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はじめに
　これまで知られている主な機能性オリゴ糖に
は、フルクトオリゴ糖、ガラクトオリゴ糖、大豆
オリゴ糖、イソマルトオリゴ糖、ラクトビオン、
キトサンオリゴ糖などあり、生理的機能性として
抗う蝕性、乳酸菌の増殖等 1）、2）、3）、4）、5）がある。
その中で、牛ミルクオリゴ糖（ラクトビオン）な
どはグルクナック（GlcNAc）を構成糖とする糖
鎖構造に類似した構造を有し、複雑な結合を持
ち、極めて多くの構造がある。おそらく、これま
でのオリゴ糖とは異なった複雑な生理的機能 6）

を持つことが推定される。これ等のオリゴ糖は蛋
白に結合した場合は糖鎖ということになるであろ
うし、単独の場合は機能性オリゴ糖として扱われ
るであろう。いずれにしても、従来のような糖鎖
と機能性オリゴ糖の区分がなくなるのではないか
と考えられる。さて、キトサンを除くこれらの糖
鎖、オリゴ糖はもともと低分子であり、高分子の
切断によるものではない。これまで、高分子の切
断によるオリゴ糖の生成はわずかにある 7）のみ
である。本研究ではこれまで知られていない塩酸
処理、超音波処理という 2 段処理法により、極め
て効率的に多糖類のペクチンからのオリゴ糖を開

発した。オリゴ糖は、黄色ブドウ状球菌の増殖を
抑制し、同時に、乳酸菌の増殖を促進した。また、
別に開発したジュンサイオリゴ糖は黄色ブドウ状
球菌及び乳酸菌の増殖を抑制するという、超音波
処理ペクチンオリゴ糖とは異なった生理機能を示
した。これ等のオリゴ糖の製造方法及び機能性に
ついて報告する。

試験方法
1．ペクチンの塩酸処理及び超音波処理二段処理

法によるオリゴ糖の開発 8）

　ペクチン 0.5% 溶液 200 ml に濃塩酸を加えて
0.25% 塩酸溶液とし、これをオートクレーブにて
121℃、20 分間加圧、加熱した。これにアルコー
ルを加えて約 70% アルコール沈澱を行い、遠心
分離によって得られたオリゴ糖を塩酸処理オリゴ
糖とした。この方法は弘前大学農学部宮入らの方
法 8）に従った。次にこの塩酸処理ペクチンオリ
ゴ糖を国際電気株式会社の超音波処理器 25 Khz
で 10 時間処理し、その間 , 経時的に 5 ml ずつサ
ンプリングし、フェノール硫酸法 10）、ソモギ─
ネルソン法 11）によって、全糖量、還元末端糖量
を測定し、オリゴ糖の重合度を求めた。オリゴ糖
の調製法は図 1 のとおりである。この超音波処
理したオリゴ糖を超音波処理オリゴ糖と呼ぶこと
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にした。

2．ジュンサイ多糖の超音波処理によるオリゴ糖
の開発

　湿重量 200 g のジュンサイを 200 ml の蒸留水に
加え、ミキサーにて 5 分間粉砕し、3000 rpm で
10 分間遠心分離後、上澄み液を超音波処理器
25 Khz で 10 時間処理した。その間、経時的に
5 ml ずつサンプリングし、同じく全糖量、還元末
端量を測定しオリゴ糖の重合度を求めた。オリゴ
糖の調製法は図 2 の通りである。

3．多糖類の超音波処理
　多糖類はアラビアガム（白樺の樹液）、アルギ
ン酸 Na（海草類の粘液）、ペクチン（リンゴ、か
んきつ類の水溶性食物繊維）、難消化性デキスト
リン（人工食物繊維）の 0.5% 水溶液について、
10 時間超音波処理を行い、経時的に 5 ml サンプ
リングし、還元糖量を測定し、多糖構造の低分子
化の試験を行った。

