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第 1 章 緒 舌

近 年､･ 食 種 の 生 産､ 加 工 技 術､ 食 品 関 連 分 野 の 研 究

の 著 し い 進 展 に よ っ て､ 日 本 を は じ め 先 進 諸 国 の 多 く

の 食 生 活 は 豊 か に な り 飽 食 の 時 代 を 迎 え た｡ し か し な

が ら､ 過 剰 摂 取 に よ る 肥 満, 糖 尿 病､ 高 脂 血 症､ 心 疾

患 な ど 恵 ま れ た 食 生 活 か ら く る 疾 病 が 増 加 し て い る｡

一 方, 高 齢 化 社 会 の 進 展 と と も に 健 康 に 対 す る 関 心

は 一 段 と 高 ま り､ こ れ に 伴 っ て 栄 養 問 題 な ど 食 品 に 対

す る 関 心 も 高 ま っ て い る｡

食 品 は 人 間 が 活 動 エ ネ ル ギ ー を 得 る た め の 最 も 重 要

な 物 質 で あ り､ 生 命 や 健 康 の 推 持 に 欠 か せ な い も の で

あ る｡ 従 来､ 食 品 は 人 体 へ の 栄 養 素 の 供 給 体 と し て の

栄 養 性 と 味 覚 や 喚 覚 を 満 足 さ せ る た め の 噂 好 性 を 中 心

に 評 価 さ れ て き た｡

し か し､ 食 品 中 に は こ れ ら と は 別 に 生 理 活 性 物 質 と

も 呼 ぶ べ き 成 分 が 存 在 し､ 摂 取 後 生 体 防 御 系､ ホ ル モ

ン 系､ 神 経 系､ 循 環 系､ 消 化 系 な ど を 調 節 し､ 健 康 の

維 持 や 回 復 に 直 接 寄 与 し て い る こ と が 最 近 の 研 究 で 明

か に き れ 始 め た｡ し か し､ こ の 新 し い 機 能 は 学 術 的 に

不 明 な 点 が 多 い と 同 時 に､ 食 と 健 康 へ の 志 向 の き わ め

て 高 い 今 日､ 社 会 的 な 大 き な 関 心 事 と も な っ て い る｡

食 品 の 機 能､ と り わ け 生 体 謝 節 機 能 を 学 術 的 に 整 理､

解 析 す る 研 究 は､ 文 部 省 特 別 研 究 と し て 昭 和 59年 か ら

3 年 間 行 わ れ､ こ の プ ロ ジ ェ ク ト は 現 在 文 部 省 重 点 領

-ト



域 研 究 と し て 継 続 さ れ て い る｡ そ し て､ 食 品 の 生 体 甜

節 機 能 が 明 か に な る に 伴 い､ こ の 機 能 を 有 す る 食 品 を

機 能 性 ･食 品 と 呼 ぶ こ と が 提 唱 さ れ て き た｡ こ れ ま で 明

か に な っ た 食 品 に 存 在 す る 生 体 折 節 因 子 と そ の 機 能 の

抄 例 を Table 1-1(1)に 示 し た｡ こ れ ら 生 体 調 節 因 子 と

し て は ペ プ チ ド､ 糖 質､ 脂 質､ 複 合 糖 質 な ど 多 く の も

の が 存 在 す る が､ な か で も オ リ ゴ 糖 は 早 く か ら 研 究 さ

れ 現 在 そ の い く つ か は 商 品 化 さ れ て い る (2- 4)｡

本 来､ オ リ ゴ 糖 な ど 糖 質 の 持 つ 生 理 機 能 は､ 甘 味 あ

る い は エ ネ ル ギ ー 源 と し て の 働 き が 最 も 典 型 的 な も の

で あ っ た｡ し か し､ 近 年 に な り 消 費 者 の 甘 味 離 れ や 低

カ ロ リ ー 志 向 に よ り､ 甘 味 料 と し て の 他 に 整 腸 作 用 や

抗 う 蝕 性､ 低 カ ロ リ ー な ど の 特 性 を 有 す る も の が 求 め

ら れ る よ う に な っ て き た｡

現 在､ 整 腸 作 用 を 有 す る オ リ ゴ 糖 と し て は､ 腸 内 有

用 細 菌 で あ る Bifidobacteriumを 増 殖 さ せ る フ ラ ク ト オ

リ ゴ 糖 (5)､ ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 (6,7)､ イ ソ マ ル ト オ リ

ゴ 糖 (8)な ど が 開 発 さ れ て い る｡ ま た､ 抗 う 倒 性 と し て

の パ ラ チ ノ ー ス (9,10)や カ ッ プ リ ン グ シ ュ ガ ー (ll,

12)､ 低 カ ロ リ ー 糖 質 と し て の エ リ ス リ ト ー ル (13,14)

な ど 糖 ア ル コ ー ル が 開 発 さ れ て い る｡

そ の 他､ オ リ ゴ 糖 の 機 能 と し て 血 清 脂 質 改 善､ 腸 内

腐 敗 物 の 抑 制､ 血 圧 上 昇 の 抑 制, 静 菌 作 用 な ど が 期 待

さ れ て い る｡

こ れ ら オ リ ゴ 糖 は 植 物 や 動 物 な ど 自 然 界 に 広 く 分 布

- 2 -



Tableト1 食品中の生体謝節因子 とその機能の抄例

食品 生体謝節因子 主な機能

(生体防御系)
ミルク

ミルク

シイタケ

エ ビ､ カニ

(ホルモン系)

ミルク

ミルク

オオムギ

イムノグロブリン

食食細胞活性化ペプチ ド*

β-1,3-グルカン

キチン

成長ホルモン放 出因子

ガス トリン放出ペプチ ド

黄体形成ホルモン放出因子

ギムネマジルベスタ ギムネマ酸

(神経系)
ミルク

ミルク

コムギ

(循環系)
ミルク

ミル ク

トウモ ロコシ

イワシ

エ ビ､ カニ

ダイズ

海藻

(消化系)

ミル ク

ミルク

キクイモ

ダイズ

トウモロコシ

ミルク

ミルク

ミルク

ダイズ

ミルク

ミルク

(細胞系)

ミルク

ツキ ミソウ

ソバ

コメ
ゴマ

クル ミ

オ ピオイ ドペプチ ド*

オ ピオイ ドアンタゴニス ト*

オ ピオイ ドペプチ ド*

エ リスロボェテン

アンジオテンシン変換酵素

阻害ペプチ ド*

アンジオテンシン変換酵素

阻害ペプチ ド*

エイコサペンタエン酸

キ トサン**

グ リシニン

食物繊維

Ca結晶成長阻害ペプチ ド

シアロオ リゴ糖

フラク トオ リゴ糖**

ガラク トオ リゴ糖**

イソマル トオ リゴ糖**

ラク トフェリン

ラク トペルオキシダーゼ

シスダチン

ソヤサポニン

グ リコマクロペプチ ド書*

ガングリオシ ド

上皮成長因子

γ-リノレン酸

ルチン

γ-オ リザノール

セサ ミノール

エラグ酸

体液性免疫

細胞性免疫

免疫増強

免疫増強

成長ホルモ ン分泌

ガス トリン分泌

糞体形成ホルモン分泌

インスリン分泌

神経鎮静

神経調節

神経鎮静

造血

血圧調節

血圧調節

抗血栓

コレステロール低減

コ レステロール低減

コレステロール低減

カル シウム吸収促進

ビフィズス菌活性化

ビフィズス菌活性化

ビフィズス菌活性化

ビフィズス菌活性化

抗菌

抗菌

抗 ウイルス

抗 ウイルス

抗ウイルス

抗毒

細胞成長

細胞膜強化

細胞膜強化

細胞老化抑制

細胞老化抑制

細胞老化抑制

* タンパク質中に潜在

** 加工によって作成

-3-



(15)し て い る こ と が 古 く か ら 知 ら れ て い た が､ き わ め

て 少 量 で あ る た め 食 品 素 材 と し て 大 量 安 価 に 供 給 さ れ

る こ と･が で き な か っ た｡

近 年, 静 索 化 学 の 進 歩 発 展 に よ っ て､ 多 く の 微 生 物

起 痕 の 糖 質 関 連 酵 素 の 検 索 や 研 究 が 進 み (16,17)､ こ れ

ら の 酵 素 を 利 用 し て オ リ ゴ 糖 を 大 童 に 生 産 す る こ と が

可 能 と な っ て き た｡

私 た ち は､ 食 品 の 機 能 性 に つ い て 関 心 が も た れ 始 め

た 初 期 に お い て オ リ ゴ 糖 に 着 目 し そ の 開 発 を 試 み た｡

オ リ ゴ 糖 を 生 成 す る た め の 原 料 と し て､ チ ー ズ や 乳 製

品 製 造 行 程 で 不 用 物 と し て 廃 棄 さ れ る ホ エ ー 中 の ラ ク

ト ー ス の 有 効 利 用 を 考 え､ ラ ク ト ー ス か ら の ガ ラ ク ト

オ リ ゴ 糖 の 生 成 の 研 究 を 開 始 し た｡

こ れ ま で ホ エ ー 中 の ラ ク ト ー ス は､ ア ル コ ー ル 発 酵

庶 料 な ど と し て の 利 用 法 (18)も 考 え ら れ て れ て き た が､

い ま だ 有 効 に 利 用 さ れ る こ と な く そ の 多 く は 廃 棄 さ れ

て い る｡

ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 は 一 般 に は そ の 多 く が ほ 乳 煤 の ミ

ル ク 中 に 存 在 し､ ヒ ト の 乳 汁 や 牛 乳 か ら 分 散 さ れ そ の

構 造 解 析 が お こ な わ れ て い る (15,19,20)｡ ま た､ ガ ラ

ク ト オ リ ゴ 糖 は､ 牛 乳 の 消 化 吸 収 を よ く す る た め 牛 乳

中 の ラ ク ト ー ス を β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で 分 解 す る 際 に

β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 糖 載 移 作 用 に よ っ て 少 量 副 成 さ

れ る こ と が 知 ら れ て い た (21 ) ｡ Table ト 2に β -ガ ラ ク

ト シ ダ ー ゼ の 糖 転 移 作 用 に よ っ て 生 成 さ れ た ガ ラ ク ト

-4-
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オ リ ゴ 糖 の 例 を 示 し た｡ 私 た ち は､ ラ ク ト ー ス か ら の

ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 調 製 に 当 り､ ガ ラ ク ト ー ス 転 移 作 用

の 強 い ･β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 生 産 す る 微 生 物 を 広 く 自

然 界 か ら ス ク リ ー ニ ン グ し､ 数 種 の 優 良 菌 株 を 得 た｡

こ の 微 生 物 を 利 用 し ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 を 大 量 に 生 産 す

る 条 件 を 検 討 す る 一 方､ 動 物 試 験 や 臆 床 試 験 で そ の 機

能 の 有 用 性 を 検 討 し た｡

以 下 得 ら れ た 結 果 を 第 2 章 か ら 第 7 章 ま で に ま と め

る と と も に 第 8 章 で 総 合 的 に 考 察 す る こ と と し た｡
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第 2 章 ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 生 産 菌 株 の ス ク リ ー ニ ン

グ と 同 定

1. 序

ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 は は 乳 類 の ミ ル ク 中 に 存 在 す る こ

と が 知 ら れ て お り､ ヒ ト の 乳 汁 か ら 数 多 く の ガ ラ ク ト

オ リ ゴ 糖 が 分 離 さ れ､ そ の 構 造 解 析 が 行 わ れ て い る

(15,19,20)｡ ま た､ ラ ク ト ー ス を β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ

で 加 水 分 解 し た 場 合､ 分 解 物 で あ る グ ル コ ー ス と ガ ラ

ク ト ー ス の 他 に こ れ ら を 構 成 糖 と し た ガ ラ ク ト オ リ ゴ

糖 が 少 量 副 成 す る こ と が 古 く か ら 知 ら れ て お り､

Saccharomyces fragilis(22,23)､ Saccharomyces

lactis (24,25)､ Sporobolomyces singularis(26)I

Penicillium chrysogenum (27)な ど 多 く の 微 生 物 β -ガ

ラ ク ト シ ダ ー ゼ に よ っ て ラ ク ト ー ス か ら ガ ラ ク ト オ リ

ゴ 糖 を 生 成 す る こ と が 報 告 さ れ て い るO

し か し な が ら､ い ず れ の 場 合 も 生 成 さ れ る ガ ラ ク ト

オ リ ゴ 糖 は 数 種 蟹 以 上 の 混 合 物 で あ り､ ま た 生 成 量 も

少 な い｡

そ こ で､ 微 生 物 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の ガ ラ ク ト ー

ス 転 移 作 用 を 利 用 し､ ラ ク ト ー ス か ら 単 一 の ガ ラ ク ト

オ リ ゴ 糖 を 大 量 に 生 産 す る こ と を 目 的 に､ こ の よ う な

特 徴 を 有 す る 微 生 物 を 新 た に 土 壌 中 よ り 分 離 し､ そ の

菌 株 の 同 定 を 行 っ た｡
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2. 実 験 方 法

ガラ･ク トオ リゴ糖生 株の スク リーニ ング

土 壌 約 1gを 滅 菌 水 10mlに 懸 濁 し, そ の 上 澄 液 0.5mlを

Table2-1に 示 す 培 地 に 加 え ､30℃ で 振 と う 培 養 を 行 っ たD

約 2 日 間 培 養 を 行 っ た 後､ そ の 0.1mlを 新 し い 培 養 液 に

加 え 再 び 30℃ で 2 日 間 培 養 を 行 っ た｡ こ の 操 作 を 2 -

3 回 繰 り 返 し､ 最 終 培 養 液 を Table 2-1に 示 す 組 成 の 平

板 培 地 (寒 天 1.5S添 加 ) を 用 い 菌 株 の 分 離 を 行 っ た｡

ガラク トオ リゴ糖の

1 ) 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (TLC) 薄 層 プ レ ー ト

は Kieselge1 60 20cmX 20cm (Merck社 )を 用 い､ 培

養 液 液 を 直 接 ス ポ ッ ト し､ n-ブ タ ノ ー ル ･ ピ リ ジ ン ･

水 (60:25:15)で 室 温 下､ 4 時 間 展 開 し た｡ オ リ ゴ 糖 の

検 出 に は､ 0.2%ナ フ ト レ ゾ ル シ ン / エ タ ノ ー ル､ 20S硫

酸 を 用 い 発 色 を 行 っ た｡

2 ) 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC) 日 立

655A-11型 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い 以 下 の 条

件 で 行 っ た｡

カ ラ ム : LiChrosorb NH2カ ラ ム ¢ 4× 250mm (Cica-

Merck社 ), 溶 液 : ア セ ト ニ ト リ ル ･ 水 (70:30), 温 度

: 室 温, 流 速 : 1.Oml/min, 検 出 器 : Shodex RI SE31型

示 差 屈 折 検 出 器

な お 培 養 液 を ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー (0.45FL)で 淀 過 し

18-
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た も の を 試 料 液 と し イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し た｡

嵐腰⊥姐 虞 菌 株 の 同 定 は ､ The Yeasts a

Taxonomic Study(28)の 分 類 方 法 に 従 っ た｡

3. 実 験 結 束

ガラク トオ リゴ 坐 菌株のスク リーニング

集 積 培 養 法 に よ り､ 土 壌 か ら 1019株 の 菌 株 を 分 離 し

た｡ 培 養 液 液 を TLCに ス ポ ッ ト し 展 開 を 行 い､ ラ ク ト ー

ス か ら の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 の 生 成 を 調 べ たo 生 成 菌 株

は 細 菌､ 酵 母､ 糸 状 菌, 放 線 菌 な ど 広 く 分 布 し て い た

が､ 展 開 後 の 発 色 ス ポ ッ ト の 濃 度､ 形 状 か ら 判 断 し た

と こ ろ､ 生 成 量 の 高 い 菌 株 は い ず れ も 酵 母 に 属 し て い

た｡ Table 2-2に 代 表 的 な 15株 お よ び 本 研 究 に 使 用 し た

菌 種 の 療 準 菌 株 に つ い て､ 培 養 5 日 目 の 培 養 液 を HPLC

で 漸 走 し た と き の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 の 対 ラ ク ト ー ス 収

率 を 示 し た0

本 研 究 に 使 用 し た OK N - 4 株 に つ い て､ TLCに よ る

培 養 液 構 成 糖 の 経 時 変 化､ な ら び に 4 日 間 培 養 し た 液

の HPLC分 析 の 結 束 を Fig.2-1お よ び 2-2に 示 し た｡ Fig.

2-1の TLCの 結 果 か ら､ 本 菌 株 は 培 養 18時 間 経 過 後 ガ ラ

ク ト オ リ ゴ 糖 G O - 1 を 生 成 し､ 66時 間 後 に は そ の 量

は 残 存 す る ラ ク ト ー ス よ り も 多 く な っ た｡ な お､ 48時

-10-
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Cultivation time ( h )

Glucose
Galactose

Lactose

GO-2

Fig.2-1. Thin-layerchromatogramsofoligosaccharidesproducedby

Qryptococ_cuslaurintii_ OKN-4fromlactose･
CryptococcuslaurentiiOKNl4wasincubatedat30℃. Tvomlofculture

mediumwastakenoutattheindicatedtime. SugarsⅥeredetectedwith
naphthoresorcinolreagent. GO-1,GO-2;011gosaccharidesproducedduring
thecultivation. Std;Standardsamples.
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0 5 10 15 20 25

Retention tirTLe ( min )

Fig.2-2. Highperformanceliquidchromatogramofculturemedium･
CryptQiCOCC岨｣旦些enti主OKN-4wasincubatedat30℃ for4days. GO-1,

GO-2;01igosaccharidesproducedduringthecultivation.
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間 頃 よ り G O - 1 と は 異 な る ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 (G 0

- 2 ) が 生 成 し は じ め る こ と が 分 か っ た｡ Fig.2-2の

HPLCの ･結 果 か ら 培 養 4 日 目 の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 の 対 ラ

ク ト ー ス 収 率 は 43Sで あ り､ 培 養 液 中 の 全 糖 童 に 対 し て

62iを 占 め て い る こ と が 分 か っ た｡

0 冗N-4株 の 菌 株 の 形 態 的 及 び 生 理 的 性

質 を Table 2-3に 示 し たO な お 菌 株 の 形 態 は M Y 液 体 培

地､ M Y 寒 天 培 地 (29)を 用 い て 観 察 し た (Fig.2-3)0

本 菌 株 の 細 胞 の 形 態 は､ 楕 円 形 で､ 大 き さ は､ 3.0-

5.3× 4.0- 5.3〝札 仮 性 菌 糸 お よ び 子 嚢 胞 子 の 形 成 は

認 め ら れ な か っ た｡ 糖 の 発 酵 性 は な く, 各 種 炭 素 化 合

物 の 同 化 性 は ラ ク ト ー ス が 特 に 強 く イ ノ シ ト ー ル も 同

化 し た｡ 硝 酸 還 元 能 は 認 め ら れ ず､ ビ タ ミ ン 要 求 性 で

グ ル コ ー ス か ら デ ン プ ン 様 物 質 を 形 成 し た｡

こ れ ら の 特 徴 か ら, The Yeasts a Taxonomic Study

(28)の 分 類 法 に 従 い､ OK N - 4 株 を Cryptococcus

laurentii に 属 す る も の と 同 定 し た｡
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Table2-3.Characteristics of strainOKN-4.

Characteristics OKN-4

Cell morphology
Growth on malt

Pseudomycelium
Ascospore :
Assimilation of

Glucose

Galactose

L-Sorbose

Sucrose

Maltose

Cellobiose

Trehalose

Lactose

Melibiose

Raffinose

and cell size : round,(3.0- 5.3)× (4.0-5.3)〝m

a g a r :cream-colored,smooth
●

carbon compounds
+ Melezitose

+ Inulin

+ Salicin

+ D-Xylose
+ し-Arabinose

+ D-Arabinose

+ D-Ribose

+ L-Rhamnose

+ Ethanol

+ Glycerol

+ Inositol

+ Dulcitol

+ D-Mannitol

+ D-Sorbitol

+ α-Methyl-D-glucoside

+ Erytitol
+ Succinate

+ Soluble Starch

+ Citrate

+ DL-Lactic acid

Assimilation of nitrate :

Growth in vitamin-free medium :
Starch formation :

Urease :

Cycloheximide resistant :

Acid production :

Gelatin liquefaction:
Growth on 50i (V/W) g l u cose-y east extract agar
Growth at 37℃ :

+
+
一
一
l
一
+

+
+
+
+
+
+
+
+I
J
l





4. 考 察

集 積 ･培 養 法 に よ り ラ ク ト ー ス か ら ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖

を 生 成 す る 菌 株 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た と こ ろ､ 酵

母､ カ ビ､ 放 線 菌 な ど､ ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 を 生 産 す る

さ ま ざ ま な 微 生 物 を 得 た｡ 今 回 の ス ク リ ー ニ ン グ に お

い て､ 多 量 の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 を 生 成 す る も の に は 辞

母 が 多 く 見 受 け ら れ た｡ そ の 中 で も O K N - 4 株 が 最

も 単 一 の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 を 高 収 率 で 生 成 し､ こ の 菌

株 の 同 定 を 行 っ た と こ ろ､ Cryptococcos laurentii に

分 類 さ れ た｡

ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 の う ち に は β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の

転 移 作 用 に よ っ て ラ ク ト ー ス か ら 生 成 さ れ る も の が あ

る こ と が 知 ら れ て い た. Vallenfels(21)は 1951年 に､

Aspergillus flavusの p -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で ラ ク ト ー

ス を 加 水 分 解 し た 時､ オ リ ゴ 糖 が 生 成 す る こ と を 初 め

て 報 告 し て い るo

そ の 後, Saccharomyces fragilis (22,23)､

Saccharomyces lactis (24,25), Penicillium

chrysogenum(27), Bacillus circulans (30)､

Escherichia coli(31)､ Aspergillus niger (32)の 藷

菌 株 で も そ れ ぞ れ ラ ク ト ー ス か ら 3 - 5種 類 の ガ ラ ク

トオ リ ゴ 糖 を 生 成 す る こ と が 報 告 さ れ て い る｡

一 方, 今 回 の ス ク リ ー ニ ン グ で 持 た し!J PtOCOCCuS

laurentii OKN-4 株 は､ ラ ク ト ー ス を 含 む 培 地 で 培 養

-17-



を 行 っ た 場 合､ 単 一 の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 (G O - 1 )

の み を 大 量 に 生 成 し そ の 他 の オ リ ゴ 糖 を ほ と ん ど 生 成

し な い こ と が 大 き な 特 徴 で あ っ たO

ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 は 自 然 界 に お い てt ほ 乳 煤 の 乳 汁

に 多 く 分 布 し て い る こ と が 知 ら れ て お り､ Kuhnら (33)

や Montreuilら (34)に よ っ て 乳 汁 中 の オ リ ゴ 糖 の 構 造 解

析 が 行 わ れ て い る｡ Yamasitaら (19)は､ 6'-ガ ラ ク ト シ

ル ラ ク ト ー ス (9-β - D - g alactopyranosy l-( 1う 6)-9- β

-D-galactopyranosy1-(1う4)-D-glucopyranose)杏,

Danaldら (20)は､ 3'-ガ ラ ク ト シ ル ラ ク ト ー ス (9-β -D

-galactopyranosyl-(1う 3)-Qlβ -D-galactopyranosyl

-(1う 4)-D-glucopyranose)が ヒ ト 乳 汁 に 存 在 す る こ と

を 報 告 し て い る｡ こ れ ら ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 は､ 最 近､

ヒ ト の 腸 内 優 勢 菌 で あ る ビ フ ィ ズ ス 菌 の 増 殖 物 質 と し

て 期 待 さ れ て い る｡

5. 要 約

ラ ク ト ー ス か ら ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 を 大 量 に 生 成 す る

微 生 物 を､ 集 積 培 養 法 を 用 い て 検 索 を 行 っ たC 土 壌 中

よ り 1019株 の 微 生 物 を 分 離 し た と こ ろ､ ガ ラ ク ト オ リ

ゴ 糖 生 成 菌 株 と し て､ 細 菌, 酵 母､ カ ビ, 放 線 菌 な ど

さ ま ざ ま な 微 生 物 を 得 た｡ こ れ ら の 中 で ⊆｣コ_PtOCOCCuS

laurentii OKN-4株 と 同 定 さ れ た 酵 母 が､ ラ ク ト ー ス
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か ら 単 一 の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 (G O - 1 ) を 著 童 に 生

成 す る こ と を 見 出 し た｡
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第 3 章 Cryptococcus laurentii OKNl4株 の 生 産 す

る ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 の 分 離 ･精 製 と 構 造 解 析

1. 序

ラ ク ト ー ス か ら ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 (G O - 1 と 略 記 )

を 大 量 に 生 成 す る Cryptococcus laurenti_i OKN-4株 を

土 壌 中 よ り 分 離 し た｡ こ れ ま で 微 生 物 に よ っ て 数 多 く

の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 が 生 成 さ れ る こ と (Table 1-2)が 知

ら れ て い た が､ Cryptococcus laurentiiに よ る ガ ラ ク

ト オ リ ゴ 糖 の 生 成 は 報 告 さ れ て い な か っ た｡ そ こ で､

こ の 菌 株 が 生 産 す る ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 の 横 道 を 明 ら か

