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　Plant complex type N-glycans bearing β 1-2 xylosyl and/or 
α1-3 fucosyl residue(s) on the tri-mannosyl core (Man α 1-6 
[Man α 1-3]Man β 1-4GlcNAc β 1-4GlcNAc) show strong 
antigenicity in mammals, so they are called “plant antigenic 
N-glycans”. Recently, Japanese cypress pollen allergen, Cha 
o3, has been newly reported. The glycoform of Cha o 3 is 
similar to those of major glycoallergens in cedar or  
cypress pollens (Cry j1 and Jun a1), that is, these three gly-
coallergens have plant antigenic N-glycans. Thus, it is 
important to clarify the immunological role of plant antigenic 
N-glycans in pollinosis. In a previous report, we found that 
the free plant antigenic N-glycan, Man3Fuc1Xyl1GlcNAc2 
(M3FX) significantly suppressed Japanese cedar pollen 
allergen (Cry j1)-specific Th2 immune response, such as cell 
proliferation and IL-4 production in vitro, suggesting that 
M3FX can be used as a lead compound in developing  
anti-allergic drugs. In order to elucidate the Th2 immuno-
suppressive function of M3FX, in this study we have devel-
oped a new method with hydrophilic partitioning to prepare 
a large-scale of glycopeptide bearing M3FX (Asn-M3FX) 
from glycoproteins of Ginkgo biloba seeds. Further, we have 
synthesized a novel glycopolymer carrying multivalent 
M3FX by a coupling of Asn-M3FX and poly-γ-L-glutamic 
acid ( γ-PGA) using DMT-MM. The resulting glycopoly-
mers were purified by a combination of gel-permeation and 
RP-HPLC. The incorporation of Asn-M3FX into γ-PGA 
(mol%) was estimated by amino acid composition analysis. 
The incorporation rate of Asn-M3FX to γ-PGA was 15.4%, 
indicating that nearly 800 molecules of Asn-M3FX were 
incorporated into one molecule of γ-PGA. In future study, 
we plan to discuss the immunological activities of glyco-
polymers.
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緒　　　言

　スギやヒノキ花粉アレルゲンの多くはアスパラギン結
合型糖鎖（N-グリカン）を有する糖タンパク質（グリコ
アレルゲン）である1，2，3）．植物 N-グリカンの構造にはハ
イマンノース型と植物複合型があり，いずれもトリマン
ノ シ ル コ ア（Manα 1 - 6 [Manα 1 - 3 ]Manβ 1 - 4  
GlcNAcβ 1 - 4 GlcNAc）構造を共通コア構造として持つ4，5）． 
図 1 に示したように，ハイマンノース型は 5 ～ 9 分子の
マンノース残基を含んでいるが，植物複合型はトリマン
ノシルコア構造にα 1 , 3 結合フコース残基とβ 1 , 2 結
合キシロース残基を含んでおり，それらの存在が哺乳類
に対して強い抗原性を示す事から，植物抗原性糖鎖とも
呼ばれている 6，7，8，9）．植物抗原性糖鎖にはコア構造
Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2（M3FX）の非還元末端側が N-ア
セチルグルコサミン（GlcNAc）やルイス a（Lea）抗原

