
北海道大学・医学研究院・特任助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

若手研究

2021～2019

新規シアル酸様式特異的修飾法を応用したシアリル化糖鎖・糖タンパク質解析法の開発

The development of analytical method for sialylated glycans and glycoproteins by
 aminolysis-SALSA

７０７３４１８５研究者番号：

花松　久寿（Hanamatsu, Hisatoshi）

研究期間：

１９Ｋ１５５９７

年 月 日現在  ４   ５ １３

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、申請者が開発したα2,3シアル酸開環アミノリシスを基盤としたシアル
酸結合様式特異的修飾法 (Aminolysis-SALSA) を応用し、安定同位体試薬を用いた糖鎖比較 MS 解析法、ビオチ
ン誘導体化アミン試薬を用いた糖タンパク質/ペプチドの精製・濃縮法を開発した。また、エステル化により調
製したシアリル化糖鎖と直鎖型一級アミン試薬を反応させることで、α2,3結合シアル酸のみが分子内ラクトン
環を形成し、環開裂アミノリシスにより選択的にアミド交換を行うことができるエステル-アミド交換法を開発
した。

研究成果の概要（英文）：In order to develop novel analytical methods for sialylated glycans and 
glycoproteins/peptides, we investigated the application of sialic acid linkage-specific 
alkylamidation via lactone ring-opening aminolysis, termed as aminolysis-SALSA. In this study, we 
developed comparative and quantitative glycomic analysis by isotope labeling of α2,3-linked sialic 
acid residues and purification and concentration method of sialylated glycoproteins/peptides using 
biotin-derivatized amine reagents.Moreover, we found that α2,3 sialyl linkage-specific amidation of
 esterified sialoglycans can be achieved via an intramolecular lactone, and reported as 
lactone-driven ester-to-amide derivatization method.

研究分野：分析化学

キーワード： 糖鎖解析　シアル酸　質量分析　グライコミクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した、安定同位体試薬を用いた α2,3シアル酸特異的修飾法、ビオチン誘導体化アミン試薬を用い
たシアリル化糖タンパク質/ペプチドの修飾法は、疾患糖鎖バイオマーカー探索、投薬による治療効果のモニタ
リング、血液、細胞、組織など多様な生体サンプルからの α2,3シアル酸を有する糖タンパク質/ペプチド特異
的な精製・濃縮などへの応用が期待される。また、エステル-アミド交換法はシアル酸結合様式の識別だけでは
なく、分岐構造を持つ糖鎖の識別も可能であり、より詳細な糖鎖構造異性体の識別に繋がる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
生体膜に存在する糖タンパク質や糖脂質における糖鎖は非還元末端に酸性糖鎖の１つであるシ
アル酸を豊富に有している。シアル酸は糖タンパク質では主にα2,3 およびα2,6 結合、糖脂質
においてはα2,3 およびα2,8 結合といった多様な結合様式で存在しており、その結合様式の違
いに起因して莫大な数の糖鎖構造異性体が存在する。近年、シアル酸結合様式の違いがウイルス
感染やその防御機能などに大きな影響を与えることなどが報告され（引用文献①）、シアル酸結
合様式の詳細な解析は非常に重要である。しかながら、シアル酸結合様式に起因する構造異性体
は同一の質量を保つため、高感度検出可能な質量分析装置による分析でも構造異性体の識別は
困難であった。申請者はα2,3 シアル酸開環アミノリシスを基盤とした結合様式特異的アミド化
法を開発し、質量分析装置を用いた迅速なシアリル化糖鎖の構造異性体識別法 (Aminolysis-
Sialic Acid Linkage Specific Alkylamidation [SALSA] 法) を報告した（引用文献②）。本手
法は図 1に示すように、α2,3 およびα2,8 結合シアル酸が形成する分子内ラクトン環の開裂と
アミド基への誘導化を瞬時に行うことができるため、従来の SALSA 法（引用文献③）の反応工程
の簡略化と反応時間の大幅な短縮が達成されている。また、Aminolysis-SALSA 法の最大の特徴
は、さまざまな直鎖 1級アミン試薬でシアル酸を誘導体化することが可能な点であり、シアリル
化糖鎖や糖タンパク質/ペプチド解析などへの応用が期待される。 
 

