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大豆種子貯蔵糖たん白質に結合する糖鎖抗原と

アレルギー疾患との相関解析
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ABSTRACT

Recently many glycoproteinous allergens (glycoallergens) have been identified from plant
food or pollens.  In many cases, such glycoallergens bear plant complex type N-glycans,
which haveβ1-2 xylose and/orα1-3 fucose and show strong antigenicity against
mammals.  However, correlation of intakes of such antigenic N-glycans and allergy
symptoms remains to be understood.  In this report, the author describes (1) structural
analysis of N-glycans linked to the storage glycoprotein in soybean, showing that the
plant complex type N-glycans (Man3Xyl1Fuc1-0GlcNAc2; 5%) are linked to some
soybean glycoproteins, (2) structural feature of free N-glycans in soybean seedlings,
showing that the plant complex type free N-glycan occurs at the concentration of about
100 pmol/g of fresh weight of hypocotyl, and (3) allergenicity of the antigenic N-glycans
prepared from soybean glycoproteins from the view point of IgE-binding to the N-
glycans, showing that the plant complex type N-glycans can not be major epitope for IgE
in sera of pollinosis patients.  Soy Protein Research, Japan 5, 63-67, 2002.
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近年，植物性食品や花粉から種々の糖たん白質性の

アレルゲンが同定されてきているが，それらのアレル

ゲンにはβ1-2キシロースおよびα1-3フコース含有の

アスパラギン結合型糖鎖（N-グリカン）が結合する場

合が多い1-7)．そして，植物複合型構造とよばれるこれ

らのキシロース・フコース含有N-グリカンが強力な抗

原性を有することも明らかになってきた．実際，植物

複合型糖鎖に対するIgG抗体は容易に調製することが

可能であり，このタイプのN-グリカンを有する糖たん

白質に対して調製した抗血清が，ポリペプチド鎖構造

は全く異なるものの同タイプの糖鎖を持つ糖たん白質

を鋭敏に認識することは，植物複合型N-グリカンが強
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力な抗原性を有することを物語っている8)．しかしな

