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研究成果の概要（和文）：我々は、メガロ糖（MS; 10-200残基の単糖から構成）にBCS IIに属す化合物（難水溶
性・高膜透過性の薬剤など）を可溶化する画期的な機能を見出した。一方、難溶性ベンジル系アゾ色素もBCS II
に属し、かつ「東南アジア諸国における代表的な環境汚染物質」である。MSとアゾ分解酵素を組合せることで、
アゾ色素の可溶化とそれによる酵素分解ができる。本研究では、高機能な新奇MSの作製および分解工程の改良
で、アゾ色素汚染土壌の浄化（色素分解）に成功した。

研究成果の概要（英文）：We have found that the megalosaccharide (MS; a carbohydrate composed of 
10-200 monosaccharides) displays the excellent function that can solubilize compounds belonging to 
BCS II: e.g., water-insoluble and membrane-permeable drugs. Practical water-insoluble azobenzene 
dyes, which are also classified into BCS II, are typical environment pollutants in Southeast Asian 
countries. Azo dyes solubilized by MS can be degraded by azoreductase (azo dye-decomposition
enzyme). In this study, we produced novel MS with high functionality and improved process to 
decompose azo dyes in soil, both of which succeeded in degradation of azo dyes contaminated in soil.

研究分野：生物化学

キーワード： メガロ糖　色素汚染　問題解決型研究

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果の学術的意義として、MSが示すBCS II化合物の可溶化に関する分子機構（疎水と親水の両領域による
可溶性のMS-BCS II複合体を形成）が解明された。また、高疎水領域を有するMSの利点と欠点（前者は高疎水性
のBCS II化合物を可溶化、後者はアゾ分解酵素を阻害）が判明でき、MSの基本的性質が究明された。社会的意義
としては、難溶性の高機能食素材であるクルクミンを可溶化でき、用途拡大に寄与した。また、環境汚染を招く
土壌アゾ色素の分解プロセスを確立できた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
研究開始において、我々は有望な糖質である「メガロ糖」に注目し研究を行っていた。メガロ
糖は『構成単糖のユニット数（重合度）が 10〜200』を指す科学用語として 約 60年前の 1953年
に定義された[Thoma JA, et al., 1953; Lang W, et al., 2022]。すなわちオリゴ糖（重合度が 9以下）
と多糖（200以上）の中間サイズをカバーする糖質であったが、製造技術が開発できない状態が
続き 用語自体も死語となっていた。 
我々は多糖合成酵素を用いて世界で初めてメガロ糖（図１-A; α-1,6および α-1,4グルコシド糖
鎖がそれぞれ 9および 3残基）の生産に成功し、機能解析を行うことができた。興味深いことに
『疎水性の化合物を可溶化する優れた能力』が認められた。すなわち低溶性フラボノイドである
ケルセチンを可溶化し小腸吸収を増加させ [Shinoki A, et al., 2013]、難溶なベンジル系アゾ色素
を可溶化させることでアゾ分解酵素の作用を促進した [Lang W, et al., 2014]。特に後者は色素汚
染の問題解決を示唆する重要なデータである。また不溶性の薬剤であるイブプロフェンを水溶
化した。一方、医薬品などは水溶性と膜透過性の観点から４クラスに分類（BCS I〜IV）できる
ことが知られている。特に難水溶性・高膜透過性を示す BCS IIのカテゴリーには生理的に重要
な化合物が属する（薬剤の約 80％や多くの食品素材）。上述の３化合物は BCS II に類別される
ことから『メガロ糖は難水溶性 BCS II 化合物を水溶化させ、生体利用を高める画期的な機能を
持つこと』が判明した。本現象はオリゴ糖（重合度が 2〜9）や多糖（重合度 200 以上）には微
弱であり、メガロ糖のみに認められた。すなわち「糖質の機能がサイズ依存的」を発見したこと
を意味する。さらに BCS IV化合物（難水溶性・難膜透過性）も水に不溶であることからメガロ
糖による可溶化も期待された。 
この優れた性質の応用性は注目すべきであり、難溶性のアゾ色素を可溶化することでタイな
どのアジア諸国で課題となっている色素汚染を解消できる可能性が想定された。一方、自然に放
たれたアゾ色素の分解に多くの研究者が挑戦したが、成功に至らない robustな課題である。我々
の成果 [Lang W, et al., 2014] は成功への示唆を示す数少ない例となった。しかし当時は「メガロ
糖が示す BCS II化合物可溶化の分子機作（アゾ色素の可溶化機構）」が不明であった。従って、
図１-Aの従来型メガロ糖を上回る新型タイプの存在も予想され（図１-B）、それを裏付ける予備
的な知見も得られていた [キシログルカン（XG）由来のメガロ糖; Lang W, et al., 2023b]。我々は、
まず可溶化の機構解明を目指した。得られた結果をもとに効率的な利用法を確立させ、問題解決
を図ることにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
前項でも述べたが、本研究の目的はメガロ糖が示す難溶性化合物の可溶化機構を解明し、その

