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緒　　言

　今世紀の初めにヒト乳中にラクトース以外のオリゴ糖

が単離され犠その後，HPLC，　GC，　MS，　NMRなどの分

析機器類の発展に伴い，ここ30年間で研究が著しく進

展してきた2）～7）．Ku㎞，　Montruilらによって，乳中に約

130種類もの中・酸性糖が発見・単離され，構造決定さ

れている．これらのオリゴ糖は，D一グルコース，　D一ガ

ラクトース，L一フコース，N一アセチルグルコサミン，

酸性糖であるN一アセチルノイラミン酸から構成されて

いる．更に中性オリゴ糖の基本構造は，（1）Lactose，（2）

Lacto－N－tetraose，（3）Lacto－N－neotetraose，（4）Lacto－

N－hexaose，（5）Lacto－N－neo－hexaose，（6）para－Lacto－

N－hexaose，（7）para－Lacto－N－ne6－hexaose，（8）Lacto－

N－octaose，（9）Lacto－N－neo－octaoseの9種であるこ

とも明らかとなっている1）．同時に，乳糖以外の基本構造

を持っオリゴ糖は，初乳で高濃度に含まれていること8），

他の哺乳動物と比較してオリゴ糖，糖タンパク質や糖脂

質といった複合糖質が豊富に含まれていることが認めら

れている。

　乳中には9種の基本構造にフコースの結合したフコシ

ルオリゴ糖が存在しているが9）～12），これは様々なフコ

シルトランスフェラーゼつまり，血液型を決定する

ABO（H）TypeやLewis（Le）Typeとの関連によって，各

個体によって異なるとされている．Lewis血液で見ると，

女性の75％はLe（a＋b＋）でα一（1－72）一，α（1－

4）一フコシルトランスフェラーゼを有し，20％がLe（

a＋b－）で，α（1－2）一トランスフェラーゼが欠損し

ている．したがって，彼女らのミルク中にはFuc一α（1－

2）－Gal残基をもっオリゴ糖や糖タンパク質は検出され

ていない．残りの5－7％の女性はLe（a－b－）で両方

のトランスフェラーゼが欠損している．又，哺乳動物の

乳中主要糖質はラクトースであるが，単孔類のそれはフ

コシルオリゴ糖であるという興味深い報告もある13）’14）．

一方，酸性のシアル化オリゴ糖は母の血液型とは関係な

く存在しているが，これらのオリゴ糖の生理機能にっい

ては未だほとんど明らかにされていない．

　前報において8　）’16）’24），分析機器を用いたウシ及びヒ

トの初乳あるいは常乳中に含まれる酸性オリゴ糖に関す

る差異にっいて報告した．更に，器官や組織あるいは脳

の発達が不十分である乳児に何らかの影響を与えている

と推測されるヒト乳中オリゴ糖の組成を把握することは，

育児用調製粉乳をより母乳成分に近づけるための基礎研

究にっながると考えられる．そこで，同一人物の乳中オ

リゴ糖の経時的な量，分子種及び組成の変動にっいて検

討を行ったので報告する．

＊　栄養学科　食品学第二研究室

実験材料及び方法

1．実験材料

　ヒト乳試料（出産後6日目～108日目）は，血液型A

型の健康な母親（28歳初産）から供与された．乳試料は

搾乳後，－80℃にて使用時まで保存した．糖標準として用

いたGlucose（Glc）及びG司actose（Gal）は関東化学株式会

社より，α　－Lactose（Lac），3’－Sialyllactose（3’－SL），6LSL，

Disialyllactose（DSL），3’－Fucosyllactose（3’－Fuc－Lac），　Galac－

tosyllactose（Gal－Lac）は，　SIGMA　CHEMICAL　CO．より購

入した．3’－Sialyllactosamin（3’－SLN），6’－SLN，　3’－SL（Fuc），

SL－N－neotetraosec，2’－FucLac，　Lacto－N－tetraoseは明治乳
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業㈱ライフサイエンス研究所より供与された．又ピリ

