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  The learning performance ability of the egg yolk sialyloligosaccharide fraction was investigated
. 

The egg yolk sialyloligosaccharide fraction was administrated to rats aged 14 to 21 days
. Goal-

reaching time and success ratio of goal reaching were measured using maze test on 42-49 days old rats
. 

The results showed that the group which were administered egg yolk sialyloligosaccharides fraction 

had higher success ratio of goal reaching than control group
, and goal reaching time was also reduced 

significantly as compared to control . The results of this study suggest that the sialyloligosaccharide 
derivatives might play an important role to improve the learning performance of infants .

　シア ル酸 は,細 胞表 面 の糖 タ ンパ ク質や ガ ン グ リオ

シ ドな どの非 還 元末 端 に 存在 し,し か もカ ル ボ キ シル

基 を有 して い るこ とか ら細 胞 表 面 の マ イ ナ ス電 荷 を付

与 し1),細 胞 間 の情 報 伝 達2・3)やウ イ ル スの レセ プ ター

作 用4・5)など を示 す 特 有 な糖 鎖 で あ る.近 年,シ ア ル

酸誘 導体 が抗 慢 性 炎 症6),イ ン フ ルエ ンザ ウ イ ル ス 阻

害 作 用7)な ど医薬 品開 発 に 向 け ての 開 発 も盛 んに 行 わ

れ て い る.

　シア ル 酸 を含 有 した ス フ ィ ン ゴ糖 脂 質 の 一 つ で あ る

ガ ン グ リオ シ ドは,神 経 系8)や 脳 の 部位9)で 広 ぐ分 布

し,種 類 も多 くの ものが 報 告 され て い る10・11).ガ ン グ

リオ シ ドは,脳 内 での 含 有 量 が 多 い こ とか ら脳の 発達

や 学 習能 力 の 向上 効 果 と深 い 関 わ りが あ る と推 察 され

て い る12).

　わ れ われ は,こ れ まで鶏 卵 卵 黄 中の 主要 な シア リル

オ リゴ糖 の糖 鎖 構 造13)に つ い て報 告 して きた.今 回,

鶏 卵 卵 黄 か ら調 製 した糖 タ ンパ ク質 由来 の シア リル オ

リゴ糖 が,新 生 児期 の ラ ッ トの 学 習能 力 に及 ぼす 影 響

を迷 路実 験 に よ り試 験 した.

実 験 材 料 と 方 法

　1.シ ア リル オ リゴ糖 画 分 の 調 製

　脱 脂 卵 黄 は,前 回報 告 し た もの と 同 ロ ッ ト品14)を

用 い た.40kgの 脱 脂 卵 黄 は,90kUの プ ロ テ アー ゼ

(オ リエ ンター ゼ,Aspergillusoryzae由 来,阪 急バ イ

オ イ ン ダ ス ト リー 社 製)を 添 加 じ,'0 .05Mリ ン酸 緩

衝液 中 で50℃,2σ 時 間 反 応 させ た.酵 素 反 応 液 は,

濾 過 後,分 画分 子 量10,000のUF膜(日 東 電工 社 製)

に よ って 高分 子 成 分 を除 去 した.UF膜 透 過 液 の濃 縮

と脱 塩 を,RO膜 に よ っ て行 い,エ バ ボ レー ター で乾

固 させ,オ リゴ糖 濃縮 画 分 を得 た.こ の オ リゴ糖 濃 縮

画分 を陰 イオ ン交 換 樹 脂 で あ るDowexMSA-1(Cl一

型,ダ ウ ・ケ ミカ ル社 製)に ア プ ラ イ し,ス テ ップ ワ

イズ 溶 出 を行 った.各 フ ラ ク シ ョン は,糖 の場 合 フ ェ
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ノー ルー硫 酸 法15),シ ア ル酸 の場 合過 ヨウ素 酸 レゾ ル

