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研究成果の概要（和文）：N型とO型それぞれの糖タンパク質糖鎖分析を短時間に行える方法を開発して、新しい分子診
断ワークフローを完成した。このワークフローは海外からの診断あるいは詳細分析依頼にも対応し、多くの国際共同研
究成果共著を得た。
　2005年に開始したCDG分子診断支援活動を継続し、2014年3月末までに1,053名を分析を行い、PMM2-CDGを４家系、ALG
6-CD, B4GAL1-CDG, MAN1B1-CDGを各１家系、責任遺伝子不明のCDG-Iを２家系、ARCL2を２家系の計11家系を診断した。
すなわち、原因不明の発達遅滞の１％がCDGであった。

研究成果の概要（英文）：A new mass spectrometric method for the diagnosis of congenital disorders of 
glycosylation (CDG) has been developed. The method effectively analyzed various types of CDG in 
international collaboration studies. A screening of CDG started in 2005 has found 11 families of CDG out 
of 1053 developmental delay patients of unknown cause. The incidence was approximately one percent in the 
Japanese cohort.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
先天性グリコシル化異常症 CDG は糖タン
パク質糖鎖の合成異常症の総称である。1980
年代半ばにトランスフェリンにおけるシア
ル酸付加減少を共通の特徴とする患者群が
報告され、1992年に本代表者その古典例（現
在の PMM2-CDG）の血清中に糖鎖の欠損す
る分子が存在することを証明した。その後、
さまざまな病型が発見されるようになり、特
に小胞体における N 型糖鎖合成初期過程に
関わるほとんどの酵素の異常症が報告され
た。また、N型糖鎖合成の次の過程である糖
鎖プロセッシングの障害では、細胞内小器官
形成やトランスポーター異常など、糖鎖合成
に直接に関わるいわゆる糖鎖遺伝子以外の
遺伝子の異常に起因する CDG も多数同定さ
れた。このようにして CDG は先天性代謝異
常症の新しい大疾患群として注目を集める
に至った。 

CDG では多数の糖タンパク質に異常がみ
られるために症状が多彩である上、責任遺伝
子によって症状が異なる。そのために、診断
は難しく、血清トランスフェリンの電気泳動
によって糖鎖異常を同定する分子診断が行
われてきた。本代表者は質量分析による分子
診断を世界に先駆けて実施し、2005 年から
は全国の小児科医に呼びかけての診断支援
活動を行っている。 
はじめに述べた通り、CDGは N型糖鎖に
限らない。しかし、O型（ムチン型）糖鎖の
合 成 異 常 症 と し て は GalNT3
（ UDP-N-acetyl- α -D-galactosamine: 
polypeptide 
N-acetylgalactosaminyltransferase 3）変異
による familial tumoral calcinosisが知られ
ているのみである（Topaz ら Nature Genet 
2004）。O 型糖鎖の分子診断法としては、配
列中に N型糖鎖を持たず、O型（ムチン型）
糖鎖を１か所のみに有する apoliporotein 
C-III（apoC3）の等電点電気泳動が行われて
いる（Wopereisら Clin Chem 2007）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、N型糖鎖 CDGの分子診断法
を改良しつつ、診断支援活動を継続してCDG
の実態を解明する。そして、分子診断を O型
糖鎖にも広げることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
血清からトランスフェリンを精製するた
めの抗体ビーズは、抗ヒトトランスフェリン
抗体（DAKO）を NHS-activated HiTrapカ
ラムに固相化することで作製した。LC-MS
は Inertsil 300C8を充てんした 0.3mm径ｘ
3mm カラムをエレクトロスプレイイオン化
（ESI）飛行時間型（TOF）質量分析計
（QSTAR, Applied Biosystems）に連結して
行なった。O型糖鎖分析は、血清１μLを 30
μLの 0.1%トリフルオロ酢酸に添加し、５分
間撹拌したのちに、ZiptipC18により脱塩し、

マトリックス支援レーザー脱離イオン化
（MALDI）TOF 質量分析計（Voyager, 
Applied Biosystems）を用いて分析した。マ
トリックスは 2,5-dihydroxybenzoic acid を
用いた。 
 
４．研究成果 
＜N型糖鎖 CDG分析法の改良＞ 
これまでは、トランスフェリンを抗体ビー
ズによって精製し、MALDI-MS により糖鎖
欠損の有無を解析し、さらに、還元アルキル
化の後にトリプシン消化を行い、親水親和性
ビーズによって糖ペプチドを濃縮して
MALDI-MS を行うことで糖鎖プロセッシン
グ障害を分析してきた。この方法は本代表者
のオリジナル手法であったが、ステップが多
いために分析に要する時間がかかる欠点が
あった。そこで、抗体ビーズによって精製し
たトランスフェリンをマイクロカラムに通
して直接にMSを行う LC-MSを導入した。
質量分析計には ESI-TOF を用いることで、
分析に必要な質量域～m/z3,000 と分解能を
確保した。この方法によって分析時間を 10
分に短縮できた。 
＜O型糖鎖 CDG分析法の開発＞ 
 研究の背景において記したように、apoC3
は O 型糖鎖異常症の分子診断の有力な候補
分子であったが、リポタンパク質複合体を構
成していることもあって抗体による精製は
不成功であった。そこで、apo の分子量が
10,000 弱でありタンパク質としてはかなり
小型であることに注目し、血清を脱塩後に直
接MALDI-MSを行い、得られたマススペク
トルにおけるm/z8,700-10,000という狭い質
量域のみを観測したところ、その範囲には
apoC3 の糖鎖違いによる３種類のアイソフ
ォームが検出でき、それ以外の主成分には
apoC2があるだけであった。実際、この方法
によって、ARCL2 (autosomal recessive 
cutis laxa type-2)において apoC3 の糖鎖異
常を明確に同定できることがわかった。 
＜新規 CDG分析ワークフロー＞ 
 以上の手法を集約して、以下に示す分子診
断ワークフローを完成した。このワークフロ
ーは海外からの診断あるいは詳細分析依頼
にも対応し、多くの国際共同研究成果共著を
得た。 
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＜我が国における CDGの実態＞ 
 2005年に開始したCDG分子診断支援活動
を継続し、2014 年 3 月末までに 1,053 名に
ついて分析を行い、PMM2-CDG を４家系、
ALG6-CD, B4GAL1-CDG, MAN1B1-CDG
を各１家系、責任遺伝子不明の CDG-I を２
家系、ARCL2を２家系の計 11家系を診断し
た。すなわち、原因不明の発達遅滞の１％が
CDGということになる。 
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