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序文

食品のもつ機能性のi藍主主は食品のr:ltJの評価のJこで火きな意義を手干している。今日、我が鴎をfき

めて多くの先途E惑において病liiIの上を占める心事議疾患は生体内での滋剰なコレステロールの議署警によ

る場合が多いlヘまた、コレスチロールの綴耳互によって瀦管内で発ガン物章受が生成し、長期にわたる

コレスデO-Jレの摂取は笈鯵ガン等のガン手毒症の原因にもなっている310

-15、宇L緩蓄が人体に対して多くの優れた鍛きをしていることは既に明かなところであり、殺にまも

震義務のもつ重量勝作殿、抗ガン伶F語、免疫増強作郊について世界約に研究がなされている。室ま革まらは乳

酸菌のまえき変異原性についてこれまでに緩キ検討してきたが、その過程で、発毒事乳から分毒撃した一部の乳

酸菌の官護休{生音量と列閣の弱者}がアミノ緩淑葬品分解物でるる 3ωaminoω1，4-dimethyl…5H -pyrido (4， 

3-る)indole (Trp-P 1 )や 3-ami間一 1-methyl叩 51トpyrido(ム3-b)indole (Trp-P 2 )などを滋く

総合 (>97.37%)させる性燃をもっていることを暗号かにしてきた←6)。この著者向笑から、乳援を衡のE喜体

がコレス O-Jレをも総合させる性質をi潟普紛れこ有しているのではないかとの推測が可能となった。

コレステ口-Jレは、車部胸膜の構主主成分として、またステロイドホルモンの前援物質として生体にとっ

て必須の要素である。しかし、ぞれと湾待に、コレステロールの滋総摂取が動脈奇襲化;こ関与すること

はっとに美容られている。この動脈便化はiEしくは、粥状{アテローム後〉激派硬化と言われるもので

あり、動脈の内競へのコレステロールの沈違憲、内肢の繊維性犯淳および、動脈を包む王子i骨筋線胞の内産業

への後入、増殖を友病君主とするもの"t"aうる。動隊要菱化を主主因とする毒薬慾のうち、f¥;告を釣なものは必盗

i牧心総警、および脳臥管重苦警である。これまで、殿風↑重心室長怒の多量疲率と嵐広ドコレステロール伎との問

には、正6ワ事話泌が認められている。この羽詰還の危険因子とされるコレスデ絞ールは、 f船主3震リポ蛋白

質 (LDL) に含有されてるものであ号、逆に資比三重ワ~~軽自質 (HDL)は動脈硬化症の害者疲に抑総長引こ

作腐すると考えられている。そこで、盗管壁への沈潜から、動脈事業化のー閣となる LDLIま“怒コ

レステロー}~"と呼ばれ、 i誌に組織への慈ぞ棄を除去する HDLiま“善玉コレスチロール"と呼ばれて

いる。また、人の結E号機による死亡率と食事等性高澱粉、低繊維、高コレステロール摂取との簡には、

高い泌総関係が認められている。絡に、コレステE怒3

苔れている。コレステローJvl立食品の泌工・潟燃に対してJt絞約まE主主な化合物で、ある。しかしながら、

主主主里条件次第ではコレスチロールから稼々な護菱化生成物、例えば5、6α…エポキシι5程一コレス

タン-3sーオールや 5、6sエポキシー 5sーコレスヂンー 3sーオ…Jレなど古宮誘壊される。コレス

テローJVtl体よりも、これら分解笈物語室主主い発J際関途物質となっていることは霞うまでもない。

そこで、本き実験では世界各織の与を酵手しから分建設した乳酸磁のゆから mν'itroでのコレスチロールと

え
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のまき令伎がより高い蜜殺をj変後ずること也をg的とvじで行った。本長奇究の意義iま乳重量E喜を多震にき費者支し

