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研究成果の概要（和文）：液体クロマトグラフィー／エレクトロスプレーイオン化／タンデム質量分析を用いた４種類
のグリコサミノグリカン（GAG）に由来する合計29種の分子種（23種の鎖内繰り返し二糖、3種の遊離末端部分の単糖お
よび二糖、3種のGAG結合部六糖）の網羅的解析法(GAGomics)を確立した。この方法をヒト軟骨、靭帯、腱から効率的に
GAGを抽出する方法と組み合わせることにより、臨床検体のGAGomics 解析が可能になる。

研究成果の概要（英文）：We developed a method for quantitative analysis of four classes of 
glycosaminoglycans (GAGs) using liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry 
(LC-ESI-MS/MS). We demonstrated the quantification of a total of 29 saccharides (23 repeating 
disaccharides, 3 terminal mono- and disaccharides and 3 linkage hexasaccharides). The method with 
efficient extractions of GAGs from human cartilage, ligament and tendon can be used for clinical GAGomic 
analysis.

研究分野： 生化学

キーワード： グリコサミノグリカン　質量分析　軟骨　靭帯
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１． 研究の背景 
 

(1)整形外科領域における GAG 研究 
グリコサミノグリカン (GAG) は、基本

骨格をなす二糖（図１）の組み合わせとそ
の結合様式によってコンドロイチン/デル
マタン硫酸、ヒアルロン酸、ヘパラン硫酸、
およびケラタン硫酸の４クラスに分類され、
様々な部位・程度で硫酸化、エピマー化な
どを受けるヘテロ性の高い糖鎖である。 

 
 
 
 
 
 

 
軟骨、靭帯、腱などの組織の構造と機能は、

わずかに存在する細胞ではなく、高度に特殊
化された細胞外基質によって担われている。
GAG はその細胞外基質の主要な構成成分とし
てコラーゲンなどのタンパク質とともに運動
器の働きに大きな役割を果たしている。例え
ば軟骨の荷重に対する抵抗性と潤滑な表面は、
多量に含まれるコンドロイチン硫酸の陰性電
荷が水を結合しこれをコラーゲンの網目構造
によって緊縛することで可能になっており、
靭帯や腱では GAG はコラーゲン繊維を保持
する働きを持つと考えられる。 

軟骨、靭帯、腱などの細胞外基質は、その
物理的性質について生体力学による機能解析
と生体工学による人工組織の作成が、また規
則正しい高度に組織化された構造がナノスケ
ールでの形態学的観察の対象になるなど最先
端の研究が行われていた。しかしながら構成
分子の観点からの研究は、複雑な構造ゆえに
分子を組織から抽出し定量することが長らく
困難で、当時漸くタンパク質を対象として遺
伝子解析・遺伝子操作、さらにはゲノミクス, 
プロテオミクスなどの網羅的オミクス研究に
より、各組織における特徴的な分布や成長発
達段階・病的状態での変化の詳細が明らかに
されつつあるところであった。もう一つの重
要な構成分子である GAG に至っては、よく似
ているが異なる構造を正確に同定し定量する
方法がなかったため網羅的解析の対象となっ
ていなかった。 
 
(2) 質量分析法と従来の GAG 解析法との比
較 
オミクス解析の基礎である質量分析法は

質量を厳密に測定することによって対象分
子を同定する手段であり、特にタンデム質量
分析は、液体クロマトグラフィーと組み合わ
せること（LC-MS/MS）で対象分子の開裂と分
子量測定の繰り返しによる高い特異性を持
ち、解析ソフトによる多様な分析が可能な優
れた解析技術であって、従来 GAG 解析に用い
られてきた呈色反応や抗体とは比較になら
ない精度、特異性、定量性を持つ。 

 
(3)質量分析法による GAG 解析の整形外科領
域への応用 
GAG の質量分析はすでにムコ多糖症患者な

どの血液や皮膚で試みられているが、整形外
科領域への応用は未だ限られている。その理
由は、解析対象である軟骨、靭帯、腱などで
は、様々な種類の GAG がタンパク質と結合し
て不均一に分布しているためであり、これら
の組織の詳細な GAG 解析を行うためには、
GAG の抽出法と多種の GAG の分離同定定量
法の確立が必要である。 

 
 

２． 研究の目的 
 

(1)多種類の GAG を定量的に一斉解析する方
法（GAGomics）を完成させる。 
(2)生化学的手法を駆使して軟骨、靭帯、腱な
どの組織からの GAG の抽出効率を高める前
処理条件を定める。 
これらを組み合わせて、運動器各組織にお

