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第１章 研究開発の概要 

 

１－１ 研究開発の背景・研究目的及び目標 

サイクロデキストラン（ＣＩ）は、グルコース分子が環状に結合したオリゴ糖である。ＣＩの化学構造

は、サイクロデキストリン（ＣＤ）とよく似ているが、ＣＤの結合様式がα-1,4 結合なのに対し、ＣＩはα

-1,6 結合となっている。 

ＣＩは、7～17 個のグルコース分子が環状に連結した構造を持ち、純粋なものは無色、無味、無

臭で水溶性が高く、化学的に安定で、加熱や酸・アルカリにも強いという特徴がある。 

 

 

 

ＣＩは、ＣＤと比較して口径が大きく厚みが薄く、分子のフレキシビリティーが非常に高いと予想さ

れ、極めて水溶性が高く、常温で等量以下の水に溶解する。これはＣＤでは可溶化できない難水

溶性の物質をＣＩが可溶化できる可能性を期待させるものである。また、ＣＩの大きな特徴の一つとし

て、歯垢の原因となる不溶性グルカンの合成を強力に阻害することが確認されており、虫歯の形

成を抑制することが期待される。 

抗う蝕性ＣＩを有効成分として含有することを特徴とする抗う蝕剤に関する特許は、1993 年に

（財）野田産業科学研究所とキッコーマン株式会社並びに農林省食品総合研究所の３者により出

願され、その関連特許も多いが、その多くはサイクロデキストラン合成酵素生産菌の遺伝子組換え

菌を使用するものが多く、現在のＣＩ生産に関わる特許は、最初の原特許となった冒頭記述の特許

のみである。 

平成 13 年に原特許に関るサイクロデキストランの生産菌を譲り受けて、食品産業再生新技術

創出技術開発事業の受託をはじめとして、独立行政法人食品総合研究所(現：(独)農研機構・食

品総合研究所)と共同で、平成 14～16 年度の沖縄産学官共同研究推進事業および平成 17 年

度の地域新生コンソーシアム研究開発事業を実施し、その間に多くの知見が得られ、現在、ＣＩを

配合した甘味料（製品名：「黒糖はちゅら」、「ＣＩ SΜGAR はちゅら」）が(株)シー・アイ・バイオから

製品化されている。 
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しかし、原料に精製グラニュー糖を用いていることから原料コストが高いという課題がある。また、

現在の発酵・精製工程では、ＣＩ以外の様々な副生成物が多く生成することからＣＩの純度が低いと

いう課題も有している。そのため、副生成物により包接作用などの機能性が阻害されることから、

新たな製品開発のネックになっている。包接機能は、特に、物質の安定化、有効成分の除放・バ

イオアベイラビリティーの向上、物質の可溶化など、医薬分野への応用に用途が拡大しており、ＣＩ

の用途展開としては有望な状況にある。従って、精製グラニュー糖に替わる安価な原料による製

造技術の開発や、ＣＩの純度を向上させるための高品質化技術が求められている。現在の精製グ

ラニュー糖を原料とした発酵・精製工程では、原料コストが高く、副生成物も多く生成されるためＣＩ

の精製コストもかかるという課題がある。 

精製グラニュー糖の替わりに、麩を製造する際に副産物として排出されるデンプンを用いること

により、原料コストの低減がはかれる可能性があるが、デンプンを原料としたＣＩの発酵・精製技術は

確立されていない状況である。デンプンを原料とした場合、精製グラニュー糖と比較して副生成物

（主にグルコース）が少ないため、このデンプンを原料とした発酵・精製技術が確立出来ればＣＩの

生産効率化と高品質化だけでなく、生産コスト低減も可能となる。 

そこで、製麩副産物であるデンプンを原料にした高純度ＣＩの発酵・精製工程に係る技術を開発

することを目的とし、ＣＩ生産効率化を検討し高純度ＣＩ（純度≧50%）の製造を目標とする。 
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１－２ 研究体制 

本プロジェクトでは、図１の通り、管理法人と２機関で組織し、研究開発を実施した。また、表１に

は管理員、研究員、およびアドバイザーの一覧を示す。 

 
図１．研究実施体制 

 

表１．研究実施担当者一覧表 

 

