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天然硫酸多糖によるタンパク質不溶化抑制 
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本研究はデキストラン硫酸（DS）をコントロールとし，天然由来の硫酸多糖であるヘパリン，カ

ラギーナン，フコイダン及びコンドロイチン硫酸のタンパク質加熱不溶化抑制能を検討した．その

結果，ヘパリン，カラギーナン及びフコイダンに高い加熱不溶化抑制能が確認された．加熱後の分

子形態は，DS，ヘパリン，フコイダン，カラギーナン，コンドロイチン硫酸の順にモノマー残存率

が高かった．添加濃度は DS 及びへパリンでは 0.01%以上，カラギーナン及びフコイダンは 0.025%

以上の添加で完全にタンパク質の加熱不溶化を抑制した．硫酸多糖に含まれる硫酸基の数が多いほ

ど不溶化抑制能，モノマー残存率が高く，添加濃度は少量であった． 

今回用いた硫酸多糖は現在幅広い分野利用されている．今回の結果から，これらの硫酸多糖は現

在用いられている用途以外でも，タンパク質の加熱不溶化防止剤として医薬，食品産業等幅広い分

野で利用できると考えられる． 

 

キーワード：不溶化，硫酸多糖，硫酸基，静電気相互作用 

Keyword: Insolubilization, Sulfate Polysaccharides, Sulfate Group, Electrostatic interaction 

 

 

1.序論 

タンパク質は，食品業界をはじめ，工業，医薬など幅

広い分野で利用されている．しかし，タンパク質は熱，

pH 等の要因により，不活性化，変性，凝集，不溶化な

どを引き起こす．特に医薬産業においては抗体などの

生理活性を持つタンパク質が加熱殺菌時に変性，凝集

することにより，不活化し，利用できないなど問題が生

じる．よって現在，タンパク質の加熱凝集をコントロール

することが課題となっている．現在までに様々な化合物

が凝集抑制能を示すことが明らかになっている 1-11)．そ

の多くは低分子化合物であり，高分子化合物による凝

集抑制の研究は低分子化合物と比較して少ない 6-11)．

低分子化合物ではアミノ酸の一種であるアルギニンが

タンパク質加熱不溶化抑制に幅広く用いられている．   

以前の研究で，デキストラン硫酸（DS）及び高度リン

酸化タンパク質であるホスビチン（PV）にタンパク質加

熱不溶化抑制能があることを報告した 12)．そのメカニズ

ムとして，DS の硫酸基，PV のリン酸基とタンパク質間

での静電気相互作用により，凝集体のサイズを小さくす

ることで加熱による不溶化を防ぐことを明らかにしてい

る． 

低分子化合物でなく，高分子化合物を使う利点は低

濃度で作用することである．アルギニンは不溶化凝集

を抑止する際，数百 mM 必要とするのに対し，DS 及

び PVでは 0.5 µM以上で不溶化を抑制する 12)．特に

DSは高い不溶化抑制能を示すため，硫酸多糖に注目

をした． 

天然には数多くの硫酸多糖が存在している．図 1 に

様々な硫酸多糖の構造を示す．（A）デキストラン硫酸

はグルコースに硫酸基が結合しており，2分子当たり硫

酸基が 4個結合している．（B）ヘパリンは基本骨格とし

て，D-グルコサミン残基と L-イズロン酸残基の反復構 



〔食物栄養学〕 

〔原著論文〕 

 

20 

宇部フロンティア大学紀要・年報 第 2巻 2022 〔B.A. Ube Frontier Univ. Vol.2(march.2022)〕 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

