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第 1 章  序論  

 

第 1節  酵素の産業利 用  

 

 酵素は、酵素と認知さ れる前から古代の人 々の知恵として使用さ

れてきた。代表 的なものは酒、いわゆるアル コール発酵である。ヨ

ーロッパで古 くから作られているチーズ、日本の伝統的 な食品の味

噌も酵素を利 用して作られている。酵素の存在を 認知し、微生物の

培養から酵素 の生産を始めて実用化したのは、高 峰譲吉である。日

本で酒や味噌 の醸造に利用されてきた黄コウ ジ菌 A s p e rg i l l u s  o r y z a e

の個体培養法 によりジアスターゼ (アミラーゼ )を単離 し、 1 8 9 4 年に

そ の 製 法 を 特 許 出 願 し た 。 本 酵 素 は タ カ ジ ア ス タ ー ゼ と 命 名 さ れ 、

今日まで消化 薬として利用されている [ 1 ]。  

 現在、酵素の 利用は、食品、洗剤、繊維、医 薬品、バイオエタノ

ールなど幅広 く行われている。産業用酵素と して利用されている例

を表 1 - 1 にまとめ る [2 ]。糖質関連酵素は 、澱粉の糖化や液化 、異性

化糖の製造、様 々なオリゴ糖、配糖体の製造 に用いられている。し

かし、自然界に存 在する酵素そのものでは、工業 的生産に適さない

ことも あり、日 々、安全性を確保した上、酵素 の性能向上の研究が

行 わ れ て い る 。 代 表 的 な 酵 素 α -ア ミ ラ ー ゼ は 、 1 0 5  ℃ に 耐 え 且 つ

p H  5 . 5 以下で も活性を保つものが開発されて いる [ 3 ]。 その他にも 、

糖質関連酵素 は 、繊維業で生地の 糊抜きや柔 軟性向上、エネルギー

業でバイオエ タ ノール 生産 等にも用いられて いる。タンパク質関連

酵素は、食 品では食肉加工や調味料の製造に 使用されている。また 、

タンパク質を 分解できることから、脂質関連酵素と組み 合わせて洗

剤としても利 用されている。医療の世界でも 診断薬、検査薬として
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酸化還元酵素 が利用され ており、酵素自体が医薬品とし て医療に使

用されるもの もある [ 4 ]。このように 、酵素は食品だけにとど まらず 、

広く用いられ ている。  
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表 1 - 1 主 な産業用酵素  

分類  例  

糖質関連酵素  α -アミラーゼ 、β -アミラ ーゼ、グルコアミラー ゼ、

プルラナーゼ 、ヘミセルラーゼ、ペクチナー ゼ、

ラクターゼ、グル コースイソメラーゼ、 β -ガラク

トシダーゼな ど  

タ ン パ ク 質 関

連酵素  

微生物由来プ ロテアーゼ、パパイン、トリプシン 、

レンネット、 トランスグルタミナーゼなど  

脂質分解酵素  リパーゼ、ホ スホリパーゼなど  

核酸分解酵素  エキソヌクレ アーゼ、エンドヌクレアーゼな ど  

酸化還元酵素  ペルオキシタ ーゼ、カタラーゼ、ラッカーゼ、グ

ルコースオキ シターゼなど  

その他  ペニシリンア ミ ダーゼ、シアリターゼ、アルカリ

ホスファター ゼなど  
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 糖質に関す る酵素の利用は 、麦芽水飴や酵 素糖化水飴の製造に使

用され たのを始めとし、 α -アミラーゼ とグルコアミラー ゼによるブ

ドウ糖の工業 的生産（ 1 9 5 9 年 ）、グルコース イソメラーゼによる異

性化液糖の工 業的生産（ 1 9 6 5 年）が、いずれも 世界に先駆けて開始

された 。その後、シクロデキストリン 、イソマルト オリゴ糖 、フラ

クトオリゴ糖、ガラクト オリゴ糖など種々の 転移酵素を用いる製造

も順 次始まってい った。酵素 を用い て製造される 主な糖類を表 1 - 2

に示す [ 5 ]。酵素は、一般の 化学触媒と異なり 、比較的温和な条件に

おいて、極めて 高い活性を示すことができる。また、基 質特異性に

より、高い選択性 も合わせ持っており、工業的に 生産することに適

している。現在も 種々の酵素が研究されてお り、さらに酵素を利用

した工業的生 産は糖類、食品のみならず、幅広い 分野で拡大して い

くであろう。  
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表 1 - 2 食 品用酵素を用いて製造される主な 糖類  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

酵素作用 原料 生成糖 使用酵素

水飴 β-アミラーゼ

マルトース 枝切り酵素、β-アミラーゼ

マルトオリゴ糖 マルトオリゴ糖生成アミラーゼ

グルコース 枝切り酵素、グルコアミラーゼ

キシラン キシロオリゴ糖 β-キシラナーゼ

セルロース セロオリゴ糖 セルラーゼ

グルコース 異性化糖液 グルコースイソメラーゼ

ラクトース ラクチュロース アルカリ異性化(非酵素反応)

フラクトース プシコース アルカリ異性化(非酵素反応)

液化澱粉 イソマルトオリゴ糖 β-アミラーゼ、α-グルコシダーゼ

液化澱粉 ニゲロオリゴ糖 β-アミラーゼ、α-グルコシダーゼ

スクロース フラクトオリゴ糖 β-フルクトフラノシダーゼ

スクロース+ラクトース ラクトスクロース β-フルクトフラノシダーゼ

ラクトース ガラクトオリゴ糖 β-ガラクトシダーゼ

ラクトース+液化澱粉
カップリングシュガー
(グリコシルスクロース)

CGTase*

液化澱粉 シクロデキストリン CGTase*

スクロース パラチノース スクロースグルコシルムターゼ

分子内転移
⇒加水分解

液化澱粉 トレハロース
マルトオリゴシルトレハロース生成
酵素
⇒トレハロース遊離酵素

グルコース ゲンチオオリゴ糖 β-グルコシダーゼ

シクロデキストリン+マルトース 分岐シクロデキストリン プルラナーゼ

分子内転移

縮合

液化澱粉

*CGTase：シクロマルトデキストリングルカノトランスファラーゼ

加水分解

異性化

分子間転移
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第 2節  機能性オリゴ 糖  

 

 糖と は、ポリヒドロキ シアル デヒドおよび ポ リヒドロキシケトン

を 最 小 単 位 と し 、 そ れ ら が 単 体 ま た は 重 合 し た 物 質 の 総 称 で あ る 。

糖類は、 糖類 の最小構成単位である単糖、単 糖が 2 – 1 0 程度繋がっ

たオリゴ糖 (少糖 )、多 数の単糖が繋がった多 糖の大きく 3 つの区分

に大別される 。  

 単糖は、一 般的に 分子式 C n ( H 2 O ) y  ( n  =  3 以上 )で表 され、炭素数、

立体的な構造 異性体によって多数の種類が存 在 する (図 1 - 1 , 1 - 2 )。ま

た、ヒドロキシア セトンを除く、全ての糖は 1 個 以上の不斉炭素を

持ち、鏡像異性 体を持 つ。加えて、環状構造を とることによって旋

光性が異なる α 型と β 型の二種類の異性体に 分けられる。旋光性の

異性体 α および β 型は 、水中ではどちらか一 方のみが存在するので

はなく 、糖種、 p H、温度などの影響を受け 、それぞれの割合で平衡

状態として 存 在する [ 6 ]。  

オ リゴ 糖 (少 糖 )は 、加水 分解 で得 られ る単 糖の 数に よっ て 分 けら

れ 、とりわけ構成単糖の数が 少ないものは 、二糖 、三糖 、四糖とも

呼ばれる。単糖の 種類もさることながら、オリゴ 糖は同組成であっ

ても、結合位置 によっても 物性・性質が変化し、非 常に数多くの種

が存在する。 代表的なオリゴ糖を表 1 - 3 にまとめる 。私 たちに馴染

み 深い 砂糖 (ス ク ロー ス )もオ リゴ 糖ま たは 二糖 に分 類さ れる 糖の 1

つである。  

多糖類は、 構 成糖 1 つ 1 つの違いで区分け するのは困難であり 、

主たる構成糖 と 構造・分岐などによる構造で 命名されている (表 1 - 4 )。

アミロースと アミロペクチンを例にあげると、両者とも グルコース

が多数結合し た多糖であるが、アミロースは α1 -4 結 合のみからなる
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直鎖分子に対 し、アミロペクチンは 主鎖の α 1 -4 結合 鎖に加え、α1 - 6

