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研究成果の概要（和文）：糖タンパク質糖鎖は生体内で様々な調整機能や生物学的機能発現に関与している。し
かし糖鎖の種類は多く、含量の幅も広いので、その糖鎖プロファイルの微細な変化を定量的に捉える必要があ
る。我々はレクチンやエキソグリコシダーゼを用いた糖タンパク質糖鎖の部分導入アフィニティーキャピラリー
電気泳動法を開発した。測定操作としては、通常のキャピラリー電気泳動において先ずレクチンあるいはエキソ
グリコシダーゼ溶液を次いで電気泳動移動度の速い糖タンパク質糖鎖蛍光性誘導体を導入し、電気泳動を行う。
レクチンやエキソグリコシダーゼの種類によって構造情報が得られる上、これら酵素を逐次導入することで糖鎖
の配列解析が可能となった。

研究成果の概要（英文）：Oligosaccharides in glycoproteins play important roles in regulation of 
various biological functions. To monitor the quantitative glycosylation profiles, a highly sensitive
 and sophisticated method is required. We developed partial affinity capillary electrophoresis using
 lectins and exoglycosidases for the characterization of oligosaccharides derived from 
glycoproteins. A solution of a lectin or an exoglycosidase and a mixture of glycoprotein-derived 
oligosaccharides labeled with fluorescent tag were introduced to a neutrally coated capillary in 
this order, and then separated by application of a negative voltage. Application of various 
specificities of lectins indicated characteristic migration profiles of the oligosaccharides. 
Moreover, sequential injection of enzymes enabledsequencing of glycoprotein glycans.

研究分野： 薬品分析学

キーワード： 糖タンパク質糖鎖分析　レクチン　エキソグリコシダーゼ　キャピラリー電気泳動　糖タンパク質性製
剤

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、糖タンパク質性医薬品が数多く上市され、既にジェネリック製剤の投入時期を迎えた。過去に糖タンパク
質製剤の糖鎖を十分に管理せず、重篤な事故を起こしたこともあり、人体に危険な非ヒト型糖鎖について、量が
極めて微量であっても精度よく定量できる簡便な管理方法が求められている。本法はこのような目的にもっとも
適していると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 糖タンパク質性医薬品の登場に伴って、分析機器試薬メーカーはこぞって糖タンパク質糖鎖
分析用キットの開発をスタートした。また、糖質研究者も質量分析を中心とする、網羅的解析
技術に限界を感じ、新しい分析手法としてキャピラリー電気泳動の動向に注目していた。 
 
２．研究の目的 
 現在、糖鎖解析における主力分析装置は、何といっても液体クロマトグラフィー-質量分析計
(LC-MS)を中心とする網羅解析技術である。しかし、糖タンパク質性医薬品の開発現場や、糖
鎖バイオマーカーの探索を行っている医療機関では、送液用に有機溶媒を使用し、大型で真空
ポンプなど騒音の大きな装置を稼働させることに躊躇している。また、LC-MS における糖鎖
の感度は低く、また、糖鎖の種類によって感度が変化するために、糖鎖の定量的なプロファイ
ル取得は困難であり、常に一部の糖鎖を見逃してしまうリスクを伴う。 
 本研究では、有機溶媒を使用しない分離分析システムであるキャピラリー電気泳動装置を用
いて、糖鎖還元末端の蛍光標識とアフィニティー分離を組み合わせることにより、糖鎖の定量
的で網羅的なプロファイルを取得することを目指す。分離に加えてレクチンとの結合やエキソ
グリコシダーゼによる糖鎖の配列解析を可能とすることで、分離プロファイルに糖鎖構造情報
を同時に取得する技術を開発することを目的とする。キャピラリー電気泳動が数分から 20 分
程度の分析時間であるとはいえ、多くのレクチンや酵素消化データを集積するには多大の時間
を要する。この点を解決するための DNA 分析で汎用されるマルチキャピラリー装置の応用を
含めた一連の研究を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)レクチンアフィニティー電気泳動については、既に多くの実績を上げてきた（欧文誌に 5
報発表）が、エキソグリコシダーゼ消化に関するデータは皆無であった。そこで、先ずキャピ
ラリー電気泳動におけるキャピラリー入口付近でのエキソグリコシダーゼ消化条件について検
討を行った。 
 
(2)上記(1)によって、糖鎖の加水分解に必要なすべてのエキソグリコシダーゼ消化条件を確立
し、分解物が予想通りの泳動位置に現れることを確認した。しかし、酵素の種類によって、酵
素ゾーン中で試料の移動を停止させたり、酵素ゾーンを通過する間、試料の泳動電位を落とす
など様々な工夫が必要であった。原因は、市販のキャピラリー電気泳動装置はいずれもキャピ
ラリーの両端を温度制御出来ない仕様になっており、室温で酵素反応が進みにくいためであっ
た。そこで、新たに CE装置を作成する必要が生じた。 
 
４．研究成果 
(1) 上述の通り、糖タンパク質の配列解析に必要な、ノイラミニダーゼ、α、β-ガラクトシダ
ーゼ、β-N-アセチルヘキソサミニダーゼ、α-フコシダーゼ、α-マンノシダーゼについて、キ
ャピラリー内で酵素反応が完結する条件を見いだし、様々な糖タンパク質糖鎖の構造解析に適
用できることを報告した(Yamagami et al., Journal of chromatography. A, 1496 157-162, 2017)。 
 
(2) キャピラリー電気泳動で得られる各糖鎖ピークの泳動位置は、分子サイズ/電荷比で決まる。
レクチンは現在、40 種類が市販されているが、その内の 10 種類ほどを用いて、糖鎖の構造情
報を取得したところ、糖鎖構造既知の糖タンパク質糖鎖混合物について、予想通りの結合特性
が得られた。また、エキソグリコシダーゼ消化によって、末端の糖残基が完全に加水分解され
ることを証明した。本実験の成果は昨年度のキャピラリー電気泳動シンポジウム学会で報告し
た。 
 
(3) 上記(1) (2)の結果に基づいて、以下の新たな研究テーマが生まれ、既に研究に着手してい
る。 

1) 分離キャピラリーの全長をそれぞれ任意の温度で加温できる新たなキャピラリーホルダ
ーの作成 

2) 新規蛍光検出ユニットの作成 
3) 高分離能マイクロチップを使った、多チャネル分析システムの開発 
4) 糖鎖の自動分析用標識システムの開発 
5) 糖タンパク質糖鎖遊離、標識オンラインシステムの創成 
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