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序論

糖タンパク質とは、共有結合したオリゴ糖鎖を有するタンパク質の総称であり、動物

や植物中に広く分布する。多くのタンパク質が糖鎖をもっており、例えば、ヒト血築中

のタンパク質を例にとると、アルブミンやαーアミラーゼなどの一部を除くほとんどのタ

ンパク質が糖鎖を有することが知られている 1 )。

糖鎖の存在は主にタンパク質分子の構造安定化に寄与しているといわれ、酵素活性や

ホルモン活性などのタンパク質の機能発現には関与していないと考えられていたが、最

近ではこのような活性の発現に糖鎖が関与している事例が次々と報告されているわ。一方、

糖鎖はタンパク質の肝組織への取り込みにも関係し、タンパク質の代謝を調節すると考

えられている 3)。また、各種抗体に対する糖鎖の結合特異性は、免疫系における糖鎖の重

要性を示唆し、さらに細胞間認識の機構や細胞の分化、発生とも密接に関与しているこ

と2)を示している。近年のバイオテクノロジーの進歩により種々の糖タンパク質製剤が人

工的に製造されているが、糖鎖の有無や構造の相違によって活性が変化したり、さらに

は、毒性を示す場合があることも報告されており、薬学分野においてもこれらの製剤の

品質管理を行う上で、糖鎖の不均一性を調べることが重要となり、信頼できる糖鎖分析

法の開発が望まれている。

糖タンパク質糖鎖はペプチド鎖に対する結合様式の違いにより N-グリコシド型と 0-

グリコシド型に大別されるが、これら2種類の糖鎖は構造や生合成経路が全く異なってい

る。 0-グリコシド型糖鎖はペプチド鎖のセリンやスレオニン残基の水酸基に結合してお

り、生合成的にはまずN-アセチルガラクトサミンが結合し、次いでガラクトースやN-ア

セチルノイラミン酸などが順次、段階的に結合し構築されていく。このため、 0-グリコ

シド型糖鎖は様々な構造をとる。一方、 N-グリコシド型糖鎖はペプチド鎖の特定のアミ
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ノ酸配列(Asn-Xaa-Ser/Thr; XaaはPro以外のアミノ酸)の中にあるアスパラギン残基に

結合しており、生合成の段階で、まずドリコールリン酸に結合したGlc3Man9GlcNAω

がアスパラギン残基に転移し、非還元末端よりグルコースおよびマンノース残基が遊離

された後、種々の糖ヌクレオチドとトランスフエラーゼにより順次グリコシル化が起こ

り、様々な糖鎖が合成される。したがって、還元末端側の骨格は共通しているが、マン

ノース残基の脱離の程度とトランスフエラーゼ類によるプロセッシングの程度の違いに

より、高マンノース型、複合型およびハイブリッド型のいずれかに分類できる。

糖タンパク質糖鎖の分子量は数百から数千程度と、決して大きくはないが、単糖残基

の組成、配列ならびに結合位置の相違に基づく多様性があり、 N-グリコシド型糖鎖だけ

をみても、その種類は数百種にのぼる。また、どの糖鎖がいずれのアミノ酸に結合して

いるかといったことも多様性の原因となる。糖タンパク質糖鎖にはこのような構造多様

性があるが、これらの構造研究は主として核磁気共鳴(NMR)などの物理化学的手段、ま

たはエキソ型グリコシダーゼ類による逐次加水分解やメチル化分析などの生物化学的手

段によって行われてきた。その結果、現在までにかなりの数の糖鎖について構造が確定

している。糖鎖研究においては、一般にこれらの手段によって対象となる糖鎖の構造を

逐一調べることが基本となるが、これらの作業は煩雑で長時間を要する上、少なくとも

10μmol程度の純化された試料が必要である。しかし、すでにかなりの数の糖鎖の構造

が知られるようになった以上、高度の分離分析法を適用して、対象とする糖鎖を既知の

糖鎖と比較し同定することが可能と考えられる。しかも分離分析法をより高感度化すれ

ば、微量試料を用いて簡便に、しかも一斉に多数の糖鎖を同定することができるものと

考えられる。

そこで本研究においてはガスクロマトグラフィー(GC)、高速液体クロマトグラフィー

(HPLC)、高性能キヤピラリー電気泳動(HPCE)などにより上述の問題に対処した。分析

2 

対象が生物化学的な物質群であり、微量しか入手できないことが多いため、微量分析が

必要となる。そのため、標識法の開発に重点を置いた。糖タンパク質糖鎖そのものの分

析法については本論文第3章および第4章に詳述するo また、これらの糖鎖の分析に関連

してペプチド鎖から糖鎖を切り放す問題については第2章に述べる。さらに糖タンパク質

糖鎖の構成単糖の分析も糖鎖構造に関する基本的な情報を与えるので、このための方法

についても種々検討した。得られた結果を第1章にまとめる。

3 
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本論

第 1 章糖タンパク質糖鎖構成単糖の分析

緒言

単糖類の一斉分析法に関する研究は、ペーパークロマトグラフィーに始まり薄層クロ

マトグラフィーを経て、本研究を開始した時点では、しばらく GCが利用されていた。単

糖類は極性が高く揮発し難いため、 GCで分析するためには、揮発性誘導体に変換する必

要がある。初期の研究では、直接トリメチルシリル化する方法4)が採用されていた。しか

し、この方法では各単糖がアノマーや環異性体に基づく複数のピークを与え、多数の単

糖を分析する際には複雑で正確さを欠く恐れがあった。 Sawardeker ら 5)は単糖の還元末

端を還元してアルジトールに変え、これを完全アセチル化して分析する方法(アルジトー

ルーアセテート法)を開発したが、この方法は誘導体化に長時間を要するという難点があ

る。

一方、 Hondaらは、糖の過ヨウ素酸酸化生成物の一斉分析用に開発したジエチルジチ

オアセタール法6)を改良して単糖分析に用いたところ、良好な結果が得られたことを報告

している7)。そこで第 1 節ではこの方法を尿中の非透析性成分の構成単糖分析に適用した

結果について述べる。

HPLC はGC のように試料に揮発性を持たせる必要がないため、糖類をそのままの

形で分離できるが、検出面においてGCで用いられる水素炎イオン化検出器のような汎用

4 

性のある検出法がない。このため、吸光法や蛍光法などの光学的な検出法を用いる必要

が起こるが、糖類には強い発色団や蛍光団がないため、これらの方法を直接適用するこ

とができない。屈折率を利用する方法や遠紫外部吸収を利用する方法はあるが、いずれ

も感度が低く、その上、選択性がないため、糖類以外の成分も同時に検出される。強ア

ルカリ中でのパルスアンペロメトリーだけは例外であり、ピコモルレベルの検出が可能

であるが、選択性がやや之しく、アミン類なども同時に検出されることがある(この検

出法を用いたHPLCについては第3章第2節で取り上げる)。第2節以降ではラベル化

反応により吸光性および蛍光性誘導体に変換したのち、検出する方法について述べる。

ラベル化反応には分離に先立って行うプレカラム誘導体化と分離したのち行うポスト

カラム誘導体化の2つがある。プレカラム誘導体化では分析対象がもとの構造と異なるた

め、化学的性質を考慮して分離条件を選定しなければならない。これに反してポストカ

ラム誘導体化ではこの問題がない。一方、誘導体化効率は概してプレカラム法の方がよ

く、ポストカラム法では反応時間、温度、試薬の影響などの点で制約が大きいため一般

に感度が低い。しかし、分析の自動化という面ではポストカラム法の方が優れている。

そこでこの二つの方式の誘導体化法、それぞれについて開発を行った結果を述べる。

先ず、第2節においてはプレカラム誘導体化を述べ、第3節ではポストカラム誘導体化

についての研究結果を示す。

HPCEはごく近年普及し始めた分離分析法であり、 HPLCを凌々方法として注目され

ている。 HPCEは内径10-100μmのキヤピラリー中で行う電気泳動であり、 HPLCの

ように固定相と移動相の闘での試料成分の分布の違いを利用して分離するのではなく、

一般には自由溶液中で試料成分の電荷/サイズ比の違いや試料成分ーキャリアー閣の相互

作用の違いを利用して分離を行う。また、キャピラリーの内壁とキャリアー聞に形成さ

れる電気二重層により電気浸透流が発生し、これを試料成分の移送に利用することがで

5 
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きる。キヤピラリー内に発生するジュール熱は効率よく放散され、電気浸透流はほぼ栓

流となって管内のいずれの部位においても一定の流速を与えるため、分離された成分の

拡散は最小限に止められる。したがって、管の中央部の流れが早く壁面近くでは流れが

遅いHPLCの場合と比べて、高分離能が得られる。また、オンカラム検出ができるため、

他の電気泳動法と違って、 HPLCに匹敵する定量の再現性が得られることもHPCEの特

徴の一つである。第4節ではHPCEを用いてプレカラム誘導体化した単糖類の分析結果

について述べる。

6 

第 1節 ジチオアセタールトリメチルシリル体としての

ガスクロマトグラフィー

ジチオアセタール法は、単糖をエタンチオールートリフルオロ酢酸混合液に溶解して

放置することにより生成した単糖のジエチルジチオアセタールに、さらにピリジン-ヘ

キサメチルジシラザン一塩化トリメチルシランを加えることによってトリメチルシリル

イじするという one-pot 反応による方法であり、迅速さと簡便性においてアルジトールー

アセテート法5)を凌々ものである。遊離のアミノ糖類は亜硝酸バリウムー硫酸により脱ア

ミノイじして2，5-アンヒドロ糖に変換した後、上記の操作を行うことで、同様にジエチルジ

チオアセタールトリメチルシリルエーテルに導くことができる。

著者らはこの方法を基にして、糖タンパク質糖鎖に含まれる単糖類の分析を試みた。

その結果、標品のキシロース、ガラクトース、マンノース、フコース、グルコサミンお

よびガラクトサミン由来のピークは完全に分献し、 1時間以内に精度よく分析することが

できた。そこで、この結果を基にヒト尿中の複合糖質に含まれる単糖類の一斉分析を

行った。

第 1項尿中複合精寅中の単騎類のための分析条件

尿中の複合糖質中の構成単糖の分析はFig. l'こ示す操作に従って行った。すなわち、尿

より得た非透析性成分を酸で加水分解し、その残漬をジチオアセタール化、次いでトリ

メチルシリル化した。加水分解条件については第2項で詳述する。ヘキソサミン類は残

澄に郵青酸バリウムおよび希硫酸を加えて2.5-アンヒドロ糖としたのち、同様に誘導体化

した。本操作に要する分析時間は誘導体化からGC分析までで約2 hrであった。 Fig.2に

健常人の尿試料の分析例を示す。図中のピーク2 ， 4 ， 7 ， 8および9はそれぞれキシロース、

7 
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Lyophilized n∞-dialyzable fractiα1 of urine (ca. 1 mg) 

{ぽ hcxosamines fαaldoses 加d uroIﾚC acid 

1. hydrolysis in 4 M HO  (2α) 凶) 1. hydrolysis in 2 M 1FA (2∞凶)

for 6 h at 1∞℃ fぽ 6hrat H.xrc 
2. evaporation to dryness 2. evaporation to 金戸less

H ydrol ysate Hydrol ysate 

1. a似itiωofO.1M Ba(Nﾛ2)2 (1∞凶)

and 0.1 M H2Sﾜ4 (75 凶)

2. standing for 1 hr at OOC 

3. evaporation to dryness 

Deamination procluct 

1. a似iti∞ ofaqueous solution of 3-0・methyl-

glucose (intemal stanぬrd)

2. cen凶fugation

3. eva戸:xati∞ of山e su戸rnat加tto dryness 

4. addition of2: 1 (by voll゚Jle) mixture (20 凶)

ofe白血le山iol and 1下A

5. standing flα10 min at 25
0

C 

6. addition of pyridine (50 凶)，hexamethyldisilazane 

(1∞凶)加dchlorl悦rime出ylsilar詑 (50 凶)

7. incu凶tion [1ぽ 30min at 50
0

C 

8. centrifugati∞ 

Precipitate Supen凶tant

|叫佃叩ωa剖叩t

GCdata 

Fig. 1.町∞ed町e [lα 山e determination of the c佃lf悶lentmonosaccharides in to凶 non-dialyzable 

m他乃I glyccω吋ugates.

8 

フコース、グルコース、マンノースおよびガラクトースに相当する。また、ピーク6は唯

ーのウロン酸であるグルクロン酸に対応した。尿中の複合糖質としては糖タンパク質、

ムコ多糖の他に若干のヘテロ多糖類の存在も予測される。尿の非透析部分に存在する糖

類のうち、フコース、マンノース、ガラクトースは糖タンパク質の主要構成単糖であり、

キシロースやグルクロン酸はプロテオグリカンやその他の多糖類に由来することが予測

される。 Fig.2には、また、グルコースの存在が認められたが、ピークは小さく、透析さ

れずにわずかに残存した尿精に由来するものと考えられる。

ヘキソサミン類の分析結果もFig.2bに示した。グルコサミンおよびガラクトサミン由

来の2.5-アンヒドロ糖に起因するピークはそれぞれピーク 1および3として検出された。

20 ω EO 2'J 41) 匂〕

Pet�1t 1m tlrre Intn) 

Fig. 2. Typical gas chromatogram obtained for (a) the component aldoses and uronic acid 
and (b) the component hexosamines in the total non-dialyzable glycoconjugates from a norｭ
mal urine sample. The component aldoses and uronic acid were analysed as their trimethylｭ
silylated diethyldithioacetals. The component hexosamines were selectively converted to 
their 2 ， 5 ・anhydrohexoses with nitrous acid and analysed as the trimethylsilylated diethyl. 
dithioacetals of the latter , together with the derivatives of the remaining aldoses and uronic 
acid. Peak assignment: 1 "" glucosamine , 2 = xylose , 3 = galactosamine , 4 = fucose , 5 = 3 ・0 ・
methylglucose (intemal standard) , 6 = glucuronic acid , 7 = glucose , 8 = mannose , 9 = galacｭ
to田.
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また減圧乾回すこの酸は副反応を起こし難く、トリフルオロ酢酸を用いた。分解には、この条件では同様に他のアルドース類のピークも観察された。

ることで容易に除去することができた。 Fig.3aに2M トリフルオロ酢酸を用いて、尿の

非透析部分を 1000Cで加水分解した際の各単糖の生成量を経時的に調べた結果を示す。ど加水分解条件の検討第2項

の単糖についても時間とともに生成量が増大し、約5時間でほぼ一定となったのち徐々にし複合糖質糖鎖を加水分解して単糖類を得るためには、 一般に醐虫媒が用いられる。

ヘキソサミンの加減少した。そこで、最適な加水分解時間として6時間を選んだ。一方、かし、生成した単糖が副反応により分解することによって収率が低下する場合があり、

水分解にはより激しい条件が必要であったが、遊離したヘキソサミンは塩酸に対して安塩酸では特にこの傾向が強いといわれている。また、単糖の種類によって分解の程度も

定であることがわかった。そこで、 4M 塩酸を使用した。先と同様にヘキソサミンの生これらのことを考慮して、本実験においてはアルドースおよびウロン酸の加水

アルドースやウロン酸の場合と同様の曲

線が得られたことから、 6時間を至適時間とした。

第3項

分析の精度を調べる目的で、添加実験を行い回収率を算出した。 Table 1 に得られた結

果を示したが、 92 --105% と満足できる結果が得られた。また、 Table 2 には分析の再

10回繰返しにおいて、相対標準偏差は3.2 --5.2% の範囲に収まり、

この定量法はほぼ満足できるものであった。

成量を経時的に調べた。 Fig . 3bに示すように、

分析の定量性と再現性

現性を示したが、

異なる。
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Table 1 

Recoveries of the Monosaccharides 

Added to the Hydrolysate of the Non-Dialyzable Fraction of a Urine Sample 
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10J・ .2 門 TFA
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Recovery Amounlo{ 
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Average amounl 
{ound {or t01..ll1 
mon崎町charide

(nmol/mgl 

Recovery 
(%) 

Average amount 
{ound [or toul 
monosaccharide 

(nmol/mel 

Amount o{ 

monosaccharide 
added 

(nmol/mel 

Experiment 1 Average 
a円、 ount

(ound in 
the hydrol. 
ysate 

(nmol/mc) 

Mon国accharide

o 8 

10 

b 

94 
98 
105 
95 
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93 
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20.8 
93.6 
222.6 
41.8 
100.2 
750.2 

90.6 
204.8 
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101 

16.0 
69.8 
159.3 
31.5 
70.5 
550.4 
64.5 
171.3 
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50 
10 
25 
200 
25 
50 

11.2 
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Fig. 3. Course of liberation of (a) the component aldoses and uronic acid and (b) the 
component hexosamines in the total non-dialyzable glycoconjugates from the same urine 

sample 錨 used in Fig. 1 ，踊 estimated from the peaks of their derivatives. 1 = Glucuronic 
acid , 2 ==ωactose ， 3 = mannose , 4 = fucose , 5 = gluωe ， 6 = xylo民 7 = glucosamine , 8 = 
galactosamine. 

ハ
U

唱
E
a
a
-

10 ~ 5 6 7 

1α).. ~ 門氏l

r一一一一 一一一一一一:二一一一一一一一 一一



Table 2 

Precision in 山e Determination of the Component Monosaccharides 

in Total Non-Dialyzable Urinary Glycoco吋ugates

n = 10. 

Monosaccharide Amount of monosaccharide Coefficient of 
(nmol/mg) variation (%) 

Average 8.D. 

Xylose 10.3 0.37 3.6 

Fucose 47.5 1.57 3.3 
Galactose 109.7 3.51 3.2 

Glucose 23.9 1.12 4.7 
Mannose 45.6 2.23 4.9 
Glucuronic acid 401.5 20.9 5.2 
Galactosamine 42.5 2.17 5.1 

Glucosamine 126.2 6.18 4.9 

第4項健常人と癌患者尿中の各種糖含量の比較

Table 3 に健常人およて塘患者尿中の構成単糖の含量、ならびに各単糖類の含量比を示

した。一般に、キシロース含量は健常人ではバラツキが小さいのに対し、癌患者尿では

極めて幅の広い分布を示した。また、フコース含量については、癌患者尿は健常人に比

べて低いレベルを与え、フコース/ガラクトース比が顕著に低い値を示した。癌患者に

おけるこの現象は新規な発見であり、肺、乳、肝臓および勝臓癌で顕著に現れた。癌の

進行に伴って血媛および組織におけるフコシルトランスフエラーゼの活性が増加する現

象的と考え合わせると興味深い。マンノースとガラクトースは糖タンパク質に特異的な糖

であり、ムコ多糖には含まれない。マンノース/ガラクトース比は癌患者、健常人とも

変動は低かったが、健常人より癌患者の方が若干高い値を示し、特に胃、結腸、子宮お

よび肝臓癌で顕著であった。値が高くなった理由として、癌患者では糖タンパク質の一

種である癌胎児性抗原9)が増加していることによるものと考えられる。

12 

以上の知見は限られた試料を用いて得られたものであるため、さらにデータ数を増や

して検討を重ねる必要があるが、本分析法は臨床的に体液中の複合糖質糖鎖の存在状況

を探り、疾病との関係を調べるためには有用な方法と考えられる。

Tahle 3 

Monosaccharide Compositions of Tυtal Non-Dialyzable Urinary Glycoconjugate 

for Normal Subjects はnd Cancer Patients 

Monosaccharide Cancer patien ts (n = 15) Normal subjects 
composition (11 = 16) 

Average 8.D. pm  Average 8.0. 

t-test合

Amount of monosaccharide 
(nmol/mg) 
Xylose (Xyl) 10.5 6.8 <0.4 12.1 2.4 

Fucose (Fuc) 31.6 16.6 <0.005 54.4 18.4 

Galactose (Gal) 119.1 47.5 <0.6 127.4 29.6 

Glucose (Glc) 47.6 46.1 <0.1 25.1 10.5 

Mannose (Man) 50.5 19.2 <0.8 48.5 12.7 

Glucuronic acid (GlcUA) 184.6 127.3 <0.001 432.3 110.9 

Gala~tosamine (GalNH1) 31.3 14.8 <0.05 41.9 10.8 

Glucosamine (GlcNH1) 129.0 66.2 く 0 . 975 128.3 20.9 

Molar ratio 
Xyl/Gal 0.10 0.08 N8合合 0.10 0.03 

Fuc/Gal 0.27 0.07 <0.001 0.42 ﾛ'.08 

Glc/Gal 0.53 0.56 <0.05 0.19 0.06 

Man/Gal 0.45 0.10 <0.025 0.38 0.04 

GlcUA/Gal 1.52 0.86 <0.001 3.71 1.52 

GalNH1/Gal 0.27 0.08 <0.05 0.35 0.13 

GlcNH1/Gal 1.11 0.43 <0.9 1.08 0.39 

GalNH,/GlcNH1 0.26 0.09 <0.02 0.33 0.06 

合Aspin-Welch t-test was done to judge significant difference belween the average of inｭ
dividual cancer patients and that of individual normal subjects. 
食会 NoL significan し

13 
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第2節 1-フェニル圃3-メチル-5-ピラゾロンによる

プレカラム誘導体化を利用した高速液体クロマトグラフィー

糖類のプレカラム誘導体化に関して既にいくつかの方法が報告されている。例えば、

糠の水酸基に発色団を導入する方法としてペンゾイル化 10)、 p-プロモペンゾイル化 1 1)、

p-ニトロペンゾイル化12)、ジメチルフェニルシリル化 13)などがあるが、これらはアノ

マーの混合物を与える。最近ではダンシルヒドラジンを用いてヒドラゾンとして分析す

る方法14)も報告されているが、この方法も同様にsynJanti異性体を与えるため、決して好

ましい方法とはいえない。これらの短所を補う方法として、還元的に 1位にアミノ基を導

入し、これを介して発色団を導入する方法があり、その中でもエアミノピリジン15)や p­

アミノ安息香酸エチル16)がよく用いられている。しかし、過激な反応条件が必要なため、

不安定な糖類に対しては決して適当ではない。そこで誘導体化試薬を種々検討した結果、

1・フェニルー3-メチル-5-ピラゾロン(PMP)がアルドースと定量的に反応することを見出

した。ピラゾロン誘導体は染料や種々の医薬品原料として広く使われており、 4位のメチ

レンがアルデヒドと容易に反応することが知られている(Scheme. 1参照)17)0 PMPを用

いる方法は操作が簡便で、誘導体は紫外部に強い吸収を示す。本節ではこの誘導体化法

に関して述べ、この方法を用いて単糖類を分析した結果について述べる。

問、問、 L F\, _~3 ~ 
"' 恒どへ一一_.rI ~+ !I. I ~A 1 !I, 
~~o'~凡ヘ、r人o . ~~o'ô へt{"'N

へ 九九へ

Scheme 1. Reacti∞ of 2-pyrazolin-5・αle with aldehyde 

第 1項 1-フェニル-3-メチル-5-ピラゾロン欝導体の構造解析

メタノール中でグルコースを過剰のPMPと反応させ、反応液を薄層クロマトグラ

14 

フィーで調べたところ、試薬のほかに単一の生成

物のスポットを与えた。そこで、このスポットを

シリカゲルカラムクロマトグラフィーで精製した。

得られた化合物のlH-および13C-NMRスペクトル

はPMPに基づく 1対のメチル基およびフェニル基

のシグナルを与えた。また、負イオンFAB-MSス

ベクトルではm1z 509 に擬分子イオン[M 伊 1]ーを Scheme 2. SlIUcture of glucose-2PMP 

与え、グルコース 1分子に対してPMP2分子が結合していることが示唆された。 13C­

NMRスペクトルではピラゾロン環のメチレン基が消失し、メチン基の形成も見られない

ことから生成物はグルコースの 1位炭素にPMP がC-4位を介して2分子結合した構造

(Scheme 2)をもっと推定した。これら2つのPMP分子が導入されることにより生成物は

強い紫外部吸収を示したが、蛍光性は示さなかった。しかし、グラッシーカーボン電極を

用いる電気化学的検出を行ったところ、さらに高感度を示した。グルコース以外の糖類に

ついても生成物を精査し、同様の誘導体が得られることを確認した。

第2項誘導体化条件の検討

反応液中の試薬の除去溶媒

の検討:プレカラム誘導体化

法では、過剰の試薬を除去す

る必要がある。本誘導体化法

では操作が簡便な有機溶媒抽

出の適用を試みた。用いた溶

媒の種類とPMPの除去率な

Table 4 

Comparison of the Efficiencies of Clean-up 

by Solvent Extraction 

Remaining Recoveηof 

reagent glucose-2PMP 
Solvent (%) (%) 

Benzene 41 92 
Carbon tetrach10ride 46 86 
Chloroform 4 91 
Ethyl acetate 14 61 
n-Hexane 86 70 

Note. The amounts of reagent and glucose-2P恥1p used were 25μmol 佃d

l∞ pmol， respectively. 
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を Fig.4dに示700Cを越えると逆に副反応によるためか収率は低下した。 反応時間の影らびにグルコースのPMP誘導体(グルコース ー2PMP)の回収率をTab1e 4に示す。調査し

これらの結果よしたが、 30分の反応時間でグルコースー2PMPの生成量は一定に達した。クロロホルムが最も良い結果を与え、 1回の抽出でグルコースー2PMPのた溶媒のうち、

「実験の部」に示した標準操作を確立した。また、 本条件では反応液は弱アルカリ性り、グルコースー2PMPの回収率も 91% と良好であった。250倍量の試薬を96%除去できる上、

(pH 8 . 2 )を示したが、 反応過程での糖部分の異性化は観察されなかった。フコースタイプの異なるその他の単糖類であるキシロース、 N-アセチルグルコサミン、

高速液体クロマトグラフィーにおける分厳条件の検討第3項

得られた単糖類のPMP誘導体j昆合物について、種々の固定相および移動相を用いて分

離条件を検討したところ、固定相にはオクタデシルシリカを担体とするCapcell Pak C18 

l∞『

:;: 5O.l 

Y 
一一寸T。

について回収率を調べたところ、各々92%.89%および88%であったo

ノ了\
l∞「

化:糖モデルにグルコースを選ぴ、 ~ I 

水酸化ナトリウム濃度、試薬濃度、 主 吋

プレカラム務導体化条件の最適

を用いるのが最適であるという結果が得られた。

これらPMP誘導体の保持挙動を、移動相に種々のpHの0.1 M リン酸緩衝液とアセトニ
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度はFig.4a'こ示すように、およそ

0.3M が至適濃度であった。アル

向。

50 
カリ濃度をこれ以上に上げると、

Fig. 4. Optimization of 出e conditions for precolumn 
labeling of glucose, as observed from the yield of gluｭ
cose-2PMP determined by UV detection. (a) Effect of 

叫kali concentration. Reagent concentration, 0.5 M; reｭ
action temperature, 70oC; reaction time, 30 min. (b) Efｭ
fect of reagent concentration. Concentration of sodium 

hydroxide, 0.3 M; reaction temperature, 70oC; reaction 
time, 30 min. (c) Effect of reaction temperature. 
Concentration of sodium hydroxide, 0.3 M; reagent 
concentration, 0.5 M; reaction time, 30 min. (d) Time 
co町se . Concentration of sodium hydroxide, 0.3 M; 
reagent concentration, 0.5 M; reaction temperature, 
70
o

C. Sample, glucose (1∞ pmol); column, Capcell 
Pak CI8 (4.6 mm i.d. , 25 cm); eluent, 22 v/v% acetoni・
trile in 0.1 M phospha臼 buffer (pH 7.0); flow rate, 1.0 
mUmin; detection, UV absorption at 245 nm. 
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収率が低下するものと推定される。

が、

PMP濃度の影響をFig.4bに示す

グルコースー2PMPの収率は

察されることから、副反応により
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0.5 M まで急速に上昇し、逆に
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Fig.5.Effect of aCetonitdle concentration on retenuon(a)md resoluuon(b)of peaks-Eluent, 
0.1 M phospha旬 buffer (pH 5.0) containing acetonitrile. Other analytica1 conditions were 出e
same as those descdbed in Fig.4.Curves:l =mannose, 2=lyxose, 3=rhamIlose, 4=N-acetyl­
P恥os細ine， 5 = glucose, 6 = N叫etylg山ctos細ine ， 7 =似actose， 8 = arabinose, 9 = fucose 
Prurs: a =印刷ose/N-acetylglucosamine ， b = mannose/lyxose, c = a助inose/fuco払 d = Nｭ
ace叫lucosamine/gluco払 e = galactose/arabinose, f = lyxose/rhamnose, g = N-acetylgalac司
tosamine/ galactose, h = g] ucose/ N -acety 19a1actosamine. 

