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研究成果の概要（和文）：糖鎖の構造と発現量の網羅的データベースである糖鎖アトラスを作成するための手法
を種々の存在形態の糖鎖分子にも適応できるようにした。そしてその手法を用いてゼブラフィッシュの胚発生時
期における糖鎖構造の変遷を網羅的に分析することに成功し、その一部は既に論文として発表した。一方、糖タ
ンパク質標品や動物組織の網羅的糖鎖構造解析を行って構造と発現量に関するデータを蓄積することにも成功
し、それらのデータを二次元糖鎖マップに編集してインターネット上で公開した。本研究により、マウスの糖鎖
アトラスさらにはヒトの糖鎖アトラス作成のための技術的問題点を克服することに成功した。

研究成果の概要（英文）：A preparing method for glycan atlas, which is a comprehensive database of 
glycan structure and expression level, was adapted to glycan molecules of various forms. Using this 
method, we succeeded in comprehensively analyzing the changes in glycan structure during the 
embryonic development of zebrafish, and some of these results have been published. On the other 
hand, we also succeeded to accumulate data on structure and expression level by analyzing glycan 
structure of glycoproteins and animal tissues and published on internet as 2 dimensional glycan 
maps. This study overcame the technical problems for producing of mice and human glycan atlases.

研究分野： 機能生物化学
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１．研究開始当初の背景 
糖鎖は第三の生命鎖と呼ばれ、その構造多

様性から様々な機能が予測されているが、未
だ不明な部分が多かった。糖鎖の機能解明が
進んでいない大きな理由の一つに構造分析の
難しさがあった。これに対して研究代表者は、
長年にわたって糖鎖構造解析の手法開発を行
ってきていた（①－⑩）。しかし、構造解析を
専門としない研究者が複雑な糖鎖構造を一か
ら分析するには多大な労力が必要であり、構
造機能相関の解析が手軽に行える状況にはな
かった。そこで研究代表者は、どの部位にど
のような構造の糖鎖がどれだけ発現している
のかを示したデータベースがあれば、糖鎖解
析の手間が大幅に削減でき、機能研究の飛躍
的な進展が期待できるとの着想に至った。 
 この着想を具体化するために、生物種が持
つ糖鎖の全体像を描いた見取り図である糖鎖
アトラスの作成に着手した。本研究開始当初
までの研究で、糖タンパク質がもつ N-結合型
糖鎖の網羅的解析手法を確立し、ヒトの血清
を分析して得られた糖鎖情報をまとめ、論文
として報告していた（⑪）。その成果は、新聞
（科学新聞他）やテレビニュースなどでも取
り上げられた。またインターネット上で、そ
れまでに得られた糖鎖情報を広く公開してお
り、糖鎖アトラス作成のための最初のステッ
プをすでに踏み出していた。 
 一方、国内外の他の研究グループによって
類似の発想の元に行われている研究もあった
が、本研究は、糖鎖の特徴である多数のアイ
ソマー構造の分別決定や定量精度において他
のグループよりも優れていた。これらのこと
から糖鎖アトラスは、最も優れしかも実用性
の高い糖鎖データベースとなることが期待で
きた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では以下の項目の開発研究を行うこ
とで網羅的な糖鎖解析を実現し、さらに得ら
れた糖鎖情報を論文とインターネット上で公
開することを目的としている。 
(1) 細胞内には機能道であるが相当量（1 
μM）の遊離糖鎖が存在している。他の糖鎖種
と同様に構造は多様であり、生理機能も示唆
されている。しかし細胞由来の試料にはグル
コースのオリゴ糖が大量に含まれており、従
来法では解析が妨害される難点があった。そ
こで本研究では、アミラーゼやグルコアミラ
ーゼなどのグルコシダーゼを用いてグルコー
スオリゴ糖を分解することにより、細胞内遊
離糖鎖の詳細な構造解析を可能にすることを
目指した。 
(2) O-結合型糖鎖の代表であるムチン型糖
鎖は、タンパク質からの遊離時に従来法では
糖鎖の分解反応を多く伴うことが最大の難点
であった。糖タンパク質糖鎖の中でもムチン
型糖鎖は特に不安定であり、現在用いられて
いる条件下では 20～50％が、主にピーリング
反応により分解してしまう。しかも本研究の