２．研究の目的 
本研究では、α2,3 シアル酸開環アミノリシスを基盤としたシアル酸結合様式特異的修飾法 
(Aminolysis-SALSA 法) を応用することで、安定同位体試薬を用いた糖鎖比較解析法、シアル酸
結合糖タンパク質/ペプチドの精製・濃縮法などの開発を目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) 安定同位体アミン試薬の導入による糖鎖比較定量解析法の開発 
重水素化されたメチルアミン d3 やエチルアミン d5 などの安定同位体試薬は塩酸塩として販売
されており、有機溶媒への難溶性や酸性 pHを示すため Aminolysis-SALSA 法に適用するには課
題が残されていた。そこで、強塩基性イオン交換樹脂による塩酸の除去を検討した。また、tert-
ブチルアミンとアミン塩酸塩を併用した Aminolysis-SALSA 法についても検討を行った。 
 
(2) ビオチン誘導体化アミン試薬を用いた糖タンパク質/ペプチド精製・濃縮法の開発 
α2,3 および α2,6 結合の 2つのシアル酸を有する di-sialy T 糖鎖をスレオニン残基に持つ
合成糖ペプチドを用いて、Aminolysis-SALSA 法でビオチン誘導体化アミン試薬であるビオチン
-PEG2-アミンによる α2,3 結合シアル酸の修飾を検討した。また、アビジンビーズを用いた糖
ペプチドの回収についても検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 安定同位体アミン試薬の導入による糖鎖比較定量解析法の開発 
強塩基性イオン交換樹脂を用いて調製した重水
素化アミンを用いることで、Aminolysis-SALSA 法
によるα2,3 結合シアル酸特異的なアミド誘導化
に成功した。また、tert-ブチルアミンとアミン塩
酸塩を併用した Aminolysis-SALSA 法を検討した
結果、立体障害の大きい tert-ブチルアミンではラ
クトン環開裂アミノリシス反応は進行せずに反応
液中の pH を塩基性へとシフトでき、共存している
重水素化アミン塩酸塩によるラクトン環開裂アミ
ノリシスを介したα2,3 結合シアル酸の特異的な
アミド誘導化にも成功した（iSALSA 法、図 2）。 
本手法を用いて、非アルコール性脂肪肝炎 
(NASH: nonalcoholic steatohepatitis) 患者の血

図2 iSALSA 法の概要および NASH ⾎清 N 結合型糖鎖解析
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図1 Aminolysis-SALSA 法の反応スキーム概要



 

 

清［線維化なし（F0）、中程度（F1/2）、重度（F3/4）］の比較定量解析を行った結果、肝線維
化の進展によりα2,3 結合シアル酸を含むフコシル化 N結合型糖鎖（A2F3,6 および A3F3,6,6）と
その生合成の前駆体（A23,6 および A33,6,6）の血中存在比の変動が認められた (図 2)。 
 
(2) ビオチン誘導体化アミン試薬を用いた糖タンパク質/ペプチドの精製・濃縮法の開発 
合成糖ペプチドを用いて、Aminolysis-SALSA 法による
α2,3 シアル酸へのビオチン誘導体化アミン試薬であ
るビオチン-PEG2-アミンの導入を検討したところ、図 3
に示すようにアミン試薬との反応時間が短い場合はビ
オチン-PEG2-アミンの反応が不十分であったが、5分間
の反応時間を設けることでα2,3 シアル酸を完全に修
飾することに成功した。次にアビジンビーズを用いた糖
ペプチドの精製法について検討したところ、 糖ペプチ
ドを回収することはできたが、ギ酸を用いた溶出過程で
ペプチド側に予期せぬ修飾が生じることから、溶出条件
の詳細な検討が必要であることがわかった。 
 
