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〔応 用 糖 質科 学(Oyo Toshitsu Kagaku : J. Appl. Glycosci.)第43巻　 第2号　p.283～287(1996)〕

糖 質 関 連 酵素 化 学 シ ンポ ジ ウム

鶏 卵 卵 黄 シ ア リル オ リ ゴ糖 の 酵 素 利 用 に よ る分 離 と そ の 生 理 機 能*

纐纈 守**,榎 木裕子,L.R.ジ ュネジャ,金 武祚,山 本武彦

太陽化学(株)総合研究所(510四 日市市宝町1-3)

Isolation of Sialyloligosaccharides from Egg Yolk Using Enzymes and 

Some Biofunctional Activities of the Oligosaccharides Isolated 

  Mamoru KOKETSU,** Yuko ENOKI, Lekh Raj JUNEJA, Mujo KIM and Takehiko YAMAMOTo 

Central Research Laboratories, Taiyo Kagaku Co., Ltd. (1-3, Takaramachi, Yokkaichi 510, Japan)

  Measurement of sialic acid in various structural fractions of hen's egg showed that it is distributed 
in all parts of the egg. Quantitatively, sialic acid was mainly found in the yolk fraction. A suspension 
of delipidated egg yolk was treated with protease and purified by column chromatography. The 
obtained sialyloligosaccharide fraction was subjected to structural characterization, and there were 
three major types of biantennary sialyloligosaccharides. The sialyloligosaccharides were absorbed 
and distributed to various tissues, when orally administrated to rats. The sialyloligosaccharide 
fraction was shown to inhibit infection of rotavirus in vitro and was effective in lowering the incidence 
of diarrhea in rats infected with rotavirus. Also, the sialyloligosaccharide fraction was found to be 
effective in promotion of learning performance in infant rats when examined by the maze test.

　シアル酸 は ノイラ ミン酸 のア シル誘 導体 の総 称 で 自

然界 に は15種 以上 の誘 導体 が確 認 され,植 物 を除 く

動 物 由来 の糖 タンパ ク質,酸 性 ム コ多糖 お よび糖脂 質

に結合 型 と して存在 し,非 還 元 末端位 とい う特 定 の位

置 を 占めて い る.シ アル酸 の 中で最 も量 が 多 く代 表的

な もの が,N-ア セ チ ル ノイ ラ ミ ン酸(Fig.1)で あ

る.こ れ は,分 子 式C11H19NO9,分 子 量309.28,ケ

トー スで,カ ル ボ キ シル 基 を持 つ ため 酸 と して働 き

PKaは2.6で あ る.次 い で,N-グ リ コ リル ノ イ ラ ミ

ン酸(Fig.1)で あ る.ま た,シ ア リル オ リゴ糖 は,

生体 成分 の糖 タ ンパ ク質や,ガ ン グ リオ シ ドに結 合 型

糖 鎖 として存在 す る.

　最近,シ ア ル酸 お よび シア リルオ リゴ糖 は,細 胞 表

面 の末 端 に存在 し,負 電 荷 を有す るため細 胞毒 素,ウ

イル スの レセ プ ター と して の機能 や細 胞接 着,マ ス キ

ング作 用,ガ ン化 な どの生命 現象 に も深 く関与 して い

るこ とが 明 らか とな り,生 理 学 的に 重要 な分 子 として

の認識 が高 まって きた.

