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要 旨

【目的】新潟県で開発・市販されているヤスダヨーグルト⑧（以下YYG)は， メチシリン耐

性黄色ブドウ球菌(methicillin-resistantSrapﾑy/ococc"sa"re"s;以下MRSA)に対して抗菌

活性を示す．本研究の目的は, YYGのMRSAに対する抗菌活性成分を同定することである．

【方法】

1)抗菌活性の評価：ディスク拡散法により抗菌活性を検討した．

2)YYGの遠心分離成分の抗菌活性の評価:YYGを4000rpm, 15分の条件で遠心分離し，得

られた上清および沈澱物成分について抗菌活性を評価した．

3)抗菌活性を示す乳酸菌のYYGからの単離・同定:MRSA菌液を添加したMRS寒天培地に

YYGを塗布し, 37℃, 24時間の好気培養を行った．阻止円を形成したコロニーを採取し，

MRS液体培地を用いて24時間静置培養(37℃，好気条件） した. 16SrRNA遺伝子解析

を行い，抗菌活性を示す乳酸菌種を同定した．

4)乳酸菌が産生する抗菌活性成分の同定：抗菌活性を示す乳酸菌培養液上清に対して加熱・限

外濾過・アルカリ処理・消化酵素処理の各処理を行い，抗菌活性の変化を評価した． その結

果から，抗菌活性成分の同定を試みた．

5)培養条件が乳酸菌増殖に与える影響の検討：好気培養と嫌気培養，および静置培養と振鐙培

養による乳酸菌培養を行い，各培養条件と乳酸菌増殖，培養液上渭pHおよび抗菌活性との

関連をMann-WhitneyのU検定で解析した． また，培養液上清pHと抗菌活性の強さを検討

した．
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【結果】

1）抗菌活性の評価：ディスク拡散法により適切に抗菌活性を半定量的に評価することが可能で

あった．

2)YYGの遠心分離成分の抗菌活性の評価:YYGの遠心分離成分のうち，沈澱物に強い抗菌活

性を認めた． また, YYGをビーズ破砕した後に遠心分離すると，沈澱物の抗菌活性は消失

した． よって，抗菌活性成分はYYGに含まれる乳酸菌が産生していると推測した．

3)抗菌活性を示す乳酸菌のYYGからの分離・同定: 16SrRNA遺伝子解析の結果，

Z,acto6aci""s(たあr"ecA"subsp.加妙"℃"s (以下LDB)がMRSAに対する抗菌活性を示す

ことが判明した．

4)乳酸菌が産生する抗菌活性成分の同定:LDB上清はアルカリ処理により抗菌活性が減弱ま

たは消失した． さらに，過酸化水素を分解するカタラーゼをLDB培養液に添加すると，抗

菌活性が著明に減弱した．

5）各培養条件における乳酸菌培養液の比較:静置培養は振鐙培養に比べて菌の増殖がよく (P=

0.002), また上清のpHが有意に低下し(P=0.002),抗菌活性は強かった(P=0.002).

一方，好気培養と嫌気培養の間では，菌の増殖，上清pH,抗菌活性のいずれも有意な差を

認めなかった(P=0.310,P=0.589,P=1．OOO). また, LDB培養液上清pHと阻止円径

との間に強い負の相関関係を認めた（相関係数=-0.875,P<0.001).

【結論】YYGのMRSAに対する抗菌活性は, YYGに含まれる乳酸菌LDBが産生する乳酸

および過酸化水素によるものであることが示唆された．

キーワード： ヨーグルト,MRSA,乳酸，過酸化水素，プロバイオテイクス，抗菌性機能食品
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ロ 耐性黄色ブドウ球菌の出現も危愼されている． 多

剤耐性菌に対する新規抗菌薬の創薬が強く求めら

れている一方， その開発は停滞している． その理

由として，開発に莫大な費用を要するにもかかわ

らず投与期間が短いため，製薬企業の利益が少な

いことが挙げられる4)．

そのような状況の中，プロバイオティクスによ

る感染制御効果が注目されている．プロバイオテ

イクス (probiotics)は，抗生物質(antibiotics)

