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研究成果の概要：Elsinoe 属菌体をPotato Extract培地またはCZAPEK’S SOLUTION培地で培養

するとエルシノ多糖が大量に生産された．その収量は，炭素源をスクロースとしたときが も

多く，液体培地 1リットルあたり 6.0gのエルシナンが得られた．培地条件を適宜変更すること

により，得られるエルシノ多糖のモル質量は 103～107g/molまで任意に設定可変であった．さら

にモル質量の分布もある程度制御可能なことがわかった．生産されたエルシナンの物理化学特

性を検討するため，専用の計測機器の製作を行った．  
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研究分野：農学． 

科研費の分科・細目：農芸化学・食品科学． 
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量（分子量），フィールドフローフラクショネーション．  
 
１．研究開始当初の背景 
近代食品工業の有史以来，食品多糖は増粘

安定剤として広く用いられてきた．さらに，
ごく 近の研究によって多糖の乳化性や分
散性，あるいは生理機能に注目が集まると，
食品多糖市場のニーズは飛躍的に増加し巨
大なマーケットに成長した．現在さまざまな
多糖が食品添加物として利用されているが，
この用途での利用が公的に認可されている
ものは世界的に見ても 100 種類に満たない．
個々の食品多糖が持つ機能特性の違いは，お

もに多糖の 1次構造の違いを反映しているの
で，認可未検討あるいは今後自然界から新た
に単離される膨大な種類の多糖を利用すれ
ば広範な機能の発掘が期待できる． 

エルシノ多糖生産菌の培養法は，1980 年前
後に Elsinoe leucospila について行なわれ，
同時に生成多糖の基礎特性も調べられた．し
かし，希薄溶液物性，応用物性，多糖生産菌
の大規模生産法など，この多糖の実用化に必
要な多くのデータが不足している．  
 



２．研究の目的 
 新規多糖の単離と特性解析には多くの時
間と労力を要するため，実用化を志向した多
糖の研究開発はほとんど成功していない．こ
の問題を解決するためには，効率的な多糖の
生産法の開発，および多糖の 1 次構造と分子
形態・物性・機能を関係づけるための知識の
蓄積が必要である．本研究は Elsinoe 属の菌
体が生産するエルシノ多糖に注目し，この未
利用多糖を可食性資源として実用化するた
めの基盤を構築するとともに，多糖の 1次構
造が諸物性に与える影響を検討するための
ガイドラインを作製することを目的とする． 
Elsinoe leucospilaが生産するエルシノ多

糖「エルシナン」の１次構造は，黒酵母が生
産する・グルカンで，その溶液・固体物性が
詳細に検討されたプルランと酷似し，唯一の
構造の違いは・(1→6)結合の・ (1→3)結合
への置換のみに見られる．しかし，結晶状態
における両者の分子形態は，プルランが典型
的な屈曲性鎖であるのに対し，エルシナンは
規則的ならせん構造をとることが知られて
いる．結晶状態の分子形態は溶液中における
分子形状と密接な関係があり，したがってマ
ルト（エルシノ）トリオースの結合様式の違
いは両者の諸物性の違いを生み出す．さらに，
シトラスやブドウの葉に着床する Elsinoe属
の菌体は・ (1→3)結合間の・ (1→4)グルコ
ース数が 3 – 6 までのエルシノ多糖を生産す
る可能性が指摘されており，エルシノオリゴ
鎖長と分子形態の関係も興味深い． 
 
３．研究の方法 

食品多糖を効果的に利用するためには，そ
の多糖溶液の性質と，これを特徴づける多糖
の分子間相互作用と分子形態，すなわち剛直
性，らせん性，分子サイズなどを評価する必
要がある．広いモル質量（分子量）範囲にわ
たって作製された極めてモル質量分布が単
分散な複数の多糖画分についての精緻特性
解析，MD シミュレーション，およびナノ～マ
クロレオロジー解析を行なえば，溶液中にお
けるエルシノ多糖の分子形態を可視化し，1
次構造との関係を調べることができる．その
後，実際の利用に予想される条件の下で材料
試験を行えば，エルシノ多糖を有効に利用す
るためのデータを蓄積され，得られる成果は
例えば咀嚼・嚥下困難食のレオロジー制御を
容易になる．これらの中で も困難な過程は
単分散多糖の作成とナノ物性の評価であり，
ほとんどの多糖で充分なデータが取得され
ていない． 