に す る た め 培 養 液 か ら 分 離 ･構 築 し, GC-MSや 1H-NMRな

ど の 機 器 分 析 に よ り G O - 1構 造 の 決 定 を 行 っ た｡

2. 実 験 方 法

カ ー ボ ン ･ セ ラ イ ト カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 の 分 離 の た め に､ カ ー ボ ン ･ セ ラ イ

ト カ ラ ム (1:1,¢ 50×740mm)を 使 用 し た｡ カ ー ボ ン は ク

ロ マ ト グ ラ フ 用 活 性 炭 (和 光 純 薬 工 業 ㈱ )､ セ ラ イ ト

は セ ラ イ ト 545 (純 正 化 学 工 業 ㈱ ) を 用 い た｡

培 養 浸 液 を ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 減 圧 濃 縮 し

た 濃 縮 液 100mlを､ カ ラ ム - 300ml/hrの 流 速 で 通 液 し た｡
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次 い で 4.5 1の 水 を 500ml/hrで 流 し 単 糖 を 溶 出 さ せ､

2.5%エ タ ノ ー ル 溶 液 4.1 1を 1000ml/hrの 流 速 で 流 し ラ

ク ト ー ス を 溶 出 さ せ た 後 ､5.0Sエ タ ノ ー ル 溶 液 3.5 1,

10Sエ タ ノ ー ル 溶 液 2.0 1を そ れ ぞ れ 1000ml/hrの 流 速 で

流 し､ G O - 1 の 溶 出 を 行 っ た｡ G O - 2 は 20Sエ タ ノ

ー ル 3.0 1で 溶 出 し た｡ 溶 出 液 は 250mlず つ 分 画 し､

フ ェ ノ ー ル 硫 酸 法 (37)で 全 楯 童 の 測 定 を 行 っ た｡

GO-1の結 化 純 度 97.3Sの G O - 1 凍 結 乾

焼 物 を 適 量 の 水 に 溶 解 し､ メ タ ノ ー ル で 希 釈 し た 後､

ア セ ト ン を 溶 液 が 少 し 白 濁 す る ま で 徐 々 に 添 加 し た｡

自 濁 し た 液 を 4℃ で 2 日 間 放 置 し､ 針 状 白 色 の G O -

1 の 結 晶 を 析 出 さ せ た｡

艶〉姐 鼻 全 糖 量 は フ ェ ノ ー ル 硫 酸 法 (37)､ 還 元

糖 量 は ソ モ ジ ー ･ ネ ル ソ ン 法 (38)で 測 定 し た｡

見､且､ニ｣⊥久一産山農 結 晶 G O - 1 を 標 準 品 と し て､

HPLCに よ る ピ ー ク 面 積 か ら 培 養 液 中 の G O - 1 量

( g 数 ) を 測 定 し た｡

クロマ トグラフィー(TLC 薄 層 プ レ ー ト は

Kieselge1 60 20cmx 20cm (Merck社 )を 用 いー 培 養 液

液 を 直 接 ス ポ ッ ト し､ n-ブ タ ノ ー ル ･ ピ リ ジ ン ･ 水

(60:25:15)で 室 温 下､ 4 時 間 展 開 し た｡ オ リ ゴ 糖 の 検
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出 に は､ 0.2Sナ フ ト レ ゾ ル シ ン / エ タ ノ ー ル､ 20S硫 酸

を 用 い 発 色 を 行 っ た｡

体 クロマ トグラフ ィー (HPLC) 日 立 655A-

11型 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い 以 下 の 条 件 で

行 っ た｡

カ ラ ム : LiChrosorb M 2カ ラ ム ¢ 4× 250mm (Cica-

〃erck社 ), 溶 液 : ア セ ト ニ ト リ ル ･ 水 (70:30), 温 度

.'室 温, 流 速 : 1.Oml/mュn, 検 出 器 : Shodex RI SE31型

示 差 屈 折 検 出 器

な お 培 養 液 を ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー (0.45jL)で 濃 過 し

た も の を 試 料 液 と し イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し た｡

G O - 1 の 加 令 pH7.0の 60mMリ ン 酸 緩 衝

液 に 溶 か し た 1SG O - 1溶 液 2.Omlに､ 市 巌 の ホ ラ 月 由

来 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (生 化 学 工 業 ㈱ )､ あ る い は､

Mortierella vinaceu 由 来 の α -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (生

化 学 工 業 ㈱ ) 0.1ml (50U/ml) を 加 え､ 30℃ で 1 時 間 反

応 を 行 っ た｡ 加 水 分 解 の 様 子 は 反 応 液 を HPLCで 分 析 し､

GO - 1の 加 水 分 解 物 を 調 べ た｡

旦M G 0 - 1 500mgを 水 25Tnlに 溶 解

し､ 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム 500mgを 添 加 後 室 温 で 4 時

間 携 拝 し な が ら G O - 1 の 還 元 を 行 っ た｡
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GO-1のアセチル化 G O - 1 50mgに 無 水 酢

酸 と ピ リ ジ ン 各 lmlを 加 え､ 封 管 後 10時 間 沸 騰 裕 中 で 加

熟 し た｡ 反 応 液 を 氷 水 100mlに 注 加 し､ G O - 1 の 完 全

ア セ チ ル 体 を 無 定 型 粉 状 固 体 と し て 沈 没 さ せ た｡

GO- 1のメチル 化 箱 守 法 (39)に よ り､ GO -

1 500mgを 乾 燥 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 10mlに 溶 解 し た

後､ メ チ ル ス ル フ ィ ニ ル カ ル バ ニ オ ン 8mlと ヨ ウ 化 メ チ

ル 6mlで 処 理 し メ チ ル 化 し たC

メチル ヒアル ジ トールア

Yamashitaら の 方 法 (19)に 従 っ て 行 っ た｡ 完 全 メ チ ル

化 G O - 1 を 90%ギ 酸 10mlに 溶 解､ 封 管 申 100℃ に て 3

時 間 加 熟 し た. 反 応 液 を 30℃ で 減 圧 濃 縮 し､ さ ら に メ

タ ノ ー ル で ギ 酸 を 共 沸 留 去 し た｡ 次 に､ 残 津 を 0.25N硫

酸 10mlに 溶 解 し､ 封 管 中 で 90℃ に て 16時 間 加 熟 し た｡

イ オ ン 交 換 樹 脂 IRAl401(Otl~)で 硫 酸 を 申 和 し, シ ロ ッ

プ 状 加 水 分 解 物 を 得 た｡ 次 い で､ G O - 1の 還 元､ ア

セ チ ル 化 の 方 法 と 同 様 な 方 法 で 上 記 シ ロ ッ プ 状 加 水 分

解 物 を 還 元､ ア セ チ ル 化 し､ オ イ ル 状 の メ チ ル 化 ア ル

ジ ト ー ル ア セ テ ー ト 混 合 物 を 得 た｡ メ チ ル 化 ア ル ジ ト

ー ル ア セ テ ー ト 混 合 物 1 滴 を 酢 酸 エ チ ル 1mlに 溶 解 し､

そ の 3- 5〝 1を GC-MSで 分 析 し た｡

G C - M S 分 析 日 立 和一80

一23-
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て 以 下 の 条 件 で 測 定 し たo

イ オ ン 化 電 圧 : 70eV, カ ラ ム : ¢ 3.4mm× 1m, 担 体

: ケ イ ソ ウ 土 ユ ニ ポ ー ト HP (ガ ス ク ロ 工 業 ㈱ ), 液

屠: OVll, キ ャ リ ア ー ガ ス : He, 流 速 : 20nl/机in, 注

入 口 温 度 : 150℃, カ ラ ム 恒 温 槽 温 度 : 180℃｡

ニ〉旦"=｣L憩へ点JL患 Varian社 製､ EM-390,90MHz

Spectrometerに て 測 定 し たO 測 定 溶 媒 と し て 重 ク ロ ロ

ホ ル ム､ 内 部 基 準 と し て TMS (テ ト ラ メ チ ル シ ラ ン ) 杏

使 用 し た｡

3. 実 験 結 果

G O - 1の分

1) 培 養 液 Table 2-1に 示 し た 培 地 の ラ ク ト ー ス

濃 度 を 5Sに し､ 500m1容 三 角 フ ラ ス コ 10本 を 用 い､ 30℃

で 4 日 間 Cryptococcus laurentii OXN-4株 を 培 養 し た｡

培 養 液 800mlを 遠 心 分 離 器 (8000 rpm, 10 min.)で 菌 体

を 除 去 し､ 上 澄 液 を 0.45β mの ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー で 濃

過 し た｡ こ の 波 液 を ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー を 用 い

的 100mlま で 減 圧 濃 縮 し た｡

2 ) カ ー ボ ン ･ セ ラ イ ト カ ラ ム に よ る 分 画 濃 縮

液 100mlを､ カ ー ボ ン ･ セ ラ イ ト カ ラ ム で 分 画 し､ フ ェ

ノ ー ル 硫 酸 法 で 全 糖 量 の 測 定 を 行 っ たc TLCで G O - 1
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画 分 の 確 認 を 行 い､ フ ラ ク シ ョ ン No.36- 57の 5.5 1を

G O - 1 画 分 と し て 集 め､ ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー

で 濃 縮 し た｡

濃 縮 液 を 凍 結 乾 燥 し､ 純 度 97.3Sの G O - 1 を 8.3g得

た｡ 次 い で 凍 結 乾 燥 G O - 1 の 結 晶 化 を 行 い､ 針 状 白

色 の G O - 1の 結 晶 6.2gを 得 た (Fig.3-1)｡ こ の 結 晶 を

TLCお よ び HPLCで 純 度 を 謝 べ 単 一 で あ る こ と を 確 認 し た｡

G O - 1 の

1) 構 成 糖 の 分 析 G O - 1 を lN塩 酸 中 で 100℃､

60分 間 加 熟 し､ 完 全 加 水 分 解 し て HPLCで 分 析 す る と グ

ル コ ー ス と ガ ラ ク ト ー ス が 1:Zの 割 合 で 生 成 し た｡ ま た,

GO - 1 を 0.1N 塩 酸 中 で 100℃ー 30分 間 加 熟 し 部 分 加

水 分 解 す る と ラ ク ト ー ス と グ ル コ ー ス と ガ ラ ク ト ー ス

が 検 出 さ れ た｡

2) 分 子 量 ･ 構 成 糖 数 の 決 定 G O - 1 の 完 全 メ

チ ル 化 物 お よ び 完 全 ア セ チ ル 化 物 の 分 子 量 を マ ス ス ペ

ク ト ル か ら 求 め た と こ ろ､ そ れ ぞ れ 658お よ び 966で あ

っ た. 従 っ て G 0 - 1 自 体 は 分 子 量 504の 三 糖 難 で あ る

こ と が 明 ら か に な っ た｡

3) 還 元 末 端 の 決 定 G O - 1 を 水 素 化 ホ ウ 素 ナ

ト リ ウ ム で 還 元 後､ 1N塩 酸 中 で 100℃､ 60分 間 加 熱 し 加

水 分 解 す る と､ TLC上 で 単 糖 と し て は ガ ラ ク ト ー ス の み

が 検 出 さ れ､ グ ル コ ー ス は 検 出 さ れ な か っ た｡ ま た､

G O - 1 の 全 糖 量 対 還 元 糖 量 比 が 3:1で あ る こ と か ら､
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グル コ ー ス 残 基 が 遜 元 末 端 で あ る こ と が 確 誰 さ れ た0

4) 構 成 糖 の 配 列 と 結 合 位 置 の 決 定 G O - 1 の

完 全 メ ･チ ル 体 を 加 水 分 解 し､ 次 い で 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト

リウ ム で 還 元 後 ア セ チ ル 化 し て 得 た メ チ ル 化 ア ル ジ ト

ー ル ア セ テ ー ト 混 合 物 を､ GC-MS分 析 し た｡

Fig.3-2に 示 す よ う に､ マ ス ク ロ マ ト グ ラ ム 上 に 保 持

時 間 1.9分 (孤/e 323)､ 2.4分 (孤/e 351)､ 2.7分 (m/e

351)の 3 ピ ー ク が 検 出 さ れ た｡ ラ ク ト ー ス を 同 様 に 処

理､ 分 析 し て 得 ら れ た デ ー タ と の 比 載 な ど か ら､ そ れ

ぞ れ 1, 5 - d i 一旦-ace t y 卜 2,3,4,6 - tet ra-0 -me t hy 1 -

ga l acti tol､ 1,4, 5 -t r i -a - ac et y l 12,3,6- tri一針

m e thy 1 -gl uc i tol, 1, 4, 5 - tr i -0-acety 1 -2, 3,6- tri-a

-methy1-galactitolの M + 1 ピ ー ク と 同 定 さ れ た｡

従 っ て､ 還 元 末 端 が グ ル コ ー ス 残 基 で あ る こ と か ら､

G O - 1 の 構 成 糖 の 配 列 と 結 合 位 置 は､ Gal(1う4)Gal

(1う 4)GIcと 決 定 さ れ た｡

5) 結 合 様 式 の 決 定 G O - 1 中 の 2 箇 所 の 糖 一

糖 聞 結 合 様 式 を 決 定 す る た め､ G O - 1 の 完 全 メ チ ル

体 の IH-NMRに お け る ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン ･ シ グ ナ ル

を ラ ク ト ー ス の 完 全 メ チ ル 体 の ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン

･ シ グ ナ ル と 比 較 す る こ と に よ り 解 析 し た と こ ろ､ 2

箇 所 と も β 結 合 で あ る こ と が 明 か に な っ た (Table

3-1)a

ま た､ ホ ラ 月 由 来 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で G O - 1

の 加 水 分 解 を 行 っ た と こ ろ､ グ ル コ ー ス と ガ ラ ク ト ー
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Fig.3-2. MassspectrogramsofthealditolsobtainedfromGO-1by
permethylation,hydrolysisandNaBHdreductionfollowedby

acetylation.

Ⅰ 2,3,4,61tetra-QIMell,5-di-QIAc-Galactitol(m/e,323,M+1)
Ⅱ 2,3,6-tril0_-Me-1,4,5-trト9-Ac-Glucitol(n/e,351,M+1)
Ⅲ 2,3,6-tri-8-付e-1,4,5-tri一針Ac-Galactitol(m/e,351,M+1)
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ス に 加 水 分 解 さ れ たC 一 方､ Mortierella vinaceu 由

来 の α -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で は ま っ た く 加 水 分 解 さ れ な

か っ たO･ こ の 結 果 か ら も G O - 1 中 の 2 箇 所 の 糖 一 糖

間 結 合 様 式 が β結 合 で あ る こ と が 証 明 さ れ た｡

以 上 の 分 析 結 果 よ り G O - 1 の 構 造 を､ 9-β -D-

galactopyranosyl-(1う 4)-a-β-D-galactopyrarlOSy1-

(1う 4)-D-glucopyranose と 決 定 し た｡

な お､ 元 素 分 析 僧 は C18H32016 と し て の 理 論 値 :
∫

C,42.90;H,6.40Sに 対 し 実 験 値 : C,42.47;H,6.30Sで あ

っ た｡ ま た､ 結 晶 の 融 点 は 229.5- 230.5℃､ 旋 光 度 は

[α] D+610 う 390 で あ っ た｡ こ の 値 は Gorinら (26)

が 報 告 し て い る 9-β -D-galactopyranosy1-(1う 4)-9-β

･p-galactopyranosy1-(1う4)-D-glucopyranose の 構

造 を 有 す る オ リ ゴ 糖 の 測 定 値 (融 点 ; 228- 231℃,

[α ] D+680 → 450 ) と ほ ぼ 同 じ で あ っ たo

G O - 1の 構 造 式 を Fig.3-3に 示 し たo

G O - 2 も G O - 1同 様 に 分 離 精 製 を 行 な っ た が 微

量 で あ る た め､ グ ル コ ー ス と ガ ラ ク ト ー ス が 1 対 3 の

構 成 比 の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 で あ る 以 外 は 解 析 で き な か

っ た｡
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4. 考 察

結 晶 化 し た G O - 1の 加 水 分 解､ iH-NMR分 析､ GC一

月S分 析 を 行 い 糖 一 糖 間 の 結 合 様 式 お よ び 結 合 位 置 を 決

定 し G 0 I 1 の 構 造 解 析 を 行 な っ た と こ ろ､ G O - 1

は9-β -D-galactopyranosyl-(1う 4)-a-β -D-galacto-

pyranosy1-(1一4)-D-glucopyraT)OSeで あ る こ と が 明 ら

か に な っ た｡ こ の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 は ラ ク ト ー ス の ガ

ラ ク ト ー ス 残 基 の 4 位 に ガ ラ ク ト ー ス が も う ひ と つ β

1-4結 合 し た 三 糖 数 で あ る の で､ 一 般 に は 4'-ガ ラ ク ト

シ ル ラ ク ト ー ス (4'-GLと 略 記 ) と よ ば れ るo

Gori≒nら (26)も､ Sporobolomyces singularisを 用 い

て 同 様 な ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 の 生 成 を 確 認 し て い る が､

三 糖 鞍 の 他 に 四 糖 煤 も 同 時 に 多 く 生 成 す る と 報 告 し て

い る｡ Table 1-2に′示 し た よ う に, こ れ ま で 微 生 物 に よ

っ て 数 多 く の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 が 生 成 さ れ る こ と が 知

ら れ て い た が､ 4'-ガ ラ ク ト シ ル ラ ク ト ー ス の み を 大 量

に 生 成 す る こ と は 報 告 さ れ て い な か っ た｡

5, 要 約

土 壌 中 よ り 分 離 し た Cryptococcus laurentii OXN-4

株 が ラ ク ト ー ス か ら､ 三 糖 類 の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖

(G O - 1) を 著 量 に 生 成 す る こ と を 見 出 し た｡ 生 成
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し た ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 (G O - 1 ) を GC-MSや lH-NMRな

ど の 機 器 分 析 に よ り 構 造 解 析 を 行 い, 9-β -D -

galact･opyranosy1-(1一 4)-a-β -D-galactopyranosyl-

(1う 4)-D-glucopyranoseと 同 定 し た｡
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方4 章 cryptococcus laurentii OKN-4株 の

4'-ガ ラ ク ト シ ル ラ ク ト - ス 生 成 静 索 の

背 教 と 辞 任 貿

1. 序

CryptococctJS latJrentii OKN-4株 は ラ ク ト ー ス か ら

塁･β -D-galactopyranosyl-(1う4)一旦-β -D-galacto-

pyranosyl-(1一4)･D･glucopyranose (4'-が'テクトシルテクト

･よ, 4'-GLと 略 記 ) の 横 道 を 持 つ ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 を 大

量 に 生 成 す る こ と が 明 ら か に な っ た｡ 4'-GLは､

Cryptococcus laurentii Om -4株 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー

ゼ の ガ ラ ク ト ー ス 範 移 反 応 に よ っ て, ラ ク ト ー ス の ガ

ラ ク ト ー ス 残 基 が 他 の ラ ク ト ー ス に 屯 移 し 生 成 し た と

考 え ら れ る｡

β-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ( β -D-galactoside galacto-

hydrolase E.C.3.2.1.23)は 動 物､ 植 物､ 微 生 物 等 に 広

く存 在 し て い る こ と が 知 ら れ､ 微 生 物 で は､

Escherichia coli (40,41),Aspergillus oryzae(42),

KluyveroByCeS fragilis (43)､ Aspergillus

footidus (44)な ど か ら 多 く の β ･ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が

分 散､ 精 黙 さ れ そ の 特 性 が 報 告 さ れ て い る｡

さ ら に､ β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は ラ ク ト ー ス の β -ガ

ラ ク ト シ ド 結 合 を 加 水 分 解 す る だ け で は な く､ 載 移 作

用 も 有 し て い る こ と が 古 く か ら 知 ら れ て い る｡ そ し て

SaccharoAyCeS fragilis (22,23)､ SaccharonyCeS
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lactis (24,25)､ Sporobolomyces singularis (26),

Peniciliun chrysogenun (27)､ な ど 多 く の 微 生 物 β-

ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に よ っ て ラ ク ト ー ス か ら ガ ラ ク ト オ

リ ゴ 糖 が 生 成 す る こ と が 報 告 さ れ, そ の 構 造 解 析 が 行

わ れ た｡

4' - GLも こ れ ら の 微 生 物 同 様 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の

転 移 反 応 に よ っ て 生 成 さ れ た と 考 え ら れ る た め,

Cryptococcus laurentii OKN-4株 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー

ゼ を 分 敵. 背 教 し そ の 特 性 を 耕 べ た｡ さ ら に, こ の 辞

素 を 利 用 し て 種 々 の オ リ ゴ 糖 生 成 の 検 討 を 行 っ た｡

2. 辞 素 の 背 教

2- 1. 実 験 方 法

麓jL去"蕗 500nl容 三 角 フ ラ ス コ に 80nlの 培 地 を

入 れ､ Cryptococcus laurentii OXN-4株 の 前 培 養 菌 体

液 1mlを 加 え . 30℃ , 160rpAの 条 件 で 回 転 嬢 と う 培 養

を 行 っ た｡ 培 地 は Table 2-1に 示 し た も の を 基 本 培 地

(た だ し ラ ク ト ー ス は 2.5S) と し て 使 用 し､ 48時 間 培

糞 を 行 っ た｡ ラ ク ト ー ス は､ 純 正 化 学 工 業 ㈱ の 特 級 試

薬 を 用 い た｡

-ガラク トシダーゼ
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ダ ー ゼ 活 性 は Q-nitrophenyl-p - D 一galactopyranoside

(ONPG)(東 京 化 成 工 業 ㈱ )､ ま た は ラ ク ト ー ス (純 正

化 学 工 業 ㈱ ) を 基 裳 と し て 測 定 し た｡

ONPGに よ る 活 性 滑 走 は､ 5mM ONPG 1.Oml､ Mcll-

vaine緩 衝 液 (pH5.0) 2.0mlに 静 索 液 1.Omlを 加 え 40℃ で

30分 間 反 応 を 行 っ た｡ 反 応 液 に 1.OM Na2CO3 1.Omlを 加

え 反 応 を 停 止 し た 後､ 遊 能 し た Q-nitrophenolを 日 立 分

光 光 度 計 (U-3200)を 用 い. 420nmの 吸 光 度 を 耕 走 し た｡

β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 単 位 は､ pH5.0､ 40℃ で 1

分 間 に 1fLnOlの 8-nitrophenolを 遊 離 す る 力 価 を l

unitと し た｡

ま た､ ラ ク ト ー ス を 基 質 と し た 場 合､ ラ ク ト ー ス か

ら 遊 離 し た グ ル コ ー ス 圭 を 測 定 し, p -ガ ラ ク ト シ ダ ー

ゼ 活 性 と し た｡ 10iラ ク ト ー ス 1.Onl､ McIIvaine綾 砺 波

(pH5.0) 2.Onlに 群 素 液 1.0皿1を 加 え 40℃ で 30分 冊 反 応

を 行 っ た｡ 反 応 液 を 沸 騰 洛 中 で 5 分 間 加 熟 し 反 応 を 停

止 し た 後, 反 応 液 20〝 1を サ ン プ リ ン グ し､ こ れ に 3ml

の グ ル コ ー ス 測 定 試 薬 (Glucose a-Test Vako, 和 光 純

薬 工 業 ㈱ ) (45)を 加 え 37℃ で 20分 間 反 応 を 行 い､ 505

nAの 吸 光 度 を 湖 虚 し 生 成 し た グ ル コ ー ス 量 を 求 め た｡

β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 単 位 は, pH5.0､ 40℃ で 1

分 間 に 1p EIOlの グ ル コ ー ス を ラ ク ト ー ス か ら 遊 髄 す る

力 価 を 1 unitと し た｡ 辞 兼 の 比 活 性 は 静 索 タ ン パ ク

1皿g当 り の unit (units/Dg protein)で 表 し た｡
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タンパ ク圭の 酵 素 の タ ン パ ク 圭 は Lowry法

(46)を 用 い､ 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を 標 準 タ ン パ ク と し て

定 量 し た｡ ま た､ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て

分 画 さ れ た 辞 素 の タ ン パ ク 量 は､ 280nmの 紫 外 部 吸 収 に

よ っ て 漸 定 し た｡

イス クポ リアク リル ア ミ ド電 動 (PAGE)

Orstein-Davisの 方 法 (47,48)に 従 い, 7.5Sポ リ ア ク

リ ル ア ミ ド ゲ ル (pH8.9)に て 行 っ た｡

泳 動 後 ゲ ル を 0.1% Coomassie Brilliant Blue､ 45%

メ タ ノ ー ル 含 有 9%酢 酸 溶 液 に よ り 染 色 し､ 5Sメ タ ノ ー

ル 含 有 7.5S酢 酸 溶 液 に よ り 脱 色 し たO

2- 2. 実 験 結 果

最適此 奴 Cryptococcus laurentii OKNl4株 の 培

養 液 10 1か ら 遠 心 分 離 (5000rpm､ lo合 ) に よ り 菌 体 の

回 収 を 行 い 209g (湿 重 量 ) の 菌 体 を 得 た｡ 菌 体 を 蒸 留

水 で 4 回 洗 浄 後､ 160mlの 酢 酸 エ チ ル と 40mlの 20nM燐 酸

緩 衝 液 (pH5.8)を 加 え､ 4 ℃ で 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー 下 し