ジルアミノ誘導体化試薬は，Glyco－TAG　reagent　Kit（宝

酒造株式会社）を用いた．

座標表面上の糖標準の溶出位置により試料の糖鎖構造を

推定すると同時に，ヒト乳の泌乳期による酸性オリゴ糖

の特徴及び差異を検討した．

結　　果
2．乳中の粗糖質画分の抽出，分画方法

　ヒト乳試料を37℃に加温し，Folchの分配法に基づい

て実施した．即ち，各乳試料に5倍量のchloroform・

methanol（2：1，v／v）を加え抽出・分配を行った．遠心後，

上層（水溶性画分）を集め濃縮・凍結乾燥して粗糖質画

分とし，イオン交換カラムクロマトグラフィーの試料と

した．イオン交換クロマトグラフィーはDEAE－

Sepharose　CL－6Bカラム（40×2．6　c皿1．D．，　Phamlacia　Bio－

tech）によって行った15）．カラムは，10mM酢酸ピリジ

ン緩衝液（pH5．0）で平衡化し，試料添加後，流速

1．Oml／min，分画容量3．5ml，5℃の低温庫内で10mM酢酸

ピリジン緩衝液（pH5．0）750m1と1300mM酢酸ピリジン

緩衝液（pH5．0）750mlでリニアグラジエント溶出を行っ

た．各溶出画分は，レゾルシノール塩酸法によってシア

ル酸，フェノール硫酸法によって全糖の検出を行った．

得られた酸性オリゴ糖画分を凍結乾燥し，TLC分析及び

ピリジルアミノ（PA）誘導体としてHPLC分析を行った．

一方，中性糖画分は凍結乾燥を行い，重量を測定し，母

乳試料1mlあたりの中性糖の重量を求めた．同様に得ら

れた酸性オリゴ糖を凍結乾燥し，重量を測定し，試料乳

1mlあたりの各画分の酸性オリゴ糖量を求めた．イオン

交換カラムクロマトグラフィーによって得られた酸性糖

質画分を前報8）’16）’17）に従ってTLC分析を行い，全糖，

シアル酸，ディットマー法18）によるリン酸基の検出を行っ

た．

3．HPLCによるPA一糖鎖構造の解析

　乳試料よりイオン交換カラムクロマトグラフィーによっ

て得られた酸性オリゴ糖画分及び糖標準をGlyco　TAG

（宝酒造㈱）を用いて糖鎖の還元末端に2　－aminopyridine

を還元アミノ化反応で結合させ蛍光誘導体（PA・糖鎖）

とした19）．PA一オリゴ糖サンプル及び糖標準を，前報と

同様にCLASS－LCIO（島津製作所）HPLC装置で2種類
のカラムを用いて分析し糖鎖構造解析を行った8）’12）．

その際，PALPAK　Type　Sカラムで分析を行いHPLCフ

ラクションコレクターで各ピークを分取し，N2乾固さ

せ，更にPALPAK　Type　Nで分析し，保持時間をX軸，　Y

軸にそれぞれプロットし2次元糖鎖マップを作成した。

1．乳中の粗糖質画分，中性及び酸性オリゴ糖画分の

　　泌乳期による変動

　Folchの分配法によって抽出した粗糖質画分の泌乳期

による変動をFig．1に示した．粗糖質画分の割合は約

6．3％で泌乳期による大きな変化は認められなかった．

　粗糖質のうち，中性糖が約80％（data　not　shown）で，

泌乳期の経過による量的な大きな変化は認められなかっ

た．一方，粗糖質画分のうち酸性オリゴ糖の示す割合を

Fig．2に示した．出産後6日目が最大で約7％，その後

泌乳期の経過とともに減少し，11日目には6日目の約

60％の4．2％，28日目には6日目の約30％の2．1％に減

少した．50日目には6日目の10％以下である0．6％まで

更に減少した．
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Fig．1　Variations　in　total　oligosaccharides　from　human　milk

