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乳はヒト唱を含めた鴻乳動物が生まれてからはじめて口にする食べ物であり、 P億一

授食されることな目的に主主合成された発:tE食品であるとを雪われる。誕生したばかり

の新生動物は、発事著過線の初期において要求されるタンパク紫、糖質、脂質および

ビタミンやミネラルなどの栄幾素を乳のみに依存している。なかでもタンパク質は

生体機成成分のアミノ酸の給源やエネルギー源として重主要である。しかし、乳1すに

は離に栄議源として重要喜な成分のみが含まれているわけではない。新生動物は綴動

物に比べて外部から侵入する築物に対する全体紡御機能が発途していない。そのた

め新生動物はその身を守るために自らの免疫機能を、外部からとりわけ母親から食

物として与えられる乳を速して補強される必要がある。この役割安怒っているの

が、乳清に含まれる分泌遺書免疫グロプリン (sIgA)をはじめとして、リゾチーム、

ラクトフェリン、補体などのタンパク質であり、また、マクロファ…ジやリンパ球

の細胞成分である。

事し中の抗体はウイルスや総菌、ヱンテロトキシンに対する抗体そも含んでいる。

sIgA~主、 IgAが 2 分子くっついたダイマーと J鎖の結合物質が上主主綴胞で生成された

分泌片と結合したものであり、乳児消化管内でのプロテアーゼ作用やp況の変化にも

安定で、かつIgGより緩和性が強い。陰性の管室荷をもっ大腸強表務は疎水位で、この

ことが大腸欝が消化管内の粘膜に付着しさらには俊入する条件の 1つとなるが、

slgAが大綴醤に付着すると菌の粘膜への接着を磁止防止し、安定性と相伴って変化

を受けずに糞後中に排t位される。

ラクトフェリンは、ラクトトランスフェリンとも呼ばれ、 トランスフェリンに緩

めて類似したタンパク質で泌る。とれらのタンパク質は、いずれも分子議がおよそ

77，000、1分子に鉄2滋予を結合する性質がある。トランスフェリンは燐臓から網

状赤血球へ鉄を運ぶキャリア…タンパク賓として重要警であるが、ラクトフェリンは

乳汁のほかに唾液、ゑ汁、胆汁などの外分泌物や白血球などに存在し、感染防御凶

予の 1っとして注臼されている。このタンパク質は、人乳では初乳に0.5%、常乳に

0.2%含まれているが、牛乳では初乳に0.08%、予言乳には0.04%に過ぎない。乳汁中

のラクトフェリンは鉄不飽和の状態にあり、大腸菌、ブドウ球菌、逮鎖球菌などに

対する静菌効巣のあることが知られている。 Esc1絞richiacoli 0111の培地に乳中の

各緩タンパク賞受添加して綴菌の鴻殖状態をみると、カゼインやαーラクトアルブ

ミンには静菌効巣が認められないが、ラクトフェリン、リゾチームやγ“グロブリ
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ンは総磁の場績を抑鎖する。ところが鉄飽和のうクトフェリンにはこの効5裂が認め

られない。つまり、ラクトプヱリンは総務喜のま後策に必婆な鉄と結合して、線鶴に李11

Fおできなくすることによって静菌効果が発嫁される。

乳汁には綾バをの酵素が存在している。乳汁中のリゾチームは、その一次構造の74

%において、ニワトリ卵白と同じく紹抱告書のブロテ:tグリカンの N-アセチルグル

コサミンと N欄ア-tチルムラミン酸の関のp…1，4結合を加水分解して殺菌作用を示

す。主としてグラム陽性商に作用し、少数のグラム険性閣にも作用する。人乳中に

は、牛乳中の約3，000倍も多いリゾチームが含まれている。リゾチームは、上述のラ

クトブニにリンとともに感染防御因子として機能し、 sIgAとの共存下においてラクト

フェリンの静菌効果を機強する作用がある。また、務質に関係のある酵素としては

アミラーぞがある。人乳中に多量に含まれているアミラ…ぞはデンブンを分解し、

エネルギー後給に関与している。 loomeの初乳'*'には、 20草のデンプンを l湾問で

分解できる畿のアミラーぞが含まれている。関内のペプシンによる治化に対して抵

抗性が強く、小務内でもi新設が猿っており、乳党の消化に役JLつでいると考えられ

ている。

通常、乳とりわけヒトの母乳は極小米熟児や低出生体君主児栄畿の目的で凍結保存

されており、牛乳の主章第成分は乾燥保存されることがある。その際最も望まれるこ

とは、タンパク賀、 jお鍵や糖質の栄養学的成分、それらに隠巡したアミラーゼのよ

うな酵素のみならず抗体成分sIgA、りゾチーム、ラクトフェリンなどの主主体紡御を

司る免疫性成分が可能な限り銀乳に近い状態で保存されるととであるの一般に、タ

ンパク震が生理機能を発揮するときは、ポリペプチド鎖笛手ぎの3主体議寒波が保持され

ていなければならない。ところが、タンパク質は加熱、凍結あるいは乾燥処理され

た場合、規郎亙しい三次構造会失った変性を起こし失主きしてしまう@また、主主細胞

の生理機能はこのような処滋に際し際祭事と被ることは言うまでもない。このように

考えると、免疫学的重要性を加味した乳汁の凍結あるいは乾燥保存は滋裂な謙題で

あるにも拘わらず、まだ米解決な問題点も多，く残されているのが現状である。

最近、非還元性二糖類であるトレハロースが凍結、乾燥状擦でのタンパク質や脂

質を保護するという生理機能が浅間後集めている。砂漠に生息する織物の

Se1aginella 1，εpidophyllaや箆虫のクマムシは、日中50'C以上にもなる滋警告な条件下

では脱水し、生理的に仮死状態となる窃しかし、ひからびたこれらの食物は降雨に

よって水分が再び供給されると活動を湾関する。 11立紀以上も乾燥状態におかれた

生物でさえ蘇生に成功することが議会されている。このようなAnhydrobiotlc

organismsと呼ばれる生物に共滋?るこの復活現象には、二糖類の一つであるトレ

ハロースが関係していることが明らかにされた。脱水ストレス条件下において溺激
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Glucose a 1→ αlGlucos母