た｡ 処 理 菌 体 を 蒸 留 水 で 5 回 洗 浄 後､ 再 び 蒸 留 水 に 懸

濁 し､ 11の 菌 体 懸 濁 液 を 調 製 し た｡ こ れ を 冷 却 し な が

ら マ ン ト ン ゴ ー リ ン グ 菌 体 破 砕 機 に よ り 破 砕 (8000

psi､ 10回 ) し､ 破 砕 物 を 蒸 留 水 で 4 回 洗 浄 し た｡ 遠 心

分 離 (5000rpm,10分 間 ) に よ り 破 砕 物 を 回 収 し た 後､
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凍 括 乾 換 に よ り 27.6gの 菌 体 破 砕 物 を 得 た｡

疎 微 能 親 索 に よ り､ 得 ら れ た 破 砕 物 の 練 と ん ど が 細

胞 壁 画 分 で あ る こ と が 権 藤 き れ た｡ 破 砕 前 の 菌 体 お よ

び 細 胞 壁 画 分 の ONPGに 対 す る β-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性

は そ れ ぞ れ, 3.6U/g(乾 燥 菌 体 ), 9.9U/g(乾 燥 細 胞

壁 画 分 ) で あ っ た｡

-ガラクトシダーゼの

1) ザ イ モ リ エ ー ス 20-Tに よ る 辞 素 の 可 溶 化

27.6gの 細 胞 壁 画 分 を 69011の McIIvaine綾 砺 波

(pH5.0)に 懸 帝 し, 0.01Sの ザ イ モ リ エ ー ス 20T(生 化 学

工 業 ㈱ ) を 加 え 30℃ 3 時 間 イ ン キ ュ ベ - ト し た｡ イ ン

キ ュ ペ ー ト 後 細 胞 壁 画 分 懸 滞 液 を TOYOろ 紙 Ⅳ0.2で 濠 過

し､ ろ 液 を 脱 イ オ ン 水 で 一 夜 透 析 し た｡ 透 析 液 を 凍 結

乾 放 し, 4.0gの 粗 辞 東 嶺 品 を 得 た｡

2) DEAEISephadex A-50ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

ザ イ モ リ エ ー ス 20Tに よ り 細 胞 壁 画 分 か ら 可 溶 化 し た

粗 辞 兼 を 340mlの 20nMBQ酸 綾 ず 液 (PHS.8)に 蒋 解 し､ 岡

壌 砺 波 で 平 衡 化 し た DEAE-Sephadex A-50(PharmaCia

Fine CheAicals社 ) の カ ラ ム (¢ 50×740nm)に 供 し た｡

20AMの 同 線 砺 波 に て 洗 浄 後､ 0- 1.OM NaCl(20AM燐 枚

捷 膏 漉 (pH5.8)) に よ る リ ニ ア グ ラ デ イ エ ン 下 に よ り 流

速 70nl/hで 港 出 し た｡ フ ラ ク シ ョ ン No.100- 180の 活 性

画 分 900Alを 脱 イ オ ン 水 で 一 夜 透 析 し､ 凍 措 乾 漁 に よ り

1.75gの 粗 辞 乗 積 品 を 得 た (Fig.4-1)｡
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3 ) TSKgel Toyo Pearl HV-55Sに よ る ゲ ル 濠 過

DEAE-Sephadex A-50ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 得 た 辞 素

活 性 画 分 1.75gを 24Alの 20mM燐 酸 綾 砺 波 (phs.8)に 溶 解

し 辞 素 液 と し た｡ 辞 素 液 4mlを 20mM解 散 捷 砺 波 (pH5.8)

で 平 館 化 し た TSKgel Toyo Pearl Hy-55S (東 ソ ー ㈱ )

カ ラ ム (¢ 22× 750mm)に 供 し 岡 接 衝 液 に て 流 速 1.Onュ/

Ainで ゲ ル 漉 過 を 行 っ た｡ 同 じ 条 件 で 6 回 ゲ ル 汝 過 を 繰

り 返 し､ フ ラ ク シ ョ ン No.42- 50の 活 性 画 分 108mlを 得

た (Fig.4-2)｡ 脱 イ オ ン 水 で 一 夜 透 析 し､ 凍 結 乾 燥 に よ

り 9.0mgの 粗 静 索 壌 晶 を 得 た｡

4 ) TSKgel DEAE-5PIHこ よ る HPLC

TSKgel Toyo Pearl HV -55Sに よ る ゲ ル 汝 過 で 得 た 群

兼 活 性 画 分 9.Ongを 12mlの 20nM沸 教 後 衛 液 (pn5.8)に 溶

解 し 辞 素 液 と し た｡ 辞 素 液 3mlを 20nM燐 酸 捷 砺 波 (pH

5.8)で 平 衡 化 し た TSKgel I)E丘E-SPY (東 ソ ー ㈱ ) カ ラ ム

(中 7.5× 75nA)に 供 し た｡ 静 索 画 分 は 東 ソ ー ㈱ の ⅥPLCシ

ス テ ム を 用 い､ 20mMの 同 棲 砺 波 に て 洗 浄 後､ 0- 1.OM

NaCl (20mM燐 敢 接 衝 液 (p打5.8)) に よ る リ ニ ア グ ラ デ イ

エ ン ト に よ り 流 速 60ml/hで 溶 出 し た｡ 同 じ 条 件 で 4 回

分 画 を 繰 り 返 し, フ ラ ク シ ぎ ン No.38,37の 活 性 画 分

8mlを 得 た くFig.4-3)｡ 脱 イ オ ン 水 で 一 夜 透 析 し, 凍 結

乾 燥 に よ り 2.0九gの 静 索 有 島 を 得 た｡ こ の 辞 素 は ヂ )

ス ク 電 気 泳 私 法 で 単 一 の バ ン ド を 示 し た (Fig.4-4)｡

以 上 の 背 教 縮 兼 を Table 4･1に 示 し た｡ 酵 素 は 細 胞 壁

可 溶 化 画 分 よ り 比 活 性 は 248倍 ま で 骨 興 さ れ 収 率 は 25%
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で あ っ た｡
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Fig.412.TSKgelToyoPearltlV･55ScolumnchroDatOgraPbyofcrude
p-galactosidaBefrolCryptococcuslaurentiiOKN-4.

TheenzyAePreparationfasputonaTSKgelToyoPearlm ･55Scolum
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WiththesaJLebuffer. ThreellfractionsofcluentWerecollectedata
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WithlactoseasastJbstratebythestandardnethod.
010:β一galactosidaseactiyity,●-●:absorbanceat280nb,--･･:NaCI
concentration.
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3. 辞 素 の 爵 性 質 と 屯 移 反 応 の 検 討

3 - 1. 素 魚 方 法

による分 井 4 章 の 2 - 2 で

述 べ た 有 難 辞 素 を 20mM燐 酸 接 衝 液 (pH5.8)で 平 衡 化 し た

TSKgel Toyo Pearl HV-55S (東 ソ ー ㈱ ) カ ラ ム (中 22×

750mn)に 供 し 同 線 砺 波 に て 流 速 1.Oml/minで ゲ ル 汝 過 を

行 っ た｡ 同 様 に 額 準 タ ン パ ク も ゲ ル 濃 過 を 行 い 流 出 パ

タ ー ン か ら 分 子 量 を 求 め た

額 準 タ ン パ ク は thyrogloblin (689,000)､ ferritin

(440,000)､ catalase (232,000)､ aldolase

(158,000)､ bovine sertlm albunin (67,000)､

ribonuclease A (13,700)を 用 い た｡

イスクSDS-ポ リアクリルア ミド電

(St)S-PAGE)

Orstein-Davisの 方 法 (47,48)に 従 い､ 3-5%の ア ク リ

ル ア ミ ド ゲ ル グ ラ デ イ エ ン ト に よ り､ 0.12%の ラ ウ リ ル

硫 敢 ナ ト リ ウ ム (SDS)存 在 下､ p118.8で 電 気 泳 動 を 行 っ

た｡ 精 製 辞 素 を 1‡ SDS､ 10$ 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル

と 2 分 間 100℃ で 加 熟 し､ SI)S処 理 を 行 っ た｡ 頼 準 タ ン

パ ク は､ lS SDS､ 1$ 21メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル､ lmMエ

チ レ ン ジ ア ミ ン 三 部 散 と 15分 間 60℃ 加 熟 し た｡

襟 準 タ ン パ ク と し て ferritin (220,000,18,500)､
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bovine seruJnalbumin(BSA) mono皿er (67,000),BSA

diner (134,000), catalase (60,000)､ lactose

dehydrogenase (38,000)を 用 い た｡

泳 動 後 ゲ ル を 0.1S Coonassie Brilliant Blue､ 45%メ

タ ノ ー ル 含 有 9S酢 酸 溶 液 に よ り 染 色 し､ 5Sメ タ ノ ー ル

含 有 7.5%酢 酸 溶 液 に よ り 脱 色 し た｡

分 子 量 は 静 索 の 泳 動 庫 髄 よ り 求 め た｡

体 クロマ トグラフ 日 立 655A-

11型 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い 以 下 の 条 件 で

行 っ た｡

カ ラ ム: LiChrosorb NH2カ ラ ム 4中 x250mm(Cica-

Nerck社 ), 溶 液 : ア セ ト ニ ト リ ル ･ 水 (70:30), 温 度

:童 温, 流 速 : 1.Onl/nib, 検 出 器 : Shodex RI SE31型

示 差 屈 折 検 出 肯

な お 辞 素 反 応 液 を ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー (0.45p )で 濠

過 し た も の を 試 料 液 と し イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し た｡

3- 2. 実 験 結 果

最jL鮎 農

1) 至 連 pHと 至 適 温 度 静 素 反 応 に 対 す る pHと 温

度 の 影 響 を ONPGを 基 覚 に 細 べ た と こ ろ, 40℃､ 30分 間

反 応 に お い て 至 連 pf=まpfl4.3で あ っ た｡ Fig.4-5 に 示 す
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よ う に､ 静 索 は 軟 性 城 に お い て 活 性 が 高 く､ pt12.5で も

最 高 活 性 の 約 70Sを 示 し た｡ 一 方､ ア ル カ リ 域 で は 活 性

が 低 く､ pH7.0に お い て 相 対 活 性 は 約 10Sに す ぎ な か っ

た｡

温 度 の 影 響 を 珊 べ た と こ ろ､ Fig.4-6 に 示 す よ う に､

pH5.0､ 30分 間 反 応 に お い て､ 60℃ が 最 も 高 い 活 性 を 示

し た が､ 65℃ で は 活 性 が 急 激 に 低 下 し た｡

2) pH安 産 性 と 温 度 安 定 性 辞 兼 の ptl安 定 性 の 結

果 を Fig.4-7 に 示 し た｡ 静 索 を 30℃ で 60分 間､ 各 pHの

接 衝 液 で イ ン キ ュ ベ - ト し た 後､ 静 索 の 残 存 活 性 を

ONPGを 基 質 に 封 建 し たC 静 索 は pH2.8- 9.3の 間 で 安 定

で､ 95%以 上 の 残 存 活 性 を 示 し た｡ し か し､ pH2.0で は

残 存 活 性 は 約 20iで あ っ た｡

辞 素 の 熱 安 定 性 を 謝 べ た 結 果 を Fig.4-8 に 示 し た｡

pH5.0 の 条 件 下 各 温 度 に お い て 10分 間 加 熟 し た 後,

ONPGを 基 文 に 残 存 活 性 を 謝 べ た と こ ろ､ 57.5℃ 以 下 で

は 辞 素 は 安 定 で あ っ た が､ 65℃ に な る と 完 全 に 失 活 し

た｡

3) 金 属 イ オ ン と 静 索 阻 害 剤 の 影 響 金 属 イ オ ン

と 辞 素 阻 害 剤 の # 素 に 対 す る 影 響 を 耕 べ る た め､ 0.5

Alの 静 索 液 と 0.5mlの 各 種 金 属 イ オ ン ま た は 辞 兼 阻 害 剤

を 混 合 し､ 30℃ で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た｡ そ の 後､

1.Onlの 5nM ONPGと 2.Omlの Ncllvaine綾 砺 波 (pH5.0)杏

加 え､ 40℃ で 30分 間 反 応 を 行 っ た｡ 蒸 留 水 0.5nlを 加 え

て イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の を コ ン ト ロ ー ル と し､ 各 種
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金 属 イ オ ン ま た は 酵 素 阻 害 剤 添 加 に よ る 相 対 活 性 を 測

定 し Table 412に 示 し た｡ 酵 素 活 性 は､ Hg2十と Ag+､ 2-

メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル に よ っ て 強 く 阻 害 を 受 け たC し

か し な が ら, EDTAや PCMBな ど の 阻 害 剤 で は ま っ た く 阻

害 を 受 け な か っ た｡

4 ) 各 種 糖 質 に よ る 影 響 各 種 糖 質 の 酵 素 活 性 に

及 ぼ す 影 響 を 調 べ る た め, 反 応 液 に 10mMの 濃 度 に な る

よ う に 各 糖 質 を 添 加 し､ 金 属 イ オ ン に よ る 影 響 を 調 べ

た 場 合 と 同 様 な 方 法 で 阻 害 を 謝 べ た｡ 各 種 糖 質 添 加 に

よ る 活 性 を 相 対 活 性 で 表 し Table 4-3 に 示 し た｡

酵 素 活 性 は マ ル ト ー ス に よ っ て 強 い 阻 害 を 受 け る こ

と が 明 ら か に な っ た｡ ま たー グ ル コ ー ス と マ ル ト ト リ

オ ー ス も マ ル ト ー ス に つ い で 強 い 阻 害 が 認 め ら れ た｡

し か し な が ら､ ガ ラ ク ト ー ス に よ る 阻 害 は な か っ た｡

5 ) 分 子 量 精 製 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 分 子 量 を

TSKgel Toyo Pearl HW-55Sを 用 い た ゲ ル 濃 適 法 (Fig.

4-9)お よ び､ sDS-PAGE (Fig.4-10)に よ り 測 定 し た と こ

ろ､ そ れ ぞ れ 200,000と 100,000で あ っ た｡ SDS-PAGEで

酵 素 は 単 一 バ ン ド を 示 し た こ と か ら､ β -ガ ラ ク ト シ ダ

ー ゼ は 2 つ の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る と 考 え ら れ た0

6) Kn僧 と Vmax ONPGと ラ ク ト ー ス の 各 濃 度 に お

け る 加 水 分 解 速 度 を 調 べ､ Lineweaver Burkプ ロ ッ ト か

ら そ れ ぞ れ の 基 質 に 対 す る Km僧 と Vmaxを 計 算 し たC 精

製 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の ONPGと ラ ク ト ー ス に 対 す る

Km僧 は そ れ ぞ れ 18.2mMと 11.4mMで あ っ た｡ ま た､ Vmax
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Table4-2. Effectof Tuetalionsand otherchemicalsontheenzyme ac tivity.

Material Concentration Remaining Material Concent,ration Remaining

(州) activity (S) (J)A) activity (i)

None

NaCI

KCI

CaC12

MgSO-

AgNO3

HgC12

CuSO4

CoC12

Fez(SOl)3

PeSOl

0

0

nU
8

0

7

9

0

9

nU
3

0

0

0

9

0

2

A
】
0

9

0

9

1

1

1

1

1

1

MnSO-

ZnC12

Sr､C12

LiSO4

Pb(CH3COO)2

10doaceticacid

PCNB-

LICystein

EDTA-2NAb

HercaptoethanoI

Hydroxylamine

I/?
LJ'
LJ'
LL'
LL)
LJ'
LL'
LL'
LL)
LL'

0

0

0

0

0

0

0

0

0

∧U

7

9

9

RU
0

O

8

9

0

1

9

9

9

0

0

0

9

0
)
O

qU

l

l
-
1

ー

hydrochloride 0.5 89

-2lChloromercuribenzoate

らEthylenJediaminetetraacetate

Amixtureof0.5mlenzynesolution,1.0mlof5mHONPGand2.0rBlofMacHvaine

buffer (pH5.0)Wasincubatedat40℃ for30mュninthepresenceof0.5nlofwateror

reagentsolution,andtheactivitieswereassayed.

Table 4-3. Effect of sugar on the enzyme activity.

Sugar Concentration (Ⅱ川 ) Relative activity (i)

None

Glucose

Galactose

Pructosc

Xylose

Arabinose

Ribose

Maltosc

"altotriose

Sucrose

oo

o

(U
0

0

0

0

0

0

l

1

1

1

1

1

1

1

1

∧U
5

Z

o

6

8

■皿｢
8

3

1

0

5

9

9

7

7

9

1

6

9

ll

A mixture of 0.5 ml cnzyrIC SOlution, 1,0 nl of 5znM ONPG and

2･O Dll of HcIIvaine buffer (pH5.0) Was incubated at 40 ℃
for 30 min in the presence of 0.5 J31 0f tJater Or Sugar

solution, and the activities Were assayed.
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Fig.4111. Lineveaver-Burkplotsofactiyityof β-gaユactosidasc･
Assayyュscarriedoutat唾o℃ andpH5･Ofor30nin･ ONPGWasusedas

substrate.

Fig.4-12･ Lineveaver-Burkplotsofactiyityof p-&alactosidase･
AssayVascarriedoutat40℃ andpH5･Ofor30Din. LactoseWasused
assubstrate.
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は そ れ ぞ れ 76.9と 5.3〝 mol/mュn/mg proteinで あ っ た

(Fig.4-ll,4-12)｡

酵素のガ ラク トース載

1 ) ラ ク ト ー ス か ら の オ リ ゴ 糖 生 成

5ガラ ク ト ー ス 0.5m1､ McIIvaine緩 衝 液 0.25nlに 静 索

液 0.25mlを 加 え､ 50℃ で 29時 間 反 応 を 行 い 反 応 生 成 物

の 経 時 変 化 を 調 べ た｡ 各 時 間 に お け る 生 成 物 は HPLCで

分 析 し た｡ Fig.4-13に 示 し た よ う に ラ ク ト ー ス か ら の

ガ ラ ク ト ー ス 転 移 生 成 物 と し て 4'-GLが 多 く 生 成 しー 反

応 16時 間 目 に お い て 基 質 ラ ク ト ー ス に 対 し 28.2%の 収 率

に 達 し た が､ そ の 後 時 間 の 経 過 と と も に 減 少 し た｡

一 方､ 反 応 初 期 か ら ラ ク ト ー ス と は 異 な る 未 知 の 二

糖 煤 が し だ い に 増 加 し､ 反 応 29時 間 後 に は 収 率 11.4%に

達 し たO ま た 4'-GL以 外 の 三 糖 難 や 四 糖 轍 と 思 わ れ る オ

リ ゴ 糖 も 認 め ら れ､ 反 応 に 用 い た ラ ク ト ー ス に 対 し､

そ れ ぞ れ 4.8Sと 2.8Sの 収 率 で 生 成 し た｡

2 ) 各 種 糖 質 に 対 す る ガ ラ ク ト ー ス 範 移

本 酵 素 の 受 容 体 特 異 性 を､ ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 と し

て ラ ク ト ー ス を 用 い て 謝 べ たo lOSラ ク ト ー ス 0.25m1,

各 種 糖 質 を 10%含 む 溶 液 0.25ml､ Mcllvaine緩 衝 液

0.25mlに 酵 素 液 0.25mlを 加 え､ 50℃ で 12時 間 反 応 を 行

い､ 生 成 物 を flPLCで 謝 べ た (Table 4-4)o

ラ ク チ ュ ロ ー ス や ラ ク チ ト ー ル を 受 容 体 と し た 場 合､

こ れ ら 単 独 に 酵 素 を 働 か せ た 葛 合 に 生 成 す る オ リ ゴ 糖
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と は 異 な る オ リ ゴ 糖 の ピ ー ク が い く つ か 諌 め ら れ た｡

ま た､ キ シ ロ ー ス や ア ラ ビ ノ ー ス､ リ ボ ー ス, グ ル コ

ー ス､ ガ ラ ク ト ー ス な ど の 単 糖 を 受 容 体 と し た 場 合､

そ れ ぞ れ 結 合 様 式 が 異 な る と 思 わ れ る い く つ か の オ リ

ゴ 糖 が 生 成 し た｡ 一 方､ フ ラ ク ト ー ス､ ソ ル ビ ト ー ル､

マ ル ト ー ス､ セ ロ ビ オ ー ス な ど を 受 容 体 と し た 場 合､

転 移 生 成 物 は 認 め ら れ な か っ た.

3) ラ ク ト ー ス 漉 度 と 4'-GL生 成

cryptococcus laurentii OKN-4株 の β -ガ ラ ク ト シ ダ

ー ゼ の 4'-GL生 成 に 及 ぼ す ラ ク ト ー ス 濃 度 の 影 響 を 調 べ

たo lS～ 20i濃 度 の ラ ク ト ー ス 溶 液 5 種 類 を 用 い pH5.0､

50℃ で 5 時 間 反 応 を 行 い､ 4'-GL生 成 量 を HPLCで 測 定 し

た｡ Table 4-5に 示 す よ う に､ 4'-GL生 成 量 は ラ ク ト ー

ス 濃 度 が 高 く な る に 従 い 増 加 し た｡ 本 酵 素 は 低 濃 度 の

ラ ク ト - ス か ら も 4'-GLを 生 成 し､ 1 % ラ ク ト ー ス か ら

18.7%の 高 収 率 で 4'-GLが 生 成 さ れ た｡
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Table4-4.Galactosyltransferfromlactosetoseveral acceptors.

Acceptor Galactosetransferred

Lactose8

Lactulose
LactitoI

Xylose
Arabinose
Ribose
Glucose
Galactose
Fructose
SorbitoI
Maltose

Cellobiose

b十
十
+
+
十
十
+
十
一
l
一
一

a Self-transferredproduct(4'一GL)oflactose.
b Thesymbol+indicatesthepresenceofthetransferredproducts.

Table4-5.Effectoflactoseconcentrationonthe4'-GLproduction.

