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研究成果の概要（和文）：本研究は前処理を含む一連の分析操作が特に困難な糖鎖付加や細胞のシグナル伝達に
必要不可欠なリン酸化反応を明らかにするために，アクリルアミドゲル層と3次元型のマイクロチップを用いて
糖鎖やリン酸化化合物の分析までに必要な前処理を含む一連の工程を流路中で行うことにより真のハイスループ
ット分析を実現するために実施した。糖鎖の特異的濃縮法とリン酸化化合物のオンライン濃縮・標識マイクロチ
ップ電気泳動法を開発した。

研究成果の概要（英文）：In this research, we used an acrylamide gel layer and a three-dimensional 
microchip to perform a series of steps such as pretreatment necessary for analyzing sugar chains and
 phosphorylated compounds in a flow channel, achieving true high-throughput analysis.

研究分野： 分析化学

キーワード： 糖鎖　リン酸化　マイクロチップ電気泳動

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖鎖修飾やタンパク質のリン酸化などの翻訳後修飾を解明しようとする研究が世界中で盛んに行われているが，
それぞれの翻訳後修飾がどのタイミングでどのように変化した結果，糖鎖構造やリン酸化状態が変化したという
報告はない。そこで、何らかの刺激を与えた直後のタンパク質の翻訳後修飾のメカニズムを解明するために，糖
鎖およびリン酸化タンパク質の分析までに必要な前処理を含む一連の工程を流路中で，かつプログラムされた電
圧印加のみで行うことにより真のハイスループット分析を実現する方法を実現した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
糖鎖修飾やタンパク質のリン酸化などの翻訳後修飾を解明しようとする研究が世界中で盛んに
行われているが，そもそも糖鎖の機能解析では網羅的に解析する技術がなく，ガンなどの疾病に
より発現する糖鎖やタンパク質のリン酸化状態が変化したという知見が数多く報告されている
が，それぞれの翻訳後修飾がどのタイミングでどのように変化した結果，糖鎖構造やリン酸化状
態が変化したという報告はない。これが解明できればより詳細ながん化や，がん転移のメカニズ
ムの解明につながるだけでなく治療のターゲット分子を発見できる可能性がある。このために
は何らかの刺激を与えた直後の翻訳後修飾をその場で解析できるような技術が必要と考えられ
ていた。 
 
２．研究の目的 
タンパク質の翻訳後修飾として，その発現量や発現している種類のモニタリングが重要である
が，前処理を含む一連の分析操作が特に困難な糖鎖とリン酸化タンパク質をターゲットとし，ア
クリルアミドゲル層と 3 次元型のマイクロチップを用いて細胞を 3 次元で培養し，そこに何ら
かの刺激を与えた直後のタンパク質の翻訳後修飾のメカニズムを解明するために，糖鎖および
リン酸化タンパク質の分析までに必要な前処理を含む一連の工程を流路中で，かつプログラム
された電圧印加のみで行うことにより真のハイスループット分析を実現するための方法の開発
を試みた。細胞に発現している糖鎖のプロファイリングなどはもちろんのこと，抗体医薬品の生
産ラインにおいて免疫原性となる糖鎖の特異的検出などを短時間で簡単に，かつ網羅的に解析
することが可能になると考えられ，糖鎖やリン酸化化合物あるいは，この両方を利用した指標と
した臨床分析にも広く応用することが可能であると考えられる。 
 