机W..342.3

凶1 トレハロースの分子構造

村

度に生合成・議積されたトレハロースは、乾燥に伴うタンパク紫や生体膜の変性を

防止することが知られている。トレハロースは、 0-グルコ…ス 2分子がα1-1結合

でつながった非還元俊二絞殺{滋1)で、古くからミコ…ス、ミコシド、マッシュ

)];-ム糖とも呼ばれてき?た物質である。トレハロースは、 120'Cの高滋またはpH3や

pHllなどの駿およびアルカリ処理に対しても化学的にきわめて安定である。トレハ

ロースは横物、酵母などに含まれもヒラタケ、パン酵母、エピでは乾燥重最あたり

約1O~25% も1含まれている事実から、食品に添加する化合物としても安全である。

さらに、ピフィズス磁の増殖効果もあると報告ざれている。近年では、 トレハロ…

スはタンパク緊および脂質の凍結や乾燥に対する保緩作胤から、細胞から倒体に祭

るまで生命の係存や持金に係わっていることが分子レベルで明らかにされつつあ

る。一方、工業約な銭点からは、トレハロ…スはこれまで大量生産が難しく 1kgあ

たり数万円の綴絡であったが、事まの素〈株)~主たは林原生物化学研究所が lkgあた

り数百円の交綴'1:'援供できる生産技術の開発に成功している。このことは大;畿の議

要が見込まれる食品分野へのトレハロースのJit¥m利用を湾総にしている。そのた

め、現在、甘味料、清潔飲料、冷凍食品や乾燥食品などへの利用や高価な援護薬品の

保存安定期jなどさまざまな用途が世界的規模で期待されている。

そこで、本研究では、栄養価の優れた乳Yトにトレハロースを添加することによっ

て、牛乳そをより安全にかつ経済的に保存することそ試みるとともに、乳汁に含まれ

る免疫学的成分のより一層完全に近い凍結および乾燥保存を試みるととそ問的とし

た令
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第 1章 乳タンパク質の乾燥変性に対する

トレハロースなどの糖類の保護効果

乳汁中には稜々の酵素が存在している。牛乳と人乳において線認されている種事務

は40種類以上に及ぶが、ここでは両手L汁中において篠認されている欝索、 n叩アミミ
ラーゼとリゾチームを黒いた。ウサギ筋肉由来のピルピシ酸キナ…ゼを対擦とし

たe これら 3つの務素タンパク質は、凍結乾燥、通風乾燥に対して策定性が災なる

(表工)， s-アミラーゼは、凍結乾燥ならびに通風乾燥のいずれの方法においても

失泌するため、一般には、 40%グリセロール存在下において，-20'Cの不凍低滋で保殺

されている。ピルピン要素キナーゼとりゾチームは凍結乾燥に対しては安ま更である

が、滋風乾燥に対しては、ピルビン酸キナーゼは失活するが、リゾチームは50'Cで

乾燥しても失活しない。タシパク質の乾燥変性を務止するトレハロースの特徴俊明

らかにするために、トレハロースの効果をいろいろな種類の糖質の効果と比絞し

た@緩殺には、 トレハロースの他に、三糖類であるラフィノース、ご糖類であるうラ

クト…ス、スクロ…ス、マルトース、挙糖類であるグルコース、グリセロールとジ

メチルスルホキシド(DMSO)そを痛いた(表 2)。

活苦l 善事草壁の乾燥処理主に対する安定住

Enzyme Freeze A i r 

Drying Drying 

β叩 Amylase × × 

Pyruvate Kinase O × 

しysozyme O O 

還を2 総長電の語審f主総

Sugar M.曹 Rcducing 
Group 

GIUC.osd 鵬 ncsa間隔rj蜘 180.2. e 

τrahalcs器 dl翁aQQh.rid. (自10α1→ 11110) 342.3 x 
Sucra軍事 dluccharldo {母!αα1叫 2βFr.u) 342.3 x 
量a!to.. diuccharid。 {母1"α1吋 4母1，，) 342.3 e 

Lactosa dlsaccharldo {書.1P 1吋 4Glo) 342.3 。
Ra干すfinosa tr i sacchar i de (器al al吋毒語版 al吋 2pFru) 5母4.4 x 
告Iyc穆rol alcoho' 号括主{奇H)C詫{号粍)CH 2(1岳民} 事2.1 x 
E量50 dl購 thylsufoxld" (CH 3) 2SQ ?畠.1 x 
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1. βーアミラ…ゼに対する保鰻効果