結合の分岐を 持つ (図 1 - 3 )。分岐だけが異なる だけでなく、アミロペ

クチンの長鎖 分子は、アミロースの重合度と は異なる [ 7 ]。  

糖類は私たち 生物の生命活動に必要不可欠な 物質の 1 つである 。

オリゴ糖、多糖 類は、有用 性の高い機能を 有 することから 、数多く

の 報 告が なさ れて いる [ 8 – 1 0 ]。中 で も比 較的 低分 子の オリ ゴ糖は 、

私たちの健康 維持に効果的な作用をもたらす こと から 、機能性オリ

ゴ糖としてす でに 食品 として 多く 使用されて いる [11 ]。  
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図 1 - 1 ア ルドースの構造  
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図 1 - 2 ケ トースの構造  
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CH2O H CH2O H CH2O H CH2O H

D-プシコース D-フルクトース D-ソルボース D-タガトース

3炭糖

4炭糖

5炭糖

6炭糖六 炭 糖  

五 炭 糖  

四 炭 糖  

三 炭 糖  
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表 1 - 3 代 表的なオリゴ糖  

二糖  スクロース 、ラクトース、マルトース 、トレハロース 、

セ ロ ビ オ ー ス 、 ゲ ン チ オ ビ オ ー ス 、 ニ ゲ ロ ー ス 、 ラ ク

ツロース、ラ ミナリビオースなど  

三糖  マルトトリオ ース、ラフィノース、キシロトリ オース、

ケストース、 ニゲロトリオースなど  

四糖  ニストース、 スタキオースなど  
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表 1 - 4 代 表的な多糖類とその構成糖  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

構成糖 多糖 結合

アミロース α1→4結合

アミロペクチン α1→4結合、α1→6結合で分岐

デキストリン α1→4結合、α1→6結合で分岐

セルロース β 1→4結合

カードラン β 1→3結合

フルクトース レバン β 2→6結合

アガロース

β 1→3結合(ガラクトース)

α1→4結合(3,6-アンヒドロ-α -L-ガラクトース)の繰り返し

ほとんど硫酸基は持たない

カラギーナン

β 1→3結合(ガラクトース)

α1→4結合(3,6-アンヒドロ-α -D-ガラクトース)の繰り返し

硫酸基を有する

キシロース キシラン β 1→4結合

グルコース
フルクトース

イヌリン
β 2→1結合、

末端にα (1→2)β結合でグルコース

グルコース
マンノース

グルコマンナン おおよそグルコースとマンナンが2：3でβ 1→4結合

グルコース
マンノース
グルクロン酸

キサンタガム

主鎖にβ 1→4結合のグルコース

側鎖にマンノース-グルクロン酸-マンノース

末端のマンノースはピルビン酸と結合していることもある

グルコース

ガラクトース
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アミロース  

 

 

アミロペクチ ン  

図 1 - 3 ア ミロースとアミロペクチンの構造  
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 食品 に利用 されている 機能性オリゴ糖 には、主に砂糖 を原料に合

成されるフラ クトオリゴ糖、主に 澱粉を原料 に生産されるイソマル

トオリゴ糖、ニ ゲロオリゴ糖、ゲンチオオリ ゴ糖、主に 乳糖を原料

に生産される ガラクトオリゴ糖、キシロオリゴ糖などが あげられる。 

糖類の機能性 は、栄養源としての 一次機能 は もちろん、嗜好性に

関する二次機 能、生体調節機能に関する三次 機能がある。一次機能

に関わる生理 作用としては、消化、吸収、代謝がある。 消化は、多

糖やオリゴ糖 が単糖にまで加水分解され、腸管から吸収 可能な形に

変換すること である。澱粉とその分解物、スク ロース、マルトース

などはこの消 化の過程の後、体内に小腸上皮 細胞の輸送系によって

吸収され、細胞 内にとりこまれる。吸収された グルコースは、解糖

系、クエン酸回 路、酸化的リン酸経路を経て、エネルギーを生み出

す。過剰な栄養源 としてのグルコースは、体内に グリコーゲンとし

て貯蔵される こととなる。な かには 、消化・吸収 されない、もしく

はされにくい 糖質もある。これらは難消化性 糖質と呼ばれ、食物繊

維 、難消化性澱粉 、フラクト オリゴ糖 、ガラクトオリゴ糖 、マルチ

トール、エリス リトールなどがある。難消化性 糖質は、人体の消化

酵素によって 消化されず、腸まで届き、腸 内細菌に良い影響を与え 、

腸内環境の改 善に役立つ [ 1 2 ]。  

二次機能の効 果として、食品が単にエネルギ ー 源を得るためだけ

に食べられる のではなく、その食品の摂取を 促進すること、食生活

に潤い・楽しみを 持たせることがある。糖の二次 機能としてもっと

も利用されて いるのは、甘味である。糖類は甘味 を持つものが多く

存在している が、その強さは 、種によって大 きく異なる。単 糖、オ

リゴ糖は甘味 を示すが、高分子になるにつれ て甘味は弱くなる。甘

味料としても っとも利用されているスクロー ス (砂糖 )を 1 0 0 とした
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時の相対 甘味 度を 表 1 - 5 に示す [1 3 ]。市 販されているオリゴ糖は 3 0 –

6 0 程度の甘さとなっ ている。食品の三次機能 に分類される生体調節

機能は、近年の 健康志向の高まりにより、重要 性・必要性が増して

きている 。糖の生体調節機能 としては 、整腸作用 、血圧調節、血糖

値調節 、高吸収性ミネラル 、低カロリー 、抗 う 蝕性 、ビフィズス菌

増殖活性 、便性改善など 、多くの機能が報告さ れている [ 8 , 9 , 1 4 – 1 6 ]。

そのため、我が国 ではこれらの糖類が含まれ る食品は、特定保健用

食品として表 示され、販売されている (表 1 - 6 ) [ 11 ]。  

  



15 
 

表 1 - 5 ス クロースを 1 0 0 としたときの相対 甘味度  

 

 

 

  

二糖
(オリゴ糖)

スクロース 100

α-フルクトース 60

β-フルクトース 173-180

α-グルコース 74

β-グルコース 82

α-ガラクトース 32

β-ガラクトース 21

α-マンノース 32

β-マンノース 苦味

キシロース 40

マルトース 32-40

ラフィノース 20-32

ラクトース 16

フルクトオリゴ糖 30-60

ガラクトオリゴ糖 25-35

キシロオリゴ糖 40-50

ゲンチオオリゴ糖 40

配糖体 ステビオシド 10000-12000

スクラロース 60000 (スクロース誘導体合成甘味料)

アスパルテーム 20000 (ペプチド性合成甘味料）

アセサルファムK 30000 (合成甘味料)

サッカリン 30000 (合成甘味料)

ズルチン 25000 (尿素誘導体合成甘味料)

単糖

オリゴ糖

人工甘味料
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表 1 - 6 特 定保健用食品に使用される糖類  

区分  関与成分  1 日 摂取目安量  ( g )  

 

 

 

Ⅰ .食 物繊維  

難消化性デキ ストリン  

(食 物繊維として )  

3–8  

ポリデキスト ロース  

(食 物繊維として )  

7–8  

グアーガム分 解物  

(食 物繊維として )  

5–1 2  

 

 

