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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、未利用海産藻類糖タンパク質に結合するアスパラ

ギン結合型糖鎖の化学構造を明らかにするとともに、免疫活性等の生理活性についての解析を

行った。まず、褐藻類、緑藻類および紅藻類をミキサーで破砕後、ペプシン消化を行い、その

消化物からゲルろ過とイオン交換により糖ペプチドを調製した。糖鎖をヒドラジン分解により

ペプチドから遊離させ、還元末端を蛍光標識した後に高速液体クロマトグラフィー(HPLC)によ

って各々の化学構造を決定した。その結果、未利用海藻からは動植物に普遍的に存在するハイ

マンノース型糖鎖が多量に見出されたものの、陸生植物に特徴的なキシロース・フコース含有

の糖鎖の存在は認められなかった。その一方、動植物由来の糖タンパク質糖鎖に対して作用す

る糖質分解酵素群に抵抗性を示す糖鎖の存在が示唆された。更に、ホンダワラから調製した糖

ペプチド画分がヒト単球を活性化することが認められた。 

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the structures and cellular 

immunological activities of N-glycans linked to seaweed glycoproteins. First, 

glycopeptides were prepared from the pepsin-digests of seaweed homogenates (brown algae, 

red seaweeds, and green laver) by gelfiltration and HPLC. Glycan moieties were liberated 

by hydrazinolysis and then were fluorescence-labeled. The structural analysis using 

HPLC-mapping showed that major N-glycans of hydrophytes are typical high-mannose type 

structures, while the typical plant complex type N-glycans having α1-3Fuc and β1-2 Xyl 

residues were not found.  However, we found some unique glycans that were resistant to 

several glycosidases, indicating that some hydrophytes-specific glycans might occur on 

some seaweed glycoproteins. Furthermore, the immunological activity of the seaweed 

glycopeptides was assayed, and it was found that some glycopeptide-fraction could 

stimulate human monocytes. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年、食品に含まれる種々のアレルゲン性

タンパク質の同定がなされてきているが、そ

れらの多くが糖タンパク質である。そして、

糖タンパク質性アレルゲンにα1-3 結合フコ

ースおよび β1-2 結合キシロース含有のア

スパラギン結合型糖鎖（N-グリカン）が結合

することも明らかになってきている。これら

の N-グリカンが哺乳動物に対して強い抗原

性を有することが示されるにつれ、抗原性糖

鎖の摂取とアレルギー疾患発症との相関性

に興味が持たれてきているものの、これら抗

原性糖鎖とアレルギー疾患発症との相関に

ついての生化学的・免疫化学的解析は十分に

行われていない。 

申請者らは、種々の植物糖タンパク質の糖

鎖構造解析を行い、種子貯蔵糖タンパク質お

よびアレルゲン性花粉糖タンパク質に結合

する抗原性糖鎖の構造特性を既に明らかに

しているとともに、それら抗原性糖鎖のライ

ブラリー化を行っている。特に、植物細胞は、

ルイス a 抗原を非還元末端に有する N-グリ

カンを普遍的に産生することが知られてお

り、申請者らもスギ花粉アレルゲンやイネ培

養細胞糖タンパク質から、それら植物に特徴

的な糖鎖を見出し、それらの化学構造を明ら

かにしてきた。更に、植物抗原性糖鎖が T-

細胞（Th2）によるインターロイキン４(IL4)

の産生を抑制することを見出し、植物抗原性

糖鎖が細胞性免疫調節活性を有することを

始めて証明した。 

 以上の、研究背景ならびに研究データを基

に、未利用海産藻類にも細胞免疫活性をコン

トロールしうる種々の抗原性糖タンパク質

糖鎖が存在するのではないかとの実験仮説

を立てた。未利用海藻類に含まれるオリゴ糖

鎖を機能性糖鎖食品あるいは医療素材へと

変換することが可能となれば、海洋エコシス

テムで生成する膨大な量の未利用海産物を

貴重な資源として利用する道が開かれるこ

とが期待できる。 

 
２．研究の目的 

 本研究課題では、未利用海産藻類に含まれる

糖タンパク質あるいは糖脂質に結合する糖鎖

の細胞免疫活性と抗アレルギー性について以

下の点を明らかにすることを目的とする。(1)

