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研究背景研究背景
糖鎖は核酸およびタンパク質に次ぐ「第三の生命鎖」として注目されており、医療への応用および発展が期待されている。しかし、糖鎖構造の複雑さなどの理由から糖鎖に関する研究の

推進は遅れている。また、既報の糖鎖に関する研究では陸上動物に焦点を当てたものがほとんどであり、水圏動物の糖鎖における機能性を調べた研究例は極わずかである。そこで、本
研究では水圏動物の糖鎖を対象とし、その機能性の解明を行うこととした。さらに、ゼロエミッションの観点から試料には水圏動物の皮を用いることとし、水産未利用資源の有効利用を目
指すこととする。現在、日本人の3人に1人が何らかのアレルギー症状を抱えており、糖鎖の抗アレルギー作用への関心も高まっていることから、水圏生物由来糖鎖の新規の機能性の探
索において一次スクリーニングとしてヒアルロニダーゼ阻害活性を調べ、さらに肥満細胞からのヒスタミン遊離抑制作用を調べることとした。

糖鎖研究の問題点

①糖鎖は単糖の配列、結合様式、分岐様式および高次
構造を持つ。

②生体内では微量成分であること。さらに、DNAやタン

パク質を酵母や大腸菌で増やすような糖鎖を増殖する
方法が確立されていない。

糖鎖の利用

①ABO式血液型
糖鎖構造の違いで血液型を決定
②病気の診断に用いられるバイオマ カ

複雑かつ多様な構造

方法が確立されていない。

量の確保が困難

②病気の診断に用いられるバイオマーカー
腫瘍マーカーの半数以上は糖鎖
③機能性素材
コンドロイチン硫酸の抗関節炎作用
β-グルカンの免疫賦活作用

アレルギー反応機構の概略

試料調製スキーム

皮の採取

アレルギー症状
（かゆみ 充血など）

抗体抗原

肥満細胞

顆粒

ヒスタミン
①抗原（花粉など）が体内に侵入
するとマクロファージがそれを感
知し、リンパ球に知らせる

リンパ球マクロファージ

②リンパ球は抗原を覚える
ため、抗体を産生

③過剰に産生された抗体が肥
満細胞に付着し、蓄積（感作）

④感作後、抗原が体内に侵入すると、
抗原は肥満細胞の表面の抗体と結合

神経

採

プロテアーゼ処理

脱脂

除タンパク質処理

（かゆみ、充血など）

⑤肥満細胞で脱顆粒が起き、体
内にヒスタミンなどが放出される

⑥放出された物質により神経
や血管などが刺激される

⑦くしゃみや炎症（かゆみ・充
血）といった症状が現れる

血管

ヒアルロニダーゼ阻害活性
（アレルギー反応機構の⑦をターゲット）

ヒアルロニダーゼ阻害活性は抗アレルギー活性を評価するための一次スクリーニングによく用い

ヒスタミン遊離抑制活性
（アレルギー反応機構の③～⑤をターゲット）

ヒスタミンはアレルギー反応時に肥満細胞から遊離するケミカルメディエー

限外濾過（MWCO:500）

凍結乾燥

MW＞500

られる。ヒアルロニダーゼは炎症作用があるため、ヒアルロニダーゼを阻害することで炎症によるか
ゆみや痛みを抑えることが出来る。また、ヒアルロニダーゼ阻害活性はヒスタミン遊離抑制活性と相
関性が高いとされている。
本研究では、ヒアルロン酸とアルブミンの複合体形成による比濁法によって評価している。

ターとして広く知られている。

本研究では、ヒスタミン遊離誘発物質による培養肥満細胞からのヒスタミン遊
離抑制試験によるヒスタミン遊離抑制活性を評価している。
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Fig. 1 各種水圏動物におけるヒアルロニダーゼ阻害活性

A：オオナゴ, B：カサゴ, C：クロマグロ, D：コイ, E：ソデイカ, F：タカサゴ, G：ニジマス
H：ホンアンコウ（背側）, I：ホンアンコウ（腹側）, J：マコガレイ（背側）, K：マコガレイ（腹側）
X：ニワトリ, Y：ブタ

Fig. 2 Con Aアフィニティークロマトグラフィー
Column: Con A-sepharose 4B (φ15×300 mm)
A:10 mM AcONH4 (pH 7.0)
B:0.5 M α-D-mannopyranoside-10 mM AcONH4 (pH 7.0)
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Table 1 Con Aアフィニティークロマトグラフィーの

Fig. 4 クロモグリク酸ナトリウムにおけるヒスタミン遊離抑制活性
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まとめ
ヒアルロ ダ ゼ阻害物質の報告は植物または人工由来がほとんどであり

Fraction numberA
bs

or
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nc
e a

t 

IC50 [mg/ml]
Before 
elution

Con A affinity chromatography
Fr. 1 Fr. 2 Fr. 3 Fr. 4

0.48 0.81 0.038 0.0053 0.13

Table 1 Con Aアフィニティークロマトグラフィーの
各画分におけるヒアルロニダーゼ阻害活性

Fig. 3 Con AアフィニティークロマトグラフィーのFr. 3
におけるHILIC分析
Column:TOSOH TSKgel Amide-80 (φ4.6×250 mm)
A:0.1% トリフルオロ酢酸-97%アセトニトリル
B 0 1% トリフルオロ酢酸 55%アセトニトリル
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ヒスタミン遊離抑制物質として既報されているクロモグリク酸ナトリウムおよび
ヒアルロニダーゼ阻害活性が最も高かったホンアンコウ腹側を試料として試験
を行った（Fig. 4およびFig. 5）。その結果、ホンアンコウ腹側試料を100 μg添加
した際に、クロモグリク酸ナトリウム10 μg添加時程度の遊離抑制作用を示す
ことが明らかとなった。

Fig. 5 ホンアンコウ腹側中抽出物におけるヒスタミン遊離抑制活性

Blank Control 1 μg 10 μg 100 μg

ヒアルロニダーゼ阻害物質の報告は植物または人工由来がほとんどであり、
水圏動物の皮由来のヒアルロニダーゼ阻害物質の報告は本研究が初めてであ
る。さらに、水圏動物の皮は陸上動物の皮よりも高いヒアルロニダーゼ阻害活
性を有し、その高い活性には2つ以上のN型糖ペプチドが関与していることが見

出された。さらに、ホンアンコウ腹側試料においてヒスタミン遊離抑制作用が新
たに確認された。

新規の抗アレルギー薬としての可能性を考えると、本研究におけるヒアルロニ
ダーゼ阻害活性物質の構造と機能の関係は非常に興味深い知見である。また、
ヒスタミン遊離抑制活性も確認されたことから、即時型アレルギー薬としての応
用が期待される。

B:0.1% トリフルオロ酢酸-55%アセトニトリル
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水圏動物は陸上動物に比べてヒアルロニダーゼ阻
害活性が高かった（Fig. 1）。さらに、最も活性が高
かったホンアンコウ腹側をCon Aアフィニティークロマ
トグラフィーに供した結果、IC50値を0.48 mg/mlから
0.0053 mg/mlへと高めることが出来た（Fig. 2および
Table 1）。また、その高い活性には最低でも2つ以上
の物質が関与していることが示唆された（Fig. 3）。


