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序論

ヨーグルトは代表的な発酵乳製品であり、主に牛乳を原料とし、 2種類の高温乳酸

菌{Lactobacillus bulugaricus(L. burgaricus)とStreptococcus thermophilus ¥S.

thermophilus))の発酵によって作られるものであると国際規格により定められている

(1)。日本では、この2種類の高温乳酸菌に限らず、種々の有用乳酸菌やビヒイズス菌

を用いた発酵乳も全てヨーグルト類としてとらえられている1950年代にヨーグルトが

工業的に生産され、いろいろなタイプのものが市場に出回ってきた。今日、スーパー

マーケットやコンビニエンスストアではヨーグルト専用コーナーができるぐらいのヨーグ

ルトブームで、 1995年から2003年にかけて、ヨーグルトの消費量は約2倍に伸びて

いる(図1)。その要因として、ヨーグルトが優れた官能特性、幅広い形態と保健用効果

を持つためと考えられる。ヨーグルトにはプレーンヨーグルト、フルーツヨーグルト、ドリ

ンクヨーグルトなどがあり、さまざまな有用な乳酸菌が使われている。これらのヨーグル

トの多くは、酸味が強く、特有の風味を有するため、必ずしも日本人の噂好性に合うも

のではない。また、近年の日本人の健康志向に合わせた生理機能をもつヨーグルトも

多く開発されているが、その風味はこれまでのヨーグルトと類似している。このような背

景から、今後の高齢化社会に向けて、健康に良いおいしい発酵乳の開発が求められ

ている。

最近、新しいタイプの発酵乳として、チーズのスターターに利用される中温乳酸菌

Lactococcus lactis (L. lactis)と従来からヨーグルト製造に使用されているS_

thermophilusの組み合わせにより、 8時間以上の長時間発酵させて製造した新規

発酵乳が開発された。この新規発酵乳は、酸味が弱く、味がマイルドであると同時に、

ヨーグルト特有の発酵臭が弱いため、日本人の噂好性に合うことがわかってきた。しか

し、新規発酵乳の風味特性並びに生体調節機能に関する研究は全くなされていない

のが現状である。

そこで、本研究では新規発酵乳の呈味特性と生体調節機能について検討を行った。

その結果、新規発酵乳の呈味形成に寄与する成分を明らかにした。さらにこの新規発

酵乳のストレス性胃潰癌抑制に効果があることを示し、その成分を特定した。

以下に、ヨーグルトのおいしさとその要因並びにヨーグルトの生体調節機能を概略
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し、本論文の意義を明確にすると同時に、考察に資することとした。

1.ヨーグルトのおいしさとその要因

1)食品のおいしさ

食品のおいしさを決める要因には、味、におい、食感、色など食品自身の特性を反

映するものと、食習慣、健康状態などの食品以外に由来するものがある。その中でも

味とにおいを合わせた風味は重要な要因の1つである(図2)。食品の風味はさまざま

な成分により形成され、その含量、組み合わせ、相互作用などにより極めて複雑なもの

となっている。食品の風味とりわけ味は、素材となる動物や植物に含まれている成分が

影響する。そして、熟成、発酵や調理によって呈味成分が変化し、おいしい食品となる。

その呈味成分として大きく寄与しているのが、糖、アミノ酸、ペプチド、有機酸、ヌクレ

オチドやミネラルである。

2)味の受容機構

舌の上には茸状乳頭、有郭乳頭、葉状乳頭が存在し(2)、これらの乳頭中や口蓋、

咽頭部などにある味菅が味を受容する(図3)。味菅は、味細胞が10-40個集まった

菅状の構造をとり、味細胞がシナプスを介し味神経と接続している。舌の前方に存在

する茸状乳頭中の味菅は鼓索神経、舌の後方に存在する有郭乳頭および葉状乳頭

中の味菅は舌咽神経と接続している。また、咽頭部に存在する味菅は上咽頭神経、

軟口蓋に存在する味菅は大浅錘体神経と接続している。このように、味の情報はこれ

ら4系統の神経により脳-伝えられる。

甘味、苦味およびうま味の受容機構は、セカンドメッセンジャーを介して伝えられる。

呈味物質がレセプターに結合するとGタンパク質が活性化され、ホスホイノシチドカス

ケード系が働く。この系では、 Gタンパク質に共役するホスホリパーゼCが活性化され、

ホスフアチジルイノシトール4,5ゼスリン酸(PIPz)をイノシトール1,4,5-トリリン酸(IPs)

に加水分解する。 IP3はセカンドメッセンジャーとして小胞体に拡散し、小胞体の膜貫

通型Ca2+輸送チャネルを開口させ、細胞内にCa2+を放出させる。その結果、細胞内

Ca2+濃度が上昇し、脱分極が起こり、味の信号が神経を介して脳に伝えられる(図4)。

この機構においては、 Gタンパク質共役型レセプターであるTIR2およびTIR3のへ

3
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図3味覚器の構造(4)

(栗原堅三:季刊化学総説,40, p.4(1999)より引用)
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テロ2量体が甘味レセプターとして働くことが報告されている(6)eまた、 TIRlおよび

TIR3の-テロ2量体が、うま味レセプターとして、 T2Rsが苦味レセプターとして働くこ

とが報告されている(7)。うま味の受容機構においては、 taste-mGluR4がうま味レセ

プターとして働き、 cAMPがセカンドメッセンジャーとして機能しているという報告もある

(8)一方、塩味および酸味の受容機構は、イオンチャネルを介して伝わる。塩味は、

Na十が味細胞膜上のイオンチャネルを通過して細胞内に流入し、脱分極が起こる機

構が考えられている。酸味は、味細胞膜上のイオンチャネルを通過して細胞内に流入

したH十によりK+チャネルが閉まり、脱分極が起こる機構が考えられている(9)。

3)ヨーグルトのおいしさと味

ヨーグルトのおいしさは、風味、微細で滑らかなテクスチャー、カスタードのようなしっ

かりしたボディーにある(10, ll)が、とりわけ風味(味と香り)は、極めて重要な要素であ

る。これまで消費者に受け入れられているヨーグルトの風味の研究ついて数多くなされ

ている。これらを整理してみるとヨーグルトらしい風味をもったヨーグルトが好まれてい

る(12, 13)cしかし、好ましいヨーグルト風味が、人によって異なるため決定的なものは

出されていない。その中でも過剰酸度(pH4.0程度以下)であるヨーグルトは、好まれ

ていない(14 ,アメリカで市販されている17種類のプレーンヨーグルトについて消費

者時好調査した結果、大多数の消費者は、酸味が強くて甘味が不十分であると評価

している(13)。ヨーグルトは、近年、酸味が弱く甘味が強い方が好まれる傾向にある。

したがって、新規発酵乳を開発する条件として、酸味が弱く、甘味が強いことが必要で

j/>-;;.,

4)ヨーグルトの呈味成分

ヨーグルトは牛乳を原料として、発酵処理により製造されるが、この発酵工程中に、

種々の呈味成分が生成されることが知られている。ここでは、ヨーグルトを含めた食品

の呈味形成に寄与する成分を中心に記述する。

①遊離アミノ酸

一般的にL型アミノ酸は、様々な味を呈するが、単純に基本味1つを呈するものは

7



少なく、複雑な味を呈している(15),遊離アミノ酸は単一物質でありながら、 5基本味

のいくつかの呈味質を併せもつものが多い(表1)。また、濃度によって呈味が異なるも

のもある。水産物を用いたオミッションテストでは、多くの場合水産物の甘味やうま味の

発現にグルタミン酸やグリシンが必要であると報告されている。また、メチオニンやアル

ギニンは、多くの場合水産物の独特な風味の発現に寄与している(16),多くの食品で、

遊離アミノ酸は単独で呈味を発揮することよりも、他の呈味物質と相互作用を起こして、

呈味に関与していると考えられている(17),ヨーグルトの場合、発酵中に遊離アミノ酸

が増加していると報告されている(18)ことから、各遊離アミノ酸は呈味特性に寄与して

いる可能性が考えられる。

②有機酸

有機酸は、多くの動物性および植物性食品に含まれている。食品は通常2,3種類

以上の有機酸を含んでいることが多い。有機酸の呈味質はそれぞれで異なっている。

即ち、みかんやレモンなどの柑橘類に多く含まれるクエン酸は爽快な酸味を呈し、キ

ムチやヨーグルトに含まれている乳酸は渋みを伴う酸味を呈し、かつお節中の乳酸は、

酸味およびうま味に寄与し、全体の味をまとめている(19)。コバク酸は-マグリ、アサリ

および帆立貝などの貝類のうま味成分として知られており、これらの貝に特有の風味を

与えている。ヨーグルト中には、_オロト酸、クエン酸、乳酸、ピルビン酸、尿酸、酢酸、プ

ロピオン酸、ギ酸、リン酸、コバク酸などが含まれている(20),発酵乳の酸味は、乳酸

とコバク酸量に対して正の相関があり、酢酸量に対して負の相関があると報告している

(21)e有機酸の呈味質について、よく知られているものの各有機酸それぞれのヨーグ

ルト-の酸味の寄与度についてはあまり報告されていない。したがって、ヨーグルトの

呈味形成におけるそれぞれの有機酸の役割は、大変興味深い課題である。

③糖

単糖類およびオリゴ糖類は一般的に甘味を呈し、糖の種類によって甘味特性は、

異なっている。スクロースは、甘味が口腔内に残るのに対し、フルクト-スは、切れ味

のよい甘味を呈する。また、糖の種類によって甘味度も異なる(表2)。オリゴ糖の場合

は分子が大きい程、甘味度が減少する(22)cヨーグルト中には、主に乳糖が含まれて

8



表l L-アミノ酸の開催、弁別閥および味質(23)

アミノ酸 閥 値

(m g′dl)

弁 別 閥

('・.]

甘 塩 !l> 苦 ヒ二.Eヨ

甘 味 系 の

アミノ酸

グリシン 10 10 ◎

ヒドロキシプロリン 50 ◎ ○

アラニン 60 10 ◎ △

スレオニン 260 7 ◎

V .!iJン 300 50 ◎ ◎

セリン 150 15 ◎ △

リジン塩酸塩 50 20 ○ ○ △

グルタミン 250 30 △ △

苦 味 系 の

アミノ酸

フエルニアラニン 150 20 ◎

トリプトファン 90 10 ◎

アルギニン 10 20 ◎

アルギニン塩 酸塩 30 △ ◎

イソロイシン P 90 15 ◎

バ リン 150 30 △ ◎

ロイシン 380 10 ◎

メチオニン 30 15 ◎ △

ヒスチジン 20 50 ○

酸 味 系 の

アミノ酸

ヒスチジン塩酸塩 5 △ ◎ △

アスパラギン酸 3 30 ◎ △

グルタミン酸 5 20 ◎ ○

アスパラギン 100 30 .○ △

旨 み 系 の

アミノ酸

グルタミン酸ナトリウム 30 △ △ ◎

アスパラギン酸ナトリウム 100 20 ○ ○

閥値:味を感じ得る最低濃度

弁別閥:味の強さを識別し得る最小濃度差

味の強さ　◎>○>△

9



表2　糖質の甘味度(22)

