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緒　　言

　一般哺乳動物乳に含まれる糖質は，ほとんどが乳糖

（Galβ1－4Glc；Lac）であることが知られているが，他

の微量糖質中に多数のオリゴ糖分子種を含有しているこ

とも認められている．これらの微量オリゴ糖組成及び分

子種は，泌乳時期によって異なり，とりわけ初乳（出産

後約1週間）と常乳では大きな差異が認められ，それら

の生体内での役割が注目されている（1－4）．

　ウシ初乳中の中性オリゴ糖は，最近までにLac以外に

8種；Ga1β1－4GlcNAc，　GalNAc　B　1－4Glc，　Ga1α1－

3Galβ1－4Glc，　Ga1β1－3Galβ1－4Glc，　Ga1β1－6Gal

β1－4Glc，　Ga1β1－4［Fucα1－3］GlcNAc，　Ga1NAc

α1－3Ga1β1－4Glc，　Galβ1－3［Galβ1－4GlcNAcβ1－

6］Galβ1－4Glcの存在が確認されている（5－7）．

これらの中性オリゴ糖の生体内での役割は現在までほと

んど明らかとなっていないが，Galβ1－3Ga1β1－4Glc

やGalβ1－6Galβ1－4Glc（3’一や6’一ガラクトシルラクトー

ス）と端末Galの結合位置の異なるGalβ1－4Ga1β1－

4Glc（4’一ガラクトシルラクトース）には，腸内細菌で

あるビフィズス菌の増殖活性が認められ調製粉乳に添加

されて一般に市販されている（8，9）．

　一方，シアル酸（NeuAc；N一アセチルノイラミン酸

NeuGc；N一グリコリルノイラミン酸）の結合した酸性

糖質も，8種；NeuAcα2－3Gal，（o－acetyl－）NeuAc

α2－3Ga1β1－4Glc，　NeuAcα2－6Galβ1－4Glc，
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NeuGcα2－3Ga1β1－4Glc，　NeuGcα2－6Galβ1－4Glc，

NeuAcα2－6Galβ1－4GlcNAc，　NeuGcα2－6Ga1β1－4

GlcNAc，　NeuAcα2－8NeuAcα2－3Galβ1－4Glc等が

報告（10）されているが，これらの生理活性にっいては

未だ明確にされていない．これらのウシ乳中に含まれる

中・酸性糖質は，出産後急速に減少して常乳では非常に

微量となって99％以上が乳糖となっている．この様に初

乳と常乳で大きく存在する分子種及び含有量が異なるこ

と，さらに乳腺上皮細胞中の糖転移酵素によって乳糖を

主たる受容体として生合成されていることを考え合わせ

れば，乳児に対する生理的重要な役割を果たしていると

考えられる．

　乳中に含まれ現在までに明らかにされている生体調節

機能物質の主な物質としては，タンパク質であるカゼイ

ンフォスフォペプチド，ラクトフェリンやラクトパーオ

キシダーゼ等がある．これらは，微生物感染防御・殺菌

作用やヘモグロビン値，赤血球数およびヘマトクリット

値を改善する鉄吸収促進作用等（11）が見いだされてい

る．しかしながら，微量含有糖質成分については未だ構

造解析やそれらの生体内での役割が明確でないオリゴ糖

が多種含有されている．

　最近，細胞表面の糖タンパク質や糖脂質糖鎖構造の解

析方法が種々開発され，糖鎖の構造解析が従来に比較し

て非常に早くかっ高感度で行えるようになった．これら

の一っの方法として，高速液体クロマトグラフィー

（HPLC）による糖鎖の解析方法があるが，高感度で

微量成分まで検出し，爽雑物の影響を受けずにオリゴ糖
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のみを選択的に分析するためにはオリゴ糖を誘導体化す