乙
株式会社トロピカルテクノセンター

事業者Ｂ
独立行政法人農業･食品産業技術総
合研究機構食品総合研究所

事業者Ａ
株式会社シー・アイ・バイオ

再委託

再委託

総括研究代表者（ＰＬ）

(株)シー・アイ・バイオ
代表取締役社長
宮城 貞夫

副総括研究代表者（ＳＬ）

(株)トロピカルテクノセンター
研究開発部 部長
渡嘉敷 唯章

氏名 所属 役職 担当

名嘉 博幸 （株）トロピカルテクノセンター 事業推進部 部長 管理員

安慶名 千賀子 （株）トロピカルテクノセンター 事業推進部 ｽﾀｯﾌ 管理員

伊保 満月 （株）トロピカルテクノセンター 業務支援部 管理員

渡嘉敷 唯章 （株）トロピカルテクノセンター 事業推進部 ﾏﾈｰｼﾞｬｰ SL

高良 亮 （株）トロピカルテクノセンター 事業推進部 ｽﾀｯﾌ 研究員

池端 真美 （株）トロピカルテクノセンター 事業推進部 ｽﾀｯﾌ 研究員

吉野 敦 （株）トロピカルテクノセンター 事業推進部 ｽﾀｯﾌ 研究員

金城 健作 （株）トロピカルテクノセンター 事業推進部 臨時職員 研究補助

儀間 健司 （株）トロピカルテクノセンター 事業推進部 臨時職員 研究補助

宮城 貞夫 （株）シー・アイ・バイオ 代表取締役社長 PL

儀部 茂八 （株）シー・アイ・バイオ 開発製造部長 研究員

伊是名 信一郎 （株）シー・アイ・バイオ 開発製造部係長 研究員

舟根 和美
（独）農業・食品産業技術総合研
究機構食品総合研究所

微生物利用研究領域
醗酵細菌ユニット長

研究員

川端 康之 大阪樟蔭女子大学
学芸学部
健康栄養科 准教授

ｱﾄﾞﾊﾞｲｻﾞｰ

照屋 隆司 （有）開発屋でぃきたん 代表取締役 ｱﾄﾞﾊﾞｲｻﾞｰ

稻福 桂一郎 金秀バイオ（株） 研究開発部 次長 ｱﾄﾞﾊﾞｲｻﾞｰ

平良 昭 オリオンビール（株） 商品開発部 部長 ｱﾄﾞﾊﾞｲｻﾞｰ
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１－３ 成果概要 

本研究では、（１）ＣＩ生産および精製技術の最適条件確立、（２）ＣＩ転換酵素力価増強技術の

確立、（３）高純度ＣＩの包接機能検証、（４）安全性の確認、を実施した。 

 

（１）ＣＩ生産および精製技術の最適条件確立 

製麩デンプンからＣＩを生産するためには、２種類の酵素を必要とする。そのため、それぞれの

酵素を産生する２種類の微生物を培養して、ＣＩを生産する技術を検討してきた。しかし、本事

業で選抜した菌株を詳細に調べた結果、この菌株だけで製麩デンプンからＣＩを生産できること

が分かった。そこで、本年度はこの選抜菌株由来の酵素を用いて、ＣＩ生産最適化条件を確立

し、200Ｌ プラントスケールにおいても、これまでのショ糖を原料とした製法と比較して、同等以

上のＣＩ転換率でＣＩを生産することができた。 

ＣＩ精製工程において、澱粉残渣がＭＦ膜の根詰まりの要因となり、凍結処理や連続遠心分

離によりＣＩ反応液を処理することで、澱粉残渣を除去することができた。また、改良ＮＦ膜により

ＣＩ精製の最適化を検討し、改良前と比較して、ＣＩ純度が上昇した。このときのＣＩ純度は54.4%を

示しており、目標としていた純度 50%以上を達成できた。純度 50%以上のＣＩを生産する場合、

これまでのショ糖を原料とした方法では、夾雑物を多く含むため、ＮＦ膜処理後にさらに合成樹

脂に吸着させ、エタノールによりＣＩ含有画分を溶出し精製するため高コストかつ労力を要する。

従って、澱粉でのＣＩ生産では樹脂による精製を必要とせずに純度 50%以上のＣＩが得られること

から、高純度ＣＩ生産の低コスト化が可能となった。 

 

（２）ＣＩ転換酵素力価増強技術の確立 

有用菌株を得るため、トロピカルテクノセンターで保管されている沖縄微生物ライブラリーや育

種株などから選抜を試みた結果、従来の微生物と比較して酵素力価の高い菌株を選抜するこ

とができた。さらに、本菌株の保存方法や培養最適化を検討することで、酵素生産安定化に繋

げることができた。具体的には、60L プラントスケールでの実証試験を実施し、目標とする

0.6U/ml以上を達成できた。また、生産した酵素の安定性も評価し、保存方法や品質安定化へ

のノウハウも構築することができた。 
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（３）高純度ＣＩの包接機能検証 

高純度ＣＩ素材の包接機能を明らかにすることは、ＣＩの利用可能性を大幅に広げるためにも

極めて重要な課題である。そこで、包接機能の一つ、食品の味のマスキング、風味改善効果な

どを検証すべく、味覚センサーを用いて沖縄特産食品の食味改善効果試験方法を確立した。

試料として、純度 50%以上の高純度ＣＩと既知包接剤を用いて比較し、高純度ＣＩの優位性を検

証した。その結果、既知包接剤とは異なる包接性を示すデータがいくつか得られ、優位性を示

すことができた。また、ＣＩ包接の理化学特性として退色遅延効果も見出すこともできた。このよう

に、既知包接剤とは異なる、ＣＩの包接特性が明らかになりつつあり、今後の利活用に大きな期

待が持てた。 

 

（４）安全性の確認 

これまで、ショ糖を原料として生産されてきたＣＩと異なり、本事業では小麦由来のデンプンを

原料にしたＣＩ生産技術の開発を行っている。ＣＩ自体は、グルコース分子が環状に連結したオリ

ゴ糖であることから比較的安全性が高いと考えられるが、原材料由来の不純物等も含むことか

ら動物試験により基本的な安全性を早期に確認する必要がある。そこで、製麩澱粉を原料に試

作した高純度ＣＩについて、単回投与による急性毒性試験や２８日間反復投与による試験を実

施した。その結果、どちらの試験でも特に大きな問題はなく、澱粉を原料として生産されたＣＩに

ついても安全性が示された。 

 

 

１－４ 当該研究開発の連絡窓口 

（株）シー･アイ･バイオ 

 代表取締役社長 宮城 貞夫 

 〒901-0205 豊見城村字根差部 671-4 

 TEL：（098）850-0330 FAX：（098）850-0330 

 E-mail：sd.miya@ci-bio.co.jp 

 

（株）トロピカルテクノセンター 

 事業推進部 マネージャー 渡嘉敷 唯章 

 〒904-2234 沖縄県うるま市字州崎５－１ 

 TEL：（098）982-1100 FAX：（098）982-1103 

         E-mail：toka@ttc.co.jp 
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第２章 本論 

 

２－１．ＣＩ生産および精製技術の最適条件確立 

 

