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1.は じ め に

高齢化社会の到来や医療費負担額の増加 に伴い,

近年,健 康の維持 ・増進への関心が著しく高まっ

ている。とりわけ,食 品や食品成分の特性 を科学

的に明 らかにし,そ こから期待 される効能を理

解 ・判断した上で消費者がそれらの食品を日常の

食生活に取 り入れていく傾向が強まっている。そ

の流れを表すかのように平成3年 度に厚生大臣が

「食品中に含まれる特定の成分が健康の維持増進

に役立つことが科学的に証明され,具 体的な機能

を表示することができる食品」を 「特定保健用食

品」 として表示することを許可して以来,平 成

14年7月 の時点で299品 目がその認可を受けて

いる。これらの品目のうち,実 に75%以 上が乳

酸菌関連のもので,こ れはプロバイオティクスと

いう概念に集約される。プロバイオティクスとは

「宿主の健康維持に有益な働きをする微生物培養

物」であり,乳 酸菌の場合,腸 内菌叢の改善や免

疫賦活化作用,コ レステロール低下作用等が認め

られているP。

ところで,酵 母 もまた我々の食生活において馴

染み深い微生物で古くから醸造,製 パン等に利用

されてきた。特に近年はビール醸造の副産物利用

としてビール酵母が注目されるようになり,単 に

ビタミンや食物繊維の供給源としてではなく,糖

尿病抑制や鉄分吸収の促進等の効果が見出される

ようになった21。一方,市 販の外国産チーズの中

からしばしば分離される酵母は製造工程上意図的

に添加されたものではなく,製 造時の周辺環境や

伝統的な製造手法に則って未殺菌乳を用いた結果

見出されるものと考えられている。これらの酵母

はチーズの製造工程,即 ち,乳 酸菌の発育に伴う

乳酸発酵や加塩,低 温熟成等の選択を受けながら

チーズ中で生長 したもので,長 年に亘って食され

てきたことからも人体へは無害であると考えられ

る3。 しかし,こ れらの酵母の特性を明らかにし

て食品産業への応用を試みた例は極めて少ない。

そこで本研究では,チ ーズから分離したこれらの

天然酵母を特にプロバイオティクスとしての観点

から利用可能であるかどうかを検討するためにい

くつかの実験を行なったので報告する。

2.材 料 と方法

2.1供 試菌の分離と培養

表1に 示 した各種チーズをそれぞれPBSに 懸

濁した後,PDA寒 天上で27℃36時 間培養 し,

出現した酵母様コロニーを採取 した。これを再び

PBSに 懸濁した後,PDA寒 天上で培養 し,単 一

のクローンを得た。

2.2供 試菌の同定

得られた酵母をYPD液 体培地で27℃2日 間培

養後,遠 心分離によって酵母菌体 を回収 し,

DNA抽 出キッ ト(ISOPLANT;ニ ッポンジー

ン)を 用いてDNAの 抽出を行なった。下記のプ

ライマー(ITS-4,ITS-5)を 用いてここで得られ

たDNAを 鋳 型 と し てlnternalTranscribed

Spacer(ITS)領 域 をPCRに よって増幅 し4),
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増 幅産 物 をTA一 クロー ニ ング用 ベ ク ター で ある

pGEM-TEasyに 連結 した 後,ヒ ー トシ ョック法

に よ る大腸 菌JM109株 へ の 遺伝 子導 入 を行 なっ

たJ)。 遺伝 子導 入後,ア ンピシ リン(50mg/1)と

0.lmMIPTG,X-galを 含むLB寒 天上 で培養 を

(37℃ 一晩)行 ない,出 現 した白色 を呈 する株 を

採 取 して ア ンピ シ リン を含 むLB溶 液 中 で培 養

(37℃ 一 晩)し たJI。 大 腸菌 が保 持す る プラ ス ミ

ドをア ル カリ ーSDS法J)で 回収 した後,そ れ を鋳

型 と し てThermoSequenaseCycleSequencing

Kit(AmershamBioscience)を 用 い た標 識 反応

を行 な い,そ れ をDNAシ ー クエ ンサ ー(DSQ-

2000L,Simadzu)に 供 した。決 定 されたDNA塩

基 配列 をイ ンター ネッ ト上 でBLAST検 索 を行な

い,酵 母 の菌種 を決定 した。

ITS-4:5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'

ITS-5:5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3'

