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緒　言

　母乳栄養児は，人工栄養児と比べて，消化器疾患，細

菌やウイルスによる感染症に罹患しにくく，又罹患した

場合でも死亡率が低いと報告されている1）～3）．この理由

として，母乳は免疫グロブリン，リゾチーム，ラクトフェ

リンなど種々の感染防御物質を含有していることが考え

られる4）．腸内細菌叢は，共生，拮抗関係を維持しなが

ら，摂取した食物や消化管から分泌された生体成分を栄

養素として増殖，排泄を繰り返し，宿主の健康維持，疾

病回復と密接に関与していることが明らかとなっている．

　胎児は，母胎内において完全な無菌状態に置かれて

いるが，誕生と同時に，皮膚，気道，消化管などの粘

膜で細菌が感染し増殖する．そして，出生後1日目の

糞便中にはE．　coli，　StreptOCOCCUS，　Clostridium，

Staphylococcusなどの微生物が検出され，3日目に

Bifidobacteriurnが出現し，　1週間のうちに

Bifidobαcteriumが最優勢菌となる．腸内細菌叢のバラ

ンスが安定化するのは，生後10～20日である．この後，

幼児期の腸内細菌叢の形成は，離乳などの食変化に伴っ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5）て成人期の腸内細菌叢を形成するといわれている

　1899年，フランスのTissierが母乳栄養児の糞便中よ

り，グラム陽性，無芽胞形成，桿菌（多形成）であるビ

フィズス菌を発見した6）．Haene1らは母乳栄養児の糞便

中のpHは5．05±0．28であるのに対して，混合栄養児で
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はpH5．68±0。78そして人工栄養児ではpH6．95±O．68で

あると報告している7）．っまり，母乳栄養児の糞便は，

人工栄養児の糞便よりpHが低く，Bifidobαcteriumを

高い割合で有している．故に，ヒトミルク中の特異的な

成分が，乳幼児の腸内細菌叢の形成に強く関与している

と考えられた．

　ヒト，動物の腸内微生物で最も優勢である
Bifidobαcteriumは，有機酸を産生して腸内を酸性にし，

宿主にとって有害な代謝物を抑制する．ビフィズス菌は，

動物以外にもミッバチの腸管からも検出されている．ヒ

ト腸管内に棲息するビフィズス菌の数や種類は，一生の

間に変化し，乳幼児期，学童期，成年期，老年期の4期に

分けることができる．これらの4期に棲息するビフィズ

ス菌の特徴は，乳幼児期はB．　infantisとB．　breveが主

体で，加齢と共にB．αdolesentisが主体となり，B．　lo　ngurn，

B．　bifidumは生涯を通じて存在することである．

　Gy6rgyらは，1971年，ヒトミルク中にBbifidurn
の増殖因子が存在することを発見した8）．後にこれらは

N一アセチルグルコサミンを含有する糖タンパク質，オ

リゴ糖であることが判明した．

　ミルクオリゴ糖には，第一次機能の栄養，第二次機能

の味や物理学的特異性の面から重用視されてきたが，近

年第三次機能の生体調節機能が注目されている．日本を

初めとする各国で，異性化，酵素合成，分離精製，酸縮

合，酵素分解法等によりラクチュロース，乳果オリゴ糖，

ゲンチオオリゴ糖，ガラクトオリゴ糖，フラクトオリゴ

糖，大豆オリゴ糖，ラフィノース，パラチノース，キシ
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ロオリゴ糖などが合成され，ビフィズス菌増殖効果を有