0.8M を越えると収率の低下が観

70 0C までほぼ直線的によ昇し、

察された。反応温度が収率に与え

る影響は、 Fig.4c に示すように
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アセチルグルコサミンの関が広くなり、分析に長時トリルの混合液を用いて検討した。 Fig.5にはpH 7.0でのアセトニトリル濃度の効果を

2 聞を要する。そこで移動相に 18%アセトニトリルを示す。アセトニトリルの濃度が増すほど各単糖誘導体の保持時聞が減少した(Fig. 5a)が、

含む0.1 M リン酸緩衝液(pH 7.0)を用いることにし各単糖誘導体の溶出順序が逆転することはなかった。 Fig . 5bにはアセトニトリル濃度と

3 た。その結果、 Fig.7に示すように9種類の単糖を30分離度(Rs)の関係を示すo N-アセチルガラクトサミンとガラクトース (g)、およびグル

これには糖タンパク質分でほぼ完全に分離できた。コースとN-アセチルガラクトサミン(h)の分離は十分ではなかったが、約20v/v%附近で

糖鎖に共通な単糖全てが含まれている。最も良好な分離が得られた。

5 

8 
7 

N-アセチルガラクトサミン誘導体は本分離モードリン酸緩衝液のpHの効果をFig.6 に示す。 4以下の低し'1pHではフコースのような疎水

Q においてテーリングを示したが、その理由は不明で性のより高い糖の保持時閣が顕著に増加した。しかし、 N-アセチルガラクトサミンーガ

6 しかし、他の単糖誘導体はいずれも理論段数ある。ラクトース (g)およびグルコース -N-アセチルガラクトサミン(h)など一部の組み合わせを

9 にして 10.000 -18.000と高い値を示した。また、本pH 4.5 から 5.5がもっとも高い分離度を与えた(Fig.6b)。これらの結果からリ除くと

分隊モードではアセトニトリル含量の増加に伴って、この条件ではラムノースとN-ン酸緩衝液のpHは5が最適であると考えられる。しかし、

すべての単精誘導体の保持時聞が減少したことから、
7.0 

し分離の主因は疎水性相互作用であると思われる。
b 

6.0 

かし、異性体聞で保持時間に違いが見られるばかり

45 30 15 。

でなく、メチルペントースではフコースの保持時間

Fig.7. Separation of the PMP 

derivatives of selected mυnosac­

charides, Eluen t, 18 v/v% aceｭ
toniLrile in 0.1 M phosphate 

buffer (pH 7.0); sample amount 

injected, 100 pmol each. Pe心E

assignment is as in Fig. 5. Other 

anaJytic剖 conditions were 出e

same as tbose in Fig. 4. 

ElutJon tJme (mJn) が30分と大きいのに比べてラムノース(ピーク3)は約

14分とぺントースやヘキソースよりもむしろ小さな
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.Fig. 6. Effect of pH on retention (a) 創ld resolution (b) of peaks. Eluent, 22 v/v% acetoniLrile in 
0.1 M phosphate buffer. Otber anaJyticaJ conditions were 山e same as tbose in Fig. 4. Designaｭ

tion of curves is 山e same as 山atin Fig. 5. 
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検量線:ラムノースー2PMPを内部標準としてグルコースー2PMPの検量線を作成した結

果、 5 ‘ 1000 pmolの範囲で良好な直線性が得られた。 S/N= 2としたときの検出下限は、

約 1 pmolであった。また、電気化学的検出器を用いれば、より広い範囲(0.5 -2000 

pmol)で直線性が得られた。この場合の検出下限は約100 fmolであった。

再現性:グルコースー2PMPの 10 pmol, 500 pmolおよび1000 pmolレベルでの再現性

(n = 7)は、紫外部検出法ではそれぞれ1.9，1. 1およひ・2.3%であった。また、電気化学的

検出法ではそれぞれ1.2. 1. 8および2.9%であった。保持時間の相対標準偏差は、全ての

アルドースについて1%未満であった。

第5項精タンパク質構成瀬の分析

糖タンパク質を構成する単糖としてはマンノース、ガラクトース、フコース、 N-アセ

チルガラクトサミンおよびN-アセチルグルコサミンが知られている。そこで、上述の分

析法をこれら単糖類の分析に適用した。その結果、 Fig.8に示すように30分以内にこれ

ら構成単糖を一斉分離することが可能であった。 Fig.8は各糖タンパク質試料を第一節第

二項で述べた加水分解条件の検討結果に基づいて、アルドース類は2M トリフルオロ酢

酸中 1000C、 6時間、また、ヘキソサミン類については4M 塩酸中 1000C、 6時間加水分

解して単糖を遊離させた。遊離したヘキソサミンは飽和炭酸水素ナトリウム中で無水酢

酸を加えることにより再N-アセチルイじしたのち分析した。 Table 5には得られた定量値を

示す。 Table 5には他法18， 19)により得られた値も比較として( )内に記載した。その結果、

ムチン中のフコース、フェツイン、チログロプリンおよびオパルプミン中のN-アセチル

グルコサミンのように一部、若干異なる値を示すものもあったが、概ね良好な一致がみ

られた。

20 

a b c d 

o 10 20 刃 t心 o 1020 3Ot() o 10 20 30 嶋 01020 30 ω 

E 1 ut lOn t 川市e (mln) 

Fig.8. Analysis of constituent monosaccharides of human serum transferrin (a), calf serum feｭ
tuin (b), bovine submaxillary mucin (c), and hen egg ovalbumin (d). Sample 組lOunt ÌIリ ected， 20

μg each as protein. Eluent, 18% acetonitrile in 0.1 M phospha胞 buffer (pH 7.0). Other analytical 

conditions were 山e s担ne as those described in Fig. 4. Peak assignment is 出e same as 山at in Fig. 

5. Rhamnose (peak 3) was used as 加 intemal standard. Solid and dotted lines represent 山e

results obtained for the hydrolysates with trifluoroacetic and hydrochloric acid, respectively. 

Table 5 

Determination of Component Monosaccharides in Glycoproteins 

Content (w/w%) 

Glycoprotein 

(source) Fucose Mannose Ga1actose Glucosa゚ﾙne Galactosa゚ﾙne 

Transferrin 0.040 1.08 1.00 2.52 0.053 

(human serum) (0.031)a (1.11)a (0.86)a (1.79)a (ー)8

Fetuin 0.033 2.45 3.49 2.62 0.54 

(ca江 serum) (0.027)a (2.73)a (4.59)a (5.3)a (0.67)a 

百lyroglobulin 0.38 2.26 1.49 5.55 1.38 

(bovine 山yroid) (O.37)b (2.09)b (1.20)b (2.95)b (1.38)b 

Ovalbu゚ﾙn 2.80 0.12 2.73 

(hen egg) (ーy (2.4)a (0.15)a (1.28)a (ー)a

Mucin 0.53 0.16 1.24 6.22 14.68 

(bovine submaxillary gland) (0.95)a (0.21)a (1.52)a (6.92)a (16.8)a 

aRef. (18) 

bRef. (19) 

本分析法は微量の試料で分析ができる上、操作も簡便であるため、生体中の糖タンパ

ク質試料の構成単糖の分析に威力を発揮すると思われる。
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第3節 2-シアノアセタミドによるポストカラム誘導体化

を利用した高速液体クロマトグラフィー

そこで、合成ボリマーをペースとした別のタイプの固定相を用いる分配モードについ

て検討した。

分析条件の検討:固定相として種々の

第2節で述べたように糖類には発色団や発蛍光団がないため、 HPLCで分離した糖成分

の検出法を工夫しなければならない。第2節ではプレカラム方式による誘導体化につい

て述べたが、ポストカラム標識は自動化し易いという利点がある。ポストカラム誘導体

化では選択性が高く、しかも反応が迅速で高感度であることが要求される。このような

観点から2-シアノアセタミドとの反応は特に有望であると考えられる。一方、ポストカ

ラム誘導体化においては糖類をそのままの形で分離することになるが、その際に用いる

移動相が誘導体化に調和する必要がある。本節では、糖タンパク質糖鎖に含まれる単糖

について、検討した結果を述べる。

合成ポリマーを検討したところ、高架橋

度(約50%) のポリスチレンージピニル

ベンゼン系スルホン酸型樹脂が有望な結

果を与えた。この樹脂は金属イオン型と

して市販されているが、そのまま用いる

と配位子交換能が働き、アノマーの分離

が起こった22)。しかし、本樹脂を水素イ

オン型とすることで、アノマー聞の分離

がなくなり、各糖類の良好な分離が得ら

れた。そこで、移動相にアセトニトリル

ー水を用いる分配モードによる分離につ

第 1項分援の最適化

糖タンパク質を構成する単精としては、アルドースとしてガラクトース、マンノース

およびフコース、ヘキソサミンとしてN-アセチルグルコサミンおよびN-アセチルガラク

トサミン、それにシアル酸としてN-アセチルーおよびN-グリコリルノイラミン酸がある。

これらの糖類を直接HPLCで分離する際に適した分離モードとしては、陰イオン交換カ

ラムに移動相としてホウ酸緩衝液を用いるモード 20， 21 ) と順相分配モードが考えられる。

前者はすでに種々の糖類の分析に適用されてきたが、すべての糖タンパク質構成単糖を

分離するためには濃度勾配を必要とする上、カラムの理論段も低い。一方、順相分配

モードでは、一般に用いられているアミノプロピル基修飾シリカやジヒドロキシエトキ

シプロピル基修飾シリカ(ジオールシリカ)は担体の耐久性が低く、単糖類の分析には決し
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いて検討したo Fig.9に種々の単糖の溶 :;ピ-JTZZe:よいた之江λエ
glycoproteins on (a) column temperature 加d (b) 

出挙動を調べた結果を示す。試料には中 , 
solvent composition. Column: Shodex DC-613 

性アルドースとしてフコース、キシロー

ス、マンノース、ガラクトース、ラム

ノース、アラピノースおよびグルコース、

ヘキソサミンとしてN-アセチルグルコサ

ミンおよびN-アセチルガラクトサミンを

使用した。これらは精タンパク質糖鎖に

含まれる単糖の他に関連のある単糖も含て適切とはいえない。

22 

(4 mm i.d., 25 cm, H+ form); column lemｭ
perature: (a) 4, 15, 25 , 30，釦d 40oC，加d (b) 

30
0

C; eJuent: (a) aqueous acetonitrile, 92 v/v%, 
却d (b) 80, 85 , 87.5, 90，加d 92%; flow rale: 

0.60 mUmin; detection: absorption at 280 nm afｭ

ter postcolumn labeling with 2・cyanoacetamide .

Peak assignment: 1 = rhamnose, 2 = xylose, 3 = 
fucose , 4 = arabinose, 5 = mannose, 6 = glucose, 
7 = galactose, 8 = N-acetylglucosamine, 9 = Nｭ
acetylgalactosamine. P泊IS : a = fuｭ
cose/arabinose, b = mannose/glucose, c = rh組ト
nose/x y lose, d = x y lose/fucose, e = glucose/ 
galactose, f = arabinose/mannose. 
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んでいる o Fig.9aは各単糖類の溶出挙動に与えるカラム温度の影響を調べたものである。

いずれの糖類もカラム温度が高くなるほど、保持時聞が減少する傾向を示した。一方、分

離度は、最も低い値を示すフコースーアラピノースの組み合わせが300Cで極大に達した。

そこで、カラム温度は3ttCに設定することにした。移動相中のアセトニトリル濃度の影

響をFig. ザbに示す。一般に、溶出時間はアセトニトリル濃度とともに増加したが、アセ

トニトリル濃度が920/0を越えるとヘキソサミン類のピーク幅が広くなり、テーリングを

起こす傾向が見られた。また、フコースーアラビノース (a)の組み合わせが88(70で、極大を

示す他は、 92 0/0の方が高い分離度を示した。よって、カラム温度は300C、移動相には

Y2(}óアセトニトリルー水の混液を選んだ。

また、流速は0.6 ml/minが最適であった。

本条件下で等モルの各単糖類を分離した

例をFig. 10に示す。これら単糖類のう

ち、フコースーアラビノースおよびグル

コースーマンノースの組み合わせについ

が、糖タ川質の構成単糖はフー、 11 
てはベースライン分離には至らなかった

マンノース、ガラクトースとN-アセチル

グルコサミンおよびN-アセチルガラクト

サミンの2種類のN-アセチルヘキソサミ

ン類であるので、上述の条件でも糖タン

パク質構成単糖の分析には充分であると

判断した。この条件における各ピークの

理論段数を算出した結果、アルドース類

はいずれも約2，000程度、ヘキソサミン類については約 800であった。

樹脂の耐久性とカラムの保守:本樹脂は非常に安定であり、単糖分析を 100回行って

もピークの形状の変化は観察されなかった。カラムの寿命は再生により維持でき、これ

はカラムの移動相を水に変えた後、希塩酸を送液して洗浄することにより回復すること

ができた。

1 

第2項検出法の検討

糖類のポストカラム誘導体化には種々の方法が報告されている。古くはフェノールー

硫酸23) やオルシノールー硫酸法24)など強酸中で脱水閉環させてフルフラール誘導体とす

る方法があるが、これらの方法は腐食性が強く耐触性ポンプが必要である。 Hondaら 25)

は中性~弱アルカリ性で強く発蛍光する試薬を開発した。この方法は後にMopperら 26)が
3 
4 

ED CAA EA TA ARG MA APN 

5 7 

6 nmol 100 吉
E o -=-

200 .E 
0> 

00 ~ 8 9 

10 
nmol 

100 
nmol 

。 30 ω 咳3

Elutioo tir� (min) 

Fig. 10. Analysis of an equirnolar mixｭ

ture of aldoses 釦d hexosamines (as Nｭ

acetyl derivatives) derivable from glycoｭ

proteins. Column temperature: 30oC; 

eluent: aqueous 92 v/v% acetonitrile; 

sample scale: 5 nmol eacb. Other 釦alyt­

ical conditions 組d peak assignment are 

出e same as shown in Fig. 9. 

田
口

~Glucosamine 

阻醐 Maltose
塵霊童 N-Acetylglucosamine

仁コ Sucrose

Fig. 11. Comparison of f1uorescence intensities of selected sugars among various postcolumn laｭ

beling methods. ED = ethylenediamine method, EA = e由anolamine me出00， T A = taurine 
metbod, APN = ß-aminopropionitrile, ARG = arginine metbod, MA = malonaldehyde me出ω，
CAA = 2-cyanoacetamide metbod. 
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HPLCのポストカラム誘導体化に応用して成果を収めている。この一連の研究が契機と

なり、次々と類似の蛍光反応が開発されポストカラム誘導体化に利用された。タウリン

法27)、 βーアミノプロピオニトリル法Z旬、 2-シアノアセタミド法21)、 マロノニトリル法制、

アルギニン法30)、 ペンズアミジン法31)などがこの範鳴に入る方法である。これらはいず

れも中性~弱アルカリ性で反応し、 400 nm前後で発蛍光するが、同一条件下でフローイ

ンジェクション法によりこれらの試薬による還元糖の蛍光性を比較したところ、 2-シア

ノアセタミド法が最も優れた結果を与えた。 Fig. 11はその比較結果をまとめたものであ

る。

2-シアノアセタミドを用いるポストカラム標識:上述のように2-シアノアセタミド法

は還元糖と反応して蛍光性ならびに吸光性の誘導体を与える(脚注に2-シアノアセタミ

ドとグルコースの反応を示す。)ため、 HPLCのポストカラム誘導体化に適した方法で

ある。しかしながら、本研究におけるHPLC分離では高濃度のアセトニトリルを含む移

Scheme 3に 2-シアノアセタミドとグルコースの反応を示す32)。本反応では種々の生成物を与えるが、ぞれらの内、

成績体Iは270 nmに極大吸収を示した。また、成績体HおよびIIIが蛍光性を示し、蛍光取率はそれぞれ66%および

12%であった。

P04)4+ 仇 一一 11"'山A
プ刑制同 向山....... __/ω _"  

I 刷、 { c側トセ ー トω ー 地o '- >-

同制 i 
compωz叫 111 (0.09%) 

Scheme 3. Proposed pa出way of the reactiα1 of D-glucose wi山 2-cyanoacetamide
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動相を用いたために発蛍光性が失われた。また、紫外部検出についても若干の反応条件

の変更が必要であった。 1% 2-シアノアセタミド水溶液を用いて、ホウ酸緩衝液の濃度お

よびpHを変化させて最適条件を調べたところ、緩衝液のpHが高くなるほど感度が向上し

たが、ポンプや配管類の耐久性を考慮してpH 8.5を選んだ。また緩衝液濃度はO.5M が

最適であった。

検出限界: Table 6に、本法により紫外部検出(280 nm) した場合のアルドース類とN-

アセチルヘキソサミン類の検出限界を示す。 SIN 比を2とした場合の検出下限は35""415

pmolであった。またガラクトースの感度を 1 とした時の各相対強度は0.7"" 1 の範囲に

なった。

検量線: Table 6に示すように検量線が直線を示す範囲は、早く溶出するアルドース類

で0.1""80 nmol 、遅く溶出するマンノースとガラクトースが0.2""200 nmol 、ピーク

幅の広いヘキソサミン類では4""800 nmol であった。

再現性:再現性についてもTable 6に示した。相対標準偏差として換算したところ、ア

ルドース類で0.5""2.3% となり、遅く溶出される成分ほど再現性が低下する傾向がみら

れた。また、ヘキソサミンはピークが広がるためか、良好とは言えないが5% 以下の値を

Table 6 

Sensitivity 釦dReproducibility 

Coefficient of variation (%)。

Lower limit of 

detection Relative mo1ar Linear range 0.2 nmo1b 10 nmo1̂ 80 nmolb 

Saccharide (pmo1) response (nmo1) 4 nmo1c 40 nmo1c 800 nmo1c 

Rhamnose 35.3 0.80 0.1-80 1.6 0.5 2.0 

Xylose 40.0 0.78 0.1-80 1.8 0.6 1.6 

Fucose 47.7 0.97 0.1-80 2.1 1.0 2.3 

Mannose 94.3 0.69 0.2-2∞ 3.3 1.4 2.6 

Galactose 104 0.2-2∞ 3.5 2.3 2.6 

N二Acetylglucosamine 415 0.84 4-8∞ 4.0 3.9 3.6 

N-Acety1galactosamine 388 1.∞ 4-8∞ 4.9 3.7 3.3 

Q The number of determinations wぉ 10 in all case5. 
b For aldoses. 

CFor N・acetylhexo姐mines.
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示し、許容範囲内であった。 Table 7 

Determination of A1doses and Hexosamines in Various Glycoproteins 

第3項糖タンパク寅中の構成単瀦の分析

糖タンパク質を本章第 1節で述べたように酸加水分解し、得られたアルドース類を本

法により分析した。得られたクロマトグラムとピーク面積から換算した含量をそれぞれ

Fig. 12 と Table 7に示す。なお、 o 内に参考のため文献33 ， 1) に報告されている値を示

した。ヒトトランスフェリンではマンノース含量が文献値より低かった。また、ウシ顎

下腺ムチンでガラクトサミン含量が低値を示したが、糖タンパク質試料の純度が示され

ていないため、詳細な議論は困難であると考えられる。他の試料についての測定値は文

献値に一致した。

Amount of monosaccharide (mg/g) 

G 1 ycoprotein Fucose Mannose Galactose Glucosamine Galactosamine 

Bovine submaxillary mucin , type II 9.53 2.07 15.2 168 69.2 

(10)a (l4)a (l70)a (85)8 

Fetal calf serum fetuin 0.27 27.3 45.9 53 6.74 

(30)b (46)b (56)b (7)b 

Ovalbumin 24.0 1.48 12.8 

(20)a (12)a 

Human serum transferrin 0.31 11.1 8.62 17.9 

(18)b (7.4)b (20)b 

8Ref. (33) 

bRef. (1) 

a b 寸I
.

fo 第4項シアル酸の分析
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るが、アルドースやヘキ oligosaccharide 

N-Acylneuraminic acid 

ソサミンと違い、酸に極

めて不安定であるため

これらを同様に酸加水分

解して分析することは困

N-Acclylncuraminalc 

-pyruvalc Iyasc 1POOH 
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5 
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Scheme 4. Reaction of sialic acid-cont出ningoligosaccharide 
with neuraminidase and neuraminate-pyravatc lyase 

Fig. 12. Analysis o[ 山e component aldoses and hexosamines (as N-acetyl derivatives) of comｭ
mercial samples of (a) bovine submaxillary mucin, type !I, (b) fetal calf serum fetuin , (c) ovalbuｭ
min, and (d) hum白1 serum transferrin. The glycoprotein sample were hydrolyzed in 2 M trifluo・
roacetic acid for 6 hr (aldoses) and 4 M hydrochloric acid for 6 hr (hexosamines) at 100'C under a 

nitrogen atmosphere. The hydrolysates were directly (叫doses) or after being N-acetylated 
(hexosami nes) 加alyzed by HPLC under the conditions described in Fig. 10. Each set of chroｭ
malogr担ns was obtained from the same glycoprotein sample. The peak assignment is the same as 
those in Fig. 9. 

難である。そこでシアル酸についてはノイラミニダーゼとN-アセチルノイラミン酸ピル

ビン酸リアーゼ (E.C. 4. 1. 3.3) を用いて分析することを試みた (Scheme 4参照)。ノイ

ラミニダーゼによって遊離したシアル酸のC・3 と C-4間の結合はN-アセチルノイラミン駿

ピルビン酸リアーゼによってN-アセチルマンノサミンとピルビン酸に関裂する。この酵
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アルドースやN-アセチルヘキ、ノサミンと同一の条件下で分析うにリアーゼを利用して、

する方法はシアル酸の分析法として有用であることが示唆された。
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的に進行する素反応は速やかでしかも定

ため、遊離したN-アシルマンノサミン量か

らシアル酸量を推定できる34)。そこで試料

をノイラミニダーゼと本酵素で処理し、遊

b a 離したN-アセチルおよびN-グリコリルマン

ノサミンをアルドースやヘキ、ノサミンと同

じ条件下で分析することを試みた。結果を

Fig. 13に示す。 N-アセチルノイラミン酸と

N-グリコリルノイラミン酸はよく分離し、
2 

<x) 30ω 

Elutiα1 tirre (min ) 

。

アルドース類やN-アセチルヘキソサミン類

ともピークが重ならなかった。 N-アシルマ

00 

Fig. 14. Anal ysis of 出e component sialic acids (as N-acylmannosamines) in commerciaJ samples 
of (a) fe凶 calfserum fetuin, (b) human serum tr加sferrin ， (c) bovine serum acid gl ycoprotein and 

(d) bovine submaxillary mucin, type 1. The glycoprotein 錨mple were hydrolyzed and converted 
to N-acylmannosamines by the combined action of neuraminidase and N-acetylneuraminate pyruｭ

vate lyase. AnaJytical conditions are 山e same as those described in Fig. 10. Peak assignment i 
白e same as in Fig. 13. 

モぬ40 印 o 20 
Elutiα1 tiI� (min) 

40 20 。
Fig. 13. Separation of Sialic acids (as Nｭ

acylmannosamines) in the presence of 

aldoses 加d hexosamines (as N-acetyl 

derivatives). Peak assignment: 1 = Nｭ
glycolylneuraminic acid, 2 = N-acetylｭ
ne町釦ünic acid. Analytical conditions 

are 出e same as those described in Fig. 10. 

ンノサミンの検出限界は他のヘキソサミン

類とほぼ等しく、 N-アセチルマンノサミン

に対するN-グリコリルマンノサミンのレス

ポンス比は1.02であった。

Fig. 14はいくつかの糖タンパク質に本法を適用してシアル酸を測定した結果を示す。

また、定量値はTable 8に掲げた。ウシ顎下腺ムチンとウシ血清α1-糖タンパク質からは

Table 8 

Determination of Sialic Acids in Various Glycoproteins 

またウシ胎児血清フェツN-アセチルノイラミン酸およびN-グリコリルノイラミン酸が、

Amount of sialic acid (μg/mg) 

インとヒト血清トランスフェリンではN-アセチルノイラミン酸のみが検出された。また、

N心lycolylneuraminic acid N-Acetylneuraminic acid Glycoprotein 
一部、 N， O-ジアセチルノイラミン酸の存在が知られているが、ウシ顎下線ムチンには、

0.0 

0.0 

11.6 
12.5 

46.2 

14.0 

11.2 
16.9 

Feta1 calf serum fetuin 
Human serum transferrin 

Bovine serum acid glycoprotein 
Bovine submaxillary mucin, type 1 

それに相当すると思われるピークが68分に観察された。また、 13分に不明なピークが観

31 

察された。帰属するには至らなかったが、精製して純度を高めたムチンではこのピーク

このよが現われなかったことから、精製過程における挟雑物質によるものと思われる。
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を分離した結果をFig. 15およびFig. 16に示すが、それぞれのエピマーに対してほぼ満足1-フェニル-3-メチル-5-ピラゾロンを誘導体化試薬に用いる第4節

できる分離が得られた。また、理論段高も小さく、キシロースー2PMPで4.1μmであった。高性能キャピラリー電気泳動

式[1]37)に従ってみかけの移動度 (μep) を算出した。

HPCEは基本的に電荷/サイズ比の違いに基づく分離モード(ゾーン泳動モード)であ

、E
E
-
-

』

1
i
 

r----K 
l/t)/V μep = l . L . (1 / to -り、オリゴおよびポリヌクレオチドなどの電荷を有する生体成分については既にいくつ

かの分離例が報告されている。糖類は一般に電気的に中性であるため、直接、ゾーン泳

to は電気浸透V は電圧、ここでl はキヤピラリーの有効長、 Lはキヤピラリーの全長、動モードを適用することができないが、 Hondaらはホウ酸塩35)やアルカリ土類金属塩36)

流マーカーの泳動時間、 fは試料の泳動時間である。アルドペントース誘導体のキシローを含むキャリアーの中で糖を in situでイオン性錯体に変換させることにより糖類の

リボースおよびリキソースではそれぞれ2.56 ， 2.62, 2 . 68，およびアラビノース、ス、HPCEによる分離を可能にした。糖タンパク質構成単糖の分析においても同様に中性単

アルトローアロース、アルドヘキソースのグルコース、2.72 X 104 cm2 ・ s- l.V・ I となり、糖をイオン性物質に変換する必要がある。一方、検出面においてもHPLCの場合と同様、

マンノース、イドース、ギユロース、タロースおよびガラクトースが、 2.62， 2.67 ，ス、し化学反応による誘導体化を必要とするが、技術的にポストカラム方式は適用し難い。

2.75, 2.78 , 2.86, 2.88 , 2.96, 2.98 となった。プレカラム誘導体化したのち、 in situで錯イオン化するという方法が適切でたがって、
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そこで、本節においては第2節で述べたPMP法によりプレカラム誘導体化した単糖類

のHPCEについて検討した結果を述べる。

。

1-フェニル-3-メチル-5-ピラゾロン麓導体のホウ酸鈴体としての単績の分析第 1項

分厳条件の検討:ホウ酸緩衝液の濃度ならびにpHについて検討した。ホウ酸濃度が高

いほどピークが鋭くなり移動時間も増加した。ホウ酸濃度の上昇により錯体形成が促進

20 10 

Migraticn t主æ (min) 

。
され、みかけの移動度が減少したものと理解できる。一方、 pHの上昇も同様に移動時間

Fig.15・ Separationof PMP denvatives of aIdopentoses by EfPCE Capillary, fused silica (50μm 
i.d., 78 cm, effective leng出 63 cm); carrier, 200 mM borate buffer (pH 9.5); applied voHage, 15 
kV;detection:UV at245nm.AB=amobarbital (internal Sundard), Reag=excess reagent 
(PMP), l=xylose, 2=arabinose, 3=Hbose, 4=lyxose. 