　シアル酸 お よび シア リル オ リゴ糖 の応用 開発 に は,

か な りの量 の純 品標 品 が必要 で あ る.こ れ まで,化 学

合 成や 酵素 合成 あ るいは天 然物 か らの単離 等,種 々の

方法 が試 み られ て きたが,大 量調 製 の ための 良好 な方

法が 見 出 され ず,生 理作 用 に関 す る基礎 的研 究 も遅 れ

て いた.そ こで著 者 らは,ま ず鶏 卵 に含 まれ るシアル

酸 を分 析 し,卵 黄 が シア ル酸原料 として優 れ て い るこ

と を確 認 した1,2).次 い で,卵 黄 の シア リル オ リゴ糖

の構 造 を解析 す る と ともに調製 法 も検 討 した.ま た,

調 製 した シア リル オ リゴ糖 を経 口投 与 し,生 体 内で の

動 態 を調 べ る一 方,シ ア リル オ リゴ糖画 分 の ロタ ウイ

ルス阻 害作 用 とラッ トの 学習能 力 に及 ぼす影 響 につ い

て調べ た.

シ アル 酸 の 鶏 卵 中 に お け る分 布

　鶏卵 に含 まれ るシア ル酸 の分 布 とその量 を調べ るた

めに鶏 卵各 成分 中の シアル酸 含量 を測 定 した.そ の結

果,す べ ての 画分 が シアル酸 を含 有 す るこ とがわ か っ

た.含 有率 は,カ ラザ,卵 黄 膜 が高 くそ れ ぞれ2.40,

* "Proceedings of the Symposium on Amylase and 

Related Enzymes, 1995." 
* * Corresponding author .
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Fig. 1. The structures of N-acetylneuraminic acid (Neu5Ac) and 
N-glycolylneuraminic acid (Neu5Gc) .

Table 1. Sialic acid contents in various fractions 

of hen's egg.

1.80%で あ った.ま た,最 も絶 対量 の 多い画分 は,卵

黄 で あ り,鶏 卵 全 体 の シ ア ル 酸 の78.8%を 占 め た

(Table1).微 量成 分 で あ るシア ル酸 を大量 に調製 す

るため には,原 料 が大 量 に調 達 で き しか も安価 であ る

こ とが必要 で あ る.こ の点 か ら卵黄 が シアル 酸の調 製

原 料 として最適 で あ る と判 断 した.

　鶏 卵 卵 黄 の シ ア リル オ リゴ糖 の構 造 と調 製

　1.卵 黄 シア リル オ リゴ糖 の構 造3)

　シアル酸 は,代 謝 の一 時的 な過程 を除 いて ほ とん ど

の場 合,遊 離の 形 では な くグ リコ シ ド結 合 した シア リ

ル オ リゴ糖 と して存在 す る.卵 黄 中 での シア ル酸 の存

在 形態 を明 らか にす るため主要 な シア リル オ リゴ糖 の

構造 解析 を行 った.解 析 は,卵 黄 タ ンパ クの水 溶性 画

分 を回収 し,ヒ ドラジ ン分 離 を行 っ た後,オ リゴ糖鎖

の 還 元末 端 をUV吸 収 試薬(ρ-ア ミノ安 息、香 酸 エ チ

ル,ABEE)で ラベ ル化 した.ラ ベ ル化 したオ リゴ糖

を,Bio-gelP-4,HPLCカ ラム(DEAE-5PW,ODS)

に よって分 画 し,3種(SI-1,SI-2,SII-1)の シ ア リ

ル オ リゴ糖 をそれ ぞ れ単 離精 製 した.3種 の シア リル

オ リゴ糖 は,1H-NMRに よ って構 造 解 析 し,そ れ ぞ

れFig.2に 示 す 構 造 で あ った.脱 脂 卵 黄 水 溶 性 画

分 の すべ ての シ ア リル オ リゴ糖 の 中で,SI-1,SI-2お

よ びSII-1の 含 有 量 は,そ れ ぞ れ9.6,6.5お よ び

17.5%で あ った.

