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研究成果の概要（和文）：質量分析装置 (MS) と液体クロマトグラフィー (LC) を組み合わせ

た LC-MS のデータをバイオインフォマティクス手法により解析するソフトウェアの開発に協

力し市販されるに至った。このソフトウェアを用いて様々な病態の小児白血病細胞を分析した

ところ、統計学的にそれぞれの病態で異なった発現糖鎖パターンを示すことを明らかにした。

特に乳児性白血病ではこれまで報告のない糖脂質 Ln3Cerが発現していることを見いだした。 

 
研究成果の概要（英文）：The data processing software of liquid chromatography - mass 

spectrometer (LC-MS) was developed and the software was applied for the analysis of 

glycolipid expression in some different types of infantile leukemia cell.  Each different 

type of leukemia cells was categorized using the software by the statistical analysis of 

glycosphingolipid expression.  Especially, new glycosphingolipid marker, Ln3Cer could be 

discovered in some type of leukemia cell using the software analysis.   
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１．研究開始当初の背景 

糖鎖は、核酸、タンパク質に続く第三の生命
鎖と呼ばれ、発現が遺伝子に直接支配されな
い機能分子の一つとして細胞機能に重要な
役割を発揮することが知られている。糖鎖は
デンプンやグリコーゲンのように単糖が直
鎖状に連なった単純ポリマー以外に、タンパ
ク質や脂質に結合した形の複合糖質、すなわ
ち「糖タンパク質」、「糖脂質」、「プロテオグ
リカン」として存在する。核酸やタンパク質

鎖が直鎖状であることに対して、複合糖質の
糖鎖は構成単糖が多様であること、結合位
置・様式が多様であることに加え、分枝構造
が存在するなど構造が非常に複雑である。細
胞に発現する複合糖質の糖鎖発現パターン
は細胞の種類によって異なることに加え、成
熟やがん化に伴って複雑に変化するため、こ
れら細胞の機能に何らかの役割を担ってい
ると考えられているが、詳細については不明
な点も多い。そのためこれまでゲノミクス分
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野で行われている網羅的な発現遺伝子解析
と、細胞機能の関連を調べるようなバイオイ
ンフォマティクス的アプローチを発現糖鎖
解析に応用することで、細胞の機能や働きと
発現する糖鎖の機能解明に利用できる可能
性がある。 

複合糖質のうち糖脂質の分析ではこれまで、
薄層クロマトグラフィー (TLC) が頻繁に使
用されてきたが、感度が低いため比較的多く
発現している糖脂質しか観察できなかった。
糖タンパク質糖鎖の分析については、タンパ
ク質に結合したままでは分析が困難なため、
通常糖鎖のみを化学的もしくは酵素により
遊離させる必要がある。遊離させた糖鎖はそ
れ自身、特異的な吸収や蛍光を持たず検出で
きないため、分析には糖鎖の還元末端残基を
利用して蛍光標識して分析することが多く
行われる。特にピリジルアミノ化（PA 化）
した糖鎖は原理の異なる２種類の高速液体
クロマトグラフィー (HPLC) で分離し同定
する技術が確立され、現在では２次元HPLC

糖鎖マップとして数百の N 結合型糖鎖の分
離同定、精製が可能となっている。しかしな
がら HPLC やカラムなど研究室ごとで微妙
に条件が異なることもあり、完全な糖鎖同定
や定量分析を行うためには PA 化標準糖鎖を
多数用意しなければならなかった。近年高感
度なMSが開発され微量な糖鎖の存在確認や
構造解析に頻繁に利用されている。MS にお
いて糖鎖イオンの断片化を起こさせると、糖
鎖の配列情報や結合位置に関する情報も得
られるが、アノメリック位の立体配置の決定
は不可能である。しかし上述の２次元HPLC

糖鎖マップで行われているような液体クロ
マトグラフィー (LC) とMSを組み合わせた
LC-MSでは、予め LCでそれら質量数が同じ
アノメリック異性体を分離することができ
れば、標準糖鎖と比較することで質量数の同
じ糖鎖であっても構造異性体を分離同定す
ることは可能である。N結合型糖鎖に関して
は現在、多段階MS (MSn)、高分解能MS及
びスペクトルデータベースが構築されつつ
あり、それが利用できれば細胞に発現する微
量糖鎖を含め、網羅的な発現糖鎖情報を得る
ことが可能になる。 

