
食用油脂や脂質を多く含む食品は，空気中で加熱や光照

射されると，油脂の酸化変敗により変敗臭あるいは戻り臭

と呼ばれる特有の刺激臭を生じ，これが食品加工時や保存

時の風味の劣化や品質の低下をもたらす原因となってい

る1)．不飽和脂肪酸の多い油脂ほど変敗臭や戻り臭が生じ

やすく，臭いも強い．不飽和脂肪酸が飽和脂肪酸よりも劣

化しやすいのは不飽和結合をもつためであり，不飽和結合

の数が多い高度不飽和脂肪酸はきわめて酸化が速い2)．ま

た，変敗の進んだ油脂類は，栄養的に劣るばかりではな

く，程度が著しいものは毒性を呈する3−5).

油脂の酸化に及ぼす糖質添加の影響について，山口らは

五炭糖や六炭糖の単糖類は酸化を促進するのに対し，これ

らの単糖から構成される二糖以上のオリゴ糖は，弱い抗酸

化性を有すると報告している6)．また，ソルビトールやマ

ルチトールなどの糖アルコールには，顕著な抗酸化力が認

められており，その作用は，系に生じたラジカルの捕捉作

用または金属キレートによるラジカル自体の生成抑制作用

によるとされる7,8)．しかし，これらの作用確認はいずれも

定性的なものであり，その作用を網羅的に比較したデータ

はない．また，糖質の脂質酸化抑制作用に関する作用機構

についても不明な点が多い．

本研究では，糖質の不飽和脂肪酸に対する酸化抑制作用

(脂質変敗抑制作用) について，食品中の脂質酸化モデル

における作用の実証とその量比的解析を行い，糖質の作用

機構を考察した9−11)．また，非還元性二糖のトレハロース

による脂質酸化抑制は，トレハロースが反応部位 (あるい

はその近傍) に結合し，酸化反応の遷移状態が影響を受け

ることにより引き起こされるものと考え，トレハロースに

よる脂質酸化抑制作用機構を分子レベルで明らかにするた

め，トレハロースと脂肪酸との相互作用を NMR実験によ

り調べた12)．さらに，量子化学的手法によるシミュレー

ションを行い，トレハロースの脂質酸化抑制作用機構を解

明した12,13).
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1． 食品モデル試験における糖質による脂質酸化抑制作

用の実証と作用機構解析

脂質の酸化反応は，二重結合 (不飽和結合) が 2個以上

ある高度不飽和脂肪酸で起こりやすく，複雑な反応経路を

経て多くの脂質過酸化物 (過酸化脂質，アルデヒドなど)

