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 鶏肉・鶏卵による食中毒の起因菌は，サルモネ

ラが主であったが，生育環境や加工・流通におけ

る衛生状態の改善により我が国では 1999 年以降

減少傾向にあり，カンピロバクター食中毒が主に

なっている（図１）．しかし，サルモネラ食中毒

は毎年のように死者を出す重篤な疾患なため，こ

のコントロールは重要である．特に発展途上国で

は予断を許さない状況であり，世界保健機関

（WHO）と国連の農業食糧機関（FAO）は薬剤

耐性菌発生抑制のために抗菌剤の使用ではなく，

生菌剤と他の方法の併用を推奨している（2009）．
Nurmi と Rantala（1973）は成鶏の腸内細菌叢

をヒナに与えサルモネラ感染が低下する事を見

いだし，腸内細菌叢によるサルモネラ排除効果は

「Competitive Exclusion (CE，競合的排除)」効

果によるものとした．この生菌剤を CE 剤と呼び，

現在産卵鶏にも適用されている．稲元らは食中毒

起因菌の変化に伴う対策として CE 剤の強化・改

良に取組んできた（Shimura ら，2015）． 

腸内容物から作られるヒナのサルモネラ感染防御用生菌剤（CE 剤）の改良を目指して，食物繊維（セルロース）の部分構造である

セロビオース構造をもつ分岐オリゴ糖の腸内細菌叢改善効果について，CE 剤をモデル腸内細菌叢としその添加効果を検討した．オ

リゴ糖は酵素的な糖転移反応で合成し，液体クロマトグラフィにて 3 つの生成物を分取した．生成物の MS および 1H-NMR スペク

トルを測定しセロビオース構造の保持を確認した．それらの混合物を終濃度 1％となるようにモデル腸内細菌叢へ添加培養し，経時

的にサンプリングし 16S リボソーム RNA 遺伝子を用いた変性剤濃度勾配ゲル電気泳動（DGGE）にてその変化を解析した．DGGE

解析において，セロビオース転移物添加培養で Lactobacillus 属菌と Enterococcus 属菌のバンド強度が無添加培養と比べ増加した．

パノース添加培養とセロビオースおよびパノース添加培養で Enterococcus 属菌のバンド強度が増したが，それ以外でのバンド強度

の変化は顕著ではなかった．セロビオース構造をもつ分岐オリゴ糖添加は CE 剤の細菌叢改良への有用性を示唆した． 
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 一方で，著者らはThermoactinomyces vulgaris 
R-47 から遺伝子クローニングされたアミラーゼ

（TVA II）の反応速度論的解析やその立体構造解

析から基質認識機構の解明に取り組んできた

（Tonozuka ら，1995；Shimra ら，1998；Kamitori 
ら，1999；Shimura ら，1999；Ichikawa ら，2000；
Ohtaki ら，2001；Yokota ら，2001；Mizuno ら，

2005）．TVA II は，プルランを水解し三糖パノー

スを生成する酵素で，反応系にグルコースや糖ア

ルコールなどが存在するとパノシル基を転移し

新規オリゴ糖を生成する特徴を持つ（図 2；

Tonozuka ら，1994；Shimura ら，2011）．パノ

ースは α1-6 結合と α1-4 結合をもつ分岐オリゴ糖

の一つであり，ヒト消化管内の酵素では分解さ

れにくく腸管下部にまで到達する.そのため，糖転

移反応により生じた分岐オリゴ糖も下部消化管

に到達する可能性があり，鶏盲腸内容培養物であ

る CE 剤の改良にオリゴ糖が利用できるものと考え

た．そこで，本研究では食物繊維（セルロース）の

構成糖であるセロビオースを糖転移反応の受容体と

した新規オリゴ糖を酵素合成し，それにより生じた

オリゴ糖を添加培養し生菌剤内の菌叢に与える影響

を検討した． 
 

材料と方法 

 

糖転移反応とオリゴ糖精製 

 糖転移反応は 5％プルランと 5％セロビオースと

を含む基質液 300 ㎖に，プルラン分解活性として 0.5

単位/㎖になるように精製酵素を添加して反応を開

始し，40℃で 72 時間反応した．反応液を分取用液体

クロマトグラフィに供しオリゴ糖を分取した．オリ

ゴ 糖 の 構 造 は ， ESI-MS 装 置 Exactive

（ ThermoSCIENTIFIC ） で 分 子 量 （ MS ） を ，

JMN-ECP-400（JEOL）で 1

H-NMR スペクトルを測定

し確認した． 

 

腸内細菌叢へのオリゴ糖添加実験 

 市販 SPF鶏盲腸内容培養物をモデル腸内細菌叢と

して，終濃度 1％となるようにオリゴ糖を添加し

37℃で経時的にサンプリングしながら 72 時間まで

静置培養した．なお，セロビオースおよびパノース

添加，パノース添加，セロビオース添加，グルコー

ス添加，および無添加培養も行った． 

 分取した培養液から全 DNA を抽出後，Myzer らの

方法（1993）に従い，細菌の 16S rRNA 遺伝子を PCR

法で部分増幅し，変性剤濃度勾配ゲル電気泳動

（DGGE）法により菌叢の変化を確認した．  

 

