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第1章　緒論

　哺乳動物の定義に関する最大の特徴の一つが乳の生産・分泌であ

る．乳中には様々な成分が含まれており，これらの成分は複雑なホ

ルモン制御のもとで，乳腺上皮細胞内において各々生合成されて分

泌される．この乳成分がもつ働きは，未熟な新生児（仔）に対する

栄養源としてだけではなく，初期免疫賦活作用や抗感染など様々な

生理学的な意味をもつことが解明されつつある．

　多種多様な哺乳動物種が生産する乳成分は均一ではない1・　2｝．乳

成分中の固形分として数％を占める糖質は，大半の動物種の乳にお

いてラクトースが優勢的である．ホエータンパク質であるα一ラクト

アルブミンとβ　1　，4一ガラクトース転移酵素1の共同作業により合成さ

れるラクトースは，1分子のD一グルコース（Glc）と1分子のD一ガ

ラクトi－一…ス（Gal）から成り，β1－4グリコシド結合した二糖

（Gal（β1－4）Glc）である3・4）．一方，単孔類，有袋類など一部の動物

種には，ラクトースではなく，3－一　10糖程度の重合度をもつミルク

オリゴ糖を優勢糖質とする乳をもつことが見出されている．

　ミルクオリゴ糖は，還元末端側のラクトースユニットをコア骨格

とし，それに単糖類がαおよびβグリコシド結合することで伸長した

構造をもっ5－9），様々な糖転移酵素の作用により付加される構成単糖

は，GaL　L一フコース（Fuc），N一アセチルーD一グルコサミン（GlcNAc），

N一アセチルーD一ガラクトサミン（GalNAc），　N一アセチルーD一ノイラミ

ン酸（NeusAc）およびN一グリコリルーD一ノイラミン酸（NeusGc）で

あり，それらが直鎖または分岐状にα一またはβ一グリコシド結合する

ことで，ミルクオリゴ糖は極めて多様な構造をもっ10・11）．
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　近年のミルクオリゴ糖研究から，その組成は動物種により大きく

異なっていることが明らかになりつつある！°）．特に，ヒト乳中のミ

ルクオリゴ糖は初乳で22－24　g∫L，常乳で12－13g／Lもの高濃度で

存在し，その化学構造から，基本骨格として12グループ（Fig．1）

に分類されている12・13）．他の動物種と比べた場合，ヒトミルクオリ

ゴ糖の構造的特徴は，（1）タイプII型（Gal（β1－4）GlcNAc－R）より

もタイプ1型（Gal（β1－3）GlcNAc－R）カs’優勢であること，（2）L♂

（Gal（β1－3）［Fuc（α1－4）］GlcNAc），　Leb（Fuc（α1－2）Gal（β1－3）【Fuc（ct　1－4）1

GlcNAc）およびLex（Gal（β1－4）IFuc（α1－3）】GlcNAc）といったFuc含

有オリゴ糖の割合が高いこと，（3）シアル酸誘導体としてNeu5Ac

のみを含むこと，（4）α一Galエピトープ（Gal（α1－3）Gal（β1－4）GlcNAc

－R）を含まないことが挙げられる11）．

　ヒトミルクオリゴ糖の生理学的意義として，まず腸管内ビフィズ

ス菌を対象とするプレバイオティクス機能が挙げられる．母乳栄養

児は人工栄養児と比べて，腸内菌叢におけるビフィズス菌の優勢性

が高いことから，腸管内pHの低下によって大腸菌や他の病原菌の

増殖を抑えることで，乳児の羅患を減少させている14’17）．また，ヒ

トミルクオリゴ糖は病原菌やそれらが産生する毒素に対する潜在的

な感染阻害機能を有すると考えられている19’33）．病原菌やその毒素

の接着は，そのレクチン様タンパク質が粘膜細胞表面の複合糖質糖

鎖を認識し，結合することにより起こる．この際のレセプターとな

る表面糖鎖とヒトミルクオリゴ糖との間には，構造的類似性が認め

られており，病原体のレセプターへの拮抗的な接着阻害を生ずる．

　以上のような特徴をもつミルクオリゴ糖であるが，上述の通り・

最近の研究からその組成は動物種により大きく異なることが分かっ
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てきた11’30これまでにミルクオリゴ糖組成が明らかになった動物

種は，単孔類ではカモノハシ3538）1ハリモグラ3s・37・39・4・）や有袋類で

はフクロネズミ4ト45｝が挙げられる．また，真獣類として，家畜動物

種（ウシ46’53），ウマS4“56），ヒツジ57・58），ヤギ59”61＞）をはじめ，野

生下または飼育下動物種（イヌti2），エゾヒグマ63），ツキノワグマ

64・6s） Cシロクマ66・67），ジャイアントパンダ68），ハナグマ69｝，ミン

ク7e），カニクイアザラシ71），ズキンアザラシ72），オーストラリア

アシカ72），ゼニガタアザラシ73），アゴヒゲアザラシ74），ミンククジ

ラ75〕，イワシクジラV6），ニタリクジラ76），シロイルカ75），アジア

ゾウ77’　78），ラット79’83））のミルクオリゴ糖組成が明らかにされた．

これらヒト以外の動物種のミルクオリゴ糖の構造および組成は多種

多様であるが，その大部分がタイプII型で構成されていることが知

られている11）．特に，真獣類のミルクオリゴ糖組成においては有蹄

目（ウシ，ウマ，ヒツジ，ヤギ）では多様なガラクトシル化やN一

グリコリル型シアル酸を，食肉目（イヌ，クマ類，アザラシ類）で

は高度にフコシル化され，重合度の高い分岐型オリゴ糖が含まれて

いる点で，それぞれ特徴をもつことが明らかになった．

　動物園・水族館施設などで出生した乳仔を人工哺育する際にしば

しば問題が発生する．例えば，飼育されている哺乳動物種は，しば

しば親が自らの新生仔に対する子育てを放棄する，これは限られた

施設内で飼育されることから，社会的未発達状態での初産やストレ

スが原因と考えられる．そのようなケースにおいては乳仔に牛乳な

どをべ一スとした人工乳を与えた場合，その動物種本来の乳との成

分組成の違いが原因で乳仔が下痢を引き起こしたり発育不全に陥っ

たりすることがあることから，使用する調合乳の調製はその種の特
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徴をもった乳成分組成に出来るだけ近づけて行う必要がある．例え

ば，クジラ目の乳汁は，高濃度の脂質を含む一方で糖質含量は少な

いと報告されているが，詳細な乳成分組成データは極めて少ない

84－9B）　．特に，乳成分の中でも糖質の分析例は極めて少ない99），クジ

ラ乳と牛乳などとの糖質組成の違いは，調合乳を摂取させた際の下

痢の原因と成りうることから，その詳細な分析が必要である．

　本研究では，主にバクジラ亜目に属する動物種から採集した乳を

対象として，それらのミルクオリゴ糖組成を比較することでその違

いを明らかにした．同様に，分析例が極めて少なく，詳細な糖質組

成分析がされてこなかったアフリカ上獣目に属するアジアゾウのミ

ルクオリゴ糖組成に関しても明らかにした．
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い

1．Lac㎞疋se『jes

　　Gal（β14）Glc

2．Lac蜘　N・tetraose　series

　　Gal（β1－3）GlcNAc（β1－3）Ga1（β14）Glc

3．】Lacto－N唱丑eotet臼laose　8eries

　　Ga1（β19）GlcNAc（β1－3）Ga1（βト4）Glc

4．Lacto■N．hexaose　series

　　（削（β1一4）αcNAc（β1－6）＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ga1（β14）Glc
　　Ga1（β1－3）GlcNAc（β1－3）／

5．La¢to－Nr■eohe】口08e　series

　　Ga1（β1－4）GlcNAc（β16）＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ga1（β14）Glc

　　Gal（β14）αcNAc（β1－3）／

6．para　LactoトN・hexaose　series

　　（梱（β1－3）GlcNAc（β1－3）（油（β14）GlcNAc（β1－3）Gal（β14）Glc

Fg．1，Twelve　groups　of　human　mitk　oligosaccharides

　7・1剛ra　Iぷcto－N－neohexaose　series

　　　Gal（β14）GlcNAc（β1－3）Gal（β1－4）GlcNAc（β1－3）Gal（β1－4）Glc

8．Lacto－N．㏄佃蹴series

　　　Gal（β14）GlcNAc（β1－3）Gal（β14）GlcNAc（β1－6）＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　G｛ti（β】4）Glc

　　　　　　　　　　　　　　　　Gal（β1－3）GIcNAc（β1－3）／

9．La砿｛卜］N・neoO¢佃0託5培ries

　　　Ga1（βL3）GlcNAc（β1－3）Gal（β14）GlcNAc（β1－6）＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ga1（β14）Glc
　　　　　　　　　　　　　　　　Gal（βlq）GlcNAc（β1－3）／

10．㎞Lact｛トN・㏄白ose　series

　　　Gal（β1－3）αcNAc（β1－3）Ga1（β1－4）αcNAc（β］－6）＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Gal（β1－4）Glc

　　　　　　　　　　　　　　　　Gal（β1－3）GlcNAc（β1－3）／

11．para　Lacto・N一㏄血ese　series

　　Gal（β1－3）αcNAc（β1－3）Gal（β14）GlcNAc（β1－3）Gal（β14）αcNAc（β1－3）Gal（β14）αc

12．Lacto－N－decaose　series

　　Gal（β14）GlcNAc（β1－6）＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　Gal（β14）GlcNAc（βt－6）＼

　　Gal（β1－3）GlcNAc（β1－3）／　　　　　　　 Ga1（β1－4）Glc
　　　　　　　　　　　　　　　　　Ga1（β1－4）GlcNAc（β1－3）／



第II章　バクジラ亜目4種のミルクオリゴ糖組成とその比

較

2．1　緒論

　これまでのクジラ目における乳中糖質の分析から，糖質組成の状況

は種ごとに不均一あることが伺える．例えば，マイルカ科のバンドウ

イルカ　（Tursiops　truncatus）乳には1．1－2．5％のラクトース

（Gal（β1－4）Glc）の存在が報告されている1・9°）一方で，オオギバクジ

ラ科のオオギバクジラ（Mesoptodon　steJ’negeri）乳にはラクトースも

他の糖質（ミルクオリゴ糖）の存在も発見されていない92）．またヒゲ

クジラ亜目に属するミンククジラ（Bataenoptera　acuterostrata）の泌

乳末期乳には主要糖質としてラクトースの他，中性オリゴ糖として

2’一フコシルラクトース　（Fuc（α1－2）Gal（β1－4）；2’－FL），ラクトーN一ネオ

テトラオース（Gal（β1－4）GlcNAc（β1－3）Ga1（β1－4）Glc；LNnT），　A四糖

（Ga1NAc（α1－3）［Fuc（α1－2）IGal（β1－4）Glc），パララクトーN一ネオヘキサ

オース（Gal（β1－4）GlcNAc（β1－3）Gal（β　1－4）GlcNAc（β1－3）Gal（β1－4）Glc；

パラLNnH），酸性オリゴ糖としてシアリルラクトーN一ネオテトラオー一

ス（Neu5Ac（α2－3）Gal（β1－4）GlcNAc（β1－3）Gal（β1－4）Glc；シアリルLNnT），

シアリルラクトーN一ネオテトラオースc（NellsAc（α2－6）Gal（β1－4）

GlcNAc（βL3）Gal（β1－4）Glc；LST　c），およびシアリルパララクトーN一ネ

オヘキサオース（Neu5Ac（α2－3）Ga1（β1－4）GlcNAc（β1－3）Gal（β1－4）

GlcNAc（β1－3）Gal（β1－4）Glc；シアリルパラーLNnH）が同定され75），同

じナガスクジラ科に属するニタリクジラとイワシクジラの乳からは

それぞれ3’一シアリルラクトー一一・・ス（NeusAc（α2－3）Gal（β1－4）Glc；3’．SL），

6’一シアリルラクトース（NeusAc（α2－6）Gal（β1－4）Gic；6’－SL），および
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LSTcが同定されている．その結果，同じ科に属する種においてもミ

