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糖鎖一次構造解析技術の開発要素

花松 久寿，古川 潤一

核酸，タンパク質に続く第三の生命鎖である糖鎖は，細胞を構成するタンパク質や脂質に
結合し，細胞の接着や分化，免疫など多くの生命現象において重要な役割を果たしている．
また，多くの疾患においても糖鎖構造がダイナミックに変化することが明らかになり，糖
鎖構造解析の重要性が増している．本稿ではさまざまな複合糖質糖鎖の構造解析の開発要
素と課題について，これまでに報告されている研究を交えて概説する．そして，近年我々
が取り組んでいる生体サンプルの主要な複合糖質糖鎖を包括的に捉える“総合グライコーム
解析”や，国内外で勢力的に研究が進められている質量分析によるシアル酸の結合様式の識
別を目指した特異的な誘導化法について紹介する．

1. はじめに

すべての細胞表面を覆い，そしてほとんどのタンパク質
を修飾している“糖鎖”は，核酸やタンパク質に続く第三の
生命鎖として注目され，ポストゲノム研究として勢力的に
進められている．糖鎖と一口にいってもエネルギー貯蔵
源であるグリコーゲンのように，多数のグルコースが重合
し枝分かれ構造をとったホモポリマーとして存在している
ものもあるが，多くの糖鎖は10種類ほどの単糖がさまざ
まな糖水酸基の位置とαもしくはβ-グリコシド結合を形成
しているので膨大な構造多様性を示す．そして一般的には
このような糖鎖がタンパク質や脂質と結合した複合糖質と
して存在している．複合糖質は，異なる生合成経路によっ
てN型糖鎖，O型糖鎖，グリコサミノグリカン（glycosami-
noglycan：GAG），スフィンゴ糖脂質（glycosphingolipid：
GSL）糖鎖などのサブグライコームに分類される．現在で
は，特異的な糖鎖構造が診断バイオマーカーや細胞表面
マーカーとして利用されているものも数多くあるが，その

ためには糖鎖一次構造解析が不可欠であった．本稿では，
これまでの報告されてきたN型糖鎖解析，O型糖鎖解析，
GSL糖鎖解析などのサブグライコーム解析の技術要素と，
我々が近年取り組んできた糖鎖解析法を交えながら紹介し
ていく．また，サブグライコームを統合し糖鎖の全体像を
把握する“総合グライコーム”や，国内外問わず非常に盛ん
に行われている質量分析によるシアル酸の結合様式識別法
についても紹介したい．

2. N型糖鎖の解析要素

N型糖鎖付加はタンパク質の翻訳後修飾の一つであり，
アスパラギン（Asn）残基の側鎖に結合している．結合部
位にはAsn-X-Ser/Thr（Xはプロリン以外のアミノ酸）のコ
ンセンサス配列が必要であり，結合しているN型糖鎖は構
造によってハイマンノース型，コンプレックス型，ハイブ
リッド型に大きく分類される．このようなN型糖鎖のタン
パク質修飾はタンパク質輸送，分子間相互作用，折りたた
み（フォールディング）や安定性などに重要な役割を果た
している．たとえば，貧血治療タンパク質製剤であるエリ
スロポエチンにおけるN型糖鎖修飾は赤血球増殖活性や血
中における安定性に寄与し，さらに糖鎖の数や糖鎖結合部
位が薬理活性に影響を及ぼすことが報告されている 1）．ヒ
ト血清中における分泌タンパク質も50％以上が糖鎖修飾
を受けており，さまざまな疾患を対象としたN型糖鎖の構
造解析が数多く報告されている 2, 3）．門松の稿でも述べら
れていたが，糖切断酵素であるペプチドN-グリコシダー
ゼF（peptide N-glycosidase F：PNGase F）が構造解析に大
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きな威力を発揮する．PNGase F消化により，植物や昆虫
などを除くほとんどのN型糖鎖を網羅的に切断することが
可能である．このように切断されたN型糖鎖の組成や構造
を迅速かつ高感度に解析する技術が求められ，これまでに
高速液体クロマトグラフィー（high performance liquid chro-
matography：HPLC），キャピラリー電気泳動（capillary 
electrophoresis：CE），質量分析など多くの糖鎖解析技術が
開発されてきた．代表的な解析法であるピリジルアミノ化
法（PA化）は，切断したN型糖鎖を2-アミノピリジンに
より蛍光標識後，陰イオン交換カラム，ODS（オクタデシ
ルシリル）カラム，アミドカラムの3種類のカラムを用い
てHPLC分析により糖鎖を分離し，糖鎖溶出時間より2次
元あるいは3次元マップを作成し，データベースと照合す
ることで糖鎖構造を同定する方法である 4, 5）．CEによる糖
鎖分析では，生体サンプルに含まれる非常に複雑な糖鎖の
分離が報告されており，アルゴンレーザー励起蛍光検出と
組み合わせることで fmolオーダーでの糖鎖分析が達成さ
れている 6）．我々の研究室でもN型糖鎖を対象として，サ
ンプルの前処理法や糖鎖精製・標識法を開発し，MALDI-
TOF MS（matrix assisted laser desorption/ionization-time of 
flight mass spectrometry）解析による網羅的かつ定量的なグ
ライコーム解析に取り組んできた．本稿ではヒト血清を
対象としたグライコーム解析を紹介する（図1）．はじめ