る必要がある．この誘導体化方法としては，還元末端を

NaB3H、で還元すると同時に放射性同位元素で標識す

る方法，ρ一アミノ安息香酸エチルエステルと反応させ

て紫外吸収をもたせる方法（12）や2一アミノピリジンと

反応させて蛍光標識（PA化）する方法（13）等がある．

この中でPA化法は，放射性同位元素を使用しない簡便

さや分離の良さ等の点で現在最も優れた方法と考えられ

る．本手法を用いると，極めて高い分解能を有する逆相

HPLCで従来非常に困難であった中性オリゴ糖が分析

でき，酸性オリゴ糖も同様に分析される．そこでウシ乳

の構成糖質への応用と泌乳期の差異による中性・酸性オ

リゴ糖の構成分子種の違いを明確にする事を目的として

検討を行った．

実験材料及び方法

　ウシ初乳及び常乳は，森永乳業株式会社・栄養研究所

から供与された．初乳は，出産後1日目，常乳は一般市

販用の生乳であった．試料は搾乳後，直ちに冷凍し，

－80℃にて保存したものを用いた．糖標準として用いた

グルコース及びガラクトースは，関東化学株式会社より，

α一Lactose，β一Lactose，3’－N－Acetylneuramin

Lactose，6’－N－Acetylneuramin　lactose，　Disi－

alyllactose，3’－Fucosyllactoseは，　SIGMA　CHEMI－

CAL　CO．より購入した．　Globotriose，　GM3－NeusAc－

Trisaccharide－PA，　GM3－NeuGc－Trisaccharide－

PA，　NeusAc－Lac－PAは宝酒造株式会社より購入した

又，ピリジルアミノ誘導体化試料は，GlycoTAG

Reagent　Kit（宝酒造株式会社）を用いた．

乳中の粗糖質画分の調製方法

　ウシの初乳及び常乳を37℃に加温し，Folchの分配法

（14）に従って実施した．すなわち，試料乳11に対しク

ロロホルムーメタノール（2：1，v／v）51を加え，

ホモジナイザーを用い常温で均質化して抽出した．この

懸濁液を4℃，6，000rpm，20分間遠心分離を行った．

上層（水溶性画分）を集めて減圧下でロータリーエバポ

レーターで濃縮し，凍結乾燥を行って粗糖質画分とした．

ゲル濾過カラムクロマトグラフィーによる分画方法

粗糖質画分を，Cellulofine　GCL－25－mカラム（100

×2．6cmI．D．，チッソ（株）製）によって分画した．カ

ラムは10mM酢酸ピリジン緩衝液（pH5．0）で平衡化し

ておき，試料添加後，流速1．Om1／min，分画容量4．5ml，

5℃の低温庫内で平衡化した溶液で溶出した．各溶出画

分は，シアル酸はレゾルシノールー塩酸試薬法，糖はフェ

ノールー硫酸試薬法によって検出した．検出されたオリ

ゴ糖画分は，凍結乾燥を行って，ピリジルアミノ誘導体

として高速液体クロマトグラフィー及び薄層クロマトグ

ラフィーの試料とした．

薄層クロマトグラフ法及び二波長デンシトメーターによ

るオリゴ糖成分の分析

　ゲル濾過クロマログラフィーによって分画されたオリ

ゴ糖画分を，HPTLC　plates　silica　gel　60（MERCK）

にスポットし，展開溶媒としてエタノールーn一ブタノー

ルーピリジンー水一酢酸（100：10：10：30：3，v／

V／V／V／V）を用いて展開を行った．シアル酸及び

糖の検出は，展開・乾燥後，レゾルシノールー塩酸試薬

及びオルシノールー硫酸試薬を噴霧，加熱して行った．

更に発色後，スポットを二波長デンシトメーター

CS－9300PC（島津製作所製）で，490（全糖）および

573nm（シアル酸）の吸収を測定した．

オリゴ糖画分のピリジルアミノ（PA）誘導体化

　ウシ初・常乳より得たオリゴ糖画分及び糖標準として

Glucose，　Galactose，α一Lactose，β一Lactose，

3’－N－Acetylneuramin－Lactose，6’－N－Acetylneuramin

－Lactose，　Disialyllactose，3’－Fucosyllactoseを

GlycoTAG（宝酒造（株）製）を用いて糖鎖の還元末端

に2一アミノピリジンを還元アミノ化反応で結合させ蛍光

誘導体（PA一糖鎖）とした．この反応はオリゴ糖試料に

