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Lactobacillus plantarum HOKKAIDO has β-glucosidase
 

activity that hydrolyzes isoflavone glucosides to their corre-

sponding aglycone forms,and the apparent substrate specificity
 

of this activity from the highest to the lowest, was daidzin,

genistin, and glycitin. When soymilk was fermented by the
 

HOKKAIDO strain at 30℃ for 72h,approximately 90% of the
 

daidzin was hydrolyzed to daidzein after 24h, and similarly,

genistin was hydrolyzed to genistein after 48h. These two
 

isoflavone glucosides exist as one major isoflavone compound
 

in soymilk. During the fermentation over 72h,the concentra-

tion of isoflavone aglycones in soymilk was increased from 2

μg/ml to 116μg/ml. These results indicate that the HOK-

KAIDO strain has a great ability for the enhancement of
 

bioactive isoflavones(aglycone forms)in soymilk fermentation.

大豆は栄養価に優れた食素材であり，世界的に重要な

作物である．また，最近はエストロゲン様の生理作用を

もつイソフラボンを多く含むなど機能性素材としても注

目されている．

大豆には乾燥重量当たり0.1％以上のイソフラボンが

含まれ，構成成分としてはゲニステイン，ダイゼイン，

グリシテインおよびそれらのグリコシル配糖体であるゲ

ニスチン，ダイジン，グリシチン，さらに，それらのア

セチル配糖体およびマロニル配糖体の12種類が存在す

る．多くはマロニル配糖体などの配糖体として存在し，

遊離のアグリコンは非常に少ない が，マロニル配糖体

は不安定で，熱や物理的処理により容易にグリコシル配

糖体に分解されることが知られている ．そのため，加熱

殺菌を伴う豆乳などではグリコシル配糖体が多くなって

いる．

イソフラボンの機能性として，ガン細胞増殖の抑

制 ，循環器疾患の予防 ，骨粗鬆症の予防 等が報

告されている．しかし，大豆中のイソフラボンの主要構

成成分であるイソフラボン配糖体の腸内吸収は，アグリ

コンに比べて非常に弱いことが知られており ，摂取さ

れた食品中のイソフラボン配糖体が体内で吸収されるた

めには，腸内フローラを構成する微生物によって糖鎖が

切り取られたアグリコンに加水分解される必要があ

る ．

大豆を主成分とする味噌やテンペなどの発酵食品で

は，Aspergillus oryzae，Rhizopus oligosporusなどの微

生物の働きにより，イソフラボン配糖体のβ-グルコシド

結合が加水分解されることが知られている ．これらの

アグリコンをイソフラボンの主要構成成分とする発酵食

品では，イソフラボンが腸内環境に影響されず，そのま

まの状態で迅速に腸管から体内吸収される．

我々は漬物から新たな Lactobacillus属乳酸菌を分離

し，Lactobacillus  plantarum HOKKAIDO（HOK-

KAIDO株）と名付けた．HOKKAIDO株は植物原料を良

く発酵し，豆乳を用いた場合にはHOKKAIDO株の単一

菌株で嗜好性に優れたヨーグルト様の発酵豆乳ができ，

この食品がシンバイオティクスとして機能することが示

唆された ．本研究では，当該発酵豆乳の更なる機能性成

分としてイソフラボンに注目し，HOKKAIDO株のβ-グ

ルコシダーゼ活性およびイソフラボンに対する基質特異

性を明らかにするとともに，HOKKAIDO株により製造

した豆乳発酵物のイソフラボン組成を調べた．

1．実験方法

⑴ 供試乳酸菌および培養条件

供 試 乳 酸 菌 HOKKAIDO株 は MRS液 体 培 地

（Lactobacilli MRS broth，Difco）を用い，35℃，24時

間培養した．培養液は5,000×g，20分間，遠心分離した

後，菌体をリン酸緩衝生理食塩水に懸濁し，同溶液で３

度遠心洗浄後，以下の実験に供した．

⑵ β-グルコシダーゼ活性の測定

HOKKAIDO株のβ-グルコシダーゼ活性は，0.1M リ

ン酸ナトリウム緩衝液（pH7.2）に懸濁した乳酸菌液0.1

