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1　血清糖タンパク質

血清タンパク質の約半分をアルブミンが占め，40 ％  
をイムノグロブリン G（IgG），トランスフェリン，フィ
ブリノーゲン，IgA，α2─マクログロブリン，IgM，
α1─アンチトリプシン（A1AT），補体 C3，およびハプ
トグロビンなどの 9種の高濃度糖タンパク質が占める．

さらに残りの 10 ％ も多くの糖タンパク質によって占め
られている．糖タンパク質の糖鎖は生命現象や疾患など

によって変化するといわれている．例えば，関節リウマ

チ患者の血液中の IgGの糖鎖は健康人と比べ短いこと
が知られている1）．現在，腫瘍の血液診断に用いられて

いる腫瘍マーカーの本質の多くは糖鎖抗原である2）．さ

らに，近年のプロテオミクスやグライコプロテオミクス

技術の進展に伴い，血清糖タンパク質マーカー探索が不

可能ではなくなり，膵
すい

がんマーカーとしてのハプトグロ

ビン3）や，アルツハイマー病マーカーとしてのトランス

フェリン4）などが見いだされるようになった．筆者らも，

A1ATのあるグリコフォームが大腸がん患者血清で増
加していることを見いだしている5）．IgG，ハプトグロ
ビン，トランスフェリン，A1ATはいずれも存在量の
多い糖タンパク質である．多くの疾患マーカーが 1 ％ 
以下のタンパク質集団から見いだされているように，今

後グライコプロテオミクスの探索研究も微量糖タンパク

質に向かっていくだろう．また，近年の技術革新は，微

量血清グライコプロテオミクスを可能としている．本稿

では，糖タンパク質の糖鎖の概略と，質量分析 （MS）
を用いた血清グライコプロテオミクス手法の代表例につ

いて概説する．

2　糖タンパク質の糖鎖の構造

糖タンパク質の糖鎖には N結合型糖鎖と O結合型糖

鎖がある6）．N結合型糖鎖は Asn-Xaa-Ser/Thr（Xaaは
Pro以外のアミノ酸）配列の Asn残基に結合する．N結
合型糖鎖の還元末端はマンノース（Man）3個と N─ア

セチルグルコサミン（GlcNAc）2個からなる共通のコ
ア構造を有しており，その側鎖を構成する単糖の種類に

より，高マンノース型，複合型，および混成型の三つの

型に分類される（図 1A）．高マンノース型は側鎖に
Manのみを含み，Man5（M5）からMan9（M9）まで
ある（図1B）．複合型は GlcNAc，ガラクトース（Gal），
フコース（Fuc）などからなり，側鎖の本数によって 1
～4本鎖と呼ばれる（図 1C）．非還元末端に N─アセチ

ルノイラミン酸（NeuAc）などのシアル酸が結合するこ
とがある．混成型は，高マンノース型と複合型の両方の

性質を持つ．

O結合型糖鎖は Serまたは Thr残基に結合する．還元
末端糖は N─アセチルガラクトサミン（GalNAc），Fuc，
グルコース（Glc），Man，キシロースまたは GlcNAcと
多様である7）．もっとも頻度の高い O-GalNAc型糖鎖は
さらにコア 1～コア 8に分類される（図 1D）．このよ
うに，糖鎖は単糖，結合位置，分岐構造などの違いによ

る多数の異性体が存在する．MSではこれらの異性体を
識別できないことが課題である．

3　糖タンパク質の糖鎖の生合成

N結合型糖鎖の生合成は小胞体からスタートする8）．
ドリコールリン酸に GlcNAc，Man，および Glcが順次
結合し，Glc3Man9GlcNAc2 が出来上がると，オリゴ糖
転移酵素によりペプチド鎖に転移される（図 2）．非還

元末端の Glcはタンパク質の高次構造形成に伴いトリミ
ングされる．Man8 になると小胞体からゴルジ体に輸送
され，様々なグリコシダーゼによるトリミングと糖転移

酵素による Gal，Fuc，およびシアル酸の付加が規則的
に行われる．主な O結合型糖鎖の生合成はゴルジ体で
行われる．O-GalNAc型糖鎖は糖転移酵素により Serま
たは Thr残基に GalNAcが付加されたのち，単糖が一
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図 1　糖タンパク質の糖鎖の種類
（A）N結合型糖鎖の三つの型，（B）高マンノース型糖鎖の種類，（C）複合型糖鎖の種類，（D）O─GalNAc型糖鎖の種類