造である．2分子あたり硫酸基が 3個結合している．生

体内に存在しており，医薬品として血液凝固防止剤とし

て利用されている．（C）コンドロイチン硫酸は D-グルク

ロン酸とN-アセチルガラクトサミンの反復構造である．2

分子あたり硫酸基が 1 個結合している．天然には動物

の軟骨等に存在している．（D）λ-カラギーナンはガラク

トースを基本骨格とし，硫酸基が 3 個結合している．天

然には紅藻の細胞壁に存在しており，ゲル化剤として

利用されている．（E-G）フコイダンは様々な構造をとっ

たものが混在している．モズクなどの海藻に含まれてい

る．構造はフコース，キシロース，ガラクトース，ウロン酸

などから構成されている．そのため，2 分子当たり硫酸

基が 1-4個結合している． 

現在までに硫酸多糖を用いた研究は免疫，病気，発

がん性など生体機能に関する研究がほとんどである．

そのため，タンパク質の加熱不溶化抑制に関する研究

はほとんどされていない．よって本研究ではDS以外の

硫酸多糖にもタンパク質不溶化抑制能があるか，また，  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

どの硫酸多糖が高い加熱不溶化抑制能を持つか調べ

ることを目的とした． 

どのようなタンパク質に対し，硫酸多糖が不溶化抑

制能を発揮するか調べるため，酸性タンパク質としてオ

ボアルブミン（OVA），β-ラクトグロブリン（β-Lg）を，中性

タンパク質としてオボトランスフェリン（OT）を，塩基性タ

ンパク質としてリゾチーム（Lyz）及びソーマチン（TAU）

の計 5種類のタンパク質を用いた． 

今回用いる硫酸多糖はDSを除き天然中に存在する

ものであり，高い不溶化抑制能を持つものは食品産業

でも有用タンパク質の加熱不溶化を抑制し，食品中で

その機能を発揮させることができると考えられる． 

 

2.材料と方法 

2.1.材料 

OT，β-Lg，Lyz，DS （分子量: 500 KDa），λ-カラギ

ーナンは Sigma-Aldrich Japan より購入した．TAU, 

コンドロイチン硫酸は富士フィルム和光純薬株式会社

                                   図1 硫酸多糖の構造 

A: デキストラン硫酸，B: ヘパリン，C: コンドロイチン硫酸，D: λ-カラギーナン，E-G: フコイダン 
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より購入した．ヘパリンはナカライテスク株式会社より

購入した．フコイダンはタングルウッド株式会社より譲り

受けた．OVA は新鮮な卵白から硫酸アンモニウムで

結晶化させ，5 回再結晶を行い精製した．その純度は

SDS-PAGE で確認した．今回の実験で使用したその

他の化学物質は，すべて分析グレードのものを使用した． 

2.2.濁度の測定 

タンパク質及び硫酸多糖は，pH の異なる緩衝液に

それぞれ溶解した．緩衝液はMcIlvaine緩衝液（0.02 

Mリン酸二水素ナトリウム／0.01 Mクエン酸）（pH 5.0）

及び 10 mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.0）を用いた．

タンパク質単独溶液または混合溶液はウォーターバス

を用いて 80℃で 10分間加熱した．加熱処理後，室温

まで冷却した．濁度は，分光光度計を用いて測定した

（O.D.500nm）． 

2.3.電気泳動 

SDS-PAGE は，Laemmli13) が記載した標準的な

方法に従って，10% （OVA，OT）または 15% （β-Lg，

Lyz，TAU）ポリアクリルアミドゲルを用いて非還元条件

下で行った．中性および塩基性 Native-PAGE は，

Davis14)および Reisfeld15)が記載した方法に従って，

12%ポリアクリルアミドゲルを用いて行った．バンドは

Coomassie Brilliant Blue （CBB）R-250で染色した．

サンプルは，5,595×gで 10分間遠心分離した後，フィ

ルターろ過し，使用した． 

 