ルクオリゴ糖組成が異なることが明らかにされた76｝．一方，バクジラ

亜目に属する野生下シロイルカ（Detphinapterus　teucas）の泌乳末期乳

からは痕跡量の3’－SLの存在が認められた7s）．

　バンドウイルカは世界中の水族館で飼育・展示されている最も多い

鯨種であるが，日本動物園水族館協会バンドウイルカ繁殖検討委員会

による繁殖に関するアンケート（1997年）によると，鯨類を飼育して

いる30園館の繁殖状況は必ずしもその新生仔生存率が高くはなく，

40年間の繁殖例の中で130頭（41．8％）が死産・流産，95頭（305％）

が20日以内に死亡，また86頭（27．7％）は21日以上生存しているが，

その69．4％に当たる58頭は1年以内に死亡している1°°）．このように

飼育技術は進歩しているが未だ出生個体の流産・死産及び早期死亡が

多いのが現状である．近年，香港やアメリカの水族館施設では，飼育

下でのバンドウイルカ（2001），シャチ（2001）やカマイルカ（2003）

の人工繁殖に成功している．日本においてもバンドウイルカに対しそ

の試みが行われ，凍結精液を用いた人工授精を世界で初めて成功させ

ている．種の保存という観点からも，このように自然界で捕獲された

個体を導入することなく飼育施設内での人工繁殖並びに飼育は今後

盛んになると予想されることから，飼育下での乳仔へのクジラ目用人

工調合乳の必要性も増すであろう．

　また，バンドウイルカ乳では各泌乳段階による各成分の変動が報

告されているlel〕が，この現象は他の鯨種でも起こっている可能性が

ある．乳仔が必要とする適切な人工調合乳を調製するためには，様々

な泌乳段階における乳成分組成分析が不可欠である．

　そこで本研究では，人工調合乳の調製を視野に入れた詳細な乳成

7



分組成データの収集と，クジラ圏におけるミルクオリゴ糖組成の種

間差を明らかにすることを目的とし，バクジラ亜目に属するマイル

カ科3種（飼育下バンドウイルカ，野生下シャチ（Orcinus　erca）お

よびマダライルカ（Stenella　attenuata）　）とイッカク科1種（飼育下

シロイルカ）のミルクオリゴ糖組成を調査した．
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2．2　試料および方法

2．2．1　試料

　バンドウイルカ乳は神戸市立須磨海浜水族園より提供された，分

娩後2，3日目の1個体から1999年6月に採集された初乳を，シロ

イルカ乳は財団法人名古屋港水族館より提供された1個体から採集

された乳を用いた．シロイルカ乳は未分娩個体から得たもので，仔

イルカとの同居により誘起されたものであった．授乳は2004年11

月から2005年10月までの1年間継続され，1年間の泌乳期を3期

（初期；2004年11月，中期；2005年3月，末期；2005年9月）に

分けて分析した．また，シャチ乳およびマダライルカ乳は，アメリ

カのスミソニアン研究所国立動物学公園のOlav　T．　Oftedal博士から

提供されたものを用いた．シャチ乳はシーワールドオーランドで

2001年1月および3月に採集された分娩後65日および119日の乳

をプールして常乳として用い，マダライルカ乳は1989年3月にアメ

リカテキサス州にストランディングした個体から採集された泌乳期

不明の乳を用いた（Table　1）．すべての乳試料は，分析まで一80°Cの

ディープフリーザー内で凍結保存した．

　糖標準品として，ラクトース1水和物Kishida　Kagaku（Osaka，

Japan）から，3’－SL，6’－SLおよびN一アセチルノイラミン酸はSigma

（St．　Louis，　USA）から，　LNnTおよびLST　cはSeikagaku（Tokyo，

Japan）から購入した．GalNAおよびグロボトリオース
（Ga1（a1－4）Gal（β1－4）Glc）はToronto　Research　Chemicals　Inc．（North

York，　Canada）およびDextra　Laboratories，　Ltd．（London，　UK）から

購入した．また，シアリルパラーLNnH（Neu5Ac（α2－6）Gal（β1－4）GlcNAc

（β1－3）Gal（β14）GlcNAc（β1－3）Ga1（β1－4）Glc）およびシアリルLNnH
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（Neu5Ac（α2・・6）Ga1（β1－4）GlcNAc（βレ3）IGal（β1－4）GlcNAc（β1－6）】Gal（P

l－4）Glc）はアジァゾウ乳78〕およびゴマフアザラシ乳73）から，A四糖

およびイソグロボトリオース（Ga1（α1－3）Gal（β1－4）Glc）はミンクク

ジラ乳75）および，ジャイアントパンダ68）とミンク7°）乳から当研究

室で精製したものを用いた．

222　ミルクオリゴ糖の抽出と分離・精製

（a）　ミルクオリゴ糖画分の抽出

　乳試料に4倍量のクロロホルム／メタノール（2：1，v／v）溶液を

加え，室温で充分撹搾した後，4°C，5000xg，30分間遠心分離した．

得られた上層（メタノール層）をロータリーエバボレーターで濃縮

し，凍結乾燥したものを糖質画分とした．

　各乳試料中のヘキソース含量測定はDuboisらの方法1°2）（フェノ

ールー硫酸法）に準じて行い，ラクトース標準溶液を用いた検量線か

ら490nmにて比色定量した．同様に，シアル酸含量測定に関して

はJourdianらの方法103）（過ヨウ素酸一レゾルシノール法）に準じて

行い，N一アセチルノイラミン酸標準溶液を用いた検量線から630　nm

にて比色定量を行った．分光光度計はHITACHI　U－1100　Spectrometer

を用いた．

（b）　ゲル濾過クロマトグラフィPtによる分離

　得られた糖質画分を蒸留水2mLに溶解し，　Bio－Gel　P－2（BioRad

社，Extra　Fine＜45μm）カラム（φ　2．6×100　cm）によるゲル濾過ク

ロマトグラフィーに供した．溶出液には脱気した蒸留水を使用し，

流速は15mL／hに調整し，試験管95本に各5mLずつ分画した・各
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画分の比色検出はフェノールー硫酸法および過ヨウ素酸一レゾルシノ

・一許@で行い，各画分の125－250μLを用いて490nmおよび630　nm

での吸光度を測定した．クロマトグラム上で得られたピーク成分ご

とにプールし，濃縮後に凍結乾燥した．

（c）　陰イオン交換クロマトグラフィーによる分離

　ゲル：濾過クロマトグラフィーで得られた画分は，DEAE－Sephadex

A－50（Pharmasia　Biotech）カラム（φ1．0×25　cm）を用いた陰イオン

交換クロマトグラフィーに供した．溶離液は50mMトリスー塩酸緩

衝液（pH　8．7）を用い，流速は15　ml／hに調整して，5mLずつ分画

した．非吸着の画分を200　mL溶出した後に，0－05　M塩化ナトリウ

ム溶液のリニアグラジエントによる溶出により40本（200mL）か

ら50本（250mL）の吸着画分を得た．各画分の比色検出はフェノ

ールー硫酸法および過ヨウ素酸一レゾルシノール法で行い，各画分の

アリクウェント（125－…　250　pL）を用いて490　nmおよび630　nmでの

吸光度で測定した．ここで得られた画分は，ピーク成分ごとにプー

ルし濃縮したものを凍結乾燥してから，Bio－Gel　P－2カラム（φ2．6

×40　cm，φ2．6×100　cm）を用いて脱塩した．

（d）高速液体クロマトグラフィーによる精製

　陰イオン交換クロマトグラフィーで得られた中性および酸性オリゴ

糖画分をさらに分離・精製するため，以下の条件で高速液体クロマト

グラフィー（HPLC）に供した．

　酸性オリゴ糖画分の分離に関しては，検出はUV検出器TOSOH

CM－8020を，ポンプにはShimadzu　LC－10AT　VPを，及びカラムには
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TSK』9el　Amide－80（φ4・61．D．×250　mm，　TOSOH，　Japan）を用い，波

長195nmでの吸光度を検出して行った．溶出は流速1mL／min，並び

にカラム温度40°Cから60°Cの条件下で行った．移動相にはアセトニ

トリル／15mMリン酸カリウム緩衝液（pH　5．2）を用いて，80％から50％

までのアセトニトリル／リン酸カリウム緩衝液のリニアグラジエント

溶出を80分間行った．分取されたピーク成分は，セルロースエステル

膜の透析チャンバーを用いた透析により脱塩し，凍結乾燥した．

　中性オリゴ糖画分の分離に関しては，検出には光散乱検出器

SEDERE　SEDEX　75を，ポンプ及びカラムには酸性糖画分の分離と同

様の装置を用いて行った．検出器の条件として，温度50。C，感度4か

ら8，空気圧3．5，流速1mLtmin，並びにカラム温度40°Cで行った．

移動相にはアセト＝トリル／イオン交換水を用い，809・から50％までの

アセトニトリルのリニアグラジエント溶出を80分間行った．

2．2．3　ミルクオリゴ糖の構造解析

（a）　核磁気共鳴スペクトル分析（Nuclear　Magnetic　Resonance

spectroscopy；NMR）

　精製したミルクオリゴ糖の構造を解析するため，1H－NMR，

i3C－NMR及び1H－13C　HSQCを行った．測定装置にはJEoL　JNM－500FX

またはVarian　lNOVA－600を用いた．各オリゴ糖試料を測定前にD，O

（99、95％atom％，　Merck，　Sweden）を用いて凍結乾燥し，測定時の

溶媒には高精製D20（100．00％atom　D，　Sigma－Aldrich，　USA）を用

いた．内部標準物質としてアセトン（tH：δ2．225，13C：δ32．910）

を用い，温度293」K（20．1°C）で測定した．
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（b）　マトリックス支援レーザー脱離イオン化．時間飛行型一質量分

析（Matrix　Asisted　Laser　Desorption　lonization－Time　Of　Flight－Mass

Spectrometry；MALDI－TOF－MS）

　精製したミルクオリゴ糖の構造を解析するため，単離したオリゴ

糖の質量をMALDI－TOF－MSを用いて測定した．分析装置には

AXIMA　CFR（Shimadzu／Kratos，Japan）を用い，マトリックス支援レ

ーザー，加速エネルギー20　kV，　linear／reflectronモードにより陽イ

オンを検出した．マトリックスとして2，5・－Dihydroxybenzoic　acid

（DBH）を採用し，それを分析直前に蒸留水中の試料に混和させて

用いた．
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2．3　結果

2・3・1　バンドウイルカ（Tu　rsiops　truneatus）乳中のミルクオリゴ糖

組成

　バンドウイルカ乳中に含まれるヘキソースおよびシアル酸含量は，

ラクトースおよびN一アセチルノイラミン酸を用いた検量線を作成し

て算出した結果，ヘキソース含量は28g∫L，シアル酸含量は3．0　g／Lと

算出された．

　バンドウイルカ乳15mLより抽出した糖質画分のゲル濾過クロマト

グラムをFig．2に示した．ピーク1から5に分離され，それぞれをpeak

1，peak　2，　Tt　3からTt　5と命名した．ここで得られたピーク1（Tt　1）

とピーク2（Tt　2）はシアル酸陽性画分であったことから陰イオン交換

クロマトグラフィーに供し，その結果をFig．3に示した．また，　Fig．2

における溶出位置から，Tt　3，　Tt　4およびTt　5は，それぞれ三糖，二

糖および単糖を含むことが推測された，Tt　4に含まれる糖質に関して

は，1H－NMRの結果ラクトースと同定された．

　Fig．4aからcにTt　1，　Tt　2及びTt　3の高速液体クロマトグラムを

それぞれ示した．得られた全てのピークをそれぞれ分取した後，

NMRにより構造解析を行った．この中からオリゴ糖として構造解析

可能であったピークはTt　lからはTt　1－4，　Tt　2からはTt　2－2から一4，

およびTt　3からはTt　3－8であった．

　高速液体クロマトグラフィーで分離したTt　1－4，　Tt　2－2・v－・2－4，およ

びTt　3－8のiH－NMRスペクトラム及びTt　1－4のi3C－NMRスペクトラム

の帰属をTable　2及びTable．3に示した．各ミルクオリゴ糖の構造解析

結果は以下の（1）から（5）の通りである．
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（1）Tt　1－4

