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Enterococcus faecalis TN-9を用いた発酵豆乳の

卵巣摘出ラットに対する抗肥満作用

元永智恵s 近藤正敏，林篤志，岡森万理子，古米保*北村良久，嶋田貴志

ニチニチ製薬株式会社中央研究所

*富山県立大学地域連携センター

E百ectof Enterococcus fiαecαlis TN-9 Fermented Soy Milk 

on Anti-obesity in Ovariectomized Rats 

Chie Motonaga s， Masatoshi Kondoh， Atsushi Hayashi， Mariko Okamori， 

Tamotsu Furumai*， Yoshihisa Kitamura and Takashi Shimada 

Central Research Laboratories， Nichinichi Pharmac巴uticalCo.， Ltd.， 239-1 Tominaga， Iga， Mie 518-1417 

* Toyama Prefectural University， 5180 Kurokawa， Imizu， Toyama 939-0398 

( 42 ) 

We examined th巴effectof fermented soybean milk by Enterococcus faecalis TN-9， which was isolated 

from deep-sea water in Toyama Bay， on anti-obesity. The effect on body weight， food intake， percent body 

fat， fat mass and blood biochemical analysis of the ovariectomiz巴dSprague-Dawley rats were examined. 

The rats were divided into the following 5 groups : 1) Control， ovariectomized (OVX)十salineat a daily dose 

of 5 mL/kg body weight ; 2) Soy milk， OVX十soymilk at a daily dose of 5 mL/kg body weight ; 3) Low dose， 

OVX +fermented soy milk at a daily dos巴of2 mL/kg body weight ; 4) High dose， OVX十ferm巴ntedsoy milk 

at a daily dose of 5 mL/kg body weight ; and 5) Sham， sham operated rats. There was a significant di仔巴rence

in fat mass and food intake b巴tweenthe control and high dose groups， but no significant difference in body 

weight， percent body fat， triglycerides， fre巴fattyacids and cholester叫 amongall ovari巴ctomizedgroups 

These r巴sultsindicate that fermented soy milk suppresses the elevation in fat mass in ovarian hormone-

deficient rats. (Received Jan. 13， 2009 ; Accepted Mar. 17， 2009) 

Keywords: Enterococcus faecalis TN-9， fermented soy milk， body weight， ovariectomized rat 
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乳酸菌は古来より人間の生活にヨーグルトや漬物などの

発酵食品として，多様な形で利用されてきた.また，腸内

フローラのバランスを改善することによって宿主の健康に

時影響ぞ与える生きた微生物菌体をプロバイオティクス，

腸内に生息する有用菌に選択的に働き，増殖を促進したり

その活性を高めたりすることによって宿主の健康に有利に

レステロール値の上昇tm告IJ6)等の効果が報告されており，
その作用物質として大豆タンパク質i)や大豆イソフラボ

ン8)が考えられている.更に，Bifidobacteriumで発酵させ

た豆乳においても血清コレステロールの上昇抑制がみられ

た9)という報告もなされている.

我々は富山県滑川市の沖合 2600m，水深 321mに設置

された取水施設で富山湾深層水を採水し， 251朱の乳酸菌の

分離・同定を行った10) この中の一株である Enterococcus

fαecalis TN-9株 (TN冊9) は強いプロテアーゼ産生および

糖の添加無しで豆乳を発酵できることなど特異な性質10)

を報告しており， ラットを用いた亜急性毒性試験において

安全性が確認されているIII

する物質をプレバイオティクスと呼び，現在までに

々な機能性の研究がおこなわれている.乳酸菌の機能性

として，免疫賦活作用1)血圧降下作用2)および抗アレル

ギ一作用3)などが報告されており， 経口撰取による様々な

有効性が認知されている.

一方，豆乳の原料である大豆やその加工物である豆乳に

は，閉経後の骨粗露症予防効果1)肥満改善作用5)およびコ

〒518-1417三重県伊貨市富永239-1
*干939-0398富山県射水市黒河5180

詩連絡先 (Correspondingau thor)， lab@nichinichi-phar.co・lP

本試験では， TN-9を用いて糟を添加せず‘に発酵させた

豆乳の生理活性を探索すべく，卵巣を摘出した更年期モデ

ルラットの体重，摂餌量，体脂肪率，脂肪重量および血液

生化学的検査を指標として，用量依存性および未発酵豆乳
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との効果の比較を検討した.