を増加させたが、 pHが上昇することにより錯体形成が助長されたためと考えられる。両

因子を最適化した結果、 200mM ホウ酸緩衝液、 pH 9.5をキャリアーに用いたときに

もっとも良好な分献が得られた。この条件でアルドペントースおよびアルドヘキソース

33 
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糖タンパク質構成単糖についてもこの条件で良好な分離がみられ(Fig. 17)、この方法

が第2節および第3節で述べたHPLCによる方法と同様、糖タンパク質構成単糖の一斉

分析に有用であることが示された。

定量の信頼性:本実験では手製の装置を用い、キャピラリーの温度調節は室温を制御

して行ったが、ラムノースを内部標準に用いてガラクトースの定量を行ったところ、少

なくとも 10--200 pmo1の範囲で試料量と相対レスポンスの間に直線性がみられた。ま

た、再現性も HPLC と同等であり、信頼できる定量法であることが立証された。試料導

入を自動化し、キヤピラリーの温度制御が可能な装置を用いれば、さらに分析の信頼性

は高くなるものと考えられる。

一般にHPCEにおいてキヤピラリーに導入される試料溶液の体積はn1レベルであるが、

市販装置を用いて紫外部吸収検出をした場合、 10・ 3 M 濃度以上を必要とする。したがっ

てキヤピラリーに導入される試料量はpmo1レベルということになる。しかし、実際には

超微量体積の取り扱いは難しく、少なくともμlレベルの試料溶液を必要とするため、導

入量の約1000倍程度を用意しなければならない。このために必要な試料量はHPLCとあ

まり違わないレベルになってしまう。しかし、 HPCEにおける検出にはレーザー光源を

利用するなど新しい方向での工夫が進められており、さらに微量化できる可能性が高い。
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Fig. 16. Separation of PMP derivatives of aldohexoses by HPCE. The analytical conditions were 

山e same as those in Fig. 15. Peak assignment: 1 = glucose, 2 = allose, 3 = altrose, 4 = mannose, 
5 = idose, 6 = gulose, 7 = talose, 8= galactose. The other abbreviations are 由e same as those in 

Fig. 15. 
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Fig. 17. Separation of PMP derivatives of standard monosaccharides found in glycoproteins. Peak 

assignment: 1 = N-acetylgalactosamine, 2 = rhamnose (intemal standard) , 3 = N-acetylgluｭ
cosamine, 4 = mannose, 5 = fucose , 6 = galactose. The other abbreviations are 由e same as those 
in Fig. 15. 
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第 1章のまとめ

この章では主に糖タンパク質の構成単糖類の分析法について述べた。すなわち、第 1

節ではジエチルジチオアセタールトリメチルシリル化反応を用いるGC、第 2節では

PMP によるプレカラム誘導体化を利用したHPLC、第3節では2-シアノアセタミドによ

るポストカラム誘導体化を利用したHPLC、第4節ではPMP 誘導体のホウ酸錯体として

のHPCE分析について述べた。

これら 3つの方法はそれぞれ異なる分離法 (GC， HPLCおよびHPCE) に基づいている

ため、それぞれの分離法固有の特徴をもっている。しかし、糖タンパク質構成単糖を分

析対象とする場合、生体成分であることから試料量が限定されることが多く、微量分析

が必要となる。 HPLCおよびHPCEでは微量検出が可能な直接的な検出法がないという

理由から化学反応による誘導体化が必要になる。一方、 GCによる分析の場合は、揮発性

物質に変換するという目的で同様に化学的誘導体化が要求される。

この章で述べたいくつかの方法のうち、 GC法ではジチオアセタールに変換したのち、

one-po反応でさらに完全トリメチルシリルイじするという方法を採用した。 HPLCにおい

てはプレカラム誘導体化用にPMP 法を、またポストカラム誘導体化には2-シアノアセタ

ミド法を検討した。 HPCEにおいては再び PMP 法をとりあげた。分析法の開発におい

ては許される限り簡便性を求めるべきであり、この点はこれらすべての誘導体化法につ

いて実現できたと考えられる。

糖タンパク質中の糖の含量は通常、重量にして 10%以内である。したがって加水分解

によって同時に生成するアミノ酸やペプチドが多量に共存する。このような状況で単糖

を分析するためには高い選択性が必要であるが、いずれの誘導体化法もこの要件を充分

36 

満たしている。すなわちジエチルジチオアセタール化、 PMP との縮合およびシアノアセ

タミドとの反応はいずれも糖の還元末端のアルデヒド基の反応性に基づくものであり、

アミノ酸やペプチドとの闘で反応を起こさない。 一方、用いた誘導体化反応はいずれも

比較的緩和な条件(ジエチルジチオアセタール化は250Cで 10分;トリメチルシリル化は

50
0

Cで30分; PMP との反応は700Cで30分; 2-シアノアセタミドとの反応は 1000Cで数

分)で進行する。このためいずれも迅速性の点では概ね満足できるものといえる。

いずれの分析法を選択するかについては種々の問題を考慮する必要がある。そして理

論上の優劣よりも使用できる装置によって限定されることが多い。また、糖タンパク質

の構成単糖の分析に加えて糖鎖分析が必要な場合には、 HPLCやHPCEが好ましいと考

えられる。この章で述べた分析法は選択性、簡便性、迅速性、正確さ、再現性などの点

でいずれも満足できるものであった。ただ、 HPCEは現在発展途中の段階であり、今後、

検出技術などが改善される可能性もある。 HPLC法を選ぶならば、検体数が少ない場合

は PMP によるプレカラム誘導体化、多数の試料をルーチン分析する場合は2-シアノア

セタミドによるポストカラム誘導体化を採用するのが好ましい。
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第2章糖タンパク質からの糖鎖の切り出し

緒言

糖タンパク質糖鎖はペプチド鎖に結合した状態で存在し、糖タンパク質分子に占める

割合も重量にして 10%程度と低いので、糖タンパク質のままの状態で糖鎖の構造を解析

したり、定量することは困難である。したがって、何らかの手段で糖鎖を切り離してか

ら構造解析あるいは分析するのが基本的な考え方となる。

糖鎖を遊醗させる方法としては、ペプチド鎖を種々のプロテアーゼ混合物で完全加水

分解してアスパラギン、あるいはスレオニンまたはセリンを還元末端にもつ糖鎖まで分

解する方法が検討された。しかし、多くの0- グリコシド型糖タンパク質はシアル酸を多

に含むためにペプチド鎖の加水分解が不完全となり、また、 N-グリコシド型でもオパ

ルプミンやリボヌクレアーゼBなど一部の糖タンパク質を除けば酵素的にペプチド鎖を完

全に加水分解することは困難である。 一方、化学的な手法も検討され、 N-グリコシド型

糖タンパク質に対してはKobataらが開発したヒドラジン分解法38)が、また0- グリコシ

ド型糖タンパク質にはアルカリーボロハイドライド法39)が広く採用されている。また、

糖ペプチドから糖鎖を遊離させる酵素類も近年発見され、一部は市販されるに至ってい

る。そこで、この章ではこれら方法を概観して比較した。
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第 1節酵素的方法

最近、糖鎖とペプチド鎖の結合部位に作用して糖鎖を遊離させる酵素類が発見され、

精製されている40)。これらの酵素による反応は緩和な条件で進行するため、シアル酸な

どの不安定な糖鎖が反応中に脱離することもない。このような酵素としては、 N・グリコ

シド型糖鎖に対しては①ペプチドN-グリカナーゼ E (ペプチトN4-(N-アセチルーβ ーグ

ルコサミニル)アスパラギンアミダーゼ (E.C. 3.5.1.52) E) 、②ペプチドN・グリカナー

ゼ A 、③エンドグリコシダーゼ H (エントβ-N-アセチルグルコサミニダーゼ (E.C.

3.2.1.96) H) 、および④エンドグリコシダーゼ F が知られている。これらのうち、グリ

カナーゼ類(①および②)は糖鎖とアスパラギン残基の結合を切断するのに対し、エン

ドグリコシダーゼ類(③およて1@)は精鎖の最も内側にあるキトピオースのβ1 -4グル

コサミニド結合を切断する。①およて1(2)はほとんどのN-グリコシド型糖鎖を切断できる

ものの、糖タンパク質試料はあらかじめ適当なプロテアーゼで加水分解し、低分子化し

ておく必要がある。また、これらの酵素はペプチド鎖の末端に結合した糖鎖を遊離させ

ることはできないといわれている。これに対し、③は基質特異性が著しく、高マンノー

ス型や一部のハイブリッド型糖鎖には作用するものの、複合型糖鎖を切断することはで

きない。また、④は多くの高マンノース型や2本鎖の複合型糖鎖には作用するが、精鎖

のβ結合マンノースにβ1-4結合しN-たアセチルグルコサミンを含むハイブリッド型糖鎖

や3本鎖および4本鎖の複合型糖鎖には作用しなし、。したがって、分析の目的にこれら

酵素を利用するには、その特性を熟知する必要がある。

0-グリコシド型糖タンパク質にはGalβ1-3GalNAcを遊離することのできる酵素が知

られている程度で、現在のところ本研究への適用は困難であると考えられた。
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(Schemc 5参照)。この方法は操作が煩雑であり、試料の乾燥状態や反応条件によって

はシアル酸の一部が脱離するとともある。また、用いるヒドラジン試薬の純度が悪いと副

反応が進行し、反応混合物を TLC で調べると、複数のプロットがみられることもある。

しかし、先に述べた酵素類を用いる場合に比べコストが低くて済むため、多量の糖鎖試料

を処理できるという利点がある。

0- グリコシド型糖鎖の切り離しに用いられるアルカリーボロハイドライド法は、 1M

という高濃度の水素化ホウ素ナトリウムを含む0.05 M 水酸化ナトリウム中で糖タンパク

質試料を処理する方法であり、反応はβ-脱離反応によって進行する (Scheme 6参照)。

操作は簡便であり、切り離された糖鎖が多量のボロハイドライドの存在により安定な糖

アルコールに変換されるため、異性化など副次的変化を起こすこともない。しかし、還

元末端が還元されることにより糖のアルデヒド性を利用した誘導体法が適用できないと

いう欠点を有する。また、この反応は糖鎖がN-末端のアミノ酸に結合している場合には

N-グリコシド型糖鎖の切り

離しに対して繁用されている

唯一の化学的手法であるヒド

ラジン分解法は、無水ヒドラ

ジン中で糖タンパク質試料を

1 ()(tC という高温で加熱する

ことにより糖鎖をペプチド鎖

から遊離させる方法である

第2節化学的方法 これら既存の方法にはそれぞれ短所があるため、別途Lewis塩基を含む非水溶媒中での

反応などを利用した新しい方法の開発を試みたが、いずれも効率が悪かったり、副反応

をイ半ったりした。

そこで本研究においては、 N-グリコシド型糖鎖のうち、シアル酸を含まない場合はヒ

ドラジン分解法、シアル酸を含む糖鎖にはグリカナーゼを用いる方法が適当であると判

断した。また、 0・グリコシド型糖鎖にはアルカリーボロハイドライド法を採用した。
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適用することができないといわれている。
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第3章高速液体クロマトグラフィーによる糖タンパク質糖鎖の微量分析

緒言

ハイブリッド型においても同様のことがいえる。また、複合型では各アンテナの先端部分

やアンテナ内部のN-アセチルグルコサミン残基にシアル酸が結合することが多く、これ

らのシアル酸の位置および結合部位の違いにより多数の異性体や同族体が生まれる。した

がって、 N-グリコシド型糖鎖の種類は極めて多く、既に報告されているものだけでも数

百種類にのぼる。一方、 0-グリコシド型糖鎖では二糖から分岐鎖をもっ十糖以上のもの

まで、様々な構造が知られており、今後の研究の進展によってはN-グリコシド型糖鎖と

同等の多様性が明らかになる可能性がある。

このように多種類の糖鎖を一斉分析するためには、高度の分離能をもっ分離手段が必

要であり、しかも入手できる試料量が限定されるために微量分析のための対策が必要に

なる。 HPLC によって糖タンパク質由来のオリゴ糖を分析する方法としては、プレカラ

ム誘導体化して逆相あるいは順相分配モードで分離する方法42) がある。また、ラテック

ス型の陰イオン交換樹脂に強アルカリ性移動相を用いて糖鎖を直接分離し、パルスアン

ペロメトリーにより検出する方法もある43・49)。しかし、いずれの方法においても濃度勾

配溶出が用いられるため、再現性が低く、試料標品について得られた保持値から糖鎖を

同定するのは困難である。そこで、第 1 節および第2節では、それぞれのモードについ

て分析の改善をはかるための検討を行った。一方、糖タンパク質などに含まれる糖鎖は

特定のタンパク質(レクチン)と結合する性質があり、この性質は糖鎖の分離という点

からも期待がもてる。そこで、第3節ではレクチンを固定化した樹脂を用いて、この特

異的結合の程度の差を利用した高速アフィニティークロマトグラフィーについても検討

を行った。

なお、本研究において対象とした糖鎖の構造ならびに略号をTable 10に示す。これら

表中の略号では糖タンパク質の名称、を 3文字の略称で示し、ついで重合度、タイプ (M山

高マンノース、 C-複合型、 H-ハイブリッド型)、および単糖組成連番記号の順に表示

序論で述べたように糖タンパク質糖鎖にはN-グリコシド型と0・グリコシド型の2種が

あり、 N-グリコシド型には Table 9 に示すように高マンノース型、複合型およびハイブ

リヅド型の3つのタイプがある。 Table 9 はそれぞれの型で最も完成された状態を示して

いるが、完成度の違いによって多くの種類の糖鎖が存在する。高マンノース型ではマン

ノース残基の数ばかりでなく、同じ重合度のものであっても 3つある各マンノース鎖のそ

れぞれにおける残基数が異なることによって生ずる結合異性体が存在する。複合型では高

マンノース型から

マンノース残基が

脱離してできたト

リマンノースーキ

トビオース鎖を基

にして、これにN-

アセチルグルコサ

ミン、ガラクトー

スおよびフコース

が様々な組み合せ

で結合して多数の

同族体を生ずる。
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in Glycoproteins 
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No. Abbreviation 
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Table 10 

List of Glycoprotein Derived Oligosaccharides Examined in 出isWork 

されている。以下の章ならびに各節では、各糖鎖をTable 10に示した番号で表し、必要

に応じてこの略号も付記した。糖鎖番号は[N- 1] -[N-23]が複合型、 [N-24]-[N-35]が

高マンノース型、 [N-36]-[N-41]はハイブリヅド型のN・グリコシド型糖鎖、 [0- 1]­

[0-7]は0-グリコシド型糖鎖を示す。
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No. Abbreviation Structure 

N-36 OVA-8H(H4GN4) 

阿an111~3附 ..n111 、角

GlcNAcß1-C阿anßI-4GlcNAcßl 噌 4GlcNAc 
GlcNAcßl ~ 2HanI1 1 ， -

Han111-3門..n111 、"
G 1cNAc゚l ~4~Hanßl ~4G 1 cNAc゚  1 ~4Gl cNAc 

GlcNAcßl~4.. .'曹
問anl1 1

GlcNAcßl~2 

同a0111 -6
Manl11 

同an111 ~3 、"
GlcNAc日 1-4::門anßl ~ 4G lcNAc゚l-4GlcNAc 

GlcNAcßl ~ 2ManI1 1 ， -

阿an l1 1 ~3阿an l1 1 、 a

GlcNAc゚ l-CHan゚  1-4GlcNAc゚l ~4Gl cNAc 
Gal゚  1 ~4G lcNAcBl ~4 .. . , 

同an l1 1
G1cN^cßl~2 

阿anl1 1 噌 6
Manl11 

同an111 ~3 、 A

GlcNAcßl-4::阿anßl 噌4GlcNAc゚  1-4G 1 cNAc 

GlcNAcßl~4.. .' 
阿an l1 1

GlcNAc゚1 ~2 

刊anl1 1 ~6 
Hanl11 

阿an111 ~3 、 A

GlcNAc゚ l-CHan゚ I-4GlcNAc゚ l-4GlcNAc 

Galßl~4GlcN^cßl-4.. .' 
Hanl11 

GlcNAc゚l-2 

第 1節 プレカラム誘導体化を伴う

分配クロマトグラフィーに基づくシステム

lly.l1.rj生ム盟主

N-37 OVA-9H(H"GNS) 

0-6 

NeuAcl12 ~6GalNAc 

NeuGll12 -6G..INAc 

NeuAcl12 ~ 
Galßl-3t~lNAc 

NeuAcl12 仰

GlcNACßl~3ðXlNAc 

NeuGlα2 伶
GlcNAc゚l-3�lNAc 

NeuGla2 仰

Galßl ~3~XlNAc 

近年、糖鎖をHPLCでより高感度に検出するための蛍光検出法として、 2-アミノピリ

ジン 15)やp-アミノ安息香酸エチル 16)を用いる還元的アミノ化法が報告されている

(Scheme 7a参照)が、いずれも激しい反応条件(酸存在下で80--1000C、 1 --10時間)を

要求するために、複合型糖鎖に一般的に存在するシアル酸の結合が関裂されることがあ

る。したがって、シアル酸を脱厳することなく分析するためには、より緩和な条件で誘

導体化できる方法の開発が望まれている。この点では糖タンパク質の構成単糖の分析に

採用したPMP 法が比較的緩和な条件で定量的に反応するので有望である。しかし、糖鎖

N-38 OVA-9H(HSGN4) 

N-39 OVA - 10H( 阿4G I GNS)

N-40 OVA-l0H(MSGNS) 

N-41 OVA - ll lI(阿 5G 1 GN S)

旦-Glvcosidicd lY linked 口 1 ﾍllOsaccharides 

0-1 

0-2 

0-3 

0-5 HZSLOPJZ芯まい RωJZ訟とNH-R
0-4 

0-7 
NeuGll12 ~ 

G..l ゚ l ~3G lcNAc゚l-4G 1 cNAc゚l ~3G..Ißl -3~l{ lNAc 

R: ~ or -Q-cOO日Other glycoprotein sources: a) AGP. FET; b) AGP. FET; c)TGB; d) TGB. OVA; e) TGB. OVA; 町 TGB. OV A; g) TGB. Ab-

breviation is systematic in the following order: name of glycoprotein source in three alphabetical block letters (AGP、 α1 ・acid

glycoprotein; FET. fetuin; IGG. immunoglobulin G; INV ‘ invertase; RNB. ribonucIease B; OV A‘ ovalbumin; TGB、 thy­

roglobulin; TRF. transferrin). number of monosaccharide residues 、 type of oligosacchむide chain [M. high-mannose type; H. 

hybrid type; C(Di). diantennary complex type; Cσri) ， triantennary complex type; Cσetra) , tetraantennary complex type]. 
monosaccharide species in parentheses (M、 mannose; G、 galactose: GN‘ N・acetylglucosamine; F、 fucose; SA , sialic acid) 

with the number(s) in subscript. 

HZ芯込OH 附附Pご

b) Derivatization with PMPMP 

一
一

円
体

Scheme 7. Reacti∞ ofgl配偶ewi血 aromaticamines (a)ωdPMPMP (b) 
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の誘導体の分析において試薬由来のピークによる妨害がみられたので、この試薬の部分

的な改良を試みたところ、 1-(4-メトキシ)フェニルー子メチル-5-ピラゾロン (PMPMP)

が適しているという結果を得た。そこで本試薬を用いて、糖タンパク質糖鎖、特にシア

ル酸含有糖鎖の分析への可能性について検討した。

第 1項 1 ・(4・メトキシ)フエニル・3・メチル・5・ピラゾロン(PMPMP)の調製

これらピラゾロン系類縁化合物は元来、抗炎症剤として、また有機系色素として数多

く合成されている。そこで、 Koike らの方法50)にしたがって4-メトキシフェニルヒドラ

ジンとアセト酢酸エチルより表記化合物の合成を試みたが、この反応はアセト酢酸エチ

ルの4-メトキシフェニルヒドラゾンを主生成物として与える傾向が観察された。反応条

件を検討したところ、酢酸ナトリウムを添加すると目的物を比較的、高収率で得ること

ができた。表記化合物の lH-NMRスペクトルはPMP の場合と類似していた。また、

PMPMPのuvスペクトルは249 nmに極大吸収を示し、モル吸光係数は 18 ，500 と PMP

の約1.5倍であったo

第2項グルコース-2PMPMPの特徴

PMPと同様の反応条件で得られたグルコースー2PMPMP(Scheme 7b参照)はlH-NMR

において先に報告したPMP誘導体と類似したシグナルパターンを示した。この化合物は

逆相分配モードのHPLCにおいてPMP体よりも保持が強く、シアル酸含有オリゴ糖のよ

うな親水性オリゴ糖の誘導体化にとって好ましいと考えられる。

第3項 プレカラム誘導体化条件の最適化

48 

N-アセチルノイラミニルラクトース(NeuAc-Lac)をモデルオリゴ糖に用い、第 1章第

2節と同様の方法で誘導体化条件の最適化を行った。試薬のメタノール溶液と水酸化ナ

トリウム水溶液を試料に等量加えて加温するという操作により反応を行ったところ、試

薬およびアルカリの至適濃度は各々0.5Mおよび0.3Mであった。誘導体化に供すること

のできるオリゴ糖の量は限定されることが多いので、本研究では試薬とアルカリ溶液の

量を各20μlとし、オリゴ糖の乾燥試料0. 5 nmol に添加することにした。 PMPMP濃度

は高いほど反応効率はよかった。分析に先立って過剰の試薬を除去する必要があるため、

溶媒抽出を試みた。 Table 11に各種有機溶媒を用いたときの試薬の抽出効率と誘導体の

Table 11 

Comparison of tbe Efficiencies of Removal of the Excess 

Reagent by Solvent Extractiona 

Solventb 

Benzene 

Carbon tetracbloride 

Cbloroform 

Etbyl acetate 

n-Hexane 

Remaining Recovery of 

reagent (%y NeuAc-Lac-2PMPMP (%)C 

1.2 90 
1.6 88 
0.019 97 
0.014 98 
13 86 

aExtraction was repeated five times. 

b AIl the solvents for extraction were presat町ated with water. 

c-rh.e amounts of reagent 叩d NeuAc-Lac-2PルE恥伊 used were 10μmol and 1∞ 

pmol. respectively. 

回収率を示す。クロロホルムと酢酸エチルが最も良好な結果を与えたが、クロロホルム

に比べ酢酸エチルは水層より上層にくるので除去操作が容易であるため、酢酸エチルを

用いることにした。抽出を5回繰り返しても生成物の損失は見られなかった。

反応時間と反応温度の効果をFig. 18 に示すo NeuAc-Lacの誘導体の生成率は700Cま

で増加した (Fig. 18a)。内部標準としてグルコースー2PMPMP誘導体を用いて収率を計算

したところ、生成量は時間の経過とともに増大し、 20分でほぼ一定(約98%)に達した

(Fig.18b)0 r実験の部」で述べた標準操作は以上の結果をもとに設定したが、 PMP化法

49 



b a の相対モルレスポンスは 1.043とほぼ同様であった。 NeuAc-LacのPMPMP誘導体のHPLCデータをFig. 19aに示した。

とほぼ 1 に近く、検出限界は13分に現れる星印を付したピークは、 NeuAc-Lacに微量含まれるN-アセチルノイラミン

500 S/N = 5 としたとき、酸がα2-6結合した異性体によるものである。同じ条件でラクトースのPMPMP誘導体を

2 

-
F』
由
。
司
由
広

-
C曲
。
咽
由
広

fmolであった。分析した結果をFig. 19bに示したが、 Fig. 19aではこのラクトース由来のピークが全く認

の
比
コ
〈
凶0
0・

0

「
I
l
l
1
1

」

くり返し分析(n= 9) におけ

る相対レスポンスの再現性は、

められないことから、本反応では脱シアル酸が全く起こらないことがわかった。

100 

相対標準偏差としては20、 200

ぞれぞおよび 1000 pmolで、80 

ﾓ "0 20 3'0 0 10 20 
日此ion 匂ime (min) 

た、保持時間の相対標準偏差は

Fig. 19. Analysis of NeuAc-Lac (a) and Lac (b) as 

PMPMP derivatives. 1 = NeuAcα2-3Lac-2PMPMP， 2 

= Lac-2PMPMP. The peak marked by 組 asteriskis deｭ
ri ved from NeuAcα2-6Lac-2PMPMP. Analytical conｭ

ditions were 山e same as those in Fig. 18, except 25 
pmol each of the samples was i吋ected .

