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【Ⅰ－１】背景と測定原理

【Ⅰ－ 2】キットの特長

ムチン（Mucin）は糖タンパク質の一種で唾液、涙、胃液、腸液などの粘液の主成分です。基本構造は分子量 100 万～ 1000

万の糖を多量に含む糖タンパク質で、10 ～ 80 残基のペプチドの繰り返し構造をコアとし、セリン（Ser）またはスレオニン（Thr）

の水酸基に対し、糖鎖の還元末端の N- アセチルガラクトサミン（GalNAc）が、O- グリコシド結合により、高頻度で結合して

います（図１参照）。

糞便中のムチン含量を簡便に測定できます。

● 機能性食品の開発 ● 腸内フローラ研究
● 食品系の研究 ● 農学系の研究 　　　…等に利用できる可能性があります。

ペプチド骨格に糖鎖が枝状に結合した分子で、枝状の糖鎖の構

造が不均一であることから多様性を生み、これによって多彩な

生理機能を実現しています。この中には特異的分子認識機能を

持っておりウイルスや菌などの表面にあるタンパク質などを認

識する糖鎖も知られています。このような性質から腸管におい

ては、ウイルス、病原菌、および菌体由来の毒が腸管壁を超え

血中に移行することを阻止する働き、すなわち腸管バリア機能

物質としても位置付けられています（図 2 参照）。

本キットはアルカリ条件下で O- グリカンをβ脱離で分解し、

同時に糖鎖還元末端に蛍光ラベルさせることで得られる蛍光強

度を測定することにより、糞便中のムチン含量を測定すること

ができます。

GalNAc
Ser

Thr
or ･･･

腸管の断面

腸管のバリア機能

ムチンとIgAで菌と毒素の侵入を阻止

消化管内ではムチンやIgA等によって、腸内細

菌や腸内細菌が産生する毒素が生体内に侵入し

てくることを阻止している

図 1　ムチンの構造　

図 2　ムチンによる腸管バリア機能

糖鎖の還元末端が Ser もしくは Thr の水酸基と、
O- グリコシド結合している。
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【Ⅰ－ 3】キット構成品

保存温度：4 ～ 10℃
内　容 容量 数量 取扱上の注意

緩衝液 A
(Buffer A)

100 mL 用
タブレット

3 個

取扱う際には眼鏡・手袋などの保護具を
着用の上、人体の接触を避けるよう十分
に配慮してください。

緩衝液 B
(Buffer B)

25 mL 1 本

緩衝液 C
(Buffer C)

25 mL 1 本

試薬 A
(Reagent A)

1.0 mL 1 本

試薬 B
(Reagent B)

1.5 mL 2 本

標準液
（Standard Solution [GalNAc 250 µg/mL] ）

1.0 mL 1 本

酵素溶液
(Enzyme Solution)

1.5 mL 1 本

	
本製品は蛍光プレートリーダー（96 ウェルプレート）での測定を想定して設計されています。蛍光プレートリーダーを使用する場合 100 検体を測定できます。
蛍光分光光度計を使用して測定する場合は、ミクロセルをご用意ください。

ご準備いただくもの
● 滅菌蒸留水（精製水）
● 99.5% エタノール
● 蛍光プレートリーダーおよびブラックプレート
● マイクロテストチューブ（2 mL、1.5 mL）
● 蛍光分光光度計で測定の場合は、ミクロセルをご用意ください。
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【Ⅱ -1】緩衝液 A の調製方法

【Ⅱ -2】標準液の調製方法

滅菌蒸留水（精製水）100 mL に対し 1 個のタブレットを溶解し使用します。

標準液（N- アセチルガラクトサミン 250 µg/mL）を原液として緩衝液 A にて等倍希釈し、
① 250 µg/mL　　② 125 µg/mL　　③ 62.5 µg/mL　　④ 31.25 µg/mL　　⑤ 15.625 µg/mL　
⑥ブランク（緩衝液 A のみ）を調製します。