MS では構造解析が可能なこと、高感度であ
ることが非常に有用な点であるが、一方で分
子の種類によってイオン化効率やシグナル
強度が異なるため、たとえある糖鎖で別の糖
鎖の 2倍のシグナル強度が得られたとしても
単純に 2倍になっているというような量的な
比較することはできない。そのためMSのシ
グナル強度から試料の量を直接「定量」する
ことは予め量の分かった比較標品がない限
りは不可能である。細胞に含まれる糖鎖は多
様であり、その全ての標品を用意することは
事実上困難であるため、MS による異なる細

胞同士の定量的糖鎖発現パターン比較は難
しかった。近年、表面プラズモンとエバネッ
セント波を応用したレクチンアレイが開発
され、検体中に含まれる糖鎖の情報を高感度
に検出することが可能になった。このアレイ
に固定化されたレクチンの結合特異性と標
準糖鎖間の結合定数が精密に決定されてい
るため、アレイから得られた結果をバイオイ
ンフォマティクス的手法で評価し、複数の試
料中に含まれる糖鎖情報を比較することに
利用されている。しかし質量分析装置のよう
に一つの試料中に含まれる多数の糖鎖の構
造情報を詳細に得ることはできない。 

DNA マイクロアレイは近年の技術革新によ
り、数万の遺伝子でもたった 1枚のアレイで
解析することが可能になっている。このよう
な膨大な情報を扱うためにはバイオインフ
ォマティクス的アプローチが不可欠である。
DNA マイクロアレイで得られる結果も MS

の場合と同様に、あるスポットが別のスポッ
トの 2倍のシグナルが得られたとしても、プ
ローブと試料中の遺伝子間の相互作用がそ
れぞれ異なるため、実際量が 2倍になってい
るとは限らない。また複数のマイクロアレイ
で全く同じ試料を解析した場合においても
同じ遺伝子スポットで全く同じ強度のシグ
ナルになることはない。そのためマイクロア
レイを用いた実験では各マイクロアレイ間
で比較が可能になるように、データの正規化
を行い有意差解析、クラスタリング等の統計
学的な解析が行われている。このような手法
は LC-MS で得られた結果の解析にも適用可
能であり、様々な生産現場などにおいて製品
の品質管理に応用されつつある。LC-MS は
試料中に含まれる成分を LCで分離しながら
順次マススペクトルを取得する装置である。
すなわち LC からのある溶出時間において、
マススペクトルが一つずつ得られることに
なる。つまり LC-MS で得られる結果には、
（溶出時間, m/z値, シグナル強度）の 3つの
ファクターが存在する。マイクロアレイの結
果も同様に、（スポットの行, スポットの列, 

シグナル強度）の 3つのファクターでデータ
を表すことが可能である。このことはLC-MS

の結果もマイクロアレイと同様な統計学的
解析を行うことが可能であることを意味す
る。LC-MS では同種の試料であっても、統
計学的解析の結果各試料間の細分類を行う
ことが可能である。また、それらの分類にお
いて特徴的な成分を見いだすことができた
なら、MS/MS 解析を行うことでその成分を
同定することも可能である。このようなアプ
ローチは近年、品質管理以外にメタボロミク
スや薬物代謝においても適用され、METLIN 

Search (http://metlin.scripps.edu/) を利用
することで化合物の同定も容易になりつつ
ある。糖鎖は従来の分析方法では分析対象の

http://metlin.scripps.edu/


 

 

数が限られていたため、このような膨大なデ
ータを扱うバイオインフォマティクス的手
法はあまり応用されてこなかった。また 1種
類の糖鎖のみに着目した生物機能について
調べられることはあったが、数種類の糖鎖の
複合的な機能について検討することは困難
であった。しかし近年MSが糖鎖の分析に利
用されるようになって発現糖鎖の網羅的解
析が可能になり、得られる情報量が膨大にな
った。従って、DNA マイクロアレイの場合
と同様にバイオインフォマティクスを駆使
した複数のターゲット糖鎖を複合的に解析
することは非常に有効であると考えられる。 
 

２．研究の目的 

本研究は、高感度で構造解析が可能な質量分
析装置  (MS) と液体クロマトグラフィー 

(LC) を組み合わせた LC-MS を使用して
様々な細胞が発現する糖鎖を分析し、得られ
た発現糖鎖情報をマイクロアレイで培われ
たバイオインフォマティクス的手法を応用
して各試料間のデータの正規化、有意差解析、
クラスタリング等、統計学的データ解析を行
って発現糖鎖パターンによる細胞の判別や
診断等に応用する基礎技術を確立するとと
もに、様々な細胞の発現糖鎖をこの手法で解
析して細胞機能と発現糖鎖の関連性を調べ
ることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