2.3胃 腸内条件下での耐性実験

分離した酵母が胃内環境に近い低pH領 域で耐

性を示すかどうかを観察するために,YPD液 体

培地申で27℃48時 間培養 した供試酵母を1白 金

耳とって0.5%NaClを 含むIMHCI溶 液pH2.0

(10ml)に 移し,37℃ で3時 間保持した。この後,

この溶液か ら1白 金耳 とってYPD液 体培地中で

27℃72時 間培養し,菌 の発育に伴 う濁 りの有無

か ら酵母の生存を判定 した。

同様に胆汁酸に対する耐性 を調べ るために,

YPD液 体培地中で予備培養した供試酵母を0.1%

コール酸添加または無添加のYPD液 体培地に1

白金耳移し,27℃24時 間培養 して発育状況を比

較 した。

2.4Caco-2細 胞への付着実験

ヒ ト結腸 ガン由来株化細胞Caco-2を106cell/

cm2ず つ予めカバースリップを入れた24穴 プレ

一 トに播種し
,37℃,5%CO2存 在下で培養(4

～5日 間)し て細胞を付着させた後,さ らに8日

間培養して分化誘導 した。培養液には10%ウ シ

胎児血清とペニシリン(100U/ml),ス トレプ ト

マイシン(100ng/ml)を 含むDMEM培 地を用い

た。 この後,細 胞 をPBSで3回 洗浄 し,予 め

DMEMで 洗浄 しておいた供試酵母を106細 胞に

添加 して37℃,90分 間,5%CO2の 条件で保持

した。この後,細 胞をPBSで4回 洗浄 して付着

しない酵母を除去した後,カ バースリップを取 り

除いて風乾させ,メ タノールで3分 間固定した。

細胞および酵母の染色はギムザ溶液を用いて10

分間行ない,水 洗後,風 乾させた。以上作成した

標本をマウントクイック(大 道産業)に てスライ

ドグラスに包埋 し,倒 立型顕微 鏡を用 いて

Caco-2に 付着 した酵母の数を計測 した。なお,

同一の実験区についてそれぞれ4ウ ェルずつ行な

い,Caco-2細 胞数とそれに付着 した酵母数の計

測は各ウェル当り20視 野(総 計80視 野)に わた

って行なった。

3.結 果と考察

本実験において得られた計95株 の酵母は何れ

も青かびタイプのチーズから分離 され(表1),

その他のタイプのチーズから酵母を検出すること

表1各 種チーズより分離された酵母の菌種同定

[カ ッコ内はその分離株中の内訳を示す
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は 出来 な か った。 分離 した全 ての 酵母 に つい て

ITS領 域のDNA塩 基 配列 を調べ た ところ,ロ ッ

クフォー ル,ブ ルー ・ド・シャッス,ゴ ル ゴンゾ

ラか ら分離 され た酵母 は同一菌種 であ ったの に対

し,ス チ ル トンか らは複 数の菌種 が得 られて いる

こ と が 明 ら か とな っ た。 最 も多 か っ た の が

Debaryo〃ayceshansenii(54%)で,こ れ は耐塩 性

の 産膜酵母 として知 られ,好 まし くない 酵母 と捉

え ら れ て き た。 次 い で 多 か っ たKluveromyces

lactis(32%)は ケ ブ イア6)や クー ミス//等 の 伝

統 的 な 発 酵 乳 に 含 ま れ て い る。Saccharo〃ayces

ceyevisiae(11%)は ビー ル醸 造 や製 パ ン産業 に

利 用 さ れ る代 表 的 な菌 種 で,Yarrowialipolytica

(4%)は2一 ケ トグ ルター ル酸やエ リス リ トール,

マ ンニ トー ル といった代 謝産物 を生産 し,工 業 的

な利 用が なされ ている8)。

各 菌 種 か ら任 意 に2株 ず つ 選 び出 し,Caco-2

細胞 に対す る付着 実験 を行な った結果 を表2に 示

し た。 こ の 結 果,付 着 性 を 示 すK.lactis(図

1・A)とD.hansenii(図1・B),付 着性 を殆 ど示 さ

な いs.cerevisiae(図1-C)とY.lipolytica(図

1・D)に2分 され,酵 母間 に差 があ るこ とが 明 ら

か とな った。 これ まで報 告 された 単位Caco-2細

胞数(100cell)に 対す る乳酸菌 の付着細 胞数 を見

る と,L.yhamnosusGG株 の場 合,1,500前 後 で

同 じL.rha〃anosusで もMA27/6B株 で は100に

満 た ない とい う9)。 また,Caco-2に 対 す る各 種

Lactobacillus属 乳 酸 菌25株 の付 着性 を観 察 した

表2各 分離酵母株のCaco-2に対する付着性

DCaco -2(100cell)に 対 して 付 着 した 酵 母の 細 胞 数

図1Caco-2細 胞 に対 す る 各 種 酵 母の 付 着 実 験

A:K.lactisS2株,B:D.hansenii212株,

C:S.cereviciaeG3株,D:Y.lipolytic¢12株

Chauviereら の実験によれば1°},特に付着性の高

か っ た 株 はL.acidophilusLB,L.helveticus

CNRZ32とCNRZ240,L.delbrueckiisubsp.lactis

CNRZ239株 の計4株 で あっ たが,そ れで も

Caco-2(100cell)に 対する比率は200程 度であっ

たという。本実験で最 も付着性 の高かったK.

