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研究成果の概要（和文）：難消化性食品や難消化性成分について，志賀毒素産生性大腸菌O157産生志賀毒素
(Stx)吸着能を検討した。その結果，スジアオノリ由来のラムナン硫酸，アラメ由来のフコイダン，キトサン(カ
ニ由来)に顕著なStx吸着能を見出した。有効成分とStxの吸着により，腸管細胞CACO-2へのStx結合が阻止され，
アポトーシス誘導を介する細胞死を回避していた。ラムナン硫酸やフコイダンの吸着能は構成糖比や高分子度に
起因し，アミノ基を有するキトサンの吸着能は高分子度に起因するが，アミノ基の数もその吸着能に大きく関与
すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The adsorption capacities of non-digestible foods and non-digestible 
ingredients for Shiga toxin (Stx) produced by Shiga toxin-producing Escherichia coli O157 were 
investigated. As a result, we found that rhamnan sulfate from sujiaonori (Ulva prolifera), fucoidan 
from arame (Eisenia bicyclis), and chitosan (from crab) had remarkable Stx adsorption capacity. The 
adsorption of active ingredients and Stx prevented Stx binding to intestinal cell CACO-2, thus 
avoiding apoptosis-induced cell death. The adsorption capacities of rhamnan sulfate and fucoidan 
were attributed to the ratio of constituent sugars and the degree of high molecular weight, while 
the adsorption capacity of chitosan with amino groups was attributed to the degree of high molecular
 weight, and the number of amino groups may also play a significant role in their adsorption 
capacity.

研究分野： 食品衛生学

キーワード： 志賀毒素　吸着　難消化性成分　O157

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において吸着能を見出した難消化性食品は，常食摂取に対応する濃度範囲で吸着能を示しているため，安
全かつ安価な吸着除去が期待できる。吸着能を有する食品の常食摂取による感染予防，有用な吸着能を有する加
工食品の開発，吸着除去剤への応用開発などに繋がると考える。その結果，感染予防や病態改善が期待できると
考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 

志賀毒素産生性大腸菌(Shiga toxin-producing Escherichia coli ; STEC) O157:H7 は志賀毒素(Stx)

を産生し，溶血性尿毒症症候群(HUS)を併発して致死もあり得る。Stx は B-subunit が細胞の Gb3

受容体に結合し A-subunit が細胞内に侵入し毒性を示す。抗菌剤は菌体内の Stx が放出され重篤
化もある。そのため Stx が細胞内に侵入する前に吸着し体外に除去する「吸着除去剤」が有効と
考えている。しかし，Stx は構造上クラスター化するため，そのクラスターに対応する吸着材が
必要となり，高分子の吸着材の合成が検討されていた。当初は食品成分による吸着はほとんど検
討されていない状況であった。Stx を食品由来の難消化性成分により吸着除去できれば，感染予
防，病態改善が期待できる。しかし Stx 吸着が可能な食品は我々が報告した納豆のポリグルタ
ミン酸(PGA)とウスバアオノリのラムナン硫酸以外にはあまり見出されていなかった。我々は食
品由来の難消化性成分が Stx を吸着して細胞への結合を阻止すれば感染予防や病態改善が期待
できると考えている。そこで Stx を吸着する食品成分をさらに探索することが必要と考え，本
研究に着手した。 

 

２．研究の目的 

 

吸着能を有する難消化性成分が多数見出されることにより，吸着除去剤の有用化のみならず，
常食による感染予防や有用な機能性食品の開発に繋がると考える。本研究は Stx を吸着除去す
る難消化性食品成分を見出し，吸着能を明らかにすることを目的とする。PGA やラムナン硫酸
の吸着能に加え，他の多様な食品群から志賀毒素吸着能を有する食品を検索する。吸着能を有す
る食品の有効成分の単離同定解析を行い，結腸細胞モデルを用いて吸着と細胞毒性への軽減の
関係性を検討し，機能解析を行う。吸着能を有する食品やその有効成分により，安全かつ安価な
吸着除去が期待できる。 

 

３．研究の方法 

 

（１） Stx の分離・調整 

 Escherichia coli O157:H7 sakai を LB 培地で 37℃・20 時間振盪培養した菌体および培養液か
ら Stx (10 mM phosphate buffer (pH 7.4) + 0.5% BSA）を調整した。ポリγグルタミン酸(PGA)，グ
ルタミン酸，グルタル酸を各々固定化した Sepharose を調整しカラムとした。カラムにより 0.85% 

NaCl を含むリン酸緩衝液で Stx1, Stx2 の分離・精製を行い， 3 種の成分のうち Stx1, 2 の分離に
適しているかを検討した。 

 

