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植物性食品素材から分離した乳酸菌の大豆

イソフラボンのアグリコンへの変換能
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Ability to Convert Soy Isoflavone Glucosides 

to Aglycones by Lactic Acid Bacteria 

from Various Plant Food Materials 
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Th巴conversionof soy isoflavone glucosides to aglycones 

by intestinal bacteria is n巴cessaryfor efficient absorption 

In this study， 137 strains of lactic acid bacteria were 

isolated from 58 kinds of plant food materials， and the 

ability to ferment soymilk and convert soy isoflavon巴

glucosid巴sto aglycones w巴r巴巴xamined. Thirty←sev巴n

strains fully coagulat巴dsoymilk during th巴fermentation

for 48 hours. Among them， 17 strains showed high con-

V巴rsionof isoflavone glucosides to aglycones， and many 

of them were from fruits and v巴g巴tabl巴s.Bacterial id巴nti-

fication showed that conv巴rsionabilitv is related to the 

strain characteristics， not the species or genus of bact巴na

(Rec巴lV巴dNov. 15，2010; Accept巴dJan. 4， 2011) 
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キーワード 乳酸菌，植物性食品素材，大豆イソフラボン，アタ

リコン， 豆乳

大豆イソフラボンは構造がホルモンの一種エス卜ロゲン

に類似しており，骨粗軽症，更年期障害，ガン，心血管疾

患などのホ jレモン系の病気のリスクを低減することが報告

されている1l 大豆イソフラボンは 12の構造異性体を持

ち， 3つのアグリコン(ダイゼイン，ゲニステイン，グリシ

ティン)とそれらのグルコース配糖体，マロニル配糖体，

アセチル配糖(本からなる 一般に大豆中でイソフラボンは

各種配糖体として存在し，アグリコンとして存在するもの

は少ない.大豆イソフラボンは配糖体のままでは生体内に

吸収されにくく，効率の良い吸収には配糖体の構造から糖
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を除いた部分，すなわちアグリコンになることが必要であ

り，腸内細菌のもつβーグルコシダーゼの働きが重要と考

えられている 2) したがってヒトにおける大豆イソフラボ

ンの吸収効率は腸内細菌の状態に大きく左右される.

一方，乳酸菌は糖質の発酵により乳酸を大量に作る一群

の細菌であり，プロバイオティクスとして腸内環境を改善

し，宿主に有益な働きをするヒ卜にとって最も身近な有用

細菌である.近年，乳酸菌を生息環境により区別する考え

が提唱され，間田は乳酸菌をチーズやヨーグルトなと乳の

発酵に関わる乳系乳酸菌， ヒトの腸管に生息する腸管系乳

酸菌，穀類，野菜，果物など植物質の発酵に関わる植物系

乳酸菌の三つに区分している 3) 前L者の生息する環境は

比較的栄養豊富で安定しているが，後者の環境は植物質の

種類により供給される栄養源の種類や量などが様々である

こと，所在温度が異なること，アルカロイド類など生育阻

害物質が存在することなど，実に多様である このため，

その環境の数だけバラエティーに富んだ乳酸菌が存在する

と考えられる.しかし，植物系乳酸菌の性質についてはまだ

研究が必ずしも多くなく，今後の研究が期待されている

微生物を利用して大豆イソフラボン配糖体をアグリコン

に変換し，その吸収効率を上け、る様々な試みがこれまでに

なされているの. その中には， 腸内善玉菌である乳酸菌や

ビフィズス菌を利用した研究も多く，高いアグリコン変換能

を持つ Lactobacillusacidoρhilus5)， Lactobacillus casei6)， 

Bifidobacterium longum7)などに属する菌株が得られてい

る.それらの報告における乳酸菌の多くは乳由来のもので

あり，植物質由来の乳酸菌に関する報告は少ない.また，

広範な植物質の素材からのスクリーニングに関する報告は

私たちの知る限りない.そこで本研究では，大豆イソフラ

ボンの吸収効率の向上を目的に，果物や野菜，植物性発酵

食品など様々な植物性食品素材から乳酸菌を分離し，豆乳

を発酵させることで，それらの大豆イソフラボン配糖体の

アグリコンへの変換能を調べた.

