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研究成果の概要（和文）：糖鎖はタンパク質とは異なり、異性体や分岐構造といった構造を有しているため、質量分析
計を用いた構造解析を困難にしてきたが、糖鎖や糖ペプチドライブラリーを活用することで、特に解析が困難な種々の
異性体糖鎖についてその断片化情報を蓄積することができた。さらに得られたデータから、異性体の識別を可能とする
糖鎖の修飾法と断片化手法の組み合わせを見出し、指標となる断片化イオン情報を抽出することができた。

研究成果の概要（英文）：Analytical difficulties of glycan structure are arising from the structural comple
xity of glycans such as variations in branching, linkage and stereo-chemistry.  Using glycan and glycopept
ide library, I have generated a reference MSn spectra data of the various isomeric glycans for high-throug
hput MSn analyses.  Additionally, MS2 spectra of the permethylated glycan gave the unequivocal fragment io
ns specific for each isomer (e.g. fucosylated glycan).  Thus it was possible to extract an information of 
the key fragment ion for distinguishing isomers.
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１．研究開始当初の背景
バイオマーカー探索や糖鎖機能解析
では、質量分析計を用いたアプローチが
盛んに行われている。これはこれまでに
プロテオミクスにおいて、質量分析装置
が高スループット解析を達成してきたこ
とが背景にある。タンパク質の翻訳後修
飾のひとつである糖鎖修飾についても、
プロテオミクスのように簡便に分析する
ことができれば、質量分析計を用いたグ
ライコミクス・グライコプロテオミクス
は飛躍的に進歩することが予想される。
しかしながら、糖鎖はタンパク質とは異
なり、その「構造の複雑さ
立体異性体や分岐構造などに起因
質量分
てきた。なぜなら、質量分析計からは質
量情報のみが得られるだけなので、断片
化などの質量情報からもととなる構造を
説く必要があるからである。
これまでに質量分析計を用いて、糖
鎖の水酸基が非修飾の糖鎖標準品とその
低エネルギー衝突誘起解離（
情報データベースによる糖鎖構造解析技
術の開発に携わってきた。この手法は、
各標準糖鎖構造の断片情報を参照データ
とし、未知試料から得られる測定データ
と、断片化イオンの質量電荷比
の強度の両方を比較することで糖鎖構造
を解析するという
では個々の断片情報を詳細に解析する必
要はない点は簡便な方法といえる。一方、
m/z とその強度を識別の指標に使用して
いるため、異性体の識別を行うには分析
に供する前に分離が必須となる。特に、
シアル酸の位置異性体
いては標準品の答えがあってもその区別
は非常に難しい。そこで、本課題では、
これまで質量分析計を用いた構造解析で
一般的だった低エネルギー衝突誘起解離
(CID)
なる断片化による基礎情報の蓄積を行う
とともに、必要に応じて異性体分離が可
能な
析への応用を目指す。

 
 
２．研究の目的
タンパク質の翻訳後修飾のひとつであ
る糖鎖付加情報
量分析計
析をサポートするツールとして、標準糖鎖
による断片化情報は有用なものになると考
えられる。そこで、
エネルギー衝突誘起解離
ーンに加え、新たな断片パターンによるデ
ータを蓄積することで、これまでとは違っ
た糖鎖構造に関する情報が得られることが
期待される。そこで、本研究では、
ほかに高エ
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ための技術開発として、異なる
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を簡便に行うためのルール抽出を行う。
その後、合成糖ペプチドライブラリーを用
糖鎖の解析から糖ペプチドへの応用に
し、さらに最終的には、
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完全メチル化糖鎖を使用)として、（i）フコ
シル化糖鎖：位置・構造異性体に関する情
報、（ii）シアリル化糖鎖：位置異性体(2-3
と2-6)に関する情報、（iii）硫酸化糖鎖：
硫酸化付加位置に関する情報、（iv）分岐構
造糖鎖：N-結合型糖鎖の分岐異性体に関す
る情報についてデータ取得を試みた。 
次に、正イオンモードによる ETD 断片
化の検証(非修飾および完全メチル化糖鎖
を使用)として、ETD モードを用いた糖鎖開
列実験についてはほとんどデータが存在し
ないため、まずは種々の糖鎖を用いた ETD
断片化条件の最適化を行った後、基礎デー
タを取得・蓄積を行った。（i）フコシル化
糖鎖：位置・構造異性体に関する情報、（ii）
シアリル化糖鎖：位置異性体(2-3 と2-6)
に関する情報、（iii）硫酸化糖鎖：硫酸化
付加位置に関する情報、（iv）分岐構造糖
鎖：N-結合型糖鎖の分岐異性体に関する情
報についてデータ取得を試みた。 
また、基本糖鎖構造についての各種
断片化情報の取得ならびに拡充と平行し
て、糖ペプチドの構造解析への応用とし
て、標準品として酵素合成等で調製した
糖ペプチド(O-結合型糖ペプチド)を用い
て、３種類の断片化を組み合わせた構造
解析(糖鎖の付加位置と結合している糖
鎖構造解析)を試みた。 
 