lactisの場合,50～60程 度となるが,酵 母の場合,

細胞自体の大きさが乳酸菌の8～10倍 程度大き

いことも考慮する必要がある。K.lactisに次いで

付着性の高かったD.hanseniiは,K.lactisの お

およそ半分の30前 後の値となった。殆 ど付着性

を示 さなかったY.lipolyticaとs.cerevisiaeを含

め,こ れらの付着性の差は各種酵母の細胞壁成分

やその発現量の違いによるものと考えられる。

なお,胃 腸内条件下での耐性実験の結果,全 て

の酵母において生存性 と良好な発育が確認された。

このことから,今 回分離した酵母を経口摂取した

場合,生 きたまま小腸に到達する可能性が示唆さ

れた。

4.お わ り に

我々の食生活の中で生きた酵母を口にすること
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は稀であり,成 人の糞便から分離される微生物の

中で酵母が占める割合は非常に少ないIU。 仮に

我々に最も馴染み深いS.cerevisiaeを 生菌の状態

で摂取したとしても,本 実験結果から考えるに腸

内には定着せず,腸 内細菌叢に及ぼす影響は殆ど

無いものと考えられる。一方,一 部の発酵乳製品

に含まれ,そ の安全性や嗜好性の点でも肯定的に

捉えられ得るK.lactisに明らかな付着性が認めら

れたことは本実験で得 られた大きな成果といえよ

う。今後,こ の酵母が腸管におけるカルシウムの

吸収や免疫細胞の適度な活性化,あ るいは腸内菌

叢の改善等に何らかの寄与が確認されれば,新 た

な食品素材としての提案が可能となるものと考え

られる。

本研究を遂行するにあた り,研 究助成を賜りま

した浦上食品 ・食文化振興財団ならびに関係者各

位の皆様に心から御礼申し上げます。また,今 後

の貴財団の益々のご発展をお祈り致します。
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Inrecentyears,beneficialeffectsofBifidobacteyiumstrainsandsomespeciesoflactic

acidbacteriahavebeenemphasizedforhumanhealth.Thesestrainsareconsideredas

probioticbacteria,whichexhibitpotentialforimprovementofintestinalcircumstances

includingmicrobialbalanceandimmunologicalresponsetovariousantigens.Incontrast,

littleattentionhasbeenpaidtoapplyyeaststrainsasthisconceptinspiteoftheir

importanceinthefoodandbrewingindustry.Amongtheyeastspecies,Sacchayomyces

cerevisiaehasbeenusedfrequentlyandothertypeofstrainscouldbefoundinfermented

dairyproducts.Althoughyeastsisolatedfromsometraditionalcheeseswerenotadoptedfor

specificuses,thesecouldbeunderstoodasnon-pathogenicsourcebecauseoflong-term

historyofconsumption.

Inthisstudy,95strainsofyeastwereisolatedfromcommercialblue-veinedcheese.

IdentificationbyanucleotidesequenceanalysisresultedinDebayyomyceshansenii(51

strains),Kluveromyceslactis(30strains),Saccharomycescerevisiae(10strains)andYarrowia

lipolytica(4strains).

Thesestrainswereresistanttogastrointestinalconditionssuchasacidstress(pH2)

andthepresenceofcholicacid.Twostrainsfromeachspecieswererandomlyselectedto

performinvitroadhesionstudyusingintestinalcelllinesofCaco-2fromhumanorigin.

AdhesivepotentialwasfoundinK.lactisandD.hansenii,incontrast,thatofS.cerevisiaeand

Y.lipolyticawasnegligible.SinceK.lactishavebeenusedasdeliberatecultureofcertain

dairyproducts,thisstudydemonstratedthepossibilitytoproposethenovelprobioticyeast

strain.ItremainstobeelucidatedspecificbiologicalinfluencesofK.lactissuchas

improvementofintestinalcircumstancesand/oradsorptionofCap+.


