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研究成果の概要（和文）：　本研究では，遊離型植物コンプレックス型糖鎖(Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2,M3FX)が，白
いんげん（手亡）に数十mg%と多量に含まれていることを見いだし，その調製方法を確立した。著者らは，M3FX
が花粉症患者のT細胞からのIL-4分泌を抑制することを認めていることから，手亡は免疫調節活性を有するM3FX
の良い供給源であると考えられる。
　また，豆類に数％含まれるスタキオースの抗アレルギー作用を，OVA誘発食物アレルギーマウスを用いた実験
で初めて確認した（血中protease-1量低下, p＜0.01）。いんげん豆には免疫調節活性を有する複数のオリゴ糖
が存在することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：  In this study, we found for the first time that free plant complex sugar 
chains (Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2, M3FX) were contained in a large amount of several ten mg% of the weight
 of white kidney bean (Tebo), and established the preparation method. We have already demonstrated 
that M3FX suppresses IL-4 production from T cells (Th2). Therefore, Tebo is a good source of M3FX 
which is thought to have immunoregulatory activity. 
  In addition, the anti-allergic effect of stachyose, which is a major constituent sugar of many 
kinds of beans, was confirmed using OVA-induced food allergic mice (blood protease p-1 inhibition, p
＜0.01). These results demonstrated that kidney beans contain several biofunctional oligosaccharides
 with immunomodulatory activity.

研究分野： 食品化学

キーワード： いんげん　豆類　ラフィノース　スタキオース　N－グリカン　抗アレルギー　高機能性　M3FX
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は，日本の伝統的な健康食材であるにもかかわらず，日本で需要が低迷しているいんげん豆類の新たな
機能性を探るユニークな研究であるといえる。いんげん豆オリゴ糖の構造特性と高機能性を明らかにすることが
できれば，豆類を用いた新たな健康食品開発への応用が期待できる。
　今回，白いんげん豆の一種である手亡に抗アレルギー作用を示す数種類のオリゴ糖が含まれていることが認め
られた。今後，機能性食品として利用できる可能性もあることから，本研究により得られた成果は，豆類のより
一層の消費拡大，地域社会の経済活性にもつながるものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
豆類は栄養学的に優れた農産物であるが，日本では，特に雑豆類(大豆・落花生以外の豆類)の

消費減少が著しい。そこで，著者らは，これまでに需要が低迷している雑豆類に豊富に含まれる

オリゴ糖鎖をグリコドラッグ開発に利用することを目的とし，10 種類以上の雑豆に含まれるア

スパラギン結合型糖鎖（N-グリカン）のスクリーニングを行ってきた。その結果，雑豆の貯蔵糖

タンパク質に結合する N-グリカンの存在量と構造特性は豆の種類によって異なることが明らか

になった。すなわち，Phaseorus 属のいんげん豆（金時，うずら豆，大福豆）には哺乳動物に対

して抗原性を有するコンプレックス型糖鎖(Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2, M3FX 等)が多く，Vigna 属の小

豆や大納言にはマクロファージや樹状細胞に対する活性化能を有するハイマンノース型糖鎖が

豊富に存在することがわかった１）。 

一方，著者らは，日本スギやヒノキ花粉アレルゲン性タンパク質に M3FX 等の植物コンプレッ

クス型糖鎖が結合していることや，遊離型 M3FX が日本スギ花粉症患者の T細胞（Th2）からの

IL-4 分泌を抑制することを認めている２）。また，豆類には様々な種類の遊離型オリゴ糖が含ま

れているが，それらオリゴ糖の生理的作用については不明な点が多い。特に，含有量の多い

（豆乾燥重量の数％を占める）ラフィノースとメリビオースについては，アレルギーマウスの

腸管リンパ節 Th2 応答を抑制して抗アレルギー作用を示すことが報告されているものの，それ

らの作用機構の詳細はまだ明らかにされていない。 

1）N-Glycans linked to glycoproteins in Japanese edible beans (Zatsu- mame): Natural  

  resources for bioactive oligosaccharides., Kimura M, Hara T, Kimura Y,   

Biosci. Biotechnol. Biochem., 75(1)155-158 (2011) 

2）Role of major oligo- saccharides on Cryj1 in human immunoglobulin E and T cell  

responses. Okano Ｍ, Kimura Y, Kino K, Michigami Y, Sakamoto S, Sugata Y, Maeda M,  

Matsuda F, Kimura M, Ogawa T, Nishizaki K.  Clin. Exp. Allergy, 34. 770-778 (2004) 

 

２．研究の目的 

本課題では，貯蔵糖たんぱく質の構成成分として M3FX を多く含むいんげん豆類に着目した。

いんげん豆は，種皮の色により白色系と着色系に大別され，白色系(「白いんげん」と呼ばれる)