1. 実験方法

(1) 使用菌株

植物性食品素材由来の乳酸菌は，スーバーや市場から購

入あるいは新潟市内で採取した果物，野菜，発酵食品，食

用花から分離した. 乳酸菌の分離には 10ppmのシクロヘ

キシミドとアジ化ナトリウムを含む GYP白亜寒天培ttl.!81

を使用し， 30 0C のインキュベーターで 24~48 時間培養後，

酸の生成により炭酸カルシウムが溶解してクリアゾーンを

形成したコロニーを単離した. 1 つの分離源より 5~20 コ

ロニーを取得したが，その中には同じ菌株由来の菌が存在

すると予想されることから， 内村等8)の方法に従い，細胞

の形態観察， クールコースからのガス発生試験， カタラーゼ

試験，生育温度試験，糖類発苦手:性試験により形態的性質お

よひ‘生理的性質を調べ，異なる性質を示した菌株のみを選

択した.
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乳白釆乳酸菌は，製品評価技術基盤機構から入手した

Lαctobacillus acidiρiscis NBRC 102164， Lb. delbrueckii 

ssp. bulugaricus NBRC13953， Lb. delbrueckii ssp. lactis 

NBRCI02622， Lb. casei NBRC15883， Lb. helveticus NBRC 

15019， Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris NBRC 

102479，理化学研究所より入手した Steρtococcussalirarius 

ssp. thermophilus JCM20026， Lactococcus lactis JCM 

20101を用いた.

(2) 豆乳発酵性の評価

植物性食品素材より分離した株と，乳由来の乳酸菌8株

を用い，豆乳に対する発酵能を試験した.各菌を MRS液

体士音地8)iこ接種し， 18~24 時間培養後， 培養液を 600nm

の吸光度が 1.0になるように間培地で希釈し，さらに滅菌

水で 100倍希釈した.この希釈液を豆乳 10mLに対して

20μL 接種し， 30
0
Cで48時間地養して， 12時間間隔で豆

乳の pHおよび凝固性を調べた.なお，豆乳は太子食品工

業株式会社の無調製豆乳を 105
0
C，1分間オ ート クレーブ

で滅菌し使用した.

(3) 発酵豆乳中の各種イ ソフラボンの定量

イソフラボンの分析は財団法人日本健康・栄養食品協会

で定められた高速液体クロマトクラフィー (HPLC) を用

いた分析法日}に準拠した.各菌で 30oC，48時開発酵させた

10mLの豆乳を凍結乾燥後，ヘキサンで脱脂した. これに

15 mLの70%エタ ノールを加えて 3回抽出し，得られた

抽出I伎を合わせて 50mLに定容し， HPLCの試料とした.

HPLC分析では株式会社日立製作所高速液体クロマ卜グ

ラフ L-2130，Inertsil ODS-3カラム (5ぃm，4.6X250mm; 
ジーエルサイエンス株式会社)， UV-VIS検出器 L-4250

(株式会社日立製作所)を使用し，カラム温度 35
0

C，注入量

10ぃL，検出波長 254nmで分析した.I容離j夜は AI'夜(アセ
トニトリル水:酢酸/15:85 : 0.1， v/v/v)とB液(アセ

卜ニトリル.水:酢酸/35:65 : 0.1， v/v/v)を用い，流速

1.0 mLl分で'Bi-夜の濃度を 50分間に Oから 100%まで直

線的に上昇させた.各種イ ソフラポンの定量には標準物質

としてダイジン(フジ yコ株式会社)を用い，分析法記載

の換算係数により定量計算を行い，アグリ コン換算値を算

出した.

(4) 16Sリボソーム DNAの塩基配列による乳酸菌の同定

森の方法10)に従い，分離した菌株の 16Sリボソーム DNA

をPCRにより増幅し，塩基配列を決定した.DNAの抽出

にはインスタジーン DNA精製マトリクス(バイオラ ッド

ラボラトリーズ株式会社)を用い，得られた DNAを鋳型

として 16Sリボソーム DNAの5'末端から約 500塩基ま

での領域を文献記載のプライマーを使用して TαKaRaEx 

Taq (タカラバイオ株式会社)により PCRで増幅した 増

幅した DNA断片の塩基配列を赤外色素標識した M13プ

ライマーおよび SequiThermEXEL II DNA Sequencing 

Kit-LC (EPICENTRE TECHNOLOGIES社)を用いたジ

デオキシ法で決定した. DNAシーケンサーは LI-COR社

のMode14000を用いた. 16Sリボソーム DNAの相向性

検索は BLASTプログラムを用いて行った.

