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研究成果の概要（和文）：植物複合型糖鎖によるスギ花粉アレルゲンCry j1特異的Th2免疫応答の抑制機構を解
明するため，3種類の糖鎖ポリマー（植物複合型，ハイマンノース型，動物複合型）を合成し，樹状細胞の分化
抑制を解析した。新規ヒノキ花粉アレルゲンCha o3の糖鎖構造解析を行い，その構造的特徴は日本スギ花粉アレ
ルゲンCry j1及びマウンテンシダーアレルゲンJun a1と非常に高い相同性を有することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Three types of glycopolymers bearing multivalent N-glycans (plant complex 
type, high-mannose type, or animal complex type) were synthesized. Their suppressive functions on 
Th2 cellular immune response induced by Japanese cedar pollen allergen, Cry j1, were analyzed by 
using dendritic cells. And then, structural features of newly identified Japanese cypress pollen 
allergen, Cha o3, were analyzed. The glycoform of Cha o 3 is similar to those of major 
glycoallergens in cedar or cypress pollens (Cry j1 and Jun a1).

研究分野：糖鎖生物学，生化学，免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)花粉アレルゲンはβ1-2 キシロース残基
と α 1-3 フ コ ー ス 残 基 を 持 つ
Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2（M3FX）を骨格に有する
植物複合型糖鎖を結合している場合が多い。
これまでに，日本スギ花粉アレルゲンCry j1，
マウンテンセダーアレルゲン Jun a1，ヒノキ
花粉アレルゲン Cha o1 の糖鎖構造解析を行
い，M3FX の非還元末端が N-アセチルグルコ
サミン（GlcNAc）残基やルイス a 抗原（Fuc
α1-4Galβ1-3GlcNAcβ1-）で更に修飾され
た構造を同定している。下図，参考論文③④
⑤ 
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（植物にのみ発現） 

 
 
 
 
 
 
 

ハイマンノース型糖鎖 
（動物・植物に共通の構造） 

 
(2)面白いことに，この M3FX 構造は日本スギ
花粉アレルゲン Cry j1 の主要な IgE エピト
ープにならないが，スギ花粉症患者の Cry j1
特異的な Th2 免疫応答（細胞増殖，IL-4 産生）
を in vitro で有意に抑制し，花粉症治療薬
となりうる可能性を有している。参考論文⑥ 
 
(3)そこで本研究では，M3FX による Th2 免疫
応答抑制機構を解明するため，種々の糖鎖
（植物複合型，ハイマンノース型，動物複合
型）をγ-L-ポリグルタミン酸（γ-L-PGA）
に結合させた3種類の糖鎖ポリマーを合成し，
それらの細胞性免疫活性について，糖鎖認識
タンパク質（Toll 様受容体，C型レクチンな
ど）を発現している樹状細胞を介した T細胞
の分化調節機構の解析により明らかにする
ことを試みる。 
 
(4)すでに，糖鎖ポリマー合成に必要となる
Asn-糖鎖（アスパラギン 1残基を結合した糖
鎖）の多量精製法は Asn-M3FX について確立
しており，ハイマンノース型，動物複合型，
ルイスa抗原含有糖鎖についても同様に多量
精製を行う。参考論文② 
 
２．研究の目的 
(1)糖鎖ポリマーの合成と樹状細胞分化制御 

糖鎖構造の違いによって生じるヒト免疫応
答について解析するため，①様々な構造の糖
鎖（植物複合型，ハイマンノース型，動物複
合型）を Asn-糖鎖として多量精製し，②それ
らAsn-糖鎖を多価に結合させた3種類の糖鎖
ポリマーの合成を行い，③それら糖鎖ポリマ
ーによる樹状細胞を介したT細胞の分化調節
機構を明らかにすることを目的とした。 
 