がら，この抗原性N-グリカンとアレルギー疾患（花粉

症・小麦粉喘息）発症との相関については未だ不明な

点が多い．事実，小麦粉喘息患者あるいは花粉症患者

のIgEが植物複合型N-グリカンを有する糖ペプチドに

結合することから，その糖鎖抗原がアレルギー疾患の

発症に関係すると主張する研究グループと2, 3, 5-7)，糖鎖

自身はIgE結合に直接関与しないと主張する研究グル

ープが存在し9, 10)，糖鎖抗原とアレルギー疾患との相

関には不確定要素が多分に残されている．それ故，抗

原性N-グリカンの摂取とアレルギー疾患発症との因果

関係を明らかにするためには，抗原性糖鎖部分の構造

とアレルギー患者のIgEに対する結合性との詳細な相

関解析がなお必要と思われる．

そこで本研究では，大豆種子貯蔵糖たん白質を始め

として，種々の糖たん白質性アレルゲンに結合する抗

原性N-グリカンとアレルギー疾患との相関を明らかに

する目的で，（1）植物種子糖たん白質に結合するN-グ

リカンあるいは大豆実生（大豆モヤシ）中に存在する

遊離N-グリカンの構造特性，（2）糖たん白質性アレル

ゲンとIgEとの結合に対する抗原性N-グリカンの阻害

活性について解析を行った．

方　　　　法

大豆種子貯蔵糖たん白質および大豆実生胚軸からの蛍

光標識N-グリカンの調製，精製，構造解析

大豆種子のアセトン脱脂粉末から，0.5 M NaClを含

むトリス緩衝液（pH 8.5）により貯蔵糖たん白質を抽

出し，遠心分離後，その上清から硫安塩析（100%飽和）

により糖たん白質を回収した．凍結乾燥標品からヒド

ラジン分解，N-アセチル化，ピリジルアミノ化により

蛍光標識糖鎖を調製した11)．一方，大豆実生胚軸に存

在する遊離型N-グリカンについては，N-グリカン遊離

酵素が作用しないpH条件（トリス緩衝液，pH 8.5）で

胚軸を破砕後，抽出液の透析外液から，イオン交換お

よびゲルろ過によりオリゴ糖鎖を調製した．得られた

オリゴ糖鎖を2-アミノピリジンで蛍光標識した．蛍光

標識糖鎖混合物から各々のPA-糖鎖を，逆相およびサ

イズフラクショネーションHPLCにより単一精製した12)．

PA-糖鎖の構造については，ESI-MS，MS/MS，エキ

ソグリコシダーゼ分解，部分アセトリシス，および

500 MHz 1H-NMRにより決定した．

植物複合型糖鎖（Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2）のIgE結

合性

大豆種子アレルゲン（Gly m Bd 28K）に結合すると

考えられる植物複合型糖鎖のアレルゲン性について

は，この植物複合型糖鎖がIgEエピトープとなりうる

かについての観点から，スギ花粉アレルゲン（Cry j 1），

花粉症患者血清（Cry j 1特異的IgE抗体）および遊離

型N-グリカンを使用したInhibition ELISA法によって

解析した．

結果と考察

大豆種子貯蔵糖たん白質に結合するN-グリカンの構造

特性

大豆種子貯蔵糖たん白質に結合するN-グリカンの

95％以上が典型的なハイマンノース型構造（Man9-

5GlcNAc2）を有しており，その中でもMan8GlcNAc2

（28.8%）とMan6GlcNAc2（36.1%）が主要構造であっ

た（Fig. 1）．これら一連のハイマンノース型糖鎖は，

Fig. 1. Structures of N-glycans linked to storage glycoproteins in soybean seeds.
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大豆アグルチニン（SBA）13)あるいは7S大豆グロブリ

ン13)に結合しているものと考えられる．一方，抗原性

を示す植物複合型糖鎖については２種の構造

（Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2とMan3Xyl1GlcNAc2）が同

定されたが，それらの存在量は全N-グリカンの5％程

度を占めるに過ぎなかった．しかしながら，大豆種子

たん白質の主要アレルゲンの一つであるGly m Bd 28K

は糖たん白質であり，そしてその組成分析データから

キシロースおよびフコース含有のN-グリカンが結合す

ることが推定されている4)．現在のところ，Gly m Bd

28Kに結合するN-グリカンの詳細な化学構造は不明で

あるが，今回の我々の分析結果を考え合わせると，大

豆種子アレルゲンにはMan3Xyl1Fuc1GlcNAc2構造が

結合すると思われる．

大豆実生胚軸に存在する遊離N-グリカンの構造特性

既に筆者らは，エンドウ実生胚軸，登熟種子，伸長

中の根茎等，分化・成長中の植物細胞中に遊離型N-グ

リカンが遍在することを報告しているが14)，大豆実生

胚軸にもマイクロモル濃度で遊離型N-グリカンが存在

することを明らかにした（Fig. 2）．大豆実生胚軸中に

存在する遊離型N-グリカンの主要構造はハイマンノー

ス型構造であるが，これらの遊離N-グリカンは還元末

端側にGlcNAcを１残基のみ有する構造である．この

ことは，これらハイマンノース型遊離N-グリカンがエ

ンド-β-N-アセチルグルコサミニダーゼ（エンドグリ

コシダーゼ）により生成したことを示唆しており，既

に我々が大豆種子から精製・キャラクタライズしてい

るエンドグリコシダーゼ（endo-GM）の基質特異性か

らも説明できる15)．一般に，植物細胞由来のエンドグ

リコシダーゼは，Manα1-2Manα1-3Manβ1-構造ユニッ

トを有するハイマンノース型糖鎖に強い活性を示す．

一方，大豆実生胚軸中に存在する植物複合型遊離N-グ

リカン（Man3Xyl1GlcNAc2）は，全遊離N-グリカン

の7％（106 pmol/g fresh weight）を占めるに過ぎな

いが，食材である実生胚軸（大豆モヤシ）にも抗原性

N-グリカンが存在することを明らかにした．複合型遊

離N-グリカンは還元末端にキトビオースユニット

（GlcNAcβ1-4GlcNAc）を有するが，この構造特性は，

このタイプの遊離糖鎖がグリコアミダーゼ（ペプチ

ド：N-グリカナーゼ（PNGase））により生成したこと

を示唆するものである．大豆種子中に存在するグリコ

アミダーゼ（PNGase-GM）については，我々は既に

本酵素を単一精製後，その基質特異性を明らかにして

いる16)．

以上のように，大豆実生胚軸中には２種類の遊離型

N-グリカンが存在し，ハイマンノース型糖鎖はendo-

GMにより，植物複合型糖鎖はPNGase-GMにより生成

することが明らかとなった．

植物複合型糖鎖（Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2）のIgE結

合性

近年，花粉・植物性食品中に存在する糖たん白質性

アレルゲンに結合するN-グリカンが免疫系に対して多

彩な作用を及ぼすことが知られるようになってきてい

る．糖たん白質性のアレルゲンを構成する糖鎖のなか

にはIgE認識に関与するものが知られ，さらに糖鎖が

Crossreactive Carbohydrate Determinant（CCD）とし

て非病的な共通抗原性に関与することも報告されて来

ている．そこで，大豆種子アレルゲン（Gly m Bd 28K）に

結合すると考えられる糖鎖（Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2;