た場合、菌体がたとえ死官官状認設であっても消化管内でコレスチロールを菌体iこ結合させ、官富俸が自ら

m~本としての役割を来たしつつ、体外にコレステロールを排出ちせる可能性を in vitγoでの3経験から

数1則することにあるo

実験材料および方法

1.余試務事長

本実験で用いた羽L震を官蓄はア況の23き素である。すべてき義務らの所属する研究室での奇襲若手警察車業であ号、

役界の各地でつくられている発鮮乳から分議したものマある。各菌株を M宜S主審議主(ベヅトン1.0

%、肉エキス1.0%、隊長1‘エキス0.5%、Dーグルロ…ス2.0%、ツイーン80 0.1%、リン重量水素

カリウム0.2%、鉾盟主ナトリウム0.5%、クニLン駿アンモニウム0.2%、硫酸?グネシウム0.02%、

硫酸マンガン0.005%戸を用い、それぞれの機織議機饗温度で36待問培議した。主審養後、 3∞Og

で集葱し、 1 /15M 1)ン重量緩衝液 (pH6.98)で淡表詳した後、凍結乾燥を行い災草案に依した。

Enterococcus faecalis subsp. liqu宅街ienceR-56， Ec. j註ecal.お IFO 1290， Ec. j忌cal認 ATCC 10100， 

StreptQCOCCUs thermophilus 3535， Lactococcus lact日 subsp.cremorIs S-52，よι lactissubsp. cremoris S-

115，Lc. 1.αctis subsp. cremoris R -14， 1ιlactis subsp. cremoris R-41， 1ιlactis subsp. lactis 12∞7， Lι 

laclIs subsp. 1，αctis 12546， Lc. lactis subsp. diacetylactis R-22， Lc. lactis subsp. di，即時lactisR-43， Leu-

con9stoc mesenteroides subsp. mesenteroidl四 IFO3426， Leuconostoc mesenteroides削 bsp.cremoris S-54， 

Leuconostoc mesef!1eroides subsp. cremoris 8-112， Leuconostoc m出 'enteroid吋 削 除p.dextra間 cumK-27， 

Lactobaciltus ptαntart抑 04，Lc.pLantar.糊 27，Lc .pLantarum 39， Lc .delb脱 却kiisubsp. bulgaricus IFO 3533， 

Lb. casei鈍 bsp.pseudopl部品'arumSペLb.casei説lbsp.pseudoplantarum ふ総Lb.casei錯訟手.casei S-3o 

2. コレステローかのまま量法

RudelとMorisの方法8)~こよりコレスロールを定蚤した。すなわち、総事if.l∞似をネジ式7 -7付き

試験管に入れ、 99.5%エタノール 3m<Jと33%水酸化カリウム300μ!を加え、機鉾した。援持後、 60

℃で15分野野線慢した。室温で冷却した後、議~'ii!7.K 3 m<Jとヘキサン 5泌を加え正纏に 1分問機持した。

次いで、ヘキサン層から l必採り、ヱアーコンプレッサ‘ a を用いて簿発させた。析出物にO“059古

ーフタルアルデヒド 詐重量溶液を 2泌総えを驚殺した。さらに、淡銃器まを lm<J加え、議詳し、 5切開3

6う吸うもE震で詰議定した。コレステローかの撃をは予め作成Lておいた卒業ま愛護まによ寺第tちした。

3.コレスチロール結合試験

幸子答車総乾燥滋体lOmgをlm<Jのコレスチロール溶液(l∞mgのコレスチロールを60%エタノー)v

1m<Jに詩書鱗)に懸濁させ、 37'Cでl昨春開放機後、 40∞Eで10分閥、黄色心分離を行った。得られたム

i受液中のコレステロールを上況の RudelとMorisの方法的により

ロールの灘体に対する結合率(%)を然出した。

し、下記の式によりコレステ

絡会総(%)=loo-l~喜手本;こま事令したコレステロ-)レ量 (mg)lJ二議室主主ゅのコレスチロール量{砲事)X1∞l
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結果