2 実験結果および考察

(1) 様々な植物性食品素材からの乳酸菌の分離

分離源として24種類の果物 (柿(佐渡産)，柿(新潟産)， 

温州みかん，きんかん，洋梨(アメリカ産)，洋梨(ラ ・フ

ランス)，洋梨(ル・レクチェ)，梨(秀玉)，梨(幸水)，

ナツメ，マンゴー，ブ。ラム フ。lレーン，ソ jレダム，ネクタ

リン，イチジク，メロン，スイカ，山法師，カリン， りん

ζ， ブドウ，オレンジ，キウイフルーツ)， 13種類の野菜

(フルーツ トマト，ゴ ヤ，野菜ミックス，レタス，白菜，

セロリ，ニラ，ホウレンソウ，青紫蘇，大根の葉，長芋，

里芋， ジャガイモ)， 17種類の植物性発酵食品(白菜キム

チ，大根キムチ，胡瓜キムチ，韓国産キムチ，胡瓜糠漬，

ミyクス野菜糠床，芋漬物1*，沢庵，ぶどう漬，にしんの
野菜漬，浅漬野菜，飯寿司，麦麹，豆麹，発酵茶，昧噌，

生醤油)， 4種類の食用花(セイジ，キンモクセイ，ナスタ

チューム，パジルの花〉から乳酸菌を分離した.なお， 分

離のための培養条件として，植物が生育する環境に合わせ

て好気条件，培養温度も一般的に乳や腸管系乳酸菌の培養

で用いられる3rcより低い 300Cで培養した. 本培養条件
で多くの分離源から多数のコロニーが得られつの分離

脱より 5~20 コロニーを取得した同一分離源由来のコロ

ニーには同じ菌株由来の菌が存在すると予想されるため，

それらの形態的および生理的性質を調べ，性質の異なる菌

株のみを分離菌株として選択した.その結果，58種類の植

物性食品素材から合計 137株の乳酸菌を分離できた.

様々な分離j原のうち，果物では良く熟したもの，野菜で

は傷ついたものから多数の乳酸菌を分離することができ，

逆に果皮が硬く未熟な果実や新鮮な野菜からは分離できな

かった.発酵食品ではキムチや糠漬，糠床から乳酸菌を分

離できたが，浅漬，昧噌，生醤油，飯寿司，芋漬物床，麹

からは分離できなかった.味噌や醤油では発酵初期に存在

していた乳酸菌が発酵終期には残存していなかったため，

また浅漬では発酵期間がほとんどなかったために乳酸菌が

分離できなかったと推察される.内部が嫌気状態にある飯

寿司や塩分濃度が非常に高かった芋漬物床からも乳酸薗を

分離できなかったが，本研究では好気条件および一般的な

培地で乳酸菌を分離しており， これら特殊な食品素材では

各素材に適した条件で培養すれば乳酸菌を得ることができ

たかもしれない.一方，食用花ではセイジとキンモクセイ

より乳酸菌を分離できた セイジやキンモクセイは蜂蜜の

蜜源として利用される花であり，今回用いたセイ ジにも漫

み出すほどの蜜が存在していた.花の蜜の主要な糖はスク

ロースであり，糖類発酵性試験においてセイジとキンモク

セイから分離された全ての菌がスクロースを資化したこと

から(データ示さず)，花に存在する乳酸菌は蜜中の糖を栄
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図 I手L酸菌を接種した豆乳の発酵過程における pHの変化

• . Ret5; d. Prul ; O. Kal ; 口• Lactobacillus casei 

表 l 様々な植物性食品素材から分離した乳酸菌の豆乳発酵性

分自IE源 分離iD虫数 分離株数 百乳発酵株
アタリコン
高変換株

果物 24 66 20 (30.3) 11 (16，7) 

野菜 13 17 6 (35，3) 3 (17，6) 

発酵食品 17 42 8 (19，0) 2 ( 4，8) 

食m花 4 12 3 (25，0) 1 ( 8 3) 

合計 58 137 37 (27，0) 17 (12，4) 

( )内の数字は分離株数に占める ~'7..乳発酵株数およ びアグ

リコン高変換株数の害11合(%)を示している.