　Tt　1－4の質量分析結果において，　M＋K＋としてm／z＝875．31に特徴的

なイオンピークが得られたことから，単糖組成はHex2HexNAcユNeusAc1

であると推測された．

　Tt　l－4のiH－NMR，　iH－13c　HsQCスペクトラムをFig．5および6a，　b

に示した．δ5．219及び4．665はそれぞれ還元末端のGlc由来のα．及び

β一アノマープロトンを示した．δ4529はβ（1－4）結合Gal残基のH－1に

帰属された（Fig、5）．δL927，2．657及び2．030はN’一アセチルノイラ

ミン酸残基（NeusAc）のH－3アクシヤル（以下，　ax），　H－3エクアト

リアル（以下，eq）及びN一アセチル基に帰属された．δ4」51のダブ

レットダブレットシグナルはNeu5Ac残基によるβ（1－4）結合Gal残基

の3位置換を示しているが，通常の3’－SLの同位置シグナルよりも低

磁場シフトしていることが観察された．δ2．013のシグナルはN一アセ

チルヘキソサミン（HexNAc）に特徴的なN一アセチル基（NAc）シグ

ナルに由来し，同残基のアノマープロトンはδ4．732に認められた．こ

れはこのN一アセチルヘキソサミンがβ結合していることを示す．また，

δ4．ll9のダブレットシグナルは特徴的であり，置換により低磁場シフ

トしていることを示していた．このシグナルのカップリング定数2．9

はβ（1－4）結合Gal残基のH－3とH－4のカップリングによるものと考え

られ，β（1－4）結合Gal残基の4位が置換を受けていることを示唆した．

β（1－4）結合Gal残基の4位置換によって，上述したβ（1－4）結合Gal残

基のH－3シグナルが3’－SLのそれよりも低磁場シフトしていることと

も矛盾しなかった．

　さらに，本オリゴ糖画分のi3C－NMR及び1H－i3C　HSQC解析を行った・

本オリゴ糖，3・－SL及び遊離型～V一アセチルガラクトサミン（GalNAc）
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の13C－NMRスペクトラムのシグナルの帰属をTable．2に示した．

HSQC相関（Fig．6aおよびb）から，　NeusAc基により置換を受けた

Gal　C－3シグナル（76．65　ppm）は，3’－SL（78．15ppm）よりも高磁場側

にあることが明らかになった．逆に，Gal　C－4シグナル（79．82　ppm）

は，3’－SL（70．17　ppm）よりも著しく低磁場側にシフトしていた．こ

れから，Gal　C－3に隣接する炭素（C－2もしくはC－4）が置換されてい

ることを示すが，iH－NMRにより示されたGa1（β1－4）残基の4位置換の

観察とも一致していた．また，β一HexNAcの各シグナルはGalNAc標品

のβ一GalNAcシグナルと，C－1の低磁場シフト並びにC－2シグナルの若

干の高磁場シフトを除いて非常に一致しており，この残基がGalNAc

であることを示した．

　以上の解析から，Tt　I－4はGalNAc（β1－4）［NeusAc（α2－3）IGan（β1－4）Glc

構造と決定された．帰属された各13Cシグナルは上のような構造に対

して全く矛盾がなかった．β（1－4）結合Gal残基のC－5から3’－SLの同

位置のシグナルよりも若干高磁場シフトすることも特徴的である．

（2）Tt　2－2

　δ5．220及び4．662はそれぞれ還元末端のGlc由来のα一及びβ一アノマ

ープロトンを示した．δ4、531はβ（1－4）結合Gal残基のH・・1に帰属され

た．δL800，2．757及び2．029はNeu5Ac残基のH－3ax，　H－3eq及びN一

アセチル基に帰属された．δ4」15シグナルはβ（1－4）結合Gal残基の

H－3に帰属され，NeusAc残基により置換を受けていることを示した．

以上の帰属並びに標品のiH－NMRパターンとの完全一一一　Skから，　Tt　2－2

は3’－SLであると決定された，
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（3）Tt　2－3

　δ5．224及び4．669はそれぞれ還元末端のGlc由来のet一及びβ一アノマ

ープロトンを示した．δ4．427はβ（1－4）結合Gal残基のH－1に帰属され

た．δ1．SOe，2．757及び2．028はNeusAc残基のH－6ax，　H－6eq及びN一

アセチル基に帰属された．δ4．115シグナルはβ（1－4）結合Gal残基の

H－3に帰属された．以上の帰属並びに標品の！H－NMRパターンとの完

全一致から，Tt　2－3は6’一シアリルラクトース（Neu5Ac（α2－6）Gal（β1－4）

Glc；6’－SL）であると決定された．

（4）Tt　2－4

　Tt　2－4はTt　l－4との1H－NMRパターンの一致により，GalNAc（β1－4）

【NellsAc（α2－3）］Gal（β1－4）Glcの構造であることが決定された．

（5）Tt　3－8

　Tt　3－8の構造決定は，市販品のGa1（α1－4）GaE（β1－4）Glc　（グロボト

リオース）とのiH－NMR（Fig．7）の比較によって行った．δ5．224

及び4．664はそれぞれ還元末端のGlc由来のα一及びβ一アノマープロ

トンを示した．δ4．511はβ（1－4）結合Gal残基のH－1に帰属された．

また，δ4．945のダブレットシグナルは特徴的であるが，グロボトリ

オースのiH－NMRとの比較からα（1－4）結合Gal残基のH－1に，δ

4，036のトリプレットシグナルはα（1－4）結合Gal残基のH－5に帰属

された．以上の帰属並びにグロボトリオース標品のシグナルパター

ンの一致から，Tt　3－8の構造はGa1（ct・1－4）Gal（β1－4）Glcであると決定

された．δ　4．363の特徴的なトリプレットシグナルは，α（1－4）結合Gal

残基の結合によってβ（1－4）結合Gal残基のH－5が低磁場シフトした
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と考えられた．

23，2　シャチ（Orcinus　orca）乳中のミルクオリゴ糖組成

　ラクトースを用いた検量線を作成して算出した結果，シャチ乳中

に含まれるヘキソース含量は8．9g／Lであった．

　シヤチ乳51mLより抽出した糖質画分のゲル濾過クロマトグラム

をFig．8に示した．ピーク1から7に分離され，それぞれをKW　1

からKW　7と命名した．ここで得られたKW　1はシアル酸陽性画分

であったことから陰イオン交換クロマトグラフィーに供した．その

結果，シアル酸陽性画分のKW　1－1およびシアル酸陰性のKW　1－2

に分離された（Fig．9）．また，　Fig．8における溶出位置から，　KW　4

とKW　5，　KW　6およびKW　7は，それぞれ三糖，二糖および単糖を

含むことが推測された．しかし，KW　3，　KW　4とKW　5のIH－NMR

スペクトルからは，オリゴ糖としての特徴的なシグナルが得られな

かったことから未同定とした．KW　6に含まれる糖質に関しては，

iH－NMRの結果ラクトー一一一一一スと同定された（Table4）．

　Fig．10aおよびbにKW　1－1およびKW　I－2の高速液体クロマトグ

ラムを示した．得られた全てのピークをそれぞれ分取した後，

1H－NMRにより構造解析を行った．この中から，オリゴ糖として構

造解析可能であったピークは，KW　1－1からはKW　L1－4とKW　1－1－5

であった．KW　I－2のHPLCの結果では明確なピークが一つ得られ，

KWl－2－1とした，

　KW　1－1－4とKW　l－1－5の1H－NMR分析で得られた化学シフトの帰

属をTabte4に示した．二つのオリゴ糖が示す1H－NMRスペクトラ

ムを糖標準品および2．3．1（1）の結果104）と比較したところ，KW　1－1－4
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は6’－SL，　KW　14－5はGa1NAc（β1・・4）（NeusAc（α2－3）］Gal（β1－4）Glcで

あると同定された．一方，KW　I－2－1の｝H－NMRスペクトラムからは，

Nakamuraら56）が報告したリン酸化オリゴ糖の存在を示すダプレッ

トーダブレットで現れるアノマーシグナルδ5．465および5．433が観

測されたが，構造決定には至らなかった．

2．3．3　マダライルカ（Stene〃a　attenκatta）乳中のミルクオリゴ糖組

成

　ラクトースを用いた検量線を作成して算出した結果，マダライル

カ乳中に含まれるヘキソL・一・一ス含量は12g／Lであった．

　マダライルカ乳15mLより抽出した糖質画分のゲル濾過クロマト

グラムをFig．11に示した．ピーク1から5に分離され，それぞれを

SA　1からSA4と命名した．ここで得られたSA　1はシアル酸陽性画

分であったことから陰イオン交換クロマトグラフィーに供した．そ

の結果，シアル酸陽性画分のSA　1－1およびSA　1－2が得られた（Fig．

12）．また，Fig．11における溶出位置から，　SA　3，　SA4およびSA　5

は，それぞれ三糖，二糖および単糖を含むことが推測された．SA　4

に含まれる糖質に関しては，1H－NMRの結果ラクトースと同定され

た（Table　5）．

　Fig．13にSA　1－1の高速液体クロマトグラムを示した．得られた

全てのピークをそれぞれ分取した後，iH－NMRにより構造解析を行

った．この中から，オリゴ糖として構造解析可能であったピークは，

SA　l．1．3のみであった．一方，中性オリゴ糖画分であるSA　2をHPLC

による分離を行ったが，各オリゴ糖濃度が低くく，iH－NMRによる

構造決定には至らなかった．
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　SA　l－1－3のiH－NMR分析で得られた化学シフトの帰属をTable5

に示した・このオリゴ糖が示すiH・－NMRスペクトラムを糖標準品と

比較したところ，SA　1－1－3は3’－SLであると同定された．

2．3．4　シロイルカ（Delphinoptera　leucas）乳中のミルクオリゴ糖組

成

　シロイルカ乳中に含まれるヘキソースおよびシアル酸含量を，ラ

クトースおよびN一アセチルノイラミン酸を用いた検量線を作成し

て算出した結果，ヘキソース含量は泌乳初期乳で28g！L，泌乳中期

乳で15g／L，泌乳後期乳で12g／Lであり，シアル酸含量は泌乳初期

乳で5．9g！L，泌乳中期乳で6．2g／L，泌乳後期乳で6．8g／Lであった．

　シロイルカ乳（泌乳初期乳365mL；泌乳中期乳35．OmL；泌乳

後期乳36．OmL）より抽出した糖質画分のゲル濾過クロマトグラム

をFig．14aからcに示した．初期乳ではピーク1から3に，中期乳

と後期乳ではピー一ク1から4に分離され，それぞれをNov　Iから

Nov3，　Sep　lからSep　4，そしてMar　1からMar　4と命名した．ここ

で得られたシアル酸陽性画分のNov　l，　Sep　1およびMar　1を陰イオ

ン交換クロマトグラフィーに供したところ，中性オリゴ糖画分の

Nov　1－1，　Sep　1－1およびMar　1－1と，酸性オリゴ糖画分Nov　l－2，　Sep

1－2およびMar　l－2が得られた（Fig　15aからc）．また，　Fig．14にお

ける溶出位置から，Nov　2およびNov　3，　Sep　3およびSep　4，そし

てMar　3およびMar　4は，それぞれ三糖および二糖を含むことが推

測された．Nov　2，　Sep　3およびMar　3に含まれる糖質に関しては，

iH－NMRの結果ラクトースと同定された（Table　6および8）．

　Fig．15で最初に溶出した中性オリゴ糖画分Nov　l－1・Sep　l－1およ
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びMar　l－1をHPLCに供したが，いずれのオリゴ糖も微量であるた

め構造決定には至らなかった．一方，酸性オリゴ糖画分Nov　1－2，

Sep　l－2およびMar　1－2の高速液体クロマトグラムは，それぞれFig．

16aからcに示した．　Nov　1－2とSep　1－2から得られた全てのピーク

を分取した後，iH－NMRにより成分の構造解析を行った．　Mar　1－2の

HPLC分析で得られた各オリゴ糖の構造解析は，　Sep　1－2とピークの

組成と保持時間が類似していたことから，Sep　l－2のピークにおける

各オリゴ糖の構造解析結果に準じて行った．この中からオリゴ糖と

して構造解析可能であったピークはNov　l－2－1から1－2－4，　Sep　1－2－1

（Mar　1－2－1）からSep　1－2－6（Mar　1－2－6）であった．

　また，Fig．14bおよびcにおける中性オリゴ糖画分Sep　2，　Mar　2

およびMar　3の高速液体クロマトグラムをFig．17aからcに示した．

ここで得られた全てのピークをそれぞれ分取した後，iH－NMRによ

り構造解析を行った．この中からオリゴ糖として構造解析可能であ

ったピークは，Mar　2－3，　Mar　3－3およびSep　2－3であった．

　HPLCで得られた，各泌乳期の酸性オリゴ糖および中性オリゴ糖

の各ピークについてiH－NMRによる構造解析を行った結果，以下の

通りであった．なお，構造解析は，糖標準品および2．3」（1）1°4｝の結

果におけるiH－NMRスペクトラムと比較して行った．

（a）　酸性オリゴ糖

（1）　泌乳初期

　泌乳初期乳から得られた画分Nev　1－2－1からNov　l－2－4の1H－NMR

スペクトラムのシグナル帰属をTable　6に示した．構造解析の結果，

Nov　l－2－1は3’－SL，　Nov　1－2－2は6’－SL，　Nov　1－2－3はGalNAc（β1－4）
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INeusAc（α2－3）］Gal（β1－4）Glc，　Nov　L2－4はLST　cと同定された．