　2.卵 黄 シア リル オ リゴ糖 ペ プチ ドの大量 調製 と

同定4)

　卵 黄 シア リル オ リゴ糖 ペ プ チ ドの大 量 調製 と同定 を

行 った.ま ず,脱 脂 卵黄 タンパ クをプ ロテ アー ゼ消 化

し,オ リゴ糖ペ プ チ ドを水 溶化 した.次 い で,各 種 ク

ロマ トグ ラフィー(DowexMSA-1,GS-520,DEAE-

Toyopearl650M)に よ り2種(A-1,A-Ⅱ)を 単離 精

製 した.A-1,A-Ⅱ は,そ れ ぞれ複 合 型 の2本 鎖 糖 鎖

で ア ミ ノ酸 を平 均 で1.2と2.5個 含 有 して い た.ま

た,脱 脂 卵 黄 タ ンパ クにア ンズ種 子 よ り調 製 した グ ラ

イ コペ プ チダー ゼ を作 用 させ,ペ プ チ ドを有 しな い シ

ア リル オ リゴ糖鎖 を得 る こ とが で きた.

シ ア リル オ リゴ糖 の生 体 への 取 り込 み

　卵 黄 か ら調 製 した シア リル オ リゴ糖 を経 口摂取 し,

生体 内での挙 動 を調べ た.ま ず,卵 黄 シア リル オ リゴ

糖 ペ プ チ ド(A-II)をArthrobacter ureaac2ens由 来

の ノイラ ミニ ダー ゼ で消化 して,ア シ ア ロAⅡ を得,

これ とCMP一[9-3H]NeuAcの 混 液 に α2-6シ ア リル

トラ ンスフ ェ ラー ゼ を作用 させ[3H]A-Ⅱ を酵 素合 成

した.[3H]A-Ⅱ をSDラ ッ トに投 与 し,投 与24時 間

後 の取 り込 み 量 につ い て調 べ た.そ の結 果,臓 器,

脳,血 清,尿 を含 め体 内 に取 り込 まれ た[3H]A-Ⅱ 由
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来 の 放 射 活 性 は58.7%で あ った.こ の結 果 は,消 化

管 内 におけ るシア リル オ リゴ糖 ペ プチ ド由 来の放 射 活

性 が血 清 に経時 的 に移 行 した こ とを示 す.ま た,脳 や

臓 器 には,3,6,24時 間後 にいず れ も約2.5%が 存在

して いた.こ れ らの 結果 は,経 口投与 され た シア リル

オ リゴ糖 の一部 が生体 内に取 り込 まれ生合 成 に利用 さ

れた こ と を示唆 した.生 合 成 された シア ル酸誘 導体 の

機 能解 明 にお いて本研 究 の デー タ を有 効 に活用 す る必

要 が あ る.

シ ア リル オ1丿ゴ糖 の ロ タ ウ イ ル ス感 染 阻 害 効 果5)

　シア リル オ リゴ糖 の生 理機 能探 索 を目的 と して,小

児性下 痢症 の最 大 原 因ウ イル スであ るロ タウイル スに

対す る卵 黄由 来の シア リル オ リゴ糖 の感染 阻害 効果 に

つ いて調べ た.そ の結果,卵 黄 タンパ ク をプ ロ テアー

ゼ消化 して得 た オ リゴ糖 含 有画分 お よび この中 にあ る

陰 イ オン交換樹 脂 吸着 画分 で あ るシア リル オ リゴ糖 画

分 に感染 阻害 活性 を認 め た.感 染 阻 害活性 を示 した オ

リゴ糖 高含 有 画 分 と シア リル オ リゴ糖 画分 を シ ア リ

ダー ゼ処 理 に よって シア ル酸 を除去 す る と同阻害 活性

は完全 に消 失 し,ロ タウイ ルス感染 阻 害活性 に お いて

シ ア ル酸 分 子 の 存 在 が 必 須 で あ る こ とが わ か った

(Fig.3).ま た,乳 飲 み 子マ ウス を用 い たinvitro実

験 に おい て もロ タウ イルス感染 下痢 症 に対 して シア リ

ルオ リゴ糖 画分 は下痢 発 生 を抑 制 す る こ とが認 め られ

た(Fig.4).