には，手亡，大福豆，白金時豆等が，また着色系には，金時豆，うずら豆，虎豆等のさまざまな

種類がある。この中で，日本人にとって昔から馴染み深い豆である“手亡”と“金時豆”を研究

試料として選択した。“手亡”は，主に白あんの原料として，“金時豆”は煮豆の原料として，日

本で古くから利用されている豆類である。 

いんげん豆類に含まれる遊離型オリゴ糖の構造特性を解析するとともに，それらに含まれる

遊離型オリゴ糖の免疫調節活性を明らかにすることを目的として研究を行った。具体的には，（1）

いんげん豆類（手亡，金時豆）と小豆に含まれる遊離型オリゴ糖の構造特性（2）いんげん豆由

来オリゴ糖のビフィズス菌・乳酸菌増殖促進活性（3）いんげん豆由来オリゴ糖の免疫調節活性

（IgE 等の分泌促進・抑制活性等）である。以上の研究成果から，いんげん豆を機能性食材と捉

えることが可能となり，高機能性オリゴ糖を含む新たな健康食品(素材)開発への応用が期待で

きると考えられる。 

 

３．研究の方法 

（1）いんげん豆類（手亡，金時豆）と小豆に含まれる遊離型オリゴ糖の構造特性 



① オリゴ糖画分の調製と糖組成分析 

いんげん豆（手亡，金時豆），小豆(コントロール)のアセトン脱脂粉末(100g)を 5％ギ酸で  

一晩ホモジナイズすることにより，グリコシダーゼとペプチド:N -グリカナーゼ（PNGase）を

含む貯蔵タンパク質を変性させた。その後，50%エタノール分別，陽イオン交換 (Dowex 50x2)

および陰イオン交換(Dowex 1x8)により分画を行った。陰イオン交換樹脂に吸着しなかったもの

を AE(Anion exchange)（-）画分，吸着したものを AE(＋)画分とした。各オリゴ糖画分を，２

種類ゲルろ過（Sephadex G-25 sf, Biogel P-2）に供して単糖類や塩類を除去した後，濃縮，

凍結乾燥した。なお，糖の検出はフェノール硫酸法で行った。 

AE（－）と AE(＋)の糖組成は，4M TFA で加水分解後(100℃，3h)，単糖類を ABEE ラベル化

し，逆相 HPLC で分析した。また，スクロース，ラフィノース族オリゴ糖の分析は，順相 HPLC

（Shodex Asahipak NH2P-50）（検出器 RI，CAD）および LC-ESI-MS で行った。 

② N-グリカンの精製と構造解析 

凍結乾燥したオリゴ糖画分を 60％のアセトニトリル水溶液に溶解した後，80％アセトニトリ

ルで平衡化した Shodex Asahipak NH2P-50 樹脂に混合した。80％アセトニトリルで十分洗浄し

た後，0.1% TFA で N-グリカンを溶出させた。これを濃縮，凍結乾燥後，蛍光標識（ピリジルア

ミノ（PA）化）し，ゲルろ過(Sephadex G-25)にかけて余剰の 2-アミノピリジンなどを除去し

た。その後，PA－オリゴ糖を，逆相 HPLC(Cosmosil 5C18-ARⅡ)，順相 HPLC(Shodex Asahipak 

NH2P-50 4E) の糖鎖二次元マップに供して精製した。 

PA－オリゴ糖 (約 200pmol)の構造解析は，Endo-H(100U, pH5.0)，タチナタマメ由来α-マン

ナーゼ(4.9ｍU, pH4.0, 37℃)で 48h 消化した後，SF-HPLC（Shodex Asahipak NH2P-50 4E）で

行った。また，精製した PA－オリゴ糖の LC/MS と MS/MS（Agilent 6520 Q-TOF LC/M）による質

量分析を行うとともに, 重水で溶解した後，¹H NMR（Varian NMR システム，600 MHｚ）分析を

行った。 

 (2) いんげん豆由来オリゴ糖のビフィズス菌・乳酸菌増殖促進活性 

  手亡，金時豆，小豆から調製した各々のオリゴ糖画分を用い，ビフィズス菌(Bifidobacterium 

longum JCM 1217)と乳酸菌(Lactobacillus plantarum NBRC 3070，Lactococcus lactis NBRC 

12007)の増殖促進活性を嫌気培養法で調べた。 

（3）いんげん豆由来オリゴ糖の免疫調節活性 

 本実験は，「岐阜薬科大学における動物実験の実施に関する規定」，ならびに，関連省庁の定め

る規則を遵守して行った。 

 食物アレルギーマウスの作製は，山下らの方法３）により，BALB/c 雌性マウス（各群, n=6）を

用い，卵白アルブミン抗原の腹腔注射により免疫感作した後，OVA 抗原の経口投与によって食餌

的なアナフィラキシーを誘導することにより行った。小豆と手亡のオリゴ糖画分を，それぞれ食

物アレルギーマウスに 41 日間経口投与し(100mg/kg)し，体温低下，アレルギー性下痢および卵

白アルブミンに対する特異的 IgE 抗体価，マスト細胞 protease-1 値などを測定した。また，市

販ラフィノースとスタキオースをそれぞれ 35 日間自由飲水で経口投与し，上記同様，OVA 誘発

食物アレルギーモデルマウスを用いた手法で抗アレルギー活性を調べた。 

３）Yamashita et al. Overcoming food allergy through acquired tolerance conferred by 

transfer of Tregs in a murine model . Allergy 67. 201-9, (2012). 