標的である組織サンプルを用いた場合には、
精製された糖タンパク質よりも、個の分解は
さらに顕著になることが知られていた。これ
に対して研究開始当時、カルシウムなどの 2
価金属イオンの除去によって劇的に分解反応
が抑えられることが報告された(⑫)。そこで
我々の手法にそれを応用することによって、
ムチン型糖鎖を含む O-結合型糖鎖の精細な構
造解析を可能にすることを目指した。 
(3) 種々の生体試料に対して、本研究で構築
した手法を用いて網羅的糖鎖構造解析を行い、
得られたデータを公開することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 遊離オリゴ糖調製法の改良 
 遊離オリゴ糖を水抽出により生体サンプル
から抽出した後、エンド型およびエキソ型の
種々のグルコシダーゼ処理を単独および組み
合わせで検討した。評価には目的の遊離オリ
ゴ糖の収率、網羅性、およびグルコースオリ
ゴ糖の除去効率を指標とした。 
(2) ムチン型糖鎖調製法の改良 
 ムチン型糖鎖をヒドラジン処理によりタン
パク質から切り出す前に、サンプルを EDTA、
EGTA、カルボン酸を含む種々の有機酸あるい
はそれらのナトリウム塩で処理した。手法の
評価には、ムチン型糖鎖の分解率の低減と収
率を指標とした。 
(3) ゼブラフィッシュ胚の糖鎖解析 
 従来法（⑬）に従いゼブラフィッシュの受
精卵を培養することにより、特定の発生時間
の胚を得た。卵膜と卵黄を除いた胚からヒド
ラジン処理により糖鎖を切り出した。糖鎖を
蛍光標識した後、数種の HPLC と質量分析器を
用いて構造を解析した。その際、ムチン型糖
鎖と遊離糖鎖調製には、本研究で確立した改
良法を用いた。 
(4) 2 次元マップの作成（⑪） 
 個々の蛍光標識糖鎖の逆相 HPLC とサイズ
分画 HPLC における溶出時間を逆相スケール
値またはグルコースユニット値にそれぞれ換
算した。逆相スケール値を横軸、グルコース
ユニット値を縦軸にとり、2 次元の散布図と
して示した。このマップ上での位置を比較す
ることにより迅速かつ簡便に糖鎖の構造を予
測することができる。 
(5) ヤツメウナギの糖鎖解析 
 ヤツメウナギを解剖して脳、消化管、心臓、
腎臓、肝臓、卵巣、精巣を摘出しゼブラフィ
ッシュ胚の場合と同様にして N-結合型糖鎖の
構造解析を行った。 
(6) マウス臓器の糖鎖解析 
 8 週令の ICR マウスから脳、腎臓、肝臓、
血清を調製し、ゼブラフィッシュ胚の場合と
同様にして N-結合型糖鎖の構造解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 糖鎖調製法の改良に関する成果 
細胞内遊離糖鎖の調製の際、グルコースオ

リゴ糖の混入が分析を妨げ分析法の感度を著



しく下げる原因となっていた。これに対して
本研究において、グルコース分解酵素を組み
合わせてグルコースオリゴ糖を除去する手法
を検討した結果、グルコアミラーゼとα-アミ
ラーゼを共に作用させた時に効率よく除去で
きることを見出した。これにより細胞内遊離
糖鎖の効率的かつ高感度な分析が可能となっ
た。 
 ムチン型糖鎖の構造解析において、ピーリ
ング反応による糖鎖の分解が大きな問題であ
った。特に生体組織等を用いた場合、分解率
は上昇するので、糖鎖アトラスの作成には大
きな障害となっていた。これに対して二価カ
チオンの除去がピーリング反応を抑えるとい
う報告があった。そこで本研究では、フマル
酸、マレイン酸、クエン酸などの有機酸やEDTA、
EGTAなどのキレート剤を用いて金属二価カチ
オンの除去を試みたところ、EDTA による処理
が最も効果的かつ再現性良くピーリング反応
による分解を最も抑え、良い収率をもたらす
ことが分かった。これによりムチン型糖鎖の
効率的かつ高感度な分析が可能となった。 
 以上の改良により、これまでに確立してい
た組織サンプル由来の N-結合型糖鎖の網羅的
解析に加え、遊離糖鎖および O-結合型糖鎖に
も精細な網羅的解析を行うことが可能となっ
た。 
(2) 糖鎖構造解析法の改良に関する成果 
 ヒドラジン処理によって糖鎖を調製する場
合、アミノ糖から外れた N-アセチル基をアセ
チル化反応で戻す必要がある。しかしその際
に１％程度 O-アセチル化も起こってしまう。
この副生成物は糖鎖アトラスのための精細な
構造解析の障害となっていた。そこで、蛍光
標識糖鎖をアルカリ処理することにより O-ア
セチル基だけを選択的に除去する条件を検討
し設定することに成功した。これにより、含
量が 0.1％以下の極微量の糖鎖まで分析が可
能となり、糖鎖情報の網羅性を大幅に上げる
ことができた。 
(3) ゼブラフィッシュ胚の糖鎖に関する成
果 
 本研究により開発確立した糖鎖の網羅的解
析手法を用いることにより、ゼブラフィッシ
ュの胚発生時期における糖鎖構造の変遷を網
羅的に分析することに成功し、N-結合型糖鎖
に関する部分を査読付き論文として発表する
ことができた。ゼブラフィッシュの胚発生に
おいてステージ特異的に N-結合型が劇的な構
造変化を遂げていることが分かった。初め真
核生物や後生動物に共通な糖鎖構造がほとん
どであったが、胚が脊椎動物に特徴的な形態
をとるステージに入ると、脊椎動物に特徴的
な糖鎖構造が劇的に増加することが分かった。
そ の 代 表 的 な 構 造 は 、
Siaα2-6Galβ1-4GlcNAcβ1-2Manα1-3(Gal
β1-4GlcNAcβ1-2Manα1-6)Manβ1-4GlcNAc
β1-4GlcNAc であった。この結果は、脊椎動
物の形態形成に脊椎動物特異的な糖鎖構造が
関与している可能性を示唆しており、生合成