人乳中にはアミラーゼ活性が非常に高い。。ーアミラーゼは、デンブンなどの径一

1，4-グリコシド総合言是非還元後来議から一つおきに加水分解し、綴次マルトースを

じる反応を触媒ずる糧事楽である。 βーアミラ…ゼの活性は、アミミロペクチンから遊

離=される還元糖をジニトロサリチル酸により定鎗することにより測定した。。ーアミ

ラーゼが糖によって修飾足されたか否かは、ゲルロ過高速液体クロマトグラフィー(

GP-HPしC)を用いて13-アミラーゼの保持基寺際司を比較することにより評{濁した。

o …アミラーゼは凍結乾燥および501:の通滋乾燥によって失活した。まず、雨乾燥

による 13-アミラーゼの炎滋は、 250mMのトレハロースを添加することによって顕

著に防がれた(留 2)。 トレハロースの保護効果後約の糖類の効果と比較した。還

元織であるラクトース、マルト…スやグルコースの存在下では0アミラ…ゼの活性

を成後測定できないため、 GP-HPLCを用いて分析した(表 3)。グリセロールと

DMSO存在下で凍結乾燥するとこ、糖非存在下の場合と同様に0 アミラーゼに格Eきす

るピ…クは消失していた。 250mMのスクロース、マルトースとグルコ…ス存在下で

は、 トレハロースの場合と同じ保持待問のピークが観察された。すなわち、凍結乾

燥による火活は、グリセロールとDMSO以外の糖類そ添加することでほぼ会に防

がれたことになる。

100 

O 75 
.... 
やJ

550 
勾欄
o 
択 25

G 
制ONE TRH 

Freeze四 Drying

.Activity 
匡HPLC

NONE TRH 

Air-Drying 

際2 凍結乾操および渇風乾燥によるfJ-アミラーぜの失滑に対するトレハ口--，Aの影響

5・アミラーゼ品主.~主誌、アミ oベクチンか争遂事重される滋主主滋を~ニト Zコサヲチ

ん畿によち定量することによヮて欝j定した{左母カラム〉。総量最長去にE雪認された諮

設さ壁fJ・7ミラーゼ壱、ゲJ"O必高高速液体クロマトグラフィーにおいて溶E話される

fJ-アミラーゼBどータE若者置から匁議した(宕のカラム)，β剖アミラーゼiま凍結乾

燥および'50'Cの通旗乾去最によ勺て失滋するが、 250mMのトレハロース (TR!司壱

添加することによって失衡は獄書官に防がれた。
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一方、 50'C、 4日間の滋風乾燥に対しては、 トレハロースやスクロースが効楽的i::

失活安防止した〈表 3)。ラクトース、マルト…スやグルコースの存在下で通風乾

燥した場合、 βωアミラーゼの保持時間に変動が観察され、傍若きが失指していること

が指摘された。その理留としては、 β一アミラーゼと渡先糠との憶でメイラード反応

が起こり、 s-アミラーゼの分子最が大きくなったためであろうと考えられる。

Freeze-Drying Air-Drying • 

Sugar HPLC Rt Peak Area HPLC Rt Pe議kArea 

(min) {覧〉 {min} 〈覧}

Control 18.2 100.0 18.2 100.0 

No Sugar 18.3 3.5 18.2 2. 6 
Trehalose 18.4 86.1 18.2 73.5 

Sucrose 18.4 80.4 18.2 話2.1 

Maltose 18.4 91. 8 17.7 115.0 

Glucose 18‘4 89.8 16.9 125.2 

Glycerol 0.0 0.0 

DMSO 0.0 0.0 

Lactose N. D.場事 N.D. •• 15.2 64.8 

* 50oC.4d畠ys **録。tDetermined 

薮 3 /l.アミラ…ゼ母乾燥変伎に対する名稜稜類の保護効然

1i1I2と閑様に、乾燥後に草書;挺された活陵墓かアミラーぜを、ゲノレo滋E益法液体ク

ロマトグラフィーにおいて議治されるβーアミラーゼ由ピ日夕の依後左箆穫から評

価したe

2. ピルビン酸キナーぜに対する保護効果

ピルビン酸キナーゼは、凍結乾燥および遇感乾燥によって失活したβーアミラ…ゼ

とはゑなか通風乾燥によってのみ失活する{表1)。ピルビン酸キナーゼは、 45

℃以上の温度では熱変牲によって失fきする。そのため、乾燥変性のみに対する保護

効巣を調べるために、この務委長を37'C、品善寺間乾燥させ活性を調べた。酵素活性

は、 ADP，ホスホエノ…ルピルビン酸、 NADHと乳酸デヒドログナーゼを含むトリ

エタノ…JIrアミン緩衝淡に、試験される酵素溶液を加える。 25'Cにおいて l分跨当

たりのNADPの酸化に伴う340nmの吸光度変化から残洛ずる酵素活性会調べた。

穏無添加で乾燥すると隣若者は失活していた。グリセロールとDMSOを30%添加し

でも酵素活性の保持は認められなかった。これに対して、 37'Cの波風乾燥における
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要事若者の失活は、グリセロール以外の務委譲によって携えられた。ラクト…スの効果は

若干低めであったが、送先糠と非還元糖において三さはあまり見られず、その保護効

5裂は添加する糠濃度に依存していた(図 3) 令

覇基類によるピルどン酸キナーゼの長期保存を調べたe 糖を250mM添加し、 37"C、

4待問乾燥させた後、 50"(:で4日または初日開放費、潟水和後、活性を測定した。

30日fll]の3強風乾燥を行ったところ、非還元糠であるトレハロース、スクロ…スとラ

フィノースの存在下で酵素活性が保持されていた(図的。活伎の保護効楽は、ト

，..一川町匂一一日 a 

....・織岬.........._'"・一一二 :.~..::':.::."'J.':.'宮品抽出ー...  