に血清をグルコースオキシダーゼによって処理するのだ
が，これは血清中のGSL糖鎖解析を行うために有用な方
法であり次節で詳細を述べたい．次にエタノール沈殿法に
よって血清から分泌タンパク質を回収している．この操作
は血清中に存在する遊離オリゴ糖（free oligosaccharides：
N型遊離糖鎖を含む fOS）やGSLを分けるためであり，分
画した上清中の遊離オリゴ糖やGSL糖鎖も後述する総合
グライコームの一つのサブグライコームとして解析してい
る．エタノール沈殿法では，通常4～9倍量のエタノール
を血清に加えてタンパク質を沈殿させるが，エタノールに
対して感受性が高いウイルスの不活性化も同時に行うこ
とができる．次にN-グライコーム解析を行うには，エタ
ノール沈殿により調製したタンパク質から糖鎖を切断する
必要がある．回収したタンパク質は，一般的な試薬を用い
てジスルフィド結合を含むチオール基を還元アルキル化
し，さらにトリプシンによる消化を行う．その後PNGase 
F消化することで効率的にN型糖鎖を切断することができ
る 7）．このように調製された溶液には，アルキル化試薬や
トリプシン消化ペプチドなどの夾雑物を多く含むため，こ
の中から糖鎖の精製が必要になる．我々は，グライコブ
ロッティング法によって切断したN型糖鎖の精製を行って
いる．糖鎖還元末端に存在するヘミアセタール（開環した
場合にはアルデヒド）基は生体内の他の分子にはほとんど

図1 ヒト血清を対象とした総合グライコーム解析の流れ
N型糖鎖，O型糖鎖，グリコサミノグリカン（GAG），グライコスフィンゴリピッド（GSL）糖鎖，および遊離オリ
ゴ糖（fOS）解析について．ヒト血清の前処理から分析までの流れを示した．
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存在しない．そこで糖鎖還元末端に特異的に存在するアル
デヒド基に着目し，アルデヒド基と選択的かつ温和な条件
でヒドラゾンを形成できるヒドラジド基を高密度に提示し
た固相担体を用いて糖鎖のみを捕捉する手法を開発し，こ
れをグライコブロッティング法と呼んでいる．固相担体
にはN型糖鎖が化学ライゲーションにより選択的に捕捉さ
れ，固相担体を徹底的に洗浄することでペプチドや脂質な
どの夾雑物を除去できる．質量分析装置による糖鎖解析の
問題点の一つとして，糖鎖非還元末端に存在するシアル
酸がα-グリコシド結合の切断により分析中に脱離してしま
うことがあげられるが，問題を解決するためにさまざまな
シアル酸の化学修飾法が開発されてきた．関谷らは塩化ア
ンモニウムと縮合剤［4-（4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl）- 
4-methylmorpholinium chloride：DMT-MM］を用いること
でシアル酸のカルボキシ基をアミド化し，アミド化された
シアル酸が質量分析中の脱離抑制に有効であることを報告
している 8）．我々はエステル化剤である1-メチル-3-p-トリ
ルトリアゼン試薬（1-methyl-3-p-tolyltriazene：MTT）を用
いることで，固相担体上でのシアル酸のカルボキシ基をメ
チル化修飾し，中性糖鎖と酸性糖鎖の一斉定量解析法を確
立した 9）．最後は，糖鎖を固相担体から回収する工程にな
るが，本手法ではオキシムの安定性を利用した高収率な回
収を行っている．つまり，ヒドラゾン形成している糖鎖捕
捉担体に過剰のアミノオキシ試薬を加えることで，ヒドラ
ゾンからより安定なオキシムへ変換され回収する方法（イ
ミン交換反応）である 10）．この際に，篠原らが開発した高
感度な標識試薬が持つペプチド配列を模倣して 11），アミノ
オキシ基を有する標識試薬aoWR［N-（（aminooxy） acetyl）
 tryptophylarginine methyl-ester］を合成した．aoWR試薬で
標識された糖鎖は非標識糖鎖と比較して100倍以上の感度
を有し，グアニジノ基の高いプロトン親和性によりプロ
トン付加分子［M＋H］＋として検出できる 12）．グライコブ
ロッティング法は，還元末端が未標識な糖鎖としても回収
できる汎用性の高い手法であり，HPLC装置で分析する場
合にはPAや2-AB（2-アミノベンズアミド）など目的に応
じた試薬で標識することができる．
ここまで述べたようなサンプル前処理や糖鎖の精製・標