　ロタ ウイル スは,乳 幼 児 の ウイル ス性下 痢症 の最 大

の原 因 ウイル スで あ り,ロ タウイル スにか か った乳 幼

児は,嘔 吐 を ともない,激 しい脱 水症 状 に陥 り場合 に

よっては死 に至 る.発 展 途上 国 では,毎 年100万 人以

上 もの乳幼 児 が死亡 す る と報 告 され て いる.発 展途 上

国で も比較 的 入手が 容易 な鶏 卵 の成分 が ロ タウ イル ス

感 染 阻害効 果 を示す こ とは,ロ タ ウイル ス予 防の ため

に も意義 深 い こ とで ある.と くに,同 ウイル ス を抗 原

と して注射 した鶏 は 同ウ イル ス抗 体 を含 む こ とが す で

に 明 らか に なって い るの で6),卵 黄 を与 え るこ とで ロ

タウ イルス感染 下痢 症 の治療 が で き るか も しれ ない.

また,シ ア リルオ リゴ糖 の生理 機 能探 索 の一 端 と し

てSDラ ッ トに シア リル オ リゴ糖 画分 を経 口投 与 し,

迷 路 を用 い た試 験 で 学 習 能 力 に対 す る影 響 を 調 べ

た7).Fig.5に 示 す 実験 スケ ジュー ル に したが い14一一

21日 齢 に シ ア リル オ リゴ糖 画 分 を与 え,次 い で42～

49日 齢 の時 点 で迷 路 実 験 を行 っ た.そ の 結 果,シ ア

Fig. 3. Effects of sialyloligosaccharide and neutral 

oligosaccharide fractions on rotavirus (SA-11) 

inhibition. Sialyloligosaccharide fraction (0) ; 

neutral oligosaccharide fraction (U). 

   The ability of each fraction to inhibit rotavirus infec

tion was measured by an indirect immunofluorescence 

staining method. Briefly, MA-104 cells were grown to 

confluence on 98-well tissue culture microplates (Nunc 

Microwell Plate96F with Lid) in the presence of 

Eagle's minimum essential medium (EMEM) and 10% 

fetal bovine serum at 37•Ž in a CO, environment. 

Aliquots of sample were diluted in EMEM, mixed with 

an equivalent volume of rotavirus (SA-11, 1 x 105-106 

FCFU/ml), and incubated at 37•Ž for 1 h. This 

mixture was absorbed onto the cells. After cells were 

washed with PBS, FITC-labeled goat IgG against 

guinea pig IgG was sailed and incubated at 37'C for 30 

min. Cells were washed and air-dried, and the number 

of positively fluorescent cell focus forming units 

(FCFU) were counted under a fluorescence microscope.

Fig. 4. Effects of administration of sialyloligosaccha
rides fraction to suckling mice inoculated with 
rotavirus (SA-11). 

   Saline, left bar; the sialyloligosaccharide fraction, 
right bar. *p <0.05. 2.5 mg of the sialyloligosaccharide 
fraction was orally administered to 6-day-old mice (30 
mice/group) and was inoculated with 50 ml of 8.8 X 106 
FCFU/ml of rotavirus. Control group was administered 
with saline and rotavirus. All the groups were inspect-
ed daily for diarrhea by gentle palpitation of the abdo
men. and the incidence of diarrhea was counted.
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Fig. 6. Effects of oral administration of sialyloligosac

charide fraction on goal-reaching time of rats in 

the maze test.•¡

•, sialyloligosaccharide fraction; •œ saline.

リル オ リゴ糖 画分 投 与群 は,対 照群 に比べ ゴー ルへ の

到達 率 お よび到達 時 間 にお いて有 意 に迷 路 学習 に対 す

る効 果 を示 した(Fig.6).
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【質 問】 北大 千葉

　卵 黄 の 中に含 まれ る糖鎖 は生 合成 の過程 でみ られ る

あ らゆ る鎖長 の糖 鎖 が認 め られ ます の で し ょうか.最

小 の鎖長 の糖 鎖 は どの程度 で しょ うか.