4．2μ1メタノール，6．3μ1酢酸，12．6mg2一アミノピ

リジンの混合試薬を20μ1添加し，30分間，100℃で反

応させアミノ化させる．次に反応混合物に2．7μ1トリ

エチルアミン，18．1μ1酢酸，1．09mgボランージメチ

ルアミンを混合した還元試薬を20μ1添加し，10分間，

80℃で反応させ還元アミノ化反応を行う．そしてPA化

反応後の余剰の試薬を減圧，濃縮操作によって除去する．

この一連の反応はGlyco　TAGによって自動的に行った．

この様にして得られたPA化一糖鎖を直接HPLCによっ

て分析を行った．

（18）
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高速液体クロマトグラフィー一（HPLC）によるPA一

糖鎖の解析

　PA一オリゴ糖試料は，　CLASS－LC10（島津製作

所製）高速液体クロマトグラフィー（HPLC）装置で

2種類のカラムによって分析を行い糖鎖の解析を行った．

　カラム1は，アミンを化学結合させた多孔性シリカカ

ラムPALPAK　Type　N　column（250mm×4．6mm

I．D．；宝酒造（株）製）を用いた．溶出溶媒はtトリエ

チルアミン・酢酸溶液（TEAA，　pH7，3）：アセトニ

トリル，10：90（v／v）とTEAA：アセトニトリノv，

50：50（v／v）を用いてグラジエント溶出を行った．

溶出条件は，流速1m1／min，カラム温度は40℃，蛍

光強度は，EX　320nm，　EM　400nmの吸収波長によっ

て測定した．

　カラムllは，アクリルアミド基を化学結合させたアミ

ドーシリカカラムPALPAK　Type　S　column（250

mm×4．6mml．D．；5μm粒径；宝酒造（株）製）を用

いた．溶出溶媒は，トリエチルアミン・酢酸溶液

（TEAA，　pH7．3）　：アセトニトリル，20：80（v／

v）とTEAA：アセトニトリル，50：50（v／v）を

用いてグラジエント溶出を行った．溶出条件は，流速

1m1／min，カラム温度は40℃，蛍光強度は，　EX　310nm，

EM　380nmの吸収波長によって測定した．

2次元糖鎖マップによる糖鎖の解析

　HPLC2種類のカラムによるPA一オリゴ糖の溶出位

置（保持時間），すなわちイオン交換型カラムによる

HPLC（PALPAK　Type　N　column）の保持時間

をX軸，順相型カラムによるHPLC（PALPAK　Type

Scolumn）のそれをY軸にプロットし，2次元糖鎖マッ

プを作成した．糖標準の溶出位置より試料の糖鎖構造の

解析を行った．

結　　果

ゲル濾過カラムクロマトグラフィーによるウシ初乳・常

乳の分画

　ウシ初乳及び常乳の糖質画分のゲル濾過カラムクロマ

トパターンを図1及び図2に示した．オルシノール試薬

による糖質の検出結果，初乳・常乳共にラクトース（画

分V及び画分IV）が大部分であったが，初乳は常乳に比
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Fig．　l　　Elution　Profile　of　concentrated

aqueous　phase　after　extraction　of　bovine

colostrum　on　Cellulofine　GCL－25－m．
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Fig．2　　Elution　Profne　of　concentrated

aqueous　phase　after　extraction　of　bovine

mature　milk　on　Cellulofine　GCL－25－m．

　（○）　　total　sugar　　　　（●）　　sialic　acid

べてラクトースより高分子の糖質画分の量が多く，分子

種も多種存在しているものと考えられた．シアル酸検出

試薬による検出結果からシアル酸結合型糖質の量及び分

子種も常乳に較べて初乳には多量に含有されていること

が判明した．

（19）
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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

