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ヨーグルトの抗菌効果の検討
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要　　旨

　【目的】消化管手術の周術期には，黄色ブドウ球菌などの皮膚常在菌による創部感染，絶食に

よる腸内細菌叢の撹乱に伴うBacterial　transloca廿on，抗菌薬使用に伴うmethicillin－resist孤t

S臼p力ylococ四s紺reロs（MRSA）などの薬剤耐性菌の出現が起こりうる．このような状況に対

して応用的プロバイオティクスによる周術期感染制御を視野に，ヨーグルト製品のもつ抗菌効

果の特性を微生物学的に解析した．

【方法】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）に注目して，1）抗

菌活性スペクトル（被験株：methicillin－sensitive　5匡ap力ylococcus　aロreHs（MSSA）ならびに

MRSA臨床分離株大腸菌株DH5α），2）配合菌株の異なる他の5種の市販ヨーグルト製品との

抗菌活性の相違，3）YYG各配合菌種（Yc－x11およびYc－180）の示す抗菌作用，および4）抗

菌活性を示す分離画分について，ディスク法による阻止円形成により検討した．

【結果】YYGは大腸菌に比してMSSAに優位な抗菌活性を示した．また，　YYGはMRSA臨床

分離株に対しても抗菌活性を示した．他製品との比較において，YYGは最も高い抗菌活性を示

した．YYG配合菌種は，通常の低塩濃度培地上では抗菌活性を示したものの高塩濃度条件下で

は，その効果は減弱あるいは消失した．YYGの抗菌活性は，上清ではなく沈殿画分に認めた．

【結論】YYGはMRSAを含む黄色ブドウ球菌に対する直接的な抗菌活性を示した．その抗菌

効果は，特有の配合菌種に依拠する抗菌活性物質によることが示唆された，ヨーグルトの中で

もYYGは極めて有望な抗菌性機能食品として，周術期感染制御に貢献できる可能性がある．
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緒 言