糖質　　　　　　　甘味度　　　　　　　　糖質　　　　　　甘味度

スクロース

グルコース

フルクト-ス

α -フルクト-ス

β -フルクト-ス

α -ガラクト-ス

β -ガラクト-ス

α -マンノース

β -マンノース

キシロース

ラクト-ス

パラチノース

イソマルトース

マルトース

マルトトリオ-ス

マルトテトラオース

マルトペンタオース

トレハロース

ラフイノース

エリスリトール

キシリトール

マンニトール

ソルビトール

マルチトール

ラクチトール

パラチニット

10



いる。牛乳中の乳糖はほのかな甘味に寄与している(24)ことから、発酵乳でも呈味形

成に寄与していると考えられる。しかし、発酵中に乳糖から乳酸-代謝されるため、十

分な評価はなされていない。

④ペプチド

発酵食品や熟成食品には、 2-10個程度のアミノ酸から成るオリゴペプチドが含ま

れており、食品の味に影響を与えている。これまでにアミノ酸配列によって、甘味(25)、

苦味(26, 27)、塩味(28)、うま味および酸味ペプチド(29)が見つかっている。また、添

加効果によってうま味増強ペプチド(30)、苦味および酸味抑制ペプチド(31)などその

他さまざまな呈味を呈するペプチドが報告されている(32)。乳由来のチーズにも、苦味

を有するペプチドが報告されている(26, 27)ので、ペプチドがヨーグルトの呈味性に寄

与すると考えられるが、全く検討されていない。

2.ヨーグルトの生体調節機能

1)生活習慣病と食生活

日本は、性界で最も速く高齢化が進んでいる国である。加齢に伴い肉体的機埠が

低下し、糖尿病,高血圧・高脂血症・心臓病・ガンなどの生活習慣病患者および予備

軍が増加してきている。これらの疾患は加齢だけではなく、食生活の欧米化・ストレス

の増加・運動不足などによっても誘発されるため、中高年・若年層にも生活習慣病が

増加しつつある。日本人の3大死因であるガン・心臓病・脳血管疾患は、生活習慣病

もしくはそれが悪化した高度疾患として捉えられている。これら生活習慣痛は食事・運

動・休養の3つが関連因子と考えられており、その中でも特に食事の影響は大きく、食

生活の改善で生活習慣病の進行を抑制したり、予防したりすることが可能と考えられ

ている。これらのことから健康を維持し、生活習慣病の予防または進行を抑制する効

果的な食品が求められている。

2)食品の生体調節機能とその成分

食品は、栄養素の供給、噂好性の付与のほかに生体調節機能を有することが知ら

れている(33)eヒトの身体には、食物を消化吸収する消化率、唾液や胃液、ホルモン
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の分泌を調節する分泌系、ウイルスや病原菌といった外部からの侵入を防ぐ免疫系、

様々な情報伝達を行う神経系、血液やリンパ球などが流れる循環系などがあり、これら

のうち1つでも正常にコントロールできなくなると、病気や障害を引き起こす。例えば、

糖の調節を担うホルモン「インスリン」の異常は糖尿病を、脳神経系の異常はアルツハ

イマー病を、血液の流れの異常は心筋梗塞や動脈硬化を、消化系の異常は便秘を、

また、免疫系の異常は、がんの発症あるいはアレルギーや感染症を引き起こす。生体

調節機能は、上記の各系の恒常性、異常化の防止や異常からの回復に関わる機能

のことを言う(34)。これまでに報告された機能性成分を含む主な食品、期待される機能

と機能性成分を表3に示した。牛乳は多くの機能成分を有しており、そして乳酸菌によ

り発酵されたヨーグルトは、さらに多くの機能が見出されているO

3)ヨーグルトの生体調節機能

ヨーグルトの生体調節機能は、大きく3つに大別される。

1.乳酸発酵による乳成分の栄養的価値の向上(消化性や吸収性の向上など) (35)

2.生きている乳酸菌が発揮する生理的効果(整腸作用や乳糖不耐症予防効果など)

(36,37)

3.乳酸菌の菌体や発酵生産物の有する生理効果(抗変異原性、血中LDL-コレステ

ロール低減作用、抗腫癌性、血圧上昇抑制作用など) (38-47)

そのうち3の分野が注目されており、研究が進められている。ここではヨーグルトの主な

生体調節機能について記述する。

(1)整腸作用

腸管内には移しい数の腸内細菌が棲息し、成人でおおよそ100種類、総細菌数は

100兆個と言われている。この巨大な細菌叢は、食生活、環境、疾患、ストレスなどに

大きく依存している。ビフィズス菌や乳酸梓菌で発酵したヨーグルトの摂取は、人体に

有害な細菌の増殖を抑制し、良好な細菌叢を腸管内で維持させる効果があることが数

多く報告されている(36, 37)。

(2) LDL-コレステロール低下作用

12



表3主な食品の生体調節機能と機能性成分(48)

食品 生休調節機能 機能性成分

牛軍L 免疫増強 カゼイン由来オリゴペプチド

カルシウム吸収促進 カゼイン由来ホスホペプチド

脳神経鎮静 カゼイン由来のオピオイドペプチド

血圧上昇抑制 カゼイン由来のオリゴペプチド

抗感染(抗菌) ラクトフエリン

米 抗酸化 ガンマオリザノール

抗感染(抗菌) オリザシスタチン

血圧上昇抑制 γーアミノ酪酸

小麦 免疫増強 リボ多糖

抗アレルギー グルテイン由来のハブテインペプチド

脳神経鎮静 . グルテイン由来のエキソルフィン

大豆 インシュリン作用増強 グリシニン

がん予防、脂肪代謝改善 イソフラボン

血圧上昇抑制 グリシニン由来のオリゴペプチド

茶 抗アレルギー ポリフエノ- ル類

抗酸化 ポリフェノール類

がん予防 ポリフエノ- ル類

野菜 がん予防 β一力口テンアスj ルビン酸、糖タンパク質

免疫増強 野菜 (抽出物)

メラニン産生制御 高分子成分、クロロゲン酸

柑橘類 抗酸化 ポリフェノール類

がん予防 アスコルビン酸、オーラプテン、β.クリプトサンチン

ゴマ 抗酸化 セサミナ- ル

脂質代謝改善 ゴマセサミン

肝機能改善 ゴマセサモリン

エビ、

カニ

免疫増強 キチン

血圧上昇抑制 キトサン

シイタケ 免疫増強 B -1,3-グルカン

納豆 カルシウム吸収促進 メナキノン7 (ビタミンK2)

トウガラシ アドレナリン分泌 カブサイシン

青魚 抗血栓 I-.I'A



心疾患は、死亡原因の上位を占めている。特にコレステロールの過剰摂取は、アテ

ローム性の心疾患を惹き起こす原因となっているO子供の時、血中LDL-コレステロー

ルが高いと、成人期に高い割合で心疾患を引き起こしている(40)c近年、ヨーグルトの

摂取がLDL-コレステロールの血中濃度を低下させる上で有効であると報告されてい

る。

(3)癌予防効果

a)抗変異原性作用

ヨーグルトのもつ抗変異効果の作用機序は、乳酸菌体が変異原物質と吸着し、不

活化されていると考えられている(41, 42)。 Zhang　ら(42)は、 Salmonella

typhimurium TA98からストレプトマイシン依存性株をつくり、それを指標菌に用いて

発　酵　乳　の　AF2　(2・(2-furyl)-3-(5-amin0-2-furyl)acrylamide,4NQO

(4-nitro-quinoline-1-oxide)に対する抗変異原性を調べた。そして、これらの物質に

対して発酵乳が顕著な抗変異原性を示すことを報告した。さらに、乳酸菌の菌体(特

に細胞壁ペプチドグリカン)には変異原物質や癌原物質と強く結合する性質を有して

おり、死菌体でもその能力を有していると報告した。

b)抗腫癌性作用

ヨーグルトが抗腰痛効果に優れていることが明らかにされてきた(43, 44)。

Sarcomal80を移植したマウスにラングフィルと高粘質性酸乳を投与し、発酵乳に強

い抗腰痛効果があることを明らかにした(44)。それらの発酵乳はLc.lactis subsp.

lactisおよびムカ.caseisubsp. caseiで製造されており、いずれの乳酸菌も葵膜生産

性であった(43, 44)。ヨーグルトによる抗腫癌性作用は、乳酸菌の菌体、特に多糖類

の作用に発現されることを強く示唆している。

(4)その他

胃潰癌の原因であるピロリ菌{Helicobacter pyrolli)の生育阻害を示すヨーグルト

(45)やL. herveticusを用いた血圧上昇抑制作用をもつヨーグルト(46)、ラクトフェリン

(49)を添加したヨーグルト、カルシウムの吸収を促進するCPP (カゼインホスホペプチ

ド) (47)を加えたヨーグルトなどさまざまな生体調節機能を有するヨーグルトが知られて
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いる。

3.本研究の目的

これまで述べてきたように、食品の重要な機能として、栄養素を供給する機能以外

に、噂好の付与並びに生体調節機能がある。今後の高齢化社会に向けて、健康によ

いおいしい食品が求められている。その中で、発酵乳は両方の機能を有する食品とし

て期待されているものの1つである。しかし、これまで、ヨーグルトの時好性は、フレー

バーと物性に研究の焦点が当てられ呈味睦についての報告は比較的少ない。また、

ヨーグルトの生体調節機能は、主にプロバイオテイクス_やプレバイオティクスについて

であり、発酵代謝物成分の生体調節機能は少ないのが現状である。特に、

Lactococcus lactisとStreptococcus thermophilusで8時間以上発酵して製造し

た新規発酵乳については全く報告されていない。

そこで、本研究では、この新規発酵乳の機能として呈味特性と生体調節機能を明ら

かにすることを目的とした。具体的には、新規発酵乳の呈味特性を検討するため、官

能検査によって新規発酵乳を従来のヨーグルトと比較した。そして、新規発酵乳とヨー

グルトの呈味成分を解析し、呈味形成に寄与する成分を同定することを試みた。さら

に、この新規発酵乳の生体調節機能として、ストレス性胃潰癌形成抑制効果を検討し

た。得られた結果を以下のように4章に分けて記述した。

第1章では、新規発酵乳とヨーグルトを官能評価で比較し、新規発酵乳は酸味が弱

く、甘味をもち、まろやかであると評価した。

第2章では、新規発酵乳とヨーグルトの呈味成分を調べ、糖や有機酸の比較、遊離

アミノ酸およびペプチドの量や種類の違いを明らかにした。また、新規発酵乳の酸味

の弱さは、乳酸量の少ないことに起因し、酸味の弱いことが相対的に甘味を強く、まろ

やかに感じさせると結論した。

第3章では、新規発酵乳が、生体内酸化ストレスで生じる胃潰癖抑制効果があるこ

とを明らかにした。

第4章では、新規発酵乳から抗酸化成分を探索し、分子量1000以上画分から新

規抗酸化ペプチドを単離し、構造決定した。
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第1章新規発酵乳の製造と呈味特性