よる各糖画分の分析

　ゲル濾過カラムクロマトグラムの結果より各フラクショ

ンを図1，2の様に分画して凍結乾燥後，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って分析し

た結果を図3，4，5，6に示した．初乳の各画分のオ

ルシノール試薬（図3）及びレゾルシノール試薬（図4）

による分析を行ったところ，ウシ初乳中のシアル酸含有

糖質は，画分皿に6種でdisialyllactoseが主成分であ

り，3’－sialyllactoseとその他のシアル酸含有糖質が検

出され，画分皿には4種で3’－sialyllactoseが主成分で

その他6’－sialyllactoseが検出され，画分IVには3’－sialy1－

lactose及び構造未知のオリゴ糖が検出された．これら

の結果からウシ初乳中にはシアル酸含有オリゴ糖が約1

2種が存在すると考えられた．一方，常乳中（図5，6）

のそれは，画分llに3’－sialyllactoseを主成分として3

種，画分皿には，3’－sialyllactoseと初乳の画分IVに含

有される構造未知のオリゴ糖が検出された．常乳中には

lT－L亀C71）Sε　　I　　　　　n　　　　i肛　　　　1＞　　　　V　　　　　～！1　　α一【．、CluSE

　　　　a．UCtaSE　I　H皿P！VVI
Fig，3　　Chromatography　of　bovine　co　lostrum

fractions　from　gel　filtration　chromatography

（Fig．1）　on　silica　gel　thin－1ayer　plates　in

ethanol－n－butano1－pyridine－water－acetic　acid

（100：10：10：30：3，v／v）　and　densitometric

chromatogram．　Total　sugar　is　viduahzed　with

orcino1－Fe3†　spray　reagent．

（20）
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ドig．4　　Chromatography　or　bovine　co　lostruun

rractions　from　gel　filtration　chromaしo忌raphy

（Fig．1）　on　sihca　gel　thin－1ayer　plates　in

ethanoi－n－butanol－pyridine－water－acetic　acid

（100：10：10：30：3，v／v）　and　densitomeしric

chromatogram．　Sialic　acid　is　viduahzed　with
reSOr6inO　l　Spray　reagent．
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Fi9．5　　Chromatography　of　bovine　mature　milk

fractions　from　gel　filtration　chromatography
（Fig．2）　on　sUica　gel　thin－layer　plates　in

ethanoI－n－butanol－pyridine－water－acetic　acld
（100：10：10：30：3，v／v）　and　densitometric

chromatogram，　Toしai　sugar　is　vidualized’with
orc　i　nol－Fe3，　spray　reagent，
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Fig．6　　Chromatography　of　bovine　mature　milk

fractions　from　geI　filtraしion　chromatography
（Fig．2）　on　silica　gel　thin－layer　plates　in

ethanol－n－butano1－pyridine－water－acetic　acid

（100：10：10：30：3，v／v）　and　densitometric

chromatogram．　Siahc　acid　is　vidualize（L　with

resorcino　l　spray　reagent．
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Fig．7　　HPLC　profiles　of　PA－01igosaccharides

from　bovine　mature　mi　l　k　and　PA－standrd　sugars

（a）PA－oIigosaccharides　fraction　II　from

gel　fiItration　chromatography（Fig．1）　with

mature　mnk．

（b）PA－oligosacchar　i　des　fraction皿　　from

gel　filtration　chromatography（Fig．1）　with

mature　milk．

（c）NeuAcα2－31actose－PA

（d）NeuAcα2－61actose－PA

短＿4）

ω

約5種のシアル酸含有糖質が認められた．これらのこと

よりウシ初乳と常乳に含まれるシアル酸含有糖質は，初

乳にはシアル酸が複数結合したオリゴ糖が存在し常乳に

はこの様なオリゴ糖が存在していないことが判った．一

方，シアル酸が1分子結合したmonosialyllactoseは

初乳，常乳の両方に含有されていたが量的には大きな差

が認められ，初乳の方に多量に含有されていることが判

明した．

高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による

PA一糖鎖の解析
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　ウシ初乳及び常乳のゲル濾過カラムクロマトによって