（Galβ 1 - 3 [Fucα 1 - 4 ]GlcNAcβ 1 -）により修飾さ
れた構造（GN2M3FX，Lea2GN2M3FX など）も存在し
ている10，11，12，13，14）．この理由により長い間，グリコアレル
ゲン上の抗原性糖鎖は IgE のエピトープになるかどう
か，という議論が続いていたが，遊離の植物抗原性糖鎖
M3FX を用いた阻害 ELISA 法により，スギ花粉症患者
の IgE はスギ花粉アレルゲン Cry j1 上の植物抗原性糖
鎖を主要なエピトープとして認識していない，という結
果が得られている15）．また，in vitro の培養実験により，
遊離の植物抗原性糖鎖 M3FX は，スギ花粉症患者末梢血
由来のスギ花粉アレルゲン Cry j1 特異的な Th2 免疫応
答（細胞増殖および IL- 4 産生）を有意に抑制するとい
う結果も得られており，植物抗原性糖鎖 M3FX が花粉症
の抗アレルギー薬剤として用いられる可能性に期待が持
たれている15）．そこで本研究では，植物抗原性糖鎖 M3FX
による Th2 免疫応答抑制機構を解明するために，（ 1 ）構
造均一な植物抗原性糖鎖 M3FX を有する糖ペプチド
（Asn-糖鎖）の多量精製法の確立，（ 2 ）糖鎖を多価に結
合している糖鎖ポリマーの合成，（ 3 ）その免疫活性解析
と糖鎖結合レセプターの同定を試みることを目的として
いる．本題に入る前に，最近同定された新しい日本ヒノ
キ花粉アレルゲン Cha o3 糖鎖の構造解析の結果につい
て，スギ・ヒノキ花粉アレルゲン糖鎖との構造的特徴を
比較し紹介する．

スギ・ヒノキ花粉アレルゲン糖鎖の構造的特徴
　花粉症における植物抗原性糖鎖の関わりを明らかにす
るため，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，日本ヒノキ花粉アレ
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ルゲン Cha o1 の糖鎖構造を行い，いずれも植物抗原性糖
鎖が結合していることを明らかにしている11，12，13）（表 1 ）．
近年，新しい日本ヒノキ花粉アレルゲン Cha o3 が同定さ
れ，セルラーゼ様のドメインを有する糖タンパク質である
ことが報告されている16）．そこで当研究室では Cha o3 の
糖鎖構造解析を行い，既報のスギ・ヒノキ花粉アレルゲン
糖鎖との構造的な相関性を調べた．具体的には，Cha o3  

（0.3 ㎎）をヒドラジン分解し糖鎖を遊離させ，N-アセチル
化後，ピリジルアミノ化（PA 化）により蛍光標識した．
PA 化糖鎖は，逆相 HPLC，サイズフラクショネーション
HPLC により精製後，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。その結果，Cha o3 には
植物抗原性糖鎖が結合しており，Cry j1，Jun a1，Cha o1
と同様に主要 構造は，GlcNAc2Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2

（GN2M3FX, 39%）であった．一方で，Cha o1 からは 
検出されなかった Lea 抗原含有植物抗原性糖鎖は，
Gal1Fuc1GlcNAc2Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2 （Lea1GN2M3FX, 
14%）お よ び Gal2Fuc2GlcNAc2Man3Xyl1Fuc1GlcNAc2 

（Lea2GN2M3FX, 25%）が結合しており，Cha o3 糖鎖の
構造的特徴は Cry j1 および Jun a1 のそれらと高い相同
性を示すことが明らかになった14）（表 1 ）．

構造均一な糖鎖を有する糖ペプチド（Asn-糖鎖）の多量
精製法の確立
　前述したように，遊離の植物抗原性糖鎖 M3FX はスギ
花粉アレルゲン特異的な Th2 免疫応答を抑制する．この
抑制機構を解明するためには，構造均一な M3FX を有す
る糖ペプチド（Asn-糖鎖）を非標識で多量精製する必要
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Table 1 Comparison of N-glycan structures of cedar pollen allergens（Jun a1 and Cry j1）and cypress pollen allergens（Cha o1 
and Cha o3）