２－１－１：ＣＩの効率的生産技術の確立 

（担当：TTC、シーアイバイオ） 

（１）目的 

製麩副産物から得られる安価な澱粉（製麩澱粉）を原料に用いたＣＩ生産では、澱粉をデキスト

ランに変えるデキストラナーゼ（DGase）とデキストランを環化してサイクロデキストランにするサイク

ロデキストラン合成酵素（CITase）の複数の酵素が必要である。そのため、これらの酵素を得るに

は 2 種類の菌株をそれぞれ培養する必要がある。一方、本事業より得られた選抜菌株由来の酵

素では、単独で澱粉からＣＩ生産が可能であることが明らかとなった。そのため、製造工程の簡略

化が可能となり生産効率化が見込める。そこで、選抜菌株由来酵素を用いて、ＣＩ生産条件の検

討、スケールアップ試験によるＣＩ生産性評価を実施し、ＣＩ生産効率化を試みた。 

 

 

（２）結果と考察 

①ＣＩ生産の最適化検討 

選抜菌株由来酵素を用いて、ＣＩ生産効率化を検討するため、酵素力価、基質濃度等の諸条

件による CI 生産性への影響を調べた。各種諸条件の結果は下記の通りに示した。 

酵素力価、基質濃度、および反応時間の影響：図２－１および２より、基質濃度（製麩澱粉量）

は 1%と比較して 2%でＣＩ濃度が高くなることが分かった。なお、データには示してないが、基質濃度

が 1%より低い場合や 2%を超えると今回の反応条件ではＣＩ生産性が低下することが確認されてい

る。酵素力価においては、反応時間が 3-6hr では 100 mU/ml、16-24hr では 25-50 mU/ml で

ＣＩ濃度が高値を示した。このことから、反応時間が 3-6hr では、酵素を多く必要とすることや実製

造工程での区切りが設定しにくいことを考慮して、酵素力価 25-50 mU/ml、基質濃度 2%、およ

び反応時間 16-24hr をＣＩ生産における最適条件とした。 

反応温度による影響：反応 16-24hr において、20-30℃でＣＩ濃度が高値を示した。一方、従

来条件である 40℃では反応 16hr 以降のＣＩ濃度が低下し、高温ほど反応後期のＣＩ生産性が低

減することが明らかとなった（図３－１）。さらに、夏場の工場内の気温は 30℃を超えることがあるこ

とから、高温域での詳細な反応も試みた。その結果、35℃以内の反応では 30℃と比較してＣＩ濃

度の顕著な違いはなく（図３－２）、ＣＩ生産性に特に問題ないことが示唆された。このことから、反

応温度は 16-24hr での反応において 20-30℃が最適条件で、35℃を超えない設定が必要であ

ることがわかった。 
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図２－1．2％基質での酵素力価によるＣＩ濃度の変化 

 

 

 

図２－２．1％基質での酵素力価によるＣＩ濃度の変化 
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図３－１．反応温度によるＣＩ濃度の変化 

 

 

 

図３－２．高温域反応におけるＣＩ濃度の変化 
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ｐＨの影響：図４より、ｐＨ5.0 を下回るとＣＩ濃度が低減し、ｐＨ4.5 を下回ると激減することがわか

った。このことから、初発の反応液のｐＨを 5.0 より低くならないように設定することがＣＩ生産最適化

に重要であることがわかった。 

 

 

 

図４．ｐＨによるＣＩ濃度の変化 

 

 

酵酢酸 Na Buffer/CaCl2 の有無の影響：酢酸 Na Buffer や CaCl2 は、ＣＩの生産安定化に関連

する重要な組成物の一つである。しかしながら、Buffer 由来の酸臭や CaCl2 がそのままＣＩ製品に

移行しＣＩの品質に影響する可能性が出てきた。そこで、本試験ではこれら酢酸 Na Buffer や CaCl2

のＣＩ生産性への影響を調べ、これら組成物を必要とするかどうか検討した。その結果、澱粉を水

道水でα化した溶液のみに酵素を添加してのＣＩ生産条件（Water）でも、酢酸 Na Buffer や CaCl2

の添加同様の結果が得られた（図５）。Buffer や CaCl2 の添加は必要としないことから、ＣＩの生産

工程簡略化や精製の負担軽減によるコスト削減が期待できる。 
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図５．酵酢酸 Na Buffer/CaCl2 の有無によるＣＩ濃度の変化 

 

 

②プラントスケールでのＣＩ生産実証試験（150-200L スケール） 

  ここでは、①のＣＩ生産の最適化検討の結果を基に、実製造規模であるプラントスケールでのＣＩ生

産を実施し、事業化への応用可能性を検証した。その結果、図６より、200LのスケールにおけるＣ

Ｉ生産について、反応17hrでＣＩ濃度がプラトーに達しており、ラボでの10Ｌスケール試験での推移と

類似することがわかった。一方、10Ｌスケールと比較してＣＩ生産性が低く、その要因については今

後の課題として残された。しかし、従来製法であるショ糖からのＣＩ生産と比較すると、同基質濃度

（原料量）当たりのＣＩ転換率は 15%を超えており、従来製法の 13%程度より高く、製麩澱粉を原料

に用いた方が、ＣＩ生産性が高いことがわかった。また表２より、反応時間が長くなるに従って、重合

度の大きいＣＩができる傾向が示されたことから、反応時間を制御することで重合度の異なるＣＩを

適宜製造できる可能性も見えてきた。 
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図６．200L プラントスケールでのＣＩ濃度の変化 

 

 

    表２．各ＣＩ濃度の経時変化 
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次に、ＣＩ生産反応において、これまでは酢酸 Na Buffer や CaCl2 を添加することで酵素力価の