4．全糖及び還元糖の定量 9）

a ．フェノール硫酸法による全糖量の定量
ⅰ．超音波処理で経時的にサンプリングしたペ
クチンオリゴ糖 0.5% 溶液を 2 倍希釈し、これ
より、0.1 ml とり、1.9 ml の水に加えた。これ

に 80% フェノールを 0.05 ml 加え、濃硫酸を定
法に従って添加し、OD490 で測定して検量線よ
り値を求めた。
ⅱ．ジュンサイオリゴ糖は超音波処理により経
時的にサンプリングしたオリゴ糖 0.5% 溶液を
2 倍希釈し、ペクチンオリゴ糖の定量と同様に
全糖量を求めた。

b ．ソモギ─ネルソン法による還元糖の定量 9）

　ⅰ．ペクチンオリゴ糖の還元末端の定量
　超音波処理により経時的にサンプリングした
ペクチンオリゴ糖 0.5% 溶液を 2 倍希釈し、
1ml を試料溶液とし、定法に従い、還元糖と銅
試薬を沸騰水中で 10 分間反応させ、ネルソン
試薬添加してから OD500 で吸光度を測定し、検
量線より値を求めた。

　ⅱ . ジュンサイオリゴ糖の還元末端の定量　
　超音波処理で経時的にサンプリングしたジュ
ンサイオリゴ糖 0.5% 溶液を 2 倍希釈し、1 ml
を試料溶液とし、ペクチンオリゴ糖の場合と同
様に定法に従って還元糖量を求めた。　

5．超音波処理多糖のエタノール沈澱におけるゲ
ルの形状
　多糖溶液は 0.5% の溶液 5 ml にエタノール加え
て 70% として沈澱ゲルの形状を観察した。
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図１　機能性ペクチンオリゴ糖の調製
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図２　機能性ジュンサイオリゴ糖の調製
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6．超音波処理ペクチンオリゴ糖の黄色ブトウ状
球菌増殖抑制

　黄色ブドウ状球菌（staphylococcus aureus）培
地は 7.5% 食塩添加した卵黄加マンニット食塩寒
天培地（栄研化学株式会社）を使用した。培地に
は、0.5% 超音波処理ペクチンオリゴ糖の殺菌溶
液を用いて、各希釈溶液（×10、×103、×105） を
作成し、それぞれ 1 ml ずつ 20 ml の培地に加えて
冷却し、雑菌が生えないことを確認してからこれ
等に黄色ブドウ状球菌（staphylococcus aureus）
をコンラージ棒で塗布した。38℃で 48 時間培養
し、黄色いコロニーの量及び培地中のフェノール
レッド指示薬の赤色から黄色への変化により、黄
色ブドウ状球菌の増殖を確認した。

7．超音波処理ジュンサイオリゴ糖の黄色ブドウ
状球菌の増殖抑制

　湿重量 200 g のジュンサイを 200 ml の蒸留水に
加え、ミキサーにて 5 分間粉砕し、3000 rpm で 10
分間遠心分離後、上澄み液を超音波処理器 25 Khz
で 10 時間処理した。これを 100℃で 20 分間加熱
殺菌して原液とした。これを用いてジュンサイオ
リゴ糖の各希釈溶液（×10、×103、×105） を作
成した。それぞれ 1ml ずつ 20ml の培地に加えて
冷却し、雑菌が生えてこないことを確認してから
黄色ブドウ状球菌（staphylococcus aureus）をコ
ンラージ棒で塗布した。38℃で 48 時間培養し、
超音波処理ペクチンオリゴ糖の場合と同じように
シャーレの観察をおこなって判定した。

