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研究成果の概要（和文）：	 オリゴ糖の構造解析手段として NMRは感度が悪い欠点があるが、
溶液中での立体構造が解析できる大きなメリットがある。NMR スペクトルで、シグナルが重
なり解析が困難な、ハイマンノース型の合成したモデル化合物（マンノース５残基）を用いて、

新規に開発した測定法や種々の手法を駆使して初めて 1H と 13C の完全解析に成功した。本測
定法が、複雑な糖鎖構造を持つ微量化合物を比較的短時間で解析できる有用性とさらなる利用

範囲の拡大が期待できることを示せた。 
 
研究成果の概要（英文）：NMR spectroscopy is a very important and method for the structural 
analysis of oligosaccharides, despite its low sensitivity. The NMR spectra of the model 
compound (mannose pentasaccharide) are very complex and difficult to analyze owing the 
overlapping signals. We successfully assigned all its 1H and 13C signals of model compound. 
Our proposed methods are potentially useful for obtaining such information when both 
time and the amount of sample are limited. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）機能と構造は密接に関係しているので、
機能を発現する構造を研究することは重要
である。糖蛋白質、糖脂質、配糖体の糖部分
の構造は生理活性の発現において重要であ
るが近年増々重要性が高まってきている。糖
鎖化合物は結晶化し難く X 線解析ができな
いことが多い。糖鎖を新しいマーカー分子と

する研究が感度の良い MSや蛍光を中心に行
われている。しかしながら、構造ダイナミク
スの研究は MS よりも、むしろ NMR の得意
分野であり、我々はすでにイオン液体におけ
る構造ダイナミクスの研究で多くの成果を
得ている。 
 
（２）多糖類の構造は、構造変化や NMR に
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おけるシグナルの重なりなどから、解析が非
常に複雑なため、新しい NMR による解析法
の確立が望まれている。すでに我々は、新規
酵素より生成した配糖体での NMR 解析法を
確立した [Biosci. Biotechnol. Biochem., 72, 
2285-2293 (2008)]。 くらげから単離したムチ
ンについて NMRによる立体構造解析 [J. Nat. 
Prod., 72, 818-823 (2009)] や糖鎖の分解物を
MS と 31P-NMR を用いた解析を行った 
[Carbohydr. Res., 344, 2182(2009)]。 
 
２．研究の目的 
（１）近年ポストゲノム時代の要請に応えて、
糖鎖の機能を解明し、それらをマーカー分子
として診断技術や治療法に展開する新たな
研究がはじまっている。また蛋白質全体の約
半分は糖蛋白質と言われており、糖脂質を含
めた糖鎖の機能と構造研究の必要性も高ま
っている。そこで、液体と固体の双方に利用
可能な NMR法と超高精度多段階MS/MS法
の結果を相補的に用いた、安定同位体ラベル
が困難な糖鎖化合物を天然存在比で糖鎖構
造と立体配座の解析手法の確立を目指すこ
とにした。 
 
（２）迅速かつ高感度で複雑な糖鎖構造解析
するために、感度の良い超高精度質量分析装
置（リニアーイオントラップ電場型 FT-MS
ハイブリッド LC/MSn）を用いて、まず NMR
ですでに分かっている糖鎖化合物で、基本的
な測定条件の検討を行い、解析手法の確立を
目指すことにした。 
 
３．研究の方法 
（１）分析センター所有の JNM ECA600 NMR
装置を用いて、合成したマンノース５残基か
ら成るモデル糖鎖について、1H-NMRの重な
っているために判別が困難なシグナルを開
発した手法と従来の測定法を駆使して立体
構造の解析、および温度可変測定により、構
造ダイナミクスの研究を行う。	 
	 
（２）Phosphateまたは Phosphonateが結合し
たモデル糖とくらげムチンの 31Pとのスピン
結合定数を決定する手法について検討。立体
構造を調べるために、31Pを選択的にデカッ
プリングして、31Pと結合している部位のみ
を 1Hと 13Cで観測する手法を検討。 
 
（３）多段階 MSnが可能な超高精度質量分析
装置で、クニウムチンをはじめ複雑に結合し
ている糖蛋白質の構造解析に有効な測定条
件や測定手段を検討。 
	 
４．研究成果	 
（１）糖鎖を含む生体化合物にはリン酸化さ
れているものが多いが、31P-NMRに関する詳

細な解析は少なく、立体構造を含めた解析例
は ほ と ん ど 無 い 。 Phosphate ま た は 
Phosphonate が結合したモデル糖とくらげム
チンのリンとのスピン結合定数を決定する
手法について検討した。糖鎖のシグナルは、
化学結合に差が無くかつ複雑に重なりあっ
ている。そこで、31P を選択的にデカップリ
ングし、オリジナルとの差をとり、重なり合
ったスペクトルの中から 31P と結合した部位
のみを 1Hおよび 13Cで観測する手法を確立し
た。さらに、NOE (Nuclear Overhauser Effect) / 

