
〔東京家政大学研究紀要　第42集（2），p．35～41，2002〕

ミルクオリゴ糖のビフィズス菌に対する

　　　　　　増殖促進活性（第2報）

川名（海老塚）広子＊，池田　真優子＊，有田　政信＊

　　　　　　　（平成13年10月4日受理）

Growth－promoting　activity　of　milk　oligosaccharides　on

　　　　　　　　　　　　　　　　Bifidobαcterium（2）

Hiroko　KAwANA（EBIzuKA），　Mayuko　IKEDA　and　Masanobu　ARITA
　　　　　　　　　　　　　　（Received　on　October　4，2001）

キーワード：ビフィズス因子，ミルクオリゴ糖，ビフィズス菌，有機酸

Key　words：bifidus　factor，　milk　oligosaccharide，　Bifido　bacterium，　organic　acid

緒　言

　近年，食品成分の機能性や有効性の解明が進あられ，

生体調節機能物質を含んだ食品摂取による健康増進・維

持が進められている．

　母乳中には種々の感染防御物質を含有していることか

ら，母乳栄養児は人工栄養児と比較して，感染症等の疾

病に罹患しにくく，罹患した時の死亡率が低いことが明

　　　　　　　　1）～3）　　　　　　　　　　．その理由の一っとして，腸内らかとなっている

細菌叢が，共生，拮抗関係を維持し，食物や消化管分泌

物を栄養素とし増殖，排泄を繰り返し，宿主の健康維持，

増進を支えていることが考えられている．

　ヒトの腸内細菌フローラとして検出される主要菌群は，

ビフィズス菌，乳酸桿菌，腸球菌などの乳酸菌群，バク

テロイデス，嫌気性連鎖球菌，クロストリジウムなどの

嫌気性菌群，大腸菌，ブドウ球菌，緑膿菌，酵母などの

好気性菌群に大別される，乳酸菌群は，ビタミンやタン

パク質合成，消化吸収の補助的役割をもち健康維持に関

与する有用菌であり，大腸菌やクロストリジウムの一種

であるウェルシュ菌などは，腸内腐敗，発癌物質生成，

毒素生成に関与する有害菌である．更に，ストレスや薬

物投与などの人体要因が重なると下痢，胃腸炎，感染症

などを誘引する病原性菌も存在している．

　有用菌である乳酸菌やビフィズス菌は，糖質を分解し

て乳酸，酢酸などの酸を産生し，腸管の重要な栄養素と

なり腸管の細胞増殖，消化促進，腸管免疫増強に関与し

ている．さらに，腸内を酸性にすることにより有害菌数

が減少し，相対的に乳酸菌群などの有用菌数が増加する

と腸内環境が改善され細菌性下痢症などの感染症への罹

患率が低下する．また，産生された有機酸は，腸の蠕動

運動を刺激し排便を促す便秘予防効果があると考えられ

ている．

　腸内細菌のバランスは，加齢により変化していくが，

摂取食物，ストレス，抗生物質などの強い薬物，また宿

主の生理機能などの要因によっても，菌種の変化やビフィ

ズス菌の減少や消失が起こる．

　ビフィズス因子の検索は，Gyδrgyらによりヒトミル

ク中に含まれているN一アセチルグルコサミンを含むオ

リゴ糖に始まり4），その後糖ペプチド，糖タンパク質，

オリゴ糖などにっいて検討されてきた．

　乳中に含有されるシアル酸含有オリゴ糖がビフィズス

菌に対してどのような影響を与えるかにっいては未だ明

らかとされていない．そこで本研究では，乳より得た粗

糖質画分，中性糖質画分，酸性糖質画分のビフィズス菌

（B．infantis）2菌株に対する増殖促進活性を酸度滴定法

及び高速液体クロマトグラフィー法により検討を行った．

実験材料及び方法

＊栄養学科　食品学第二研究室

1．実験材料

試験に用いたビフィズス菌は， B．infantis　S12，
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B．infantis　150751－10－5の2菌株で，これらの菌株は

