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研究成果の概要（和文）：本研究ではピラゾロン試薬共存下でのβ脱離反応を利用した糖鎖および脱修飾化ペプチド解
析法の基盤技術を発展させ、「プロテオグリカンの共通四糖橋渡し構造および糖鎖結合部位の一斉解析法」の開発を目
的として研究を遂行した。まず、マイクロ波支援BEP反応を検討し、糖タンパク質からのO結合型糖鎖の切断およびピラ
ゾロン試薬による標識効率が向上し、反応条件の最適化を行うことで、これまで16時間必要とした反応が２時間で完了
した。また、ペプチドグリコサミノグリカンのエンリッチ法およびグライコブロッティング法と併用することでプロテ
オグリカンの共通四糖橋渡し構造、GAG二糖構造、および糖鎖結合部位の同定法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Serine (Ser) and threonine (Thr) residues can be modified by various types of 
sugar chains, such as the O-GalNAc type typical of mucin and the O-GlcNAc, O-Fuc, O-Man, and O-Xyl types. 
The characterization of O-glycans has remained particularly challenging because no analogous 
endoglycosidase is known, and alternative chemical protocols are either incomplete, lack specificity, or 
degrade products. We recently reported a novel method for the analysis of Ser/Thr post-translational 
modifications, in which samples were subjected to β-elimination in the presence of pyrazolone 
derivatives. We report here applications of BEP reaction for the analyses of glycosaminoglycan-protein 
linkage regiona, GAG disaccharides, and glycosylation site of proteoglycan.

研究分野： 分析化学
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１． 研究開始当初の背景 
セリンとスレオニンはリン酸化や糖鎖修飾を
受ける代表的なアミノ酸残基であり、ムチン
型糖鎖（O-GalNAc）をはじめ、発見が比較的
最近である糖鎖修飾（O-GlcNAc, O-Fuc, O-Man
等）もセリンとスレオニンの翻訳後修飾であ
り、シグナル伝達や分化制御などの明確な機
能が明らかにされてきている。糖タンパク質
のなかでもアスパラギン残基の修飾であるＮ
-glycanは構造非依存的に糖鎖を切り出す酵
素（PNGase F）を用いた糖鎖解析が勢力的に
行われているが、ムチン型糖鎖については構
造非依存的に切り出す酵素がないため、糖鎖
の遊離は専ら化学法に依存しているのが現状
である。化学法ではピーリング反応による分
解を避けるために糖アルコールへと還元する
Carlson法が標準的な方法（引用文献 ①） と
なっているが、還元末端を利用する精製やラ
ベル化が行えないなど問題も多く残されてい
る。申請者は、ピラゾロン共存下β脱離反応
を行うことで、化学的な糖鎖切断と標識を同
時に行う解析手法の開発を進めてきた。さら
には脱グリコシル化したペプチドの糖鎖結合
部位が同時に修飾されることを見出している
(図1)（引用文献②）。 

 

図１．ピラゾロン共存下β脱離反応 

２． 研究の目的 
本研究ではピラゾロン試薬共存下でのβ脱離
反応を利用した糖鎖および脱修飾化ペプチド
解析法の基盤技術をさらに発展させ、有用な
新規ピラゾロン試薬の開発、さらにはセリン
残基修飾の一つである「プロテオグリカンの
共通四糖橋渡し構造および糖鎖結合部位の一
斉解析法」の開発を目的としている。 
 
３． 研究の方法 
（１）これまでのピラゾロン試薬共存下での
β脱離反応に対するマイクロ波放射の効果
について検討を行った。糖タンパク質として
はO結合型糖鎖を有するブタ胃ムチンを使用
し、マイクロ波支援 BEP 反応の詳細な検討を
行った。 
（２）プロテオグリカンの一斉解析スキーム
を図２に示したが、まずグリコサミノグリカ
ンを有する糖ペプチドの効率的なエンリッ
チ法の確立を目的として、プロテオグリカン
の一つである尿トリプシン阻害剤（Urinary 
Trypsin Inhibitor）のペプチドグリコサミノ
グリカンのエンリッチ法について検討した。

さらに、得られたペプチドグリコサミノグリ
カンを用いて共通四糖橋渡し構造、グリコサ
ミノグリカン二糖構造、および糖鎖結合部位
の解析を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．プロテオグリカンの共通四糖橋渡し構
造、グリコサミノグリカン二糖構造、および
糖鎖結合部位の解析スキーム 
 
（３）蛍光基導入ピラゾロン試薬を合成し、
BEP 反応の有用性について評価した。 
 
４． 研究成果 
（１）マイクロ波放射ピラゾロン共存下β脱
離反応を行うことで、BEP 反応が向上し、１
２０℃で反応を行うことで、これまで１６時
間必要であった反応時間を２時間まで短縮
でき、O 結合型糖鎖の回収量も 2 倍以上向上
することが明らかとなった（図３）。本手法
と固相抽出法を併用することで、血清や組織
など様々な生体試料のO結合型糖鎖の解析を
行うことができた。本手法はプロテオグリカ
ンを含むすべてのO結合型糖鎖解析へ応用で
きる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．マイクロ波支援ピラゾロン共存下β脱
離反応におけるO結合型糖鎖の回収量の比較 
 
（２）尿トリプシン阻害剤をトリプシン消化
し、エタノール沈殿を行うことで、ペプチド
グリコサミノグリカンをエンリッチできる
か評価した。エタノール沈殿により回収した
残差をBEP反応によりペプチドをピラゾロン
試薬により標識することでペプチドグリコ
サミノグリカンの回収を評価した。（図４）。
上段に示すように、エタノール沈殿を行わな
なければ、BEP 反応後に目的のペプチドは検
出できないが、エタノール沈殿を行うことで、

 



ペプチドグリコサミノグリカンが効率的に
エンリッチできていることが明らかとなっ
た。さらに PMP 標識ペプチドの MSMS 解析に
より、プロテオグリカンの糖鎖結合位置を同
定できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．ペプチドグリコサミノグリカンのエタ
ノール沈殿によるエンリッチ 
 
さらにコンドロチチナーゼを用いてグリコ
サミノグリカンを二糖単位へと消化した後、
BEP 反応の結果、硫酸基を二つ有する六糖構
造を検出できた（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．六糖橋渡し構造の MALDI TOF-MS スペ
クトル 
 
さらに、コンドロチチナーゼにより切断した
GAG 二糖をグライコブロッティング法により
精製し HPLC 分析した結果、CS-0S および
CS-4S が主成分であることが判明した（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．GAG 二糖の HPLC 解析 
 
以上より、BEP 反応とグライコブロッティン

グ法によりプロテオグリカンの共通六糖橋
渡し構造、GAG 二糖構造、および糖鎖結合部
位を一度に解析する方法を開発した。 
 
（３）蛍光基導入ピラゾロン試薬の合成は達
成し、糖鎖標識後の蛍光も確認できている。
しかし、新規蛍光基導入ピラゾロン試薬の溶
解性が低いためこれまで行ってきた BEP 反
応条件を用いることができす、今後さらに詳
細な反応条件を検討する必要がある。 
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