
博士 論 文

ウロン酸含有多糖に関する食品

生化学的研究

平成八年十二月

山口文秀



自 次

第一 章緒論 1 

第二章 レモンペクチンに関する研究 8 

1. 実験材料及び方法 9 

1-1 実験材料 9 

1-2 酵母の培養法および組酵素液の調製 9 

1-3 低分子ペクチンの調製 9 

1-4 分子量の測定 10 

1-5 ガラクツロン酸/中性糖比の測定 10 

1-6 粘度の測定 10 

1-7 生理活性の検定 10 

2. 実験結果 13 

2-1 レモンペクチンの低分子化とその生理活性 13 

(1) ペクチンの低分子化 13 

(2) 低分子ペクチンの調製 15 

(3) ペクチンの分子量と生理活性の相関 16 

3. 考察 19 

4. 要約 21 

第一章 大豆ペクチン性多糖の構造に関する研究 23 

1. 実験材料および方法 24 

1-1 実験材料 24 

1-2 酵素の調製法 24 

1-3 大豆ペクチン性多糖の抽出法 24 

1-4 DEAE-セルロースクロマトグラフィーによる

大豆ペクチン性多糖の精製 25 

1-5 タンパク質含量の測定法 26 

1-6 大豆ペクチン性多糖の分子量の測定法 26 



1-7 ウロン酸、中性糖含量の測定法 26 

1-8 中性糖組成の分析 27 

1-9 多糖加水分解酵素活性の測定法 27 

1-10 セルラーゼAの各酵素活性の分画法 27 

1-11 3酵素画分の部分精製 28 

1-12 酵素の分子量の測定 28 

1-13 多糖の分解限度の HPLCによる測定 29 

2. 実験結果 30 

2-1 大豆ペクチン性多糖の抽出、精製 30 

(1) 抽出条件の検討 30 

(2) 大豆ペクチン性多糖の精製 31 

2-2 A. nigerが産生するペクチン側鎖分解酵素の精製 36 

(1) A. nigerが産生するペクチン側鎖分解酵素の分離 36 

(2) Endo-s-1 ，4-D-ga1actanaseの精製、およびその特性 39 

(3) エキソ型グルコシダーゼの精製、およびその特性 43 

2-3 酵素化学的手法による大豆ペクチン性多糖の構造解析 46 

(1) 主鎖中におけるガラクツロナン領域の分布 46 

(2) 側鎖部分の構造解析 49 

3. 考察 50 

4. 要約 52 

第四章 大豆ペクチン性多糖の応用に関する研究 53 

1. 実験材料および方法 54 

1-1 実験材料 54 

1-2 大豆ペクチン性多糖の抽出方法 54 

1-3 ゲルろ過による分子量分布の測定 54 

1-4 タンパク質含量の測定 55 

1-5 ガラクツロン酸含量の測定 55 

1-6 エステル化度の測定 55 

1-7 中性糖組成の測定 55 



1-8 分子内ガラクツロナン分布の分析 55 

1-9 粘度の測定 55 

1-10 動物試験 55 

2. 実験結果 57 

2-1 大豆ペクチン性多糖抽出におけるヘキサメタリン酸の効果

抽出条件の影響 57 

(1) 抽出条件の影響 57 

(2) 大豆ペクチン性多糖の分子量分布 59 

(3) 大豆ペクチン性多糖のタンパク質含量、糖組成 60 

(4) 多糖内におけるガラクツロナン領域の分布 62 

(5) 3種多糖聞の物性の比較 62 

2-2 ラットコレステロール代謝における大豆ペクチン性多糖

の影響

(1) ラット組織コレステロール濃度における

大豆ペクチン性多糖の影響

(2) 盲腸内の短鎖脂肪酸濃度の変化

3. 考察

4. 要約

64 

4

6

8

1

 

ハり

ρ
0
ρ
O

円

i

第五章 コーンヘミセルロースに関する研究 73 

1. 実験材料および方法 74 

1-1 実験材料 74 

1-2 エクストjレーダー 74 

1-3 コーンヘミセルロースの抽出 75 

1-4 水溶性高分子成分の定量 75 

1-5 構成糖の分析 76 

2. 実験結果 77 

2-1 HPLCによるコーンヘミセルロース中のウロン酸

と中性糖の測定 77 

(1) ウロン酸と中性糖の HPLCによる分離条件の確認 77 



(2) コーンヘミセルロースの分析 77 

2-2 二軸エクストjレーダー処理によるコーンヘミセルロースの

アルカリ抽出 79 

3. 考察 82 

4. 要約 85 

第 六章総括 86 

文献 90 

謝辞 97 



第一章緒論

食品は、栄養や噌好性などの他に生体機能を保持する機能(三次機能といわれてい

る)を持っている o この三次機能を強化した食品、いわゆる機能性食品の基礎研究

は、昭和 59年度から 61年度に行われた文部省の特定研究『食品機能の系統解析と展

開』で始まり、その際に機能性食品という言葉が初めて登場する o 機能性食品とは医

薬品と食品の中間に位置するもので、医薬品が既に疾病に躍っている人の治療を目的

としているのに対し、機能性食品は何らかの病気に躍る可能性がある前疾病的な人が

病気を予防し健康を維持することを目的としている。中国の古い言葉に『医食同源』

という言葉があるが、機能性食品はまさにこれを現代の知見による科学的アプローチ

により実現しようとしたものである。その後、機能性食品については三次にわたる文

部省の特定研究を中心にさまざまな研究が進められ、多くの研究成果が報告されてい

る12)o

ついで、これらの基礎研究の成果を元に機能性食品の商品化を検討する企業が現

れ、ファイバー、ミネラル、オリゴ糖、ロイヤルゼリーなどを強化した食品が市場に

多く見られるようになったへこのような状況の中、平成 3年 9月から厚生省により特

定保健用食品の制度が施行され、食品に健康とのかかわりあいに関する情報(ヘルス

クレーム)の表示が可能となり、機能性食品は今後さらに増加するものと思われるj)。

食物繊維は、 『人の消化酵素では消化されない食物中の難消化性成分』と定義され

ているが、この食物繊維の摂取量の減少と成人病の増加の因果関係は多くの疫学的な

データにより立証されているヘ 他の機能性素材が、薬効的な生理機能を唱っており、

基礎的な動物試験の結果なと、がその機能性の根拠になっているのに対し、食物繊維は



基礎的なデータ以外に長期間の広範囲に及ぶ臨床的あるいは疫学的なデータも揃って

おり、五大栄養素に続く第六の栄養素として、人体の恒常性の維持に必要なものであ

ることが既に広く認められている点が大きく異なっている。日本は戦後の食生活の変

化に伴い、 30年間で食物繊維摂取量が 5g減少しているが、その聞に成人病数も増
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加している (Fig.1 )へこのことは、日本の成人病数を減らすためには戦前の食物繊

維量に戻す必要があることを強く示唆している D

食物繊維の化学構造に基づく分類を Table1に示すへ ここに示した天然多糖類につ

いて、高コレステロール食で飼育したラットにおけるコレステロール低下作用を比較

した辻らの結果を Table2に示す九 食物繊維の主要な効果であるコレステロール低下

作用は、一般にセルロースやスターチなどの中性多糖類よりも、ペクチンやアルギン

酸などの酸性多糖類の方が活性が強いことがわかる。また、比粘度が高いペクチンの

方が低いものよりもラットのコレステロール低下作用が高いとする Mokadyによる報

告8)、コンニャクマンナンの場合は分子の回転半径が 0.1μm以上であることが効果を

示すためには必要とする桐山の報告9)などから、コレステロール低下作用にはある程度

の分子量が必要であることが明らかにされている o

しかしながら、現在特定保健用食品に認められている内容を見てみると、オールブ

ラン、小麦ふすまなど未精製の穀物外皮や、ポリデキストロースなどの低分子の食物

繊維について、 『おなかの調子を整える食品』の表示が認められているのみで、その

重要な効果であるコレステロール低下作用について認められているのはキトサンのみ

であるヘ

本来、酸性の高分子であり、すでにそのコレステロール低下作用についてさまざま

な研究が行われてきたペクチンが、特定保健用食品として申請されていないのは、主

にその高粘度と高いゲル化能により、その機能を期待できるだけの量を食品中に添加

できないためではないかと考えられる。そこで本研究では、このペクチンの持つ優れ

た生理活性を保ちつつ、その物性を改良する方法について検討することとした。

ペクチンは一般に分子量 5"-'50万で、ガラクツロン酸およびそのメチルエステルが

α-1，4結合によって直鎖状に結合した高分子を主体とする多糖とされている。ペクチ
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Table 1. Classifica七ionof die七aryfiber 
based on chemical s七ruc七ure5

)

Bas工c S七ruc七ure Die七aryFiber 

1. Homoglucan (Straight chain type) 

Glucan Cellulose， Chiヒin，Laminaran 

Galac七an Agar， Carrageenan 

Mannan Mannan 

Xylan Xylan 

2. Homoglucan (Branched type) 

Galactan Galactan 

Mannan Mannan 

Arabinan Arabinan 

Fruc七an Levan 

3. He七eroglucan (Neu七ral)
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Glucuronomannan Cherry gum 

6. Aroma七ic compound L工gn工n

バ且寸



Table 2. Cornparison of dietary fiber's 
hypocholes七erolernicac七lVl七y7)

Cholesterol levels (も)
D工e七 group

Serurn L工夫rer

S七andarddie七

Choles七eroldie七

Bacterial gurn BP 

34犬 9女

100 100 

Konnyac rnannan 

↓λ

↓

沢

大

大

6

3

6

0

 

3

5

6

7

 

21犬

37犬

Guar gurn 

Carrageenan (Seakern) 

Carrageenan (Gelcarin) 

Pec七工n

49犬

58安

117 92 

72女 70安

m
 

g
 

n
 

e

a

 

七

e

a

b

 

e

n

 

十
}
・
工
↑
」

a

g

s

n

 

n

1ム

U

・工

・工

a

C

1

4

g

一

u

u

寸ム

a

o

n

A

N

L

工

Corn s七arch (α) 

Pota七o s七arch (戸)

74 

80 

84 

97 

98 

107 

114 

130 

119 

134 

89 

44犬

78安

m
 

g

F

 
A
 

d
 

目

m

s

g

 

d

l

e

 

n

a

s

 

・
工
・
工

0

1
ム

r

1

ム

a

e

n

u

 

m

↑」

a

1
ム

a

C

1

ム

ー

ム

h

a

y

e

 

T

B

X

C

 

113 

96 

80犬

114 

122 

108 

1ユ5

BP= Bacillus polymyχa 271， AF= Alcaligenes faecalis var. 
mvxoσenes. 
女 Significan七 differences for七hecholes七eroldieヒ group.

R
U
 



Reducing 

end 

外一一一一一

Cェ亡rusfor the S七ruc七ureof Pec七a七e of 

χ
0
 」。、.

9
υ
00

ト、.

r

一九
J
V

一hvuoin.

-TLi
A
 

ザ

A
U

・

ー占e
 

d
 

O
 

M
 

A
 

nノム

U.ェ
-
h
 

g
s
 

.
h
m
 .， 0， rhamnose; X， galac七urona七e;

s
 

y
r
 

↑」

a

-工

qd

↑」

u
n
s
 

e
 

d

l

 

-工

ar
 

k
七

r
u
 

a
e
 

M

n

 

キシロース、フコース、ラムノース、ガラクトース、ンの分子中にはアラビノース、

これらの中性糖は分子の中央部に集まっグルコースなどの中性糖も含まれているが、

(図 2)10.1九て存在することが明らかになっている

上述したようペクチンの持つ高粘度およびゲル化能はその高分子量に起因するが、

最初に分子量と生理にその分子量は生理活性にも影響している。そこで本研究では、

生理活性を保持したまま低分子化させる方法の可能

円。

粘度の相関関係を検討し、

性について吟味した(第二章) 0 

活性、



一般にペクチンはその大部分がガラクツロン酸のボリマーで構成されている o しか

し、小豆、いんげん豆の子葉には、ガラクトース、アラビノ ース、キシロースなどの

中性糖を主要な構成糖として含むにも関わらず、ペクチンと同様に分子の末端にポリ

ガラクツロン酸を持つ多糖が存在することが明らかになっているlヘ一方、大豆中に

も構成糖や結合様式などの有機化学的な研究のみで、分子全体の構造は明らかではな

いものの、ガラクトースやアラビノースを主成分として含み、ガラクツロン酸も含む

多糖が存在するととが既に報告されている川ヘ ペクチンの粘度は、分子の末端に存在

するガラクツロン酸の長いポリマー領域に起因すると考えられていることから、これ

らの多糖は低粘度であることが予測される。そこで第三章では、この種の多糖を現在

廃棄物として処理されている大豆おからから抽出、精製し、ペクチンと同様の構成単

位から構成されていることをまず立証した。次いで、第四章ではこの多糖を大量調製

し、その粘度と生理活性について検証した。

さらに、既に生理活性が認められているコーンヘミセルロースについて、現在でも

問題点として残されていたウロン酸部分の分析法を示し、より効率的な抽出方法の検

討を行った(第 5章) 0 

なお、ペクチンは一般にガラクツロン酸のポリマーとされており、アメリカの局方

CUSP)ではペクチンの純度としてガラクツロン酸 74%以上という規定を設定してい

る10)。そこで本論文ではガラクツロン酸を主成分とするものをペクチン、ペクチンと

同様に分子の末端にガラクツロン酸の鎖が存在するものの、構成糖としてはガラクツ

ロン酸よりも中性糖の方が多いものについては、ペクチン性多糖と呼ぶこととする。

-7-



第二章 レモンペクチンに関する研究

食物繊維は人の消化酵素では消化されない食物中の難消化性成分と定義付けられ

ており、セルロース、リグニン、ヘ。クチンなどの植物細胞壁成分のみならず、広くキ

チンやコラーゲンなどの不消化有機物を含むものである1ヘ 近年、これらは、便通改

善効果を初め、血中コレステロール上昇抑制作用などの種々の作用を有し、成人病の

予防などにも重要な役割を果たしていることが明らかになってきたlヘ

これらの食物繊維の中でも、ヘ。クチンは特に生理活性が強く、便通改善効果、血中

コレステロールレベルの上昇抑制効果、胆石形成の抑制効果、高血圧抑制効果など種

々の効果が報告されているが山9)、一方ではその高粘性や難溶解性などのためにゲル化

剤や乳酸菌飲料の安定剤などに利用範囲が限定されてきた。

この問題を解決するためには、ペクチンを低分子化し、低粘度でしかも溶解性の高

いペクチンを生成させればよいと考えられる。しかし Mokadyは、比粘度の高いペク

チンの方が低いものより生理的効果が強いと報告しており、ある程度の分子量は生理

活性の発現に必要だとされているへ

そこで我々はペクチンを飲食品に容易に添加できるほど低粘度にし、なおかつ生理

的作用が残存する限界分子量を明らかにすることを目的として、酵母の一種である

K1uyveromyces 企agilis20)の培養上清を粗酵素液として、市販のレモンペクチンの低

分子化を検討した2にさらに、粘度が急激に低下した直後の反応時間 2時間液と、反

応が分解限度まで進んだ反応 24時間液の 2つの分子量の異なる低分子ペクチンについ

て、ラットのコレステロール上昇抑制活性を検定し、その生理活性と分子量との相関

を明らかにしたmo

Q
U
 



， • 実験材料および方法

1-1 実験材料

本実験の基質としてレモンペクチン(和光純薬)を使用した。このレモンペクチン

は塩田らの方法によりエステル化度を測定したところ却、75.0%であった。また、レ

モンペクチン酸はこのレモンペクチンを畑中の方法で鹸化したものを使用した剖o す

なわちレモンペクチン溶液を 0.05NNaOH存在下で 4
0

C、90分鹸化させた後、酢酸

で速やかに pHを4.5に調整し、ペクチン酸溶液として酵素反応に供した。

その他の試薬も和光純薬の特級を使用した。

1-2 酵母の培養法20)および、粗酵素液の調製

K1uyveromyces fragilis JTF-1をショ糖 2%を含むじゃがいも煎汁寒天斜面培地

(pH 5.0)を用い、 270

Cで24時間培養した。得られた菌体の 1白金耳をぶどう糖

5%、リン酸アンモニウム 0.2%、リン酸カリウム 0.1%、硫酸マグネシウム 0.1%お

よび酵母エキス 0.4%を含む培地 50mlに接種し、 2 7
0Cで3日間静置培養した。こ

の培養物を 9，000Xgで 10分間遠心分離し、菌体を除去した培養上清を得た。この

培養上清はタンパク質含量が 0.45mg/mlであり、 0.167units/mlのエンド型ポリガ

ラクツロナーゼ (EC.3. 2. 1. 15.)を含んでいた20)。

1-3 低分子ペクチンの調製

レモンペクチン 100gを0.025M酢酸緩衝液 (pl-I4.8) 4 Qに懸濁し、これに粗酵素

液 1Qを加え、 400Cで 2時間あるいは24時間反応させた。 100
0

Cで 15分間加熱す

る事により酵素を失活させた後、得られた反応液をロータリーエバボレーターを用い
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6 OOCで濃縮後、濃縮溶液の 100倍量の脱イオン水に対し一晩透析し、さ らに凍結