 
４．研究成果   
質量分析計を用いた糖タンパク質の構造解
析を複雑にしているのは、その糖鎖構造情
報、付加位置、タンパク質同定をすべて行
わなければいけないことである。そこで、
本研究課題では、質量分析でこうした解析
を行うことを前提とし、まずは、糖鎖構造
情報を複雑にしている以下のような代表的
な異性体、（１）フコシル化の位置異性体（α
1-2やα1-3やα1-4結合したフコースなど）
や構造異性体（H 抗原やルイス抗原など）
（２）シアリル化の位置異性体(α2-3 とα
2-6)、（３）硫酸化の付加位置の違う糖鎖に
ついて、基本となる糖鎖構造（数糖からな
る糖鎖）についてその断片化情報の取得が
できた。さらに、異性体を識別するための
有益な構造情報がどういった断片化（低エ
ネルギー衝突誘起解離：CID、高エネルギー
衝突誘起解離：HCD、電子移動解離(ETD な
ど）から得られるかについては分からなか
ったため、基本となる位置・構造異性体糖
鎖（非修飾体・メチル化体）から得られた
断片化情報、特に識別困難な異性体を識別
するのに有用となる断片化パターン・ルー
ルなどの抽出を試みたところ、基本構造と
して使用した糖鎖が比較的小さいこともあ
り、CID による断片化の結果では、MALDI
によるイオン化で得られた結果と ESI によ
るイオン化で得られた断片化結果について
は、断片化パターン（得られるフラグメン

トの m/z 値のパターン）は予想通り類似し
たものだった。ただし、シグナル強度につ
いては一致するというわけではなかった。 
異性体を識別するという点では、例え
ば、非修飾体の糖鎖を CID で断片化すると
いう組み合わせの場合、生じる断片化イオ
ンの m/z はほとんど一致していたため、そ
れだけでは異性体の区別は不可能で、その
シグナル強度を含めて比較して初めて区別
することが可能であったが、完全メチル化
体と CID の組み合わせの場合は、個々の異
性体がそれぞれ固有の断片化イオンを生じ
ることが分かった。その特徴的な断片化イ
オンの m/z 値を指標とすることで、異性体
を区別することが可能であった。このこと
は、分析したい試料が仮に異性体の混合物
だったとしても、あらかじめ個々の単離を
必要とする前処理なしに、それぞれの構造
を解析できることが示唆された。実際に、
あえて混合物を作製して試みたところ、
個々の異性体を特徴付ける固有のシグナル
のおかげで解析が可能であった。 
本研究では基本糖鎖で蓄積したデータ
から、糖鎖構造解析に有用な糖鎖の修飾と
断片化の組み合わせに関する情報を新たに
得ることができた。最終目標であった糖ペ
プチド解析（糖鎖の付加位置と結合してい
る糖鎖構造解析）への応用については、糖
鎖では有益であった修飾法・断片化の組み
合わせがうまく適応できなかったこともあ
り、今後解決を必要とする課題となった。
ただ、これまで種々の「同一糖鎖試料（特
に異性体）」の断片化情報について、異なる
イオン化手法（MALDI と ESI イオン化）で
の相関、種々の断片化（CID、HCD、ETD)に
よる違いを検討されたことはないので、こ
うした標準糖鎖から得られた断片化情報は、
今後の構造解析において貴重なデータにな
り得る。 
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