いずれの濃度でも相対標準偏差

として0.6%以下となり高い再

現性を示した。

ーー
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れ2.1 ， 0.8 ， 1.9%であった。ま
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20 

。

。

第5項標準オリゴ糠のクロマトグラフィー

糖タンパク質糖鎖の標品は市販されているものがほとんどなく入手し難いので、中性グ

これには種々の重ルカンであるデキストランの部分水解物を標準オリゴ糖として用いた。

Fig. 18. Optimization of the conditions for precolumn labeling of NeuAc-Lac, as observed from 
the yield of NeuAc-Lac-2PMPMP determined by UV detection. (a) Effect of reaction temperature. 
Reagent concentration, 0.3 M (sodium hydroxide), 0.5 M (PMPMP); reaction time , 20 min. (b) 
Time co町民 ofthe reaction. Reagent concentration, 0.3 M (sodium hydroxide), 0.5 M (PMPMP); 
reaction temperature, 70oC. Sample, NeuAc-Lac (10 nmol); column, Capcell Pak Cl8 (4.6 mm i.d., 
25 cm); eluent, a 20/80 (v/v) mixture of acetonitrile ・ 0 . 1 M phosphate buffer (pH 7.0); flow rate, 
1.0 mlJmin; detection, UV absorption at 249 nm. 

これらの PMPMP に対する反応性は糖タンパク質合度のイソマルトオリゴ糖が含まれ、

糖鎖と同等であると予測される。 Fig.20 にイソマルトオリゴ糖類の分析結果を示す。オ

一定組成の移動相(アセトニトリルー0.1 M リクタデシル化シリカゲルを固定相とし、検量線と再現性第4項

ン酸緩衝液， pH 7.0; 15:85 v/v) で溶出させた場合、 70分で少なくとも 14糖までを分隊グルコースを内部標準に使用した時のNeuAじ-Lacの検量線は2--2000 pmol の範囲

で良好な直線となった。また、グルコースー2PMPMPに対するNeuAc-Lac-2PMPMP
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f1'ig.20. Ana1ysis of PMPMP derivalives of isomalto-oligosaccharides (5.0μg as dextran). Eluent, 

a 15/85(V/V)mixture of acetmtHie-01M phosphate buffer (pH70)i now rate, 060mlimitl 
Peak numbers indicate degree of polymerization (d.p.). Other conditions as in Fig. 19. The panel 

shows thc relationsbip belween molecular weighl (M.W.) and capacity factor (k') for PMPMP 

derivalives of isomallooJigosaccharides. The numbers beside 山e plots indicate d.p. values. 

することができた。保持時間と試料の分子量の関係を調べたところ、分子量の対数とk値

との聞に直樹生が観察され、以下の式で表すことができた。

log (分子量) = -1.54 x log (k') + 5.68 [2] 

ただし、どは固定相と移動相聞の分配比であり、 (Et -Et.o)/Eto (Et および Eto はそれ

ぞれイソマルトオリゴ糖誘導体およびカラムに全く保持されない成分の溶出時間)に

よって求められる。

第6項糠タンパク質中の中性およびシアル酸含有オリゴ糠の分析

種々の糖タンパク質よりヒドラジン分解やグリコーペプチダーゼAで処理して得たN-

グリコシド型オリゴ糖をPMPMPで誘導体化し、イソマルトオリゴ糖誘導体と同じ条件

で分析した。対象としたオリゴ糖の溶出時間をTable 12 にまとめた。この分析の信頼性

を高めるために移動相は一定組成とし、また溶出時間そのものを比較するのではなく、
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標準物質に対する相対値をとりあげた。すなわち前述のイソマルトオリゴ糖誘導体の混

合物を同一条件で分析し、第 5項で述べた直線を作成して分析対象の糖鎖の重合度相当

値(換算グルコース単位 N) を求め、糖鎖の実際の重合度で割った値 (R) を算出した。

以下これらの値を基にして N-グリコシド型糖鎖の挙動について考察する。

Table 12 

Retention Data of 出e PMPMP Derivatives of Various Oligosaccharides 

Obtained from Gl ycoproteins 

Oligosaccharidea Capacity factor, d.p. equivalence to 
k' (k'ref) isomalt∞ligosaccharide ， N 

High-mannose type 

N-24 RNB-7M(MsGN2) 

N-25 RNB-8M(M6GN2) 

N-26 RNB-9M(M7GN2) 

N-28 RNB-I0M(MsGN2) 

Hybrid type 

N-40 OV A-I0H(MsGNs) 

N-41 OV A-IIH(MsGIGNs) 

Complex Type 

Nonfllcm:.vl::ltp.rl non l\ i ::l lvl九 tP.rl

N-l TRF-9C(Di)(M3G2GN4) 

N-4 FET-IIC(Tri)(M3G3GNs)-a 

N-2 FET-I1C(Tri)(M3G3GNs)・b

Ri兄Ivlaterl

N-3 TRF-IIC(Di)(M3G2GN4SA2) 

N-5 FET-14C(Tri)(M3ﾛ3GNsSA3)-a 

N・6FET-14C(Tri)(M3G3GNsSA3)-b 
FIICO又vl ::l tp.rl

N-7 TGB-I0C(Di)(M3G2GN4Fl) 

N-17 TGB-llC(Di)(M3G3GN4Fl) 

SialYl ::l t色礼 fllcosvl::ltp.rl 

N-19 TGB-12C(Di)(M3G2GN4F1SA2) 

N-20 TGB-12C(Di)(M3ﾛ3GN4F1SAI) 

N-21 TGB-I1C(Di)(M3G2GN4F1SA1) 

a Abbreviations are explained in the footnotes to Table 11. 

b Relative k' value to TRF-9C(Di)(M3G2GN4)・

c Ratio of N to number of monosaccharide residues. 

15.07 (1.04) 3.3 

13.96 (0.96) 3.8 

13.46 (0.93) 4.2 

13.03 (0.90) 4.5 

16.21 (1.11) 2.9 

15.20 (1.04) 3.2 

14.55 (1) 3.6 

12.62 (0.87) 4.7 

13.26 (0.91) 4.3 

10.55 (0.73) 6.2 

9.54 (0.66) 7.5 

9.55 (0.66) 7.5 

17.58 (1.21) 2.5 

16.41 (1.13) 2.8 

10.10 (0.83) 6.3 

1l.91 (0.75) 5.0 

10.96 (0.75) 5.8 
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R 

0.48 

0.48 
0.47 

0.45 

0.29 

0.29 

0.40 
0.43 

0.39 

0.56 

0.54 

0.54 

0.25 

0.26 

0.53 

0.42 
0.48 
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b 
たが、やはり 11糖[N-30]の存在が示唆された。また、両モードにおける9糖と 10糖の異

性体の分離はほぼ同程度であった。

これらのうち 2種

類のハイブリヅド型糖鎖([N-40] および [N-41])を比較すると後者は前者に比べてガラ

ハイブリッド型糖鎖としてはオパルプミン由来のものを分析した。

a 
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この差は約0.3クトース残基が 1 つ多いが、それぞれのk"値は 16.21および15.20 となり、30 20 10 。ω 40 20 。
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グルコース単位の差に相当した。

合型糖鎖が含まれている 52)。

プタチログロプリンには高

マンノース型糖鎖とともに複

プタチログロプリンをヒドラ

Eluti01 tirre (min) 

Fig. 21. (a) Analysis of high-mannose-type oligosaccharides obtained from ribonuclease B (bovine panｭ

creas) as tbeir PMPMP derivatives. The amount of s組lple i吋ected coπesponded to 0.5 mg of protein. Anaｭ
lytical conditions are lbe s組le as tbose in Fig. 20. (b) Analysis of higb-mannose-type oligosaccbarides from 
ribonuclease B by bigb-performance anion-exchange cbromatograpby. A portion of tbe glycopeptidase A-reｭ

leased mixture (0.5 mg as protein) was directly i吋ectedprior to derivatization. Column. Dionex HPIC AS-6 
(4 mm i.d.. 25 cm); eluent. gradient elution from 0.1 M sodium bydroxide to 0.1 M sodium bydroxide 

containing 0.5 M sodium acetate in 120 min 、 flow rate, 1.0 mllmin: detection , pulsed amperometry on gold 

electrooe; El = +0.05 V (0.6 s) , E2 = +0.6 V (0.12 s) , E3 =ー0.8 V (0.42 s). Peak assignment: 1 = RNB-
11M(M9GN2) i.e. , lN-30]. 2 = RNB-I0M(M8GN2) i.e. , [N-28 J, 3 = RNB-9M(M7GN2) i.e. ‘ [N-26J, 4 = RNB-
8M(M6GN2) i. e ・ ， [N-25] , 5 = RNB-7M(M5GN2) i.e., [N・24]. The abbreviations are described in Table 10. 

ジン分解して得たキトピオー

スコアにフコースを有するジ実際のグロマトグラムをFig.21 以下に示す。ウシ勝臓リボヌクレアーゼB をサーモラ

Fig. 22. Analysis of fucosylated 釦d sialylated complexｭ

type oligosaccharides obtained from 出yroglobulin

(porcine 出yroid) by hydrazinolysis as 出eir PMPMP 

derivatives. Analytical conditions were 山e same as those 

described in the legend to Fig. 20. (a) Disialo-oligosacｭ

charide fraction. (b) Monosialo・oligo幼ccharide fraction. 

The amount of 錨mple injected coπesponded to 10μg of 

glycopeptide for ei出er fraction. Peak assignment: 1 = [N・

19], 2 = [N-21] (TGB・ 12C(Di)(M3G3GN4FlSAl))， 3 = [N・

20] (TGB・ lIC(Di)(M3G2GN4FlSAl) . The abbreviations 

are described in Table 10. 

シアル酸含有オリゴ糖の分離イシンとグリコペプチダーゼで処理して得た一連の高マンノース型糖鎖の分析結果をFig.

この糖例をFig.22a に示す。21a に示す。リボヌクレアーゼBは主要なオリゴ糖として7糖[N-24] (Table 11参照)を含

タンパク質の主要糖鎖[N-19]α1-2結合したマンノースの数がさらに多い8糖 [N-25]、 9糖 [N-26]および10糖有し、

(TGB-12C(Di)(M3G2GN4 [N・ 28] を有することが知られている 51)。今回の分析結果はこの報告を支持するもので

FlSA2)) は本分離条件下でk'あった。すなわち、 7糖がもっとも大きなピークとして一番遅れて溶出し、残りの糖鎖が

値が 10.10、 6.3 グルコースイソマルトオリゴ糖と同様、重合度順に現れた。 [N-26] と [N-28]はそれぞれ3種類の

単位という結果が得られた。これら異性体の分離は困難であった。また、一番最初に異性体の混合物と考えられるが、

チログロプリンのシアル酸を 1残基含む複合型糖鎖の分析結果をFig.22bに示す。同様、溶出したピーク 1は報告されていない完成型高マンノース型糖鎖 (11糖)であることが

ぞれらは先の[N-19]のシアル酸の一つがはず明瞭に分離した 2本のピークが観察され、考えられる。比較のため第2節で述べる陰イオン交換クロマトグラフィーによるオリゴ糖

れた[N-21]およびさらにガラクトース残基が結合したlN-20]であることを同定して確認

これらオリゴ糖のk'値はそれぞれ10.96 と 1 1. 91であった。チログロプリン由来のした。

Fig.21bに示すクロマトグラムが得られ、溶出順序は逆転しの分析を行った。その結果、
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6]) が市販されているので入手して比較した。その結果、両異性体はほとんど同じk'値たとえば[N-21] (TGB-11C(Di)(M3 G2GN4FlSAl))の保持をフコース含有複合型糖鎖

シ(9.54および9.55) を示した。先のシアル酸含有複合型糖鎖の結果も考えあわせると、トランスフェリン由来のフコースを含まない同一重合度のオリゴ糖[N-3J (TRF-ll C 

これをノイラミニダーしかし、アル酸含有糖鎖の相互分離は余り良好とはいえなかった。(Di)(M3G2GN4SA2)) と比

ゼ処理することにより得られるオリゴ糖では、ガラクトース残基の結合様式に基づく異性R値は小さな値を較すると

これら 2種のオリゴ糖の存在比体 ([N-2] と [N-4]) の良好な分離が得られた(Fig. 23b)o b a 
-
c
ω
O
m
w
ω

』

これはフコース残示したが、

をピーク面積より換算した結果、 3:7 という結果が得られた。-
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基の疎水性によるものと考え

シアル酸残基られる。また、

第7項 PMPMP務導体の安定性
2 

の存在が保持に与える効果は、

120 PMPMP誘導体をー200Cで

乾燥状態で保存すると少なく

以上述べたオリゴ糖類を比較

した場合、余り大きくなかっ
ー一ー一一ー一ー

o 20 40 60 0 20 
アル酸含有オリゴ糖[N-20] 印伽伽(min)

Fig.23. Analysis of sialo- 釦d asialo-oligosaccharides, obtained 
(TGB-12C(Di)(M3G3GN4 fr;m bovine fetuin by digestion with-glycopeptidase A as 

PMPMP derivatives. (a) A mixture of [N・5] (FET・ 14C(Tri)(M3

FlSAl))および[N-211 (TGB G3GNsSA3)-a, co汀esponding to commercial 363・SA-Tri) 加d [N-
6] (FET・ 14C(T目)(M3G3GNsSA3)-b， corresponding to commercial 

-11C(Di)(M3G2GN4 Fl 366-SA-Tri). (b) Asialo-oligosaccharides. Peak assignments: 1 = 
SAl)) をそれぞれノイラミニ [N-4] (FET・ lIC(Tri)(M3G3GN5)-a， corresponding to commercial 

AS-FET3 , 2 = [N・2] (FET-I1C(Tri)(M3G3GN5)-b, coπesponding 
mmercial AS-FET4. The abbreviations are described in 

ダーゼで処理して得たオリゴ
Table 10. The amount of sample injected co町esponded to 10μg 

糖は 17.58および 16.41 と高 of glycopeptide for ei出er fraction. An叫ytical conditions were 
出e same as those described in Fig. 20. 

とも数カ月聞は安定であった。
80 

b更

と
gJ 60 

Fig.3 
Z 
40 

た。 pH4.0ではNeuAc-Lac-

20 

しかし、単離した誘導体を緩

分解が起こることが観察され

24 に示すようにpH に応じて

衝液中に放置すると、

60 40 

フコース残基をもっシたが、

Fig.24.Stability of NeuAc-Lac-2PMPMP.IIICuballon in (a) 

loomM ciuaIe-phosphate buffer(pH40), (b)100mM phosｭ
phate buffer (pH 6 . 0)，加d (c) 100 mM Tris-HCl buffer (pH 
8.0). Analytical conditions were 出e s組le as those described 
in the legend to Fig. 19. 

90 100 80 70 30 40 50 60 
Incubatlon tlme (hr) 2PMPMPは比較的安定で、

37
0

C で 96時間加温しでも

しか90%以上を回収できた。いk値を与えた。

し、 pHが高くなるにつれてこの糖タンFig.23 はウシフェツイン由来のシアル酸含有オリゴ糖の分析結果を示す。

このしかし、分解が顕著になり、 pH 8.0では約9時間でbis-PMPMP誘導体が消失した。しかし、パク質にはシアル酸の数および結合が異なる 3本鎖の複合型糖鎖が存在する53)。

分解物を再び誘導体イじすることで、再度bis-PMPMP誘導体を得ることが可能であった。フェツイン

シアル駿残基の結合様式に基づく 2種類の異性体 ([N-5] と [N-

本分離条件下では 1 本の大きなピーク (k' = 9.54)だけしかみられなかった。

由来のオリゴ糖のうち、
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第2節ラテックス型固定相による分厳と

パルスアンペロメトリーに基づくシステム

パルス状に異なる電位を順番にくり返し与えて特定の電位における電解電流を積算す

る方式(パルスアンペロメトリー)は、通常のアンペロメトリーやクーロメトリーに比

べ、 S/N 比が改善されるため感度が高い。またアルカリ条件下では、作用電極に金属電

極を用いることで糖も酸化されることが知られている。したがって、移動相にアルカリ

水溶液を用いる陰イオン交換カラムによって糖類を分離し、パルスアンペロメトリーで

検出する方法43・49)は、糖の分析法として興味深い。アンペロメトリーでは糖の水酸基の

他にアミノ基やスルフヒドリル基なども同時に酸化されることが予測されるが、パルス

アンペロメトリーでは電位の設定や電解電流の取り込みのタイミングを任意に設定でき

るため、特異性を持たせられる可能性がある。本節では金電極を装着したパルスアンペ

ロメトリーを用いて、糖タンパク質糖鎖の分析の可能性を検討した。

第 1項分院機構の考察と分厳条件の検討

陰イオン交換樹脂は一般に強アルカリ性溶液中では徐々に分解を起こすが、陽イオン

交換樹脂の表面に陰イオン交換樹脂の微粒子をイオン的に付着させたタイプ(ラテヅクス

型)の樹脂は強アルカリに安定である。したがって、強アルカりを移動相として種々の物

質を分離することができる。このモードで糖を分離する場合、糖の水酸基が解離して陰イ

オンを与え、これがイオン受換モードにより分離するといわれている。しかし、この機構

だけでは説明できない現象も観察されている。たとえば、種々の結合様式をもっグルコピ

オースの k' を比較してみると (Table 13)、同一の結合位置をもっα-およびβーグルコビ

オースでは解離の程度に大差はないと考えられ、したがって、 αーおよびβーグルコピ

58 

オースも k' の順序は同一と予想される。しか

し、実測値は予測に反し、 αー結合では 1→6<

l→3<1→4 、 ß-結合では 1→6< 1• 4<1• 

3 であった。したがって、単純にアニオン交換

モードだけで説明するのは困難であり、例えば

固定相への分配の寄与も大きいと考えられる。

Table 13 

C~~çity Factors (k's) of Glucobiose 

Saccharide Structure k' 

Nigerose Glcα1-3Glc 5.73 

Ma1tose Glcα1 -4Glc 6.37 

Isoma1tose Glcα1-6Glc 2.34 

Laminaribiose Glc゚l-3Glc 6.87 

Cellobiose Glc゚l-4Glc 3.87 

Gentiobiose Glc゚I-6Glc 3.69 

Eluent: 0.1 M NaOH 

ところで本システムでは固定相が上述のラテックス型樹脂に限定されているため、分離

は移動相のアルカリ濃度によって決まる。したがって、移動相には一般に水酸化ナトリウ

ム水溶液を用いるが、酢酸ナトリウムを加えて若干の緩衝性をもたせることもできる。

Table 14 には、糖タンパク質より調製した種々のオリゴ糖類の k' をまとめて示した。

固定相自身が強陰イオン交換基をもつため、シアル酸の結合した酸性糖鎖ではシアル酸

の数が多し刈まど保持が強くなるため、移動相により高濃度のアルカりを使用する必要が

あった。類縁のオリゴ糖類について k' 値を比較すると、重合度の高いものほど、また、

アセチルヘキソサミンよりもアルドースの数が多いものほど高値を与えた。さらにシア

ル酸を含むオリゴ糖では N-グリコリルノイラミン酸を含むものの方が N-アセチルノイ

ラミン酸を含むものより大幅に大きな保持値を与えた。また、フコース残基の存在で保

持が減少する傾向も観察された。しかし、これらの現象を一般化するにはさらに試料数

を増やして検討する必要があると考えられる。

Fig.25 にグルコースがα1-6結合したホモオリゴ糖であるイソマルトオリゴ糖につい

て保持挙動を調べた結果を示す。いずれのアルカリ濃度においても log k'と重合度の間に

は良好な直線性が観察され、相関係数は0.999以上と良好であった。またアルカリ濃度の

増加にしたがって勾配が急になった。これらの結果はアニオン交換モーに分配
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Table 14 

Capacity Factors of Various Glycoprotein-Derived 

Glycopeptides (a), Oligosaccharides (b) and Oligosaccharide Alcohols (c) 

NaOH concentration (M) 

0.8 0.7 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 

3 

モードのいずれによっても説明が可能

であると考えられる。以上、得られた

2 

知見はオリゴ糖の分離条件を探るため

の指針として有用であると思われる。
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Complex type 

[N-71 TG゚-IQC(Di)(M3G2FIGN4) 

[N・ 17] TG゚-IIC(Di)(M3G3GN4FI) 

[N・ 19] TG゚-12C(Di)(M3G2FIGN4SA2) 

b

c

a

b

c

 

TGß・ 12C(Di)(M3G3FIGN4SAI)

TG゚-l1C(Di)(M3G2FlGN4SAl) 

[N-20J 

[N-21] 

OV A-9C(Tri)(M3GN�) [N・23]

r~ 0.999 

。

-1 

市販のパルスアンペロメトリック検

出器を至適条件で用いても、多量に存

Fig. 25. Effect of 剖.kali concentration on 山e re-

tention of isomalt∞ligosaccbarides. Column, 
Dionex HPIC AS・6 (4 mm  i.d. , 25 cm); flow 
rate, 1 mUmin; detection, pulsed amperometry 
on gold electrode; El = + 0.05 V (0.6 s), E2 = + 
0.60 V (0.12 s), E3 =・ 0.8 V (0.42 s). 

20 18 16 14 12 

dp of glucose 

れらアミノ酸やタンパク質の妨害の程

度を最初に調べた。 Fig.26a と 26b は

至適条件(El= 0.05 V (600 ms), E2 二

0.6 V (120 ms), E3 = -0.8 V (420 ms)) で、それぞれ18種類のアミノ酸混合物(各1μ

mol) およびウシ血清アルブミン (5μg)をO.5M 水酸化ナトリウムを移動相として分析

アミノした結果である。アルブミンを注入しでもほとんどピークは観察されなかったが、

このことは糖タンパク質より糖鎖を調製する酸では約5分と 12分に強いピークが現れた。

際に共存物質として存在するアミノ酸やペプチド類を、分析に先立って除去する必要があ

ることを示している。そこで、 Sephadex 0-25の小カラム(1 cm i.d. , 30 cm)を用いて糖
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TGB-8M(M�N2) [N-25J 

TGB・9M(M7GN2)[N-26] 

rN・28] TGB-I0M(MsGN2) 

Hybrid type 

rN-37] OV A-9I-I(M4GN5) 

OV A-9II(M5GN4) [N・ 38]

OV A-IOH(M4GIGN5) [N-39] 

OV A-l 01I(M5GN5) [N-40] 

OVA-llII(M5GIGN5) [N・41]

アミノ酸の妨害を除くことができた。鎖を精製してから分析を行ったところ、

糖タンパク質由来糖鎖の分離
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糠タンパク質糖鎖モデルとして、プタ由来チロ

グロプリンとウシ顎下腺ムチンを使用した。

プタチログロプリンの糖鎖;プタチログロプリ

ンをプロナーゼPで処理した後、 SephadexG-25 

カラムでアミノ酸やペプチドを除き、 DEAE­

Sephadex A-25を用いて中性ならびにシアル酸を

1 残基および2 残基含む糖ペプチドに分画した。

中性糖鎖を有する糖ペプチドをラテックス型樹脂

と強アルカリを用いて分析した結果をFig.27aに

示す。この中性画分はO.5M 水酸化ナトリウムを

移動相に用いたところ、 3つの主要ピーク(ピー

ク 1"'3) と lつの小さなピーク(ピーク 4 )を

与えた。くり返し分取することにより、各ピークを与える糖ペプチドをとり出し脱塩し

て、 lH-NMRで構造解析を行った (Table 15) 。その結果、ピーク 1 と2 には 7 つおよ

び 8 つのアノメリツクプロトンの存在が示唆され、高マンノース型の7糖[N-24]および8

糖[N-25] と同定した。また、これらはいずれも2つのN-アセチル基のメチルプロトンを

2.04および2.06 ppmに与え、 2.8 ppm 附近にアスパラギンのβーメチル基に相当するシ

グナルを与えた。また、 C-2(H-2)のプロトンおよびアノメリックプロトンの化学シフト

値も既存の報告とよく一致した54)。ピーク3の成分のlH-NMRスペクトルも同様に2つの

N-アセチル基とアスパラギンに基づくメチレンのシグナルを与えた。 4.0......， 5 .4 ppmに現

われたアノメリックプロトンの化学シフトは3種類の糖鎖の存在を示唆した。つまり、マ

ンノース残基 (A， B および C) の2位が置換されると化学シフトが低磁場に移動するた

めである (Fig.2S) 。これら置換されたマンノースのシグナルの面積比よりマンノース残

基 A ， B ， C にさらにマンノースを有する各置換異性体の存在比を推定したところ、

a b 

L 
, 0 、。

Elution tirne (mln) 

Fig. 26. Analysis of (a) a mixture of 

amino acids (1 ~ol each) and (b) 

bovine serum albumin (5μg). Eluent: 

0.5 M sodium hydroxide. Other analyﾙｭ
cal condi�ns are 山e saurre as those deｭ

scribed in Fig. 25 

2 5 

C a b 

d
c
O

門

6 

Table 15 

Assignment of Ule Cbemical Shifts of Represcntative Proton Signa1s 
ofM勾orNeutra1 Glycopeptides Derived from Pon:inc Thyroglobulin 

Numbcring of mono,..ccharide rcsidue 

8 内 IM -輔、 J , , 
M 1". :M-N N 
!";? 
c 

M = mannosc; N = N-acctylglucosaminc 

Signa I M onosaccha ridc 
residuc 

H M-M M-M M-M 、 M-M M、H、~~-N-N 問、~)1 -N -N M-M阿〆J一 M-N-N 阿-MH 、'一u , M- N- N MH 、'ーM 〆M -N -NM' 1'1' 

5.07 507 507 5.07 50守
2.03 2.03 203 203 203 
2.06 2.06 2.06 206 206 4 5.09 534 5.34 .5 )4 534 

4' 4.87 487 4.87 487 487 
A 5.09 509 5.40 5ω 5.09 
日 4.90 4.90 490 514 4 切
C 505 5.05 505 5.30 
D 504 50-1 50-1 3 425 423 423 423 423 4 4.07 4 11 4.09 409 409 
4・ 4.15 4 15 4.15 4 15 4 15 
日 399 399 3.99 3.99 399 
C 407 4.07 407 407 
D 407 407 407 

Fig.27. Analysis of tbe (a) neutral glycopeptides , (b) reduced monosialo・ and (c) reduced disial∞ligosac­

cbarides, derived from porcine tbyroglobulin. Eluent: (a) 0.5 , (b) 0.5 and (c) 0.8 M sodium bydroxide soluｭ

tion. Peak assignment: 1 = [N・24] (TGB-8M(M6GN2)) ‘ 2 = [N-25] (TGB-9M(M7GN2) , 3 = [N-26] (TGB骨

10M(MsGN2)), 4 = [N-28] (TGB・ l1M(M9GN2)) ， 5 = [N-21] (TGB・ llC(Di)(M3G2GN4F1SA1)) ， 6 = [N-20] 
(TGB-12C(Di)(M3G3GN4F1SA1)), 7 = [N-19] (TGB-12C(Di)(M3G2GN4F1SA2)), 8 = [N-21] (TGB-14C(Tri) 

(M3G3GNsF1SA2)). Otber conditions as in Fig. 25. Sample scale: 11 -30μg as glycoprotein. 
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ガラクトシダーゼで処理するとピーク5[N-21] と一致することから、この物質は非還元末

端にさらに αーガラクトース残基を有する糖鎖[N-20]であることが考えられた。これらの

各ピーク成分のlH-NMRにおける化学シフトをTable 16 に示す。ピーク6はピーク5 と

類似した化学シフトを示したが、 5.135 ppm (3.5 Hz)のアノメリツクプロトンが新たに

加わり、 GlcNAc-6'の化学シフトが4.471 ppmから 4.446 ppm にシフトしているO

Dorland ら 52) は 4本鎖のαーガラクトース残基を有するオリゴ糖のlH-NMRを報告して

いるが、ピーク 6 の成分はこれと化学シフト、結合定数とも良く一致したo Fig.27bに

Table 16 

Assignment of the Chemical Shifts of Representative Proton Signals 

ofM勾orSia10011gosaccharides Dmved from Porcine Thyroglobulin 
Numbering of monosaccharide residue 

川
内
庁
引

B叫A
Z
cサ

品
目向
山
町
山

Peak III 

HOD 15 I I NAc 

同司・

5.4 5.3 5.1 5.0 4.9 p輦n 5.2 

Fig.28. IH-N乱1R spectrums of neutral glycopeptides. Left-h釦d side, anomeric protons of 血e

compounds co町民ponding to peak 1 to 3; right-hand side, spectrum of structural reporter group 
regions of peak 3. 

