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研究成果の概要（和文）：　酪農家畜（ウシ、ヤギ、ヒツジ）の初乳より、オリゴ糖ヌクレオチドの分離と構造
解析を試みたが、再現よく分離することができず、単糖ヌクレオチドUDP-Gal, UDP-Glc, UDP-GalNAc, 
UDP-GlcNAcが分離、同定された。
　その腸管細胞のバリア機能強化に及ぼす効果を調査するため、小腸を模した系として腸管上皮細胞の共培養系
を使用し,UDP-Gal, UDP-Glcを添加して、6~24時間培養した。ついで細胞からRNAを抽出し、リアルタイムPCRに
てMUC2, MUC3遺伝子発現への影響を調査した。結果、6時間培養によってUDP-GalによるMUC2遺伝子発現量の上昇
が発見された。

研究成果の概要（英文）：     Although the separation of oligosaccharide nucleotides from the 
colostra of domestic farm animals including, cow, goat and sheep, these were not separated. However,
 UDP-Gal, UDP-Glc, UDP-GalNAc and UDP-GlcNAc as sugar nucleotides were identified.
      In in vitro experiment with intestinal epithelial cell, the growth stimulation had not been 
found by addition of UDP-Gal into the medium.To study the effect on intestinal barrier function by 
exposure with the sugar nucleotide, the mixed intestinal epithelial cell of Caco2:HT29-MTX cells =9
 : 1, which was imitated for small intestine, was cultured with the final concentration of 200 μ
g/mL of UDP-Gal or UDP-Glc for 6, 12 or 24 hrs. Then total RNA was extracted from the cells and 
reverse - expressed to cDNA. The expressed levels of MUC2 or MUC3 was measured by real time PCR. As 
a result, the significant increase of the expression level for MUC2 was found in the cells, which 
were cultured with UDP-Gal for 6 hr.

研究分野： 糖質科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オリゴ糖ヌクレオチドという機能未知の物質の普遍的な存在と機能解明を行うことは、生化学に新たな知見を切
り拓く壮大なチャレンジであったが達成できなかった。一方、酪農家畜の初乳に含まれる糖ヌクレオチドの種類
を、従来の方法ではなく、現代的な精密な手法で明らかにしたことは意義がある。また、細胞内での糖鎖合成材
料としてではなく、分泌液である初乳に含まれる糖ヌクレオチドが、乳子の腸管通過中にバリア機能に影響しう
る可能性のあるデータがえられたことは、機能解明への今後の展開に希望をいだかせるものである。そのような
試みによってその機能が解明されれば、家畜飼料・食品添加素材としての利用可能性をもたらすであろう。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
哺乳動物の乳や初乳には、乳仔に栄養を付与する他に生命や健康の維持に欠かすことのできな

い機能をもった成分が含まれている。またこれまでに乳・初乳の中に分離・同定されている成分
に機能未解明のものもある。家畜やヒトの乳・初乳の中にヌクレオチドの他、糖ヌクレオチドの
含まれていることは 1960 年代から報告されている。糖ヌクレオチドは通常細胞内に含まれ、糖
転移酵素のドナーとして糖鎖合成系の材料として使用されているが、乳・初乳含めた分泌液の中
でのその機能についてはまったくわかっていない。それに加えてヒトや家畜の初乳にオリゴ糖
とウリジン 2 リン酸の結合したオリゴ糖が発見されているが、それは存在理由がまったく理解
させていない物質である。オリゴ糖ヌクレオチドをドナーとして、オリゴ糖ごとに転移するよう
な糖転移酵素の存在も予想されたが、多くの努力にもかかわらずそれはこれまでに発見されて
いない。 
 浦島は、平成 28 年度〜平成 30 年度文部科学省科研費助成研究において、コリデール種のヒ
ツジの初乳より新規なシアル酸を含む２種のオリゴ糖ヌクレオチドとして Neu5Gcα2-6Galβ
1-4GlcNAc-UDP と Neu5Gcα2-3Galβ1-4GlcNAc-UDP を分離し、構造決定した。オリゴ糖ヌ
クレオチドはヒツジ乳・初乳に限らず、酪農家畜の乳に普遍的に存在し、そして仔の健康・生命
の維持に重要な機能をもつことも予想された。そのような機能が明らかになれば、健康性素材と
して家畜の飼料やヒトへの機能性食品素材としての活用も期待できる。それはタンパク質、ペプ
チド、脂質、オリゴ糖、多糖とは異なる新規の飼料・食品添加素材の開発が期待され、畜産・食
品産業の発展にも貢献できると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
酪農家畜を含む哺乳動物の乳・初乳は、乳仔の健康・生命維持に必要な各種の生理活性物質が