10 20 30 
% 01 Sugar (w/v) 

11113 瀦胤乾燥に主守してピルピン機ネナーゼ活性を保護する事選銃器漫度

: 州、。、

8 

e 

• No Sugar 
....... Tr，軽油10草e

....... Sucrose 
山発刊 Aaffinose
綱必‘ L.actose 
-...叫 Maltose
..•.. Glucose 
...ー… Glycerol

i .-恥.DMSO

ADP，ホスホエノーんどんピン君臨、 NADHと乳酸デヒドログナーゼを含むトワエタ

ノーノレアミン緩衝液に、試議される際童昔話事液を語~号する。 25'Cにおいて Z 分間当た

ちの3羽田白船協君主化から、残容酵発浴主主告求めた。

100 

g 76 
>> 
+' 50 
〉

225 
O 

!・4hours 
;口4days 
白30days 

NONE TRH SUC RAF MAL LAC GLU GL Y OMSO 

Added Sug泊rs(250 mM) 
関4 どんどン設やナーゼ0)義主主変種に対する特需要の然遺効果

ADP，オミスホエノ-}vぜルピン酸‘ NAD註と事L蛾ヂヒ ドロゲナーぜを合むトリエタ

ノ四ノレアミン書量密主主に試験者れる鯵ま賢建設を添加し、?を玲DHの酸化に伴う340臓器

吸光波変化かも議存酵素活性を求ぬた。略号は図与と害毒じである。非還元宅曹の答筏

下でi土、ぜんとfン酸キナーゼを愛期務乾燥保事できる。非遜泌繍の効力法、トレハ

ロース〉スクロース〉ラフィノ叩ス由服I'fiであったる
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レバロース>スク!ロ…ス>ラフィノ…スの緩であった。ラクトースやグルコースな

どの還元糠は、乾燥箆後での係護効果は見られたが、主義潟簡での効果は緩祭されな

かった。

3。 リゾチームに対する保鵠効果

人乳やのリゾチームの一次構造は、その74%がニワトリ卵白リゾチームのものと

秘向で、同じように細繍燈のプロテオグリカンのs-l，4総合な水解して殺菌作用を

示す。ぞれ故、リゾチームは生体防御成分として重姿である。ニワトリ卵白リゾ

チ…ム需を用い、活性はM.lysodεikticusの分解を指標iこま区議した。 s-アミラーゼや

ピルピシ畿キナーゼとは桑なり、凍結乾燥に対しても、 50¥::、30B務の遜滋乾燥に

対しでもリゾチームは安定である(表1)。

非灘元糖であるトレハロース、スクロ…スやラフイノ…スの存在下ではリゾチー

ムは失絡しなかった。一方、還元糖であるうラクドース、マルト…スやグルコースの

存者E下では数日後に失活し、還元糖は不安定化~Jとして機能していた{図心。同

様に、グリセロールとDMSOの存在下においても変牲が促進されており、特iこ、

DMSO添加の場合、乾燥控室後においてもうすでに失活が観察1された。

ラクト…ス、マルト…スやグルコースの滋元糖によるリゾチ…ムの変性促滋が、

糖とタンパク質とのメイラ…ド反応に!尿ltSIずるものであるかどうかについて議べる

ために、織変反応に伴うリジン残基の ε 」アミノ基数の滋うかをフルオレスカミン~fお

いた主主光反応で調べた。蛍光強度の溺定は、励起波長390nm、滋光波長475nmにお

いて行った。その結果、害者非存在下またはトレハロースなどの非灘元糖の存在下で

は、 30日間の乾燥後においてもフルオレスカミンと反応する遊離アミノ基数が減少

していなかった争一方、ラグトースやグルコースのような還元織の夜夜下ででは、リ

ゾチームの失活と平行して、フルオレスカミン反応伎の遊離アミミノ議数が減少して

いた{図的。との事実から、 1)ゾチームの失洛はメイラード反応に起因すること

が判明し、 G叩アミラーゼの炎瓶も同様の涼悶であることが示唆ぢれた。

次に、ラクトースやグルコ…スなどの様々な糠が混入している牛乳や人乳にトレ

ハロース会混ぜて保存する場合、複数の糖がタンパク質に与える影響妻役務べなけれ

ばならない。ぞとで、還元縫であるラクトースによるメイラード反応令、添加する

非還元縫が抑制するのか幸子かについて調べた。リゾチームの場合、ラクトース 250

mMにトレハロース 250rnM、500rnMを添加しでも活性の保持に効果がなかっ

た。ラクト…ス 250mMにスクロ…ス 250mM、500mMを添加すると、逆に急速

に失活した。ピ)J"ピン聖堂キナーゼのさ務会主ラクト…ス250mMにトレハロース 250

mIl語、 500mM~添加すると、失?震がま怒号議された。
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以上の結果から、凍結乾燥により失浴するのか、通風乾燥により失活するのか、

あるいはその両者iとより失活ずるのかはタンパク鍵の種類に依ることが示された。
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SO'Cにおいて卵白ワゾチームを霊車線乾燥し、上;こぶした持点における残脊潜在主告側

蔑した。活性は、 M.加拙i知 cvsのま臨総重量プロチオグリカン白水君事を翁療に忠雄し

たe絡警は、 TI支払トレハロース;sむな，スクロース:RAF.ラフィ/目ス;込仏ム
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図6

Added Sugars (250 mM) 

no言語ザゾチームにおけるフルオレスカミン反応笠幾費量アミノ基のき草花

還元梼と反応した卵白 1)ゾチームの遊緩アミノ基壱、?ノレオレスカミンと(})反応伎

の減少かも溺貫ました。蛍J't.強話芝母童話定は、 t曲線君主急 390棚、蛍光世主主義， 415棚で

行った。略事普i立関与と廃じであるq
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しかし、いずれの乾燥手段を用いるにしてもタンパク質の脱水に伴う乾燥失活は、

