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研究成果の概要（和文）：本研究では、O-結合型糖タンパク質に着目した汎用的な疾患マーカー探索技術の開発
を目的として、1)これまでに BEP法により解析が困難であったシアリル化 O-結合型糖鎖の解析法の改良、そし
て2) O-結合型糖鎖およびキャリアタンパク質の一斉解析法について検討を行った。N-結合型糖鎖およびスフィ
ンゴ糖脂質糖鎖については、ラクトン環開裂を経由したシアル酸結合様式特異的標識法を開発し、O-結合型糖ペ
プチドへの適用できることが明らかとなった。またBEP法では、詳細な反応条件を検討により両アミノ酸残基か
らの効率的な O-型糖鎖の切断およびセリン残基への選択的なマイケル付加が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Serine (Ser) and threonine (Thr) residues are modified by the O-GalNAc type,
 typical of mucin. The characterization of O-glycans has remained particularly challenging because 
no analogous endoglycosidase is known. 
We investigated the BEP method for the identification of structural isomer and O-glycosylation sites
 of proteins/peptides. We developed that aminolysis-SALSA could successfully distinguish sialylated 
N- and GSL-glycan isomers by mass spectrometry. This method could be applied to the analysis of 
sialylated O-glycopeptides.
In addition, we investigated the BEP procedure focused on Michael addition. In this study, it was 
revealed that only serine residues act as Michael acceptor and preform selective Michael addition. 
Furthermore, we made it clear that the efficiency of cleavage of O-glycan differed between Ser and 
Thr residue.

研究分野： 分析化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究でのシアル酸の構造上の識別法、スレオニン残基修飾糖鎖の切断法、そしてマイケル付加反応の効率につ
いての研究により、これまでに詳細な情報がなく、本研究の成果が糖タンパク質に関連する診断マーカー探索研
究や糖鎖付加部位さらにはキャリアタンパク質を同定するために重要な情報取得に繋がる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
糖鎖修飾は翻訳後修飾の一つであり、分泌タンパク質では 90%以上、膜タンパク質では半数以

上が糖鎖修飾を受けているとされている。糖鎖修飾はセリン/スレオニン残基が糖鎖修飾を受け
た O-結合型糖鎖とアスパラギン残基が修飾である N-結合型糖鎖に分類される。N-結合型糖鎖に
関する研究は、タンパク質より糖鎖を切断する酵素 (peptide N-glycosidase F, PNGase F)を
使用した構造解析が多数行われているが、O-結合型糖鎖の解析については構造非依存的に切り
出す酵素がないため、糖鎖の遊離は化学法に依存しているのが現状である。化学法ではピーリン
グ反応による分解を避けるために糖アルコールへと還元する Carlson 法が標準的な方法 (引用
文献 ①) となっているが、還元末端を利用する精製やラベル化が行えないこと、そしてタンパ
ク質も分解を受けるなど問題も残されている。申請者は、これまでに O-結合型糖鎖解析を目的
として BEP 法を開発し(引用文献 ②,③)、様々な生体試料を対象とした O-結合型糖鎖の発現変
動における診断マーカー探索への道筋を開いてきた。しかし汎用的な技術へと展開するために
は、結合様式を含む糖鎖の構造情報やキャリアタンパク質、つまり糖鎖結合部位を簡便に同定で
きる技術が求められている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、O-結合型糖タンパク質に着目し BEP 法に基づく汎用的な解析技術の開発を目的と

して、1) これまでに BEP 法により解析が困難であったシアリル化 O-結合型糖鎖の解析法の開
発、そして 2) O-結合型糖鎖およびキャリアタンパク質の一斉解析法の確立が本申請での研究目
的である。 
 

