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研究成果の概要（和文）：糖タンパク質の糖鎖は糖転移酵素など多数の酵素群によって合成されるため多様で不
均一である。細胞ごとに酵素群の発現が異なるため糖鎖バラエティーも細胞ごとに異なる。またタンパク質ご
と、さらには糖鎖付加部位ごとにも異なる、といわれているが実態はほとんど知られていない。付加位置ごとの
糖鎖バラエティー（グライコーム）を大規模に分析するには、糖ペプチドを直接分析し、ペプチド配列と糖鎖組
成を同定する必要があるが、多段階断片化を利用した質量分析は感度が悪い。そこで多段階MS/MSに依存しない
解析法を開発し、マウス組織の付加部位ごとのグライコーム情報を大規模に収集し、その糖鎖不均一性の実態を
解析した。

研究成果の概要（英文）：Since glycans on glycoproteins are synthesized by many glycan 
synthesis-related enzymes, they have diverse and heterogeneous structures. Since the expression 
profile of the enzyme varies depending on the cell type, the glycan variety (glycomes) varies from 
cell to cell. Furthermore, glycomes are recognized to be different for each type of protein, and at 
each attachment site. However, little is known about the actual state of glycan heterogeneity. 
Direct analysis of glycopeptides is essential for analyzing site-specific glycomes, and several 
methods using MS analysis based on multi-step dissociation have been developed. However, its 
sensitivity is quite low. Therefore, we developed an MS/MS-independent  method for site-specific 
glycome analysis, and applied it to the glycopeptides obtained from several major mouse tissues. We 
could obtain large scale information of site specific glycomes; about 12,000 site-specific 
glycoforms at about 1,200 sites on ca 800 glycoproteins.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
（１）糖タンパク質を選択的かつ網羅的に同
定するグライコプロテオミクスの実験では、
試料タンパク質のプロテアーゼ消化物から
糖ペプチドを捕集し、ペプチド部分の配列を
LC/MS 法で同定することが直接的な方法だ
と考えられる。しかし糖ペプチドを、ペプチ
ドの同定と同様に衝突誘起解離（CID）法で
断片化しようとしても、糖鎖部分を構成する
グリコシド結合が解離し、ペプチド部分はほ
とんど断片化されず、同定することが困難で
ある。そこで糖鎖、特に N 型糖鎖の場合、糖
鎖を普遍的に切除することができるので、糖
鎖を酵素で切除した後にペプチド部分を同
定する手法が考案された。この酵素 PNGase
で糖鎖を切除すると、糖鎖のついていた Asn
残基は Asp 残基（脱アミド化の形）に変換さ
れ、１Da 質量が増えるので、この Asn が糖
鎖付加部位であった証拠としても利用でき
る。そのため、この酵素を用いた分析法が今
も糖ペプチド同定に広く使われている。 
（２）一方、糖鎖は多数の糖鎖合成関連酵素
によって合成されるので多様かつ不均一な
構造をもつ。これらの酵素の発現は細胞の種
類によって異なるので、糖鎖の構造バラエテ
ィー（グライコーム）は細胞ごとに異なる。
またグライコームはタンパク質ごと、さらに
は糖鎖付加部位ごとに異なるともいわれて
いる。このため、たとえばルイスｘ構造をも
つ糖鎖は特定のタンパク質上に合成されて
いると考えられているように思われる。する
と、糖鎖を切除してペプチド部分を同定して
も各部位に結合していた糖鎖の構造が不明
となり、糖鎖修飾の情報が失われてしまう。
糖鎖とペプチドの関係性を保ったまま、部位
ごとのグライコームを知るには糖ペプチド
を直接分析することが必要となる。糖ペプチ
ドの糖鎖組成とペプチド部分の両方を同定
する技術として、CID より強いエネルギーで
断片化させる HCD を利用した MS2、CID で
糖鎖部分が全部あるいはほとんど失われた
イオンを再選択して CID する MS3 法、糖鎖
部分を壊さずペプチドだけを断片化する電
子移動（捕獲）解離（ETD/ECD）法を利用
した MS2 法、が開発された。しかしこれら
の多段階断片化は分析感度が非常に悪いた
め、網羅的な分析に適用するのが困難であり、
新たな糖ペプチド解析法の開発が望まれて
いた。 
 