海産藻類に発現される糖タンパク質・糖脂質糖

鎖の構造特性、(2)海藻オリゴ糖鎖が有する抗

原性、(3)海藻糖タンパク質に結合する抗原性

糖鎖のヒト細胞性免疫に及ぼす生理機能（T-細

胞の分化・生育、サイトカイン分泌促進）、(4)

抗原性糖鎖の細胞性免疫調節活性（サイトカイ

ン分泌促進・抑制活性）を利用したアレルギー

疾患（花粉症）治療薬（糖鎖薬剤）開発の可能

性。 

以上の解析結果から、未利用海産藻類に含

まれる糖タンパク質・糖脂質に結合するオリ

ゴ糖鎖の機能性食品あるいは医療素材開発の

基礎が確立されるものと思われる。 
 
３．研究の方法 
(1)海藻からの糖ペプチドの調製 
 ホンダワラ、ヒジキ、フノリ、アナアオサ、
フクロノリ、ヒトエグサ、トゲモク、ウミノ
トラノオ、イシゲ、アキヨレモク、テングサ
（約 100g）をハサミで裁断後、熱湯水処理
（100℃、5 分間）によりタンパク質を変成さ
せた。次いで、最終濃度が 5%になるようにギ
酸を加えた後、ペプシン（Sigma 社製 ブタ由
来）200 mg を加え、37℃で 48 時間インキュ
ベートすることで、可溶性タンパク質および
膜タンパク質からペプチドを遊離させた。そ
の後、5l の脱塩水に対して 4℃で 2 日間にわ
たり透析を行った。透析外液を約 200 ml に
減圧濃縮後、Sephadex G-25 カラム（5.0 x 90 
cm、0.1N アンモニア水）により脱塩操作を行
った。フェノール硫酸発色による陽性画分を
回収した後、減圧乾固した。残渣を 5% ギ酸
に溶解させ、Dowex 50 x 2 (2.0 x 30 cm) カ
ラムに供与した。非吸着画分を溶出させ、ギ
酸で樹脂を洗浄後、0.1N アンモニア水で吸着
したペプチドを溶出させた。次いで、ペプチ
ド画分を凍結乾燥し、50% アセトニトリルに
溶解させ、Shodex NH2-50 カラム (10 x 250 
mm) に供与した。非糖鎖成分を含む非吸着画
分を溶出させ、80% アセトニトリルでカラム
を洗浄後、吸着した糖ペプチドを 10% アセト
ニトリル溶液で溶出させた。得られた糖ペプ
チド画分を凍結乾燥後、以下の実験に供した。 
 
(2)糖ペプチドからの蛍光標識糖鎖の調製 
 海藻由来の糖ペプチド凍結乾燥標品から
ヒドラジン分解（100℃、10 時間）により N-
グリカンを遊離させた。遊離したオリゴ糖鎖



をアセトンで沈殿させた後、遠心分離（8000 
rpm、20 分間）し、得られた沈殿物を減圧下
で乾燥させた。この乾燥したオリゴ糖鎖に飽
和重炭酸ナトリウム 30 ml、無水酢酸 3 ml を
加え、室温で N-アセチル化を行った。反応液
に Dowex 50×2(mesh 200～400 ）樹脂を加え
て pH を 2 にした後、小カラムに移し、約 5
倍量の脱塩水で樹脂を洗浄した。洗液を濃縮
後、Sephadex G-25 カラムによるゲル濾過に
供して脱塩を行った。溶出液を濃縮した後、
凍結乾燥を行った。凍結乾燥試料に 2-アミノ
ピリジン（ 2-アミノピリジン 1.00 g：塩酸 
0.65 ml ）を試験管一本につき 400μl ずつ
加えて封管し、90℃で 30 分間反応させた。
冷却後開管し、試験管１本につき 40 μl の
還元試薬（シアノ水素化ホウ素ナトリウム 20 
mg：蒸留水 ：12  l）を加えて再び封管し、
90℃で 1 時間 還元反応を行った。反応終了
後、蒸留水を試験管一本につき400 μl加え、 
Sephadex G-25 カラムに供して過剰の2-アミ
ノピリジンを除去した。糖鎖は蛍光測定によ
り検出した。得られたピリジルアミノ化
（PA-）糖鎖画分を濃縮乾固させ高速液体ク
ロマトグラフィーの試料とした。 
  