（2）泌乳中期および後期

　泌乳中期および泌乳後期乳から得られた画分Sep　1－2－1からSep

l－2－6（Mar　1－2－1からMar　L2－6）のIH．NMRスペクトラムのシグナ

ル帰属をTable・7に示した．構造解析の結果，　Sep　l－2－1（Mar　1－2－1）

に含まれるは3’－SL，　Sep　1－2－2（MaT　1－2・－2）は6’－SL，　Sep　1－2・－3（MaT

1－－2－3）はGalNAc（β1－4）［Neu5Ac（α2－3）］Gal（β1－4）Glc，　Sep　l－2・・4（Mar

I－2－4）はLSTcと同定された．

　Sep　1－2－5（Mar　1－2－5）に含まれるオリゴ糖の構造解析は，3．3（b）（6）

の構造解析結果78）に準じて行った．δ5．219，4　．667，4．454，4．398，

4．438，4．725および4．698は，それぞれ還元末端α一及びβ一Glc，3つ

のβ（1－4）結合Ga1残基および2つのβ（1－3）結合GlcNAc残基由来のア

ノマー一一一一プロトンを示した，2つのβ（1－3）結合GlcNAc残基による置

換を受けた還元末端側の2つのβ（1－4）結合Gal残基のH－4シグナル

は，δ4．158に2つのプロトン数を表すシグナル強度を示した．また，

α（2－6）結合性のNeu5Ac残基のH－3ax，　H－3eqおよびNAcシグナル

が，δ1．724，2．668および2．027に帰属され，2つのβ（1－3）結合GScNAc

残基のNAcシグナルがδ　2．053および2．030に帰属された．以上の解

析結果から，本オリゴ糖はシアリルパラーLNnHと同定された．

　Sepl－2－6（Marl－2－6）に含まれるオリゴ糖の構造解析は，文献値

70）との比較により行った．δ　5．220，4．667，4．472，4．455，4．433，4．726

および4．640は，それぞれ還元末端α一及びβ一Glc，3つのβ（1－4）結合

Gal残基，β（1－3）結合GlcNAc残基およびβ（1－6）結合GlcNAc残基由

来のアノマープロトンを示した．シアリルパラーLNnHとは異なり，
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1っのβ（1－3）結合GlcNAc残基による置換を受けた還元末端側の

β（1－4）結合Gal残基のH－4シグナルは，δ4．155に1つのプロトン数

を表すシグナル強度を示した．また，a（2－6）結合性のNeu5Ac残基

のH－3ax，　H－3eqおよびNAcシグナルが，δ1．724，2．668および2．027

に帰属され，β（1－3）結合GlcNAc残基およびβ（1－6）結合GlcNAc残基

のNAcシグナルがδ2．053および2．061に帰属された．以上の解析結

果から，本オリゴ糖はシアリルLNnHと同定された．

（b）　中性オリゴ糖

（1）泌乳中期

　泌乳中期乳から得られた画分Mar　2－3およびMar　3－3のLH－NMR

スペクトラムのシグナル帰属をTable　8に示した．構造解析の結果，

糖標準品のスペクトラムと一致したことから，Mar　2－3に含まれる

オリゴ糖はLNnT，　Mar　3－3はイソグロボトリオースと同定された．

（2）泌乳後期

　泌乳後期乳から得られた画分Sep　2－3の1H－NMRスペクトラムの

シグナル帰属をTable　8に示した．本オリゴ糖の構造解析は，糖標

準品のスペクトラムと文献値66）との比較により行った．

　δ5．227，4．630，4．5　84，5．177および5．351は，それぞれ還元末端

α一及びβ・・Glc，β（1－4）結合Gal残基，α（1－3）結合GlcNAc残基および

α（1－2）結合Fロc残基由来のアノマープロトンを示した・α（1－3）結合

GlcNAc残基のH－2のα一及びβ一シグナルがδ4．249および4．222に，

H．5シグナルがδ4．222に，そしてNAcシグナルがδ2．041にそれぞ

れ帰属された．また，α（1－2）結合Fuc残基由来のH－5およびH－6シ
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グナルがδ4・325およびL245に帰属された．以上の構造解析の結果，

本オリゴ糖はA四糖と同定された．

翠



2．4．考察

　長らく，海洋哺乳類である鯨類の乳中糖質には，ラクトース以外

の遊離オリゴ糖の存在は発見されていなかったが85－99），最近の研究

7S，76’1°4）と本研究によりラクトース以外のミルクオリゴ糖の存在が

明確となった．

　シ゜イルカの泌乳中期（159／L）・そ蜘（129／L）やシャチ（8．99／L）

およびマダライルカ乳（12g／L）に比べ，バンドウイルカ初乳（28g／L）

およびシロイルカの泌乳初期乳（28g／L）では，糖質含量が高かっ

た．一方シロイルカ乳では，シアル酸含量は泌乳初期乳で5．9g／L，

泌乳中期乳で6．29／L，泌乳後期乳で6．8g／Lであり，ほぼ一定の値

を示した．このことから，イルカ乳仔は泌乳開始直後でのエネルギ

ー源としてのラクトース要求量が高い一方で，泌乳期に渡って一定

量のシアル酸の供給を受けていることが示唆された．この傾向は，

ウシ乳で報告されているものとは異なっていた1°5）．誕生した直後に

水中を自由に泳ぐ必要のあるイルカ類は，タンパク質や脂質と共に

糖質が重要なエネルギー源の一つとしていることが示唆された．

　本研究により，ラクトース以外の乳中糖質として，バンドウイル

カ乳からは3’－SL，6’－SL，モノシアリル化四糖（Ga1NAc（β1－4）

　［NeusAc（α2－3）］Gal（β1－4）G】c）およびグロボトリオースが同定され

Io4），シャチおよびマダライルカ乳からは6’－SL，モノシアリル化

四糖および3’－SLがそれぞれ同定された．シロイルカ乳では泌乳期

によりオリゴ糖組成が異なり（Table　9），酸性オリゴ糖として，泌

乳初期乳では3’．SL，6’．SL，モノシアリル化四糖およびLST　cが，

泌乳中期乳と泌乳後期乳では初期乳と同様の4種に加えて，シアリ

ルパラーLNnHとシアリルLNnHがそれぞれ同定された．また、中性
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オリゴ糖として，泌乳中期からLNnTとイソグロボトリオースが，

泌乳後期からA四糖が同定された．イルカ類4種におけるミルクオ

リゴ糖組成は，中性オリゴ糖よりも酸性オリゴ糖の方が種類・量と

もに多いことが明らかになった（Fig．2，8，11，14およびTable　lO），

Table　10に示した通り，バンドウイルカ，マダライルカおよびシロ

イルカでは3’－SLが，バンドウイルカ，シャチおよびシロイルカで

は6’－SLとモノシアリル化四糖が共通のオリゴ糖として存在したが，

その違いは個体差や泌乳期の違いに拠る可能性はある．事実，定量

試験は行ってはいないが，シロイルカ乳では泌乳初期乳と泌乳中

期・後期乳におけるオリゴ糖組成の変化が示された（Fig．16，　Table

9）．泌乳期の進行による優勢なミルクオリゴ糖の変化はシロクマ乳

でも報告されており67），乳腺上皮細胞内の糖転移酵素の作用もしく

は発現が泌乳期により異なっている可能性が示唆されるが，より詳

細な情報を得るにはさらなるデータの蓄積が必要である．酸性オリ

ゴ糖が優勢である結果は，同じクジラ目に属するヒゲクジラ亜目の

ミンククジラ，ニタリクジラおよびイワシクジラと類似していた75・

76）（Tab］e　10）．しかし，ミンククジラ乳には3’－SL，6’－SLは分離さ

れない一方，他の鯨種では確認されていない中性オリゴ糖3種

　（2’－FL，　LNnTおよびパラLNnH）が報告されている75）．

　シトクロームbおよびベイズ定理による遺伝子多型解析に基づく

クジラ目の最新の分類106）に拠ると，本研究で対象としたイルカ類に

おいて，バンドウイルカとマダライルカはより近縁であり，次いで

シャチ，シロイルカの順で位置することが明らかになっている・本

研究で示されたそれぞれのミルクオリゴ糖組成において，マイルカ

科3種ではよりシンプルな組成を示した・これに対し・イッカク科
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のシロイルカでは特に酸性オリゴ糖において比較的複雑な組成であ

り，ヒゲクジラ亜目のミンククジラの組成と類似点が多かった

（Table　lO）．本研究結果とUrashimaらの報告75・　76）から，ハクジラ

亜目とヒゲクジラ亜目で形成されるクジラ目のミルクオリゴ糖組成

は，モノシアリル化四糖の有無が決定的な違いであるが，分類学上

近縁の有蹄目や食肉目と比べて比較的シンプルであり，重合度の高

い高級ミルクオリゴ糖やフコース含有オリゴ糖の割合が非常に低い

ことが特徴として見出された．このことから，クジラ目では，陸上

から水中へ生活の場を大きく変更させた進化の過程において，何ら

かの理由でよりシンプルなオリゴ糖組成に収束したことが推察され

た．

　本研究で分析したイルカ乳には共通してモノシアリル化四糖が含

まれていた．本構造をもつミルクオリゴ糖はバンドウイルカ乳から

本研究で初めて分離され，その構造からガングリオ系糖脂質GM、

の糖鎖と類似していた．また，この糖鎖構造は，血液型決定基であ

りβ1，4－Ga1NAc残基を免疫原糖とするSda抗原として知られる107・le8）．

この糖鎖抗原の合成には，β1　，4－Gal　NAc転移酵素（Sd”一βGalNAc一転

移酵素）が関わっていると言われている．このSda抗原は，ヒト，

モルモット，ラット，マウスおよびブタでは大腸や腎臓の遠位尿細

管といったごく一部の組織に非常に高いレベルで発現している

1°9’112）．このことからも，本オリゴ糖がGM2やSda抗原をレセプター一

とする病原菌や毒素などの接着阻害因子としての機能を有している

可能性がある．また近年，イルカ類の消化管から大腸菌群の

Escherichia　coli　113），　B型レンサ球菌のStreptococcus　agalactiaeが検

出されt14・115），また新規Helicobacter属116¶117）が発見されて，それ
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に伴う病症・炎症が見出されており，それらの感染の初期段階には

シアリル化糖鎖との接着が関わっていることが知られている．特に，

イルカ類の授乳は海中で行われ，乳仔が海洋中に無数に存在する微

生物に暴露される機会は極めて高いと考えられるので，3・．SLやモ

ノシアリル化四糖を含む酸性オリゴ糖などのイルカ類乳中のミルク

オリゴ糖は，乳仔消化管において接着阻害による感染防御因子の一

っとして機能することが示唆された．

　イソグロボトリオースはシロイルカの泌乳中期乳から同定された

他，ウシ53），ヒツジ57），ヤギ59），クマ類63’67），ジャイアントパンダ

68）およびハナグマ69）の乳から見つかっている．一方で，この中性三

糖の異性体グロボトリオースはバンドウイルカ乳から同定されたが，

モノシアリル化四糖と同様に他の哺乳類乳中からは見つかっていな

い．ミルクオリゴ糖は，その構造からラクトおよびネオラクト系糖

脂質糖鎖との類似性が高いとされるが，グロボ系の類似構造をもつ

オリゴ糖の発見は特徴的である．

　以上のことから，同亜目・同科に属する種のミルクオリゴ糖組成

には，相違点が多く見出された．他の動物種と同様に，バクジラ亜

目のミルクオリゴ糖を特徴づけるためには，さらなるデータの蓄積

が必要であると考えられた．
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Bio　Gel　P－20f　the　peak舳ctions　from　chromatogram（a）．
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Table　2．1H－NIVfil　chcmical　shiftS　of　the　neutral　and　sialyl　oligosaccharides　separated　from　bottlenose　dolphin　colostrum

