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研究概要 

生体内のタンパク質の多くは糖鎖と結合しており、病変や疾病の進行に伴ってその糖鎖構造が大きく変化することが知

られる。特に糖鎖構造と重篤な疾患との関連性が着目されているが、未だルーチンとなるような分析方法や分析装置は

存在しない。糖鎖の数は膨大であり、その含量にも幅があることから、網羅的な糖鎖解析では、定量性も配慮する必要

がある。高感度化が進む質量分析(MS)は糖鎖解析にもよく用いられるが、検出感度が糖鎖の物性に依存するので、糖

鎖の量的な変化を MS スペクトルから読み取ることは難しい。そこで、糖鎖解析を定量性、簡便性、網羅性に基づいて、

様々な解析法を開発している。特に、定量性を得るために、糖鎖の還元末端を高感度蛍光色素で標識し、液体クロマトグ

ラフィー、キャピラリー電気泳動、マイクロチップ電気泳動などを駆使し、網羅的な解析を試みている。 

研究成果 

1)糖鎖を蛍光検出液体クロマトグラフィーで分析するには、糖タンパク質からの糖鎖の回収、蛍光標識、過剰試薬

の除去などの操作が必要となる。特に精製過程では、糖鎖誘導体の完全な回収が難しい誘導体化が知られる。そこ

で、糖鎖蛍光標識法の中でも試薬の除去が難しいとされる 2-aminopyridine 標識を取り上げ、オンライン精製法を

検討した。その結果、高架橋度陽イオン交換と逆相系ミニカラムを六方切替バルブを通常の HPLC に組み込むこと

でオンライン精製を可能とした。本法は順相、逆相など、分離カラムの種類や移動相に依存せず応用できる。実際

に様々な糖鎖の HILIC および逆相分離に適用して良好な結果を得た。 

2)生体内における糖鎖の生合成は、様々な代謝環境の変化を反映するため、加齢や疾患に伴う代謝変動のポートフ

ォリオと表現される。ラット血清糖タンパク質糖鎖の加齢に伴う変化を解析した結果、糖鎖非還元末端に位置する

シアル酸の 9 位におけるアセチル化が加齢に伴い上昇することを見出した。また、この加齢に伴うシアル酸のアセ

チル化は、カロリー制限により増強され、高脂肪食摂取により抑制されることを明らかにした。シアル酸のアセチ

ル化が、インフルエンザウィルスのシアル酸受容体に対する結合を阻害すること、シアル酸のアセチル基除去が、

加齢ラットにおける脳内アミロイド凝集体の除去機構に対し負の作用を示すことが報告されており、シアル酸のア

セチル化が、動物の加齢に伴い獲得すべき物理的な生体防御機構の一端を担っているのかもしれない。 

3) マイクロチップ電気泳動は、試料の消費量が少なく流路の設計が自由に行えるなどの利点を有しており生体成

分の分析や臨床診断に応用されようとしている。この利便性を高めるため 2 種類の鋳型より作製したマイクロチッ

プを上下に張り合わせ，2 つの流路の間に透析膜を配置したサイズ排除型 3 次元マイクロチップを用いてタンパク

質の特異的オンライン濃縮と、2 種類のタンパク質を導入することによるオンラインでの酵素消化を試みた。作製

した透析膜内蔵型マイクロチップを用いればタンパク質を分子量に応じて選択的に濃縮することが可能となり、先

に酵素を膜上に濃縮すればタンパク質の酵素消化が達成することが可能であった。 
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