Ⅱ .オ リゴ糖  

大豆オリゴ糖  2–6  

フラクトオリ ゴ糖  3–8  

乳果オリゴ糖  2–8  

ガラクトオリ ゴ糖  2–5  

キシロオリゴ 糖  1–3  

イソマルトオ リゴ糖  1 0  
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健 康 食 品 市 場 は 、 ユ ー ザ ー が 直 接 使 用 す る 顧 客 で あ る こ と か ら 、

人々の健康志 向の高まりにとともに順調に市 場規模が拡大し、 2 0 1 5

年には、 5 0 0 0 億 円 を超える市場規模に成長し た [1 7 ]。機能性オリゴ

糖は、魅力的な機 能性を有するものが多く存 在し、それらは健康食

品に添加、または純粋な そのものを健康食品 として販売されている 。

そのため、健康食 品の市場拡大に伴って、機能性 オリゴ糖の市場も

年々拡大して いることが予測される。近年、工業用酵素 の開発や製

造技術の向上 によって、安定的に工業生産可 能と なってきたことも

背中を押して おり、 2 0 0 5 年時 点で機能性オリ ゴ糖の市場規模は 2 0 0

億円を突破し ている。国内の生産量の内訳と しては、トレハロース 、

主に澱粉から 生産されるマルトオリゴ糖、イソマルトオ リゴ糖が最

も多くなって いる (表 1 - 7 ) [ 1 8 ]。これは、原料が安価で豊富であるこ

と、加水分解及び転移酵 素の知見が多く報告 されていたこ とが要因

の 1 つとして 上げられる。2 0 0 5 年時点では、ま だ少ない生産量のフ

ラクトオリゴ 糖、ゲンチオオリゴ糖も有用な 機能性が多く報告され

て お り [1 5 , 1 6 , 1 9 , 2 0 ]、 研 究 ・ 製 造 技 術 の 発 展 と とも に 、 市 場と生 産

量も拡大する と推測される。  
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表 1 - 7 2 0 0 5 年の 国内のオリゴ糖 生産量  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

マルトオリゴ糖 15000

イソマルトオリゴ糖 15000

シクロデキストリン 4000

トレハロース 30000

パラチノース 5000

フラクトオリゴ糖 3500

ガラクトオリゴ糖 6500

グリコシルスクロース 2000

乳果オリゴ糖 2500

ゲンチオオリゴ糖 500-1000

ニゲロオリゴ糖 500-1000

その他(キシロオリゴ糖、ラフィノースなど) 1000-2000

生産量(トン/年)オリゴ糖
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第 3節  フラクトオリ ゴ糖   

 

フラクトオリ ゴ糖は、フルクトースを含むオ リゴ糖であり、砂糖

(ス ク ロ ース )か ら微 生物 ・酵 素を 用い て 生 産 す るこ とが でき る 。 ス

ク ロ ー ス を 原 料 に 酵 素 に よ る 糖 転 移 反 応 に よ っ て 生 産 さ れ る フ ラ

クト オリゴ糖は、 1 -ケストース、ニ ストース、 フ ルクト シルニスト

ー ス な ど が あ げら れ る (図 1 - 4 ) [2 1 , 2 2 ]。 ス ク ロ ー ス のフ ル ク トー ス

残基が鎖状に 延びていく形をとり、この特徴は酵素の 基 質特異性に

よってもたら される。  

フラクトース 転移に関与する酵素源として微 生物 、植物由来のも

のが知られて いる。酵母の生産する酵素をス クロースに作用させる

と 反 応 初 期 に は 若 干 の 転 移 反 応 が 認 め ら れ 6 -ケ ス ト ー ス を 主 に 数  

種のオリゴ糖 が生成 するが 、最終的にはすべ てグルコースとフ ルク  

トースに加水 分解され てしまう。一般に、酵母 が生産す るフラクト

フラノシダー ゼは加水分解作用が強 く、転移反応による オリゴ糖の

生成は少ない 。一 方で、カビ類が生産する酵 素については種類も多

く、転移反応の弱 いものから非常に強いもの まで存在する 。フラク

ト オ リゴ 糖製 造 に 使 用さ れて いる 酵 素の 由来 微生 物 は、 A s p e rg i l l u s

属 [ 1 6 , 2 3 ]、P e n i c i l l u m 属 [ 1 4 , 2 1 ]あるいは S c o p u l a r i o p s i s 属 [ 2 4 ]が挙げ

られ、より効 率的に生産するべく研究がなさ れている。  

前 述 の よ う に し て 生 産 さ れ て い る フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 の 特 性 と し

て、抗 う蝕性、難消化性、整腸作用がある。スクロースの約 3 0％程

度 の 甘 味 を も つ フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 で あ る が 、 難 消 化 性 で あ る た め 、

体内に吸収さ れず、結果、血糖値および血中 インスリンのいずれも

上昇しない 。また、腸まで分解されずに届い たフラクトオリゴ糖は 、

腸 内細 菌の 有用 菌 (ビ フィ ズス菌 、腸 球菌 )に 利 用さ れ、腸 内環 境の
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改 善 にも 役に 立つ [ 1 2 ]。 こ のよう に フラ クト オリ ゴ糖 は三 次機能 の

生体調節機能 にも有用性が認められてい る。  

フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 の 原 料 と な る 砂 糖 (ス ク ロ ー ス )は 、 1 9 7 3 (昭 和

4 8 )年には国内 砂糖消費量は 3 2 0 万 トンを記録し 、一人当た りでは

2 9 . 2 9  k g の砂 糖消費量 となった [ 2 5 ]。しかし、 近年の 一人当たりの

砂糖消費量を 見てみると、年々砂糖の消費量 が減少傾向にあり、平

成 2 8 年では、1 5 . 4  k g と消費量のピークであ った昭和 4 8 年 と比較す

ると半分程度 である  [ 2 6 ]。これは 、異性化糖の増加も一因で あるが 、

消費者の健康 志向によるものが大きく関与し ている。砂糖に替わり 、

甘味度は少な くとも、整腸機能や抗 う蝕性作 用のある機能性オリゴ

糖を使用した 食品が多く出回るようになって きた。2 0 1 8 年現在、世

界における砂 糖消費量は、人口増加の影響も あるが年々増加してい

る (図 1 - 5 )。砂糖の過 剰摂取は、肥満の原因の 一 つ で あ り 、高 血 糖 ・

糖尿病を引き 起こし、先進国で特に問題とな っている。  

スクロース に 替わる甘味料や機能性オリゴ糖 は、世界的にも関心

を集めている。スクロー スは現代社会におい て最も使用 される甘味

料であり、世界中 で生産され、原料としては 豊富で産業的にも安価

で使用しやす い。スクロースから、機能性オリゴ 糖を生産すること

は、スクロースの 有効利 用とともに 付加価値 を高めることにもなる。 
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図 1 -4  フラクトオリゴ糖の構造  
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図 1 - 5 世 界の砂糖消費量の推移  
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第 4節  ゲンチオオリ ゴ糖  

 