Ⅰnitiallactose 4'-GLproduction
(S) (mg/ml)

0
5
0
0
0

1
2
5
0
0
1
2

7
9
7
7
9

00
9
4
7
4

1
2
3
4
5

Theen2:ymeWasincubatedwithvariousconcentrationsoflactoseat
PHS.0,50℃ for5hr.
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4, 考 察

Cryptococcus laurentii OKN-4株 を ラ ク ト ー ス 培 地

で 培 養 し た 葛 合, 多 量 の 4'-GLが 生 成 し た｡ こ れ は,

Cryptococcus laurentii OKN-4株 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー

ゼ の 転 移 反 応 に よ る も の と 考 え ら れ た た め, 静 索 の 分

離 ･滞 勲 を 行 い そ の 藷 性 質 を 謝 べ た｡

本 静 索 は 菌 体 を 破 砕 し た 場 合､ 菌 体 破 砕 物 中 に 存 在

す る こ と が 明 ら か に な っ た た め､ 静 索 樽 難 を 行 う に あ

た り 可 港 化 を 行 う 必 要 が あ っ た｡ 菌 体 破 砕 物 申 か ら の

静 索 の 可 韓 化 は 困 難 で 収 率 は 低 か っ た が､ 菌 体 内 の タ

ン パ ク と 分 鮮 さ れ た た め､ そ の 後 の 青 紫 が 容 易 で あ っ

た｡

本 辞 兼 の 至 連 pHは pH4.3で､ 軟 性 域 で 高 い 活 性 を 示 し

p打2.8-9.0の 冊 で は 安 定 で あ っ た が, そ れ 以 上 の pHで

は 急 激 に 失 活 し た｡ ま た, 温 度 安 定 性 が 高 く 60℃ で 最

高 活 性 を 示 す 耐 熱 性 の p -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で あ っ た｡

本 辞 素 は 肘g2十と Ag十､ 2･メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル に よ っ

て 強 く 阻 害 を 受 け た が､ EDTAや PCMBな ど の 阻 害 剤 で は

ま っ た く 阻 青 を 受 け な か っ た｡ PCMBに よ っ て 阻 害 を 受

け な い 点 は､ Uvajimaら (49)が 報 告 し て い る

Saccharonyces fragilis の p -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の

性 質 と は 異 な り, 活 性 部 位 に フ リ ー の サ ル フ ァ ジ ル 基

を 持 た な い と 推 察 さ れ た｡

ゲ ル i* 過 と SDS電 気 泳 動 に よ り 封 建 分 子 量 は､ そ れ ぞ
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れ 200,000と 100,000で あ っ た. こ の 結 束 か ら, 本 辞 素

は 100,000の 2 つ の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る と 稚 索 さ れ た｡

背 教 辞 素 に よ る ラ ク ト ー ス か ら の オ T) ゴ 糖 の 生 成 を

耕 べ た と こ ろ 4'-GLが 主 に 生 成 し た が､ そ れ 以 外 に 二 -

四 糖 と 思 わ れ る い く つ か の オ リ ゴ 糖 の 生 成 が 藩 め ら れ､

4'-GLの み が 多 量 に 生 成 す る 培 養 の 場 合 と は 生 成 物 の パ

タ ー ン が 異 な っ た｡ Cryptococcus laurentii OKN-4株

の 培 養 に よ る 4'-GLの 生 産 で は､ ガ ラ ク ト ー ス 範 移 反 応

に よ っ て ラ ク ト ー ス か ら 生 じ る グ ル コ ー ス が 菌 体 の 生

育 に 利 用 さ れ る と 考 え ら れ る た め, ラ ク ト ー ス の み が

ガ ラ ク ト ー ス の 受 容 体 と な り 4'-GLが 特 異 的 に 生 成 す る｡

し か し な が ら､ 辞 素 反 応 で は ラ ク ト ー ス の 分 解 に よ っ

て 生 成 し た グ ル コ ー ス が 反 応 系 か ら 除 か れ な い た め､

グ ル コ ー ス も ガ ラ ク ト ー ス の 受 容 体 と な り, 種 々 の オ

リ ゴ 糖 が 生 成 し た と 考 え ら れ る｡

ま た､ 今 回 は 有 無 を 行 わ な か っ た が､ Cryptococcus

lauLentii OM -4棟 に 臥 ラ ク ト ー ス の 加 水 分 解 能 が

強 く､ 転 移 活 性 を ほ と ん ど 示 さ な い 他 の p-ガ ラ ク ト シ

ダ ー ゼ が 存 在 す る｡ こ の 辞 素 の 存 在 が 培 養 と 辞 素 反 応

の 生 成 物 の パ タ ー ン の 違 い に 関 係 し て い る 可 能 性 も 考

え ら れ る｡

一 般 に､ β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 屯 移 反 応 は､ ラ ク ト

ー ス な ど の ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 の β -ガ ラ ク ト シ ド結 合

が 切 断 さ れ､ ガ ラ ク ト ー ス 残 基 が 受 容 体 に 載 移 す る｡

β-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が 加 水 分 解 と も 移 反 応 の 両 方 の 反
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応 を 示 す の は 他 の 頼 加 水 分 解 辞 素 と 同 じ く､ 水 が 受 容

体 の 鏡 台 は 加 水 分 解 反 応､ 糖 が 受 容 体 の 尊 台 は 転 移 反

応 に な る と 考 え ら れ る (50)｡ そ の た め 一 般 に 糖 漉 度 が

高 い ほ ど 転 移 生 成 物 圭 が 多 く な る｡ β -ガ ラ ク ト シ ダ ー

ゼ の 範 移 反 応 も ラ ク ト ー ス 濃 度 が 高 い 梗 ど 効 率 よ く ガ

ラ ク ト オ リ ゴ 糖 が 生 成 す る (23)｡

Cryptococcus laurentii OKN-4株 の β -ガ ラ ク ト シ ダ

ー ゼ も ラ ク ト ー ス 漉 度 が 高 く な る に 従 い 4'-GL生 成 量 が

増 加 し た が, 本 辞 責 は 1 % ラ ク ト ー ス と い う 低 濃 度 条

件 下 で も､ 18.7%の 収 率 で 4'-GLを 生 成 す る こ と が 特 徴

で あ り､ こ れ ま で 報 告 さ れ た β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (23

,24,32)と 比 べ 屯 移 活 性 の 強 い 辞 兼 で あ っ た｡

載 移 反 応 に よ っ て 生 成 す る オ I) ゴ 糖 の 種 軒 は 辞 素 の

起 源 に よ っ て 異 な っ て い る｡ 一 般 に 微 生 物 起 源 の β -ガ

ラ ク ト シ ダ ー ゼ は β-1一 6結 合 を 含 む オ リ ゴ 糖 を 生 成 す

る も の が 多 い (22,25,27)が､ Cryptococcus laurentii

OKN-4株 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は β-1一 4結 合 の オ リ ゴ

群 を 主 に 生 成 し た｡ こ れ は Sporoboro皿yCeS

Bingularis (26)に よ っ て 生 成 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て

い る 助 外 数 少 な い 例 で あ る｡ ま た､ 静 索 に よ っ て は 二

糖 難 を 大 量 に 生 成 す る も の (51,52)が あ る が

Cryptococcus laurentii OKN-4株 の p-ガ ラ ク ト シ ダ ー

ゼ は 三 糖 類 を 多 く 生 成 し た｡

各 構 文 に 対 す る ガ ラ ク ト ー ス 転 移 を 謝 べ た と こ ろ､

ラ ク チ ュ ロ ー ス､ ラ ク チ ト ー ル, キ シ ロ ー ス､ ア ラ ビ
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ノ ー ス､ リ ボ ー ス, グ ル コ ー ス､ ガ ラ ク ト ー ス な ど が

受 容 体 と な り い く つ か の オ リ ゴ 糖 が 生 成 し たO ラ ク ト

ー ス と 粧 似 し た 横 道 を 有 す る ラ ク チ ュ ロ ー ス や ラ ク チ

ト ー ル は そ れ 自 体 も ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 と な り オ リ ゴ

帝 を 生 成 し た｡

こ れ ま で β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 工 業 的 に は 牛 乳 に 作

用 さ せ て ラ ク ト ー ス を 加 水 分 解 し､ 消 化 吸 収 し や す い

ミ ル ク を 興 遵 す る こ と に 利 用 さ れ て き た に す ぎ な か っ

た｡ し か し､ 最 近 ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 が 盤 鹿 作 用 な ど 健

康 に 関 す る 機 能 を 有 す る こ と が 明 ら か に な っ て き た こ

と か ら, β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 新 し い 工 業 的 利 用 法 と

し て ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 勲 道 や そ の 他 の 利 用 方 が 陶 発 さ

れ て く る と 考 え ら れ る｡
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5, 要 約

Cryptococcus laurentii OKN14の p -ガ ラ ク ト シ ダ ー

ゼ を､ 菌 体 か ら の 細 胞 壁 画 分 の 謝 艶, Zy皿01yase-20Tに

よ る 細 胞 壁 画 分 か ら の 辞 索 の 可 溶 化､ DEAE-Sephadex

A-50, TSKgel Toyo Pearl HV-55S､ TSXgel DEAE-5PVな

ど の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り､ デ ィ ス ク 電 気

泳 動 的 に 単 一 の バ ン ド に な る ま で 背 興 し た｡ 静 索 の 分

子 量 を TSKgel Toyo Pearl HV-55Sに よ る ゲ ル 濠 適 法､

SI)S電 気 泳 助 法 に よ り 謝 定 し た と こ ろ, そ れ ぞ れ

200,000, 100,000で あ っ た. 静 索 の 肯 位 茸 を 謝 べ た と

こ ろ､ 辞 兼 は 57.5℃ ま で (pH 5.0), ま た pH2.8- 9.3

(40℃, 10分 間 処 理 ) の 範 囲 で 安 定 で あ っ た｡ 反 応 至

連 p臥 温 度 は そ れ ぞ れ pH4.3､ 60℃ で あ っ た｡ ONPG､ ラ

ク ト ー ス に 対 す る Kn億 は そ れ ぞ れ 18.2AMと 11.4mKで あ

っ た｡ ま た ､Vmaxは 76.9と 5.3p nol/min/山g･PrOteinで

あ っ た｡ 辞 素 は､ Hg2', Ag+, 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル､

グ ル コ ー ス､ マ ル ト ー ス､ マ ル ト ト リ オ ー ス に よ っ て

活 性 が 阻 害 き れ た｡ 帝 無 辞 索 を 2.5Sの ラ ク ト ー ス に 反

応 さ せ た 場 合､ ガ ラ ク ト ー ス 転 移 反 応 に よ り 28.2Sの 収

率 で 4'-GLを 生 成 し た｡ さ ら に ラ ク ト ー ス 以 外 に ラ ク チ

エ ロ ー ス, テ ク チ ト ー ル､ キ シ ロ ー ス､ ア ラ ビ ノ ー ス､

リ ボ ー ス､ グ ル コ ー ス, ガ ラ ク ト ー ス な ど も ガ ラ ク ト

ー ス 基 の 受 容 体 に な り オ リ ゴ 糖 が 生 成 し た｡
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帯 5 章 4'-ガ ラ ク シ ル ラ ク ト ー ス の 発 辞 生 産 条 件 の

検 討

1. 序

ラ ク ト ー ス か ら ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 を 大 量 に 生 成 す る

Cryptococcus laurentii OKN-4株 を 土 壌 中 よ り 分 離 し

た｡ こ の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 は, 井 3章 で 述 べ た よ う に､

9-β -D-galactopyranosyl-(1う4)-9-β -D-galacto-

pyranosy1-(1一4)-D-glucopyranose の 構 造 を 持 つ 4'-

ガ ラ ク シ ル ラ ク ト ー ス (4'-GLと 略 記 ) で あ り,

Cryptococcus laurentii OKN-4棟 の p-ガ ラ ク ト シ ダ ー

ゼ の ガ ラ ク ト ー ス 載 移 反 応 に よ っ て 生 成 す る こ と が 明

か に な っ た｡

発 辞 に よ っ て ラ ク ト ー ス か ら 4'-GLを 生 成 さ せ た 場 合､

辞 素 反 応 の 場 合 と 比 べ, 4'-GLの み が 大 量 に 生 成 し た｡

そ こ で､ 4'-GLの み を 効 率 よ く ラ ク ト ー ス か ら 生 成 さ せ

る こ と を 目 的 に､ Cryptococcus laurentii OXN-4株 の

培 養 条 件 の 検 討 を 行 っ た｡

2. 実 験 方 法

u 500皿1客 三 角 フ ラ ス コ に 80nlの 培 地 を 入 れ､

前 培 養 菌 体 液 lmlを 加 え ､ 30℃ ､ 160rpmの 条 件 で 回 転
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振 と う 培 養 を 行 っ た｡ 培 地 は Table 2-1に 示 し た も の を

基 本 培 地 (た だ し ラ ク ト ー ス は 5%) と し て 使 用 し, 1

遇 問 培 養 を 行 っ た｡ ラ ク ト ー ス は, 純 正 化 学 工 業 ㈱ の

特 級 試 薬 を 用 い た｡ 菌 体 圭 は 培 養 液 の 660nmに お け る 吸

光 度 に よ っ て 滑 走 し た｡

ロマ ト グラフ 日 立 655A-

11型 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い 以 下 の 条 件 で

行 っ た｡

カ ラ ム : LiChrosorb NH2カ ラ ム ¢ 4× 250m (Cica-

Merck社 ), 溶 液 : ア セ ト ニ ト リ ル ･ 水 (70:30), 温 度

:童 温, 流 速 : 1.Onュ/凪in, 検 出 器 : Shodex RI SE31型

示 差 屈 折 検 出 券

な お 培 養 液 を ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー (0.45p)で 濃 過 し

た も の を 試 料 液 と し イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し た｡

3. 乗 数 結 果

麓地 象～敦

1 ) p H の 影 響 塘 地 中 の Na2HPO4･12H20と

KH2P04の 勘 合 を 変 え pHを 4.0か ら 8.0に 新 盤 し､ 30℃ で

7 日 間 培 養 を 行 っ た｡ 菌 体 の 生 育 は pH7.0が 良 好 で あ っ

た が 4'-GLの 生 成 は pfl6.0が 高 く､ 5%ラ ク ト ー ス 濃 度 の

培 地 か ら､ 対 ラ ク ト ー ス 収 率 45Sで 4' - GLが 生 成 し た｡
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Fig.5-1に 示 す よ う に 4'-GLは 酸 性 域 で は 比 較 的 安 定

な 生 成 が 秘 め ら れ る が pH8.0に な る と 生 成 は 急 激 に 減 少

し た｡

2 ) 窒 素 源 の 影 響 Fig.5-2に, 基 本 培 地 に 辞 母 エ

キ ス､ ペ プ ト ン (日 本 難 薬 ㈱ ) を 添 加 し て 培 養 を 行 っ

た と き の 4'-GLの 生 成 と 菌 体 の 生 育 に つ い て 示 し た｡

基 本 培 地 の 辞 母 エ キ ス を 0.1- 1.0Sの 範 閲 で 変 化 さ せ

た 培 地 を 用 い て 検 討 し た と こ ろ､ 添 加 量 に 比 例 し て 菌

体 の 生 育 は 増 大 し た が, 4'-GLの 生 成 量 は 辞 母 エ キ ス

0.2Sの 場 合 が 最 高 で あ っ た｡

一 方､ 辞 母 エ キ ス を ペ プ ト ン に 置 き 換 え た 尊 台､ 無

添 加 の 場 合 に 比 べ 菌 体 の 生 育 は 若 手 増 加 し た が, 辞 母

エ キ ス と 比 べ る と 効 果 は 少 な か っ た｡ 4'-GLの 生 成 は ペ

プ ト ン 0.1S添 加 し た 場 合 最 高 で､ そ れ 以 上 の 添 加 で は

生 成 量 は 急 激 に 減 少 し た｡

3) グ ル コ ー ス 添 加 の 影 響 培 地 に 0.1- 1.0%の グ

ル コ ー ス を 添 加 し た と き の 4'-GLの 生 成 に 及 ぼ す 影 響 を

Fig.5-3に 示 し た｡ グ ル コ ー ス 添 加 に よ る 菌 体 生 育 の 増

加 は 陳 と ん ど 紘 め ら れ な か っ た が､ 4'-GLの 生 成 は グ ル

コ ー ス 0.5%以 上 の 添 加 で 抑 制 さ れ た｡ グ ル コ ー ス 0.2%

添 加 し た 場 合､ 増 発 初 期 に お い て 4'-GLの 生 成 が 若 干 遅

れ た が, そ の 後 無 添 加 の 葛 合 と 同 じ に な っ た｡ し か し,

0.5S以 上 の グ ル コ ー ス を 添 加 す る と 4'-GLの 生 成 旺 抑 制

さ れ 培 養 4 日 目 で そ の 生 成 量 は 無 添 加 の 尊 台 の 70- 80

%で あ っ た｡
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4 ) ラ ク ト ー ス 漉 度 の 検 肘 4'-GL生 成 の 基 質 で あ

る ラ ク ト ー ス に つ い て 最 遠 漉 度 の 検 封 を 行 っ た｡ Fig.

5-4は 培 地 の ラ ク ト ー ス 沸 度 を 5, 10お よ び 20Sに 変 化 さ

せ た と き の 4'-GL生 成 の 耗 時 変 化 の 結 束 を 示 し た も の で

あ る｡ 4'-GLの 生 成 量 は ラ ク ト ー ス 漉 度 10%の 葛 合 5%に

比 べ 約 2 倍 で あ っ た が､ 漉 度 を 20%に し て も そ れ 以 上 の

生 成 量 の 増 加 は 藤 め ら れ ず､ 10S漉 度 の 場 合 と ほ ぼ 同 じ

で あ っ た｡

5 ) 通 気 の 影 響 4'-GL生 成 に 対 す る 通 気 の 影 響 を

検 討 す る た め 回 鯨 撮 と う 培 養 機 の 回 屯 数 を 100rpnと

160rpnで 培 養 を 行 っ た｡ そ の 結 果 Fig.5-5に 示 す と お り

回 も 数 に よ る 育 休 生 育 の 影 響 は ほ と ん ど な か っ た が､

4'-GL生 成 が 回 載 数 が 高 い 方 が 高 く､ 培 養 96時 間 目 に お

い て､ 100rpnで は 4'-GL生 成 の 収 率 が 基 覚 ラ ク ト ー ス の

24Sで あ る の に 対 し ､160rpmで は 43Sで あ っ た｡

以 上 培 養 藩 条 件 の 検 射 結 果 を も と に 最 適 条 件 (ラ ク

ト ー ス 100g､ NHAC1 2g, 辞 母 エ キ ス 2g､ Na2HPO4･

12H 20 2 4g､ KH 2PO 4 8 1g, M g SO 4･7 H 20 0.2g, FeSO4･

7H 20 4mg､ CaC1 2 long, NnC 1 2･ 4打 20 1m g ､ 水 11､

30℃､ pH6.0.) を 改 定 し､ そ の 培 養 の 縫 時 変 化 を Fig.

516に 示 し た｡ そ の 結 果､ 30℃ で 4 日 間 培 兼 を 行 っ た 場

合 ､ 基 貿 ラ ク ト ー ス に 対 し て 47%の 収 率 で 4'-GLが 生 成

し､ 培 養 液 中 の 全 糖 量 に 対 し 60%成 上 を 占 め る よ う に な

っ た｡
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4. 考 無

発 辞 に よ る 4'lGLの 大 量 生 産 を 目 的 に, pHや 窒 素 源､

ラ ク ト ー ス 濃 度 な ど 諸 条 件 の 検 討 を 行 っ た｡

菌 体 の 増 殖 と 4'-GL生 成 の 垂 適 pHは 異 な り､ 中 性 域 で

菌 体 が 最 も よ く 生 育 し た が､ 4'-GLの 生 成 は 軟 性 域 で 良

好 で あ っ た｡ 同 量 の 菌 体 当 り の 4'-GL生 成 量 に 換 算 し た

場 合, pH4.0- 5.0の 間 が 最 高 で､ こ れ は 静 索 の 至 連 pH

と 一 致 し た｡

# 母 エ キ ス を 0.2i添 加 し た 葛 合､ 菌 体 生 育 と 4'-GL生

成 が 最 高 と な っ た｡ し か し, そ れ 以 上 の 添 加 で は 菌 体

生 育 は わ ず か に 増 加 し た が 4'-GL生 成 は 減 少 し た｡ 菌 体

の 生 育 が 良 好 な 場 合, 4'-GLの 生 成 は 抑 制 さ れ る の か も

し れ な い が 明 ら か で は な い｡

培 養 液 に グ ル コ ー ス を 添 加 し た 場 合, 4'-GL生 成 が 遅

れ､ 生 成 量 も 減 少 し た｡ 精 製 静 索 は グ ル コ ー ス に よ っ

て 活 性 が 阻 害 さ れ た が､ 培 養 の 場 合 も グ ル コ - ス の 存

在 に よ っ て β-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 が 阻 害 さ れ た と 考

え ら れ る が､ そ の 他 に グ ル コ ー ス 存 在 に よ る β -ガ ラ ク

ト シ ダ ー ゼ の 誘 導 が 遅 れ た こ と も 考 え ら れ る｡

4'-GL生 成 に 及 ぼ す 培 地 中 の ラ ク ト ー ス 濃 度 の 影 響 杏

謝 べ た と こ ろ､ ラ ク ト ー ス 10%ま で は 効 果 が 憩 め ら れ た

が 20‡で は 10Sの 葛 合 と ほ ぼ 同 じ 生 成 量 で あ っ た｡ 常 襲

静 索 の 葛 含､ 濃 度 が 高 く な る に 従 い 4'-GL生 成 量 も 増 加

し た が, 発 辞 に よ る 4'-GL生 成 で は 菌 体 の 生 育 も 関 係 し
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て く る た め こ の よ う な 結 果 に な っ た と 考 え ら れ る｡

こ れ ら の 培 養 条 件 の 検 針 に よ り, Cryptococcus

laurやむtii OKN-4株 は 四 糖 難 を 姪 と ん ど 生 成 せ ず, 50S

近 い 収 率 で 三 糖 鞍 で あ る 4'-GLを 大 量 に 蓄 積 し た｡ そ し

て 培 葺 液 中 の 全 糖 圭 に 対 し て は 60%以 上 を 占 め たo

一 般 に､ ラ ク ト ー ス に β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 反 応 さ

せ ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 を 生 成 す る 場 合, 敷 種 難 以 上 の ガ

ラ ク ト オ リ ゴ 糖 が 生 成 す る (21,25,30)｡ 今 回 の よ う に､

菌 体 の 培 養 を 行 い ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 を 生 成 さ せ る と､

ラ ク ト ー ス の 加 水 分 解 に よ っ て 生 成 す る グ ル コ ー ス は

菌 体 の 増 殖 に 利 用 さ れ ガ ラ ク ト ー ス だ け が 載 移 反 応 に

関 与 す る た め, 副 生 成 物 が 少 な く 単 一 の ガ ラ ク ト オ リ

ゴ 糖 が 高 収 率 で 生 成 す る と 考 え ら れ る｡ こ の こ と は

Cryptococcus laurentii OKN-4株 の 洗 浄 菌 体 を 用 い て､

菌 体 が 生 育 で き な い 50℃ で ラ ク ト ー ス と を 反 応 さ せ た

場 合 や､ 背 教 辞 東 を ラ ク ト ー ス に 反 応 さ せ た 易 含､

4'-GL以 外 に い く つ か の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 が 生 成 す る こ

と か ら も 推 索 で き る｡ 今 後 さ ら に 静 索 の 誘 導 の 解 析 や､

そ の 他 の 因 子 を 検 討 す る こ と に よ り 4'-GLの 生 成 量 を 向

上 さ せ る こ と が で き る と 考 え ら れ る｡
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5. 要 約

発 辞 に よ る 4'-GL生 成 条 件 の 検 討 を 行 っ た と こ ろ､

4'-GL生 成 は 食 性 域 に お い て 良 好 で, pH8.0で は 減 少 す

る こ と が 分 か っ た｡ ま た､ 適 量 の 辞 母 エ キ ス や ペ プ ト

ン な ど 天 然 系 窒 素 源 の 添 加 は 菌 体 の 生 育 お よ び 4'-GLの

生 成 に 有 効 で あ る が グ ル コ ー ス の 添 加 は 4'-GLの 生 成 を

著 し く 抑 制 し た｡ こ れ ら の 脊 条 件 を 検 討 し､ pH6.0の

10iラ ク ト ー ス 培 地 を 用 い 30℃ で 4 日 間 培 養 し た 結 果､

添 加 し た ラ ク ト ー ス に 対 し て 47Sの 収 率 で 4'-GLが 生 成

し た｡
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第 6章 4'一ガ ラ ク ト シ ル ラ ク ト ー ス の 生 体 利 用

1. 序

Cryptococcus laurentii OKN-4株 は ラ ク ト ー ス か ら

9-P ID-galactopyranosy1-(1う4)一旦-β -D-galacto-

pyranosyl-(1う4)-D-glucopyranose(4'-が､ラクトシルラクトー

ス､ 4'-GLと 略 記 ) の 横 道 を 有 す る ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 を

大 量 に 生 成 す る｡ 一 般 に､ ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 は 摂 取 し

た 葛 合､ 整 腸 作 用 や ビ フ ィ ズ ス 菌 の 増 殖 作 用 が 期 待 さ

れ る が､ 4'-GLも, 慢 性 便 秘 の 高 齢 患 者 が 摂 取 し た 場 合,

な ん ら の 副 作 用 も な く 有 用 な 便 秘 改 善 効 果 お よ び 腸 内

フ ロ ー ラ の 改 善 効 果 を 示 す こ と が 分 か っ た (53)A

こ れ ら の 措 兼 か ら 4'-GLは 食 物 繊 維 な ど と 同 様 に ヒ ト

の 官 や 小 腺 で 加 水 分 解 さ れ る こ と な し に 大 勝 ま で 到 達

し､ エ ネ ル ギ ー 源 と し て 生 体 で は 利 用 さ れ に く い 糖 質

で あ る と 推 兵 さ れ た が, ま だ 詳 細 な 研 究 は 行 わ れ て い

な い｡ 4'-GLの 生 体 に よ る 利 用 を 明 ら か に す る た め､ ラ

ッ ト の 小 腺 粘 膜 辞 兼 な ど の 消 化 辞 素 を 用 い た 主n vitr_旦

に お け る 4'-GLの 加 水 分 解 な ら び に, ラ ッ ト に 14Cで ラ

ベ ル し た 4'-GLを 投 与 し､ 生 体 に よ る 代 謝 な ら び に 排 椎

の 様 相 を 検 討 し た｡ ま た､ 4'-GLを 摂 取 し た 場 合 の ラ ッ

ト の 成 長 や 生 体 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て も 検 肘 を 行 っ た｡
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2. in vitroに お け る 4'-GLの 消 化 酵 素 に よ る

加 水 分 解

2 - 1. 乗 数 方 法

まここ且挽 風､農 ラ ク ト ー ス を 含 む 培 地 で

Cryptococcus laurentii OKN-4株 を 30℃､ 4 日 間 培 養

を 行 い 4'-GLを 蓄 積 さ せ た｡ 培 養 液 を カ ー ボ ン ･ セ ラ イ

ト カ ラ ム を 用 い て 分 画 し､ 凍 結 乾 燥 後 エ タ ノ ー ル に よ

り 綜 晶 化 さ せ 4'-GLの 樟 晶 を 得 た｡

唾液および揮 ア ミラーゼによる4'-GLの加水 解

4'-GLの 唾 液 ア ミ ラ ー ゼ に よ る 加 水 分 解 は､ pH6.0の

50nMマ レ イ ン 敢 緩 衝 液 に 溶 か し た 1$ 4'-GL溶 液 2.Oml

に 市 販 ヒ ト 唾 液 ア ミ ラ ー ゼ (sIGMA社 , Type Ⅸ -A, 50

U/ml)0.1ml を 加 え 37℃, 30分 間 反 応 さ せ たO

藤 波 ア ミ ラ ー ゼ に よ る 加 水 分 解 は､ pH6.6の 50nMマ

レ イ ン 酸 接 衝 液 に 溶 か し た Ii 4'-GL溶 液 2.Omlに 市 版 ブ

タ 藤 波 ア ミ ラ ー ゼ (Boehringer Mannheim Gnb打 社 ,

20U/ml) 0.1ml を 加 え 37℃､ 30分 間 反 応 さ せ た｡

加 水 分 解 活 性 は､ 反 応 液 の 遠 元 力 の 増 加 を Somogyi-

Nelson法 (54,55)に よ り 測 定 し 訴 べ た｡ 項 準 基 質 と し て

1%可 溶 性 デ ン プ ン (Herck社 ) を 用 い 加 水 分 解 を 比 載 し

た｡
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による4'-GLの 解 4'-GLの 人 工 胃

液 に よ る 加 水 分 解 は､ pH1.0､ pHl.5, pH2.0の 3 種 難 の

人 工 胃 液 (NaC1 2.0g, ペ プ シ ン 3.2g, lo劣 HCl 12-

118m1,水 1000nl) (56) 5.Onlに 4'-GL IOOmgを 加 え､

37℃ で 6 時 間 反 応 を 行 っ た｡ 反 応 1 時 間 目 よ り 1 時 間

毎 に サ ン プ リ ン グ を 行 っ た｡ 加 水 分 解 に よ っ て 生 じ た

グ ル コ ー ス 量 は､ グ ル コ ー ス Bテ ス ト (和 光 純 薬 工 業 ㈱)