緒言

ヨーグルトは代表的な発酵乳製品であり、主に牛乳を原料とし、 2種類の高温乳酸

菌(Lactobacillus bul聯ricus (L. bulugaricus)とStreptococcus thermophilus

(S. thermophilus))の発酵によって作られるものであると国際規格により定められて

いる(Dcこのヨーグルトの多くは、酸味が強く、特有の風味を有するため、必ずしも日

本人の噂好性に合うものではないO最近、新しいタイプの発酵乳として、チーズのスタ

ーターに利用される中温乳酸菌Lactococcus lactis (L. lactis)と従来からヨーグルト

製造に使用されているS. thermophilusの組み合わせにより、 8時間以上の長時間

発酵させて製造した新規発酵乳が開発された。この新規発酵乳は、酸味が弱く、味が

マイルドであると同時に、ヨーグルト特有の発酵臭が弱いため、日本人の晴好性に合う

ことがわかってきた。しかし、新規発酵乳の風味特性に関する研究は全くなされていな

い。

そこで、第1章では、 L. lactisとS. thermophilusの組み合わせで発酵し、新規発

酵乳を製造した。また、同様の酸度まで発酵させたヨーグルトを製造し、 2つの呈味特

性の違いを官能検査で評価した。

16



1.実験材料および方法

1)供試材料

水酸化ナトリウムは、和光純薬工業株式会社から購入した。フェノールフタレインは、

ナカライテスク化学薬品株式会社から購入した。全粉乳は、雪印乳業株式会社から購

入した。供試菌として用いたL. lactis, S. thermophilusとL. bulgaricusは日本ル

ナ疲式会社から供与された。そして、 L.lactisは38 ℃で、 L.bulgaricusと

S.thermophilusを42 ℃で24時間培養したものをスターターとして使用した。

2)発酵乳の製造方法

新規発酵乳およびヨーグルトの製造は、図5に示した12 %全粉乳を90 ℃で10

分間殺菌した後に、室温まで冷却した。これに新規発酵乳では　L.lactisと

S.thermophilusをそれぞれ1 %添加し、 38 ℃で発酵した。そして、滴定酸度0.85

±0.05 %を終点とした。ヨーグルトではL.bulgaricusを1 %、 S.thermophilusを

2 %添加して42 ℃で発酵した。新規発酵乳と同様に滴定酸度0.85±0.05 %を終点

とした(50)。

3)滴定酸度およびpH

滴定酸度は、発酵乳に等量の蒸留水を加えて希釈し、 1 %フェノールフタレインを2

-3滴加えた後、 0.2 N水酸化ナトリウム水溶液で滴定し、乳酸当量として求めた。

発酵乳に直接pH電極(Beckman,USA)を挿入してpHを測定した。

4)官能評価

新規発酵乳およびヨーグルトの呈味について官能検査を行い、 2つの発酵乳の基

本5味(旨・塩・甘・苦・酸味)の強さを13人のパネルによって2点識別法で評価した。
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2.結果および考察

1)製造工程における滴定酸度およびpHの変化

新規発酵乳とヨーグルトの製造過程において、滴定酸度0.85 %を、発酵の終了時

点とした。発酵中の滴定酸度およびpHの変化をモニターした時の結果を

Figs.1-1,1-2に示した。

両製品の滴定酸度は、発酵と共に上昇し、ヨーグルトは4時間で0.57 %に、 6.5

時間で0.85 %となった(Fig. l-1)。一方、新規発酵乳では4時間で0.37 %、 8時間

で0.70 %、 12時間で0.79 %、 16時間で0.85 %となり、発酵を終了させた。また、

両製品のpHは、発酵と共に低下し、新規発酵乳は4時間で5.81、 8時間で4.84、

12時間で4.62、 16時間で4.5となった。ヨーグルトは、4時間で5.20、6.5時間で

4.5となった(Fig.l-2)0

この発酵時間の違いは、用いた乳酸菌の組み合わせと発酵温度の違いによるもの

と考えられたOヨーグルトに用いた乳酸菌L.bulugaricusとS.thermophilusは、至適

pHがそれぞれ5.5および6.5である。従って、発酵初期の牛乳(pH6.8)の状態では

S.thermophilusが優勢となり、活発に乳酸生成を行う。乳酸の生成に伴ってpHが

低下することにより、次に至適pHが5.5であるL.bulugaricusが代わって活発に乳

酸生成を行う。そのため発酵中の乳酸生成能は定常的に高いと考えられ、 pH低下お

よび酸度上昇が速やかに行われたものと示唆された。一方、新規発酵乳に用いた乳

酸菌L.lactisとS.thermophilusは、至適pHが6.5前後である。そのため、発酵初

期段階では活発に乳酸生成が行われるが、ある程度pHが低下し酸度が高くなると、

乳酸生成が緩慢となったと推察された。そのため長時間にわたって発酵する必要があ

ったものと考えられた。また、新規発酵乳の製造において、発酵温度が低かった故に、

乳酸の生成が遅れて発酵時間が長くなったと推察された。

2)新規発酵乳の官能特性

新規発酵乳とヨーグルトの呈味の違いを明らかにするために、官能評価を行った

(Tablel・D。 2つの発酵乳のpHおよび滴定酸度に殆ど差異がない(Figs.1-1,1-2)

にもかかわらず、新規発酵乳は、ヨーグルトよりも酸味が弱いと評価された。さらに、新

規発酵乳は甘味があると評価された。また、多くのパネルが新規発酵乳の方がまろや
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かであると評価した。

2つの発酵乳のpHに殆ど差異がないにもかかわらず、官能評価において酸味に

違いがあると判断された理由として、次のようなことが考えられた。第-に、新規発酵

乳とヨーグルトを構成する有機酸組成に違いが見られる可能性がある。第二に、酸味

抑制作用を示すペプチドが、新規発酵乳に存在する可能性である。例えば、石井ら

(51)は、牛肉を真空調理法で加熱したペプチド画分に、酸味を抑制するペプチドが

含まれていることを報告している。また、 Okumuraら(31)によって、豚肉の分子量

500-1000のペプチド画分に酸味を抑制するペプチドが存在することが見出しされて

いる。このようなペプチド類が、発酵中に発酵乳内で増加している可能性が考えられ

た。

そこで次章では、これらの呈味特性の違いに寄与する因子を糖、有機酸、遊離アミ

ノ酸およびペプチドから探索した。
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第2章新規発酵乳の呈味成分と寄与成分の特定

緒言

第1章では、新規発酵乳の風味は、酸味が弱く、甘味をもち、まろやかであることが

明らかとなった。ヨーグルト製造中の牛乳成分の変化は、乳酸菌による発酵によって

特徴づけられており、この発酵過程で特有の風味をもつようになる。この発酵過程に

おいて変化する呈味成分として乳糖、有機酸、遊離アミノ酸およびペプチド類などが

挙げられる。これらのうち、乳糖はラクテ-トデヒドログナ-ゼにより乳酸等に変換され

る。また、乳タンパク質はプロテアーゼやペプチダーゼなどによって分解される。ヨ二

グルトの場合、 S. thermophilusがムbulgaricusの成長促進因子であるギ酸およびピ

ルビン酸を乳糖から生成し(52) 、ムbulgaricusがS. thermophilusの成長促進因子

であるいくつかの遊離アミノ酸を乳タンパク質から生成している(53, 54),このように、 2

つの乳酸菌には共生関係が成り立っており(55)、呈味成分の変動に大きく寄与してい

る。従って、新規発酵乳では、製造に使用する乳酸菌がヨーグルトとは異なっているの

で、呈味成分も異なっていることが予想される。

そこで、第2章では新規発酵乳とヨーグルトの発酵過程で生じた呈味成分の変化を

調べた。有機酸は、 HPLCに供して分析した。ある種の遊離アミノ酸やペプチドは酸

味を抑制していることが知られている。新規発酵乳およびヨーグルトのアミノ酸分析を

行い、遊離アミノ酸およびペプチドの変動を調べた。また、ペプチドについては、

HPI.Cに供してそのペプチドパターンを調べた。糖については、最終製品の測定を行

った。さらに、呈味成分の分析結果に基づいて再構成溶液を調製し、新規発酵乳とヨ

ーグルトの呈味形成の違いに寄与する成分の特定を試みた。
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1.実験材料および方法

1)供試材料

オロト酸、ピルビン酸、ギ酸、酢酸、尿酸、プロピオン酸、酪酸および馬尿酸は、和

光純薬工業株式会社から購入した。クエン酸、乳酸、乳糖、ガラクト-ス、ショ糖、塩酸

キニーネ、塩化ナトリウムは、関東化学株式会社から購入した。遊離アミノ酸は、協和

発酵工業株式会社から購入した。

2)有機酸の分析

有機酸は、 Garciaら(20)の方法を用いて分析した。ヨーグルト4.0 gに0.01 N硫酸

を25 ml加え、 5 ℃で有機酸を一晩抽出した。不溶物を遠心分離(10,000 ×g, 10

分)により除去した後、得られた上清をHPLC (AMINEX HPX-87H ion-exchange

column (300×7.8 mm),カラム温度65 ℃、流速0.7 ml/分、移動相0.0075 N硫

酸、検出UV210 nm)で分析した。各有機酸の同定は、以下のようにして行った。有

機酸の抽出液に、試薬の乳酸、オロト酸、クエン酸および尿酸をそれぞれ加えHPLC

分析を行い、各試薬の添加によって、増加したものを、添加した有機酸であると同定し

た。

3)糖の分析

乳糖は、 J.K.InternationalのFヰットを用いて分析したO乳糖をβ -ガラクトシダー

ゼでβ -D-ガラクト-スとD-グルコースに分解し、分解したβ -D-ガラクト-スをNAD

存在下β -ガラクト-スデヒドログナ-ゼによってD-ガラクトγ -ラクトンに酸化させたO

形成されたNADHを340 nmで吸光度を測定した。

4)ペプチドおよび遊離アミノ酸の抽出

任意の時間発酵させた発酵乳に、タンパク質を除くため4倍量の80 %エタノール

を加え、 5 ℃で一晩抽出した。不溶物を遠心分離(10,000×g, 30分)により除去し、

可溶性成分を抽出した。得られた上清を抽出液とした。

5)アミノ酸分析
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アミノ酸自動分析計(島津LC・10A)を用いて、抽出液のアミノ酸量とペプチドのアミ

ノ酸組成を調べた。なお、アミノ酸自動分析用の移動相A、 BおよびC液は、株式会

社島津製作所から購入し、アミノ酸混合標準溶液(AN- n型、 B型)は、和光純薬株式

会社から購入した。抽出液を6 NHCl存在下で110 ℃、 24時間酸加水分解して

得られた全アミノ酸量から遊離アミノ酸量を差し引いたものを、ペプチド態のアミノ酸量

とした。

6)HPLC

発酵に伴って増減したペプチドを解析するため発酵乳を逆相カラムを用いた高速液

体クロマトグラフィー(HPLC)に供した。カラムはODSカラム(Pegasil-300ODS,

Senshu Scientific Co)を用い吸光度九=220 nmで検出した。溶離には0.1 %TFA

水溶液から、 0.085 %TFAを含む30 %アセトニトリル溶液-の100分までの濃度勾配

紘(0.63 %/mm;を用いた。流速は、 1.0 ml!minに設定した。

7)ペプチド溶液の調製

新規発酵乳中からペプチド溶液を調製した。まず、タンパク質を除くため4倍量の

80 %エタノールを加え、擾拝した。 5 ℃で一晩静置することにより、ペプチドを抽出し

た。不溶物を遠心分離(10,000×g, 30分)により除去し、得られた上清を限外ろ過膜

(Amicon)を用いて分子量1000以上の画分を得た。これをペプチド溶液とした。

8)再構成遊離アミノ酸溶液の調製

新規発酵乳とヨーグルトに含まれている遊離アミノ酸の分析値に基づいて、各遊離

アミノ酸を蒸留水に溶解し、それぞれ1 N NaOHと1 N HClでpHを4.5に調整し

た。

9)官能評価

有機酸の酸味形成-の寄与を調べるため、新規発酵乳とヨーグルトに含まれている

有機酸量に基づいて、有機酸の再構成液を調製した。まず、 0.71 %と0.78 %乳酸

溶液を調製した。さらに0.16 %と0.20 %オロト酸溶液を調製した。最後に0.2 %オロト
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酸を含む0.71 %乳酸溶液と0.16 %オロト酸を含む0.78 %乳酸溶液を調製した。こ

れらの溶液の酸味の強さを11人のパネルによって2点識別法で評価した。全ての溶

液は、 INNaOHと1NHClでpHを4.5に調整した。

乳糖の甘味形成-の寄与を調べるため、新規発酵乳とヨーグルトに含まれている乳

糖量に基づいて、乳糖再構成溶液を調製した　3.84 %と3.34 %乳糖溶液調製し、 13

人のパネルによって2点識別法で評価した。

ペプチドの添加効果は、各基本味溶液に新規発酵乳とヨーグルトから調製されたペ

プチド溶液を添加し、 2点識別法で評価した。各基本味溶液として、甘味はスクロース

1.0 %、塩味は塩化ナトリウム0.6 %、酸味は乳酸0.15 %、うま味はMSGO.03 %

および苦味は塩酸キニーネ0.0002 %水溶液を用いた。全てのペプチド溶液は、 1 N

NaOHと1 NHClでpH4.5に調整した。
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2.結果および考察