２．研究の目的 
グライコームは細胞ごとに異なり、またタン
パク質種、さらには付加部位ごとに異なると
いわれているが、その実態はほとんど知られ
ていない。これを分析するには多段階断片化
法を用いれば可能であるが、感度が悪い等の
ために大規模な分析に利用困難である。そこ
で、多段階断片化に依存しない方法を開発し、
細胞ごと、タンパク質ごと、付加部位ごとの
グライコーム情報を大規模に収集し、その実

態を明らかにすることによって、糖鎖修飾や
糖鎖不均一性の意義を解明することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
（１）多段階断片化に依存しない糖ペプチド
同定法の開発： 前述のように糖ペプチドを
試料としてこれを質量分析でペプチド配列
と糖鎖付加部位、及び結合している糖鎖組成
を同定するための測定法としては基本的に 3
種類の多段階断片化法を利用した方法に限
られている。CID-MS3、HCD-MS2、および
ETD-MS2 で、これらを任意に組み合わせるこ
とも可能である。しかし多段階 MS 分析法は
データ取得に時間がかかり、かつ利用可能な
シグナルを得るためには比較的多量の試料
が必要であるため、複雑な混合物への適用は
困難で、ある程度精製された配列既知の糖タ
ンパク質の解析に適用されることが多い。糖
鎖不均一性のために極めて多種の未知糖ペ
プチドを含む混合物を LC で分離しながら網
羅的に構造解析するためには、感度低下や解
析の困難さの主原因である多段階断片化に
依存しない糖ペプチド解析法が必須である
と考え、その方法を考案した。この方法は以
下のような原理を利用している。 １）各糖
鎖付加部位の糖鎖は不均一な構造をもって
いる、２）ペプチド部分は同一で糖鎖構造（組
成）が異なる糖ペプチドグライコフォームは、
逆相 LC において比較的接近した保持時間に
溶出し、糖鎖の大きい方が早めに溶出する、
３）ペプチド部分が同一の一群の糖ペプチド
グライコフォームのメンバー間の質量差は
単糖のそれに相当する、４）糖鎖を切除して
ペプチド部分のみを高感度に同定し、その計
算質量のリストを作成しておき、糖ペプチド
の実測の精密質量と比較することで、糖鎖組
成を推定して検索することができる。これら
の原理に基づき、糖ペプチド同定ソフトを開
発した。ソフトは2つのモデュールから成り、
前半は糖ペプチドを逆相 LC-MS 分析し、得ら
れた全シグナルの間の保持時間と精密質量
を比較し、糖ペプチドの特性を示すシグナル
を選別するモデュール、後半は糖ペプチドの
実測精密質量と糖ペプチドコアの計算質量
を比較し、ペプチドと糖鎖組成の組み合わせ
を推定し、さらに最も確からしい組み合わせ
を選別するモデュール、となっている。 
（２）この方法のための試料調製法や分析条
件の至適化：細胞抽出液などのタンパク質混
合物中の糖タンパク質の割合は約 10％であ
る；タンパク質の平均分子量は約 5 万（500
アミノ酸から構成されるとみなす）；これを
トリプシンで消化するとリジン（K）とアル
ギニン（R）の平均含量は各 5％のため、500
アミノ酸のポリペプチドは約 50 のペプチド
に分解される；1 分子中の糖鎖付加位置は平
均2カ所とするとペプチド中の糖ペプチドの
割合は、10%*2/50=0.4%と推定される。糖ペ
プチドは非糖ペプチドと比較するとイオン



化効率が 1/10 から 1/100 といわれているた
め、糖ペプチドを解析するためには、試料消
化物から糖ペプチドをエンリッチする必要
がある。Asn（N）結合型糖鎖をもつペプチド
は親水性相互作用クロマトグラフィー
（HILIC）で網羅的に捕集できるので、これ
を利用して糖ペプチド試料を得る。従来から
行われている脱糖鎖ペプチドの同定はイオ
ン化効率及び糖鎖不均一性の解消を考える
と糖ペプチド試料の 1-5％で実施できる。糖
ペプチドのイオン化を改善するためには試
料の複雑性を減少させることが重要である。
そのために糖鎖不均一性を増大させている
シアル酸を除去し、分析時の逆相 LC とは異
なるモードで試料を前分画して複雑性を減
少させる。分析感度をなるべく下げないよう
分離条件（グラジェント時間など）を至適化
する。そのほか、質量分析の条件も種々検討
し、試料調製手順、分析条件、解析条件を至
適化した。 
（３）マウス組織部位特異的グライコーム情
報の大規模収集： 前述の通り、糖鎖バラエ
ティー（グライコーム）は細胞ごと、タンパ
ク質ごと、糖鎖付加部位ごとに異なる、とい
われている。そこではじめに、その実態を探
求する試料として、マウスの組織を用い、各
組織の分析を実施し、糖鎖、糖タンパク質、
糖鎖付加部位ごとのグライコームを比較す
る。 
 
