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研究成果の概要：高感度13C検出法による高分子量糖タンパク質糖鎖のＮＭＲシグナルの帰属法

の開発を行った。この計測技術は、糖タンパク質の構造・機能解析のブレイクスルーとなった。

また、低温条件下で13C-NMRを計測することにより、糖鎖水酸基の水素結合に関する情報を得

ることに成功した。本方法をオリゴ糖鎖や多糖に適用することにより、オリゴ糖間の弱い相互

作用や多糖のへリックス形成の立体構造に関する情報を抽出することが可能となった。 
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１．研究開始当初の背景 
生体を構成するほとんどのタンパク質に

は“糖鎖”が結合している。糖鎖はタンパク
質の溶解性や安定性を決定するばかりでな
く、タンパク質機能部位の三次元構造の構築
に関与していることが明らかとなりつつあ
る。現在、糖鎖の構造機能の体系的・網羅的
解明を目指したグライコミクスが、急速な勢
いで進展している。また、抗体医薬をはじめ
医薬品として実用段階にあるバイオロジク
スの中で糖タンパク質は重要な位置を占め
ており、糖鎖の構造が生物活性に大きな影響
を与えている例も知られている。したがって、
糖鎖の構造を迅速・簡便・正確に解析するこ

とは医薬品の開発・生産においてもますます
重要な課題となりつつある。 
現在、糖鎖構造解析において質量分析（MS）
と核磁気共鳴（NMR）法は、なくてはならな
い分析であり、その最近の進展については目
覚しい。しかしながら、両方法ともに問題点
を抱えており、糖鎖構造解析は依然として容
易ではなかった。 
 
２．研究の目的 
我々はこれらの問題点を解決するため、糖タ
ンパク質や糖鎖に安定同位体標識を施し、
NMR や質量分析などの分析方法を系統的に適
用することにより、その構造と機能を探求し



ようとする発想に至っている。本研究の目的
は、これまで開発してきた糖鎖の安定同位体
標識技術を基盤とし、糖タンパク質糖鎖の新
しい NMR 計測法・質量分析法を確立すること
により、これまで得られなかったタンパク質
糖鎖の構造情報を抽出し、構造的観点から糖
鎖の機能を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
（１）安定同位体標識糖鎖の MSn 分析による
開裂様式の解析 
 通常糖鎖は分岐型の構造をしており、それ
ぞれの枝が同じ質量である場合、その開裂が
どの枝に由来するのかを同定することは困
難である。しかし、分枝鎖選択的に特定の糖
残基を13Cにより標識を行えばそのイオンを
目印とすることができ、容易に帰属すること
ができる。申請者らは、枝選択的に13C標識し
た 2本鎖複合型糖鎖を用いて、その枝選択的
な開裂を明らかとしている（図 2）。その知見
をもとに様々な 3本鎖、4本鎖糖鎖について
行いその開裂様式のデータベースを蓄積す
る。また，得られた知見をもとにその開裂様
式の理論的背景をコンピュータシミュレー
ションにより明らかとして、構造未知の糖鎖
構造を質量分析のみを用いて決定する方法
を開発する。 
（２）安定同位体標識タグを用いた糖鎖の定
量的質量分析とその応用 
通常糖鎖を分析する場合、糖鎖還元末端に
2-aminopyridine等の蛍光物質にて誘導体化
を施す。この糖鎖タグを2Hや15Nなどの安定同
位体にて標識を施しておくことにより、PA化
糖鎖の定量が質量分析において可能となる。
非標識の 2-aminopyridineと標識
2-aminopyridineを用いて糖鎖を誘導体化し、
それぞれを混合して質量分析を行うことに
より、各糖鎖の定量を行う（図 3）。またこの
方法を応用し、ある種の疾患における特異的
発現糖鎖（糖鎖バイオマーカー）の同定を試
みる。 
（３）高感度13C検出法による高分子量糖タン
パク質糖鎖の帰属法の開発と応用 
動物細胞、昆虫細胞等を利用した糖鎖修飾つ
きの糖タンパク質の大量発現系を利用し、こ
れらの安定同位体（2H,13C,15N,17O）標識糖タ
ンパク質を調製する。得られた糖タンパク質
の糖鎖の配列は予め多次元HPLC法により同
定する。得られた標識糖タンパク質を対象と
して13C検出に適したNMR低温プローブを用い
て13C検出型のNOESY/TOCSYを測定する。また、
高分子量糖タンパク質においても効率的な
C-C間の磁化移動を達成するため、最適な重
水素化率の検討、NMR測定の混合時間などの
NMR計測パラメータの最適化を行う。同位体
標識率はフーリエ変換型質量分析装置を用
いて明らかとする。 