(3) エステル-アミド交換法によるシアル酸結合様式識別法の開発 
エステル化修飾した糖鎖を調製し、直鎖 1 級アミ
ン試薬と混合したところ、α2,6 結合シアル酸はエ
ステル化されたままであったが、α2,3 結合シアル
酸のエステル基はアミド基へと交換される興味深
い現象を見出した。そこで、結合様式特異的なシア
ル酸のエステル-アミド交換の反応を詳細に検討す
るため、ラクトン形成の分子エネルギー計算やアミ
ド交換反応の条件について検討を行った。分子エネ
ルギー計算の結果、シアル酸の結合様式の違いが分
子内ラクトンの安定性に関与することが示唆され
（図 4）、実験においてもアミンを加えることで分
子内ラクトンが安定とされるα2,8 もしくはα2,3
結合のシアル酸エステルだけが鍵中間体とされる
ラクトン形成を経由した環開裂アミノリシスによ
りアミド基へと選択的に交換されることが明らか
となった(LEAD [Lactone-driven Ester-to-Amide 
Derivatization]-SALSA 法)。さらに、ラクトン形成
に関わる隣接する糖の水酸基の位置やエステル化
の官能基の違いが分子内ラクトンの安定性に影響
を与えることが示されたため、官能基をメチルエス
テルからエチルエステルに変えたスフィンゴ糖脂
質 GM3、GM2 および GM1 糖鎖を用いてエステル-アミ
ド交換を検証した（図 5）。その結果、分岐構造を持
たない GM3 は安定なラクトンを形成できるためプ
ロピルアミド基へ交換されたが、ガラクトースの 4 位の水酸基に GalNAc が結合し分岐構造を持
つ GM2 および GM1 ではアミド交換反応が全く進行しなかった。これらの結果より、LEAD-SALSA
法は、シアル酸の結合様式だけではなく、隣接する糖鎖の分岐構造も識別できる新規な方法であ
ることを実証した。また、Aminolysis-SALSA 法および本手法を用いて、自然老化マウスの腓腹
筋、心筋、血清、肝臓などの臓器横断的な N 結合型糖鎖解析を行い、心筋において特定の糖鎖
のシアル酸構造異性体が加齢に伴い発現増加することを見出した。 
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observed for GD1a-glycan methyl ester (Figure S4a, upper
panel). After treatment with 0.1 M t-BuNH2, the lactone
derivative was barely produced, unlike GD1a-glycan methyl
ester (Figure S4b, middle panel). With a high concentration of
t-BuNH2 (1 M), signals for its lactone and hydrolysis product
were observed at m/z 1729.7 and 1747.7, respectively (Figure
S4b, lower panel). These results indicate that the rate of
lactonization was affected by the ester group type of sialic acid.
Following the treatment of GD1b-glycan ethyl ester with 0.1 M
t-BuNH2, the signal for its lactone was mainly observed at m/z
1729.7 (Figure S4d, middle panel). However, the signal for the
lactone was decreased by treatment with 1 M t-BuNH2,
whereas the signal for the hydrolysis product was increased at
m/z 1747.7 (Figure S4d, lower panel), demonstrating that the
α-2,3-sialic acid ester was converted to its carboxylic acid via
the lactone form. On the other hand, A2GN1-glycan
containing α-2,6-sialic acid remained as the original esterified
compound (Figure S4e,f).
To explain these observations, we performed DFT

calculation of REs for lactone formation derived from either
methyl- or ethyl-esterified sialic acid via different linkages
(Figure 5). DFT calculations showed that the REs of lactone

formation from glycan methyl ester (Figure 5, left) were lower
than those of lactonization from glycan ethyl esters (Figure 5,
right). With regard to sialyl linkages, the RE of lactonization
from esterified α-2,6-sialylgalactose (M6-L6p4 and E6-L6p4)
was the highest among esterified glycans, suggesting that the
lactone form derived from esterified α-2,6-sialylgalactose was
less stable; hence, ester groups at the 6-OH position remained
after amide conversion. With regard to α-2,3-sialylgalactose,
the RE of lactonization at the 4-OH position derived from
both methyl- and ethyl-esterified glycans (M3-L3p4 and E3-