(3)逆相高速液体クロマトグラフィー
(RP-HPLC)による PA-糖鎖の部分精製 
PA-糖鎖を尐量の 0.05%トリフルオロ酢酸

に溶解した後、Cosmosil 5C18 AR カラムを
用いた RP-HPLC により部分精製を行った。 

カラム：Cosmosil 5C 18AR (10 × 250 mm )    
溶媒 A：0.02%トリフルオロ酢酸                        
溶媒 B：0.02% トリフルオロ酢酸/20%アセ
トニトリル               

流速：1.2 ml/分   
蛍光光度計：励起波長 310nm、蛍光波長 
380nm  
 

(4)順相高速液体クロマトグラフィー 
(SF-HPLC)による PA-糖鎖の部分精製 
 RP-HPLC にて部分精製した糖鎖画分を
Shodex Asahipak NH2-P5 カラムを用いた
SF-HPLC により構造解析を行った。 

カラム：Shodex  Asahipak NH2P- 50                              
(4.6 x 250 mm )    

溶媒 A：80%アセトニトリル                         
溶媒 B：20%アセトニトリル             
流速：0.7 ml/分   
蛍光光度計：励起波長 310nm、蛍光波長 
380nm  

 
(5)グリコシダーゼ消化による構造解析 
  海藻糖タンパク質から調製した PA-糖鎖の
構造をグリコシダーゼ消化により解析した。 
 
①α1,2-マンノシダーゼ消化 
 PA-糖鎖 5μl に α1,2-マンノシダーゼ

(Aspergillus saitoi 由来) (0.1 unit / 
100μl)10μl、0.1M 酢酸緩衝液( pH 5.0 ) 
30μl、トルエン 1μl を加え 37℃にて 24 時
間酵素消化を行った。酵素反応の停止は、
100℃ 5 分間反応液を煮沸することにより行
った。この酵素反応溶液を 13,400rpm で 10
分間遠心分離し、上清 9μl を 70 %アセトニ
トリル 91μl と混合後、SF-HPLC に供して酵
素消化物の分析を行った。 
 
②α-マンノシダーゼ 消化 
 α1,2-マンノシダーゼ消化で得られた PA-
糖鎖（5μl）に α-マンノシダーゼ(タチナタ
豆)(19 units / mg ) 10μl、0.1M 酢酸緩衝
液( pH 5.0 ) 20μl、トルエン 1μl を加え、
37℃で 48 時間酵素消化を行った。酵素反応
の停止は、100℃ 5 分間反応液を煮沸するこ
とにより行った。この酵素反応溶液を
13,400rpm で 10 分間遠心分離し、上清 7μl
を 70 %アセトニトリル 93μl と混合後、
SF–HPLC に供して酵素消化物の分析を行った。 
 
(6)ハイマンノース型糖鎖を多価有する糖鎖
ポリマーの作成 
 
①γ-ポリグルタミン酸と糖ペプチドのカッ
プリング反応 
BOP 試薬 (170 mg)、1-ヒドロキシベンゾト

リアゾール(18 mg)を含むジメチルスルホキ
シド(0.3 ml)を室温で 15 分間スターラーに
より攪拌した。そこに、ヒジキおよびホンダ
ワラ等の褐藻類から調製したハイマンノー
ス型糖ペプチド（Man9-7GlcNAc2 が主要構造の
もの 3.5 mg）をジメチルスルホキシド (0.6 
ml)に溶解したものを加え、数分攪拌した後、
γ-ポリグルタミン酸 (7 mg) (分子量 
200,000～500,000)を添加し、室温にて 16 時
間スターラーで攪拌しながら反応させた。 
 