各後筑後衝23株菌徐によるコレステロ…ル総合率を Tab，-lに示した。 Tab.-1よ号依然滋体の総て

がコレスデロールと総合する性質を済していることが絞められたが、とりわけ、 Lc.lactis suちsp‘lactis

12007， Lc. lactis制 bsp.lactis 12465， Lc， lactis sゆsp，lactis bioval. di.acetylactis R-22. I.c， lactis subsp， lactis 

bioval. diaceηJαctis R-43， Ec， faecalis鉛ちsp，liquefaciens R“あおよびL品 mesenteroidessubsp， d.目的酔

cum K-27がおい総合率:;r~した。中でも Lc， lactis subsp.lactis biovar. diaceぴ'lactisRω22、Iμぷ'A.I，必acl，沿iおss叩ubs叩p.

i必αC討r時 bio仰va町r.dI<必町宝'lcet汐yl必i必αcti.お'sR一→43払、 I々£ι白 1，必枕a舵a舵cti的Lお可 s阻u凶むs努F‘i必act.駄i収s12お46ω5，Ec.fa忌μe叫Gωuω叫li.必iおss叩ubsp，l，均々榊“宅ザfa併cil釘e仰n削sR吋 5泌5紡金がi.jぞfれ

ぞ

乳酸王球まE葱富0の)fほまうが梓蘭に月七べ、高い結合伎を示した。

Table 1: Iれ vitrobindin号01cholesterol 10 lactic acid bacteria.1 

8train Bin(iIl'lg (%) of ch()lesterol
2 

Ec. faecalis sub話ρlique白ciensfミー56 30.95 

Eo， faeoalis IF012970 18.90 

Ec. faec器JisATCC10100 27.79 

SI. Ihermophilus 3535 16，76 

Lc. laclis subsp. cremoris S必2 20.92 

Lc. laclis subsp. cremoris S-115 14.17 

Lc. lactis subsp. cremoris R-14 18.72 

Lc. laotis subsp. cremoris R-41 14.86 

Lc.訓 laclissubsp. Jactls 12007 25.14 

Lc. lactis subsp. lactis12546 30.32 

Lc. lactis subsp. lactis biovar. diacetylaclis R輪 22 29.73 

Lc. lactis subsp. lactis biovar. dlacetylactis R-43 33.91 

Leu. mesenteroldes subsp. mesenteroides IF03426 10.68 

Leu. mesenteroides subsp. cremorls 8-54 11.36 

Leu. mesenteroides subsp. cremorls 8-112 14.91 

Leu. mesenteroides subsp. dextranicum K-27 27.38 

Lb. plantarum 04 15.58 

Lb. plantarum 27 14.05 

Lb. plant，器rum39 18‘54 

Lb. delbrueckil subsp‘bulgaricus IF03533 12.48 

Lb. casei subsp. pseudoplantarum 8-4 18.35 

Lb. casei subsp. pseudoplantarum S-98 11.42 

Lb. casei宰ubsp.casel S‘3 14.65 

1 Cholesterol dissolved in 60% ethanol was used 10 bind with 10 mg cells in 

binding experiment. 
2 AII assays were carried oul in duplicate. Values are means. 

cholesterol (JI g) In the sup宙開協同 contalningthe開 IIs
諮問ding(%) 01 cholesterol =100 - X100 

choJe説erol(μg) in the s噌pematant
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後試23株の乱要豊富蓄のうち、 Lc.lactis subsp. lactis bioval. diaceが'actis乳ω43，&.faecalis subsp.liq尉ifaci‘

ens FトおおよびLb.casei subsp. casei s-3の意義体によるコレステロール絡会についてのめ部…冊sponse

を蕗体重委 (60%エタノーjレl泌当たちの mgでき長示〉を波数として爽ペた。綴合試験に際しての条件

は37tで l草寺箆とした。 Fiふlよりいずれの益事告においても、葱手本に対するコレステロ…)vの絡会E容

が機体景iこ依存して互主義義的に増加することが認められ、かつ官官体最鈴mgのとき、コレステロールと

の結合禁容がLc.lactis subsp守lactisbioval. diace汐lactisR-43.&.j註ecalissubsp. liquφciens R-56および、Lb.

casei subsp. c出;eiSω3でそれぞれ約7合、 57、40%に達した。

80 

O 4告

"/F. 