３．研究の方法 
高機能化マイクロチップ電気泳動システムによる糖鎖、リン酸化の全自動解析を実現するため
に個別の全自動解析を実現する方法について検討を行った。高機能化マイクロチップを用いる
糖鎖の全自動高速構造解析法の開発では①サイズ排除用マイクロチップを用いて培養細胞から
の総タンパク質の抽出を PC 膜，酵素による糖鎖の調製を透析膜上で連続して達成できるマイク
ロチップ電気泳動法の開発，②流路中での 8-aminopyrene-1,3,6-trisulfonic acid (APTS)による蛍光
標識化，③開発済みの前濃縮ゲルやレクチン封入ゲルをオンライン特異的濃縮や試料精製に利
用することで前処理が一切不要な全自動糖鎖解析法の開発を目指す。培養細胞から糖鎖を抽出
するためには細胞に対して還元剤やベンゾナーゼなどを加えて総タンパク質を抽出した後，酵
素を用いて糖鎖を調製する必要がある。この一連の操作をマイクロチップの流路中で達成する
には，まず細胞を流路の一部に止めさせ，試薬をその部分に泳動させてタンパク質を抽出しなけ
ればならない。その後，抽出した総タンパク質を別の流路で濃縮し，酵素などをその部分に泳動
することが必要と考えられる。そこで，細胞濃縮には細孔径が 1 µm の PC 膜を，その後の総タ
ンパク質の濃縮には分子量 1 万のカットオフフィルターを用いる予定である。このサイズ排除
用のマイクロチップの有用性が確認された後，多分岐流路を有するマイクロチップにナイロン
モノフィラメントで作製した流路と透析膜などを組み合わせ，かつ異なる機能をもつ複数のゲ
ル層を流路上に配し，濃縮，反応，粗分画，特異的抽出の一連の過程を実現するための研究を遂
行した。リン酸化タンパク質の解析も糖鎖と同様に、細胞をチップ上で培養し，目的とするタン
パク質群を抽出後，この中からリン酸化タンパク質のみを，我々が開発した Phos-tag アクリルア
ミドゲルによるオンライン特異的濃縮を行い，そこに FITC のようなタンパク質のアミノ基をタ
ーゲットとした蛍光試薬を導入し，高感度化を行った後，分離検出する。このリン酸化タンパク
質の全自動高速解析用マイクロチップの概念図を Fig. 1 に示す。 
 

 
 

Fig. 1. リン酸化タンパク質の全自動高速構造解析を達成するための PDMS 製マイクロチップ

のレイアウト。 



 
４．研究成果 
①では PC 膜上でタンパク質の濃縮は確認することが出来たが、続く酵素消化では、反応に大き
なばらつきがあった。現在、電圧印加プログラムを見直し、酵素消化の再現性を向上させるため
の実験を実施している。ところで、この研究を進める過程においてアクリルアミドゲルによる酵
素消化の有用性については十分に評価できたことから、本法の応用として、この PNGase F 含有
ゲルや糖鎖の加水分解酵素を市販のピペットチップ内に封入し、酵素消化を試みた。その結果、
通常のマイクロチューブで行うよう手法で 2 日かかっていた工程を 20 分に短縮することが出来
た。また、PNGase F による糖鎖の回収量は既存の方法と比較しても、ほぼ定量的に酵素消化が
起こっていることを示唆していた。また、糖加水分解酵素を封入したチップでは電動ピペッター
を用いて最適化を行ったため全自動化も見込めると考えている。 

 
②、③のオンライン試料標識化反応，および特異的濃縮一度・
分離を達成できる電気泳動法の開発では比較的蛍光標識が
容易と考えられたリン酸化タンパク質の全自動解析につい
て着手した。本研究を実施するにあたり柔軟性・耐久性があ
り，汎用性の高いポリマーである poly(dimethyl siloxane) 
(PDMS)とガラスのハイブリッドマイクロチップを作製し，
分離検出に至る一連の工程の集積化を試みた。作製したマイ
クロチップのレイアウトを Fig.3 に示す。PDMS を基盤とす
る多分岐流路の構築し，Phos-tag 含有アクリルアミドゲル層
の作製を試みた。マイクロチップは，内径 100 µm の多分岐
型流路を有する PDMS プレートと基盤のスライドガラスを
プラズマ処理によって貼り合わせたものを用いた。Phos-tag
含有アクリルアミドゲル溶液として，アクリルアミドに架橋
形成剤のビスアクリルアミド，重合開始剤としてアゾビス系
化合物を，重合促進 剤として N,N,N’,N’- tetramethyle 
thylenediamine (TEMED)，および Phos-tag® acrylamide を加え
たものを用いた。このゲル溶液を加圧してマイクロチップ流
路中に導入し，流路に LED (365 nm)をピンポイントで照射
し，光重合性 Phos-tag 含有アクリルアミドゲル層を流路の一
部のみに構築した。 
作製した PDMS-ガラス製ハイブリッドマイクロチップの流路中に構築した Phos-tag ゲル層にお
いて，未標識のリン酸化ペプチドのオンライン濃縮と標識化，それに続く電気泳動分離を試みた。 
試 料 に は モ ノ リ ン 酸 化 -casein を 用 い た 。 ま ず ，  3 種 類 の 蛍 光 剤 ， 5-(4, 6-
dichlorotriazinyl)aminofluorescein (DTAF) ， fluorescein isothiocyanate (FITC) ， 4-fluoro-7-
nitrobenzofurazan (NBD-F)を用いて蛍光標識化したモノリン酸化 -casein をマイクロチップ上の
Phos-tag ゲル層に泳動したところ，いずれの試料においても時間経過に伴う蛍光強度の上昇が観
察され，リン酸化化合物が特異的にゲル層に捕捉されることが分かった。次に，オンライン標識
に用いる蛍光試薬の検討を行った。未標識のモノリン酸化 -casein をゲル層に捕捉させた後，蛍
光試薬をゲル層に電圧印加で送液したところ，DTAF を用いた場合でのみ，ゲル層の蛍光の増大
が確認できた。このことから，試料は DTAF によって短時間で標識化されることが示唆された。
ゲル層に捕捉された DTAF 標識化モノリン酸化 -casein の脱離用泳動液として EDTA を含む高濃
度のリン酸緩衝液を用いたところ，ゲル層から DTAF 標識化モノリン酸化 -casein のスムーズな
脱離が達成され，良好な分離を実現できた。   