するオリゴ糖として，ヨーグルト，健康食品，シロップ

などに添加されている9）．

　ビフィズス菌により資化される単糖は，フコース，N一

アセチルグルコサミン，ガラクトース，グルコースであ

ると考えられているが，ヒト乳中の酸性オリゴ糖である

シアル酸にっいては未だ明らかとされていない．そこで

シアル酸含有オリゴ糖がビフィズス菌にどのような影響

を与えるかにっいて基礎研究を行った．本研究では，ヒ

ト，ウシ生乳及びウシ加工乳より得た粗糖質画分，中性

糖質画分，酸性糖質画分のビフィズス菌11菌株に対す

る増殖促進活性について検討した．

実験材料及び方法

1．実験材料

　B．　infantis　S12，　B．　infantis　150751－10－5，　B．　breve　a

S1，　B．　breve　b　S46，　B．　bifidum　a　E319，　B．　bifidum　b

S28a，　B，　bifidum　IFO14252，　B．　longum　a　E194b，

B．　lon8・um　Kd－5－6，　B．αdolescentis　a　E194a，

B．αdolescentis　c　E298bの11菌株を用いた．　B．　bifidum

IFO14252は，（財）発酵研究所より購入し，その他の

菌株は森永乳業（株）より供与された．これらの菌株の

培養は，GAMブイヨン「ニッスイ」培地（日水製薬

（株））を用いた．

　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）より，ウシ乳試料（出産後

2日目，20日目）は森永乳業（株）より供与された．また，

ウシ加工乳は森永乳業（株）を用いた．糖標準として用い

たGlucoseは関東化学（株），　Lactose，　Glucosamineは

SIGMACHEMICAL　CO，から購入した．　Ga1－Lacは日

新製糖（株）より供与された。

2．乳中の粗糖質画分の抽出および中性糖質、酸性糖質

　　の分画方法

　粗糖質画分の抽出は，ヒト，ウシ乳および加工乳から

Folchの分配法に従って行った10）．粗糖質画分の分画は，

蒸留水で平衡化したDEAE－CELLULOFINE　A－200－m

カラムを用いて蒸留水，1300mMピリジン酢酸緩衝液

（pH5．0）で溶出し，中性糖質画分，酸性糖質画分として

凍結乾燥した．ヒト乳から得た粗糖質画分，中性糖質
画分，酸性糖質画分（5mg／250μ1）を，前報11）～13）に

従って薄層クロマトグラフィー（TLC）で展開し，全糖

及びシアル酸の発色後，2波長デンシトメータによる解

析を行った．又各画分は，水で溶解しMILLIPORE

MILLEX－HV13により濾過滅菌を行い，ビフィズス菌

増殖促進活性を検討する試料とした．

3．ビフィズス菌の培養方法

　1％Glc添加GAM培地を10mlネジロ試験管に5m1

ずっ分注，滅菌後，各ビフィズス菌株を接種し，嫌気条

件下（Gas　Pak装置）で，37℃恒温器（HITACHI）内で

培養を行った．24～48時間培養後，懸濁して均一にし

た後，新しい培地入り試験管へ100μ1接種し，同様の

条件で（Gas－Pak）培養した．この操作を繰り返して継

代培養を行った．

4．ビフィズス菌増殖促進試験の方法

　ヒト乳（出産後6，7，8，　10，11，15，18，28，45，50，108日

目）から得た粗糖質画分，中性糖質画分，酸性糖質画分，

ウシ乳（出産後2，20日目）と加工乳から得た粗糖質画

分及びGlucose，　Lactose，　Gal－Lac，　Glucosamineを

試料とした．1％Glc添加GAM培地で前述の方法によっ

て継代培養，前培養したビフィズス菌を接種し，各糖試

料4mg／培地5mlあるいは100μg／培地5mlとなる

よう2連ずっ試験管に添加，ミキサーで撹搾した，対照

として，糖無添加にっいても48時間，37℃，嫌気条件

下（Gas－Pak内）の保温器内で培養を行った．培養後，各