実験方法

1. 被験物質

問fCO™Lactobacilli MRS培地 (Becton，Dickinson and 

Company)にて 30
0

C，18時間培養した E.faecalis TN-9 

を，遠心分離で固液分離 (8000rpm)して生菌を調製した.

この生菌をスキムミルク培地 00%スキムミルク DifcOTyl)

で土音養し， スターターとした.

市販の豆乳(マルサンアイ株式会社， pH 6.6，酸度0.13%)

にスターターを 1%様躍し， 30
0Cで48時間発酵したもの

をTN-9発酵豆乳 (pH5.2，酸度 0.45%)とした.TN-9発

酵豆乳は使用時まで冷蔵保存し， 7日毎に廃棄した.

2. イソフラボン含量

豆乳および TN-9発酵豆乳中のイソフラボン含量とし

て，ダイズイン，ゲニスチンおよびグリシチンを，イソフ

ラボンアグリコン含量としてダイゼイン，ゲニステインお

よびグリステインを財団法人日本食品分析センターに依頼

した.方法は各試料にメタノールおよび酢離を添加して振

とう抽出したイソフラボンを高速液体クロマトグラフ法

(HPLC)にで測定した.

3. 実験動物および飼育条件

8週齢の雌性 SDラット(日本チヤールスリバー社)を試

験に供した.飼育は湛度 24.0土2.0
o
C，湿度 55.0::1=10.0%， 

照明サイクル 12時間(明期 6: 00~18 : 00)を環境条件と

した施設で行い， ラットはステンレスケージにて個J:lIJに飼

育した.飼料として卵巣摘出前は粉末飼料 CE-2(日本クレ

ア株式会社)を，卵巣摘出後は，粉末精製飼料 AIN田76(オ

リエンタル酵母株式会社， 熱量369kcal/l00 g) を銅料が

こぼれて喪餌量に影響を及ぼさないように中蓋を敷いたガ

ラス製給餌器に入れ，飲用水としてカートリッジフィル

ター(オルガノ株式会社)にて嬉過した水道水をそれぞれ

自由摂耳Rさせた.

本試験は，ニチニチ製薬株式会動物実験指針にl'!!Jり， I実

験動物の飼養および保管等に関する基準(昭和 55年3月，

総理府告示第 6号，一部改正平成 14年 5月 28日)Jに基づ

いて実施した.

4. モデル動物の作成

3週間の予備鰐育を終えたラットを， エーテル麻酔下で

在右の卵巣を摘出し，弗巣摘出モデルとした.卵巣摘出し

たラットは摘出 1週間前に l群 7匹の 4群に分けると同時

に，陽性対照として偽手術を施した Sham群 (7~)を設

け，併せて 5群とした.対照群には生理食境水を 5mL/kg

body weight，豆乳群および Sham群には豆乳を 5mL/kg

body weight，抵用量群および高用量群には TN-9発酵立

乳を 2mL/kg body weightおよび5mL/kg body weight 

をそれぞれ 50B間連日強制経口投与した.

5. 体重，摂餌量およひい摂水量

試験期間中は一般状態の観察を毎日行い，体重，摂餌量

および摂水量を週 2回測定した

6. 体脂肪率および体脂肪量

試験 0，29および 50日自に X線照射による骨塩量測定

(DCS-600EX-illR:株式会社アロカ)を用いて，大腿

部の骨密度および腰骨最上部から 5mm範囲内での体指肪

率を求めた.また，得られた体賠防率値と最近日の体重か

ら，以下の計算式により体脂肪量を算出した.

脂肪重量 (g)ニ体脂肪率(%)x体重(g)/100

7. 血液生化学的検査

投与最終日から 24時間絶食させた後，エーテル麻酔下

で腹大動脈より採血を行い，血清グルコース濃度，中性脂

肪，遊離指肪酸，総コレステロールおよび HDLコレステ

ロールを三菱 BCLに依頼し測定した.