養源、と しており，蜜の多い花は乳酸菌の分離i原となり得る

ことが示された.

(2) 分離した乳酸菌の豆乳発酵性

分離した 137株の乳酸菌を豆乳に接種し， 30
cC， 48時間

培養後の豆乳の性状を調べた.その結果，85株では豆乳に

凝固が見られたが， 52株では何の変化も観察されず， それ

らの株には豆乳発酵性がないと判断した次に，豆乳発酵

性が認められた 85株について発酵過程における豆乳の凝

固の様子および pHの変化を調べた図 lに示した Pru1

とRet5に代表される 37株では，培養6時間以降 pHが急

激に低下し，24時間後には 4，5以下に達した.それらの菌

の発酵豆乳はしっかり と凝固し， 48時間後では豆腐様のゲ

ノレを形成した(図 2A) 一方， Ka1に代表される 48株で

は，pHの低下は緩やかであり， 48時間後でも pHは5.0以

下にならず，凝固した豆乳の強度も低かった.豆乳発酵性

の高い37株を分離源別に見ると，果物由来が 20株，野菜

由来が6株，発酵食品由来が8株，食用花由来が3株で

あったが(表1)，特定の分離源から発酵性の高い菌が多く

取れるという こと はなかった.分離した乳酸ー菌と比較する

ために 8種類の乳系乳酸菌でも同様に豆乳発酵性を試験し

た.しか し，Lb. cαseiに代表されるよう に発酵過程におけ

る豆乳の pHの低下はわずかであり， いずれの菌で も48

時間後の pHは最大 6，0までしか下がらず(図 1)，豆乳も

図 2 植物性食品素材から分離した手L酸菌で発酵させた豆乳

の性状

A， Prul ; B. Se3 

全く凝固しなかった培養温度を乳系乳酸菌に適 した370C

に上げても結果は同 じであった.乳系乳酸菌でも豆乳を凝

固させたという報告は多い川. それらと本研究では豆乳へ

の菌の接種量に大きな違いがあり，他の報告では前培養液

を直接5% Cv/v)程度加えている.しかし，本研究では数

百倍希釈した前培養液を 0.2%Cv/v)しか加えておらず，

それでも豆乳を凝固させる ことができた. このことは分離

した乳酸菌の豆乳発酵性が極めて高いことを示している.

豆乳発酵性の高い 37株のうちセロ リと長芋，メロンか

ら分離した各 1株 CSe3，Ng5， Me7) では培養 6~1 2 時間

自において糸を引く様な粘性物質の産生が観察された(図

2B).一部の乳酸菌は菌体外に粘性多糖を生産する ことが

知られている.その代表的なものは Leuc田 mesenteroides

が産生するデキスト ランで他にもレパン，グルコースとフ

ノレク トースからなる粘性多糖などが報告されており， それ

らには抗腫療活性などの生理.機能が期待されているω. こ

れら粘性多糖はいずれもスクロ ースの構成糖であるグノレ

コースとフルク トースの重合体であり，豆乳にもスクロ ー

スが含まれることから，本研究における 3株が産生する粘

性物質も同様の構造であるかも しれない.

(3) 分離した乳酸菌の大豆イソフラボンのアグリコンへ

の変換能

書')l、豆乳発酵性を示 した37株を用いて発酵豆乳を調製

し，発酵によるイソ フラボンの変化を調べた.始めに未発

酵豆乳のイソ フラ ボンを分析したところ， マロニル配糖体
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がアグリコン換算で 210.4μg/mLとイソフラボン総量の

65%を占めていた(図 3).一方，タイセイン，ゲニステイ

ン， グリシティンのアグリコンは合計 22.6μg/mL含まれ，

総量の 7% と少なかった. ダイジン， ゲニスチンとグリ シ

チンのグルコース配糖体は合計 90.9ぃg/mL含まれ， 総量
の28%であった.また，マロニjレグリシチンと 3つのアセ

チル配糖体はほとんど検出されなかった.37株の菌を接種

し， 300Cで48時間発酵させた豆乳中のイソフラボンを分

析したところ，菌によりその成分に大きな違いがあった.