森永乳業（株）より供与された．基本培養培地は，GAM

ブイヨン「ニッスイ」培地（日水製薬（株））を用いた．

　ヒト乳試料（出産後6日目～50日目）は血液型A型

の健康な母親（28歳，初産）より，ウシ乳試料（出産後2

日目，20日目）は森永乳業（株）より供与された．精製中性

糖として用いたLaq　3LFucosyllactose，2’－Fucosyllactose，

Lacto－N－triose，Lacto－N－tetraoseは，SIGMA　CHEMICAL

CO．から購入した．　Gal－Lac，　Gal－Gal－Lac，　Gal－Gal－Ga1－

Lacは日新製糖（株）より供与された．

　精製酸性糖として用いたSialyllacto－N－neo－tetraose，6L

sialyllactosamine，6Lsialyllactose，3Lsialyllactosamine，

3’－sialyllactose，3’－sialy13’－fucosyllactoseは，　SIGMA

CHEMICAL　CO．から購入した．

2．乳中の粗糖質画分の抽出および中性糖質，酸性糖質

　　の分画方法

　ヒト，ウシ乳から粗糖質画分の抽出は，Folchの分配

法により行った5）．粗糖質画分の分画は，蒸留水で平衡

化したDEAE－CELLULOFINE　A－200－－mカラムを用い

て，蒸留水での溶出画分を中性糖質画分，1300mMピ

リジン酢酸緩衝液（pH5．0）での溶出画分を酸性糖質画分

として，凍結乾燥をおこなった．ヒト乳から得た粗糖質

画分，中性糖質画分，酸性糖質画分を，前報に従って薄

層クロマトグラフィー（TLC）で展開後，全糖及びシア

ル酸の発色後，2波長デンシトメータによる解析を行っ

た6）～7）．又各画分は，水で溶解しGelman　sterile

Acrodisc　O．45μmにより濾過滅菌を行い，ビフィズス

菌増殖促進活性の測定試料とした．

3．ビフィズス菌の培養方法

　1％Glc添加GAM培地を10m1ネジロ試験管に5ml

ずっ分注，滅菌後，各ビフィズス菌株を接種し，嫌気条

件下（Gas　Pak装置）で，37℃恒温器（HITACHI）内で

培養を行った．24～48時間培養後，均一に懸濁した後，

新しい培地入り試験管へ100μ1接種し，同様の条件で

（Gas　Pak）培養した．この操作を繰り返して継代培養を

行った8）．

4．ビフィズス菌増殖促進活性度の測定方法

　ヒト乳（出産後6，11，28，50日目）から得た粗糖質

画分，中性糖質画分，酸性糖質画分，ウシ乳（出産後2，

20日目）から得た粗糖質画分および市販の中性および酸

性オリゴ糖を試料として増殖促進活性を測定した．各糖

試料の濃度が100μg／培地5mlとなるように培地中に

添加し充分に撹拝した後，前述の方法で前培養したビフィ

ズス菌を一定量接種して，24あるいは30時間，37℃，

嫌気条件下（Gas　Pak）の保温器内で培養を行った．対照

としては，糖試料無添加培地で培養したものを用いた．

一定培養後，前報に示した方法によって酸度測定を行っ

た．増殖促進活性度は，糖試料無添加培地の酸度に対す

る供試試料添加培地の酸度の比率として，次の計算式に

よって求めた．

　増殖促進活性度＝各試料添加培地の滴定値／試料無添

　　　　　　　　　加培地の滴定値

5．ビフィズス菌培養培地中の酢酸及び乳酸の高速液体

　　クロマトグラフィー（HPLC）による定量分析方法

　酸度滴定を実施した培地1．5mlに，15．8N硝酸100μ1

を加えてタンパク質を変性した後，遠心分離（3000rpm，

5℃，20min）によって得られた上澄液を，　Millex－HV

（0．45μm）により濾過を行い，HPLCの溶出溶媒で希

釈して分析試料とした．

　HPLCによる分析は，　CLASS－LC10（島津製作所製）

高速液体クロマトグラフィー装置で，流速1．Oml／min，

カラム温度40℃，検出はUV210nmにより行った9）．

分析カラムは，逆相系のInertsil　ODS－3V　column