 ゲンチオオ リゴ糖は、グルコース が β 1 → 6 結合してで きているゲ

ンチオビオー ス、ゲンチオトリオース、ゲンチオ テトラオースなど

からな る (図 1 - 6 )。機能 性としては、善玉菌の増 殖やミネラル吸収 促

進を有し 、また二 次機能の嗜好性の面でも、多く のオリゴ糖が甘味

を示すのに対 し、ゲンチオオリゴ糖は苦みを 示す特徴をもつ [ 1 3 , 2 0 ]。

そのため、コ コアやコーヒーに よく利用され ている。  

 ゲンチオオ リゴ糖の製造方法は、澱粉をグルコースに まで分解し

たのち、グルコースに β -グルコシダーゼを作 用させ る転移反応また

は縮合反応に よって 生産されてい る。工業的に生産され ている報告

はないが、グ ルコースを構成糖とし、 β 1 → 6 結合 を有する β グルカ

ンの加水分解 によっても生産することは、理論上 可能である。ここ

で、 β グルカンにつ いて、概説する。  

β -グ ルカン の定義 としては、 β 配位し たグルコピラノ ースを主構

成糖とする多 糖類のことであり、種々の結合様式を包括 し た広い範

囲を含む。最 もよく知られている β グルカンの 1 つに β 1 → 4 結合し

たセルロース がある。しかし、セルロースは 固有名詞としての存在

感が強くある ため、 β グルカ ンと呼ぶと、一 般に β 1 , 3 -お よび β 1 , 6 -

グルカンを指 して使用されることが多い。  

β グルカンは、真菌、細菌、植物など自然界に 広く分布している。

キノコ (担子菌の子実体 )に多く含まれる成分 であり、それらの β グ

ルカンには抗 腫瘍活性があることが知られて おり、抗癌剤 として医

薬品に 使用さ れている [ 2 7 , 2 8 ]。キノコ由来以 外の β グルカ ンとして

は、酵母や 糸 状菌 由来の β 1 , 3 -およ び β 1 , 6 -グルカンがあり、キノコ

由 来 と同 様に 抗腫 瘍活 性を 有する こ とが 報告 され てい る [1 3 ]。酵 母
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や真菌類の β グルカンは、細胞壁の 1 成分と して存在しており、他

の多糖やタン パク質と結合し、頑丈な細胞壁 を成している。このた

め 、 水 に 難 様 な も の が 多 く 、 一 般 に 抽 出 、 高 純 度 化 が 困 難 で あ る 。

しかし、現在では培養液 に水熱処理を実施し たことで低粘性になる

との報告もな され、その技術を利用し精製を 行なった高純度で水溶

性の黒酵母（ A u re o b a s i d i u m  p u l lu l a n s） 由来 β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカ ンも市

販 され てい る [ 2 9 ]。 高 純度 となっ たこ とに より 、 β グ ルカ ンその も

のとしての利 用価 値の向上もさることながら、基質とし ての原料と

しても価値が 見いだせ、新たなオリゴ糖生産 に期待が持てる。  
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図 1 - 6 ゲ ンチオオリゴ糖の構造  
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第 5節  本研究の目的 と構成  

 

 本論文は 4 章で構成する。  

 本論文では、微生物由 来の酵素を利用した 機能性オリゴ糖の効率

的な生産 条件 、または新たな生産方法の検討 を目的とし た。  

 第 1 章は序 論として、酵素の産業利用例と 糖に ついて紹介し、本

研 究 の 目 的 物 質 で あ る 機 能 性 オ リ ゴ 糖 の 種 類 や 効 果 に つ い て 述 べ

る。  

 第 2 章では 、 スクロースを 基 質として、 P e n i c i l l i u m  c i t r i n u m 由来

の 酵 素 に よ っ て イ ヌ リ ン 型 の 機 能 性 オ リ ゴ 糖 の み を 生 産 す る こ と

が確認された 。本菌体がネオ ケストース ( F r u f β 2 → 6 G l c α 1 → 2 β F r u f )と

ネ オ ニ ス ト ー ス ( F r u f β 2 → 6 G l c α 1 → 2 β F r u f 1 → 2 β F r u f ) を 含 む フ ラ ク ト

オリゴ糖を 生 産することは報告があるが、イヌリン型の フラクトオ

リゴ糖の みを 生産することは知られていない 。 P.  c i t r i n u m 由来の菌

体内酵素を用 いて p H お よび温度に対する特 性、そしてイヌリン型

機能性 オリゴ 糖の生産について検討し、フラクトオリゴ 糖の生産効

率および生産 量を明らかにした。  

 第 3 章では 、A u re o b a s i d i u m  p u l l u l a n s が有 する β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカン

を 熱 水処 理 した 水溶 性 β - 1 , 3 - 1 , 6 -グ ル カ ンを 原 料と し、 キタ ラー ゼ

に よ っ て ゲ ン チ オ ビ ー ス を 効 率 的 に 生 産 可 能 で あ る こ と を 見 出 し

た。現在の工業的な生産 方法である β -グル コシダーゼによる縮合反

応は、二糖のゲ ンチオビオースの他、三糖、四糖も 同時に生 産して

しまうが、キタラーゼに よる本加水分 解法は ゲンチオビオース を効

率よく 生産す ることが可能であることを明ら かにした。  
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 第 4 章では、第 2 章および 第 3 章の まとめを行い、機能性オリ

ゴ 糖 で あ る フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 と ゲ ン チ オ ビ オ ー ス の 効 率 的 な 生 産

について述べ た。  
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第 2 章  P e n i c i l l i u m  c i t r i n u m 由来の酵素による機能性イヌリン

型オリゴ糖の生産  

 

第 1 節  緒言  

 

三 糖 の 1 - ケ ス ト ー ス （ O - β - D - f r u c t o f u r a n o s y l - ( 2 → 1 ) - β - D -  

f r u c t o f r a n o s y l  α - D - g l u c o p y r a n o s i d e ） や 四 糖 の ニ ス ト ー ス

（ O - β - D - f r u c t o f u r a n o s y l - ( 2 → 1 ) - β - D - f r u c t o f r a n o s y l - ( 2 → 1 ) - β - D - f r u c t o -

f r a n o s y l  α - D - g l u c o p y r a n o s i d e）などのイヌリン 型のフラクトオリゴ糖

は、カロリーが 低く、抗 う蝕性であり、ビフィ ズス菌の増殖を助け

る興味深い特 質を示すため、工業的に製造さ れ、幅広く使用されて

いる [ 1 - 4 ]。A s p e rg i l l u s  j a p o n i c u s  [ 5 ] ,  A s p e rg i l l u s  n i g e r  [ 3 ] ,  A s p e rg i l l u s  

o r y z a e  [ 6 ] ,  A u re o b a s i d i u m  p u l l u l a n s  
[ 7 ] ,  C h r y s o n i l i a  s i t o p h i l a  [ 8 ] ,

 

F u s a r i u m  o x y s p o r u m  [ 9 ] ,  P e n i c i l l i u m  e x p a n s u m  [ 1 0 ]のようないくつか

の微生物由来 の酵素は、フルクトース転移活 性を介して、スクロー

ス を フ ル ク ト ー ス の 供 与 体 と 受 容 体 と し て フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 を 生

産すると同時 に、グルコースを反 応溶液中に 遊離する。  

P e n i c i l l i u m  c i t r i n u m の遊離菌体 [11 ]ま たは 固定化菌体 [ 1 2 ,  1 3 ]によ

る フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 生 産 に お い て 、 ネ オ ケ ス ト ー ス

( F r u f β 2 → 6 G l c α 1 → 2 β F r u f ) と ネ オ ニ ス ト ー ス ( F r u f β 2 → 6 G l c α 1 →  

2 β F r u f 1 → 2 β F r u f )が 含まれることが、これまでに報告 されている。し

かし、 P.  c i t r i n u m 由来の菌体内酵素が 1 -ケストースやニ ストースの

ようなイヌリ ン型のフラクトオリゴ糖のみを 生産することは 、まだ

報告されてい ない。  

本研究では、低コスト 基質としてのスクロー スの価値を高めるた

め、P.  c i t r i n u m 由来の菌体内 酵素を用いて 、p H および温度に対す る
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特性、および機能 性 イヌリン型オリゴ糖の生 産について検討し、フ

ラクトオリゴ 糖の生産効率および生産量を明 らかにした。すなわち 、

P.  c i t r i n u m から抽出した 本酵素のフラクトオ リゴ糖の工業的生産に

おける有用性 を確認した。  

 

第 2 節  実験 方法  

 

2 . 1 培養と酵素調 製   

P.  c i t r i n u m をスクロ ース 2 0 0  g / L、酵母エキス 2 0  g / L、K 2 H P O 4  2  g / L、

N a C l  1  g / L を 含む 液体培地で培養した。培養 は、 p H  6 . 5、 3 0  ℃で 5

日 間 行 っ た 。 フ ル ク ト ー ス 転 移 活 性 を 示 す 酵 素 は 、

β - f r u c t o f u r a n o s i d a s e 活 性 を 有 さ な い キ タ ラ ー ゼ ( 2 , 0 0 0  U ,  

e n d o - β - 1 , 3 - g l u c a n a s e ;  Wa k o  P u r e  C h e m i c a l  I n d u s t r i e s  L t d . ,  O s a k a ,  