シ ノー ル法16)で モ ニ タ ー し,中 性 糖 画 分 お よび シ ア

リル オ リゴ糖 画分 の確 認 を行 っ た.イ オ ン交 換 水 で 中

性 糖 画 分 が 溶 出 され た後,0.5MNaC1に て樹 脂 に 吸

着 した シ ア リル オ リゴ糖 画分 が 溶 出 され た.シ ア リル

オ リゴ糖 画 分 は,BiogelP-4(200～400メ ッシ ュ,バ

イ オ ラ ッ ド社)に て脱 塩 した.シ ア リル オ リゴ糖 画 分

は,過 塩 素 酸 一チ オバ ル ビツ ー ル酸(TBA)法17)に て

シ ア ル 酸 の定 量:を行 っ た.ア ミ ノ酸 分 析 は,MoORE

らの 方 法18)に 従 って 行 っ た.す な わ ち シア リル オ リ

ゴ糖 画 分 を6MHC1で110℃,80時 間加 水 分 解 し,

ア ミノ酸 自動 分 析 装 置(Hitachi835-50,日 立 製作 所

製)で 測 定 した.

　2.投 与 スケ ジ ュール

　SDラ ッ トは,1日 齢 の もの を親 と とも にSLC社 よ

り購 入 した.ラ ッ トの飼 育,サ ンプ ルの 投 与 時期,迷

路 学 習 の 実 験 ス ケ ジ ュー ル をFig.1に 示 し た.す な

わ ち,21日 齢 まで は,親 と と もに飼 育 し親 に は 固 形

飼 料(G2,日 本 ク レア 社 製)を 与 えた.22日 齢 で,

離 乳 し,1匹 ず つ ケ ー ジ に 入 れ 固形 飼 料 で飼 育 した.

シ ア リル オ リゴ糖 画分 は,100,u1の 生理 的 食塩 水 に溶

解 し,14～21日 齢 の ラ ッ トに体 重50g当 り10.5mg

に な る よ うに シ リン ジに付 け た ゾ ンデ を用 いて 強制 的

に 経 口投 与 した.コ ン トロー ル群 に は100μ1の 生 理

的 食塩 水 を同 様 に投 与 した.投 与 は,1日1回 午 前 中

に行 い,い ず れ の ラ ッ トも毎 日同 じ時 間 に投 与 した1

試 験 は,1群5匹 と した.迷 路 実 験 終 了 まで の期 間 に

お い て両 群 の体 重増 加 を毎 日測 定 し,サ ン プル 投 与 に

よ る両 群 間 の 成 長 に対 す る個 体 差 は認 め られ なか った.

3.迷 路 実験

シア リル オ リゴ糖 画 分 投 与群 お よび コ ン トY]`一ル群

は,42日 齢 か ら49日 齢 にFig.2に 示 し た迷 路 を用 い

て学 習 能 力 の評 価 を した.迷 路 の ルー トは,Sを ス ター

トと しそ れ ぞ れの 選 択 関 門 を通 過 させ,Gを ゴー ル と

した.ゴ ー ル に は,固 形飼 料 を一 つ 設 置 した.通 路 は

幅10cm,高 さ7.5cmの 黒 色 の ア ク リル を用 い た19).

迷 路 学 習 初 日は,予 備 試行 と して1度 だ け ラ ッ トを軽

く手 で持 ちな が ら正 しい道順 を た ど り,ゴ ー ル まで 導

いた.本 試行 で は,透 明 の ア ク リル板 で装 置 にふ た を

し,ラ ッ トの行 動 を観 察 で き るよ うに した.照 明 は,

ス タ ン ドの間 接光 を用 い た.ま た,前 室 を有 した比 較

的 静 か な環 境 で試 験 を行 った.1匹 の 試行 が 終 了 し た

後,ア ル コー ルに よっ て装 置 の 通路 をふ き取 り ドラ イ

ヤー で乾燥 させ る こ とに よ り,前 の ラ ッ トの 臭 い を除

去 した.