mlと同緩衝液に溶解した1mM p-ニトロフェニール-β-

D-グルコシド（pNPG，Sigma）0.2mLの混合液を調製

し，当該混合液を35℃で一定時間インキュベーションし

た後，反応液に0.5M Na CO の2.5mLを添加するこ

とで酵素反応を停止した．遊離したp-ニトロフェノール

量は分光光度計（UV-1200，島津）を用い，Ａ によっ

て測定した．検量線はp-ニトロフェノール（Sigma）を

標準品として作製した．酵素活性の1Uは１分間で1

μmolの p-ニトロフェノールが生成する酵素量と定義し

た．
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⑶ イソフラボン配糖体の加水分解

HOKKAIDO株（１×10 CFU/mL）50μL，70％エタ

ノールに溶解したイソフラボン配糖体（1mg/mL濃度

のゲニスチン，ダイジンまたはグリシチン，和光純薬）

10μL，50mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH7.2）40μL

を混和し，35℃で24，48，72時間インキュベーションし

た．反応混合液は遠心分離（8,000×g，15分間）により

固液分離し，上清をシリンジフィルター（ポアサイズ

0.45μ，Millipore）で濾過後，HPLCに供した．

⑷ 発酵豆乳サンプルの調製

豆乳（無調整，市販品）にHOKKAIDO株を１×10

CFU/mLとなるように添加し，24，48，72時間，30℃で

発酵後，凍結乾燥機（LL-6，LABCONCO）にて凍結乾

燥サンプルを調製した．

⑸ イソフラボンの抽出

扇谷らの報告 を参考に，各々の凍結乾燥サンプルか

ら室温で24時間，10倍量（W/V）の70％エタノールで

抽出した可溶性画分を遠心分離（8,000×g，15分間）に

より回収し，シリンジフィルター（ポアサイズ0.45μ）

で濾過後，HPLCに供した．

⑹ HPLC分析

HPLC分 析は TOSOH ODS-100Vカ ラ ム（150

mm×4.6mm I.D.）を装備したHPLC（東ソー）にて実

施した．溶離液には0.1％酢酸を含むアセトニトリル（A

液）と0.1％酢酸を含む純水（B液）の混合液を用い，A

液の10％→35％直線濃度勾配（50分間）で溶出し，その

後，35％を保持（10分間）させた．注入量は10μL，流

速は1mL/分とし，イソフラボンを260nmの吸光度で

検出した．各イソフラボン濃度は，各標準品（和光純薬）

のピーク面積と比較して算出した．

2．実験結果および考察

⑴ HOKKAIDO株によるイソフラボン配糖体の加

水分解およびβ-グルコシダーゼ活性

HOKKAIDO株を液体培地で培養した場合，β-グルコ

シダーゼ活性は培養液中には認められず，細胞表層に当

該酵素を保持しているというデータ（中川未発表）を得

ていることから，本研究においては，MRS液体培地にて

生育させた菌体そのものを酵素標品として使用した．当

該酵素活性は，菌数１×10 CFU/mLまでは検出限界以

下であったが，それ以上では菌数依存的に増加し（図1），

菌数１×10 CFU/mLでは300mUであった．β-グルコ

シダーゼ活性と反応時間との関係では，図2に示したよ

うに，p-ニトロフェノール量は時間経過と共に増加し，

120分間でほぼ飽和状態に達した．次に，同酵素による各

種イソフラボン配糖体に対する加水分解速度を調べた．

すなわち，イソフラボン配糖体（ゲニスチン，ダイジン

またはグリシチン）を菌体と共に72時間までインキュ

ベーションし，アグリコン化の程度を調べた．図3に示

したように，72時間後のアグリコンの割合は，それぞれ，

ダイジン（36.9％），ゲニスチン（23.9％），グリシチン

（5.9％）となり，グリシチンのアグリコン化の程度が非

常に低かった．

⑵ 発酵豆乳中のイソフラボン組成

HOKKAIDO株での発酵による豆乳中のイソフラボ

ン組成の変化を調べた．発酵時間は24，48，72時間とし

た．発酵前の豆乳中では約200μg/mlのイソフラボンが

含まれ，中でも配糖体であるゲニスチン，ダイジンの割
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図 1 菌体数依存的 -グルコシダーゼ活性
酵素反応は，0.1M リン酸ナトリウム緩衝液（pH7.2）に

懸濁し，所定量に調製した乳酸菌液0.1mLと同緩衝液に溶
解した1mM p-ニトロフェニール-β-D-グルコシド0.2mL
の混合液を用い，35℃で30分間行った．

図 2 -グルコシダーゼ反応の経時変化
酵素反応は，0.1M リン酸ナトリウム緩衝液（pH7.2）中に

懸濁した乳酸菌液（５×10 CFU/mL）0.1mLと同緩衝液
に溶解した１mM p-ニトロフェニール-β-D-グルコシド
0.2mLの混合液を用い，35℃で120分間まで行った．
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合が高く，それぞれ34％，22％であった．しかし，グリ