　消化管手術における周術期の感染制御は，術後の

予後と機能の回復を左右する重要な要素である1）．

大腸内ではBacfem∫dacea巳EHbacfe亘ロm，嫌気性

連鎖球菌などの嫌気性菌が優位であるが，手術創

部は皮膚常在菌，特に黄色ブドウ球菌の侵入の門

戸となる．さらに，周術期における抗菌薬投与は

腸管内常在菌叢の撹乱を惹起し，methicillin－

resistant　5匡ap毎10coccロs　aure囎（MRSA）などの

薬剤耐性菌の出現リスクが高くなる．近年，MRSA

やリネゾリド耐性などの薬剤耐性黄色ブドウ球菌

の出現により，従来の抗菌薬による感染制御が困

難iとなりつつある2）．

　以上の状況において，昨今，腸内細菌叢のバラ

ンスを整え，健康に有益な働きをする微生物やそ

れらの産生する増殖促進物質を利用したプロバイ

オティクスが注目されている，特にヨーグルトは，

ブルガリァ地方などで古くから親しまれた乳製品

であり3），国際的には1ac古obacfヱ1us　delbτHec毎∫

subsp，　bロ趣百cusと5加ep亡ococcus鑑㎜oP捌∬us

の2種の乳酸菌の共発酵により作られた食品とさ

れる4）．日本の食品衛生法では「ヨーグルト」の

名称は使用されておらず，発酵乳の範疇に含まれ，

発酵における菌種も指定されていない．乳酸菌は，

発酵によって糖類から多量の乳酸を産生すること

でpHを下げることや，バクテリオシンなどの抗

菌ペプチドを産生することで抗菌作用を発揮する

とされており5）6），ヨーグルトは「抗菌性機能食

品」として非常に有望視されている．しかし，ヨ

ーグルト製品そのものの抗菌活性を検討した報告

は少ない上7），食餌摂取による臨床応用が可能で

あることを示した検討もなされていない．

　本研究では，外科手術における周術期感染に対

する応用的プロバイオティクスを視野に，新潟県

で開発され市販されているヤスダヨーグルト⑧の

抗菌活性について，薬剤耐性菌を含めた抗菌活性

スペクトルの評価，他の市販ヨーグルト製品との

抗菌活性の相違，各配合菌種の示す抗菌作用，お

よび抗菌活性を示す分離画分について検討した．

材料と方法

1．菌　株

　methicillin－sensitive　5亡ap力J櫃ococcus　aur飽s

（MSSA）あるいはMRSAは，いずれも新潟大学

表1各ヨーグルトに含まれる主な配合菌種

製品 主な配合菌種

ヤスダヨーグルト

ヨーグルトA

ヨーグルトB

ヨーグルトC

ヨーグルトD

ヨーグルトE

Lαc孟oわαc∫〃μオ凌『brz／ec瓦匡匡subsp．　Zαcrj5

Lαc♂obαc〃μ3痴∫ゐ剛θc蔽∫subsp．占唾αr勧5

S舵μococc況ぷ孟乃θ噺qρA施3

Lασoわαc〃御39α∬er∫SP

五αcro加c〃μ5由占削ec肋subsp．加lgαr匡cμ50LL　l　O73R－1

Lαc♂o占αc匡〃zゴ39α3ぷεr匡OLL2716

8函dbわαc’召r匡μ溺αη抽α∬s　subsp．1ασむDN－173010

Lαcro占αc匡〃祝3　cα5θ匡Shirota
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医歯学総督病院鴎床検査蜜から提供された臨床分

離株を用いた．大腸菌は実験憲で汎用される

K一麗株D日5びを用いた，

2。ヨーグルト

　抗菌活性測定の対象として，ヤスダヨーグルト

社製ヤヌダヨーグルト寵（以下YYG），互いに異

なる乳酸菌の配合藤種を有する5種類のヨーグル

ト製晶A・B・C・D・Eを使矯した．それぞれの

ヨーダルトに特有の配合菌種は嚢ほのごとくであ

った．

3．抗葭活性の灘定

　ヨーグルトの抗菌活性はディスク法で行った．

まず，被験菌株をゴレインハ～トインフユージョ

ン給斑）液癖地で増殖させ，OD輪α2に達し

たものを1，0⑪0倍に希釈し，B磁平板培地に綿棒

で一様に塗布した，次に，ヨーグル1・を7mm角

のろ紙に染み込ませ，菌液を塗布した平板培地に

静置し，部℃鱗時間摺養したのち，阻止Piの形

成を評価した．

雀。配禽乳酸菌株（Yか綴▲，Y泰欝劔ごとの

　抗菌活盤の評儀

ヤスダヨーぴルトでは2種類の乳酸菌ス弾一ター

（クリスチャンハンセン社）Yび識⑪とY仁滋1

を使灘している（表D．まず，前記MRSA臨床分

離株の一つである賊RSA菌株4434を被験株とし

て，OD醐ぴ2の菌液を1，◎00倍に希釈して

M認艘一H撫鑛IMH）寒天培地，およびマンニ

ット食塩培地に菌液を塗布した、乳酸菌発育に好

趨なMRS培地およびM17培地を用いてY▽路O

とY£－x11を3ア℃融時闘培養し，把れらの培養

液を染み込ませたろ紙を平板培地に静置し，抗菌

活性を評緬した．

5．iヨーグルトの遠心画分の採取

　ヤスダヨーピルトを遠心分離ぱ⑪，⑪⑪⑪rpm／

min，2◎min）して上清と沈殿物に分離した．上

清および沈殿画分について，前記と岡じくディス

タ法を用いて抗菌活性を評綴した．

結 果

1．YYGの抗菌活性
　黄色ブドウ球菌臨床労離株醗274｛懸SSA）と

大腸菌江語株であるDH騒の2菌種に対して，

YYG原液を染み込ませたろ紙を用意し，抗菌活性

をディスク法で評備した．澱灘4では孫紙の周囲

に鱗瞭な隈止円を形成したが，班1騒では阻1ξ円

賊S欝A　N鷺7嬬 菰む鞭露］DH5載

　　図1　ヤスダヨーゲルトの抗菌活熟

鑛SSAおよび大‖麟に対す慈WGの抗薦溝牲、

絨SSAに対して優慌な抗菌力聚を添した．
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が小規模あるいは不明瞭であったことから，YYG