（4．6mml．D．×250mm；ジーエルサイエンス（株）製）を

用い，溶出溶媒はリン酸を添加してpH3．5に調整した

0．1Mリン酸2水素アンモニウム溶液を用いた．

結　果

1．乳中糖質画分の分画

　ヒト乳に含有される中粗糖質量は，分析を行った分娩

後6日目から50日目の期間で，約6．7％でほぼ一定値

を示した．イオン交換カラムクロマトグラフィーによっ

て分画した結果，粗糖質中，中性糖は6日目で82％で，

泌乳期を経るに従って僅かに増加し，50日目では89％

となった．一方，酸性糖質の含有量は，出産後6日目が

最高で約6．7％，その後泌乳期を経るに従って徐々に減

少し，その値は11日目で6．3％，28日目は6，1％，50日

目には5．3％であった．
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2．ヒト乳から得た粗糖質画分，中性糖質画分および酸

　　性糖質画分のビフィズス菌増殖促進活性度

　まず，ヒト乳（6，11，28，50日目）から得た粗糖質画

分，中性糖質画分，酸性糖質画分によって，乳幼児期の

腸管内に主として存在するB．　infantis　S12（培養時間

24時間）及びB，　infantis　I－10－5（培養時間30時間）にた

いして増殖促進活性度を測定した結果をFig．1に示し

た．その結果，両菌株に対して6日目の粗糖質画分及び

酸性糖質画分が最も高い増殖促進活性が認められ，11日

目には活性がほとんど認められなかったが，28日目の粗

糖質画分及び酸性糖質画分は6日目と同程度まで活性が

回復し，50日目以降では全ての画分でほとんど活

性は認められなかった．両菌株に対する中性および酸

性糖質画分の増殖促進活性度を全体的に比較すると，

B．　infantis（L10－5）の方がB．　lnfantis（S12）よりやや強

い増殖度を有することが判明した．

　中性糖質画分は，B．　infantis（1－10－5，　S12）の2菌株

について増殖促進活性が認められなかった．なお，同時

に試験した糖質のLactoseとGal－Lacではわずかに増

殖促進活性が認められた．

3．ヒト乳から得た粗糖質，中性，酸性糖質画分を添加し

　　た時のB．　in　fan　tisの産生する酢酸及び乳酸の定量

　増殖促進活性とBinfantis（1－10－5）の産生する有機酸

量（乳酸及び酢酸）の関連を検討するため，ヒト乳の6，

11，28，50日目から得た粗糖質画分，中性糖質画分，酸

性糖質画分の増殖促進活性試験時の乳酸と酢酸の産生

量とその割合をHPLC法によって行った．その結果を

Fig．2に示した．各泌乳期および各糖質画分によって

産生された乳酸と酢酸の総量は僅かに変動しているが，

この変動は酸度滴定の変動と相関していた．しかしなが

ら，最も高い乳酸・酢酸総量は，酸度滴定によって最も

強い増殖促進活性を示した6日目ではなく，28日目の粗

糖質及び酸性糖質画分であった．この時産生された乳酸・

酢酸量は，培養培地1μ1あたり約15×10一2nmo1であっ

た．対照とした培養培地でも，酸度滴定では最も低い値

となるが，乳酸・酢酸の産生総量は試験群と変わらなかっ

た．次に，乳酸と酢酸量のモル比率をFig．3に示した．

酢酸1モルに対して乳酸は約0．78モルの比率で存在し，

全泌乳期を通じてモル比率の大きな変動は認められなかっ

た．これらのことから，増殖促進活性の認められた糖質

画分では，乳酸・酢酸の産生ではなく，他の有機酸が産

生されることによって滴定酸度が上昇することが予測さ

れた．

4．ウシ乳から得た粗糖質，中性，酸性糖質画分の

　　8，in・fan　tisに対する増殖促進活性

　同様にしてウシ乳（初乳，常乳）中より得た粗糖質，

中性，酸性糖質画分のB．infαntis（S12，1－10－5）に対す

る増殖促進活性の検討を行った。その結果，B．　infantis
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（S12）に対しては，初乳及び常乳の全ての糖質画分にお