結果と考察 

 

 プルラン分解性アミラーゼの糖転移反応で，セロ

ビオース構造をもつ分岐オリゴ糖を合成した．反応

液を分取液体クロマトグラフィに供し，糖転移生成

物と考えられる 3 つのピークが確認された（図 3）．

いずれも MS にて m/z 827 [M-H]
-が，また 1

H-NMR

にて β1-4 結合のシグナルが観測され，セロビオース

構造を保持する五糖である事が確認された．TVA II

は，グルコースを糖転移反応の受容体とした場合， 

その C4位あるいは C6位に三糖のパノシル基を転移

し四糖を生成することから（Tonozuka ら，1994），
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セロビオースの C6 位，C10 位，および C12 位が新

たな結合に関わっていることが推察された． 

 個別成分の精製量が十分ではなかったため 3 成分

の混合物について，モデル腸内細菌叢への添加実験

を行なった．変化の顕著であった 48 時間目のサンプ

ルについて PCR-DGGE による菌叢解析の結果を示

す（図 4）．セロビオース転移物添加培養では，

Lactobacillus sp.と Enterocouus sp.に相当するバン

ド強度が高くなり，菌数増加が推定された．また，

セロビオースおよびパノース添加あるいはパノ

ース添加培養において，Streptococcus sp.に相当す

るバンドの強度が濃くなったが，バンド位置が異

なり，異なる種であると推測された．  

 

 構成菌不明な成鶏盲腸内容物などから CE 剤を

調製する際に，本研究で合成した様なオリゴ糖の

添加培養は乳酸菌数の増加に繋がり，CE 剤の改

良や強化になる可能性がある．市販 CE 剤や鶏腸

内細菌由来の分離菌による病原性大腸菌やカン

ピロバクターの腸管定着抑制効果や Clostridium 
perfringens排除効果が報告されており（Ahoら，

1992；SchoeniとDoyle，1992；Hofacreら，1998），
このような CE 剤の強化や改良は排除対象病原菌

の範囲を広げるかもしれない．平飼いの必要な比

内地鶏などの地鶏生産に Lactobacillus や

Enterococcusのような乳酸菌を強化したCE剤を

使用することは病原菌感染予防に繋がる可能性

もある． 
 本研究は，酵素的にセロビオース構造をもつ分岐

オリゴ糖を合成し，CE 剤として用いる鶏盲腸内容培

養物をモデル腸内細菌叢としてそのオリゴ糖添加培

養を行い，PCR-DGGE 法にて菌叢の面から効果を検

討した．セロビオース転移物添加培養において，

Lactobacillus sp.と Enterococcosus sp.のバンド強度の

増加が観察されたことから，生菌（CE）剤中の菌叢

の改善に寄与することが示唆された． 
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Enzymatic Synthesis of Novel Branched Oligosaccharides with Cellobiosyl Unit 
and Probiotic Effect of the Products for Enterobacterial Flora

Yoichiro Shimura, Miho Ishiyama, Tomoko Kato, Kana Tamura, Yoshinori Mizuno, Takashi Adachi, 

Tomomi Abe, Jun Fukushima, Tamio Inamoto

Department of Biotechnology, Faculty of Bioresource Sceinces, Akita Prefectural University

Keywords: oligosaccharides, intestinal bacterial flora, prebiotics, probiotics, amylase, transglycosylation reaction

Correspondence to Yoichiro Shimura, Department of Biotechnology, Faculty of Bioresource Sciences, Akita Prefectural University, 241-438 

Kaidobata-Nishi, Shimoshino-Nakano, Akita, Akita 010-0195, Japan. E-mail: yshimura@akita-pu.ac.jp

To improve of competitive exclusion (CE) agent, which made from gastrointestinal contents of specific pathogen free chicken 

and is prophylactic used with Salmonella infection of chick, we estimated the efficacy of a novel oligosaccharide with cellobiosyl 

unit used CE agent as a model enterobacterial flora. A novel oligosaccharide was made by an enzymatic transglycosylation 

reaction, and three transfer products were fractioned by preparative high performance liquid chromatography. Cellobiosyl unit

signals were detected in the products by mass and nuclear magnetic resonance spectrum. The mixture of three transfer 

products was added a culture with enterobacterial flora to be final concentration of 1% (v/v), reaction mixture was fractioned 

periodically, and bacterial flora of the culture was analyzed by denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) using PCR 

amplicon of partial 16S rRNA gene. In the culture added cellobiose transfer products, intensities of two bands corresponding 

Lactobacillus and Enterococcus spp. were increased more than control. In the culture added to panose or both cellobiose and 

panose, intensity of the band corresponding Enterococcus spp. was increased. The addition of oligosaccharides with cellobiosyl 

unit to CE agent would contribution to improve the efficiency of the agent via changing of lactic acid bacteria number.

- 61 -

志村洋一郎ら／秋田県立大学ウェブジャーナル B ／ 2015, vol. 2, 57-61