　　　during　lactation

2．イオン交換カラムクロマトグラフィーによる分画

　各泌乳期における一定量の粗糖質画分を試料とし，イ

オン交換カラムクロマトグラフィーを行い，シァル酸及

び全糖の発色を行った．クロマトグラムの結果から，モ

ノシアロ画分をFB（Fraction　B），ジシアロ画分をFC

（Fraction　C），それ以外の画分をOthers（Fraction　A，　Frac－

tion　D）として分画し，凍結乾燥，重量測定を行った．そ

の結果，モノシアリルオリゴ糖が酸性糖中の約60・一・70％

（46）
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Fig，2　Variations　in　acidic・oligosaccharides　from　human　milk　during　lactation

を占め，主成分であった．次に，ジシアリルオリゴ糖が

約20－30％を，そしてその他が約1－10％を示した．各

画分の泌乳期による変動については，モノシアロ画分は

10日目以降に急激に減少し50％以下となり，その後緩

やかに減少した．ジシアロ画分の場合は泌乳期を経るご

とに緩やかに減少した．

3．薄層クロマトグラフィー及び二波長デンシトメーター

　　による各糖質画分の分析

　一定量の総酸性オリゴ糖画分を，TLC及び二波長デン

シトメーターによる全糖及びシアル酸の検出を行った．

レゾルシノール塩酸試薬によるシアル酸検出の結果を

Fig，3に，二波長デンシトメーターによって測定しピー
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Fig．3　Thin　layer　chromatogram　of　sialyl　oligosaccharides　from　human　milk　during　lactation

　　　（6－108days　after　delivery）

　　Devcloping　solvent；EtOH：n－BuOH：Pyridine：Water：AA（100：10：10：30：3，v／v／v／v／v）

　　Visualized　reagent；Resorcinol－HCI　reagent

（47）



川名　広子・有田　政信

曾…

§7。。

§
轄㎝

登謝

1欄

罫
§2°°

塁…

、箋・

　　　6　　7　　8　　亘0　　1韮　15　　16　　18　28　45　　50　108

　　　　　　　　　　　Days　a＆er　delive［y

㎜
禍
細
働
柵
珊
㎜
m
。

（。。

R
。
§
§
8
宏
。
署
毛
§
。
°
。
雪
書
ユ
…
嘱
く
萎
z

曾…

§7。6

壽㎝

薯，。。

暑伽

轟珊

書、。。

茎1。。

遷。

珈
　
伽
　
㎝
　
枷
　
柵
　
獅
　
m
　
m
　
O

（⇔o

R
O
Q
Q
）
侶
O
＝
O
国
南
閉
0
コ
お
醤
U
り
d
『
m
O
凶
コ
O
O
「
コ
δ
ε
＜
2
U
く
隔

6　　7　　8　　10

皿

6　　　　7　　　8　　　10　　　11　　　15　　　16　　　18　　　28　　　45　　　50　　且08

　　　　　　　Days　aft釘delive鰹y

1且　　15　　　1‘　　　五8　　　28　　　45　　　50　　　108

Days　after　delivery

6　　7　　8　　10 11　　　15　　　16　　　18　　　28　　　45　　　50　　　108

Days　a伽r　de闘ve【y

Fig・4　Variations　in　3’－SL，6’－SL　and　other　acidic　oligosaccharides　during　lactation

