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研究成果の概要（和文）：　本研究は、雑豆(大豆と落花生を除く豆類)の機能性食材としての価値を検討することを目
的としている。まず、小豆と手亡(白いんげん豆)から均一性の高い多量の糖ペプチド・オリゴ糖を調製する方法を確立
した。次に、調製したオリゴ糖をγ-ポリグルタミン酸にカップリングさせたネオ糖ペプチドを作り、それらの抗原提
示細胞の活性化、Ｔ細胞分化・生育、サイトカイン産生に及ぼす影響を調べたところ、ヒト単球を活性化することが認
められた。さらに、小豆や手亡に含まれる遊離型オリゴ糖の糖組成分析を行うとともに、プレバイオティクス活性を調
べた。以上の結果から、小豆や手亡には高い機能性を有するオリゴ糖が存在することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：　In this study, we analyzed functional and structural features of free oligo- 
saccharides prepared from Zatsu mame (defined as edible beans other than soybean and peanut in Japanese) 
to find out good sources of latent bioactive oligosaccharides.
 At first, we prepared several kinds of glycopeptides and oligosaccharide fractions from Adzuki and Tebo 
by a combination of cation exchange chromatography and gel filtration. Using bean glycopeptides and 
γ-polyglutamic acid, we developed a novel glyco-polymer bearing several hundreds of oligosaccharides and 
assayed stimulating activity to antigen presentation cells, T-cell proliferation, and production of 
cytokines. Prebiotic activities of the bean-oligosaccharides on growth of bifidobacteria and lactobacilii 
were determined by measuring the number of these bacteria, suggesting that Adzuki and Tebo contain 
prebio-active oligosaccharides or glycopeptides.

研究分野：食品化学
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１．研究開始当初の背景 
食品に含まれる種々のアレルゲンの多く