8. 統計処理

結果は平均植±標準偏差で表し， Stat View (version 5.0， 

SAS Institute Inc.)のBonferroni/Dunni去を用いて検定
を行い， 1芭険率 5%未満を有意として表示した

実験結果

1. イソフラボン含量

豆乳および TN-9発酵豆乳中のイソフラボン含量を測定

した結果を表 1に示した.豆乳には，ダイズインが 64jJ g/ 

g，ゲニスチンが 94ぃg/g検出され，ダイゼインおよびゲニ
ステインは検出限界 (5ぃg/g)以下であった.一方， TN-9 
発酵:豆乳では，ダイゼインが 59ぃg/g，ゲニステインがお
いg/g検出されたが，ダイズインおよびゲニスチンは検出

できなかった.グリシチンおよびグリステインについては

いずれも検出できなかった.

2. TN-9発醇豆乳反復投与試験

全個体において，異常な行動・状態ならびに術倉1)の炎症

は認められなかった.

(1) 体重

試験期間中の体重推移を図 lに示した.試験O日の体重

は対照群，豆乳群，低用量群，高用量群および Sham

それぞれ 276.4g， 276.4 g， 284.2 g， 262.4 gおよび 249.4gを

示した.試験2日以降に高用量群が各群と比較して低値で

推移した.試験終了時の対照群で 399.0g，豆乳群で 399.0

表 1 豆乳および発酵豆乳中のイソフラボン含量

ダイズイン

ゲニスチン

ダイゼイン

ゲニステイン

寸食出限界:5p g/ 

豆乳

64ぃg/g
94pg/g 

発際立乳

35ぃgjg
59pgjg 
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g，低用量群で 427.5g，高用量群で 358.1gおよび Sham群

で303.2gを示した(図1).

(2) 摸餌量

1匹のラット一日当たりの摂餌量を図2に示した. 給餌

器に食べこぼし防止の中蓋をいれることで，摂餌量に大き

な差は認められなかった.試験終了時の摂餌量は，対照群

で 20.9g/day，豆乳群で 20.7g/ day，低用量群で 21.6g/ 

day，高用量群で 18.0g/dayおよび Sham群で 19.0g/day 

を示した(図 2).試験 10日以降，高用量群が他の各群と比

較して低植を示した.

表 2 発酵豆乳の体脂肪率に対する影響

体脂肪率(%)

試験O臼 試験29B 試験50日

対照群 40.8土9.0 68.2::t 5.9 79.9ゴ二 8.6 

豆乳群 40. 6::t7. 7 69.3::t 8.6 79.6土12.0

低用量群 38. 1::t 9.5 70.1土13.1 87.9土 6.8

高間最群 46.1士5.1 67.9土 8.4 72.0土 8.4

Sham群 39.9土7.5 59.5土 9.6 6l.6士11.5

平均二t標準偏差

表 3 発酵豆乳の骨密度に対する影響

骨密度 (mg/cm2)

試験O日 試験29日 試験50日

対照群 126.9士6.2 134.6ごと 7.3 138.8土7.7

豆乳群 125.3ごと4.7 129.4土 5.0 130.1土5.9

f尽用量群 130.9土3.9 135.0土 3.6 135.1土8.4

高用量群 126.4土6.4 133.0::t 5.3 134.5士2.6

Sham群 13l.2::t4.6 144.8土10.2 153.4二七7.5

平均土標準偏差
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平均±標準偏差

* ; p< 0.05 

(3) 体脂肪率，体脂肪量および骨密度

骨塩量測定装置にて測定した体脂肪率，体詣肪量および

骨密度の結果を表 2，表3ならびに図3に示した.体脂肪

率において試験 29EIより卵巣を描出した群が Sham群と

比較して高値を示すようになり，試験 50日に対照群，豆乳

群，低用量群，高用量群および Sham群の各群は， 79.9%， 

79.6%， 87.9%， 72.0%および 61.6%を示した.高用量群が

低用量群と比較して危険率 5%未濡の有意な低値を示した.

