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研究成果の概要（和文）： 

カラギーナンはゼラチン様の食感を与える海藻由来のゲル化剤であり、食品添加物としての
使用が認可されている。しかし、カラギーナンがヒトに対しどのような作用を及ぼすかについ
てはこれまで明確にされてはいなかった。飲食品に添加されたカラギーナンを検出することは
困難であったため、新しい分析方法の開発が求められていた。本研究では、深海微生物由来の
酵素を用いて、飲食品中のカラギーナンを容易にかつ特異的に分析する手法を開発し、さらに
ヒト細胞への影響も評価した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Carrageenans are seaweed polysaccharides and widely used as food additives for gelling, stabilizing, 

and viscosity-building. However, the effects on human have not been clarified. It has been required to 

develop a suitable analytical method for carrageenans added to foods. In this study, we adopted the new 

enzymes from deep-sea microbes for the specific carrageenan analyses for this purpose. Further, we 

evaluated the effects of carrageenas on human cells. 
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１．研究開始当初の背景 

カラギーナンはゼラチン様の良好な食感
をもつ食品添加物であり、増粘・安定化剤と
して多用されている。その一方で、研究現場
においてはマウスなどの実験動物に急性炎
症や浮腫を起こさせるための代表的な“毒
物”である。カラギーナンは海藻由来硫酸化
多糖であり、硫酸基、アセチル基、ピルビン

酸基等による種々の置換パターンを持つ硫
酸化ガラクトースの複合体からなるハイブ
リッド硫酸化多糖の総称である。食品添加物
としては主要構成糖含量に基づいて大まか
に分類された３タイプ（カッパ型、イオタ型、
ラムダ型）のカラギーナンが用いられている。
しかしながら、天然高分子であるカラギーナ
ンの構造は原料品種、採取地、採取時期によ
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り、その置換基パターンが多種多様に変化す
る。非常にヘテロな構造であることに加え、
粘度が高いために、高分子のままでは精密な
構造解析は困難であり、また酸加水分解やメ
タノリシスによる低分子化を行っても、一部
の構造が不安定で本来の糖構造を反映する
ことができない。そのため、詳細な構造は実
際には明らかでなく、その生理作用（毒性）
の評価も一定の結果が得られていない。 

カラギーナンは硫酸化多糖であり、動物細
胞間質に存在するグリコサミノグリカン
（GAG）と呼ばれる硫酸化糖と構造が類似し
ている。GAG は生命にとって重要な機能に
関与することが知られているが、GAG 類似
物質であるカラギーナンに関しては、分子量
が一定値以上である場合、ヒト消化管で吸収
されないことを前提に、使用制限を定めない
食品添加物として認可されている。しかし高
分子カラギーナンが、加熱や胃酸によって容
易に低分子化され、オリゴ糖と変化すること
は必至である。近年、腸管タイトジャンクシ
ョンなどからオリゴ糖がそのまま吸収され
る経路が存在することが発見され、また腸管
に存在する免疫細胞が全身の健康に与える
影響の大きさが重要視されており、カラギー
ナン由来の硫酸化オリゴ糖がヒトに対して
予期せぬ生理作用を発揮する危険性が危惧
される。すなわち、カラギーナン構造の正確
な分析法の確立とそれらの生理機能の評価
は急務の課題である。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、高分子のまま、あるいは
化学的手法によっては正確な構造の解析が
困難なヘテロな構造を有する硫酸化多糖「カ
ラギーナン」の構造を、生理活性の最小単位
であるオリゴ糖の単位で、迅速かつ正確に決
定する手法を確立することである。本研究で
は、構造特異的分解酵素によって、ある一定
の固有構造を持つオリゴ糖配列を認識させ、
その位置で限定的に切断して得られるオリ
ゴ糖の構造を決定する。このオリゴ糖を 3 次
元 HPLC 分析でマッピングすることにより、
未知の組成を持つカラギーナンの迅速分析
を可能とする。さらにカラギーナンの生理活
性とカラギーナンオリゴ糖構造の相関関係
の解明を試みる。 

 

３．研究の方法 

(1) カラギーナン分解酵素の解析と大量生
産 

本研究では、カラギーナンを構成する、あ
る一定のオリゴ糖構造とその配列を正確に
識別して、正確に切断することが可能な深海
微生物由来酵素 3 種（カッパ‐、イオタ‐、
ラムダ‐カラギナーゼ）を用いて、多糖カラ
ギーナンをオリゴ糖サイズへの低分子化を

行う（図 1）。まず、これらの 3種の酵素のな
かで、これまで生化学的諸性質や大量生産条
件の検討が進んでいなかったイオタ‐カラ
ギーナン分解酵素の解析を行った。 
 

 
 
 
 
 
 
(2)カラギーナンオリゴ糖の3次元 HPLC 分析 
深海微生物由来カラギーナン分解酵素3種

を用いてカラギーナンポリマーを分解し、各
酵素の反応により生成したカラギーナンオ
リゴ糖を分離モードの異なるカラム（陰イオ
ン交換カラム、カーボングラファイトカラム、
ゲルろ過カラム）で分析する条件を検討した
（図 2）。未標識カラギーナンの高感度検出を
可能とするため、検出にはエバポレーティブ
光散乱検出器（ELSD）を用いた。 
 
 

 
 
 
 