非還元糖である卜レハロース、スクロースや'7フィノースによって抑えられ、生現

活性タンパク質の長期的な乾燥保存にはこれらの非還元糖の利用が望ましいととが

明らかにされた。タンパク質の凍給変牲に対する紡止剤として知られるグリセロ…

)J;やDMSOは、 βーアミラーゼとどルピン善意キナーゼの乾燥失活を抑制しなかった。

また、これらの化合物はりゾチームに対して後伎を促進した。この事実は、牛乳や

人乳を凍結保存する場合と乾燥保存する綴合とでは機護霊的なタンパク質の変性機撲

が築なることを意味しているかもしれない。さらに、還元糖によるタンパク質のメ

イラード反応はも非還元糖の添加によって鍛えられる場合と抑えられない場合とが

あり、目的とするタンパク糞の稜類により友右iされると考えられる。

このように、非還元糖であるトレハロース、スクロースやラフィノースの添加に

よって生穣活肢をもっタンパク質の変性を紛え、乾燥状態で長期間保存することが

可能であるととこは、大いに食品の保存に有効であろう。しかし、スクロースは酸性

条件下マ高気温乾燥すると褐変を起こし~いのに対して、 トレハロースは、重量やアル

カリおよび熱処壊に対して化学的にきわめて安定である。そのため、牛乳や人乳の

乾燥保符には非還元糠のなかでもトレハロースを利用することが最も望ましいと恩

われる。灘元糠であるラクトースは、通風乾燥状態においてメイラード反応を起こ

した。ラクトースにトレハロースを共存させてもメイラ…!と反応が顕著に抑斜され

るということはなかった。乳汁には多重量のラクトースが含まれているため、 トレハ

ロース会乳rtに直接添加し乾燥処理を施しても、さ主護活性タンパク繁が貯緩やに機

能をタミうことが予怒1される。そこでスキムミルクを乾燥処滋?る場合、透析などに

よりうクト…スを除去することを試みなければいけないであろう o ラクトフェリン

は、その溶液がpH4ぷ付近の酸性条件下あるいはイオン強度が0.001程度以下であれ

ば、加熱処滋によっても鉄結合能や抗原性には変化なく、認を依しないという報告が

ある。透析の操作はイオン強度を低下させるため、 63'C、 30分というパスツリゼー

ションの殺菌処滋においてもラクトフェリンの失活がかなり抑えられることが期待

できる。
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第 2章 乳汁中に含まれる微量元素の薮叡に対する

トレハ口一スなどの糖類の促進効果

乳汁は輸乳類の幼動物にとって雄一の栄養源であるが、毅動物にとっても栄養価

の高い食滋である。乳汁中にはタンパク賞、糖質、脂質、ビタミン、亜鉛や鉄など

の微量無機質がパランス良く含まれている§新しタンパク質は、主主体構成成分のアミ

ノ酸の給源やエネルギー源として選挙に機能するだけでなく、乳清に含まれるラクト

フヱリンや1)ゾチームをはじめ、分泌型免疫グロプリン (sIgA)などの札滋タンパ

ク禁は、新生動物において外務から侵入する築物に対してき主体紡御機能を扱ってい

る。これは、新生動物の免疫系が線動物の場合に比べて未発達であるために、新生

動物は母緩から食物として与えられる乳を通して、 gらの身を守るための免疫機能

を補強しなければならないためである。ラクトフヱリンは、その鉄結合能により大

勝箆の生脊に必笈な鉄を枯fおさせるとともに、絡令鉄を体内へ滋搬する役割を終た

している。一方、並立鉛や鉄などの微量ま元素は必須栄幾素である。とりわけ食餌性の

鉄が欠乏すると、赤血球選室生不全による蒙篤な貧血が引き・起こされたり、?細胞数

の減少や機能抑制、好中球の殺菌能の低下などの免疫系機能の不全を生じるe 牛乳

の灰分は入乳の約3.5倍存在する@しかし、灰分19当たりに換算してみると、鉄や亜

鉛は人乳の方がはるかに多くなる。そのため、乳汁中の生体紡御成分の機能をi弱め

るためには、保存中における乳清タンパク資の安定化を渋ると問符に鉄などのミネ

ラルの吸収然効率を改善するこξも必要である。

糖質は、タンパク質の加熱による変性温度を上昇させたり、またミネラルの吸収

と体内保留を高めるということが報務1されている。前掌において、隣系タンパク量誌

をinvitroで乾燥させるという実験系をFおいて、どのような糖質が隣家タンパク質

の脱水変性の紡止に効くのかぜを調べたととろ、ラクトース、マルトースやグルコー

スの還元糖はタンパク質とメイラード反応を起こし、酵素タンパク演を失泌させる

ことが判明した。一方、 トレハロース、スクロース、ラフィノースなどの非還元糖

は機能性タンパク寅の不沼化を防ぐことそ見出したe しかし、 トレハロースをラク

トースやグルコースと混ぜた域合、非還元絡は酵素の失活を発会には抑えることは

でさなかったo との事実は、手しが符'9る生体紡線機能を長期間織なうことなしに、

牛乳や入乳を安仮にしかも衛生約に保存できる方法会開発することを試みる場合、

多量のラクトースの存在は長期的な乾燥保谷には好ましくなく、代替でき得る糖質

を検索しなければならないととを示唆している。

そこで本章においては、ラクトフこEリンの抗議善後な維持することができ、さらに

鉄の体内取り込みを向上1させる糖禁について検討した。ヒト腸管上皮白楽の細胞培
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喜楽系を用いて、ミネラルの全体利用効率を定量的に解析できるアッセイ系を樹立