M3FX）あるいはスギ花粉アレルゲン（Cry j 1）に結

Fig. 2. Structures of free N-glycans in hypocotyl of soybean seedling.
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大豆種子貯蔵糖たん白質に結合するN-グリカンの約95％がハイマンノース型構造を有しており，

抗原性を示す植物複合型糖鎖（Man3Xyl1Fuc1-0GlcNAc2）の存在量は５％程度であった．大豆種

子主要アレルゲンの一つであるGly m Bd 28Kには，キシロース・フコースの存在が報告されている

ことから，Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2（M3FX）構造が結合すると考えられる．更に，大豆実生胚軸

（大豆モヤシ）中にも，遊離型の糖鎖抗原（Man3Xyl1GlcNAc2）の存在が確認された．次に，これ

ら抗原性糖鎖がアレルギー患者IgEの直接のエピトープとなり得るか否かを明らかにするために，

アレルギー患者IgEとアレルゲンとの結合に対する遊離型抗原性糖鎖の阻害活性について調べた．

その結果，遊離型の植物複合型糖鎖は抗原性を有さない典型的なハイマンノース型糖鎖同様， ア

レルゲン（Cry j 1）-IgE 結合に対して顕著な阻害活性を示さないことが明らかになった．
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合する主要糖鎖（GlcNAc2Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2;

GN2M3FX）それ自身が，直接IgE認識に関与するか否

かを解析した．大豆種子アレルゲン患者の血清が入手

困難であったため，スギ花粉症患者（40名）の血清を

使用し，血清中のCry j 1特異的IgE抗体価をCaptured

ELISAにより測定した後，大豆種子貯蔵糖たん白質等

から調製した遊離型N-グリカンをインヒビターとして

用い，Inhibition ELISAによりIgE結合性を解析した．

インヒビターとして遊離型糖鎖を30 nM，300 nM，お

よび3000 nM加えた場合，すなわち反応液における

Cry j 1構成糖鎖と遊離型糖鎖の比率が約１：１，約

１：10，約１：100とした場合におけるIgEのCry j 1に

対する結合性の変化をFig. 3に示す．いずれの濃度に

おいても，非抗原性N-グリカンであるハイマンノース

型糖鎖（Man9GlcNAc2; M9A）での場合と比較して，

Cry j 1構成糖鎖であるGN2M3FXおよびM3FXのいず

れを添加しても結合性の低下は観察されなかった．こ

の結果は，全体としてみればCry j 1あるいはGly m Bd

28Kを構成する植物複合型糖鎖はメジャーなIgEエピ

トープにはならないことを示唆するものであった．

しかしながら，個々の症例についてIgE結合性の変

化を観察すると，多くの症例では抗原性糖鎖を添加し

てもM9Aを加えた場合と同様の結合性を示すが，症例

によってはGN2M3FXとM3FXのどちらか一方あるい

は両者の添加によって結合性が低下することが分かっ

た．対照糖鎖であるM9Aに比較して20％以上結合性が

低下した場合を抑制ありと仮定すると，９名（22.5%）

の患者でCry j 1構成糖鎖の添加によってIgEのCry j 1

に対する結合が抑制された．即ち，これらの患者では

糖鎖がマイナーなIgEエピトープとなっている可能性

が示された．

以上のように，大豆種子アレルゲンあるいはスギ花

粉アレルゲンに結合する植物複合型（抗原性）N-グリ

カンは，IgE結合に直接関与することによりアレルギ

ー疾患を誘発する主要因子ではないと考えられる．

謝辞 遊離型N-グリカンを使用してのInhibition ELISA

解析については，岡山大学 大学院医歯学総合研究科

岡野光博 博士との共同研究によるものである．
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Fig. 3. Inhibition assay of free N-glycans against the
specific binding of Japanese ceder pollen allergen
(Cry j 1) to IgE of pollinosis patients.  M3FX,
Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2-PA ; M9A, Man9GlcNAc2-
PA ; GN2M3FX, GlcNAc2Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2-
PA.  The numbers in parentheses show the average
percentage of specific binding of Cry j 1 to IgE.
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