培地を5℃，3000rpm，15分遠心分離を行い，上澄液

を3．5m1，採取し，蒸留水35　ml，1％フェノールフタレ

インを添加して0．05N－NaOHで酸度測定を行った．増

殖促進活性は，コントロール培地の酸度に対する供試試

料添加培地の酸度の比率から求めた．ビフィズス菌増殖

促進活性の計算方法を以下に示した．

　増殖促進活性度＝各試料添加培地の滴定値／試料無添

　　　　　　　　加培地の滴定値

結果

1．乳中糖質画分の成分組成

　ヒト乳中粗糖質量は，約6．3％で全泌乳期においてほ

ぼ一定値を維持した．粗糖質のうち，中性糖は約80％

（Data　not　shown）で，泌乳期を経るに従い僅かに減少

した．一方，酸性糖質の含有比は，出産後6日目に最高

値の約7％，その後泌乳期を経るごとに徐々に減少し，

11日目には4．2％，28日目には2．1％，50日目には0．6

％を示した．全酸性糖質のうち，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％を示

した．酸性糖画分の泌乳期変動について検討したところ，

（20）



ミルクオリゴ糖のビフィズス菌に対する増殖促進活性

モノシアロ画分は10日目以降に50％以下まで急激に減少

し，その後徐々に減少した．一方，ジシアロ画分は泌乳

期の経過とともに緩やかに減少した．

　ヒト乳より得た粗糖質画分，中性糖質糖画分，酸性糖

質画分をTLCにより全糖及びシアル酸の検出を行っ

た．オルシノール硫酸試薬により全糖の検出した結果を

Fig．1に示した．全泌乳期を通して粗糖質画分，中性糖

　①②③①②③①②③①②③④⑤
　P－一一→卜一r－一嗣一r－｝’一’一’一’一’一“一一一’”－s

　　　6　　　　11　　　28　　　50
　　　　　days　after　delivery

Fig．1Thin　layer　chromatogram　of　oligosaccharides

　　　from　human　milk　duration　of　lactation

　　　①crude　oligosaccharides　fraction

　　　②neutral　oligosaccharides　fraction

　　　③acidic　oligosaccharides　fraction

　　　④Lac
　　　⑤Gal－Lac

質画分は，Lacが主成分となっており，酸性糖質画分は，

6’－SL画分が主要成分であった．6’－SLは30日目以降か

ら約50％程度に大きく減少し，3’－SLは泌乳期による変

動が認められなかった．多種のシアル化オリゴ糖の総量

は6’－SLと同様に30日目ごろから50％以下に激減した．

但し，同量の糖を溶解してTLC分析を行ったときは，

組成の大きな変化は認められなかった．

2．ヒト及びウシ乳から得た粗糖質画分によるビフィズ

　　ス菌の増殖促進活性

　最初に，ヒト乳（6，7，8，10，11，15，18，28，45，50，

108日目），ウシ乳（2，20日目），加工乳から得た粗糖質

画分及び糖標準のGlc，　Lac，　Ga1－Lac，　Glucosamine

を用いて，ヒトの一生を通じて腸管内に存在する

B．　bifidurn（IFO14252）の増殖促進活性について検討し

た．B．　bifidurrtを接種した培地に各供試試料を0．8

mg／1mlとなるように添加し，48時間，37℃，　Gas

Pak装置内で嫌気的に培養した．この後，酸度測定を行

い，増殖促進活性度を算出しその結果をFig．2に示し

た．増殖促進活性は，強弱の差異はあるもののヒト乳6

日目～108日目の全粗糖質画分とGa1－Lacにおいて認あ

られた．泌乳期と増殖促進活性の強さの関係について注

目すると，ヒト乳6日目で最大活性を示しその後減少し
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11日目以降から再び増加し，30日目から徐々に減少する