3.結果及び考察 

3.1.タンパク質に対する加熱不溶化抑制能 

各タンパク質に対する硫酸多糖の加熱不溶化抑制

能をタンパク質単独の溶液または硫酸多糖を添加した

混合溶液の濁度を測定することで調べた．使用した各

タンパク質の分子量及び等電点は以前の論文に記載

している 12)．OVA及び β-LgはpH5.0，OT，Tau及び

Lyzは pH7.0の緩衝液に溶解した．各種タンパク質及

び硫酸多糖の濃度は終濃度 0.05%になるよう調整した． 

図 2 に加熱前後の濁度の結果を示す．初めに酸性

タンパク質の結果を示す．OVA単独では加熱後，濁度

の大幅な上昇がみられた．しかし，各種硫酸多糖の添

加により，濁度の上昇が抑制された（図 2 -A）．β-Lgは

コンドロイチン硫酸を除き，各種硫酸多糖添加により加

熱後の濁度の上昇が抑制された （図 2- B）． 

次に中性タンパク質OTの加熱後の結果を示す． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 各種硫酸多糖のタンパク質加熱不溶化抑制能 

各種硫酸多糖を添加，添加しないタンパク質溶液（0.5 

mg/mL）を，80℃で10分間での加熱前後，濁度を測定
した．（A）OVA，（B）β-Lg，（C）OT，（D）Lyz，（E）TAU 

白色は加熱前，黒色は加熱後を表している． 
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コンドロイチン硫酸を除いた硫酸多糖の添加により，

加熱後，濁度の上昇が抑制された（図 2-C）．最後に塩

基性たんぱく質の結果を示す．Lyz は硫酸多糖を添加

した段階で加熱前でも不溶化がみられた（図 2-D）．さ

らにその溶液を加熱すると，DS を除き，大幅な濁度の

上昇がみられた． 

TAU においては各種硫酸多糖を添加すると加熱後

濁度の上昇が抑制された．しかし，コンドロイチン硫酸

及びフコイダンにおいては加熱後，わずかながら濁度

の上昇がみられた． 

以上の結果から，コンドロイチン硫酸を除き，硫酸多

糖を添加し，加熱すると加熱不溶化が抑制された．この

理由として，硫酸多糖に含まれる硫酸基の数が関係し

ていると考えられる．コンドロイチン硫酸は2分子当たり

硫酸基の数が 1 つであるが，他の硫酸多糖は 2 つ以

上存在している．よって硫酸多糖による不溶化抑制能

は分子内に含まれる硫酸基の個数が関与していること

が示唆された． 

  Lyzの結果においては，Lyzは溶菌活性を持ってお

り，その際，細菌の細胞壁に含まれる β-N-グルコサミン

と結合する．そのため，糖と Lyz が結合し，リゾチーム

の持つ＋チャージと硫酸多糖の－チャージが相互作

用することで不溶化凝集が導かれたと示唆された 16)． 

3.2.加熱後の分子形態 

加熱後の分子形態を調べるため，非還元状態でSDS-

PAGEを行った．SDS-PAGEの結果を図3に示す．Lyz

（図3-D）及びTAU（図3-E）を除き，タンパク質単独の溶

液では加熱後，不溶化し，バンドが検出されなかった．

硫酸多糖の添加により，Lyzを除き，すべてのタンパク質

溶液で加熱後，バンドが検出された．OVA では加熱後，

可溶性高分子のバンドがラダー状に検出された（図3-A）．

β-Lg及び OTは加熱しても単一なバンドであった（図3-

B, C）．さらに詳細な分子形態を調べるため，Native-

PAGEを行った．図4にNative-PAGEの結果を示す． 

Native-PAGE の結果，OVA はコンドロイチン硫酸及

びフコイダンの添加ではバンドを検出することができな

かったが，それ以外の硫酸多糖ではOVAは可溶性凝集

体として存在していた（図 4-A）．β-Lg では，硫酸多糖の

添加により加熱後，可溶性凝集体を形成するが，多くが

モノマー，ダイマーで存在していた．特にDS及びカラギ

ーナンにおいては可溶性凝集体形成が抑制されていた

（図4-B）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図3 SDS-PAGEによる加熱後の分子形態解析 