1)新規発酵乳の有機酸と糖の分析

新規発酵乳およびヨーグルトに含まれる有機酸をHPLCで分析した結果をFig.2・ 1

に示した。

新規発酵乳では、乳酸、オロト酸、クエン酸および尿酸が検出された。新規発酵乳

にはなくヨーグルトにのみ検出されるピークが認められたo標準試薬であるピルビン酸、

ギ酸、酢酸、プロピオン酸、酪酸および馬尿酸を同様にHPLCに供し、同定を試みた

が、未知のピークの溶出時間は、これらと-致せず、ヨーグルトのみで検出された有機

酸ピークを同定することはできなかった。

新規発酵乳、ヨーグルトともに、発酵に伴い乳酸が増加した。これは酸度上昇の速

さと一致した。一方、オロト酸は、ヨーグルトのみ減少した。これは、 L. bulgaricusには、

オロト酸デヒドログナ-ゼ活性があることが報告されている(56)ことからヨーグルトに使

用したL.bulgaricusにも同様な活性があるものと考えられた。一方、 L.lactisと

S.thermophilusにはそのような活性がないものと考えられた。尿酸およびクエン酸に

ついては、新規発酵乳もヨーグルトも原料乳からはわずかに増加したもののその量は

ほとんどかわらなかった。

2つの発酵乳に含まれる有機酸中で乳酸とオロト酸が主要な有機酸であった

(Table 2・1)。新規発酵乳では、乳酸およびオロト酸はそれぞれ710 mg/100 ml, 202

mg/100 mlであった。一方、ヨーグルトでは780 mg/100 ml, 160 mg/100 mlであっ

た。新規発酵乳に含まれている乳酸は、ヨーグルトのものと比べて、有意CP<0.05)に

多く、オロト酸は有意CP<0.05)に少ない量であった。また2つの発酵乳に含まれてい

たクエン酸および尿酸量には有意な違いは見られなかった。

2つの酸味の違いについてさらに次のような要因も考えられた。ヨーグルトのみに検

出されるピークが認められた(Fig.2-1)。この成分が、官能評価において、ヨーグルトの

方が酸味が強いと評価された要因の1つである可能性が考えられた。今後、同定し、

酸味特性を明らかにする必要がある。また、 Tamimeら(57)は、ヨーグルト中のL(+)

乳酸とD(-)乳酸の比率が、ヨーグルトの酸味やまろやかさに寄与していると報告して

いる.ヨーグルト中の乳酸は、一般的に、L(+)乳酸が45-60 %,D(-)型が40-

55 %の割合で含まれている。そのうち、 L(+)型の多いときにはまろやかで酸味が弱く、
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D(-)型の多い時には酸味が強くなる　L(+)乳酸は、 Streptococcus属(58)と

Lactococcus属が産生し(59)、 D (-)乳酸は、 Lactobacillus属が産生する(60, 61)0

そのため、滴定酸度に差がないにもかかわらず、ヨーグルトより新規発酵乳の方がまろ

やかで酸味が弱いと評価された理由として、 Streptococcus属とLactococcus属で発

酵を行った新規発酵乳では、 L(+)乳酸の比率が高い可能性が考えられた。今後、 L

(+)とD(-)乳酸とを区別して解析する必要がある。

新規発酵乳およびヨーグルトに含まれる乳糖を測定した結果をFig.2-2に示した。

乳糖の含有量は、新規発酵乳で3.83 %、ヨーグルトで3.34 %であった。乳糖はミルク

中の甘味に寄与していることから2つのヨーグルトの甘味の違いに関係している可能

性が考えられた。

2)新規発酵乳の遊離アミノ酸およびペプチドの分析

新規発酵乳およびヨーグルトの発酵に伴う遊離アミノ酸およびペプチドの経時的変

化をFig.2-3に示した。新規発酵乳では、遊離アミノ酸量は0.6・0.8 〟 mol!100 gで

大きな変化は見られなかった。ペプチド量は発酵4時間後25 %まで減少し、その後

約0.3 ^ mol/loo gで一定値を示した。一方、ヨーグルトでは、遊離アミノ酸が原料乳

の3・4倍まで増加した。ペプチドは発酵4時間後まで約50 %まで減少し、その後増

加した。

新規発酵乳とヨーグルトの遊離アミノ酸およびペプチドの経時的変化の違いは、そ

れぞれの乳酸菌のもつプロテアーゼ活性の違いに起因するものと考えられた.ヨーグ

ルトで発酵4時間後までペプチドが減少したのは、至適pH5.5のL.bul聯ncusが

カゼインを分解せず、もともと乳に含まれていたペプチドをS. thermophilusが分解し

たため、ペプチドが減少したものと考えられた。また、新規発酵乳には、 L.lactisと

S.thermophilusのプロテアーゼ活性が弱いため、ペプチドが増加しなかったと推察

された。

これらのデータは、 Igoshiら(62)の報告からも支持された。 Igoshiらは

L. bulugaricusとS. thermophilusをそれぞれ単独で培養した結果、 L.bulugaricus

では多数のペプチドの生成が認められたが、一方、 S.thermophilusでは殆ど生成し

なかったことを報告している。これは、相対的にL.bulugaricusのプロテアーゼ活性が

m
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高く、 S.thermophilusのものは低いことを示しており、本研究で得られた結果とよく符

合する。また、新規発酵乳において遊離アミノ酸量があまり変化しなかったのは、ペプ

チドを分解する速度と遊離アミノ酸を利用する速度とがほぼ等しく、結果的に遊離アミ

ノ酸として蓄積しなかったためと考えられた。

次に、新規発酵乳とヨーグルトに含まれる遊離アミノ酸組成の経時的変化をFig.2-4

に示した。新規発酵乳ではGlu, Pro, Alaが遊離アミノ酸全体の80 %以上を占めて

いた。一方、ヨーグルトでは、発酵とともに上記3種類以外にも様々な遊離アミノ酸が

生じていた。このような違いを生じた理由の一つとして、乳酸菌のもつペプチダーゼ活

性の違いによるものと考えられた。新規発酵乳では、共培養している乳酸菌が非常に

よく似た性質の乳酸菌であるため、 2つの乳酸菌のもつアミノペプチダーゼの基質特

異性が近く、切断部位も似ているため結果的にGlu, Ala, Proが新規発酵乳中に残

ったものと考えられたO一方、ヨーグルトで用いたL.bul聯ncusとS.thermophilus

の場合は、両者に含まれるペプチダーゼの性質が異なるため、ヨーグルトにはさまざま

な遊離アミノ酸が含まれているものと考えられた。また、増殖に必要な遊離アミノ酸の

違いも理由の1つとして考えられた。事実、 L.lactisとS.thermophilusはAlaを要求

しないことが報告されている(63, 64)。

発酵乳の呈味性という観点で考えた場合、 Glu,Ala,Proは甘味およびうま味といっ

た好ましい呈味を呈する(表1)。従って、これらが新規発酵乳の甘味やまろやかさに

寄与していることが示唆された。

新規発酵乳およびヨーグルトの発酵時間の違いについて遊離アミノ酸の生成からも

考えられた。ヨーグルトに使われたL.bulgaricusとS. thermophilusには共生関係が

あることが知られているHis, LeuとIleは、 S.thermophilusの成長促進因子として

報告されており(52) 、ヨーグルトでは、 4時間から増加していた。このことからヨーグルト

に使われた2つの乳酸菌には共生関係があり、そのため発酵が速く進んだものと考え

られた。一方、新規発酵乳では、 Val, Leu, HeとHisが2つの乳酸菌の成長促進因

子であるが、これらの遊離アミノ酸は、増加していなかった。したがって、共生関係がな

いものと予想される。よって新規発酵乳の発酵時間が長くなったのは共生関係に無い

ことが一因と考えられた。

新規発酵乳とヨーグルトに含まれるペプチドの構成アミノ酸の変化をFig.2-5に示し
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た.ヨーグルトでは、発酵4時間までペプチドが減少し、その後増加していた。一方、

新規発酵乳では発酵8時間後まで減少した後、殆ど変化しなかった。これは、遊離ア

ミノ酸の経時変化と同様に、用いた乳酸菌のプロテアーゼ活性の違いによるものと考

えられた。

新規発酵乳とヨーグルトに含まれるペプチドの種類を比較するために、 HPLCに供

して分析した結果をFig.2-6に示した。新規発酵乳では溶出時間約40-50分のピー

ク群が相対的に多いのに対し、ヨーグルトのものでは溶出時間約60分～70分のピー

ク群が多く見られた。したがって、 2つの発酵乳に含まれているペプチドは、異なって

いることが示唆された。

3)新規発酵乳の呈味寄与成分の特定

前項ならびに前々項において、 2種類の発酵乳に含まれる呈味成分の違いを明ら

かにした。そこで、本項では、これらの分析値に基づいて、再構成溶液を調製し、新規

発酵乳の呈味形成に寄与する成分を同定し、ヨーグルトの呈味との差異に寄与する

成分を特定することとした。

まず、新規発酵乳とヨーグルトに含まれている主要な有機酸の酸味の強さ-の寄与

について官能検査にて評価した(Fig. 2-7)。 0.71 %乳酸(pH4.5)の酸味は0.78 %乳

酸(pH4.5)より有意CP<0.05)に酸味が弱いものであった。そして、 0.2 %オロト酸を含

む0.71 %乳酸溶液(pH4.5)の酸味は、 0.16 %オロト酸を含む0.78 %乳酸溶液

(pH4.5)より有意CP<0.05)に酸味が弱いものであった。これらの結果から2つのヨー

グルトの酸味の要因は乳酸量によるところが大きいことが判明した。そして、オロト酸、

は乳酸ほど酸味に影響していないことが明らかとなった。

新規発酵乳とヨーグルトに含まれている乳糖の甘味の強さを官能検査にて評価した

(date not shown)0 3.84 %と3.34 %乳糖溶液の甘味に、有意な差は認められなかっ

た。したがって、 3-4 %程度の乳糖溶液0.5 %の差では分別閥に達していないことが明

らかとなった。

新規発酵乳とヨーグルトに含まれている遊離アミノ酸含量を含む、それぞれの混合

アミノ酸溶液を調製し、その呈味を官能検査にて評価した(date not shown)。その結

果、 2つの再構成溶液は十分な呈味を呈しなかった。その要因として、含まれていた

37



0　　10　　　20　　　30　　　40　　50 60　　　70　　　80

Retention time (min)

Fig.2・6 HPLC profiles of peptides in fermented milk (A) and yogurt
(B)

Peptides in fermented milk and yogurt were applied on an ODS

column, and eluted by a linear gradient of acetonitrile at 0.5%/mm,

at room temperature. Peptides were detected at 220 nm.
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遊離アミノ酸の濃度が闇値に達していなかったことが考えられた(Table 2-2)。主要な