体脂肪量では試験 50日に各群それぞれ 325.9g， 321.3 g， 
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表 4 発酵豆乳の血糖および血清脂質に対する影響

対照、群 豆乳群 低用量群 高用量群 Sham群

グ/レコース (mg/dL) 134土9 135士18 142土19 111土25*@ 111ごと24

中性脂肪 (mg/dL) 28土9 36士29 33土12 22土9 19こと5

遊離脂肪酸 (MEQ/L) 0.79士0.19 0.77ごと0.11 0.76土0.13 0.72土0.09 0.78こと0.17

総コレステロール (mg/dL) 115土15 128土30 135ごと21 110ごと20 108こと15

HDLコレステロール (mg/dL) 32土5 34二ヒ4 31士2 35土3 37土2

平均土標準偏差

豆乳群との比較，ヲ<0.05，低用量群との比較 ;@p<0.05 

376.6 g， 259.4 gおよび 187.4gを示し，体脂肪率と同様の傾

向を示した(図 3).体脂肪率および体脂肪量において試験

50日に高用量群が対照群および抵用量群と比較して 5%

未満の有意な低値を示した.

骨密度では試験 50Bに138.8mg/cm2， 130.1 mg/cm2， 

135.1 mg/cm九 134.5mg/cm2および 153.4mg/cm2を示し

た(表 2).立乳群が対賠群と比較して危険率5%未満の有

意な低値を示した

(4) 血液生化学的検査

グルコース，中性脂肪，遊離脂肪酸，総コレステロール

および HDLコレステロールを測定した結果を表4に示し

た.グルコースでは各群それぞれ 134mg/dL，135mg/dL， 

142mg/dL， 111mg/dLおよび 111mg/dLであった.中

性脂肪では 28mg/dL， 36 mg/dL， 33 mg/dL， 22 mg/dL 

および 19mg/dLを，遊離脂肪酸では 0.79MEQ/L， 0.77 

MEQ/L， 0.76 MEQ/し O.72MEQ/Lおよび 0.78MEQ/Lを，

総コレステロールでは 115mg/dし 128mg/dし 135mg/

dL， 110 mg/dLおよび 108mg/dLを， HDLコレステロー

ルでは 32mg/dL， 34 mg/dL， 31 mg/dL， 35 mg/dLおよ

び37mg/dLを示した. グルコースでは，高用量群が低用

量群と比較して危険率5%未満の有意な低値を示し， sham 

群と同値であった.

考 察

肥満とは「身体に占める指訪組織の過剰に蓄積した状態」

と定義されており， BMI (Body Mass Ind巴x)が25以上で

肥満と判定される 12) 脂肪の蓄積部位によって，皮下脂肪

型肥満と内臓脂肪型杷満の二種類に分けられ，内臓脂肪型

肥満は動脈硬化性疾患の発症を促進することが知られてい

る.男性ではいずれの年齢においても内臓脂肪型肥満の占

める割合は一定であるが，女性では藍年期において特に内

臓脂肪型肥満が増加すると報告されている 13) これらの原

因として，食餌摂取量抑制作用を有するエストロゲンの欠

乏や自発的な運動の低下等が挙げられる.更年期に高由圧

や肥満なと、の身体症状が顕れることを総じて更年期障害と

呼び，発症要因は様々であるが，その-IZS]に卵巣機能の低

下が関与しているといわれている.

ヒトの卵子数は胎児期に決定するといわれており，その

後増殖することはなし排卵毎に卵巣細胞とともに減少

し， これに伴いエストロゲンなどの分泌も低下して，最終

的に弗巣機能が停止する 1.1)経口摂取することで微弱なが

らもエストロゲン様作用を示す物質として，大豆および大

豆加工食品等に含まれる大立イソフラボン類がある.ダイ

ゼイン，ゲニステイン，グリシティンのアグリコンとそれ

らのグルコース配糖体であるダイズイン，ゲニスチン，グ

リシチンおよびそれぞれのマロニル化配糖体およびアセチ

ル化配糖体の計 12種類が大豆イソフラボンとして知られ

ている山.大豆や大立加工食品中のイソフラボンは配糖体

として存在し， ヒトや動物の体内および発群大豆食品中で

は，消化酵素や腸内細躍の産生する酵素の影響によりアグ

リコンに代謝される 16) 大豆イソフラボン類はエス卜ロゲ

ンと化学構造が類似しているため，エス卜ロゲン受容体に

結合して，脂質および血紫コレステロールの低下作用など

の生体作用を示すの6)9)山 ~19)