【答 】

　非 常 に 多 くの 種 類 の糖 鎖 が 報 告 さ れ て い ます[J.

Biochem.,113,677-682(1993);Glycoconjugate J., 8,

 400-413(1991);Biochemistry, 29, 5574-5583(1990)].

最 小 鎖長 と して は,単 糖 として グル コー スが 卵黄 中 に

は約0.7%存 在 す るこ とが報 告 され て い ます.

【質 問】 京都工 繊 橋 本

　シア リル オ リゴ糖 の脳 へ の取 り込 み につ いてお答 え

下 さい.

　(1)他 の部位 と異 な り投 与初期 か ら取 り込 み量 がほ

とん ど変化 して いな い よ うに思 え るが,ど の よ うに考

えて お られ るのか?

　(2)か な りシア リル オ リゴ糖 の分 子量 は大 きい が,

その ままの形 で脳 内へ取 り込 まれ るのか?

　(3)脳 へ の取 り込 み は どの よ うな経 路 を とって行 わ

れ るのか,グ ル コー スの よ うに血 液脳 か ん門 の タイ ト

ジ ャン クシ ョン経 由 なのか?

【答 】

(1)わ れわ れの デー タでは,6時 間 の 時点 が最 も高

く,取 り込 み量 は変 化 します.た だ,他 の部位 に比べ

取 り込 み量 は1%以 下 と比較 的低 い部位 で した.

(2)生 体 内 に存在 す る シア リダーゼ な どの作 用 に よ

り低 分 子化 して吸収 され た もの と考 え ます.低 分 子化

につ いて は,ゲ ル濾過 にて確 認済 み です.

(3)そ の よ うに考 え ます.

【質 問 】 野 田産研 小 熊

ロ タウ イル ス感 染 阻害 お よび学 習能 力向上 効果 に お

いて この シア リル オ リゴ糖 の構 造 が重要 なの で しょ う

かPシ ア ル酸単 独 で は効 果 が ないの で し ょうかP

【答 】

　今 回の動物 実験 で は,粗 精製 品 を用 いて行 ってい る

ため 構造 との相 関 までは 言及 で き ませ ん.し か し,シ

ア リダー ゼ処 理 に よって活 性 が な くなる点か らシア リ

ル オ りゴ糖 鎖 中の シア ル酸 の 重要 性 は確 認 され ま し

た.ま た,シ ア ル酸単独 での効 果 につ いて は,ロ タウ

イ ルス感染 実 験 にお いて シア ル酸単独 で活性 を確 認 し

てお ります.し か し,モ ル比か ら見 れば シア リル オ リ

ゴ糖鎖 と比べ 弱 い もので した.
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【質問 】 明 治乳 業 藤 本

　(1)ロ タウ イ ル ス感 染 防御 でSI画 分 とSII画 分 で

活性 の差 が あるの か?

　(2)SI画 分 とSII画 分 の 量 比 は個 体 差 や種 の 差 に

よって変化 す るの か?

【答 】

　(1)ロ タウ イルス の実験 を行 った際 には,ア ッセ イ

に 十分 な量 のサ ンプ ル を有 してお りませ ん で した.

(2)わ れ われ の調べ た範 囲 では,大 差 な い もの と考

えて い ます.

【質 問 】 東京農 工大 坂 野

　変 な質 問です が シア ル酸が 除去 され る と調 べ た生理

活 性(作 用)が な くな るの で し ょうか.

【答 】

　ロタ ウイル スの感 染 阻害効 果 にお いて シア リダー ゼ

処 理 に よっ て阻 害効 果 が 完 全 に 喪 失 し ま した.し た

が って,シ ア リル オ リゴ糖 の シアル 酸が 除か れ るこ と

に よ り活 性が な くな ります.

(平成8年1月11日 受付)