遊離アミノ酸であるGlu, Pro, Alaの閥値はそれぞれ5 mg/100 g, 5 ing,/100 g, 300

mg/100 gで、新規発酵乳は、それぞれ1.93 mg/100 g, 1.37 mg,/ 100 g, 1.07

mg/100 g、ヨーグルトでは、それぞれ3.23 mg,/100 g, 5.07 mg/100 g, 1.99 mg/100

gであった。これらの値は、闇値を下回っており、そのため十分な呈味を呈さなかった。

新規発酵乳とヨーグルトに含まれているペプチド画分の呈味および基本5味-の添

加効果を調べた。その結果、酸味、甘味、塩味、苦味とうま味全ての溶液対してその

添加効果は、有意な差は認められなかった(date not shown)。

新規発酵乳とヨーグルトの呈味特性と呈味成分について比較した。 pH、酸度およ

び有機酸総量が、ほぼ同じにも関わらず新規発酵乳は、ヨーグルトより有意に酸味が

強いことが明らかとなった。次の4点から酸味の強さは乳酸量によって決まると結論し

た。

①新規発酵乳は、ヨーグルトより有意に乳酸量が少ないこと

②オロト酸は、 2つの発酵乳の酸味に影響を与えていないこと

③クエン酸、尿酸、乳糖は、呈味の違いを示すほどの差はないこと

④遊離アミノ酸およびペプチドは、呈味を示すほど十分量ないこと

Yuguchiら(22)は、ヨーグルト中の乳酸は、呈味に重要な役割を果たしていると報告

しており、本研究の結果と一致している。したがって、ヨーグルトの酸味は、 pHや酸度

だけで決まるのではなく、乳酸量も大きく担っていることが示唆された。

新規発酵乳は、ヨーグルトより乳酸量は少なく、その少ない乳酸が、新規発酵乳の酸

味を弱く、甘味を強く感じさせたものと考えられた。そして、そのことが新規発酵乳の方

が、ヨーグルトよりまろやかに感じさせたものと推察された。 Yuguchiら(22)は、発酵乳

中の低い酸度は、相対的に強い甘味を示すと報告している。また、酸度が上がるにつ

れて酸味、渋みが上昇し、 pHおよび甘味が減少する。この報告から酸度は、呈味特

性を決めるための重要な要素であることが示された。本研究では酸度がほぼ同じにも

かかわらず、新規発酵乳の方がヨーグルトより酸味が弱かった。それゆえに、発酵乳の

呈味形成において、乳酸量が重要な役割を果たしていることが明らかとなった。

40



蝣+J

a,4

日
・R

o
h

pd
百
cd

当

'百
I.d
q)
・ヰJ

百
<D

日
E=
[ォサ:

百
・iH

薫
O
cd

O

百

一百
cd

q)

q)

也

two

4J

百

B
百
〇

U

Cq
l

Cq

0

pQ
cd

E車

ノ'罷

⊂)

く⊃

r-H
iEI

bD

5

C0
C 〉

⊂>

C )

I..→

く= 〉
I- H
cd

>

+ + ー C 〉
1O

I..→in
く= )

C 〉

r→
*̂
⇒

くエ〉
C 〉

C 〉

Cq
甲 .

C⊃
C )
く-D

Cq
司 + ー

亡、
C⊃

T- I

+ I

O ,
くわ

▼・.→

l」〇
(= )

く= )

(.D

P →
C )

h
【→
C D

+ - J + i く⊃

i-H
i-HCO

rH

C⊃

lj〇
lj⊃

くつ

i-H

I..→

C ⊃

Cq
CQ

C )
(⊃
$H

+ - + - く= )
⊂>

P l
亡、
CJ,

t-H

t、
⊂〉

lf⊃

e0

ゴ

く= 〉
寸

⊂)

IO
CO

C 〉

LfD
→

亡)
+

CQ
O 3

▼・.→

+

寸
C、1

cc

▼..→
ー→

C )

I..→

I..→
C ⊃

トl
Q)

C 〉

m 寸
e 、ー

C )

I..→
CO

I..→

lf⊃
I..→

rE]

E i

lj〇
⊂)

く= 〉

Cq
く= 〉

C 〉
+ - +

C >
CD
C q

lO

▼・.→
C 〉

(= 〉
CO

C )

Cq
C 〉

⊂⊃

Cq

1-

くこ,

CY3
ft
CO

<

+ -

in
Cq

C )

+ I

CD
e 、ー

▼..→

当

日

l◆J

<D
3

「→a
>

「j
q)

旨
rd
.・..・.

+ J
百

bD
O

C 〉

rdQ)
百

一

tB

A 班
Q) I

PE ]H

41

b♪
局

く♪
⊂>

C >

m
C )

(=〉
=̀〉

Tl1-H

C0
CQ
卓

+ I

ド
ド

く⊃

く乃

I...→
⊂)

C〉

▼.→
C )

C〉
C )
in

h
J

+ I

Cq
T-→
C )

寸】

lf⊃
C0
C 〉

▼.→
C Z

(=〉

t~
l=〉
⊂〉

C⊃
Cq

CD
lPlD=

+ I

[、
(=〉

⊂>

+ i

O
I..→

r-i

<D

くつ
⊂〉

l=〉

⊂)
C )

⊂> (こ,刀
Pl<

+ + - IO
▼・.→I.→

I.→
C >

l∠つ
CO
C 〉

(X)
C 〉

⊂)

C、l
C〉

C〉

、.、
^
h
H

+ I

CD
CD

C 〉

+ I

1-
CD

l= )

▼・→
⊂〉

くつ

CY3
rH
C 〉

ロ
CD
J

+ I + I (=〉
(X )
C0I.→

(=)

⊂〉

(.D
tD

=̀〉

<D
I-ト..→

I.→
⊂)

⊂)
+ -

「→
C 〉

C >

l」〇
⊂>

(=)
+ I

Cq
Cq

C 〉

C〉
O,

+J
CD ⊂〕 C l C )
s a a CO

CO
h
U

⊂)
2 =

白

2 = 、..I .

Q.)
r~-i

サ・

a
-Ij
U
CD

・トj
OJ

⊂〕

JJ
O

a

fコ
2:



第3章新規発酵乳のストレス性胃潰癌抑制作用

;',U言

第1章並びに第2章において、おいしさをもたらす新規発酵乳の呈味形成に関する

解析を進め、新規発酵乳が酸味が弱く、まろやかな味を有し、現代日本人の時好性に

合う製品であることを明らかにした。また、その理由として、新しい乳酸菌の組み合わ

せ¥L. lactisとS. thermophilusの組み合わせ)で、乳酸の生成量が従来のヨーグル

トより少なかったことによると結論した。このように、新規発酵乳のおいしさに関する機

能を明らかにできたが、今後の高齢化社会に向けて、おいしさだけでなく保健機能を

有する食品の開発が求められている。新規発酵乳も従来のヨーグルトと同様、生体調

節機能の存在が期待できる。しかし、これまで生体調節機能に関する知見は全く無い

のが現状である。そこで、現代人の生活習慣の中で、問題となっているストレスに着目

することとした。

現在の日本では、 ITによる情報処理の急速な進歩や学校、家庭、社会など、基本

的な人間関係の変化によって、かつてないほどのストレスにさらされている。また、喫煙、

過渡の飲酒などの食生活によってもストレスにさらされている。このストレスの激増に耐

えられなくなり、心と体の病を訴える人が増えている。このストレスは、生活習慣病の原

因の一つと考えられており、各種疾患を引き起こしていることが明らかにされてきてい

る。例えば、癌や動脈硬化などを含めた心臓疾患、アルツハイマー病など酸化ストレス

が関与していることが報告されている(65-69)。また、精神的ストレスによって胃は顕

著に影響を受け、胃潰癖などの消化管障害を引き起こす。そして、この胃潰癖には活

性酸素が深く関与していることが報告されている(70)。

そこで、第3章では新規発酵乳の水浸拘束ストレスで生じる胃潰癖抑制効果につい

て検討した。
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1.実験材料および方法

1)供試材料

ジェチルエーテル、酢酸、ブタノールおよびピリジンは、関東化学株式会社から購

入した。 Sodium dodecyl sulfate(SDS)は、和光純薬工業株式会社から購入した。

Thiobarbituric acid(TBA)試薬は、ナカライテスク化学薬品株式会社から購入した。

2)実験動物および飼育法

7過齢のWister系雄ラットを株式会社広島実験動物より購入した。 1週間の予備

飼育後の体重に基づき、各群間の標準偏差の値が最小となるように1群10匹の5群

に分けて実験に供した。温度23±2 ℃、湿度55±2%、明暗サイクル12時間(明:7

-19時、暗:19-7時)の環境条件下、ステンレス鋼製のケージで飼育した。飼料には

市販の固形飼料MF(オリエンタル酵母株式会社)を与え、水は自由摂取とした。

3)胃潰療形成方法

ストレス性胃潰癖の形成は、 Matsumotoら(70)の方法を改良して行った。ラットは

ステンレス製のケージに入れ、水温を23 ℃に保った水槽に浸けた。水の深さは、ラッ

トがケージに上った状態で顔が水面に出る深さにした。水槽-の浸演は、 3時間の水

浸拘束とした。

4)新規発酵乳等の試料の投与方法

試験開始の24時間前から絶食とし、飲用水のみを与えた。水浸拘束実験前にラッ

ト体重1 kgあたり100 mgの試料(新規発酵乳、原料乳、 αラクトアルブミン)を経口

投与した。また、コントロールには生理食塩水を同様の条件で投与した。

5)胃潰癖評価法

①評価試料の調製方法

3時間の水浸拘束の後、直ちにエーテル麻酔下にて開腹し、胃の摘出を行った。

取り出した胃を生理食塩水で軽く洗浄した後、胃底面側の弓状に添い、ハサミを入れ
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内面を露出させたo胃内面の出血斑長を測定し、 Ulcer Indexを求めた。また、潰癌

形成度を目視観察で評価した。さらに、カタラーゼ活性並びにTEARSの測定用の試

料は、以下のように測定したo掃出された胃の表面を冷水で洗い、 50 mMトリス緩衝

液(pH7.4)を加えホモジナイズ(16,000 rpm, 2分)した。その後遠心分離(2,000 rpm,

30分)し、得られた上清を試料とした。

②Ulcer Indexによる潰療形成度の評価(70)

ラット解剖後の胃粘膜表面を生理食塩水で軽く洗浄し、胃粘膜表面にできた血痕を

測り、その長さの総和(mm)で示した。

③目視観察による潰癌形成度の評価

無作為に選んだパネルには実験内容を知らせず、予め出血段階を4段階(-;也

血なし、 +;胃壁面積に対し30 %以下の出血、 ++;胃壁面積に対し30-50%の出

血、 +++胃壁面積に対し50 %以上の出血)に分類したパネル(Fig.3-1)を渡し、

サンプルと見比べた上で4段階に分類した。各段階をo(-)、 1(+)、 2(++)、 3(+

++)とし、各ラットの出血段階を点数化したO

④カタラーゼ活性の測定

カタラーゼ活性の測定は、Arafaら(71)の方法によって測定した0.1 Mリン酸緩

衝液(pH7.4, 19 mM過酸化水素水を含む)を24 ℃±1.0でプレインキュベ-下し、

抽出液を加え5分間インキュベ-上させた。反応前後の溶液の240 nmでの吸光度を

測定した。カタラーゼ活性は、タンパク質1 mg当たり1分間での過酸化水素消費量

mMで表示した。

⑤TBA法(72)

抽出液0.1 mlに8.1 %SDS溶液0.2ml、 20 %酢酸1.5 ml、 0.8 %TBA液1.5ml

を加え蒸留水で4 mlに定容した。この溶液を沸騰湯浴中で60分間反応させ、室温

まで冷却した。さらにこの溶液に蒸留水1 m1、 m・ブタノールビリジン(15:1)5 mlを加

え、遠心分離(4,000 rpm, 10分)した。上清を532 nmの吸光度で測定した。
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6)統計処理