識の工程を自動で行うことができる糖鎖自動前処理装置
の開発も進められている．Stöckmannらは血清から IgGを
調製し，IgG上の糖鎖の遊離・精製・標識を全自動で行う
装置を開発している 13）．Marcoらは96検体のヒト血漿N
型糖鎖の遊離・精製・標識を約2.5時間，そしてサンプル
セットに約1時間，合計3.5時間程度で行うことができる
liquid-handling robot systemを開発している 14）．我々もこれ
までに96ウェルプレートをフォーマットとしてサンプル
前処理，糖鎖精製そして標識までを行える糖鎖自動前処理
装置（SweetBlot）を開発し，網羅的な定量解析を達成し
ている 15）．後述するが，シアル酸結合様式特異的な修飾法
をはじめとする新しい解析技術に対応するためには，装置
の改良やアップデートが必要であり開発要素はまだ残され

ている．その中で自動化技術の構築はさまざまな生体試料
や疾患に関連した糖鎖プロファイルの蓄積，そして本特集
のキーワードでもあるHuman Glycome Projectにおいても
貢献できるであろう．

3. GSL糖鎖の解析要素

細胞膜などの生体膜は脂質二重層により構成されてお
り，その主な構成脂質成分はグリセロ脂質とスフィンゴ
脂質に大別される．スフィンゴシン塩基を持つ脂質はス
フィンゴ脂質と呼ばれており，スフィンゴシン1-リン酸，
スフィンゴミエリン，セラミド，そしてセラミドに糖が結
合したスフィンゴ糖脂質（GSL）が存在する．GSLグライ
コームは，バリエーションの違いから数百種類もの糖鎖構
造が報告されており，Merrilらが構造ならびに生合成経路
を公開しているSphinGOMAP（http://www.sphingomap.org）
にアクセスするとその構造の多様性を垣間見ることができ
る 16）．GSLは糖鎖構造の他にセラミドの脂肪酸鎖長なら
びに二重結合の有無などに起因する膨大な構造多様性を有
する．GSLはセラミドより切断した糖鎖と比較するとイ
オン化効率は高いが，糖鎖と脂質の多様性から生じる膨大
な数の分子種が存在するため解析は困難を極める．この
ような複雑性をクリアする方法の一つは，糖鎖とセラミド
を切断することで脂質の多様性を排除し，複雑性が低減し
たGSL糖鎖を解析することである．GSLから糖切断酵素
としてエンドグリコセラミダーゼ II（endoglycoceramidase 
II：EGCase II）が市販されているが，SSEA-3やSSEA-4の
ようなグロボシド系列の糖鎖に対しては活性が低いことが
知られている．我々の研究室では，伊東らが見いだした基
質特異性が広い糖切断酵素EGCase Iを用いたGSL糖鎖の
解析プロトコルを構築した 17, 18）．この酵素により切断され
たGSL糖鎖は，還元末端にヘミアセタール構造を有する
のでN型糖鎖同様にグライコブロッティング法で精製する
ことができる．それでは，本手法を用いた血清中のGSL
糖鎖の解析について少し紹介したい．
血中におけるGSLの大部分は赤血球に存在しているか，