シチンは僅か１％であった．

発酵24時間後にはダイジンの約90％がアグリコンの

ダイゼインに変換された．また，48時間後にはゲニスチ

ンの約90％がアグリコンのゲニステインに変換された．

グリシチンは72時間後でも殆どが残存していた．豆乳中

にそれぞれ27％，13％含まれていたマロニルゲニスチン

およびマロニルダイジンは，発酵後もほぼ全量が残存し

ていた（表1）．

発酵豆乳におけるイソフラボン配糖体のアグリコン化

の結果は，HOKKAIDO株由来β-グルコシダーゼのイソ

フラボン配糖体に対する加水分解特性（すなわち，ダイ

ジン＞ゲニスチン＞グリシチン）を反映しており，菌体

数およびβ-グルコシダーゼ活性と豆乳中のイソフラボ

ン配糖体の加水分解率との間に相関が見られた．

味噌，納豆，テンペなどの発酵食品では，未発酵大豆

に比較して，イソフラボンのアグリコン化やトリヒドロ

キシイソフラボンの生成などにより抗酸化性が高まるこ

とが示されている ．Matsudaら は，イソフラボン

配糖体（ダイジンおよびゲニスチン）を用いて

Lactobacillus casei subsp. rhamnosus由来β-グルコシ

ダーゼの基質特異性を調べており，p-NPGを100％とし

た場合，ダイジンで62.0％，ゲニスチンで56.7％の加水

分解率であることを示した．また，Pyoら は，豆乳発

酵物からゲニステイン及びダイゼインを得るためのス

タータ乳酸菌取得のため，乳酸菌31種のβ-グルコシ

ダーゼ活性を測定し，活性の高い４系統を選抜した．そ

れらは Lactobacillusに属する２系統及び Bifidobacter-

iumに属する２系統であり，これらの系統は24～48時

間以内にダイジンおよびゲニスチンの殆どをアグリコン

に加水分解したことから，豆乳発酵における生物活性（腸

内吸収効率に優れる）イソフラボンの強化に有望である

と報告している．HOKKAIDO株も同様にダイジンおよ

びゲニスチンを24～48時間以内にアグリコンに加水分

解したことから，これらの乳酸菌株に匹敵する能力を有

していると考えられる．実際に，72時間の発酵により，

豆乳中のイソフラボンの約58％（116μg/ml）がアグリコ

ンとなった．

本試験において，発酵豆乳中のマロニル配糖体は発酵

前と同量残存していた（41％，82μg/ml）ことから，

HOKKAIDO株がマロニル配糖体を加水分解しないこ

とが解った．Otienoら は，腸内フローラを構成しプロ
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図 3 HOKKAIDO株によるイソフラボン配糖体の加
水分解

（A）ダイジン，（B）ゲニスチン，（C）グリシチン
反応液中のイソフラボン濃度：0.1mg/ml

表 1 HOKKAIDO株での発酵による豆乳中のイソフラボン組成の変化※

発酵時間（h) マロニルダイジン ダイジン ダイゼイン マロニルゲニスチン ゲニスチン ゲニステイン グリシチン グリシテイン

0 13 22 1 27 34 1 1 0

24 14 2 20 28 11 24 1 0

48 14 0 22 28 4 32 1 0

72 13 0 22 28 0 36 1 0

※値は相対量（％）で示した．このとき，イソフラボン総量は約200μg/mlであった．
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バイオティクスとして有望な Lactobacillus属乳酸菌５

株と Bifidobacterium１株を用いて大豆イソフラボンの

加水分解を調べたところ，本研究結果と同様に，マロニ

ル配糖体の含量に変化がなかったことを報告した．これ

らの事実から考えると，一般的に乳酸菌などの細菌類は

マロニル配糖体を分解できないことが示唆されている

が，マロニル配糖体が加熱に対して不安定であり，容易

にグルコシル配糖体に変わること から，発酵豆乳の製

造において，十分な加熱処理工程を導入することで，マ

ロニル配糖体がHOKKAIDO株で加水分解されず残存

する問題は解消されると考えられる．

最近，アグリコンであるダイゼインが腸内フローラに

おいて，より強力なエストロゲン作用や抗酸化性を有す

るエコールに代謝されることが示されている ．HOK-

KAIDO株のβ-グルコシダーゼはダイジンの分解活性に

優れ，豆乳の発酵においても迅速にダイゼインを生成さ

せたことから，HOKKAIDO株による発酵豆乳は腸内に

おけるエコール産生を高める食品であると思われる．

また，HOKKAIDO株は生きたまま腸まで到達するこ

とが示唆されている ことから，本菌の生菌の摂取に

よりイソフラボン配糖体の腸内での効率的なアグリコン

化も期待される．

以上から，HOKKAIDO株による発酵豆乳の健康食品

としての利用が望まれる．

3．要 約

Lactobacillus plantarum HOKKADO（HOKKAIDO

株）のβ-グルコシダーゼ活性および同菌株で製造した豆

乳発酵物のイソフラボン組成を調べた．HOKKAIDO株

由来β-グルコシダーゼはイソフラボン配糖体を基質と

したとき，その基質特異性はダイジン＞ゲニスチン＞グ

リシチンの順で高かった．

また，HOKKAIDO株での発酵前後における豆乳中の

イソフラボン組成の変化を調べたところ，ダイジンは発

酵24時間後に，ゲニスチンは発酵48時間後にほぼ90％

がアグリコンに変換された．

これらの結果から，豆乳をHOKKAIDO株で発酵させ

ると，HOKKAIDO株由来－グルコシダーゼにより，イ

ソフラボン配糖体が体内吸収に優れるアグリコンに効率

良く変換されることが示された．
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