と対比される言葉として1965年に提唱され5)，

近年は「宿主に適当量を摂取したときに健康効果

を発揮する生きた微生物」と定義されている6)．

たとえば肝移植・胆道癌・肝癌などの高度侵雲外

科手術において，プロバイオティクス投与により

術後の感染合併症が減少することが報告されてい

る7)-9)． プロバイオテイクスは抗菌薬とは異なり

耐性菌出現を惹起しないとされるが， その作用機

序には未だ不明な点が多い．

ヨーグルトは大量の乳酸菌を含んでおり，代表

的なプロバイオティクス食品とされる．我々は以

黄色ブドウ球菌(Stap〃ﾉひcocc"saureus)はヒ

トの体表面の代表的な常在菌であり， ヒトの約

27％に黄色ブドウ球菌が検出される')．黄色ブド

ウ球菌は，皮盧軟部組織感染症やカテーテル関連

血流感染症から肺炎・腸炎に至るまで多彩な感染

症を引き起こす．黄色ブドウ球菌による菌血症全

体の死亡率は20から40％であり，合併疾患を有

する患者や高齢者ではとくに高率である2)．

現在の感染症治療の中心は抗菌薬である． しか

し，抗菌薬使用に伴う耐性菌の出現は大きな問題で

ある．メチシリン耐性黄色ブドウ球菌(methicillin-

resistantStaphy/ococcusaure"s;MRSA)は，系

統の異なる多数の抗菌薬に耐性を示すため， しば

しば治療に難渋する．バンコマイシンはMRSA

感染症治療の第一選択薬であるが，すでにバンコ

マイシン耐性黄色ブドウ球菌(vancomycin-

resistantSrap〃/ococc"sa"re"s)の存在が確認

されており3)， さらに他の抗MRSA薬に対する
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前に，新潟県で開発され市販されているヤスダヨ

ーグルト⑧ （以下YYG)がMRSAに対して抗菌

活性を示すことを報告した'0)． そこで今回，

YYGのMRSAに対する抗菌活性成分の同定を目

的とした基礎的研究を行ったので報告する．

CFU/mlとなるようにMRSA菌液を添加した

0.75%BHI軟寒天培地を重層した. 24時間静置培

養（37℃，好気条件） した後に阻止円を形成した

コロニーを採取し,MRS液体培地を用いて24時

間静置培養（37℃，好気条件） した．各培養液中

の細菌を同定するため16SrRNA遺伝子解析を

行い，抗菌活性を示す乳酸菌を同定した．材料と方法

1．菌 株

メチシリン耐性黄色ブドウ球菌(MRSA)は，

新潟大学医歯学総合病院臨床検査室から提供され

た臨床分離株4434を被検株として用いた

6．乳酸菌が産生する抗菌活性成分の抽出

単離・同定した乳酸菌をMRS液体培地下で48

時間静置培養（37℃，好気条件） し，得られた培

養液を遠心分離(4000rpm, 15分） した．得ら

れた上渭について，阻止円形成の有無により

MRSAに対する抗菌活性を評価した．2． ヨーグルト

抗菌活性測定の対象として, YYG(ドリンク

タイプ）を使用した． 7．乳酸菌が産生する抗菌活性成分の同定

上記で得られた乳酸菌培養液の上清に対して加

熱限外濾過,酸/ｱﾙｶﾘ処理,消化酵素処理

の各処理を行った． 処理後の上清について

MRSAに対する抗菌活性を評価し， その結果か

ら抗菌活性成分の同定を試みた．

1）加熱負荷：乳酸菌培養液の上渭をヒートブロ

ックにより65℃・80℃・95℃(UltimateDry

Bathlncubator,MajorScience), またはオー

トクレーブにより121℃(LSX-500, トミー

精工)の各温度条件下で10分間加熱処理した．

処理後の上渭について，阻止円形成の有無に

よりMRSAに対する抗菌活性を評価した．

2）限外濾過：乳酸菌培養液上清に対して, 10

kDaまたは3kDaの限外濾過膜（アミコンウ

ルトラUFC901008/UFC903008, メルクミ

リポア）で濾過処理した．処理後の上渭につ

いて，阻止円形成の有無によりMRSAに対す

る抗菌活性を評価した．

3）酸／アルカリ処理:2.5M水酸化ナトリウム溶

液あるいは1.OM塩酸を乳酸菌培養液上清に

添加し, pH3,pH8,pH11に調整した．調整

後の上渭について，阻止円形成の有無により

MRSAに対する抗菌活性を評価した

4）酵素処理：ペプシン （1 ： 100，和光純薬） を

0.2％塩化ナトリウム水溶液に混和して4%(w/

3.MRSAに対する抗菌活性の測定方法

MRSA菌株をBrain-heartinfusion (以下BHI)