４．研究成果 
（１）ソフトウエアの開発 
図１のようなフローでデータを取得し、その
データを解析する。このための解析ソフトモ
デュール（大まかに 4種）を作成した。 

図１ データ解析フロー 
 
（２）ソフトウエアの正当性検証 

ソフトウエアの動作確認のため、血清糖タン
パク質セルロプラスミン（CP）の糖ペプチド
を捕集し、分析及び解析を実施した。解析結
果をフィードバックし、各モデュールの設定
パラメーターを調節して正答率を改善した。 
より具体的には、１）CP から４箇所の糖鎖付
加部位を含むペプチドコアおよび試料に混
在する血清タンパク質由来のペプチドを同
定した、２）CP より PNGase で糖鎖を切り出
し、MALDI-MS で糖鎖プロファイルを得た、３）
CP のトリプシン消化物から糖ペプチドを捕
集し、LTQ-Orbitrap 質量分析計（サーモ社）
を用いて LC/MS 分析した、４）質量分析デー
タを処理し（図 1のピークピッキングおよび
糖ペプチドクラスタリング）、糖ペプチドシ
グナルをクラスターとして検出した（図 2）、
５）同定されたペプチドの計算質量、検出さ
れた糖鎖組成、およびクラスターとして検出
された糖ペプチドの実測精密質量を比較し、
ペプチド-糖鎖の組み合わせを予測した、５）
一つの糖ペプチド群に複数のペプチド-糖鎖
の組み合わせがヒットした場合、どちらの組
み合わせがより確からしいかを判別するパ
ラメーターを設定した。この解析の結果、CP
の４カ所の付加部位ごとのグライコームは
良く類似していた。ただそのうちの一カ所に
は多分岐、ポリラクトサミン構造が特徴的に
観測された。 

図２ CP より検出された糖ペプチドクラス
ター 
 

図３ CP の４カ所の付加位置グライコーム 
 
（３）大規模分析に向けた試料調製手順、分
析条件設定の検討： 細胞ごと、タンパク質
ごと、糖鎖付加部位ごとのグライコームの実
態を分析する試料として、マウスの組織を選
択した。はじめに、肝臓、腎臓、脾臓、膵臓、
胃、精巣を選択し、各組織から同じ条件でタ
ンパク質を抽出し、還元アルキル化、トリプ
シン消化の後、アミド-80 カラムを用いた
HILIC によって糖ペプチドを捕集した。酸処
理によってシアル酸を除去した。各糖ペプチ
ド試料の一部を用いて、脱糖鎖（IGOT）ペプ



チドの同定、遊離糖鎖のプロファイリング、
糖ペプチドの精密質量分析、を実施し、試料
調製に問題がないかを確認した。次いで、糖
ペプチドシグナルをより多数取得するため、
中性 pH で逆相（C18）分離し、試料の複雑性
を減少させた。手間と効率（同定数）を勘案
して、5 つの画分に分離することにした。そ
れぞれの分析結果を集積した結果と未分画
の結果を比較し、分画の効果を確認した（図
４）。 

図４ マウス肝臓糖ペプチドクラスターの
検出 
 
（４）マウス組織ごとの糖鎖付加部位特異的
グライコーム分析：上述の 6組織より得た糖
ペプチドから脱糖鎖ペプチド（IGOT 処理）お
よび遊離された糖鎖を調製し、プロファイリ
ングした。このデータを基礎として、糖ペプ
チドの精密質量を分析し、開発した解析モデ
ュールで処理し、最終的に合計で約 800 糖タ
ンパク質、約 1,200 部位、約 12,000 糖ペプ
チドグライコフォームを同定した。肝臓につ
いては詳細な比較を開始し、同一糖タンパク
質上に複数の糖鎖付加部位があった場合の

部位ごとのグライコームを比較した。その結
果、すべての部位がハイマンノース型糖鎖で
あった場合、すべての部位が複合型糖鎖であ
った場合、部位によって糖鎖のタイプが異な
っていた場合、の 3パターンに分類されるこ
とが分かった（図５）。この相違とタンパク
質のどの特性が関連しているかを現在解析
している。 

図５ 部位ごとの糖鎖タイプのパターン 
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