を 用 い て グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 法 (45)で 脚 走 し た｡

生 成 し た グ ル コ ー ス 童 か ら 加 水 分 解 の 割 合 を 求 め た｡

対 席 と し て シ ュ - ク ロ ー ス､ フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 (1-

kes t o se 28i,ny stose 60S,l F-β -fr uc t ofu r a n osy l-

nystose 12%) を 用 い て 同 様 の 実 験 を 行 っ た｡

小 による4'-GLの 解 実 験 に は 日

本 ク レ ア よ り 購 入 し た SD糸 雄 ラ ッ ト (体 重 的 280g) 杏

用 い た｡ ラ ッ ト を 断 頭､ 放 血 後 た だ ち に 小 脇 を と り だ

し､ 十 二 指 腹､ 全 勝 (十 二 指 腸 を 除 い た 残 り 上 部 半 分 )

､ 回 腸 (岡 下 部 半 分 ) に 分 割 し た｡ 各 部 位 の 粘 膜 を 剥

離 し た 後, 生 理 食 塩 水 を 用 い て 小 脇 粘 膜 の 10Sホ モ ジ ネ

ー ト を 謝 難 し, 遠 心 分 離 (3,000rpm, 10min.) し た 上

滑 液 を 静 索 液 と し た｡

4'-GLの 加 水 分 解 の 測 定 は､ 0.1M Mcllvaine緩 衝 液

(pH5.5)に 溶 解 し た 56mM 4'-GL溶 液 0.5m1に 適 当 に 希 釈

し た 上 記 辞 素 液 0.5mlを 加 え､ 37℃､ 1 時 間 反 応 さ せ た｡

生 成 し た ガ ラ ク ト ー ス､ グ ル コ ー ス 量 は 微 量 測 定 可 能
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な Fキ ッ ト (Boehringer Mannheim GmbH 社 ) を 用 い 辞

乗 法 (57)に よ り 定 量 し た｡

マ ル ト ー ス, シ ュ ー ク ロ ー ス､ ラ ク ト ー ス の 加 水 分

解 活 性 は Dahlquvistの 方 法 (58)に 準 じ て 行 っ た｡ 生 成

し た グ ル コ ー ス 量 は グ ル コ ー ス Bテ ス ト (和 光 純 薬 工 業

㈱ ) を 用 い て グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 法 (45)で 測 定 し

た｡ 辞 素 活 性 単 位 は､ タ ン パ ク 質 1mg当 り 1 時 間 に 分 解

さ れ た 基 質 の モ ル 数 で 表 し た｡ 静 粛 の タ ン パ ク 貿 圭 は､

LoWry法 (46)を 用 い 定 量 し た｡

2 - 2. 実 故 括 果

invitroにお 古 4'-GLの

1) 唾 液 お よ び 肝 液 ア ミ ラ ー ゼ に よ る 4'-GLの 加 水 分 解

市 販 ヒ ト 唾 液 ア ミ ラ ー ゼ, ブ タ 挿 液 ア ミ ラ ー ゼ に よ

る 4'-GLの 加 水 分 解 の 結 束 を Fig.8 -1に 示 し た｡ 対 照 と

し て 用 い た 可 溶 性 デ ン プ ン は 唾 液 ア ミ ラ ー ゼ､ 搾 液 ア

ミ ラ ー ゼ に よ っ て 加 水 分 解 を 受 け 還 元 糖 童 が 増 加 し た

が､ 4'-GLは 還 元 糖 量 の 増 加 は 藤 め ら れ ず､ こ れ ら の ア

ミ ラ ー ゼ に よ っ て は 加 水 分 解 を 受 け な か っ た｡

2 ) 人 工 胃 液 に よ る 4'-GLの 加 水 分 解

pt11.0,pH 1.5,pH 2.0に 御 製 し た 人 工 胃 液 に よ る

4'-GLの 加 水 分 解 の 結 束 を Fig.6-2に 示 し た｡ 対 照 と し

て 用 い た シ ュ ー ク ロ ー ス は pH 1.0の 人 工 胃 液 で 反 応 3

時 間 に お い て 半 分 以 上 が 加 水 分 解 さ れ た｡ プ ラ ク ト オ
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リ ゴ 糖 も pH2.0で は 加 水 分 解 を 受 け に く い も の の､ pH

1.0で は 反 応 5 時 間 で 半 分 以 上 が 加 水 分 解 さ れ た｡

し か し な が ら､ 4'-GLは pH1.0で 6 時 間 反 応 を 行 っ て

も ま っ た く 加 水 分 解 を 受 け な か っ た｡

3 ) ラ ッ ト 小 脇 粘 膜 酵 素 に よ る 4'-GLの 加 水 分 解

ラ ッ ト 小 腸 粘 膜 酵 素 に よ る 4'-GLお よ び マ ル ト ー ス､

シ ュ ー ク ロ ー スー ラ ク ト ー ス の 加 水 分 解 を 鍋 べ た 結 束

を Table 6-1に 示 し た0

4㌧GLは 小 腸 粘 膜 静 索 で は ほ と ん ど 加 水 分 解 さ れ ず 比

較 と し て 用 い た マ ル ト ー ス, シ ュ ー ク ロ ー ス､ ラ ク ト

ー ス な ど の 加 水 分 解 と 比 べ か な り 低 い 僧 で あ っ たo マ

ル ト ー ス や シ ュ ー ク ロ ー ス の 加 水 分 解 活 性 の 高 い 空 腸

部 位 で も 4'-GLの 加 水 分 解 は 24.1nmol/mg･protein･hrと

低 く､ マ ル ト ー ス の 約 1300分 の 1, シ ュ ー ク ロ ー ス の

約 270分 の 1, ラ ク ト ー ス の 約 85分 の 1 で あ っ た｡
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3. ラ ッ ト に お け る H c-4'-GLの 吸 収 と 排 推

3- 1. 実 験 方 法

ユニエこAここ貼.盟"親〈展 14C-4'-GLの 加 薬 は 努 3 章 の 方

法 を も と に Fig.613に 示 し た 方 法 で､ ラ ク ト ー ス ーU-

14C (New England Nuclear社 ) 0.3nl(1.1× 107 Bq)に

培 養 液 (L ac tose 5 .0 g,(NH 4) 2SO 4 0. 5g,KH 2PO 4

0. 1g,MgSO 4･7tt20 0.0 5g,M ea t extr ac t 0.2g,Yeast

extract 0.2g,Vater 70nl) 0.7mlを 加 え､ あ ら か じ め

前 培 養 し て お い た Cryptococcus laurentii OXN-4株 の

培 養 液 0.1mlを 接 種 し､ 30℃､ 48時 間 振 と う 培 養 を 行 い

調 教 し た｡

生 成 し た H c-4'-GLの 培 養 液 か ら の 背 教 は､ カ ー ボ ン

･ セ ラ イ ト カ ラ ム (1:1,中 10×200mn)を 使 用 し た｡ カ ー

ボ ン は ク ロ マ ト グ ラ フ 用 活 性 炭 (和 光 純 薬 工 業 ㈱ )､

セ ラ イ ト は セ ラ イ ト 545(純 正 化 学 工 業 ㈱ ) を 用 い たO

上 記 培 養 液 1mlに 蒸 留 水 2nlを 加 え､ カ ラ ム に 通 液 し た｡

蒸 留 水 10mlで 単 糖 を 溶 出 し た 後､ 5Sエ タ ノ ー ル 50m1,

10Sエ タ ノ ー ル 100mlを 流 し そ れ ぞ れ 1Ac-ラ ク ト ー ス､

14C-4'-GLを 溶 出 し た｡ 溶 出 は 流 速 8皿1/hrで 行 い, 0.8

mlず つ 分 画 し た｡

次 に､ 各 溶 出 画 分 を TLC (Kieselge1 60 20× 20cm,

Merck社 )を 用 い､ n-ブ タ ノ ー ル ･ ピ リ ジ ン ･ 水 (60:25

:15)で 童 温 下､ 4 時 間 展 開 し た 後､ 0.2%ナ ア ト レ ゾ ル
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lU-14C]Lactose(i.1XIO7 Bq)0.3ml,Culturemedium0.7ml

CryptococcuslaurentiiOKN-4

48hincubatedat30℃

Carbon-Celitecolumn

- Water lOn1

- 5iEthano1 50m1

- logEthanollOOml

Concentration

[U-14C]4'-GL(2.3×106 Bq/9.92mg)in31ml

Fig.6-3.Preparationo f [U- 1 4C] 4' -GLf rom [U- 14C ] Lactose.
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シ ン / エ タ ノ ー ル､ 20%硫 酸 で 発 色 し 4'-GL画 分 の 報 徳

を 行 っ た｡ 4'-GL画 分 を ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 漉

縮 し て､ 74 kBq/mlに な る よ う に 謝 興 し た｡

14C-4'-GLおよび14C-ラクト ー スの 射

滞 黙 し た 14C-4'-GLと 14C-ラ ク ト ー ス を 額 準 4'-GL,

ラ ク ト ー ス と 同 時 に TLCで 展 開 し 比 戟 し た｡ ま た､ TLC

で 展 開 し た 14C-4'-GLと 14C-ラ ク ト ー ス の 放 射 能 分 布 を

Radiochronanyzer JTC (㈱ ア ロ カ ) で 分 析 し た｡

14C-4'-GLの 経 口 与

1 ) 実 験 動 物 実 験 に は 日 本 ク レ ア ㈱ か ら 購 入 し

た 5 適 齢 の SD系 雄 ラ ッ ト を 1 群 5 匹 と し､ Table 6-2

に 示 す AIN-78を 基 本 と し た 飼 料 で 2 過 間 飼 育 し た ラ ッ

I (体 重 的 230g), ま た 同 様 の 飼 料 を 用 い 飼 育 し な が

ら､ 抗 生 物 質 (SIGMA社 , ペ ニ シ リ ン G , 50U/ml､

SIGMA社 , ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル , 50mg/ml)を 含 む 水 を

1週 間 摂 取 さ せ 腸 内 細 菌 を 減 少 さ せ た ラ ッ ト を 使 用 し

た｡

無 菌 ラ ッ ト は El本 ク レ ア か ら 購 入 し た Vistar系 雄 ラ

ッ ト (体 重 約 80g､ 1群 5 匹 ) を 直 ち に 用 い た｡

2) 14C02の 測 定 一 夜 絶 食 さ せ た ラ ッ ト に 生 理

食 塩 水 に 溶 解 し た 14C-4'-GL 37 kBq(比 活 性 37 kBq/

0.16mg 4'-GL)を 0.5mlス ト マ ッ ク チ ュ ー ブ を 用 い 胃 内

に 投 与 し た｡ 投 与 後 た だ ち に 硝 子 我 呼 気 採 取 券 中 に ラ
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Table6-2. Compositionofdiet

Control LG【∫4世々5

Cornstarch

4'-GL

Cellulose

Casein

DL-Nethionine

Cornoil

Vitaminmixturea

0

0

3

0

2

一

3

2

0

5

1

ポム

6

2

0

0

0

0

3

0

2

0

5

3

…

0

5

1

a AIN-76TM,OrientalYeastCo.,Tokyo.
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ッ ト を 入 れ､ エ ア ー ポ ン プ を 用 い て 150m1/minで 空 気 を

吸 引 し た｡ 排 出 さ れ た 14C02は､ モ ノ エ タ ノ ー ル ア ミ ン

･ メ チ ル セ ル ソ ル プ (和 光 純 薬 工 業 ㈱ ) (1:2V/V)混 液

70nl(59)で 補 集 し､ 試 験 開 始 後 12時 間 ま で 2 時 間 ご と

に 試 料 を 採 取 し た｡ 6 時 間 後 お よ び 12時 間 後 に 新 し い

液 と 交 換 し た｡ 採 取 し た 液 0.2mlに 10mlの シ ン チ レ ー シ

ョ ン カ ク テ ル (POPOP 0.2g, DPO log, ト リ ト ン X-100

500ml, ト ル エ ン 1500ml) (59)(和 光 純 薬 工 業 ㈱ ) 杏

加 え､ 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー (Packard

3255 TRI-CARB) で 放 射 能 濃 度 を 測 定 し た｡

3 ) 血 清､ 尿､ 糞､ 各 臓 器 中 の 14Cの 測 定 血 清 中

の 14Cの 謝 定 は, 血 清 0.1mlに Protosol (Du Pont社 )

0.2mlを 加 え､ 50℃, 1 時 間 反 応 さ せ た 後､ 過 酸 化 水 素

水 で 脱 色 を 行 い シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ク テ ル 10m1を 加 え

液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 漸 走 し た｡ 尿 中 に

排 推 さ れ た 14Cは､ 尿 0.5mlに シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ク テ

ル 10mlを 加 え 一 夜 暗 所 保 存 後 測 定 し た｡

糞 お よ び 腺 内 容 物, 肝 臓 は､ 連 当 量 の 蒸 留 水 を 加 え

ポ リ ト ロ ン ホ モ ジ ナ イ ザ ー (Kinematica社 ) で ホ モ ジ

ネ ー ト し た｡ ホ モ ジ ネ ー ト 液 0.2mlに Protosol lmlを 加

え 組 織 を 溶 解 さ せ た 後､ 過 酸 化 水 素 水 で 脱 色 を 行 っ た｡

こ れ に シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ク テ ル 10mlを 加 え 一 夜 暗 所

保 存 後､ 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 謝 定 し た｡

ま た､ カ ー カ ス 中 に 残 存 し て い る 14Cは､ カ ー カ ス を

ミ ー ト ミ ル で 破 砕 し､ ポ リ ト ロ ン ホ モ ジ ナ イ ザ ー で ホ
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モ ジ ネ ー 下 し た も の を 同 様 の 方 法 で 測 定 し た｡

象点〈忠地 L配慮 4'-GLを 5S含 む 飼 料 を 2 遭 聞 萩

取 さ せ た ラ ッ ト の 2 適 関 目 の 糞 を 採 取 し, 80℃ で 乾 燥

し た｡ 乾 燥 し た 糞 を 乳 鉢 で 粉 砕 し た 後､ 連 当 量 の 蒸 留

水 に 懸 濁 し 4'-GLの 抽 出 を 行 っ た｡ 4'-GLの 測 定 は HPLC

を 用 い､ 第 5 章 で 記 述 し た 方 法 に 従 っ た｡

3- 2. 実 験 結 果

ユニk′皇ここ点上盟入鹿､農 ラ ク ト ー ス IU -1Ac O･3ml (1･1

× 107 Bq)に 培 養 液 0.7mlを 加 え､ Cryptococcus

laurentii OKN-4株 を 30℃ ,48時 間 擁 と う 培 養 を 行 っ た｡

培 養 液 を カ ー ボ ン ･ セ ラ イ ト カ ラ ム を 用 い て 分 離 ･精 製

し 2.3× 106 Bqの 14C-4'-GLを 得 た｡

精 製 し た H C-4'-GLを TLCで 展 附 し､ ナ フ ト レ ゾ ル シ

ン で 発 色 さ せ た 後 Radiochromanyzer JTCで 放 射 能 分 布

を 分 析 し た と こ ろ､ 4'-GLの ス ポ ッ ト と 放 射 能 の 分 布 が

一 致 し た｡ 4'-GLの ス ポ ッ ト 以 外 の 場 所 に は ま っ た く 放

射 能 は 秘 め ら れ ず､ 純 粋 な 1dc-4'-GLを 得 る こ と が で き

た｡

14c-4'-GLを 与 し た ラ ッ ト の 中 へ の 14C02の

1 ) 通 常 ラ ッ ト - の 14C-4'-GL投 与 通 常 ラ ッ ト に

H c-4'-GLを 投 与 し た と こ ろ Fig.6-4 に 示 す よ う に 投 与
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2 時 間 ま で は 14C02の 呼 気 中 へ の 排 出 は 練 と ん ど 藩 め ら

れ な か っ た が､ そ の 後 急 速 に 増 加 し た｡ 8 時 間 後 か ら

は 排 出 が ゆ る や か に な り､ 24時 間 内 ま で に 投 与 し た

14C-4'-GLの 47.0%に 相 当 す る 14C02が 排 出 さ れ た｡ 一 方､

14C02の 排 出 を 比 載 す る た め 14C-ラ ク ト ー ス を ラ ッ ト に

投 与 し た と こ ろ 投 与 後 た だ ち に 14C02が 排 出 し､ 2 時 間

後 に は す で に 総 排 出 量 の 約 30%が 排 出 さ れ た. 6時 間 後

ま で 急 速 に 増 加 し た 後 排 出 が ゆ る や か に な り､ 24時 間

内 に 投 与 し た 14C-4'-GLの 41.6%に 相 当 す る 14C02が 排 出

さ れ た｡

14cl4'-GLを 投 与 し た 葛 合 14C-ラ ク ト ー ス を 投 与 し た

寄 合 と 比 べ 14cO2排 出 に 5 時 間 以 上 の 遅 れ が 線 め ら れ た

那, 24時 間 内 の 総 排 出 量 は 47.0%と 逆 に 5.4%多 く な っ た｡

2) 抗 生 物 質 処 理 ラ ッ ト へ の 14C-4'-GL投 与 通 常

ラ ッ ト に = C-4'一GLを 投 与 し た 場 合 14C-ラ ク ト ー ス を 投

与 し た 場 合 と 比 べ 14cO2排 出 に 遅 れ が 孫 め ら れ た が､

24時 間 内 の 総 排 出 量 は 逆 に 多 く な っ た｡ そ こ で 14C-

4'-GLか ら の 14cO2排 出 に 腸 内 細 菌 の 騨 与 が 考 え ら れ た

の で､ 抗 生 物 質 を あ ら か じ め 1 週 間 飲 料 水 と と も に 摂

取 さ せ 勝 内 細 菌 を 減 少 さ せ た ラ ッ ト に 14C-4'-GLと 14C

-ラ ク ト ー ス 投 与 し て 同 様 の 実 験 を 行 っ た (Fig.6-4)｡

抗 生 物 質 処 理 ラ ッ ト に 14C-4'-GLを 投 与 し た 場 合

14C02の 排 出 は 通 常 ラ ッ ト に 比 べ 2 時 間 以 上 の 遅 れ が 憩

め ら れ､ 24時 間 内 の 総 排 出 量 も 約 25i減 少 し た｡ 一 方､

14C-ラ ク ト ー ス か ら の 14cO2排 出 の 経 時 変 化 は 通 常 ラ ツ
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ト と 同 じ で あ っ た｡

3) 無 菌 ラ ッ ト - の 14C-4'-GL投 与 抗 生 物 質 処 理

ラ ッ ト へ の 14C-4'-GL投 与 に よ る H cO2排 出 の 結 果 か ら､

4'-GLの 代 謝 に 腸 内 細 菌 が 関 与 し て い る 可 能 性 が 大 と な

っ て き た の で､ 次 に 腸 内 細 菌 を ま っ た く 保 有 し て い な

い 無 菌 ラ ッ ト を 用 い て 同 様 の 実 験 を 行 っ た｡ Fig.6-5に

示 し た よ う に 無 菌 ラ ッ ト に 1Ac-4'-GLを 投 与 し た と こ ろ

14cO2排 出 の 遅 れ が 顕 緒 に な り 24時 間 内 の 総 排 出 量 も

17.7gと 1 4C-ラ ク ト ー ス の 45.9Sと 比 べ 半 分 以 下 に な っ

た｡

以 上 の 結 果 か ら､ 1 4C-4'-GL代 謝 に よ る 1 4cO2排 出 に

腸 内 細 菌 が 関 与 し て い る こ と が 明 か に な っ た｡

4 ) 5$ 4'-GLを 含 む 飼 料 で 飼 育 し た 通 常 ラ ッ ト - の

14C-4'-GL投 与

4'-GLの 代 謝 に 腸 内 細 菌 が 関 与 し て い る こ と が 明 か に

な っ た た め､ 4'一GLを 飼 料 と と も に 2 週 間 摂 取 さ せ 腸 内

菌 叢 が 4'-GL摂 取 に 適 応 し て 変 化 し た ラ ッ ト を 用 い て 同

様 の 実 験 を 行 っ た｡ 飼 料 は Table 6-2に 示 し た AIN-76を

基 本 飼 料 と し 4'-GLが 5Sに な る よ う に 調 製 し た も の を 用

い た｡

結 果 を Fig.6-6 に 示 し た が､ 14C-4'-GLを 摂 取 し た ラ

ッ ト か ら の 14CO2排 出 は 対 照 群 の ラ ッ ト と 比 べ 速 く な り

24時 間 内 の 総 排 出 量 も 約 1.5倍 に 増 加 し た｡

14C-4'-GLおよび14C-ラクトースの
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Table 6-3 に 通 常 ラ ッ ト と 無 菌 ラ ッ ト に そ れ ぞ れ

14C-4'-GL, 1 4C-ラ ク ト ー ス を 投 与 し た と き の 投 与 24時

間 内 に お け る 1 4Cの 排 椎 と 体 内 に お け る 残 存 を 示 し た｡

通 常 ラ ッ ト に 14C-4'-GLを 投 与 し た 場 合､ 消 化 管 内 容

物 や 糞 へ 排 推 さ れ た 14C量 が 14C-ラ ク ト ー ス 投 与 群 と 比

べ 多 く そ れ ぞ れ 1.5倍､ 2.8倍 で あ っ た｡ 尿 中 に も 14C-

4'-GL投 与 群 は 14C-ラ ク ト ー ス 投 与 群 の 1.5倍 圭 の 14Cが

排 推 さ れ た. 一 方､ 血 清 中 や 肝 臓 に 残 存 す る 1Ac量 は

14C-4'-GL投 与 群 で は 14C-ラ ク ト ー ス 投 与 群 よ り 少 な く､

カ ー カ ス に お い て は 約 半 分 量 の 14CL か 保 留 さ れ て い な

か っ た｡ 14C-4'-GLを 投 与 し た 場 合 の 血 清 中 や 肝 臓､ カ

ー カ ス な ど 体 内 に 保 留 さ れ た 14Cの 総 量 は 約 15%で あ る

の に 対 し､ 14C-ラ ク ト ー ス を 投 与 し た と き の 体 内 に お

け る 保 留 は 約 25%で あ っ た｡

こ の 傾 向 は 無 菌 ラ ッ ト を 用 い た 場 合 顕 著 に あ ら わ れ､

投 与 し た 1Ac-4'-GLの 58Sが 勝 内 容 物 中 に 残 存 し て お り

14C-ラ ク ト - ス 投 与 群 の 4 倍 圭 で あ っ た｡ ま た､ 血 清

中 や 肝 臓､ カ ー カ ス に 残 存 す る 14C量 は 約 6Sで 14C-ラ ク

ト ー ス 投 与 群 の 約 16Sに 比 べ 半 分 以 下 で あ っ たo

4'-GLの 中への排 4'-GLを 5S含 む 飼 料 で 2 週

間 飼 育 し た ラ ッ ト の 糞 を 採 取 し､ 巽 中 の 4'-GL圭 を

HPLCを 用 い 測 定 し た｡ そ の 結 果､ 今 回 の 試 験 で は 4'-

GLを 摂 取 し た 一 群 の ラ ッ ト の 糞 か ら は ま っ た く 4'-GLは

検 出 さ れ な か っ た｡
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4. 4'-GL摂 取 の 生 体 に 及 ぼ す 影 響

4 - 1. 実 験 方 法

4'-GL 体

1 ) 実 験 動 物 実 験 に は 日 本 ク レ ア よ り 購 入 し た

sD系 雄 ラ ッ ト を 用 い た｡ 3 適 齢 の ラ ッ ト (体 重 約 50g)

を 1群 6 匹 と し､ 5$ 4'-GL群, 10$ 4'-GL群､ 10S ラ ク

ト ー ス 群､ 10S ラ ク チ ュ ロ ー ス 群､ 対 照 群 の 5 群 に 分

汁, Table1 6-4に 示 し た 組 成 の 飼 料 を 用 い 6週 間 飼 育

し た｡ 飼 料 お よ び 水 は 自 由 に 摂 取 さ せ た｡

2) 体 重, 摂 食 圭､ 糞 量 の 測 定 4'-GL投 与 実 験 に

お け る ラ ッ ト の 体 重 と 飼 料 の 摂 食 圭 は 2 日 毎 に 測 定 し

たo 業 主 は 屠 殺 す る 7 日 前 か ら 3 日 前 ま で 連 続 4 日 間

測 定 し､ 1 日 当 り の 量 を 算 出 し た｡ 糞 は 乾 燥 重 垂 を 測

定 し た｡

3 ) 消 化 管 お よ び 各 臓 器 重 量 小 脇､ 盲 腸､ 結 腸

は 内 容 物 を 生 理 食 塩 水 で 除 去 し た 後､ 湿 重 量 を 測 定 し

たO そ の 他 の 臓 器 は 解 剖 後 た だ ち に 重 量 を 測 定 し た0

4 ) 血 清 お よ び 肝 臓 脂 質 の 測 定 血 清 コ レ ス テ ロ

ー ル､ 高 密 度 リ ポ タ ン パ ク (HDL)コ レ ス テ ロ ー ル､ リ ン

脂 質 は そ れ ぞ れ ヂ タ ミ ナ ー TC555､ ヂ タ ミ ナ ー HDL, ヂ

タ ミ ナ ー PL (協 和 メ デ ッ ク ス 社 ) を 用 い 酵 素 法 で､ 中

性 脂 肪 は ト リ グ リ セ ラ イ ド テ ス ト ･ ワ コ ー (和 光 純 薬

工 業 ㈱ ) を 用 い 定 量 し た｡ 肝 臓 コ レ ス テ ロ ー ル 量 と リ
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ン 脂 質 量 は ク ロ ロ ホ ル ム ーメ タ ノ ー ル 混 液 で 抽 出 後､ 辻

ら の 方 法 (60)を 用 い 上 記 酵 素 法 で 定 量 し た｡

4 - 2. 実 験 結 束

4'-GL 響 4'-GLは in vitro

の 実 験 に お い て 消 化 酵 素 に よ っ て 加 水 分 解 さ れ な い こ

と が 明 ら か に な っ た の で､ 4'-GL摂 取 の 生 体 に 及 ぼ す 影

響 を 検 討 し たo AIM-76を 基 本 飼 料 と し､ 4'-GL 5臥 10

Sを 含 ん だ 飼 料 で 3 適 齢 の ラ ッ ト (体 重 約 50g) を 6 週

間 飼 育 し､ 体 重 増 加､ 各 臓 器 重 量 の 変 化 な ら び に 血 清

お よ び 肝 臓 脂 質 に 対 す る 影 響 を 謝 べ たD ま た, 4'-GL摂

取 に よ る 4'-GL加 水 分 解 酵 素 の 誘 導 に つ い て も 謝 べ た｡

同 時 に 4'-GLの 構 成 糖 で あ る ラ ク ト ー ス や ラ ク チ ュ ロ ー

ス を 10S含 む 飼 料 で 同 様 に ラ ッ ト を 飼 育 し､ 4'-GL群 と

比 較 し た.