増強や安定化により、ＣＩ生産性を高めることができた。一方、ラボの検討により、選抜菌株由来酵

素ではこれら製剤の添加なしでも遜色なくＣＩ生産が可能であることが明らかとなった（図５ 参照）。

そこで、本試験では、酢酸 Na Buffer や CaCl2 の添加なしでの 150L プラントスケール試験による

ＣＩ生産試験を実施した。その結果、図７のＣＩ濃度は、酢酸 Na Buffer および CaCl2 を添加なし

（150Ｌ 18hr 反応）でも、前回プラントスケールでのＣＩ生産試験結果（200Ｌ 17hr 反応）と同等な

結果を示した。これにより、プラントスケールにおいても澱粉と水のみの組成液に、選抜菌株由来

の酵素を添加することでＣＩ生産が可能であることが示された。従来製法であるショ糖を原料とした

ＣＩ生産では、ショ糖からデキストラン生産過程で微生物による処理が必要なため培地由来成分ま

で混入し、さらにＣＩ生産反応では酢酸 Na Buffer や CaCl2 の混入により夾雑物を多く含んだ状態に

なっている。特に、デキストラン生産過程での夾雑物であるリン酸や二価の金属イオンは膜処理に

よるＣＩ精製において課題の一つとなっている。従って、製麩澱粉を原料としたＣＩ生産は、従来のシ

ョ糖を原料とした製法と比較して、夾雑物の少ないＣＩ素材となることから、精製コスト低減に繋げる

ことができる。 

 

 

 

図７．プラントスケールにおける Buffer/Ca 有無によるＣＩ濃度の変化 

 

 

 

 

 

0

1000

2000

3000

4000

Buffer/Ca  Buffer/Ca なし

T
o
ta

lC
I
（
u
g/

m
l）



13 
 

２－１－２：ＣＩ精製の最適化技術開発 

（担当：TTC、シーアイバイオ） 

 

（１）目的 

製麩澱粉を用いたＣＩ生産最適化検討を行ってきた結果、安定的に 200Ｌ規模のスケールでの

ＣＩ生産が可能であることがわかった。しかしながら、ＣＩの精製において新たな課題として、ＣＩ生産

反応後の澱粉残渣によるＭＦ膜の根詰まりが出てきた。そこで、本試験では、澱粉残渣の除去方

法の検討を実施すること、またＣＩ純度を 50%以上に上げるべく、改良 600Ｄａ ＮＦ膜によるＣＩ精製

最適化検討を試みた。 

 

 

（２）結果と考察 

①澱粉残渣の除去方法の検討 

  連続遠心分離による除去：プラントスケールでのＣＩ反応液 200Ｌを用いて連続遠心分離機

（LAPX404 アルファ・ラバル製）にて澱粉残渣を処理し、ＭＦ膜装置による透過検証を実施した。

その結果、澱粉が除去されているものの、ＭＦ膜装置で 100Ｌ程度透過後、根詰まりを起こした。こ

のことから、遠心分離装置の回転速度をさらに上げるか、澱粉残渣を沈殿しやすい条件を見出す

ことが求められた。 

凍結処理による除去：澱粉残渣の沈殿方法として、金属イオン等の薬物添加による沈殿、冷却

処理による澱粉の老化による沈殿等が挙げられる。ＣＩ素材は食品に用いられることから、ここでは

冷却処理による沈殿処理を検討した。その結果、-30℃で一晩あるいは 2hr 冷凍（凍結直後に解

凍）の冷却条件で、室温や冷蔵と比較して、極めて透明度の高い上清液が得られた（図８－１およ

び２）。そこで、150ＬのＣＩ反応液についても同様に-30℃にて冷凍処理し、解凍後、上清をキムワ

イプに通して回収した。回収した上清をＭＦ膜処理したところ、問題なく速やかに処理できた。このこ

とから、ＣＩ反応液を予め-30℃凍結処理することが効果的に澱粉残渣を除去できることが確認さ

れた。そのため、高純度ＣＩを大量に生産するためには、今後、凍結や連続遠心処理システムを製

造工程に組込む必要性が課題として残された。 

 

 

 

 



14 
 

 

図８－１．冷却処理前後のＣＩ反応液上清（一晩処理） 

 

 

 

 

図８－２．冷却処理前後のＣＩ反応液上清（2hr 処理） 

 

 

 ②改良 600Ｄａ ＮＦ膜によるＣＩ精製の検討 

  本試験では、改良 600Ｄａ ＮＦ膜（図９）によるＣＩ精製の検討した結果を表３に示した。ＣＩ7～12

の含有量は改良前では 14.0％に対し、改良後では 35.4％に改善した。一方、灰分が処理後で高

くなっているのは、灰分以外の夾雑物が抜けた分、単に相対的に増加したものと考えられる。従っ

て、600Ｄａ ＮＦ膜では灰分が抜けにくいことを示していると考えられ、今後は灰分をどのように除去

するかが課題となる。なお、後述でも示している通り、改良後の 600 Ｄａ ＮＦ膜より精製したＣＩ純

度は、ＣＩ-7～15を食総研にて分析して算出したところ、54.4%であったことから、目標の純度 50%
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以上を達成できた。純度 50%以上のＣＩを生産する場合、これまでのショ糖を原料とした方法では、

夾雑物を多く含むため、ＮＦ膜処理後にさらに HP20 等の樹脂に吸着させ、エタノールによりＣＩ含有

画分を溶出し精製するため高コストかつ労力を要する。従って、澱粉でのＣＩ生産では樹脂による

精製を必要とせず純度 50%以上のＣＩが得られることから、コスト 50%以下で高純度ＣＩ生産が可能

であると考えられる。 

 