　試 行 時 間 は,5分 間 と し,ゴ ー ル に到 達 す る ま で の

時 間 を計 測 した.時 間 を超 過 して も ゴー ル に到達 しな

か っ た場 合 は,1律5分 と して デ ー タ処 理 し,ゴ ー ル

まで の到 達率 は,ゴ ー ル に到 達 した ラ ッ トの数 か ら求

め た.統 計 学 的処 理 は,t検 定 法 に従 っ た.

実 験 結 果

1.シ ア リル オ リゴ糖 画 分 の 成 分

プ ロテ アー ゼ 処 理 した オ リゴ糖 濃縮 画 分 を イオ ン交

換 樹 脂 のDowexMSA-1で 分 画 し た(Fig.3).素 通

りの イオ ン交換 水 溶 出 画分 は,シ ア ル酸 の発 色 をほ と

Fig. 2. Design of maze used in the study.

Fig. 3. Elution profile of oligosaccharide-enriched
fraction on anion exchange column (Dowex 
MSA4). 

 •, Hexose; •, Sialic acid.
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ん ど認 め ず,フ ェ ノー ル ー硫 酸 の呈 色 反 応 が 強 い こ と

か ら 中性 糖 を主体 とす る画分 で あ っ た.0.5MNaCl

溶 出 画分 は,シ ア ル酸 の発 色 を認 め 同時 に糖 の発 色 も

認 め た.前 報 で す で に報 告13)し て い る よ うに 鶏 卵 卵

黄 か ら調 製 した シア リル オ リゴ糖 画 分 に 含 まれ る主 要

な シア リル オ リゴ糖 鎖 は,N一 結合 型 の 複 合 型2本 鎖

糖 鎖 で あ り,ア ミノ酸 は,平 均 でAsp残 基 を含 め て

1～3.5個 含 ん でい る こ とが わか って い る20).

　シア リル オ リゴ糖 画 分 の シア ル酸 とア ミノ酸 の組 成

分 析 を行 った.シ ア ル酸 は,シ ア リル オ リゴ糖 画 分 全

体 の6.9%で あ った.ア ミノ酸 分 析 の結 果 はTable1

に 示 し た.卵 黄 中 の シ ア リル オ リゴ糖 は,N一 結 合 型

の 糖 タ ンパ ク糖 鎖 で あ るた め13)Asn残 基 が 含 まれ,

全 ア ミ ノ酸 の う ち17.0%で あ っ た.同 じよ う に2個

の カ ル ボ ン酸 を有 す るGlx残 基 の含 量 が 多 く,24 .5

%で あ った.そ の他 に,Va1が9.6%,Alaが9.3%,

Glyが8.0%含 まれ て い た.

　2.ゴ ール まで の到 達 率

　シ ア リル オ リゴ糖 画分 が学 習 能 力 に 及 ぼす 作 用 を調

べ るため に ゴー ル まで の到 達 率 と到達 時 間 を測 定 した.

ゴー ル まで の到 達 率 は,シ ア リル オ リゴ糖 画 分 投 与群

は,3日 目で100%の ラ ッ トが ゴー ル に到 達 した の に

対 し,コ ン トロー ル群 は,5日 目で100%の ラ ッ トが

ゴー ル に到達 した(Fig .4).

Fig. 4. Effect of oral administration of sialyloligosac

charides fraction on success ratio of goal reach

ing using maze test on rats.•¡

•, Sialyloligosaccharide fraction; •œ Saline.

Fig. 5. Effect of oral administration of sialyloligosac

charide fraction on goal-reaching time using 

maze test on rats. •¡

, Sialyloligosaccharide fraction; •œSaline.