あるいは分泌タンパク質のリポタンパク質上に存在してい
る．しかしGSL糖鎖は糖タンパク質糖鎖と比較するとき
わめて微量であること，そして3.9～6.1 mmol/Lの血糖（グ
ルコース）の存在が分析を困難にしていた．我々は，グル
コースオキシダーゼ（glucose oxidase：GOD）処理により，
グルコースがヘミアセタールを持たないD-グルコノ-1,5-ラ
クトンへと変換され，微量のGSL糖鎖解析を達成してい
る．血清中のGSL糖鎖のスペクトルを図2に示す．スペ
クトル1と2は両者とも血液型Aのヒト血清中のGSL糖鎖
である．スペクトル1ではA型の血液型抗原糖鎖が検出さ
れたが，スペクトル2の検体ではA型の糖鎖エピトープが
検出されなかった．これまで血液型Aのヒト血清を10検
体測定したが，このGSL糖鎖パターンを示したのはこの1
検体のみであった．Lewis式血液型の解析は行っていない
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が，おそらくスペクトル2の検体は血液型抗原が分泌され
ない非分泌型（Lea＋，Leb−）なのであろう．一方でマウス
血清のGSL糖鎖（スペクトル3）では，ほとんどがガング
リオシド系列のGM2糖鎖であり，ヒトでみられたGSL糖
鎖とは大きく異なっていた．したがって，GSL糖鎖のよう
にヒトとマウスでまったく異なる発現プロファイルを示す
糖鎖サブクラスについては，モデル動物を用いた疾患研究
では注意が必要だろう．このようにGSL糖鎖もN型糖鎖
と同様に網羅的かつ定量的に解析できるようになった．こ
れまでに特定のGSL糖鎖を対象とした肥満やインスリン
抵抗性など代謝性疾患とGSLとの関連が報告されてきた
が 19, 20），網羅的なGSL糖鎖解析技術がさまざまな疾患と
GSL糖鎖の新しい関連を見いだすツールとなり，生命現象
の解明に近づけることを期待している．

4. O型糖鎖の解析要素

N型糖鎖と同様にタンパク質に結合しているO型糖鎖は
セリン（Ser）やトレオニン（Thr）の水酸基に結合してい
るが，N型糖鎖のようなコンセンサス配列は存在しないこ
とから，タンパク質の一次配列からO型糖鎖の結合部位を
推測することはできない．O型糖鎖はセリンやトレオニン
に結合する単糖の種類によって，O-GalNAc型，O-GlcNAc
型，O-キシロース型，O-マンノース型，O-フコース型，
O-グルコース型，O-ガラクトース型など多くの種類が存
在する．なかでもO-GalNAc型はムチンと呼ばれる最も一

般的なO型糖鎖であり，GalNAcへ結合する糖鎖やその結
合位置の違いによりコア1～8構造に分類される．
それではグライコーム解析に話を戻そう．N型糖鎖は

PNGase F消化によりほぼ網羅的に切断できるが，O型糖
鎖の場合は広い特異性を持つO-グリカナーゼが見つかっ
ていないため，糖鎖の切断は化学的な手法に強く依存して
いるといっても過言ではない．水酸化ナトリウムなどの
強塩基，アンモニアやアミンによるβ脱離やヒドラジン分
解による化学的な切断方法が報告されているが，ピーリン
グ反応と呼ばれる副反応により糖鎖の分解が生じる 21, 22）．
Carlsonらにより報告された還元的β脱離反応は，O型糖鎖
の切断と同時に糖アルコールへと還元することで，ピーリ
ング反応を最小限に抑制している 23）．最近の知見として，
糖鎖還元末端のヘミアセタールとの反応性が高いヒドロキ
シルアミンを加えることでピーリング反応を抑制し，有
機強塩基を用いてO型糖鎖を切断する方法も報告されてい
る 24）．我々も独自のO型糖鎖解析法を開発してきた．ピラ
ゾロン試薬による糖鎖の標識法は本田らにより報告され
ており 25），この反応条件をより塩基性にすることでタンパ
ク質からの切断と標識を同時に行うことが可能となった
（BEP法）26）．この方法では，アルカリ条件下で切断された
糖鎖が直ちにピラゾロン試薬によって標識されるため，糖
鎖の還元末端アルデヒド基の存在に起因して起こるピーリ
ング反応を最小限に抑えることができる．また，BEP法で
は脱グリコシル化されたセリン／トレオニン残基もマイケ
ル付加反応によりピラゾロン試薬を導入できるため，糖鎖