②糖鎖ポリマーの精製 
上記カップリング反応溶液をゲル濾過 

(Sephadex G-25 superfine 2.0×87 cm)に供
し、余剰カップリング試薬を除去した。次い
で、ゲル濾過(TSK-G3000 SW XL)により、未
反応の糖ペプチドと糖鎖ポリマーを分離し
た。糖ペプチド画分およびポリグルタミン酸
画分を濃縮し、フェノール硫酸法により糖の
発色を確認した。 
 
③糖鎖ポリマーのアミノ酸分析 
糖鎖ポリマー画分を 3 l の脱塩水に対して

2 回透析し、糖ペプチドと分離した。透析内
液 120 μl (全体の 1/100 量)を遠心濃縮し、
定沸点塩酸 (0.1 %の 2-メルカプトエタノー
ルを含む)をサンプルに加え、100 ℃で 24 時
間加水分解した。特級エタノール：超純水：
トリエチルアミン＝1：1：1 の試薬を 100 μ



l 加えて中和し、遠心濃縮した。更に、特級
エタノール：超純水：トリエチルアミン＝7：
1：1 の試薬を 100 μl 加え、そこに 3 μl の
フェニルイソチオシアネートを加えて 16 分
間室温で放置し、蛍光標識した。アミノ酸分
析を行い、構成アミノ酸を同定した。  
 
(7)ホンダワラ由来の糖ペプチド画分の細胞
性免疫活性 
①ホンダワラからの糖ペプチドの調製 
 日本海（島根県 隠岐の島）にて採取した
ホンダワラ（約 100g）をハサミで裁断後、
熱湯水処理（100℃、5 分間）によりタンパク
質を変成させた。次いで、最終濃度が 5%にな
るようにギ酸を加えた後、ペプシン（Sigma
社製 ブタ由来）200 mg を加え、37℃で 48
時間インキュベートすることで、可溶性タン
パク質および膜タンパク質からペプチドを
調製した。反応終了後、5l の脱塩水に対して
4℃で 2 日間にわたり透析を行った。透析外
液を約 200 ml に減圧濃縮後、Sephadex G-25
カラム（5.0 X 90 cm、0.1N アンモニア水）
により脱塩操作を行った。フェノール硫酸発
色による陽性画分を回収後、減圧乾固した。
残渣を 5%ギ酸に溶解させた後、Dowex 50 x 2 
(2.0 X 30 cm) カラムに供与した。非吸着画
分を溶出させ、ギ酸で樹脂を洗浄後、0.1N ア
ンモニア水で吸着したペプチドを溶出させ
た。次いで、ペプチド画分を凍結乾燥した後、
50% アセトニトリルに溶解させ Shodex 
NH2-50 カラム (10 x 250 mm) に供与した。
非糖鎖成分を含む非吸着画分を溶出させ、
80% アセトニトリルでカラムを洗浄後、吸着
した糖ペプチドを 10% アセトニトリル溶液
で溶出させた。得られた糖ペプチド画分を凍
結乾燥後、以下の実験に供した。 
 
②海藻由来糖ペプチドの末梢血単核球に対
する免疫活性測定 
 ホンダワラから調製した糖ペプチド（約
100mg）をリン酸緩衝生理食塩水に溶解させ
た後、遠心分離（15,000 rpm、5 分間）によ
り不溶解物を除去し、上清をフィルター滅菌
した後、免疫活性測定に供した。末梢血単核
球細胞 (PBMC) は、ヘパリン処理血液から比
重分離法により調製した。24 穴プレートに
PBMC を 1×106個播種し、海藻由来糖ペプチド
（1μg/1ml、10μg/1ml、100μg/1ml）を添
加した RPMI1640 培地 1ml 中で 7 日間培養し
た。培養後の細胞は、フローサイトメトリー
によって CD3、CD4、CD8、NK 細胞の%や、抗
原提示細胞のマーカータンパク質 HLA-DR、
CD80、CD86 の発現を解析し、培養上清は CBA
アッセイによりサイトカイン（IFN-γ、IL-2、
IL-4、IL-6、IL-17A、IL-10、TNF-α）産生
量を測定した。 
 