ける GAGomics を行い GAG 組成の詳細を明
らかにする方法を確立することを目的とする。 
 
 
３． 研究の方法 

 
(1) LC-MS/MS 条件の最適化と、GAGomics

解析法の確立 
①LC：カラム、分離溶媒、流速、溶出濃度

勾配 
② MS/MS: ・Q1イオン、Q3イオンの選定 

・イオンソース（ネブライザーガス 
・カーテンガスの流量、ヒーター温度） 
・コリジョンエネルギー、各種電圧パラ
メータ 

③ 解析： ・SRM (Selected reaction 
monitoring, 選択反応モニタリング) 
・Prec (Precursor ion scan, 前駆イオ
ンスキャン) 

 
(2) LC-MS/MS のための検体組織前処理の最
適化 
① 組織片の作成：ミクロトームや組織破

砕器により微小組織を作成する。 
② パパイン、コラゲナーゼなどタンパク

質分解酵素を組み合わせて、軟骨、靭
帯、腱について可溶化の最適条件（温
度、pH、酵素量、処理時間）を決定す
る。 

さらに可溶化された抽出液を用いて 
③ 二糖単位への切断：コンドロイチナー

ゼABC,ケラタナーゼ、ヘパリチナーゼ、
ヒアルロニダーゼ各々による分解条件
（温度、pH、酵素量、処理時間）の最
適化を行う。 

④ タンパク質からの切断：テトラヒドロ
ホウ酸による還元処理 
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(3) 鎖の長さと本数の推測 
図１に示すように、結合部六糖は鎖の本数

に一致し、これに対する二糖単位の割合が高 
くなるほど鎖長は長くなることを用いて、鎖
の本数と長さを推定する。 
 
(4) ヒト組織の GAG 解析 
ヒト患者検体を用いて、(1)、(2)で最適化

された条件で、各種分子の定量を行う。 
 
(5) データ解析 
GAG の詳細な組成について、①軟骨、靭帯、

腱、②関節軟骨の深度、③椎間板、靭帯、腱 
の部位、④それぞれの組織における健常部と
損傷部位などで比較する。 
 
 
４．研究成果 

 
(1) GAGomics 解析法の確立 
４種類のグリコサミノグリカン（GAG）に

由来する鎖内の繰り返し二糖の種々硫酸化
体を２３種類、鎖の遊離末端部分の単糖２
種類と二糖１種類、および、GAG とタンパク
質の結合部の六糖構造を３種類、あわせて
２９種類の分子種を LC-MS/MS によって分
離定量する方法を確立した。これによって
一挙に４種類の GAG の定量的解析を行うの
みならず、その鎖長の推測も特別な修飾を
行うことなく同時に行うことができる可能
性を示し、発表〔原著論文③、学会発表④
⑤〕した。 

 
 

 
解析対象とする 29 種類の糖 

   （原著論文③ より） 
 

(2) 検体組織前処理の最適化および、鎖の長
さと本数の推測 
生体組織の GAGomics 解析を行うため

に、GAG を高い効率で抽出し、完全に二糖化
する前処理条件を検討した。豚関節軟骨・
靭帯における GAG 組成解析を行い、従来法
と比較することにより、この方法が生体組
織に適用できることを示した〔原著論文③、
学会発表②〕。ラット関節軟骨、十字靭帯、
側副靭帯でも解析を行い、GAG の差異と機
能との関連を示唆した〔学会発表①〕。 

 
(3) ヒト組織の GAG 解析 

ヒト黄色靭帯の GAGomics を行い、少量
の臨床検体でも十分解析可能であることを
示した〔学会発表③〕。 
 
(4) そのほかの分野への進展 

ムコ多糖症の診断〔原著論文①〕や、軟
骨発生への GAG 解析〔原著論文②〕の応用
の可能性についても発表した。 
 さらに多くの組織における GAG の分子組
成の特徴を広汎かつ系統的に検討し、これを
ヒト病的変性組織にまで拡げることで、それ
ぞれの組織のもつ機能的・形態的特徴におけ
る GAG 分子各々の役割ならびに病的変化の
意義の解明につながり、疾患の病態解明のみ
ならず生体力学、生体工学をも含めた幅広い
分野への寄与により、整形外科疾患の診断・
治療・予防に広く貢献できると期待する。 
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