いて増殖促進活性が認められなかったが，Binfαntis

（1－10－5）に対しては，初乳及び常乳の粗糖質画分におい

て僅かな増殖促進活性が認められた．しかし，中性，酸

性糖質画分では活性が認められなかった．

（Fig．4挿入）

5．精製中性糖質及び酸性糖質のB．　infantisに対する

　　増殖促進活性

　B．infantis（S12，1－10－5），　B．　breve（a　S1，　S46）の増

殖に及ぼす精製中性糖質，精製酸性糖質の影響を，培養

培地の酸度滴定法により検討した結果をFig．5，6に

示す．Binfantisの2菌株に対して，8種の精製中性

糖質の増殖促進活性を検討した結果，各試料の供試濃度

ではヒト乳中から得た粗糖質画分のような増殖促進活性

は認められなかった．逆にB．　infantis（1－10－5）に対して

は，Lac以外の精製中性糖質は増殖促進を抑制するかの

ような現象が認められた．また，ヒト乳中から得た酸性

糖質画分で増殖促進活性が認めらたことから，乳中から

精製したシアル酸含有オリゴ糖6種の増殖促進活性の検

討を行った結果，すべての精製酸性糖質において増殖促

進活性は認められなかった．

考　察

近年，人工栄養児のための調整粉乳は，ガラクトシル

ラクトース，フラクトオリゴ糖，ラクチュロースなどを

1．3

配合し，人工栄養児の腸内細菌叢の改善をすることによっ

て生体防御機能の付加が盛んに行われている．しかしな

がら，母乳栄養児はビフィズス菌数が多く，病原菌，大

腸菌群などの有害菌が少ないという特徴を持ち腸内環境

が人工栄養児とは異なる1）～4）’10）’11）．発展途上国など

の不衛生な地域では特に腸管感染症などへの疾病率に差

異のあることが指摘されている．胎児の腸内菌叢の変化

は栄養源である乳により大きな影響を受けていることは

必然である．

　前報8）で乳幼児期から老年期までのヒト腸管内に生息

する11菌株のビフィズス菌に対する母乳から得た粗糖

質，中性糖質，酸性糖質の影響について報告した．そし

て酸性糖質画分を添加した時，B．　infatisとB．　breueの

増殖促進活性効果が認められた結果から，今回は乳幼児

期に多く生息する菌株（B．infatis）に注目しビフィズス

菌を増殖させる成分，ビフィズス因子の検索を行った．

　ヒト乳中には種々のビフィズス因子が含まれていると

考えられ，その成分を探索する研究が盛んに行われてい

る．Gyr6rgyらは，ヒトミルクオリゴ糖であるN一アセ

チルグルコサミン含有オリゴ糖にその活性が存在するこ

とを発見した4）．その後，カゼイン，タンパク質分解物，

シアロ糖タンパク質にも活性が認められてきている11）．

今回の糖試験濃度で検討したところ，B．　infantis

（150751－10－5，S12）の2菌株では乳中から得た中性糖

質画分，精製した中性糖質8種では増殖促進活性がほと

んど認められなかった．っまり，ミルクオリゴ糖では，

1．3
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　　　　purified．neutral　oligo・　　　　　　　　　purified　neutral　oligo・

Fig．5　G・・wth－P・・m・tin9・・ti・i・y・fp・・i∬・d・・ut・al・lig・・acch・・id・・°n　B・infan‘iS

　　　1：Ga藍一Lac　2：3，－fucosyllactose　3：2，－fucosyl蓋actose

　　　4：Lacto－N－triose　5：Gal－Gal－Lac　6：Lacto－N－tetraose

　　　7：GaレGa璽一Gal－Lac　8：Lactose
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　purified　acidic　oligosaccharide
　　　　purified　acidic　saccharide

　Fig．6　Growth－promoting　activity　of　purified　acidic　oligosaccharides　on　B．　i｛ifantis