はN鐙74に対して優位な抗菌活性を示した（図1）．

灘．MRSAに対するヤスダヨーグルトの抗菌活性

　δ株のMRSA臨床分離株に対して，　YYG原液を

染み込ませたろ紙を矯意し，抗菌活性をディスク

法で評価した．阻止円の径に多少の差はあるもの

の，いずれのMRSA菌株にも阻止円を形歳した

（図訟．すなわち，YYGはMRSAに対して抗菌活

牲を示した．

3．他のヨーグルト製品との抗菌活性の比較

　YYGは他の市販製贔とは異なる乳酸菌の配沓

菌種を膚しており（表董），抗菌活性の程度に影響

している可能性がある．YYGを含む6種類のヨー

グルトについて鍵SSAに対する抗菌活推を比較

したところ，YYGのみが明瞭な阻止円を形成した

ことから，検討製品の中で最も抗菌活性が高いと

判断した（図鋤．

4。YYGの原料となる2種類の乳酸菌懸濁液製

　　晶Y¢弍‖1およびYひ1跳の抗菌活性の比較

　YYGの原料となる乳酸菌スターターはYc－x11

とYぴ180の2種類である．Y仁xΩには8聯加一

cΩcc櫨琉erMロρM1髄と、Laばoわ8cj11惑㎡e1一

わ澱就薗s曲sp．加葱蹴㎞8の2種類の乳酸菌が含

まれており，Y導一180はそれらに加えて顯c£か

顯曲盟撒d諭meα薗sub＄p．1ac撫の3種類の乳酸

菌が含まれている、これらの乳酸菌配合スタータ

ー単独でのMRSAに対する抗菌活性をディスク

法で評価したところ，いずれの製最もMH寒天培

地ではMRSAに対して阻止円を形成し，とくに

No。1 No．2 No。3

No。4 No。5

図鷺MRSAに対するヤスダヨーグルトの抗菌活性

　5株のMRSAのいずれにも抗灘効果を示した．
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図3　ヤスダヨー・グルトと他のヨーグルト製晶との

　　M＄SAに討する抗蘭活性の比較

ヤスダヨーグル1・が最も高い抗繭効梨を示した．

識）MH培地 扮マンニット食塩培地

灘雀　ヤスダヨーダルトの配合乳酸菌株Yぴx11およびYe一醸Pの

　　灘翻SAに対する抗菌活性の評縣

いずれも糠n培地で抗麟効果を示したが，マンニット食壌培蟻では

勤渠の減弱・消失を認めた．

Yc一欝0において，よ樽鱒1瞭な阻鼠£円を膨成した

（翻無）．　・方，マンニ・ソト食塩培地の場合は計

Yc欝oにおいて擁難培地に‡ヒペて阻亙c円は狭小

化し，Yc一綴1においては照止円を形戒しなかっ

た（図難）．この結果から，3種類の乳酸菌の配

合比率によロヨーグル1・の抗薦活鷲が増強するこ

と，ならびに高塩濃度下では抗薗活性が減弱ある

いは消失することが示された、
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翻5YYG遠心分離後の上清および沈殿物の抗菌活性の評飯