ク面積を算出した結果をFig．4に示した．　TLCによる

分析結果，全泌乳期を通して6’－SL画分（ll）が酸性オ

リゴ糖の主要成分であった．出産後6日目は，6’－SLが主

成分であり，その他に3’－SL，未知物質3種が認められ

た．

　酸性オリゴ糖のうち，（1）3’－SLは（H）6’－SLの20％

含有され，泌乳期によって大きな変動が認められなかっ

た．主要成分である6’－SLは30日目以降から約50％に

減少した。（皿）画分は出産後一週間で増加しその後一定

量を保持し，30日目以降から約50％に減少した．（IV）

画分は出産後一週間は高い値を示し，その後10日目に

減少し，15日目に再度増加し，30日後には約50％に減

少した．又リン酸基を含む酸性オリゴ糖はほぼ全泌乳期

で確認された．

4．HPLCと2次元糖鎖マップによる糖鎖の解析

　イオン交換カラムクロマトグラフィーによって得られ

た酸性オリゴ糖画分を凍結乾燥後，PA誘導体とし，

HPLC分析を行った．出産後6，11，28，50日目の母乳

について分析し，更に，標準糖鎖及び各泌乳期のPA一糖

鎖を2種のカラムで分析した結果を2次元糖鎖マップと

して表し（Fig．5），泌乳期における糖鎖構造の変化にっ

いて検討を行った．

　全泌乳期中の酸性オリゴ糖は，（1）低分子の3糖のスポッ

ト，（2）中程度の5－6糖，（3）高分子の8－10糖の3っの

エリアに大きく分かれることが判明した．モノシアロ画

分であるFB画分のオリゴ糖は3つのエリアに分けられ，

ジシアロ画分のFCのオリゴ糖は（2），（3）に分けられた．

又，FDは（3＞にのみ含有された，泌乳期を経るごとに全

体的に酸性オリゴ糖含量が大きく減少した．そして，分

子種も徐々に減少していることが明らかとなった．イオ

ン強度の強いFDのスポットは50日目にはほぼ消失し

た．FC及びFDに含有される（2）（3＞エリアのオリゴ糖は

28日目以降に量的に極端に減少した。

　二次元糖鎖マップ及びMALDI－TOFMS，　FABMSの結

果からミルク中の微量成分の推定糖鎖構造をTable　l

に示した．sialyl－lacto・一・N－hexaose，　sialyl－lacto－N－

fUcoheptaose，　sialy1－lacto『N－tetraose，　trisialyl－1acto－

N－heptaoseは，11日目に最大の濃度を示し，これらの

含有量は泌乳期を経るごとに減少した．disialyl－lacto一

（48）
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N・一・tetraoseは49日間すべての泌乳期において認められ

た．っまり，酸性オリゴ糖量は，出産後1週間の初乳で

最大量を示すが，分子種は11日目に一番多く含有され，

泌乳期を経るごとに分子種，量ともに顕著に減少するこ

とが認められた．

考　　察

　　ヒト乳中に含まれる糖質は，約6．3％であり，出産後

3ヶ月間ほぼ一定であった（Fig．1）．　D．　Viverge，　G．　V．

Coppaらは出産後3ヶ月の間で高分子の中性糖質が減

少し，Lactoseが増加し，総糖質量は徐々に増加すると

いう報告をしているが21）’22），本分析結果では粗糖質の
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Fig．5　Two－（limensional　sugar　maps　of　acidic　oligosaccharides　fヤom　human　milk　during　lactation

　　　1：sialy1－lacto－N－tetraose，　2二sily1－lacto－N－hexaose

　　　3：sialyl－lacto－N－fUcoheptaose，　4：disialyl－lacto－N－heptaose

　　　5：trisialyl一夏acto－N－heptaose，　6：3’－SL，　7：3’－SLN，　8：6’－SL

（49）
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Table　l　Estimation　of　oligosaccharides　structure　by　HPLC　and　MS