乾燥することにより低分子化ペクチンを調製した。

1-4 分子量の測定

レモンペクチンおよびペクチンの酵素分解物の分子量は、 TSK-gelG4000PW (7.6 

X500 mm)によるゲルろ過により測定した。検出器は示差屈折計、溶媒は 0.05M酢

酸緩衝液 (pH4.0)、流速は1.0ml/min、カラム温度は 5OOCであった。

1-5 ガラクツロン酸/中性糖比の測定

ガラクツロン酸/中性糖比の測定は、レモンペクチンについて松橋らの酵素-HPLC

法却で行った。すなわち、 ドリセラーゼ(協和発酵)でペクチンを完全分解後、

Shodex SUGAR SH-1821による HPLC分析によりガラクツロン酸と中性糖含量を

それぞれ測定した。

1-6 粘度の測定

粘度はE型粘度計(東京計器)を用いて 5%溶液について 22
0

Cの恒温室中で測定

した。

1-7 生理活性の検定

1) 動物実験 低分子ペクチンの生理活性の検定は、 Sprague-Dawley (SD)系ラッ

ト(チャールズリバー)を用いて、コレステロール代謝への影響を検定する辻らの方

法26) を改変して行った。 3週齢の SD系雄性ラットを市販の固形飼料(オリエンタル

酵母、固形飼料MF)で四日間飼育した後、平均体重が等しくなるように 5群に分け
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Table 3. Composition of the die七s (宅)

Cons七工七uen七S
Basal Choles七erol
diet die七

Pec七工n
die七

MP die七 LP die七

Case工n 22 22 

9 9 

22 

9 

22 

9 

門
ノ
ム

Q
J

nノ
ム

Lard 

Corn oil 1 1 1 工 ユ

Sal七
mlX七ureal 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 

V工七am工n
mix七ureal 1 1 1 1 エ

Choline 
chloride 

0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

Choles七erol

Na-chola七e

1 

0.25 

1 

0.25 

5 

l 

0.25 

l 

0.25 

Pec七工n

MP R
J
 

Sucrose 63.30 62.05 57.05 57.05 

5 

57.05 

LP 

a) Mineral and vi七aminmixtures was the same composi七lons as 七hose
recommended by the American工ns七i七U七eof Nutri七ion (A工N-76)27l.

Abbrevia七ions: MP， m工ddlemolecular weigh七 pec七工n; LP， low 
molecular weight pec七ln.

た。その後、それぞれの群に Table3に示した配合の飼料のひとつを与え 27日間飼

育した。採血は試験期間中は一夜絶食後午前 9時に尾静脈から、又、最終日には6時

聞の絶食後、腹大静脈から全採血を行い、常法により血清を調製した。また、屠殺後

に肝臓および盲腸を摘出した。肝臓は生理的リン酸緩衝液で還流後、ろ紙で、余分な水

分を吸いとり、重量を測定した。盲腸は全重量と内容物と組織器官(盲腸壁)のそれ

ぞれの重量を測定した。

2) 盲腸内容物のpHの測定 盲腸内容物を蒸留水で懸濁後、電極を直接懸濁液に挿入

-11-



することにより測定した。

3) コレステロール含量の測定 血清はそのまま酵素法で総コレステロール濃度を、

肝臓は Folchらの方法で脂質成分を抽出後初、酵素法で総コレステロール濃度を測定

した。総コレステロール濃度は「デタミナーTC5J (協和メデ、ツクス)で測定した。

体重、肝臓と盲腸の重量はそれぞれ 1匹ずつ、飼料の摂取量は各群ごとに測定した 0

4) 統計処理 データは分散分析を行った後に、 Tukey-Kramer法を用いて各群間

で平均値の差の検定を行った。
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2. 実験結果

2-1 レモンペクチンの低分子化とその生理活性

(1) ペクチンの低分子化

酵母 K1uveromycesfragilisは、エンドポリガラクツロナーゼを生産することが知

られている O そこでこの酵母の培養上清を粗酵素液として用い、レモンペクチンの低

分子化を行った。加水分解反応は 10時間後にほぼ平衡に達し、分子量が 66，000、粘

度が 5mPa.s程度で分解が停止した (Fig.3) 0 2 4時間反応させたものの HPLC

クロマトグラムを Fig.4に示す。対照としてはペクチンをアルカリ鹸化することによ

• Molecular weight 
ぜ，。圃 ・h

60 
一一一0一一 Viscosity 60 

a 伊帽

守圃

、〉.. 〈，， ... 
ε z 

切。40 
言

40 ~ 同

〉国O U 曲

‘偲圃

コU 曲。20 
20 

言

O O 
O 10 20 

Time (h) 

Fig. 3. Enzymatic Degradation of Ci七rus Pec七in.

A reacヒionm工X七urecon七a工n工ng4 1 of 2宅 citrus
pec七inin 0.025 M ace七a七ebuffer (pH 4.8) and 1 1 of 
crude endopolygalac七uronasesoluヒionfrom 
Kluveromyces fragilエsJTF-ユwas 工ncuba七eda七 400c. 
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PA PN. 

。ωcoaωω
』

LPA LP 
』

O
H
O
O
H
O
O

20 20 10 O 
10 O 

Retention time (min) 

Fig. 4. Gel Fil七ra七ionChromaヒogramsof Pecヒin (PN)， Pecヒa七e (PA)， 
Low Molecular We工gh七 Pec七工n (LP)， and Low Molecular We工gh七 Pecta七e
(LPA) . 

町立n;
0.05 
1.0 

Vo 

Opera七ingcondi七ions: column， TSK-gel G4000PW， 7.6 x 600 
pre-column， TSK-gel guard column， 7.6 x 50 mm; mobile phase， 
M ace七a七e buffer， pH 4.0; column七emperaヒue，50oC; flow ra七e，

ml/min; deヒec七er，R工 injec七ion，50 μ1 of 七hereac七ionmixture. 

and Vf indicate void volume and七0七al fluid volume， respec七ively.
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り調製したペクチン酸を同様に反応させたものを示した。ペクチンとペクチン酸はそ

の大部分が voidvolumeに溶出し、 bedvolumeより後には反応に用いた酢酸など

のピークが認められた。ペクチン酸は分子量約 136，000の小さなピークと分子量

10，000以下の大きなピークに分解するのに対し、ペクチンでは分子量 66，000を中心

とするピークが検出された。

(2) 低分子ペクチンの調製

以上のような K.fragilis粗酵素液のペクチンに対する反応特性を利用し、反応時間

が異なる 2種の低分子ペクチンを調製した。両標品の特性の分析値を Table4に示

す。反応 2時間の標品 (MP)、反応 24時間の標品 (LP)の回収率はそれぞれ 63.9%と

58.3%、ゲルろ過でのメインピークの分子量は 185，000と66，000、ガラクツロン酸

含量は低分子化が進むに連れて僅かに減少した。また粘度は元のペクチンに比べかな

Table 4. Proper七iesof ci七ruspec七in， middle 
molecular we工ghtpect工n (MP) and low 

molecular weight pectin (LP) 

Pec七工n MP LP 

Degrada七lon七lme
2 24 (hr) 

Recovery (w七.も) 63.9 58.3 

Molecular weigh七 75.0 X 104 18.5 X 104 6.6 X 104 

Galac七uronate
con七en七

87.6 85.6 80.3 
(も， on七otal
sugar) 

V工scos工七y
(mPa's， 5宅 319.2 47.5 16.0 
solu七ion)
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り低粘度になっていた。

(3) ペクチンの分子量と生理活性の相関

3週齢の SD系雄性ラットを 1週間市販の固形飼料で予備飼育後、平均体重がほぼ

同じになるように群分けし、各群を Table3に示した組成の飼料で 27日間飼育し、

その影響を見るという方法で各標品の生理活性の検定を行った。飼料の組成は、基準

食にコレステロール 1%、コール酸ナトリウム 0.25%を加えたコレステロール付加食

をコントロールとし、その組成にペクチン、 MP、LPをそれぞれ5%ずつ添加したも

のを試験食とした。

始めに各群の体重、飼料摂取量、肝臓重量、盲腸重量などを Table5に示す。体重

増加量、飼料摂取量、飼料効率はいずれもほぼ同じ値を示しており、各群問で大きな

差は認められなかった。

次ぎに、試験終了後に摘出した肝臓の重量を見ると、コレステロールの付加による

重量の増加がペクチンを加えることにより抑制されているのに対し、 MPおよび LPで

は僅かな抑制しか見られず、有意な差を認めるには至らなかった。

盲腸についてみると、盲腸重量、特に内容物の重量はペクチンの添加によりわずか

に増加しているが、との増加は低分子化するととにより更に促進された。ペクチンの

添加による盲腸壁の重量増加効果は、 MPでは保持されているものの LPでは失われて

いた。また、盲腸の内容物の pHについては、 2種の低分子ペクチン群ではペクチン

と同じレベルまで低下していた。

更に血清中および肝臓中のコレステロールレベルの変化を調べた。血清中のコレス

テロール濃度の変化を Fig.5に示す。分子量 185，000のMPでは元のペクチンと同

様に試験開始直後からコレステロールの上昇抑制効果が認められた。一方、分子量
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Table 5. Effects of pec七in，MP， LP， and 0七herdiets on 
body weighヒ， food in七ake，liver weight ， liver 

No.of ra七s

Ini七ial
body 
wt. (g) 

Body w七.

galn (g) 

Food intake 
(g) 

Body w七.

gain/ food 
ln七ake

L工ver

Liver w七./ 

100 g of 
body w七.

L工夫rer
cholesterol 
(rng / li ver) 

Cecurn 

Total w七.

(g) 

Con七en七 W七.

(g) 

Wall w七.
(g) 

Con七en七 pH

cholesterol level， and cecum weigh七 ofrats 

Basal 
diet 

6 

89+ 2 

191 + 7 

404+14 

0.47土 0.01

6.0+0.2a 

71 + 9a 

1.88+ 

o .ユ3a

1.33 + 

o .17a 

0.58+ 
0.03a 

7.37+ 
0.09c 

Choles七erol
Pec七indie七 MP die七 LP die七

diet 

6 6 6 9 

88+ 2 89+ 2 88+ 2 89+ 2 

185+ 6 186+ 8 177+ 5 188+ 6 

387 + 13 406 + 10 380+13 412 + 11 

0.48+0.02 0.46+0.01 0.45+0.03 0.46+0.01 

7 . 7 + O. 2b 6.6+0.2a 7.5+0.1b 7 .2 + O. 2b 

1341+ 52c 710+68b 1140 + 100c 1256+ 59c 

1.93+0.12a 3.78土o.71ab 5.03+1.13b 4.97+0.58b 

4.00+ 4.01 + 
1 . 4 7 + 0 . 10 ab 2 . 8 7 + 0 . 7 5 abc 

1.06bc 0.52c 

0.48+0.03a 0.84+0.03b 0.91+0.08b 0.50土 0.06a

7.00土 0.05b 6.51+0.06a 6.46+0.06a 6.51+0.08a 

Each value is rnean 土SEM. Values 工n the sarne line wi七hou七 cornrnon
superscrip七 le七七ersdeno七e sign工f工can七 d工fference (p<0.05). 
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Fig. 5. 工nfluenceof Pec七in， MP， LP and 0七herDie七s on 
Serurn Choles七rolLevel in Ra七s.

Each poin七 is 七hernean of 6 七o 9 rats and ver七icalbars 
represent SEM. ム， Basal die七~， cholesterol die七s; ・，

pec七indie七s; 0， MP die七;ロ， LP diets. Values in the 
sarne period wi七hou七 cornrnon superscrip七 le七七ersdeno七e
significan七 difference (p<O.05). 

66，000の LPでは試験開始直後は効果が認められなかったものの、試験が進むに連れ

て上昇が抑制され 19日目には有意な差が認められた。なお、最終日の採血ではいず

れの群でも 25日目の採血よりも高い値が得られているが、これは尾採血と全採血と

いう採血法の違いに起因するのではないかと推測している o

次に飼育終了後に摘出した肝臓内へのコレステロールの蓄積量を検討すると (Table

5)、コレステロールの添加による肝臓へのコレステロールの蓄積はペクチンを加える
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ことにより抑制されるが、この抑制は MP.LPでは僅かしか見られず、有意な差とし

ては認められなかった。この結果は先程述べた肝臓重量のデータとも一致した。

3. 考察

ペクチンは食物繊維として優れた生理活性、特に血中のコレステロール上昇抑制活

性を持つことが知られている叶18)。食物繊維のコレステロールの上昇抑制活性は分子量

と相関することが報告されているが9.29)、ペクチンでは、 Mokadyにより比粘度が高い

ペクチンの方が低いものよりラット血中コレステロール低下作用が強いという報告は

あるものの8)、まだその生理活性と分子量の詳細な相関については明らかにされていな

い。そこで著者はペクチンを 2つの異なる分子量に低分子化し、それぞれの生理活

性、特に体内のコレステロール上昇抑制活性について検討した。

ペクチンの低分子化の方法としては、 K. fragilisの培養液上清を粗酵素液として用

い、部分分解させる方法を採ることとした。この酵素液をレモンペクチンに作用させ

ると分子量約 66.000で、加水分解が停止するのに対し、レモンペクチンを脱エステル

化したペクチン酸に対しては、その大部分は分子量 10，000以下のフラグメントにま

で分解が進んだ。 K.fragilisのエンドポリガラクツロナーゼは、ペクチン酸に作用し

トリガラクツロン酸を主に遊離すると報告されているが30)、ペクチン中ではこの酵素

が作用できる部位が分子量約 66，000ごとにのみ存在していることが示唆される。

Dar丸rillらはペクチン中のエステル基がブロック化して存在していることを示唆してい

るが31)、今回のデータはそれを支持するものである o De Vriesらは、リンゴペクチン

を構成するガラクツロン酸のエステル基の有無はリンゴ中のペクチンエステラーゼに

よるカルボニル基の脱エステル化により起こり、また、リンゴペクチンのエステル基
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のブロック化は、その酵素の特異性によると報告している泊。柑橘類の酵素の場合に

も松浦により同様の特異性を持つという報告がある却。それゆえにレモンペクチンの

場合にも同様のメカニズムによりブロック化されて脱エステル化されていると推測し

ている o

酵母の酵素をレモンペクチンに作用させた場合、粘度は分子量 15万まで急激に低下

し、その後はゆるやかに低下して、分子量約 6万で分解が停止した (Fig.1) 0 そこ

で著者は分解が平衡に達した分子量 66，000の低分子量ペクチン (LP) と、粘度が急

激に低下した直後の分子量 185，000の中間分子量ペクチン (MP)について標品を調

製し、その物性、および生理活性を検討することとした。

それぞれの低分子ペクチンの粘度は 5%溶液で、 22
0Cにおいて元のペクチンの 1/6

(MP)、および 1/20(LP)に低下した。また、もとのペクチンは数%までしか溶解

しないのに対し、低分子化したペクチンは 10%以上の高濃度でも溶解させることが

可能である o

血中のコレステロール値の変化 (Fig.3)は、 MPでは試験開始直後から元のペク

チンとほぼ同じ挙動を示したのに対し、 LPでは試験開始直後はその効果が表れず、試

験期間が進むにつれてしだいに効果が表れた。この結果は、ペクチンの持つ即効的な

血中コレステロール上昇抑制効果には少なくとも LPの 66，000よりも大きい分子量が

必要であること、しかし飼料摂取が長期間に及ぶ場合には LP程度の分子量でも十分

な効果があることを示唆している。一方、肝臓へのコレステロールの蓄積では、 MP、

LPともに抑制効果を失っており、低分子ペクチンは、血液中と肝臓内でそれぞれ別の

影響を示すことが明らかになった。

食物繊維のコレステロール上昇抑制活性の発現機構としては、コレステロールの吸

収抑制川5)あるいは腸内細菌により生産される短鎖脂肪酸によるコレステロール合成抑
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制36，37)が報告されている o そこで本章ではその解析の一助として盲腸の重量とその内容