し、牛乳中に含まれる糖質および遊離アミノ酸が鉄の主主体利用効率に及ぼす影響後

調べた。

1. ヒト結腸由来Caco-2離砲を用いた鉄利用効率の測定系

食餌性の鉄供給滋には委主ヘム鉄が多く、合手ぎされる鉄のほとんどが3領の鉄であ

るo 3価の鉄は不話事伎の水和物を形成しやすく葉義援絞殺であるe しかし、鉄の後絞

効率は摂取する食事の穏類によって変動するため、食品中に含まれる様々な栄護者懇

の化学形態を調節するととによって鉄の生体利用効取を高めることがでtきる。しか

しながら、ミネラルの生体利用効率には大ぎな倒人援が伴い、その静価が閥難であ

るため、鉄の生体利用効ヰ誌を的確に理解するには、鉄の吸収機構と吸収に影響する

因子を定量的に解析できるアッセイ系の樹立が翠まれている。

綴泡士宮養には、コラーゲンでコートした多干し伎のポリカーボネート膜インサート

とより 2つのチャンパーに仕切られた滋養容器を汚いた〈図 7) 0 主義管ぷE主総絡の

Uptake System 
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モデルとしてヒト結揚由来のCaco-2細胞俊民連湾添加I畿地むやにおいて 1滋薦、コンフ

ルヱントになるまで椴養した。縦胞をインサ…トに移し、 2日間血務総地中で増殖

させ、その後 12日間然血清培地会汚いてポリカーボネート駿上に単層培毒薬した。

2週間後、 Caco-2総務は小腸上皮において観察される様に正常な微繊毛を形成する

にききるまで分化・鴻殖した〈路 8)。インサートに付議している細胞の管燈上皮媛

側に[59FeJ窓化第二鉄を添加し、 37"Cにおいて 1時間培養した。培養後、インサー

トに付着している細胞を可溶化し、総胞内に取り込ま主れたラジオアイソト…ブを計

測することによって鉄の取り込み量を算出できた。また問符に、細胞の基底膜側1::::

穏当ずるインサ…ト外部のチャンパーに図奴おれたラジオアイソトーブを計測する

ことによって鉄の細脆内輸送量を評錯することが湾態となった。

A 

B 

陸軍8 Caco-2総自告の習量子類鍛錬写真

お仲立露関胞を無血持聖域全車マ14日間培養した後の走査型電子
顕微鏡恕車道。級胞は十分に機灘、分化し微量韓喝を形成している。
(A.200ω俄，詰 5鈴窃B倍----.---_.__.~'''''"~_. 

-450-



2. .糖質の鉄の取り込みと輸送に及iます効薬

グルコース、フルクトース、スクロースなどの糖質は、多くのカチオンと比較的

安定な複合体を形成することができるため、ミネラルの腸管吸収に影欝を及ぼすと

言われている。ヒトの栄養学的調ままから、フルクト…スは鉄の吸収と体内保留安語気

めることが報告されている。糖質が鉄の生体利用効運転に及ぼす影響恋検討する一灘

として、確立したCaco-2細胞の lnv1troアッセイ系を用いて、糖質および人工甘味

料であるアスバルテームの鉄の吸収と細胞内輸送について定盤的に調べた。

グルコースとフルクトースは、添加濃度に依存して鉄の吸収および、細胞内輸送受

顕著に促進した(図9、表4)。ラクトースは、無添加の場合に比べて、鉄の吸収

および鴇送に対して僅かな促進効果を示したが、統計的に有意な主主は見られなかっ

た(図 9、表的。この結果は、これまでの疫学調査による結巣と一致しており、

鉄の生体利用効率を定量的に議べることが可能である路管上皮細胞を用いた invitro 

アッセイ系の確立を示唆している。このグルコースとフルクトースの促進効巣は、

難溶性1:ある 3価の鉄と複合体を形成して、鉄の溶解度ひいては吸収性を言語めるこ

とに隠顕すると考えられる。
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Con trol l:Bl 211M F印 ctose 箇 20μMFructose 

~ 2μMGlu∞se Iiil 20/lM Glucose 臼 2μMLactose 

悶 20μM Lactose 昔話 2μMAspartame 

話器苦 偽叫-2純ぬlこおげる精霊童およびアスパルチームお鉄取り込みに及ぼす影響

Caco-2車問総必然血殺生宮地t:s語い銃殺な欲車襲名を形成する事で分化、増獄させた後、図7のアッ
セイ司長期い網目龍内に取り込まれたま提の激t:算出した。グノレ:コースとフルクトース1立、添加濃皮に
依啓して絞め吸収を要翼連れこ若草占臨した。アスパノレチームI;l:鉄の吸収に際して、グルコースやフノレク
トースの約10倦の軍事しい促意義効幾告ぶした。
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道整4 Caco-2級車撃における糖質およびアスィマノレテームの室長事事滋に及lます影響

Transport (pmol/cm2/min) 

Test solutions 

2μM 20μM 

Control 0.88:!: 0.02' 

。lu∞se 1.30公O.む予b 1.96，と 0.03c

Fructose 1.65 '" 0.050 1.79 '" 0.09cO 

Lactose 1.03念 0.11" 1.07念 0.08'

Aspart間 le 2.01 '" 0.05< トID

α∞-2細E揺を無工血務総絡をF苦い正常な獄絵司患を形成するまで分化、増獄事せた後、図7のアッ
セイ毎月い、インサート外部のチャンパーに箇収書れたラジオアイソトープを経誇官官に計測し緩
む細胞内事事送量量殺害事備した。各事護費及びアスパノレチーム歯車渓2μMと20μMの場舎を主主しているe