name st「ucture

1：sia置yレlacto－Notetraose NANA－Ga翼。αcNAc－Ga置一Glc－PA

2：sialy翼一豆acto－N－hexaose

3：sialyレ量acto●N－fucoheptaose

4：disialy匿一lacto－N。heptaose

5：trisia星y量一lacto－N－heptaose

6：3，－SL

（Fuc）＋

NANA－Ga霊。GlcNAc

Ga竃一GlcNAc

）G・1－Glc－PA

NANA－Ga璽。αcNAc＼
　　　　　　　　　　　　Gal－G塁c－PA
　　　　Gal．GlcNAc／

NANA－NANA－Gal－GlcNAc－Gal－Glc－PA

NANA－Ga醤一GlcNAc＼
　　　　　　　　　　　Ga1－G塁c－PA
NANA－Gal一αcNAc／

　　　　　　／
　　　NANA

NANA　α　2－3Ga塁β　1－4G夏c－PA

7：3，－SLN NANA　α　2－3Ga聾β　1－4αcNAc－PA

8：6，－SL NANA　α　2－6Galβ　1－4Glc－PA

83．3％が中性糖質であり，それらの量に大きな変動が認

められなかった．一方，酸性オリゴ糖の量は粗糖質画分

のうち6日目で約7％，11日目で4，2％，28日目で

2，1％，50日目には1％以下で顕著な減少が認められた．

更に酸性糖質を分画すると，モノシアリルオリゴ糖が約

60－70％，ジシアリルオリゴ糖が約20－30％，その他約

1－10％であった．各成分の泌乳期変動については，モ

ノシアロ画分は6日目に3．22mg／m1，10日目に急激に減

少し1．46mg／m1，その後徐々に減少し50日目には0．23

mg／mlとなった。ジシアロ画分の場合は6日目には1．07

mg／ml，10日目には0．67mg／ml，50日目には0．18mg／mlと

緩やかに減少した（Fig．2）．また，6日目～8日目の画分

はそれ以降と比較してシアル酸量に比べ全糖量が多いこと

から高分子酸性オリゴ糖が多く含有されていることが予

測された．これらのことから，泌乳期の経過とともに糖

鎖が低分子化しているものと考えられた．

　酸性オリゴ糖画分をTLCによって分析を行った結果

（Fig．3，4），全泌乳期を通して6’－SL画分（ll）が酸

性オリゴ糖の主要成分であり，30日目以降には初乳の約

50％に減少した．しかしながら，3’－SL（1）は6LSLの

20％含有され，泌乳期によって大きな変動が認められなかっ

た．井戸田らは，ヒト乳中の酸性オリゴ糖の主成分であ

る6’－SL，3’－SLの含量は，出産後3～5日目では73．8

mg／100ml（6’－SL），17．1mg／100ml（3’－SL），241～482日目で

は12．8mg／100ml（6’－SL），15．Omg！100ml（3’－SL）と報告して

おり23）本研究も類似した結果となった．哺乳動物の種類

によって主要酸性糖質が異なることから，6’－SLにはヒ

ト乳児に対して重要な生理機能を有していることが強く

示唆された．

　泌乳期中の酸性オリゴ糖の特徴を2次元糖鎖マップ

によって検討すると（Fig．5），（1）低分子の3糖のスポッ

ト，（皿）中程度の5－6糖，（皿）高分子の8－10糖の3っ

のエリアに大きく分かれた。ヒト乳の特徴としては，ウ

シ乳に認められる低分子でイオン強度が高いスポットが

なく，高分子でイオン強度が強い糖鎖が多く含有されて

いた．二次元糖鎖マップ及びMALDI－TOFMSを用いた

機器分析24）結果から得た微量成分の構造を推定した

（Table　l）．イオン強度の強いtrisialyl－1acto－N－heptaose

は28日目には消失し，sialyl－1acto－N－hex－aose，　sialyl－

lacto－N－fUcoheptaose，　sialyl－lacto－N－tetraoseは，

（50）
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11日目に最大の濃度を示し，これらの含有量は泌乳期を経