6 5 • 

NA- G-N -M、 ) 2 1 
、M-N - NoI

(G) - G -N-W ム
6' 5 ・‘ r

Signal 

M = mannose; N = N-acetylglucosamine; Nol = N-acetylgucosaminitol; F = fucose: G = galactose 

Monosaccharide 5 6 

NA-G-N-M、;M-N-Nol NA-G-N-M、、 M-N-FNol G-N-W" .. F G-G-N-M/ 

5.13 5.13 
4.92 4.92 
4.60 4.60 
4.58 4.58 
4.44 4.44 
4.47 4.44 
4.89 4.89 

5.13 
4.26 4.26 
4.19 4.20 
4.11 4.11 
1.77 1.77 
2.66 2.66 
4.11 4.11 
1.21 1.21 
2.01 2.01 
2.07 2.07 
2.05 2.05 
2.04 2.04 
2.03 2.03 

23: 13:64であった。ピーク4は解析できる量が得られず、同定には至らなかったが、先に

述べた各高マンノース型糖ペプチドが重合度順に現れていることから Man8GlcNAc2-

Asn [N-28] であると推定した。

シアル酸含有糖ペプチドについても同様に分析を行ったが、ペプチド部分の構造不均

一性によるためか、複雑な溶出パターンを示した。そこでこれらのシアル酸含有糖ペプ

チドはヒドラジン分解を行って遊離のオリゴ糖にしたのち、還元して糖アルコールとし

たものを分析した。この処理の過程で一部のシアル酸が脱離するため、再度DEAE-

Sephadex カラムで精製を行ってから分析した。ヒドラジン分解に伴うシアル酸の脱離の

程度は約10%程度であった。 Fi f!. 27b と 27cはシアル酸含有オリゴ糖を糖アルコールとし
。-

て分析した結果である。ピーク5を与える物質のlH-NMRの化学シフト値は文献5-l)とよ

く一致したことから [N-21]であると推定した。ピーク6はこの成分をコーヒー豆由来α-

residue 

H-I 

H-2 

H ・3aλ

H-3eq 

H-5 
H-6 

NAc 

4 

4' 

5 
5' 

6 

6' 

Fuc 

α-Gal 

3 

4 

4' 

NeuNAc 

NeuNAc 

Fuc 

Fuc 

2 

5 

5' 

NeuNAc 
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たが、保持時間の再現性は低く、例えば

ピーク 1について求めた溶出時間の相対

標準偏差 (n = 5) は 5.3% と高かった。

この場合、移動相は0.1 M 水酸化ナトリ

ウムにOから 0.5 M 酢酸ナトリウムまで

200分の直線濃度勾配をかけて溶出した。

各ピークの番号はFig.27より推定した

ものである。未同定のピークが22-23

分に溶出したが、これはヒドラジン処理

の過程でシアル酸が遊離した複合型糖鎖

によるものと考えられる。

精製したのち、分析した。結果をFig.30 に示すo 1n・ 一‘ 山10n tlme (min) 
.Fig.30. Analysis of the reduced 

移動相には0.3M 水酸化ナトリウムを用いた。 oligosaccharides derived from bovine 
submaxillary mucin. Eluent: 0.3 M 

各ピーク成分を分離し高速原子衝撃質量スペク sodium hydroxide solution. Other condiｭ
tions as in Fig. 25. Sample scale: 11μg 

トルにより分析したところ、ピーク 1 はm々 513 as glycoprotein. Peak assignment: 1三
[0・ 1] 釦d [0-4], 2 = [0-3] , 3 = [0-2] , 4 

と 716 にシグナルを与え、 これは Tsuji と= [0・5].

Osawa56)が報告している NeuAcα2-6GalNAcol [0-1] と GlcNAcß1-3(NeuAcα2・6)

GalNAcol [0-4] に相当した。ピーク 2はm々 674 を与え、これはGalß1-3(NeuAcα2-

6)GalNAcol [0-3]に相当した。また、遅く溶出するピーク3 と4はm々 529 と 732を与

え、 [0-1] と [0-4]のN-グリコリルノイラミン酸結合体( [0-2] と [0-5]) であることが

わかったo 本条件では早く溶出する成分の分離は不十分であったが、より低濃度の水酸化

ナトリウムを移動相に用いれば分離が可能であった。

0-グリコシド型糖鎖の多くはウシ顎下腺ムチンのように可溶性タンパク質に存在する

が、細胞の表面にも存在することが知られている。そこで膜タンパク質の糖鎖分析を試み

た。結果をFig.31に示す。移動相にはO.5M 水酸化ナトリウムを使用したところ、酸性

糖鎖と思われるピークが2つ観察された。得られた試料量が少なかったため解析は行わな

かったが、プタ赤血球膜主要糖鎖としてGalßl-3(NeuGlα2-6)GalNAc [0-6] と Galßl-

ウシ顎下腺ムチン:ウシ顎下腺ムチンには多量

のN-アセチルーおよびN-グリコリルノイラミン酸

を含む0-グリコシド型の2糖と3糖の存在が知られ

ている。これら0-グリコシド型糖鎖は希アルカリ

中、多量の水素化ホウ素ナトリウムを含む溶液中

で長時間処理することにより遊離させることがで

きた。得られた糖鎖をSephadex G-25 カラムで

10 40 

Elution time (m!n) 

60 

1 ・ 2

,
EEEEEEEEEEEEEEEEE

‘ 

〈
己
白
門

、
s

おけるその他の小さなピークは同定するには至らなかったが、シアル酸の結合位置の異

なる2本鎖または3本鎖の異性体であると考えられる。シアル酸を 2残基含むオリゴ糖画

分の分析結果をFig .27cに示す。ピーク7はノイラミニダーゼ処理の結果から2本鎖の複

合型績鎖[N-19]、ピーク8は3本鎖の糖鎖[N-22]であると推定した。

一定組成の移動相を用いた場合、本システムはこのように中性糖ペプチドおよび還元し

たオリゴ糖に対して良好な分離を示し、わずかな構造の相違に基づく分離が可能であったo

保持時間の再現性も高く、相対標準偏差は0.1%以内であった。しかしチログロプリンの

糖鎖のようにシアル酸の数が異なる糖鎖を含む試料を同一の条件で一斉に分離することは

困難であり、予め、 DEAEカラムによる分画が必要であった。そこで、比較のため濃度

勾配溶出によるこれらの糖鎖の分析も試みた。 Fig.29に濃度勾配溶出によって、チログ

ロプリン糖鎖の糖アルコールを一斉分析した結果を示す。分離は良好でシアル酸含量の

異なる糖鎖を一斉に分厳することはでき

Fig. 29. Analysis of the reduced neutral and 

sialooligosaccharides derived from porcine 白y­

roglobulin. Gradient elution from 0.1 M sodium 

hydroxide to 0.1 M sodium hydroxide containｭ

ing 0.5 M sodium acetate in 200 min. Other 

conditions as in Fig. 25. Sample scale: 50μg as 

glycoprotein. Numbering of peaks as in Fig. 27. 
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3GlcNAcßl-4GlcNAcßl-3G心ßl-3(NeuGlα2-

6)GalNAc [0-7]の存在が報告されている57)こと

から、ピーク 1および2はこれらに基づくものと推

定された。このように本法は細胞表面糠鎖の解析

にも適用が可能であった。

N-グリコシド型および0-グリコシド型の両種類

の糖タンパク質モデルを用いて行った実験結果よ

り、本システムはこれら糖鎖の分析に有効であり、

分析に必要な試料量も糖タンパク質として数十

μgと微量ですむことがわかった。しかし、強アル

カリ性移動相を用いるために起こる問題も無視で

きない。たとえばシアル酸の部分分解が起こる可

能性を否定することはできないが、これに対して

"" C 
。

F、

1 0 20 

Elution time (min) 

Fig. 31. Analysis of the reduced 

oligosaccbarides derived from 

porcine eη血rocyte ghost. Eluent: 

0.5 M sodium hydroxide solution. 

Other conditions as in Fig. 25. 

Sample scale: 73μ1 as bl∞d. Peak 

assignment: 1 = [0・6] ， 2= [0・7].

は充分に精製されたシアル酸含有糖鎖標品を用いて基本的な実験を行う必要がある。また、

糖鎖によっては分析中にエピイじのような副次的反応が起こることも考えられる。 0-グリ

コシド型糖鎖を遊離させるための適切な酵素がないため、もっぱらアルカリーボロハイド

ライド法が使用されているが、この過程での脱シアル酸も貝ぷ長せない問題である。しかし、

本法は分隊能およひ喰出感度の面で高い評価を与えることができると考えられる。

第4項 高速液体クロマトグラフィーによる繍鎖の構造解析への適用

本システムでは糖鎖の重合度が保持に大きく寄与する。そこでモデル糖鎖として αーガ

ラクトシル基を有する 2本鎖型のシアル酸を 1残基含む複合型糖鎖 [N-20]を用い、エキ

68 

G山1 ・3ω日 1-4GlcNAcßI-2Ma蹴1-6.. n. . ~ . ... F~αl、6
胤JNAcα2-倫申l必lcNAcßI-2地nωManßl必lcNAcßI-4GlcNAc-ol

l α-Galact osidase 

白1ﾟ 1 -4G lcNAc゚ 1-2Ma附1-6，. n. . ~ . • • F凶αl、 6
NeuNAcα2-街宣申 1-4G lcNAcßI -2.Nhnω-3M阻ßI--4GlcNAcßI-4GlcNAc-ol

↓いp阿陥G匂al陥a…鈍
GlcNAcßI-2Malllα1-6，. n. .~. ... F~αl、6

地uNA叫2-白a l゚I-4G lcNAcßI-2 :Manαi~3M.anßl --4Gl cNAcßI-4GlCNAc-oI 

↓ß-N-Ac山泊川nida鈎
Manα1-6.. n. . ~ . ...F~αl、6

ぬuNAcα2-6Ga申 1-4GlcNAcßI-2地ロαi~3Manß 1--4Gl cN Ac゚  1--4Gl cN Ac-ol 

lα-Mannosidase 

Fu::αl、

M阻日 1-4GlcNAcßl-4GlcNAc-ol胤JNAcα2・ぬ1ß 1 -4GlcNAcßI-2陥n Ct.l -3

↓…nω 
Fucal、 ，

白出1-4G1 cNAc゚  1-2地nα1_3M.a目。 1 -4GlCN Ac゚  1-4GlcN Ac-oI 

• ß-G匂倒鋤a剖制…l陥a
Fl巴￡α1，、 ，

GlcNAcßI-2地n凶_f'1an゚ 1-4GlcN Ac゚  1・4GlcNAc-ol

↓山州hexosaminida鈴
Fωαl、

:Manα1_3M.an(3 1-4GlcNAcßI-4GlcNAc- oI 

↓α 陥nnosid総
Fucah_ 

M.an゚l--4GlcNAc゚I-4GlcNAc-ol 

。 10 

Fig. 32. Sequence analysis of complex type oligosaccharide [N・20] derived from porcine 山y­
roglobulin by stepwise exoglycosidase digestion. Eluent: 0.5 M sodium hydroxide solution. 
Other conditions as in Fig. 25. 
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ソグリコシダーゼで順次、加水分解し、生成したオリゴ糖の溶出挙動を調べた。その結

果、 Fig.32 に示すように、 αーガラクトシダーゼ、 βーガラクトシダーゼ、 β -N-アセチ

ルヘキソサミニダーゼ、 α.マンノシダーゼ、ノイラミニダーゼ、 βーガラクトシダーゼ、

β-N・アセチルヘキソサミニダーゼおよびαーマンノシダーゼを次々に作用させると、生

成した糖鎖の溶出時聞が次第に短くなることが観察された。このことはいくつかの標品

を用意すれば、糖鎖構造を簡便に推定できることを示している。このような酵素を用い

る逐次分解法は糖鎖解析に既に利用されているが、標準的な手法であるYamashitaら 58)

の BioGel P-4を用いたゲルろ過カラムクロマトグラフィ一法に比べて、格段に分析時間

を短縮することが可能であると考えられる。

70 

第3節担レクチン固定相を用いる糖ペプチドの

高速液体アフィニティークロマトグラフィー

オリゴ糖と特異的に結合する機能をもっタンパク質(レクチン)が数多く知られてい

る。したがって、糖類を分離する別の方法として、レクチン類を固定化したカラムを用

いるアフィニティークロマトグラフィーが考えられる。そこで、レクチン類をHPLC用

の硬質ゲルに固定化したカラムを調製し、オパルプミン由来のオリゴ糖類の分献を試み

た。しかし、結果的にはピークの幅が広がり、分離に適用できるだけの理論段が得られ

なかった。これは糖とレクチンの結合および解般の速度が、通常用いられるHPLC充填

剤における速度に比べ各段に遅いことに起因するためと考えられる。しかし、この高速

アフィニティークロマトグラフィーは、他の方法で分離したオリゴ糖類の構造を推定し

たり、糖鎖とタンパク質の結合の強さを測定する上では非常に有効であると考えらる。

本研究では特異性が低く、多種類のオリゴ糖を認識することが知られているコンカナ

パリンA (Con A) および小麦座芽レクチン (WGA) をそれぞれ固定化したカラムを調製

し、オリゴ糖とこれらのレクチンとのアフィニティーを数量的に解析することを試みた。

糖鎖モデルには、オパルプミン由来の一連の高マンノース型とハイブリッド型の糖ペプ

チドをダンシル(Dns)化して使用した。

第 1項固定相担体の検討

従来のアフィニティークロマトグラフィーでは、担体として軟質のアガロースゲルが

繁用されているが、再現性および耐久性の面では好ましいとはいえない。また、特に免

疫系のアフイニティークロマトグラフィーではガラスビーズも用いられることがあるが、

担体からのタンパク質の洩出が問題となる。そこで、種々検討した結果、本実験ではシ
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リカゲルおよび硬質アガロースゲルを担体として用いることにした。固定化方法の詳細

は「実験の部」で述べるが、シリカゲルを担体とする場合には、ジオール型シリカゲル

を過ヨウ素酸で酸化してアルデヒドとしたのち、還元的にタンパク質のアミノ基を縮合

させる方法によって行った。また、アガロース系担体としてはSuperose 6Bを使用し、

これをプロムシアンで活性化したのち、レクチンのアミノ基を介してを固定化した。

過剰量のレクチンを用い、これら2種類のアフィニティー担体へのレクチンの固定化量

を比較したところ、シリカゲルではSuperose 6Bに比べて二桁近く多いことがわかった。

そこで、本節ではSuperose担体を用いて得られたデータを比較対象として使用し、主に

シリカゲルを用いて得られた結果について述べる。

第2項 レクチン固定化ゲルカラムの特性

Kas氾ら 59)の方法に従って、前端分析から求めたシリカゲルへの各レクチンのカラム

(4.6 mm i.d.. 5 cm) あたりの固定化量は、 Con A-カラム、 WGA-カラムとも数百

nmolレベルであった。移動相に塩化カルシウム、塩化マグネシウム各lmMと0.2M 塩

化ナトリウムを含む50mM リン酸緩衝液(pH 7.0) (溶離液 A) を用いて、 Con A-カラ

ムに標準糖として αーガラクトース、 α，グルコースおよびαーマンノースのp-ニトロフエ

ニルグルコシドを注入した結果をFig. 33aに示した。 ConAに対する親和性はこの順で

高くなることが知られているが、ピークもこの順で現われた。 Fig. 33bには移動相に溶

離液Aを用いて、 WGA-カラムに同様に標準糖としてキトピオースを注入した場合に得

られたデータを示した。キトピースは約20分に幅の広いピークを与えた。カラム温度の

効果を調べたところ、カラム温度の上昇とともに保持時聞が顕著に減少し、ピークは鋭

くなったが、カラム温度をお。C以上に上げると、流速0.5 mVmin でも圧力が200

kg/cm2 を越えた。そこで、以下の全ての実験はカラム温度を300Cに固定して行った。
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Fig.33. 凶gh-performance affinity chromatograpby of selected saccharides on the Con A column 
(a) and WGA column (b). Column size, 4.6 mm i.d., 5 cm; eluent, 50 mM phosphate buffcr, pH 
7 . 0， ωntaining 2∞ mM sodium chloride, 1 mM calcium chloride and 1 mM  magnesium chloride 
(eluent A); f10w  rate , l.0 mUmin; column temperature, 30oC; Detection, (a) UV absorption at 280 
nm; (b) ref1uctive index. Amount of sample, 0.5 nmol eacb. Peak assignment: 1 = p-nitropbenyl 
α-galactoside， 2 = p-nitropbenylα-glucoside， 3 = p-nitrophenylα-m釦nose .

Fig.33に示した条件で、各糖類の

保持時間の再現性を調べたところ、

Table 17に示すように高い再現性

が得られた。

Table 17 

Reproducibility of the Elution Times for p-Nitriphenyl 

Glycosides from the Con A Column (n = 10) 

Saccharide 
examined 

Aνerage elution Relative standard 
time (min) deviation (%) 

p-Nitrophenyl 0.66 0.73 
α-galactoside 

p-Nitrophenyl 4.03 0.48 
α-glucoside 

p-Nitrophenyl 18.14 0.11 

必mannoside

第3項オパルプミン由来糖鎖の溶出挙動

ConA-カラムにおけるオパルプミンから調製した糖ペプチドのDns化誘導体の溶出様

式をFig.34aに示す。検出は蛍光強度の測定によって行った。溶離液Aを移動相に用いる

と、 Dns-糖ペプチドの[N-23]、 [N-27]、 [N-37]および[N-39]は空隙容積附近に大きな

ピークを与えた。また、 Dns-糖ペプチド [N-24]は若干保持されて、約7分にピークを示

した。これら糖ペプチドとは対照的に、その他の糖ペプチド誘導体はこの条件では完全

に保持されて、少なくとも 30分以内にはピークを示さなかった。そこで、溶
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Fig. 34. Elution of Dns-glycopeptides from the silica-based Con A column (a) and WGA column 

(b). Eluent: B, eluent A containing 5 mM  methyl α-mannoside~ C, eluent A containing 2.2 mM  

chitobiose. Amount of sample, 1μg each~ detection, fluorescence at 340 nm (excitation)/540 nm 

(emission). Other conditions as in Fig. 33. 
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離液A'こ5mMメチルα ーマンノシドを添加した溶離液Bを用いて溶出を行った。 [N-

38] 、 [N-40]および[N-41]はおよそ同じ保持時間(約8分)を与えたが、 [N-25]はより

長い時間 (13分)を与えた。

Fig.34bに同様、 WGA-カラムにおいて得られた結果を示す。溶離液Aを用いると、

Dns-糖ペプチド [N-23] 、 [N-25]および[N-27]はいずれも3分にピークを与えた。しかし、

その他の糖ペプチドは強く保持された。そこで、 WGA-カラムに対しては、移動相に競

合糖として2.2mMキトピオースを含む溶離液を使用して溶出した。溶出順序は[N-41]

< [N-40] < [N-38] < [N-39] < [N-37] < [N-24]の順であった。

これらDns-糖ペプチドの保持時間の再現性は、 p-ニトロフェニルグリコシド類の場合

と同程度であった。これらの値から求めた各Dns-糖ペプチドのk'値をTable 18に示す。

Fig.34においては、糖ペプチドのうちの一部の組み合わせ、例えば、 Con A-カラムで

は[N-39] と [N-41]、 WGA-カラムでは[N-24] と [N-39] および[N-41] 程度の組み合わ

せしか、完全に分離はできないことが示されたが、これらのk値は精ペプチドを同定する

上で、有益な情報を与えると考えられる。

第4項結合定数の算出

上述のようにタンパク質を固定化したカラムを用いる高速アフイニティークロマトグ

ラフィーでは、多種類の糖鎖を一斉分離することには限界があるが、得られた k"値を基

にして糖鎖とタンパク質の結合定数を算出することができる。Anderson と Walters60)

により提出された式を以下に示す。

llk' = Vo/K1L + VoK2[C]/K1L [3] 
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ここで、 Kl とK2はそれぞれDns-糖ペプチドと移動相に添加した競合糖のレクチンに対す

る結合定数、 Vo はカラムに全く保持されない物質の溶出体積、 L はレクチンの固定量、

[C] は競合糖の濃度である o k'の逆数と [C]の関係をプロットし、得られる直線から結合

定数が算出できることが知られている。今回は既に前端分析より LおよびK2がわかって

いるので、これらの値をあてはめることにより K1 を算出した。 [C]がOのとき、すなわ

ち溶離液Aを使用した時も第2項がOになるため簡単に算出できる。 Table 18にこのよう

にして算出した結合定数を示した。

Table 18 

The Capacity Factors and Binding Constants of 出e Dns-Gl ycopeptides 

Determined on Silica-Based Columns 

Eluent Dns-glycopeptide 

N-23 N-24 N-25 N-27 N-37 N-38 N-39 N-40 N-41 

Capαcity flαctor， k' 

ConA A 1.98 10.6 1.98 1.98 1.98 

column B 21.0 12.0 12.0 11.2 

WGA A 4.5 5.6 4.5 

column C 12.0 7.5 5.9 7.0 3.8 3.3 

BiruJ.ing cons畑出 (KJ ， xlσ3MJ) 

Con A column 1.8 9.8 710 1.8 1.8 400 1.8 400 380 

WGAcolumn 5.8 1200 7.2 5.8 710 560 670 360 310 

Baenzigerと Fiete61 )は一連の糖ペプチドを1251 で標識し、レクチンに対する結合定数

を従来の溶液法で算出している。それらの中で、 Table 18 に示したものとアグリコンの

部分の構造が異なるが、糖鎖部分が同じものがあったので Kl 値を比較した。 ConAに

対するDns-糖ペプチド [N-25]の結合定数を今回の実験では7.1 X 105 M-1 と算出したが、

彼らの値は2.1 X 107 M-l とおよそ30倍の相違がみられた。彼らの測定法は今回の方法と

は全く異なるが、両者を比較した場合、クロマトグラフィ一法の方が簡便である。アグ

リコンの相違も軽視すべきではなし」測定値がいかに真の値に近いかの議論は別にして
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も本法は再現性に優れており、また、全くの同一条件下で一連の糖鎖試料を比較できる

ので、結合力の相互比較という点においてははるかに信頼度の高い方法であると考えら

れる。

この観点からすると、それぞれのレクチンに対するオパルプミン由来糖ペプチドの親

和性の順序 CCon A-カラムに対しては [N-23] ， [N-27], [N・37 ]， [N・ 39] < [N-24] < 

[N-41] < [N-38] , [N-40] < [N-25] 、 WGA-カラムに対しては[N-23] ， [N-27] < [N-

25] < [N-41] < [N-40] < [N-38] < [N-39] < [N-37] < [N-24]) については間違いのな

いものと考えられる。

糠鎖構造と結合定数の関係: Ogata ら 62)およびKrusius ら 63) は、 C-3. C-4およびC-6の

水酸基が遊離のαーマンノース残基を2つ以上含む糖鎖がConAに対して高い結合定数を

示すことを報告している。このルールをオパルプミン由来糖鎖に適用すると、ハイブ

リツド型の糖鎖では非還元末端にマンノース残基2個を有する[N-38]、 [N-40]および[N-

41]の結合定数が高く、よい一致が得られるものの、高マンノース型の糖鎖[N-24]や[N-

27]がそれぞれ9.8 X 103 M- lおよび1.8 X 103 M-l と低い値しか示さない点では矛盾する。

そこで、本法により得られた結合定数の序列と構造との関連を調べることにした。構造

の関連した糖鎖が隣り合うように糖ペプチドを配列し、結合定数を付記したものを

Scheme 8 に示す。 [N-24] を基準に考えると、マンノース -3残基の2位にさらにマン

ノースが結合することにより得られる [N-25]はこれらの中で最も高い結合定数を与えた。

しかし、 [N-25]のマンノースー6 残基にもう 1 つマンノースが結合して [N-27] になると

ほとんど親和性を示さなくなった。また、ハイブリツド型の糖鎖について見ると、先の

高マンノース型の場合と同様に[N-24]のマンノースー1 残基の4位およびマンノース-3 残

基の2位がN-アセチルグルコサミンで置換されて[N・38] になると親和性が増し、結合定

数は400 X 103 M-lにまで増大した。しかし、このマンノース-3残基の4位にさらにもう

77 



池l守泊l、γ +7'00 x 1内 1』 鴻11M必1， ~Mai(31-R 
aplJMdljM414F  Mふ1 -川γ33 ・ 1
N-24 . ・ -15x 103M 1 N.ぉ 6 710x 10 M 

Lgx103M1 

Matnl札 I_-~，
陥F1 ・3 四U吋 4

日制Alfpd1・R

qd4ACOl -2Mgb13 ・ 1
N・38 I 4(l) x 10 M 

HO 

Malnl-6 
-7�x 10-M h 日時1・3 M号、qM~I-R

~ •• _...... ._~ _ . "Maitl'-' Mæα1-2M血α1 ・2.1....."'.品

N・2761.8X1GM 1

路13MAN 4 ・ 潤 X1dML
5 GcNん.q3 1 -4_Maq31 ・R .... 

ggtgiが4bf3
N-40、 400x 1σM 

¥.-諄 103 M
・ 1

M4P13M41、~M~αωAcßl-4J・ー1 ・R

制!神l\1
N・37 1.8 x 10 M 

、

R

ｭ

L
叫

1
M

M
l

引H

6

4

J

X

 

M川
神
川

1
・
{
J
H
H
H
H

一
一
樹
必

q

q

q

N

 

同様にWGAについて得られた結果をScheme 10に示す。 WGAはβ-N-アセチルグル

コサミンに対して親和性を有するレクチンで、糖タンパク質糖鎖では還元末端のコア部

分に相当するN，N'-ジアセチルキトピオースやβーマンノース基の4位に結合したN-アセチ

ルグルコサミンに対して親和性を示すと報告されている64)。しかし、今回調べた試料の

中では[N-24]が最も高い親和性(Kl = 1,200 X 103 M- l)を示した。一方、全てのハイブ

リツド型糖鎖 ([N-37] ， [N-38] , [N-39] , [N-40] および [N-41]) は高い結合定数を与え

た。また、マンノースー3 残基の置換の効果をみると2位や4位がN-アセチルグルコサミン

で置換される ([N-24] → [N-38] → [N-40]) と親和性が減少し、またハイブリツド型

糖鎖 [N-40] や [N-41] のマンノースー4残基がなくなると親和性の増加(増分約350 x 

103 M-l)がみられた。以上の結果は非還元末端のN-アセチルグルコサミンがWGA との
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1 つのN-アセチルグルコサミンがついた [N-40] では結合定数の増加は見られず、 [N-

