菌には コ レステ ロール 除去作用,免 疫調節作用 をは じめ とす るプロバイ オティクス としての

機能 が認 め られ た。 これ らの知見 は,加C'OCOCCπ5の 中にはプ ロバイ オティクス として有望 な菌株 が存

在 しているこ とを示 してい る。

一 般 に 加C'OCOCCμ∫は乳 中で の生 育 に優れ てい るこ とか ら,本 研究 の中 で見 出 され たプ ロバイ オテ

ィクス機能 を有す る菌株 を用 いた新規な乳製 品の開発 が期待 で き,審 査員一同は本研究者 が博士(農

学)の 学位 を授与す るに値す る と認定 した。
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