Structure of N-glycans Jun a1（A） Jun a1（B） Cry j1 Cha o1 Cha o3

GN1M3FX nd  3% nd nd 10%

GN2M3FX 75% 76% 47% 89% 39%

Gal1GN2M3FX nd nd nd nd  4%

Lea1GN2M3FX 23% 21% 38% nd 14%

Lea1Gal1GN2M3FX nd nd nd nd 8%

Lea2GN2M3FX  2% nd 15% nd 25%

Man9, Man8, Man7 nd nd nd 11% nd

 nd：not detected.
Reference. 14） Osada, T., et al. 2017 

high-mannose type
（expressed in both plant and 

mammalian cells）

plant complex type/plant antigenic
（expressed only in plant cell）

Manα1-2Manα1-6

Manα1-2Manα1-3
Manα1-6

Manα1-2Manα1-2Manα1-3
Manβ1-4GlcNAcβ1-4GlcNAc-Asn

Lewis a (Lea) antigen

Manα1-3

Manα1-6
Manβ1-4GlcNAcβ1-4GlcNAc-Asn

- 2 3-

Xylβ1 Fucα1

GlcNAcβ1-2Manα1-3

GlcNAcβ1-2Manα1-6
Manβ1-4GlcNAcβ1-4GlcNAc-Asn

- 2 3-

Fucα1Xylβ1

Galβ1-3GlcNAcβ1-2Manα1-3

Galβ1-3GlcNAcβ1-2Manα1-6
Manβ1-4GlcNAcβ1-4GlcNAc-Asn

-2 3-

Fucα1
4

-
- 4

Fucα1 Xylβ1 Fucα1
M3FX

GN2M3FX

Lea2GN2M3FX

Asn, asparagine; Man, D-mannose; GlcNAc, N-acetyl-D-glucosamine; Gal, D-galactose; Fuc, L-Fucose; Xyl, D-xylose

Man9

Fig. 1 Structural features of high-mannose type and plant complex type N-glycan



がある．そこで本研究では，新規親水性クロマト法を考
案し Asn-M3FX の多量精製を以下の方法に従って行っ
た．これまでに糖タンパク質糖鎖の主要構造が M3FX で
あることが明らかになっている銀杏種子（1.9 ㎏）を用い17），
アセトン脱脂粉末（900 g）から可溶性タンパク質を抽出
し凍結乾燥品（62 g）を得た．可溶性タンパク質の凍結
乾燥品（33 g）は還元カルボキシメチル化を行い，アク
チナーゼ消化後， 3 種類のゲル濾過に供することで糖ペ
プチドを精製した．糖ペプチドは凍結乾燥後，50% アセ
トニトリルに溶解し，Shodex Asahipak NH2P-50 樹脂を
用いた親水性クロマトに供し更なる精製を行った．80% 
アセトニトリルで非吸着画分を洗浄し，次いで0.1% TFA
で吸着画分の糖ペプチドを溶出した．最後に0.1 N NH4OH
による溶出を行い３つの画分を得た．アミノ酸組成分析
により，0.1% TFA 画分の糖ペプチドは，Asp と GlcNH2

が 1 ：1.5の比率で検出され，Asn-糖鎖（103 ㎎）が精製
されていることを確認できた．糖鎖構造解析は，Asn-糖
鎖をヒドラジン分解，N-アセチル化により N-グリカン
を調整後，PA 化により蛍光標識を行い，逆相 HPLC，
サイズフラクショネーション HPLC により PA 化糖鎖
を精製後，酵素消化，MS，MS/MS 分析にて行った．そ
の結果，Asn-糖鎖の糖鎖構造は，約90% が M3FX であ
ることを確認できた．残りの糖鎖は，M3FX の非還元末
端に GlcNAc を 1 から 2 残基結合した構造であり，
β-N-Acetylhexosaminidase 消化により，100% M3FX
を有する Asn-M3FX を精製することも可能となった．
以上の結果から，新規親水性クロマト法を用いることに
より，銀杏種子貯蔵タンパク質30 g から約100 ㎎の Asn-
M3FX を精製できた（図 2 ）18）．

