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論 文 内 容 要 旨

緒 論

ケ フ ィール は、山羊乳 、羊乳、牛乳 か らケフィール粒 をスターター として製造 さ

れる ソ連 コ ーカサス地 方原産の伝統 的なアルコール発酵乳 である。ケフ ィール粒 は、

白色の弾 力性 の あるカ リフラワー状の外観 をしてお'り、乳酸菌 と酵母 が、乳酸菌 の

生産 す る多糖 によ りタンパ ク質 とともに接着 させ られて出来上が った菌塊 である。

この多糖 は 、すで にケフ ィランと命名され 、Kooimanに よ りその主要構造 も提 出さ

れ てい る。 しか しながら、最近 、戸羽 らは、ケフィール粒か ら多糖 を抽 出 しメチル

化 分析 を行 った ところ、Kooimanの 提 出 した構造 には見 られないC-6位 置換Ga1の 存

在 を認 めた。 この結果 は、ケフィラ ン中に新規 な構造 が存在す ることを示唆するも

のであ る。 そこで本研究 ではまず第一 に疑問視 されたケフィランの構造 を明 らかに

す るた めに、 ケフィール粒 から多糖 を分離 しその完全構造 を解明す るこ とを 目的 と

した。

一 方、ケ フ ィール粒 か らは数種 の多糖生産菌が分離 されて いるが、戸羽 らによっ

て分離 され た新種の葵膜性多糖生産乳酸菌L。kef止aηofacfensが 、ケフ ィラン生産

菌 であ る と考 え られている。 そ こで第二 に、Lkeffranofacfensの 生産する多糖 の

化学構造 を明 らかに し、ケフ ィール粒多糖 の化学構造 と比較する ことによ り、ケフ

ィール粒 中におけるL.kef∫raηofacfθnsの 存在意義 を明 らかにする ことを目的 とし

た。

さ らに、本研究 においてケ フィランがアル コール存在下 でゲル化す る という興味

ある現象 を見 出だ した。 ケフィランが、抗腫瘍活性 を有 しているとい う報告 もあ り、

新 しい食 品安定剤 として期待できるものである。 そこで第三 に、ケフィランの利用

性 を開拓 するため に、ケフィランの物性 を明 らかにする とともに、その誘導体 を合

成 し、それ らの機能特性 を検討 した。

第1章 ケフィール粒から分離した多糖の性質 とその化学構造

第1節 ケフィール粒の生産条件の改良

ケ フ ィール粒か ら大量 の多糖 を得 るために、ケフ ィール粒 を大量かっ迅速 に得る

方法 を検 討 した。 す なわ ち、10%還 元脱脂乳 に炭酸 カルシ ウムの添加な らびに振盈
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培養 の増殖 に対す る影響 を検 討 した(Table1)。 振盤培養 は、ケフィール粒の重量

増 加 に好 影響 をもた らしたが 、培地 の著 しいホェー分離 を引 き起 こ し、ケフィール

粒 の 回収 を困難 にするものであった。一 方、培地への炭酸カル シウムの添加 は、ケ

フィール 粒 の顕著な重量増加 を引き起 こしたが 、化学組成および菌叢 には、著 しい

影響 は示 さなかった。 以上 のこ とよ り、ケフィール粒 による多糖の生産条件の改良

法 として、1眺還元脱脂 乳 に0。5%炭酸 カルシウム を添加す ることが最 も有効である と

結論 した。

第2節 ケフィール粒から分離 した多糖の化学構造

ケ フィール粒 から多糖 を熱水 によ り抽出 し、エ タノール沈澱 を繰 り返す ことによ

って精 製 した。本多糖 の糖組成 は、Glc:Galニ1.0:Q.9で あり、 〔α]D・+5Q.5。(c,Q.1)