図2 ヒトおよびマウス血清中のGSL糖鎖プロファイル
血清の脂質画分をEGCase I処理し，グライコブロッティング法で精製したGSL糖鎖の質量分析スペクトル．スペク
トル1と2はA型ヒト血清，スペクトル3はマウス血清を示している（文献18と31より改変引用）．
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とその結合部位の両方を同定できる手法である．本方法で
ヒトおよびマウスの血清におけるO型糖鎖を解析した．ヒ
トとマウスではシアル酸の種類こそ異なるが［ヒトはN-
アセチルノイラミン酸（Neu5Ac），マウスはN-グリコリル
ノイラミン酸（Neu5Gc）］，O型糖鎖プロファイルは非常
に類似していることがわかる（図3）．しかし，BEP法によ
り回収されたO型糖鎖のシアル酸はMTTによるメチル化
修飾が行えないため，質量分析中におけるシアル酸の脱離
などの課題も残されている．この課題を解決する方策の一
つとして，西風らが報告している溶液中におけるSALSA
法 27）（後述）が適用できれば，シアリル化糖鎖の安定化と
結合様式の識別が可能になるであろう．
最近のO型糖タンパク質の解析では，糖鎖の解析（O-

グライコーム解析）よりグライコプロテオミクス解析が勢
力的に行われている．近年，GENOVIS社から販売されて
いる糖タンパク質のO型糖鎖結合部位を特異的に切断す
るプロテアーゼOpeRATOR™は，ムチン型糖鎖であるO-
GalNAc型糖鎖が結合したセリン・トレオニンのN末端を
特異的に切断できるユニークな酵素であり，酵素処理した
糖ペプチドを分析することでペプチド配列における糖鎖付
加部位および糖鎖の構造が解析できる．たとえば，タンパ
ク質製剤のリンカー配列における意図しないO型糖鎖修飾
による品質や生物活性への影響が危惧されている 28）．特
異的なプロテアーゼOpeRATOR™は，Fc融合タンパク質，
バイオシミラー等のバイオ医薬品の品質評価などさまざま
な利用が期待されている．

5. 総合グライコーム

ここまでにサブグライコーム解析としてN型糖鎖，O型

糖鎖，GSL糖鎖の解析について紹介してきた．本稿では，
fOSやGAGの詳細な解析については割愛したが，生体サ
ンプルにおける主要な複合糖質糖鎖を包括的に捉える“総
合グライコーム”について紹介したい．我々の最初の総合
グライコーム解析は，培養細胞を対象として行った．その
結果，iPS細胞やHeLa細胞などのヒト由来の培養細胞の総
合グライコームを解析し，総合グライコームが細胞の特徴
を示す記述子となるだけではなく，糖鎖関連未分化マー
カー分子の網羅的探索や細胞の形質変化に伴う複合糖質糖
鎖の発現変動を捉えることができた．誌面の制限から詳細
については引用文献 29, 30）を参照されたい．現在では，総
合グライコーム解析を細胞以外の生体サンプルでも行って
おり，本稿では血清の総合グライコームについて紹介す
る．ヒトとマウス血清の総合グライコーム解析を行った結
果，両者ともに約90種類以上の複合糖質糖鎖を定量解析
することに成功している 31）．図3に総合グライコームを示
すが，各円グラフの大きさがサブグライコームの総量，各
カラーが糖鎖組成を示している．ヒトとマウスの血清を
比較しても，円グラフの大きさから各サブグライコームに
おける発現量自体には大きな違いは認められなかった．一
方で各サブグライコームを構成する糖鎖のプロファイル
は，O型糖鎖のようにシアル酸の種類こそN-アセチルノイ
ラミン酸とN-グリコリルノイラミン酸で異なるが糖鎖プ
ロファイルが酷似しているものもあれば，GSL糖鎖のよう
にプロファイルがまったく異なるものもあり，総合グライ
コーム解析から得られた五角形のグラフによって，種によ
るサブグライコームの違いを直感的に捉えることができ
る．本解析法を血清や生検組織などの臨床検体に適用すれ
ば，サブグライコーム横断的な疾患関連マーカー探索にも
応用できる．