を生成する14)．そのうち不飽和脂肪酸から脂肪酸ヒドロペ

ルオキシド (過酸化脂肪酸) を生成する酸化初期反応と，

ヒドロペルオキシドの分解，アルデヒドなどの酸化二次生

成物を生成する酸化二次反応とに大別される15,16)．本研究

では，酸化反応が速やかに進行する加熱分解モデル9)，酸

化初期反応および酸化二次反応を観察する自動酸化モデ

ル10)および，酸化初期反応を詳細に観察できるラジカル酸

化モデル11)の三つの食品脂質酸化モデルを構築し，糖質に

よる脂質酸化抑制作用メカニズムを検討した．

まず，食品中の脂質への作用を検討するため，セルロー

スをマトリクスとして，不飽和脂肪酸を水溶液中に分散さ

せる系を用いて，糖質による不飽和脂肪酸加熱分解抑制作

用と脂質変敗臭 (揮発性アルデヒド) 抑制作用を調べた9)．

試験した糖質のうち，トレハロースおよびマルチトールに

不飽和脂肪酸加熱分解抑制作用が認められた (Fig. 1)．ま

た，リノール酸の加熱分解と揮発性アルデヒド (2,4-デカ

ジエナール) 生成に及ぼすトレハロース添加量の影響につ

いて検討したところ，リノール酸残存量はトレハロース添

加量に依存して増加し，2,4-デカジエナール量は減少し

た．さらに，残存リノール酸量とトレハロース添加量を比

較したところ，リノール酸：トレハロース (モル比) 1：1―

1：2で作用していた (Fig. 2)．また，オレイン酸 (不飽和

結合 1)，α-リノレン酸 (不飽和結合 3) では，トレハロー

スと残存脂肪酸 (無添加系を差し引いたもの) 比が，オレ

イン酸：トレハロース=1：1，α-リノレン酸：トレハロー
ス=1：2.7となり，その作用量は，不飽和結合数とほぼ一

致することがわかった．このような作用は，マルチトール

や他の糖質では観測されなかった．

次に，トレハロースおよびマルチトールの不飽和脂肪酸

加熱分解抑制の作用機構を明らかにするため，水／エタ

ノール系を適用し，糖質と不飽和脂肪酸とをともに溶解さ

せる系を用いて，脂質酸化により生成する過酸化脂質への

影響 (酸化初期反応) および過酸化脂質の分解によるアル

デヒド生成 (酸化二次反応) に与える影響を調べた10)．そ

の結果，トレハロース，マルチトールともに不飽和脂肪酸

からのヒドロペルオキシド (過酸化脂肪酸) 生成を顕著に

抑制したが，ヒドロペルオキシドの分解によるアルデヒド

生成反応は抑制しなかった．以上の結果から，トレハロー

スおよびマルチトールは，脂質酸化初期反応 (脂肪酸から

のヒドロペルオキシド生成反応) を抑制すると推察した．

マルチトールなどの糖アルコールの抗酸化作用は，生成

したラジカルの捕捉作用，または鉄イオンや銅イオンと錯

体を形成してラジカルの発生自体を抑える金属封鎖反応

(シネルギスト) によるとされている7,8)．加熱分解モデルや

自動酸化モデルでは，Fe2＋や Cu2＋などの金属イオンを使用

していないため，マルチトールによる脂質酸化抑制作用

は，系に生じたラジカルの捕捉によるものと推定される．

トレハロースには Ca2＋やMg2＋などのミネラルと相互作用

することは報告されているが17,18)，ラジカル捕捉作用は報

告されていない．

そこで，各種糖質の AAPH (2,2´-アゾビス (2-アミジノ

プロパン)・二塩酸塩，水溶性ラジカル発生剤) により生

成したヒドロキシラジカルの捕捉作用を ESR (電子スピン

共鳴) 法により検討したところ，糖アルコールであるマン

ニトール，ソルビトールおよびマルチトールに比較的強い

Fig. 1. Effect of saccharides on the remaining of unsaturated fatty
acids by boiling.9)

Mixture containing 100 mg of unsaturated fatty acid, 0.5 g of cel-
lulose powder, 1 mL of 5% saccharide solution and 0.25 mL of 0.6
M phosphate buffer (pH 6.0) were boiled for 1 h. The each unsatu-
rated fatty acid content was measured by gas chromatography. Val-
ues are mean±SD.＊ p＜0.01 as compared with control (non add.).

Fig. 2. Effect of the concentration of trehalose on the remaining of
linoleic acid and 2,4-decadienal concentration by boiling.9)

Mixture containing 100 mg of linoleic acid (C 18:2), 0 to 100 mg
of trehalose, 0.5 g of cellulose powder and 0.25 mL of 0.6 M phos-
phate buffer (pH 6.0) were boiled for 1 h. The remaining linoleic
acid content and 2,4-decadienal concentration (headspace gas) were
measured by gas chromatography.
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ラジカル捕捉作用が確認された．一方，トレハロースなど

α-グルコ二糖のラジカル捕捉作用は弱かった (Table 1).