４．研究成果 
 
(1)褐藻類（ヒジキ、ホンダワラ、ウミトラ
ノオ、イシゲ、マメタワラ）、緑藻類（アナ
アオサ、ヒトエグサ）、紅藻類（テングサ、
フクロフノリ）に含まれる糖タンパク質に結
合する N-グリカン構造 
 
①褐藻類由来糖タンパク質に結合する N-グ
リカンの化学構造 
ヒジキ、フノリ、ホンダワラ等の褐藻類に

は、糖タンパク質が豊富に含まれており(図
1)、得られた N-グリカンの大部分はα1,2-
マンノシダーゼ消化により N-アセチルグル
コサミン 2残基およびマンノース 6残基から
なる M5 構造に収束し、更に、タチナタ豆α-
マンノシダーゼ消化により N-アセチルグル
コサミン 2残基およびマンノース 1残基から
なる M1 構造に収束した。従って、褐藻類の
糖タンパク質では、典型的なハイマンノース
型糖鎖が主要構造を占めていることが明ら
かとなった。しかしながら、陸上植物が生産
する糖タンパク質において一般的に見出さ
れる植物複合型構造（β1-2 キシロース残基
とα1-3 フコース残基をトリマンノシルコア
構造に有する構造）は、緑藻類、褐藻類、紅
藻類共に見出されなかった。この事実は、陸
生植物に共通に存在している植物複合型糖
鎖が、植物の陸上生活における特異的な生理
機能に関与する可能性や、植物の陸生化に伴
い植物複合型糖鎖の生合成機構を獲得した
可能性も考えられ、植物の進化的側面からも
興味深い。褐藻類から多量に得られるハイマ
ンノース型糖鎖については、ヒト自然免疫系
の活性化能を有することや白血病ウイルス
特異的な細胞障害性 T-細胞を誘導すること
が報告されているため、ハイマンノース型糖
鎖を多価有する糖鎖ポリマーの調製に利用
できるものと思われる。 
 
②緑藻・紅藻類由来糖タンパク質に結合す

る N-グリカンの化学構造 
緑藻類（アナアオサ、ヒトエグサ）からは、

RP-HPLC でハイマンノース型糖鎖や植物複
合型糖鎖に比べて溶出時間がかなり遅い画
分に複数の糖鎖シグナルが得られたが、これ
らの糖鎖画分はα-マンノシダーゼ、β-ガラ
クトシダーゼ、β-N-アセチルグルコサミニ
ダーゼ、α-フコシダーゼ等によっても消化
を受けなかったことから、陸生植物中にはこ
れまで見出されていない糖鎖構造を有する
ことが考えられた。しかし、緑藻類からは、
糖組成分析を行うために必要な試料量が得
られなかったことから、詳細な構造解析を行
うことができなかった。テングサ（紅藻類）
についても、緑藻類同様の結果が得られた。
緑藻類および紅藻類には、もともと N-グリカ



ン存在量が尐ないと考えられるが、今後は、
糖鎖の多量調製法を確立し、今回分析できな
かった微量糖鎖の化学構造を明らかにする
必要がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
               溶出時間 (分) 
 
 
 
 (2)海藻由来のハイマンノース型糖鎖の応
用を目指した人工糖鎖ポリマーの作成 
ゲルろ過の高分子画分から、極めて多量の

γ-ポリグルタミン酸由来のグルタミン酸が
検出されるとともに、糖鎖結合アスパラギン
に由来するアスパラギン酸が確認されたこ
とから、人工糖鎖ポリマーが合成されたこと
を確認した。 
 