遺伝子の KO 実験などで示唆されていた結果
と符合するものである。またその解析の中で、
希少糖を末端に持つ新奇な糖鎖を発見した
[Hanzawa, K., et al. Glycobiology, 2017, 
228-245]。希少糖を含む N-結合型糖鎖の発見
は世界初であり、本研究における大きな成果
である。さらに、O-結合型糖鎖と遊離糖鎖の
解析も行い、多くの新規構造糖鎖のデータを
得ることができた。これらの内容については、
現在論文を投稿準備中である。 
(4) 糖タンパク質標品の糖鎖に関する成果 
数種類の糖タンパク質標品（タカアミラー

ゼ、ニワトリオボアルブミン、ウズラオボム
コイド、ウシフェツイン、ヒトα1-酸性糖タ
ンパク質、ウシリボヌクレアーゼ B、ブタチ
ログロブリン、ウシγ-グロブリン）の網羅的
糖鎖構造解析を行い、糖鎖構造と発現量に関
するデータを蓄積することに成功した。その
中には既報にない微量成分も含まれている。
例えば、タカアミラーゼからは、従来知られ
ている生合成経路からは生じ得ない構造の糖
鎖が検出された。それらのデータを二次元糖
鎖マップという形式に編集して、一部は既に
インターネット上で公開した。さらに、標準
糖鎖の糖鎖マップデータの件数を大幅に増加
したデータベースの改訂版を公開した
[http://www.sc.niigata-u.ac.jp/biologyin
dex/natsuka/methods.html]。 
(5) ヤツメウナギの糖鎖に関する成果 
 糖鎖アトラスの簡易版の作成を目的として、
ヤツメウナギの各臓器（脳、肝臓、心臓、腎
臓、消化管、卵巣、精巣）から糖鎖を調製し
て解析を行い、各臓器の糖鎖マップを作成し
た。それぞれの臓器の糖鎖は、特徴的な構造
と発現量を示していることが分かった。特に
卵巣はまったく異なる構造パターンを示して
おり。おそらくは卵黄の特殊な糖鎖構造を反
映しているものと予想された。この簡易版糖
鎖アトラスの作成を行ったことにより、本手
法を用いることで糖鎖データベースを構築で
きることを実地で示すことができた。本研究
による簡易版作成で得られた情報量は限られ
たものであったにもかかわらず、各臓器の糖
鎖構造の特徴を明瞭に示すことができたこと
は、マウスやヒトなどの汎用性の高い動物種
を選び、さらに糖鎖情報の精細度を上げ、部
位数を大幅に増やせば、非常に有用性の高い
糖鎖データベースを構築できることを示唆し
ている。この成果に関する論文も投稿準備中
である。 
(6) マウス糖鎖アトラスに関する成果 
 最終年度には、前年度までに技術的課題を
概ね克服できたので、当初予定していた計画
をさらに進めてマウスを対象にした糖鎖の大
規模解析に着手し始めた。最終年度終了時ま
でにマウスの臓器等数種（肝臓、脳、腎臓、
血清）の網羅的解析を行うことができた。各
臓器当たり N-結合型糖鎖だけでも 100種類以
上の構造を検出することができ、それぞれの
構造と発現量を決めることができた。これは



ヤツメウナギで作成した簡易版の 5 倍以上の
情報量に相当する。マウスでもやはり臓器ご
とに特徴的な糖鎖構造を有しており、生合成
経路が各臓器で独特であることが確かめられ
た。また、マウス血清の N-結合型糖鎖の分岐
様式はヒト血清の糖鎖とは明確に異なること
が分かり、部位特異性だけでなく種特異性も
また顕著に表れることが確かめられた。現在、
得られた解析データの公開に向けて公開用フ
ォーマットの検討を行っている。 
(7) 今後の展開に向けて 
 本研究によって、マウスやヒトの網羅的な
糖鎖の構造及び発現量データベース、すなわ
ち糖鎖アトラスの作成が可能となった。しか
し本研究において作成した簡易版ではなく、
大きな情報量を有する本格的な糖鎖アトラス
を実際に作るには、現在よりも多くの機器設
備とマンパワーが必要であることもまた明ら
かとなった。今回の研究結果から推定される
マウス糖鎖アトラス作成に必要な期間は、十
分なファンドが供給された場合、３～５年程
度と見積もることができる。さらに疾患特異
的な糖鎖変化を含むヒト糖鎖アトラスの作成
にはさらに大きなファンドが必要であるが、
技術的な問題点は概ね本研究によりクリアす
ることができた。 
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