応用としてアゾ色素を水溶化させ酵素分解する。具体的には、以下の３点となる。 
（１）新奇メガロ糖の検索： 難溶性化合物を可溶化できる新奇のメガロ糖をタイに生息する植
物を中心に検索する。 
 
（２）可溶化機構の解明： 得られた新奇メガロ糖が示す可溶化機構を究明し、さらに当該機構
に基づいたメガロ糖を再構築する。 
 
（３）土壌アゾ色素の可溶化と酵素分解： 土壌中のアゾ色素をメガロ糖で可溶化させ、酵素分
解を促進させる。 
 
３．研究の方法 
（１）メガロ糖の構築 
① XGからのメガロ糖： タイに自生する植物を細断・加熱（121°C; 15 min）し、Liらの方法 [Li 
A, et al., 2009] に従いアルカリ抽出・アミラーゼ処理・CaCl2と I2/KI 沈殿・陰イオン交換分離で
XGを調製した。マメ科植物であるタマリンド由来の XGは市販品も利用した。XGからのメガ
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図１. メガロ糖の模式図 

(A) 従来型メガロ糖： α-1,6 グル

コシド糖鎖（白丸）の還元末端に

α-1,4 グルコシド糖鎖（黒丸）が結

合。斜線を付した黒丸は還元末端

のグルコース残基。数値は平均残

基数。   

(A) (B) 

(B) キシログルカンから作製したメガロ糖： 丸は β-1,4 グルコース, 三角はキシロース, 四角はガラク

トース, 菱形はフコース, 五角形はアラビノースの各単糖ユニットを表示。 
(C) グルコース型の新奇メガロ糖（N-IMS）： 構造の説明は、パネル(A)に準じる。 
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ロ糖調製は HCl あるいはセルラーゼの部分分解処理で行い、アルコール分画および膜分離（1 
kDaの分画分子量）で単離した [Lang W, et al., 2023b]。 
② グルコース型の新奇メガロ糖（図１-C）： α-1,6グルコシド糖鎖（デキストラン型糖鎖）の非
還元末端に α-1,4 グルコシド糖鎖を有する新奇メガロ糖は、我々の手法で作製した [Lang W, et 
al., 2023a]。これを N-IMSと仮称する。 
 
（２）メガロ糖による可溶化試験： 一定濃度のメガロ糖を含む水溶液に難溶性化合物を加え、
混合・静置後に、遠心分離を行う。上清中に溶解している難溶性化合物を比色や HPLC 法により
定量した [Lang W, et al., 2023a, b]。なお、一連の操作は 25°Cで行った。XGで可溶化した化合物
も同様に測定した。 
 
（３）メガロ糖存在下でのアゾ色素分解： アゾ色素の土壌結合体からの回収は、KOHを用いた
アルカリ抽出および有機溶媒抽出（クロロホルム/水/メタノール/アセトン; CWMA, 1:1:1:1, v/v）
を試したが、効率の良い後者の CWMA 法を使用した [Imran M, et al., 2015; Lang W, et al., 2023a]。
有機溶媒を除去させたアゾ色素をアゾ還元酵素の分解処理に供した。本酵素反応は NADH2+を必
要とするのでグルコース脱水素酵素をブドウ糖に作用させ同時供給した。詳細な反応条件は、報
告を参照されたい [Lang W, et al., 2023a]。 
 