各種硫酸多糖を添加，添加しないタンパク質溶液（0.5 

mg/mL）を，80℃で 10 分間加熱した後，SDS-PAGE を
行った．分離ゲルの濃度は OVA及び OTが 10%，その
他は 15%ゲルを用いた． （A）OVA，（B）β-Lg，（C）OT，
（D） Lyz，（E）TAU 

 

OTにおいてはDS，ヘパリン，カラギーナン添加では

加熱後，可溶性凝集体の形成が抑制され，モノマーとし

て存在していた（図 4-C）．コンドロイチン硫酸及びフコイ

ダンではモノマーも存在していたが，多くは可溶性凝集

体を形成していた．塩基性タンパク質の Lyz 及び TAU

では硫酸多糖を添加し，加熱すると SDS-PAGEではバ

ンドが検出されていたが，Native-PAGE ではバンドが

検出されなかった（図4-D, E）．これはpHが 7.0の条件

では等電点より緩衝液の pH が低い為，タンパク質は＋

の電荷を持っており，硫酸多糖は－の電荷を持っている

ため，静電気相互作用により電荷が打ち消され，バンド

が検出されなかったと示唆された． 
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図4 Native-PAGEによる加熱後の分子形態解析 

各種硫酸多糖を添加，添加しないタンパク質溶液（0.5 

mg/mL）を，80℃で 10 分間加熱した後，Native-PAGE

を行った．OVA，β-Lg，OT は中酸性用ゲルを，Lyz 及び
TAU は塩基性ゲルを用いた．（A）OVA，（B）β-Lg，（C）
OT，（D）Lyz，（E）TAU 

 

以上の結果より，加熱不溶化抑制能及び分子形態保

持能力は DS が一番高く，次にヘパリン，その後，フコイ

ダン，カラギーナン，コンドロイチン硫酸の順であった．

また，タンパク質の等電点により，分子形態保持能力が

変わり，中性タンパク質においては硫酸多糖を添加する

とモノマーで保持されていた．酸性タンパク質において

は等電点が低いものは加熱後，可溶性高分子として存在

するが，酸性タンパク質でも等電点が中性に近くなるほ

ど加熱後でもモノマーで残る割合が多くなり，可溶性高

分子形成が抑制された． 

 

3.3.最低濃度の検討  

加熱不溶化抑制に対する各種硫酸多糖の最低濃度の

検討を行った．その際，抑制能の低いコンドロイチン硫

酸は除外した．また，硫酸多糖と反応し，不溶化を引き起

こす Lyz も除外し，4 種類のタンパク質及び硫酸多糖で

実験を行った．結果を図5に示す． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 硫酸多糖の最低濃度の検討 

各種濃度（0-0.05%）の硫酸多糖を添加後，各種 pH に調
整したタンパク質溶液（0.5 mg/mL）（OVA，β-Lg: pH5，
OT,Tau: pH7.0）を，80℃で 10 分間加熱した後，濁度を
測定した．（A）OVA，（B）β-Lg，（C）OT，（D）TAU 

 

図 5-A，B に示す通り，OVA 及び β-Lg に対しては

どの硫酸多糖も 0.025%以上の添加により，完全に加

熱不溶化を抑制した． 
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特にヘパリンでは 0.005％以上で完全に加熱不溶