という特異的なパターンを示した．一方，ウシ初乳及び

常乳，加工乳から得た画分によるビフィズス菌の増殖促

進活性は，全く認あられなかった．また，標準として用

いたLactose，　Glucose，　Glucosamineにもほとんど増

殖促進活性は認められなかった，

　これらの結果から，増殖促進活性が確認されたヒト乳

の6，11，28，50，108日目から得た糖質画分のB．　infantis，

B．　breve，　B．　bifidum，　B．　longurn，　B．・adolesentis　11菌

株に対する増殖促進活性にっいて詳細に検討を行った．

3．ヒト乳から得た中性、酸性糖質画分によるビフィズ

　　ス菌11菌株の増殖促進活性

　ヒト腸管内に存在する5種のビフィズス菌，

B．　infantis，B，　breve，B．　bifidum，B．　longum，

Bαdolesentisの11菌株について増殖促進活性の検討

を行った。試料はヒト乳（6，11，28，50，108日目）か

ら得た粗糖質画分，中性糖質画分，酸性糖質画分及び標

準糖のLac，　Gal－Lacを用いた．供試試料をビフィズス

菌添加培地に20μg／1mlとなるように添加し，48時

間，37℃，Gas　Pak装置内で嫌気的条件下で培養を行っ

た．酸度の測定を行いビフィズス菌増殖促進活性を算出

（21）
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Fig．3－1　Growth－promoting　activity　of　extracted　and　partitioned　oligosaccharides　fセaction　from

　　　　human　miu（on　B．　infantis　and・B．　breve

　　　　（■）　crude　oligosaccharides　fraction

　　　　（匿ヨ）　neutral　oligosaccharides　丘action

　　　　（團）　acidic　oligosaccharides　丘action

しFig．3－1，3－2；3－3に示した．

　各糖質画分のいずれかの画分で増殖促進活性が認めら

れた菌株は，B．　infantis（S12・150751－10－5），　B．　breve

（bS46），　B．　bifidurn（IFO14252），　B．　longum（a　E194b，

Kd－5－6），　B．αdolescentis（aE194a，　c　E298b）であり，

増殖促進活性度1．24の最高値を示す菌株は，B．　infantis

（150751－10－5）であった．B．　breve（a　S1），　B．　bifidum

（aE319，bS28a）は，いずれの画分でも活性が認めら

れなかった．B．　longunzは，　a　E194bよりKd－5－6の方

が，B．αdolescentisは，　a　E194aよりcE298bの方が増

殖促進活性が高かった．

　粗糖質画分による，B．　infantis（S12，150751－10－5），

B．　breve（b　S46），　B．　longum（a　E194b，　Kd－5－6），

B．　adolescentis（a　E194a，　c　E298b）のビフィズス菌増

殖促進活性は，2の結果と類似していた，6日目の粗糖

質画分で最高値の増殖促進活性が認められ，11日目に

は増殖促進活性が低下し，28日目には再び活性が増大

し，50日目以降では明らかに減少して僅かに認められ

る程度となった．増殖促進活性が強く認められた菌株に

っいて，中性糖，酸性糖画分の活性に一定の傾向は認め

られなかった．B．　infantis（150751－10－5），　B．　breve（bS

46），B．　bifidurn（IFO14252）は，酸性糖質画分におい

て増殖促進活性が認められた．

　標準として用いたLactoseやGa1－Lacでは弱い増殖

促進活性が認められた．

（22）
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Fig．3－2　Growth－promoting　activity　of　extracted　and　partitioned　oligosaccharides　fヒaction　from