（２） 難消化性食品成分を含む食品群の Stx 吸着能の検索 

 高い吸着能を示す食品抽出液，食品由来成分を検索するために，食品として黒ニンジン(皮む
き)，ニンジン(皮むき)，オクラ，長いも，レンコン，ラディッシュ，キャベツ，レタス，もやし，
小松菜，のり，海藻類(ワカメ，アラメ，ヒジキ，コンブ，スジアオノリ，ミリンソウ)を，食品
由来成分としてグアーガム，α-シクロデキストリン，ラミナラン，フコイダン，キトサン，コ
ンドロイチン硫酸 C ナトリウム，リグニン，イヌリン，キシラン，カラギーナン，アラビアゴ
ム，ペクチン，アルギン酸を検討した。これらを粉体に調整して 20 倍容の水を加え，オートク
レーブ(121℃，15 分)にて抽出液を調整し (5%抽出液)，Stx 吸着活性をみた。 

Stx の吸着活性測定は，食品やその成分の水溶液と Stx 溶液を混和し，限外濾過後に結合した
Stx と結合しない Stx を免疫学的に定量し，吸着能をみた。すなわち，5％抽出液と Stx 溶液(256 

ng/mL in 10 mM phosphate buffer (pH 7.4) + 0.5% BSA)を１：１で 15 分混和したのち限外濾過
(100kDa，12000×g，20 分)により吸着 Stx と非吸着 Stx に分離した。分離した Stx の力価を
逆受身ラテックス法(VTEC-RPLA，デンカ生研)で測定し，吸着率を算出した。 

 

（３） 吸着活性成分の分離・同定 

 吸着能を示す食品抽出物については EtOH や MgCl₂よる沈殿，次いで TOYOPEARL DEAE 

650M イオン交換カラムクロマトによる分画によって活性成分を得た。活性成分について，GC-

MS で糖組成の分析，ロジゾン酸法で硫酸基測定，SEC(GFC)カラムを用いた HPLC で分子量
測定を行った。 

 

（４） Stx 吸着による CACO-2 に対する Stx 毒性軽減 

 CACO-2 腸管細胞は 20％FBS-MEM 培地で 37℃・CO2 5%で 4 日間培養して 5×104 cells /mL

に調整した。活性成分と Stx 存在下で培養したのち，細胞の生死を Cell Counting Kit-8（同仁
化学）で測定し，細胞の生存率によって，活性成分が毒性軽減を示すかを検討した。さらに，ア
ポトーシス誘導を Annexin-V 染色，Cell cycle を PI 染色にて測定した。活性成分が Stx 吸着す



ることによる CACO-2 に対する Stx 毒性軽減も検討した。 

  

４．研究成果 

 

（１） Stx の調整方法の確立 

 PGA-, Glutarate- Sepharose は Stx1 を吸着せず，Stx2 を吸着し，吸着した Stx2 は 0.5 M NaCl で
溶出された。一方，Glutamate-Sepharose は Stx1 も吸着する確率が高く，分離には適していない
と判明した。さらに Glutarate-Sepharose の方が PGA-Sepharose より Stx1 非吸着と Stx2 の吸着の
差が大きく，分離能が良かった。よって Glutarate-Sepharose カラムは Stx1・2 の分離が可能であ
り，最も適していると考えた。今後の研究で O157 培養から Glutarate-Sepharose による Stx の調
整までを一貫して行うことが可能となった。Stx は 256 ng/mL (10 mM phosphate buffer, pH 7.4 + 

0.5% BSA)に調整して用いた。 

 

（２） 海藻による吸着能 

 スジアオノリ，ワカメ，アラメ，ヒジキ，コンブ，ミリンソウのうち，スジアオノリ，アラメ
が顕著な吸着能を示した。 

 

① スジアオノリ 

 スジアオノリ抽出液は Stx1 を 94%，Stx2 を 100%吸着し，最も顕著な吸着活性を示した。ス
ジアオノリの活性成分は，糖組成は Rhamnose が最も多く，Xylose, Glucose, Galactose，
Glucuronic acid を含有しており，硫酸基含有量 7％，平均分子量 30,000 のラムナン硫酸である
と示唆された。スジアオノリ由来ラムナン硫酸(UpR) 1 mg は Stx1 を 99％， Stx2 を 98％吸着
し顕著な活性を示した。UpR 100 µg は Stx と同時添加すると，Stx1, 2 共に生細胞率を 20％ほ
ど上昇させ，吸着による毒性軽減が示唆された。また，UpR の吸着は硫酸基含有の違いによる
差はあまり影響しなかった。むしろ，構成糖や分子量の違いによる吸着能の差異が示唆された。 
 