糠慰霊としては、グルコース、わけト一人ラタトースを郎、7こ。
a， b， c， d 1;1:、 P<O.()5の念綾瀬において有家空襲があることを示す。

次に、非灘元糠であるトレハロースの鉄の取り込みおよと機胞内輸送に与える影

響を検討した。トレハロ…スは、 2μMの濃皮で培地に添加しでも鉄の取り込みおよ

び繍胞内総送は顕著に促進し(溺 10、表5)、フルクト…スに目玉散する効巣を有

していることが判明した。これらの促進効巣は、 20μMの添加濃度においてより顕

50む

(
玄
室
言
、
向
。
器
m
O
ω
u建
前
払
ロ
ロ
O何
回

口 Con加 i fl 2μMTreh剖0開 襲警 20}lM Trehalose 

• 20μMF:叩ctose塁審 2μMFruc悼碑

関10 Caco-2細胞におけるトレハロースの毒先取り込みに及援す影響

Caco-2総胞を無血清落語揺を用いIE常な後議議毛を形成するまで分化、増費量1させた。

その後、図干のアッセイをF脅し、主題E題担当に取り込まれた量生の致命算とちした. トレハ

ロースは添郊濃度に依移して量生の吸収書E顕著に促進し、フルクトースlこ相当"tる効

果を示したe
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す部tsolutions Iron沿線sport(pmollcm21虫in)

2}iM 20 }iM 

Control 0.98土0.08
A

Trehalose 2.47土 0.19
0

3.01 :!: 0.15
0 

Fructose 三72会 0.080' 281zK Oiob 

要量5 Caco-2綴号震におけるトレハロース(f)鉄事告送に3ぶまず彩事審

Caco必車議機唱を襲警滋?曹主密封患を用い亙常な書量級毛唱を形成する訟で分化、員連絡させた.

その後、塁塁?のアッゼイを用い、インサート外部のチャンパーに殴i叙されたラジオ

アイソトーブを緩降的に測定し鉄の童話胞内輸送量を務錨したa トレハロースは添加

濃度に依存して欽の愉t患者綴箸f::促進し、フルタトースf::相当する効線唱を示した.

事まであった。グルコースが2μM、20μMの添加濃度において鉄の取り込みおよび

綴胞内総送を促進すること、ならびにトレハロースは小腸の尉子縁膜に存夜する要事

楽トレハラーゼによって2分子のグルコースに加水分解されることを考慮すると、

トレハロースによる鉄の取り込みおよび総胞内輸送の促進効5誌は、その分解1A物の

効楽であるかもしれない。また、鉄の能動総送に必要とされるエネルギーとして、

そのグルコースが消費できるかもしれない。

ジペプチドの人工甘味料であるアスパルテームは、鉄の吸収と輸送に対して、グ

jレコースやフルクトースの約 10 僚の事ましい促進効果を示した(凶 9、淡4)。細

胞の]凝端部上皮層側に添加されたアスパルテームの動態を逆相系語気述液体クロマト

グラフィーにより調べたところ、添加1時間後、アスバルテームは完全に加水分解

されていることが判明した。この者祭実は、アスパルテームの分解笈物であるアミノ

駿が鉄の輸送に促進的に働くことを示唆している。

3. アミノ欝およびペブチドの鉄の翠り込みと輪送に及ぼす効果

粉乳中には遊離アミノ穫が存在し(後6)、粉乳の品質劣化に伴いアミノ機合最

も変化することが報告されている。上izfrのアスバルテームから得られた結泉とも考

え合わせて、アミノ酸や短鎖ペプチドの鉄吸収と細胞内輸送に及ぼす効巣について

調べた。
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lsoleucine 

表6 III乳中申滋車量アミノ酸量

Content 
Amino Acid I ，哩，、ぺμmoles/，逮)

目 0.17

0.04 

0.08 

1.39 
0.28 
0.62 

0.24 
0.02 

0.08 

0.03 

0.03 

0.03 

0.18 

Aspartic acid 
Threo説ine

Serine 

Glutamic acid 

Pぬline
Glycine 
Ala必抗告

Cystine 

Valine 

Leucine 
Tyro器ine+ Phenyl器lanine
Tryptophan 
燃料に内郎繍識としてあらかむ時既知』較的関d;削慨を!!Iえ、
75%エタノ~ル綴織主義に準じ灘車産アミ/殺を鈴111し、アミノ
織自動分析機(車庫本製ι.C2)壱mい分続したφ 賦料としたき脅
乳やめ遊重量アミノ融合最は卦袋線上で由内締糠司書母総統率
iこて矯正した，

アスパラギン重量を20μMの滋皮で培地に添加すると、鉄の取り込みおよび澗胞内

輸送は顕著に促進された(関 11 、表7)。グルタミン駿ととスチジンの取り込み

および輸送に対する促進効巣は、 20μMの添加濃度においても観察されたが、 lmM

の濃度においてより著し，かったaフェニルアラニンは、 lmMの濃度において鉄の取

り込みを促進したが、締約内輸送には効果を示さなかった。システインは、 lmMの

高濃度においても鉄の取り込みおよE沿線殿内輸送には全く促進効果を示さなかっ

た。ヒスチジン含有ジペプチドであるカルノシン (s-アラニjトL-ヒスチジン)や

アンセリン (N-s-アラニルートメチ)¥r-Lーヒスチジン)は添加濃度に依存して鉄の

取り込みおよと細胞内総送後促進した。
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Ql 20μM Anserine ml 20μM Carnosine 
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B 

'2 80ゆ。
間

口

ミ3600 
g 
5 。400
.l4 
害電

0. 