human　milk　on　B．bヴidum

（■）　crude　oligosaccharides　丘action

（圃）　neutral　oligosaccharides　fヒaction

（園）　acidic　oligosaccharides　fセaction

考　察

　中性，酸性合わせて約130種類のミルクオリゴ糖が同
定されている．2）’3）’14）’15）いくっかの中性オリゴ糖はビフィ

ズス菌の増殖促進活性が報告16）～18）されているが，酸性

オリゴ糖のそれについては検討されていない．そこで，

酸性オリゴ糖の主要成分であるシアル酸含有オリゴ糖に

よるビフィズス菌の増殖促進活性にっいて基礎検討を行っ

た．

　最初に出産後6日目～108日目のヒト乳より粗糖質画

分を得，乳幼児から成人期に至るまで腸内に存在する

B．　bifidum（IFO14252）への増殖促進活性を検討した．粗

糖質画分4mg／培地5ml添加した時，供試試料のすべ

てにおいて強弱の差異はあるがビフィズス菌の増殖促進

活性が認められた。そして泌乳期による増殖促進活性の

変動に一定の傾向が認められた．増殖促進活性は出産後

6日目のミルクから得た粗糖質画分を供試した時に最大

値を示した後，減少し，11日目に低値を示した．その後，

再度活性が高くなり28日目以降，泌乳期を経るごとに徐々

に活性は低下した．

　B．　bifidu　rn（IFO14252）の増殖促進活性が確認された

ヒト乳に注目し，粗糖質画分及びそれをイオン交換カラ

ムクロマトグラフィーによって分画した中性オリゴ糖画

分，酸性オリゴ糖画分を供試試料とし，100μg／培地

5ml添加した．乳幼児期，成人期，老年期のヒト腸管

内に棲息するB．　breve，　B，　infantis，　B．　bifidum　，

（23）
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Fig．3－3　Growth－promoting　activity　of　extracted　and　partitioned　oligosaccharides　fraction　from

　　　　human　miu（on　B．　longum　and　B．　adolescentis

　　　　（口）　crude　oligosaccharides　fヤaction

　　　　（醗）　neutral　oligosaccharides　丘action

　　　　（【§§）　acidiq　oligosaccharides　fraction

Blongum，　B．　adolescentis11菌株のビフィズス菌に対

する増殖促進活性の検討を行った．その結果，11菌株

中8菌株でいずれかの糖質画分にビフィズス菌増殖促進

活性が認められた．そして，各泌乳期の粗糖質画分の活

性の変化について検討した結果，11菌株中7菌株が先

のB　bifidum（IFO14252）と類似した傾向を示した．っ

まり増殖促進活性は出産後6日目のミルクから得た粗糖

質を供試した時に最大値を示した後，減少し，11日目に

低値を示した．その後，再度活性が高くなり28日目に

は6日目と同程度の高値を示した．その後は泌乳期を

経るごとに徐々に活性は低下した．何故，このような傾

向を示すかにっいては不明な点が多い．しかし，『新生

児が無菌状態で生まれ，E．　coli，　StreρtOCOCCUSなどが

最初に出現し，その後3日目からBifidobαcteriumが

出現し，1週間で最優先菌となり，腸内細菌叢のバラン

スが生後10～20日目の間に安定する』という腸内細菌

叢の変化が深く関与していることが示唆される．つまり

出産後5～6日目にビフィズス菌が最優勢菌となるまで

は，E．　coli，　StreρtOCOCCUSの増殖を抑え，ビフィズス

菌の増殖を助長する物質の必要性がある．そして，腸内

細菌叢の安定期には物質の分泌が徐々に減少することが

予測される．つまり，腸内細菌叢を調整するために，増

殖促進活性を有する物質の分泌調節が行われていること

が示唆される．

　又，ヒト乳中酸性糖質画分は，B．　infantis（150751－

10－5），　B．breve（bS46），　B．　bifidum（IFO14252）に文寸

（24）
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して増殖促進活性が認められた．この結果から，乳幼児

期の最優勢菌であるB．　breve，　B．　infantisの増殖促進活

性とヒト初乳中に多く存在する酸性オリゴ糖の関与が予

測された．TLC分析の結果から，初乳から常乳へと移

行するに従いシアル酸含有オリゴ糖の減少は認められた

が，その組成の大きな変動は認められなかった．

　一般的に，母乳栄養児はビフィズス菌の数が多く，病

原菌，大腸菌群などが少なく，人工栄養児はその反対で

あるという特徴を持っ．19）っまり，胎児の腸内菌叢の変

化は乳によって大きく異なることが明らかである，又，

乳の影響ばかりでなく，プロバイオティックは腸管内で

コロニー化することから，腸内上皮細胞を覆っている粘

液層も同時に重要な役割をしていることが考えられる．

粘液層は，上皮細胞への病原菌類の接着をバリヤーする

役割，微生物を接着させ棲息させる役割を担っている．

更に，ビフィズス菌は，加齢や摂取食物，宿主の生理機

能によって，菌種の変化やビフィズス菌の減少，消失が

起こる．腸内ビフィズス菌を優勢な状態に保っことが，’