るごとに減少した．disialyl　一　lacto　－N－tetraoseは49日間

すべての泌乳期において認められた．よって，酸性オリゴ糖

の分子種は出産後11日目に最も多く含有され，泌乳期を経

るごとに顕著に減少することが認められた．

　乳中糖質の構成糖の1っであるシアル酸は，インフルエ

ンザウイルスや大腸菌の細胞への付着阻止，コレラトキシ

ン及び大腸菌のエンテロトキシンに対する中和作用に関与

している25）と考えられているが，その他にもビフィズス

菌の増殖活性や中枢神経系の器官形成と機能発達，大脳

と小脳のガングリオシドや糖蛋白に含まれるシアル酸含

量の増加による学習効果の向上などにも関与している26）’27）

ことが示唆されている．ヒト乳児は脳のガングリオシド

濃度を上昇する2っの重要な時期があり，1つは胎児期

の3ヶ月，もう一っは生後約8ヶ月までの時期である．

Morgan，　Carlsonらはラットに脳ガングリオシド構成の

発達が著しい時期にシアル酸の腹腔内投与を行ったとこ

ろ，脳ガングリオシド及び糖タンパク質中のシアル酸濃

度が上昇したと報告している26）’27）．又，細胞培養ヘガン

グリオシドを添加すると神経の伸展を高め，中枢神経の

再生を刺激するという報告28）もある，

　上述のように，乳中の生理活性物質の機能研究が進む

一方，近年では母体及び母乳中のダイオキシン類や農薬

の乳幼児への影響にも関心が集められている．生後3－

4ヶ月以内に6－7％もの乳児がアトピー性疾患になり，

しかも3歳児の発症率は母乳栄養児が最も高く10％，

混合乳栄養児が8．4％，調製粉乳栄養児が6．3％という結

果29）も報告されている．食物連鎖の最上位にいるヒト，

その中でも感受性が強く，生体機能が未熟かっ免疫機能

が十分発達していない胎児や乳児への影響が深刻である．

哺乳動物であるヒトは，生理機能や免疫機能を調節する

因子を生体内で合成するたあの材料となる食品っまり母

乳を乳児に与えることが必須である．乳中酸性オリゴ糖

の構造解析や生理活性を検討するだけでなく安全な母乳

を与える環境を考えることも重要となってきている．

　今後，検体数を増やして乳中酸性オリゴ糖の経時的変

化や日内変動を追っていくことはとても興味深い．初乳

中に含有されているヒト乳特異的な高分子オリゴ糖・酸

性オリゴ糖の構造及び生理学的機能の解析を更に進展さ

せていく予定である．
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Abstract

In　this　study，　we　have　analyzed　neutral　and　acidic　oligosaccharides　composition　in　duration　of　human　lac－

tation．　Human　milk　samples　were　obtained　within　6－108　days　after　parturition　from　a　healthy　woman　and

crude　oligosaccarides　fraction　was　prepared　with　Folchls　partition　method．　These　fractions　were　analyzed

and　purified　by　TLC　and　column　chromatographs，　and　oligosaccharides　structures　were　presumed　by　two

dimensional　sugar　map　method　with　HPLC．

66mg／l　crude　saccharide　was　contained　in　human　milk　through　3　months　of　lactation．　Acidic

oligosaccharides　content　decreased　from　7％of　the　total　carbohydrate　on　6th　day　to　1％on　sOth　day．6’－

sialyllactose（6’－SL）of　major　acidic　oligosaccharides　of　human　milk　was　decreased　to　60％on　30th　day．

Sialyl－lacto－N－hexaose，　sialyl－lacto－N－fucoheptaose，　sialyl－lactoN－tetraose，　disialyl－lacto－N－heptaose，　minor

components　of　milk，　showed　the　highest　concentration　on　llth　day　and　these　oligosaccharides　concentration

was　decreasing　day　by　day。　On　the　other　hand，　trisialyl－lacto－N－heptaose　was　recognized　only　in　colostrum

（6th　and　11‘h　day）by　HPLC．　Acidic　oligosaccharides　were　classified　into　three　groups，（1）trisaccharide，

（1【）penta－and　hexasaccharide，（皿）octa－and　decasaccharide　over　3　months　of　lactation　from　the　result　of

two－dimensional　sugar　map．　　　　　　　　　　　　　，

（52）