本研究では，連続式培養・分別・精製モジ
ュールを作成し，未利用多糖の短期的な実用
化を図った．このモジュールは卓上サイズで
ありながら kl クラスの発酵槽と同等以上の
多糖生産能を有し，同時に多糖の精製を行な

うものである． 
多糖の精密特性解析に関しては，多角度光

散乱検出器（MALS）つきサイズ排除クロマト
グラフ（SEC）による分析法をほぼ確立して
いる．また，SECモードでの分画が困難なモ
ル質量が106g/mol以上の成分については流動
場クロマトグラフ（FFF）チャンネルを開発
すればSECの代替法として利用可能である．
さらに，高エネルギー加速器研究機構内のシ
ンクロトロン放射光を光源とする小角X線散
乱（SAXS）を利用すればMALS分析が困難な比
較的低分子量成分の分子形態解析も問題な
く行なうことができる． 
 
４．研究成果 
Elsinoe属菌は，2001 年に山口県萩市でナ

ツダイダイの表皮から採取されたもののほ
か 4種を用いた．本研究では，植菌されたポ
テトショ糖寒天（PSA）培地を直径 1cmの円形
状に培地ごと打ち抜いたディスクをクライ
オチューブに入れ，－80℃で保存してあった
ものを復元して用いた．復元液の組成は，ペ
プトン 5g，酵母エキス 3g，硫酸マグネシウ
ム 7 水和物（MgSO4・7H2O）1g，限外ろ過水
1Lとした．pHの調整は行なわなかった．解凍
したディスクをシャーレとともに滅菌した
復元液中に移し，25℃で 1週間培養した．こ
れを市販のポテトグルコース寒天（PDA）シ
ャーレ培地に植菌し，再び 25℃で 1週間培養
した．生育したコロニーをPSAスラントに植
菌し，4℃で保存した．この菌を種菌として
継代培養を行なった．なお本研究での植菌に
係わる無菌操作は粒子カットサイズ 0.15・m
のUltra Low Penetration Air Filter（ULPA）
フィルターによる濾過通気型の無菌箱中で
行なった．無菌箱の中は，植菌操作の 10 分
以上前に 70vol％エタノールを噴霧した．滅
菌用の 70vol％エタノールには，必要に応じ
て塩化ベンザルコニウムを 0.5w/v％溶かし
て用いた．本培養の際には， 28℃のPDA培地
上で培養して生育したコロニーの 2白金耳を
100mLのCZAPEK’S SOLUTION（CDL）培地で 1
週間培養し，この第 1 シード 5mLを 95ｍLの
POTATO EXTRACT（PE）培地，CDL，または改
良型CZAPEK DOX（MCDL）培地に接種して 1週
間培養した第 2シードを用いた．エルシノ多
糖を生産させるための培養では培養には硫
酸または水酸化ナトリウムでpHを 1.5－7.0
の間で任意に調整したPE培地，CDL培地，あ
るいはMCDL培地を用いた． 
本培養を 7 日間行なった培養液を 10,000

×g で 20 分間，4℃で遠心し，不溶性成分と
水溶性成分を含む液体培地を分離した．不溶
性成分を水→10mM リン酸緩衝液で洗浄して
菌体を回収した後，－30℃で凍結保存または
PDA 培地上に植菌して 4℃で冷蔵保存した． 
水溶性成分を含む培地は，ポアサイズ



0.8・m ポリエーテルスルホン（PES）フィル
ターで濾過して残存する不溶性成分を除去
した後，沈殿法またはサイズ排除クロマトグ
ラフィーでプルランを含むモル質量が大き
な画分と塩類およびオリゴ糖を含むモル質
量が小さな画分に分画した． 