L2C ロc68z 3 2C 

。
奇 10 20 30 40 5奇

Amounl (mg) of cell 

Fig. 1: Dose-respoηse binding of choleslerol lolhe cells・-
Lc. lactls subsp. /actis biovar. diacetylactls R-43; A. Ec 

faecalis subsp. liquef.冶ciensR畑.56;i園 ，Lb.casel草ubsp

casel S-3. 

Chol怒slerol(100μg) was mixed wilh various amounts 
of cells in 60% elhanol (1 ml)， and the reactlon mlxlure 
was Incubated at 37"C lor 1 h. 
巨rrorちa河 denole95% confidence inlerval 01 the means. 

供試23株の乳酸瀦のうち、コレステロ-)レとの結合性がもっとも言語かったLc.lactis紺 bsp.lactis bio-

val. diace.今'Iact日 R-43について以下に認す実験を行った。うむず、 R-43季最蛮手本によるコレステローjレ綴

舎に対する;政援持掲の彩響について言語べる目的語、ら、 30mgの君事体を1∞mgのコレステロールを37t

で、特許号を変えて総合させた。 Fig.2から窃かなように、議体とこ3レステcr-}vの車省令iま緩めて瞬間

金きなものであり、次花、開始阪後で絡会話事が最火僚に対し、それ以降では結合毒患が子会ど絞らないことが

切かになった。

次に、菌体験を3仏湾、コレステロールを10仇ngとして結合時間を 1待問としたときの総合率に立す

する溢E震の影響について潟ベた。 Fig.3から紛かなように、温度lO-70tの絞霞で給合率はほぼ一定

であり、総合に対しi議運tiま殆!;:<影響を及ぼしていないことが判明した。

…方、若草俸が生百査であるか、死商であるかによってコレスチロールの絡会率がどのように違ってく
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るかについて認ベた。毒素に際しでは30mgもしくは50mgの衛体を121'cで15分のオートクレL ブ処

理を行い、それぞれをコレステロールのエタノール溶液(lOOmg/60%エヂノール溶液 1me) 1 meに

加え、 37'Cで 1時開放霞したO'.対照には未加熱の菌体をfflい、問機の条件で結合させた。Fig.4から

明かなように、生官昔、予E~器30mg で i土、それぞれ54.20土0.83、 47.93 念。金 95、羽田喜では69.16ぎと0.37、

55. 74土1.76であり、衛体に対ナるコレステロー}vの絡会伎はさ色宮震であろうと、子E喜Eであろうと大量豊

がなく、わずかにさ主箆体の1J1J~コレステロールとの絡会カが強いことが認められた。
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Fig. 2: Eflect 01 incubatlon lime on Ihe bindlng 01 choleslerol 

10 the cells 01 Lc. lactls subsp. laclis blovar. dlacely-
lactls R-43. 
Cholesterol (100 l' g) was mixed wllh 30 mg 01 the cells 

In 60% ethanol (1 ml)， and ¥he reactlon mixture was irト

cubaled at 37'Cー

Error担arsdenole 95覧conlidenceInterval 01 fhe means担

Fi日3・Effect01 incubation fempemlure on lhe blnding 01 
chofeslerol 10 Lc. laclls subsp. laclis biovar. dlace-
V泊cllsR-43. 