 

 

図９．改良 600Ｄａ ＮＦ膜装置（写真） 

 

 

表３．改良前後の 600 Ｄａ ＮＦ膜処理によるＣＩの品質比較  

 改良前 改良後 

ＣＩ-7～12 14.0％ 35.4％ 

灰    分 3.8％ 7.5％ 

水    分 6.0％ 3.6％ 

膜処理時間（hr）  33L 52L 

 

 

 

 



16 
 

２－２：ＣＩ転換酵素力価増強技術の確立 

 

（担当：TTC、シーアイバイオ） 

（１）目的 

   本事業において、これまでにトロピカルテクノセンターで保管されている沖縄微生物ライブラリー

や育種株等から、ＣＩ転換酵素産生力の優れた菌株の選抜を試み、従来の菌株と比較して酵素

力価の高い菌株を選抜することができた。この選抜した菌株により高い力価の酵素が生産可能で

あることがわかった。しかしながら、この選抜菌株は、培養方法や酵素生産方法に課題があること

から、詳細にこれら条件を検討し最適化する必要がある。そこで、選抜菌株の培養や酵素生産の

最適化・安定化を検討し、ＣＩの生産最適化へ繋げることを試みた。 

 

 

（２）結果と考察 

①選抜菌株保存方法の検討 

これまでの菌株の保存方法は、10%グリセリンまたはブルーデキストラン（BD）培地にて保存して

きた。しかしながら、10%グリセリンでは復元が不安定なこと、BD 培地では復元に問題ないが特に

選抜菌株において他の微生物のコンタミネーションが課題であった。そこで、選抜菌株に適した保

存方法を検討した。その結果、図１０－１より、菌株の増殖性は「10%グリセリン/-80℃保存」を除

いて全て良好であった。また、培養液上清中の CITase 力価についても同様な結果となった（図１０

－２）。このことから選抜菌株に適した保存方法は、ＣＩ生産の効率化やコスト削減、およびコンタミ

ネーションのリスクも考慮すると、「培養懸濁液/-30℃保存」が望ましいと判断した。なお、従来法

の「10%グリセリン/-80℃保存」は選抜菌株には適した保存方法ではないことが示唆されたので、

「10%グリセリン/-80℃保存」での保存は望ましくないことがわかった。 
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図１０－１．各保存方法における選抜菌株の生育について 

 

 

 

 

図１０－２．各保存方法における選抜菌株の CITase 力価について 
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②培養最適化および酵素生産安定化の検討 

   様々な培養条件にて試験を実施し、選抜菌株を用いた酵素生産の安定化検討を行った。その

結果、新規法での培養条件が最も CITase や DGase 力価が高く、従来培養法と比較して、CITase

や DGase 力価が 4 倍以上高いことがわかった（図１１－１および２）。さらに、酵素の保存性を確認

するため、各条件で培養した上清液を 4℃で保存し、経時的に CITase や DGase 力価を測定した

結果、新規法の条件では、CITase 力価は少なくとも 35 日間は安定であったものの、DGase 力価

（3 週間は安定）は激減する結果となった。新規法の条件での各培養ステージにおける選抜菌株

の菌数を BD Plate を用いて評価したところ、前培養ステージから菌数が 10＾9 cfu/ml を超えてお

り、良好な生育を示していることがわかった（図１１－３）。これらの結果から、新規法の条件を最適

な培養・酵素生産条件として設定した。 

 

 

 

図１１－１．新規培養条件における CITase の力価および安定性 
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図１１－２．新規培養条件における DGase の力価および安定性 

 

 

 

 

 

図１１－３．新規培養条件での選抜菌株の生育性について 
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③プラントスケールでの酵素生産実証試験 

   選抜菌株の最適な培養・酵素生産条件として、前ページで示した通り、新規法の条件に設定し

た。ここでは、この条件をジャーファーメンター（ＪＦＭ）による酵素生産に応用を試みた。その結果、

培養 40hr 付近より溶存酸素量（ＤＯ値）およびｐＨの低下が見られ、その後若干上昇した後、再び

緩やかに低下する推移を示した（図１２）。このことから選抜菌株は40hr付近より活発に増殖し、安

定・死滅期を経た後、再び 60hr 以降より緩やかに増殖しているものと思われる。このＤＯやｐＨの推

移を示した培養上清液の CITase 力価を測定したところ、0.10 U/ ml あり、UF 膜にいて通常濃縮

処理（6-10 倍）により 0.61 U/ml あることがわかった（表４）。このことから、新規法の条件をＪＦＭに

応用することで、60Ｌプラントスケール酵素生産おいても、目標の 0.6 U/ml 以上を達成できた。な

お、この条件において、培養上清液の CITase 力価 0.6～1.0 U/ml が安定的に生産できることが

わかった。 

 

 

 

図１２．ＪＦＭによる選抜菌株培養液のＤＯおよびｐＨの変化 
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④酵素力価の安定性評価および安定化検討 