物の pHを測定した。盲腸およびその内容物の重量はペクチンを加えるととにより増

加したが、ペクチンを低分子化することによりさらに、特に内容物の重量が増加し

た。一方、ペクチンで見られる盲腸壁の重量増加は、 MPでは保持されているものの

LPでは観察されなかった。大豆のヘミセルロースの場合には、腸管細胞の増殖に関わ

る酵素が活性化すると報告されているが刻、これらの酵素の活性化においてもやはり

分子量による相違があることが推測される。内容物の pHについては、 MP、LPとも

にペクチンと同様に低下しており、腸内細菌による短鎖脂肪酸の生産が、ペクチンと

同様に活性化されていることが示唆される o

以上のように我々はK.fragilisの酵素を用いて調製した 2種の分子量の異なる低分

子ペクチン (M[P，LP)を用いて生理作用の検定試験を行い、食物繊維としての生理作

用、特にコレステロール上昇抑制効果を保持したペクチンの分子量の下限を明らかに

した。

4. 要約

エンド型のポリガラクツロナーゼを生産する酵母 K1uyveromycesfragilisの培養

上清を組酵素液として用い、市販のレモンペクチンを pH4.8で400C、2時間および

24時間加水分解することにより、分子量 185，000 (MP)および 66，000 (LP)の二

種の低分子ペクチンを調製した。これらの低分子ペクチンの生理活性は、高コレステ

ロール食に各低分子ペクチン5%を含有させた飼料を SD系ラットに 27日関与え、血

中コレステロール含量、肝臓内コレステロール含量、盲腸重量および盲腸内容物の pH

などを測定することにより検定した。その結果、
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1. 低分子ペクチンの粘度は元のペクチンの 1/6(MP)、および 1/20(LP)に低下

した (5%溶液、 220

Cにおいて) 0 

2. いずれの低分子ペクチンとも盲腸重量の増加、盲腸内容物のpHの低下を認め

た。

3. LPでは血中コレステロール濃度の上昇抑制効果が失われていたが、 MPでは保持

していた。また、レモンペクチンの添加による肝臓重量のコレステロール添加に

よる増加の抑制、肝臓へのコレステロールの蓄積を抑制する効果は MP、LPとも

認められなかった。
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第三章 大豆ペクチン性多糖の構造に関する研究

おからは、大豆から蛋白質、油脂等を採取した後に得られる、 豆乳を除いた残さで

あり、ペクチン様の多糖類を主成分とする食物繊維に富んでいるため、その利用の研

究が進められている 39-41)。この大豆の酸性多糖については構成糖、結合様式などの有機

化学的な研究が既に報告されており、この多糖が果実ペクチンなどとは異なり中性糖

を多く含むユニークな構造を持つことが明らかにされている川5.42.43)o

一方、ペクチン性多糖は一般に直鎖のガラクツロナン (GN)領域と分岐したラムノ

ガラクツロナン (RG)領域からなっている44-49)。そのGN領域の分子内分布と量、 R

G領域から分岐する側鎖中のアラビノガラクタンの構造については、酵素の分解限度

をHPLCで分析する方法で調べられている48-51)。しかし、大豆多糖のより詳細な分子

構造は、 RG領域から分岐する側鎖中のガラクトースが単一のボリマーから構成され

ていることを示唆した報告を除くと机51)、まだあまり検討されていなし~o

著者は、大豆おからの有効利用を目的とした一連のペクチン性多糖の研究に着手し

たが、本章では大豆おからからのペクチン性多糖の抽出、精製条件を検討し、さらに

この精製した大豆ペクチン性多糖に基質特異性の異なるヘミセルラーゼおよびペクチ

ナーゼを作用させ、分子レベルでの構造について検討した山ヘ

今
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1. 実験材料及び方法

1-1 実験材料

ペクチン性多糖を得るために用いた乾燥大豆おからは、みすず豆腐(株)から贈与

されたものを使用した。酵素の基質として用いたポリガラクツロン酸としては、酸不

溶性ペクチン CT.lP、レモン)を21J)、ヘミセルロースとしては、アラビノ-3，6-ガラクタ

ン(カラマツ)、ビートアラビナン51J)およびコーンヘミセルロース55)を使用した。

架橋細胞壁 (CLCW)は畑中らの方法56)で調製したものを使用した。すなわちアル

カリ鹸化したハッサク果皮中のアルコール不溶成分に、エピクロロヒドリン、 DMSO

を加え細胞壁中の高分子同志を架橋させた後に、洗浄により微粒子を取り除いたもの

を用いた。

1-2 酵素の調製法

Exopolygalacturonase Cexo-PG， EC 3.2.1.67) は西洋人参から5ぺendo-

polygalacturonase Cendo-PG， EC 3.2.1.15)はK.fragilisの培養上清から2ヘ井上

らの方法でそれぞれ精製した。

Exopolygalacturonate lyase Cexo-PGL， EC 4.2.2.9)は、家護谷らの方法闘を改変

し、 架橋ペクチン酸を CLCWに置き換えた方法で精製した。ドリセラーゼは協和発

酵より贈与されたものを、松橋らの方法で低分子成分を除去したものを用いた2ヘ市

販の酵素剤としては、セルラーゼA アマノ 3 C天野製薬、 Aspergillusniger由来)

を使用した。

1-3 大豆ペクチン性多糖の抽出法

2%ヘキサメタリン酸溶液の液量を 250mlに固定し、乾燥おからの量を 5g、10g 

と変化させた。 800C、3.5時間加熱した後に、さらしでろ過することにより抽出画分
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と残さに分けた。残さはさらに新しいヘキサメタリン酸ナトリウムで抽出を 2回繰り

返し、計3回抽出を行った。各抽出液は流水中で 1晩透析し、抽出液中の低分子化合

物を除去した後に、エバポレーターで濃縮、さらに脱イオン水に対して透析した。こ

の試料に 70%になるようにエタノールを加え、室温で 1時開放置することにより沈澱

を得た。との沈澱を 80%エタノール、 99%エタノール、アセトンで順次洗浄した後に

風乾させて大豆ペクチン性多糖の標品とした。

1-4 DEAE-セルロースクロマトグラフィーによる大豆ペクチン性多糖の精製

多糖の精製は、従来から中性糖を多く含むペクチン性多糖の精製に用いられている

酸性条件下での DEAE-セルロースクロマトグラフィーと59.60)、アルカリ条件下での

DEAE-セルロースクロマトグラフィーによって行った。

1 )酸性下の方法、展開剤:リン酸緩衝液、 pH6.0 59) 

0.02Mリン酸緩衝液 (pH6.0)で平衡化した DEAE-セルロース (0.9meq./g，

Brown Co.)のカラム (3x 18 cm)に、 200mgの大豆ペクチン性多糖を含んだ

0.02Mリン酸緩衝液 (pH6.0) 400mlを添加した。同緩衝液で充分にカラムを洗浄し

た後、同緩衝液 450mlから0.6MNaClを含んだ 0.02Mリン酸緩衝液 450mlへの勾

配溶出により、吸着成分を溶出した。続けて、 O.lNNaOHによる溶出を行った。流

速 2.0ml/rnin、フラクションの液量 10ml/tubeとした。

各フラクションはフェノール硫酸法61)により全糖量を、硫酸カルバゾール法ωlこより

ウロン酸含量を測定し、必要画分を集めて流水中および、脱イオン水で透析した後、

70%になるようにエタノールを加え、多糖の沈澱を得た。沈澱を遠心分離により回収

した後、沈澱を 70%エタノール、エタノール、アセトンで順次洗浄し風乾させ大豆ペ

クチン性多糖試料とした。

2)アルカリ性下の方法、展開剤:炭酸緩衝液、 pH9.0→11.0ω 

0.02M NaHC03で平衡化した DEAE-セルロース (3x 18cm) に、 200mgの大豆
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ペクチン性多糖を含む 0.02MNaHC03 400mlを添加し洗浄後、 0.1M NaHC03 

450mlから 0.11¥1Na2C03 450mlへの pH勾配により溶出した。最後に O.lNNaOH 

により溶出した。流速は 2.0ml/min、フラクションは 10ml/tubeとした。

3画分にプール後、Amber1iteAG IR-120 (H+) を加え pHを4にまで下げ、ロー

タリーエバポレーターで濃縮、 70%エタノールで沈澱化、沈澱を70%エタノール、ェ

タノール、アセトンで}I債に洗浄し大豆ペクチン性多糖の試料とした。

1-5 タンパク質含量の測定法

タンパク質含量はローリーらの方法制で測定した。

1-6 大豆ペクチン性多糖の分子量の測定法

大豆ペクチン性多糖の分子量は HPLCによるゲルろ過で測定した。その測定条件を

下に記す。

Column， Asahipak GS-710 (7.6X500mm); pre-column， Asahipak GS-20G 

(7.6X50mm); solvent， 0.02M acetate buffer (pH6.0); column temperature， 

room temperature; flow rate， 1.0ml / min; detector， RI; injection， 50μl 

1-7 ウロン酸、中性糖含量の測定法

酵素-HPLC法によるウロン酸、中性糖含量の測定は松橋らの方法25)~ご従った。すな

わち、限外ろ過により低分子化合物を除去したドリセラーゼを、多糖試料に 380

Cで

48時間反応させた後、反応液を MolcutIIGC (Millipore)で限外ろ過し、そのろ液を

Shodex SH1821を用いた HPLC法で分析した。 Column，Shodex SUGAR SH 

1821 (8x300 nlm); pre-column， Shodex SUGAR SH1011P (6x50 mm); column 

temperture， 40oC; flow rate， 1.0ml/min; mobi1e phase， O.OOlN H2SO'1 
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1-8 中性糖組成の分析

1Nトリフルオロ酢酸 (TFA)中で 1000C、2時間加湿することにより多糖試料を

加水分解後円 アルジトールアセテート化し GLCを用いる日下部らの方法で中性糖組

成を分析した。内部標準として α-メチル-s-D-グルコシドを用いた66)0 GLCの条件

は以下の通り o Column， 3% ECNSS-Mon Gas CHROMQ， 60-80 mesh (3 x 2000 

mm); detector， FID; column temp.， 170→200
0

C (l
O

C/min) ; injection temp.， 250C 

carrier， N2 (flow rate 30 ml/h) 

1-9 多糖加水分解酵素活性の測定法

酵素活性の測定法は、改変ソモギ一法による放出還元糖の定量(以下改変ソモギー

法) 67)を用いた。酵素活性は 1分間に 1μmolの還元糖を放出する量を 1unitとして表

した。

1-10 セルラーゼAの各酵素活性への分画法

セルラーゼAアマノ 3の熱処理を行った後、 DEAE-Toyopearl 650Mによるクロ

マトグラフィーにより 3酵素画分得られた。すなわち、セルラーゼAを水に懸濁、遠

心分離により不溶物を除去した後、 PM-10を用いた限外ろ過により 0.05M酢酸緩衝

液 (pH6.0) に置換しながら濃縮し、 60
0

Cで 20分間加熱処理を行った。この処理液

の pHを 7.0に調整した後、 O.OlMTris-HCl緩衝液 (pH7.0)で平衡化した DEAE-

Toyopearl 650Mのカラムに添加し、同緩衝液でカラム洗浄後、塩化ナトリウムの直

線的濃度勾配 (0→0.5M) により酵素を溶出した。大豆ペクチン性多糖を基質として

用いた酵素反応後、生成物を HPLC分析しその結果から判断して、 F1，F2，F3と名

づけた酵素の 3画分を得、さらに以下の方法で各画分を精製した。

7
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1-11 3酵素画分の部分精製

1) F1画分の精製:F1画分中の exo型ガラクタナーゼは以下の方法で精製した。

DEAE-Toyopearl 650Mクロマトグラフィーにより得られた F1画分を、限外ろ過に

より 0.02M酢酸緩衝液 (pH4.0)に交換後、 4Mになるように NaClを加えた

(520ml) 0 これを 4MNaClを含んだ 0.02M酢酸緩衝液 (pH4.0)に平衡化した

Butyl-Toyopear1650Cカラム (2X20cm)に添加した。次いで NaClの直線的濃度

勾配 (4.0→OM) により溶出した。ガラクタナーゼ活性は溶出画分に認められたの

で、回収後限外ろ過により 0.02M酢酸緩衝液 (pH4.0)に交換、濃縮した。これを同

緩衝液に平衡化した架橋細胞壁 (CLCW)カラム56，68) (3 X 17cm)に添加、洗浄後、

0.5M NaClを含む 0.05M酢酸緩衝液 (pH4.5)で溶出させた。活性を含む画分を集

め限外ろ過により濃縮後、 0.25M NaClを含む O.OlM酢酸緩衝液を展開剤とした

Sephacryl S-200 (1 X 92cm)カラムによるゲルろ過を行い、 exo型ガラクタナーゼ

標品を得た。

2) F2、3画分の精製. exo型のアラビナーゼを含んだ画分である F2画分、 endo

型のガラクタナーゼを含んだ画分である F3画分の精製は、 DEAE-Toyopearlクロ

マトグラフィーにより得られた各画分を、それぞれ CLCWによるアフィニティクロマ

トグラフィーとゲルろ過によって行った。以上の過程は CLCWカラムのサイズを 3X

12 cmとした他は、 F1画分と同様であった。

1-12 酵素の分子量の測定

1) SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)による分子量の測定:

SDS-PAGEは、Laemiliの系で SDS濃度 12%の分離ゲ、ルで行った(9)。分子量マー

カーとしては SDS-PAGE用分子量マーカー(ファルマシア)を使用した。

2)ゲルろ過による分子量の測定70): Sephacryl S-200 ( 1 x 92 cm)によるゲルろ過

の溶出位置から算出した。マーカーとしてはホスホリラーゼ (94，000)、牛血清アルブ
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ミン (68，000)、卵白アルブミン (45，000)、キモトリプシノーゲン (27，500)を用い

た。

1-13 多糖分解限度の HPLCによる測定

1 )ヘミセルラーゼ分解限度の測定:ペクチン側鎖分解酵素を含む F1画分と F2画

分を使用し、前述の HPLC法による中性糖の含量測定(本章 1-7)の条件を用い分解

産物であるガラクトース、アラビノースを定量することにより行った。酵素液 100μl

を、 最終濃度が 0.5%大豆ペクチン性多糖、 0.1%グリセロールを含む 0.05M酢酸緩

衝液 (pH4.0)になるように調製した反応液 900μlに加え、 350Cで 48時間反応させ

た後、 MolcutII GC (分画分子量 1X10tl、Millipore) により限外ろ過し、ろ液 50μl

をHPLCで分析し、中性糖とガラクツロン酸を定量することにより分解限度を測定し

た。

2) ペクチナーゼ分解限度の測定:ペクチナーゼによる分解限度の測定は松橋の方

法49)に従った。

Exo-PGの場合は、基質 0.1%、 exo-PGO.lunits / ml、グリセロール(内部標

準) 0.1%および酢酸緩衝液 (pH5.0) 0.05Mになるように反応液を調製し、 350Cで

48時間インキュベートした。反応液は MolcutII GCでろ過後、上記の系の HPLCで

ガラクツロン酸として定量した。

Exo-PGLの場合は、ペクチン性多糖 0.1%、exo-PGL0.1 units / ml、グリセ

ロール 0.1%およびトリス一塩酸緩衝液 (pH8.0) 0.05Mを含む反応液を、 350Cで 48

時間インキュベートし、 MolcutII GCでろ過し、ろ液を HPLC分析に供し、 4，5-不

飽和ジガラクツロン酸として定量した。

Exo-PGとendo-PGの共同反応は、 exo-PGの反応液組成に endo-PG0.1 units 

/ mlを加えた反応液で、 exo-PGと同様の方法で実験した。
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2. 実験結果

2-1 大豆ペクチン性多糖の抽出、精製

(1) 抽出条件の検討

加える 2%ヘキサメタリン酸溶液の液量を 250rn1に固定し、乾燥おからの量を 5

g， 10gと変化させた際の各抽出画分のウロン酸含量と蛋白質含量を定量し、その結果

をFig.6に示す。 5gのおからからスタートした場合にはウロン酸含量が 1回目で最

大になるのに対し、蛋白質含量の目安である 280nmにおける吸光度は、抽出回数を

増すに連れて増加し 3回目の抽出画分が最も高かった。一方、 10gおからからスター

トした場合には、 1回目の抽出画分ではウロン酸含量、蛋白質含量とも低く、 2回目

の抽出で最大となった。この結果は今回使用した乾燥おからでは、膨化のために初め

にある程度の量の溶媒をおからに吸収させる必要があることを示唆している。

以上の結果から、 2%ヘキサメタリン酸ナトリウム水溶液を乾燥おから重量の 50倍

溶量加え、 800Cで 3.5時間加熱することによって、ペクチン性多糖を効率的に抽出で

きることが明らかになった。また、三回の繰り返しでほぼ完全に抽出できた。

次ぎに、このデータを基にして 6倍のスケールアッフを行い、 2-2以降の実験の標

品を調製した。抽出液は、流水で透析、濃縮、脱イオン水に透析後、 70%エタノール

でペクチン性多糖を沈澱させ、さらに沈澱を 80%エタノール、 99%エタノール、アセ

トンで洗浄しペクチン性多糖標品とした。 1回目の抽出液から 4.89g 、2回目の抽出

液から 1.02g 、3回目の抽出液から 0.83gが得られ、総計は 6.74g (収率 22.47

%)であった。
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(2) 大豆ペクチン性多糖の精製

炭酸緩衝液などのアルカリ条件下での DEAE-セルロースクロマトグラフィーは、

よい分離能を持つことが報告されている63)が、ペクチンの脱エステル化反応やs-脱離
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反能が起こるためにペクチンの構造分析に用いることは出来ず、この目的ではリン酸