胃潰癖形成評価および出血斑長測定で得られた結果はStudent t-testに基づき有

意差検定を行った。
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2.結果

1) Ulcer Index -の影響

Fig.3-2に、水浸拘束ストレスを与えた時のUlcer Indexの測定結果を示した。

Ulcer Indexは、ラット解剖後の胃粘膜表面の血痕の長さの総和(mm)を示した。

Ulcer Indexは個体差が大きく、測定値にバラツキがみられたoそのためFig.3-2は平

均値のみで示した。

非ストレス群の胃壁には、血痕は全く認められなかった。ストレスを与えて、試料を投

与していないブランク群では、最も高いUlcer Index値を示した。 3時間の水浸拘束ス

トレスによって、胃粘膜障害が生じることを確認した。新規発酵乳と原料乳を投与した

群のUlcer Index値は、ブランク群と比べ、約20 %低い値を示し、新規発酵乳は、ス

トレス性胃潰癖の抑制に効果があることが明らかとなったoこれまでの報告において、 α

-ラクトアルブミンはストレス性胃潰癌を抑制すると報告されている(70)が、本研究に

おいては、ブランク群と同様の高い値を示した。これはu-ラクトアルブミンの調製方法

の違いによると推察された。

2)目視観察による潰癌形成度-の影響

Fig.3-3に、水浸拘束ストレスを与えた時の胃潰癌の様子をパネルに4段階で判定

させ、点数化した。ブランク群では、 2.46±0.65と高い値を示したが、新規発酵乳およ

び原料乳投与群では、 1.62±0.9, 0.65±1.62を示し、有意に低いことが明らかとなっ

た。

3)カタラーゼ活性-の影響

Fig.3-4に、水浸拘束ストレスを与えた時のカタラーゼ活性の結果を示した.新規発

酵乳と原料乳群は、非ストレス群とブランク群よりやや低いものの有意な差は認められ

なかった。カタラーゼは活性酸素である過酸化水素を、水と酸素に分解する酵素であ

る。したがって、カタラーゼ活性が高いことはそれだけ生体内の酸化ストレスとなる活性

酸素を多く取り除くことができることになる。本研究では、新規発酵乳の添加によりカタ

ラーゼ活性の上昇が認められなかったことから、カタラーゼ活性の活惟化による胃潰

癌抑制でないことが判明した。
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4) TBARS -の影響

Fig.3-5に、水浸拘束ストレスを与えた時のTBARSの結果を示したTBARSは脂

質の酸化代謝物に反応して生じたもので脂質酸化の指標となる。生体内にはリン脂質

があり、酸化ストレスによってカルポニル化合物が生じ、 TBA試薬と反応してTBARS

が生成されるo非ストレス群の胃から調製した試料のTBARSは、他のすべての群と比

べ、有意に低い値を示し、非ストレス群ラットが、酸化ストレスをほとんど受けていないこ

とが明らかとなった。また、有意な差は認められなかったが、新規発酵乳および原料乳

投与群のTBARSは、ブランク群よりも約40 %低い値を示し、酸化を受けている程度

が緩和されることが示唆されたo以上の結果から、新規発酵乳と原料乳の投与は、脂

質酸化の抑制により、ストレス性胃潰癖を抑制していると推察された0
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'<一蝣・<・'言

ストレスによって引き起こされる消化管粘膜障害(Fig.3-6)は、主に、 i ) 「好中球由

来フリーラジカルによる潰癌」、 i ) 「胃酸上昇による潰癖」およびiii) 「ヒポキサンチン

キサンチンオキシダーゼ系由来のフリーラジカルによる潰癌」の3種類の経路で発症

すると考えられている(73)。

i )ストレスが好中球を活性化させるメカニズムについては、まだ明らかにされてい

ないが、好中球の活性化から消化器疾患発症までの機序はよく調べられている。白血

球を活性化し(74, 75)、炎症性サイトカインの一つであるIL-8の産生を促す。好中球

の細胞膜にあるNADHオキシダーゼが活性化されると、 NADPHからの電子が細胞

内外の酸素と反応してスーパーオキシドアニオン(02">が産生される　02-からSODの

働きにより派生する過酸化水素(H202)やヒドロキシラジカル(HO')は、それ自身細胞

有害性を示す上に、好中球ミエロベルオキシダーゼにより次亜塩素酸(HOCl)を生じ

る。これらが、胃壁を傷つけ潰癌を形成すると考えられている。 (73),

ii )ストレスによって視床下部が刺激され、副交感神経が興奮し、胃液分泌を克進さ

せる。視床下部の刺激が、脳下垂体前頭葉を刺激し副腎皮質刺激ホルモンの分泌を

促し、それによって胃液を更に分泌する。そして、この多量の胃酸によって胃壁を傷つ

け潰癌を形成すると考えられている(73) (

iii)ストレスによって視床下部が刺激され、副交感神経が興奮すると、交感神経も元

進して胃の末梢血管が収縮し、胃粘膜の血行量と粘液分泌量が少なくなり、虚血状態

となる.通常、胃粘膜の血管内皮細胞にはキサンチンデヒドログナ-ゼが多量に存在

し、この酵素はNADHを利用してキサンチンやヒポキサンチンを尿素に代謝させる働

きを担っている。しかし、虚血状態では細胞内プロテアーゼによってキサンチンデヒド

ロゲナ-ゼが限定分解し、キサンチンオキシダーゼ-と変化する(Fig.3-7)。またATP

の分解が促進されヒポキサンチンが生成し、細胞内のヒポキサンチン濃度が上昇する。

そして、再潜流時にヒポキサンチンを基質としてキサンチンオキシダーゼおよび再潜

流によって豊富に供給される酸素によって02~が生成される。さらにキサンチンを基質

として酸素とキサシチンオキシダーゼにより02~と尿酸が生成される。こうして産生した

活性酸素が胃粘膜組織に障害を与え、潰癌を形成すると考えられている(73)。

今回、用いた水浸拘束ストレスは、 hi) 「キサンチンオキシダーゼ系で生じる酸化スト
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レス」を主要なメカニズムとして考えた。この系で発生する活性酸素の多くは02-で、 2

次的にH202、 OH人と派生する。酸化ストレスにおける細胞障害の直接的な原因は、

反応性の低い02~やH202より、反応性の高いOH.が関与していると報告されている

(76)。虚血時のアシド-シス(血液pH7.4を酸性側にしようとする状態)ではトランスフ

エリン、フェリチンなどの鉄結合タンパク質から02・によりFe3+が還元されてFe2+として

遊離し、 H202と反応してOH`が生じ、このOH'がDNA、タンパク質などを直接攻撃

する0 -方で、 OIrは脂質と反応して脂質ラジカルを経て、脂質ヒドロベルオキシドを

生成し、脂質酸化の連鎖反応を引き起こす。胃の場合、細胞膜を形成している膜リン

脂質が影響を受ける。膜リン脂質の多価不飽和脂肪酸鎖が過酸化を受けると、極性の

HOCが生成され脂肪酸鎖の疎水結合は弱くなり膜のコンホメ-ションが変化し、その

流動性が増す。その結果、ホスホリパーゼA2が膜リン脂質に接近しやすくなり、

LOOHを切り離す。遊離されたLOOHは鉄や銅などの遷移金属イオンと反応し、 L0°

やLOO'を生成し、新たな脂質過酸化反応の開始剤になり連鎖反応が進行する。そ

の結果、膜構造を保てなくなり、細胞障害・潰癌-と進む。

本研究において、その胃潰癌抑制機序を調べるため活性酸素種を分解する酵素

(カタラーゼ)の活性とTEARSを評価したOその結果、カタラーゼ活性において新規

発酵乳とブランク群にあまり差は認められなかった。これまでに報告されてきた食品由

来の物質は、この活性酸素種を分解する酵素群を上昇させ、胃潰癌を抑制しそきた。

(77,78)しかし、本研究においては認められなかった(Fig.3-4)ことから、この機序にお

ける胃潰癌抑制の可能性は低いものと推測されるTBARSにおいて新規発酵乳は

ブランク群に比べて有意に抑えられていた。同じストレスを与えて活性酸素種を分解

する酵素の活性もほぼ同じであることから、 02からTBARSまでの段階において新規

発酵乳は胃潰癌の進行を抑えていたと示唆された。

酸化の進行を抑制する成分には、活性酸素を消去するビタミン類、グルタチオン、

アミノ酸(His,Trp) 、カロテノイドなど、ラジカル捕捉・連鎖反応を切断するビタミン類、

フラボノイド類、アミノ酸・ペプチド類、カロテノイド類など、ヒドロベルオキシド分解する

メラノイジン、リン脂質の褐変物、金属をキレートするフラボノイド類、リン脂質類、ペプ

チドなどがある。

これまでに、豚筋原線維タンパク質をパパインで加水分解して得られたペプチド画
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分の投与が、ラットに水浸拘束ストレスを与えた時の酸化ストレスを抑制し、 Ulcer

Indexや潰癌形成度を低下させることが明らかにされている(79)。この場合に、パパイ

ン水解物に含まれる抗酸化ペプチドが酸化ストレスの抑制に寄与していると推定され

ている。本研究で明らかとなった酸化ストレスの抑制も、新規発酵乳中に含まれるペプ

チドあるいはタンパク質が酸化を抑制し、ストレス性胃潰癖を抑制したと推察された。

次章では、活性酸素消去を除く機序を網羅的に調べることができる系を用いてこの

胃潰癖抑制過程で抑制する成分を探索した。
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第4章新規発酵乳の抗酸化成分の探索と同定

緒言

第3章で、新規発酵乳の生体調節機能として、ストレス性胃潰癌抑制効果があるこ

とを明らかにしたoまた、その抑制機構として、新規発酵乳中に含まれる抗酸化物質に

よる可能性が示された。

生体内には、優れた酸化に対する防御システムが備わっており、生体の健康維持

に寄与している(80)ォしかし、反応性の高い活性酸素が、生体内で過剰に生成される

と、防御システムだけでは処理できなくなり、活性酸素等の酸化物質がタンパク質、脂

質、 DNAといった生体成分に障害を与えることになるO従って、近年、食品に含まれる

抗酸化成分が注目されており、盛んに研究されている。古くから知られている食品の

抗酸化成分は、ビタミンCやビタミンEで、これらは生体内の酸化還元状態を適正に

保ち、ストレスなどによる体内での活性酸素の発生に対応して、それを速やかに消去

するごとによって健康の維持に貢献している○ビタミン類以外で知られている抗酸化成

分は、ポリフェノール類、カロテノイド類、抗酸化ペプチドなどがある。

そこで、第4章では、新規発酵乳の抗酸化成分について探索し、効果成分の特定

を行った。
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1.実験材料および方法

1)供試材料

リノレン酸、塩化鉄(Ⅱ)四水和物は、関東化学株式会社から購入した。

Thiobarbituric acid(TBA)試薬とチオシアン酸アンモニウムは、ナカライテスク株式

会社から購入した。また、 3,5-Di-tert-butyl寸hydroxytoluene(BHT)と

1, l-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)は、東京化成株式会社から購入したo

2)新規発酵乳抽出液の調製

新規発酵乳に4倍量のエタノールを加え、除タンパク処理をした。エタノールの混

合物を5 ℃で一晩放置し、可溶性成分を抽出した。不溶物を遠心分離(10,000 × g,

30分)により除去し、得られた上清を抽出液とした。この抽出液を限外ろ過膜

(Amicon Ultra filtration membrane YCIO; M扉=1000)を用いて、分子量1000

以上のペプチド画分と分子量1000以下の画分に分画し、これらの溶液の抗酸化活

性を調べた。

3) DPPHラジカル捕捉作用(81)の測定

粗調製ペプチドによるラジカル捕捉活性は、比較的安定なラジカルであるDPPHラ

ジカル(l,l-Diphenyl-2-picrylhydrazyl, Free Radical)を用いて測定した4 mlの

サンプル溶液あるいは蒸留水に1 mlの99.5 %ェタノールに溶解させた

0.02 %DPPH溶液を加え、よく擾拝した。この溶液を室温暗所で60分間放置し、

517 nmでの吸光度を測定した。

4)抗酸化作用の評価

①酸化モデル系

酸化モデル系は、 Chenら(82)の方法に改良を加えて行った。 5 ml容バイアル瓶

に10 mgリノレン酸および2 mlの0.2 N K-phosphate (pH7.0, 1 %TritonX-100)

