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山 本 憲 二(京 都大学農学部助教授)

1.は じ め に

最近,食 品 中に含 まれ る不適性な因子 を何 らか

の方法で除去 した食品 を作 り出そ うとする試みが

い くつかな されてい る。例 えば,米 のアレルギー

の原因物質 であるア ルブミンをプロテアーゼに よ

って分解 し,低 アレルゲン米 を作 り出すことは既

に実用化されている。

ア レルギーの原因 となる食品 としては鶏卵や牛

乳,大 豆な どが良 く知 られて いる。なかで も鶏卵

は安価で栄養価 の高 いタンパ ク食品であ り,し か

も乳化作用や卵 白の 泡立 ちを利用する食品加工 の

素材 として広範な食 品中に含 まれているので,ア

レルギー患者に とっては最 もや っかいな食品で あ

る。 鶏卵 に対する,い わゆる卵ア レルギーの 原因

物質(ア レルゲ ン)の 一 つは卵 白中のオボムコイ

ドと呼ばれる糖 タンパク質で あ り,患 者 の血 清に

はそれに対す る抗原特 異性が見 られ る1)。

ニワ トリの卵白オボムコイ ドは卵 白タ ンパク質

の約11%を 占める分子量約28,000の 糖タ ンパ ク質

で,ト リプシンインヒビター としても知 られてい

る。その糖含量 は約30%近 くに も達 し,一 分子中

には四ないし五本の糖鎖 が結合 している(図1)2)。

タンパ クのアスパラギン残基 に結合 して いる,こ

れ らのアスパ ラギン結 合型糖鎖(N一 グ リコシ ド

結合糖鎖)の 構造は複雑かつ多様 で,い わゆ る複

合型糖鎖(Complextypeofsugarchain)が ほ と

ん どである(図2)。 オボム コイ ドは100℃ で60分

図1オ ポム コイ ドの一次構造
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図2オ ボムコイドの糖鎖構造