次に，トレハロースと不飽和脂肪酸が直接作用するモデ

ル系を用いて，AAPHによる脂質ラジカル酸化に及ぼす糖

質添加の影響を調べた11)．特に，脂質酸化抑制を示すトレ

ハロース，マルチトールの特異性の検討，量比的解析を行

い，トレハロース，マルチトールの作用機構を考察した．

各糖質を添加した場合の反応 24時間後の脂肪酸残存量，

HPOD生成量および TBARS生成量を Table 2に示した．

その結果，トレハロース，マルチトールおよびソルビ

トールに不飽和脂肪酸のラジカル酸化抑制作用が認められ

た．トレハロースと同等のラジカル捕捉作用を示した α-
グルコ二糖 (コージビオース，ニゲロース，マルトースお

よびイソマルトース) では，脂質のラジカル酸化抑制作用

はみられなかった．トレハロースの構造異性体であるネオ

トレハロース (α,β-トレハロース) にも酸化抑制作用がみ

られなかった．

また，反応 24時間後の脂肪酸残存量とトレハロース添

加量について調べたところ，リノール (不飽和結合 2)：ト

レハロース=1：2，α-リノレン酸 (不飽和結合 3)：トレハ

ロース=1：3となり，いずれも不飽和結合数と一致した．

これらの結果は，加熱分解抑制試験の結果 (Fig. 2) とも

一致しており，不飽和脂肪酸の二重結合一つに対し，1分

子のトレハロースが作用していることが示唆された．一

方，マルチトールやソルビトールでは，脂肪酸残存量と添

加量に関する規則性はみられなかった．

次に，トレハロースの一方のグルコース残基が α-グル
コシル化されたトレハロース誘導体 (α-グルコシルトレハ
ロース) を用いて脂質ラジカル酸化抑制試験を行い，トレ

ハロースの作用部位を調べた11)．トレハロースの 3位また

は 6位がグルコシル化されたニゲロシルグルコシドおよび

イソマルトシルグルコシド添加により，AAPHによるラジ

カル酸化抑制作用がトレハロースの約 1／2に低下し，脂質

酸化抑制に作用するトレハロース部位が，トレハロースの

3位水酸基と 6位水酸基であることが示唆された．

以上の結果から，トレハロースによる脂肪酸のラジカル

酸化抑制作用は，AAPHにより生成したラジカルに対する

作用ではなく，トレハロースの脂肪酸への直接的な作用，

すなわち反応部位あるいはその近傍に結合し，酸化反応の

活性化エネルギーを上昇させることによる作用と考えられ

る．また，その作用は，トレハロースの α,α-1,1結合に特

有の作用であることが示唆された．一方，ソルビトールや

Table 1. Effect of saccharides on the hydroxylradical (OH radical) induced by AAPH.

Saccharide I0／I−1 (%)

Non add. 1.265 100
(Control)
Trehalose 0.865 68
Neotrehalose 1.240 98
Kojibiose 0.834 66
Nigerose 0.836 66
Maltose 0.786 62
Isomaltose 0.872 69
Sucrose 1.252 99
Maltitol 0.431 40
Mannitol 0.502 34
Sorbitol 0.452 36

Mixture containing 50 µL of 100 mM AAPH, 50 µL of 180 mM DMPO, 50 µL of 0.5 M saccharide solution and 50 µL of 0.1 M phosphate
buffer (pH 7.4) were heated at 37°C for 3 min. Each value was the average of two replicate measurements.

ESR spectra of DMPO adduct OH radical

Table 2. Effect of saccharides on the AAPH-induced radical oxidation of unsaturated fatty acids.11)

Sample Concn. (mM)
Linoleic acid (LA) α-Linolenic acid (LNA)

Remaining
(mg／mL)

HPOD
(mg／g LA)

TBARS
(mg／g LA)

Remaining
(mg／mL)

HPOD
(mg／g LNA)

TBARS
(mg／g LNA)

Non add. 0.10 279.4 263.3 0.04 251.4 242.5
(Control)
Trehalose 29.2 1.32 126.5 204.1 0.48 125.8 141.3
Neotrehalose 29.2 0.36 281.3 334.5 0.08 251.3 243.4
Kojibiose 29.2 0.28 312.5 241.3 0.16 249.8 244.3
Nigerose 29.2 0.32 321.4 238.9 0.12 250.9 245.1
Maltose 29.2 0.40 311.1 233.3 0.12 250.9 243.6
Isomaltose 29.2 0.44 309.5 234.6 0.12 250.1 242.1
Sucrose 29.2 0.44 289.1 307.4 0.08 257.9 255.9
Sorbitol 29.2 0.80 211.3 206.5 0.36 192.3 231.0
Maltitol 29.2 0.84 208.8 166.1 0.32 140.5 233.9
BHT 1.82 2.16 74.1 60.1 0.72 88.3 120.1
α-Tocopherol 0.92 1.20 180.3 224.5 0.44 120.2 124.5

Mixture containing 10 mL of 70 mM unsaturated fatty acid／EtOH solution, 5 mL of 146 mM saccharide solution, 10 mL of 50 mM phos-
phate buffer (pH 7.0) and 1 mL of 500 mM AAPH solution were preserved at 40°C for 24 h. Each value was the average of two replicate
measurements.
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マルチトールによる脂質酸化抑制作用について，その作用