を加えた去これに酸化促進剤として塩化鉄(n) (終濃度0.05 mM)と蒸留水を添加し、

40 ℃で4分間超音波処理を行ってエセルション溶液を作成した.最終容量が4 ml

となるようにサンプルおよび蒸留水を加え、 80 ℃の恒温槽で60分間加熱、振とうし
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た。加熱前および加熱後の反応液は直ちに、ロダン鉄法でPOVを、 TBA法で

TBARSを測定した。抗酸化作用の評価は、加熱前後のPOVとTBARSの増加量の

比較で行った。

②脂質酸化物の測定

a)ロダン鉄法

Osawaら(83)の方法に準じて行った　0.1 mlの反応液に99.5 %エタノール

4.5ml、 30 %チオシアン酸アンモニウム水溶液0.1 ml、 IN HCI 0.2 mlおよび0.02

M FeCl2/1 N HCI 0.1 mlを加え、よく擾拝復500 nmでの吸光度を測定した

(Jasco.V-530 UV spectrophotometer)。

b)TBA法(84)

0.5 mlの反応液に3 %BHT 15〃1、25 %トリクロロ酢酸0.25 mlおよび0.67 %

TBA溶液0.5 mlを加え、摸拝後、沸騰湯浴中で10分間加熱した。氷冷後10,000

×gで15分間遠心分離を行い、上清の535nmで吸光度を測定した。

5)ペプチドの濃度測定

ペプチドの濃度測定はLowry法(85)で行った。標準タンパク質として牛血清アルブ

ミンを用いた。

6) HPLC

ペプチドを単離するため、逆相カラムを用いた高速液体クロマトグラフィー(HPLC)

を行った。カラムとしてODSカラム(Pegasil-250 ODS, Senshu Scienti丘Co.)を用

い、溶離には0.1 %TFA水溶液から、 0.85 %TFAを含む80 %アセトニトリル溶液-

の80分間での濃度勾配法(1.0 %/min)を用いた。ペプチドは、 220 nmでの吸光度

で検出した。

7)ペプチドの構造決定

HPLCで単離したペプチドのアミノ酸配列をプロテインシークエンサーG・1005A(ヒ

ューレット・パッカード)を用いて分析した。タンパク質データバンク(SWISS-PROT)で

ホモロジー検索し、既知タンパク質との相同性を比較することにより、ペプチドの由来
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タンパクを特定した。

HPLCで単離したペプチドの分子量をESI-MS(Finngan MAT, Thrmofmnigan)

で測定した。
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2.結果

1)新規発酵乳抽出液のラジカル捕捉作用

DPPHラジカル溶液に新規発酵乳抽出液を添加し、 60分間インキュベ-トした。反

応前後におけるDPPHラジカル量を測定し、 DPPHラジカル残存量(%)で表した

(Fig.4-1)。その結果、新規発酵乳抽出液のラジカル残存率は1桁であり、ほとんどラ

ジカル消去能を発揮しないことが明らかとなった。

2)新規発酵乳抽出液の抗酸化作用

①濃度依存性

新規発酵乳抽出液の濃度と抗酸化作用との関係を調べるため、抽出物の終濃度を

0.001 %, 0.01 %, 0.1 %に調整して、抗酸化作用を測定した(Fig.4-2)。

POV、 TBARSともに添加濃度が高くなるにつれて、抗酸化作用が、有意に強くな

ることを示した.そして、 0.1 %添加させた時、 α -トコフェロールを上回る強い活性があ

った。また0.01 %でも十分添加効果を示した。以後の実験では、サンプル量を考慮し

て、 0.01 %で測定することとした。

②限外櫨過物の抗酸化作用

抽出物を分子量1000以下の画分と分子量1000以上の画分に分画し、それぞれ

に含まれる物質の抗酸化作用を測定した(Fig.4-3)。その結果、両画分から抗酸化作

用が見られた。新規発酵乳中には、原料乳に含まれるビタミン類が残っているので、

分子量1000以下の画分では、このビタミン類が、高い抗酸化作用を発揮したものと考

えられる。そこで、本研究では、ビタミン以外の物質、特にペプチドに着目していること

から、新規抗酸化物質を分子量1000以上の画分から探索した。

③ HPLCによる抗酸化ペプチドの単離

新規発酵乳抽出液に含まれる抗酸化ペプチドを単離するために、逆相カラムを用い

たHPLCに供した　0.1 %TFA水溶液から0.85 %TFAを含む80 %アセトニトリル溶

液-の80分濃度勾配でペプチドを溶出した。溶出時間の違いから3つの画分

( I :0-40分, Ⅱ:40-60分, Ⅲ:60-80分)を得た(Fig.4-4)。 3つの画分での回収率
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は約60 %であった。 3つの画分の抗酸化活性を調べた結果、 ⅡとⅢの画分から高い

抗酸化活性が見られ、 Ⅱ画分ではPOV 43.0 %,TBARS 35.7 %の酸化を抑制した

(Fig.4-5),一方、 Ⅲ画分ではPOV49.6 %, TEARS 32.0 %の酸化を抑制した。次に

抗酸化活性が高かったⅡとⅢの画分から含有量が高い11 Peaksを分取し、さらに抗

酸化活性を測定した(Fig.4-6) 。 Peak2と8に抗酸化活性が認められた(Fig.4-7)。

④抗酸化ペプチドのアミノ酸配列

抗酸化活性が認められたPeak2, 8に含まれるアミノ酸配列をプロテインシークエン

サーにより解析した(Table 4-1)。その結果、得られた配列は、 Peak2が、

AQTQSLVYPFPGPIHN(針casein f68-83) , Peak8が、 LYQQPVLGPl β

-casein 」207-215)であった。 2つの配列は、質量分析計からも確認された

(Figs.4・8,9)。
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Fig. 4-8 Mass spectrogram,of the pepもide in peak 2
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3. r'5"'r:

カゼイン由来のペプチドには生理活性を示すものが多く報告されている(86)。

Sakanakaら(87)は、 3kDaのカゼインカルシウムペプチドに、 Rivalら(88)は、カゼイ

ンおよびカゼイン分解物に抗酸化作用があること示した。今回単離したPeak2の切断

部位B -カゼインf52-53およびf68-69は、比較的分解されやすい部位(89)で、この

部位で切断されたペプチドに、オリゴペプチドとして菌体内取り込まれているものもあ

ると報告されている(89)c一方、 Peak8のペプチドは、このC末端で切断されてできた

ペプチドの報告はない。エンドプロテアーゼで分解後、さらにエキソプロテアーゼで分

解されてできたものと推定された。したがって、 L.lactisとS. thermophilusの新しい組

み合わせによってはじめて生成したペプチドである可能性が考えられた。

これまでに報告されている抗酸化ペプチドの特徴は、 N末端アミノ酸にVal, Leuと

いった疎水性アミノ酸で言付r, Met, His, Lys,恥p, Pro, Hyp, Arg, Cysなどの芳香

族、疎水性、塩基性アミノ酸および含硫アミノ酸を有するペプチドに抗酸化作用がある

ことが知られている(90, 91),トリペプチドでは、 C末端アミノ酸にLeu, Proとなった時

に高い抗酸化活性が見られている(92)。本研究で単離した抗酸化ペプチドも

AQTQS坦口望F里G里圭迂N, LYQQ里与塾G里_と疎水性および塩基性アミノ酸を含んで

おり、これら報文と一致するものであった。ペプチドによる抗酸化の機序は、ラジカル

捕捉作用・連鎖反応の切断作用、金属キレート作用および他の抗酸化成分との相乗

効果と説明されている(93-95)。例えば、 Hisを多数含むペプチドは、イミダゾ-ル環

が脂質の代わりにラジカルの攻撃を受けてイミダゾ-ルラクテ-トやイミダゾ-ルアセ

テートに変化し、ラジカル捕捉・連鎖反応の切断作用を発揮している(96)cまた、金属

キレート作用もイミダゾ-ル環が、金属との結合に寄与しているとされている。しかし、

His以外のアミノ酸については、不明なところが多く、金属と結合部位やラジカルとの

反応性についてよくわかっていない。今後、合成ペプチドを調製し、この抗酸化作用

についてラジカル捕捉・連鎖反応の切断作用や金属キレート作用を疲討するとともに

ペプチドマッピングを行い、活性部位の特定を行う必要がある。

乳およびヨーグルトは胃潰疾患者の治療に有効とされてきた食品である。乳はアル

コール、塩酸、アスピリンおよびストレスによって引き起こされる潰癌から効果的に保護

してきた(97, 98)。この胃保護効果は、乳中のリン脂質によって形成される保護膜とプ

m¥



ロスタグランジン上昇によるものと推測されている(97)。また、ヨーグルトは、塩酸によっ

て引き起こされる潰癌から胃を保護した(99)。その機序を炎症性サイトカインIL-8の

産生を阻害したためと推察されている。本研究において新規発酵乳にこれらの要因の

他に、抗酸化ペプチドの寄与もあることが、初めて示唆された。

75



総括

本研究は、これまでに使用されていない乳酸菌の組み合わせ(Lactococcus lactis

¥L. Metis)とStrreptococcus thermophilus (S. thermophilus))によって製造した

新規発酵乳の呈味特性と生体調節機能を解明することを目的として行った。まず、新

規発酵乳の発酵過程における呈味物質の変化を検討した。その結果、新規発酵乳が、

従来のヨーグルトよりも酸味が弱く、甘味およびまろやかさが強いことが確認された。そ

れらの呈味特性の違いは、新規発酵乳の乳酸量がヨーグルトよりも少ないことに起因

すると結論した。また、新規発酵乳がストレス性胃潰癖を抑制することを明らかにすると

同時に、それが脂質酸化を抑制することによってもたらされると推察した。さらに、胃潰

癖を抑制する因子として、新規発酵乳から抗酸化ペプチドを単離し、その構造を決定

した。これらの結果から、本研究の目的をほぼ達成できたといえよう。

第1章では、新規発酵乳を長時間発酵する必要性が、乳酸菌の酸生成能の遅さに

あると示唆された。従来のヨーグルトではLactobacillus属とStreptococcus属との併

用によって製造されてきた。 2つの乳酸菌に共生関係があるため酸生成能が高く、短

時間で目的の酸度まで下げることが可能であった。しかし、本研究で用いた乳酸菌は

Lactococcus属とStreptococcus属の併用であるため酸生成能が低い。特に酸度が

上昇してからは酸生成能が緩慢になる。この2つの乳酸菌では酸度上昇までに長時

間必要とし、その長い発酵時間によってさまざまな成分が変化し、新規発酵乳の好ま

しい風味をもたらしたものと考えられた。

新規発酵乳とヨーグルトを官能評価し、新規発酵乳の風味は酸味が弱く、甘味をも

ち、まろやかであることが明らかとなった。そして新規発酵乳の香りは甘いミルク臭であ

り、不快臭は殆ど感じられないと多くのパネルがコメントした。これらの結果は、新規発

酵乳か好ましい風味を持っていることを支持するものであった.1また、これらは新規発

酵乳の呈味を科学的に検討したはじめての結果である。

第2章では、新規発酵乳の発酵に伴う呈味成分の変化を検討し、有機酸、遊離アミ

ノ酸およびペプチドの変化が、新規発酵乳とヨーグルトのものと異なることを示した。

新規発酵乳とヨーグルトに含まれる有機酸をHPLCに供し、分析した結果、新規発

酵乳はヨーグルトより乳酸量が少なく、オロト酸量が多いことを明らかにした。ヨーグルト
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のみに特定の有機酸ピークが認められたoこのピークが新規発酵乳の方が酸味が弱