含まれるが、機能のよくわかっていない成分もある。ウシ、ヤギ、ヒツジ、ヒト、ブタ、トナカ
イなどの乳に発見される糖ヌクレオチドのその一つである。糖ヌクレオチドは本来細胞内の細
胞質に存在し、ゴルジ体において糖転移酵素のドナーとして糖鎖の合成材料として利用される。
一方、体液の中で糖ヌクレオチドが分泌されるのは乳・初乳だけであり、乳における存在意義は、
糖鎖合成の材料としてもものとは異なっているであろう。ヒトやウシの乳・初乳にはヌクレオチ
ドが含まれており、乳仔の未熟な腸管を成熟させるような役割がある。糖ヌクレオチドに同様な
働きがあるか不明であるが、母子のクロストークに何らかの役割をもっていることも考えられ
る。 
浦島はこれまでの研究の中で、コリデール品種のヒツジの初乳にシアル酸を含む新規のオリゴ

糖ヌクレオチドとして Neu5Gcα2-6Galβ1-4GlcNAc-UDP ならびに Neu5Gcα2-3Galβ1-
4GlcNAc-UDP を分離、構造解析した。これは乳・初乳以外には発見されていない非常にユニー
クなものなので、ヒツジ以外の酪農家畜（ウシ、ヤギ）の乳・初乳にも含まれるか探索すること
を試みた。ついで糖ヌクレオチド成分が腸管上皮の成熟に及ぼす影響を探索する目的で、上皮細
胞への増殖刺激、ならびに腸管バリア機能への影響を調査するため、in vitro の試験として細胞
培養系への添加とムチン遺伝子複製への効果を研究した。そのような機能を明らかにすること
によって、家畜飼料ならびに機能性食品への添加素材としての利用可能性を探索しようとした。 
 
 
３．研究の方法 
 
酪農家畜初乳に含まれる糖ヌクレオチドの同定から開始した。初乳から糖ヌクレオチドを簡便

に分離できるイオン交換クロマトグラフィー分離技術の開発を行うとともに、ウシ２品種（ホル
スタイン、ブラウンスイス）、ヤギ１品種（日本ザーネン）、ヒツジ３品種（コリデール、フライ
スランド、サフォーク）の初乳から糖ヌクレオチドを溶媒抽出、イオン交換クロマトグラフィー、
ならびに Amide-80 カラムを使用した高速液体クロマトグラフィーによって分離し、1H-NMR で構
造解析した。それによって各家畜種の初乳に含まれる糖ヌクレオチドの種類を特定した。 
ついで上皮細胞に対する増殖刺激効果を探索するため、家畜初乳に含まれる代表的な糖ヌクレ

オチドとして UDP-Gal を使用し、腸管上皮 HIEC-6 細胞に３点の濃度(0.01 mg/mL, 0.1 mg/mL, 
1 mg/mL)で添加して培養した。培養後 10日目、11 日目、12日目における細胞数を計測すること
で増殖刺激効果の観察をおこなった。ポジティブコントロールとしては hEGF を使用した。 
続いて、糖ヌクレオチドが細胞機能に対する刺激効果をもちうるか探索する目的で、上皮組織

の表面を覆うムチン層の発現に対する影響を調査した。In vitro の小腸を模した系として
Caco2:HT29-MTX 細胞=9:1 の共培養系を使用した。それを播種して 20日間培養した後、UDP-Gal
また UDP-Glc を添加し、6, 12 また 24 時間培養をおこなった。サンプルは糖ヌクレオチドを添



加しないコントロール群、生理的濃度として終濃度 200 μg/mL の UDP-Gal また UDP-Glc を含む
３群とした。培養後、トータル RNA を回収し、cDNA に逆転写した後、MUC2 また MUC3 遺伝子発現
への影響をリアルタイム PCR で相対化した。スタンダードカーブ法で相対化し、ハウスキーピン
グ遺伝子のβ-アクチン、GAPDH で正規化を行い、スチューデントの t検定で有意差を調べた。 
 