図3 ヒト血清およびマウス血清の総合グライコーム
五角形の各頂点の円グラフの大きさはそれぞれの複合糖質糖鎖の総量を，円グラフの色は複合糖質を構成する糖鎖
構造を表している．N型糖鎖および遊離糖鎖（fOS）の総発現量は⚹で示した倍率で表記している（文献31より改
変引用）．
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6. シアル酸の結合様式が異なる構造異性体の解析要素

最後に，国内外において競争が激化している質量分析に
よるシアル酸の構造異性体の識別法を紹介したい．シアル
酸は複合糖質糖鎖の非還元末端にα2,3, α2,6, α2,8などの結
合様式で存在している．これまでのシアル酸の結合様式
の特定には，結合様式特異的なシアリダーゼによる消化
の有無，もしくはレクチンによるシアル酸の結合様式の識
別法が汎用されてきた．最近では，α2,6結合を持つシアル
酸だけを特異的に修飾し，α2,3結合は別の修飾基を導入し
て結合様式特異的に化学修飾する方法が数多く開発されて
いる．2014年にReidingらは，エタノール存在下の脱水縮
合によりα2,6結合のシアル酸はエチルエステル化，そして
α2,3結合のシアル酸は分子内ラクトンを形成することを見
いだし，質量分析による構造異性体の識別を可能として
いる 32）．Yangらは，Reidingらと同様の条件で1段階目に
α2,6結合のエチルエステル化，α2,3結合のシアル酸のラ
クトン化を行った後，2段階目にラクトンをエチレンジア
ミンで開裂しアミド化を行っている 33）．わが国において
は，西風らがシアル酸の2段階アミド化によるSALSA法
（sialic acid linkage-specific alkylamidation）を開発しており，
その概要を下記に述べる 27）．1段階目のアミド化反応で
は，水溶性のカルボジイミド［1-（3-dimethylaminopropyl）- 
3-ethylcarbodiimide hydrochloride：EDC-HCl］ や1-ヒ ド ロ
キシベンゾトリアゾール（1-hydroxybenzotriazole：HOBt）
を用いた脱水縮合条件下で，イソプロピルアミン-塩酸塩
（iPA-HCl）を用いてα2,6シアル酸を選択的にイソプロピ
ルアミド化する．次に塩基によりα2,3シアル酸のラクト
ンを開裂後，2段階目のアミド化反応を脱水縮合剤である
PyBOPを用いてα2,3シアル酸をメチルアミン-塩酸塩（MA-
HCl）でメチルアミド化する．これらの修飾により，α2,3
シアル酸とα2,6シアル酸との間には28 Daの質量の差が生
まれ，シアル酸結合様式による構造異性体の違いを“質量
の差”として質量分析装置で検出することができる．

このようにほとんどの手法は，1段階目の縮合反応によ
りα2,3結合のシアル酸が隣接するガラクトース残基の水
酸基と分子内脱水を起こしラクトンを形成する性質を利用
したものである．我々は，このラクトン環の開裂反応を利
用したシアル酸結合様式特異的なアミド化法（Aminolysis-
SALSA法）について研究を進めてきたので紹介したい 34）．
Aminolysis-SALSA法は，α2,6シアル酸の iPAによる1段階
目の縮合反応は従来のSALSA法とまったく変わらないが，
糖鎖が捕捉されている固相担体をメチルアミン溶液で洗浄
するだけでα2,3結合シアル酸のラクトン環をアミノリシ
ス反応により開裂するのと同時にメチルアミド化を行う方
法である（図4）．アミノリシス反応によるα2,3シアル酸
のアミド化は洗浄操作だけの数秒で行うことができ，従来
のSALSA法の2段階目のアミド化の反応時間（1時間）を
大幅に短縮できる．Aminolysis-SALSA法のもう一つの特
徴は，直鎖状の一級アミンであればα2,3シアル酸のラク
トン環からアミド化できる点である．エチルアミンのよう
な異なるアミンを使うだけで，メチルアミドもしくはエチ
ルアミド化された二つのサンプルをMALDI-TOF MSで比
較解析できる．しかしながら，構造の異なるアミンで修飾
するため，一般的に用いられているLC-MS解析には適用
できない．そこで構造が同じ安定同位体試薬の利用につい
て検討した．一般的にアミン試薬の安定同位体は塩酸塩と
して販売されており，これまでの研究で，アミン塩酸塩は
Aminolysis-SALSA法では反応が進行しないことが明らかと
なっていた．そこで，アミン塩酸塩の中和剤として非反応
性のアミンである tert-ブチルアミンを用いたところ，塩酸
塩でもラクトン環開裂アミノリシス反応が良好に進行した
ので，安定同位体アミン塩酸塩を用いたα2,3シアリル化糖
鎖の定量解析法（iSALSA法）として報告している 35）．
実際にAminolysis-SALSA法を用いたウシ由来の血清タ
ンパク質であるフェツインのN型糖鎖解析を図5に示し
た．図5B上段に示したのは，シアル酸をメチルエステル
化したMALDI-TOF MSスペクトルであり，シアル酸の結