いと評価された要因の1つと考えられた。しかし、この成分はHPLCでは同定できなか

った.今後、このピークをHPLCで分取し、 NMRおよびMSを用いて同定する必要

がある。

新規発酵乳の遊離アミノ酸の構成成分はGlu,Pro,Alaの3つの遊離アミノ酸が占

めるようになった0 -方、ヨーグルトではさまざまな遊離アミノ酸が含まれていた。また

ペプチド解析の結果、 2つの発酵乳は発酵とともに顕著に増加しているピークが複数

認められた。また、ヨーグルトと比べ新規発酵乳の方が、ペプチドの種類が増えていた。

これらのことから新規発酵乳とヨーグルトでは発酵過程が異なることを明らかにした。

さらに、新規発酵乳とヨーグルトに含まれている呈味成分からその特徴となる寄与成

分について検討した。新規発酵乳の酸味が、ヨーグルトのものより弱い理由は、乳酸

含量が低かったことであると結論した。それ以外に、 ①オロト酸は2つの発酵乳の酸味

に影響を与えていなかったこと、 ②クエン酸、尿酸、乳糖は、両製品の呈味の違いを

示すほどの差はなかったこと、 ③遊離アミノ酸およびペプチドは、呈味を示すほど十分

量なかったことが明らかにされた。また、新規発酵乳の乳酸含量が、ヨーグルトに比べ

て低かったことが、新規発酵乳の酸味を弱く、甘味を強く感じさせると同時に、まろや

かに感じさせたものと推察された。

第3章では新規発酵乳のストレス性胃潰癌抑制作用を評価し、新規発酵乳を経口

投与した群はUlcer Index値、目視による潰癖形成度が、非投与群に比べて、低い

値を示した。このことから、新規発酵乳投与は、ストレス性胃潰癖を抑制する効果があ

ると示唆された。また、今回の実験結果から、新規発酵乳投与群では、非投与群に比

べて胃のTBARSを低下させたことから、新規発酵乳の抑制効果が、脂質酸化抑制に

よってもたらされたと推察された。

そこで、第4章では、-新規発酵乳の抗酸化成分について探索し、その成分の1つが

分子量1000以下のビタミン類であり、もう1つがカゼイン由来の抗酸化ペプチドである

可能性を示した。本実験で単離したペプチドは、新規の抗酸化ペプチドであった。そ

して、新しい乳酸菌の組み合わせによって生成したペプチドであることから乳酸菌の

組み合わせによって、新しいペプチドが生成される可能性を示した。一方、本研究で

はこの抗酸化ペプチドを合成し、その効果を確認するまでには、至らなかった。今後、
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検討する必要がある。

以上述べてきたように、本研究により、これまでほとんど明らかにされていなかった

新規発酵乳の機能に関して、呈味特性ならびにストレス性胃潰癌形成抑制効果を明

らかにすることができた。健康に良いおいしい食品の開発は、今後の高齢化社会に向

けた重要な課題であることから、本研究で得られた知見は、これからの食品科学分野

に少なからず貢献できたといえよう。
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ty　-T

Lactococcus lactisとStreptococcus thermophilusで製造した新規発酵乳の機能

特性に関する研究

大前　允人

ヨーグルトは代表的な発酵乳製品であり、国際規格では牛乳を原料とし2種類の高

温乳酸菌{Lactobacillus bulugaricusとStreptococcus thermophilus)の発酵によ

って作られたものと定められている。日本では、この2種類の高温乳酸菌に限らず、

種々の有用乳酸菌やビフィズス菌を用いた発酵乳も全てヨーグルトとしてとらえられて

いる。これらのヨーグルトは、いずれも酸味が強く、特有の風味を有するため、必ずしも

日本人の晴好性に合うものではない。また、近年の日本人の健康志向に合わせて整

腸作用などの生理機能をもつヨーグルトも多く開発されているが、その風味はこれまで

のヨ-グルトと類似している。このような背景から、今後の高齢化社会に向けて、健康

に良いおいしい発酵乳の開発が求められている。最近、新しいタイプの発酵乳として、

チーズのスターターに利用される中温乳酸菌Lactococcus lactisと従来からヨーグル

ト製造に使用されているS. thermophilusの組み合わせにより、 8時間以上の長時間

発酵させて製造した新規発酵乳が開発された。この新規発酵乳は、酸味が弱く、味が

マイルドであると同時に、ヨーグルト特有の発酵臭が弱いため、日本人の噂好性にあう

ことがわかってきた。しかし、新規発酵乳の風味特性並びに生体調節機能に関する研

究は全くなされていないのが現状である。

そこで本研究では、新規発酵乳の特性を呈味特性と生体調節機能から明らかにす

ることを目的とした。具体的には、新規発酵乳の呈味特性を検討するため、新規発酵

乳の各基本味を従来の短時間発酵ヨーグルト(以下、ヨーグルトとする)と官能検査に

より比較した。また、発酵過程で生成する呈味物質の変化を解析した。さらに、この新

規発酵乳の生体調節機能として、ストレス性胃潰癌形成抑制効果を検討した。

1.新規発酵乳の製造方法と呈味特性
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新規発酵乳は、原料乳を殺菌し、中温乳酸菌L. lactisと高温乳酸菌S

thermophilusを接種して、 38 ℃で16時間発酵して製造した.この時の、滴定酸度

は、 0.85±0.05%であった。一方、ヨーグルトは2種の高温乳酸菌(L. bulgaricusと

S. thermophilus)を接種し、 42℃で4-6時間発酵させて製造した。ヨーグルト製造に

おける発酵終了は、新規発酵乳と同じ滴定酸度になった時点とした。 2つの製品の呈

味特性を官能検査により比較した。その結果、新規発酵乳の方が、ヨーグルトより、酸

味が弱く、甘味があり、かつまろやかであると評価された。

2.新規発酵乳の呈味成分分析と呈味寄与成分の特定

(1)新規発酵乳とヨーグルトの呈味成分の分析

新規発酵乳およびヨーグルトに含まれる有機酸、糖、遊離アミノ酸およびペプチドの

含量を分析した。新規発酵乳の乳酸量は、ヨーグルトよりも少なく、逆にオロト酸量が

多いことが明らかとなった。また、ヨーグルトのみに検出される特定の有機酸の存在が

明らかとなったOこれらがヨーグルトの酸味の違いをもたらした要因の1つであると推定

された。

-　新規発酵乳に含まれる主な遊離アミノ酸量は、 Glu, Pro,AlaであったO一方、ヨー

グルトでは、これらのアミノ酸に加えて、各種アミノ酸が含まれていた。これらの遊離アミ

ノ酸の組成の違いが、両者の呈味性の違いをもたらしていると思われた。次に、

HPLCで両者に含まれるペプチドを解析した。いずれの製品でも、ペプチドは発酵時

間とともにピーク数の増加が認められた。特に、新規発酵乳では、発酵8から16時間

後にかけて複数のペプチドが増加しており、検出されたペプチドの種類は、ヨーグルト

に比べて多かった。近年、ペプチドは様々な呈味性に寄与することが知られていること

から、ペプチドが新規発酵乳の味のまろやかさに関与している可能性が示唆された。

このように、様々な呈味成分において、量的並びに質的違いが認められたので、新規

発酵乳とヨーグルトの呈味特性の違いを明らかにするため、呈味寄与成分の特定を試

みた。

(2)新規発酵乳の呈味特性寄与成分の特定

新規発酵乳とヨーグルトに含まれている呈味成分の分析値に基づいて、最も味-の
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寄与が大きいと考えられる有機酸あるいは遊離アミノ酸の再構成呈味液を作製した。

また、ペプチドの呈味-の寄与を評価するため、 2つの製品から、分子量1000以上

のペプチド画分を調製した。

新規発酵乳分析値に基づく乳酸溶液の酸味強度は、ヨーグルトの分析値に基づい

て作製されたものより有意に酸味が強いことが明らかとなった。各乳駿溶液-のオロト

酸の添加は、その酸味の強さを変化させなかったことから、両者の酸味強度の違いは

乳酸量の違いによることが明らかとなった。

次に、両製品の再構成遊離アミノ酸溶液とペプチド画分溶液の呈味性並びにそれ

らを酸味溶液に加えた時の呈味変化を官能検査によって評価した。再構成遊離アミノ

酸溶液およびペプチド画分溶液に、呈味は認められなかった。また、これらを酸味溶

液に加えても、それぞれの酸味強度に影響を与えなかった。

以上の結果から、新規発酵乳がヨーグルトに比べて、酸味が弱く、マイルドであった

主要な理由は、新規発酵乳で乳酸含量が少なかったことによると結論した。

3.新規発酵乳のストレス性胃潰疲形成抑制作用

1週間予備飼育したWister系雄ラット(7週齢)を24時間絶食させた後、温水

(23℃)に漬けて(水浸拘束)ストレスを発生させた。水浸拘束1時間前に、原料乳ある

いは新規発酵乳を経口投与した。これらを投与しないものをブランク群とした。胃潰癖

形成抑制作用は、 3時間の水浸拘束後、胃を摘出し、胃粘膜の障害度と血痕の長さ

で評価した。また、抑制作用のメカニズムを推定するために、カタラーゼ活性および

TBARSを測定した。

ストレスを受けたラットは、いずれの群でも出血が認められた。しかし、血痕の長さの

総和は、新規発酵乳および原料乳投与群で、ブランク群と比べて抑制された。活性酸

素の分解に関わるカタラーゼ活性は、いずれの群間でも有意な差が認められなかった。

一方、脂質酸化の指標であるTBARSは、原料乳および新規発酵乳群でブランク群よ

りも低い値を示した。以上の結果から、新規発酵乳は、胃の脂質酸化を抑制すること

により、ストレス性胃潰癖形成を抑制したと推察された。

4.新規発酵乳に含まれる抗酸化作用ペプチドの単離・同定
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新規発酵乳にエタノールを加えて除タンパクし、ペプチドを抽出した。このペプチド

溶液から、リノレン酸酸化系を用いて、抗酸化作用を評価すると共に、抗酸化作用を

有するペプチドを分画し、単離した。

調製したペプチド溶液は、 POVおよびTEARSともに、 0.1%ビタミンE溶液に匹敵

する強い抗酸化作用を示した。次に、これを限外ろ過膜で分画し、分子量1000以上

とそれ以下のペプチド画分を調製した。分子量1000以上の画分と以下の画分のいず

れにも、抗酸化作用が認められた。抗酸化作用ペプチドを単離するために、 1000以

上のペプチド画分をODSカラムで3つに分画した。このうち活性の高い画分から、 ll

のピークを分取した。さらに、活性の高い3つのペプチドを単離、プロテインシークエン

サーに供して解析した結果、 AQTQSLVYPFPGPIHN( β -casein f68-83) ,

LYQQPVLGPl β -casein 」207-215)が明らかなった.

まとめ

本研究において、中温乳酸菌Lactococcus lactisと高温乳酸菌Streptococcus

thermophilusの組み合わせにより製造された新規発酵乳の呈味特性を解析し、酸

味が弱く、マイルドな呈味特性を有することを明らかにした。また、この呈味特性が、従

来のヨーグルトに比べて、乳酸量が少ないことに起因すると推察された。さらに、新規

発酵乳が胃潰癌形成抑制作用を有することを明らかにし、その寄与成分とし2つの抗

酸化ペプチド単離・構造決定した。これらの成果は、高齢化社会に向けた健康でおい

しい新規発酵乳の機能特性を解明した点で、食品化学分野の発展に少なからず貢献

したものといえよう。
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