　　　　1：sialyl星acto－N－neo－tetr30se　2：6，－sialyHactosamine　3：6，－sialyllactose

　　　　4：3，－sialyllactosamine　5：3，－sialyUactose　6：3，－sialy13，－fucosy置lactose

中性糖質画分が低濃度である場合は，それだけでは活性

は認められないけれども酸性糖質と混在すると増殖促進

活性が存在することから複数のビフィズス因子が相乗的

に作用していることが考えられた．

　一方，酸性オリゴ糖にっいて井戸田らは，シアリルラ

クトースはB．infantis（ATCC15697）により資化され
るが，増殖には関与していないと報告している12）’13）．

今回の実験でB．　infantis　S12，　B．　infantis　I－10－5の増

殖促進活性を酸度滴定法とHPLC分析法により酸産生

量の変動を比較したところ，6，28日目の粗糖質画分及

び酸性糖質画分で高い増殖促進活性が認められた．中性

糖質ではなく酸性糖質画分で高い活性が認められたこと

より酸性オリゴ糖は資化あるいは資化ではない増殖促進

活性因子としてビフィズス菌に対して作用していること

が示唆された．ヒト乳と比較して，ウシ乳から得た粗糖

質，中性，酸性糖質画分のB．　infantis増殖促進活性を

測定したところ，増殖促進活性はほとんど認められなかっ

た．Gy6rgyらはヒトとウシミルクのビフィズス菌増殖

活性が40：1でそれらのシアル酸含量と等しいことを報

告している14）ことからも主要酸性オリゴ糖であるシア

ル酸含有オリゴ糖の果たす役割の重要性が示唆される．

岩崎らはビフィズス菌が母乳栄養児の優性菌である因子

として，α一L一フコシダーゼ及びノイラミニダーゼな

どの酵素を有しており15）複雑な高分子構造であるヒト

ミルクオリゴ糖を利用できると考えている16）．そして，

ビフィズス菌に特異的に利用される糖はN一アセチル

グルコサミンあるいはシアル酸を含むと予測されている．

本研究の結果からも酸性オリゴ糖画分には中性糖質画分

よりもビフィズス菌の強い増殖促進活性が認められた．

　無添加糖質の培養培地は，酸度滴定法による検討では

他と比較して低値であるが，乳酸と酢酸産生量は試験群

とほぼ同等であった．このことから，ヒトミルクオリゴ

糖を添加することにより他の酸が産生されていることが

予測された．そして，この菌株についてみると酢酸1モ

ルに対して乳酸は約O．78モルの比率で存在し，全泌乳

期を通じてモル比率の大きな変動は認あられなかった．

　ビフィズス菌の増殖促進活性には，種々の疾病防御の

役割を担っていることが考えられるが，酸性オリゴ糖の

果たす役割についての詳細な検討は十分になされていな

い．ビフィズス因子の探索を行う時，オリゴ糖には，

（1）宿主により非（難）消化性であること，（2）ビフィズ

ス菌以外の腸内細菌に資化されにくいこと，（3）安全で

あることなどの性質が要求される．今後，泌乳期間によ

り分泌される各糖鎖を精製し，各ライフステージによる

ビフィズス菌増殖促進活性との関与にっいて検討し，資

化糖ではなく増殖促進活性を有するオリゴ糖の構造にっ

いて探索したい。
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Abstract

　In　this　study，　we　have　examined　changes　in　the　growth－promoting　activity　of　milk　oligosaccharides　on、B．’nfant’乱

Sample　of　Human　milk　was　obtained　from　a　healthy　mother　from　the　5th　day　till　the　50th　day　a負er　childbirth．　The

growth－promoting　activity　of　the　total　and　acidic　oligosaccharide　fractions　from　human　milk　were　highest　on　the　6th　day

after　childbirth，　then　decreased　till　the　l　l　th　day，　then　increased　till　the　28th　day，　and　decreased　again　after　that．　And　it

is　interesting　to　find　that　the　acidic　oligosaccharide　f士actions　ffom　human　milk　showed　high　growth－promoting　activity　on

B．infantis（S　12，1。10－5）．　Produced　total　organic　acids　varied，　but　the　mole　ratio　of　produced　acetic　and　lactic　acid　by

β．infantis　was　invariable（1：0．73）．　However　no　oligosaccharide　ffactions　from　bovine　milk　and　purified　Ileutral　and　acidic

oligosaccharides　showed　any　growth。promoting　activity　on　B．　infantis．　MixtUre　of　neutral　and　acidic　ohgosaccharides

possessed　a　growth－promoting　activity　on　bifidobacteria　but　individual　purified　oligosaccharide　didn’t　show　the　activity。
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