J a p a n )  2 0  g を用いて、 7 5  m m o l / L M c I l v a i n e 緩 衝 液 ( p H  5 )、 4 0  ℃、 2

時間反応させ 、乾燥菌体 5  g から可溶化した 。遠心分離 ( 1 3 , 0 0 0  ×  g ,  

1 5 分 )によ って得た上清を菌体内酵素として 使用した。  

 

2 . 2 酵素活性測定   

酵素反応は、 1 0 0  m m o l / L M c I l v a i n e 緩 衝液 ( p H  5 )に溶解した 3 7 5  

m g / m L ス クロース溶液 0 . 8  m L に酵素溶 液 0 . 2  m L を添加す ることで

開始した。反 応は、 5 0  ℃で 2 0 分間行い、 1 0 分間煮沸して反応を

停止させた。  

生 成 し た グ ル コ ー ス 量 が 転 移 し た フ ル ク ト ー ス 量 と 同 じ で あ る

の で 、 反応 液 中の グ ルコ ー ス量を グ ル コー ス オキ ダ ーゼ 法 ( G l u c o s e  

C I I - t e s t ;  Wa k o )に て分析した。酵素活性 1 U は、1 分間に 1  µ m o l のフ

ルクトース転 移のために必要な酵素量と定義 した。  
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2 . 3 酵素反応   

最適反 応 p H は p H  3 – 8 で反応を行って求めた 。p H 安定性は 、p H  4 –

8 で 3 時間放置後の残存活性を測定して求め た。  

最適反応温度 は、2 0 – 8 0  ℃で反応を行って求 めた。温度安定性は 、

2 0 – 8 0  ℃で 1 5 分間放置後の 残存活性を測定 して求めた。  

1 0 0  m m o l / L M c I l v a i n e 緩 衝液 ( p H  5 )に溶解した 3 7 5  m g / m L スクロ

ース溶液 8  m L と酵素 溶液 (1 0  U )  2  m L を混合し、 3 0  ℃で 7 2 時間反

応させた。  

生 成 し た オ リ ゴ 糖 は 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ H P L C） 装

置 ( S h i m a d z u  L C - 1 0 A ,  S h i m a d z u ,  K y o t o ,  J a p a n )、 Wa k o s i l  5 N H 2 カラム  

( 4 . 6  ×  2 5 0  m m ;  Wa k o )、カラム温度 4 0℃、移動相ア セトニトリル／

精製水  8 0： 2 0  ( v / v )、流速 1  m L / m i n、 IR 検 出器 ( R ID - 6 A ,  S h i m a d z u )

によって分析 した。  

オリゴ糖生産 効率は、反応混合液中の初発ス クロース濃度に対す

る生成オリゴ 糖濃度のパーセンテージとして 示した。  

 

第 3 節  結果  

 

3 . 1 反応条件  

フラクトオリ ゴ糖生産のための P.  c i t r i n u m 由来酵素の p H と温度

の特性につい て検討した結果、図 2 - 1 に示したよ うに酵素の最適 p H

は 5 であった 。また 、本酵素は p H  4 . 5 – 7 の範囲で安定であり 、 3 時

間後でも 9 0 %の活性を維持 した (図 2 - 2 )。  

酵 素 の最 適反 応温 度は 、 5 0  ℃ で あ った （図 2 - 3）。 また 、図 2 - 4

に示したよう に、本酵素は 5 0  ℃ において 1 5 分間安定であり 、6 0  ℃



35 
 

で も 7 0 %の 活性 を維 持し た。 しか し、 8 0  ℃ に おい て本 酵 素 は殆 ど

失活した。  
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図 2 - 1 酵 素活性におよぼす p H の影響  
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図 2 - 2 酵 素活性の安定性におよぼす p H の影響  
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図 2 - 3 酵 素活性におよぼす温度の影響  
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図 2 - 4 酵 素活性の安定性におよぼす温度の 影響  
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3 . 2 酵素反応を用 いたフラクトオリゴ糖生産  

 

 P.  c i t r i n u m 由来の酵素 によって触媒される 反応のタイムコースを 、

図 2 - 5 に示した 。本酵素は、スクロースから 1 -ケストー スを生成す

るとともに、グ ルコースを遊離した。フルクト ースは、長時間反応

後に反応液中 に生成された。 4 8 時間後 の 1 -ケ ストース濃度は、 11 0  

m g / m L で あり、初発 スクロース濃度 ( 2 9 5  m g / m L )と 比較して、 3 7 . 3 %

の転移効率を 示した。 1 -ケストースからのニ ストース生産は、 2 4 時

間反応後から 起こり、 7 2 時間後の値は 3 4 . 2  m g / m L であ った。スク

ロ ー ス か ら 生 産 さ れ た フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 類 ( 1 -ケ ス ト ー ス と ニ ス ト

ース )の最大濃度は、 7 2 時間後に 1 3 9  m g / m L に達し、初 発スクロー

ス濃度に対す る転移効率は 4 7 . 1 %であった。 1 -ケストー スが生成さ

れるにつれて 、グルコース濃度は増加したが 、フルクトース濃度は 、

殆ど変化しな かった。  
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図 2 - 5 フ ラクトオリゴ糖生産の経時変化  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

50

100

150

200

250

300

350

0 10 20 30 40 50 60 70 80

糖
濃
度
 

 (
m

g
/m

L
) 

反応時間  ( h） 

Fructose

Glucose

Sucrose

1-Kestose

Nystose



42 
 

第 4 節  考察  

P.  c i t r i n u m からキタラーゼ  ( e n d o - β - 1 , 3 - g l u c a n a s e )を 用いて抽 出し

た菌体内酵素 は、フルクトース供与体と受容 体としてスクロース基

質の みを利用した フルクトシル転移 活性によって 、 1 -ケストースと

ニ ス ト ー ス の よ う な イ ヌ リ ン 型 の フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 の み を 生 産 し 、

同時に混合液 中にグルコースを遊離した。 P.  c i t r i n u m 菌 体は、ネオ

ケ ス ト ー ス や ネ オ ニ ス ト ー ス の よ う な フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 を 生 産 す

ることが 、こ れまでに報告されている [ 11 – 1 3 ]。  

本酵素 の最適 p H（ 5 . 0）は、 P e n i c i l l i u m  c i t re o n i g r u m  [ 1 4 ]の最適

p H  5 および P e n i c i l l i u m  p u r p u ro g e n u m  [ 1 ]と P e n i c i l l i u m  o x a l i c u m  由

来酵素 [ 1 5 ]の最適 p H  5 . 5 と類似していた。  本酵素は、 p H  4 . 5 – 7 の

広い範囲で安 定であるが、標 準偏差値が大き いことから p H  4 と p H  8

付 近 で 変 性が 起 こり 始 めて い ると 考 え ら れた 。 一方 で 、 p H  2 – 4 と

p H  8 以 上の範囲における本酵素の安定性は 、P.  c i t re o n i g r u m  [ 1 4 ]  と

P.  o x a l i c u m  [ 1 5 ]由来の酵 素安定性より低かっ たが、工業的なフラク

トオリゴ糖生 産においては十分であると考え られた。  

本酵素の最適 反応温度 ( 5 0  ℃ )は、 P.  p u r p u ro g e n u m 由来酵素 [ 1 ]の

最適反応温度 ( 5 5  ℃ )と同様であり、P.  o x a l i c u m 由来酵 素 [1 5 ]の最適

反応温度 ( 6 0  ℃ )よりも少し低い結果となった 。本酵素の 5 0  ℃にお

ける温度安定 性は、 P.  o x a l i c u m  [ 1 5 ]由来酵素と同等で あり、良好で

あると考えら れた。また、残存活性の標準偏 差値が大きいことから 、

本酵素が 6 0  ℃付近で変 性し始めたと考察し た。これまでに報告さ

れている P e n i c i l l i u m 由来酵素の p H と温度の特性は、そ れほど相違

がないと考え られた。  

本 酵 素 に よ る イ ヌ リ ン 型 フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 生 産 効 率 (4 7 . 1 % )は 、