　　　上清ではなく沈殿画分に抗蘭活性を認めた。

5．YY（｝の抗菌薦分の決定

　抗菌活盤を示す爾発を調べるために，YYGを遠心

分離で上清と沈殿画縁に鶯離し，それぞれNI274

に麟する抗菌活牲を評鱗した．沈殿物を染み込ま

せたろ紙の周囲には醗止陶を形成したが，上濡で

は阻止円は形成されなかったごとから，沈殿画分

に抗菌物質が存在することが示された（図5）．

考 察

　消化管手術における手構侵襲・絶食は，免疫能

低下や腸内細菌叢の撹乱を介して麟部細菌感染な

らびに腸管内細菌感染を惹起しやすい，また，周

術期の抗菌薬投与により起灘菌の薬剤耐性獲得の

確率が高くなる．醗蕊A保菌ラットを用いた実験

では，セフヱム系抗薦薬により大腸菌や
B蹴飴宮◎ld欝などの嫌気性菌を含めた腸内常在菌

の増殖を抑鰯すると，腸管内MRSAの菌数が増加

すると報告されている8／．本研究でYYGが

MRSAも含めた黄色ブドウ球菌に対して高い抗薦

効巣を示したことは，周術期における創部・腸管

内の黄色ブドウ球菌感染のコントロールにYYG

が有効である可能性をボ唆している、一方，乳酸

菌による腸内細菌叢の是正効果も報告されており

顯o），YYG摂取による腸内綱薩叢の斑常化が誕c－

t敬▲al　tM雛loc瓜ionを抑制に寄与することが期待

される，

　本研究において，YYGの抗繭藤分が戊二溝よりも

むしろ沈渣繭分に存在したのは興妹深い，乳酸菌

の瀧生する抗薩ペヅチドの一一・種であるバクテリオ

シンは，産生菌に返縁なグラム陽性菌に抗菌活性

を示すが，真菌類やグラム陰性菌には抗菌活性が

ない頚，本研究においても，YYGの大腸菌に対

する抗菌活性は不明瞭であった．また，βデフェ

ンシンなどの一般的な抗菌ベプチドは高塩濃度一ド

でその抗菌活性が減弱するが鋤，本研究でも高

塩濃度下のYYGの乳酸菌スターターの阻止円形

成が不良であった撫えて，低pH環境下での有

害細菌の発育抑舗も冶くから知られているものの

語，本研究ではpH抵値である上清画分には抗菌

効果を認めなかった．これらの結果から，ヤスダ

ヨーグル1・の抗菌活牲は，乳酸などによるpH低

値よりもむしろ乳酸菌産生性の抗菌ペプチドによ

るものと考えられる．YYGの原料となる2種類の

乳酸菌懸濁液製晶Y卜蛭1とYcづ80のいずれも

が抗菌活牲を示し，かつ後者においてより強い抗

薩活性を示したことから，YYGの抗藩活牲には3

種の配合菌株の比率が重要であることが示唆され

た．配合株の比率の叢適化が特定の抗薦物質産生

を龍進するのか，あるいは複数の抗鐵物質の相乗

作用をもたらすのか，興味の持たれるところであ

る．
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　ぱシアの生物学者M麟品煽k磁が，ぼ一グルト

消費量の多いブルガリア地方に長寿者が多いこと

を報告したのは19⑪7年である3）．それ以来，乳酸

菌自体を扱った実験室レベルの研究は多数報告さ

れているものの。ヨーグルト製品鶴体の抗菌作用

について臨床医学的にエビデンスレベルの高い研

究は未だ行われていない．冨岡らは，サルモネラ

04群と黄色ブドウ球菌を下痢便より持続誹繭す

る症例に対して，ヨーグルトを1か剖間投与する

ことにより除菌に成功した謝．また，薩田らは，

ヨーグルト中では黄色ブドウ球菌の菌数が1｝こ1後

にはおよ竜1⑪分の1にまで抑舗されることを発

掛した7）．さらに，ヨーグルトはラットにおける

胃炎・響潰瘍の治癒作購があるとも報告されてい

る斜，これらの前駆的な研究と本研究結果を併

せて考えると，ヨーグルトは，抗菌効果と抗炎症

効果の螂乗作購により生体内での病原細菌の異常

増殖阻止ならびに生体恒常牲改善を促進する理想

的な「抗菌性機能食品］であることが示唆され

る．本研究者は，消化管手術患者に対するヤスダ

ヨーグルトの慮靖的プロバイオティクスを目指し

て，すでにCliniぱ1織d　Labomtory　St醗dard＄

In甜趣托（CLSDに基づいた液体培地によるヨー

グルトの最少発育阻止濃度の評価法の確立とヤス

ダヨーグルトの抗菌活牲物質の網羅的解析に着手

している。

結 論

　今繊，薪潟県で開発されたヤスダヨーグルトの

抗菌活性の特性について，1）MRSAを含めた黄

色ブドウ球菌に強い抗菌効聚を示す，2）他の市

販ヨーグルト製贔と比較してもだの抗菌活牲が明

瞭，3）分離画分，高塩濃度下の抗菌活性測定にお

いて，抗菌ペゴチドがその作辮の機序を担ってい

る可能性があること，を明らかにした．
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