② アラメ 

アラメ抽出液は Stx1 を 100％，Stx2 を 82.5％吸着し，Stx1, 2 双方に顕著な活性を示した。
その活性成分は，糖組成は Fucose が最も高く，次いで Mannose, Galactose,さらに Glucuronic 

acid, Xylose, Glucose も含有しており，硫酸基含量 35.5％，平均分子量 25,000 のフコイダンと
示唆された。アラメ由来フコイダン(EbF，1 mg)は Stx１, 2 双方の 75%を吸着し顕著な活性を
示した。EbF 100 µg は Stx と同時添加すると，Stx1 生細胞率を 20％，Stx2 を 80％ほど上昇
させ，吸着による毒性軽減が示唆された。フコイダンは硫酸基含有によって吸着能の差異がみら
れた。 

 

（３） 野菜による吸着能 

野菜のうち，オクラ，レンコン，長いもが顕著な吸着能を示した。特に，オクラ抽出液は Stx1

を 100％，Stx2 を 87.5％吸着した。今回，その有効成分の解析は行ってはいないが，オクラの
ぬめりには，ガラクタン，アラバン，ペクチンなどが挙げられるため，これらの成分の関与が考
えられる。 

 

（４） 食品由来成分による吸着能 

 検討した食品由来成分のうち，キトサン(カニ由来)とグアーガムに顕著な Stx 吸着能が認めら
れた。そこで，キトサンについてさらに検討した。 

 キトサンは，分子量測定の結果，平均分子量 90,000，370,000，800,000，920,000 の 4 種に
ついて検討した。各々100 µg/mL で Stx1,2 共に顕著な吸着を示した。特に，分子量 920,000 と
最も高分子であるキトサン，分子量は 90000 と最も小さいがグルコサミン量が多いキトサン，
この双方に顕著な吸着能がみられた。またアミノ基は持たないがカルボキシメチル基
(−CH2−COOH)をもつカルボキシメチルセルロース(CMC)では Stx1 を 50%，Stx2 を 82.5%吸
着とキトサンほどではないが吸着能を示した。アミノ基もカルボキシル基も持たない微結晶セ
ルロース Avicel は Stx1,2 双方とも吸着しなかった。さらにキトサンは加水分解することで吸着
能が無くなった。これらを総合すると，キトサンは高分子であることに加え，グルコサミン(ア
ミノ基)の比率が吸着に影響していると示唆された。キトサン(100 ng)は Stx１との吸着により細
胞生存率 30％，Stx2 との吸着により細胞生存率 20％上昇し，毒性軽減がみられた。 

  

また，今回，ラムナン硫酸，フコイダン，キトサンは pH6~7，15℃～25℃で最も吸着活性を
示していた。 

 

（５） 有効成分のアポトーシス細胞死への影響 

Stx1, 2 は，双方とも CACO-2 のアポトーシスを誘導し，特に Stx2 の方がアポトーシス誘導
率は高い。有効成分であるラムナン硫酸，フコイダン，キトサンが吸着することで CACO-2 細
胞のアポトーシス誘導率を抑制していた。有効成分による Stx 吸着はアポトーシス誘導の抑制
を介して細胞死を回避していることが示唆された。 



 

（６） 吸着による細胞結合性への影響 

 有効成分(ラムナン硫酸，フコイダン，キトサン)と Stx が吸着したものを CACO-2 細胞モデ
ルに接触させ，一定時間後に培地中の遊離 Stx 量(有効成分は吸着)は減少していなかった。この
ことより細胞への結合は阻止されていると考えられた。 

 

難消化性食品や難消化性成分について，志賀毒素産生性大腸菌 O157 産生志賀毒素(Stx)吸着
能を検討した。その結果，スジアオノリ由来のラムナン硫酸，アラメ由来のフコイダン，キトサ
ン(カニ由来)に顕著な Stx 吸着能を見出した。有効成分と Stx の吸着により，腸管細胞 CACO-

2 への Stx 結合が阻止され，アポトーシス誘導を介する細胞死を回避していた。ラムナン硫酸や
フコイダンの吸着能は構成糖比や高分子度に起因し，アミノ基を有するキトサンの吸着能は高
分子度に起因するが，アミノ基の数もその吸着能に大きく関与すると考えられる。 

 

本研究において吸着能を見出した難消化性食品は，常食摂取に対応する濃度範囲で吸着能を
示しているため，安全かつ安価な吸着除去が期待できる。吸着能を有する食品の常食摂取による
感染予防，有用な吸着能を有する加工食品の開発，吸着除去剤への応用開発などに繋がると考え
る。その結果，感染予防や病態改善が期待できると考える。 
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