Cholesterol (100 l' g) w部問ixedWilh 30 mg 01 the 

cells in 6自首 ethanol(1 ml i and the reaction mlx-
ture was incu泌tedlor 1 h 

Error滋rsdenole袋詰時nlide免時 inte問 101tt時
間相指ー

さらに、R-43株主苦手事によるコレステロ}ル章者会にま守する議々の陽イオンの影響について議題ベたoNぶ、

K¥Ca2+、 Mg'''をそれぞれ5mM、50mMになるようにコレステロール溶液(1∞mg/60%エタノー

ル 1me)に加え、ぞれらに|菌体をlOmg添加し、 37'Cで l時間放置した。 Fig.5から明らかなように、

供試した総ての陽イオンが菌体に対するコレステロ…ルの総合を阻答した。とりわけ、 Ca:仰や Mg'+

などの 21防隊イオンが5mM程度の濃度で、高い阻答1設を主詳した。なお、実験データーは示していない

が、 Lc.lactis subsp. lactis bioval. diacetylactis 設ω43の主主瀦および%磁体 (30拍車}によるコレスチロー

ル絞合に対するカルシウム淡度の影響について総べたところ、主主務、死葱(J)カルシウムによる絡会後

警作展はj湾総議をであった。ちなみに、カルシウム濃度50mgでの絡会主撃はそれぞれ41.47二と3.82、2ゑ 56

土2.92であった。

また、 Lc.lactis subsp. lactis bioval. diacetylactis R-43によるコレステロール結合に対する pHの彩奇襲
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Fi日5:Ellecl 01 metal ion on binding abilily 01 Lc. lactissubsp 

laol詰blovar.diacely，福cllsR.43. 
Cholesterol (100μg) was mixed with 1目指宮0/the cells 
In60詫et主anol(1 ml )， Including閉elalsalts， and Ihe re 

鎚tionmixture was出cubaledat 37'1: /or 1長、
Error bars denole 95覧confidenceInlerval 01 Ihe舟eans

Fi早4:Binding 01 cholesterol by Lc. lactis subsp. lactis 
biovar. diacetylactis R.43凶 IIs.・，Viablecells 
"'， Auloclaved cells. 
Cholesterol (100 J.l自tw事smixed wilh vanous a鴫

mounts 01 Ihe cells in草号詫 ethanol(1 mlJ， and 
the reactlon mixlure w:部 Incubatedat 37'C lor 
1 h 
Err.剖短時 denote95詫∞nlidenceinte問 101Ihe 
means. 

(実験データ…ろ、 pHによっても紋分散にぬど影響を受けないことが判明したについて総べた

は示していないル

察考

本研究では緩々の発鯵乳から分書置した23~奈の乳重量葱菌体によるコレステロールの結合性について機

ベた。中でも、とりわけ、 Lc.lactis subsp. lactis 12007， Lc. lactis subsp. lactis 12465， Lc. lactis subsp. /actis 

biovaL diacetylactis R-22， Lc. lactis subsp. lactis biovaL diacetylactis Rイ3，Ec. faecalis subsp. liq~efaciens R 

(Tab.l) oLc. lactis削除pした-56およびLeu.mesenteroides 踏むsp.d.叫すれ明ic削 K-27が高い総合識を

laclisちioval.diacety必ctisR--43についてfすったコレステロールとの絡会主主授は Fig.2に示すように、準監

し語、し、Fi宰.5から幸男らめて主主く、事室草寺iこコレステロ}ル会笠宮選手本;こ結合することが紛らかとなった。

かなように、 Na¥K¥Ca'¥M装計なげの陽イオンが存在すると、官選手事iこま守するコレステローんの意書

この事実はコレスチロールの蕗体に対する絡会機燃が葱体の細胞皇室4葬送と祭主義な関合が隠3撃される。

係を有していることを物語っている。建費者ら"は先に、乳酸菌奇のみならず、他のグラム陽枚百首会はじ

め、後々のグラム陰性菌などに対する TrpωPl、Trp-P2それにGlu中 1( 2 -amino-6 -methyl-dipyrido 

0，2-3' 2' -d) imidazole)といった7ミノ駿加熱分解物の絡会伎について調べた。その絞巣、グラムi滋

クーラム

長義数百震がよち5齢、結合後を有していた。パクテリアの綴魁畿はペプチドグリカンが友重要な軽李総長草分で
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あり、菌そのものの特徴を決定する上で援護警な役剣を呆たしている。本研究で明らかになったように、