４．研究成果 
（１）XGからのメガロ糖の調製： まず植物多糖に注目し予備実験を行った。すなわち XG・カ
ラギーナン・グアーガム・アラビアガム・ペクチン・アミロペクチンについて、BCS II化合物で
ある食品素材やアゾ色素に対する可溶化を調べた。XGに高い水溶化能が認められた。一方、タ
イに生息する植物には XGが広く含まれている。特にマメ科植物は農業廃棄物にされており、当
該サンプルから十分量を確保できることが判明した。そこでマメ科に属するタマリンド由来の
XG を HCl やセルラーゼの部分分解に供し、メガロ糖を調製した。BCS II 化合物に対する可溶
化を調べると、HCl分解で得たメガロ糖（HCl-XMS）は可溶化能を失い、セルラーゼ調製メガロ
糖（Cel-XMS）が高い水溶化能を示した。XGはグルコース・キシロース・ガラクトース・アラ
ビノースから構成されているが、両メガロ糖を単糖分析すると、HCl-XMS ではアラビノースが
脱落消失し、ガラクトースやキシロースの含有量も減少した。これらの単糖結合は酸分解に弱い
ので脱離したが、グルコースの結合は安定なため残存した。これは水難溶な β-1,4グルコースの
含量割合の増加を意味し、その増加による不溶化作用で HCl-XMSが水溶化能力を失ったと考え
られた。一方、Cel-XMSの単糖構成には大きな変化がなく、水溶化能を保持したと思われた。 
さらに興味深いことに、Cel-XMS はアゾ色素よりも食品素材であるクルクミンの水溶化に対
して大きな作用を示した。このクルクミン可溶化は、研究開始当初において予期していない現象
であった。クルクミンはアゾ色素に比べて疎水性が高いので、Cel-XMS も同様に高い疎水力を
有することで複合体を形成すると推察された。本食品素材は、抗酸化などの有用な効果を示すが、
難水溶性のため使用用途に制限がある。当該問題の打開も重要であり、解決を図らねばならない。 

 
（２）Cel-XMSが示す可溶化機構： メタノールを用いたアルコール分画で Cel-XMSを分離する
と メタノール 60～70％および 80～95％の画分に、高い可溶化能を示す２つのメガロ糖標品
（XMS-A と XMS-B）が認められた。XMS-A および XMS-B を HPLC 単離後に質量解析や構成
単糖分析した。XMS-Aは平均重合度 16.2であったが、構造が異なる２つのメガロ糖を含んでい
た。XMS-Bは平均重合度 17.2の単一成分であり、その可溶化能力は XMS-Aの約２倍を示した。
その構造が Gal3Glc8Xyl6であることから、含有量が高いキシロースが疎水性を発揮し、ガラクト
ースが水分子との親和性を高めていると考えられた。これらの結果は『メガロ糖に疎水領域と親
水領域（キメラ構造）があり、前者が BCS II化合物と複合体を形成し、後者が複合体自体を可
溶化する機構』を示唆している。 

XMS-Bは高機能であるが、単離は難
しい。従って利用を考えた場合、XMS-
B を多く含む画分をアルコール分画で
Cel-XMSから直接分離することが望ま
しいと考えられた。その結果、メタノ
ール 60～75％の分画で得られた平均
重合度 19の画分にXMS-Bが多く存在
することが判明し、BCS II化合物（ク
ルクミン）を可溶化できた（図２-A）。
その 10%濃度で約 25 倍、50％濃度で
180 倍以上の可溶化能力（水に対する
溶解度を１とした）を示し、後者の濃
度では本化合物が持つ黄色の色調を呈
した（図２- B）[Lang W, et al., 2023a]。
従って、XGメガロ糖は極めて難溶性 

(B) 

図２. Cel-XMS のクルクミン可溶化  (A) 可溶化曲線。(B) 
可溶化されたクルクミンが示す黄色の色調。 
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のクルクミンを溶解することが確認さ
れた。一方、本メガロ糖はアゾ色素に
対して高い可溶化能を示さなかった
（10%濃度で１.2 倍以下）。アゾ色素は
クルクミンより親水性が高いため、疎
水性力による複合体形成能（すなわち
「メガロ糖-アゾ色素の複合体」形成能）
が低いことが原因と予想された。これ
は『メガロ糖が有する疎水力によるリ
ガンド識別機構』の存在を意味する。 
 
