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研究成果の概要（和文）：　各種糖質加水分解酵素の糖転移作用を利用してN-アセチルグルコサミン（GlcNAc）
を構成糖として含む特殊構造オリゴ糖を合成し、それらのプレバイオティクス機能について評価を行った。
　その結果、以前に量産法を確立したN-アセチルスクロサミンを原料として用い、新規な６種類のGlcNAc含有オ
リゴ糖を合成することができた。これらのオリゴ糖は、ヒト腸内細菌由来の善玉菌であるビフィズス菌の中で特
定の種を選択的に増殖させることが分かった。従来のオリゴ糖プレバイオティクスはこのような選択的ビフィズ
ス菌増殖能が無いことから、今回合成したものは新しいタイプのプレバイオティクスとして開発できる可能性が
ある。

研究成果の概要（英文）：  We synthesized novel N-acetylglucosamine-containing oligosaccharides using
 several transglycosylation-catalyzing glycosidases, and evaluated their prebiotics effect. 
  As the results, we succeeded in the synthesis 6 kinds of the oligosaccharides using 
N-acetylsucrosamine as a low material. Moreover, we found that these oligosaccharides proliferated 
specific species of Bifidobacteria. These facts indicate the possibility that 
N-acetylglucosamine-containing oligosaccharides we synthesized in this study become new type of 
prebiotics.

研究分野： 応用生物化学

キーワード： 応用生物化学　応用酵素学　糖質化学　機能性オリゴ糖　微生物利用学　タンパク質工学

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

オリゴ糖については, 昔から主に嗜好性

に関わる食品素材として利用されてきた。し

かし, 現代人の健康志向の高まりにより, 

食用オリゴ糖の利用はヒトの健康に良い効

果を及ぼす生理機能特性を対象とする方向

に発展してきた。その過程において, 自然界

に豊富に存在するオリゴ糖とは構成単糖間

の結合位置が異なるなど, 特殊な構造を有

した幾つかのオリゴ糖に様々な有用生理機

能特性が見出されたことから, それらは機

能性オリゴ糖と呼ばれ健康補助食品として

使用されるようになった１-３）。これらのオリ

ゴ糖の多くは, グルコース, フルクトース, 

およびガラクトースの３種類の単糖のいず

れかあるいは複数のものから構成されてい

る。それは, デンプン, スクロース, ラクト

ース（乳糖）といった, 生物により豊富に生

産され安価に入手できる身近な糖質の利用

を基盤として開発が進められたためである。

機能性オリゴ糖はヒトの口に入る物質であ

るため, ほとんどは酵素反応を利用して生

産が行われている。そのため, デンプン, ス

クロース, ラクトースの分解や変換に関わ

る微生物酵素の探索が盛んに行われ, それ

らの作用特性が解明されると共に微生物発

酵技術の向上により量産化が可能となり, 

各種オリゴ糖の生産に利用できるようにな

った。 

カニやエビなどの甲殻類の殻の主成分で

あるキチンは単糖 N-アセチルグルコサミン

(GlcNAc)により構成される多糖であり, デン

プンなどと同様に生物によって豊富に生産

されている。GlcNAc は, 我々の体の各所に

おいて大変重要な働きをしている。しかし, 

GlcNAc は自然界に豊富に存在し, 体にとっ

ても大切な糖であるにもかかわらず, グルコ

ース, フルクトース,ガラクトースとは異な

り, 機能性オリゴ糖作成のための素材とし

て今まで利用されてこなかった。しかし, 最

近になって, キチンの分解により得られる

キチンオリゴ糖（GlcNAc のβ-1,4 オリゴマ

ー）の特定の重合度のものに小麦アレルギー

を低減する効果, 癌の進行を抑制する効果, 

および病原微生物の感染を防御する効果が

確認された（キチンオリゴ糖の有用性につい

ては, 優れた総説が出されている）。また, ヒ

トの母乳中に含まれるミルクオリゴ糖の酵

素分解により遊離するガラクトースと

GlcNAc から構成されるヘテロ２糖が, 特定

のビフィズス菌を増殖させる効果や病原菌

の細胞接着を阻害する効果を示すことが明

らかにされた。これらのことから, 構成糖と

して GlcNAc を含むオリゴ糖には, 様々な有

用生理機能が期待されるようになった。 

GlcNAc を含む機能性オリゴ糖の開発が今ま

で積極的に行われてこなかったのは, 原料

となる本単糖が安価に入手できなかったこ

とも原因の一つであると考えられる。しかし

最近, GlcNAc が健康維持や美容のために有

効な効果を示す可能性が動物試験を通して

指摘されるようになってから, 酸加水分解

によりカニ殻キチンから大量に生産される

ようになり, 比較的安価に入手できるよう

になってきた。また, 微生物発酵法による

GlcNAc 生産も検討されており, 本単糖がさ

らに安価に入手できるようになる可能性が

ある。 

 