P e n i c i l l i u m  c h r y s o g e n u m 由 来 酵 素 ( 4 2 . 5 1 % ) と 類 似 し て お り 、



43 
 

P e n i c i l l i u m  p u r p u ro g e n u m と P e n i c i l l i u m  i s l a n d i u m 由来 酵素より高い

ことが分かっ た [1 6 ]。ま た、本酵素活性は、 P e n i c i l l i u m  s i z o v a e 菌体

[ 1 7 ]よりも高い生産効 率を示した。  

P.  c i t r i n u m から得た本 酵素は、これまで述べ たような良好な特性

を有すること から、機能性イヌリン型フラク トオリゴ糖の工業的生

産に非常に有 用であると考えられた。本酵素は、高いフ ルクトース

転 移 活 性 を 有 す る β -フ ル ク ト フ ラ ノ シ ダ ー ゼ で あ る と 推 定 さ れ る

が、本酵素の 精製と詳細な分析が今後必要で ある。   

結論として、 P.  c i t r i n u m から抽出 した本酵素 を用いて、イヌリン

型 フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 を ス ク ロ ー ス か ら 効 率 的 に 生 産 す る こ と が で

きた。フラクトオリゴ糖 の工業的生産のため の酵素反応のスケール

アップと最適 化が今後の課題である。本酵素プロ セスは、スクロー

スの価値を高 め、機能性オリゴ糖生産のため に有用であると考えら

れた。  
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第 3 章  水熱処理 A u re o b a s i d iu m  p u l l u l a n s 由来 β -1 , 3 -1 , 6 -グルカ

ンからのゲンチオビースの生産  

 

第 1節  緒言  

 二 糖 で あ る ゲ ン チ オ ビ オ ー ス （ β - D - G l c p - ( 1 → 6 ) - D - G l c） は 、 白 樺

の 樹 液 [ 1 ]や フ ル ー ツ ト マ ト [ 2 ]に 含 ま れ て い る 。 ゲ ン チ オ ビ オ ー ス

を含むゲンチ オオリゴ糖は、糸状菌の β -グ ルコシダーゼ が触媒する

グルコース転 移反応や縮合反応によって、工業的に生産 されている

[ 3 ]。 ゲ ン チオ オリ ゴ糖 は、 苦みが あり 、高 吸湿 性を 持つ こと から 、

高い保湿効果 を示す。また、溶解したゲンチ オオリゴ糖は、水の凝

固点を下げる 働き [ 3 ]もあり、これらの特徴は 、食品の品質や味の改

善 の 為 に 使 用 さ れ て い る 。 ゲ ン チ オ オ リ ゴ 糖 は 、 B i f i d o b a c t e r i u m  

i n f a n t i s や L a c t o b a c i l l u s  a c i d o p h i l u s の ような善玉菌の成長を助ける

ほか、抗ガン作用の可能性 [ 4 ]が見いだされ 、カルシウムの吸収を向

上させる効果 [ 3 ]もあることから、健康食品の成分として極め て有用

である。ゲンチオ ビオースの新規の機能とし て、発芽休止状態で越

冬 す る 際 の 制 御 機 能 [ 5 ]や 、 ト マ ト の 熟 成 の 開 始 を 引 き 起 こ す 因 子

[ 2 ]である ことが報告されている。  

 ゲンチオビ オースは、基質としてグルコー スもしくはオリゴ糖を

用いて、A s p e rg i l l u s  o r y z a e [ 6 ]、P e n i c i l l i u m  m u l t i c o l o r [ 7 ]、R h i z o m u c o r  

m i e h e i [ 8 ]由 来 の β -グ ル コ シ ダ ー ゼ に よ る グ ル コ ー ス 転 移 反 応 に よ

って生 産する ことができる。しかし、 A u re o b a s i d i u m  p u l l u l a n s 由来

の 多 糖 β - 1 , 3 -1 , 6 -グ ルカ ン の酵素 加 水分 解 反応 を利 用し た ゲンチ オ

ビオースの生 産については、これまで報告さ れていない。ゲンチオ

ビオースを含 む機能性オリゴ糖の酵素加水分 解による生産物は、健

康促進のため の食品成分として利用すること ができる。以前に、平
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林ら [ 9 ]は、水 熱処理した A .  p u l l u l a n s 由来 β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカンの化学

構造を確認し、その水へ の可溶性と酵素加水 分解に対する感受性の

関係について 注目し た。  

 本研究では、ゲ ンチオビースの工業的生産 の 向上のため、キタラ

ーゼを用い て A .  p u l l u l a n s 由来 β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカンからゲン チオビー

ス生産し、ゲンチオビオ ースの収率とグルコ ースに対するゲンチオ

ビオースの割 合について検討した。  

 

第 2節  実験方法  

 

2 . 1  水熱処理 A .  p u l l u l a n s 由来 β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカンの調製  

 A .  p u l l u l a n s  AT C C  2 0 5 2 4 をスクロース 6  g / L、米糠 2  g / L、 アスコ

ルビン酸 2  g / L を含む液 体培地を用いて、 2 3℃で 7 2 時間培 養した 。

β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカン は、焼ミョウバンを添加す ることで回収し、次に 、

連続流通管 型 反応器（ 3 0 0  m L / m i n、 1 8 0  ℃、 1 5 分、 p H  5 . 5）を使用

し て 水熱 処 理し た。 処理 し た β - 1 , 3 - 1 , 6 -グ ル カ ン溶 液を 限 外濾過 に

よって濃縮し 、 1 2 1  ℃で 1 5 分間オートクレ ーブ処理し、 4 8 時間凍

結乾燥した。  

 

2 . 2 酵素加水分解  

 酵素として 市販のキタラーゼ（ 主要成分 ： エンド - β - 1 , 3 -グルカナ

ー ゼ 、 E C  3 . 2 . 1 . 6 、 R h i z o c t o n i a  s o l a n i 由 来 ;  Wa k o  P u r e  C h e m i c a l  

I n d u s t r i e s  L t d . ,  O s a k a ,  J a p a n） を使用した。基 質（ 1 0 0  m g / m L）とキ

タラーゼ（ 0 . 1  U / m g -基質 ）を含む M a c I l v a i n 緩 衝 液（ p H  5 . 0、5 0  m m o l / L）

を 4 0  ℃で 1 8 時間 温 置した。 1  U は、 1 分間に 1  μ m o l の グルコース

に相当する可 溶性糖を遊離する酵素量と定義 した。  
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2 . 3 糖測定  

 得られたグ ルコースとゲンチオビオースは、高速液体 クロマトグ

ラフィー（ H P L C）装置（ S h i m a d z u  L C - 1 0 ;  S h i m a d z u  C o r p o r a t i o n ,  K y o t o ,  

J a p a n）を使用して定量した 。カラムは、S h o d e x  K S - 8 0 1  カ ラム（ 8  ×  

3 0 0  m m ;  S h o w a  D e n k o  K . K . ,  To k y o ,  J a p a n）を使用し 、検出器は IR 検

出器を用いた 。分析条件は、カラム温度 4 0  ℃、移動相 は精製水を

用い 、流速 0 . 5  m L / m i n で 分析した 。ゲンチオビオース収率は 、反応

混合液中の初 発基質濃度のパーセンテージと して示した。  

 

第 3節  結果  

  