間加熱 して も,粘 度,電 気泳動お よび超遠心分析

で は変性 が認 め られ ないほど高い熱安定性 を示 し,

これには糖鎖部 分が寄与 してい る可能性が あ り,

アレルギーの発症 とも何 らかの関係がある と考 え

られ る3)。

オボムコイ ド中の糖鎖 を含んでいる構造体の ド

メインIIIは卵 ア レルギー患者の血清中のIgE抗 体

と結合するが,糖 鎖 を含 まない同 じ ドメインには

ほとん ど結合せず,IgE抗 体 は糖鎖の有無 をはっ

き りと識別する ことが報告 されている4)。 この様

に,オ ポム コイ ドの糖鎖部分がア レルギー反応 に

関与 している ことが確 かめられているが,糖 鎖が

これ ら抗体の認 識部位 となってい るのか,あ るい

は糖鎖の結合に伴 うポ リペ プチ ド部分のコ ンフォ

メー ションの変 化が免疫反応 に影響 しているのか

は明 らかに されていない4)。

そこで,我 々 はオボムコイ ドの複雑な構 造を持

つ糖鎖を除去す ることができれ ば,そ の糖 鎖 と卵

アレルギー との関係 を明 らか にす ることがで きる

とともに,低 ア レルゲン卵 白を創製する ことがで

きるもの と考 えた。 我々はその手段 として,糖 タ

ンパ ク質のアスパラギン結合型糖鎖のジアセチル

キ トビオース結 合部 分に作用 して,糖 鎖部 分 もタ

ンパ ク質部分 も傷 つけることな く遊離する ことが

で きるEndo一 β一N-acetylglucosaminidase(Endo一

β一GlcNAc-ase)に 着 目した。 そ して,オ ボム コ

イ ドの糖鎖 に作 用す るEndo一 β一GlcNAc-aseを 生

産する微生物 を土壌 よ り検索 した。

2.卵 白オ ボ ム コイ ドの 糖 鎖 に 作 用 す る

Endo-/3-GlcNAc-ase

オ ボ ム コ イ ドの 糖 鎖 に作 用 す るEndo一 β一Glc・

NAc-aseを 検 索 す る た めの 基 質 と して,オ ポ ム

コイ ド(ト リ プ シ ンイ ン ヒビ ター)を プ ロナ ー ゼ

で徹 底 消 化 し,得 られ た オ ボ ム コ イ ド糖 ペ プチ ド

を ダ ン シ ル ク ロ リ ドで蛍 光 ラベ ル し たDNS-ovo-

mucoidglycopeptideを 用 い た。本 基 質 は,Endo-

/3-GlcNAc-aseに よ りDNS-Asn-GlcNAcを 生 成

す る の で,ペ ーパ ー クロ マ トグ ラ フ ィー に よ って

生 成物 を分 離 し,酵 素 の活 性 を分 析 した 。

ニ ワ ト リの 卵 自 よ り調製 した オ ボム コ イ ドを培

地 と して誘 導 培 養 す る こ とに よ り,培 養 液 中 に 目

的 とす るEndo-a-GlcNAc-aseを 生 産 す る微 生 物

を検 索 した。 その 結 果,土 壌 よ り分 離 し た一 菌 株

図3オ ボム コイ ドの糖鎖に対する種々の微生物の

Endo-Q-GlcNAc-aseの 作用
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(SI-29株)の 培養液 よ り,日 的 の酵素活性 を 見

出 した(図3)。 種々の糖 タンパ ク質の糖鎖の構

造や機能 の解析のための有効な手段 として,微 生

物の生産する幾つかのEndo・ β一GlcNAc・aseが 見

出 されているが5>,こ れ らの酵素はオボム コイ ド

の糖鎖 にはほ とん ど作用 しなか った(図3)。 本

土壌 分離菌は種々の生理学的お よび菌学的試験 よ

り,Bacillussp.と 同定した。

3.酵 素の精製 とその諸性質

Bacillussp.を グル コー ス 培 地 で培 養 した 後,

生育 した 菌体 を0.2%の オ ポ ム コ イ ドの み を 含 む

培 地 に移 し,21時 間,誘 導培 養 を 行 っ た。 培 養 ろ

液 に硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を添 加 し(80%飽 和),生

成 した沈 澱 を リン酸 カ リウ ム緩 衝 液(pH7.0)に 溶

解 した後,透 析 し た。 得 られ た 酵素 溶 液 につ い て,

順 次,DEAE-cellulose,hydroxylapatite,Sepha・

dexG-200の 各カラムクロマ トグラフ ィー を行っ

て部分精製 した。

本酵素は分子量が約10万 で,至 適pHが5.5～

6.5,安 定pHが4～8で あった。本酵素 は熱 に

極めて不安定 であって,20℃ で10分 間インキ ュベ

ー トした場合 には,活 性 は低下 しなかったが,30

℃ で10間 インキュベー トした場合には残存活性が

60%に も低下 し,37℃ では20%に 低下 した。 その

他,SH試 薬や金属イオンの添加によっては活性

に何 ら影響が見 られなかった。

4.オ ボム コイ ド糖鎖 に対す る酵素の作用 と

構造の解析

オポムコイ ドの持 つ多様な糖鎖の中で本酵素 に

よって遊離 され る糖鎖 を分析 した。オポムコイ ド

をプロナーゼ処理 して得 られたオボムコイ ド糖ベ

プチ ドを無水 ヒドラジンによってタンパクか ら糖

図4酵 素作用 によりオポムコイドか ら遊離 される糖鎖
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鎖 を外した後,ア セチル化 して もとの構造の糖鎖