ReportSer　　Residue

9「oup

Chemical　sh量fts，δ（coupling　constantS，　Hz）

Tt　14 Tt　2－2 Tt　2－3 Tt　2－4 Tt　3・8

H－1

H－3

H－3ax

H－3eq

H－4

H－5

NAc

Glca

Glcβ

（梱（β1－4）

GalNAc（β14）

Ga1（α14）

Ga1（β1・4）

NeusAc（α2－3）

Neu5Ac（α2－6）

Neu5Ac（α2・3）

Neu5Ac（α2－6）

Gal（β14）

G由（α1r4）

GalNAc（β1－4）

Neu5Ac｛α2－3｝

NeusAc（α26）

5219（3．4）

4．665（8．0）

4529（8．0）

4．732（8．6）

4．151（2．ge）

1．927（12．Ob，－12．oc）

2．657（4．6st）

4．119（29c）

2．013

2．030

5ユ20（3．4）

4．662（8．0）

4531（8．0）

4．115（2．ga）

L800（12．Ob，＿12．研）

2．757（4．9d）

2．029

5224（3．4）

4．669（8，0）

4．427（8．0）

L745（12．0－12．6）

2．711（5．1）

2．028

5、220（2．9）

4．666（8．0）

4530（6．3）

4．734（8．6）

4．156（2．伊）

L927（12．Ob，－12　．6c）

2，659（5．4d）

4．ll9（2．gう

2．Ol3

2．030

5224（4．0）

4．664（8．0）

4．511（8．0）

4．945（4．0）

4．363

・J。．、，・。，，1；　・Jr
B。臥。。・りH・麻．H－3・q；　dJH．3　eq．…1　e」H．4，　H．・
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Table　3，　i3C－NMR　chemical　shifts　of　Ttl－4（A）from　bottlenose　dolphin　celostrum　and　3’－SL（B）

Reporter　Chemical　shifts（ppm）

group　　α一Glc　　　　　　β一Glc β一Gal Neu5Ac

A Ba A B A B A B

GalNAc

　　A　　　GalNAc

Cl
C．2

C－3

C－4

C－5

C－6

C－7

C－8

C－9

CH3

CO

94．44

73　．73

73．86

81．08

72．70

63．22

94．52

73．83

74．09

80．94

72．78

6259

98．39

76．37

76．99

80　．70

77　．41

63．22

98．47

76．49

77．03

80．79

7750

62．73

105．20

72．67

76．65

79．82

76．65

63．81

10529

72．07

78．15

70．17

77．84

63　．72

176．76

100J　1

39．58

71．34

54。23

75．70

70．62

74．93

65．47

24．69

177．65

176．30

102．31

42．23

70．96

54．35

75．60

70．77

74．35

65．30

24．71

177．68

105．41

54．97

73　．66

70．40

77．36

63．22

25．24

177．49

98．08

56．32

73．80

7051

77．86

63．67

24．88

177．65

a　Data　from　reference　104．
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Table　4．1H－NMR　chemical　shifts　of　oligosaccha亘de即d　lactose　in　KW　1－14，　KW　I－

1－5　and　KW　6　separated　from　killer　whale　milk

Reporter　　Residue

9「oup

Chemical　shiftS，6（Coupling　constantS，　Hz）

KWl．1－4 KWH4 KW　6

H－1

H－3

H－3ax

H－3eq

H4
NAc

Glcα

Glcβ

Galβ4

GalNAcβ4

Ga1β4

NeusAca2－3

Neu5Acα2－6

Neu5Acα2－3

NeusACOt　1－6

Galβ4

Ga1NAcβ4

Neu5Acα2－3

NeusAcaL2－6

5．224

4．667

4．427

1．744

2．723

2．029

5218（4．0）

4．665（8．0）

4530（8．0）

4．736（7．4）

4．152（2．3a）

L928（12．Ob，－12．oc）

2．661（4．6d）

4．119（2．ge）

2．013

2．031

5223（4．e）

4．665｛8．0）

4．451（8．O）

草脚4；bJ。．3　ax，　。，4；CJH－・a，，H－3eq；dJ…　eq．・・；e」・細
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Table　5．　IH－NMR　chemical　shiftS　of　oligosaccharides　and　lactOse　in　SA　1－1－3　and　SA　l－

1－6　，and　SA　3　separated　from　spOtted　dolphin　milk

Reporter

9「oup

Residue Chemical　shifts，δ（Coupiing　constants，　Hz）

SA　1－1－3 SAl－1－6 SA　3

H－1

H－3

H－3ax

H－3eq

H－4

NAc

Glcα

Glcβ

Galβ4

Ga1NAcβ4

Galβ4

Ne皿5Acα2－3

NeusAeeL2－3

Galβ4

Ga1NAcβ4

NeusAc（x2－3

5221（3．7）

4．663（8．0）

4531（74）

4．114（3．2a）

5218（4．0）

4．665（8．0）

4530（8．0）

4．736σ．4）

4．152（2．3白）

5．223（4．0）

4．665（8．0）

4．45　1（8．0）

1．800（12．Ob．－12・｛F）　1．928（12．Ob，－12．Oc）　一

2二756（4．6ct）

2．029

2．661（4．61）

4．119（2，Y）

2．013

2．031

a」。．，，。．4；bJH－，　ax，。4；eJ・．・　。，．　・．・。q；　d’JH－3　eq，　H－4；eJ「H・・．HS
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Table　6．　lH－NMR　chernicai　shifts　of　lactose　and　oligosaccharides　separated　from　white　wha　le　milk　on　the¢arly　lactation　stage（November，

2eo4）

Reporter　group　　Residue Chemical　shifts，δ（coupting　constantS，　Hz）

Nov　1－2－1 Nov　1－2－2 Nov　1－2－3 Nov　1－2－4 Nov　3

H－1

H－3

H－3ax

H・3eq

H－4

NAc

Glcα

Glcβ

Gaド（β14）

Ga1，，（β14）

GlcNAc（β1－3）

（｝alNAc（β14）

Gar（β14）

Neu5Ac（α2－3）

Neu5Ac（α2話）

Neu5Ac（α2－3）

Neu5Ac（α2遁）

G訓’（β14）

GlcNAc（β1－3）

GalNAc（β14）

Neu5Ac（t叉2－3）

Neu5Ac（α26）

5221（4．0）

4．663（8．0）

4529（8．0）

4．113（32e）

1800（玉2．Ob，－12．oc）

2！755（4．6i）

2．030

5．224（35）

4．669（79）

4．427σ．9）

1コ45（12．3，－12．3）

2．711（4．8）

2．028

5218（3．4）

4．664（8．0）

4529（8．0）

4！734（8．6）

4．150（2．3a）

L926（12」6b，－10gc）

2．658（5．T）

4．119

2．Ol4

2．029

5．222（38）

4．666（7．9）

4443（65）

4，455（7．6）

4．70S（7．9）

1　．722（12．3．－12．0）

2、668（48）

4．160（2．9¢）

2．053

2．028

5223（4．0）

4．665｛8．0）

4．451（8．0）

a・J。．，．，4；b」。。叫。4；c・J。．3ax，H．3。q；　d　J興・4；°」HT4，H－・・



！

Tab！e　7．1H－NMR　chemical　shiftS　of　sialyl　oligosaccharides　separated　from　white　svhale　milks　on　the　middle　and　late］actation　stages

（March　and　September，2005）．

Reporter　group　Resid凹e Chemical　shifts，δ（coupling　constants，　Hz）

Mar，　Sep　1－2－2 Mar，　Sep　1　－2・・3 Mar，　Sep　1－2－4 Mar，　Sep　1－2－5 Mar，　Sep　l－2－6

H－1

H－3

H－3ax

H－3eq

H．4

NAc

Glcα

Glcβ

Gar（β14）

Ga1”（β14）

Ga1’”（β14）

αcNAc’（β1－3）

GlcNAc”（βト3）

GlcNAc（β1－6）

Ga1NAc（β1－4）

Gar（β14）

Neu5Ac（α2－3）

Neu5Ac（α2－6）

Neu5Ac（α2－3）

NeusAc（α2巧）

Gar（β14）

Gar’（β14）

GlcNAc’（β1－3）

GlcNAc”（β1－3）

GlcNAc（β1－6）

GalNAc（即4）

Neu5Ac（α2－3）

Neu5Ac（α2山6）

5223（35）

4．668（7．9）

4．427（7．9）

1コ46（12．3，42，0）

2．712（5．6｝

2．028

5．217（3．4）

4．665（8．6）

4．529（83）

4．735（8．6）

4」49（2．3a）

5．220（4．0）

4，662（8．0）

4．441（6．9）

4．455（7．4）

4．728（8．0）

L926（12．（〕b，－1皇．5c）　一

2．659（4．6d）

4」17（2．ge）

2．014

2．030

5．219｛3．8）

4，667（7．9）

4．438

4．454（85）

4．469

4．689（82）

4：ア25（7．6）

5．220（3．5）

4．666（7．9）

4．433（7．9）

4．455（8．2）

4．472（8．2）

4．726（82｝

4．640（7．9）

1！724（12．0，－12．6）　1．724（12．0，－12．3）　L724（12．3，－12．3）

2．669（4．9）

4」59（2．ザ）

2．053

2．028

2．668（4．8）

4．158

4，158

2．030

2．053

2．027

2．668（4．7）

4，155（35e）

2．052

2．061

2．027

・」。－3，、4；b」ユ，。；c　JH－・ax，・．3eq；d」鞠・4；り・・．H－・・



Table　8，　IH－NMR　chemical　shifG　of　lactose　and　neutral　oligosaccharides　separated　from　white

whale　milks　on　middle　and　late　lactation　stages（March　and　September，2005）．

Reponer　group　　Residue Chemical　shifts，6（coupling　constants，　Hz）

Mar　2－3 Mar　3－3 Sep　2－3 Mar，　Sep　4

穎

H－1

H－2

H－4

H－5

H－6

NAc

Glcα

Glcβ

Gal’”（α1－3）

Gal’｛β1－4）

Gal”（β14）

GlcNAc（β1－3）

GalNAc（α1－3）

Fuc（al－2）

Ga1NAc（a1－3）

Gar（β14｝

G訓’”（α1・3）

GalNAc（国『3）

Fuc（α1－2）

Fuc（a1－2）

GlcNAc（β1－3）

GalNAc（α1衿3）

5228（3．4）

4．666（7．4）

4．444（8．6）

4、482（8．O）

4．708（8．6）

4」58（3．4a）

2．034

5．221（4．6）

4．664（8．6）

5．144（2．9）

4．523（8．6）

4．182（2　，Y）

4．199

5．227（4．0）

4．630（8．6）

4584（8．0）

5．177（3．4）

5．351（4．0）

4249（34）（α）

4ユ22（β）

4．222

4．222

4325（5．2）（β）

1．245（6．3）

2．041

5．223（4．0）

4．665（7．4｝

4．451（8．0）

a」H。3．H4・



器

Table　9．　Chemical　structures　and　distribution　of　oligosaccharides　separated　from　white　whaLe　mitks　during　lactation．

Oiigosaccharide Chemical　structure　No．　of　peak
a

Lactation　peri（xI

Early　Middle　Late

Acidic　oligosacchariばe

3’．Sialyllactose　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Neu5Ac（α2－3）Gal（β14）Glc

6’－Sialyllactose　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Neu5Ac（α2」5）Gal｛β14）Glc

GM2㈹・・cch・・i・・ @　　GalNAc（β14＼G司（β14）Glc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Neu5Ac（α2－3）！

Sialyl　lact（トハ仁neotetraose　c

　　　　　　　　　　　　　　　Neu5Ac（α2－6）Gal（β1－4）GlcNAc（βL3）Ga1（β1」‡）Glc

sialyl　para　！acto・N－neohexaose

　Neu5Ac（α26）Gal（β1－4｝GlcNAc（β1－3）Gal（β1－4）GlcNAc（β1－3）Gal（β14）Glc

Sialy日acto・N－neohexao巽

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ga1（β14）GlcNAc（β1〈｝）＼
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ga1（β14）Glc

　　　　　　　　　　　　　Neu5Ac（α26）Gal（β1－4）GlcNAc（βL3）！

ノv飽蜘励8σ5㏄c垣r輌de

I．・91吻t酋…　　　　　　　　Gal（α1－3）Gal（β14）Gl‘

Lactoトハ仁neotetraose　　　　　　　　　　　　（桓1（β1－4）GlcNAc（β1－3）Gal（β14｝Glc

A－tet・asacch・品　　　　酬Ac㊥＼（im（β綱c
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fuc（α1－2）≠

1

2

3

4

5

6

Ob

O

O

O

O

O

O

O

○

O
O

b

O

O

O

O

O

O

・Th，、n、mbers。f　si副yl・lig・ぽ・h面d・・e・声s　th鵬・f声…HPLC　i・日9」5・

bO；identified，一；not　identified・



法

’臼b∫ei　O．　Comparison　of　mj」k　oligosaccharide　compOsi‘ion　between　rΦur　Odont㏄cti（too由ed　w　halo）and　three　Mysticeri（baSeen　svhale）．