液体培地で増殖させ, 0D6000･1のMRSA菌液を

調製した．次に， そのMRSA菌液をBHI寒天培

地上に滅菌綿棒で一様に塗布した. BHI寒天培地

上に直径7mmの円筒状の小孔を作成した．抗菌

活性を評価したい検体を小孔内に200jll滴下し

て24時間静置培養（37℃，好気条件） を行い，

阻止円形成により抗菌活性を評価した

4.YYGの遠心画分の抗菌活性評価

YYGを遠心分離(4000rpm, 15分） して上渭

と沈澱画分に分離した． また， ビーズ破砕処理

(5000rpm, 15秒×3回, 4℃;BeadSmaShl2,

和研薬） を行ったYYGを遠心分離(4000rpm,

15分） して上清と沈澱画分に分離した． それら

の上清および沈殿画分について，阻止円形成の有

無によりMRSAに対する抗菌活性を評価した．

5．抗菌活性を示す乳酸菌のYYGからの単離

生理食塩水で希釈したYYGをDeMan-Rogusa

-Sharpe (以下MRS)寒天培地上に塗布し，好

気および嫌気条件下で37℃・24時間静置培養を

行った● コロニー形成を認めた培地上に, 106
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3)P<0.05を有意差ありとしてMann-Whitney

のU検定を行い， 培養条件による培養液

OD600および培養液上渭pHの差を統計解析し

た． また，培養液上清pHと阻止円径との梱関

をPearsonの相関係数により解析した．

v)溶液を作成し, 1.0M塩雌を添DIIしてpH3

に調整した． トリプシン (1 :250,和光純薬) ,

パンクレアチン（和光純薬),胆汁未(和光純薬）

をそれぞれ1％リン酸緩衝液(pH7.4,Thermo

FisherScientific)に添加して1%(w/v)溶液

を作成した． 各酵素の最終濃度が0.1mg/ml

となるように調整液を乳峻菌培養液上清に添

加し， 37℃， 2時間静置した．処哩後の上渭

について，阻止円形成の有無によりMRSAに

対する抗菌活性を評価した．

結 果

l.YYGの遠心画分の抗菌活性

YYGの遠心1町分のうち，沈殿画分に強い抗菌

活性を認めた．一方，上清にもわずかながら抗菌

活性を認めた． ビーズ破砕処理を行ったYYGの遠

心画分では，沈殿画分・上清ともに抗菌活性が消

失した． このことから，抗菌活件成分はYYGに含

まれる乳峻I¥iが産生していることが推測された．

8．培養条件が乳酸菌増殖に与える影響の検討

l)通気条件：振浸培養における振愚II '1数は120

回／分とし，水平往復振鎧とした． 単離・同

定した乳酸菌を48時間静置または振鎧培養

（37℃， 好気条件） した．得られた培養液の

OD600を測定した後に遠心分離(4000rpm,

15分） して上清を得た．上渭のpHを測定し，

さらにMRSAに対する抗菌活性を阻止l'l径に

より評価した．

2）酸素濃度：好気培養は室内気における培養と

した．嫌気培養はアネロパック・ケンキ（三

菱ガス化学） を用いた．単離･ lnl定した乳酸

菌を37℃，静置条件下で48時間好気または

嫌気培養した．得られた培養液のOD600を測

定した後に遠心分離(4000rpm, 15分） して

上渭を得た． 上清のpHを測定し， さらに

MRSAに対する抗菌活性を阻止円径により評

価した．

2．抗菌活性を示す乳酸菌のYYGからの分離

MRSAに対する阻止円を形成した複数のコロ

ニーから釣菌を行った．得られた細菌をMRS液

体培地で増殖させた後に16SrRNA遺伝子解析

を行った結果,Lacto6ac"/"sJe/br"ecAr"subsp.