を得て,こ れ を2一ア ミノピリジンによって蛍光標

識 した6>。得 られた ピリジルア ミノ化(PA化)オ

ボムコイ ド糖鎖 に本酵素を作用 させ,逆 相カラム

と順相 カラム を用いたHPLC(高 速 液体 クロマ ト

グラフ ィー)に よって分析 した。本酵素が作用 し

た糖 鎖は二次元糖鎖マ ップ法 によって構造を同定

した7)。 その結 果,図4に 示 される ような糖鎖が

酵素作用によって遊離 される ことが示 された。本

酵 素標 品中 には微量のエキ ソ型 のグ リコシダーゼ

(β一N一アセチルヘキソサ ミニ ダーゼや β一ガラ ク

トシダーゼなど)が 混在するので,Endo-R-Glc-

NAc-aseと エキ ソグリコシダーゼの協 同作用 に

よって もオボム コイ ドの糖鎖が効率 的に遊離 され

た と考えられ る。

5.脱 糖鎖オボム コイ ドの調 製

オボムコイ ドに本酵素の部分精製 酵素標品 を作

用 させて30℃ で2日 間反応 した。反応 液につい

て,SDS一 ポリアクリルア ミドゲル電気泳動(SDS-

PAGE)を 行 った ところ,糖 鎖が除かれたために,

nativeな オボム コイ ドに比 べて分子量が著 し く

低下 した脱糖鎖 オポム コイ ドが確認 され た。

脱糖鎖 オボム コイ ドとnativeな オポム コイ ド

について,ト リプシンインヒビターの活性 を調べ

た ところ,そ の活性 はほとん ど変わ らなかった。

即 ち,糖 鎖 はその生理活性に関与 していないこと

が示唆 された。一方,熱 安定性 について,ト リプ

シンインヒビターの残存活性 を検討 して調べた と

ころ,nativeな オボム コイ ドでは90℃ で90分 間,

加 熱 して もトリプシンを阻害す る活性 は全 く低下

しなかったが,脱 糖鎖オボム コイ ドでは阻害活性

が60%に まで低 下した(図5)。 この結果 は糖鎖

がオボムコイ ドの立体構造を保 持 していることを

示唆する もので ある。

図5脱 糖鎖オポムコイ ドの熱変性 による

トリブシンインヒビター活性の低 ド

6.お わ り に

高温で オポムコイ ドを長時間熱 して も免疫 反応

性 は失われない という報告か ら3),卵 白のア レル

ゲンはオボム コイ ドの糖鎖ではないか と考 え られ

ていた。本研究によって,オ ボムコイ ドの熱安定

性が他の タンパ ク質に比べて異常に高いのは複雑

な構造 を持 った糖鎖の存在 による ものである こと

が示唆 された。本研究 において用いた脱糖鎖 オポ

ムコイ ドは糖鎖が完全 に遊離 した ものではないが,

電気泳動 によってかなりの糖鎖が除かれているこ

とは確認 されている。 これ は土壌よ り分離 した一

菌株Bacillussp.の エ ン ドグ リコシダーゼ とエキ

ソグ リコシダーゼを用 いることによ ってオボムコ

イ ドの糖鎖 を除 くことがで き,さ らに,消 化性 の

良 い無糖卵 白を作 り出す こともで きる ことを示 し

た もの である。 この脱糖鎖オポムコ イドについて,

卵 アレルギー患者の血清 を用いた免疫反応 は検討

できなか ったのではあるが,今 後は糖鎖 に対する

抗原抗体反応の詳細 な検討が必要である。

本研究 を遂行するにあた り,研 究助成金 を賜 り
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CreationofEggWhiteRemovingAllergenbyUsingEnzymes

KerijlYamamoto(DepartmentofFoodScienceandTechnology,KyotoUniversiq・)

Eggwhiteisacommoncauseofallergicreactionsforsomepatientsallergictoeggs.

Ovomucoid,themajorskin-reactiveallergeninhen'seggwhite,isaheat-stableglycopro-

tein,beingstableeveninhard-boiledeggs.Thecarbohydratemoietyhasbeensuggested

tocontributetoitsallergenicstructure.Inordertoproducehypoallergeniceggwhite,

Iattemptedtoeliminatethecarbohydratemoietyofovomucoidbyusingmicrobialenzy-

mes.

First,microorganismsinsoil,werescreenedfortheproductionofanendoglycosidase

hydrolyzingcarbohydratemoiety(sugarchains)ofovomucoidinitsculturefluid.Abac-

teriumidentifiedasBacillussp.wasfoundtoproduceanovelEndo-Q-N-acetylglucosami-

nidase(Endo-(3-GlcNAc-ase)whichspecificallyliberatedintactasparagine-linkedsugar

chainsfromhenovomucoidwhenthebacteriawereculturedinthemediumcontaining

ovomucoid.Theenzymewaspartiallypurifiedandcharacterized.Furthermore,thestru-

cturesoftheliberatedsugarchainsbytheenzymeweredeterminedbyacombination

methodofpyridylaminationandHPLC,andalsobytwo-dimensionalsugarmapping .The

sugarchainsofovomucoidcouldbeliberatedbyacooperativeactionofEndo-/3-GlcNAc-

aseandcontaminatedexo-glycosidasessuchasβ 一N-acetylhexosaminidaseandβ ・galacto-

sidase.Thedeglycosylatedovomucoidobtainedwaslessstablethanthenativeone

againstheat-denaturation.Thesefindingssuggestedthesugarchainsofovomucoid

contributedtothermalstability,andalso,immunoreactivity.