8．超音波処理ペクチンオリゴ糖の乳酸菌増殖効
果

　乳酸菌は明治フードマテリア製のビフィドバク
テリウム　ロンガムを使用し、培地はビフィドバ
クテリウム　ロンガムに選択性のある LBS 培地
を使用した。培地はオートクレーブにより 121℃
で 15 分間加圧滅菌し、これに超音波処理、殺菌
ペクチンオリゴ糖溶液を用いて作成した、各希釈
溶液（×10、×103、×105） を 1 ml ずつ 20 ml の
培地に添加し、50℃に冷却してから、ビフィドバ
クテリウム　ロンガム（0.2 g/100 ml 滅菌水）を
2 ml 加え、38℃で 48 時間培養した。培地が乳酸
菌代謝物により、紫色から黄色に変化すること及
びコロニーの量でオリゴ糖無添加培地と比較して
乳酸菌の増加の有無を判定した。

9．超音波処理ジュンサイオリゴ糖の乳酸菌抑制
　培養方法は超音波処理ペクチンオリゴ糖の場合
と同じ方法で行った。オリゴ糖は超音波処理ジュ
ンサイオリゴ糖を使用し、乳酸菌はビフィドバク
テリウム　ロンガムを使用して乳酸菌の増殖につ
いて試験した。

結　　果
1．ペクチンの塩酸処理及び超音波処理二段処理

法によるオリゴ糖の開発
　結果は表 1、図 3 のようである。1 時間の超音
波処理から徐々に低分子化が進み、6 時間から 8
時間で低分子化は急速に進んだ。しかし、8 時間
後それ以上の低分子化は進まなかった。塩酸処理

時間 0 1 2 4 6 8
OD480 1.32 1.32 1.31 1.34 1.32 1.33

全糖（mg） 5130 - - - 5130 -
OD500 0.13 0.13 0.14 0.16 0.40 0.35

還元糖（mg） 183.2 183.2 - - 523.5 -
平均

重合度 28 - - - 9.8 -

表１　超音波処理ペクチンオリゴ糖の全糖、還元糖の変化
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ペクチンオリゴ糖の平均重合度は 29 であること
が明らかになった。また、超音波処理 6 時間後の
平均重合度は 9.8 になり、塩酸処理オリゴ糖に比
べ超音波処理オリゴ糖は初めの約 1/3 に低分子化
した。ペクチン、塩酸処理ペクチンオリゴ糖、塩
酸処理超音波処理二段処理ペクチンオリゴ糖のア
ルコール沈澱の形状は図 4 のようである。ペク
チンからオリゴ糖の低分子化が進むにつれて、ア
ルコールの透明性が大きくなった。すなわち、低
分子化が可視化できた。

2．ジュンサイ多糖の超音波処理によるオリゴ糖
の開発

　ジュンサイ多糖は塩酸処理を行わず、直接超音
波処理を試みた。ジュンサイ多糖は塩酸処理ペク

チンオリゴ糖とは異なり、超音波処理を始めた直
後から低分子化が進み、4 時間後で、吸光度は最
大になり、以降は更なる低分子化は起こらなかっ
た。結果は表 2、図 3 のようになった。超音波
処理前の平均重合度 55.3 となり、処理 4 時間後
の平均重合度は 18 となった。ペクチンオリゴ糖
の場合と同じように、処理前と処理後では分子量
は 1/3 に低分子化していた。

3．多糖類の超音波処理
　アラビアガム、アルギン酸 Na、ペクチン、難
消化性デキストリンの 0.5% 水溶液について、10
時間超音波処理を行い、経時的に 5 ml サンプリ
ングし、全糖量、還元末端量を測定し、直接超音
波処理により多糖の低分子化が起こりえるかにつ