新しい 1.5 mL マイクロテストチューブに②～⑥まで、ナンバリングし緩衝液 A を 500 µL ずつ分注します。

①から 500 µL 取り②へ加え、よく混和します。②から 500 µL 取り③へ加えます。以後⑤まで同操作を繰り返し、スタンダー

ドとします。⑥のブランクは緩衝液 A のみとします。

等倍希釈 等倍希釈 等倍希釈 等倍希釈

① 標準液
250 µg/mL

②
125 µg/mL

③
62.5 µg/mL

④
31.25 µg/mL

⑥
Blank

⑤
15.625 µg/mL

緩衝液 A のみ

混合量
緩衝液 A -  500 µL  500 µL  500 µL  500 µL  500 µL

標準液 A -  ①を 500 µL  ②を 500 µL  ③を 500 µL  ④を 500 µL 0 µL

濃　度
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【Ⅲ -1】測定方法

凍結乾燥し、粉砕した糞便（注１）約 100 mg を 2 mL 用マイクロテストチューブに測りとり、

1.0 mL の緩衝液 A を加え試験管ミキサーにて 30 秒間混和します。（糞便の形状が崩れていな

い場合、スパーテル等で糞便をつぶしてください。）

細菌由来のグリコシダーゼを変性するため、95℃で 10 分間加温し、続いてムチンを可溶化さ

せるために、37℃で 90 分間加温します。

4℃・20,000 × g・15 分間、遠心分離をしてください。

上清 200 µL を 1.5 mL マイクロテストチューブに移し、緩衝液 B を 200 µL 加えます。

次に、酵素溶液 10 µL を加え撹拌後 50℃で 20 分間加温してください（可溶性デンプンの分解）。

室温で冷ました後、99.5％エタノール溶液を 615 µL 加え撹拌後、-20℃にて一晩放置します。

翌日、4℃・20,000 × g・10 分間、遠心分離し、上清を除去します。

（途中で作業を中断したい場合はこの段階で得られる沈殿物を -20℃で保存してください。）

沈殿物に、緩衝液 A を 1.0 mL 加え溶解し検体ムチン測定試料液とします。

検体ムチン測定試料液もしくは標準液を 20 µL とり、各々 500 µL 用マイクロテストチューブ

に入れ、使用直前に試薬 A：試薬 B を 1：5（v/v) の比で混合した溶液を 24 µL 加え撹拌後、

100℃で 30 分間加温します。（アルカリ処理によって生じるムチンの糖鎖還元末端に試薬 A が

反応し蛍光を発します。）

室温まで冷めたのを確認後、緩衝液 C を 200 µL 加え撹拌してください。

ブラックプレートに、100 µL/well で分注し、蛍光プレートリーダーにて励起波長 336 nm・蛍

光波長 383 nm にて測定してください（蛍光プレートリーダーがない場合には蛍光分光光度計

にてミクロセルを使用して 1 検体ずつ測定してください）。

標準液の蛍光値より検量線を作成し、検体ムチン測定試料液中のムチン濃度を算出してくださ

い。測定時のムチン濃度が 120 µg/ml 以上のときは２次曲線回帰で算出してください。

60 µg/ml 以下の場合は直線回帰でも大きな差は生じません。

糞便１ g 当たりのムチン含量は、（12）で算出された数値に 50 倍した値です。

注１：糞便はウェットもしくは、エアードライされた糞便でも測定可能です。ラット、マ

ウスなどの小動物糞便の場合、24 時間プール糞便を乾燥後粉末化して測定すること

を推奨いたします。
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ラット or マウス

糞便もしくは盲腸内容物を

凍結乾燥し、粉砕する

酵素溶液 10 µL 加える ヒートブロック等で

50℃・20 分間加温する

● 加温後室温になるまで放置   （冷ます）

● 99.5% エタノール溶液を 615 µL 加え軽く

撹拌し、-20℃で一晩放置する

20,000×g、4℃、15 分

遠心分離を行う

緩衝液 B 200 µL を加える上清 200 µL を新しい 1.5 mL
チューブに移す

● 粉砕した糞便約 100 mg 秤量し、
2.0 mL チューブに移す

● 緩衝液 A を 1.0 mL 加え、撹拌し
よく混合する

ヒートブロック等で

95℃・10 分間加温する

37℃・90 分間加温する

緩衝液 A

緩衝液 B

1 2

3 4

5 6

99.5% Et-OH

overnight

標準液の蛍光値より検量

線を作成し、

検体ムチン測定試料溶液

中のムチン濃度を算出

【Ⅲ -2】測定方法 　― フローチャート ― ～ ：3 ～ 4 hrs
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20,000×g、4℃、10 分

遠心分離を行う

● 加温後、蓋に溶液が付いている場合が

あるので、一度スピンダウンを行い、

溶液が室温に戻るまで放置後する
● 緩衝液 C を 200 µL 加え撹拌する

● ムチン測定用試料液： 20 µL

   もしくは標準液： 20 µL

● 試薬混合液： 24 µL

   を新しい 500 µL チューブに移す

● 試薬 A を 1 とし、試薬 B を 5 として、混合する
☆この溶液を試薬混合液とする

ヒートブロック等で

100℃・30 分間加温する

上清を除去する

沈殿物は -20℃で
保存可能

緩衝液 A を 1.0 mL 加え、撹拌しよく混合する
☆この溶液が、ムチン測定用試料液となります

● Black plate の場合、100 µL/well
● ミクロセルの場合、100 ～ 200 µL

入れ、励起 336 nm/ 蛍光 383 nm で測定してください
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緩衝液 A

ムチン測定用試料液
もしくは標準液 試薬混合液

緩衝液 C

標準液の蛍光値より検量線を作成し、

検体ムチン測定試料溶液中のムチン

濃度を算出

13
糞便１ g 当たりのムチン含量は、

（12）で算出された数値に 50 倍した値です。

Mucin

【Ⅲ -2】測定方法 　― フローチャート ―　つづき ～ ：1 ～ 1.5 hrs
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【Ⅳ】ムチン定量の例

ポリフェノール投与が高脂肪食摂取ラットの腸内環境におよぼす影響

3日間分の糞便を回収し測定

結　果
高脂肪食群と比べて、ポリフェノールを添加した群で

ムチン含量が増加した。

1群6匹　5群に分ける
① 標準食 ⇒ 4週間　　②③④⑤ 高脂肪食 ⇒ 4週間

1群6匹　5群
　① 標準食⇒4週間
　② 高脂肪食⇒4週間
　③ 高脂肪食+ポリフェノールA ⇒ 4週間
　④ 高脂肪食+ポリフェノールB ⇒ 4週間
　⑤ 高脂肪食+ポリフェノールC ⇒ 4週間

ムチン定量用検量曲線

µg (GalNAc)/ml
※ N-アセチルガラクトサミン (GalNAc)
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糞便中のムチン含量

n=6  平均値 ± S. E.

参考資料　各濃度の標準液における励起波長および蛍光波長の変化

A：蛍光波長（Em）383 nm に対する励起スペクトル B：励起波長（Ex）336 nm に対する蛍光スペクトル

推奨する測定波長は Ex 336 nm、Em 383 nm ですが、干渉フィルター方式の蛍光プレートリーダーの場合
フィルターの半値幅によって推奨測定波長で測定できないケースがあります。その場合は励起波長と蛍光波長の
波長差を大きくして測定して下さい。

【Ⅴ】参考資料
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