40] にさらにガラクトースが結合した [N-41] では逆に立体障害のためか結合定数は若干

減少した。また、これら精ペプチド [N-40] および [N-41] からそれぞれマンノースー4

残基を除去すると ([N-37] および [N-39]) 、極端に親和性が減少し、その親和性は非

還元末端にマンノース残基を持たない [N-23] と

同程度であった。以上のことから Scheme 9に示

した構造を有する糖鎖がConAに対して高い親和

性を示すことが示唆された。
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親和性に余り関与しないことを示すものと考えられるが、これは、例えばマンノースー3

残基の4位に結合したN-アセチルグルコサミンの4位(これはWGA と結合する上で必須

の水酸基と考えられていた)が、さらにガラクトースで置換されても結合定数の減少が

約50 X 103 M- l程度であることからも支持される。 WGA がN-アセチルグルコサミン結

合型レクチンであることを考えると矛盾するように思えるが、 WGA がコア部のキトビ

オースと強く結合し、その結合の強さが非還元末端側の糖鎖部分にも依存すると考えれ

ば一応の解釈が可能になる。しかし、これらレクチンと糖鎖の相互作用をより明確にす

るには、さらに多種類の糖鎖を用いて解析する必要があると思われる。また、これらの

実験では固定相担体の効果も無視できないので、別の固定相担体を使用して確認する必

要もあると考えられる。そこで、次にHPLC用のセフアロース系担体であるSuperoseに

これらレクチンを固定化し、さらに検討した。

第5項 セフアロース系担体を用いた高速アフィニティークロマトグラフィー

硬質セフアロースである Superoseをプロムシアンで活性化し、同様にConAおよび

WGAを固定化した充填剤を調製し、オパルプミン由来のDns-糖ペプチドの高速アフイ

ニティークロマトグラフィーを行った。結果をFig.35に示す。また、先のシリカゲル系

の場合と同様に結合定数を算出したものをTable 19 に示した。レクチンの導入量がCon

Aで 16.7 pmoνcolumn、 WGAで 12.2 pmolJcolumnとシリカゲルを担体にした場合に

比べ数十~百倍程度も低いため、すべての糖ペプチドが競合糖を含まない溶離液Aで溶出

されたが、得られた結合定数は、先のシリカゲル系で得た値とほぼ等しかった。
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E1utiα1 tir� (min) 

b 

N-23 N-24 N-25 N-27 N-37 

o 10 20 0 10 20 0 10 20 0 10 20 0 10 20 

bト38 bト39 N-40 N-41 

o 10 20 0 10 20 0 10 20 0 10 20 
Eluti∞凶æ (min) 

Fig. 35. Elution of Dns-glycopeptides from 出e Superose-based Con A column (a) 加d WGA 

column (b). Eluent: eluent A. Other conditions are 出e same as those described in Fig. 34. 
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Table 19 

Tbe Capacity Factors and Binding Constants of 由e Dns-Glycopeptides 
Determined on Superose-Based Columns 

Eluent Dns-glycopeptide 

N-23 N-24 N-25 N-27 N-37 N-38 
N-39 N-40 

白ipacíty factor, k I 

Con A column 0.07 0.07 11.4 0.07 0.07 8.7 0.7 6.5 

WGAcolumn 0.27 9.9 0.27 0.27 9.0 7.5 9.0 5.3 

Binding cons陥nt (Kl , x 1σ3 ルグJ)
Con A column 3.9 3.9 680 3.9 3.9 4∞ 3.9 390 

WGAcolumn 18 650 18 18 590 490 590 350 

N-41 

6.5 

5.3 

390 

350 

以上のようにアフィニティーを利用したこの方法は、糖鎖分析法として評価した場合、

分離能は決して高くないが、糖鎖の微小な差を認識できる可能性があり、他のHPLCに

よる分隊法の及ばない部分を補う上で意味があるように思われる。また、硬質の担体を

用いているために、短時間で再現性よく分析できる。蛍光標識化により少量の試料で結

合定数を算出できるという利点もある。この方法により得られたデータは従来の溶液法

に比べ信頼性が高く、糖鎖構造一親和性相関の研究に有効であると考えられる。
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第3章のまとめ

本章では糖タンパク質糖鎖のHPLC分析法について述べた。第 1 節では、糖を

PMPMPによりプレカラム標識し、オクタデシル化シリカゲルを固定相とする逆相系分

配モードで分離する方法について述べた。また、第2節ではラテックス型樹脂の固定相

に強アルカリ水溶液を溶離液として糖ペプチドや糖鎖由来の糖アルコールとして分離し、

パルスアンペロメトリーにより検出する方法について述べた。さらに第3節では、糖と

特異的に結合するレクチンを固定化したカラムを用いる高速アフィニティークロマトグ

ラフィ一法について述べた。第 1 の方法では、第 1 章第2節で述べたPMP法を改良して

誘導体化したが、誘導体化条件が緩和なため、酸やアルカリに不安定なシアル酸の脱離

を伴うことがない。したがってエキソグリコシダーゼと組み合わせることにより、シア

ル酸含有糖鎖の分析などに有効に利用できる。第二の方法では糖鎖構造の違いにより良

好な分離が得られ、標識化が困難な糖アルコールも感度良く検出できるため、アルカリ

ーボロハイドライド法で切り離された 0- グリコシド型糖鎖の糖アルコールにも適用でき

ることが利点である。しかし、移動相に強アルカりを使用するため、シアル酸の脱離や

エピイじなどの副反応が起こることがある。第3節の方法は、分隊能という面では十分で

はないが、レクチンの糖認識能という生化学的な親和性を利用するため、他の方法では

分離が困難な試料の分厳や、糖質とタンパク質の相互作用の比較などには特に適してい

ると考えられる。これら方法はいずれも特徴のある糖鎖の分析法であり、これらを組み

合わせて利用することにより、オリゴ糖類の同定・定量をはじめ、糖鎖ータンパク質相

互作用を研究する上で、広範な利用が可能である。
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第4章高性能キャピラリー電気泳動による

糖タンパク質糖鎖の分析

緒言

第 1 章第4節において既に述べたように、 HPCE は分離能の優れた分析法であり、糖

タンパク質構成単糖の分析において高分離能と高い再現性を示した。この章では HPCE

法を糖タンパク質糖鎖の分析に適用するための工夫を中心に述べる。 HPLC による方法

では、いずれも一つのシステムで分析できる糖鎖の種類に限界があり、どのシステムを

とってもそれだけで数百種もある糖タンパク質糖鎖を一斉分析できるとは考えられない。

HPCE は HPLC に比べて分離能の点で優れていても、やはり同じ限界があると考えら

れる。このような状況で糖鎖の一斉分析という目標に少しでも近づくためには、多モー

ド分析が最善と考えられる。 HPLC では、試料成分は一般に固定相と移動相の聞の分配

に基づいて分離されるが、概して一つの固定相は一つの分離モードのために開発されて

おり、一種類のカラムで複数のモードに適用することはほとんど不可能である。した

がって、 HPLC で多モード分析を行うには移動相と固定相の両方を変える必要がある。

これに反して自由溶液中で行う HPCE では、分離は試料成分の電場での挙動の違いや試

料成分とキャリア一成分との相互作用の違いを利用する。したがってキャリアーの交換

によって容易にモードを変換できるため、キヤピラリーはいつも共通して用いることが

できる。本章においてはこのキャリアーの易交換性に着目し、多くの糖タンパク質糖鎖

の多モード分析を目標に検討を行った結果を述べる。
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HPCE による糖タンパク質構成単糖の分析では PMP 法により誘導体化したのち、ホ

ウ酸錯体としてゾーン泳動モードで分離した。しかし、糖タンパク質糖鎖は分子サイズ

が広範囲にわたる上、サイズの近似した糖鎖も多数、共存する。したがって、サイズの

違いによる分離と構造上の違いによる分離を組み合わせることが必要である。しかも、

糖鎖試料はできる限り微量で分析できるように、たとえば蛍光検出できる誘導体に導く

ことが望ましい。そこで、還元的に糖鎖をピリジルアミノ (PA) 化し (Schemc 7参照)、

PA部分の陽イオン性を利用して酸性キャリアー中で行う直接的ゾーン泳動モードと、水

酸基の配向の違いを利用してホウ酸塩を含むキャリアー中で行う in situ 錯イオンイじを伴

うゾーン泳動モードを取り上げて検討した。
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Migration time (min) 

Fig.36 に示した標準オリゴ Fig.36. Separation of reductively pyridylaminated isomalｭ
t∞ligosaccharides by direct zone HPCE. Capillary, fused sil・

糖の移動時間と比較すること ica coated with polyacrylamide (Bio-Rad, 25μm i.d., 20 cm); 

により、各ピーク (1--5) は carrier， 1ωmM phospha臼 buffer (pH 2.5); applied volläge, 8 
kV; detection, UV absorption at 240 0ll1. AP = 2・aminopyri・

7 糖から 11 糖に相当するも dine (excess reagent) 

第1節基礎条件の検討 オリゴ糖は重合度の順に現わ

才も、少なくとも重合度20まで

第 1項誘導体化の検討

緒言で述べた理由から、本章では糖タンパク質糖鎖を還元的に PA イじしたものを試料

とした。 PA 化は Hase ら 15) のグループによって開発され、その後色々な改良が加えら

れたが、本節においては Y仰amoto ら 65) の改良法に準じて誘導体化を行った。 PA 化

における誘導体化の過程でシアル酸が部分的に脱離するため、ノイラミニダーゼで処理

してシアル酸を除去した糖鎖について分析を行った。 PA 誘導体は 320 nm に励起極大、

390 nm に蛍光極大をもっ。そこで、市販の HPLC 用蛍光検出器を改造して高感度検出

を試みた。この条件下では誘導体試和嶋度は 10-3 --10-4 Mで済み、キャピラリーへの導

入量は100 fmol --1 pmol であった。

をペースラインで分隊するこ

とができた。 Fig.37a に本

モードにおけるオパルプミン

糖鎖の PA 誘導体の混合物の

分離例を示す。最初に試薬で

ある2-アミノピリジンのピー

クが現われ、 10-- 17分に糖

鎖のピークが観察された。こ

れらのピークの移動時間を

第2項 ピリジルアミノ化誘導体としての直接的ゾーン泳動法

PA 化オリゴ糖の電荷に注目し、酸性条件下でPA部分の電荷による分離の可能性を検

討した。予備的な検討を行った結果、電気浸透流がない状態の方がより高い分離が得ら

れたため、管壁をポリアクリルアミドで被覆したキャピラリーを使用した。まず最初に

重合度の異なるイソマルトオリゴ糖の混合物を用いて、リン酸緩衝液の濃度とpHについ

て種々検討した。一般に緩衝液濃度が高いほどピークが鋭くなる傾向が見られ、また、

pHが低いほど各オリゴ糠聞の分離度が増大した。

100 mMリン酸緩衝液(pH 2.5)をキャリアーとし、イソマルトオリゴ糖の PA 誘導体

の混合物を分服した例をFig.36に示す。酸性条件下では発蛍光団が正電荷を帯びる上、

使用したキヤピラリー内壁がポリアクリルアミドで化学的に修飾されて電気浸透流が抑制

されているため、オリゴ糖は電気泳動のみによって分離・移動したと考えられる。これら

l|112 

~Ml1示

円
]
・
℃

。 10 20 30 

のと考えられた。オパルプミン由来の糖鎖とイソマルトオリゴ糖をそれぞれ PA 化し、

これら各誘導体の混合物を分析した結果をFig.37bに示す。 Fig.36 と Fig.37b を比較

すると重合度 7 から 11 糖のピークが突出し、オパルプミン由来のオリゴ糖と重なり

あっていることがわかる。さらに正確なピーク帰属を行う目的で、 Ts吋iらの方法52)に準

じて、オパルプミン由来糖ペプチドの混合物をDowex 50W x 2 カラムを用いて分画す

ることにより重合度のそれぞれ異なる画分を調製し、ヒドラジン分解を行ったのち、同様

に PA 化して標品とした。先のオパルプミン糖鎖誘導体を、このようにして得た重合度
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ゾーン泳動により糖類の水酸基はホウ酸と反応して陰イオン性錯体を形成するため、

イソマルトオ陽極側に引き戻される。そこで、未修飾のフユーズドシリカ管を用いて、b 
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Fig.38. Analysis of reductively pyridylaminated oligosaccbaｭ
これらの結果に基づいて、 rides deri ved from ovalbumin, by HPCE as borate cυmplexes 

Capillary, fused silica (Scicntific Glass Engineering , 50μm 

i .d ., 95 cm); carrier, 2似) mM  borate buffer (pII 10.5); applied 
voltage, 20 kV; detection, fluorescence al 316 nm (ex)/395 
nm (em). AP, 2-aminopyridine; PA-Glc, reductively pyridyト

るのが適当であると判断したoamiflated glucose (internal reference).Tentative assigmenu 
of 出e peaks a-i are sbown in Table 20. 

pHが高いほど移動時間が長

く、

キャリアーには200mMホウ

30 

Fig. 37. Analysis of 山e reductively pyridy凶minated oligosaccbarides derived from ovalbumin 
(a) and a mixture of reductively pyridylaminated derivatives of ovalbumin-derived oligosacchaｭ

rides and isomaltooligosaccbarides (b) by direct zone electropboresis. The analytical conditions 

were 山e same as tbose described in Fig. 36. 1 = heptasaccharide(s), 2 = octasaccharides, 3 = 
nonasaccbarides, 4 = decasaccbarides, 5 = undecasaccbaride(s). 
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酸緩衝液(pH 10.5)を使用す

ピーク 1 ， 2 ， 3 ， 4および 5 はそれぞれ 11糖 [N-41] ， 10糖別標品と混合した結果から、

Fig. 38 にオパルプミン糖鎖[N-37] および[N-38]) , 8糖 ([N-25]および [N-([N-391および [N-40]) , 9糖 ([N-27] 、

Table 20 
Tentative Assignment of Peak:s in HPCE as Borate Complexes の PA 誘導体をホウ酸錯体と36]) および 7糖 [N-24] であることを確認した。

Elution volume of the 
corresponding peak in 
ODS HPLC (min) Assignment 

Relative 
mobility 
(Mr) 

Peak in CZE 
as borate 
complex 

して分離した結果を示す。図直接的ゾーン泳動モードでは電荷が同等の場合、分子サイズに従った分離が得られる。

中の 11.7分 (tAP) およびオパルプミン糖鎖はヘキソース残基よりも若干分子サイズの大きい N-アセチルヘキソサ

[N-36] 

[N-37] 

[N-39] 

[N・40J

[N-38] , [N-41] 

[N-25] ‘ [N-27] 
[N-24] 

21.6 

33.2 

34.0 

30.2 

18.2, 30.8 
9.2 , 12.5 
16.4 

24.3分(lPA-Gic) のピークは移ミン残基を含むので、イソマルトオリゴ糖よりも幾分小さな移動度を与えることが予測

動度マーカーとして添加したされたが、オパルプミン糖鎖の移動度は同じ重合度をもっイソマルトオリゴ糖の移動度

PA-グ2-アミノピリジンととほぼ一致した。

15--19 

分がオリゴ糖のピークである。

0.37 

0.40 
0.41 

0.43 

0.48 

0.50 

0.54 

0.64 

0.65 

a
b
e
d
e
f
g
h

・l

ルコースのピーク、

ホウ酸複合体としてのゾーン泳動第3項
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正確なピークの帰属を行うために、先に述べた方法で得たそれぞれの重合度別の糖鎖の

PA 誘導体混合物を、さらにTomiyaらの方法42)に準じて逆相分配モードのHPLCにより

分隊、分画したものを標品とした。オパルプミン糖鎖混合物のPA 誘導体とこれら標品を

同一条件で測定し、得られた移動時間 (t) を基に、式[4]に従って相対移動度(Mr)を算出

し、 Mr1直の比較からピークの帰属を行った。

Mr = (t -t AP) / (tPA-Glc -t AP) [4] 

本実験は室温(約200C) で行ったが、この式によって求められたMr1直の再現性は相対標準

偏差(n =5) として2%以内であり、信頼性の高いピーク同定が可能であった。帰属の結果

をTable 20 に示すo Fig.38 のピーク a， d, e, f , i は単一成分であり、 g と hは各々2種

類の混合物であることがわかった。また、ピークb と cについては必要量の標品を入手で

きず、帰属できなかった。

上述の帰属から、高マンノース型糖鎖はこのモードにおいて強く引き戻されることが

示唆されたが、これはマンノース残基特に非還元末端にあるマンノース残基がホウ酸

と複合体を形成しやすいことによるものと考えられる。一方、ハイブリッド型精鎖では、

非還元末端にマンノース残基を 1 つしかもたない糖鎖 ([N-36] ， [N-37] , [N-39]) は 2

つ以上もつ糖鎖 ([N-27] ， [N-38] , [N-40] , [N-41]) に比べて早く移動する傾向がみられ、

非還元末端にガラクトースを有する糖鎖は相当するガラクトースを含まない糖鎖よりも

遅くなる傾向 ([N-37] < [N-39], [N-40] < [N-41]) がみられた。

直接的ゾーン泳動モードもホウ酸錯体としてのゾーン泳動モードもオパルプミン糖鎖

を完全に分離することはできなかったが、それぞれのモードは互いに異なる分離機構に
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基づいていることが示唆された。すなわち直接的ゾーン泳動モードでは電荷が共通して

いるために重合度に応じた分離が得られ、一方、ホウ酸錯体としてのゾーン泳動モード

では高マンノース型糖鎖のように非還元末端にマンノース残基を有する糖鎖やガラク

トース残基を含む糖鎖が遅く移動し、主として還元末端の糖鎖構造に応じた分離が可能

であった。非還元末端のマンノース残基の数が等しい一連の高マンノース型糖鎖は分離

せず、このことはハイブリッド型糖鎖についても同様であった。しかし、これらの両

モードには相補的な部分があり、両者によって得られたデータから、より正確な糖鎖同

定が可能であることが示唆された。
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第2節 2モード分離による精タンパク質糖鎖のマッピング ロキシプロピルセルロースを添加しない場合、イソマルトオリゴ糖の分離は重合度にし

て 15糖以上のピークが次第に接近して分厳が悪くなったが、ヒドロキシプロピルセル

ロースを添加することで、各重合度のPA化イソマルトオリゴ糖をほぼ等間隔で分離する

ことができた (Fig. 39a) 。一方、第 1 節に比べて若干、短いキヤピラリーを使用したが、

アルカリ性キャリアーを用いるモードにおいては、第 1 節と同様に問題なく分離できた

(Fig. 39b) 。このように無加工のフユーズドシリカキヤピラリーを用いることにより、

一台の装置を用いて、ただキャリアーを交換するだけで容易にこの2つのモードで分離

を行うことができた。そこで、直接的ゾーン泳動モードでは 100 nlM リン酸緩衝液 (pH

2.5) に 0.1% 濃度のヒドロキシプロピルセルロースを添加したものを、またホウ酸錯体

としてのゾーン泳動モードでは第 1 節と同様に 200mM ホウ酸緩衝液 (pH 10.5) をそ

れぞれキャリアーとして使用した。

第 1 節では、オパルプミン由来糖鎖の蛍光標識体をモデルに用いて、 2種類の分離モー

ドを適用すると互いに異なった分離パターンが得られることを述べた。この基礎検討の

結果に基づき、さらに糖タンパク質の種類を増やして種々のタイプの糖鎖の分離を行っ

た。また、緒言で述べた多モード分析を具体化するために、 2つの分離モードにおける泳

動時間を基にした二次元マッピング法の可能性を検討した。第 1節では2つのモードに

よる分析に別々の装置を用いたが、多モード分析の利点を明確にするため 1 台の装置で

行うことにした。

この節では PA 化糖鎖の直接的およびホウ酸錯体としてのゾーン泳動という、第 1 節

で述べた 2つのモードを適用して得た研究の結果を示し考察する。糖鎖には N-グリコシ

ド型と 0-グリコシド型があるが、現時点で糖鎖構造の解析が比較的進んでいる N-グリ

コシド型に限定し、シアル酸残基を含まない、あるいはノイラミニダーゼで処理してシ

アル酸を除去した N-グリコシド型糖鎖に対象を絞って研究を行った。 4・
・
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第 1項条件の検討

第 1 節で使用した内面被覆型キヤピラリーの被覆は、酸性キャリアーには安定であっ

てもアルカリ性キャリアーを用いれば脱離してしまう。この内面被覆は電気浸透流を抑

える目的で使用したが、他の手段を用いることによって電気浸透流を抑えることは可能

であると考えられる。そこで内面を加工していないフューズドシリカ管を用いて、酸性

キャリアーを用いた場合の電気浸透流について調べた。その結果、 pH が 4 以下になる

と電気浸透流は著しく減少し、 pH 2.5 ではほとんど無視できる状態になることを確かめ

た。さらに、中性の界面活性剤であるヒドロキシプロピルセルロースを添加した。ヒド

Fig. 39. Analysis of PA-isomaltooligosaccharides by plain zone electrophoresis (a) 加d zone elccｭ

trophoresis as borate-complex mode (b). Capillary, fused silica (50μm i.d. , 60 cm); carrier, 100 
mM phosphate buffer (pH 2.5) containing 0.1 % hydroxypropylcellulose (a) 加d 2∞ mM borate 

buffer (pH 10.5) (b); applied voltage, 20 kV (a) 加d 12 kV (b); detection , fluorescence at 320 nm 
(ex)/380 nm (em) (a) 加d 320 nm (ex)/390 nm (em) (b). 

第2項種々の績タンパク質績鎖の分析

種々の型の N-グリコシド型糖鎖誘導体は、糖タンパク質そのもの、あるいはプロテ

アーゼ類により低分子化して糖ペプチドとしたものを、ヒドラジン分解、再N・アセチル

化、 PA化およびノイラミニダーゼ処理を行って調製した。得られた試料は上記モードに
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よるHPCEで分析した。また、各ピークの帰属は、 Tomiyaら42)の方法に準じて順相およ

び逆相分配モードのHPLCを組み合わせて分離したPA化オリゴ糖標品とのコエレクトロ

フエログラムによって行った。 HPCE では、試料溶液と標品溶液を連続して少量ずつ

キャピラリーに導入し、キヤピラリー内で自然拡散させることにより混液として分析す

る手法 (co-electrophoresis と呼ぶ)により信頼性の高い同定が可能である。

複合型繍鎖の分析:複合型糖鎖を含む糖タンパク質として、ヒトのトランスフェリン、

ウシ胎児血清フェツイン、ヒト α1-酸性糖タンパク質およびヒト免疫グロプリンG を使

用した。トランスフェリンの分析結果をFig.40aに示す。トランスフェリンには2本鎖

(850/0 <)と 3本鎖 (1 5 0/0 >)の精鎖が存在することが知られている66)。これらのオリゴ

糖よりシアル酸を除くと [N-1] (TRF-9C(Di)(M3G2GN4))および [N-2] (TRF-

11C(Tri)(M3G3GN5)-b) を与える。直接的ゾーン泳動モードにおいて、これら成分はそ

れぞれ 20.6 分および 22.9 分にピークを与え、分離も良好であった。ホウ酸錯体として

のゾーン泳動モードでも同様に 7.5 分および 7.7 分にピークを与えたが、 3本鎖型糖鎖

は2本鎖型糖鎖に比べて、非還元末端のガラクトース残基の数が 1 つ多いことを考える

と妥当な結果といえる。また左の図における 19.5 分のピークと右の図の 7.3 分のピーク

はおそらく同じ糖鎖によるものと思われるが、構造確認はできなかった。フェツインの

糖鎖の分析結果をFig.40bに示す。フェツインにはトランスフェリンと同様の糖鎖[N-1]

および[N-2] が存在するが、その量比が逆転しており、さらにGalβ1→3GlcNAc構造を

有する 3本鎖の糠鎖[N-4] (FET -11C(Tri)(M3G3GNs)-a)も存在することが知られてい

る53 )。これらの糖鎖の直接的ゾーン泳動モードでは [N-1] に基づく小さなピークの他に、

大きなピークが22.9分にみられ、結合様式の異なる3本鎖同志を区別することはできな

かった。しかし、ホウ酸錯体としてのゾーン泳動モードでは先のわれた 2本のピークが

7.8 分に観察され、不完全ではあったがこれらの糖鎖の分離が可能であった。
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Fig.40. Analysis of PA-derivatives of complex-type oligosaccharides from human transferrin (a), 

fetal calf serum fetuin (b), human 山田lUnoglobulin G (c) and human αl-acid glycoprotein (d). 

The electropherograms on the left-hand and right-h油d sides in each figure are those in direct 

electrophoresis and zone electrophoresis as borate complex mode, respectively. Peak assignment: 
1 = [N・ 1] ， 2 = [N-2] , 3 = [N-4], 4 = [N・7] ， 5 = [N・8]， 6 = [N・9J ， 7 = [N-I0] , 8 = [N-ll ], 9 = [N-
12] , 10 = [N-13] , 11 = [N-14] , 12 = [N-15] , 13 = [N-16]. Other analytical conditions are tlle same 
as those in Fig. 39. 