や酢酸などの酸性緩衝液が展開剤として用いられてきた。本節では pHの異なる展開

剤での DEAE-セルロースクロマトグラフィーを行い結果を比較した。

リン酸緩衝液を展開剤として用いた DEAE-セルロースクロマトグラフィーの結果

をFig.7. Aに示す。大豆ペクチン性多糖は、カラムを素通りした中性多糖画分 (P-

NPS) とNaClの濃度勾配により溶出した酸性多糖画分 (P-APSl) とNaOH溶液に

より溶出した酸性多糖画分 (P-APS2)の三画分に分かれて溶出した。 NPSが

20.2mg、APSlが 198.3mg、APS2が42.7mg得られた。

次に炭酸緩衝液を展開剤として用いた DEAE-セルロースクロマトグラフィーの結

果を Fig.7.Bに示す。大豆ペクチン性多糖は、中性多糖画分 (C-NPS) と、炭酸緩衝

液の pH勾配によって溶出した 2つの画分 (C-APSl、C-APS2)に分画でき、

NaOH溶液では溶出しなかった。 C-NPSが 17.0mg、 C-APS2が 92.0mg得られた

が、 C-APSl画分は 70%になるようにエタノールを加えても沈澱しなかったため、

9.1mlにまで濃縮して以下の実験に供した。

得られた 6つの画分の成分分析の結果を Table6に示す。抽出物に比べ DEAE-セ

ルロースクロマトグラフィーによりいずれの画分も蛋白質含量を減少させることがで

きた。ガラクツロン酸含量と中性糖含量を、酵素分解-HPLC法で分析した結果をみ

ると、リン酸緩衝液では、 P-APSlとP-APS2の画分にガラクツロン酸が分かれて溶

出したのに対し、炭酸緩衝液ではガラクツロン酸の大部分は C-APS2に溶出した。リ

ン酸緩衝液で精製した場合に得られる主要画分 P-APSlが、炭酸緩衝液を展開剤とし

て用いた場合には、ガラクツロン酸を多く含む画分と少ない画分に分かれて溶出して

いると考えられる。このようによい分離を示した炭酸緩衝液を展開剤とする各画分の

特性についてさらに分析した。

Table 7にC-NPS、 C-APSl、C-APS2各画分の中性糖組成を示す。 DEAE-セ

ルロースクロマトグラフィー前の分析結果では、 Gal、Araが主要な構成糖であっ
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Pec七lCSoybean of Chrorna七ographyFig. 7. DEAE-Cellulose 
Polysaccharide. 

6.0 (A) The ex七rac七 (0.05も solu七工onin 0.02M phospha七ebuffer， pH 
400 rnl) was added七o a DEAE-cellulose colurnn (3.0 x 18 crn) 

equilibra七edwi七h 七he sarne buffer. The column was elu七ed
successively wi七h 0.02 M phospha七ebuffer (pH 6.0)， a linear 

gradien七 ofNaCl (0→0.6 M) 工n 七hesarne buffer， and 0.1 M NaOH. 
Frac七ions of 10 rnl each were collec七ed.
(B) The ex七rac七 (0.05宅 solu七工onエn 0.02 M NaHCOJ 400 rnl) was 
added七o a DEAE-cellulose column (3.0 x 18 crn) equilibra七edwiヒh
七he sarne solu七ion. The colurnn was elu七edsuccessively wi七h O. 02M 

NaHCOJ， a pH grad工en七 ofb工carbonaヒebuffer (0.1 M NaHCOJ→0.1 M 

Na2COJ)， and O. 1 M NaOH. Frac七工onsof 10 rnl each were collec七ed.
0，七O七al carbohydra七e con七en七 ; ・ uronaヒe con七enヒ.
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Table 6. Fractionation of soybean pec七icpolysaccharides by 
DEAE-Cellulose chroma七ography

Sugar Composi七ionC
)

Fraction Yielda
) Pro七einb

) 宅)

No. 

Hexame七aphosphate

ex七rac七

P-NPS 

P-APS1 

P-APS2 

Bicarbona七e

buffer 

C-NPS 

C-APS1 

C-APS2 

6- 46 

52-126 

127-160 

6- 26 

5ユ-71 

71-111 

(も)

22.47 

2.27 

22.28 

4.80 

1.91 

10.22 

10.33-

(宅)

9.4 

1.8 

1.8 

1.8 

2.7 

1.5 

1.2 

GA 

18.5 

8.3 

18.3 

15.6 

4.4 

9.5 

36.2 

GA and NS represent galac七urona七e and neu七ral sugar， 
respec七ively.
a) Yield from soybean okara (宅). 
b) De七erminedby七heLowry me七hod64

)

NS 

81.5 

91.8 

81.7 

84.4 

95.6 

90.5 

63.8 

c) De七erminedby the enzymic-HPLC method by Ma七suhashi et 
al 25) The percentage represen七smolarも.

Table 7. Neu七ral sugar compositions (宅) of soybean pec七lC

polysacchar工des frac七工onatedby DEAE-Cellulose 
chroma七ographyw工七h carbona七ebuffer 

Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc 

Hexametaphospha七e

extrac七

C-NPS 

C-APS1 

C-APS2 

2.3 

2.4 

3.6 

5.0 

5.3 

2.2 

4.1 

5.5 

15.1 6.9 2.ユ 60.3 

11.4 3.6 3.4 61.6 

20.5 6.7 2.1 57.3 

19.5 12.8 1.2 53.0 

Sugar consti七uen七swere analyzed accord工ng七0 七hegas-
chroma七ographymethod by Kusakabe et al 66). Rha， rhamnose; Fuc， 

8.0 

15.4 

5.7 

3.0 

fucose; Ara， arabinose; Xyl， xylose; Man， mannose; Gal， galac七ose;
Glc， glucose. -34-
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た。炭酸緩衝液を展開剤として用いた場合の各画分でも、やはり同様に Gal、Araが

主要な構成糖であった。 C-APS1とC-APS2でXylとGlcの量に差があるものの、主

要な構成糖である Gal、Araなどには大きな差は認められなかった。

次に、同じ画分のゲルろ過の結果を Fig.8に示す。 C-NPSで低分子成分が多く溶

出し、 C-APS1とC-APS2では抽出後のペクチン性多糖の主要成分である高分子成

分が溶出した。 C-APS2に少量の低分子が見られるが、 C-APS1とC-APS2はゲルろ

過ではほぼ同じ挙動を示すことが明らかになった。

2-2 A. nigerが:産生するペクチン側鎖分解酵素の精製

(1) A. nigerが産生するペクチン側鎖分解酵素の分離

ペクチン側鎖などに存在するアラビノガラクタンの構造解析に用いる酵素の調製法

の確立を目的として、市販の酵素剤からアラビナーゼ、ガラクタナーゼなどのヘミセ

ルラーゼを精製した。市販酵素剤としてはセルラーゼAアマノ(以下セルラーゼA)

を使用した。この酵素剤は、酸不溶性ペクチン、アラビナン、アラビノガラクタンな

どに対して分解活性を示したが、酸不溶性ペクチンに対する分解活性(ポリガラクツ

ロナーゼ活性)が最も強かった (Table8) 0 

そこでつぎにこの酵素剤からポリガラクツロナーゼ活性のみを選択的に失活させる

方法を検討した。熱処理による結果を Fig.9に示す。温度は 60
0

Cに固定し、 pH4か

ら7、加熱時間を 10から 40分間に変え、各酵素の残存活性を調べた。ポリガラクツ

ロナーゼ活性は、 10分間の熱処理でいずれの pHにおいても 90%以上が失活した。

特に、 pH5-7に;おいては 20分間の処理でほぼ完全に失活させることが出来た。一

方、ガラクタナーゼ活性は 20分間の処理でも酸性条件下では 65%以上が残存し、 40

分間の処理でもまだかなりの活性が残存していた。また、 pHが低いほど酵素活性の残

存性は高い傾向にある o 以上のようにガラクタナーゼはボリガラクツロナーゼよりも
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Cellulase A Amano 3 solution was incuba七eda七 600 C forユ0-
40 min. Enzyme Assay cond工七工ons: substrate， acid-insoluble 
pec七a七e (A工P) or soybean pec七icpolysaccharide (SP); buffer， 
0.1 M ace七aヒebuffer; 0， pH 4.0; ・，pH 5.0; 口， pH 6.0; ・，pH 
7.0. 

熱に安定であることから、ヘミセルラーゼ精製の第 l段階として熱処理を行うことと

した。まず、セルラーゼAを水に溶解、遠心分離により不溶物を除去した後に、 60 

℃、 20分間、熱処理を行った。 Table8に熱処理前後の酵素活性の収支を示す。酸不

溶性ペクチン (AIP)分解活性は熱処理により約 1/ 1600に減少したのに対し、他の

基質の分解活性は 1/2程度の減少に留まった。
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Frac七ionswere assayed for pro七einby spec七ropho七ome七ry

a七 280 rrm and for SP degradation ac七工V工七y by 七heHPLC 
me七hod.

NS， neu七ral galac七urona七e.A， Gal sugar; 

次にこの熱処理した酵素溶液を DEAE-Toyopearl650Mにより精製した (Fig.

77-84にexo型のアラビナーゼFraction NO.64-76にガラクタナーゼ活性、o 10) 

F3画分としF2、それぞれ F1、87-100にガラクタナーゼ活性が検出され、活性、

アラビナン分その各画分のそれぞれの基質に対する分解活性を Table8に示す。
。

た

アラビノ-3，6ーガラクタン分解活性は F1画分が強かったのに対解活性は F2画分、

また、大豆ペクチン性多糖分解活性はその大部分が F3画分に分布していた。し、

F3画

(データ未記

F2画分ではそれぞれ単糖が得られているのに対し、HPLC分析の結果では F1、

分を大豆ペクチン性多糖に作用させるとそのオリゴ糖が得られたこと
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Table 8. Par七ialpurifica七ionof the enzymes degrading 
pec七inside-chains: 
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Enzyme ac七lVl七y for (uni七s)

(rng) A工P 8 P Arabinan AG 

Cellulase A 

solution 
85.0 3216.4178x105 12，169 27，ユ57 ユ7，722

Ul七ra-fil七ration 34.1 1662.7 92x105 6，789 19，033 14，242 

Hea七t"ea七rnen七 34.1 1800.5 5，785 3，563 12，446 11，821 し

DEAE-Toyopearl 

F1 64-76 124.0 901.5 2，775 5，113 2，108 1，915 

F2 77-83 67.9 112.4 210 3，426 3，667 655 

F3 87-100 134 32.4 620 30，998 1，943 53 

Abbrevia七ions: A工P，acid-insoluble pec七a七e; 8P， soybean pectic 
polysaccharide; AG， arabino-3，6-galac七an.

載)より F1、F2は exo型、 F3はendo型酵素と判断した。また、 F1がアラビノ-

3，6-ガラクタンに作用できるのに対し、 F3は作用できなかった。これは作用様式のみ

ではなく、基質特異性についてもそれぞれが異なることを示唆している O

(2) Endo-s-D-1，4-galactanaseの精製、およびその特性

初めに大豆ペクチン性多糖分解活性が最も強かった F3画分を精製した。まず、限

外ろ過により濃縮、溶媒交換した後に、 CLCWおよび SephacrylS-200によるゲル

ろ過によって精製した(実験の詳細は本章 1-11参照) 0 以上の精製における活性の

収支を Table9に示すが、大豆ペクチン性多糖分解活性についてはセルラーゼAから

1735倍精製されていた。この酵素は SDS-PAGEにおいて分子量 35k Daの単一バ

ンドを示し、均一な蛋白質にまで精製できたことが示された (Fig.11) 0 

Q
U
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Table 9. The purifica七ionof a enzyme (F3) degrading pec七lC
polysacchar工deside-chain from Cellulase A Amano 3 

vol. Prote工n
Enzyme acヒivi七y Specific 

for SP ac七lVl七Y

(ml) mg/ml 七O七al unl七s/ml 七O七al uni七s/mg

Cellulase A 

solu七ion
85 37.84 3216.4 143.20 12169.0 3.78 

ームr
 

a
 

e
 

一
P

日

戸
E

O

 

D

T

 

134 0.274 32.23 694.00 30998.7 955.87 

CLCW 133 0.055 7.315 141.55 18826.2 2537.64 

n
 

0
 

・工↑しa
 

r
 

↑」
ーム

1
ム

e
・工

G
f
 

4:0 0.062 2.489 405.83 16233.0 6545.57 

1 2 kDa 

67 

43 

30 

20 

14.4 

Fig. 1ユ.SDS-Polyacrylamide Gel (12.5宅) Elec七rophoresis
of ヒheF3 Enzyme. 

Lane 1， bovine serum albumin (67，000)， ovalbumin 
(43，000)， carbonic anhydrase (30，000)，ヒrypsin
inhibiヒor (20，000)， and lysozyme (14，400) as molecuユar
mass s ヒandards; lane 2， purif工edF3 enzyme. 
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Table 10. Hydrolysis ra七e of various polysaccharides 
W l七h 七heF3 enzyme 

Polysaccharide Major linkage Rela七iverate 

c
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h

 
c
 

n

c

 

a

a

 

e

s

 

b

y

 

y

l

 

o

o

 

s
p
 

α-1，4-GalpA， s-1，4-Galp， 

α-1，5-Araf，α-1，3-Araf 

(宅)

100 

Polygalacturonanα-1，4-GalpA 
(A工P)

2.91 

Beeヒ arabi nanα-1，5-Araf，α-1，3-Araf 1.68 

Arabino-3，6-galac七an s-1， 3 -Araf，α-1，6-Araf 

s-1，3-Galp 

O 

Corn arabino:xylan s-1，4-Xylp，α-1，3-Araf 4.27 

Abbrevia七ions: Araf， arabinofuranose; Galp， galac七opyranose;
Xylp， :xylopyranose; GalpA， galac七opyranoicacid. 

F3酵素の基質特異性を Table10に示す。この酵素は大豆ペクチン性多糖分解活性

以外にも微弱な AJP分解活性、アラビナン分解活性が検出された。

また、 Fig.12に大豆のペクチン性多糖に反応させ、その分解産物を HPLC分析し

た結果を示す。ガラクトトリオース(1.53%)、ガラクトビオース (13.94%)、ガラ

クトース (8.58~6 )が検出された。アラビノースを遊離するととなしに大豆ペクチン

性多糖に作用し、なおかつアラビノ-3，6-ガラクタンには作用しない (Table10) とい

う結果は、この酵素がs-1，4-D-ガラクトシド結合のみを切断する endo-s-1，4-D-

galactanase (EC 3.2.1.89)であることを示唆している。

この酵素の反応至適条件は pH3.5、および 55
0

Cであった。この酵素は pH4.5と

7の問 (40C、24時間)および 700C以下 (pH4.0)で安定であった。
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F3 Enzyme. 

12. 
七he

F工g.
wi七h

2， galactobiose; 
S七andard); 5， 

Opera七ingcondi七ions for HPLC: column， Shodex 
SUGAR SH1821 (8 x 300 mm); pre-column， Shodex SUGAR 
SH1011P (6 x 50 mm); mobile phase， 0.001 N sulfuric 
acid; column七empera七ure，40oC; flow ra七e，1.0 
ml/min; chroma七ograph，Jasco TR工 ROTARー工V; de七ector，
Jasco R工D-300.

Peak iden七i七y: 1， galac七0七riose;
3， galac七ose; 4， glycerol (in七ernal
ace七icacid. 