伽樺r/c"s(以下LDB) (図l)を同定した． なお、

抗菌活性を示さなかったコロニーからも釣菌を

行って|司様に16SrRNA道仏子解析を行い，

Srreproco""srher加Oph"usを同定した．

3.LDBが産生する抗菌活性成分の上清中への

抽出

LDB培養液を37℃，好気条件下で静置培養し

￥

’一
、 I

／

{ﾙｨﾊ‘
、 I

ノ

／ 〆

』
●

謎

図l La"06aci""s士/""eCA/J･ subsp.加控"“sの鏡検像グラム染色， ×100016



田島他：メチシリン耐性黄色ブドウ球菌に対するヤスダヨーグルト⑧の抗菌活性の検討 649

いずれも抗菌活性は減弱せず，抗菌活性成分

は3kDa以下の小分子物質であることが示唆

された．

3)酸／アルカリ処理を行った結果, LDB培養液

上清のpHが高くなるほど抗菌活性は減弱し，

pH8以上では抗菌活性が消失した． この結果

より, LDBが産生する乳酸をはじめとした有

機酸がMRSAに対して抗菌活性を示すことが

示唆された．

4）ペプシン・ トリプシン・キモトリプシン・胆

汁末の各酵素で処理したLDB培養液上清は，

MRSAに対する抗菌活性が保たれていた．一

方， カタラーゼで処理したLDB培養液上清の

抗菌活性は減弱した． この結果より, LDBが

た結果， 18から24時間経過時より培養液OD600

および上清pHがプラトーに達することが判明し

た（図2)． 24時間静置培養（37℃，好気条件）

したLDB培養液上清を遠心分離(4000rpm,

15分） した結果，抗菌活性を示す上渭を得るこ

とができた．

4． LDBが産生する抗菌活性成分の同定

1)抗菌活性を示すLDB培養液上清を4種の温度

条件（65℃, 80℃, 95℃, 121℃）で10分間

加熱した結果， 121℃･ 10分の加熱処理での

み抗菌活性が消失した．

2)LDB培養液上清に対して分画分子量10kDa

および3kDaの透析膜で限外濾過を行ったが，
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産生する過酸化水素(H202) もMRSAに対し

て抗菌活性を示すことが示唆された．

3)LDB培養液の上清pHと阻止円径との間に強

い負の相関関係を認めた（相関係数＝-0.875,

P<0.001) (図5).

5．各種培養条件下におけるLDB培養液の変化

1）通気条件：静置培養は振罎培養と比べてLDB

培養液OD600が有意に高値であり (P=

0.002),LDB培養液上清pHが有意に低値で

あり (P=0.002),LDB培養液上清のMRSA

に対する抗菌活性が大きかった(P=0.002)

（図3)．

2）酸素濃度：嫌気培養と好気培養ではLDB培養

液OD600, LDB培養液上清pH,およびLDB

培養液上清のMRSAに対する抗菌活性に有意

差を認めなかった(P=0.310,P=0.589,P=

1.000) (図4).

考 察

本研究より， ヤスダヨーグルト⑧(YYG)の

MRSAに対する抗菌活性成分は, YYGに含ま

れる乳酸菌Lacrobac"/"sde/6r"eCA"subsp.

加鮫〃cus (LDB)が産生する①乳酸をはじめ

とした有機酸，②過酸化水素，であることが示唆

された．

LDBを含む乳酸菌は糖を発酵代謝し，主な最

終産物として乳酸を生成することでエネルギー

を獲得する’1)．乳酸は非解離型で他の細菌の細

(a) 《b) <c)
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胞内に移行し，解離型となってプロトンを放出