３．研究の方法 
申請者が開発を進めている BEP 法は、ピラゾロン共存下でβ脱離反応を行う方法であり、糖タ

ンパク質からの O-結合型糖鎖の切断と標識を同時に行うことができる。さらに BEP 法ではβ脱
離・マイケル付加反応による化学修飾法 (BEMA 法)と同様の作用機序で脱グリコシル化ペプチド
をピラゾロン試薬によって標識できるため、糖タンパク質の O-結合型糖鎖結合部位の同定に応
用することが可能である。しかし、リン酸化を受けたタンパク質もβ脱離・マイケル付加反応に
よりピラゾロン試薬で標識されるため、グリコシル化やリン酸化 を区別する手法が必要となる。 
本研究では、まずプロテインフォスファターゼ処理によるリン酸基の除去について検討した。

また、プロテオミクス解析で一般的に用いられている還元アルキル化やトリプシン消化による
サンプル調整法について検討した。 
また、N-結合型糖鎖のシアル酸 の結合様式を判別するための方法として、シアル酸結合様式特

異的誘導体化法(SALSA 法)が報告されているが、本研究では O-結合型糖タンパク質解析への適
用について検討を進め、シアル酸の誘導化による結合様式の識別について検討した。 
 ピラゾロン共存下でβ脱離反応(BEP 法)は、O-結合型糖鎖の切断と標識、脱グリコシル化ペプ
チドの糖鎖結合部位へのマイケル付加を同時に行うことができる。本研究では O-型糖タンパク
質の解析法の確立を目的として、セリンおよびスレオニン残基にムチン型糖鎖が付加している
糖ペプチドを用いて詳細な反応条件の検討を行った。 
 
４．研究成果 
プロテインフォスファターゼによりリン

酸基を加水分解した後、界面活性剤除去カ
ラムを用いて精製し、MALDI-TOF MS によ
り確認したところ、脱リン酸化が効率的に
進行していることが確認できた。次に O-
結合型糖ペプチドおよびリン酸化ペプチ
ドの混合物をプロテインフォスファター
ゼ処理を行い、続いて BEP 反応を行なった
ところ、脱グリコシル化ペプチドかのみが
選択的にピラゾロン試薬で標識できた（図
１）。さらにペプチド同定の際に汎用され
るシステインの還元アルキル化処理につ
いても検証し、本手法により O-結合型糖
鎖結合部位のみを標識できることが明ら
かとなった。 
またシアル酸の結合様式については、ス

フィンゴ糖脂質糖鎖や N-結合型糖鎖の解析を目的として aminolysis-SALSA 法を開発した。こ
の方法はα2,3 結合のシアル酸のカルボキシル基が特異的に分子内ラクトンを形成するこ
とを利用しており、ラクトン環の開裂とアミド化を同時に行うことによりα2,3 結合のシア
ル酸を特異的に誘導化する方法である。本手法を O-結合型糖タンパク質に適用したところ、
エタノール沈殿法により SALSA 法で用いるアミド化試薬を効率よく除去でき、反応効率の改善
は必要だが sialyl T の 70%程度が特異的にアミド化修飾されることが明らかとなった。次に
α2,3 とα2,6 結合の二つのシアル酸を含む di-sialyl T をスレオニン残基に持つ糖ペプチ

 
図１ プロテインフォスファターゼ後に BEP 反応を行った O-GlcNAc-および
リン酸-ペプチドの MALDI-TOF MS スペクトル 



ドを用いて aminolysis-SALSA法を検討したところ、α2,3 結合のシアル酸が特異的にかつ完
全に標識されることが明らかとなった（図２）。 
セリン残基に修飾されている O型糖鎖は、

BEP 法により効率よくβ脱離反応が進行
し、同時に脱グリコシル化ペプチドへのピ
ラゾロン試薬によるマイケル付加が進行し
た。その一方でスレオニン残基に修飾され
た O 型糖鎖は、切断効率が 3%程度であっ
た。さらに脱グリコシル化ペプチドもマイ
ケル付加反応が進行しなかった。そこで
BEP 法の塩基条件や試薬濃度を詳細に検討
した結果、両アミノ酸に付加している O型
糖鎖を切断できる条件を見出すことがで
き、網羅的な O-結合型糖鎖の解析へと繋が
ることが考えられる。  
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