沈殿法では，分離効率を高めるためにまず
等量のイオン交換樹脂Amberlite IR－120
（H+）とAmberlite IR－400（OH－）をベッド
体積 250mLのBio-Radエコノカラムに充填し
たカラムに連続通液して脱イオンした後，液
量が元の培地の約 50%となるまでロータリー
エバポレーターを用いて 40℃で濃縮した後
に，沈殿操作を行なった．濃縮液の沈殿剤と
して 4倍量のメタノール，エタノール，イソ
プロピルアルコール，またはアセトンを容器
の壁面を伝わせながらゆっくり添加した．こ
のとき，溶液はスターラーで激しく撹拌した．
液温が室温と同じになったことを確認した
後， 低 12 時間撹拌を続けた．その後撹拌
を停止し，5℃で 12 時間以上静置した．この
溶液を 5℃にて 10,000×gで 30 分間遠心し，
上澄みと沈殿を分離した．上澄みは再びロー
タリーエバポレーターをもちいて 40℃で沈
殿剤の除去および濃縮し，オリゴ糖画分とし
て凍結乾燥した．沈殿は限外ろ過水に溶解後，
メタノールまたはアセトンを沈殿剤として
再沈殿した．これを 5℃にて 10,000×gで 30
分間遠心し，残留するオリゴ糖その他の低分
子物質を除去する操作を 3回繰り返した．得
られた沈殿を再び限外ろ過水に溶解し，スタ
ーラーで撹拌しながら 60℃に加温すると同
時にアスピレーターで減圧し，沈殿剤を除去
した．元の培養液の体積と同じになるように
限外ろ過水を加え，活性炭処理後に限外ろ過
水に対して透析した．透析は，透析外液に糖
質およびイオン性成分が検出されなくなる
までおこなった．透析後の溶液をポアサイズ
0.8・mのPES膜で濾過後，4Paで凍結乾燥しエ
ルシノ多糖を回収した． 

サイズ排除クロマトグラフィーでは，ベッ
ド体積 250mL の Bio-Rad エコノカラムに脱塩
用ゲルとしてポリアクリルアミド担体
Bio-Rad P6DG を充填し，このカラムに GE バ
イオサイエンスのスーパーループを用いて
多糖含有画分 50mL を注入後，流速 2.5mL/min
で分離精製を行なった．カラムからの溶出液
はフラクションコレクターを用いて 5mLずつ
分取し，各画分の導電率と示差屈折率を測定
し，多糖画分と低分量画分に分画した．多糖
画分はポアサイズ 0.8・mの PES 膜で濾過後，
4Pa で凍結乾燥し，プルランを回収した．コ
ントロールとして，培養操作を開始する前の
培養液についても同様に調べたところ，多糖
画分には何も残らなかった． 

エルシノ多糖は Elsinoe 属菌を PE 培地ま
たは CSL培地で培養すると大量に生産された．

その収量は，炭素源をスクロースとしたとき
が も多く，液体培地 1リットルあたり 6.0g
のエルシノ多糖が得られた．なお Potato 
Extract 培地のほうが CSL 培地よりもエルシ
ナンの収率が高くなる傾向が見られた． 
りん酸源及び窒素源を極端に制限し，pH＝

3の条件で培養すると，モル質量が 107 g/mol
以上の巨大エルシナンが得られた．ただしモ
ル質量の測定はWyatt TechnologyのDAWN EOS
を無改造でそのまま利用して行った結果で
ある． 
培地条件を適宜変更することにより，得ら

れるエルシナンのモル質量は 104～107 g/mol
まで任意に設定可変であった．さらに，モル
質量の分布もある程度制御可能なことがわ
かった．今後は，分別精製が不要な程度にモ
ル質量分布の狭いエルシノ多糖を生産させ
るための培養条件の改良と培養方法の確立
を目指す． 
生産されたエルシナンの物理化学特性を

検討するため，専用の計測機器の製作を行っ
た．まず，示差屈折率の濃度増分（dn/dc）
の絶対測定が可能な干渉波光学系を構築し
た．一般に市販の示差屈折率計は白色光源を
利用していることに加え装置の較正限界が
10－5程度なので精密測定を行うためには精度
が不十分である．本研究では単一縦モードレ
ーザーを光源としたスキャニングマイケル
ソン干渉計を構築し示差屈折率を測定した．
この装置によって 10－7の精度でdn/dcを計測
できた．つぎに，フィールドフローフラクシ
ョネーション装置を開発した．この装置の分
離能は市販装置の２倍程度であった．さらに，
連続フロー式光散乱装置を開発した．これら
の装置を用いてエルシナン水溶液の溶液物
性研究を続けている． 
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