MS を用いたグライコミクス研究においてバ
イオインフォマティクス的手法を適用する
ためにはLC-MSデータを統計解析ソフトウェ
アに読み込ませる必要がある。そのため、
（１）LC-MS の結果を統計解析するためのデ
ータの書き出し及び読み込み方法を最適化
する（２）LCの溶出時間は厳密に各実験で一
致しないため、ある程度許容を持たせる（３）
MSで検出するイオンには、「価数」が異なる
ものがあり、同じ分子であってもスペクトル
が単一にならない場合があるため、LC-MS デ
ータにおける全てのスペクトルを単一の価
数で表示させる（デコンボリューション）
（４）他の分子（イオン）が糖鎖のイオンに
結合（アダクト）することがあるため、単一
の糖鎖であっても複数種類のイオンが現れ
るという問題を解決する、等の問題点を解決
する必要がある。LC-MS データについては、
MSサプライヤー間の統一されたデータ書き
出しフォーマット (mzxml file) ができ、そ
れを取り込むことができる統計解析ソフト
ウェア GeneSpring MS が市販化されたため、
それを使用すれば読み込みは可能になっが、
（１）〜（４）の問題点を含め、その他いく
つかの問題が解決されていないため、現状で
は単純にファイル変換、読み込みを行っただ
けでは信頼できる統計的解析できない。近年

MSサプライヤー各社自身から統計解析ソフ
トウェアが発表されつつあるが未だ洗練さ
れておらず、GeneSpring ほど高度な統計処理
は困難である。そのため双方のソフトウェア
やExcelのマクロ機能等を共用して統計解析
が可能になるようにデータファイルの調整
を行い、最終的には GeneSpringMS で統計的
解析を行うことを目指す。また、細胞に含ま
れる糖鎖を含む生体分子の種類は膨大であ
るため、網羅的な解析系での精度を上げるた
め、各試料に対してある程度細胞の機能に基
づいた分画法を構築する。 
 
 
（１） LC-MS での糖鎖分析実験の最適化 
① 糖脂質 
市販標準糖脂質を様々な組み合わせ・濃度で
LC-MS で分析し、その結果を統計解析ソフト
ウェアに取り込んで検定・クラスタリングを
行い、組み合わせ・濃度に応じた結果が得ら
れるか検証する。その際、MSサプライヤー
(Bruker 社)のソフトウェア DataAnalysis, 
ProfileAnalysis 及び表計算ソフトウェア等
を用いてデータの最適化を行い、最終的に
GeneSpring MS を用いて解析するための手法
を確立する。 
糖脂質に関しては、既に細胞からの固相抽出
法を用いた分画法、LC-MS による分析法を確
立しており、MS-MS スペクトルのライブラリ
ーを有している。そこで順次様々な細胞株の
糖脂質をLC-MSで分析した結果を統計的に解
析し、クラスタリングを行い細胞の種類・由
来に応じた分類と一致するのか、また特徴的
な糖鎖を見つけ出すことができるのか検証
する。 
 
② N 結合型糖タンパク質糖鎖 
市販 N結合型糖鎖標準品を用いて LC-MS の分
離・分析条件を最適化する。最適化された分
析条件において、糖脂質の場合と同様に標準
糖鎖混合物を用いて GeneSpring MS による統
計的解析が行えるのか検証を行う。 
組成が複雑な細胞由来のN結合型糖鎖での分
析を行う前に、N結合型糖鎖を持ち、既に個
体差等で糖鎖構造が変化することが報告さ
れている精製糖タンパク質を用いてヒドラ
ジン分解を行って糖鎖を遊離させ、固相抽出
法により遊離糖鎖を部分精製する。糖鎖は 2-
アミノピリジンにより標識（PA化）してLC-MS
で分析する。精製糖タンパク質としてははじ
めに、市販品及びロットの異なった動物由来
血清から精製したイムノグロブリン G (IgG)
用いて統計解析が可能か検証する。 
 
（２）各種複合糖質糖鎖の細胞など生体試料
からの分画・調製法の確立 
細胞には膨大な種類のN結合型糖鎖が発現し



 

 

ている。網羅的な解析系での精度を上げるた
め、各試料に対してある程度細胞の機能に基
づいた分画法を構築する。近年、界面活性剤
等を利用した簡便な細胞分画法が開発され
ているので、その分画法に従って(i) 細胞質、
(ii) オルガネラ、(iii) 核、(iv) 細胞骨格
の４つのフラクションに分画する。分画した
試料をそれぞれヒドラジン分解でN結合型糖
鎖を遊離させ、固相抽出法を組み合わせて糖
鎖を部分精製し、PA化して LC-MS による分析
を行う。 
この分画法以外に細胞表面のみの膜を分画
し、同様にPA化糖鎖を調製して分析を行う。 
これらの結果に対して統計学的解析を試み
る。 
 