L3p4) was lower than that at the 2-OH position (M3-L3p2
and E3-L3p2) by ∼24 kJ/mol. In other words, the lactone at
the 4-OH position of the adjacent Gal was more stable than
that at the 2-OH position. Regarding the stability of lactones as
key intermediates for ring-opening aminolysis, we observed
that (1) the RE of lactonization from methyl esterified glycan
was lower than that of the corresponding ethyl esterified
compound; (2) the order of the stability of lactones derived
from the same esterified glycan was α-2,8- < α-2-3- < α-2,6-
linked sialic acid residues; and (3) the lactone at the 4-OH of
Gal was more stable than the lactone at the 2-OH of Gal.
These results indicate that the rate of lactone formation from
esterified sialic acid is dependent on the sialyl linkage.
Furthermore, the stability of lactones is associated with the
structure of the lactone bridge formed between sialic acid and
the hydroxyl group of the adjacent sugar residue.

Glycan Structure-Specific Amide Derivatization. The
GD1a-glycan has two α-2,3-linked sialic acids connected to the
3-OH groups of the galactosyl residues (Figure 6A). The
terminal-side Gal residue (upper in blue) has three OH groups
at 2, 4, and 6 positions, and the first Gal (lower in red) has a
GalNAc residue at the 4-OH position (Figure 6A). We
predicted that the lactonization rate involving a hydroxyl group
at the C4 position in Gal would be faster than that involving a
hydroxyl group at the 2-OH position based on DFT
calculation of the reaction energies for lactone formation
(Figure 5). For the purpose of glycan structure-specific amide
derivatization by LEAD-SALSA, we further investigated the
ester-to-amide conversion of GD1a-glycans containing a α-2,3-
sialyl galactose with branching GalNAc. We showed that the
RE of lactonization from methyl esterified glycan was lower
than that of the corresponding ethyl esterified compound by
DFT calculations, and two different lactones (M3-L3p2 and
M3-L3p4) were formed from methyl esterified sialyl glycans
(Figure 5). In our experiments, GD1a-glycan containing two
sialic acid methyl esters was converted to a di-amide product,
as described above (Figure 2b,c). Therefore, we prepared more
stable ethyl esterified GD1a-glycan followed by in-solution
amide derivatization using amine analogues at various
concentrations. MALDI-TOF MS spectra confirmed propyl
amide conversion of GD1a-glycan ethyl ester at different
concentrations (Figure 6B). After in-solution ethyl ester-to-
amide conversion at any concentration of PrNH2, the signal for
mono-amidated GD1a-glycan was mainly observed at m/z
1788.8. Following treatment with 1 M PrNH2, one of the ethyl
esters of sialic acids in GD1a-glycan was selectively converted
to a propyl amide group (Figure 6B-d). This glycan structure-
specific amide conversion could be achieved by treatment with
different amines such as MeNH2 or EtNH2 (Figure S6A),
whereas methyl esterified GD1a-glycan was converted to a di-
methyl amidated derivative, depending on the amine
concentration (Figure S5). To determine which α-2,3-sialic
acid residue was amidated by glycan structure-specific LEAD-
SALSA, mono-amidated GD1a-glycan was analyzed by
MALDI-TOF/TOF MS. Fragment ions derived from both
methyl esterified and ethyl amidated sialic acid residues were
observed at m/z 1454.8 and 1442.5, respectively. Although
MALDI-TOF/TOF MS spectra of mono-ethyl amidated
GD1a-glycan displayed similar fragmentation patterns, sialic
acid attached to the first Gal residue (lower in red) remained
as an ester group at m/z 1077.0 (Figure S6C). These results
indicate that a higher energy was required for ethyl ester-to-
amide derivatization via the lactone form at the 2-OH position

Figure 5. RE diagram for lactone formation. Compounds are labeled
using text; for example, ‘M8-L8p9’ indicates the lactone formed at the
9-OH position from methyl esterified sialyl α-2,8-sialic acid. Numbers
show the reaction energy in kJ/mol.
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