得られた各糖質画分を凍結乾燥後，ピリジルアミノ化誘

導体としてHPLC（イオン交換型，　PALPAK　Type

Ncolumn）によって分析した結果を図7（常乳）及

び図8（初乳）に示した．標準物質は，3’－sialyllactose

（34．3分），6’－sialyllactose（39．8分）及びdisialyl一
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Fig．8．　HPLC　profiles　of　PA－01igosacchar　ides

from　bov　i　ne　co　l　os　trum　and　PA－standrd　sugars　．

（a）PA－01igJsaccharides　fraction　II　from

gel　filtration　chromatography（Fig．2）　with

bovine　co　l　ostrum．

（b）PA－01igosacchar　i　des　fraction皿　from

gel　filtration　chromatography（Fi9．2）　with

bOvine　colostrum．
（c）PA－o　l　ogosacchar　i　des　fraction　IV　from

’gel　filtration　chromatography（Fig．2）　with

bovine　colostru皿．

（d）NeuAcα2－31actose－PA

（e）NeuAcα2－8　NeuAcα2－31actose－PA

（21）
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lactose（52．6分）に検出された．

　常乳では（図7），画分Eに2種のsialyllactoseとこ

れらより更にイオン強度の強い3種の酸性オリゴ糖が検

出された．画分皿には僅かに3’－sialyllactoseとイオン

強度の強い1種が検出された．初乳では（図8），画分

llにdisialyllactose，画分皿には多量の3’一，6’－sialyl－

1actoseが検出された．更に画分ll，皿，　IVにdisialy1－

lactoseよりもイオン強度の強い酸性オリゴ糖が検出さ

れた．

　　　2次元糖鎖マップによる糖鎖の解析

　ピリジルアミノ化糖鎖を2種のカラム（イオン交換型

PALPAK　Type　N　column及び順相型PALPAK

TypeScolumn）を用いてHPLCによる分析結果を

2次元に表したものが図9である．

の
o
o
、
↑
メ
6
6
Ω
［
而
傷
（仁

y已

j．

ｩ
出

゜G・1－・a・＆

　　　　　嘘sし

　　　　　　　　R．T　（min）　　Palpak　Type　N

Fig．9　　Two－dimensional　sugar　map　of　PA－

oligosaccharldes　from　bovine　colostrum　（O）
and　mature　milk　（口）　and　PA－standard　sugars　（△）．