ROE (Rotating frame Overhauser Effect) 法で
得られた情報を SPT (Selective Population 
Transfer) で展開し、込み合ったスペクトルの
中から糖の結合情報や配座情報を得ること
を検討した結果、β結合型 Galおよび GalNAc
について好結果を得た。 
α結合型に関してはさらに検討中である。こ
れらの手法からより正確な帰属情報が得ら

れ、くらげムチンとモデル糖鎖だけでなくそ
の他の糖鎖化合物にも広く応用できると期
待している。 
	 
（２）哺乳動物における約 150 種類の蛋白質
が GPI (Glycosyl Phosphatidyl Inositol)アンカ
ーを介して細胞と結合し、生体制御、細胞間
の情報伝達、ウィルスの受容体としての機能
をもっている。これらの機能と構造関係を解
明する一つの手段として、イノシトール、グ
ルコサミン、マンノースの３個にホスファテ
ィディルエタノールアミンが結合したモデ
ル化合物を共同研究者が合成した。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この化合物で NMR の解析を始めたが、通常
の DQF-COSY、HSQC、TOCSY法などでは約
半分のシグナルしか帰属できなかった。SPT
法は照射強度が弱く、最も選択制が優れた測
定法であるが、これを新たに開発した
DPFGSE-Double-SPT 法など一次元 NMR の
測定法を使って、短時間で全て帰属した。さ
らに、1H{31P selective} 差スペクトルによって、
M1に結合した 31Pと M1-H-2の間に 7.3Hz、
同じくH-3との間に 3Hzのスピン結合定数が
観測された。これは４ボンドのスピン結合定
数としては大きい値であり、31P と H-3 が W
字則の関係にあることが示唆され、この部分
の立体構造がかなり絞り込めた。この結果と
ROE の結果と併せて立体構造についても貴
重な知見を得た。 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
（３）生体内の糖タンパク質は NMR で必要
な量を入手するのが困難である場合が多く、
より高感度な測定法である MSによる解析が
試みられているが、糖鎖構造の迅速で高感度
な解析手法はまだ確立されていない。そこで、
糖鎖や糖タンパク質の構造解析手法を確立
するための前段階として、NMR で構造決定
されたオリゴ糖について MSによる解析を行
い、マススペクトルパターンと糖構造との関
連について検討を行った。その結果、結合位

置の異なるオリゴ糖のMSnスペクトルパター
ンに有意差が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図	 Gal1-4Glc(上)と Gal1-6Glc(下)のMS2スペクトル 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
 
図	 Man1-2Man-Me(上)とMan1-6Man-Me(下)のMS2スペクトル 

	 
（４）N-glycan 型（アスパラギン型）糖鎖は、
機能面で注目されており、多くの報告がある。
これらの糖鎖の特徴として、コアー部分に５
個のマンノースを持っていることが挙げら
れる。これらのハイマンノース型の解析は他
の糖（例えばグルコース型）に比べて難しい。
他の糖でもアノメリックプロトン以外は、糖
鎖プロトン（1H）のオーバーラップに苦しめ
られるのに、マンノースではさらに、１位と
２位のスピン結合定数が小さく、1 位からの 
TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY)	 測定
で、２位、最大でも３位までの相関しか得ら
れない場合が多い。また、分子量が大きく、
類似の構造を持つものの混合物においては
その解析はさらに困難を極める。アスパラギ
ン型糖鎖の研究の際に合成したマンノース 5
残基から成るモデル糖鎖について測定及び
解析を行った結果を報告した。各マンノース
残基は結合の仕方によりケミカルシフト値
に差が生じるが、同様の結合の場合はシフト
の違いは僅かであり対応するシグナルが極
めて接近している。今回、このように判別困
難なオリゴ糖において、DPFGSE (Double 
Pulsed Field Gradient Spin Echo) 法による一次
元 NMR を駆使した。中でも SPT (Selective 
Population Transfer)	 法およびこれを組み合わ
せた測定法が有益であった。この実験で非常
に近接している３個のマンノースの２位の1H
のケミカルシフト値とスピン結合定数を読
み取ることができた。また、一次元 ROE 
(Rotational Overhauser Effect)	 にスピンデカッ



 

 

プリングを組み合わせる測定法、同じく SPT
を組み合わせて立体構造の解析を行った。従
来までに研究されてきたマンノースでは、３
糖まででそれ以上については、研究報告が無
い。1-6 結合部分の配座割合は、20℃近辺で
は gaush-gaushが 70 %、gaush-transが 30 %で
あったが、40℃近辺では gaush-transの割合が
増加することを確認した。この結果はとりも
なおさず、糖鎖のダイナミックスを見ている
ことになり、今後の糖鎖の機能解析に役立つ
ものと考えられる。NMR により詳細な構造
解析を行なう場合、二次元法ばかりでなく、
一次元法も適切に組み合わせて研究するこ
とが有益であることを確認した。	 
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