メカニズムはトレハロースの作用とは異なり，試験系に発

生したラジカルに対する作用 (捕捉作用) によるものと考

えられた．

2． NMRによるトレハロースと不飽和脂肪酸との相互

作用解析

トレハロースの酸化抑制作用は，不飽和脂肪酸を用いた

酸化モデル試験結果から，不飽和結合一つに対し 1分子の

トレハロースが作用していること，作用部位はトレハロー

ス 3位水酸基／6位水酸基であることが示唆された9−11)．ま

た，他の糖質 (スクロース，マルトース，ネオトレハロー

スなど) には酸化抑制作用がみられなかった．一方，マル

チトールはトレハロースと同等の脂質酸化抑制作用を示し

たが，これはラジカル捕捉作用による酸化初期反応の抑制

によると考えられた．このように，トレハロースによる脂

質酸化抑制反応は，この糖に特有の作用であり，トレハ

ロースが脂質に結合し，酸化反応の遷移状態が影響を受け

ることにより引き起こされるものと推測された．

トレハロースと不飽和脂肪酸との特異的相互作用の存在

を実証するため，トレハロースと，構造の異なる数種の脂

肪酸との混合液の1H-および13C-NMRによるスピン―格子緩

和時間 (T1緩和時間) の測定および1H-1H NOESY解析を

行った12).

トレハロースとリノール酸 (cis 二重結合 2個) 混合物

の1H-NMRの結果，トレハロース共存によりオレフィンプ

ロトンシグナルが広幅化していることが観測された

(Fig. 3)．同様の変化は，二重結合に隣接したプロトンで

も確認した．このように原子核が相互作用を受けると，そ

の核の運動性が低下し，シグナルの広幅化や緩和時間の変

化が観測される19)．リノール酸プロトンの緩和時間に及ぼ

すトレハロースの用量依存性について調べたところ，リ

ノール酸：トレハロース比 (モル比) が 1：2まではトレ

ハロース添加量に依存して1H-T1値が減少したが，1：2で

プラトーに達した (Fig. 4)．このような作用点は，オレイ

ン酸 (cis 二重結合 1個) では脂肪酸：トレハロース比が

1：1，α-リノレン酸 (cis 二重結合 3個) では 1：3とな

り，酸化モデル試験の結果と一致した．以上の結果は，ト

レハロースが cis 二重結合一つに対し 1分子結合し，T1緩

和時間の低下は複合体形成による分子運動低下により生じ

ると解釈される．

さらに，トレハロースと cis 型不飽和脂肪酸との相互作

用の存在に対し確証を得るため，トレハロースとリノール

酸混合液 (モル比 2：1) の 1H-1H NOESY解析を行った

(Fig. 5)12)．この二次元スペクトルには，対角信号 (COSY)

と相関信号 (NOE) が現れる．右上から対角線上にみられ

るスポットは，対応している 1H核同士の COSYを示し，

それ以外は異なる 1H核間の NOEである．図から明らかな

とおり，リノール酸オレフィンプロトン (H-9,10,12,13；

5.3―5.4 ppm) とトレハロース 6位 (または 6´位) メチンプ

ロトン間に NOEが観測され，トレハロースが，cis 型二重

結合に空間的に接近して，複合体を形成していることが証

明された．

また，トレハロースの作用部位について，トレハロース

炭素に帰属される13C-T1値を測定し比較検討したところ，

cis 型二重結合を有する脂肪酸 (オレイン酸，リノール酸，

α-リノレン酸)を共存させた場合にのみトレハロース 3,3´

位および 6,6´位のメチン炭素の13C-T1値が顕著に減少し

た12)．また，トレハロース 3,3´位および 6,6´位メチン炭素

の化学シフト値は，脂肪酸共存によりそれぞれ 0.2―0.3

ppm，0.1―0.2 ppm低磁場側にシフトし，トレハロース 3,3´

位および 6,6´位が cis 型二重結合との相互作用に関与して

いることが示唆された．

一方，マルトースやイソマルトースなどの α-グルコ二
糖，トレハロースの構造異性体であるネオトレハロースお

Fig. 3. 1H-NMR spectra of linoleic acid olefine protons (H-9, 10,
12 and 13).12)

(a) without trehalose, (b) with trehalose (trehalose:linoleic acid=2:
1).

Fig. 4. Effect of molar ratio of trehalose to linoleic acid on the re-
laxration time of the olefine and the adjacent methylene
protons.12)

●: H-9, 10, 12, 13 (olefine protons), ▲: H-11, ◆: H-8, 14.