Oligosaccharide Chemical　st「ucture
Odont㏄eti Mysticeti　a

Tt　b　SAb　KWb　DLb　MWb　BWb　SW　b

Ac輌dic　o’匡gosaccharide

3’－Sialyllac庄ose　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Neu5Ac（α2－3）Gal（β14）Glc

6’－Sialyllactose　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Neu5Ac（α26）Gal（β1－4）Glc

GM2　tetrasaccharide　　　　　　　　　　　GalNAc（β1－4）＼
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　鋼（β14）Glc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Neu5Ac（α2－3）－

Sialyl　lact（卜∫V－ncotetraose　c

　　　　　　　　　　　　　Neu5Ac（α2－3／6）（油（β14）GlcNAc｛β1－3）Gal（β1－4）Glc

Sialyl　para　lactr｝－N－neohexa（me

Neu5Ac（α2－3／6）（抽（β1・4）GlcNAc（β1－3）Gal（β1－4）GlcNAc（β1－3）Gal（β1－4）Glc

Sial・yl・lact・一～v－n・・h髄・託　　Gal（β14）G1・NA・（β1一①＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Gal（β1－4）Glc

　　　　　　　　　　　　Neu5Ac（α2－6）（油（β14）GlcNAc（β1－3）／

Neutra’0∬i80sacchCU’ide

IsoglobOtriose　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Gal（α1－3）Ga1（β14）Glc

Globo耐ose　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（皿（a　14）Gal（β1－4）Glc

2’－Fucosyl　lactose　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fuc（α1－2）Ga1（β仁4）Glc

Lacto一ハr－neote動田｛me　　　　　　　　　　　Gal（β14）GlcNAc（β1－3）Gal（β14）Glc

A－tet田5a㏄ha亘de　　　　　　　　　　　　　　　　Ga1NAc（α1－3）＼
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　G剖（β1－4｝Glc

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fuc（α1－2）／

para　Lacto－N－neohexaose

　　　　　　　　　Ga垂（β14）GlcNAc（β1－3）（油（β仁4）GlcNAc（β1－3｝Gal（β1・4）Glc

○

○

○

O

O

○

○

○

O

○

O
O

○

○

O

O

O

O

O

O
O

O

O

O

○

O

O
O

O

O
O

O

a　Data　of　thpee　haleen　whales　ai：e　excerpted　from　reference　No．75　and　76．

・T、、蜘＿ddphi。；SA・s御幽dphi・・KW・垣11・r・・h司・・DL・whi…d・tphi・；・MW・mi・k・w垣置・・BW・B碑’・wha1・・SW：記i噛e・



第m章　アジアゾウ（Etephas　maximus）乳中のミルクオリ

ゴ糖組成

3．1　緒論

　これまでの研究結果から，アフリカゾウ（Loxodonta　africana）と

アジアゾウの乳は各々3．7％および4．0－・8．4％の糖質を含んでいるこ

とが知られている119・12°）．Osthoffら120）は，アフリカゾウ乳中のラ

クトース含量は分娩後4日から47日の間に52．5から11．8　g／kgに減

少する一方で，ミルクオリゴ糖含量は118から15．29／kgに増加す

ると報告した．このことは，47日目の乳中ではミルクオリゴ糖がラ

クトースよりも優勢であることを示している．また，Kunzら77｝は，

アジアゾウ乳中糖質は60％のラクト・－L－，スと40％の様々なミルクオリ

ゴ糖から成ると報告した．これらのミルクオリゴ糖が，ヒト乳児の

場合と同様に，アジアゾウ乳仔においても重要な生理学的機能を持

つかどうかは興味深い．ゾウ乳中のミルクオリゴ糖画分には高い割

合のシアリルオリゴ糖が含まれていることから，授乳中の乳仔にお

いて，それが吸収・代謝されてガングリオシドのような脳構成物質

の形成に寄与することが考えられる34）．

　Kunzら77）はアジアゾウミルクオリゴ糖を同定する際，高pH陰イ

オン交換クロマトグラフィー一パルスアンペロメトリック検出器

（HPAEC－　PAD）分析を使用し様々なヒトミルクオリゴ糖との保持時

間と比較することにより行った．これにより，アジアゾウ乳中では

II型（Gal（β1－4）GlcNAc）構造で構成されるオリゴ糖が主要である一

方，ヒトミルク中からしか報告例がないタイプ1型
（Gal（β1－3）GlcNAc）構造を有するオリゴ糖も同定しているが，これ
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は疑問が残る結果であった、

　そこで本研究では，iH・・NMR法を用いることで，アジアゾウ乳中

のミルクオリゴ糖のより詳細な構造解析を行った．

S6



3．2　試料と方法

3．2．1　試料

　乳試料は，タイ王国アユタヤ市にあるアユタヤエレファントキャ

ンプで飼育されている1個体より得た．2003年10月4日に手搾り

により採集された分娩後ll目のものを試料とし，分析まで一20°Cで

凍結保存した．

　糖標準品として，糖標準品として，ラクトース1水和物Kishida

Kagaku　（Osaka，　Japan）から，3’－SL，6’－SLはSigma（St．　Louis，

USA）から，　LST　cはSeikagaku（Tokyo，　Japan）から購入した．モ

ノフコシルーモノシアリルーラクトース（Neu5Ac（α2－3）Gal（β1－4）

【Fuc（α1－3）］Glc），モノガラクトシルーモノシアリルーラクトー・N一ネオヘ

キサオース（NeusAc（α2－6）Gal（β1－4）GlcNAc（β1－3）【Gal（α1－3）Gal

（β1－4）GlcNAc（β1－6）］Gal（β1－4）Glc）およびモノガラクトシルーモノフ

コシルーモノシアリルーラクトーN一ネオヘキサオース（Neu5Ac（α2－6）

Gal（β1－4）GlcNAc（β1－3）｛Gal（α1－3）Gal（β1－4）【Fuc（α1－3）IGIcNAc（β1－6）｝

Gal（β1－4）Glc）は，それぞれジャイアントパンダ68），ミンク70）およ

びツキノワグマ65）の乳から精製したものを用いた．同様に，イソグ

ロボトリオース（Gal（αL3）Gal（β1－4）GEc）はジャイアントパンダ68），

ミンク70）の乳から精製したものを用いた，

32．2　ミルクオリゴ糖の抽出と分離・精製

（a）　ミルクオリゴ糖画分の抽出

　乳試料は5　mLを使用し，オリゴ糖の抽出は2．2．2（a）に準じた．

（b）　ゲル濾過クロマトグラフィーによる分離
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　2．2．2（b）に準じてオリゴ糖の分離を行い，ヘキソー…一スおよびシア

ル酸の呈色反応には20μLずっ使用した．

（c）　陰イオン交換クロマトグラフィーによる分離

　カラムとしてφ15×3．5cmのものを使用した以外は2．2．2（c）に準

じてオリ、：ゴ糖の分離を行い，ヘキソースの呈色反応には50pLを使

用した．

（d）　高速液体クロマトグラフィーによる精製

　カラム温度を40°Cに設定したこと以外は2．2．2（d）に準じてオリゴ

糖の精製を行った．

3．2．3　核磁気共鳴スペクトル分析によるミルクオリゴ糖の構造解

析

　2．2．3（a）に準じてiH－NMRスペクトラムを測定した．
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3．3．結果

　アジアゾウ乳中に含まれるヘキソースおよびシアル酸含量は，ラ

クトースおよびN一アセチルノイラミン酸を用いた検量線を作成し

て算出した結果，それぞれ91g／Lおよび3．0　g／Lであった．

　Fig．18に示した通り，糖質画分はゲル濾過クロマトグラフィーに

より様々なピークに分離された．画分Em　1からのみシアル酸陽性

反応が検出された．また，Fig．18における溶出位置から，Em　2，　Em

3およびEm　4は，それぞれ三糖，二糖および単糖を含むことが推定

された．Em　3に含まれる糖質に関しては，1H－NMRの結果ラクトー

スと同定された（Table　ll）．

（a）　中性オリゴ糖一画分Em　2

Table　11に画分Em　2に含まれるオリゴ糖のiH・－NMRにおける化学

シフトを示した．δ5．222，4．668，5，147および4524シグナルはそ

れぞれCt・・Glc，β一Glc，α（1－3）結合Galおよびβ（1－4）結合Gal残基のア

ノメリックシフトとして帰属された．また，H－5を示す特徴的な

α（1－3）結合Galのδ4．197および，α（1－3）結合Galと結合したβ（1－4）

結合Gal残基のH－4に相当するδ4．183シグナルが帰属された．

　以上のシグナル帰属と，イソグロボトリオース標品および文献値

と比較した結果、本オリゴ糖の構造はGal（Ct・1－3）Ga1（β1・－4）Glcである

と同定された．

（b）　酸性オリゴ糖

　シアル酸を含む画分Em　1は陰イオン交換クロマトグラフィーに

よりさらに分離され，非吸着画分としてEm　1－1，　Em　1－2およびEm
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1－3が得られた（Fig．19）．シアル酸含有粗画分Em　l－2をBio　Gel　P－2

カラムにより脱塩し，HPLCによりさらにオリゴ糖を精製して（Fig．

20），得られた全てのピークをiH－NMRにより構造決定した．一方

で，画分Em　1－1およびEm　l－3に関しては，　HPLCでの十分な分離

が得られなかったことから本研究では構造決定しなかった．

　Em　1－2をHPLCに供した結果得られた全てのピークにおいて，構

造決定されたオリゴ糖は以下の通りであった．

（1）　Em　1－2－2

　本画分が示す1H－NMRスペクトラム（Table　12）は3’－SL標品が示

すスペクトラムと完全に一致することから，本オリゴ糖の構造は

Neu5Ac（α2－3）Gal（β1－4）Glcであると同定された．

（2）　Em　1－2－3

　本画分が示すiH－NMRスペクトラム（Table　12）は6’－SL標品が示

すスペクトラムと完全に一致することから，本オリゴ糖の構造は

NeusAc（α2－6）Gal（β1－4）Glcであると同定された．

（3）　　Eml－2－4

　本画分が示す1H－NMRスペクトラム（Table　12）は3’一シアリルー3一

フコシルラクトースに関する文献68）と完全に一致することから，本

オリゴ糖の構造はNeusAc（a2－3）Gal（β1－4）【Fuc（α1－3）］Glcであると同

定された．

（4）　Eml－2－7
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　本画分が示すiH－NMRスペクトラム（Table　12）はLST　cに関す

る文献75）と完全に一致することから，本オリゴ糖の構造は

NeusAc（α2－6）Ga1（β1－4）GlcNAc（β1－3）Glcであると同定された．

（5）　Em　1－2－8

　本画分が示すiH－NMR（Table　12，　Fig．　21）におけるシグナルのう

ちδ5・219・4・663・4・702・・4・532および4．434は，それぞれα一Gl、，β一Gl、，

β（t－3）結合GlcNAcおよび二つのβ（1－4）Gal残基のアノマーシフトと

して帰属された．このことから，このオリゴ糖にLNnTユニットが

含まれることが示された．本スペクトラムにはFuc残基のH－1およ

びH－6のシグナルδ5．121および1．167が示されている．ルイスx

（Gal（β1－4）［Fuc（α1－3）］GlcNAc－R；Lex）ユニットを含む糖鎖の場合の

ように，シグナルδ5．121はGlcNAc残基に対するFucα（1－3）の結合

性を示している12i｝．δ2．020におけるβ（1－3）結合GlcNAc残基由来の

N一アセチル基シグナルは，このα（1－3）結合Fucの置換を受けて高磁

場シフトしていると考えられた．Neu5Ac残基のH－3ax，　H－3eqおよ

びN一アセチル基は，シグナルδ1．794，2．764および2．030に帰属さ

れた．さらに，β（1－4）結合Gal残基のH－3のダブレットーダブレット

シグナルはδ4．087に帰属された．このシグナルパターンから，本オ

リゴ糖の構造はNeusAc（α2－3）Galユニットを含んでおり，δ4532に

おけるβ（1－4）結合GalのH－1シグナルの通常よりもやや低磁場側の

シフトは，このα（2－3）結合Neu5Ac残基による置換を受けたものと示

唆された．

　以上のシグナル帰属から，本オリゴ糖の構造はNeusAc（α2－3）Ga1

（β1－4）【Fuc（al－3）］GlcNAc（β1－3）Gal（β1－4）Glcであると同定された．
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（6）　Em　1－2－11