免疫グロプリンGの分析結果をFig.40cに示す。この糖タンパク質は一連の2本鎖型糖鎖

を含むが、その中でコア部位にフコースを有する 2本鎖糖鎖が大半(> 67%)を占め、さ

らに基部のβー結合マンノース残基に N-アセチルグルコサミンを有する糖鎖や両方を持

たない糖鎖が残りを占めており、マンノース残基結合 N-アセチルグルコサミンだけを有

する糖鎖がごく少量(< 1%)含まれている67)。直接的ゾーン泳動モードでは、重合度が9

--11の大きな3本のピークと小さな 1本のピークが観察された。大きなピークの内、 19.4

分のピークは [N-9] (1GG-8C(Di)(M3GN4F1)) に、 20.5 分は [N-8] (1GG-

9C(Di)(M3G1GN4F1)) と [N-12] (1GG-9C(Di)(M3GN5Fl)) にまた、 2 1. 6 分は [N-7]
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(lGG-IOC(Di) (M3G2GN4Fl)) および[N-ll] (IGG-IOC(Di)(M3GIGNsFl)) に対応し

た。また、 22.6 分(左図)および7.7 分(右図)は [N-IO] (IGG-IIC(Di)(M3G2GNs 

Fl)) であると推定した。これら糖鎖誘導体は両モードとも同等の分離を示しており、重

合度にしたがった分離が得られた。ヒト αト酸性糖タンパク質の糖鎖は2本鎖から 4本鎖

までの糖鎖に加え、枝部分にフコースを有する糖鎖が存在する68)。量的な比率は報告さ

れていないが、 HPLCで分析したHirani らの報告69)を参考にすると、 3本鎖型 >2本鎖

型>分岐鎖にフコースを有する 3本鎖型 >4本鎖型>分岐鎖にフコース有する 4本鎖の

)1債であると予想された。さらに、 Yoshimaら 70)は 4本鎖型糖鎖にさらにラクトサミンが

結合した糖鎖の存在を報告している。 Fig. 40d'こ得られた結果を示す。直接的ゾーン泳

動モードでは、 20.6 分および 22.9 分はそれぞれ [N-l] および[N-2] のピークに相当し

た。 24.2 分にはフコース残基を有する 3本鎖 [N-13日AGP-12C(Tri)(M3G3GNsFl))、

さらに 25.3 分と 26.2 分には 4本鎖 ([N-14] (AGP-13C(Tetra)(M3G4GN6)) および

[N-15] (AGP-14C(Tetra)(M3G4GN6Fl))) に基づくピークが観察された。また、 29.3

分の小さなピークは 4本鎖型糖鎖に、さらにラクトサミンがついた構造の [N-16]

(AGP-15C (Tetra)(M3G5GN7)) であると推定した。一方、ホウ酸複合体モードでは先

別れした 3本のピークが観察される程度で分離は余り良好とはいえないが、帰属の結果

は図のようになった。

これらの複合型糖鎖の直接的ゾーン泳動では、分子量に依存した位置にピーク現われ

た。また、ホウ酸錯体としてのゾーン泳動モードでは末端残基の構造に依存した分離が

得られ、ヒト α1-酸性糖タンパク質のように複雑な混合物に対してはあまり良い分離が得

られなかったが、免疫グロプリンGのように不完全な糖鎖に対しては良好な分離を与えた。

また、フェツインで述べたように結合の異なる糖鎖も分離できた。

96 

高マンノース型および関連

糖鎖の分析:高マンノース型

糖鎖標品の材料にはウシ由来

リボヌクレアーゼB、酵母イ

ンペルターゼおよびプタのチ

ログロプリンを使用した。チ

ログロプリンは複合型糖鎖も

有する。これら糖鎖の分析

データをFig.41 に示す。リ

ボヌクレアーゼBの糖鎖の分

析結果をFig.41aに示すo こ

の糖タンパク質にはマンノー

ス残基の数が5-8までの糖鎖

の存在が報告されており S 1)、

第 3章第 1 節で述べたように、

マンノース残基を9つ含む糖

鎖の存在も示唆された。これ

らの量比については述べられ

ていないがHPLCの結果から

[N-24] (RNB-7M(MsGN2)) 

> [N-25] (RNB-8M(M6 

GN2)) > [N-28] (RNB-

10M(M8GN2)) > [N-26] 
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:Fig. 41. Analysis of PA derivatives of bigh-mannose-type 
oJigosaccharides from bovine ribonuclease B (a), yeast inverｭ
tase (b) 加d porcine thyroglobulin (c). Analytical conditions 
as in Fig. 39. Peak assignment: 14 = [N-17 ], 15 = [N・ 18] ， 16 

= [N-24], 17 = [N-25 ], 18 = [N・26] ， 19 = [N-28] , 20 = [N-29] , 
21 = [N・30]， 22 = [N・31 ]， 23 = [N-32J , 24 = [N・33J ， 25 = [N-
34] , 26 = [N-35]. Other numbers of 山e peaks 訂e 出e s組leas 
in Fig. 40. 
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(RNB-9M(M7GN2)) > [N-30] (RNB-11M(M9 GN2)) と推定した。直接的ゾーン泳動

モードでは 16.0 分から 20.2 分にかけて、これら糖鎖誘導体が重合度の順に現れた。ま

た、ホウ酸鎗体としてのゾーン泳動モードにおいてはこれらの糖鎖はほとんど分離されず

ほぼ一本のピークを与えたが、移動速度は8--9分と複合型糖鎖に比べて、顕著に遅かっ

た。酵母インペルターゼ糖鎖の分析結果をFig. 41bに示す。インペルターゼには、マン

ノース残基が伸長した鎖長の長い糖鎖 C[N-29] (lNV-10M(M8GN2)) --[N-35] (INV-

16M(M]4GN2))) の存在が報告されている7])。直接的ゾーン泳動モードではこれら糖鎖

が20.3 --29.4分に観察され、さらにマンノース鎖が伸長したと思われるピークが2本現

われた。またホウ酸錯体としてのゾーン泳動モードではやはりブロードなピークを与え、

分厳が困難であったが、この融合したピークは先のリボヌクレアーゼ糖鎖のピークより幅

が広く、しかも移動速度は若干早くなった。プタチログロプリン糖鎖の分析結果をFig.

41cに示す。この糖タンパク質には、一連の高マンノース型糖鎖 ([N-24] -[N・25] ・ [N-

26] ・ [N-28] -[N-30] = 27:27:20:17:9) とコア部分にフコースが結合した 2本鎖 (75%)

と 3本鎖(25%)の複合型糖鎖52)が存在する。また、非還元末端にGalα1→3残基を有する

糖鎖も存在する。直接的ゾーン泳動モードでは先ず一連の高マンノース型糖鎖が現われ、

21 分を境に複合型糖鎖が現われた。また、ホウ酸錯体としてのゾーン泳動モードではこ

れら複合型糖鎖が7--8分に、また、高マンノース型糖鎖が8--9分に現われた。ホウ酸錯

体によるモードでは高マンノース型と複合型糖鎖は明瞭に分離した。しかし、高マンノー

ス型相互の分隊は困難であった。

第3項電気泳動の再現性

第3章第 1節で述べたように、試料の移動時間を標準物質(イソマルトオリゴ糖)の重

合度に換算して比較するという方法もあるが、より直接的な方法が望ましい。
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多モード分析によって多種類の糠鎖の同定を行うには、データの再現性を向上させる必

要がある。 HPCE における移動時間の再現性は、キヤピラリー内壁の洗浄とキャリアー

の温度制御を充分に行えば、極めて高くなることが知られている。たとえば PA 化イソ

マルトオクタオース(重合度 8 )の移動時間の相対標準偏差は直接的ゾーン泳動モード

で1.03 0/0(n= 10)、ホウ酸錯体としてのゾーン泳動モードで 1.48% (n = 10) であった。

直接的ゾーン泳動では電気浸透流がほぼ完全に抑えられているため、移動時間は泳動時間

と一致する。しかし、ホウ酸錯体としてのゾーン泳動モードでは電気浸透流の速度は電気

泳動速度を上回る大きさであり(方向は逆)、電気浸透流の速度はキヤピラリー内壁の状

態の他にキャリアーの温度や組成により変動し易いため、この電気浸透流の影響を除外す

る方が、分析の信頼性を高める上で好ましいと考えられる。そこで、移動時間の代わりに

移動度を用いて PA 化イソマルトオクタオースの相対標準偏差 (n= 10) を求めた。その

結果、直接的ゾーン泳動モードでは 0.86% 、ホウ酸錯体としてのゾーン泳動モードでは

1.03% と低下した。さらにグルコースーPA を内部標準としてこれに対する移動度の相対

値を求めたところ、相対標準偏差 (n = 10) は直接的ゾーン泳動モードで 0.80% 、ホウ

酸錯体としてのゾーン泳動モードでは 0.50% とさらに低い値を与えた。なお、それぞれ

のモードにおける相対移動度(Rm)p および(Rm)b は次式で与えられる。

(ぬn)p= tpA-GIcI t [5] 

(ぬn)b = [tPA-GJc' (t - ゐ)] I [t. (tPA-GIc ・ゐ)] [6] 

ただし、おは中性マーカーの移動時間であり、この場合は2-アミノピリジンの移動時

間を用いた。他の記号については既に本章第 1 節で述べた。各糖タンパク質糖鎖につい

て算出した相対移動度をTable 21に示す。
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を含むものはないが、非還元末端のガラクトース残基の数が多いものほどプロットが上

部に位置する。全体として重合度の高い糖鎖ほど、左側に位置する。また、これらの一

般的な傾向とは別に、調査した約 30 種の糖鎖のプロットがほとんど重なることなく分離

されたことは評価に値する。したがって、この二次元マップを用いることにより、 N-グ

Table 21 

CalcuLated Relative Mobilities of PA Derivatives of Various Oligosaccharides 

Obtained from Glycoproteins 

() J i g osacchari des (Rm)b (Rm)p Oligosaccharides (Rm)b (Rm)p 

Complex type 
ー 1 TIU<-9C(DiJ(M3G2GN4) 0.64 0.24 N-26 RNB-9M(M7GN2) 0.81 0.26 

-2 TRF-II C(丁目)(M3Ci 3GNS)-b 0.67 0.21 N-28 RNB-I0M(M8GN2) 0.81 0.24 

-4 FET-IICγfri)(M3G3<JN 5 )-a 。 6<) υ.21 N-29 INV -1 OM(M8GN2) 0.80 0.24 

N-7 lC�G-1 OC(l)i)(M3(]2UN4FI ) 0.63 0.22 N-30 RNB-l1 M(M9GN2) 0.81 0.22 

-8 IGG-9じ(Di)(M3UI GN4FI) 0.58 0.24 N-31 INV-IIM(M9GN2) 0.80 0.23 

-<.J IGG-8C(Di)(M3G I N4FI ) 0.66 0.21 N-32 INV-12M(M!OGN2) 0.80 0.21 

N-IO IGG-II C(Di)(M3G2GN5FI) 0.66 0.21 N-33 INV-13M(MIlGN2) 0.80 0.20 

N・ 1I IGG・ I OC(Di)(M3GIGN5Fl) 0.62 0.22 N-34 INV-I5M(M13GN2) 0.80 0.18 

-12 lGG-9CCDi)(M3GN5Fl) 0.58 0.24 N-35 INV-16M(MI4GN2) 0.80 0.17 

N・ 13 AGP-12C(Tri)(M3G3GN5Fl) 0.62 0.20 Hybrid type 
-14 AGP-13CCfetra)(M3G4GN�) 0.68 0.18 N-36 OVA-8H(M4GN4) 0.56 0.29 
N-15 AGP-14C(Tetra)(M3G4GN�l) 0.66 0.18 N-37 OVA-9H(M4GN5) 0.63 0.26 
N・ 1 6 AGP・ 1 5C(Tetra)(M3G5GN7) 0.77 0.16 N-38 OVA-9H(M5GN4) 0.69 0.26 
N-J 7 lGB-IIC(Di)(M3G3GN4FI) 0.67 0.22 N-39 OVA-I0H(M4GIGN5) 0.66 0.24 
N・ 1 8 1・G B・ 1 2C'(Tri)(M3G3GN5FI) 0.63 0.19 N-40 OVA-lOH(M5GN5) 0.73 0.24 

High-mannose り'pe N-39 OVA-IIH(M5GIGN5) 0.73 0.23 

ー24 RNB-7M(M5GN2) 0.81 0.32 
-25 RNB・8M(MóGN2) 0.81 0.29 

リコシド型糖鎖が容易に信頼性高く同定することが可能になる。
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第4項二次元マッピングの試み

Table 21に示す種々の N-グリコシド型糖鎖を直接ゾーン泳動モードおよびホウ酸錯体

としてのゾーン泳動モードで分析し、第3項で述べた相対移動度を両軸にとって作成し

た二次元プロットを Fig.43 に示す。 Fig.43 には約 30 種の糖鎖がプロットされている。

高マンノース型糖鎖は図の上部に分布するが、これは高マンノース型糖鎖がホウ酸錯体

を形成し易く、陽極により強く引き戻されるために相対移動度が高くなるためである。

複合型糖鎖およびハイブリツド型糖鎖のプロットは、それぞれ左側および中央部の固ま

れた部位に分布し、明瞭に分離している。複合型糖鎖には非還元末端にマンノース残基

。

0 
0.14 0.16 0.18 0.2 0.22 0.24 0.26 32 

(Rm)p 

Fig. 42. Two-dimensional map of PA-oligosaccharides derived from various glycoproteins. Anaｭ

lytical conditions as in Fig. 39. Calculation of (Rm)p and (Rm)b values are identified in formula 

[5] and [6]. The numbers on plots are corresponding to 出epeak numbers in Fig. 40 and Fig. 41 
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第4章のまとめ

本章では、糖タンパク質より得た N-グリコシド型糖鎖を HPCE で分析する方法につ

いて検討した。糖鎖を PA 化し、酸性のりン酸緩衝液を用いて直接的ゾーン泳動によっ

て分離する方法は重合度による分離法として有用であり、また、アルカリ性のホウ酸緩

衝液を用いてホウ酸錯体としてのゾーン泳動により分敵する方法は糖鎖構造、特に非還

元末端糖残基の水酸基の配向の違いによる分離に有効であった。本分析における糖鎖試

料の量は微量で済み、これらの方法の有用性が示唆された。この検討結果に基づいて

種々の N-グリコシド型糖鎖を同一の装置を用いて上記2モードで分析し、得られたデー

タを基に二次元マッピングを行った。座標軸に相対移動度をとることにより信頼性の高

い糖鎖同定が可能であると考えられた。

HPCE ではキャリアーの交換が容易であり、キヤピラリーの洗浄と温度の制御を充分

に行えば種々のモードで信頼性の高い相対移動度が算出できる。今回の研究では約30 種

の糖鎖の2次元マヅプを作成したが、さらに糖鎖の種類を増やしてマッピングを行う必

要がある。その場合、必要ならば、さらに別の分離モードを導入して、多次元へと展開

させることも可能である。第3のモードとしては金属錯体としてのゾーン泳動36) やア

フィニティーゾーン泳動モード 72)も有望であると考えられる。検出感度をさらに向上さ

せるためには、レーザー励起蛍光検出も有望と思われる。
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結論

I. 糖タンパク質の構成単精を分析するための方法として以下に述べる方法を開発した。

1) GCによる分析法として、単糖類をジエチルジチオアセタールトリメチルシリル

エーテルとして分析する方法を開発した。ヘキソサミンはあらかじめ亜硝酸で処理し

て2.5-アンヒドロ糖に導き、同様に誘導体化した。癌患者ならびに健常人の尿中複合

糖質の分析に適用し、興味深い知見を得た。

2) 単糖類をPMPでプレカラム誘導体化し、逆相系HPLCで分析する方法を開発し

た。過剰の試薬を除去するためにクロロホルム抽出を適用して操作の簡便化を図った。

種々の糖タンパク質の構成単糖分析に適用し、ほぽ満足できる結果を得た。

3) 単糖類をスルホン酸型スチレン系カラムを用いる順相系HPLCにより分離し、

2-シアノアセタミドを用いてポストカラム誘導体化するシステムを開発した。シアル

酸についてもN-アセチルノイラミン酸ピルビン酸リアーゼによってN-アシルマンノサ

ミンに変換し同様に分析した。本法は自動化が容易なため、単糖類のルーチン分析に

適している。

4) PMPで誘導体化した単糖類の分厳にHPCEを適用した。キャリアーにホウ酸緩

衝液を用いることで、精タンパク質の構成単糖類ばかりでなく、アルドヘキソース類

やアルドぺントース類の良好な分離が得られた。

II. 糖タンパク質糖鎖の高感度分析法として以下の方法を開発した。

1) PMPMPで誘導体化した糖鎖を逆相系HPLCで分析する方法を開発した。本誘

導体化は緩和な条件下で進行するため、シアル酸含有オリゴ糖のように酸やアルカリ

に不安定な糖鎖にも適用が可能であった。
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2) 糖鎖をラテックス型アニオン交換樹脂カラムにより分離し、パルスアンペロメト

リー検出を行う方法について検討した。本法は非還元性の糖アルコールも感度よく検

出できるため、アルカリーボロハイドライド法によって得られる 0-グリコシド型糖鎖

の分析にも適している。

3) レクチンを固定化したカラムを用いる高速アフィニティークロマトグラフィーに

よって、蛍光標識した糖ペプチドの分離を試みた。レクチンー糖鎖閣の結合定数を算出

し、興味深い知見を得た。

4) 蛍光標識した糖鎖の分離にHPCEを適用した。 2種類のキャリアーを用いて得

た移動度を基に二次元マップを作成し、個々の糖鎖の同定に加え、糖鎖のタイプ別の

解析にも有効であることを見出した。
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実験の部

【第 1章第 1 節】

試薬および標品:エタンチオール、クロロトリメチルシランは東京化成(東京都中央区

日本橋)より入手した。トリフルオロ酢酸およびヘキサメチルジシラザンは和光純薬

(大阪市道修町)より購入した。その他の試薬および溶媒は全て市販の特級品あるいは

それ以上の品質のものを使用した。

装置:水素炎イオン化検出器を装着した島津4BMPF型装置を使用した。カラムには

Scottキヤピラリーカラム(0.28 mm i.d. , 50 m)の内壁にシリコン系のSF-96を塗布した

ものを2250Cで使用した。移動相ガス(窒素)は流速を 1 mllmin とし、 100:1にスプリツト

してカラムへと導いた。データ処理には島津製EIA型積算計を使用した。

尿試料: 16人の健常人および 15人の癌患者より朝食前に採取した。患者の内訳は肺癌3

名、胃癌2名、結腸癌3名、子宮癌2名、乳癌3名、肝臓癌1名および勝臓癌1名である。ま

た、健常人の年齢は、 20歳代が4名、 30歳代3名、 40歳代2名、 50歳代2名、 60歳代2名、

70歳代2名および80歳代 l名であった。得られた各尿試料50 mlを透析チューブに入れ、

流水下で24時間透析したのち、凍結乾燥して試料とした。

尿の非透析性成分の加水分解:アルドースおよびウロン酸凍結乾燥した非透析性成分

(約 1 mg)を小アンプルに採取し、 2M トリフルオロ酢酸(200μ1)を加え、窒素置換した

のちに封管し、 1000Cで6時間、加水分解した。反応後、アンプルを室温まで冷却して関

管し、真空デシケータ中で乾固した。ヘキ、ノサミン類 先の2M トリフルオロ酢酸に代

えて4M 塩酸を使用した。その他の条件は、アルドースおよびウロン酸と同様の操作を

行った。
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単酒類のジエチルジチオアセタールトリメチルシリル誘導体化:得られた残澄にエタン

チオールートリフルオロ酢酸(2: 1, v/v , 20μ1)を加え、 250Cで 10分間放置した。次いで、

ピリジン(50μ1)、ヘキサメチルジシラザン(100μ1)およびクロロトリメチルシラン(50

μ1)を加え、 500Cで30分間反応させた。ヘキソサミン類はそのままではGC分析が困難な

ため、脱アミノ化73) した後、同様に誘導体化した。すなわち、残澄に0.1 M 亜硝酸バリ

ウム(100μ1)および0.1 M 硫酸(75μ1)を加えて、。OCで 1時間反応させることにより 2，5-

アンヒドロ糖へと導き、ジチオアセタール化およびトリメチルシリル化して分析した。

【第 1章第2節】

試薬および標品 :PMP、アセト酢酸エチルはキシダ化学(大阪市道修町)より入手した。

ウシ顎下腺ムチン(タイプ II) 、ウシ胎児血清フエヅイン(タイプ lII) 、ニワトリ由来

オパルプミン(タイプV) 、ヒト血清トランスフェリンおよびヒト α]-酸性糖タンパク質

はSigma(S t. Louis, MO)より購入した。ウシ由来チログロプリンはUi とTarutaniの方

法74)に従って新鮮な甲状腺より調製した。その他の試薬および溶媒は全て市販の特級品

あるいはそれ以上の品質のものを使用した。

装置哩旦￡ポンプには目立655A-12型、試料導入はRheodyne7125型インジェクター

(試料容量: 20μ1)を用いた。検出器には島津SPD-6A型紫外部検出器 (~μl容量セル)と

医理科E-502型アンぺロメトリック検出器を使用し、それぞれ245 nmおよび加電圧600

mVで測定した。データ処理は目立D-2000型装置を用いた。分析用カラムとして

Capcell Pak C18カラム(4.6mm i.d. , 25 cm，資生堂、東京都中央区銀座)を用い、移動

相にはアセトニトリルとリン酸緩衝液の混合液を使用した。紫外部吸収スペクトル、質

量分析およびNMR測定 紫外部吸収スペクトルは目立557型分光光度計を用いて測定し

た。 FAB-MSスペクトルの測定にはJEOL HX-IOO 型を使用した。マトリックスにはグ
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リセリンを使用し、試料を 10%グリセリンに溶解したのち2μl相当を分析した。 Xeビー

ムの初期エネルギーは6 kV、走査はm々 2000 まで 10秒で行ったo 分子量マーカーには

Ultra-mark(PCR Research Chcmica1s, FL, USA) を使用した。 lH-NMRスペクトル

はlEOL GSX-500型装置を使用し、 6秒周期の90度パルスを照射するモードで測定した。

nC-NMRスペクトルは同じ装置を用い、 125 MHzで測定した。

グルコース・2PMP誘導体の調製:グルコース (1HO mg; 1 mmol)を0.3M水酸化ナトリ

ウム(10 ml)に溶解し、さらに0.5 M PMP-メタノール溶液(10 ml)を加えて700Cで2時間

加温した。薄層クロマトグラフィー (Merck， Silica gel Si60，クロロホルムーメタノール

ー水(40: ] 0: 1 ))において試薬(RfO.91)の他に、紫外部吸収を示すスポットがRfO.44に観

察された。そこで、反応物を中和して乾回した後、 10 mlの水に溶解し、過剰の試薬をク

ロロホルムで抽出したのち、シリカゲルカラムクロマトグラフィー(1 cm i.d. , 45 cm)に

より精製したo Rf 0.44の物質の収率は86%であった。 λmax: 245 nm (ε= 29，400) エタ

ノール中。 lH-NMR (CD30D) , 8 (ppm): 2.37 , 2.36 (各3H ， S, -CH3) , 3.59 (lH, dd, J 

= 5.6, 10.7 Hz, glc H-6') , 3.67 (1H, ddd, J = 3.6, 5.9, 7.0 Hz, glc H-5) , 3.75 ......, 3.69 

(3H , c, glc H-3 , H-4, H-6) , 4.05 (1 H, d, J = 9.6 Hz, glc H-1) , 4.67 (1 H, d, J = 9.6 

Hz, glc H-2) , 7.33 (2 x 1H, t-like , J = 8.0 Hz, phenyl H-4) , 7.46 (2 x 2H, t-like , J 

= X.O Hz, phenyl H-2 , H-6) , 7.63 (2 x 2H, dd , J = 7.9 and 1.2 Hz, phenyl H-3 , H-

5)0 l3C-NMR (CD30D) , 8 (ppm): 11.3, 11.1 (q, -CH3) , 34.1 (d, glc C-1) , 64.5 (t, 

glc C-6) , 70.1 (d , glc C-5) , 72.8 (d, glc C-2) , 73.4 (d, glc C-4) , 75.9 (d, glc C-3) , 

123.6, 123.H (d, phenyl C-2 , C-6) , 128.6, 128.8 (d, phenyl C-4) , 130.3, 130.4 (d, 

phcnyl C-3 , Cδ) ， 136.6, 136.9 (s, phenyl C-1) , 159.8, 160.1 (s, pyrazol C-5', C-5") , 

104Js, 105.7, 148.1 , 148.5 (s, pyrazol C-3' , C-4' , C-3", C-4"，未帰属)。負イオン

FAB-MS: m/z 509 (= [M -1]-)。
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糖タンパク質の加水分解:アルドース 糖タンパク質 (50 -200 ドg) を小ガラスアンプ

ルにとり 2M トリフルオロ酢酸(200μ1)を加え、窒素雰囲気下、 6 時間沸膿水浴上で加

熱した。冷後、アンプルを開管して乾固したのち、Amberlitc CG-120 および

Amberlite CG-400 (各0.5 ml)の重層カラムを用いて脱塩した。 アミノ糖 4M 塩酸

(200μ1)を用いて、アルドースと同様の操作で加水分解した。残澄に 500μlの飽和炭酸

水素ナトリウム溶液を加えて溶かし、 100μlの無水酢酸を数回に分けて加えながら混和

したのち、 1夜放置することによりアミノ基を再アセチル化した。反応液はそのままアル

ドース分析と同様に脱塩した。

PMPプレカラム誘導体化の標単操作;糖試料混合物(10-500 pmol) を小型サンプル

チューブ(1.5 ml 容量)にとり、 0.5 MPMPメタノール溶液(50μ1)および0.3M水酸化ナ

トリウム水溶液(50μ1)を加え700Cで30分間加熱した。反応液を室温まで冷却し、等量の

0.3M塩酸を加えて中和したのち、乾固した。残澄に水(200μ1)とクロロホルム(200μ1)

を加えて過剰の試薬をクロロホルムに転溶させて除去し、水層を乾回したのち、得られ

た残溢を移動相に溶解してHPLCにより分析した。

【第 1章第3節】

試薬および標品: 2-シアノアセタミドは関東化学(東京都中央区日本橋)製のHPLC用

のものを使用した。 ウシ顎下腺ムチン(タイプI. II) 、ウシ胎児血清フェツイン(タイ

プ III) 、ウシ血清αト酸性糖タンパク質 CCohn分画 IV) 、ニワトリ由来オパルプミン

(タイプv) およびヒト血清トランスフェリンはSigmaより購入した。 Clostridium

peψlngens由来のノイラミニダーゼ(タイプlV) 、 Escherichiae coli N-アセチルノイ

ラミン酸ピルビン酸リアーゼはNacal創 Tesque (京都市中京区二条通烏丸)より購入した。

その他の試薬および溶媒は全て市販の特級品あるいはそれ以上の品質のものを使用した。
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装置: 以下に用いた装置を列記する。目立 638型ポンプ、レオダイン7125型試料注入

装置(20μ1)、リコー CB-50TF型循環式恒温槽(カラム温度制御用)、アトー SJ-2396

型双子ピストンポンプ(試液送液用)、目立034-0736型反応恒温槽、アトー SF-1205-

A型紫外部検出器(280 nm 波長固定)。カラム充填剤には昭和電工製Shodex DC-613 

(H+ 型)を用い、 2M 塩酸に懸濁し、 80--900Cで数時間加湿して再生したのち水で洗浄

し、ステンレス製カラム(4.6 mm i.d. , 25 cm)に 100--150 kglcm2 の圧力をかけて水で

充填した。充填後、カラムに水を0.3 mllminの流速で送液したのち、次第にアセトニト

リル含量を上げて、最終的に92%アセトニトリルで置換した。カラムからの溶出液にY

字型混合ジョイントを介して、 0.5M ホウ酸緩衝液(pH 8.5) と 1% 2・シアノアセタミド

水溶液を0.5 rnllminの流速で混合し、 1000Cの恒温僧内に設けたテフロン製反応コイル

(0.5 rnm i.d. , 10 m) に導いて反応させたのち、テフロンチューブ(0.5 mm i.d. , 1 m)中

で冷却し、 280 nmにおける紫外部吸収により検出した。

績タンパク賓の加水分解:アルドースならびにヘキソサミンの加水分解は第 1 章第2節

に従った。 シアル酸の分析糖タンパク質試料(各200μg)を60mM リン酸緩衝液、

pH 7.0(800μ1)に溶解し、ノイラミニダーゼ(0.5 U) とN-アセチルノイラミン酸ピルビン

酸リアーゼ(0.3 U) を加え、 1 時間370Cで反応させた。反応後、 1000Cで 1分間加熱し

て酵素を失活させたのち、イオン交換樹脂カラムにより目危塩してHPLC用試料とした。

【第 1章第4節】

試薬および標品:糖標品ならびに試薬は全て市販の特級品あるいはそれ以上の品質のも

のを使用した。

装置: 高電圧霞源には松定プレシジョンHER-30Pl型装置を使用した。キャピラリーに

は内径 50μm のフューズドシリカ管 (Scientific G1ass Engineering , Me1bourne , 
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Aus佐叫ia)を78 cmの長さに切り、終端から 15 cmの部分のボリイミド被覆を約 1 mmの