健康の指標である．

　現在までに，ビフィズス菌増殖促進因子である数々の

オリゴ糖が見出されている．本実験では，Lactose，

Ga1－Lacを対照として増殖促進因子の検討をしたところ，

ヒト乳中により強い増殖促進因子が存在する，あるいは

複数のビフィズス因子が相乗的に作用していることが考

えられた．Idotaらは，　SLはB．　infantis（ATCC15697）

によってのみ資化された．一方，増殖には関与していな

いと報告している．20）’21）しかし，本実験の結果から酸性

オリゴ糖は資化とは別の増殖促進活性因子として作用し

ていることが予測された．

　一方，ウシ初乳及び常乳そして加工乳から得た粗糖質

画分4mg／培地5m1添加した際に，　B．　bifidurn

（IFO14252）の増殖促進活性が認められなかった。加工乳

の粗糖質画分についても同様の結果となった．ウシとヒ

ト乳から得た粗糖質画分の結果の差異は，オリゴ糖の分

子種，量が動物種間で大きく異なることを考慮すれば必

然的なことでもある．糖質の単糖組成は哺乳類間で差異

が存在するのはもちろん，真獣類や有袋類とは更に大き

く異なっている．22）’23）各動物種間の生物学的な要求性の

違いからオリゴ糖を選択し，長い年月をかけて微妙な糖

鎖構造の差異が生じたものと考えられる．そしてそれは，

大変重要な出産直後に分泌される初乳の生理機構との関

与が予測される．Montreuil，　Mulletらが，　Lacを除く

ミルクオリゴ糖は，初乳に2．4％，常乳で1．2～1．3％含

有しており，ヒト乳中構成成分の水，乳糖，脂肪に次ぐ

第4番目の構成成分であると報告24）していることから

もヒトの乳におけるオリゴ糖の重要性が予測される．

　ビフィズス菌の増殖促進活性には，プロバイオティッ

クス，腸管の糖脂質，腸管粘液などの様々な因子が相互

的に関与して腸内環境が作られ25），種々の疾病防御の

役割を担っていることが考えられるが，詳細な検討は十

分になされていない．今後，乳中から精製した糖鎖の泌

乳期変化とビフィズス菌増殖促進活性との関与について

検討し，資化糖ではなく増殖促進活性を有するオリゴ糖

の構造にっいて検討したい．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　It　is　known　that　dle　intestinal　micronora　of　infants　is　fbmled　between　the　lOth　and　dle　20th　day　a貧er　bi震h　and　that

its　composition　is　affected　by出e　kind　of　milk　which　i曲nts　take，　i．e．　breast　milk　or　formula。　h1止is　study，　a　crude

saccharides丘action，　a　neutral　oligosaccharides丘action，　and　an　acidic　oligosaccharides　fraction，　extracted　from　human

milk，　were　analyzed　by　the　method　of　TLC．　Then　the　growt11－promoting　activity　of　each　fraction　on　eleven　types　of

Bi；tidobac彪7燃was　determined　by　quantitative㎞vestigations　of　produced　organic　acid　in　culture　medi㎜．　The　gro帆h－

promoting　activity　o紬e　crude　saccharides　fraction　from　human　milk　was　highest　on　the　6止day　a食er　childbi曲，山en

decreased　till　the　10th　day，　then　量ncreased　till　the　28th　day，　and　decreased　again　after　that．　And　it　is　interesting　to　find

that　the　neutral　and　acidic　oligosaccharides　f士actions　ffom　humall　milk　showed　high　growth－promoting　activity　onβ．　breve

（S46）and　B．　infa〃tis（S　12，150751－10－5），　which　are　dominant　in　the　intestines　of　infants．　However，　the　crude　saccharides

fractions丘om　bovine　and　processed　milk　showed　no　growth－promoting　activity　on　8．わ哲ぬ加（IFO　14252）．

（26）