(2)新規ヒノキ花粉アレルゲン Cha o3 の糖鎖
構造解析 
新規ヒノキ花粉アレルゲンとして Cha o3 が
同定された（参考論文①）。Cha o3 はセルラ
ーゼ様ドメインを有しており，複数の推定 N-
グリコシル化部位を有する糖タンパク質で
ある。そこで花粉症発症と植物複合型糖鎖
（抗原性糖鎖）の相関を明らかにする研究の
一環として，新規ヒノキ花粉アレルゲン Cha 
o3 に結合する糖鎖構造解析を行った。 
 
(3)ルイス a 抗原含有糖鎖の多量調整と糖鎖
ポリマーの合成 
主要なスギ・ヒノキ花粉アレルゲン（Cry j1，
Jun a1，Cho 3）に存在しているルイス a 抗
原含有糖鎖の細胞性免疫活性を解析するた
め，これまでのスクリーニング実験で有用で
あることが明らかになった水草（オオカナダ
モ）糖タンパク質を用い，ルイス a抗原含有
糖鎖の多量精製を行い，糖鎖ポリマーを合成
することを目的とした。発表論文④参照 
 
３．研究の方法 
(1)糖鎖ポリマーの合成と樹状細胞分化制御 
①各種 Asn-糖鎖の多量精製 
糖鎖ポリマー合成に使用する糖鎖は糖ペプ
チド（Asn-糖鎖）として精製した。具体的に
は，これまでに報告したように（参考論文②
参照），抽出した糖タンパク質や糖ペプチド
に対してプロテアーゼ消化とゲルろ過を繰
り返し，親水性クロマトにより精製した。植
物複合型糖鎖は銀杏種子貯蔵糖タンパク質
から，ハイマンノース型糖鎖はトラマメ貯蔵
糖タンパク質から，そして動物複合型糖鎖は
卵黄糖ペプチドからそれぞれ調製・精製した。
Asn-糖鎖の構造はアミノ酸組成分析と糖鎖
構造解析により行った。 
②各種糖鎖ポリマーの合成 
糖鎖ポリマーの担体にはL体で構成される生
物分解性ポリマーのγポリグルタミン酸（γ
-L-PGA，平均分子量 75 万，TOYOBO 社製）を
用いた。Asn-糖鎖のアミノ基を脱水縮合剤の
DMT-MM によりγ-L-PGA のカルボキシル基に
共有結合させた。糖鎖ポリマーは，ゲルろ過
と逆相 HPLC により精製を行った。γ-L-PGA
への Asn-糖鎖の結合率（mol%）は，アミノ酸
組成分析によりアスパラギン酸とグルタミ
ン酸のモル比から算出した。 
③ヒト樹状細胞の分化制御 
ヒト末梢血由来CD14陽性単球を回収し，IL-4
と GM-CSF の存在化で 6 日間培養し，誘導し



た未熟樹状細胞を用い，糖鎖ポリマーで２日
間刺激を行い，分化マーカーである（CD80，
CD86，HLA-DR）の発現をフローサイトメータ
ーで解析した。 
 
(2)新規ヒノキ花粉アレルゲン Cha o3 の糖鎖
構造解析 
精製ヒノキ花粉アレルゲン（0.3 mg）からヒ
ドラジン分解により糖鎖を切り出し，N-アセ
チル化後，ピリジルアミノ化により蛍光標識
を行い，RP-HPLC 及び SF-HPLC により糖鎖を
分離後，逐次酵素消化法及び ESI-MS, MS/MS
分析により構造解析を行った。 
 
(3)ルイス a 抗原含有糖鎖の多量調整と糖鎖
ポリマーの合成 
水草（オオカナダモ）550 g から，プロテア
ーゼ消化，逆相クロマト，ゲル濾過，親水性
クロマトを組み合わせることにより Asn-糖
鎖（10.3 mg）を精製した。アミノ酸組成分
析と糖鎖構造解析により Asn-糖鎖の構造を
確認した。糖鎖ポリマーの合成は 3-(1)-②の
方法に従った。 
 