であ った。本 多糖 中の構成糖間の結合位置は、メチル化分析 によって決定 した

(Fig.1)。 その結果、C-6位 置換Ga1の 糖残基 が他の糖残基の約2眺 存在するこ とが示

され 、 ケフ ィール粒多糖 中にKooimanが 提 出 したケフィランの構造 とは異 なった溝

造 が存在す る ことが強 く示唆 された。

本 多糖 の結合配列 は、7r∫choder照reesef由 来 のセル ラーゼ を作用 させて、得 ら

れた少糖 の構造 を解明す ることによ り決定 した。す なわち、本多糖 に上記セル ラー

ゼ を作用 させ るとGlcお よび少糖(os)が 遊離 した(Fig.2)。osの 構造 は、メチル化

分析 および エ3c-NHR分 析(Fig.3)に よ って決定 した。

以上 のOSの 構造 およびセル ラーゼの作用機序か ら、ケフィール粒 から分離 した多

糖 の主要構 造 をFig.4の よ うに決定 した。 本多糖 のメチル化分析の結果 その存在 が

示され たC-6位 置換Galは 、Fig.4に 示 した構造 には存在せず、ケフィール粒多糖 の

化学構造 の微視的不均一性 が示唆された。

第3節 ケフィール粒 か ら分離 した多糖 中のC-6位 置換Ga1の 常在性

ケフ ィール粒多糖中に存在す るC-6位 置換Ga1を 多 く含む多糖画分 を得るため に、

数種 の方法 でケフ ィール粒 多糖 を分画す ることを試みた。

本多糖 をゲル濾過モー ドのHPLC分 析 に供する と、F-1～F-4の4本 のピー クが検出

され 、 それ ぞれの画分 を分取 し、メチル化分析に供 した(Table2)。 その結果、C-6

位 置換Ga1は 、全ての画分 に約30%存 在 し、F-1～F-4画 分 に差 異 は見 られ なかった。
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一 方、ケ フ ィール粒多糖 のエ タ ノール による溶媒分画 を試みた。得 られた画分E-

1～E-3を メチル化分析 に供 した結 果がTable3で あ り、C-6位置換Ga1は 、全 ての画分

に約25箔存在す ることが示 され た。

以上 の結果 は、第2節 で明 らか となったC-6位 置換Ga1が ケフ ィール粒 多糖の特定

部位 に局在す るので はな く、繰 り返 し構造 として組 み込 まれていることを強 く示唆

す る もの であ った。

第2章L.keffranof:acfensに よ り生産 され る英膜性多糖の性 質 とその化学構造

第1節L.keflranofacleη3に よ り生産 さ れ る葵膜 性 多 糖 の主 要 構 造

ド ケフ ィール粒 には、多 くの微生物 が共棲 しているため複数 の多糖 が混在 している

ことが考 え られる。 そこで本節では、ケフィール粒 から新たに分離 された多糖生産

菌 であ るL.keffranofaclen8の 多糖 の構造 を検討 した。

本多糖 の糖組成 は、Glc:Ga1・1.0:1.2で あ り、[巳]D・+54.5。(c,0.1)で あった。分

子量 はゲル濾過 の結果 、100万 前後 と推定され、電気泳動 的に均一 な多糖であった。

本 多糖 中の構成糖間の結合位置は、メチル化分析 によ り決定 した(Fig.5)。 その結

果 、ケフ ィール粒多糖 と同様 な結果 が得 られ、C-6位置換Galも 他の糖残基の20%前 後

存在す る こ とが示 された。本多糖 の構成糖の結合配列 を決定す るため に、Lreesθf

由来セ ル ラーゼを用いて酵素消化 した。Glc、Ga1お よび少糖(K-5)が それぞれ1.0

:0.3:0.9(mo1/mo1/mo1)の 割合 で遊離 した(Fig.6)。 特 にGalが 遊離 してきた こと

が注 目され 、そのモル比か ら遊離 したGalは 、C-6位置換Ga1に 相 当する もの と考 え ら

れた。K-5の 化学構造 は、メチル化分析、13C-NMRお よび部分酸加水分解 によ り決定

した。 以上 の結果、L.keffranofaclen8多 糖 にセルラーゼ を作用 させ遊離 した少糖

の化学構造 は、ケ フィール粒 多糖力・ら得 られた五糖 のそれ と完全 に一致する ことが

明確 になった。すなわち、L.kefjraηofac1θns多 糖の生産す る葵膜性 多糖の主要構

造 がケ フ ィランに一致す るこ とが示 された。
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第2節Lkeffranofacfeηsに よ り生産 され る黄膜性多糖 中のC-6位 置換Galの