図 2　糖タンパク質の糖鎖生合成の概略
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つずつ付加されて伸長する．糖供給体は，外部から供給

される単糖や，糖代謝で生じた糖誘導体より作られる糖

ヌクレオチドである．最終的に糖タンパク質は不均一な

グリコフォーム集団のまま，エキソサイトーシスにより

細胞外へ，またはリソソームに輸送される．糖タンパク

質の糖鎖の構造や不均一性は，修飾されるタンパク質の

アミノ酸配列や高次構造，糖分解酵素や糖転移酵素の分

布や活性，および糖ヌクレオチドを供給する細胞内外の

環境という三つの要因によって決まる．そのため，疾患

等により細胞内外の環境が変化すると，糖タンパク質の

糖鎖も大きく変化すると考えられる．グライコプロテ

オームはゲノム，トランスクリプトーム，プロテオー

ム，メタボローム等の変化を統合して出来上がった集団

といえよう．

4　糖鎖血清マーカー

血清糖タンパク質の多くは肝臓で作られるが，血清に

は様々な組織から分泌された糖タンパク質も多数混在し

ている．先述したように，大腸がん，膵がん，卵巣がん

などの診断に用いられている診断マーカーの多くは，血

清中の糖タンパク質の糖鎖の変化を指標にしている．図

3に腫瘍マーカーとして利用されている代表的糖鎖マー

カーと糖鎖構造をまとめる．診断では癌
がん

細胞を免疫する

ことで得られた抗体を利用しているケースが多い．抗体

の標的は糖鎖抗原であるといわれているが，その糖鎖抗

原で修飾されているタンパク質の多くは不明である．

5　血清糖タンパク質の網羅的解析

近年，血清などの非侵襲性試料から疾患に関連して変

動するグリコフォームを明らかにし，その糖鎖とタンパ

ク質の両方を特異的に認識する検査法を確立しようとす

る研究が精力的に行われている．

5･1　課題

糖鎖構造解析には，単糖，オリゴ糖，糖ペプチド，お

よび糖タンパク質解析の四つのアプローチがある6）．血

清糖タンパク質糖鎖の解析で利用される方法は，オリゴ

糖解析と糖ペプチド解析である．オリゴ糖解析は糖鎖の

詳細構造解析やプロファイル解析に適しているが，糖鎖

をタンパク質から切り離すため，他のオミクス情報と連

結させることができなくなる．糖ペプチド解析には LC/
MS/MSを用いる．糖ペプチドのMS/MSデータは Gene 
IDを介してゲノム情報と連結させることができるので，
どのタンパク質の，どの位置に，どのような糖鎖が，ど

の程度結合しているかまで解析することができる．ま

た，タンパク質情報を介して，その糖鎖修飾の機能や局

在に関する情報も得ることができる．これまで，糖ペプ

チドの LC/MS/MSには以下に示すような技術的な課題
があったが，最近は解決策が示されるようになってき

た．

第一の課題は，糖ペプチドは，糖鎖非修飾ペプチドに

比べイオン化されにくいこと，また，イオン化しやすい

物質が共存するとイオン化抑制を受けさらに検出されに

くくなることである．多くの糖ペプチドには多様な糖鎖

が結合しているため，質量も保持時間も複数になり，

益々検出は困難になる．この解決策の一つが糖ペプチド

の濃縮であり，濃縮法の選択がグライコプロテオミクス

の結果を左右するといって過言ではない．

第二の課題は，糖ペプチドのMS/MSで取得されるプ
ロダクトイオンスペクトルにはペプチド，糖鎖および糖

ペプチドイオンが混在しており，元の糖ペプチドの配列

推定が容易でなかったことである．近年，自動でプロダ

クトイオンを再構築するためのソフトウエアと，それを

支えるMS用糖鎖データベースの整備が進み，糖ペプ
チドの構造推定が困難ではなくなってきた．

5･2　ワークフローの一例

図 4に，一例として，筆者らが構築したグライコプ

ロテオミクスのワークフローを示す．血清 Nおよび O
結合型糖タンパク質の網羅的解析を行うにあたり，

10 μL程度の血清を使用する．ステップごとに，目的を
考慮した最適方法を選択する必要があるが，ここでは選

択肢と選択のポイントを簡単に紹介する．

図 3　糖鎖抗原と代表的腫瘍マーカーおよび糖鎖抗原の構造
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5･2･1　血清高濃度タンパク質の除去