54 J. Appl. Glycosci., Vol. 55, No. 1 (2008)



よびスクロース共存ではこのような変化はみられなかっ

た．さらに，トレハロースと同等の脂質酸化抑制作用を示

したマルチトールやソルビトールでも緩和時間変化や

NOEは観測されなかった．不飽和脂肪酸以外のモデル物

質として，低分子ジエン類を用いた場合でも同様の結果と

なった13)．以上の結果から，トレハロースのみが特異的に

脂質二重結合に作用していることが示唆された．

そこで，NMRの結果をもとに，トレハロースと脂肪酸

との相互作用について，コンピュータ計算による分子モデ

ルを構築した (Fig. 6).

cis 型二重結合を二つもつリノール酸を用いて，この cis

型二重結合に，トレハロース 2分子が立体障害を伴わずに

結合できるか否かを検討した．半経験的分子軌道計算を用

いた簡単な分子モデリングにより，いずれの糖分子も 6

(6´)-OHおよび 3´(3)-OHを介して脂肪酸の cis 型二重結合

に接近し，トレハロース／リノール酸 2：1複合体の形成が

可能であることが判明した12).

3． 量子化学計算によるトレハロースの脂質変敗抑制作

用機構解析

NMR実験の情報は，確かにトレハロースと cis 型二重

結合をもつ不飽和脂肪酸との複合体形成を支持している

が，その原子レベルでの構造と脂質酸化抑制作用との関連

は実験のみではわからない．そこで，トレハロースと不飽

和脂肪酸との相互作用 (複合体の構造，安定化エネルギー

および電子構造解析) を ab initio 分子軌道計算と密度汎関

数理論 (density functional theory；DFT) 計算を用いて評価

した12,13)．また，脂質の酸化初期反応における分子モデル

を構築し，トレハロースとの相互作用が脂質酸化抑制作用

に及ぼす影響を定量的に解析した13).

まず，cis 型二重結合の最も簡単なモデルとして，2-ブ

テンを取り上げ，トレハロースと 2-ブテン間にどのよう

な結合が形成されうるかを検討した．その結果，トレハ

ロース 6´位 (または 6位) OH基が二重結合の π電子に
OH…π型の水素結合を形成した構造がより安定なものと
して得られた．このとき CH基には，もう一方のグルコー

ス残基の 3位 OH基が CH…O型の水素結合した多重水素

結合モデルが得られた (Fig. 7)．そのときの安定化エネル

ギーは－5.28 kcal mol−1 (B 3 LYP／6―311++G＊＊／／B 3 LYP／6-

31 G＊＊計算) であった．ここで得られた複合体の安定化エ

ネルギーは，OH…O型や NH…O型水素結合など通常の

極性基間の水素結合エネルギー (7―8 kcal mol−1，文献 20)

Fig. 5. 1H-1H NOESY spectrum of a mixture of trehalose and linoleic acid (molar ratio=2:1).12)

Fig. 6. Plausible model of the interaction between trehalose and lin-
oleic acid.

Modeling was carried out by WinMOPAC ver.3.0.12)
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に比べると小さいが，常温での分子の熱運動エネルギー

kT (0.6 kcal mol−1，k；ボルツマン定数，T；300 K) と比べ

て十分大きく，複合体の安定化の主要因子と考えてよい．

近年，タンパク質の構造論において，高次構造を解析する

と，側鎖間の水素結合や非極性相互作用，CH／n相互作用

や CH／π相互作用などがネットワークを作り，構造をフレ
キシブルに保っていることがわかっている21−29)．また，

Peasonのハード・ソフト概念によると，OH基や NH基は

ハードな酸 (HA)，CH基はソフトな酸 (SA)，O原子や N

原子上の孤立電子対はハードな塩基 (HB)，芳香環や不飽

和結合の π電子はソフトな塩基 (SB) に分類される30)．水

素結合で電子を与えるのは，酸素や窒素原子上にある孤立

電子対である．したがって水素結合をハードな酸とハード

な塩基の相互作用とすると，他に 3通りの相互作用，HA-

SB (XH／π相互作用)，SA-HB (CH／n相互作用)，SA-HB

(CH／π相互作用) が存在する．また，水素結合と CH／π相
互作用，OH／π相互作用と CH／π相互作用の協同効果など
を指摘した報告がある．このような現象からも，糖 OH基