(3)ホンダワラ由来の糖ペプチド画分の細胞
性免疫活性 
①ホンダワラ由来の糖ペプチド画分の T 細
胞増殖に及ぼす影響 
 海藻糖ペプチドは CD3 陽性 T細胞増殖に影
響を与えなかったが，CD4 陽性 T 細胞増殖を
わずかに誘導した。この誘導活性は、低濃度
（1μg/ml）でより顕著に観察された。一方、
CD8陽性T細胞の増殖をわずかに低下させた。
以上の結果から、海藻糖ペプチドは CD4/CD8
の割合を CD4優位に誘導することが考えられ
た。また、海藻糖ペプチドは濃度依存的に NK
細胞の増殖を誘導した。 
 
②ホンダワラ糖ペプチド画分が HLA-DR、 
CD80、 CD86 発現に及ぼす影響 
ヒト主要組織適合遺伝子複合体(MHC) ク

ラス II（HLA-DR）は、B 細胞、単球、マクロ

ファージ、樹状細胞および活性化 T 細胞を含
むヒト抗原提示細胞表面に発現している。
HLA-DRはαとβサブユニットからなるヘテ
ロ二量体膜貫通型タンパクで、CD4 陽性 T リ
ンパ球へのペプチドの提示に重要に機能を
果たす。一方、CD80/CD86 は抗原提示細胞に
発現しており、T 細胞の CD28 に結合し活性化
させる副刺激分子である。ホンダワラ由来の
糖ペプチド画分が、これら T 細胞上に発現さ
れる免疫系タンパク質の発現誘導を行うか
否かの検討を行った。その結果、海藻糖ペプ
チドは低濃度で HLA-DR、CD80、CD86 発現を
わずかに誘導した。 
 
③ホンダワラ糖ペプチド画分が T細胞のサイ
トカイン分泌に及ぼす影響 
 海藻糖ペプチド画分は、T 細胞からの 4 種
のサイトカイン(IFN-γ、IL-2、IL-6、IL-17A)
産生を濃度依存的に上昇させた。一方、
TNF-α 産生量は、海藻糖ペプチド濃度が 1 お
よび 10μg/ml の時に高まり、100μg/ml では
減尐した。また、IL-4 と IL-10 は、どちらも
産生量が非常に尐なかったが、高濃度
（100μg/ml）処理でやや産生が高まったも
のの、IL-4 については 100μg/ml 処理で低下
する結果であった。 
  IFN-γ と IL-4 は、活性化した CD4 陽性 T
細胞から主に産生したと考えられ、IFN-γ 産
生が優位であったことから、ホンダワラ糖ペ
プチドは、Th1 型ヘルパーT 細胞の誘導能を
有することが示唆された。一方、炎症性のサ
イトカイン IL-6、IL-17A、TNF-α は、海藻
糖ペプチドにより、抗原提示細胞や T 細胞か
ら産生されたものと考えられる。更に、ホン
ダワラ糖ペプチドは IL-2 産生を誘導してお
り、IL-2 により活性化増殖する NK 細胞の増
殖を誘導したものと思われる。 
 
 以上の結果から、ホンダワラ糖ペプチドは、
抗原提示細胞の増殖を誘導し、Th1 型の CD4
陽性 T 細胞や NK 細胞の増殖を促進させるこ
とから、抗腫瘍効果を有する可能性が示唆さ
れた。今後、T 細胞への直接的な作用や NK 活
性について解析が必要である。また、今回使
用した糖ペプチド画分には数種の糖鎖成分
が混在していることが考えられ、それらのど
の成分が活性を示すのかを明らかにする必
要がある。ホンダワラ中に含まれる N-グリカ
ンは、ハイマンノース型糖鎖を主要構造とし
ている。ハイマンノース型糖鎖が上述の免疫
活性を有することは知られていないことか
ら、今回観察された海藻糖ペプチドの免疫活
性は、N-グリカン以外の糖鎖に由来する可能
性がある。従って、今回使用した糖ペプチド
画分に含まれる糖鎖についての詳細な化学
構造を明らかにする必要がある。 
 

図 1 ヒジキ及びフノリ由来の PA-糖鎖の 
RP-HPLC 溶出パターン 
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