-42-



(3) エキソ型グルコシダーゼの精製、およびその特性

F1画分、 F2画分のエキソ型のグルコシダーゼ活性をさらにカラムクロマトグラフ

イーで精製を行った結果、それぞれ 19.5倍、 364倍に精製された (Table11) 0 酵

素 F1とF2の分子量はゲルろ過法によりそれぞれ 75，000および 55，000と見積もら

れた。両酵素について反応の pHによる影響を改変ソモギ一法で調べたととろ、それ

ぞれ pH4.0および 4.5に至適 pHを持っていた。

次に、これらの酵素の基質特異性を調べた。 Table12に改変ソモギ一法で定量した

結果を示す。酵素 F1は大豆ペクチン性多糖だけではなくまだ多くの基質に対して酵

素活性を持っていたが、酵素 F2は大豆ペクチン|宝多糖以外にはビートアラパン、ア

ラビノキシランなどのアラビノースを含む多糖にのみ作用し、酵素活性的に見てアラ

ビナーゼとしてかなり精製できていることが示された。

Table 11. The purifica七ionof enzymes (1"1 and F2) degrading 
pec七icpolysacchaide side-chain 

Volume Pro七e工n Enzyme ac七工V工七y
8pecific 

(ml) (mg) for 8P (units) 
ac七工V工七y
(uni七s/mg)

Cellulase A 85 3，216.4 12，169 3.8 

Fl enz宝堕堕

DEAE-Toyopearl 
124 901.5 5，116 5.6 

(F1) 

Bu七yl-Toyopearl 740 116.1 4，921 42.4 

CLCW 205 115.6 3，055 26.4 

8ephacryl 8-200 108 31.4 2，322 73.9 

F2 enz宝型雪

DEAE-Toyopearユ 134 112.4 3，426 30.5 

CLCW 133 31.5 2，600 82.5 

8ephacryユ8-200 40 1.9 2，556 1，377.3 
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Table 12. Relative hydrolysis rate(宅) of var工ous
polysaccharides by the F1 and F2 enzymes 

Major linkage 
Rela七iveac七lVl七Y

(宅)

F1 F2 
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c
 

a
a
 

e
s
 

b
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y
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D』

α-1，4-GalpA， s-1， 4--

Galp，α-1，5-Araf，α-

1，3-Araf 

100 100 

Polygalac七uronan α一工， 4-GalpA
(A工P) 57.9 O 

Bee七 arabinanα-1，5-Araf，α-1，3-Araf 46.3 101.0 

Arabino-3，6-galac七an s-1， 3 -Araf，α-1，6-Araf 

s-1，3-Galp 

88.6 O 

Corn arabinoxylan s-1，4-Xylp，α-ユ，3-l¥raf 259.8 14.1 

Abbrevia七ions: Araf， arabinofuranose; Galp， galactopyranose; 
Xylp， xylopyranose; GalpA， galac七opyranoicacid. 

Fig. 13にこれらの酵素による分解産物の HPLCパターンを示す。酵素 F1では大

豆ペクチン性多糖からモノマーのガラクツロン酸とガラクトースが検出された。この

ことから酵素 F1には exo型のポリガラクツロナーゼとガラクタナーゼが含まれてい

ることが示唆された。また、酵素 F2ではモノマーのアラビノースが検出された。 F2

のクロマトグラムで保持時間約 8分のピークが見られたが、糖特有のフェノール硫酸

法による発色が見られず糖以外の成分であると判断した。また、これらの酵素は、 3

時間、 48時間とも単糖のみしか産出していないことから、単糖のみを産する exo型

の作用機作を持つことが示唆された。さらに F1とF2を協同で作用させると、ガラク

トースとアラビノースが同時に遊離することがピークの肩となって表れた o
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10 -

Solu七ionof soybean pec七icpo1ysaccharide (0.05も in50 
mM ace七a七ebuffer (pH 4.0)， con七ainig0.1宅 glycero1 (in七erna1
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2-3 酵素化学的手法による大豆ペクチン性多糖の構造解析

(1) 主鎖中におけるガラクツロナン領域の分布

ガラクツロン酸の主鎖中の分布については、ガラクツロン酸が多い画分である C-

APS2を用いて酵素 -HPLC法により分析した119)。その方法の手順を Fig.14に示す。

まず、ペクチン質の主鎖は、ガラクツロン酸のみのポリマーであるガラクツロナン領

域と、ガラクツロン酸と中性糖であるラムノースから構成され、側鎖を持つヘテロな

ラムノガラクツロナン領域から構成される。本方法ではまずそのガラクツロナン領域

を、各ガラクツロナン鎖の特徴により以下のように分類する o α:非還元末端を持

ち、還元末端を持たないもの、。:還元末端を持ち、非還元末端を持たないもの、 γ

:ガラクツロン酸のみからなる遊離分子で還元、非還元末端の両方を持つもの、 。:
ヘテロなラムノガラクツロナン領域によって挟まれ、末端を持たないもの。これらと

ラムノガラクツロナン領域中のガラクツロン酸量 (ε) を以下の手順により分析し

た。

(A) Driselaseを用いた完全分解による試料中の全ガラクツロン酸量の決定 (α+s+

γ+o+ε、これを 100%と見なす。)

(B) exo-PGによる分角卒 (α+γ)

(C) exo-PGLによる分解 (s+ァ)に引き続いての exo-PGによる分解 (α)

(D) exo-PGとendo-PGの協同作用によるすべてのガラクツロナン (α"-'o )の分

解 (α+s+γ+o) 

その C-APS2に対する測定値を Table14に示す。その結果から予測される大豆ペ

クチン性多糖の構造は、 exo型の酵素により分解されることより末端にガラクツロナ

ンの部分を持ち、中央に中性糖を含んだ部分を持つ構造である (Fig.15) 0 Exo-

PGLとexo-PGを単独で}I[貢に反応させるととにより全ガラクツロン酸中の 84.4%を

遊離できること、 endo-PGの反応性が低いことより、ラムノガラクツロナンの問に
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(A) Driselase q α+s+y+8+ε 

α ε ε 

Y 

(B) Exo-悶 O α+y 

ε ε  
α 

Y 

(C) Exo-PGL→Exo-PGq s +y→α 

α ε ε 
8 α ε ε 

q 
Y 

- 』二寸--

(D) Exo-PG+ Endo-PG q α+ s+y+ 8 

α ε 
8 

ε 

Y 

Fig. 14. A Scheme Showing七heEs七imationof Values of α~ε. 

S七raigh七 lines，no七chedlines and arrows indica七e
galac七uronanreg工ons，rhamnogalac七uronanregions and七he
reducing ends， respec七ively.
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Table 14. The degrada七ionlimi七 ofpurified soybean pec七lC

polysaccharide (C-APS2) by pec七inases

n
 

a
 

n
引

o
n
 

r
o
 

u
・工

七

qd

c
e
 

a
r
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g
 

Degrada七ionlimi七

(老)

Exo-PG (α+γ) 

(円γ)

32.8 

G
 

P
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0
 

d
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e
 

d
 

片

山

沼
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ι
 

ト

↓
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ト

お
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E

E

E

 

58.3 

α 26.1 

53.3 (α +s+γ+  o) 

Degrada七ionlimit (も) were expressed as percen七age
spli七 ofuronic linkages. 

a)α， galacturonan chains having a non reducing end; s， 

ヒhosehaving a reducing end; y，七hosehaving bo七h reducing 

and nonreducing ends; 8，七hosein七erposedbe七ween七wo

rhamnogalac七uronanregions. 

15.6 

26.1 51.6 

6.7 

Fig. 15. Distribu七ionof Galacturonan Regions in七he
Purified Soybean Pec七icPolysacchar工de (C-APS2). 

Straigh七 lines， no七chedlines and arrows indica七e
galac七uronanregions， rhamnogalact:uronan regions and 
七hereducing ends， respec七ively. F工gures express 七he
percen七agesof galac七uronic linkage dis七ribu七lon.

-48-



挟まれたガラクツロナン領域(o )は存在しないこ とが示唆された。また、本来最も

高い値であるはずの exoーとendo-PGの協同反応の値が、 exo-PGL単独よ り低い値

になっている理由としては、 C-APS2中の側鎖による構造的な障害で endo-PGが作

用できないためではないかと推測される。

(2) 側鎖部分の構造解析

このセルラーゼ Aアマノ 3から精製した exo型のポリガラクツロナーゼ活性とガ

ラクタナーゼ活性を持つ F1酵素と、 exo型のアラビナーゼ活性を持つ F2酵素を

APS1とAPS2に作用させ、反応産物を HPLCで分析した。反応は、 48時間でほぼ

完了していたので 48時間反応させたものについて定量した。その測定値を Table15 

に示す。遊離した中性糖の値を見ると、 APS1ではその 50から 70%が、 APS2では

その大部分を F1あるいは F2のみによって遊離することが出来た。また、 F1とF2

Table 15. Degrada七ionlimi七(宅) of purified soybean 
pec七icpolysaccharides by pec七insidechain 

degradation enzymes 

F1 

Neu七ral Sugar 
35.5 

C-APS1 
(68.4)a) 

1.5 
Galac七urona七e (15.5)b) 

31.5 
Neutral Sugars (93.7)a) 

C-APS2 

11.4 
Galac七urona七e (31.2) b) 

F2 

9.1 
(49.0)C) 

O 

9.7 
(78.9) C) 

O 

F1 + F2 

43.8 
(62.2)d) 

1.5 
(15.8)b) 

42.0 
(91 . 3) d) 

10.8 
(29.6) b) 

Figures indica七e 七heweigh七 percen七ageof each libera七ed
monosaccharide based on七O七al sugar. 

a) liberated galac七ose/七O七algalac七ose; b) libera七ed
galac七uronate/七O七algalac七urona七e; c) 1工beratedarabinose 
/七O七alarabinose; d) liberated arab工nose+galac七ose/七otal
arainose+galac七ose.
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を協同で作用させた場合の値は、それぞれを単独で作用させたときの合計とほぼ等し

く、それぞれが作用する側鎖は相互にあまり関連がないといえる。また、 F1によるガ

ラクツロン酸の遊離値は精製した exo-PGの値とほぼ等しい (Table14参照)とと

から、 exo型のボリガラクツロナーゼであることが改めて示唆された。

3. 考察

ペクチンは陸生植物の一次細胞壁の主要な構成成分であり、その分子は 2領域、す

なわち、ガラクツロナン領域とラムノガラクツロナン領域からなっている。従来、ペ

クチンはその大部分がガラクツロナン領域から出来ているものとして扱われてきた44-49)

が、松浦は野菜中やインゲン豆、小豆などの豆類の中に、ラムノガラクツロナン領域

を多く含むペクチン類似の多糖が存在していることを明らかにした13.幻3.71，7刀，72)η初2幻)

一方、大豆の場合にはその中に、ガラクツロン酸を少量含む酸性多糖が存在するこ

とが報告されているが、その分子全体から見た構造は明らかではなかったtJ2，43)。また、

ペクチンの構造に関しては最近、酵素と HPLCを用いた方法によってその分子の構造

を解析する方法が開発されておりtJ7.48)、大豆中の酸性多糖がペクチンと類似の構成単位

からなっているのであれば、この方法を用いることにより構造を調べることが可能だ

と考えられた。そこで本章では大豆中の酸性多糖を抽出、精製し、この酵素-HPLC法

を適用させることにより分子構造の解析を試みた。

まず、大豆おからから、ヘキサメタリン酸を用いた穏やかな条件で酸性多糖を抽出

し、 DEAEーセルロースを用いて精製した。その結果、従来用いられてきた酸性条件下

でのイオン交換クロマトグラフィーでは、一つのピークとして溶出した酸性多糖の画

分が、アルカリ条件下で行うことによってガラクツロン酸が多い画分と少ない画分の

二つの画分に分離することが明らかになった。

このように酸性多糖中のガラクツロン酸の大部分は C-APS2 (Fig.7)に存在し
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た。そこで大豆ペクチン性多糖の主鎖部分の構造解析を目的とし、 C-APS2中のガラ

クツロン酸の分布について、基質特異性の異なるペクチナーゼに対する分解限度を調

べることにより検討した。従来、小豆由来のペクチン性多糖はペクチナーゼにより分

解できるものの7へいんげん豆由来のペクチン性多糖は分解できないことが報告され

ているが72)、今回、大豆由来のペクチン性多糖はペクチナーゼで分解できる部分、す

なわち直鎖のガラクツロナンの部分をかなり持っていることを明らかにした。

また、大豆多糖中のアラビノガラクタン部分の構造については、森田によってs-

1，4-結合のガラクタンにアラビノースあるいはそのオリゴ糖が1，3結合で分岐した構

造が示されているがゆ、その後 BacillussubtiJis由来のエンド-s-D-ガラクタナーゼ

による分解産物が、ガラクトースとそのオリゴ糖のみであることから、ガラクトース

とアラビノースは直接結合せずに存在することが示唆されており 50.5ヘ本章においても

Aspergillus niger由来のエンド-s-D-ガラクタナーゼを作用させた場合に同様の結

果が得られた (Fig.12)。しかし、この方法ではアラビノースの存在様式など細かい部

分の側鎖の構造についてまでは解明することはできない。そこで、本章では鎖の末端

からアラビナンとガラクタンに作用する 2種の酵素:を A.nigerから新たに調製し、分

解限度を調べることによりその側鎖部分の構造を詳細に調べた。その結果、ガラク

トース部分のみではなく、アラビノース部分もエキソ型の酵素でその大部分が分解さ

れることから直鎖のボリマーとして存在することが明らかとなった。

また、エキソ型のガラクタナーゼとアラビナーゼを協同作用させたときの値が、そ

れぞれを単独作用させた場合の合計値とほぼ等しいことから、それぞれのポリマーは

それぞれ別の部位に存在していると考えられた。リンゴのペクチンの場合には、ガラ

クタンの側鎖中にアラビノースが含まれている、いわゆるアラビノ-4ーガラクタンが側

鎖として存在することが報告されているが初、大豆ペクチン性多糖の側鎖中のアラビ

ナンがガラクタンと同様にホモボリマーを形成していることを直接立証した研究は著

者が初めてである o
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以上のよう に著者は大豆中のペクチン性多糖を抽出、精製し、その分子構造を、 5

種の基質特異性の異なる酵素を用い、それぞれの分解限度を HPLCを用いて測定する

ことによって検討した。その結果、大豆のペクチン性多糖、特にアルカリ条件下で

DEAE-セルロースクロマ トグラフィ ーにより精製した APS-2画分は、 果実ペクチン

などと同様にラムノガラクツロナン領域の両端にガラクツロナン領域が有 り、またそ

のラムノガラクツロナン領域から分岐した側鎖は単一なガラクタン、アラビナンか ら

構成されていることを明らかにした。

4. 要約

大豆おからから 2%ヘキサメタリン酸を用いてペクチン性多糖の抽出を行った。抽出

物は、炭酸緩衝液の pH勾配 (pH9.0-11.0)による DEAE-セルロースクロマトグラ

フィ ーにより、ガラクツロン酸含量が多い画分と少ない画分の 2つの画分に分画し

た。前者のペクチン性多糖に対し、基質特異性の異なる 3種のペクチナーゼと 2種の

ヘミセルラーゼを作用させることにより、分子構造の解析を行った。その結果、主鎖

の両末端に他のペクチンと同様にガラクツロナンを持ち、側鎖はアラビナンとガラク

タンという単一成分からなるボリマーから構成されていることを明らかにした。
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第四章 大豆ペクチン性多糖の応用に関する研究

豆腐や大豆蛋白質などの製造時に廃物として生成する大豆おからの中にはガラク

トース、アラビノース、ガラクツロン酸などから成る多糖が含まれている o この多糖

は果実ペクチンと比べ中性糖量がかなり多いものの、分子の両末端にはペクチンと同

様にガラクツロン酸のボリマーであるガラクツロナンが存在するペクチン性多糖であ

ることを前章において述べた。この多糖については、酸性下で 1300C以上に加熱する

方法(以下、酸抽出法)で抽出されたものが、酸性飲料の安定剤として利用できるこ

とが既に報告されているが75，76)、この方法はペクチンの抽出法としてはかなり厳しい条

件であることから、その構造に何らかの影響を与えていることが予測される。果実中

のペクチンの場合には、ガラクツロナン部分の会合をキレート剤により遊離させるこ

とができることから、ヘキサメタリン酸、 EDTAなどのキレート剤を用い、より穏や

かな条件で抽出を行っている77-7へ

また、大豆中の食物繊維成分にはコレステロール上昇抑制効果や血糖値の低下作用

があることが知られているが38，80-82)、ペクチン性多糖が大豆食物繊維の持っこれらの生

理活性にどのように関与しているのかについてはまだ明らかにされていない。

そこで、本章ではまず、キレート剤の一つであるヘキサメタリン酸を用いて乾燥大

豆おからから、酸抽出法より穏やかに抽出する方法を検討し、得られた多糖と市販の

酸抽出で得られた多糖、レモンペクチンについて化学構造と物性の比較を行った問。ま

た、ラットのコレステロール代謝への影響についても併せて検討した8ヘ

q
u
 

v
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1. 実験材料及び方法

1-1 実験材料

乾燥大豆おからはみすず豆腐 (長野)から贈与された。また、本章で抽出した多糖

との比較のために、市販のレモンペクチン(和光純薬)と水溶性大豆食物繊維

(SSHC、不二製油)を入手した。その他の試薬は和光純薬から購入した。

1-2 大豆ペクチン性多糖の抽出方法

0.5%、1.0%、2.0%のヘキサメタリン酸溶液 250m1に乾燥おから 5gを加えた後、

塩酸で pHを lから 6.3の各段階に調整し、 500Cから 1200Cの間の所定の温度およ

び時間で加温後、遠心分離により残さを除去した

また、大豆ペクチン性多糖の大量抽出は、以下に示す方法により行った。乾燥おか

ら800gに 2%ヘキサメタリン酸水溶液 40Qを加え 100
0

Cで2時間加温した後、バ

スケット式遠心分離機(国産遠心機社製、 H-130B型)で残溢を除去した。得られた

上清を 0.45μm孔径のメンブレンフィルター(東洋源紙、 TCG-045SlFN)でろ過

した後に、限外ろ過 (WatersPe1licon Cassttes System 、排除分子量 100，000)