　本画分に含まれるオリゴ糖の構造は，Em　1－2－7（LST　c）のiH－NMR

スペクトラムと比較して解析した（Table　13，　Fig．22）．本オリゴ糖

のスペクトラムから，シグナルδ5．219，4．663，4．726，4．455および

4・438はα一Gl・・β一Gl・・β（1－3）結合Gl・NA・および二つのβ（1．4）結合

Gal残基のアノメリックシフトとして帰属された．またEm　1　・・　2－7の

LNnTユニットと同様に，β（1－3）結合GlcNAc残基の置換を受けた

β（1－4）結合Ga1残基のH－4はシグナルδ4．159に帰属された．しかし，

δ　4．697および4．469のシグナルは，β（1－3）結合GlcNAcおよびβ（1－4）

結合Ga1残基のH－1に帰属されることに加え，δ4．159のシグナル強

度からここに帰属されるプnトン数は2個であることが示された．

このことから，本オリゴ糖にはGal（β1－4）GlcNAc（β1－3）ユニット、つ

まりパラLNnHユニット（Gal（β1－4）GlcNAc（β1－3）Gal（β　1－4）GlcNAc

（β1－3）Gal（β1－4）Glc）が含まれていることを示している．また，シグ

ナルδ1．725，2．669および2．028はそれぞれH－3ax，　H－3eqおよび

N一アセチル基に帰属されることから，α（2－6）結合性のNeusAc残基

が示された．

　以上のシグナル帰属から，本オリゴ糖の構造はNeusAc（α2－6）Ga1

（β1－4）GlcNAc（β1－3）Ga1（β1－4）GlcNAc（β1－3）Ga1（βL4）Glcであると同

定された．

（7）　Em　1－2－17

　本画分に含まれるオリゴ糖の構造は，Em　1－2－11の1H－NMRスペ

クトラムと比較して解析した（Table　13，　Fig．23）．本オリゴ糖のス
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ペクトラムから，シグナルδ5．219，4．663，4．721，4．708，4．451およ

び4・434はα一GE・・β一Gl・，二個のβ（1－3）結合Gl、NA、および二個の

β（1－4）結合Gal残基のアノメリックシフトとして帰属された．また，

β（1－3）結合GlcNAc残基の置換によりδ4．158および4．104に帰属さ

れる二個のβ（1－4）結合Gal残基のH－4シグナルからはパラLNnH構

造が含まれることが示された．本スペクトラムにはFuc残基が示す

H－1およびH－6のシグナルδ5．116およびL153が存在することから，

このFuc残基がβ（1－3）結合GlcNAc残基にα（1－3）結合性で付加してい

ることが示された．δ4．708に帰属されるβ（1－3）結合GlcNAcのH－1

シグナルがEm　1・・2－Hにおけるδ4．697よりもさらに低磁場シフトし

ている一方，δ2．021に帰属されるβ（1－3）結合GlcNAcのN・アセチル

基シグナルはEml－2－11における同アセチル基のδ2．028よりも高磁

場シフトしていた．このシフトは，この糖残基にα（L3）結合Fucが

結合していることによると考えられた．また，シグナルδL725，2．667

および2．028はそれぞれH－3ax，　H－3eqおよびN一アセチル基に帰属

されることから，α（2－6）結合性のNeusAc残基の存在が示された．

　以上のシグナル帰属から，本オリゴ糖の構造はNe皿5Ac（α2－6）Ga】

（β1－4）GlcNAc（β1－3）Gal（β1－4）GlcNAc（β1－3）Gal（β1－4）Glcのいずれか

のGlcNAc残基に一つのα（1－3）結合Fuc残基が結合したものであると

同定された．

（8）　　Eml－2－18

　本画分が示すiH－NMRスペクトラム（Table　l3）がモノガラクト

シルーモノシアリルーラクトーN一ネオヘキサオースに関する文献70）と

完全に一致することから，本オリゴ糖の構造はNeusAc（a2－6）Gal
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（β1－4）GlcNAc（β1－3）【Gal（α1－3）Gal（β1－4）GlcNAc（β1－6）］Ga1（β1－4）Glcで

あると同定された，

（9）Em　1－2－19

　本画分に含まれるオリゴ糖の構造は，Em　1－2－8のiH－NMRスペク

トラムと比較して決定した（Table　l3，　Fig．24）．本オリゴ糖のスペ

クトラムから，シグナルδ5．218，4．662，5．126，4、707，4535，およ

び4．432はα一Glc，β一Glc，α（1－3）結合Fuc，6（1－3）結合GlcNAcおよび

二個のβ（1－4）結合Gal残基のアノメリックシフトとして帰属された．

Em　1－2－8と同様に，α（1－3）結合Fuc残基のH－6シグナルはδ1．167に，

β（1－3）結合GlcNAcによる置換を受けたβ（1－4）結合Gat残基のH－4シ

グナルはδ4．156にそれぞれ帰属され，本オリゴ糖の構造には

Ga1（β1－4）［Fuc（α1－3）］GlcNAc（β1－3）Gal（β1－4）Glcユニットが含まれる

ことを示している．しかし，さらにα（1－3）結合Fuc残基のH－1およ

びH－6が示すシグナルδ5」14および1．146，β（1－3）結合GlcNAcの

H－1のシグナルδ4．692，β（1－4）結合Gal残基のH－1に由来するδ4，443

シグナル，そしてβ（1－3）結合GlcNAc置換を受けたβ（1－4）結合Ga1残

基のH－4に由来するシグナルδ4．097が帰属されること・から，本オリ

ゴ糖の構造にはさらにGal（β1－4）【Fuc（α1－3）］GlcNAc（β1－3）ユニット

が含まれていることが明らかである．β（1－3）結合GlcNAc残基の二つ

のN一アセチル基シグナルが示すδ2．014および2．e19は，α（1－3）結合

Fuc残基の置換を受けて高磁場シフトしたものと考えられた．また，

シグナルδL793，2．764および2．030はそれぞれH－3ax，　H－3eqおよ

びN一アセチル基に帰属されることから，α（2－3）結合性のNeusAc残

基の存在が示された．このα（2－3）結合Neu5Ac残基による置換を受け
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たβ（1－4）結合G・曙基のH－3のシグナルδ4．・84は，β（1．4）結合G。1

残基のH・・4シグナルの一部分と重なっていた．

　以上のシグナル帰属から，本オリゴ糖の構造はNeusAc（α2－3）Gal

（β1－4）lF・c（al－3）］GI・NA・（β1－3）G・1（β1－4）【Fu・（α1－3）】Gl。NAc（β1－3）G。1

（β1－4）Glcであると同定された．

（10）　EmL2－21

　本画分が示すiH－NMRスペクトラム（Table　13）がモノガラクト

シルーモノフコシルーモノシアリルラクトーN一ネオヘキサオースに関

する文献のデータ65）と完全に一致することから，本オリゴ糖の構造

はN・u5A・（α2－6）G・1（β1－4）Gl・NA・（β1－3）｛G・1（α1－3）G・1（P1－4）【Fuc

（α1－3）］GlcNAc（β1－6）｝Gal（β1－4）Glcであると同定された．

65



3．4　考察

　本研究で用いたアジアゾウ乳には9191Lの糖質が含まれており，

ヒト（約709／L）やウシ（45g／L）の乳中糖質よりも高濃度であっ

た．糖質の中では，多くの動物種と同様にラクトースが主要糖質で

ある一方，様々なミルクオリゴ糖が含まれていることが示され（Fig．

18），Kunzら77｝の報告とも一致していた，本研究で用いた分娩後ll

日目のアジアゾウ乳には，Fig．1のピーク面積比から算出して，全

ミルクオリゴ糖，ラクトース，および単糖はそれぞれ53．7，36．4お

よび0．9g／L含まれていることが示された．　Petersら119）は．アジア

ゾウ乳中のラクトース含量は，脱脂乳からタンパク質含量を差し引

いた値で算出しており，分娩後5日目では40g／L，141日目では83．6

g庄と報告したが，実際にはこれらの値はミルクオリゴ糖とラクト

ースの合計値に相当する．Kunzら77）の報告では，ミルクオリゴ糖

とラクトース含量は，分娩後45日目の乳には2LOg∫Lおよび25．8

glL，72日目の乳には21．8　g∫Lおよび29．6　g／L，そして234日目の乳

には19．3g／Lおよび30．7g／Lがそれぞれ含まれていた．一方，同じ

Elephantidaeに属するアフリカゾウ乳に関するMacCullagh　and

Wlddowsonの報告1！s）では，ラクトース定量法としてアンスロン法

121）を用いた定量で，その含量は最大で80g／Lに達すること示した．

しかし，この値にはオリゴ糖も含まれていると考えられる．Osthoff

らt2°）は，アフリカゾウ乳中に，ミルクオリゴ糖およびラクトースが，

分娩後4日目の乳には11．8g／Lおよび52．5　g∫L，47日目の乳には

i5．2g／Lおよび11．8g／L含まれると報告した．ヒトミルク常乳中の

ミルクオリゴ糖とラクトース含量は12－149∫1と609／1であるのでt3｝，

ヒトと比較すると，本研究結果を含めたこれらの報告から，アジァ
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およびアフリカゾウ乳中に含まれる糖質（ラクトースおよびミルタ

オリゴ糖）含量は，ヒトに近い高い値を示すことが明らかである．

特にラクトースは，哺乳類同様新生仔の重要なエネルギー－L源である

が，ゾウやヒトの乳仔ではその必要量が非常に高いことが示された．

　Table　14に示した通り，本研究で同定されたミルクオリゴ糖は，

中性糖1種と酸性糖10種であった．ラクトースに次いで含量の高い

イソグロボトリオー一スはヒト乳では発見されていないが，ウシ53），

ヒツジ57），ヤギ59），ヒグマ63），ツキノワグマ64‘65），シロクマ66・67｝，

ジャイアントパンダ68），ハナグマ69）やミンク7°）などの他の哺乳類の

乳にも含まれていることがわかっている，同様に，3’・SLと6’－SL

もウシ46・　49・　49），ヤギ6°）やヒト13）を含めた数多くの常乳または初乳

中より分離同定されており，Kunzら77）もアジアゾウ乳中から見い

だしている．3’－sialyl－3－fucosyllactose（NeusAc（ct2・・3）Gal（β1－4）（Filc

（α1－3）］Glc，　Table　14）は，ヒト乳122）やジャイアントパンダ乳68｝か

らも同定されたが，この糖はシアリルLeXの最小単位であり，NeusAc

（α2－3）Gal（β1・・4）｛Fuc（α1－3）】GlcNAc（β1－3）Gal〈β1－4）Glc（Em　1－2・・8，　Fig．

8）やNeusAc（α2－3）Gal（β1－4）【Fuc（al－3）】GlcNAc（β1－3）Gal（β1－4）［Fuc

（α1－3）］GlcNAc（β1－3）Gal（β1－4）Glc（Em　1－2－19，　Table　14）のように．，

LNnTやpara－LNnHをコア骨格とし，末端にシアリルL♂抗原基を

含むオリゴ糖が発見されたのはあらゆる哺乳動物種の乳で初めてで

ある．これらのミルクオリゴ糖は，いずれも各種セレクチンのリガ

ンド124）として知られるシアリルLeX抗原基を非還元末端側に有して

いることから，乳仔消化管において消化あるいは吸収されて，循環

過程での抗炎症因子として働いているのかもしれない．さらに，

LST　c〈Table　14）は，ヒト46），ミンククジラvs）などの他の動物種か
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らも分離されており・アジァゾウ乳中でも報告されている・7・が，

para－LNnHをコアとするNeusAc（α2－6）Gal（β1－4）GlcNAc（βL3）Ga1

（β1－4）GicNAc（li　1－3）Gai（β1－4）Glc（Em　1－2－11，　Table　14）の発見はあ

らゆる哺乳類乳中では初めてである．また，モノガラクトシルーモノ

シアリルーLNnH（Em　1－2－18）とモノガラクトシルーモノフ＝・シルーモ

ノシアリルーLNnH（Em　1－2－21，　Table　14）は，それぞれミンク70）

とツキノワグマ65）の乳中からも発見されている．

　以上のように，本研究で同定したミルクオリゴ糖は，ラクトース，

LNnTおよびpara－LNnHをコアとして，シアリルLeXやα（2－3）結合

型Neu5Ac残基，またα（1－3）結合型Gal残基が結合した構造を有して

いた．興味深いことに，これらはタイプII型（Gal（β1－4）GScNAc）

構造のみで構成され，Fuc残基の結合様式はα（1－3）結合に限られてい

た．Kunzら77）は，ヒトミルクオリゴ糖の高性能薄層クロマトグラ

フィー（HPTLC）およびHPAECにおける保持時間に基づいた分析

で，アジアゾウ乳中にタイプ1型（Gal（β1－3）GlcNAc）構造を含むオ

リゴ糖を同定していた．これに反して，このタイプのオリゴ糖は，

本研究で解析されたものには見いだされなかった，また，シアリル

LeXを含む高級オリゴ糖やα一Ga1エピトープを含むオリゴ糖は人乳

中に発見されていないことから，ヒトとアジアゾウにおけるミルク

オリゴ糖組成の違いが明らかになった．以上の研究結果から，アジ

アゾウのミルクオリゴ糖の合成は，乳腺上皮細胞内おいて，β1，4．

ガラクトース転移酵素およびα1，3一フコース転移酵素hS優先的に作

用していると推察された．

　乳中に含まれるラクトースとミルクオリゴ糖は，乳仔にとって

各々栄養源および感染防御因子としての作用をしているIs“33）．ヒト
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とゾウの乳仔は，それぞれ12ヶ月，22ヶ月の授乳期間を通して成