   選抜菌株由来酵素の力価増強および安定生産に向けて培養条件を検討したところ、培地や培

養日数等の条件を最適化することで、高い力価の酵素を安定的に生産可能になった。しかしなが

ら、ＪＦＭにおいてプラントスケールによる酵素生産において、高い力価の酵素は得られるものの、こ

れまでの4℃保存では１週間以内に何らかの要因でＣＩ生産性が激減することがしばしば見られた。

そこで、ここではこれらの要因を明らかにし、新たな保存方法を検討した。考えられる要因として、

雑菌、反応残渣、およびプロテアーゼがあるが、保存日数に応じて濁りや臭いが強くなっていたこと

から、これまで通り 4℃保存を未処理として、-30℃凍結保存、フィルター滅菌（0.2 Filter）後に

4℃保存し、経時的にサンプリングし、酵素力価や一般生菌数等を測定した。その結果、CITase

力価はどの処理条件においても安定しており問題なかった（図１３－１）。一方、ＣＩ生産性を評価し

たところ、未処理では保存日数に応じてＣＩ濃度が低減していることがわかった（図１３－２）。さらに、

未処理で、DGase 力価では保存１０日後には激減し、一般生菌数が保存 5 日以降急激に上昇し、

それに伴いｐＨ低減が見られた（図１３－３および４）このことから、雑菌増殖によりＣＩ生産性が低減

することが明らかとなった。そのため、ＭＦ膜処理による菌体処理後やＵＦ膜処理による濃縮処理

後のラインを滅菌処理しこれまで通り４℃保存するか、凍結保存により酵素安定性が保持可能で

あることが考えられる。 
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図１３－１．各保存処理における選抜菌株由来酵素の CITase の力価および安定性 

 

 

 

 

図１３－２．各保存処理における選抜菌株由来酵素による CI 生産試験結果 
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図１３－３．各保存処理における選抜菌株由来酵素の CITase の力価および安定性 

 

 

 

 

図１３－４．各保存処理における選抜菌株由来酵素の一般生菌数およびｐＨの変化 
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２－３．高純度（高品質）ＣＩの包接機能の解明 

 

２－３－１：味覚センサーによる包接機能の検証 

（担当：TTC） 

（１）目的 

製麩副産物（デンプン）から得られた高純度ＣＩの包接機能を検証することを目的としている。ここ

では、ＣＩ生産・精製において最適化した条件で試作した純度ＣＩ（純度 50%以上）を用いて、いくつ

かの食品素材や薬剤に混合して味の変化を味覚センサーにより分析し、既知包接剤（A 剤、B 剤、

および C 剤）との違いを明らかにして優位性を見出すことを試みた。 

 

 

（２）結果と考察 

①各種包接剤の味の比較 

食品の味を、包接剤によって変化を見る際、包接剤そのものの味の影響が出てくる可能性が考

える。そのため、初めに使用する各種包接剤の味を味覚センサーで評価した（味覚センサーの概

要と測定の流れ（図１４）、および測定した味項目（表５））。その結果、図１５の通り、A 剤では他の

包接剤と比較して渋味刺激、渋味の数値が高く出ており、官能的にも「イガイガ感」がするコメントが

あり刺激性のある包接剤であることが示唆された。B 剤では他の包接剤と比較して大きな特徴は

示してないが、官能的に濃度に応じて甘味が強くなる特徴を有した。C 剤は他の包接剤と比較して

味には大きな特徴は見られなかった。一方、高純度ＣＩは他の包接剤と比較して、酸味、塩味、お

よび旨味の数値がやや高い値を示した。このことから、高純度ＣＩの夾雑物として灰分がやや多かっ

たことから、この灰分が塩味に影響した可能性がある。また酸味については、Bufferや微生物由来

の酸が考えられ、今後も精製を改善することで無味に近い品質に近づける取組みが必要と思われ

る。他の包接剤でも何らかの味は呈していることが味覚センサーや官能試験により明らかになって

おり、このような知見を踏まえた上で、沖縄特産食品や薬剤（漢方薬）を用いて包接機能の検証を

試みた。 
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図１４．味覚センサーの概要と測定の流れ 

 

表５．各種味センサーについて 

 

 

 

 

生体の味覚受容メカニズムを模倣
した人工の“脂質膜”

味成分による各種味センサーの膜
電位変化を測定し味を検出する

味を数値化し客観的に評価

旨味

酸味

塩味

特性の異なる味覚センサ

味物質により膜電位が変化

液体試料

電極

人工脂質膜

味覚センサー概要

素材

 

①基準液で
基準電位Ｖｒを測定

②液体試料中で
電位Ｖｓを測定

③基準液で簡単
に共洗い

④再度、基準液中で
基準電位Ｖｒ‘を測定

⑤ｱﾙｺｰﾙ溶液で
ｾﾝｻｰをﾘﾌﾚｯｼｭ

（先味測定） （後味測定）

時間

先味

後味

セ
ン
サ
出
力

①

②

④

基準液組成（ほぼ無味）

：30mM 塩化ﾅﾄﾘｳﾑ+0.3mM 酒石酸

Ｖｓ －Ｖｒ ⇒ 先味（総合的な味覚情報）

Ｖｒ‘－Ｖｒ ⇒ 後味（持続性のある味の情報）

測定の流れ

センサー名
評価できる味

先味（相対値） 後味（CPA値）
旨味センサー 旨味（アミノ酸、核酸由来の旨味） 旨味コク（持続性のある旨味）
塩味センサー 塩味（塩化ナトリウムなど無機塩の塩味） 無し
酸味センサー 酸味（酢酸、クエン酸、酒石酸などの酸味） 無し

苦味センサー
苦味雑味（苦味物質由来の苦味、雑味で、
低濃度ではコク、隠し味）

苦味（ビール、コーヒー等の一般食
品の苦味）

渋味センサー
渋味刺激（渋味物質由来の刺激、雑味で、
低濃度では隠し味）

渋味（お茶、ワイン等の渋味）
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図１５．味覚センサーによる各種包接剤の味の測定結果 

 

 