は糖たんぱく質であり、それら糖鎖の化学構

造同定と糖鎖を除去した食品の調製が試み

られている。その一方で、申請者らはα1-3

フコースおよびβ1-2 キシロースをコア構造

に含む植物複合型糖鎖が、ヒト T-細胞の分

化・生育を抑制するとともに、Th2 細胞によ

るインターロイキン４(IL-4)産生を抑制す

ること、また Th1 細胞によるインターフェロ

ン γ(IFN-γ)産生を促進すること等を報告

している。このことは、たんぱく質に結合し

た糖鎖ではなく、遊離型植物糖鎖がヒト細胞

性免疫系に生理作用を及ぼすことを初めて

示したものであり、植物性糖タンパク質糖鎖

自身が潜在的な薬理活性を有する可能性を

示唆するものであった 1）。 

食物アレルギーの原因となるため、食品衛

生法に基づき表示が義務付けられている豆

類は大豆と落花生である。それらのアレルゲ

ンたんぱく質には強力な植物複合型糖鎖が

結合していることが知られているが、雑豆

（大豆および落花生以外の食用豆類）とアレ

ルギーとの関連性は取りざたされていない。  

そこで申請者らは、機能性糖鎖をグリコドラ

ッグ開発のリード化合物として利用するこ

とを目的として、アレルギー食材の範疇には

ない雑豆に注目し、それらに含まれる糖たん

ぱく質に結合する糖鎖構造解析を開始し、有

用な機能性糖鎖のスクリーニングを行った。

その結果、いくつかの雑豆糖たんぱく質には、

グリコドラッグ開発のリード化合物となり

うる抗原性糖鎖(Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2 

(M3FX)，Man3Xyl1GlcNAc2(M3X))や、マクロ

ファージ・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(M5-M9)が存在する

ことを見出した。また、雑豆糖たんぱく質に

結合する糖鎖の存在量と構造特性は豆の種

類によって大きく異なっており、下表に示す

ような特徴的な構造特性を示した。一連の研

究結果から、小豆、大納言およびとら豆はマ

クロファージや樹状細胞活性化能を有する

構造均一性の高いハイマンノース型糖鎖を

多量調製するための有用資源であり、大福豆

と紫花豆は抗アレルギー糖鎖薬剤調製のた

めに適した雑豆であることがわかった 2）。 

豆の名称 主要な糖鎖構造 糖鎖の存在量・構造特性 

金時 

うずら豆 
大福豆 

紫花豆 

抗原性糖鎖 

Man3Xyl1Fuc1Glc

NAc2 

糖鎖存在量は多く、高い構造

不均一性が見られたものの、

いずれも Man9-5GlcNAc2 を

ほぼ均等に含んでいた。大福

豆と紫花豆は 25～30％の抗

原性糖鎖を含んでいた。 

小豆 

大納言 

とら豆 

ハイマンノース

型 

Man7-9GlcNAc2 

糖鎖存在量は多く、構造均一

性が高かった。含有率は、小

豆は Man7GlcNAc2、大納言は

Man8GlcNAc2、とら豆は

Man9GlcNAc2 が多かった。 

そら豆 

えんどう

白なた豆

ひよこ豆

ささげ 

糖鎖存在量は少なく、これまでに報告のない高分

子構造糖鎖の存在量が多かった。 
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mame): Natural resources for bioactive oligosaccharides., Kimura M, 

Hara T, Kimura Y, Biosci. Biotechnol. Biochem., 75(1)155-158 (2011)  

 
２．研究の目的 
 本研究では、雑豆の機能性食材としての価

値について検討することを目的とし、以下の

３つの実験を行った。 

(1) 雑豆から調製したアスパラギン結合型

糖鎖（N-グリカン）を食材ポリマーにカップ

リングさせたネオ糖ペプチドを作製し、それ

らの細胞性免疫活性（T-細胞からのサイトカ

イン分泌制御活性）あるいは抗原提示細胞の

活性化能を調べた。 

(2)雑豆に含まれる遊離型オリゴ糖の大量調

製方法の確立と構造解析、およびそれらのプ

レバイオティクス検定を行った。 

(3) 植物糖たんぱく質に結合する N-グリカ

ンの構造特性については、多くの報告がなさ

れているが、O-グリカンについての系統的な

解析はほとんど行われていない。そこで、雑

豆糖たんぱく質にはどのような構造の O-グ

リカンがどれくらいの割合(％)で結合して



いるか調べた。 

 
３．研究の方法 
(1)小豆と手亡(白いんげん豆の一種)由来糖

ペプチドと食材ポリマーからなるネオ糖ペ

プチドの合成と免疫活性検定：小豆と手亡の

由来のアセトン脱脂粉末をアクチナーゼ消

化した後、陽イオン交換(Dowex 50 x 2)、ConA

アフィニティークロマト、順相 HPLC を組み

合わせ、均一性の高い糖鎖構造を有する糖ペ

プチドの大量調製を行った。また、得られた

ペプチド画分を用い、免疫細胞の賦活化能を

サイトカイン分泌を指標として測定した。次

いで、調製した糖ペプチドをポリグルタミン

酸に多価数カップリングさせたネオ糖ペプ

チドをつくり、それらの抗原提示細胞の活性

化能に及ぼす影響を調べた。 

(2) 雑豆に含まれる遊離型オリゴ糖の大量

調製法の確立と構造解析、プレバイオティク

ス検定：３種類の雑豆(小豆、手亡、えんど

う)のアセトン脱脂粉末のペプシン消化物に

50％になるようにエタノールを加え、可溶性

画分にオリゴ糖を回収した。その後、陽イオ

ン交換(Dowex 50 x 2)、陰イオン交換(Dowex 

1 x 8)、2 種類のゲルろ過(SephadexG-25, 

Biogel P-2)を組み合わせた方法でオリゴ糖

画分を分離した。次に、各オリゴ糖画分の凍

結乾燥物を 0.1%含む MRS 寒天培地で、ビフィ

ズス菌(Bifidobacterium longum)や乳酸菌

(Lactococcus lactis など)を最長 48 時間培

養し、生菌数の変化や菌体増殖による培地の

濁度(吸光度)上昇を指標として増殖促進活

性を調べた。さらに、オリゴ糖画分の糖組成

分析を ABEE(4-アミノ安息香酸エチルエステ

ル)ラベル法により行った。 

(3) 雑豆糖たんぱく質に結合する O-グリカ

ンの構造特性解析：小豆と手亡脱脂粉末をペ

プシンで消化後、50％エタノール沈殿、陽イ

オン交換(Dowex 50 x 2)および 2種類のゲル

ろ過(Sephadex G-25, Biogel P-2)を組み合

わせた手法により、糖ペプチド画分（高分子

と低分子画分）を分離した(小豆と手亡２種

類ずつ合計４種類)。４種の糖ペプチド画分

は、それぞれ 0.1 M NaBH4 /0.05 M KOH(37℃)