により低分子化合物を除去した。得られた高分子成分は凍結乾燥して大豆ペクチン性

多糖とした。

1-3 ゲルろ過による分子量分布の測定

大豆水溶性多糖の 1%溶液 (0.1M酢酸緩衝液、 pH4.8)を調製し、 TSK-ge1

G6000PWによるゲルろ過により分子量分布を測定した。分析条件は以下のとうりo

Co1umn ， TSK-ge1 G6000PW (7.5 mm  X 60.0 cm); flow rate， 1.0m1/百社n;

injection， 10μ1; co1umn temerature， 50 oC; detector， RI. 
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1-4 タンパク質含量の測定

試料中のタンパク質含量の測定は、ローリーらの方法ω;こ従って行った。

1-5 ガラクツロン酸含量の測定

ヘキサメタリン酸抽出液中のガラクツロン酸含量は硫酸カルバゾール法ωで、その他

の試料中のガラクツロン酸含量の測定は松橋らの酵素 -HPLC法お)で測定した。酵素

-HPLC法の詳細については第三章 1-7で述べた。

1-6 エステル化度の測定

エステル化度の測定は塩田らの方法mで測定した。

1-7 中性糖組成の測定

中性糖組成の分析は試料を 2N硫酸溶液中で 1210C、2時間加熱することにより加

水分解し倒、中和した後にアルジトールアセテート化し、 GLC分析を行った刷。

1-8 分子内ガラクツロナン分布の分析

分子内のガラクツロナンの分布は、酵素-HPLC法により測定した48.49)。詳細は第三

章 1-13のとおりである。

1-9 粘度の測定

粘度は、回転式粘度計 (VISCONICED型、東京計器)を使い、 220Cの恒温室で測

定した。

1-10 動物試験

3週齢SD系雄性ラットを、一週間市販の固形飼料(オリエンタル酵母国形飼料 M
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Table 16. Composition of experimental die七s (老)

Cons七工七uen七s
Basal die七

Choles七erol
die七

Pec七indie七 SP die七

Case工n

Sal七 mlX七urea

22 22 22 22 

9 9 9 9 

l l 1 1 

3.5 3.5 3.5 3.5 

l 1 1 1 

0.2 0.2 0.2 0.2 

1 l 1 

0.25 0.25 0.25 

5 

Lard 

Corn oil 

V工七amln
mlX七urea

Choline 
chloride 

Choles七erol

Sodium 
chola七e

C工七ruspec七工n

SP 民
J

Sucrose 63.30 62.05 57.05 57.05 

a) Mineral and vi七日ninmix七ureswere 七hesame composi七ionsas 七hose
recommended bv七heAmerican工ns七i七u七eof Nutri七ion27

)

b) pec七in; from lemon 

Abbreviations: SPt soybean pectic polysaccharide ex七ractedwi七h 2宅
hexame七aphosha七e from okara. 

F)で予備飼育後、平均体重が等しくなるように 6匹ずつに群分けし、 Table16に示

した組成の高コレステロールを負荷した精製飼料で 25日間飼育した。飼料の調製はオ

リエンタル酵母に委託した。飼料は毎日交換し、摂取量を測定した。採血は試験期間

中は尾静脈から行い、また、試験最終日には 6時間の絶食後、腹大静脈から全採血を

行い、ついで、肝臓と盲腸を摘出した。肝臓は生理的リン酸緩衝液で還流後、重量を

測定し凍結保存した。盲腸は全重量を測定後、ついで内容物と組織器官(盲腸壁)に

分けそれぞれの重量を測定、内容物の一部を試験管に採り、等量の蒸留水を加えた後

にpHを測定した。
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U
 



また、採血した血液は 1時間以上放置後、遠心分離により沈澱を除去し血清にした

後、総コレステロール量を酵素法により測定した。肝臓は Folch法で脂質成分を抽出

後、脂質中の総コレステロール量を測定した則。

揮発性脂肪酸の含量は、盲腸内容物に等量のエタノールを加えて、しばらく放置す

ることにより抽出後、ガスクロマトグラフィーにより分析した。カラムは DB-WAX

(30 mm  X 0.25 lnm、FILEM: 25 micron)を用い、カラム温度は 900Cに設定し

チ与85)
1'- 。

各飼料群問の差の有意性はTurkeyの方法により検定した。

2. 実験結果

2-1 大豆ペクチン性多糖抽出におけるヘキサメタリン酸の効果

(1) 抽出条件の影響

従来から知られている塩酸のみによる酸抽出86)と、ヘキサメタリン酸を 2%添加

後、塩酸で pHを調整した場合の抽出効率を比較した (Fig.16) 0 塩酸のみによる抽

出では、大豆ペクチン性多糖の構成糖であるウロン酸と同時に蛋白質も、酸性の度合

が強いほどよく抽出された。一方、ヘキサメタリン酸を添加した抽出では、蛋白質は

塩酸のみの抽出の場合と同様酸性側でよく抽出されたが、ウロン酸の抽出は pH3-5 

の弱酸性下で 10QOC以上に加湿することにより酸性の場合と同様によく抽出された。

以上の結果より、大豆おからにヘキサメタリン酸を添加すれば、弱酸性下で 100
0

C以

上に加湿することにより、水溶性多糖を選択的に抽出できることが示唆された。

そこで pHを6.3、温度を 1000Cに固定し、抽出時間とヘキサメタリン酸濃度を変

えたときの元のおからからの抽出率の変化を調べた (Fig.17)。ヘキサメタリン酸濃

度は高いほどペクチン性多糖の抽出率は上昇した。抽出時間については、ヘキサメタ

ー57-



Uronic acid 
250. 250 

c; 200ト • 長も B 
E 
't:J 150ト 斗 ¥ 150 。ω 
2100ト 、k ¥ 100 
c 
O L圃 50ト 、¥ 、EFF.

ー
50 コ

O E 工 豆 工 O 
O 2 3 4 5 6 7 O 2 3 4 5 6 7 

pH pH 

Protein 
500l - 500 

400， ¥ ""' B ，。，h、

ε300， ¥ 300 
c 

g ‘~ 200r ‘、 ¥ 200 

、とrrf 100 

。O』O 
O 2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7 

pH pH 

Fig. 16. Effec七 ofHexame七aphospha七eon Ex七ractionof Pectic 
Polysacchar工defrom Soybean okara. 

Suspensions soybean okara (5 g) in a 250 ml each of wa七er (A) 
or 2宅 sodiumhexame七aphosphaヒe (B)， adjus七ed七ovarious pH 
values with added HC1， were heated fo工‘ 1ha七 500C (0)， 
800 C (・)， 1000 C(口)， and 1200 C (・)， respec七ively. Af七er
cen七rifuga七ion，七hesuperna七antswere measured for七he
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リン酸濃度が低いところではその長さに比例し抽出率が向上したが、 2%の場合には

抽出時間 2時間以上ではほぼ同じ抽出効率を示した。また、ローリ一法による結果か

らこの方法では混入物であるタンパク質はほとんど抽出されていないことが明らかに

なった。

以上の結果を基:に大豆ペクチン性多糖の大量調製を行った。その結果、乾燥おから

800 gから 235gのペクチン性多糖を回収した(重量回収率 29.3%) 。

(2) 大豆ペクチン性多糖の分子量分布

ゲルろ過用カラムによる HPLC分析では、上述のペクチン性多糖 (SP)は水溶性

~~O 
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Fig. 17. Effec七 of Hea七工ngT工meand Hexametaphosphaヒe
Concen七ra七ionon Pec七icPolysaccharide Ex七rac七ionfrom 
Soybean okara. 

Suspen七ionsof soybean okara (5 g) 工n 250 ml each of 
0.5も(0)， 1.0も(・)， and 2.0宅(ム) of sodium 
hexame七aphosphate (pH 6.3) were heated a七 1000 C. Af七er
cen七rifuga七ion，七hesuperna七an七swere measured for七he
con七entsof urona七e (一) and prote工n con七ents (…) ， 

respec七ively.
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大豆食物繊維 (SSHC)、レモンペクチンなどよりも大きい分子量の多糖であることが

示唆された (Fig.18) 0 メイ ンピークの RetentionTimeから、主要成分の分子量は

約80万と見積もられた。

(3) 大豆ペクチン性多糖のタ ンパク質含量、糖組成

3種の多糖のタンパク質含量と糖組成を分析した (Table17) 0 タンパク質含量

は、 SP、SSHCともほぼ同じ値であった。また、同じ大豆由来である SPおよび

SSHCは、いず、れもレモンペクチンに比べガラクツロン酸含量が低く、また SPの方

は 18.0%のエステル基を含んでいた。 SPとSSHCの中性糖組成を比較すると、グル

コース含量に違いがあるものの、その他の糖については大きな差を見いだせなかっ

た

Table 17. Chemical analysises of 七he soybean pec七lC

polysaccharides and ci七ruspec七in も)

Spa) SSHCb
) Ci七ruspec七inC

)

Pro七e工n con七en七 9.5 9.2 No七 de七ermined

Galac七urona七e
(es七erifica七ionra七e)

33.0 
(18.1) 

18.5 
(0 .0) 

85.8 
(73.7) 

Neu七ral suqar composi七ion

Glucose 15.3 

8.0 25.1 

26.3 15.6 

2.5 1.8 

0.0 0.0 

59.5 49.5 

3.7 8.0 

Rhanmose + Fucose 8.0 

Arabinose 24.2 

Xylose 2.7 

Mannose 0.0 

Galac七ose 49.8 

a) SP: soybean pec七icpolysaccharide 
b) SSHC: soluble soybean fiber 
c) pec七in， from lemon 
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(4) 多糖内におけるガラクツロナン領域の分布

SPとSSHCに特異性の異なる複数のペクチナーゼを作用させ、その分解限度によ

りガラクツロン酸の分子内分布を分析した。

各ペクチナーゼによる分解産物の HPLCパターンを Fig.19に示す。 48時間反応

物のクロマトグラムと 78時間反応物のクロマトグラムにはほとんど変化がないことか

ら、 48時間で反応がほぼ完全に終了したと判断した。 Exo-PGLでは SP、SSHCと

も不飽和のジガラクツロン酸が検出されているものの、 exo-PGでは SPからのみガラ

クツロン酸が検出されており、 SSHCでは検出されなかった。また、 exo-PGL反応

後に、 Exo-PGを作用させた場合にも、 SSHCでは不飽和のジガラクツロン酸のみが

遊離し、還元末端のガラクツロナン鎖が損失していることが示唆されたのに対し、 SP

では不飽和のジガラクツロン酸、ガラクツロン酸ともに遊離されていることから、 SP

分子の両末端にはガラクツロナン領域が存在していることが示唆される o

(5) 3種多糖聞の物性の比較

大豆ペクチン性多糖 (SP)の粘度を、不二製油によって製造された SSHCおよびレ

モンペクチンと比較した (Fig.20) 0 SP はSSHCよりもわずかに高いものの、レモ

ンペクチンよりかなり低い値を示した。 SPは、 5%溶液で 28.7ffi'Paであり、ま

た、溶解性も良く、 30 %程度の高濃度にも溶解させることが可能であった。

さらに、 SP(6.5%溶液)と SSHC(6%溶液)に対する NaClおよび CaC12添加の

影響を見ると、 SSHCでは、いずれの塩を加えても大きな粘度の変化は見られなかっ

たのに対し、 SPではNaClの時 1%を、 CaCbの時は 0.01%を越えると、今回採用し

た方法では測定不能なほどの著しい粘度の上昇が見られた (Fig.21)。
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七hereac七ionmix七urescontaining 0.1宅 sample，0.1も glycerol，20mM 

Tris-HCl buffer (pH 8.5) and exo-PGL were incuba七eda七 350 C for 48 
h. An aliquot of 0.25 ml was added to a solu七ion (0.25 ml) 
con七ainingexo-PG (25 mU) in sodium ace七a七ebuffer (100 mM， pH 
and reincuba七edaヒ 350 C for 48 h. The reacヒionproduc七swere 
analyzed by HPLC us工nga Shodex SUGAR SH1821 column. 

peak 1， galac七uronaヒe; 2， 4，5-unsa七ura七eddigalacturona七e;
ln七ernal s七andard (glycerol). 

5.0) 

工S，

qJV 戸。



400 

") E何E -L 旬、

300 

場〉d町

ω 0 0 ω 
200 

〉 100 

01'値

O 2 4 6 8 10 12 

Conc. (0/0) 
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Viscosi七lesa七 various concen七ra七ionswere measured by an 
E 七ypeof viscometer a七 220C.

2-2 ラットコレステロール代謝における大豆ペクチン性多糖の影響

(1) ラット組織コレステロール濃度における大豆ペクチン性多糖の影響

はじめに、ラットの飼料に大豆ペクチン性多糖を添加したときのラット体重、飼料

摂取量、肝臓重量の変化を Table18に示す。体重と飼料摂取量は各群とも同様に推移

し、大きな違いはなかった。肝臓重量はコレステロール群と基本飼料群の聞に有意な

差があり、コレステロール添加による肝臓重量の増加が確認された。とのコレステ

ロール群に対し、ペクチン食群、 SP食群のいずれも肝臓重量の減少を確認したが、ペ

クチン群に対しては有意な差が認められているのに対し、 SP群については有意な差は
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Table 18. Effec七s of c工七ruspec七inand soybean pec七icpolysaccharide 
(SP) in die七 onbody weigh七， food in七akeand liver weigh七 ofra七S

L工verw七.

(g/ra七)

Basal die七
Choles七erol

Pectin die七 SP die七
die七

98+1 96+1 96+1 9S+1 

209+3 204+S 191 +S 204+4 

430+3 41S+0 427士2 418士7

19.5+0.2a 22.S+0.4b 17 .9 + O. Sa 2 0 . 8 + 0 . 3 8 ab 

n
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n
o
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g
 

工
b

B

(

Food in七ake
(g/ra七s)

L工ver
choles七erol
(mg/liver) 

86.4+6.7a 1394.1 +20.6c 800 . 2 + 83 . 6b 1218.3+91.9C 

The values are七hemean + SEM for 6 ra七sper group. The values in七he
same line wi七hou七 common superscrip七 le七七ersdenote significan七
difference (p<O.OS). 

認められなかった。さらに、肝臓中のコレステロール量についてみると、レモンペク

チンでみられた肝臓中のコレステロール蓄積抑制効果は、 SPでは確認できなかった o

次に血中コレステロール濃度の経時変化を Fig.22に示す。血清中のコレステロール

濃度はコレステロール負荷食を与えることにより上がるが、その上昇はレモンペクチ

ンを加えることにより抑えることができた。 SPもレモンペクチンほどではないものの

コレステロール濃度の上昇を抑制し、 23日日の時点ではコレステロール食に比べ有意

差を確認した。最終日のコレステロール測定値が 23日目よりもすべて高い値になって

いるが、これは採血法の違いによるのではないかと考えている。

(2) 盲腸内の短鎖脂肪酸濃度の変化

食物繊維が示すコレステロールの上昇を抑制する機構としては、コレステロール

の吸収抑制シ1，35)、あるいは腸内細菌により生産される短鎖脂肪酸による体内でのコレス

テロール合成抑制36，37)が報告されている。そこで本研究では、機構解析の一助として、
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盲腸お盲腸の重量とその内容物の pHおよび短鎖脂肪酸含量を測定した (Table19)。

SPでもほレモンペクチンを加えることにより増加したが、よびその内容物の重量は、

レモンペクチンで見られる盲腸壁の重量増加も、また、ぼ同様な増加が認められた。

ペクチンより前述したようにコレステロール上昇抑制効果は、SPで同様に起こった。

SPはペクチンよりもさら盲腸内容物の pHについては、も劣っていたにも関わらず、

n-酪酸などの含量はペクチン食群より

データのばらつきが大きく有意な差としては認められなかった。

7
t
 向。

盲腸内容物中のプロピオン酸、に低下させた。

も少ないが、



Table 19. Effects of ci七ruspec七inand soybean pec七lC

polysacchar工de (SP) in diet on cecum weigh七 cecal
con七ent'spH and shor七一cha工n fa七七y acid 

(SCFA) concen七rationin rats 

Choles七erol
Basal die七 Pec七indie七

die七

Cecum七O七alw七.