1 ) 体 重 増 加､ 飼 料 摂 取 量､ 糞 便 量 Fig.6-7に 各

群 の 体 重 増 加 を 示 し た｡ 4'-GL投 与 群 は 投 与 開 始 3週 間

ご ろ か ら 対 照 群 に 比 べ 若 干 の 体 重 増 加 が 認 め ら れ､ 日

時 の 経 過 と と も に 差 異 が 少 し ず つ 大 き く な っ た0 6週

間 後 で は 10i 4'-GL群 は 対 照 群 に 比 べ 体 重 増 加 に 有 意 義

が 認 め ら れ た｡

各 群 の 投 与 6 週 間 後 に お け る 体 重､ 飼 料 摂 取 量､ 糞

便 圭 を Table 6-5に 示 し た｡ 4'-GL群 は 対 照 群 と 比 べ 飼

料 摂 取 量 が 多 く､ 5Sお よ び 10$ 4'-GL群 で は 有 意 差 (巴く
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0.05)が 菰 め ら れ た｡ し か し な が ら､ 飼 料 効 率 は ほ と ん

ど 同 じ 値 を 示 し たO

ま た､ 1 日 当 り の 糞 便 童 は 5Sお よ び 10i 4'-GL群 ど ち

ら に お い て も 有 意 (そ れ ぞ れ 空く0.05､ 巴く0.01) に 増 加

し た｡ 10ガ ラ ク チ ュ ロ ー ス 群 の 糞 便 量 も 10$ 4'-GLと 同

様 に 有 意 (巴く0.01)に 増 加 し た が､ 10S ラ ク ト - ス 群 に

は 有 意 差 は 藩 め ら れ な か っ た｡ 10$ 4'-GL群 お よ び 10i

ラ ク チ ュ ロ ー ス 群 で は 投 与 初 期 に お い て 下 痢 が 観 察 さ

れ た が､ 2 週 間 後 に は 回 復 し た｡

2) 消 化 管､ 各 臓 器 重 量 お よ び 盲 腸 内 容 物 重 量

飼 育 6 週 間 後 の 各 群 の 消 化 管 と そ の 他 の 臓 器 重 量 を

Table 616に 示 し た｡ 5Sお よ び 10$ 4'-GL群 と も 盲 腸 重

量 が 対 照 群 に 比 べ 有 意 (空く0.01)に 増 大 し､ 特 に 10$

4'-GL群 の 盲 腸 の 肥 大 は 顕 著 で 対 照 群 の 約 3倍 で あ っ た｡

結 腸 重 量 の 増 大 も 52;お よ び 10$ 4'-GL群､ 10% ラ ク ト

ー ス 群､ 10S ラ ク チ ュ ロ ー ス 群 で 有 意 差 (巴く0.05)が 憩

め ら れ た が､ 肥 大 の 程 度 は 盲 腸 と 比 べ 小 さ か っ た｡

一 方､ 胃 や 小 脇 な ど の 消 化 管 や, 肝 臓､ 心 臓, 腎 臓､

肺 臓 な ど そ の 他 の 臓 器 重 量 に は 有 意 な 変 化 は な っ た｡

Fig.6-8に 各 群 の 盲 腸 重 量､ 盲 腸 内 容 物 重 量､ 糞 便 圭

を 示 し た｡ 4'-GL群 の 盲 腸 内 容 物 重 量 は 盲 腸 重 量 や 糞 便

量 の 増 加 と 同 様 に､ 対 照 群 と 比 べ 有 意 (空く0.01)に 増 加

し た｡ 10S ラ ク ト ー ス､ 10ガ ラ ク チ ュ ロ ー ス 群 に お い

て も 盲 腸 内 容 物 重 量 が 有 意 に 増 加 し た0

3) 血 清 脂 質 お よ び 肝 臓 脂 質 の 変 化 以 上 の こ と
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か ら､ 4'-GLは 生 体 内 に お い て 食 物 繊 維 と よ く 似 た 挙 動

を 示 す こ と が 明 か に な っ た の で, 4'-GL摂 取 に よ る コ レ

ス テ ロ ー ル 代 謝 の 影 響 に つ い て 検 討 す る た め に､ 血 清

脂 質 お よ び 肝 臓 脂 質 の 変 化 を 調 べ た｡ 4'-GLお よ び 比 較

の た め の ラ ク ト ー ス､ ラ ク チ ュ ロ ー ス を 6 週 間 摂 取 し

た と き の 血 清 脂 質 と 肝 臓 脂 質 の 変 化 を Tab1 6-7に 示 し

た｡ 4'-GL群 に お け る 投 与 6 週 間 後 の 血 清 コ レ ス テ ロ ー

ル､ HDL-コ レ ス テ ロ ー ル､ 中 性 脂 肪 濃 度 は､ 対 照 群 に

比 べ 若 干 の 増 加 が 蔽 め ら れ た が 有 意 差 は な か っ たO し

か し､ 10S ラ ク チ ュ ロ ー ス 群 に お い て 血 清 コ レ ス テ ロ

ー ル､ 中 性 脂 肪､ リ ン 脂 質 が 有 意 (空く0.05)に 減 少 し たC

ま た, 肝 臓 の コ レ ス テ ロ ー ル､ 中 性 脂 肪 ､ リ ン 脂 質

も､ 4'-GL群 と 対 照 群 の あ い だ に は 有 意 差 が 認 め ら れ ず

4'-GL投 与 に よ る 肝 臓 脂 質 へ の 影 響 は な か っ た｡

4) 4'-GL摂 取 に よ る 4'-GL加 水 分 解 酵 素 の 誘 導

4'-GLを 長 期 間 摂 取 し た 場 合 の 小 腺 に お け る 4'-GL

加 水 分 解 酵 素 の 誘 導 を 検 討 す る た め に 5$ 4'-GLお よ び

10$ 4'一GL､ を 含 む 飼 料 で 6週 間 飼 育 し た 上 記 ラ ッ ト の

小 腸 粘 膜 酵 素 に よ る 4'-GLお よ び マ ル ト ー ス､ シ ュ ー ク

ロ ー ス, ラ ク ト ー ス の 加 水 分 解 を 調 べ た｡ 十 二 指 腸､

空 腸､ 回 腸 部 位 の 小 腸 粘 膜 酵 素 を 用 い て 4'-GLの 加 水 分

解 を 謝 べ た 結 束 を Table 6-8 に 示 し た｡ 4'-GL摂 取 群 は

対 照 群 と ほ ぼ 同 じ 僧 を 示 し 4'-GL摂 取 に よ る 4'-GL加 水

分 解 酵 素 の 誘 導 は 認 め ら れ な か っ た｡ ま た､ 4'-GL摂 取

に よ る 小 腸 粘 膜 酵 素 の マ ル ト ー ス､ シ ュ ー ク ロ ー ス､
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ラ ク ト ー ス の 加 水 分 解 に 与 え る 影 響 も な か っ たO

同 様 に 10i ラ ク チ ュ ロ ー ス を 摂 取 し た 群 の 小 腸 各 部

位 の 粘 膜 酵 素 に よ る マ ル ト ー ス､ シ ュ ー ク ロ ー ス, ラ

ク ト ー ス に 対 す る 加 水 分 解 活 性 を 調 べ た と こ ろ､ 酵 素

活 性 が 有 意 (P〈O.0日 に 低 下 し て い た｡
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5. 考 察

糖 質 の 生 体 利 用 に 関 す る 研 究 は､ グ ル コ ー ス や フ ラ

ク ト ー ス な ど 易 消 化 性 糖 質 で は, 14C-グ ル コ ー ス､

1 3C-グ ル コ ー ス､ H C-フ ラ ク ト ー ス な ど を 用 い､ ヒ ト

や ラ ッ ト に お け る 代 謝 機 構 の 解 明 が 行 わ れ て き た (61-

63)｡ 一 方､ セ ル ロ ー ス な ど 難 消 化 性 糖 質 に 関 し て も,

14C-セ ル ロ ー ス を 用 い, 腸 内 細 菌 に よ る 分 解 と そ の 代

謝 産 物 で あ る､ 短 鎖 脂 肪 酸 に つ い て 研 究 が 行 わ れ て い

る (64,65)｡ 辻 ら (66)は こ れ ま で 個 々 の 糖 質 に つ い て 行

わ れ て き た エ ネ ル ギ ー 評 価 を 比 較 検 討 す る た め､ 14Cで

ラ ベ ル し た 各 種 易 消 化 性 糖 質 や､ セ ル ロ ー ス､ イ ヌ リ

ン な ど を ラ ッ ト に 投 与 し､ 生 体 に お け る 代 謝 の 様 子 を

検 討 し て い る｡

近 年､ ラ ク チ ュ ロ ー ス や マ ル チ ト ー ル､ パ ラ チ ノ ー

ス, フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 な ど 付 加 価 値 を 有 す る 各 種 オ リ

ゴ 糖 が 開 発 さ れ, そ れ ら の 生 体 利 用 に 関 す る 研 究 が 進

ん で い る (67- 76)0

4'-GLは ヒ ト が 摂 取 し た 場 合､ 便 秘 の 改 善 (53)な ど 食

物 繊 舷 梯 作 用 が 認 め ら れ る こ と か ら､ 小 腸 な ど で 消 化

度 収 さ れ ず に 大 腸 に 到 達 し た と 推 察 さ れ る｡ し か し な

が ら､ 生 体 内 で ど の よ う に 利 用 さ れ､ ま た 生 体 に ど の

よ う な 影 響 を 及 ぼ す か 明 か で は な か っ た｡

4'-GLの 生 体 に お け る 消 化 吸 収 を 検 討 す る た め に ヒ ト

唾 液 ア ミ ラ ー ゼ､ ブ タ 勝 液 ア ミ ラ ー ゼ や ラ ッ ト の 小 腸
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粘 膜 酵 素 を 用 い in vitroに お け る 4'-GLの 加 水 分 解 を 魂

べ た と こ ろ､ こ れ ら の 消 化 酵 素 で は ほ と ん ど 加 水 分 解

さ れ な い こ と が 明 ら か に な っ た｡ 4'-GLは Cryptoc0-

ccus laurentii OKN-4株 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 範 移

反 応 に よ っ て ラ ク ト ー ス か ら 生 成 さ れ た オ リ ゴ 糖 で あ

る の で､ 小 腸 粘 膜 に 局 在 す る β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に よ

っ て 加 水 分 解 さ れ る 可 能 性 が 考 え ら れ た｡ し か し､

Table 6-1 に 示 し た よ う に 4'-GLは ラ ク ト ー ス の 加 水 分

解 の 約 85分 の 1と 非 常 に 低 い 値 で あ っ た｡ こ の 債 は､ パ

ラ チ ノ ー ス や マ ル チ ト ー ル の ラ ッ ト 小 腸 粘 膜 静 索 に よ

る 加 水 分 解 (77)と 比 べ 相 当 低 い 値 で あ り､ フ ラ ク ト オ

リ ゴ 糖 同 様 ほ と ん ど 加 水 分 解 さ れ な か っ た (73)｡ ま た､

10% 4'-GLを 含 む 飼 料 で 6 週 間 飼 育 し た ラ ッ ト に お い て

も 4'-GLを 加 水 分 解 す る 酵 素 の 誘 導 は 認 め ら れ ず, 4'-

GLは 消 化 酵 素 に よ っ て 分 解 さ れ 難 い 糖 質 で あ る こ と が

明 ら か に な っ た｡

Nilssonら (78)紘, ヒ ト の 胃 液 を 用 い シ ュ ー ク ロ ー ス

や ブ ラ ク タ ン の 加 水 分 解 を 行 っ た と こ ろ､ pH2.2､ 37℃

60分 間 反 応 で は 加 水 分 解 さ れ な い こ と を 報 告 し て い る｡

今 回 の 実 験 に お い て 胃 内 で の 4'-GL加 水 分 解 の 検 討 を 人

工 胃 液 を 用 い て 行 っ た と こ ろ､ 4'-GLは pH1.0, 37℃ に

お い て 6 時 間 保 持 し て も ま っ た く 加 水 分 解 さ れ な い こ

と か ら､ 冒 内 に お い て も 加 水 分 解 を 受 け な い と 考 え ら

れ る｡

次 に, 4'-GLの 生 体 内 で の 挙 動 を 明 か に す る た め に,
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14Cで ラ ベ ル し た 4'-GLを ラ ッ ト に 経 口 投 与 し そ の 代 謝

と 排 椎 を 調 べ た｡ 通 常 ラ ッ ト に 14C14'GLを 経 口 投 与 し

呼 気 中 に 排 出 さ れ る 14C02を 漸 定 し た と こ ろ､ 対 腰 と し

て 用 い た 14C-ラ ク ト ー ス 投 与 群 に 比 べ 14cO2排 出 に 約 5

時 間 の 遅 れ が 認 め ら れ た が､ 投 与 後 24時 間 内 に 排 出 さ

れ た 総 14cO2重 は 14C-ラ ク ト ー ス 投 与 群 よ り 数 % 増 加 し

たO ラ ク ト ー ス は ラ ッ ト の 小 脇 粘 膜 酵 素 で 加 水 分 解 さ

れ る こ と か ら 14C-ラ ク ト ー ス か ら の 14cO2排 出 は､ 生 体

に よ っ て 代 謝 さ れ た 結 束 と 考 え ら れ る｡ し か し な が ら､

4'-GLは in vitroに お い て 小 脇 粘 膜 酵 素 で 加 水 分 解 さ れ

な い こ と や､ 14C-グ ル コ ー ス を ラ ッ ト に 経 口 投 与 す る

よ り も､ 経 盲 腸 投 与 す る ほ う が 呼 気 申 - の 14cO2排 出 が

多 く な る と い う Bondら (61)の 報 告 か ら 考 え､ 14C-4'-

GLか ら の 14cO2排 出 に は 腸 内 細 菌 が 関 与 し て い る と 推 察

さ れ た｡

そ こ で､ 次 に 抗 生 物 質 を 与 え 腸 内 細 菌 を 減 少 さ せ た

ラ ッ ト や 無 菌 ラ ッ ト を 用 い 同 様 の 実 験 を 行 っ た｡ 抗 生

物 質 処 理 ラ ッ ト に 14C-4'-GLを 投 与 し た 場 合 14C02の 排

出 が 一 層 遅 れ､ 24時 間 内 の 総 排 出 量 も 減 少 し た｡ こ の

傾 向 は 無 菌 ラ ッ ト を 用 い た 葛 含 さ ら に 顕 著 で､ 14C-4'

-GLか ら の 14C02の 排 出 量 は 14C-ラ ク ト ー ス か ら の 排 出

量 の 39iに 減 少 し た｡ ま た, 投 与 し た 14cl4'-GLの 58%が

腺 内 容 物 中 に 残 存 し､ 肝 臓 や 血 清､ カ ー カ ス 中 に 分 布

し た 14Cは わ ず か で あ っ た こ と な ど か ら､ 4'-GLの 生 体

に よ る 利 用 は ラ ク ト ー ス と 比 べ 相 当 低 い と 考 え ら れ る｡
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完 全 無 菌 状 態 で 無 菌 ラ ッ ト を 用 い た 場 合､ 14C-4'-

GLか ら 14C02は 排 出 さ れ な い と 予 想 さ れ る が､ 本 研 究 で

14C02が 少 な い な が ら も 排 出 さ れ た の は､ 実 験 開 始 後 よ

り 菌 の 感 染 が す み や か に は じ ま り 無 菌 状 態 が 推 持 で き

な く な っ た 結 束､ 細 菌 が 増 殖 し 1Ac-4'-GLが 代 謝 さ れ た

た め と 考 え ら れ る｡

4'-GLを 摂 取 し た 場 合 の 腸 内 フ ロ ー ラ の 変 動 に よ る

4'-GLの 代 謝 の 影 響 を 調 べ る た め に 5$ 4'-GLを 含 む 飼 料

で 2 週 間 飼 育 し た ラ ッ ト に 14C-4'-GLを 投 与 し 14C02の

排 出 を 測 定 し た｡ ラ ッ ト に 4'-GLを 飼 料 と 共 に 摂 取 さ

せ る と Bifidobacteriumが 増 加 し ､Enterobacteriaceae

や Lactobacillusが 減 少 す る な ど 腸 内 フ ロ ー ラ の 変 動 が

生 じ る (79)Q こ の よ う な ラ ッ ト に 14C-4'-GLを 投 与 す る

と 4'-GL無 添 加 の 飼 料 で 飼 育 し た ラ ッ ト に 比 べ 14C02の

排 出 量 が 多 く な っ た｡ こ れ は 4'-GLを 摂 取 し た こ と に よ

り Bifidobacteriumな ど 4'-GLを 利 用 で き る 腸 内 細 菌 が

増 え た た め と 考 え ら れ るO

以 上 の 結 束 か ら, 14C-4'-GLを ラ ッ ト に 投 与 し た 場 合

14C-ラ ク ト ー ス と 同 様 に 14C02が 排 出 さ れ た が､ 14C-

4'-GLか ら の 14C02の 生 成 に は 生 体 に よ る 代 謝 よ り も 腸

内 細 菌 が 大 き く 関 与 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た｡

最 後 に､ ラ ッ ト に 4'-GLを 6 週 間 投 与 し た 時 の ラ ッ ト

の 成 長 や 生 体 に 及 ぼ す 影 響 を 謝 べ た0

4㌧ GL群 の 某 の 体 重 増 加 量 は 5%添 加 群 で は 対 照 群 と 比

べ 若 干 増 加 の 傾 向 を 示 し 10S添 加 群 で は 有 意 に 増 加 し た｡
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4'-GL群 の 飼 料 摂 取 量 が 対 腰 群 に 比 べ 増 加 し て い た の で,

飼 料 効 率 を 求 め た と こ ろ 両 群 間 に 差 は 認 め ら れ な か っ

た｡ こ れ ら の 結 果 か ら 4'-GL群 の 体 重 増 加 は 飼 料 摂 取 量

の 増 加 に よ る も の と 考 え ら れ る が, な ぜ 飼 料 摂 取 量 が

増 加 し た か は 現 時 点 で は 明 か で は な い｡

一 方, 4'-GLは 消 化 酵 素 で は 加 水 分 解 さ れ な い こ と か

ら､ 生 体 内 に お い て 食 物 繊 維 と よ く 似 た 挙 動 を 示 す こ

と が 考 え ら れ た の で､ 4'-GL摂 取 に よ る 消 化 管 お よ び 血

清 脂 質､ 肝 臓 脂 質 の 変 化 を 謝 べ た｡

4'-GLを 摂 取 し た ラ ッ ト の 消 化 管 の 重 量 を 測 定 し た と

こ ろ 盲 腸 と 結 腸 の 重 量 が 対 照 群 に 比 べ 有 意 (空く 0.01)

に 増 大 し て い た｡ グ ル コ マ ン ナ ン や ペ ク チ ン､ グ ア ガ

ム､ セ ル ロ ー ス な ど 難 消 化 性 多 糖 を ラ ッ ト に 摂 取 さ せ

る と 未 消 化 物 が 増 大 し､ 盲 腸 や 結 腸 が 肥 大 す る こ と が

報 告 さ れ て い る (80- 82)｡ 今 回 4'-GLを ラ ッ ト に 摂 取 さ

せ た 場 合 も 盲 腸 内 容 物 や 糞 量 の 増 加 な ど 同 様 な 現 象 を

示 し て い る こ と か ら､ 4'-GLは グ ル コ マ ン ナ ン の よ う に

生 体 で は 消 化 吸 収 さ れ に く い 糖 質 で あ る と 考 え ら れ る｡

辻 ら (59,83,84)は ラ ッ ト に コ ン ニ ャ ク マ ン ナ ン や ア

ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム な ど 一 連 の 水 溶 性 食 物 繊 維 を 摂 取

さ せ た 場 合 の コ レ ス テ ロ ー ル 代 謝 に つ い て 報 告 し て い

る｡ ま た､ Hayashi (85)ら は､ ヒ ト の 血 清 脂 質 代 謝 に

及 ぼ す 4'-GLの 影 響 に つ い て 報 告 し て い る｡ 今 回 の 実 験

で は､ 4'-GL摂 取 に よ る 血 清 脂 質 お よ び 肝 臓 脂 質 の 変 化

は 認 め ら れ な か っ た が､ 高 コ レ ス テ ロ ー ル の 飼 料 を
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4'-GLと い っ し ょ に 摂 取 さ せ た 場 合､ 食 物 繊 維 同 様 コ レ

ス テ ロ ー ル の 吸 収 が 対 照 群 に 比 べ 低 下 す る 可 能 性 が 考

え ら れ る｡

一 連 の 実 験 か ら､ 4'-GLは 小 腸 で は 消 化 吸 収 さ れ ず､

生 体 に よ っ て 利 用 さ れ 難 い 糖 質 で あ る こ と が 明 か に な

っ た｡ し か し な が ら､ 4'-GLは 大 腸 に お い て

Bifidobacteriumな ど の 腸 内 細 菌 に よ っ て 利 用 さ れ る た

め (6)､ 腸 内 細 菌 の 代 謝 物 で あ る 短 鎖 脂 肪 酸 が 大 腸 か ら

吸 収 さ れ エ ネ ル ギ ー 源 と な る 可 能 性 が あ る｡

Johnsonら (65)は 14Cで ラ ベ ル し た タ バ コ と ソ イ ビ ー

ン の セ ル ロ ー ス を ラ ッ ト に 経 口 投 与 し た 後､ 呼 気

14cO2量､ 糞 と 尿 中 に 排 推 さ れ た 14C量､ カ ー カ ス に 残

存 し て い る 14C量 を 測 定 し 利 用 率 を 求 め た と こ ろ､ セ ル

ロ ー ス の 約 31Sが ラ ッ ト に よ っ て 利 用 さ れ た と 報 告 し て

い る｡ セ ル ロ ー ス は グ ル コ ー ス な ど 易 消 化 性 糖 類 と 異

な り 小 腸 で は ほ と ん ど 消 化 吸 収 さ れ ず､ 盲 腸 に お い て

腸 内 細 菌 に よ っ て 分 解 き れ る こ と が 知 ら れ て い る (86,

87)｡ そ れ で 排 出 さ れ た 14C02は､ 腸 内 細 菌 に よ っ て セ

ル ロ ー ス か ら 直 接 生 成 さ れ た も の と､ 代 謝 産 物 の 短 鎖

脂 肪 酸 な ど が 大 腸 か ら 吸 収 さ れ (61,88)､ 生 体 に よ っ て

利 用 さ れ た 後 14C02と し て 排 出 さ れ た も の が あ る と 考 え

ら れ る｡

Hosoyaら (75)は 14C-フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 を 用 い､ ヒ ト

糞 便 と in vitroで 嫌 気 的 に 反 応 さ せ た 場 合､ 腸 内 細 菌

に よ っ て フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 の 48Sが 酢 酸 や プ ロ ピ オ ン 酸､
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酪 酸 な ど の 有 機 酸 に 代 謝 さ れ て い る こ と を 報 告 し て い

る｡ そ の 結 果 か ら フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 の エ ネ ル ギ ー 僧 を

1.5kcal/gと 計 算 し て い る｡

4'-GLは 消 化 酵 素 で は ほ と ん ど 分 解 を 受 け な い 難 消 化

性 の 糖 質 で あ り､ ま た 今 回 の 実 験 に お い て 4'-GLを ラ ッ

ト に 摂 取 さ せ て も ま っ た く 糞 中 に 排 推 さ れ な い こ と か

ら､ 摂 取 し た 4'-GLの ほ と ん ど 100Sが 大 腸 に お い て 腸 内

細 菌 に よ り 発 酵 を 受 け た と 考 え ら れ る｡

4'-GLは 腸 内 細 菌 に よ っ て 利 用 さ れ た と き フ ラ ク ト オ

リ ゴ 糖 同 様 有 機 酸 の 生 成 が 生 じ る た め (6)､ 生 成 し た 有

機 酸 が 大 脇 に お い て 吸 収 さ れ エ ネ ル ギ ー と し て 利 用 さ

れ る 可 能 性 が 考 え ら れ る｡

ヒ ト の 腸 内 細 菌 の 発 酵 に よ る 糖 と 生 成 物 の 量 比 は

Volinら (89)に よ っ て 次 式 の よ う に 報 告 さ れ て い る.