時間 0 1 2 4 6 8
OD480 0.91 0.93 0.91 0.91 0.90 0.91 

全糖（mg） 3208 - - 3208 - -
OD500 0.07 0.13 0.14 0.15 0.15 0.15

還元糖（mg） 58 - - 180 - -
平均

重合度 55.3 - - 18 - -

表２　超音波処理ジュンサイオリゴ糖の全糖、還元糖の変化
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図３　ペクチンオリゴ糖及びジュンサイオリゴ糖の
　　　超音波処理における全糖、還元糖の変化
　　　左縦軸はソモギ―ネルソン法による還元糖の測定
　　　右縦軸はフェノール硫酸法による全糖量の測定
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図４　ペクチンの塩酸処理、超音波処理による
　　　低分子化（アルコール沈澱法）
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いて試験を行った。結果は図 5 のように OD500 は
0.01 から 0.02 の値を示し、還元末端の増加はお
こらなかった。塩酸処理ペクチンオリゴ糖及び
ジュンサイ多糖の超音波処理の図 3 の結果と比較
して、ジュンサイ多糖を除く多糖は塩酸処理等の
全処理を実施しなければ超音波処理のみでは多糖
の低分子化は起こらないことが明らかになった。
各多糖の全糖量はオリゴ糖と同じ区約 5000 mg
の値を示した。

4．超音波処理多糖のエタノール沈澱におけるゲ
ルの形状

　ペクチン、アルギン酸の経時的サンプリング溶

液における還元糖の増加は見られなかったが、超
音波処理前と後ではエタノール沈澱形状に変化が
見られた。ペクチン、アルギン酸の内部の水素結
合、疏水結合等が切れていることが推定された。
図 6 のようである。多糖類の中で唯一、超音波
処理のみで低分子化が起こったのはジュンサイオ
リゴ糖である。このオリゴ糖は粘性においてアラ
ビアガムと類似性を示すが、三次元の構造が全く
異なっていることが推定された。

5．超音波処理ペクチンオリゴ糖の黄色ブドウ状
球菌増殖抑制

　黄色ブドウ状球菌（staphylococcus aureus）は

多糖類 エタノール沈殿 超音波処理

アラビアガム - -

ペクチン +++ ++

アルギン酸 +++ ++

デキストリン - -

ペクチンオリゴ糖 ++ -

ジュンサイ多糖 +++ -

図６　多糖類の超音波処理前と処理後のアルコール
沈澱の変化

各多糖は 0.5%、3 ml にアルコールを加えて 70% として観察

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5  
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　　　左縦軸はソモギ―ネルソン法による還元糖の測定
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図７　超音波処理ペクチンオリゴ糖の黄色ブドウ状球菌の増殖抑制
培地は MSEY 培地を使用し、シャーレに 20 ml 添加し、オリゴ糖は各濃度を 1 ml 添加
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図 7 のように、培地に二段処理ペクチンオリゴ
糖を添加することで菌の増殖を抑制できたが、カ
ビ等の真菌に対して効果はあまりないように見ら
れた。オリゴ糖を×103 から×105 倍と希釈して
シャーレに添加することで、培地の指示薬フェ
ノールレッドは赤色からややオレンジがかり、黄
色ブドウ状球菌がわずかに増殖するのが観察され
た。また、塩酸処理オリゴ糖と二段処理オリゴ糖
とでは黄色ブドウ状球菌に対する増殖抑制作用
は、二段処理オリゴ糖のほうが抑制作用は強かっ
た。これは二段処理オリゴ糖の重合度が 10 前後
であることが抗菌作用を強くしていることと関係
があることが推定される。

6．超音波処理ジュンサイオリゴ糖の黄色ブドウ
状球菌の増殖抑制

　超音波処理ペクチンオリゴ糖の場合と同じよう
にシャーレの観察をおこなって判定した。ペクチ
ンオリゴ糖のように希釈してもシャーレには黄色
ブドウ状球菌は生えてこなかった。ペクチンオリ
ゴ糖とジュンサイオリゴ糖とでは菌に対する作用
の違いがあるように見えるが、現段階では不明で
ある。図 8 の通りである。

7．超音波処理ペクチンオリゴ糖の乳酸菌増殖効果 
　図 9 ように 10 倍希釈ではオリゴ糖無添加培地
に比べて乳酸菌の増殖効果は 2 倍程度増殖してい
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無添加