（３）新奇なメガロ糖 N-IMSの構築と
アゾ色素の可溶化： XGメガロ糖のア
ゾ色素水溶化能は低く、高機能なメガ
ロ糖の開発が求められた。その際に、 
前述のキメラ構造機構とリガンド識別
機構を考慮し、新しいメガロ糖である
N-IMS を構築した（図１-C）。15 残基
からなる α-1,4 グルコシド糖鎖はヘリ
ックス構造を形成し、アゾ色素分子を
包接する。また、35残基の α-1,6グル
コシド糖鎖は複合体の可溶化を促進す
る。すなわち『包接機能を持つキメラ
分子』である。興味深いことに、α-1,4
糖鎖は１分子のアゾ色素分子をエカト
リアル方向に包接することが示された 
[Lang W, et al., 2023a]（図３-Cに包接の
模式図を表示）。 
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図３. アゾ色素の構造（A）、水溶性（B）および酵

素分解（C）  (a) AV, (b) ER, (c) MR, (d) MY。(B), 
溶媒は水（白丸）と緩衝液（黒丸, pH 6.0）[Lang W, 
et al., 2023a]。 
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図４. アゾ色素の N-IMS によ

る可溶化（左パネル）と酵素分

解（右パネル） 
(A)と(B), AV; (C)と(D), ER; (E)
と(F), MR; (G)と(H), MY。用い

た N-IMS の濃度は 0 mM（ii）・
1 mM（iii）・5 mM（iv）・10 mM
（v）・20 mM（vi）で pH 6.0 の

緩衝液を使用した。 (i)は緩衝

液の代わりに水を用い、N-
IMS は使用しなかった。 
 



 

 

アゾ色素に、アゾバイオレット（AV）・エチルレッド（ER）・メチルレッド（MR）・メチルイ
エロー（MY）を用い、可溶化を測定した（構造は図３-A）。陰イオン性の AV・ER・MRおよび
陽イオン性のMYは水中や緩衝液（pH 6.0）中で微かではあるが可溶化したが、MYの水溶化は
低かった（図３-B）。一方、N-IMS は XGメガロ糖より高い水溶化能力を示したので、本メガロ
糖を用いることにした。 
 
（４）N-IMS 存在下におけるアゾ色素の酵素分解： 次に土壌中に含まれたアゾ色素を対象にし
た。当該アゾ色素に対し、N-IMS可溶化による溶脱を試みたが、アゾ色素は土壌成分と強固な複
合体を形成し、効率的な溶離効果が得られなかった（XGメガロ糖も同様に好ましい結果を与え
なかった）。そこで、事前に溶脱ステップを施し、回収したアゾ色素に N-IMS可溶化および酵素
分解を実施することにした。まず、アゾ色素の土壌複合体を 0.1 M KOHによるアルカリ処理に
供した結果、AV・ER・MRの回収に成功したが、陽イオン性のMYが抽出されなかった。CWMA
法では、全てのアゾ色素に対し、高収率の回収が観察された [Lang W, et al., 2023a]。この際にMY
は土壌 pHの影響を受け、酸性化では抽出されず、中性下で高回収となった。 
回収したアゾ色素を pH 6.0で N-IMS（0〜20 mM）存在下で可溶化を試みると、図４-Aにある
ような時間依存的なシグモイド曲線を与えた。これは、N-IMSが色素の固相表面に作用後に、複
合体を形成し可溶化する過程を示しており、最終的に一定値に達する。その値は N-IMS の濃度
依存的に増加し、高濃度の N-IMS ではより水溶化が進行した。この状態に、アゾ還元酵素（グ
ルコース脱水素酵素を共存）を作用させた。AV・ER・MR は完全分解したが、MY の分解に遅
延が認められた（図４-B）。これには、２つの理由が考えられた。１つは、用いたアゾ還元酵素
の低い基質特異性（すなわち MY に低分解）であり、他方は N-IMS が MY を包接させ（図３-
C）、酵素分解からの防御現象である。 
本研究の実施中に生じた COVID災禍で海外渡航に制限がある厳しい状態が続き、タイでのア
ゾ色素分解試験が大幅に遅れた。しかしながらタイ研究協力者との共同を行い、前述の手法を用
いて土壌にあるアゾ色素の分解ができた。難しい状況の中にご支援を頂いた JSPSおよび外国人
研究協力者の皆さまに深く感謝を申し上げたい。 
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