(3)構造の異なるカラギーナンオリゴ糖がヒ
ト細胞に与える影響評価 

低分子カラギーナンのヒトに対する影響
を評価するためには、それらの分子構造を厳
密に区別した条件での試験を行う必要があ
る。そこで本研究では、構造の異なる主要 3
タイプのカラギーナンポリマー（カッパ、イ
オタ、ラムダ型）に、深海微生物に由来する
3種の酵素を作用して得られる各カラギーナ
ンオリゴ糖を、陰イオン、ゲルろ過クロマト
グラフィーを用いて単一構造を持つ画分と
して調製した。本画分を用いて、ヒト血球培
養細胞に対する各オリゴ糖が与える影響を
評価した。 

図 2. 本研究におけるカラギーナン分析の概略 

図1. 酵素によるカラギーナンポリマーの 

構造特異的オリゴ糖化 



 

 

 
(4)飲食品に含まれる未知カラギーナンの分
析 

本研究で開発したカラギーナン分析手法
が実際の飲食品に食品添加物として添加さ
れたカラギーナンの分析に適応できるかに
ついて諸検討を行った。試料前処理条件、生
じたオリゴ糖の抽出条件を検討し、市販飲料
品に含まれる未知カラギーナンの検出・組成
分析を試みた。 
 
４．研究成果 
 
(1) カラギーナン分解酵素の解析と大量生
産 

イオタカラギーナン分解酵素について、組
換え酵素大量生産条件、酵素精製条件（表1）
の検討を行った。本酵素の組換え酵素(図 3)
を、枯草菌を宿主として培養上清中に大量生
産し(2.3g/L)、既報生産量 100 倍以上の高生
産を達成した。 

 
 

 
 
本酵素の生化学的諸性質の解析を行った

ところ、本酵素の最適反応温度は約 50 ℃で
あり、一般に粘度の高い多糖類混合物を、粘
度が低下する高温域で処理することが可能
であることが分かった（表 2）。 

 

 
 

続いて酵素反応により得られた主生成物
の構造を NMR により構造解析し、イオタカラ
ギーナンオリゴ糖に特徴的なピークの帰属
を行った（図 4）。また NMR 解析および質量分
析結果に基づき、主成分として得られたオリ
ゴ糖はイオタ‐カラギーナン 4糖（図5）で
あることが明らかになった。 

 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
さらに、本イオタ‐カラギナーゼによって

生じるイオタ‐カラギーナンオリゴ糖の生
成パターンを解析した（図 6）。その結果、生
成産物全体に占める主生成物（イオタ‐カラ
ギーナン 4糖）の割合が約 75％と、非常に高
いことが明らかになった。 

 

 
 
 
 

【左】図 3. イオタ-カラギーナン分解酵素精製 

酵素の SDS-PAGE 

【右】表 1. イオタ-カラギーナン分解酵素精製要約 

図 5. イオタ‐カラギーナン分解酵素 

による主反応生成物の構造 

 

表 2. イオタ-カラギーナン分解酵素諸性質 

図 6. イオタ‐カラギーナン分解酵素による 

  オリゴ糖生成パターンの HPLC 解析 

図 4. イオタ‐カラギーナン分解酵素による 

主反応生成物の NMR 構造解析 



 

 

(2) カラギーナンオリゴ糖の HPLC 分析 
検出器に ELSDを利用し、グラジエント溶

出を行うことで、イオン交換、カーボングラ
ファイトカラムにおいて、電荷の大きく異な
る3タイプのオリゴ糖の一斉分析が可能とな
り、各オリゴ糖が固有の溶出時間を示す条件
を見出すことができた。前述のカラムに加え、
ゲルろ過カラムにより得られるクロマトグ
ラムでの分析を行い、3つの異なるモードの
クロマトグラフィーを利用して、未知の組成
を持つカラギーナンの組成を簡便に求める
ことが可能となった。 
 
(3) 構造の異なる各カラギーナンオリゴ糖
のヒト細胞に与える影響評価 

カラギーンナンオリゴ糖がヒト血球細胞
の自然免疫関連因子に与える影響を評価し
た。その結果、カラギーナンの構造に依存し
て、その作用の強度と作用点が異なることを
初めて見出した。ラムダ型の構造を持つカラ
ギーナンオリゴ糖が最も強い作用を持つこ
とを明らかにした。この結果は、ヒト血球細
胞が、各カラギーナンの構造を区別して認識
する機構を有していることを示している。 

 
(4) 飲食品に含まれる未知カラギーナンの
分析 

本研究では、飲料に含まれる未知カラギー
ナンに対し、飲料サンプルに対し直接カラギ
ーナン分解酵素を作用させた後、生じたカラ
ギーナンオリゴ糖を、陰イオン交換樹脂にて
抽出した。抽出したオリゴ糖を HPLC 分析し
た結果、飲料中に含まれる 10 ppm 以上のカ
ラギーナンを特異的に検出できることを明
らかにした。飲食料に含まる未知カラギーナ
ンに対しては、食品に含まれる糖質に代表さ
れる多量の夾雑物からの妨害を受けるため、
有効な特異的分析手段がこれまで無かった。
本研究の成果により、特異的酵素群を用いた
飲食品中のカラギーナンの検出・組成分析法
が極めて有効であることを明らかにした。 
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図7. 飲料サンプルから検出されたカラギーナン 

オリゴ糖の特徴的なゲルろ過クロマトグラム 
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