図4 Aminolysis-SALSA法の反応スキーム
1段階目のアミド化により，α2,6シアル酸は iPA化（ピンク），α2,3シアル酸はラクトン（緑）を形成する．西風らの
SALSA法ではラクトンの開裂，2段階目のアミド化を行うが（オレンジ矢印），Aminolysis-SALSA法ではアミノリ
シス反応によりラクトンの開環とアミド化を同時に行う（文献34より改変引用）．
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合様式は識別できずA3糖鎖は一つのピークとして検出さ
れる．一方，Aminolysis-SALSA法でα2,3シアル酸が選択
的にエチルアミド化された場合には，A3は二つのピーク
として検出され，シアル酸結合様式の違いが異性体のシグ
ナルとして検出されている．軽水素および重水素エチルア
ミド化サンプルを等量混合したスペクトルを図5B下段に
示しているが，α2,3シアル酸一つにつき5 Da分の質量の
シフトが生じており，シアル酸の結合様式にフォーカスし
た比較解析に適用できる．最後に本手法を利用した非アル
コール性脂肪肝炎（nonalcoholic steatohepatitis：NASH）患
者血清のN型糖鎖の解析を簡単に紹介する．NASHは肝臓
の線維化に伴い肝硬変・肝がんへと進展することが知られ
ているが，線維化を評価するゴールドスタンダードは肝生
検による病理診断であり，有効な血清診断マーカーが求
められている．今回の解析では，F0（線維化なし），F1/2
（軽度もしくは中度）そしてF3/4（高度もしくは肝硬変）
に分類された検体を用いてN型糖鎖をLC-MS解析したと
ころ，図5Cに示すようにA2とA2FおよびA3とA3Fのシ
アリル化糖鎖の構造異性体の割合が肝線維化の進展に伴い
変化していることが明らかとなった 35）．このようなシア
ル酸結合様式を識別する糖鎖解析技術により，これまでわ
からなかったシアル酸の構造異性体に起因する線維化進展
マーカーを見いだすことに成功した．今回はシアル酸の結
合様式識別法について紹介したが，このような新しい糖鎖

解析技術の発展が，新たな疾患バイオマーカーの発見を加
速させることを期待している．

7. おわりに

本稿ではタンパク質結合性であるN型糖鎖およびO型糖
鎖，GSL糖鎖における解析要素とその課題を中心に紹介
してきた．これまでにサブグライコームごとに多くの高
スループットな解析法や高感度解析技術が開発され，さら
に近年のHPLCや質量分析装置の高性能化に伴い，グライ
コーム解析からは膨大な情報が得られるようになってきて
いる．さらにシアル酸の結合様式に起因する構造異性体の
情報は，非常に有用な情報が含まれている一方でデータ
マイニングが追いついておらず，検体数の増加に比例して
データ処理および解析には非常に多くの時間を要する．今
後，糖鎖解析法の技術開発により得られる貴重なデータを
余すところなくHuman Glycome Projectをはじめとするさ
まざまな場面で有効に活用するために，糖鎖解析技術と
バイオインフォマティクスが密に連携し新しいプラット
フォームを作り出す必要があるだろう．
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