４．研究成果 
(1)糖鎖ポリマーの合成と樹状細胞分化制御 
①各種 Asn-糖鎖の多量精製 
各種 Asn-糖鎖は，銀杏種子貯蔵タンパク質
21 g から植物複合型（Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2, 
M3FX）37 mg，雑豆（大納言）糖タンパク質
33 g からハイマンノース型（Man8GlcNAc2）
30 mg，卵黄糖ペプチド 50 mg から動物複合
型（NeuAc2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2）39 mg
を精製できた。 
②各種糖鎖ポリマーの合成 
各種糖鎖ポリマーは，植物複合型 5.7 mg，ハ
イマンノース型 2.2 mg，動物複合型 3.8 mg
を合成し精製できた。アミノ酸組成分析によ
り，γ-L-PGA への Asn-糖鎖の結合率（mol%）
は，植物複合型15.4%，ハイマンノース型8.6%，
動物複合型 11.1%だった。すなわち，γ-L-PGA 
の 1 分子あたり，Asn-糖鎖が植物複合型 890
分子，ハイマンノース型 500 分子，動物複合
型640分子を結合した各種糖鎖ポリマーの作
製に成功した。発表論文①，学会発表⑧参照 
 
Asn-糖鎖の収量と糖鎖ポリマー結合率 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
③ヒト樹状細胞の分化制御 
各種糖鎖ポリマーによるCD80/CD86の発現影
響は確認できなかったが，植物抗原性糖鎖ポ
リマーは HLA-DR の発現を抑制し，抗原提示
抑制によるTh2免疫応答抑制への関与が示唆
された。※ヒト末梢血を用いた実験は個人差
が大きく，再現性を確認する必要性が考えら
れた。そこでヒト単球細胞株（THP-1）を用
いた実験系の構築も検討中である。また，ア
レルゲン存在化における糖鎖ポリマーの影
響を解析するため，アレルゲン精製にも取り
組んでいる。 
④その他の培養実験の結果 
植物抗原性糖鎖ポリマーは結核菌抗原（PPD）
特異的 Th1 応答（IFN-γ産生）の促進するこ
とは無かった。また，いずれの糖鎖ポリマー
についても LPS による NFkB 活性化の抑制に
は影響しなかった。 
 
(2)新規ヒノキ花粉アレルゲン Cha o3 の糖鎖
構造解析 
Cha o3 に存在している糖鎖の主要構造は
GlcNAc2M3FX（39.0%）であり, ルイス a 抗原
含有 M3FX（46.7%）も多く結合していた。既
報のヒノキ花粉アレルゲン Cha o1 とは異な
り，Cha o3 糖鎖の構造的特徴は日本スギ花粉
アレルゲン Cry j1 及びマウンテンシダーア
レルゲン Jun a1 と非常に高い相同性を有し
ていた。ルイス a抗原含有糖鎖の細胞性免疫
活性に興味が持たれる。発表論文②参照 
 
(3)ルイス a 抗原含有 Asn-糖鎖の多量調整と
糖鎖ポリマーの合成 
水草糖タンパク質由来のルイスa抗原含有糖
鎖を結合させた糖鎖ポリマー0.7 mgを合成し
た。アミノ酸組成分析により，γ-L-PGA への
Asn-糖鎖の結合率（mol%）は約 3%に過ぎず，
γ-L-PGA の 1 分子あたり，Asn-糖鎖が 170
分子程度結合していることを確認した。※タ
ケノコ（可食部）の糖タンパク質にルイス a
抗原含有糖鎖が豊富に含まれて入ることを
明らかにしたので，より多価にルイス a抗原
含有糖鎖を結合させることが可能になった。
発表論文③参照 
 
(4)その他 
植物抗原性糖鎖の抗原性低下に関与するα
1,3/4 フコシダーゼとβガラクトシダーゼの
精製をイネ培養細胞および銀杏種子からそ
れぞれ行った。イネα-L-フコシダーゼは分
子量 58 kDa，至適 pH は 6.0 であった。銀杏
種子由来βガラクトシダーゼは，ホモダイマ
ー（分子量 35 kDa）で至適 pH は 5.0 であっ
た。発表論文⑤⑥参照 
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