することで細胞内pHの低下を惹起する．細胞内

pHの低下は，解糖系酵群の失活12), DNAの損

傷12)，プロトン駆動力減少による輸送系障害13）

により標的細菌を死滅させる．一方，黄色ブドウ

球菌は一般にpH4.6から10の範囲で発育可能と

され， 7前後が至適発育pHとされる14).乳酸を

添加した酸性化乳においては, pH4.5から4.4で

ブドウ球菌の発育が完全に抑制されたと報告され

ている15)16)．本研究では, LDB培養上清のpH

とMRSAの阻止円径との間に相関関係を認めた．

すなわち, LDBのMRSAに対する抗菌活性は

pH依存的であることから, LDBが産生した乳酸

によりMRSAの発育が抑制されることが示唆さ

れた． しかし，一般にLDBはホモ乳酸発酵菌の

ため通常乳酸以外の有機酸を産生しないが， ある

一定の条件下ではヘテロ乳酸発酵を行うことによ

り酢酸も同時に生成することが知られている'7)．

酢酸は乳酸に比べてより高いpHでブドウ球菌発

育を抑制することが報告されており’8)，本研究

におけるLDBのMRSAに対する抗菌効果の成

分として酢酸が寄与している可能性もある．今後

LDB上清の有機酸分析を行って検証する予定で

ある．

乳酸菌のうちとくにLacm伽c"/us属により産

生された過酸化水素(H202)がブドウ球菌に対

して抗菌効果を示すことは, invitroでよく研究

されている19)-22)．乳酸菌の菌体内で産生された

H202は拡散により標的細菌内に移行し, Fenton

反応によりヒドロキシラジカル（･OH)に還元さ

れる. ･OHは核内に移行し, DNA鎖を切断する

ことにより細胞毒性を示すと考えられている23)．

本研究においても, LDB培養液上渭にカタラー

ゼ処理を行ったところ抗菌活性が著明に減弱した

ことから, H202がMRSAに対して抗菌活性を示

すことが示唆された. LDBは溶存酸素を消費し

てH202を産生する一方24),溶存酸素がOppmに

近づいて初めて発酵を開始すること25)が報告さ

れている．本研究では，振愚培養は静置培養に比

べて培養液上清のpHが有意に高かった． その理

由として，振環による培地内への酸素供給により

溶存酸素が保たれ，乳酸発酵が開始されなかった

ことが示唆された．一方で，静置条件下では好気

培養と嫌気培養で培養液上清pHがともに低下し，

有意差を認めなかった. LDBの培養時間が48時

間と長かったため，好気培養下でも培養液内の溶

存酸素が十分消費され，乳酸発酵を行うことがで

きたと考えられた． よって，今回得られたLDB

上清におけるH202および乳酸の抗菌活性への寄

与の割合は，静置／振邉培養，好気／嫌気培養

培養時間などの諸条件によって大きく左右されて

いると考えられる．今後H202および乳酸産生と

培養条件との関連についてより詳細に検討する予

定である．

われわれは, YYGのMRSAに対する抗菌活性

を示した前回の報告において, YYGに含まれる乳

酸菌が抗菌ペプチドであるバクテリオシンを産生す

る機序を想定していた'0)．実際に,Lacro6c"ﾉus

(t/br"ecA"subsp.加妙"czIsBB18が産生する分

子量4.2kDaのバクテリオシンbulgaricinBB18

がブドウ球菌に抗菌効果を示したとする報告もあ

る．一方，今回の研究では，分画分子量3kDa

および10kDaの透析膜で限外濾過を行ったLDB

培養液上清においても抗菌活性が減弱しなかっ

た． そのため, 3kDa以下の小分子のバクテリオ

シンが本研究におけるLDBの抗菌効果に寄与し

ている可能性があり，今後さらなる分析が必要で

ある．

結
諮
諏

本研究より， ヤスダヨーグルト⑧のMRSAに

対する抗菌活性成分は， ヤスダヨーグルト⑧に含

まれる乳酸菌Lacrobac"/"s(fe/6r"ecA"subsp.

加統〃cusが産生する①乳酸をはじめとした有

機酸，②過酸化水素，であることが示唆された．

今後はヤスダヨーグルト⑧の抗菌活性機序につい

てさらに詳細な分析を行うとともに，食品であり

ながら特異な抗菌効果を示すヤスダヨーグルト⑧

の消化器外科領域への導入を模索し，耐性菌の出

現しない周術期感染制御を目指していく．
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