（３）O結合型糖タンパク質糖鎖 
ヒドラジン分解の条件を変えることで糖タ
ンパク質N結合型糖鎖より優位に O結合型糖
鎖を遊離させることができることが知られ
ている。市販品で入手可能なフェチュイン、
アシアロフェチュインは N結合型糖鎖と O結
合型糖鎖の双方を持っていることが知られ
ている。フェチュイン、アシアロフェチュイ
ンを様々な条件でヒドラジン分解し、遊離糖
鎖を PA化して LC-MSで分析して O結合型糖
鎖に最適なヒドラジン分解の条件を決定す
る。その際統計的手法を活用する。 
条件が決定後、順次上記細胞試料に対して O
結合型糖鎖の調製を行い、LC-MS による分析、
統計解析を行う。 
 
（４）LC-MS による発現糖鎖情報と発現糖鎖
制御遺伝子発現との相関 
糖鎖の発現は主に糖転移酵素、糖鎖分解酵素
により制御されている。LC-MSによる糖鎖発
現情報及び試料間での統計的解析を行った
検体に関し、DNA マイクロアレイ並びにリア
ルタイム PCR を行って糖転移酵素、糖鎖分解
酵素の発現を調べ遺伝子発現と糖鎖産物と
の間の相関について検証する。 
 
（５）細胞発現糖鎖の網羅的及び統計学的解
析結果についての生物学的意義の検討 
① DNA マイクロアレイデータとの統計的解
析 
LC-MS による糖鎖発現情報及び試料間での統
計的解析を行った検体に関し、DNA マイクロ
アレイを行い、細胞の発現糖鎖パターンと発
現相関のある遺伝子群をピックアップする。
その中から糖鎖機能と関連があると報告の
ある遺伝子をピックアップし、糖鎖とその生
物学的機能について検証を行うとともにパ
スウェー解析を行う。顕著な動きのある遺伝
子に関しては、その遺伝子ないしは糖転移酵
素強制発現系を構築し、生物学的機能につい
ての検証を行う。 

４．研究成果 
研究開始当初、LC-MS のデータをバイオイン
フォマティクス手法により解析するための
アライメント調製ソフトウェアはほとんど
存在せず、当初使用予定であったGene Spring 
MS や Profile Analysis は使用に耐えうるほ
どの精度はなかった。特に国産のもので市販
されていたものは皆無であった。現在、この
ようなソフトウェアは海外メーカーのもの
を中心に主に質量分析装置メーカーからい
くつか市販されるようになった。この現状を
考えると、研究開始時点における着眼点は良
かったものと考えている。このようなソフト
ウェアのうち精度がよいと判断されたもの
は、海外メーカーのものでは Progenesis、国
内メーカーではライフィクス社の SignPost
である。本研究では当初、データを取得する
ブルカー社製質量分析装置との連携を考え、
ブルカー社との共同研究でこのようなソフ
トウェアを開発する予定であったが、
SignPost のアライメント調製精度やアルゴ
リズムが優秀であること、将来的に統計学的
解析が可能なようにデザインされているこ
となどから、このソフトウェア開発に協力す
ることで本研究への無償使用という形の共
同研究となった。このソフトウェアは現在市
販され、医療分野ばかりでなく薬物動態や工
業化学製品・食品の品質管理などの LC-MS が
頻繁に使用される分野で活躍するに至って
いる。 
http://www.reifycs.com/japanese/SPMSout
line_jp.html 
これまで、LC-MS により取得されたデータを
ライフィクス社より開発されたLC-MS用デー
タ解析ソフトウェア Signpost MS により読み
込ませ、LC-MS による各分析で起こるアライ
メントのズレを補正することができた。さら
に様々な細胞から抽出した糖脂質をこの手
法で解析してそれぞれの細胞に発現する糖
脂質の発現パターンの相違について統計学
的な解析を行った。特に、様々な病態の小児
白血病の細胞検体を分析したところ、統計学
的にもそれぞれの病態で異なった発現糖鎖
パターンを示すことが明らかになった（図
１）。その結果を詳細に検証すると、過去の
報告とも一致することに加え、乳児性白血病
にはこれまで報告のない中性糖脂質 Ln3Cer
が発現していることを見いだすことができ
た（図 2）。今後更に解析する検体数を増やし、
実際の診断への有用性を示そうと考えてい
る。 
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