(g) 

Cecal conten七
W七. (g) 

Cecal wall w七.

(g) 

Cecal conten七's
pH 

Cecal con七en七's
SCFA (mg/ra七s)

2.03+0.24a 2.69+0.33a 

1.30+0.20a 1.98土0.27a

0.68+0.03a 0.6ユ士0.06a

7.24+0.08C 7.23士o.10c 

Ace七icacid 0.57+0.00 0.39+0.05 

Propionic acid 0.10士0.05 ND 

n-Bu七yri c ac id 0 . 06 + 0 . 00 ND 

5.01 + 0.3 6b 

3.80+0.38b 

0.95 + O. 06b 

6.54+0.08b 

0.73+0.02 

0.23+0.13 

0.12 + 0.13 

SP die七

5.09+0.17b 

3.71 + O. 25b 

1.03+0.07b 

6.20+0.08a 

0.68+0.01 

0.07+0.05 

ND 

Each value is 七hemean + SEM. Values in the same line wi七hou七
common superscrip七 lettersdeno七e s工gn工f工can七 d工fference (p<0.05). 
ND means no t dE~七ected.

3. 考察

大豆の中に酸性多糖が存在するととは既に研究されており、その構成糖、結合様式

などの化学的なデータもかなり多く報告されている o しかし、その応用に関する研究

は、醤油の製造に利用したものが有るものの，13)、その多糖を抽出利用するものは報告さ
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れていなかった。

しかし、最近不二製油により大豆から油脂と蛋白質を得た残さ(おから)からこの

酸性多糖を抽出し、その食物繊維としての生理活性は確認されていないものの、乳飲

料の安定剤などに利用する研究が報告されており、既に実用化されている o 不二製油

は大豆おから中の蛋白質を加熱することにより加水分解することにより、それらによ

り固定されていた酸性多糖を遊離させ、抽出する方法を用いている日へ しかし、この

方法は 130
0

Cに加熱するという激しい条件を含んだ方法であるので、得られた多糖も

なんらかの熱分解を受けているのではないかと考えられた。一方、ペクチンはガラク

ツロン酸の問にミネラルを配するイオン的な結合により、細胞壁のミクロフィブリル

に結合していると言われていることから、一般にヘキサメタリン酸やシュウ酸、

EDTAなどのキレート剤が抽出剤として用いられている77-7ヘ本章では、大豆ペクチン

性多糖と果実などのペクチンが、ガラクツロナン部分の構造について同一であるとす

る前章のデータに着目し、キレート剤による抽出を大豆ペクチン性多糖へ適用するこ

とを検討した。その結果、ヘキサメタリン酸の使用により、不二製油の加熱抽出法よ

りも穏やかな pI-I6.3、100
0

Cという条件で、ほぼ同等の抽出効率を得ることができ

た。

また、大豆中には多くのタンパク質を含んでおり、ペクチン質の抽出の場合にはそ

の除去が大きな問題となる o 今回の方法では抽出 pHを6.3と中性側に設定すること

でペクチン質のみを選択的に抽出することを可能にした。大豆中のタンパク質は pH

4.5で不溶性と報告されており、今回の結果はそれと一致しているペ以上のように、

細胞壁中のマイクロフィブリルにミネラルを介して結合しているペクチン質を、キ

レート剤を用い、かつタンパク質の分解、抽出が起こらない穏やかな条件で反応させ

ることにより選択的な抽出することが可能となった。

この方法で抽出した酸性多糖 CSP)は、不二製油の方法では得られなかった、 塩類

の添加による増粘という性質を保持していた。不二製油の SSHCはSPよりわずかに
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分子量が小さく、ガラクツロナン部分が少なくなっていたことから、 SSHCはもとの

大豆ペクチン性多糖より末端のガラクツロナン部分が消出し、そのために物性が変化

したものと推測された。 RenaldとThibaultは、 リンゴとシュガービートのペクチン

を抽出するときに、 pH 6.5、800Cでは、 pH4.5、200Cと比べ、粘度の低下、分子

量、特にウロン酸部分の分子量が低下する ととを報告しているべ本論文で述べた条件

はpH6.3、1000Cで 2%のヘキサメタリン酸を添加するという条件であるこ とから、

1300C、酸性下で加湿するというSSHCの場合より中性、低温の緩やかな条件であり、

そのためにより分解が進んでいない多糖が抽出できたと考えられる o

既に触れたが、 SPは塩を添加することにより著しい増粘効果を示す。この特性は塩

存在下でのみ増粘するというユニークなものであり、今後食品、飲料などへの利用が

期待できる。

多くの多糖が血清などのコレステロール濃度を下げることがよく知られているが、

ペクチンは特にその生理活性が優れているとされている。そこで本論文ではペクチン

を一つの対象物質とし、その構造のどの部分が生理活性に関与しているのかを検討し

た。第二章では、レモンペクチンを酵素により分子量 66，000にまで低分子化し、 得ら

れた低分子ペクチンが、血中のコレステロール上昇を抑制する機能は失っていたのに

対し、分子量 185，000の低分子ペクチンでは保持していることを示し、この活性にあ

る値以上の分子量が必要であることを推測した。本章では、分子量はペクチンよりも

大きいものの、構成糖が異なる SPを抽出し、その生理活性をペクチンと比較した。そ

の結果、 SPはペクチンの持つ即効的な血中コレステロールの抑制効果は持たないが、

長期間摂取させれば、コレステロール値をしだいに低下させた。また、低分子ペクチ

ンでは保持していた、肝臓へのコレステロールの蓄積抑制機能は、 SPでは認められな

かった。以上の結果から、これらの生理活性の発現には、分子量だけでなく、構成

糖、特にペクチンの主な構成糖であるガラクツロン酸が重要な役割を持つ ことが示唆

された。また、既に実用化されている SSHCの生理活性についてはまだ認め られてお
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らず、その点でも本章のデータは興味深い。

ペクチンによるコレステロール抑制の発現機構としては、現在までにコレステロー

ルの吸収抑制川5)あるいは腸内細菌により生産された短鎖脂肪酸による体内でのコレス

テロール合成抑制36.37)が報告されている。レモンペクチンと比較して、 SPの場合には

短期的な血中コレステロール上昇抑制活性や肝臓への蓄積抑制効果は失われており、

コレステロールの吸収は抑制されていないと推測される。また、盲腸重量、その内容

物の pH、短鎖脂肪酸量を測定したところ、短鎖脂肪酸の生産量はデータのばらつきが

大きく有意な差としては認められなかったものの、盲腸重量、内容物 pHでは変化が

見られ、盲腸内微生物の活性化を指示するデータは得られている。しかし、今回の

データではその生理活性の発現機構を説明するには至っておらず、これらの腸内細菌

の血中コレステロール上昇抑制効果への関与を含めた活性の発現メカニズムについて

は今後更なる検討が必要である O

4. 要約

大豆おからのペクチン性多糖を効率よく抽出するために、ヘキサメタリン酸の濃

度、処理温度、 p:Hを考え抽出率の変化を調べた。 2%ヘキサメタリン酸溶液を用い、

弱酸性下で 100
0

C以上に加温することにより蛋白質の混入を防ぎつつ、ペクチン性多

糖を効率よく抽出できることを示した。また、この方法を用いてペクチン性多糖を調

製し、市販の大豆食物繊維と物性および、構造の比較を行ったところ、中性下での粘

度、分子量分布、および中性糖組成にほとんど差がないものの、金属塩添加による粘

度上昇、およびガラクツロン酸の分子内での分布に差があることが明らかになった。

大豆ペクチン性多糖のラットのコレステロール代謝への影響を調べた。ペクチン性

多糖は、コレステロール添加による血中コレステロール濃度の上昇を徐々に抑制した

ものの、レモンペクチンが持つ即効的な血中コレステロール濃度の抑制機能や、肝臓
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へのコレステロールの蓄積抑制機能は保持していなかった。これらの生理活性の発現

機構の解析を目的として行った盲腸内の短鎖脂肪酸の分析結果は、データのばらつき

が大きく有意な結果は得られなかったものの、盲腸の重量および内容物 pHに変化す

ることが確認されており腸内細菌の何らかの関与が示唆される。

内
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第五章 コーンヘミセルロースに関する研究

穀物外皮に含まれている水溶性ヘミセルロースは、植物細胞の細胞壁を構成する成

分であるが88.89)、その血清コレステロール上昇抑制効果が既に確認されていると

と9ω1)、水溶性であるので飲料などへの利用が可能であることなどから注目を集めてい

るo

このヘミセルロースはキシロース、アラビノースなどの中性糖が主成分であるが、

その中にはグルクロン酸やガラクツロン酸などのウロン酸も少量含んでいる9M3)o この

ウロン酸含量の定量には、カルバゾール硫酸法ωや m-ヒドロキシジフェニル法制など

の比色分析法が用いられてきたが、これらの比色分析法は共存する糖の種類や重合度

によって発色が違うこと、ウロン酸の種類がわからないなどの問題点を持つ民25)。

また、ヘミセルロースは本来水溶性のものであるが、細胞壁に存在する状態では不

溶性のセルロースミクロフィブリルと水素結合しているため容易には抽出できず、ア

ルカリ、加熱、加圧などの負荷を加えることによって初めて抽出が可能になる9へ

エクストルーダーは、短時間高温加熱に加え、混合、混練、勢断、破砕、加圧、成

形、膨化、乾燥、殺菌の多くの操作を 1台で行える多目的の食品加工機械であ

る9M 8)o とのエクストルーダーを用いてヘミセルロースを抽出する試みとしては、数件

の特許99-101)を挙げることができるが、これらでは抽出条件は検討されておらず、エク

ストルーダーの持つどの特性が効いたかは明らかではない。

そこで本章では、代表的な穀物外皮であるコーンプランを材料として用い、ヘミセ

ルロースの構造解析において、あまり検討されていないウロン酸の定量と、定性的な

測定法の検討を行った問。また、二軸エクストルーダーの使用が、穀物外皮からのへミ

セルロースの抽出に有効であるのかについても併せて検討した102)。
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1 . 実験材料及び方法

1-1 実験材料

コーンブランは、 A.E. STRLEY Mfg. Co.のベストブラン 90を使用した。ベスト

プラン 90には食物繊維が 92%、ヘミセルロースが 62%含まれていた。

1-2 エクストルーダー

エクストルーダーは日本製鋼所製の小型二軸エクストルーダー modelTEX-L (ラ

ボルーダー)を用いて、 Fig.23に示したスクリューパターンで操作した。スクリュー

の直径が 30mm、長さが 300mm  (L/D=10)、ダイの直径が 4mm (ー穴)のもの

を用い、回転数は 80rpm、バレル先端温度を 1100Cに設定した。試料の供給は自然供

給で行い、ダイから放出される試料の量を測定することにより処理速度を算出した。

F工g. 23. Screw Pa七七ernUsed for Ex七rac七ionof 
Hem工cellulosefrom Corn Bran. 
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1-3 コーンヘミセルロースの抽出

1) アルカリ抽出

ウロン酸分析の試料としては、福本らのいなわらからの方法制により、コーンプラ

ンから以下のように抽出したものを使用した。 400gのコーンブランに対し、 10倍量

の水を加え 2時間煮沸した後に、残さを流水で 1昼夜洗浄した。その残さに有効塩素

2%の次亜塩素酸ソー夕、溶液 3，400mlを加え 200Cに1晩置き、再び流水で 1昼夜洗浄

した。次ぎに、この残さに 10%NaOH溶液 4Qを加え 20
0

Cで 20時間抽出した後

に、 8000rpm、20分間遠心分離して上清を回収した。この上清に濃塩酸を加え pH

を4.5に調整した後に、等量のアセトンを加え沈澱を得た。 この沈澱を 50%アセト

ン、アセトン、エタノール、エチルエーテルの}II買に洗い減圧乾燥してヘミセルロース

標品を得た。 400gのコーンブランから 231gを回収した。

2) エクストルーダーを用いた抽出

200 gのコーンプランと一定量の NaOH溶液を十分混合後，上記の条件で二軸エク

ストルーダーで処理し、ヘミセルロースを抽出した。次に、 NaOH添加前の試料重量

10 g相当分のエクストルーダー処理物に蒸留水を200mlに達するまで加え、 1時間

室温で撹持することによって可溶化されたヘミセルロースを溶出させた。遠心分離

(6，000 rpm、 20分)により残さを除去し、得られた上清を抽出画分とした。

1-4 水溶性高分子成分の定量

抽出画分中の水溶性高分子成分の定量は、ゲルろ過カラムを用いた HPLC分析によ

り行なった。 まず、得られた抽出画分 10μlを下記のシステムで HPLCを行ない，

その voidvolumeから Retentiontime 20分までの高分子領域のエリア面積を計算

した。次に、この水溶性高分子のエリア面積と、キシロースを標準物質としてフエ

ノール硫酸法6川之より定量した水溶性高分子の全糖量との聞の検量線をもとにして全

糖量に換算し、それを水溶性高分子量とした。

なお、使用した HPLCの分析条件は以下の通りであった。装置:島津 LC-9Aシ

ステム，カラム:TSK-gel G5000PW (7.5 mm  ID x 60.0 cm， Toso)，カラム温度:
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50
0

C，流速:1.0 ml/min，移動相:0.05M酢酸緩衝液 (pH4.0) ，検出器:示差屈

折計。

1-5 構成糖の分析

1) HPLCによるウロン酸分析

0.2 %ヘミセルロースと 0.2%グリセロール(内部標準)を含む試料溶液 0.5ml 

に、等量の 2Nトリフルオロ酢酸 (TFA)を加え、 1000C、2時間加温するととによ

り加水分解したlM o 得られた加水分解試料は陰圧下で乾固させた後に、 1.0mlの蒸留

水に溶解させ HPLCで分析した。 Column，Shodex SUGAR SH1821 (8 x 300 mm); 

precolumn， Shodex SUGAR SH1011P (6 x 50 mm) ; column temp.， 40 oC; flow 

rate， 1.0 ml/min; mobile phase， 0.001 N H2S04・

2) 比色分析

比色分析法によるウロン酸定量は、 Galambosの硫酸カルバゾール法により測定し

た62)o 中性糖含量は、硫酸カルパゾール法でウロン酸含量を測定後、フェノール硫酸

法61)で求めた吸光度からウロン酸に相当する吸光度を減じ、その差から求めた。中性

糖の標準物質としては、ヘミセルロースの主な構成糖であるキシロースを選んだ。

3) GLCによる中性糖の分析。

1)と同様の方-法で、試料を加水分解後、アルジトールアセテート化し GLCを用いる

日下部らの方法で、中性糖組成を分析した66)。

4) HPLCによる中性糖の分析

この方法による試料中の中性糖の分析は、 2N硫酸中で 2時間煮沸後105)、脱塩し、

以下のシステムの HPLCにより分析した。装置:島津 LC-6Aシステム，カラム:

Aminex HPX-87P (7.8 mm  ID x 30.0 cm， Bio-rad)，カラム温度:850C，流速:0.6 

ml/min，移動相:蒸留水，検出器:示差屈折計
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2. 実験結果

2-1 HPLCによるコーンヘミセルロース中のウ口ン酸と中性糖の測定

(1) ウロン酸と中性糖の HPLCによる分離条件の確認

ヘミセルロースの主要な構成糖であるグルクロン酸、ガラクツロン酸、キシロー

ス、アラビノースと内部標準であるグリセロールを、各 1%ずつを含んだ溶液 50μlを

HPLCで分析した。そのクロマトグラムを Fig.24. A に示す。グルクロン酸はガラ

クツロン酸より早く溶出し、ウロン酸問の分離が可能であることが示された。中性糖

についてはほぼ同じ保持時間で溶出し、多くの場合は一つのピークとして溶出した。

(2) コーンヘミセルロースの分析

コーンブランから抽出したヘミセルロースを 1NTFAで加水分解したものについ

て、前項と同じ条件でHPLC分析を行った。そのクロマトグラムを Fig.24. Bに示

す。グルクロン酸と中性糖が検出されガラクツロン酸は検出されなかった。また、ガ

ラクツロン酸は、今回の加水分解の条件では二次的な分解を受けるととが報告されて

いるが、グルクロン酸は二次分解物らしいピークも見られず、かなり安定であること

が示された。

また、 ドリセラーゼによりレモンペクチンが単糖にまで分解されることを松橋らは

報告しているが初、コーンブランについては同酵素で分解できなかった。またいくつか

の市販のセルラーゼ剤によっても分解を試みたが、いずれも完全に単糖にまでは分解

できなかった。

次に、今回の方法と従来から用いられている他のウロン酸と中性糖の測定方法の比

較を Table20に示した。今回使用した方法と、その他の方法の間には大きな差は見ら

れなかった。このことは、簡便で精度が高い HPLC法が、従来から用いられている比
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A: a rnodel rn工X七ureof s七andardsugars and glycerol 
individual s七andards). B: hydrolysis produc七s of corn 
hernicellulose， w工七h the add工七工onof 0.1も glycerol. 

