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研究成果の概要（和文）：ヤスダヨーグルトのMRSAに対する抗菌活性成分は、ヤスダヨーグルトに含まれる乳酸
菌Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricusが産生する 乳酸および過酸化水素であることが、本研究によ
り示唆された。　今回の研究期間中にヨーグルトの潰瘍性大腸炎術後「回腸嚢炎」に対する感染免疫学的効果を
検証するには至らなかったが、今後ヤスダヨーグルトによる回腸嚢炎に対する治療効果を検証する予定である。

研究成果の概要（英文）：This research suggests that the antibacterial active ingredient of Yasuda 
yogurt against MRSA is lactic acid and hydrogen peroxide produced by lactic acid bacteria 
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus. Now we plan to examine the immunological effects of the 
infection and the therapeutic effect of Yasuda yogurt on ileal pouchitis after surgery for 
ulcerative colitis.

研究分野：消化器外科・下部消化管外科

キーワード： ヨーグルト　MRSA　乳酸菌　乳酸　過酸化水素

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多剤耐性菌であるMRSAは、従来の抗生物質での感染制御が困難である。本研究により、ヤスダヨーグルトのMRSA
に対する抗菌活性成分が乳酸菌Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricusが産生する乳酸および過酸化水
素であることが示唆された。安価で安全性の高い食品であるヨーグルトがMRSAに対する抗菌効果を有すること
は、抗生物質が中心である現在の感染症治療に大きな変化をもたらす可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
プロバイオティクスであるヨーグルトの抗菌効果および腸内細菌叢是正効果に着目し、潰瘍
性大腸炎術後「回腸嚢炎」に対する感染免疫学的効果の検証を目的に研究を開始した。潰瘍性
大腸炎の炎症は本来大腸に限局するため、治療として大腸全摘を行う。残存した小腸を袋状に
形成して便貯留機能を備えた回腸嚢を作成するが、この回腸嚢に新たに持続性炎症をきたす病
態が回腸嚢炎である。回腸嚢炎の原因として異常増殖した腸内細菌感染が示唆されているが、
回腸嚢炎に対する抗生物質の効果は限定的である。理由として、抗生物質による腸内細菌叢バ
ランスの崩壊が示唆されている。 
一方、ヨーグルトは腸内細菌叢バランスの是正効果を有することが示唆されている。さらに、
我々はすでに予備試験により新潟県産のヤスダヨーグルト（以下、YYG）が MRSA に対して
非常に強い抗菌活性を示すことを明らかにしていた。すなわち、ヨーグルトは回腸嚢炎の理想
的な治療法となる可能性がある。 
そこでヨーグルトによる回腸嚢炎治療の実現に向けて、まずはヤスダヨーグルトの MRSA
に対する抗菌活性の機序を解明することに着手した。 
 
 
２．研究の目的 
 

YYGのMRSAに対する抗菌活性成分を同定すること。 
 
 
３．研究の方法 
 
① 抗菌活性の評価：MRSA 菌液を OD600 が 0.1 となるよう調整し、BHI 寒天培地上に塗布
した。その後、抗菌活性を調べたい検体を培地上に直接 50μl 滴下、または培地上に作成した
7mm径の孔内に 200μl滴下した。37℃・12時間の好気培養後に阻止円の有無・径を評価した。 
 
② YYGの遠心分離成分の抗菌活性の評価：YYGを 4000bpm・15分で遠心分離を行い、得ら
れた上清および沈澱物成分についてそれぞれ抗菌活性を評価した。 
 
③ 抗菌活性を示す乳酸菌の YYGからの分離：MRSA菌液を添加した MRS寒天培地に YYG
を塗布し、37℃・24 時間の好気培養を行った。阻止円を有するコロニーを採取し、それらを
MRS液体培地により各種条件下で培養した。増殖した乳酸菌に関して16S-rDNA解析を行い、
抗菌活性を示す乳酸菌を同定した。 
 
④ 乳酸菌が産生する抗菌活性成分の抽出：上記③で単離培養した乳酸菌をMRS液体培地で各
種条件（好気／嫌気培養、6-48時間、遮光の有無など）で培養した。後に培養液を 4000bpm・
15分の条件で遠心分離し、抗菌活性を評価するための上清を得た。 
 
⑤ 乳酸菌が産生する抗菌活性成分の同定：上記④で得られた上清に加熱・限外濾過・消化液曝
露等の負荷を与えることによる抗菌活性の変化より、抗菌活性成分の推定を試みた。 
 