化を抑制した．OT に関しては DS 及びヘパリンでは

0.005%以上の添加で完全に不溶化を抑制した（図 5-

C）．また，カラギーナン及びフコイダンにおいても

0.01%以上の添加で不溶化が抑制された． 

最後に TAU においてはすべての硫酸多糖におい

て 0.001%の添加で加熱不溶化が促進された（図 5-D）．

特にヘパリン添加で不溶化が著しかった．しかし，

0.005%以上の添加により，DS 及びヘパリンにおいて

は完全に不溶化が抑制された．カラギーナンにおいて

は 0.025%以上で完全に不溶化抑制能を示したが，フ

コイダンにおいては 0.05%添加しても完全な不溶化抑

制能を示さなかった． 

以上の結果より，DS及びへパリンはすべてのタンパ

ク質において 0.01%以上添加することで，完全に加熱

不溶化を抑制した．一方，カラギーナン及びフコイダン

は 0.025%以上の濃度が必要であった．最低濃度も硫

酸多糖に存在する硫酸基の数に比例していた．よって

硫酸基が多いものはより低濃度でタンパク質の加熱不

溶化抑制を示すことが示唆された． 

3.4静電気相互作用 

以前の報告で，DS は他のタンパク質と静電気相互

作用により，不溶化を抑制していることが明らかになっ

ている13）．そこで，塩を添加し，静電気相互作用を打ち

消すことで硫酸多糖とタンパク質間の静電気的相互作

用の力を調べた．結果を図 6に示す． 

タンパク質単独の場合，β-Lg 及び Tau においては

塩濃度依存的に濁度が減少する塩溶効果がみられた

（図 6-B, D）．静電気相互作用はすべてのタンパク質

において DSが最も強く，β-Lg を除き，50 mM NaCl

を添加しても加熱不溶化がみられなかった．ヘパリン

はOTを除き 20 mM以上のNaCl存在下では不溶化

抑制能が低下し，Tau では 100mM 以上の NaCl 存

在下では凝集促進がみられた．カラギーナン及びフコ

イダンは 10 mM以上のNaCl存在下では不溶化抑制

能が低下した． 

この結果と図 1に示した硫酸多糖に存在する硫酸基

の数と静電気相互作用比較すると，DS が最も多く，2

分子当たり 4 個存在している．次にヘパリンが 2 分子

当たり 3個，カラギーナンが 3個，フコイダンが 1-4個

存在している．図 6 の結果と照らし合わせると，硫酸基

の数と静電気相互作用の力は比例していた．よって，

硫酸基の数が多いほど，高塩濃度でもタンパク質の不

溶化抑制能が高いことが示唆された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 硫酸多糖と各タンパク質の静電気相互作用の力 
各タンパク質及び硫酸多糖（0.5mg/mL）を各種 pH に
調整し，（OVA，β-Lg: pH5，OT，Tau: pH7.0）溶液を
調整後，NaCl を終濃度 0-100 mM になるよう添加し，
80℃で 10 分間加熱した後，濁度を測定した．（A）OVA，
（B）β-Lg，（C）OT，（D）TAU 

 

4.まとめ 

今回の研究ではDS，ヘパリン，カラギーナン，フコイ

ダン及びコンドロイチン硫酸の 5 種類の硫酸多糖を用
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いてタンパク質加熱不溶化抑制能を調べた．その結果，

DS，ヘパリン，カラギーナン及びフコイダンに高い加

熱不溶化抑制能がみられた．また加熱後の分子形態を

調べた結果，モノマー残存率は DS が一番高く，次に

ヘパリンが，その後，フコイダン，カラギーナン，コンド

ロイチン硫酸の順であった．しかし，タンパク質の種類

により高分子化を抑制できないものがあった． 

添加濃度は DS及びへパリンは 0.01%以上，カラギ

ーナン及びフコイダンは 0.025%以上添加することによ

り，完全にタンパク質の加熱不溶化が抑制された．不

溶化抑制能，分子形態及び添加量はタンパク質と硫酸

多糖の静電気相互作用の力と比例しており，硫酸多糖

に含まれる硫酸基の数が多いほど抑制能が高くなり，

低濃度の添加で不溶化を抑制ができることが明らかに

なった． 

今回用いた硫酸多糖はほとんどが天然に存在して

いるものであり，現在医薬，食品添加物等で幅広く利用

されている．今回の結果から，これらの硫酸多糖は現

在用いられている用途以外にもタンパク質の不溶化抑

制能を持つことが明らかになることで，医薬，食品産業

等幅広い分野で利用できると考えられる． 
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