Fig. 2  酵素含有アクリルアミドゲルチップによる試料調製手順と実際のアクリルアミドゲル

チップの写真 

Fig. 3  作製した PDMS/ガラス

マイクロチップ 



以上の結果から，作製した PDMS-ガラス製ハイブリッドマイクロチップと光重合性 Phos-tag 含
有アクリルアミドゲルの構築により，リン酸化化合物の高感度検出に必要な前処理を 1 枚のチ
ップ上で達成できる条件を確立できた。今回開発したマイクロチップを用いれば，試料混合物
（10 µL）をチップに導入するだけで，10-14 mol 量のリン酸化されたペプチドやタンパク質を特
異的に検出できる。 
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ACS Omega 18608～18618

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Kinoshita Mitsuhiro、Yamamoto Sachio、Suzuki Shigeo 5

 １．著者名

10.1016/j.jpba.2020.113267

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
A practical method for preparing fluorescent-labeled glycans with a 9-fluorenylmethyl
derivative to simplify a fluorimetric HPLC-based analysis

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 113267～113267

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Kinoshita Mitsuhiro、Saito Ai、Yamamoto Sachio、Suzuki Shigeo 186

 １．著者名
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2023年

2023年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第30回クロマトグラフィーシンポジウム

第35回バイオメディカル分析科学シンポジウム

 ３．学会等名

 ３．学会等名

山本佐知雄、吉岡 真依、鮎川立希、木下充弘

山本佐知雄、鮎川立希、木下充弘

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

多分岐マイクロチップとレクチン固定化アクリルアミドゲルを用いる糖鎖のアフィニティーマイクロチップ電気泳動法

多分岐マイクロチップとレクチン固定化アクリルアミドゲルを用いる糖鎖のアフィニティーマイクロチップ電気泳動法

10.1016/j.jpba.2020.113875

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
A rapid and facile preparation of APTS-labeled N-glycans by combination of ion pair-assisted
extraction and HILIC-SPE for routine glycan analysis

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 113875～113875

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 ４．巻
Kinoshita Mitsuhiro、Nakatani Yumi、Yamada Keita、Yamamoto Sachio、Suzuki Shigeo 195

 １．著者名
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
<i>In Situ </i>Photopolymerization of Functionalized Polyacrylamide-Based Preconcentrators for
Highly Sensitive Specific Detection of Various Analytes by Microchip Electrophoresis

CHROMATOGRAPHY 29～36

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 １．著者名
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2022年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