存在部位の決定

前節 にお いて本多糖 を市販セル ラーゼによ り分解 した結果、Galが 遊離 した こと

は、本酵 素 にβ一ガ ラク トシダーゼが混在 していることを示唆する ものであった。

そこで本節 では、本章で用 いた市販セル ラーゼの酵 素特性 を検 討 した。本酵素 の各

糖質分解 酵素活性 を測定 した結果 、endo一β一1,4一 グルカナ ーゼ活性 のほかに各exo

型 の糖 質分解酵素活性 を有 していた(Table4)。 そこで、本酵素 をイオン交換 クロ

マ トグラ フィーを用いて精製 した結果、endo一β一!,4一グル カナーゼ活性 を有するピ

ークが2本 得 られ(1 ,0)、 それ ぞれの画分のexo型 の糖 質分解酵素活性 は極端 に低下

した(Table4)。 これ らの精製酵素 を本多糖 に作用 させた結果 、1画 分 において、

Ga1が 遊離 す る代わ りに新たに六糖 が遊離 した。 この結果 は、前節 において構造 を

解 明 した五糖 にC-6位 置換Ga1が 隣接す ることを強 く示唆するものであった。

以 上の結果 から、L.keffranofacfensが 生産す る英膜性 多糖 中のC-6位 置換Galの

存在 部位の化学構造 をFig.7の ように決定 した。

第3章 ケフィランの利用性に関する研究

第1節 ケフィランの溶液物性

ケ フィラン溶液 は広範 囲なpllで安定な粘度 を示 したが、溶媒 にホウ酸 を含む場合

は、pH8.7付 近で急激 な粘度の上 昇が示 された。 また、ケフィラ ンは溶液 中でラン

ダム コイル構造 をとっていることが示され た。

第2節 ケフィランゲルの物性

本研究 にお いて、ケフ ィランはアル コール 存在下でFig.8に 示 したよ うなゲル

(以 降 ケフ ィランゲル と呼ぶ)を 形成す ることが認め られたので、本節 では、ケフ

イランゲル の2,3の レオロジー特性 を検 討 した。

ケ フ ィラ ンゲルは、エ タノールの代わ りにエチ レング リコール を添加 して もゲル

が形 成 され ること(Fig.9)お よび ケフ ィランゲル は尿素 を添加する ことによ りゲ

ル を形成 しな くなる ことか ら、ケフ ィランゲルの形成 に水素結合が関与 している こ
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とが推 定 され た。 また、ケフ ィランゲルは既存のκ一カラゲナ ンゲルやゼラチ ンゲル