グループ (上記では HAに分類) が cis 型二重結合 (SB)

に OH／π型の水素結合を形成することが十分に予測され
る．

次に，不飽和脂肪酸のリノール酸 (不飽和結合 2) のモ

デルとして 2,5-ヘプタジエンを用いトレハロースとの相互

作用構造を調べたところ，トレハロース 2分子とヘプタジ

エン 1分子が，分子間複合体を形成することがわかった．

その作用部位は，トレハロース 3位 (または 3´位) および

6´位 (または 6位) OH基であり，cis 型二重結合との多重

水素結合 (CH…O型，OH…π型水素結合) によることが

明らかになった．そこで，トレハロース／ヘプタジエン複

合体について，複合体形成に伴うヘプタジエン炭素の電荷

分布を調べた．ヘプタジエンのオレフィン部にトレハロー

ス 3位および 6´位 OH基が CH…O型および OH…π型の
水素結合することにより，オレフィン C-3，C-5炭素およ

び C-2，C-6炭素上で電子密度が増加し，それに対応して

活性メチレン炭素 C-4の電子密度が低下した (Table 3)．

以上の結果は次のように解釈される．ヘプタジエン (リ

ノール酸)は，cis 型二重結合二つに挟まれたメチレン基

(活性メチレン基) をもつ構造を有しており，この活性メ

チレン炭素に電荷が局在して不安定な構造をとっている．

これにトレハロースが CH…Oおよび OH…π型の多重水
素結合することにより，この活性メチレン炭素の電荷を非

局在化して活性メチレン基を安定化するとともに，ラジカ

ルなどによる化学反応性そのものを低下させていると考え

られる．

次に，脂質のラジカル酸化系のシミュレーションモデル

として，メチルラジカルによるヘプタジエン活性メチレン

水素の引き抜き反応モデルを構築し，水素引き抜き反応

(酸化開始反応) の活性化エネルギーを求めた13)．ヘプタジ

エン活性メチレン水素の C-H延長線上にメチルラジカル

を配位し，この CH2⇔・CH3間の距離を変化させることに

より遷移状態の構造を求めた．反応前の生成エネルギーと

遷移状態の生成エネルギー差を水素引き抜き反応の活性化

Fig. 7. The optimized structures of trehalose／2-butene complex
obtained from the HF／6-31 G＊＊ calculation.12)

For the isolated trehalose, the torsion angles around the O5´-C5´-
C 6´-O 6´ and C 5´-C 6´-O 6´-H 6´ bonds were ―30.6°and ―47.2°,
respectively. The values of these torsion angles were changed upon
complexation with 2-butene: namely the O 5´-C 5´-C 6´-O 6´ and
C5´-C6´-O6´-H6´ torsion angles were 67.8°and 91.5°, respectively.

Table 3. Electron densities on the heptadiene carbon atoms.13)

Mulliken charge

C 1 C 2 C 3 C 4 C 5 C 6 C 7

RHF／6-31 G＊＊

Heptadiene ―0.358 ―0.128 ―0.119 ―0.277 ―0.119 ―0.128 ―0.359
Complex＊ ―0.382 ―0.182 ―0.176 ―0.209 ―0.177 ―0.182 ―0.377

B 3 LYP／6-31 G＊＊

Heptadiene ―0.352 ―0.134 ―0.112 ―0.276 ―0.112 ―0.134 ―0.352
Complex＊ ―0.367 ―0.174 ―0.197 ―0.205 ―0.197 ―0.175 ―0.365

We examined the charge distribution on the heptadiene molecule and the results are summarized,
where electron densities were calculated by Mulliken population analysis.

Trehalose／heptadiene complex＊
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エネルギーとして求め，トレハロース共存の影響を調べ

