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研究成果の概要（和文）：植物を原料とした食品製造後には加工副産物が大量に発生するが、その有効利用は十分では
なく、高付加価値化技術の開発が求められている。本研究では副産物中の主成分であるペクチンおよびヘミセルロース
を、酵素分解することで、23種のオリゴ糖 (OL)を調製し、それらの生理機能を評価した。腸内環境の改善が期待でき
るプレバイオティクス作用についてはアラビノキシロ-OL、アラビノ-OL、キシロ-OLで良好な結果が認められた。マク
ロファージ様細胞を用いて、免疫賦活作用および抗炎症作用を検討した結果、前者はメトキシ化不飽和ガラクチュロン
酸 (ΔGalA)-OLで、後者はフリーなΔGalA-OLで高活性が認められた。

研究成果の概要（英文）：Food processing using plants as raw materials generates large quantities of 
processing byproducts. These are insufficiently utilized at present, and high added-value technology must 
be developed to ensure their efficient use. In this study, 23 kinds of oligosaccharides (OLs) were 
prepared from pectins and hemicelluloses, major components amongst these byproducts, by enzymatic 
decomposition and their physiological functions evaluated. Good results were observed for 
arabinoxylo-OLs, arabino-OLs, and xylo-OLs in terms of prebiotic activity, suggesting potential to 
improve the intestinal environment. Investigation of immunostimulatory and anti-inflammatory activities 
using mouse macrophage-like cells found high activity in terms of the former for methoxylated, 
unsaturated galacturonic acid (ΔGalA)-OLs, and in terms of the latter for free ΔGalA-OLs.

研究分野：酵素利用学
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１．研究開始当初の背景 
 植物細胞壁多糖は自然界で最も豊富な有
機化合物であり、セルロース、ヘミセルロー
ス、ペクチンから構成されている。その主成
分であるセルロースからのエタノール変換
技術の開発は最重要課題であるが、総合的な
バイオマス利用を達成するためには、細胞壁
中に数十パーセント含まれるペクチンやヘ
ミセルロースを資源化する必要がある。食品
加工産業から大量に発生する非可食部分は、
低コストで安定供給が可能であり、豊富な糖
質を含んでいることから、機能性素材として
利用することが期待できる。成分的には木質
系バイオマスと比べてリグニン含量が低く、
ペクチンおよびヘミセルロース含量が比較
的高いことが特徴である。これらは複雑な修
飾基を有するヘテロ多糖であり、また植物種
および各組織により構造が異なっているこ
とから、選択的あるいは効率的に分解するた
めには、それらの糖鎖構造を理解した上で、
処理方法を最適化する必要があるが、ペクチ
ンおよびヘミセルロース分解酵素に関する
理解はあまり進んでいない。このような理由
から、これらの糖質（食品加工副産物）は動
物飼料や微生物発酵原料などへの利用に留
まり、高付加価値物質の生産原料にはあまり
用いられていないのが現状である。一方で、
それらの糖質の構造多様性は様々な用途の
新規機能性物質に変換できるポテンシャル
を秘めていると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 食品加工産業から大量に発生する非可食
部分は家畜飼料等に使用されているが、高度
利用化は達成できていない。本研究は非可食
部の主要成分である植物細胞壁多糖のうち、
ペクチンとヘミセルロースに焦点を絞り、そ
の機能性オリゴ糖の創製を指向するもので
ある。これらの多糖は複雑な構造を有するヘ
テロ分岐多糖であり、その構造多様性は様々
な用途の新規機能性糖質素材に変換できる
可能性を秘めている。安価な食品加工副産物
からの有用物質生産は、当該産業の活性化に
寄与するだけでなく、資源循環型社会の構築
という観点からも社会的意義は非常に高い
ものと考える。本研究では食品加工副産物か
ら得られる多糖を酵素的に分解することで
様々なタイプのオリゴ糖を調製し、さらにそ
れらの生理機能を評価する。 
 