3 . 1 各反応 p H におけるゲン チオビオース生 産  

 各反応 p H における キタラーゼを用いた A .  p u l l u l a n s  β - 1 , 3 -1 , 6 -グ

ルカン 1 0 0  m g / m L からの ゲンチオビオース生 産のタイムコースを図

3 - 1、 グルコ ース に対 するゲ ンチ オビ オー スの割 合（ G e n / G l c） を図

3 - 2 に示 した。ゲンチオビースの最大濃度は 、 p H  5 . 5 における 6 時

間反応時の 4 1 . 2  m g / m L であり、初期の基質 濃度の 4 1 . 2 %（ w / w） の

収率を示した 。それぞれの p H におけるゲン チオビオースの最大値

と割合（ G e n / G l c）値を図 3 - 3 に示した。ゲンチオ ビオースは、p H  4 –

6 の間 で、 3 8 . 3 – 4 1 . 2  m g 生産され、 G e n / G l c 値 は、 1 . 5 2 – 1 . 5 9 であっ

た。また 、ゲ ンチオビオース濃度 と G e n / G l c 値 は、ともに 約 p H  7

で減少した。  
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図 3 - 1 各 反応 p H におけるキタラーゼを用い たゲンチオビオース

生産の経時変 化  
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図 3 - 2 各 反応 p H におけるキタラーゼを用い たゲンチオビオース

生産での グル コースに対するゲンチオビオー スのモル比の経時変

化  
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図 3 - 3 ゲ ンチオビオース最大濃度およびグ ルコースに対するゲン

チオビオース の最大モル比におよぼす p H の影響  
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3 . 2 各酵素濃度に おけるゲンチオビオース生 産  

 5 0  m g / m L β - 1 , 3 - 1 , 6 -グ ルカン を基質とした ときの、各キタラーゼ

濃度における ゲンチオビオース生産と G e n / G l c 値のタイ ムコースを 、

図 3 - 4 に示した。 ゲンチオビオースの最大濃 度（ 2 1 . 4  m g / m L）は、

0 . 5  U / m g -基 質、1 時間反応時に得られ、初期基質濃度の 4 2 . 8 %  ( w / w )

の 収 率 で あ っ た 。 酵 素 濃 度 に お け る ゲ ン チ オ ビ オ ー ス 濃 度 と

G e n / G l c 値 の 最大値を図 3 - 5 に示した。G e n / G l c 値 の最大値は、酵素

濃度が増大す るにつれて、1 . 5 7 から 0 . 9 6 に減少し たが、一方でゲン

チオビオース 濃度の最大値（ 1 9 . 3 – 2 1 . 4  m g / m L）は、基本的には変化

せずに維持し た。  
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図 3 - 4 各 キタラーゼ濃度におけるゲンチオ ビオース生産とグルコ

ースに対する ゲンチオビオースのモル比の経 時変化  
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図 3 - 5 ゲ ンチオビオース最大濃度およびグ ルコースに対するゲン

チオビオース の最大モル比におよぼすキタラ ーゼ濃度の影響  
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3 . 3 各基質濃度に おけるゲンチオビオース生 産  

 A .  p u l l u l a n s  β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカン濃度におい て、キタラーゼを用い

て得たゲンチ オビオースと G e n / G l c 値 のタイムコースを図 3 - 6 に示

した。ゲ ンチオビオースの最大濃度は、 1 0 0  m g / m L β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカ

ン で 得 ら れ た 。 酵 素 濃 度 に お け る 最 大 ゲ ン チ オ ビ ー ス 濃 度 と

G e n / G l c 値 を 、図 3 -7 に 示した。ゲンチオビ オースの最大濃度は、

初期基質濃度 に依存して増大したが、それぞれの 濃度の G e n / G l c 値

の最大値（ 1 . 5 5 – 1 . 6 2）は、基本的に変化せず に維持された。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 
 

 

 

 

図 3 - 6 各 基質濃度におけるキタラーゼによ るゲンチオビオース生

産とグルコー スに対するゲンチオビオースの モル比の経時変化  
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図 3 - 7 ゲ ンチオビオース最大濃度およびグ ルコースに対するゲン

チオビオース の最大モル比におよぼす基質濃 度の影響  
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3 . 4 異なる由来の β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカンの酵素 加水分解  

 S a c c h a ro m y c e s  c e re v i s i a e  ( O r i e n t a l  Ye a s t  C o . ,  To k y o ,  J a p a n )もしく

は A .  p u l l u l a n s 由来の 3 0  m g / m L β - 1 , 3 -1 , 6 -グルカン を 基質として用

い、得られたキタラーゼ によるゲンチオビー ス生産のタイ ムコース

と G e n / G l c 値を図 3 -8 に示した。 S .  c e re v i s i a e  β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカンか

ら 生 産 さ れ た ゲ ン チ オ ビ ー ス の 最 大 濃 度 は 、 2 時 間 反 応 後 の 5 . 6  

m g / m L で あり、初期基質濃度の 1 8 . 7 %（ w / w） の収率を得た。この

値は、 A .  p u l l u l a n s  β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカン を使用したとき の値（ 3 7 . 8 % ,  

w / w） より低い結果と なった。 S .  c e re v i s i a e  β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカ ンを用

いた最大の G e n / G l c 値 は、 1 – 2 時間後の 0 . 4 8 であり、 A .  p u l l u l a n s  

β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカンを使用し た  G e n / G l c 値 ( 1 . 6 2 )より低 い値となった。 
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図 3 - 8 A .  p u l l u l a n s と S .  c e re v i s i a e の β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカンを用 いたキ

タ ラ ー ゼ に よ る ゲ ン チ オ ビ オ ー ス 生 産 と グ ル コ ー ス に 対 す る ゲ ン

チオビオース のモル比の経時変化  
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3 . 5 酵素反応によ る生産物の H P L C 分析  

 図 3 - 9 に、 A .  p u l l u l a n s  β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカ ンの酵素反応によって得

ら れ た 反 応 混 合 物 お よ び ゲ ン チ オ ビ オ ー ス と グ ル コ ー ス の ス タ ン

ダードの H P L C 分析結果を示した。生産されたゲンチオ ビオースの

リテ ンション タイム（ 1 2 . 0  m i n）は 、ゲンチ オビース スタンダード

（ 1 2 . 0  m i n） と一致し 、他の生産物 のピーク から十分 に分離し、回

収が可能であ った。  
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図 3 - 9  キタラーゼを用い た酵素反応性生物の H P L C 分析  
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第 4節  考察  

 ゲンチオビ オースが苦みを持つ二糖 [ 7 ]であり、有用な 特性を持ち 、

食品工業で使 用されていることは、 第 1 節緒言で述べた。 図 3 - 9 に

示した H P L C 分析のリテンシ ョンタイム 1 2  m i n の糖は、 N M R 分析

によって 、ゲンチオビオース であることを確 認している [ 9 ]。従って 、

今 回 の 効 率 的 な ゲ ン チ オ ビ オ ー ス 工 業 生 産 モ デ ル は 、 有 用 で あ る 。

ゲンチオビー スを含むゲンチオオリゴ糖は、前述 のように 通常、グ

ルコース転移 反応によって生産されているが、本 研究では、酵素加

水分解を用い て、多糖からゲンチオビオース を生産することを試み

た。  

 今回、水熱 処理 A .  p u l l u l a n s  β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカンの加水分 解とゲン

チオビオース 生産の最適条件を検討し、最大 収率 4 0％が 得られた 。

この値は、組 換え T h e r m u s  c a l d o p h i l u s [ 1 0 ]、P e n i c i l l i u m  m u l t i c o l o r [ 7 ]、

R h i z o m u c o r  m i e h e i [ 8 ]の β -グ ル コ シ ダ ーゼ を 用 い た と きの 最 大収 率

よりも高かっ た。 A .  p u l l u l a n s  β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカンを 基質と して 用い