  ②高純度ＣＩの包接特性について 

本試験では、数種類の沖縄特産食品や漢方薬を素材として用い、高純度ＣＩ添加による味へ

の影響を既知包接剤と比較して評価した。 

酸味への影響：図１６の結果は、ノニジュース、もろみ酢、およびシークヮーサーを素材として

用い、各種包接剤の添加により、味覚センサーにより酸味への応答性を評価した。その結果、

既知包接剤では、添加量の応じて酸味が上昇するか、もしくは大きな変化が見られない結果で

あった。一方、高純度ＣＩではノニジュースでは酸味が上昇、もろみ酢やシークヮーサーでは酸味

が低減した。このことから、包接剤とは異なる包接作用があることが示唆された。各素材で酸味

主成分について、ノニジュースは乳酸、もろみ酢やシークヮーサーはクエン酸となっており、高純

度ＣＩは有機酸の種類によって包接が異なる可能性も考えられ、興味深い結果となった。 

渋味刺激への影響：上記と同様な素材を用いて図１７では、渋味刺激への影響を調べた。

渋味刺激は先味として認識される渋味であり、微量では隠し味として位置づけられている。渋味

刺激では、各包接剤添加に応じて低減するか変化しないかのどちらかの結果であった。高純度

ＣＩ添加では、他の包接剤と異なり、シークヮーサーの渋味を低減することが明らかとなった。シー

クヮーサーの渋味は皮や種に由来しており、これらは機能性や香りに起因する成分を含み重要

な成分である。そのため、高純度ＣＩの添加により渋味を軽減させた新たな機能性素材等の製

品開発への応用にも期待できる。 

漢方薬への苦味・渋味低減作用：ここでは、苦味や渋味の強い漢方薬に各包接剤を添加し、

その影響について味覚センサーを用いて評価した。その結果、先味に関連する苦味や渋味つい
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て、高純度ＣＩで最も低減した（図１８）。一方、後味に関連する苦味や渋味では B 剤および C 剤

で最も低減することがわかった。製薬関連においては、苦味や渋味の低減した薬剤の需要が高

まっている。高純度ＣＩは既知包接剤とは異なる作用を示すことが示唆されたことから、製薬関

連での応用も期待できる。また、既知包接剤との混合により、相乗効果も期待できる。 

その他素材への苦味雑味低減作用：高純度ＣＩは素材の苦味や渋味の低減効果が期待され

たことから、他の素材でも評価した。図１９より、素材として大麦若葉、フーチバー（ニシヨモギ）、

ビール、ゴーヤー（ニガウリ）を用いた。その結果、高純度ＣＩの添加により、ほとんどの素材の苦

味雑味が低減することがわかった。一方、ゴーヤーについて、若干、苦味雑味が上昇する結果

となった。 

   このように、高純度ＣＩの包接特性について、既知包接剤とは異なる特性があることが明らかとな

り、既知包接剤との優位性が示せた。ＣＩの包接作用は、既知包接剤と比較して明らかにされて

ない点が多くあり、今後も様々な素材を用いて評価することで波及効果の期待できる極めて有

用な素材であると思われる。 

 

 

 

 

図１６．各包接剤による素材の酸味への影響 

 



28 
 

 

図１７．各包接剤による素材の渋味刺激への影響 

 

 

図１８．各包接剤の漢方薬の苦味・渋味軽減特性について 

 

 

図１９．高純度ＣＩの素材の苦味低減特性について 
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２－３－２： 高純度ＣＩの包接機能の解明 

（担当：食総研） 

（１）目 的 

サイクロデキストラン（環状イソマルトオリゴ糖、CI と省略）は、歯垢の形成を阻害する作用と、物

質を取り込んで可溶化、安定化させる包接作用を有する。現時点で歯垢の形成阻害作用を生か

した製品は実用化しているが、包接作用を生かした製品はまだ実用化していない。デキストランか

ら製造された CI は低分子化したデキストランが製品に含まれるため、高濃度で使用すると粘性が

出てくるという問題がある。また、包接能が高いと報告されている CI-10 および高分子の CI(L-CI)

の量が少ない。そこで、高濃度にしても粘度があがらず、L-CI の含有量の高い包接剤に適した CI

の調製法を検討する必要がある。22、23 年度の研究では環状イソマルトオリゴ糖グルカノトランス

フェラーゼ（CITase）と CI 生産菌から新規に分離したデキストラングルカナーゼ（DGase）を澱粉に

作用させて CI を合成し、重合度 10 以上の L-CI を多く含む粗 L-CI と、カラム分離で調製した高

純度の L-CI と重合度 7、8、9 の低分子 CI（S-CI）を調製し、シー・アイ・バイオ社製の CI-plus もあ

わせてこれらCIサンプルのビクトリアブルーBおよびイソフラボンの一種、ダイゼインの包接能を比較

した。本研究で調製した CI 標品の純度も調べた。 

 

 

（２）結果と考察 

①サイクロデキストラン標品の純度検定 

サイクロデキストラン(環状イソマルトオリゴ糖、CI)は、図２０に示すように、グルコースが環状に連

なった構造で、グルコースの数により CI-n と表される。現在シー・アイ・バイオ株式会社より

CI-7,8,9,10,11,12 が市販されている。CI-7～CI-12 は Amide-80(Tosoh)カラムを用いた HPLC

分析で図２１のように分離される。2010 年度製 CI-Plus は CI-7～CI-16 が含まれていたが、CI

の含有率は 17.3%と 2 倍程度に高まり、還元糖が 9.3%と 1/3 以下に減少していた（図２２）。図２

３、図２４に示すように今年度 TTC が調製した TTC-1 および、これをイオン交換樹脂処理した

TTC-2 については、CI-7～CI-14 が含まれ、CI 含有率は順に 56.4%、54,4%と、いずれも目標の

50%以上を達成していることがわかった。 

 

 