３．研究の方法 
（1）食品加工副産物からの多糖の調製 
① 分岐アラビナンおよび直鎖アラビナン 
 水酸化カルシウム溶液中に甜菜粕を懸濁
し、100℃で 12時間処理した。残渣を除去後、
抽出液にエタノールを添加し、多糖を回収し
た。本多糖を水に溶解し、陰イオン交換クロ
マトグラフィーに供することで、酸性多糖と
分離した中性多糖を分岐アラビナンとした。 
 さらに本多糖に対して、側鎖アラビノース

遊離活性を有するアラビノフラノシダーゼ
を作用させた。反応後の溶液にエタノールを
添加し、沈殿した画分を直鎖アラビナンとし
て回収した。 
 
② I 型アラビノガラクタン 
 水酸化ナトリウム溶液中に脱脂大豆粉を
懸濁し、120℃で 1 時間処理した。残渣を除
去後、抽出液を濃縮・透析し、陰イオン交換
クロマトグラフィーに供して酸性多糖を分
離することで、I 型アラビノガラクタンを回
収した。 
 
（2）各種オリゴ糖の調製 
 オリゴ糖の調製には、（1）で獲得した多糖
の他は市販の多糖（シトラスポリガラクチュ
ロン酸、アップルペクチン、ポテトラムノガ
ラクチュロナン、ラーチウッドアラビノガラ
クタン、小麦アラビノキシラン、バーチウッ
ドグルクロノキシラン、ローカストビーンガ
ラクトマンナン、コンニャクグルコマンナ
ン）を使用した。 
 多糖分解酵素として、ポリガラクチュロナ
ーゼ、ペクチンリアーゼ、ラムノガラクチュ
ロナーゼ、ラムノガラクチュロナン（RG）リ
アーゼ、RG ラムノハイドロラーゼ、エンド-
アラビナナーゼ、エンド-1,4-ガラクタナー
ゼ、1,6-ガラクタナーゼ、エンド-キシラナ
ーゼ、エンド-マンナナーゼ、ドリセラーゼ
を使用した。 
 上記の基質と酵素を反応させ、その処理液
を限外濾過、活性炭カラム、ゲルろ過カラム
などに供することで、目的のオリゴ糖を単離
した。また、フェルロイルオリゴ糖について
は、甜菜粕および小麦フスマを複合酵素製剤
（ドリセラーゼ）で処理し、その反応産物を
Sephadex LH カラムに供することで種々のオ
リゴ糖を単離した。 
 得られたオリゴ糖の構造は構成糖分析、高
性能陰イオン交換カラムクロマトグラフィ
ー、MALDI-TOF MS、NMR などにより分析した。 
 
（3）各種オリゴ糖の生理機能評価 
① 有用腸内細菌増殖活性 
各種腸内細菌を用いた純粋培養系でのオリ
ゴ糖資化性試験 
 15 種の腸内細菌（Bifidobacterium 属 5種、
Lactobacillus 属 2種、Bacteroides 属 3種、
Clostridium 属 3 種、Eubacterium 属 2 種）
を対象として、以下の方法に従って各種オリ
ゴ糖の資化性試験を行った。1%オリゴ糖を含
む PYF 培地（アルゴンガスにより脱酸素処理
済）に各種細菌を 1%植菌し、嫌気条件下にお
いて 37℃で 3日間静置培養した。嫌気状態は
アネロパック用角形ジャーにアネロパッ
ク・ケンキを入れることで維持した。24時間
毎に培養液をサンプリングし、濁度および pH
を測定することで細菌の生育を評価した。 
 
 



ヒト腸内細菌群を用いた混合培養系でのオ
リゴ糖資化による菌叢変化 
 成人男子 5 名より採取した便を 50%グリセ
リンで希釈した後、等量混合し菌体試料を調
製した。本試料を用いて①と同様の方法で 3
日間培養し、培養液の濁度および pH を測定
した。また、培養前後の菌叢変化を評価する
ため、全菌体よりゲノム DNA を抽出し、これ
を鋳型として標的菌種（Bifidobacterium 属、
Lactobacillus 属 、 Bacteroides 門 、
Firmicutes 門）の 16S rDNA 特異的プライマ
ーを用いて、リアルタイム PCR を行った。 
 