　3.ゴ ー ル までの 到 達 時 間

　ゴー ル ま で の 到 達 時 間 は,1日 目,3日 目,4日 目

お よび5日 目で シア リル オ リゴ糖 画分 投 与 群 が,コ ン

トロ一 ル群 と比 べ 有 意 に短 時 間 で あ っ た.シ ア リル オ

リゴ糖 画分 投 与 群 が1日 目で163.4秒 に対 して コン ト

ロー ル群 は,293秒 で あ っ た.4日 目で53 .8秒 に対 し

て,179.8秒 であ った(Fig.5).

考 察

　迷 路実 験 に よ って鶏 卵 由来 の シア リル オ リゴ糖 画 分

投 与群 は,コ ン トロー ル群 と比べ,よ り短 時 間 に迷 路

学 習 の効 果 を示 した.シ ア リル オ リゴ糖 画分 投 与群 は

1日 目か らこの 学 習 を獲 得 した.
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　14日 齢 の ラ ッ トにN一 ア セ チ ル ノ イ ラ ミン酸 を投

与す る こ とに よ り脳 内 で の ガ ン グ リオ シ ドとシア ル酸

含 有糖 タ ンパ ク質 の 量 が 増 大 す る こ と21)さ らに 生 後

間 もな い段 階 で刺 激 を与 え た ラ ッ トは,学 習 能 力 の点

で刺 激 を与 えな い群 と比べ 優 れ てお り,脳 内の シア ル

酸 の含 量 を定 量 した とこ ろ有 意 に増 大 す るこ とが 報告

され て い る22).ま た,脳 か ら調 製 した粗 ガ ン グ リオ シ

ドやGM1,GDlbの 投 与 に よっ て学 習 能 力 の 向上 が,

報 告 され て い るが12),こ れ らの こ とか ら今 回投 与 した

シア リル オ リゴ糖 画分 が,脳 内 で の ガ ン グ リオ シ ドと

シア ル 酸含 有 糖 タ ンパ ク質 の 生合 成 原 料 と して使 われ,

その 結 果学 習能 力 の 向上 が もた らさ れ た と推察 され る.

これ ら を確 認 す るた め に今 後 放射 ラベ ル体 を調 製 し,

RI実 験 に よっ て投 与 さ れ た シ ア リル オ リゴ糖 画分 が

脳 内 に取 り込 まれ るの か を検 討 す る必要 が あ る.

　人乳 の初 乳 期 にお け るシ ア リル オ リゴ糖 の 含 量 は非

常 に高 く最初 の1週 間 の含 量 は,1,400mg〃 で あ り,

10週 目以 降 の 母 乳 と比 べ 約7倍 もの 量 を含 有 し て い

る23).こ れ は,新 生 児期 に シア リル オ リゴ糖 を大 量 に,

与 え る こ とに よ り,脳 の発 達 を促 して い る もの と考 え

られ て い る.こ れ らの 事実 か ら新 生 児期 に お いて シア

リル オ リゴ糖 が乳 児 の学 習能 力の 発 達 に 欠か せ ない重

要 な 成分 で あ る と考 え られ る.

要 約

　鶏卵卵黄由来のシアリルオリゴ糖画分の学習能力に

与える影響を調べた.鶏 卵卵黄から調製したシアリル

オリゴ糖画分を乳飲み子のラットに14日 齢から21日

齢の期間,経 口投与した.42日 齢か ら49日 齢の8日

間迷路を用いてゴールまでの到達率 と到達時間を測定

した.そ の結果,シ ア リルオリゴ糖画分投与群は,コ

ン トロール群 と比べゴールまでの到達率が高 く,到 達

時間もコントロール群 と比べ有意に短時間であった.

今回の実験から新生児期のシア リルオリゴ糖の摂取

は,新 生児の学習能力の発達にとって重要な成分であ

ると考えられた.

　迷路の作成ならびにラットの扱いなど多くの技術的

指導をしていただきました三重大学教育学部三ツ矢隆

重博士に心より感謝いたします.有 益な議論をしてい

ただきました太陽化学㈱総合研究所高橋秀久氏に感謝

いたします.
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