幅で焼却除去し、この部分で検出を行った。検出器にはHPLC用の日本分光 UVIDEC

100-Y型検出器を使用し、セルの部分を改良して50μm x 500μmのスリットを設け、

これにキャピラリーを固定した。キャピラリー両端はキャリアーで満たした白金電極を

もっテフロン製ブロックに挿入した。検出波長は245 nmとした。試料の導入は陽極側よ

り落差法(5 cm , 5 sec)で行った。

【第3章第 1節】

試薬および標品: 4-メトキシフェニルヒドラジン・塩酸塩および無水ヒドラジンは

Aldrich (Mi1waukee, WS)より入手した。糖鎖オリゴ糖標品のうち、 TF [N-3 ], ASｭ

TF [N-l ], AS-FET4 [N-4], AS-FET3 [N-2] , 363-SA-Tri [N-5J, 366-SA-Tri [N-

6]) はDionex (Sunnyvale, CA)より入手した。イソマルトオリゴ糖は Yamashita ら 58)

の方法に準じてデキストランを希塩酸で部分加水分解して調製した。 N-アセチルノイラ

ミンラクトース、ヒト血清トランスフェリン、ウシリボヌクレアーゼBはSigmaより購入

した。ウシ由来フェツインはGIBCO (Grand Is1and, NY)から購入した。プタ由来チロ

グロプリンはUiとTarutaniの方法74)に従って新鮮な甲状腺より調製した。グリコペプチ

ダーゼAは生化学工業(東京都中央区日本橋)より入手した。 Arthrobacter ureafaciens 

由来のノイラミニダーゼは、丸金醤油(京都府宇治市)から供与を受けた。その他の試薬

および溶媒は全て市販の特級品あるいはそれ以上の品質のものを使用した。

装置:PMPMP誘導体のHPT ，F 以下の装置を使用した。目立655-12A型送液ポンプ

Rheodyne 7125型試料注入装置(20μ1)、島津C-R6A型クロマトパヅクデータ処理装置

および島津SPD-6A紫外部検出器。カラムにはCapcell Pak C 18を使用した。移動相には

30--100 mMリン酸緩衝液(pH 7.0) とアセトニトリルの混合液を用いて、 249 nmの紫
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外部吸収を基に検出した。高マンノース型糖鎖iウシ勝臓リボヌクレアーゼB)の陰イオン

変換HPL仁試料注入装置にRheodyne7125型(ループ容量20μ1)、カラムにはDionex

HPIC-AG6ガードカラム (4 mm i.d. , 5 cm) と HPIC-AS6分析カラム (4 mm i.d. , 25 

cm)を用いた。検出は金電極を装着したトリプルパルスアンペロメーター(PAD)を以下

の設定で使用した。 EI = 0.05 V (600 ms) , E2 = 0.6 V (120 ms) , E3 = -0.8 V 

(420ms)o 濃度勾配溶出にはDionexグラジエントポンプ(GPW) を使用した。移動相に

は0.1 M水酸化ナトリウムを含むoから 0.5 M酢酸ナトリウムの直線濃度勾配をかけて溶

出した。紫外部吸収スペクトル、質量分析およびNMR測定 第 l章第2節と同様。

糠タンパク質のトリプシンおよびサーモライシン先見75) :糖タンパク質(1 g) を 10 mlの

0.2 M トリス一塩酸緩衝液 (pH 8.2) に溶解したのち、 8M グアニジン一塩酸および

0.18 M ジチオスレイトールを含む同緩衝液 (20 ml)を加え、室温で 30 min 放置し、さ

らに 8M グアニジン一塩酸および 0.18 M ヨードアセトアミドを含む同緩衝液(10 ml) 

を加え暗所で 30 min 放置した。反応液は透析チューブ中に損失なく移し、水で4
0

Cで

24 hr透析したのち、凍結乾燥した。得られた残澄は 10 mg のトリプシンおよび2mM

塩化カルシウムを含む同緩衝液 (50 ml) に溶解し、 370Cで 24 hr インキユベートした。

サーモライシン処理も同様に行ったが、反応条件を 700C ， 4 hr とした。反応液は凍結乾

燥したのち、 Scphadex G-25 および G-50 カラムクロマトグラフィーによりフェノール

ー硫酸陽性画分を集めた。

グリコペプチダーゼAを用いた瀦ペプチドの消化:シアル酸を含む糖ペプチドからのオ

リゴ糖の調製は Tak油ashi ら 76)の方法に準じてグリコペプチダーゼAを用いて行った。

糖ペプチド試料(約100μg) を 20μl の 0.1 Mクエン酸ーリン酸緩衝液 (pH 5.5)に溶

解し、酵素液(0.1 mU , 5μ1)を加えて、一夜370Cで放置した。反応液を沸臆水浴上で5分
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間加熱し、反応を停止させたのち、さらに一晩、 370Cで放置してグリコサミンを遊厳型

へと変換したのち、濃縮乾固した。

勝べプチドのヒドラジン分解77) :糖ペプチド(10 mg)あたり無水ヒドラジン(2 ml)を加え、

1000Cで 12時間処理して糖鎖を遊離させた。反応液を硫酸を入れた真空デシケータ中で

乾固し、残溢に少量のトルエンを加えて乾固する操作を繰り返して、ヒドラジンを完全

に除去した。得られた残溢に飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(1 ml)を加え、無水酢酸

(100μ1)を数回に分けて加えながら撹持したのち、さらに3時間放置した。次いで反応混

合物をAmberlite CG-120(H+型; 3 ml)のカラムに通し、分析用試料とした。

PMPMP の調製 :PMPMP は Koike50)の方法を改良して合成した。すなわち、 4-メト

キシフェニルヒドラジン塩酸塩 (5.6 g , 32 mmol) のエタノール溶液(40 ml)に、酢酸ナ

トリウム・ 3水和物 (5.45 g, 40 mmol) とアセト酢酸エチル (4.16 g, 32 mmol) を加え

て2時間環流した。冷後、溶媒を減圧下留去し、得られた粗成績体をシリカゲル(150 g, 

Merck Silica gel 60)クロマトグラフィー[ベンゼンー酢酸エチル(4: 1)]後、メタノール

から再結晶して無色の針状結晶(収率: 36%)を得た。入max:249 nm (ε=18 ，500)メタノー

ル中。 lH-NMR(CDCb) ﾖ (ppm): 2.16 (3H, S, -CH3) , 3.40 (2H, s, pyrazolone -

CHz-), 3.79 (3H, S, -OCH3), 6.90 (2H, m, phenyl H-3 , H-5) , 7.72 (2H, m, phcnyl 

H-2 H-6) 0 13C-NMR(CDCb) ﾖ (ppm): 16.8 (q , -CH3) , 42.9 (t, pyrazolone C-4), 

55.4 (q, -OCH3) , 113.9, 123.3 (各d， phenyl C-2, C・6 and C-3 , C-5) , 13 1.3, 157.7, 

157.9 (各s， phenyl C-1 , C-4 and pyrazolone C-3，未帰属)， 170.3 (s, pyrazolone C-5)o 

bグルコースのPMPMP誘導体の調製: グルコース(90 mg, 0.5 mole)を0.3M水酸化

ナトリウム溶液(5 ml)に溶かし、この溶液に 0.5 M PMPMPメタノール溶液を加え、

70
0

Cで20分間反応させた。反応混合物のTLC(Silicagel 60 F254 、展開溶媒:クロロホ

ルムーメタノールー水==40:10: 1)においては試薬 (RfO.92) のスポットのほかに、生成
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物由来の単一スポット (RfO.58) を与えた。反応液に0.3M 塩酸(5 m1)を加えて中和し、

水飽和酢酸エチルで反応物中の過剰の試薬を取り除いたのち、水層を乾回した。残澄は

メタノールー水系より再結晶したところ、微粉末結晶(収率93.00/0、 265 mg)を得た。化

合物の物性は次の通り。 λmax = 249 nm (ε=36，300) メタノール中。 lH-NMR

(CD30D) , ﾕ (ppm): 2.29 (2 x 3H，各S， -CH3), 3.55""'3.76 (5H, c, glc H-3 , H-4, H-5 , 

H-6, H-6') , 3.80 (2 x 3H，各S， -OCH3), 4.00 (1H, d, J = 9.4 Hz, glc H- l), 4.66 (1 H, 

dd, J = 9.4 and 1.1 Hz, glc H-2) , 6.98 (2 x 2H，各dd， J = 9.1 and 4.6 Hz, pheny1 H-

2, H-6) , 7.48 (2 x 2H，各dd，J = 9.1および7.3 Hz, pheny1 H-3 , H-5)。

オリゴ精のPMPMP欝導体化:グリコペプチダーゼ消化やヒドラジン分解により得られ

たオリゴ糖は、以下の方法にしたがって誘導体化した。なお、試料は酵素の除去や脱塩

操作をせずにそのまま使用した。糖試料 (0.5 -5 nmol) をスクリユーキャップ付きポリ

プロピレンチューブ(1.5 ml容量)中で凍結乾燥した。これに0.3M水酸化ナトリウム(20

μ1) と 0.5 MPMPMPメタノール溶液(20μ1)を加えて溶かし、溶液を700Cで20分間加温

した。次いで反応液に0.3M塩酸(20μ1)を加えて中和し、水飽和酢酸エチルと水各200

μlを加えてよく混合したのち、有機層を注射器で注意深く取り除くことによって過剰の

試薬を除去した。水層は乾回した後、 15%アセトニトリルー水に溶解し、その一部を

HPLC で分析した。反応に必要な試料量はその状態によって異なるが、糖鎖の種類が少

ない場合は 300 pmo1 程度で十分分析が可能であった。

NeuAc・LacのPMPMP誘導体の安定性: NeuAc-Lac-2PMPMP(10 nmo1)を 100 mM  

のクエン酸ーリン酸緩衝液(pH 4.0)、 100mMリン酸緩衝液(pH 6.0)、 トリス一塩酸緩

衝液(pH 8.0)、各50μlに溶解し、それぞれの溶液を370Cでインキユペートして経時的に

HPLC で回収率を求めた。
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チログロプリン繍ペプチドの陰イオン交換カラムクロマトグラフィー:チログロプリン

はPronase Pで処理した後、 Sephadcx G-25カラム (1 cm i.d. , 30 cm) にかけ、水で溶

出し、 11"'"15 ml に相当する画分を集めて乾固した。残漬は少量の水に溶解し、 DEAE-

Sephadex A-25 (US mm i.d. , 8 cm)を用いて Fukuda と Egami の方法78) に準じて、 i

mMピリジン-2mM酢酸から50mM ピリジンー 100 mM酢酸(各100 ml) の直線濃度

勾配により中性、シアル酸を 1 残基および2残基含む糖ペプチドに分画した。各分画は

濃縮後、 Sephadex G-25 カラムにかけて脱塩した。

【第3章第2節】

試薬および標品:無水ヒドラジンはAldrich より入手した。ウシ顎下腺ムチンは

Tettamanti と Pigmanの方法79)に従って調製した。プタ由来チログロプリンはUi と

Tarutaniの方法74)に従って新鮮な甲状腺より調製した。赤血球ゴーストはプタ血液より

Dodge ら 80)の方法に準じて調製した。タチナタマメ由来のαーマンノシダーゼ、 α ーガラ

クトシダーゼおよびβ -N-アセチルヘキソサミニダーゼは生化学工業より入手した。

Streptomyces griseus 由来のPronase Pは Behringer (Manheim , FRG) より入手した。

その他の試薬および溶媒は全て市販の特級品あるいはそれ以上の品質のものを使用した。

装置:旦且ζ 第3章第 1 節の陰イオン奈換HPLC分析に準じた。分析には糖として0.5

""'2.5μg相当を使用し、カラム溶出液を全量検出器に導入した。 一方、ピーク成分分離

用のセミ分取HPLCには試料5""'25μgを使用し、カラムからの溶出液を 1:9 に分割し

1110をPAD でモニターし、残りを採取した。各ピークごとに分画し、得られたピーク画

分溶液を 1M 塩酸を用いて中和し、 SephadexG-25 カラムを用いて脱塩した。 EA亙­

MSスペクトルおよびNMR測定第 1 章第2節と同様。ただし、 NMR測定には内部標準
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にアセトンを使用し、アセトンのプロトンのシグナルを82.225 ppm とした。水のシグ

ナルはHMG法により除去した。

チログロプリン糠ペプチドのヒドラジン分解および陰イオン交換カラムクロマトグラ

フィー: 第3章第 1 節と同様。

アルカリーボロハイドライド法による0・グリコシド型績鎖の調製: Iyerと Carlson39)の

方法に準じて、 0.05 M 水酸化ナトリウム -1 M水素化ホウ素ナトリウム中で24時間、

450Cで処理して糖鎖を得た。

【第3章第3節】

試薬および標品: LiChrosorb Diol (粒径5μm) は関東化学より入手した。 Develosil

C18 (粒径 7μm) は野村化学(愛知県瀬戸市)から購入した。 p-ニトロフェニルー αーガ

ラクトシド、 α.グルコシドおよびαーマンノシドおよびメチルーα"マンノシドはNacalai

Tesqueより入手した。キトピオースはキチンからRup1ey81)の方法を適用して調製し、さ

らにBioGel P-4 カラムを用いて精製した。オパルプミンは新鮮なニワトリ卵白より

KekwickとCannanの方法82)に従って調製し、結晶化を繰り返して精製した。コンカナ

パリンA83)および小麦庇芽レクチン84)は文献に従って調製した。原料のタチナタマメと

小麦庇芽はSigma より購入した。 Streptomyces griseus 由来のPronase PはBehringer

より入手した。その他の試薬および溶媒は全て市販の特級品あるいはそれ以上の品質の

ものを使用した。

装置: ポンプには目立655 型を使用した。試料注入装置にはRheodyne7125型インジエ

クターを用い、前端分析には5 mlループを、その他は20μlループを装着して用いた。

Dns化ペプチドの検出には目立650-10LC型蛍光検出器(セル容量90μ1) 、 p-ニトロ

フェニルグリコシド類の検出にはアトーSF-1205-A型uvモニター(セル容量8μ1) 、

キトビオースの検出には昭和電工Shodex RI SE-51型示差屈折計を使用した。

オパルプミンのPronase姐隠:オパルプミン(100 g)に1.5 gのPronase Pを加えて、 トリ

スー塩酸緩衝液(pH 7.2)中で37 0Cで48時間インキユペートした。消化物をSephadex G-

25カラム (4cm i.d. , 1 m)にかけて、水で溶出し、フェノールー硫酸反応陽性の画分を集

め、凍結乾燥して粗糖ペプチドを得た。

オパルプミン由来績ペプチドのDowex 50W x 2カラムクロマトグラフィー: Dowex 

50Wx 2を充填したカラム(2.6 cm i.d. , 150 cm)を用いて、 1mM 酢酸ナトリウム(pH

6.5)で溶出することにより、 5 つの画分[分画 1 (1400--1580 ml、 21 mg)、分画 II

(1620--1800 mL 50 mg)、分画 III(1880--2200 ml、 221 mg)、分画N(2300--2700 

ml, 80 mg)、分画V(2820--3220 m1、 60 mg)] を得た。

オパルプミンのDns化精ペプチドの調製:各糖ペプチド画分の一部をTapuhi ら 85)の方法

に準じてDnsイじした。反応物はSephadex 0-25 (1 cm i.d. , 30 cm) にかけ、 25% メタ

ノール水溶液(流速 0.5 mνmin) を使用して精製した。 19分附近に現われるDns化糖ペ

プチド混合物を回収し、さらにDevelosil C18 カラム(4 mm i.d. , 25 cm)を用いて逆相分

配モードで分離した86)。各ピークの帰属は文献との比較から行ったo 各Dns化糖ペプチ

ドはSephadexG-25カラムを用いて脱塩し、乾固して保存した。

レクチンカラムの調製:シリカゲルへの固定レクチン固定化シリカゲルはジオール型シ

リカを 50/0 過ヨウ素酸ナトリウム水溶液中で酸化してアルデヒド型シリカとし、レクチ

ンのアミノ基との還元的アミノ化反応により固定した87)。調製したレクチン固定化シリ

カゲルは0.2M 塩化ナトリウムを含む50mM リン酸緩衝液(pH 7.0)に懸濁して保存し

た。高速液体アフィニティークロマトグラフィーは調製したシリカゲルを上記リン酸緩

衝液を加圧溶媒に用いて、ステンレスカラム (4.6 mm i.d. , 5 cm)に流速3 mllminで充



填した。カラムの空隙容量は水の溶出容積から算出した。 Con A-カラムでは0.64 ml、

WGA-カラムでは0.80 mlであったo カラム内の活性レクチンの量は前端分析59)におけ

る [S] ・ 1.(V -Vo)・ l と [S] ・ 1 (ただし、 rS]は親和性を示す糖の濃度で、 Con A-カラムでは、

メチルー α-マンノシド、 WGA-カラムにはキトピオースを使用した。 vはその溶出容

。)のグラフから算出した。その結果、 Con A-カラムでは689 nmol、 WGA-カラム

では620 nmol となった。またメチルー αーマンノシドーConA の結合定数は 7.2 X 103 

M-l、キトビオース-WGA の結合定数は33 X 103 M-l となった。これらの値はダンシ

ル化糖ペプチドの結合定数の算出におけるK2値として用いた。 又llneroseへのレクチン

の固定化プロムシアンによる活性化を経て行った。すなわち、 50mM 濃度の競合糖を

含む 0.2M 炭酸ナトリウム(pH 7.8)にレクチン(1 5 mg)を溶解させ、プロムシアンで活

性化したのち上記の緩衝液で予め洗浄しておいたSuperose (1.5 g)を加え、 40Cでゆるや

かに24時間撹持した。ゲルに残存する活性基は1M エタノールアミン一塩酸を含む同緩

衝液中で同様に24時間反応させることによりブロックした。

【第4章第 1節】

試案および様品:無水ヒドラジンはAldrich より入手した。 2-アミノピリジンは

Nacal氾 Tesqueより購入したものをヘキサンから3回再結晶して使用した。イソマルト

オリゴ糖は Yamashita ら 58)の方法に準じてデキストランを希塩酸で部分加水分解して調

製した。オパルプミンは新鮮なニワトリ項目白より Kekwickと Cannanの方法82)に従って

調製し、結晶化を繰り返して精製した o Streptomyces griseus 由来のPronωePは

Behringerより入手した。その他の試薬および溶媒は全て市販の特級品あるいはそれ以上

の品質のものを使用した。
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装置: HELC 以下の装置を使用した。 Dionex グラジエントポンプ、Rheodync社製

7125型インジェクター(ループ容量100μ1) 、目立650-10LC型蛍光検出器(セル容量

90μ1) 。逆相系分配クロマトグラフィーにはCosmosìl 5C18-ARの分析用カラム (6 mm 

i.d. , 15 cm) にガードカラム (4.6 mm ì.d. , 5 cm)をつけて使用した。移動相には 100

mM 酢酸ートリエチルアミン(pH 4.0) を使用し、 0 . 1 (ì'c から 0.4% n-プタノール(120

mìn)の濃度勾配溶出を行った。検出波長は励起波長320 nm 蛍光波長 400 nm とした。

HECE 直接的ゾーン泳動モードによるHPCE には、 Bio-Rad (東京都中央区) HPE 

100 型装置を使用した。キャピラリーは Bìo-Rad 製ポリアクリルアミド被覆型キヤピ

ラリー(25μm i.d. , 20 cm) を使用し、 240 nm'こおける吸光度を基に検出した。試料溶

液(1 μ1)をマイクロシリンジを用いて試料槽に注入し、 8 kVの電圧を 30秒間かけて電気

的にキャピラリーに導入した。ホウ酸錯体としてのゾーン泳動モードによるHPCEは手

製の装置を用いて行った。キヤピラリーにフユーズドシリカ管(50μm i.d. , 95 cm，有効

長 65 cm)を使用した。検出器には目立650-10LC蛍光検出器を改造して使用した。すな

わち、セルホルダ部分をアクリル製ブロックに変え、これにキャピラリーを固定した。

また、光源とセルの間に石英製凸レンズを設け、励起光をキヤピラリーに集光した。試

料は、落差法(10 cm, 10秒)により導入した。

繍ペプチドのヒドラジン分解77) :第3章第 1 節と同様。

オパルプミンのPronase処理ならびにDowex 50W x 2カラムクロマトグラフィー:第

3章第3節と同様。

2-アミノピリジンを用いたオリゴ糖の蛍光標誠:誘導体化はYamamotoらの方法65) に

準じて行った。すなわち遊離した糖鎖1μgに水(10μ1) を加えて溶かし、試薬溶液 (2-

アミノピリジン(184 mg)、シアノ水素化ホウ素ナトリウム(35 mg)、酢酸(80μ1)、メタ

ノール(350μ1)の混合物)を加え、 800Cで 15時間加熱した。反応後、試料をSephadex
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015カラム(1 0 mm i.d. , 50 cm)で分画して過剰の試薬を除去したのち、さらに、 CM-

52(H+型， 2 ml)のカラムに吸着させ、 50mM酢酸アンモニウムで溶出して精製した。

【第4章第2節】

試薬および標品: LiChrosorb NH2 (粒径7μm)は関東化学より入手した。無水ヒドラ

ジンおよびボランージメチルアミン複合体はAldrich より入手した。 2-アミノピリジン

は Nacalai Tesqueより購入したものをヘキサンから3回再結晶して使用した。イソマル

トオリゴ糖は Yamashita ら 58)の方法に準じてデキストランを希塩酸で部分加水分解して

調製した。ヒト血清トランスフェリン、ヒト α1-酸性糖タンパク質、ヒト免疫グロプリン

G、ウシリボヌクレアーゼBはSigmaより購入した。ウシ由来フェツインはOIBCOから

購入した。ウシ腎臓フコシダーゼおよび酵母インベルターゼ(フラクトシダーゼ)は

Behringer より入手した。インペルターゼはさらに文献88) にしたがって精製した。プタ

由来チログロプリンはUiとTarutaniの方法74)に従って新鮮な甲状腺より調製した。タチ

ナタマメ由来のαーマンノシダーゼ、 αーガラクトシダーゼおよびβ-N-アセチルヘキソサ

ミニダーゼは生化学工業より入手した。 Arthrobacter ureafaciens 由来のノイラミニ

ダーゼは、丸金醤油から供与を受けた。その他の試薬および溶媒は全て市販の特級品あ

るいはそれ以上の品質のものを使用した。

装置:旦.ELC以下の装置を使用した。 Dionex グラジエントポンプ、Rheodyne社製

7125型インジェクター(ループ容量100μ1) 、目立650-10LC型蛍光検出器(セル容量

90μ1) 。逆相系分配クロマトグラフィーは第4章第 1節と同様。順相分配クロマトグラ

フィーではLiChrocart NH2 (4 mm i.d. , 25 cm)にLiChrosorb-NH2 を充填したガード

カラム (4 mm i.d. , 1 cm) を接続して使用した。移動相には200mM 酢酸ートリエチル

アミン(pH 7.3) とアセトニトリルを使用し、体積比35:65 からの:35 まで 100 分の濃
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度勾配溶出を行った。検出波長は励起波長 320 nm、蛍光波長 400 nm で検出した。

PA化糖鎖標品の分取は、高マンノース型は順相分配モード、複合型糖鎖は逆相分配モー

ドで行った。各ピークの帰属はTomiya ら 42)の報告を参考に行った。ただし、高マンノー

ス型糖鎖のうち、 Tomiyaらによって報告されていない糖鎖についてはLeeらの予測法制

を適用した。免疫グロプリンGの糖鎖、 αト酸性糖タンパク質のフコースを含む糖鎖、チ

ログロプリンの糖鎖についてはエキソグリコシダーゼによる逐次加水分解の結果から推

定した。 旦ECE 以下の装置を使用した。松定プレシジョンデパイセスHER32 型高電

圧電源装置、日立650-10LC型蛍光検出器、 Sic RE12型データプロセッサ一、キヤピラ

リーにPolymicro Techno1ogies (Phoenix, AZ) 製ポリイミド被覆フューズドシリカ管

(50μm i.d. , 60 cm、有効長30 cm)。直接的ゾーン泳動モードではキャリアーに0.1 呪

ヒドロキシプロピルセルロースを含む100mM リン酸緩衝液(pH 2.5)を使用した。試料

の導入法として落差法と電気的導入法を比較したところ、後者の方がデータが良好で

あった。そこで、試料は電気的に 10 kV. 5 sec で導入することにした。電気泳動は定電

圧モードで20kVを印加して行った。移動度のマーカーには2-アミノピリジンとPA化グ

ルコースを用い、その 10-3 M を水溶液をco-electrophoresis により試料溶液と同時に

導入した。ホウ酸錯体としてのゾーン泳動モードではキャリアーには200mM ホウ酸緩

衝液(pH 10.5)を使用した。試料の導入は10 cm , 10 sec の落差法を用いた。移動度マー

カーにはPA化グルコースを用い 10- 3 M 水溶液をco-e1ectrophoresis により同時に泳動

させた。印加電圧は 12 kV とした。各ピークの帰属は PA化糖鎖標品との co-

electrophoresis により行った。

糠タンパク質繍鎖の同定・確認のための酵素処理:糖鎖(約 10μg} を次に示す酵素およ

び緩衝液を用いて24時間、 370Cでインキユペートした。タチナタマメ由来βーガラクトシ

ダーゼは5mUを使用し、 20μlの0.1 M クエン酸ーリン酸緩衝液(pH 4. 1)中で、ウシ腎
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臓α，フコシダーゼは20mUを使用し、 20μiの0.1 M クエン酸ーリン酸緩衝液(pH 5.0) 

中で、タチナタマメ由来β-N-アセチルヘキソサミニダーゼは20 mUを使用し、 0.1 M 

クエン酸ーリン酸緩衝液 (pH 5.0) 中でそれぞれ反応をかけた。 Arthrobacter

ureafaciens ノイラミニダーゼは 10 mUを使用し、 30μlの40mM クエン酸ーリン酸緩

衝液(pH 5.0) 中で 37 0C、 5時間反応させたo コーヒー豆由来αーガラクトシダーゼは 10

mUを使用し、 50μlの 0.15 M 酢酸ナトリウム(pH 5.0)中で24時間反応させた。

精ペプチドのヒドラジン分解77) :第3章第 1節と同様。

2-アミノピリジンを用いたオリゴ瀦の蛍光標識: Kondo らの改良法90)に準じてPA化し、

Sephadex G-15カラムを用いて精製して HPCE用試料とした。
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