本試験では，豆乳を乳酸発酵することでE.faecalis TN-9 

のプロバイオティクスとしての効果も期待できると考え，

TN-9発酵豆乳の機能性を探索した.その結果， TN-9発酵

豆乳を 5mL/kg body w巴ight量を継続的に摂取させるこ

とで摂餌量および体重増加の抑制がみられた.ダイゼイン

には摂餌量抑制作用および体重増加抑制作用が報告されて

おり，卵巣摘出モデルラットにダイゼインおよび、エコール

を摂取させることで，飼料自由摂取時の摂餌量が減少する

と報告されている 20)21)また， 2 mL/kg body weight量で

摂餌量の減少が認められなかった理由として，大豆イソフ

ラボンの絶対量が足りなかったと考えられる.

田村ら22)は乳酸菌Lactbacillusgαsserzをマウス

させることで，血紫イソフラボン類濃度の有意な低下がみ

られたと報告しており，腸内細菌叢や乳酸菌種と肥満およ

び更年期障害との間に相関関係を有する事が示唆された.

本試験におけるラット一日当たりのダイゼイン平均摂取量

は高用量群で 60ぃgとなり， TN-9発酵豆乳においてもダ
イゼインの影響が考えられた.

大豆およびその加工食品で由清グルコース値の話下が報

告されているが23) 本試験において同掠の結果は得られな

かった.一方，高用量群においてグルコース値の抵下がみ

られたことから，乳君愛閣発酵の効果によるものである可能
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性が示唆された.近年，乳酸菌のグノレコース低下作用も報

告されており ω25)，現在，詳継について検討を進めている.

一方で，イソフラボン過剰摂取による鍵康被害の可能性

から，厚生労働省においてイソフラボンアグリコンの摂取

目安量が定められ，安全な一日摂取目安量の上限値は 70~

75mg/日となっている.本試験におけるイソフラボンアグ

リコン摂取量はラットで 150ドg/日であり， ヒトに用いる

場合の TN-9発酵豆乳の常黒量を 200mLとするとイソフ

ラボン量は 18.8mgとなる.特定保健用食品としての安全

なー臼上乗せ摂取量の上限値 (30mg)以下となるため，安

全性に問題はないと考えられる.これらのことから， TN-9 

発酵立乳は更年期の肥満とそれに伴う代謝異常を予防する

食品として有効である可能性が考えられた.

要約

卵巣を摘出した 11週齢の雄 SDラットに，富山湾深層水

由来乳酸菌Enterococcusfaecalis TN-9で発酵させた豆乳

を連日強制経口投与して，体重， f:真餌量，体脂肪率，脂肪

重量および各種血液生化学的検査に対する影響を検討した.

対照群には生理食塩水を，豆乳群には市販の豆乳を，低用

量群および高用量群には発酵豆乳を 2mL/kgB.W.およひび
、

5mL/kg B 

として偽手術を施した Sham群を設けた.体重において対

照群，立乳群，低用量群，高用量群および Sham群は試験

最終日にそれぞれ 406.0g， 399.0 g， 427.5 g， 358.1 gおよび

303.2gを示し，摂餌量では 20.9g/day， 20.7 gjday， 21.6 

gjday， 18.0 gjdayおよび 19.0g/dayを示し，血清グル

コース値では 134mgjdL，135.8mgjdL， 142mgjdL， 111 

mgjdLおよび 111mg/dLを示した.これらの項目におい

て高用量群が対照群と比較して低値を示した.体重および

摂餌量では，試験開始時より高用量群が低用量群と比較し

て低値を示した.試験最終日の血清ク。ルコース値および体

脂肪量において，高用量群が低用量群と比較して有意な低

値を示した.高用量群においてみられた体重増加，血清グ

ルコース値の上昇抑制は撰餌量の低下に起因するものであ

ると考えられた.さらに，摂舘量の低下は乳酸菌発酵豆乳

による影響が示唆される.
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