⑥ 培養条件が乳酸菌増殖に与える影響：下記 1)2)の諸条件下での培養により得られた乳酸菌
培養液の OD600，および遠心分離（4000  rpm，15分）後の上清の pHおよびMRSAに対す
る阻止円径を測定し、MRSA に対する抗菌活性を評価した。培養液 OD600 および培養液上清
pHの差は Mann-Whitneyの U検定を、培養液上清 pHと阻止円径との相関は Pearsonの相
関係数により解析した。 
1) 通気条件：単離・同定した乳酸菌を 48時間静置または振盪培養（37℃，好気条件）した。 
2) 酸素濃度：好気培養は室内気における培養とした。嫌気培養はアネロパック・ケンキ（三
菱ガス化学）を用いた。単離・同定した乳酸菌を 37℃、静置条件下で 48 時間好気または
嫌気培養した。 
 
 
４．研究成果 
 
① 抗菌活性の評価：上記方法で適切に抗菌活性を半定量的に評価することができた。 
 
② YYGの遠心分離成分の抗菌活性の評価：YYGの遠心分離成分のうち、沈澱物に強い抗菌活
性を認めた。また YYG をビーズスマッシュした後に遠心分離すると、沈澱物の抗菌活性は消
失することがわかった。これらの結果より、抗菌活性成分は YYG に含まれる乳酸菌が産生し
ている可能性が示唆された。 



 
③ 抗菌活性を示す乳酸菌の YYGからの分離：
16S-rDNA 解 析 の 結 果 、 Lactobacillus 
delbrueckii subsp. Bulgaricus (以下、LDB菌）
を同定した（図 1）。 
 
 
 
 
④  乳酸菌が産生する抗菌活性成分の抽出：
LDB 培養液を 37℃、好気条件下で静置培養し
た結果、18-24 時間経過時より培養液 OD600
および上清 pHがプラトーに達することが判明
した（図 2）。24 時間静置培養（37℃，好気条
件）した LDB培養液上清を遠心分離（4000 rpm，
15分）した結果、抗菌活性を示す上清を得るこ
とができた。 
 
 
⑤ 乳酸菌が産生する抗菌活性成分の同定：
上記④で得られた上清を加熱処理した結果、
95℃10 分までの加熱では抗菌活性が保たれ
ることがわかった（図 3）。また、限外濾過を
行った結果、抗菌活性成分は 3kDa以下の小
分子物質であることがわかった（図 4）。 

HCl または NaOH により上清の pH を変
化させると、pH と抗菌活性に負の比例関係
を認めた（図 5）。さらに、各種消化酵素に暴
露させた結果、ペプシン・トリプシン・キモ
トリプシン・胆汁添加では抗菌活性が保たれ
たが、カタラーゼ添加により抗菌活性は著明
に減弱した（図 6）。 
 以上より、YYGの産生する LDB菌が産生
する乳酸および過酸化水素が、MRSAに対す
る抗菌活性を示すことが示唆された。 
 
 
⑥ 培養条件が乳酸菌増殖に与える影響： 
1) 通気条件：静置培養は振盪培養と比べて
LDB培養液 OD600が有意に高値であり（P = 
0.002）、LDB培養液上清 pHが有意に低値で
あり（P = 0.002）、LDB培養液上清のMRSA
に対する抗菌活性が大きかった（P = 0.002）
（図 7）。 
 
2) 酸素濃度：嫌気培養と好気培養では LDB
培養液 OD600、LDB培養液上清 pH，および
LDB培養液上清のMRSAに対する抗菌活性
に有意差を認めなかった（P = 0.310，P = 
0.589，P = 1.000）（図 8）。 
 
3) LDB 培養液の上清 pH と阻止円径との間
に強い負の相関関係を認めた（相関係数 = 
-0.875，P < 0.001）（図 9）。 
 
【まとめ】ヤスダヨーグルトの MRSA に対
する抗菌活性成分は、ヤスダヨーグルトに含
まれる乳酸菌 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricusが産生する 乳酸および過酸化水素
であることが、本研究により示唆された。 今回の研究期間中にヨーグルトの潰瘍性大腸炎術
後「回腸嚢炎」に対する感染免疫学的効果を検証するには至らなかったが、今後ヤスダヨーグ
ルトによる回腸嚢炎に対する治療効果を検証する予定である。 
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