（４）酸素の NMR シグナルを利用した糖鎖の
構造解析 
酸素原子は糖鎖を構成する主要な原子で水
素結合において重要な役割を果たしている
が、そのNMR解析はほとんど行われていない。
それは、主に17Oの天然同位体比が圧倒的に少
ないことによる。しかし、17Oの化学シフトの
範囲は1Hや13Cに比べて極めて広く（～1600 
ppm）、糖鎖の構造解析・コンフォメーション
解析に非常に有用であることが予想される。
申請者らの安定同位体標識技術を用いて糖
鎖の17O標識体を調製し、その17O-NMRスペクト
ルを測定する。いくつかの代表的な構成糖残
基の17Oの化学シフトデータを蓄積し、その結
合様式やグリコシド結合のコンフォメーシ
ョンと化学シフトとの関係を明らかとする。 
（５）ヒドロキシルプロトンを利用した糖鎖
―タンパク質、糖鎖―糖鎖相互作用解析 
一般に糖鎖―タンパク質、糖鎖―糖鎖相互作
用には水素結合が重要な役割を担っている
が、その検出は通常困難である。前年度に蓄
積した同位体シフト値およびヒドロキシル
プロトンの交換速度を基礎データとして、糖
鎖―タンパク質相互作用や糖鎖－糖鎖相互
作用解析に応用する。具体的には糖鎖のヒド
ロキシルプロトンの水素結合形成にともな
う交換速度の低下を観測する。また、NMR の
試料菅の直径が 1 mm-3 mm のようなマイクロ
試料管では、－15 ℃程度まで水溶液が凍結
しないことを利用して－15 ℃としてヒドロ
キシルプロトンの直接観測を試み、そのヒド
ロキシルプロトンの化学シフト、スピン結合
定数から糖鎖－糖鎖相互作用の原子レベル
での詳細を明らかとする。 
 
４．研究成果 
（１）高感度13C検出法による高分子量糖タン
パク質糖鎖の帰属法の開発 
動物細胞を利用した糖鎖修飾つきの糖タン
パク質の大量発現系を利用して、安定同位体
（13C）標識糖タンパク質を調製した。得られ
た標識糖タンパク質を対象として13C検出に
適したNMR低温プローブを用いて13C検出型の
NOESY/TOCSYを測定した。その結果、良好な
感度の13C-13Cの２次元相関スペクトルを得る
ことに成功した。13C直接検出を利用した本帰
属法はHCCH-COSY/TOCSYなどの1H検出型の帰
属法と相補的であり、両方法を併用すること
により高分子量糖タンパク質糖鎖のシグナ
ルを効率的に帰属することが可能になると
考えられる。また分子量 5万程度の糖タンパ
ク質に関しては、13C-TOCSYに比べて13C-NOESY
計測の方が高感度にシグナルを検出できる
ことが判明した。この計測技術を利用すれば、
糖タンパク質の構造解析・機能解析のブレイ
クスルーとなることが期待される。 
（２）ヒドロキシルプロトンに着目した糖鎖



の構造解析 
一般に糖鎖―タンパク質、糖鎖―糖鎖相互作
用には水素結合が重要な役割を担っている
が、その検出は通常困難である。今年度は、
糖鎖の水素結合の情報を抽出するために、
NMRを用いて糖鎖ヒドロキシルプロトンの溶
媒との交換速度の交換速度のpHや温度の依
存性を明らかとした。さらにその基礎データ
に基づき、Lewis x 糖鎖のヒドロキシルプロ
トンの水素結合形成にともなう交換速度の
低下を観測することに成功した。さらに
Lewis xとCa2+の微弱な相互作用にともなうヒ
ドロキシルプロトンの交換速度の低下を観
測することにも成功した。オリゴ糖鎖のみな
らずアミロースやベータグルカンなどの多
糖に本方法を適用した結果、アミロースでは
鎖長に依存せずにO3 で水素結合形成が観測
されたのに対して、ベータグルカンの場合で
は鎖長に依存してO2 で水素結合の形成が観
測されるようになった。これらの知見は多糖
のへリックス形成の構造基盤を明らかにす
る上で基礎的な知見となる。 
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