中で 30 時間反応させ、O－グリカンを遊離さ

せた。各反応液は直ちに酢酸で中和後、

AG50-X8 column(H+)と Biogel P-2 にかけて O

－グリカン画分の分離・脱塩を行った。さら

に、O－グリカン画分を凍結乾燥後、TLC 分析

（シリカゲル 60、n-ブタノール/酢酸/水

(2/1/1)、ジフェニルアミン）に供して糖組

成分析を行った。 

 
４．研究成果 

(1) ハイマンノース型糖鎖を多く含む小豆

と大納言からは Man7～9GlcNAc2 を、大福豆

と紫花豆からは抗原性糖鎖 (Man3Xyl1 

Fuc1GlcNAc2) を多く含む糖ペプチドを調製

した。抗原性糖鎖含有糖ペプチドは、Th1 型

サイトカインである IFN-γ産生を低濃度で

は促進し、高濃度では抑制することがわかっ

た。一方、Th2 型サイトカインである IL-4 と

IL-10 産生は、低濃度では抑制し、高濃度で

は促進する結果となった。今回、糖ペプチド

画分に含まれるどのような構造の糖鎖が免

疫活性に関与しているかについては、明らか

にすることができなかった。 

 得られた糖ペプチドとポリグルタミン酸

（PGA）とのネオグリコポリマーの合成につ

いては、オリゴ糖鎖の還元末端をアミノ化す

ることで、効率的な PGA-オリゴ糖鎖ポリマー

合成法を確立することができた。さらに、

PGA-オリゴ糖鎖ポリマーがヒト末梢血単核

球上の CD80 と CD86 の発現を有意に抑制する

ことを見出した。   

(2) Bifidobacterium longum の生菌数変化を

指標として解析を行った結果、図１に示すよ

うに、手亡のオリゴ糖画分に Lactulose をし

のぐ最も高いプレバイオティクス活性が認

められ、小豆やえんどう由来のオリゴ糖にも

高い増殖作用がみられた。また、乳酸菌の増

殖作用については、乳酸菌の種類により各オ



リゴ糖の資化性に大きな違いが認められた。 

 
図１ 嫌気培養法による Bifidobacterium longumの 
   菌数変化 
  増殖倍率；0時間の生菌数に対する 48時間後の 
  生菌数の比、糖添加量；培地の 0.1％  
 

 糖組成分析の結果から、小豆と手亡の陰イ

オン交換体非吸着画分にはアラビノースが

最も多く含まれ、その他にガラクトース、マ

ンノース、グルコース、Ｎ－アセチルグルコ

サミンが多く含まれていることがわかった。

一方、陰イオン交換体吸着画分には、小豆と

手亡ともにマンノースが最も多く、次いでア

ラビノース、Ｎ－アセチルグルコサミン、ガ

ラクトースの順に多く含まれていた。 

 以上の結果から、小豆や手亡のオリゴ糖画

分には、アラビナン、アラビノガラククン、

ガラクタン、ガラクトマンナン等の多糖類由

来のオリゴ糖が含まれており、これらのオリ

ゴ糖がビフィズス菌増殖活性に関わってい

る可能性があることがわかった。また、今回、

最も高い活性を示した手亡由来のオリゴ糖

画分にはフコースやキシロースの存在が認

められたことから、植物種子に遍在する抗原

性糖鎖(N-グリカン)が腸内紬菌の増殖に関

わっている可能性が示唆された。 

(3) 小豆と手亡に含まれる糖たんぱく質に

結合する O-グリカンの分析結果から、手亡は

糖ペプチドの低分子画分に、小豆では高分子

画分に２～４糖程度の O－グリカンが多く結

合していることが明らかになった。また、O

－グリカンの含量(％)は、糖ペプチドの１～

13％であった。 

 以上の一連の研究により、小豆や手亡など

の雑豆には高い機能性を有する糖ペプチド

やオリゴ糖が多く含まれており、機能性食材

として有用な資源であることが明らかにな

った。 
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