図２０．サイクロデキストラン(CI-7,8,9,10,11,12) の分子式と構造  
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図２１．CI-7,8,9,10,11,12 (高純度品) の HPLC（Amide-80 (Tosoh)カラム）分析 

 

 

 

図２２．CI-Plus (シー・アイ・バイオ 2010 年度製)の HPLC（Amide-80 (Tosoh)カラム）分析 
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図２３．CI-TTC-1 (TTC 2012 年度製)の HPLC（Amide-80 (Tosoh)カラム）分析 

 

 

 
図２４．CI-TTC-2 (カラム分離処理標品。TTC 2012 年度製)の HPLC（Amide-80 (Tosoh)カラム）

分析 
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２－４．安全性の確認 

 

２－４－１：小麦デンプン由来サイクロデキストランのラットにおける急性経口毒性試験 

 

（担当：TTC） 

（１）目的 

安全性評価の一環として、小麦澱粉由来サイクロデキストランをラットに単回経口投与したとき

の影響を確認した。 

 

（２）結果 

２）－１ 一般状態観察 

小麦デンプン由来サイクロデキストラン2000、1000 mg/kg投与群および対照群の雌雄い

ずれも投与後 14 日までに死亡は認められず、一般状態に異常は認められなかった。 

 

２）－２ 体重 

小麦デンプン由来サイクロデキストラン 2000 ならびに 1000 mg/kg 投与群と対照群の雌

雄いずれも順調に推移した。 

投与後 14 日までの観察期間を通じ、小麦デンプン由来サイクロデキストラン 2000 ならび

に 1000 mg/kg 投与群と対照群との間に有意差は認められなかった。 

 

２）－３ 剖検 

小麦デンプン由来サイクロデキストラン2000、1000 mg/kg投与群および対照群の雌雄い

ずれも異常は認められなかった。 

 

 

（３）結 論 

小麦デンプン由来サイクロデキストランをラット雌雄に 2000 および 1000mg/kg で単回経口

投与した結果、死亡は認められず、一般状態および剖検所見に異常は認められなかった。また、

投与後の体重推移について、溶媒を投与した対照群との間に有意差は認められなかった。 

以上より、本試験条件下では小麦デンプン由来サイクロデキストラン投与による毒性兆候は

認められず、最小致死量は雌雄いずれも 2000 mg/kg 以上と判断された。 
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２－４－２： 

小麦デンプン由来サイクロデキストランのラットを用いた 28 日間経口亜急性毒性試験 

 

（担当：TTC） 

（１）目的 

安全性評価の一環として、小麦デンプン由来サイクロデキストランをラットに 28 日間反復経口投

与したときの亜急性毒性の有無を確認する。 

 

（２）試験結果 

２）－１ 一般状態観察 

雄雌にいずれの例においても投与開始日からに剖検日までに死亡は認められず、一般状

態にも異常は認められなかった。 

 

２）－２ 体 重 

    雄雌の投与群に投与による影響は認められず、対照群とほぼ同様の体重推移を示 

した。 

 

２）－３ 摂餌量 

   雄雌ともに投与期間を通じ、有意な差は認められなかった。 

 

２）－４  血液学および血液生化学的検査 

各個体において、剖検時に採取した血液および血清を用い、検査を実施した結果、雌のグ

ループにおいて、高値を示して有意差が見られたが、その他の個体において有意な差は見ら

れなかった。 

 

２）－５  臓器重量および相対重量 

     各個体において、剖検時に心臓、肺、肝臓、脾臓、腎臓、副腎、精巣および卵巣の重量

を測定した結果、雄で心臓の臓器重量ならびに相対重量で低値を示し、さらには肺および

精巣の相対重量で高値な有意差がみられたが、その他の臓器において有意な差はみられ

なかった。 

４）－６  剖 検 

  雄について、1 群（溶媒）の 1 例（A.No.116）で精巣委縮（右）の所見を認めたが、その他の

雄雌各個体に異常はみられなかった。 
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（３）考察および結論 

 6週間の雄雌SD系ラットに、小麦デンプン由来サイクロデキストランの500および1000mg/kg

について 28 日間連日反復経口投与し、亜急性毒性を検討した。 

 剖検を実施し血液ならびに各種臓器を摘出し毒性発現の有無を確認した。 

 

 その結果、一般状態、体重推移、摂餌量、血液学的検査および剖検所見では、被験物質の

投与による異常は見られなかった。 

 臓器重量では雄の心臓、相体重量では心臓、肺および精巣で有意な差がみられたが、心臓

については、1 群（溶媒）に対し、2 群（低用量）で低値を示す有意な差が認められたものの 3 群

では有意な差が認められず、用量相関性が無いことから、被験物質投与による影響ではないと

考えられた。 

 肺については、1 群（溶媒）に対し、3 群（高用量）で高値を示す有意な差が認められたが、臓

器重量（湿重量）に有意差が認められなかったことから被験物質投与による影響ではないと考

えられた。 

 精巣については、1 群（溶媒）に対し、3 群（高用量）で高値を示す有意な差が認められたが、

1 群（溶媒）の 1 例（A.No.116）で精巣委縮（右）の所見を認めたために、平均値が低下したこと

で有意な差が認められたと考えられ、被験物質による影響ではないと考えられた。 

 血液生化学的検査については、雌 2 群（低用量）でグルコースの高値を示したが、用量相関

性が無いことから、被験物質の投与による毒性変化ではないと考えられた。 

 

 以上のように、小麦デンプン由来サイクロデキストランを 500 および 1000mg/kg の用量で反

復投与を行っても、生体の機能および形態の毒性変化は認められなかった。 

 従って、本試験条件下における、小麦デンプン由来サイクロデキストランの無影響量は、雄雌

ともに 1000mg/kg 以上と推定された。 
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