超音波処理
ジュンサイオリゴ糖
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図８　超音波処理ジュンサイオリゴ糖の黄色ブドウ状球菌の増殖抑制
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図９　超音波処理ペクチンオリゴ糖の乳酸菌の増殖効果
乳酸菌はビフィドバクテリウム　ロンガムを使用し、培地は LBS 培地を使用。38℃で
48 時間培養。
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た。希釈倍率を×103 から×105 にして添加する
とだんだんオリゴ糖無添加培地と同じような状態
になった。

8．超音波処理ジュンサイオリゴ糖の乳酸菌抑制
　図 10 ように×10 倍希釈ジュンサイオリゴ糖添
加シャーレでは乳酸菌は全く生えてこなかった。
　希釈倍率を×103 から×105 にして添加すると
だんだんオリゴ糖無添加培地と同じような状態に
なった。このことは、ペクチンオリゴ糖と比較し
て、構成糖が異なることに起因していることが推
定される。したがって機能性オリゴ糖は構成糖及
び糖の重合度、結合様式によって様々な機能性を
持つことが示唆される。

考　　察
　これまで、多糖類からのオリゴ糖の生成に関す
る論文はほとんど報告されていない。酵素法によ
る高分子の低分子化では分子が 2 から 3 程度の重
合度のオリゴ糖が生成され、これらは全く機能性
を持たない。今回、多くの多糖類は塩酸処理等の
前処理を行わなければ、超音波処理を行っても多
糖の低分子化は起こらないことが明らかになっ
た。塩酸処理、超音波処理により、オリゴ糖の重
合度は 28 から約 10 へと低分子化し、8 時間以降
はこれ以上の低分子化は起こらなかった。超音波
処理ジュンサイオリゴ糖は 1 時間後から低分子化

が進み、4 時間後には重合度は 55.3 から 18 へと
低分子化が進み、還元糖の増加量は最大に達し、
それ以降、変化はなかった。ペクチンオリゴ糖の
低分子化が始まるまでに 2 時間要し、ジュンサイ
オリゴ糖の場合は超音波処理 30 分より低分子化
は進んだ。このような変化の違いはペクチンと
ジュンサイ多糖の内部構造の水素結合数の違い等
によることが推測される。つまり、高分子の低分
子化は最初に分子構造の内部の弱い部分から切断
が行われ、最後に低分子化につながるグリコシッ
ド結合の切断が行われたのではないだろうか。こ
の二段処理法はさまざまな機能性を持つオリゴ糖
をデザインするうえで重要なことと考える。これ
等のオリゴ糖は黄色ブドウ状球菌の増殖を抑制す
るという点では共通していたが、乳酸菌の増殖に
ついては全く異なる生理作用を示した。超音波処
理ペクチンオリゴ糖はビフィドバクテリウム　ロ
ンガムというヒト腸内乳酸菌の働きを極めて強く
活性化した。腸内環境を整えるうえでプレバイオ
テックスとしての応用が可能である。一方、ジュ
ンサイオリゴ糖は黄色ブドウ状球菌や乳酸菌を死
滅させているように観察されることから、超音波
処理ペクチンオリゴ糖とは異なる殺菌作用を有す
ることが考えられる。また、今回の実験で、超音
波処理ペクチンオリゴ糖はカビに対する殺菌作用
及び増殖抑制作用は見られなかった。このことか
ら、真核生物と原核生物の構造的違いが推定され
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図10　超音波処理ジュンサイオリゴ糖の乳酸菌の増殖抑制
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る。真核生物（カビを含む）は核膜が存在し、原
核生物（細菌類を含む）には存在していない。真
核生物は今回の機能性オリゴ糖に対して核膜に
よって、機能性オリゴ糖の作用から保護されてい
る可能性が推定される。70% 消毒用ルコールに
この機能性オリゴ糖を 05% 添加してシャーレに
培養したカビ（Aspelgilus）に 2 ml 添加したとこ
ろカビは死滅した。今後消毒用アルコールに機能
性オリゴ糖混合することにより、新たな手指の除
菌剤が開発されることが想定される。
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