２．研究の目的 

上記の背景のもとで, GlcNAc を構成糖と

して含むオリゴ糖に注目し、各種のグリコシ

ダーゼの糖転移作用を利用して特殊構造を

有する新規な GlcNAc 含有オリゴ糖を酵素反

応により合成し, それらを次世代機能性オ

リゴ糖として開発するため, それらの有用

生理機能（特にプレバイオティクス効果）を

評価することを計画した。具体的には, 以下

の３つの研究を行うことを計画した。 

(１)以前に量産法を開発した N-アセチルス



クロサミン（SucNAc）４,５)に対する腸内細菌

の資化・増殖能を調べ, プレバイオティクス

としての有効性を調査する。 

(２)量産可能となった SucNAc を原料として

用い, グリコシダーゼの糖転移作用を利用し

て本２糖へ他の糖を結合させ、新規 GlcNAc

含有へテロオリゴ糖を生産する。 

(３)(２)で合成した新規 GlcNAc 含有へテロ

オリゴ糖について, プレバイオティクスと

しての有効性を調査する。 

 

３．研究の方法 

上記の(１)〜(３)に関する研究は, 以下

のような方法で行った。 

(１)ヒト大腸内の代表的な 12 種類のビフィ

ズス菌と4種類の乳酸菌を微生物保存機関よ

り購入し, それらの菌を, SucNAc を唯一の

糖質源として添加した MRS 培地にて培養す

ることで, それらの本オリゴ糖に対する資

化・増殖能を調べた。また, 比較のため, 構

造類似糖であるスクロースについても同様

な実験を行った。さらに, それぞれのオリゴ

糖を含む培地に少量のグルコースを添加し

たものも用意し, それらを用いて培養実験

を行った。 

(２)高濃度のSucNAcが溶解した緩衝液中に, 

糖転移型β-フルクトフラノシダーゼを含む

黄麹菌の乾燥菌糸を添加することで, より重

合度の高い新規 GlcNAc 含有オリゴ糖を糖転

移反応により合成することを試みた。また, 

高濃度の SucNAc とメリビオースが溶解した

緩衝液および高濃度の SucNAc とラクトース

が溶解した緩衝液それぞれに, 真菌由来の糖

転移型α-ガラクトシダーゼおよびβ-ガラク

トシダーゼを添加し糖転移反応を行うこと

で, SucNAc にガラクトースがαおよびβア

ノマーで結合した新規 GlcNAc 含有オリゴ糖

を合成することを試みた。 

(３)(１)の実験で使用したビフィズス菌と

乳酸菌の中から, まずは SucNAc に対して資

化性が認められた菌株について, 上記の(２)

で合成したオリゴ糖に対する資化・増殖能を

調べた。実験は(１)の方法に準じて行った。 

 

４．研究成果 

 

(１)表１に示したように, スクロースは大

腸由来の 12 種類のビフィズス菌と 4 種類の

乳酸菌をほとんど全て増殖させるのに対し

て, SucNAc は特定の種のビフィズス菌を特

異的に増殖させることが分かった。なお, 

SucNAc によって増殖したビフィズス菌は, 

いずれも幼児の腸内に多く見られるもので

あった。従来のプレバイオティクスオリゴ糖

については, このようなビフィズス菌選択的

増殖効果は全く確認されていない。このこと

から, SucNAc は新しい特性を持ったプレバ

イオティクスオリゴ糖として開発できる可

能性が示唆された。 

また, 少量のグルコースを共存させた培

養液中では、SucNAc 資化菌がより多く出現

した。この現象について詳細に調べたところ, 

糖の２段階資化いわゆるジオーキシの現象

が生じていることが分かった（連携研究者お

よび研究協力者と論文を執筆中）。また現在, 

SucNAc 資化菌について, SucNAc 加水分解酵

素の探索を行っているところである。 

(２) SucNAc を共通原料として用い, 糖転移

活性を有する真菌由来のβ-フルクトフラノ

シダーゼ, α-ガラクトシダーゼ, およびβ-

ガラクトシダーゼを作用させて, より重合度

が高い GlcNAc 含有オリゴ糖の合成を試みた

ところ, 図１に示す３糖（アセチル-1-ケ



ストサミン, アセチルラフィノサミン, 

アセチルプランテオサミンアセチル

プランテオサミン３糖）および４糖（

アセチルニストサミン）を, モル収率 20〜

30％で合成することに成功した。これらは, 

いずれも新規なオリゴ糖である。 

 

(３) (２)の実験で合成に成功した各種のオ

リゴ糖について, 数種類の腸内由来のビフ

ィズス菌と乳酸菌による資化の様子を調べ

たところ, アセチル-1-ケストサミンと

アセチルラフィノサミン６)は, 全ての菌株に

よって資化され, これらの菌を増殖させる

ことが分かった。一方, アセチルラフィノ

サミン, アセチルプランテオサミンア

セチルプランテオサミン および３糖は

α-およびβ-ガラクトシダーゼの生産能を

有する菌株を特異的に増殖させることが分

かった。したがって, 後者の４種類のオリゴ

糖は, SucNAc と同様に、新しい特性を持っ

たプレバイオティクスオリゴ糖として開発

できる可能性が示唆された。 
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