　中性オリゴ糖では，Ga1α1－3Ga1β1－4Glcあるいは

Ga1β1－3Ga1β1－4Glcと考えられるオリゴ糖が初乳

常乳共に微量であるが認められた．しかしながら，Fuc

α　1－2Gal　B　1－4Glcは検出されなかった．酸性オリゴ糖

では，NeuAcα2－3Gal　B　1－4GlcおよびNeuAcα2－6Gal

β　1－4Glcは初乳，常乳共に検出されたが，初乳の方に

多量に含有されており，NeuAcα2－8NeuAcα2－3（6）

Ga1β1－4Glcは初乳に検出さ礼常乳には検出されなかっ

た．更に，NeuAcα2－3Ga1β1－4GlcNAc及びNeuAc

α　2－6Gal　B　1－4GlcNAcにリンの結合した酸性オリゴ糟

と考えられるスポットが初乳に，現在まで報告されてい

ないNeuGcα2－3Ga1β1－4Glcと硫酸基の結合したsialyl一

1actoseと考えられるスポットが初乳，常乳の両者に認

められた．又，初乳にはtrisialyllactoseと考えられる

酸性オリゴ糖のスポットが認められた．

考　　察

　ウシ乳中の中性或いは酸性オリゴ糖は，ラクトースを

除いて現在までに約20種程度構造が明らかとなってい

る（5－7）．これらのオリゴ糖の分子種及び量は泌乳

期によって大きな差異が認められているが，一般的には

泌乳期の初期にのみ分子種及び量的にも多いことが明ら

かとなっている（15）．中性オリゴ糖成分では，腸内細

菌のビフィズス菌増殖活性を有すると考えられている

Ga1α1・4Ga1β1－4Glc（8，9）は初乳，常乳共に検

出されたが非常に少量であった．初乳と常乳における量

的比較をすると初乳に明らかに多量に含有されているこ

とが判った．しかしながら，Ga1α1－3Ga1β1－4Glcあ

るいはGa1　B　1－3Gal　B　1－4Glc及びアミノ糖含有オリゴ

糖にっいても初乳と常乳共に検出することが困難であっ

た．又，フコース含有オリゴ糖は，Galβ1－4［Fucα1－

3］GlcNAcが報告（5）されているが，本結果（図9）

からは同定ができなかった．しかしながら，Fucα1－3

Ga1　B　1－4Glcは初乳，常乳共に含有されていないものと

考えられたこの様に中性オリゴ糖成分が明確に解析され

ない理由としては，本研究が酸性オリゴ糖（特にシアル

酸含有オリゴ糖）の分析を主体としたため高速液体クロ

マトに用いたカラムが酸性オリゴ糖分析に最も適したカ

ラムを使用した為と考えられた．しかしながら，単純糖

鎖の中性オリゴ糖の分析は充分可能であることが判明し

た．

　酸性オリゴ糖成分は，3L，6’－sialyllactose共に初乳

常乳に含有されることが明らかとなったが，量的には3’－

sialyllactoseが6’－sialyllactoseに較べて倍以上含有さ

れていた．シアル酸を複数含有するオリゴ糖は常乳には

含有されず，初乳のみに含有されるものと考えられた．

複合糖質糖鎖中のシアル酸の役割にっいては数多くの報

告があり，常乳に較べて初乳中に特に3’一，6’－sialyl－

1actoseが多量に含有されることを考え合わせると出産

後の仔ウシに対して何らかの生理活性が予想された．こ

の様な生理活性をヒト乳中のシアル酸化合物の生理活性

で見てみると，ウイルスや病原菌の感染予防，細菌毒素

による下痢等の予防や中枢神経系の発達への寄与等（11）

のことが予想された．初乳中にはモノシアロ以外に複数

（22）
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のシアル酸を結合した酸性オリゴ糖が存在することが明

らかとなったことは，シアル酸化合物のこれらの生理作

用を示唆しているものと考えられた．酸性オリゴ糖の中

で特異的と考えられるリン酸結合型のオリゴ糖としては，

ウシ初乳中に6’－sialyllactosamineにリン酸が結合し

たタイプが見いだされているが（1），本研究の2次元

糖鎖マップの結果から，6’－sialyllactosamine以外に3’－

sialyllactosamineに結合したタイプも存在していると

考えられた．これらのリン酸結合タイプのシアル酸化合

物の生理作用は現在まで全く不明である．更に，複合糖

質中には硫糖脂質の存在が明らかになっているが（16），

本研究における2次元糖鎖7ップからもシアル酸の8位

に硫酸基の結合したオリゴ糖と考えられる物質が認めら

れた．

　本研究の結果，検出感度の高い糖鎖のピリジルアミノ

化法による分析によって食品中のオリゴ糖の解析が，酸

性糖質画分のみならず一部の中性糖質画分も迅速に行え

ることが判明した．更に，ウシ初乳中には現在まで未知

の酸性オリゴ糖が存在していることも明らかとなった．

乳中の酸性オリゴ糖の生体での役割は未だほとんど明ら

かとされていないので本手法によってこれらの解明の手

がかりとなるものと考えられる．更には，他の食品中の

糖質分析によって新規の中，酸性オリゴ糖の検出や生理

活性の解明に大きな手がかりを与え，食品の糖質成分の

生理学的意義の解明に重要な役割を果たすものと考えら

れた．

要　　旨

　ウシ初乳及び常乳中の中性，酸性オリゴ糖の分析を，

微量糖質成分の分析に有効であるアミノピリジル化法に

よって行った．中性オリゴ糖画分では，ビフィズス菌増

殖活性を示す3’－galactosyllactoseが初乳，常乳共に認

められたが，量的には常乳で非常に微量であった．酸性

オリゴ糖画分では，初乳，常乳共に3’一，6’－sialyllactose

が主成分であったが，初乳には常乳に較べて多量に含ま

れていた．更に特殊なオリゴ糖としてリン結合型sialy1－

1actosaminや硫酸基結合型sialyllactoseが存在するこ

とが示唆された．本手法は食品中に含まれる微量オリゴ

糖成分を迅速に解析することができ，更に中性，酸性オ

リゴ糖が同時に解析できるため食品中のオリゴ糖成分の

解析に有効な方法であることが判明した．
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