 
４．研究成果 
 
今回の分析において、ウシ２品種、ヤギ１品種、ヒツジ３品種の初乳からオリゴ糖ヌクレオチ

ドは発見できなかった。以前の分析において、コリデール品種のヒツジの初乳から２種のシアル
酸を含むオリゴ糖ヌクレオチドを発見しているので、それは常に生合成されるものではなくて、
ある時期生合成されることがあると考えられる。1960 年代にヤギ初乳にもシアル酸を含むオリ
ゴ糖ヌクレオチドを発見した例が報告されているが、その後それを再現するような報告はない
ので、家畜種を超えた同様な現象と考えられる。今回の分析において、２品種のウシサンプルか
ら糖ヌクレオチドとして UDP-Gal と UDP-Glc が、糖リン酸として N-アセチルグルコサミン-1-リ
ン酸が、ヤギサンプルからは糖ヌクレオチドとして UDP-Gal, UDP-Glc, UDP-GlcNAc, UDP-GalNAc
が、糖リン酸としては N-アセチルグルコサミン-1-リン酸が同定された。（図１にイオン交換ク
ロマトグラフィーによって分画されたヤギ初乳より分離された画分の HPLC を、図 2にヤギ初乳
より精製された UDP-GlcNAc と UDP-GalNAc を含む画分の 1H-NMR スペクトラムを示した）サフォ
ークならびにフライスランド２品種のヒツジ初乳からは糖ヌクレオチドは検出されず、ウリジ
ン 1 リン酸とウリジン 2 リン酸の２種のヌクレオチドのみが同定されたが、コリデール品種の
ヒツジ初乳からは糖ヌクレオチドとして、UDP-Gal, UDP-Glc, UDP-GlcNAc, UDP-GalNAc が検出
された。このように初乳に含まれる糖ヌクレオチドに種間差と、ヒツジでの品種差が観察された。 
家畜初乳に含まれる糖ヌクレオチドとして UDP-Gal を 3 点の濃度で添加し、HIEC-6 細胞への増

殖刺激効果を調査したが、UDP-Gal 添加による効果は観察されなかった。 
小腸組織を模した Caco2:HT29-MTX 細胞=9:1 の共培養系に対し、200 μg/mL の UDP-Gal また

UDP-Glc を添加した場合、6時間の培養系では UDP-Gal 添加群にコントロール群と比べて MUC2 遺
伝子の発現量の有意な上昇が、UDP-Glc 添加群では同遺伝子発現量の上昇傾向が発見された（図
３参照）。12 時間培養では糖ヌクレオチド添加群は、コントロール群と比べて MUC2 発現量は有
意に低下したが、24 時間培養では UDP-Glc 添加群で発現上昇の傾向があった。一方、MUC3 発現
に対しては 6時間、12 時間培養で、糖ヌクレオチド添加群で低下傾向があったが、24時間培養
では UDP-Gal 添加群で上昇する傾向が認められた。この結果は、家畜初乳に含まれる糖ヌクレオ
チドには、乳仔の小腸組織において曝露時間によって腸管バリア機能に影響する可能性を示唆
している。しかしながら、このような傾向には再現性があるか、さらに研究実施例を増やすこと
が求められる。そのような機能が再現よく発見できた場合、腸管機能の調整素材としてこれらの
糖ヌクレオチドを調合乳や飼料素材として添加することの有効性が示されるかもしれない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
図１ 高速液体クロマトグラフィーによるヤギ初乳より分離した糖ヌクレオチドの分離 
 

 

 
図 2 ヤギ初乳より分離した糖ヌクレオチドの 1H-NMR 
6ｈ リアルタイム PCR  



ハウスキーピング遺伝子とムチン遺伝子との相対量 

 
※p<0.05  ctrl vs U-Gal                   ※p<0.05  ctrl vs U-Gal 

 
※p<0.05   ctrl vs U-Gal 
 
図 3 コントロールと比較した UDP-Gal また UDP-Glc と 6 h 共培養した上皮細胞の MUC2 mRNA レ
ベルの変化 
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