Opera七ioncondi七工ons for HPLC: column， Shodex SUGAR SH1821 (8 
x 300 rnrn) i pre-column， Shodex SUGAR SH1011P (6 x 50 rnrn) i rnobile 
phase， 0.001 N sulfuric acidi column七ernpera七ure，400 Ci flow 
ra七e， 1.0 rnl/rnini chrornaヒograph，Jasco TR工 ROTARー工Vi de七ec七or，
Jasco R工D-300. Peak工den七l七y: 1， glucurona七ei 2， galac七urona七ei

3， xylosei 4， arabinosei 5， glycerol (工nヒernal s七andard). 
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Tab1e 20. Con七en七sof glucuronic acid and neu七ra1 sugars 
of corn hemice11u1ose 

G1ucuronate Neu七ra1sugars G1ucurona七e/
(も) (老) neu七ra1 sugars 

HPLC 8.21 a) 90 .47 a) 1 / 11.160 

Co1orime七ry 8.81 b) 
105.35 c) 

1 / 11.957 
(as Xy1) 

Co1orime七ry 8.81 b) 88 .42 d) 1 / 10.036 
-GLC 

The va1ues represen七七heaverage of 七rip1工cateana1yses. 

a) De七erminedby七heHPLC me七hod.
b) De七erminedby the carbazo1e method of Ga1ambos62

). 

c) De七erminedby七heHa七anakaand Ozawa1s me七hod63
). The amoun七 of

neu七ra1 sugars was obtained sub七rac七ingequiva1en七七0

glucurona七econ七en七 from七O七a1absorbance y工e1dby the 
pheno1-su1furic ac工d reac七ユon. Neu七ra1 sugar 工sexpressed as 

xy10se equiva1ent. 
d) Determined by七heGLC me七hodof Kusakabe et al.66

) as a1di七01

ace七atederivatives， af七erTFA hydro1ysis. 

色分析法などよりも、ルーチンの分析に適していることを示唆している o

2-2 二軸エクス卜jレーダー処理によるコーンヘミセルロースのアルカリ抽出

アルカリ存在下での二軸エクストルーダーによるヘミセルロースの抽出条件を検討

した。処理条件としては、コーンプラン 200gに、 0.5、 1.0、2.0、4.0NのNaOH

溶液を、 200、300、400、500mlずつ添加し、エクストルーダー処理を行なった。

次に、この処理物に蒸留水を加え 1時間撹搾し、抽出された可溶性成分を溶出させ

HPLC法で分析した。

エクストルーダー操作の条件は、バレル先端温度を穀物ヘミセルロースのアルカリ

抽出において高収率を示す 110
0

Cに固定し、試料の供給は自然供給とした.その際の
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試料の処理速度およびスクリュー先端部の圧力を測定した結果を Table21に示す。処

理速度に開きがあるが、 NaOHの添加量を増加するにつれて圧力が減少する傾向にあ

ることがことが分かる O また、 NaOH溶液の添加量を 500mlより増加させるとバレ

ル内で液相と固相の分離が起こり不連続な処理となった。一方、 200mlより少ない場

合には駆動系に対して負荷がかかりすぎるために、本装置では処理できなかった。

エクストルーダー処理後は試料に加水し、室温で撹持することにより抽出された成

分を水に溶出させた。その溶出画分中の水溶性高分子をゲ、ルろ過による HPLCを用い

て分析したところ、平均分子量 100万の高分子の存在を確認した。その高分子成分を

フェノール硫酸法により定量した結果を Fig.25に示す。横軸にはエクストルーダー

Table 21. Pararne七ers of ex七rus工onof corn bran 

NaOH concn. Volurnea
) g

h
 

n

/

 

・ユ

g
s
k
 

s
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t
 

e
 

c
e
 

O

七
r
a
 

p
r
 

0.5 N 200 

300 

400 

500 
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e， 0.5N NaOH; 0， 1.0N NaOH; ~， 2.0N NaOH; ム， 4.0N NaOH 

処理時にコーンブラン 200gに対して加えた NaOH溶液の量を、縦軸にはコーンブ

ラン量に対する水溶性高分子画分の回収率を示した。 2.0と4.0Nの NaOHの液量を

400 mlから500mlと増加させた時には高分子画分の回収率が横ばい、あるいは減少

したが、それ以外の場合は NaOH溶液の液量が増加するにつれて、高分子成分の回収

率も増加した。また、 4.0NNaOH 200 mlと2.0NNaOH 400 ml、あるいは 2.0N

NaOH 200 mlと1.0NNaOH 400 mlのように、 NaOHの絶対量が同じ場合でも、

NaOHの液量が多い方が回収率が高かった。

次に、いろいろな抽出液中の中性糖含量を測定した (Fig.26)。いずれの場合とも

キシロースとアラビノース、および少量のガラクトースとグルコースが検出された。

このキシロース、アラビノースの含量の増減と、 Fig.25で示された高分子成分の回収

率の聞には高い相関関係があり、本章で記述する高分子成分は、キシロースとアラビ

ノースが主成分であるヘミセルロースであることが示唆された。以上のように、この
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実験で抽出されたヘミセルロースは、分子量が 100万程度、アラビノース/キシロー

ス比が 0.52であり、この値は竹内らがとうもろとしから 2.0%NaOHで抽出したコー

ンプランヘミセルロースとほぼ一致している9ヘ

3. 考察

植物の細胞壁の構成成分のうち、ペクチンや一部のガム質などはウロン酸を含んだ

酸性多糖として扱われているが、中性多糖として扱われているヘミセルロースの中に

も少量のウロン酸が含まれている o しかし、中性糖部分については GLCや GC-MS

などにより詳細に調べられているものの、ウロン酸についてはあまり詳細に調べられ

ていない。これは、中性糖の場合と比べて、ウロン酸に対する簡便で、正確な定量及

び定性的な分析法が確立していなかったことに起因する o
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しかし、畑中らはペクチンの構造を解析する過程に於て、 HPLCを用いる簡便で正

確なウロン酸(特にガラクツロン酸)の測定法を確立した30)。そこで、上記の問題点

を持つヘミセルロース中のウロン酸の分析に、この方法が適用できないかどうかにつ

いて検討した。

まず初めに、コーンの場合を含めてヘミセルロースの主要な構成成分であるグルク

ロン酸、ガラクツロン酸、キシロース、アラビノースの溶出位置を標準品で確認した

(Fig. 24. A)。これらのうち中性糖については重なったピークとして溶出したのに

対し、 2種のウロン酸については完全に分離することができた。従来、ウロン酸につ

いては、中性糖の分析とは別に、比色分析によりその総量を求める方法や、還元後に

中性糖と同様に分析する方法が採られていたが、本章で示した方法では、還元等の処

理をすることなしに直接ウロン酸を定量分析することができた。

ペクチンの場合には、単糖まで加水分解するためにドリセラーゼを用いて成功した

が、コーンヘミセルロースに対しては完全に加水分解することができなかった。ま

た、他の市販の酵素剤についても検討したが、いずれも完全には加水分解することが

できなかったので、従来からヘミセルロースの加水分解に広く使われている TFAの存

在下で加熱する方法を採った。今回用いた試料では比較的熱に安定なグルクロン酸の

みを含んでいたことから問題はなかったが、熱に不安定なガラクツロン酸を含む場合

にはさらに分解法を検討する必要がある。

以上のように、加水分解法については再検討を必要とするものの、 HPLC法は2種

以上のウロン酸の組成と中性糖含量を直接分析することが可能である。本分析法を用

いることによって、従来、複雑な分析過程が必要で、あった一部のヘミセルロース制

や、植物中の粘質物、アルギン酸などl附の構成糖の分析を、より簡便に行うことが可

能である o

また、従来ヘミセルロースは工業的にはアルカリ条件下で抽出されているが、との

方法では作業員の安全性、出てくる廃液の処理なと、の厄介な問題を持っている。エク
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ストルーダーを用いてヘミセルロースを抽出する試みとしては、中性条件で加圧装置

として用いた特許、アルカリ存在下で反応装置として用いた特許などがあるが99-101)、

その際の抽出条件は十分に検討されておらず、エクストルーダーの持つどの特性が効

いたかは明らかではなかった。そとで本章では、代表的な穀物外皮であるコーンブラ

ンを材料に用い、二軸型エクストルーダーの使用が穀物外皮からのヘミセルロースの

抽出に有効であるのかについて検討した。

当初，二軸エクストル-ダーによる加圧効果が、抽出率の向上に関与するのではな

いかと考え実験を行なったが、本章の実験では加圧はあまり抽出率の向上に関与せ

ず、むしろアルカリの添加量が多い方が抽出率を向上させた CTable21、Fig.25) 0 

この結果は、原材料へのアルカリの添加量を増やすことによる粘度の低下が、二軸エ

クストルーダー内での原材料の流動性や分散性を向上させ、アルカリを効率的に利用

できた結果ではないかと推測できる。この推測が正しいと仮定すると、スクリュ一回

転数を上げるなど装置内での混合分散効果を上げる操作を行なうことによって、さら

に抽出効率が上がる事が期待できる.

ここで示した方法は、原材料に対して 2~2. 5倍程度のアルカリ溶液量で済むこ

と、 2~2.5 Nのアルカリ溶液を用いるのはエクストルーダー処理時の短時間のみで済

むこと、水によるヘミセルロースの溶出から後の工程は、 O.1~O.125N の希アルカ

リ溶液として処理できることなど、の利点を持っている o 抽出温度、スクリュ一回転数

などエクストルーダーに関する条件、加水による溶出の条件、装置のアルカリに対す

る耐久性などを更に検討する必要があるが、以上の結果より二軸エクストルーダー

を、アルカリ抽出のリアクターとして用いることによって、穀物外皮からヘミセル

ロースを効率的に抽出できることが示された。
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4. 要約

グルクロン酸、ガラクツロン酸及び中性糖が混合した試料の HPLCによる分析につ

いて検討し、良好な結果を得た。この HPLC分析法を用いれば、コーンヘミセルロー

スのウロン酸組成と中性糖含量を直接定量できることを見いだし、従来法より簡便

な、また精度的にも優れた分析法を確立した。

ヘミセルロースの効率的抽出を目的として、 二軸エクストルーダーによる、加圧下

でのアルカリによるヘミセルロースの抽出を、コーンプランを材料として検討した。

O.5Nあるいは 1.0Nの NaOHを原材料の 2から 2.5倍加えた場合に， 1から 3

kg/Cffi2の低加圧下で最も効率よく抽出できたことから、高圧効果よりむしろ二軸エ

クストルーダー内部での粘度低下に伴う混合分散効果の方が、抽出率の向上に寄与す

ることが示唆された。
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第六章総括

ペクチンやヘミセルロースなどのウロン酸を含む酸性多糖は、優れた食物繊維とし

て、生理活性、特に血衆中のコレステロール低下活性を持つことが報告されている o

しかし、これらの多糖は、現在まだ特定保健用食品として、その生理活性の表示を認

められていなしユ。それは、ペクチンについては粘度とゲル化能によりその機能を期待

できるだけの量を添加できないためであり、ヘミセルロースについてはウロン酸の正

確な分析法と、効率的な抽出法が確立されていないことによる。そこで、本研究では

これらの問題点を解決し、特定保健用食品としての利用を可能にすることを目的に研

究を行った。

1. レモンペクチンの分子量と血祭コレステロール低下作用の相関関係について

レモンペクチンの高粘度とゲル化能はその高分子量に起因するが、高分子量はま

た、血衆コレステロールの低下作用にも必要だとされている o そこで、レモンペクチ

ンの分子量とラットにおけるコレステロール低下作用の相関関係を検証し、酵素を使

って低粘度でなおかつ活性を保持したペクチンの開発が可能であるかどうかについて

検討した。

酵母 Kluyvel加 lycesfragilisの培養上清を酵素源に用い、反応時間を変えること

により分子量 66，000と 185，000の低分子ペクチンを調製し、その粘度がいずれも元

のレモンペクチン(分子量 750，000)より低いことを示した。さらに、とれらのラッ

トに対する生理活性を検定したところ、分子量 185，000のペクチンの場合は、元のレ

モンペクチンと同様に試験開始直後から効果が表れるのに対し、分子量 66，000のペ

クチンの場合は、試験開始直後にはその効果が現れないものの、試験期間が進むに連

れてしだいに効果が表れることを明らかにした。このことは分子量 185，000程度であ
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ればそのコレステロール低下作用は保持しているものの、分子量 66，000にまで低分

子化した場合には、短期間での示されるべき生理作用が失われることが示唆された。

2. 大豆ペクチン性多糖の構造解析について

ペクチンの構造は大量のガラクツロナンとそれに挟まれた中性糖側鎖を含むラムノ

ガラクツロナンから構成される o 小豆やインゲン豆は、中性糖を多く含むもののペク

チンと同様にガラクツロナン領域とラムノガラクツロナン領域で構成される多糖(ペ

クチン性多糖)を含有している o 一方、大豆から豆腐などを製造する際に産出するお

からは、その廃棄が問題となってきていることから、おからから多糖を抽出、精製

し、用途を開発するためその構造について検討した。

大豆おからから 2%ヘキサメタリン酸溶液を用いてペクチン性多糖を抽出し、炭酸

緩衝液の pH勾配 (9.0→ 11.0) による DEAE-セルロースクロマトグラフィーによ

り、ガラクツロン酸の多い画分と少ない画分に分画し、 ガラクトース、アラビノース

などの中性糖を含む多糖を得た。分画した多糖について、 3種のペクチナーゼと 2種

のヘミセルラーゼを作用させたところ、大豆多糖中にも他種のペクチンと同様にガラ

クツロナン領域を両端に持つ多糖が存在することが明らかになった。また、本論文で

初めて精製したかびAspergillusniger由来のヘミセルラーゼを用いて中性糖側鎖に

ついても分析し、今までに報告されていたガラクトース部分のみでなく、アラビノー

ス部分についても直鎖のボリマーとして存在していることを示した。

3. 大豆ペクチン性多糖の応用について

本章では大豆おからから大量にペクチン性多糖を抽出する方法を確立し、その物性

および生理活性を検討した。

ペクチンの抽出に効果があるヘキサメタリン酸を用い、 2%溶液中で100
0

Cで2時間

加熱することにより、タンパク質の混入を防ぎつつ、効率的にペクチン性多糖を抽出
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できることを明らかにした。この多糖は、レモンペクチンよりも高分子でありながら

かなり低粘度であり、市販の大豆食物繊維には認められない金属塩添加時の増粘効果

を保有していた。

その生理活性をレモンペクチンと比較したところ、長期間摂取させた場合にはラッ

ト血策中のコレステロール上昇抑制機能を持つものの、即効的な血中コレステロール

上昇抑制機能や肝臓へのコレステロールの蓄積抑制機能は認められなかった。この結

果は分子量のみではなく、多糖の構造が生理的効果に大きな影響をおよぼすことを示

した。

4. コーンヘミセルロースの糖分析法および抽出法について

既に生理活性が確認されているコーンヘミセルロースの研究のなかで、まだ十分検

討されていないウロン酸部分の分析法、およびより効率的な抽出法について検討し

た。

ウロン酸の分析法については、弱酸性下でイオン交換型のカラムを用いた HPLC分

析が、従来の方法よりも簡便で精度的にも優れた分析法であることを示した。

抽出のために二軸エクストルーダーを採用し、アルカリを用いた加圧下での抽出条

件を検討し、高圧の効果よりもむしろエクストルーダー内部での粘度低下に伴う混合

分散効果が、抽出率の向上に寄与することを明らかにした。

5. 結論

本研究の結果、従来その粘度とゲル化能のために生理活性を期待できるだけの量を

添加することが不可能だ、ったレモンペクチンについては、酵素により低分子化するこ

とによって、あるいは現在廃棄物として処理されている大豆おから中のペクチン性多

糖をヘキサメタリン酸を用いた穏やかな方法で抽出することによって低粘度、高溶解

性でありかつ、血中コレステロール上昇抑制効果を持つペクチン性多糖が得られるこ
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とを見いだした。また、既に生理活性が明らかになっているコーンヘミセルロースに

ついてはその効率的な抽出法と分析法を示した。

以上のように、本研究により本来優れた生理活性を持つことが明らかにされていた

これらのウロン酸含有多糖の食品への添加を容易とした。最近の成人病の増加などに

より脚光を浴びている機能性食品なと、への応用が期待される o
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