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論文内容の要旨

0-配糖体型糖鎖の解析法は，これまでに Carlson らのアルカリ還元処理が主として用いられ，最近Kuraya らによ

ってヒドラジン分解法とピリジルアミノ化法を組み合わせた高感度解析法が開発された。しかしながら，前者では糖鎖

の分離モードに限界があり，また，後者では副産物が 18%認められる等，これまでに開発された0-配糖体型糖鎖の解

析法は必ずしも満足のいくものではなかった。

そこで，新たに 0-配糖体型糖鎖調製法の確立を目的として検討を行った。

目的とする糖蛋白質をポリビニリデンジフルオライド (PVDF) 膜に固定化し，アルカリ溶液 (O.1N NaOH/10% 

methanol)を流し，遊離した糖鎖を含む溶液を酢酸により中和して，安定な形で還元末端を intact な形で糖鎖を調製

する 0-配糖体型糖鎖調製システムを構築した。糖鎖画分を Hase等の開発したピリジルアミノ (PA) 化により蛍光

標識し得られた PA化糖鎖をHPLC により分析した結果，目的の糖鎖が 55%の回収率で得られ，副産物は 2.4%であ

った。この 0-配糖体型糖鎖調製システムは， 0 一配糖体型糖鎖の蛋白質からの定量的な切り出しが可能であり，また

peeling反応による副産物を目的糖鎖に対して5%以下に抑えられた。ピリジルアミノ化による蛍光標識法との組み合

わせにより，高感度な糖鎖解析が可能な 0-配糖体型糖鎖解析法が構築できたD

ここで確立した 0-配糖体型糖鎖解析法を用いてヒト頼粒球コロニー刺激因子 (G ー CSF) の糖鎖研究を行った。

ヒト G- CSF は，天然型，及びチャイニーズハムスター卵巣細胞により発現させた組換え型ともに，その糖組成か

ら O ー配糖体型糖鎖が結合していることが予想された。

そこで，新たに確立した 0-配糖体型糖鎖解析法を用いて，量の確保が困難な天然型ヒト G ー CSF の 0-配糖体型

糖鎖の構造解析を行った。 0-配糖体型糖鎖調製システムにより天然型ヒト G -CSF から糖鎖を調製し， PA 化後，

イオン交換HPLC により分画した各PA化糖鎖を糖組成分析，シアリダーゼ消化，及びスミス分解により構造解析した。

また，量の確保が容易な組換え型ヒ卜 G -CSF の糖鎖はアルカリ還元処理により切り出し，糖鎖をゲル漉過，イオ

ン交換 HPLC により精製し糖組成分析及び 500MHz1H -NMR により構造を解析した。

その結果，両 G- CSF の主要糖鎖の構造は，いずれも NeuAcα2 -3Ga1β1 -3 (NeuAcα2 -6) GalNAc及
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び NeuAcα2 -3Gal ゚  1 -3GalNAc の二種類で，それらの糖鎖は両 G- CSF でともに等量含まれていることが

明らかになった。

ヒト G-CSF におけるこれら糖鎖の機能を調べるため脱糖鎖体を調製し無処理の G-CSF と比較検討した結果，

これら糖鎖はヒト G-CSF のポリマー形成や蛋白質主鎖の構造変化を抑えることで， G -CSF の活性の保持に寄与

していると考えられた。

論文審査の結果の要旨

大枝匡義君は，糖蛋白質の 0-配糖体糖鎖の新しい切り出し法を開発し，蛍光標識法と組み合わせて，微量の糖蛋白

質でも 0-配糖体糖鎖の構造解析が可能な事を示した。この方法を用いて，頼粒球コロニー刺激因子の0-配糖体糖鎖

の構造決定を行い， 0-配糖体糖鎖の役割を解析した本論文は，博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認

める。
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