よ り柔 か く脆 いゲルであるこ とが示 され た。一方、ケフィランゲル にカゼインを添

加 する とそのゲル強度 は、1.6～3.8倍 となった。 また、カゼ インの添加 によってエ

タ ノール を添 加 しな くともゲル が形成 したので、エ タノール を添加 しなくとも適切

な添 加物 の選択 によ り実用的な硬 さを持 っケフ ィランゲル を調製できる可能性 が示

された。 さ らに、これ らの結 果 とケフィール粒 の形成機構 との関連性 が示唆 された。

第3節 ケフィランの化学修飾

ケ フ ィランの用途 を拡大するために、ケ フィランの構造変換 を行 うことを 目的 と

し、 カル ボキ シメチル(Cの 化および硫酸化 を行 った。

ケ フ ィラ ンおよび各誘導体 の濃度 に対する動粘度 をFig.10に 示 した。0.端 の濃度

にお いてC腔 ケフィランは他の試料の8倍 以上の粘度の増加が認め られ、化学修飾 の

有効性 が示 された。さ らに、ケ フィラン誘導体が、マウス皮内に移植 したSarcoma

180固 形腫瘍 に与 える影響 を調べた ところ、C脈 ケフィランおよび硫酸ケフ ィランに

おいて最 高64.4%の 腫瘍抑制率 が示 された(Table5)。

総 括

ケフ ィール粒 を構成 している多糖ケフ ィランは、既 に報告 されている主要構造以

外 にC-6位 置換Galを 含む構造 が存在 し、さ らにその部位 は、繰 り返 し構造 として均

一 に組み込 まれていることが示 された。

ケ フィール粒 力・ら分離 された新種 の乳酸 菌L.keffraηofac1θnsの 生産す る多糖 の

化学構造 を13C-N思R,GC-MSな どの機器分析 を用いて解析 した ところ、 その主要構造

はケ フ ィール粒か ら分離 した多糖 のそれ と一致 した。 この結果 は、ムkeffraη(γ

facjeηsが 、ケフィー一ル粒 を構成 する多糖 ケフ ィランの生産菌 である ことを示す もの

で あ り、ケ フ ィランの発酵生産 を可能 にする ものであった。 さらに、C-6位 置換Gal

を含む構造 を検討 した結果 、Fig.7に 示 した構造 が主要構造3単 位 に1単 位の割合で

均一 に組 み込 まれている ことが明 らか となった。 この結果 は、以前提 出されたケフ

ィランの化学構造 を一部訂正する と共 に、乳用乳酸菌の生産す る多糖 の完全構造 を

初め て明 らか にするものであった。

ケ フ ィラ ンの利用性 を拡大するために物性 を検討 した ところ、 ケフィラ ンは溶液
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中で ランダムコイル構造 をとって いることが示された。さ らに、ケフ ィランは㍉エ

タ ノール 存在下 でゲル化す るこ とが見いだされ、その形成機構 には水素結合が関与

して いる ことが推定された。一 方、ケフィランゲルの レオ ロジー特性 を検 討 した と

ころ、レカラゲナ ンゲルやゼラチ ンゲル よ りは柔か く脆 いゲルであった。ケフィラ

ンか らC匹 ケフィラ ンおよび硫酸ケ フィラ ンを合成 し、物性 、生理活性 な どの機 能

特性 を検 索 した結果 、ケフィランの化学修飾の有効性 が示唆 された。
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審 査 結 果 の 要 旨

ヶ フ ィ ール は ソ連 コー カサ ス地 方 原産 の ア ル コー ル を含 む伝 統 的 な発 酵 乳 で あ り,近 年 我 が 国

で も市 販 され る よ うにな って きて い る。 ケ フ ィール 中 で は乳 酸 菌 の 生産 す る多糖 に よ って酵 母 が

接 着 され て ケ フ ィー ル粒 と よば れ る菌塊 が形 成 され る。 本 論 文 は この 多 糖 ケ フ ィ ラ ンの化 学 構 造

と物 性 に 関 して検 討 を加 えた もの で あ る。

まず,ケ フ ィール 粒 の 生 産 性 の 向上 に つ い て検 討 し,培 地 に 炭 酸 カル シ ウ ムを 添加 す る こ とが

有 効 で あ る こ とを知 った 。 ケ フ ィール 粒 か ら熱 水 抽 出 した 多 糖 の構 造 の 中 に は,従 来 報 告 され て

いな か ったC-6位 置 換 ガ ラ ク トース の存 在 が示 唆 され て いた こ とか ら,化 学構 造 に つ い て,機

器 分 析 を 中 心 と した詳 細 な検 討 を 行 い,従 来 の構 造 の修 正 を行 った 。

次 い で,ケ フ ィール よ り単 離 され たL,kefiranofaciensの 作 る多 糖 と,ケ フ ィー ル粒 よ り抽 出 さ

れ る多 糖 の構 造 の相 同性 を,構 造 解 析 に よっ て比 較 し,両 老 が 同一 成 分 で あ る こ とを 明 らか に し

た 。即 ち,ケ フ ィール 中で 多 糖 ケ フ ィ ラ ンを生 成 す る乳 酸 菌 は,L,kefiranofaciensで あ る こと を

明 らか に した。

次 に,ケ フ ィ ラ ンが エ タ ノ ール の 添 加 に よ って ゲ ル を形 成 す る ことを 見 出 し,食 品 添加 物 と し

て利 用 で き る可能 性 が考 え られ た こ とか ら,そ の溶 液 物 性 を調 べ る と共 に,ケ フ ィ ラ ンの カル ボ

キ シ メ チル 化誘 導体,硫 酸 化 誘 導 体 を 作 製 して,そ れ らの物 性 につ いて 比 較 検 討 した 。 また,こ

れ ら ケ フ ィ ラ ン誘 導 体 の 腫 瘍 抑 制 効 果 に つ い て も検 討 し,弱 い なが ら も抗腫 瘍効 果 の あ る こと を

見 出 した 。

以 上 の 結 果 は,発 酵 乳 ケ フ ィール 中 に 生成 す る多 糖 の構 造 的 特 徴 を明 確 な もの に す る と共 に,

そ の物 性 な らび に生 理 的 効 果 につ いて 知 見 を 加 え る こ とに よ り,利 用 性 の 向上 に 貢献 す る もの と

考 え られ る。 よ って,農 学 博 土 の 学 位 を 授 与 す るに値 す る も の と判 断 した 。
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