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１．研究目的･内容 

本研究の最終目標は、フローマイクロ反応システムを用いて糖鎖の遊離反応と誘導体化の迅速

化を達成することであり、第 1～2 四半期までに①糖タンパク質糖鎖の高速遊離条件と②還元糖の

高速誘導体化条件の確立を目指す。最終的に“糖鎖遊離 1 時間”と“糖鎖誘導体化 15 分”の達

成を目指す。第 3～4 四半期では、研究期間前半で最適化した反応条件を下に、血清や細胞などの

種々の実試料の糖鎖分析への応用を図る。また、誘導体反応後の反応液より誘導体化糖鎖を簡便

に精製する方法についても検討し、最適化反応条件のスペックを確定する。 

２．研究経過及び成果 

糖タンパク質試料：ヒト血清由来 IgG（50g）を用いた。フロー反応：内径 160m、10m の SUS

製リアクター中，水酸化リチウム溶液を用いて行い，反応時間 3.5～20 分，反応温度 60～100℃とし

た。中和脱塩反応：イオンクロマトグラフ用のイオンサプレッサーカートリッジ（Shimadzu 製）を

SUS 製リアクターの直列接続し行った。糖鎖分析：還元末端を持つ遊離糖鎖を Fmoc-hydrazine によ

りラベル化し，簡易精製後，HILIC-WAX ミックスモードカラムを用いて分析した。 

ヒト血清由来 IgG からの糖鎖の遊離について，主要なアスパラギン結合型糖鎖である G0F，G1F，

G2F を指標として追跡すると，0.5M 水酸化リチ

ウムを用いて 85℃，10 分で最大となったが，よ

り強い条件では，糖鎖内での脱離あるいは遊離糖

鎖の縮合反応物と考えられる副反応物が増加し

た。一方，75℃，5 分の反応条件では，G0F，G1F，

G2F の糖鎖遊離率は PNGaseF を用いる酵素法

の 7～9％程度であるものの，G0F，G1F，G2F

の相対比に変化を与えないことから，本法が簡便

迅速なアスパラギン結合型糖鎖解析のための基盤

技術の１つとなりうる可能性が示された。また，

いくつかの抗体医薬品中の糖鎖分析と応用したと

ころ，観察される糖鎖の種類と相対比は酵素法と

比べて著しい相違はなく，本法が医薬品の品質管

理等で求められるルーチン分析に馴染みやすい簡

便性と迅速性を備えた方法である言える。 

以上の研究により、糖タンパク質試料の注入か

ら糖鎖の遊離回収に至る全工程を約 20 分で完了

できる迅速解析技術として、当初の目標であった

①糖タンパク質糖鎖の高速遊離条件を確立する

ことができた。 
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３．本研究と関連した今後の研究計画 

学内助成を受けアルカリフロー中への試料導入，混合，遊離反応，オンライン中和脱塩の工程を全

自動で行うシステムを開発することはできたが、②還元糖の高速誘導体化条件の確立に至らなかっ

た。この点については、同様のフロー方式での糖鎖の誘導体化法に関する検討を進めていくとと

もに、①糖タンパク質糖鎖の高速遊離条件と組み合わせ、糖鎖分析用試料を 1 時間以内に調製で

きる方法論の開発を目指していく予定である。 
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