34.5 C6H1206う48 acetate + 11 Propionate +

5 butyrate + 23.75 CH4 + 34.25 CO2 + 10.5 f120

こ の う ち 生 体 内 で エ ネ ル ギ ー 源 と し て 利 用 さ れ る 酢

酸､ プ ロ ピ オ ン 酸､ 酪 酸 の 保 有 エ ネ ル ギ ー は そ れ ぞ れ

209.0､ 370.4, 528.7kcal/molで あ る (90)｡ こ の 僧 を 上

式 に 代 入 し 計 算 し た 場 合､ エ ネ ル ギ ー 憎 は 2.70kcal/g

と な る｡ よ っ て 4'-GLの よ う な 難 消 化 性 糖 質 1gを 摂 取 し

た 場 合 そ の す べ て が 発 酵 を 受 け た と す る と､ そ の と き

生 成 さ れ る 有 機 酸 が 保 有 し て い る 総 エ ネ ル ギ ー 量 は

2.70kcal/gと な る｡

生 体 に お け る 有 機 酸 の エ ネ ル ギ ー 利 用 効 率 は 現 在 の

-110-



と こ ろ 不 明 で あ る が､ Blackら (91)の 報 告 に よ れ ば､ ヒ

ツ ジ に お け る 酢 酸 の エ ネ ル ギ ー 利 用 効 率 を 50- 70Sと し

て い る｡ ま た､ 四 訂 日 本 食 品 標 準 成 分 表 (1982)で は 酢

酸 の エ ネ ル ギ ー 換 算 係 数 は 2.40kcal/gと な っ て い る｡

酢 酸 の 保 有 エ ネ ル ギ ー 量 は 3.48kcal/gで あ る の で､ こ

の 差 か ら エ ネ ル ギ ー 利 用 効 率 を 計 算 す る と 69S(2.40÷

3.48× 100=69)と な る｡ プ ロ ピ オ ン 酸, 酪 酸 の エ ネ ル ギ

ー 利 用 効 率 は 酢 酸 と は 異 な る と 考 え ら れ る が 現 在 の と

こ ろ 報 告 さ れ て い な い の で､ 酢 酸 の そ れ と 同 一 で あ る

と 見 な し 69%と し た｡ こ の 億 を 用 い 4'-GL lgが 発 酵 を 受

け た と き の 有 効 エ ネ ル ギ ー を 計 算 す る と 1.86kcal/g

(2.70×0.69=1.86) と な っ た｡

こ の 億 は 有 機 酸 生 成 比 率 や エ ネ ル ギ ー 利 用 効 率 な ど

い く つ か の 仮 定 の 上 に な り た っ て い る の で､ こ の 点 に

関 し て は さ ら に 詳 細 な 検 討 が 必 要 で あ る が､ 4'-GLの エ

ネ ル ギ ー 値 が 1.5- 2.Okcal/gで あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ

る｡
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6. 要 約

Cryptococcus laurentii OWN-4様 に よ り ラ ク ト ー ス

か ら 生 成 さ れ る 9-β -D-galactopyranosy1-(1一4)-a-β

-D-galactopyranosyl-(1う4卜 D-glucopyranose (4'-

GL)の 生 体 に お け る 消 化 吸 収 を 検 討 す る た め に､ 人 工 胃

液､ ヒ ト 唾 液 ア ミ ラ ー ゼ､ ブ タ 揮 液 ア ミ ラ ー ゼ, フ ッ

ト 小 腸 粘 膜 酵 素 を 用 い､ in vitro に お け る 4'-GLの 加

水 分 解 を 謝 べ た｡ 4'-GLは こ れ ら の 消 化 酵 素 に よ っ て

は ほ と ん ど 分 解 さ れ な か っ た｡ ま た､ 6 週 間 ラ ッ ト に

4'-GL摂 取 さ せ て も 4'-GL分 解 酵 素 の 誘 導 も 藩 め ら れ な

か っ た｡

4'-GLの 生 体 に よ る 利 用 を 検 討 す る た め に 14C-4'-GL

を ラ ッ ト に 投 与 し､ そ の 代 謝 と 排 椎 を 謝 べ た｡ 14C-ラ

ク ト ー ス 1.1× 107 Bqか ら Cryptococcus laurentiiを

用 い 培 養 に よ っ て 2.3× 106 Bqの 14C-4'-GLを 生 成 し たo

通 常 ラ ッ ト､ 抗 生 物 質 処 理 ラ ッ ト､ 無 菌 ラ ッ ト に そ れ

ぞ れ 14C-4'-GL､ 14C-ラ ク ト ー ス を 37 kBq経 口 投 与 し 呼

気 中 に 排 出 さ れ る 14cO2童 を 測 定 し た と こ ろ､ 通 常 ラ ッ

ト の 14C-4'-GL投 与 群 の 14cO2排 出 が 14C-ラ ク ト ー ス 投

与 群 よ り 5 時 間 以 上 の 遅 れ が 諌 め ら れ た｡ こ の 傾 向 は

抗 生 物 質 処 理 ラ ッ ト､ 無 菌 ラ ッ ト で 顕 著 で あ っ た｡ ま

た､ 無 菌 ラ ッ ト に お い て は 14C-4'-GL投 与 群 の 14cO2総

排 出 量 が 著 し く 減 少 し､ 14C-ラ ク ト ー ス 投 与 群 の 約 3

分 の 1 に な っ た｡ 14C-4'-GL投 与 群 は, 14C-ラ ク ト ー ス
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投 与 群 と 比 べ､ 血 清､ 肝 臓､ カ ー カ ス 中 の 14C童 が 少 な

く､ 糞 や 尿 へ の 1 4C排 推 量 が 多 か っ た｡

ラ ッ ト に 6 週 間 4' -GLを 含 む 飼 料 を 摂 取 さ せ､ 体 重 増

加､ 各 臓 器 重 量､ 血 清 お よ び 肝 臓 脂 質 の 変 化 を 調 べ た｡

5Sお よ び 10$ 4' -GL群 は 対 照 群 と 比 べ 若 干 の 体 重 増 加 が

藩 め ら れ た が 有 意 差 は な か っ た｡ し か し､ 飼 料 摂 取 量､

糞 量 が 4'-GL群 に お い て 有 意 (P〈O.05)に 増 加 し た｡ ま た､

盲 腸､ 結 腸 が 4'-GL摂 取 に よ り 有 意 (P〈O.01)に 増 加 し 内

容 物 量 も 増 え て い た｡ 胃 や 小 腺､ 肝 臓 な ど そ の 他 の 臓

器 重 量 は 変 化 し な か っ た｡ 一 方､ 4'-GL摂 取 に よ る 血 清

脂 質 お よ び 肝 臓 脂 質 に 与 え る 影 響 は 絡 め ら れ な か っ た｡

-113-



第 7 章 4'-ガ ラ ク ト シ ル ラ ク ト ー ス の 腺 内 フ ロ ー

ラ に 及 ぼ す 影 響

1. 序

ヒ ト の 腺 内 フ ロ - ラ を 構 成 す る 細 菌 の う ち Bifido-

bacteriumが 生 体 に 対 し て 種 々 の 有 用 な 生 理 的 投 射 を 演

じ て い る こ と が Mitsuoka(92)に よ っ て 報 告 さ れ て い るo

Bifidobacteriumは 乳 児 に は 多 く 見 ら れ る が 加 齢 と と

も に 減 少 し て い く た め (93), 最 近 Bifidobacterium

を 増 加 さ せ る た め に 数 々 の Bifidobacterium含 有 製 剤

(94)や そ れ を 含 む 乳 製 品 が 開 発 さ れ て い る｡ し か し な

が ら, Bifidobacteriu皿の 菌 体 を 経 口 的 に 摂 取 し て も 一

般 的 に は 定 著 し に く い と さ れ て い る｡

一 方､ Bifidobacteriumの 腸 内 増 殖 因 子 に 関 す る 研 究

は Gyorgyら (95- 99)の ヒ ト 乳 中 の N-ア セ チ ル グ ル コ サ

ミ ン を 含 む オ リ ゴ 糖 の 研 究 に 始 ま り､ Tamuraら が ニ ン

ジ ン 中 の 微 量 物 質 の 効 果 に つ い て 検 針 を 行 っ て い る

(100- 102)｡ 近 年 で は､ Ya2:aVaら (103,104)に よ り 各 種

オ リ ゴ 糖 の 効 果 に つ い て 報 告 さ れ て い る｡ ま た,

Hidakaら (5)は Aspergillus niger の プ ラ ク ト シ ル ト

ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を シ ュ ー ク ロ ー ス に 作 用 さ せ て 生 成

し た フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 が Bifidobacteriunの 増 殖 物 質 と

し て 有 効 で あ る こ と を 報 告 し て い る｡

4'-GLは 芳 6章 で 述 べ た よ う に､ 小 腺 な ど で 消 化 吸 収
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さ れ ず 生 体 に と っ て 利 用 さ れ 難 い 糖 質 で あ る こ と が 明

か に な っ た｡ ま た､ 通 常 ラ ッ ト と 無 菌 ラ ッ ト に 14C-4'

-GLを 投 与 し た 場 合 の 14cO2排 出 量 の 結 束 か ら, 4'-GLの

代 謝 に 腸 内 細 菌 が 関 与 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た｡

そ こ で, ヒ ト の 腸 内 フ ロ ー ラ を 構 成 す る 細 菌 に よ る

in vitroに お け る 4'-GLの 資 化 性 と､ ラ ッ ト お よ び ヒ ト

が 4'-GLを 摂 取 し た 時 の 腺 内 フ ロ ー ラ に 及 ぼ す 影 響 に つ

い て 検 射 し た｡

2. ヒ ト 腺 内 フ ロ ー ラ 構 成 菌 に よ る 4'-GLの 梁 化 性

2- 1. 実 数 方 法

巳こ貼ゑ〉親～農 ラ ク ト ー ス を 含 む 培 地 で

cryptococcus laurentii OKN-4株 を 30℃､ 4日 間 培 養 を

行 い 4'-GLを 蓄 積 さ せ た｡ 培 養 液 を カ ー ボ ン ･ セ ラ イ ト

カ ラ ム を 用 い て 分 画 し､ 凍 括 乾 燥 後 エ タ ノ ー ル に よ り

播 晶 化 さ せ 4'-GLの 椿 晶 を 得 た｡

in vitro に お i

1 ) 供 試 菌 株 供 試 菌 株 と し て ヒ ト の 腺 内 構 成 歯

群 で あ る Bifidobacterium展 5育 種 26株,

Lactobacillus属 4菌 種 7株､ Bacteroides展 5菌 種 17株,

Clostridiun展 8菌 種 12株､ Eubacteriun展 3菌 種 10株,
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Peptostreptococcus属 5菌 種 5株, Veillonella属 2菌

種 2株, Enterococcus属 4音 程 7株, Escherichia属 l菌

種 6株､ そ の 他 9株 の 合 計 101株 を 使 用 し た｡

2) 供 試 糖 貿 糖 覚 と し て は､ 4'-GL､ ラ ク ト ー ス

(純 正 化 学 工 業 ㈱ )､ ラ ク チ ュ ロ ー ス (Merck牡 ), ラ

フ ィ ノ ー ス (和 光 純 薬 工 業 ㈱ ) を 用 い､ 対 照 と し て グ

ル コ ー ス (純 正 化 学 工 業 ㈱ ) を 使 用 し た｡

3) * * Peptone-Yeast-Fildes solution(PYF)

培 地 (105) ( ト リ プ チ ケ ー ス (BBL)10g､ 辞 母 エ キ ス

(Difco) 10g､ L-シ ス テ イ ン 塩 酸 塩 0.5g､ 消 化 血 液

40ml､ 塩 載 溶 液 40nl, 蒸 留 水 920nl､ pH7.6) に 各 種 糖

質 が 0.5%に な る よ う 添 加 し た 滅 菌 培 地 5mlを 沸 黙 し､

あ ら か じ め 前 培 養 し て お い た 供 試 菌 体 液 0.05mlを 加 え.

兼 気 条 件 下 37℃､ 48時 間 ス チ - ル ウ ー ル 法 (106)で 培 養

を 行 っ た｡

4 ) 資 化 性 の 判 定 各 種 糖 質 の 紫 化 性 は, 菌 体 増

殖 を 660nmに お け る 吸 光 度 で 謝 べ､ 判 定 は 対 照 と し て 用

い た グ ル コ ー ス に 対 し て 吸 光 度 が 80%以 上 の も の を *､

40- 80Sを +, 40S以 下 を - と し て 表 示 し た｡

2- 2. 実 験 結 束

各 種 腸 内 菌 に よ る 4'-GLな ど の 糖 梁 化 性 試 験 賭 束 を

Table 7-1 に 示 し た｡

4'-GLは, Bifidobacteriun adolescentis､

-116-



a.bifidum､ B.breve ､B.infantis ､B.longum 等 ヒ ト 由

来 の Bifidobacteriun 属 に よ く 利 用 さ れ,

Lactobacillus acidophilusを 除 く Lactobacillus展､

Eubacterium展, C1ostridium属､ Peptostreptococcus

展, Veillonella属､ Enterococcus展､ Escherichia属

に は ほ と ん ど 利 用 さ れ な か っ た｡ し か し ,Bacteroides

属 の う ち Bacteroides fragilis､ B.distasonis,

a.vulgatus 等 に は ラ ク チ ュ ロ ー ス や ラ フ ィ ノ ー ス と 同

様 に 利 用 さ れ た｡

ラ ク チ ュ ロ ー ス は, Bacteroides属､ Lactobacillus

属､ Eubacteriu皿属､ Clostridium展､ Enterococcus展､

Escherichia展 な ど, Bifidobacterium属 以 外 の 多 く の

脇 内 菌 に よ く 利 用 さ れ た｡

以 上 の 結 果 か ら､ 4'-GLは Bifidobacteriumに 柴 化 さ

れ や す く､ 有 害 菌 と さ れ る Clostridium perfringens､

Clostridium paraputrificum,Clostridium difficile

を は じ め 他 の 腸 内 菌 に 利 用 さ れ に く い

Bifidobacteriumに 選 択 的 な オ リ ゴ 糖 で あ る こ と が 明 か

に な っ た｡
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3. ラ ッ ト の 胎 内 フ ロ ー ラ に 及 ぼ す 影 響

3 - 1. 実 験 方 法

1) 実 験 動 物 美 顔 動 物 と し て 6適 齢 の SD系 雄 ラ ッ

ト (静 岡 実 験 敷 物 ) 30匹 を 用 い て 実 数 開 始 ま で M 粉 末

飼 料 (オ リ エ ン タ ル 欝 母 ㈱ ) で 飼 育 し た｡

2 ) 4'-GLの 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル 7 適 齢 の ラ ッ ト

(体 重 約 250g) を 1群 15匹 と し､ 4'-GL群､ 対 席 群 の 2

群 に 分 け た｡ 4'-GL群 は 実 験 開 始 時 よ り 連 続 20日 間 4'-

GLを 10S含 む NM粉 末 頼 科 を 摂 取 さ せ､ 最 後 の 10日 間 は

4'-GLの 投 与 を 中 止 し た｡ 対 照 群 に は､ 飼 料 と し て NM粉

末 を 摂 取 さ せ た｡ な お, 飼 料 お よ び 水 は 自 由 に 裁 取 さ

せ た｡ 実 験 開 始 10日 毎 に そ れ ぞ れ 各 群 5匹 ず つ 麻 酔 で 屠

殺 後､ 盲 腺 内 容 物 を 取 り 出 し 各 菌 群 の 検 索 及 び pH潤 痘

に 供 し た｡

3) 盲 腸 フ ロ ー ラ の 測 定 盲 胸 内 の 各 歯 群 の 測 定

は ､Mitsuoka ら の 方 法 (107,108)に 従 っ て 行 っ た｡ 分 離

用 培 地 は, 3種 難 の 非 選 択 培 地 と 6種 巌 の 選 択 培 地 を 併

用 し た｡ 盲 腸 内 容 物 0.5gを 兼 気 状 希 釈 液 (108)4.5mlに

加 え, そ れ を 10-1希 釈 液 と し 順 次 10倍 希 釈 を 行 い 10~ 1

- 1017希 釈 液 を 謝 興 し た｡ EG, BL､ Trypticase soy

(BBL) blood寒 天 培 地 に は 10~5､10~6､10~7希 釈 液 を､ ま

た, BS､ NBGT､ LBS, DHL､ TATAC､ PEES寒 天 培 地 に は ､
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loll, 10~3､ 10~5､ 10~7希 釈 液 の 各 々 0.05mlを 滴 下 し,

コ ン ラ ー ジ 樺 で 一 様 に 塗 抹 し て 兼 気 条 件 下 37℃､ 48時

間 ス チ ー ル ウ ー ル 法 (106)で 培 養 を 行 っ た｡

4) 首 藤 内 容 物 pHの 測 定 盲 腸 内 容 物 の pHは ptIメ

ー タ ー の 電 極 を 直 接 内 容 物 に 差 込 み 測 定 し た｡

3- 2. 実 験 結 果

4,-GL 与 フロー ラに

ラ ッ ト が 4'-GLを 摂 放 し た 時 の 盲 腺 内 の

Lactobacillus,Bifidobacteriun,Enterobacteriaccae

,streptococcaceae,Micrococcaceae な ど の 菌 群 の 変

動 に つ い て 検 討 し た｡

ラ ッ ト に 4'-GLを 20日 間 摂 取 さ せ た と き の 摂 取 10日 目､

20日 目, 摂 取 中 止 10日 目 の 各 菌 群 の 稔 菌 数 に 占 め る 割

合 を Table 7-2に 示 し た｡ 各 菌 群 の 割 合 は､ ラ ッ ト 5 匹

の 捻 菌 数 の 平 均 か ら 算 出 し た. な お, 対 席 と し て 4'-

GLを 含 ま な い 飼 料 で 飼 育 し た 群 を 殻 げ､ 4'-GL摂 取 群 と

比 載 し た｡ 4'-GL摂 取 申 ､Lactobacillus,

Enterobacteriaceaeの 減 少 が 藤 め ら れ た｡ Lacto-

bacillusは 4'-GL摂 取 10日 目 ま で は 対 照 群 と 同 じ 割 合 を

占 め て い た が､ 摂 淑 20日 目 に お い て 対 席 群 の 70.8%に 対

し､ 43.0Sと 約 3 分 の 2 ま で 減 少 し た｡ し か し､ 摂 取 中

止 1 0 日 後 に は 対 席 群 と 同 じ 割 合 ま で も ど っ た｡ 一 方､

Enterobacteriaceaeの 減 少 は 著 し く 4∫-GL摂 取 10日 目 に
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お い て す で に 対 席 群 の 0.38Sに 対 し 0.04%と 約 10分 の 1ま

で 減 少 し た｡ こ の 現 象 は 摂 取 20日 目 も 同 様 で あ っ た が､

4'-GLの 摂 取 を 中 止 す る と 増 加 の 傾 向 を 示 し た｡ ラ ッ ト

は Bifidobacteriumの 菌 数 が 少 な い た め (92)､4'-GLを 摂

淑 し た 場 合 の Bifidobacterium増 加 は 個 体 差 が 大 き か っ

た が, 4'-GL摂 取 10日 目 に は Bifidobacteriunの 割 合 が

捻 菌 数 の 7.2%を 占 め る ま で 増 加 し, 対 照 群 の 約 35倍 で

あ っ た｡ 4'-GL摂 敢 20日 目 で は 0.64劣に 減 少 し た が､ ま

だ 対 席 群 の 4倍 で あ っ た｡

4'-GL摂 取 に よ る 首 藤 内 容 物 の pHの 変 化 を 甜 べ た 結 束

を Fig.7-1に 示 し た｡ 対 席 群 は 試 験 期 間 を 通 し 練 ぼ 一 症

の 億 を 示 し た が､ 4'-GL群 は 摂 取 期 間 中 pH5.4ま で 低 下

し 有 意 差 (旦< 0.01) が 強 め ら れ た｡ 摂 淑 中 止 10日 日 に

は pHが 上 昇 し､ 摂 取 前 の 価 に 戻 る 傾 向 を 示 し た｡
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0 10 20 30 days

Fig.7-1. Effectof4'-GLintakeonpHofcecalcontentsinrats.
MaleSDrats(7weekofage)Weregivenexperimentaldietssupplemented

withlog4'-GLfor20days.
Fiveratsineachgroupwerekeptinacageatroomtemperature･●:4'-GLdietgroup,○:controldietgroup.

* ,significantdifferencefromcontrolgroup.(旦<0.01)
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4. ヒ ト の 腸 内 フ ロ ー ラ に 及 ぼ す 影 響

4 - 1. 実 験 方 法

4'-GL経 口

1) 4'-GLの 摂 取 ス ケ ジ ュ ー ル 健 康 成 人 10名

(25- 50歳 ) を 対 義 と し て 行 っ た｡ 被 験 者 は 本 試 験 阿

始 3週 間 前 か ら 試 験 期 間 中 を 通 じ, 薬 物 の 投 与 や 生 菌 剤､

乳 製 品 の 摂 取 を 受 け て い な い｡ 試 験 ス ケ ジ ュ ー ル は

4'-GL 8gを 1日 1回 コ - ヒ - 等 飲 料 に 溶 か し 連 続 20日 間

摂 淑 さ せ､ 摂 政 前 2回､ 摂 取 申 10日 目､ 20日 目 の 2回､

摂 取 中 止 20日 後 と 27日 後 の 2回 糞 便 を 採 取 し､ 直 ち に 氷

冷 し て 5時 間 以 内 に 糞 便 フ ロ ー ラ と pflの 測 定 に 供 し た｡

2) 糞 便 フ ロ ー ラ の 測 定 Mitsuoka ら の 方 法

(107,108)に 従 っ て 行 っ た｡ 分 離 用 培 地 は､ Table 713

に 示 す 3種 類 の 非 選 択 培 地 と 10種 難 の 選 択 培 地 を 併 用 し

た｡ 糞 便 1gを 希 釈 液 (108)9mlに 加 え､ そ れ を 10~ 1希 釈

液 と し 順 次 10倍 希 釈 を 行 い 10~1- 10~8希 釈 液 を 謝 興 し

た｡ EG､BL寒 天 に は 10~8､ 10~7､ 1018希 釈 液 を ､

Trypticase soy blood寒 天 培 地 に は 10~5,10~6､ 10~7希

釈 液 を､ ま た､ BS､ES､NBGT､VS､LBS,Neomycin Nagler､

DHL.TATAC,PEES,Potato dextrose寒 天 培 地 に は､ 10~1､

10~3､ 10~5､ 10~ 7希 釈 液 の 各 々 0.05mlを 清 下 し､ コ ン

ラ ー ジ 樺 で 一 様 に 塗 探 し て 裁 気 条 件 下 37℃､ 48時 間 ス

チ ー ル ウ ー ル 法 (106)で 培 養 を 行 っ た｡
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3 ) 糞 便 pHの 潮 走 糞 便 の pHは pHメ ー タ ー の 電 極

を 直 接 糞 便 に 差 込 み 測 定 し た｡

4 - 2. 実 験 措 呆

4'-GL フローラに

in vitroの 結 束 を も と に, ヒ ト が 4'-GLを 摂 政 し た 場

合 の 胸 内 フ ロ ー ラ に 与 え る 影 響 に つ い て 調 べ た｡

健 康 成 人 10名 (25- 50歳 ) に 4'-GL 8gを 1日 1回 連 続

20日 間 摂 取 さ せ､ 摂 淑 前 2回, 摂 取 申 2回､ 摂 取 中 止 後

2回 糞 便 を 採 取 し て 糞 便 フ ロ ー ラ の 漸 走 を 行 っ た 結 果 を

Table 7-4に 示 し た｡

試 故 期 間 中 を 通 し､ 総 菌 数 お よ び Eubacterium､

C1ostridiun-others､ Peptostreptococcus､

Enterobacteriaceaeの 菌 数 お よ び 検 出 率 に 著 し い 変 動

は 強 め ら れ な か っ た｡ 一 方､ Bifidobacteriumだ け が

有 意 (P<0.01) に 増 加 し, 腸 内 フ ロ ー ラ の 最 康 勢 菌 群

と な っ た｡ す な わ ち, 4'-GL摂 取 前 糞 便 1gあ た り 109 ･8

で あ っ た の が､ 摂 取 10日 目 に お い て す で に 約 2.6倍 の

1018 ･2に ま で 増 加 し た｡ さ ら に 摂 取 中 止 後 は､ す み や

か に 摂 取 前 と 同 じ 菌 数 に も ど る こ と が 明 ら か に さ れ た｡

そ の 他 の 腺 内 菌 の 変 化 と し て､ Bacteroidaceaeは､

4'-GL摂 取 前 糞 便 1gあ た り 10日 ･5あ っ た の が､ 摂 取 20日

目 に お い て 109･5に 減 少 し た｡ し か し, 個 体 差 が 大 き く

有 意 差 は 社 め ら れ な か っ たo Lactobacillusと
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Megasphaeraは ど ち ら も 増 加 の 傾 向 を 示 し た｡