た．その結果，ヘプタジエン単体，トレハロースとの複合

体いずれも，活性メチレン水素とメチルラジカル炭素間距

離 (CH2⇔・CH3) が 2.01A°で遷移状態の構造を示した

(Fig. 8)．このとき，ヘプタジエン炭素の二面角 C 2-C 3-C

4-C 5，C 6-C 5-C 4-C 3は，180°，180°から 157.93°，150.44°

にそれぞれ変化した．活性メチレン水素引き抜き反応に対

するエネルギーダイアグラムを Fig. 8に示した．

へプタジエン単体での活性化エネルギー値は，9.22 kcal

mol−1 (UB 3 LYP／6-31 G＊＊計算) となり，実際の酸化反応

系に近いモデルであることが判明した．一方，トレハロー

スとの錯体形成により 29.45 kcal mol−1 (UB 3 LYP／6-31

G＊＊計算) の活性化エネルギー増大が認められた．このエ

ネルギー増大は Arrheniusの反応速度論によると 109倍以

上の速度低下に相当する．すなわち，トレハロースとの錯

体形成は，脂質酸化初期反応を速度論的に抑制することが

わかった．

このように，トレハロースと不飽和結合との相互作用

が，脂質酸化抑制作用に寄与していることが，電子構造論

およびエネルギー論の双方から証明された．

最後に，トレハロースの構造とエネルギー論的観点から

トレハロースの優位性を考察する．他の糖質と比較した場

合，脂質酸化モデル実験や NMR実験から，トレハロース

以外の糖質が不飽和脂肪酸の酸化部位と直接相互作用する

ことを示すデータは得られなかった9−13)．トレハロース (α,

α-1,1結合) とその構造異性体であるネオトレハロース (α,

β-1,1結合) を比較すると，構造上大差がないように思え

るが，両者では，グルコシド結合の二面角 (φ，ψ) 回りの

コンホメーションエネルギー曲面に大きな違いがある．ト

レハロースはグルコシド結合の二面角 φ，ψに対し，エネ

ルギー極小を 1点のみもつのに対し，ネオトレハロースや

α-1,4結合のマルトースなどでは，複数個のエネルギー極

小が存在する31,32)．言い換えると，トレハロースは単一の

コンホメーションを維持するが，ネオトレハロースやマル

トースのグルコシド結合は回転しながら多様な構造を取り

得る．したがって，たとえネオトレハロースやマルトース

と cis 型二重結合との間で複合体が形成されたとしても，

糖のコンホメーション変化により，その複合体はすぐに壊

れてしまう．トレハロースと cis 型二重結合との相互作用

は，文献 31) のグルコシド結合のコンフォメーションエ

ネルギーマップから明らかなように，一度形成されるとグ

ルコシド結合の回転が束縛されるため，比較的安定に複合

体構造が保持される．すなわち，トレハロースの形成する

複合体の安定性は，エントロピー効果に起因すると考えら

れる．また，トレハロース 2含水結晶の X線解析33)やトレ

ハロース水溶液の NMR解析34)，およびコンピューターシ

ミュレーション35)によると，トレハロースの水酸基は，マ

ルトースやスクロースのように分子内水素結合を形成しな

い．よって，トレハロースの水酸基は，水素結合を他分子

に求めようとする傾向が強く，そのため分子間相互作用に

適合しやすいと考えられる36−38).

以上をまとめると，トレハロース特有の α,α-1,1グルコ

シド結合と水酸基のエカトリアル配向がこの相互作用発現

のための必須条件になっていると結論できる．

4． お わ り に

脂質の酸化は，それを含む食品の風味劣化や品質低下を

もたらすだけではなく，生じた過酸化物や揮発性アルデヒ

ドなどの分解物や重合物を介して，健康や環境に重大な悪

影響を及ぼす3−5)．また，過酸化物は，生体内の膜リン脂質

を酸化するとともに，遺伝子 DNAにも損傷を与える39)．

また，脂質過酸化物から生成する不飽和アルデヒドは，リ

ジンなど塩基性アミノ酸残基と強く反応し，タンパク質を

修飾，変性することが知られている40).

脂質の酸化防止を目的に，種々の合成酸化防止剤 (BHT

など) が開発されてきたが，近年，安全性などの問題点か

ら，天然酸化防止剤が注目されている．ビタミン C (アス

コルビン酸) やビタミン E (α-トコフェロール)，カテキン

などのポリフェノール類が食品中の抗酸化剤として有名で

あるが，これらは，自身が酸化されることによって抗酸化

的に働いている．しかし，ある一定濃度を過ぎると，自身

がラジカル化し酸化を促進することが知られており，過剰

摂取時の安全性に問題がある41,42)．したがって，天然糖質

であるトレハロースやマルチトールが，脂質の酸化抑制作

用やアルデヒド生成抑制作用を有することは，この観点か

らも有意義である．

従来，糖質は適合溶質として，核酸や生体膜などの生体

成分を，熱，乾燥，凍結，浸透圧，などの水ストレスから

防御する作用を有していることが提唱されてきた43−52)．本

研究は，トレハロースやマルチトールの機能に酸化抑制と

Fig. 8. The structures of transition state and energy diagram of the
trehalose／heptadiene 2:1 complex in the methyl radical-
induced reaction (CH2⇔・CH3 distance of 2.01A°) obtained
from the UB 3 LYP／6-31 G＊＊ calculations.13)