37株中 12株ではグルコース配糖体が 80ぃg/mL以上残っ

ており，発酵による顕著な減少は見られなかった.しかし，

25株では明らかにグルコース配糖体が減少しそれに伴い

アグリ コンが増加した一方， マロニル配糖体の量はほと

んど変化しなかった. ChampagneらはLb.helveticus R 

0052が， Chienらは Stc.thermoplulus CCRC14085が豆乳

中のマロ ニル配糖体を減少させたと報告しているが，その

減少に見合うアグリコンの増加は見いだされなかった 13)

また，他の多くの研究でもマロニル配糖体のアグリコ ン化

に成功しておらず，今回の結果もそれらと同様であった.

なお，一部の発酵豆乳で未発酵豆乳よりマロ ニル配糖体総
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図 3 極物性食品素材から分離した手L酸菌で発酵させた豆現のイソフラボン含量
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量や配糖1本総量がわずかに多くなるなど値にバラツキが見

られた.発酵豆乳の調製には製造日の異なる複数のロット

の市販豆乳を用いており，未発酔豆乳仁|コの各イソフラボン

の量はロ y トにより若干異なった (データ示さず〕 した

がって，イソフラボン量のパラツキは使用した豆乳のロ y

トの違いによるものと考えられる.

使用した株により発酵豆乳中のアグリコン量が大きく異

なったため，各株のイソフラボン配糖体のアグリコンへの

変換能を発酵豆乳中のアクリコン量で比較したところ，発

酵豆乳中のアグリコン量が 70)Jg/mL以上に大きく増加

したもの(高変換株)， 25)Jg/mL以下でほとんど増えな

かったもの(低変換株)，その中間のもの(1:1:1変換株)の 3

つのグループに大別でき 37株のうち 17株が高変換株，

11株が中変換株， 9株が低変換株に分類された. 17株の高

変換株のうち 14株は果物と野菜由米の株であったが(表

1)，特定の分離源から高変換株が多く分離されたというこ

とはなかった.本研究で分離した高変換株は既報の動物由

来の高変換株に比べ豆乳発酵性が非常に高いことから， 豆

乳発酵食品の製造に利用することで大豆イソフラボンの吸

収率を向上させることが可能であると考えられた.

(4) 分離した乳酸菌の同定

分離した乳酸菌のうち高変換株と低変換株の各3株につ

いて 16Sリボソーム DNAの部分塩基配列を決定し， DNA 

デ タベ スを用いて相向性検索を行った.その結果， 高

変換株である梨(秀玉)由来の Sugy6-3はLeuconostoc

cIfreum，プルーン由来の Pru1は Leuconostocpseudo-

mesenteroides，洋梨(アメリカ産)由来の YNA1は Weiseliα

cibaria，低変換株であるレタス由来の Ret5はLactococcus

lactis，セイジ由来の S巴iji5-1はLeuc.citreumと同定でき

たが，白菜由来の HK5は Leuc. lactisと Leuconostoc

garlicumに対し全く同じ 99.7%の相向性を示し種の同定

はできなかった. 同定した 6株のうち 4株がLeuconostoc

属であり， 同属の乳酸菌は漬物など発酵野菜からよく分離

されることから，植物性食品素材を分離源とした本研究で

得られた菌にも同居;の菌が多く含まれると推察される ま

た，乳酸菌の属や種とイソフラボン配糖体のアグリコンへ

の変換能の関係を見ると，同じ Leuc.citreumでも Sugy6-

3は高変換株， Seiji5-1は低変換株と分かれており， アク

リコン変換能は乳酸菌の属や種とは関係なく各株の特性で

あることが示された.

3 要約

様々な植物性食品素材から乳酸菌を分離し， 豆乳発酵性

および大豆イソフラボン配糖体のアグリコンへの変換能を

調べた. 58種類の果物，野菜，植物性発酵食品，食用花か

ら137株の乳酸菌を分離した. 37株は 48時間の発酵によ

り豆乳をしっかりと凝固させ，乳由来の乳酸菌より高い豆

乳発酵性を示した そのうち 17株はイソフラボン配糖体

のアグリコンへの変換能が高く，その多くは果物と野菜由

来であった.一部の菌の同定結果より，本研究で得られた

菌にはLeuconostoc属の菌が多く合まれると推察され，ア

グリコン変換能は乳酸菌の属や種とは関係なく各株の特性

であることが示された.
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