日本分析化学会第72年会

第34回クロマトグラフィー科学会議

第 43 回キャピラリー電気泳動シンポジウム

第34 回バイオメディカル分析科学シンポジウム

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

山本佐知雄、吉岡 真依、鮎川立希、木下充弘

山本佐知雄、鮎川立希、木下充弘

山本佐知雄、鮎川立希、木下充弘

山本佐知雄、鮎川立希、鈴木茂生、木下充弘

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

レクチン固定化アクリルアミドゲルを用いる糖鎖のアフィニティーマイクロチップ電気泳動法の開発

多分岐マイクロチップとレクチン固定化アクリルアミドゲルを 用いる糖鎖のアフィニティーマイクロチップ電気泳動法の開発

レクチン固定化アクリルアミドゲルを用いる糖鎖のアフィニティーマイクロチップ電気泳動法の開発

レクチン固定化アクリルアミドゲルを用いる糖鎖のアフィニティーマイクロチップ電気泳動法の開発



2022年

2022年

2022年

2022年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第29回クロマトグラフィーシンポジウム

第72回　日本薬学会関西支部総会・大会

第73回日本電気泳動学会総会

日本分析化学会第71年会

 ３．学会等名

山本佐知雄・矢野祥子・鈴木 茂生・木下充弘

山本佐知雄・矢野祥子・木下充弘

山本佐知雄・鮎川立希・鈴木茂生・木下充弘

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

山本佐知雄、鮎川立希、高橋佑季、木下充弘

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

光硬化性レクチン固定化アクリルアミドゲルを用いる 糖鎖のアフィニティーマイクロチップ電気泳動法の開発

光重合性Phos-tag含有アクリルアミドゲルを用いるリン酸化化合物のオンライン濃縮・標識・ 分離システムの開発

光重合性Phos-tag含有アクリルアミドゲルを用いるリン酸化化合物のオンライン濃縮・標識・ 分離システムの開発

光硬化性レクチン固定化アクリルアミドゲルを利用した糖鎖のアフィニティーマイクロチップ電気泳動法の開発

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名
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2021年

2021年

2021年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第37回イオンクロマトグラフィー討論会（招待講演）

第32回クロマトグラフィー科学会議

 ２．発表標題

山本 佐知雄

山本 佐知雄、加藤 奈帆、和田 美希、木下 充弘、鈴木 茂生

山本 佐知雄、加藤 奈帆、木下 充弘、鈴木 茂生

 ３．学会等名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ３．学会等名

 ３．学会等名
第71回 日本薬学会関西支部総会・大会

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

山本佐知雄、矢野祥子、木下充弘、鈴木茂生

 ３．学会等名

キャピラリー電気泳動を用いた糖鎖の 網羅的解析技術の開発

タンパク質固定化アクリルアミドゲルチップを用いる糖鎖の簡易調製と構造解析法の開発

酵素固定化アクリルアミドゲルチップによる糖鎖の簡易酵素消化法の開発

光重合性Phos-tag含有アクリルアミドゲルを用いるリン酸化化合物のオンライン濃縮・標識・ 分離システムの開発

クロマトグラフィー次世代技術セミナー2021
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2020年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第80回分析化学討論会

第27回クロマトグラフィーシンポジウム

日本分析化学会第69年会

第31回クロマトグラフィー科学会議（招待講演）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

山本 佐知雄、矢野 祥子、増田 誠子、木下 充弘、鈴木 茂生

山本佐知雄

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名
山本 佐知雄、矢野 祥子、増田 誠子、木下 充弘、鈴木 茂生

Phos-tag含有ポリアクリルアミドゲルを用いるリン酸化化合物のオンライン高感度検出システムの構築

光硬化性アクリルアミドのピンポイント合成技術を 用いるマイクロチップ電気泳動の高機能化

Phos-tag含有ポリアクリルアミドゲルを用いるリン酸化化合物のオンライン濃縮・標識マイクロチップ電気泳動法の開発

サイズ排除型マイクロチップを用いるタンパク質のオンライン濃縮と酵素消化への応用

 １．発表者名
山本佐知雄、辰巳凱、前谷一仁、木下充弘、鈴木茂生

 ３．学会等名



2020年

〔図書〕　計0件

〔産業財産権〕

〔その他〕

－

６．研究組織

７．科研費を使用して開催した国際研究集会

〔国際研究集会〕　計0件

８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況
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日本薬学会第141年会
 ３．学会等名

山本 佐知雄、矢野 祥子、増田 誠子、木下 充弘、鈴木 茂生
 １．発表者名

 ４．発表年

光重合性Phos-tag含有アクリルアミドゲルを用いるリン酸化化合物のオンライン高感度検出システムの構築