② 免疫賦活作用 
 オリゴ糖の処理によりマウス由来マクロ
ファージ様細胞 RAW264.7 が産生する一酸化
窒素（NO）量を指標として、免疫賦活作用を
評価した。RAW264.7 を 96 穴プレート中で、
5% CO2下 37℃で 24 時間前培養した。培養液
に各種オリゴ糖（終濃度 1 mg/ml）を添加し、
上記条件下でさらに 24 時間培養した。培養
上澄中に産生された NO 量を Griess assay に
より測定した。なお、本実験で使用したオリ
ゴ糖濃度では、細胞毒性がないことを MTT 
assay により確認した。 
 
③ 抗炎症作用 
 オリゴ糖（終濃度 1 mg/ml）で 30 分間前処
理した RAW264.7 に、LPS（0.1 g/ml）を添
加し、③の条件下で 24 時間培養することに
より炎症を誘発させた。Griess assayにより、
培養上澄中の NO 量を測定し、オリゴ糖無添
加時との産生量を比較した。 
 
４．研究成果 
（1）食品加工副産物からの多糖の調製 
 甜菜粕はペクチン含量が高く、特にその主
要構成糖であるアラビノースは乾燥重量で
約 20%含まれている。まず構成多糖である分
岐アラビナンを弱アルカリ条件下で熱処理
することにより抽出し、イオン交換クロマト
グラフィーにより精製した。本多糖はアラビ
ノースにより高頻度に分岐しているため、酵
素作用を受けにくい。そこで、アラビノフラ
ノシダーゼ処理を施すことで、側鎖アラビノ
ースを遊離させ、直鎖アラビナンを調製した。 
 I 型アラビノガラクタンは −1,4-ガラク
タンを主鎖とするヘテロ分岐多糖であり、大
豆中に多量に含まれている。そこで、加工副
産物である脱脂大豆を原料としてアルカリ
抽出等により本多糖を調製した。 
 
（2）各種オリゴ糖の調製 
 研究代表者が保有している反応特性の異
なる数多くのペクチンおよびヘミセルロー
ス分解酵素を用いて、種々の植物由来多糖を
分解することで、構成糖・重合度・結合位・
修飾基などが異なるオリゴ糖を調製した。す
なわち、ホモガラクチュロナン系（4種）、ラ
ムノガラクチュロナン系（3種）、アラビナン

系（1 種）、ガラクタン系（3 種）、キシラン
系（4 種）、マンナン系（3 種）、フェルロイ
ルオリゴ糖（5 種）、計 23 種のオリゴ糖を調
製した。 
 
（3）各種オリゴ糖の生理機能評価 
① 有用腸内細菌増殖活性 
 各オリゴ糖についてヒト腸内細菌を用い
た資化性試験を行ったところ、ガラクトオリ
ゴ糖やアラビノキシロオリゴ糖（AXO）、アラ
ビノオリゴ糖（AO）、キシロオリゴ糖（XO）
に善玉菌選択増殖活性が認められた。次にこ
れらのオリゴ糖に焦点を絞り、成人の便を用
いた混合培養系でのオリゴ糖添加による優
占菌種変化をリアルタイムPCRにより分析し
た。その結果、AXO、AO、XO においては、
Bifidobacterium 属と Bacteroides 属の優占
率の増加が認められ、プレバイオティクス作
用を有することが明らかとなった。また、XO
については2糖よりも3糖と4糖の混合物で、
その効果はより顕著であった。 
 
② 免疫賦活作用および抗炎症作用 
 マウスマクロファージ様細胞を用いて、培
養上澄中に産生される NO 量を指標に免疫賦
活作用および抗炎症作用を評価した。 
 RAW264.7 を各種オリゴ糖（終濃度 1 mg/ml）
で処理したところ、メチルエステル化された
不飽和ガラクチュロン酸（ΔGalA）オリゴ糖
に最も高い免疫賦活活性が認められた。 
 一方、抗炎症作用についてはフリーなΔ
GalA オリゴ糖に最も強い NO 産生抑制効果が
確認された。 
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