糖鎖ポリマーの合成
　M3FX によるスギ花粉アレルゲン特異的な Th2 免疫
応答抑制機構を解明するための研究の一環として，糖鎖
を多価に結合させた糖鎖ポリマーの作製を試みた．以前
から，ネオグリコプロテインを作製する手法として，タ
ンパク質のリジン残基のアミノ基に糖鎖の還元末端アル
デヒド基を還元的アミノ化反応により結合させる方法が
よく知られている．しかし，本手法はカップリング効率

が非常に低く，また一度反応に用いた糖鎖は還元され，
再利用出来ないというデメリットがあった．そこで我々
は，糖鎖ポリマーの担体として L 体で構成される生物分
解性ポリマーのポリ-γ-L-グルタミン酸（γ-L-PGA，
平均分子量75万，TOYOBO 社製）を用い，Asn-糖鎖の
アミノ基をγ-L-PGA のカルボキシル基に DMT-MM
により縮合させ Asn-M3FX を多価に結合させる手法を
開発した．合成した糖鎖ポリマーは，ゲルろ過と逆相
HPLC により精製を行った（図 3 ）．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 Asp
と Glu のモル比から算出した．植物抗原性糖鎖ポリマー
は5.7 ㎎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15.4% で
あり，γ-L-PGA の 1 分子あたり，800分子程度の Asn-
M3FX を結合させることに成功した19）（論文投稿準備中）．

免疫活性解析および糖鎖結合レセプターの同定に向けて
　近年，抗原提示細胞となる樹状細胞は，細胞表面に様
々な糖鎖結合タンパク質を発現しており，中でもＣ型レ
クチン DC-SIGN（dendritic cell specific ICAM-3  grab-
bing non-integrin） は，外来抗原のフコース残基，マン
ノース残基，N-アセチルグルコサミン残基を認識し，細
胞内取り込みや抗原提示に関わっていることが明らかに
なってきている20，21，22）．そこで，本研究では合成した
M3FX 糖鎖ポリマーによる（ 1 ）抗原提示細胞の分化

（CD80/CD86 発現）および抗原提示（HLA-DR 発現） 
への影響や，（ 2 ）スギ花粉アレルゲン特異的 Th2 分化の
制御について解析し，植物抗原性糖鎖のコア構造 M3FX
が有する Th2 免疫抑制活性のメカニズムを解明するこ
とを試みている．また，Lea 抗原は動物細胞の細胞間コ
ミュニケーションにおいて重要な役割を担っていること
から，スギ・ヒノキ花粉アレルゲンの主要糖鎖構造であ
る GN2M3FX および Lea2M3FX などの植物抗原性糖鎖
についても，花粉症の免疫応答に関わっている可能性が
考えられる．一方，水草（オオカナダモやコカナダモな
ど）やタケノコ可食部の糖タンパク質がスギ・ヒノキ花
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Manα1-3

Manα1-6
Manβ1-4GlcNAcβ1-4GlcNAc-Asn

-2 3-

Xylβ1 Fucα1
Asn-M3FX (~100 mg)

glycoproteins (~30 g)
actinase digestion
gel filtration

glycopeptides
hydrophilic partitioning

0.1% TFA Fraction

Fig. 2  Yield of Asn-M3FX from glycoproteins of Ginkgo biloba 
seeds

Glycopolymer (γ-PGA-M3FX, 5.7 mg)

γ-PGA
(Mw 750,000)

Asn-M3FX
DMT-MM

RP-HPLC
gel-filtration

Fig. 3 Synthesis of glycopolymer carrying M3FX



粉アレルゲンに多く存在している GN2M3FX および
Lea2M3FX の調製に適していることを明らかにしてい
る23，24）．今後は，当研究室で開発した手法を用いて，ス
ギ・ヒノキ花粉アレルゲンに特徴的な Asn-GN2M3FX 
や Asn-Lea2M3FX を多量精製し，それらを多価に結合
させた糖鎖ポリマーの合成を行い，それら植物複合型糖
鎖の免疫活性解析についても取り組んでいく予定である．
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