4'-GLを 摂 取 し た と き の 個 々 の 被 検 音 別 の

Bifidobacteriu血と Bacteroidaceaeの 捻 菌 数 に 占 め る 菌

数 の 割 合 の 変 化 を プ ロ ッ ト し た の が Fig.7-2 で あ る｡

姪 と ん ど の 放 牧 着 に お い て, 4'-GL摂 取 に よ り

Bifidobacteriumが 親 書 に 増 加 し 10名 申 8名 ま で が 稔 菌

数 に お け る Bifidobacteriunの 割 合 が 50% 前 後 ま で 増 加

し た｡ 残 り 2名 も わ ず か で は あ る が 増 加 の 傾 向 が 藤 め ら

れ た｡ 特 に 顕 著 な 増 加 が 細 め ら れ た 被 検 者 の 1例 は､

Bi__fidobacteriumが 76% を 占 め る ま で 増 加 し た｡ 4'-GL

摂 取 を 中 止 す る と､ BifidobacteriuELは 減 少 し 摂 取 前 と

同 じ 億 に も ど っ た｡ 一 方､ Bacteroidaseaeは 4'-GL摂 取

申 2例 を 除 く 8例 ま で が 減 少 の 傾 向 を 示 し た｡

Fig.7-3 は 4'-GL摂 取 に よ る 被 扱 者 10名 の 糞 便 pHの 変

化 を 示 し た も の で あ る｡ 被 検 者 10名 申 9名 ま で が 4'-GL

摂 取 に よ り pHが 低 下 し た｡ 摂 淑 前 の 被 検 者 の 糞 便 pHの

平 均 は 8.5で あ っ た が, 4'-GL摂 取 に よ り 6.0に 低 下 し た｡

4'-GL摂 取 に よ っ て 巧Lfidobacteriumが 76% ま で 増 加

し た 被 検 者 の 糞 便 pHは､ 4.4ま で 低 下 し た｡ 摂 取 中 止 後

は､ 再 び 摂 取 前 と 同 じ 値 に な っ た｡
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0 10 20 40days

Fig.7-3. ChangesofpHofstoolduringintakeof4'-GL･
Thevolunteersstudiedconsistedoftenhealthyadultsranginginage

from25と050yearsold. Totalconsumptionof4'-GLwas8gperday･
Thedurationoftheintakewas20days.
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5. 考 索

ヒ ト の 腸 内 に は 100種 軒 100兆 個 の 細 菌 が 棲 息 し て 腺

内 フ ロ ー ラ を 構 成 し､ 互 い に 関 係 を 持 ち な が ら 摂 取 さ

れ た 食 物 を 栄 美 顔 と し て 絶 え ず 増 殖 し て は 排 滑 さ れ て

い る｡ 勝 内 フ ロ ー ラ は 健 康 な ヒ ト で は 安 産 し て い る が､

宿 主 の 生 活, 食 べ 物, ス ト レ ス､ 疾 病 な ど に よ っ て 変

動 す る (109- 111)｡

最 近､ 加 齢 に よ る BifidobacteriurL減 少 な ど 腺 内 フ ロ

ー ラ の 変 化 と 健 康 と の 関 係 が 明 ら か に な り (92)､ 種 々

の 旦ifido_bacteriun増 殖 促 進 物 質 の 開 発 が 行 わ れ て き て

い る (5,7,8,112- 115)｡ ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 で あ る 4'-

GLが, 旦jfidobacteriun増 殖 の た め に 有 効 な 物 糞 で あ る

か を 枚 財 す る た め､ ま ず 最 初 に Bifidobacteriun 5首

巻 26株 を 含 む 腸 内 代 表 菌 101株 を 用 い､ in vitro に よ

る 各 音 の 生 育 試 験 を 行 っ たC ま た, ラ ッ ト お よ び ヒ ト

が 4' -GLを 摂 淑 し た 考 合 の 勝 内 フ ロ ー ラ に 与 え る 影 響 に

つ い て 謝 べ た｡

in_vitro_の 試 験 に お い て 4' - GLは 今 回 用 い た ヒ ト 由 来

の Bifidobacteriumす べ て に よ く 利 用 さ れ､ そ の 他 の 菌

に は ほ と ん ど 利 用 さ れ な か っ た｡ こ れ ま で Bifido-

bact_eriuQ増 殖 物 質 と い わ れ て き た ラ ク チ ュ ロ ー ス

(118,117)紘, Bifidobacterium属 の 菌 以 外 に､

C1(H止Jldiu些属 や いユbacterium展, 蜘 属 な ど

多 く の 菌 に 利 用 さ れ 4'-GLと 比 べ Bifidobacterium属 の
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菌 に 対 す る 遵 択 性 が 低 か っ た｡ ま た､ 4'-GLは ラ フ ィ ノ

ー ス や フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 (5)と 比 べ て も Clostridium属

, peptostret'tococcus属､ 堅_ni声rOCOCCu軍属 に 利 用 さ れ

な い 点 で 優 れ て い た｡ さ ら に､ ラ フ ィ ノ ー ス や フ ラ ク

ト オ リ ゴ 糖 を 利 用 で き な い B.bifidumに も よ く 利 用 さ れ

た こ と が 大 き な 特 徴 で あ っ た｡ し か し, 一 方 で､ 4'-

GLは ラ ク チ ュ ロ ー ス や ラ フ ィ ノ ー ス､ フ ラ ク ト オ リ ゴ

糖 と 同 様 に B.fragilisや B.distasonis､ B.vulgatus等

の 菌 に も よ く 利 用 さ れ た｡

4'-GLは in vitroに お け る BifidobacteriutBの 利 用 が

他 の 糖 質 に 比 べ 選 択 性 が 高 い こ と か ら､ 次 に 4'一GL摂 取

に よ る ラ ッ ト の 腺 内 フ ロ ー ラ に 与 え る 影 響 に つ い て 謝

べ た｡ ラ ッ ト は Bifidobact_eriumの 腸 内 フ El- ラ に 占 め

る 軸 合 が 非 常 に 少 な く 1‡に も 満 た な い (92)が､ 今 回

4'-GL摂 取 に よ り 10日 目 に 6.3臥 6.8臥 22.9%ま で 増 加

し た 個 体 が 5 例 申 3 例 に 故 め ら れ た｡ さ ら に ､

Streptococcaceaeお よ び Micrococcaceaeは 4'-GL摂 取 に

よ り 捻 菌 数 に 対 す る 都 合 が 増 加 す る 傾 向 を 示 す 一 方､

Enterobacteriaceaeな ど 好 ま し く な い 菌 群 の 減 少 が 藤

め ら れ た｡

ま た､ 4'-GL摂 淑 中 の 首 藤 内 容 物 の pHの 低 下 は､

Bifidobacteriunの 増 加 な ど 盲 腸 内 フ ロ ー ラ の 変 動 に 伴

う も の と 考 え ら れ る｡

今 回 の 結 束 か ら, ラ ッ ト に 4'-GLを 摂 取 さ せ た 葛 合 そ

の 初 期 に お い て Bifid‡Obacteriunが 増 加 し, そ の 後 摂 項
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を 続 け る と Lactobacillusや Enterobacteriaceaeが 減 少

す る こ と が 明 ら か に な っ た｡ こ れ は ヒ ト の 鹿 内 菌 叢 を

構 成 す る 音 程 に よ る in vitroに お け る 4'-GLの 柴 化 性 試

験 に お い て､ 4'-GLは Bifidobacteriumに よ っ て 梁 化 さ

れ る が, Lact_ob_acillusや 大 勝 菌 な ど に は ほ と ん ど 利 用

さ れ な か っ た 結 束 と 一 致 し て い る｡

ラ ッ ト に よ る 4'-GL摂 取 試 験 に お い て

Bifidobacteri_g__nが 増 加 し Enterobacteriaceaeが 減 少 す

る な ど 勝 内 フ ロ ー ラ 改 善 に 期 待 さ れ る 結 果 を 得 た の で､

ヒ ト が 4'-GLを 摂 取 し た 場 合 の 腸 内 フ El- ラ に 及 ぼ す 影

響 に つ い て 鯛 べ た｡

ヒ ト が 4㌧ GLを 摂 取 し た 場 合 試 験 期 間 を 通 じ 4'-GL摂

取 申､ Bifidobacteriunの み が 有 意 (P〈O.01)に 増 加 し 腸

内 最 優 勢 菌 と な る こ と が 明 ら か に な っ た｡ 一 方､

Bacteroidaceaeは in_vitr_里の 資 化 性 就 農 で は

Bifidobacterium同 様 4'-GLを よ く 利 用 し た が､ ヒ ト の

腸 内 で は 4'-GL摂 取 期 間 中 は 逆 に 減 少 し た｡ 各 種 オ リ ゴ

糖 摂 取 の 腺 内 フ ロ ー ラ に 及 ぼ す 影 響 に つ い て は ､Benno

ら (112)が ラ ブ イ ノ - ス､ 打idaka ら (5)が フ ラ ク ト オ

リ ゴ 糖 ､Tanaka ら (7)が ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 (6'-ガ ラ ク

ト シ ル ラ ク ト ー ス )､ Kohnoto ら (8)が イ ソ マ ル ト オ リ

ゴ 糖, Kashimura ら (113)が パ ラ チ ノ - ス 縮 合 物､

Suzukiら (115)が ラ ク チ ュ ロ ー ス 摂 取 の 措 兼 を 報 告 し て

い る が, こ れ ら の オ リ ゴ 糖 を 摂 取 し た 場 合 も 同 様 な 結

果 が 報 告 さ れ て い る｡ 4'-GL摂 取 に よ り 幕 僚 の puの 低 下
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が 強 め ら れ て い る こ と か ら ､4'-GLを Bifidobacterium

が 利 用 し､ 酢 酸 や 乱 世 を 生 成 し た 結 束 pflが 下 が り

Bacteroidaceaeの 生 育 を 抑 制 し た も の と 考 え ら れ る｡

以 上, 4'-GLは ヒ ト が 摂 取 し た 場 合 腸 内 有 用 菌 と さ れ

て い る Bifidobacteriumが 増 加 し､ Bacteroidaceaeな ど

好 ま し く な い 菌 の 生 育 を 抑 制 す る な ど 腸 内 フ ロ ー ラ 改

善 に 有 効 な オ リ ゴ 糖 で あ る こ と が 明 か に な っ た｡ さ ら

に 勝 内 フ ロ ー ラ 改 善 に 伴 う コ レ ス テ ロ ー ル 代 謝 の 改 善

に も 効 果 が 期 待 さ れ る と 思 わ れ る｡
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6. 要 約

4'-GLの ヒ ト 腺 内 フ ロ ー ラ 構 成 菌 種 に よ る 東 化 性 を 細

べ た と こ ろ､ 4'-GLは Bifidobacterium展 と

Bacteroides fragilis groupに よ っ て 選 択 的 に 利 用 さ

れ た が, そ の 他 の 菌 群 に は ほ と ん ど 利 用 さ れ な か っ た｡

さ ら に ラ ク チ ュ ロ ー ス と 比 べ 野jfidoba_cteriun属 に 対

し て 選 択 性 の 高 い 糖 質 で あ っ た｡

ラ ッ ト 首 藤 内 と串CtObacillus､Bifidobacteriun､

Enterobacteriaceaeな ど の 歯 群 に 及 ぼ す 影 響 を 検 索 す

る た め､ 7適 齢 の SD糸 雄 ラ ッ ト (体 重 約 250g,30匹 ) に

4'-GLを 10%含 む 飼 料 を 連 続 20日 脚 摂 取 さ せ た｡ 盲 腸 内

の 各 曹 群 の 総 菌 数 に 占 め る 都 合 の 変 動 を 調 べ た 結 束､

Lacto_b_acillusと Enterobacteriaceaeの 減 少 が 播 め ら れ

た｡ 特 に Enterobacteriaceaeの 減 少 は 著 し く, 4'-GL摂

取 10日 日 の 対 照 群 の 約 10分 の 1で あ っ た｡ 一 方､

Bi_fidoをacterjun_は 4'-GL摂 取 群 に お い て は 10日 目 に は

増 加 の 傾 向 が 藤 め ら れ た｡ 4'-GL摂 取 申､ 盲 腸 内 容 物 の

pHの 低 下 が 線 め ら れ た｡

4'-GL摂 取 の ヒ ト 腸 内 フ ロ ー ラ に 及 ぼ す 影 響 を 検 索 し

た と こ ろ ､邑ifLdobacte_ri牡旦だ け が 有 意 (P〈O.01)に 増 加

し, Bacteroidaceaeは 減 少 の 傾 向 を 示 し た｡ ま た, 4'

-GL摂 取 申､ 糞 便 の ptlの 低 下 が 務 め ら れ た｡
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第 8 章 総 括

オ リ ゴ 糖 は 食 物 繊 維 と な ら び､ 新 し い 機 能 性 を 有 す

る 食 品 素 材 と し て 注 目 さ れ は じ め て い るo 食 物 繊 維 は

自 然 界 に 広 く 多 量 に 分 布 し て い る た め 古 く か ら 摂 取 さ

れ, ま た, 近 年 食 品 中 か ら 分 散 さ れ そ の 生 理 作 用 が 研

究 さ れ て き た｡ 現 在 食 物 繊 維 の 生 理 作 用 と し て､ 便 秘

(118)､ 腸 炎 (119)､ 大 腺 ガ ン (120)､ 糖 尿 病 (121)な ど

の 改 善 効 果 が 報 告 さ れ て い る｡ そ れ に よ り､ ポ リ デ キ

ス ト ロ ー ス な ど 低 カ ロ リ ー 水 溶 性 食 物 繊 維 (122,123)な

ど 新 し い 素 材 も 開 発 さ れ た｡

一 方､ オ リ ゴ 糖 も 植 物 界､ 動 物 界 に 広 く 分 布 し て い

る こ と が 知 ら れ て い た が､ 微 量 で あ る た め 大 量 に 謝 製

す る こ と が で き ず そ の 生 理 作 用 は 不 明 な 点 が 多 か っ た｡

本 研 究 で は､ 微 生 物 の 酵 素 を 利 用 し ガ ラ ク ト オ リ ゴ

糖 を 大 童 に 生 産 す る こ と を 目 的 に､ 微 生 物 の ス ク リ ー

ニ ン グ を 行 い Cryptococcus laurentii OKN-4株 を 得 た｡

Cryptococcus laurentii OXN-4株 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー

ゼ は 高 温 下､ 酸 性 域 で も 安 定 で あ っ た た め､ ガ ラ ク ト

オ リ ゴ 糖 の 工 業 生 産 に 適 し た 酵 素 で あ っ た｡

微 生 物 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を ラ ク ト ー ス に 反 応 さ

せ ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 を 生 成 す る 研 究 は 数 多 く 行 わ れ て

き た が､ 微 生 物 の 培 養 に よ っ て ラ ク ト ー ス か ら 一 種 幣

の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 の み を 大 童 に 生 成 さ せ る こ と は 本

研 究 が 初 め て で あ る｡ こ れ は, lSの 低 濃 度 の ラ ク ト ー
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ス か ら も 4'-GLを 生 成 す る こ と が で き る Cryptococcus

laurentil Om -4株 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 特 性 に よ

る と こ ろ が 大 き い｡

こ の 特 性 を 利 用 し て､ Cryptococcus laurentii

OXN-4株 を ア ル ギ ン 酸 カ ル シ ウ ム に 固 定 化 し 4'-GLを 大

童 に 生 産 す る 方 法 (124,125)を 確 立 し た ｡Cryptococcus

laurentii OKN-4株 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 膜 画 分 に

強 く 結 合 し､ 菌 体 自 体 が 天 然 の 固 定 化 担 体 の よ う に な

っ て い る｡ そ の た め, 高 温 下 で も 安 定 に 繰 り 返 し 反 応

が 可 能 に な り 4'-GL生 産 を 工 業 化 す る こ と が で き た.

こ の よ う に 4'-GLの 大 量 生 産 が 可 能 と な り, そ の 生 理 作

用 も 明 ら か に な っ て き た｡

最 初 に､ 4'-GLは ヒ ト が 摂 取 し た 場 合, 腸 内 有 用 細 菌

で あ る Bifidobacterium (ビ フ ィ ズ ス 菌 ) を 増 殖 さ せ る

効 果 を 有 す る こ と が 本 研 究 に お い て 明 ら か に な っ た｡

こ の よ う な 効 果 を 有 す る オ リ ゴ 糖 と し て は フ ラ ク ト オ

リ ゴ 糖 (5)や イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 (8)な ど が 開 発 さ れ て

い る が, フ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 は 低 pHや 高 温 下 で は 不 安 定

で あ る た め､ 食 品 素 材 と し て 用 い る 場 合 そ の 利 用 範 囲

が 限 定 さ れ る｡ ま た､ イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 は 小 腸 に お

い て そ の 一 部 が 消 化 吸 収 さ れ る た め､ ビ フ ィ ズ ス 菌 増

殖 の 効 果 を 期 待 す る に は 多 量 の 摂 取 が 必 要 と な る｡

ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 で あ る 4'-GLは､ 物 性 的 に 非 常 に 安

定 で あ る た め 食 品 素 材 と し て の 利 用 範 囲 が 広 く､ ビ フ

ィ ズ ス 菌 増 殖 も 少 量 で 効 果 が あ る｡
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4'-GLを 食 品 素 材 と し て 利 用 す る 場 合､ そ の エ ネ ル ギ

ー 評 価 が 重 要 に な っ て く る｡ 本 研 究 に お い て､ 4'-GLは

消 化 酵 素 で は 分 解 さ れ に く い 難 消 化 性 の 糖 質 で あ り､

食 物 繊 維 と 類 似 し た 性 質 を 有 す る こ と が 明 ら か に な っ

た｡ し か し, 食 物 繊 維 と 異 な り そ の 大 部 分 が ビ フ ィ ズ

ス 菌 な ど 腸 内 細 菌 に よ っ て 利 用 さ れ る た め, 4'-GLか ら

の 代 謝 産 物 で あ る 有 機 酸 が 大 腸 か ら 吸 収 さ れ､ そ の 一

部 が エ ネ ル ギ ー 源 と な る 可 能 性 が 残 さ れ た｡ 現 在 そ の

カ ロ リ ー を 約 2kcalと 考 え て い る｡

4'-GLは 血 清 脂 質 改 善 (85)､ 便 秘 改 善 効 果 (53)を 有 し､

ま た､ 高 血 圧 抑 制 作 用 も 期 待 さ れ る｡ そ れ で､ 今 後 新

し い 食 品 素 材 と し て ま す ま す そ の 利 用 範 囲 が 広 が り､

ま た 新 し い 生 理 機 能 も 研 究 さ れ て い く と 思 わ れ る｡

最 近､ 糖 タ ン パ ク や 糖 脂 質 な ど 複 合 糖 質 が､ 発 生 や

分 化, 免 疫 な ど 生 体 内 で 重 要 な 役 割 を 演 じ て い る こ と

が 明 ら か に な っ て き て い る｡ こ れ ら､ 複 合 糖 質 は 糖 鎖

に ガ ラ ク ト ー ス 残 基 を 含 む た め, 今 後 Cryptococcus

_laurentii OKN-4株 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 範 移 反 応

を 利 用 し て, 新 し い 複 合 糖 質 の 開 発 を 進 め た い と 考 え

て い る｡
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英文要約

Productionofgalactooligosaccharidebymicroorganism

and its bodymod ulat ed f unction

Toobtainthegalactooligosaccharideproducingmicroorganisms,

1019Strainswereisolatedfromsoilbyenrichmentculture. Some

microorganisms,suchasbacteria, yeasts,fungiandact inomycetes

producedgalactooligosaccharidesfromlactose. Astrainidentifiedas

CryptococcuslaurentiiOKN-4wasfoundtoabundantlyproducegalact0-

0ligosaccharide(GO-1)fromlactose. Thisgalactooligosaccharideis

provedtobe9-β-D-galactopyranosyl-(1う4)一旦-β-D-galactopyranosyl-

(1一4)-D-glucopyranose(designatedwith4'-GL)byfIPLC,GC-MSandlH-

NMRanalyses.

PIGaractosidasefromCryptococcuslaurentiiOKNl4wassolubilized

fromcellwallpreparationsbyZymolyase-20T,andpurifiedbycolumn

chromatographiesonDEAEISephadexA-50,TSKgelToyoPearlHV-55Sand

TSKgelDEAE-5PV. Thepurified β一galactosidasewashomogeneouson

polyacrylamidediskgelelectrophoresis,anditsmolecularweightwas

estimatedtobeabout200,000bygelfiltrationonToyoPearlHW-55S

andabout100,000bysodiumdodesylsulfategelelectrophoresis. The

enzyneshovedtheoptimumpHof4.3andstableatpH'sbetween2.8and

9.3. Theoptimumtemperaturewas60℃,andstableattemperatures

below57.5℃ for10机inincubation. TheMichaelisconstanswere18.2

andll.4mM,andthemaximumvelocitieswere76.9and5.3pnol/min/ng

proteinfora-nitrophenyl-β一旦一galactosideandlactose,respectively.

TheenzyneWasinhibitedbyHg2',Ag+,21merCaptOethanol,glucose,

maltoseandmaltotriose. Theenzymeproducedthe4'-GLintheyield

of28.8Sfrom2.5$lactosesolutionbytramsgalactosylation.

Culturalconditionsforproductionof4'-GLwereinvestigated,

andtheoptimumculturalconditionswereasfollows;culturalmedium:
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lactoselOOg,NH4C12g,yeastextract2g,Na2HPO4･12H2024g,KH2PO4

81g,MgSO4･7tl200.2g,FeSO4･7H204mg,CaC1210mg,MnC12･4H201mgand1

1ofwater,at30℃,pH6.0. Undertheseconditions,themaximumyield

of4'-GLwas47%oftheaddedlactosefor4-dayculture.

Thedigestionof4'-GLwasinvestigatedinvitrobyusingthe

artificialgastricjuice,humansaliva α-amylase,hogpancreas α-

amylaseandtheintestinalmucosaofrat. 4'-GLwasnothydrolyzedby

theseenzymes. Long-termingestionof4'-GLdidnotcauseinduction

of4'-GL-hydrolyzingenzymeinthesmallintestine.

Absorptlonandexcretionof4'-GLinrats wereexaminedusinga

radioisotopetechnique. 2.3×106 Bqof1Ac-4'-GLwassynthesizedfrom

1.lXIO7 Bqoflactose(lactose-U-14C)byCryptococcuslaurentiiOKN-4.

The14cO2eXCretionfrom14C-4'-GLand14C-lactosewasstudiedafter

oraladministrationinconventionalrats,antibiotics-treatedratsand

gcrmfreerats. Respiratory14cO2eXCretionfrom14C-4'-GLwasslower

thanthosefrom14C-lactoseinconventionalrats. Ingernfreerats,

14cO2eXCretionfrom14C-4'-GLdecreasedcomparedwiththosein

conventionalrats,andtotal14cO2eXCretionafteroraladministration

during24hoursWasaboutonethird. Accumulationof14ctoserum,

liverandcarcassin14C-4'-GLoraladministrationgroupwaslower

comparedwiththoseofthe14C-lactoseoraladministrationgroup.

However,excretionofHctofecesandurinewashigher.

Theinfluenceofchronicintakeof4'-GLonbodyweightgain,

organweights,serumlipldsandliverlipidswasinvestigatedinrats.

Thebodyweightgainsofthe5Sandlog4'-GLdietgroupwereslightly

highercomparedwiththatofthecontrolgroup. However,no

significantincreaseinbodyweightgainwasobserved. Foodintake

andfecaldryweightweresignificantlyincreased(e<0.05)by4'-GL

feedingcomparedwiththoseofthecontrolgroup. Thefeedingof4'-

GLdietproducedasignificantincrease(空く 0.01)inbothwetweights
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ofcecumandcolon. However,nosignificantincreaseintheweightof

stomach,smallintestine,liverandotherorganswasobserved. The

effectof4'-GLonserumandliverlipldslevelwasnotobservedunder

theseexperimentalconditions.

Someisolatesfromhumanintestine,inparticular,Bifidobacterium

spp.andtheBacteroidesfraだilisgroupwereabletoutilize4'-GL.

Utilizationof4'-GLbyBifidobacteriumspp.wassuperiortothatof

lactulose. Theratioofcecalmicrofloratothetotalbacteriaduring

4'-GLintakewasstudiedinrats. MaleratsoftheSpragueDawley

strainattheageofsevenweeks(Weighingabout250g)weregiven

experimentaldietssupplementedwithlo弟4'-GLfor20days. The

percentageofLactobacillusspp.andEnterobacteriaceaeweredecreased

duringthe4'-GLintake,whereasthepercentageofBifidobacteriumspp

wasincreasedby10daysofthefeeding. ThepHvaluesofcecal

contentsduringfeedingwerelowerthanthoseofthecontrolgroup.

Theeffectof4'-GLintakeonthefecalJnicroflorawasstudied

usinghealthyhumanvolunteers. Asignificantincreaseof

Bifidobacteriumspp.(P<0.01)wasobservedduringthe4'-GLintake,

whereasBacteroidaceaewasdecreasedduringtheintake. ThefecalpH

valuesduringfeedingwerelowerthanthosebeforeandafterthe

intake.
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