;:J 200 
E 。

円

G 

。Control

C 

自画 1 吊 MAspartic acid B 1 mM GlutaniIc acid 

~ 1 mM Histidine ~ 1 mM Phcnylalanil1c 悶 1mM Cyslcil昨

日 1mM Anserine lf:1 1 m M  Carnosine 

喜重 11<:ト結縁設3来Q ∞4細胞におけるアミノ険およびペプチドの鉄I畏哲込みに及iます影響響

む鼠co~2細胞を然I龍溌J(j織をJIlい正常な後継るを形成するまで分化、哨摘させた後、総17のアッ
セイを沼い細胞内に1住持込まれた鉄のf誌を第ulした。 A.20JlM，詰 lmMの場合。

7 ヒト結腸議来Cru:o細胞に芯けるアミノ駿およびペプチドの鉄輸送に及iます影磯

Test部 lution

Control 

Aspartic acid 

Glut訂nicacid 

Histidine 

Phenylalanine 

Cysteine 

Anserine 

Carnosine 

0.84怠 0.01'

τranspoct (pmollcm2/min) 

20μM 1mM 

2.09:!: 0.0空d 1.90ま 0.05d

1.07 念 。恨む5b 1.35怠 0.060

0.92:!: 0.06' 1.17:<::0.05< 

0.80 :!: 0.15' 0.87主 0.02'

0.73:!: 0.09' 0.84士号.05'

1.02:!: 0.0毛b 1.3告:<::0.10< 

0.9盟会 0.08b 1.06 :<:: 0.15b 

。叩4細胞を善悪.IIll.務会事織を用い正常な後車量殺骨形成するまで分化、増殖させた後、関7のアッ
セイを用い、インサート外部のチャンパーに隠収されたラデオアイソトープを緩終的に針縦し量生
の緩態内輪滋震を務怨した。アミノ織としてアスパラギン霊堂、グルタミン頭、とスチジン、フェ
ニルアラニン、システインを、クペプチドとしてカルノシン (s-アラニルーレヒスチジン〉とアン
セザン〈が点"アラニルートメチJい1.-<:スチタン〉を凋いたa

それぞれ、初μMと1mM<D滋ぜ訟をま量している。 a.btc，dは、 P<立君主的責主検B鮮において有意義が
あること帯然す，
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章表 議
， 

乳はEニト与をすきめた理事乳動物が生まれてからはじめて口にする食べ物であり、唯一

摂食されることそ綴約に会合成された完全食品で忘ると言われる。誕生したばかり

の新生動物は、発事守i議穏の初期において姿三決されるタンパ汐質、:糖質、館賞および、

ビタミミンやミネラルなどの栄養主義者を乳のみに依存しているζなかでもダンパク重要は

主主体構成成分のアミノ援の給緩やエネルギー源として重要である。しかし、乳汁に

はE訟に栄若葉草原としてき豪華警な成分のみが含まれでいるわ吟で捻ない。新生動物は毅動

物に比べて外部から侵入する異物に対する生体妨御機能が発達していない。そのた

め新生動物はその身者を守るために自らの免疫機能を、外部からとりわけま手続から食

物として与えられる乳を通して補強される必要がある。この役割を担っているの

が、乳清iztきまれるリゾチーム、ラクトフェリンや分泌型免疫グロプリン (slgA)

などのタンパク策である。

通常、乳とりわけヒトの母乳は極小未熟児や低出生体重児栄養の呂的で凍結保存

されており、牛乳の主主主成分は乾燥保存されることがある。その燦最も墾まれる

とは、タンパク質、結質や糖質の栄養学的成分、それらに関連したアミラーゼのよ

うな醇議長のみならず、リゾチーム、ラクトフェリンや抗体成分sIgAなどの伎体防御

を司る免疫性成分が可能な限り原乳に近い状憶で保存されることである。本研究に

おいて明らかにされたことは、乳汁に多く含まれるラクトースは、溜元性二糖類で

あるためにメイラード反応によってタンパク質や脂質を劣化1させてしまい、乳汁の

長期保存には適さない。ところが、非還元性二糖類であるトレハロ…スは、乾燥に

伴うタンパク質や生体膜の変性を防止するので、乳rl-の長期保存に適していること

である。

また向持に、乳汁に含まれる亜鉛や鉄などの微議元議長は必須栄議案楽である。とり

わけ食餌性の鉄が欠乏すると、赤血球産生不全によるE最終な貧血が引き起こされた

り、?細胞数の減少や機能抑制、好中球の殺菌能の低下などの免疫系機能の不f訟を

生じる。そのためも乳汁中の生体防御成分の機意霊安潟めるためには、保存中におけ

る乳清タンパク質の安定化を計ると隠終に鉄などのミネラルの吸収性効率を改書きす

ることも必要であろう。以前の研究から、一般に、糖質はミネラ)vの吸収と体内保

留を高めるということが報告されていたa 本研究の後半において、トレハロースは

ラクトースに匹敵するくらい鉄などのミネラルの汲i授とそ主体利用効善意を認める可能

性があることを明らかにした。これらの結果は、乳が手ぎするそ長体防御機能を長期間

損なうことなしに、牛乳や人乳を安綴にしかも養護然的に係存できる方訟を開発する

ととを試みる場合、多震のラクトースの存ぞまは授綴約えま乾幾保存には好ましくな

く、代替でき得る著書策としてトレハロースが期待できることを示唆している。

間
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現在ではトレハロー又の価格は、林原生物化学研究所または味の幾(株)が lkg

あたり数百円の安値で提供できる生産技術の開発に成功しているため安価になりつ

つある。このことは大量の需要が見込まれる食品分野へのトレハロースの応期和JJ誌

を可能にしている。そのため、現在、甘味料、清涼飲料、冷凍食品や乾燥食品など

への利用や高価な医薬品の保存安定剤などさまざまな帰途が世界的規模で期待され

ていることそ鑑みると、乳rr中における生体防御成分の保持に関してトレハロ…二え

のもつ滋議は大きいであろう e
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