 

４．研究成果 

（1）いんげん豆類（手亡，金時豆）と小豆に含まれる遊離型オリゴ糖の構造特性 



① オリゴ糖画分の調製と糖組成分析 

手亡，金時豆，小豆のアセトン脱脂粉末から 4～7％の AE（－）画分と，0.1～0.5％の AE(＋)

画分が得られた。ABEE ラベル化法による糖組成分析の結果から，各画分共通の主要構成糖とし

て，マンノース(Man)，グルコース(Glc)，ガラクトース(Gal), ＮｰアセチルｰＤｰグルコサミン

(GlcNAc)，アラビノース(Ala)が検出された。また，手亡から得られた AE(＋)画分には，少量成

分としてキシロース(Xyl)およびフコース(Fuc)が認められた。 

AE（－）画分の乾燥重量の大部分（50～90％）を，スクロースと難消化性オリゴ糖として知ら

れるラフィノース族オリゴ糖が占めていた。HPLC でオリゴ糖の組成分析をした結果，各種豆類

から得られた AE(－)画分には，スクロースとスタキオースが多く，ラフィノースは少ないこと

がわかった。  

② N-グリカンの精製と構造解析 

単糖類の組成分析結果より，手亡 AE(＋)画分には M3FX のような植物性コンプレックス型 N-

グリカンが含まれる可能性が示唆された。そこで, 手亡 AE(＋)画分から，上述の手法により調

製した蛍光標識糖鎖（PA-オリゴ糖）の構造解析を行った。その結果，図１-I に示すように，M3FX

の RP-HPLC 溶出位置に均一なピークが得られた。また，この PA-オリゴ糖の MS/MS 分析により，

図２に示すイオンが検出された。これを順相 HPLC にかけ（図１-Ⅱ-1），さらにタチナタマメα

－マンノシダーゼで消化した結果，図１-Ⅱ-2 に示す MFX 構造に収束した。 

以上の結果から，手亡には，多量の遊離型 Man₃Xyl₁Fuc₁GlcNAc₂(M3FX)が存在することが明ら

かになった。M3FX の収量を計算した結果，手亡 AE(+)画分(凍結乾燥物)の約 50％程度

(47.8mg/100g)を M3FX が占めていた。 

 (2) いんげん豆由来オリゴ糖のビフィズス菌・乳酸菌増殖促進活性 

各オリゴ糖画分のプレバイオティック活性を３種類の菌（Bifidobacterium longum，

Lactococcus lactis，Lactob acillus plantarum）を用いて調べた。その結果，すべてのオリ

ゴ糖画分において，既知のプレバイオティクス（ラクツロースやラフィノース）と同程度の活

性が認められた。研究を始めた当初は，GlcNAc が検出された手亡 AE（＋）画分に，高い

L.plantarum 増殖促進活性が認められたが，精製を進めるにつれ増殖促進活性が低下し，有効

な成分を特定することはできなかった。  

 

図１ 手亡 AE (+)から得られた PA－オリゴ糖の HPLC 

I：手亡 AE (+)から得られた PA－オリゴ糖(TFNG)の RP-HPLC プロファイル 

Ⅱ：PA－オリゴ糖(1)とそのα－マンノシダーゼ消化物の SF-HPLC プロファイル  

 



 
図２ 手亡 AE (+)から得られた PA－オリゴ糖の ESI-MS と MS/MS 分析結果  

I：手亡 AE (+)から得られた PA－オリゴ糖の ESI-MS,  Ⅱ：Iの MS/MS 

Ⅲ: PA－オリゴ糖のα－マンノシダーゼ消化物の ESI-MS,  Ⅳ: Ⅲの MS/MS 

 

 (3) いんげん豆由来オリゴ糖の免疫調節活性 

手亡と小豆から調製した各オリゴ糖画分を，オボアルブミン(OVA)誘発食物アレルギーモデル

マウス(BALB/c 雌性)に経口投与（100 mg/kg，41 日間）し，体温，下痢誘発，血清中 OVA 特異

的 IgE の変化を調べた。その結果，手亡オリゴ糖画分を投与した群に，下痢の誘発を抑制する

傾向が認められた。 

次に行った市販ラフィノースとスタキオースを用いた OVA 誘発食物アレルギーマウスの実験

では，ラフィノースとスタキオースの両摂取群において，体温，アレルギー性下痢の抑制傾向が

観察された。また，図３に示す通り，両摂取群において血中 IgE 抗体価(34 日目)の減少と，マ

スト細胞からの protease-1 量の有意な低下が認められた(p＜0.01)。 

本研究により，いんげん豆の一種である“手亡”には，遊離型植物コンプレックス型 N－グリ

カン（M3FX）が数μmol オーダー(豆重量の数十 mg%)で含まれていることが明らかになった。ま

た，いんげん豆の乾燥重量の数％を占めるスタキオースに，抗アレルギー作用があることが初め

て認められた。 

 

  A                                        B 

 
図３ ラフィノースとスタキオースの抗アレルギー作用の評価 

A: OVA-specific IgE (34 日目)，B: mast cell prorease-1(35 日目) 
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