長し，離乳する．彼らの比較的長い泌乳期間において，乳児（仔）

は相当量の糖質を摂取することとなる．一方で，ヒトとゾウのミル

クオリゴ糖組成の違いは，病原体への感染防御能の違いを反映して

いるのかもしれない・加えて，ヒトミルクオリゴ糖125・126｝で示唆さ

れているように，アジアゾウ乳中のシアル酸含有オリゴ糖が，乳仔

の小腸から吸収されて脳の発達に重要な役割を果たしているのかも

しれない．
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式

Table　12．1H－NMR　chemical　shifts　of　acidic　oligosaccharides　Em　1－2－2，3，4，7and　8　isolated丘om　Asian　elephant　milk

Reporter　Residue

9「皿p

Chemical　shifts，δ（Coupling　constantS，　Hz）

Em　1－2－2 Em　1－2－3 Em　1－2－4 Em　1－2－7 Em　1－2－8

H－1

H－3

H－3ax

H－3eq

H－4

H－6

NAc

Glcα

G］cβ

Garβ4

Gal’”β4

GlcNAcβ3

FllCCt3

Fucα3

Gal　’　fi4

Gar”β4

Neu5Acα2－3

Neぴ5Acα2－6

Neu5Acα2－3

NeusAcα2－6

Ga1’β4

Fucα3

Fucα3

NeusACCt2－3

Neu5Acα2－6

GlcNAcβ3

5．220（4．0）

4．663（8．0）

4531（8．0）

4．115（2．ga）

5　．223（4．2）

4．668（7．9）

4，427（7．9）

5．176（3．8）

4．652（7．9）

4502（7．9）

5．377（3．8）

5．435（4．1）

L801（12叉｝b，－12．6c）　　　　　　　　　　　　　　　　　1フ98（12．3b，－123c）

　　　　　　　　　　　　1フ46（12．3b，－12．3c）

2コ57（4．9d）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2！763（42d）

　　　　　　　　　　　　2コ13（4コd）

2．030

2．028

L177（65f）

1．182（65f）

2．029

5．220（3　．4）

4．665（8．0）

4．442（7．4）

4．457（7．4）

4．728（8．0）

1．726（12．Ob，一・12．oe）

2．670（4．6d）

4．160（2．ge）

2．028

2、054

5．219（4．0）

4．662（80）

4．434（8．0）

4532（7．4）

4．702（8．6）

5．121（40）

4．087（3．la）

1．795（13．2b，－11．5c）

2フ64（49d）

4」63（2．ge）

1』68（6．3f）

2．030

2．020

a・J。．、．・H4；b」臓。4；CJ。。醜魎d」脚4；eJ・－Zl，・H．3；fJ・，・・
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Table　13．　l　H－NMR　chemical　shifts　of　acidic　oligosaccharides　Em　1－－2－ll，17，18，19　and　21　isolated廿om　Asian　elephant　milk

Reporter　　Residue

9「oup

Chemical　shi丘s，δ（coupling　constantS，Hz）

Em　1－2－11 Em　1－2－17 Em　1－2－18 Em　1－2－19 Em　1－2－21

H4

H．3

H－3ax

H－3eq

H－4

H－5

H－6

NAc

Glcα

Glcβ

Gal’li4

Gal，’，β4

Gal”’β4

Gar’’’”β4

Galα3

GlcNAc’β3

GlcNAc’”β3

GlcNAcβ6
Fuc’et3

Fuc’”α3

Gar’，，’，β4

NeusAca2－3
NeusACCt2－6

Neu5Acα2－3

Neu5Acα2－6

Gal’β4

Gal’”β4

Ga1α3

Fuc’Ot3

Fuc”，α3

Neu5Acα2－3

Neu5Acα2－6

GlcNAc’β3

GlcNAc’”β3

GlcNAcβ6

5219（35）

4．663（82）

4．438（8．8）

4．455（85）

4．469（85）

4．69ワ（7．9）

4．726（7．9）

1．725（12．3b，－12．（ド）

2．669（4．4d）

4．159

4．159

2．028

2．028

2．054

5．219（35）

4．662（8．2）

4．434（8．2）

4．451（8．2）

4456（7．6）

4．708（7．8）

4ニア21（7．6）

5」16（3．8）

1コ「25（12．Ob，－12．3c）

2　．667（4．5d）

4．104（32e）

4．158（3．0ε）

1．153（629）

2．027

2．021

2．047

5．219（3．0）

4．668（8．3）

4433（8．1）

4A55（8．3）

4545（7．8）

5．145（3　．4）

4．730（74）

4．648（5．5）

1．723（12．2b，－11　．7c）

2．669（4、6d）

4．149（22e）

4．184

4．193

2．028

2．052

2　．062

5218（35）

4．662（82）

4．432（7．1）

4．443（65）

4535（82）

4．692（84）

4．707（9．6）

5．114（42）

5．126（3．6）

4．087（3　．oa）

1．794（12、6b，－10．9°）

2二763（3．3d）

4．097

4．156（2　．4e）

1．146（659）

1．167（67g）

2．030

2．014

2．Ol9

5、219（4．1）

4．668（8．2）

4．433（7．9）

4．455（79）

4525（7石）

5」43（3．8）

4．725（79）

4．642

5」15（3．8｝

1．725（12．3b，」2．3c）

2．668（4．5d）

4．147

4．157

4．196（6．2，一一67）f

1．179（65g）

2．027

2．052

2．052

・・J。．、，・H－4；・Jユ。4；・JH－，a、．・．3，g；dJ・・．・4；e　JH－4，・H－・・fJ・．6；9・J・，・・
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Tabte．14．　Structロres　of　the　oligosaccharides　and　lactose　separated　from　Asian　elephant　milk．

Fraction（紅｛vial　name） Chemica1　st「uctu『e

　Acldic　oligosaccharide

　Em　1－2－2（3，－Sialyllactose）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Neu5Ac（α2－3）Gal（β1－4）Glc

　Em　l－2－3（6，－Sialyllactose）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Neu5Ac（α2・6）Gal（β1・4）GIc

　E皿］－24（3，・Sialyl・・3イfucosyllactose）　　　　　　　　　　　　　　Neu5Ac（ct2－3）Ga1（β1・4）＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Glc

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fuc（α1－3）／

Em　1－2－7（Sialyl　lact・－N－ne・te仕a・se　c）　Neu5Ac（α2－6）Gal（P14）GlcNAc（β1－3）Gal（β1－4）Glc

　Em　1－2－8　　　　　　　　　　　　　　　　Neu5Ac（α2－3）Gal（β1－4）＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GlcNAc（β1－3）Gal（β14）Glc

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fuc（α1－3）／

　Em　1・2・11　　　Neu5Ac（α2－6）Gal（β1－4）GlcNAc（β玉一3）Ga1（β14）GlcNAc（β1－3）Gal（β1－4）Glc

　Em　I－2－17　　　N斑5Ac（α2－6）Ga1（β14）GlcNAc（β1・3）Gal（β1－4）＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GlcNAc（βト3）Gal（β1－4）Glc

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F皿c（α1－3）／

　Em　1・2－18　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Gal（α1－3）Gal（β14）GlcNAc（β1－6）＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Gal（β1－4）Glc

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NeusACt・tl6）G・1（β14）GI・NA・（β1－3）／

　Em　1－2－19　　Neu5Ac（α2－3）Gal（β1－4）＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GlcNAc（β1・3）G品（β14）＼

　　　　　　　　　　　　　　　　Fuc（α1－3）／　　　　　　　　　　　　　　GlcNAc（β1－3）Ga｝（β1－4）Glc

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fuc｛oL　l－3）／

・Em　1－2－21　　　　　　　　　　　　　　　　Gal（αバー3）Gal（β14）＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GlcNAc（β1・6）＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fuc（α1－3）／　　　　　　　　　　　Ga1（β1－4）Glc

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NeusA・（，2－6）Gal（β14）Gl。NA・（Pl－3）／

　∧leutrat　ol輌80saccharide

Em　2（isoglobotriose）　　　　　　　　　Gal（α1－3）G副（β1－4）Glc

Em　3（1。Ct。記）　　　　　　　　　　　　G・1（P1’4）Glc



第IV章　総括

　哺乳動物の乳に含まれるミルクオリゴ糖の種類や組成は多種多様

を極める．しかし，それらに関する科学的知見は，ヒトや家畜以外

の乳試料は入手困難なため少ない．また，ミルクオリゴ糖の研究は，

ヒトミルクオリゴ糖で示唆されているような接着阻害による抗感染

作用などの生理学的機能が，他の動物種のおいても発揮されるかど

うかを解明する手がかりを与える．さらに，絶滅危慎種などの希少

種の乳成分を調査することで，人工調合乳を調製する際の基礎的デ

ータを得ることができる．そこで本研究では，バクジラ亜目に属す

るマイルカ科3種（飼育下バンドウイルカ（Tu　rsiops　truncatus），野

生下シャチ（Orcinus　orca）およびマダライルカ（Stenelta　attenuata））

とイッカク科1種（飼育下シロイルカ（Delphinapterus　teucas）），乳

中のミルクオリゴ糖組成を調査した．これにより，以下の結果が明

らかになった，

1．バンドウイルカ乳からは，ラクトース以外に，3’－SL，6’－SL，

　GM2四糖（GalNAc（β1－4）［Neu5Ac（α2－3）］Gal（β1－4）Glc）およびグロ

　ボトリオースが同定された．GM2四糖およびグロボトリオースは，

　哺乳動物種の乳中から遊離糖鎖として初めて発見された。

2．シャチおよびマダライルカ乳からは，ラクトース以外に，6’．SL，

　GM2四糖および，3’－SL，　GM2四糖がそれぞれ同定された．

3，シロイルカ乳中の糖質組成は，ラクトースを主要糖質としている
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他，酸性オリゴ糖として，泌乳初期乳では3’－SL，6’－SL，　GM2四

糖およびLST　cが，泌乳中期乳と泌乳後期乳では初期に含まれる

ものと同様の4種に加えて，シアリルパラーLNnHとシアリルLNnH

がそれぞれ同定された．また、中性オリゴ糖として，泌乳中期か

らLNnTとイソグロボトリオースが，泌乳後期からA四糖が同定

された．

4．　過去の報告と併せて，クジラ目のミルクオリゴ糖組成とその化

　学構造は，分類学上近縁である有蹄目と食肉目と比較して，とて

　もシンプルであった．この傾向は，クジラ目の進化の過程におい

　て獲得されたものであると推察された．

　上記の研究目的と併せて，文献データに示された構造解析に疑問

が残された，アジアゾウ（Elephant　maximus）乳中のミルクオリゴ

糖組成を調査した．

5．アジアゾウ乳には91g／Lもの高濃度で糖質が含まれており，ミ

　ルクオリゴ糖として中性オリゴ糖としてイソグロボトジオース，

　酸性オリゴ糖として6種類の既知オリゴ糖と共に，4種類の新規

　ミルクオリゴ糖が同定された．

　本研究により，バクジラ亜目のミルクオリゴ糖組成の特徴が弱ら

かにすると共に，種間での違いを明らかにした・また・4種に共通

して中性オリゴ糖に比べて酸性オリゴ糖が極めて優勢であることを

明らかにした．一方，糖質を豊富に含むアジァゾウ乳からは・多様
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なシアリル化された高級オリゴ糖が同定され，その中には血液型抗

原であるシアリルL♂構造をもっものが特徴的に含まれるこ志を明

らかにした．さらに，本研究における合欝5種類の新規ミルタオリ

ゴ糖の発見により，レクチンのエビF…プ解析などに利用され悉嶽

リゴ糖ライブラリーの充実に寄与した．
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