乳酸菌茜体によるコレステロールの結合は乳重量磁の細胞壁を構成するベヅチドグリカンの化学総迭と

後援に潟係していることは容易に懇像されるが、その結合機構については今後の検討を待たなければ

ならない。

Lc. /actis su註sp./actisbioval. dIl.icety/actis 1ミイ3が鈴試お株(J)乳酸言留のうち、もっとも高い総合殺をコ

レステロールに対して示した。 R-43株のコレステロールに対する総合性は pH7.01す近(災憲章データー

は示していなしゅで去を大に達し、また Flg.3にも示したように10-70'Cの広い温度範闘で一織の結合

能を示した。この考葬祭から、人務管内での子況や体溢を考寂した数合、 3義営内での乳級車n初体による

コレステロー}V絡会の可能性をま家く示唆している。

本研究では invitroでの乳酸葱E車体によるコレステロールの筆者分後について検討し、事し護差官室蕗体が

コレステローJレを結合させる能力をもっていることを明らかにした。この事笑より invivoにおいて

も乳酸菌議体がコレステロールを総合杏せるか否かの実験的吉正明が念、がれる。同時に本研究での成果

は、発車孝章しの食品機能を評価するよでも室主筆さな意味をもっている。今日、牛乳・乳製品と薬事卵の国民

栄養における役WUIま殺前および戦後援r~:まに比較して、緩めて言語くごとヮている。裁が磁の牛乳・乳製品

の務費震は、牛乳換算で一人一回さきたち暴言160gで、実毒事詩議後室設は一人一日当たり章'J40g'1:ある。芸書草罪

;土、 ~1関当たりのコレステロール会議設が約200-3∞mgであり、コレステロー Jレ合致が緩めて高い食

品に分類杏れている。そこで、省高長物に多く含まれている動物性脂肪の過剰摂取が、まえが閣でも欧米

のように心臓動隊疾患を増加苦労るのではないかとの殿、念も勺てきている。パタ…脂肪を多量に与え

ると、長江総コレステロールイ遂のよ災が、人や実験動物で明らかにされている。ゃぎLs震防の特徴は、ま

ず低絞殺務費量告さ多い点にある。コレステロー}vlま3霊童空協og泳、約O.4g含まれているe盗務コレステ

ロールよ災波子であるコレステロ…Jレと飽和脂肪援が共iこ符複する。 E量盛佼心害発，警まと食重写との関遠か

ら、動物倣食品をとりすぎないほうが良いとする考えが広く行き渡ってきている。ノルウエーやス

ウェーデン、フィンランドの医学問体は、全カロリーさ当たりの脂肪の摂取を40%から25%に減少させ、

飽和樹協議費の摂取量を減らし、番多i務不飽和脂肪絞め摂取援を増やすべきであると勧告している。アメ

1) jむにおいても潟主義の数舎がごとされている。差是が塁立でも主主主主毛撃は f重毒物性脳紡を議長物f生懸Eきょ持少な

くすべきマあるjと勧告している。

E諸積常化社会および成人病ま勢力日といった状況下で、食生活と健康との関わりは、ますます重要なもの

に成ってきている。とりわけ、発勝乳は消化吸収に後れ、種々の生理効J裂が期待できるため、戸商惑な

食品のーっとして考えられている。乳重量葱や発喜孝章しの保護主作用には、ま襲3詩作F語、免疫J¥:活化作刻、統

選芝喜翼線(後および重量務コレステロ…}v濃度議録作用などがある。このうち、級殺コレステロー}vl'援還を総

長有イ学問l立、循環器系疾患予防めよで極めてZ主主要であ号、本研究もこの級点から君主義づけられる。
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結語

本研究では発勝手Lから分毒装した23株のぎし費支菌菌体によるコレステロ-]むとの結合性について検討し

た。その総来、然言式費留体の総てがこゴレステロールと結合する性質を手干していることそ認めた。とちわ

け、 Lactococcuslsctis subsp. lactis biovar. diaceη'lactis R-22、Lc.lactis subsp. lactis biovar. diaceり，lactisR 

-43、 Lc.lactis subsp. lactis 12465およびEnterococcusfaecalis subsp. liqu宅faciensR-56吉満い結合準を示

した。

Lc. lactis subsp， lactis詰iovaLdiaceかlactisR-43について行った実験からコレステロ…]1/との総合速度

は絞めて速く、機雲寺iこコレステロールが菌体に絡会し、死昔前体もまた、主主閣に匹激する綜合性を糸し

>. 
，~。

一方、 Nぶ、 K¥Ca'¥Mg'tなどの様イオンが存夜すると、蘭手本;こ対するコレステロールの結合が

媛号害されることが認められた。
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