The structures of the trehalose molecules are truncated. The val-
ues of the C 2-C 3-C 4-C 5 and C 6-C 5-O 4-C 3 torsion angles devi-
ated from the planar trans structure: namely the C 2-C 3-C 4-C 5
and C 6-C 5-O 4-C 3 torsion angles were 157.93°and 150.44°, re-
spectively.
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いう新しい機能を加えた．トレハロースが不飽和脂肪酸や

ジエン類の cis 型二重結合と特異的な相互作用をすること

を示す本研究の結果は，他の溶質にも適用できるのか，適

用できるとすればその溶質の性質や反応性にどのような影

響を与えるのか興味深い．たとえば，cis 型-C=C-二重結合

は，ベンゼン環の局所構造であるとみなすことができる．

それゆえ，トレハロースは OH…πおよび CH…O型水素

結合を通して芳香族側鎖に結合し51)，タンパク質間の疎水

性相互作用に影響を与えることが期待される．

以上のように，本研究の成果は，糖質の「Cross Protec-

tion効果―さまざまなストレスに対する交差保護作用―」

研究に新たな 1ページを加えたといえる．

このたびの日本応用糖質科学会の名誉ある奨励賞受賞に

あたり，竹田靖史会長はじめ役員の諸先生方，ご推薦賜り

ました井川佳子中国・四国支部長，ならびに選考委員の諸

先生方に厚く御礼申し上げます．

本研究の遂行に関し，懇切なるご指導とご助言を賜りま

した東京工業大学バイオ研究基盤支援総合センター櫻井実

教授に感謝申し上げます．

本研究は，株式会社林原生物化学研究所天瀬研究所 (現

研究センター糖質研究部門) で行われたものであり，本研

究に関し終始一貫してご指導・ご教授いただきました辻阪

好夫博士，株式会社林原常務取締役栗本雅司博士，株式会

社林原生物化学研究所常務取締役福田恵温博士に深く感謝

申し上げます．また，株式会社林原生物化学研究所研究セ

ンター糖質研究部門主管研究員茶圓博人博士をはじめとす

る同研究所の所員の皆様に御礼申し上げます．
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糖質の脂質変敗抑制作用のメカニズムについて検討し

た．トレハロースは不飽和脂肪酸の加熱およびラジカル

による過酸化反応を顕著に抑制した．他の糖質 (スク

ロース，マルトースおよびネオトレハロース) では抑制

効果はみられなかったが，マルチトールでトレハロース

に次ぐ抑制作用が確認された．マルチトールは，ラジカ

ル捕捉作用により不飽和脂肪酸の酸化反応を抑制するこ

とがわかった．一方，トレハロースによる脂質変敗抑制

は，トレハロースが不飽和脂肪酸の酸化反応部位に結合

し，酸化反応の遷移状態が影響を受けることにより引き

起こされると示唆された．NMR解析の結果，トレハロー

スが不飽和脂肪酸の cis 型不飽和結合に 1：1の割合で選

択的に作用することがわかった．トレハロースの作用部

位は C-3(C-3´) 位および C-6´(C-6) 位であった．このよう

な相互作用は，他の糖質では観測されなかった．量子化

学的手法を用いた理論解析の結果，トレハロース 3位 OH

基および 6´位 OH基と cis 型不飽和結合とが OH…π型お
よび CH…O型水素結合した錯体構造が得られた．さら

に，脂質の酸化初期反応のシミュレーションモデルとし

てメチルラジカルによるヘプタジエン活性メチレン水素

の引き抜き反応モデルを構築し，水素引き抜き反応の活

性化エネルギーを求めたところ，トレハロースとの錯体

形成により，約 30 kcal mol−1のエネルギー増大が観測さ

れた．以上の結果から，トレハロースに特有な不飽和結

合との相互作用が，脂質変敗抑制作用に関与しているこ

とが示唆された．本研究において，トレハロースおよび

マルチトールの脂質変敗抑制について，分子レベルでの

作用メカニズムをはじめて明らかにした．
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