た場合に G e n / G l c 値 が高いのは、その高い分岐度 によるものと考え

られた。  

 図 3 - 3 に示すよ うに、 p H  7 以下で G e n / G l c 値が 減少したので、キ

タラーゼ の β - 1 , 3 -グルカナーゼ活性 に対し て β - 1 , 6 -グルコシダーゼ

活性が、p H  7 – 8 において増大することが示唆 された。酵素の 添加量

によ り β - 1 , 6 -グル コシダーゼと β - 1 , 3 -グルカナーゼ活性の比率が変

化 し な い こ と か ら 、 酵 素 量 が 最 大 ゲ ン チ オ ビ ー ス 濃 度 お よ び 最 大

G e n / G l c 値 に 影響しないことが、図 3 - 4 からわかる。 最大ゲンチオ

ビオース濃度 は、基質濃度が高くなるにつれ て高くなるが、一方で 、

最大 G e n / G l c 値 は基質濃度に依存しないこと を図 3 - 7 に示した。こ

れは、キタラ ーゼの β - 1 , 6 -グルコシダーゼ と β - 1 , 3 -グルカナーゼの
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酵素活性 が、 基質濃度に影響されな いことを 示唆する。  

 図 3 - 9 に示すよう に、 この加水分解方法 で は、転移反応によって

生産されるゲ ンチオビオースのピークに近い 多様 なオリゴ糖（ n > 2）

[ 7 , 1 0 ]を 生 産 し な い 。 こ の こ と は 、 基 礎 研 究 試 薬 と し て の ゲ ン チ オ

ビオース生成 と分画が容易であることを意味 する。ゲンチオビオー

スの工業的生 産のための本手法のスケールア ップと分離・生成条件

の最適化は、 今後検討する予定である。  

 異なる 分岐頻 度を有 する  A .  p u l l u l a n s由来 β - 1 , 3 - 1 , 6 -グ ルカンと S .  

c e r e v i s i a e由 来 β - 1 , 3 - 1 , 6 -グ ル カ ン を 基 質 と し て 用 い 、 ゲ ン チ オ ビ オ

ース生産を比 較することによって、今回の加水分解を用 いる方法 を

評価した。S .  c e r e v i s i a e由 来 β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカンの β - 1 , 6 -分岐の平均分

岐 度 は 2 2％で ある こと が、 これま で に報 告さ れて いる [ 1 1 ]。すな わ

ち、S .  c e r e v i s i a e  β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカンは分岐の 少ない多糖であるので 、

ゲンチオビオ ース生産と G e n / G l c値 が低くなったと考えられた。  

 本報告では 、加水分解法を用いて A .  p u l l u l a n s由来 β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカ

ンからゲンチ オビオースを生産した。今回の方法を現在 使用されて

いる β -グルコシ ダーゼ反応を 用いたグ ルコース縮合 法とは異なる新

規な方法とし て、ゲンチオビオースの工業的 生産のために提案する。 
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第 4 章  総括  

  

近年、予防医学の 発展や人々の健康志向の高 まりに あわせて、魅

力 的 な 効 果 を 有 す る 機 能 性 オ リ ゴ 糖 は 、 需 要 が 年 々 増 加 し て い る 。

し か し 、 機 能 性 オ リ ゴ 糖 は 、 大 量 生 産 が 難 し い も の も 多 く 、 現 実 、

価格も砂糖 (スクロース )と比較して高い水準 となっている。そこで 、

本研究では、工業 的な機能性オリゴ糖生産を 視野に入れて、機能性

オ リ ゴ 糖 の 一 種 で あ る フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 と ゲ ン チ オ ビ オ ー ス の 生

産条件 の検討 を 行った。  

 第 1 章では、酵素の産業利用の現状と糖の 種類・構造、機能性オ

リゴ糖の機能、製 造方法、市場 および本研究 の目的と 内容について

述べた。  

 第 2 章 で は 、 P e n i c i l l i u m  c i t r i n u m か ら キ タ ラ ー ゼ  

( e n d o - β - 1 , 3 - g l u c a n a s e )を 用 い て 抽 出 し た 菌 体 内 酵 素 が、 フ ル クト ー

ス 供 与 体 と 受 容 体 と し て ス ク ロ ー ス 基 質 の み を 利 用 し た フ ル ク ト

シル 転移活性によ って、 1 -ケストー スとニストー スのようなイヌリ

ン型のフラク トオリゴ糖のみを生産 し、同時に混合液中 にグルコー

スを遊離する ことを確認した。本酵素の最適 p H は 5 で あり、 また

p H  4 . 5 – 7 の広い範囲で安定で あ るため、工業的なフラクトオリゴ糖

生 産 に お い て は 十 分 で あ る と 考 え ら れ る 。 本 酵 素 の 最 適 反 応 温 度

( 5 0  ℃ )は 、 P.  p u r p u ro g e n u m 由来 酵 素の 値 5 5  ℃ と同 様で あ り、 P.  

o x a l i c u m 由来酵素の 値 6 0  ℃よりも少し低い 結果となった が、工業

的な生産に は 問題はない と考え られた。また、これまで に報告され

てい る P e n i c i l l i u m 由 来酵素 の p H と温度に 対する 特性について は 、

一般的に それ ほど 大きな 相違は ないと考えら れた。  

本 酵素に お け る イヌ リン型 フラク トオリ ゴ糖 生産 効 率 ( 4 7 . 1 % )は、
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P e n i c i l l i u m  属由来酵素 の中でも 高いことが 示 唆された。 P.  c i t r i n u m

から得た本酵 素は、 p H、温度、生成糖の種類 において良好な特性を

持つため 、機能性イヌリ ン型フラクトオリゴ 糖の工業的生産に非常

に有用である と考えられた。本酵素は、高いフル クトース転移活性

を有する β -フルクトフラノシダーゼであると 推定されるが、本酵素

の精製と詳細 な分析 までは至っておらず、今後の検討が 必要である。  

 第 3 章では、ゲ ンチオビオースの新規の生 産方法として、熱水処

理し た A u re o b a s i d i u m  p u l l u l a n s 培養液から得 た水溶性 β - 1 , 3 - 1 , 6 -グ

ルカンを利用 してゲンチオビースの生産検討 を行った。これまでの

工業生産 法は、糸状菌の β -グルコシダーゼが 触媒するグルコース転

移反応や縮合 反応 を利用したものである 。本論文では 、 A .  p u l l u l a n s

培養液から得 た水溶性 β - 1 , 3 - 1 , 6 -グ ルカン が、 β 1 , 6 -分岐 を多く持つ

ことを活かし て、キタラーゼを用いた加水分 解によるゲンチオビオ

ー ス 生 産 を 試 み た 。 最 適 条 件 に お け る 水 熱 処 理 A .  p u l l u l a n s  

β - 1 , 3 - 1 , 6 -グルカンの加水分 解とゲンチオビオ ース生産 において 、最

大 収 率 4 0 ％ が 得 ら れ 、 こ の 値 は 、 組 換 え T h e r m u s  c a l d o p h i l u s 、

P e n i c i l l i u m  m u l t i c o l o r、 R h i z o m u c o r  m i e h e i の β -グルコシダ ーゼを用

いたときの値 よりも高かった。 A .  p u l l u l a n s  β - 1 , 3 - 1 , 6 -グ ルカンを用

いた場合に G e n / G l c 値 が高いのは、その高い分岐 度によるものと考

えられた。  

 加水分解 法 によるゲンチオビオース生産の 特徴は、二糖を含め三

糖、四糖などのオリゴ糖 を同時に生産してし まう転移反応や縮合反

応と異なり、二糖のゲン チオビオースと 単糖 の グルコースのみを生

産することが 可能なことである。工業的に純粋な糖を 生 産する場合 、

分離工程が高 いハードルとなることがしばし ば起こる。しか し、本

加水分解法に よるゲンチオビース生産は、 H P L C 結果か らもわかる
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ように、クロマト分離を 行う際に近いリテン ションタイムを持つ物

質がないこと は、非常に有用性の高い生産方 法であると考える。ゲ

ン チ オ ビ オ ー ス の 工 業 的 生 産 の た め の 本 手 法 の ス ケ ー ル ア ッ プ と

分離・生成条 件の最適化は、今後検討 したい 。  

 本研究によ り、機能性オリゴ糖の より効率 的な 生産方法を見出 す

ことができ、そして健康 志向の 需要に大いに 貢献できることを期待

する。  
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