疾患関連タンパク質などの探索を目的としたプロテオ

ミクスでは，アルブミン，IgGおよび存在量の多い糖タ
ンパク質を抗体カラムで除去し，残りの成分を解析対象

とすることが多い．グライコプロテオミクスでは，糖鎖

非修飾ペプチドを除去する操作があるため，このステッ

プを省略することもある．微量糖タンパク質の解析を目

的としている場合など，高濃度糖タンパク質を除去した

方がよい結果が得られることもある．

5･2･2　タンパク質の沈殿法および再溶解法

タンパク質の沈殿法としてよく利用される方法とし

て，アセトン法とクロロホルム―メタノール法がある．

沈殿物の再溶解に用いられる代表的な可溶化剤として，

尿素，グアニジン塩酸，デオキシコール酸ナトリウム，

ProteaseMax SurfactantTMなどがある．高濃度の尿素やグ

アニジン塩酸はトリプシン等のプロテアーゼ活性を阻害

するため，次の消化ステップで希釈する必要がある．デ

オキシコール酸ナトリウムは酸性条件下で有機溶媒を用

いて除去することができる（相関移動溶解剤法）9）．し

かし，溶液を酸性にするので，シアル酸結合糖鎖の解析

が目的の場合は注意が必要である．沈殿法と再溶解法の

選択と組み合わせは，同定数と同定糖タンパク質の種類

を左右するので，目的に応じた最適な方法を選択する．

5･2･3　消化酵素

プロテオミクスでは第一選択酵素としてトリプシンが

用いられる．それは，トリプシンは Lysや Arg残基な
どの C末側を切断するため，どのペプチドにも正電荷
が入り，配列情報につながるプロダクトイオンが生じや

すくなるからである．グライコプロテオミクスでも第一

選択酵素はトリプシンや，トリプシンとリシルエンドペ

プチダーゼ （Lys-C） の併用である．その他の酵素とし
て，Glu-C （V8 Protease），Asp-N，キモトリプシン，
サーモリシンなどがあり，2種類以上の酵素を組み合わ

せて使用することもある．糖鎖修飾されたペプチドは親

水性が高くなるため，脱塩操作で失う可能性があること

や，一つのペプチドが複数の糖鎖で修飾されていると

き，糖鎖の帰属が極めて困難になることなどを考慮して

酵素を選択する必要がある．

5･2･4　N型糖鎖修飾ペプチドの回収
糖ペプチドを効率的に濃縮する方法としてアセトン沈

殿法10），並びにセファロースやセルロースなどの親水

性担体およびレクチンなどを利用した方法11）が報告さ

れている．網羅性が高い方法はアセトン沈殿法と親水性

担体を利用した方法であるが，回収される糖鎖とペプチ

ドは必ずしも一致しないことに注意する．親水性相互作

用を利用した簡便法として，G-TipTMを用いた方法があ

る12）．糖鎖構造を絞ったターゲットグライコプロテオ

ミクスにはレクチン法が適している．但し，入手可能な

レクチンは限定的である．

5･2･5　O型糖鎖修飾ペプチドの回収
O型糖ペプチドの回収は容易ではないが，近年，不
活性化 OpeRATORTMを固定化させたアフィニティーレ

ジン（GlycOCATCHTM）が販売されるようになった．

OpeRATORは，O-GalNAc型のコア 1糖鎖が結合した
Serまたは Thr残基の N末端側ぺプチド結合を切断する
酵素である．トリプシン消化物からコア 1糖鎖が結合

した糖ペプチドを効率よく回収することが出来る．しか

し，シアル酸が結合しているとアフィニティーレジンと

の反応性が極めて弱くなるため，精製の際にはシアル酸

を除去する必要がある．また，GlycOCATCHの使用に

図 4　血清グライコプロテオミクスのワークフローの一例
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は，タンパク質が持つ本来の糖鎖プロファイル情報を

失ってしまうという課題も残る．

5･2･6　LC/MS/MS装置と測定パラメータの設定
一般的なグライコプロテオミクスでは内径 0.075 mm
の ODSカラムを用いて流速 300 nL/minで分離できる
LC装置が選択される．MS装置は高分解能測定が可能
で，m/zの測定範囲が広いものを選択する．一般的な衝
突誘起解離（CID）では糖鎖の開裂が優先され，ペプチ
ド配列を同定するためのフラグメントが十分に得られな

いことがある．電子移動解離（ETD）を用いるとペプ
チド部分の開裂が優先される．糖鎖構造とペプチド配列

のどちらを重視するかを考慮してMS/MS装置とモード
を選択し，測定パラメータを設定する．

5･2･7　解析ソフトウエア

近年，N結合型糖鎖が結合したグリコフォーム（N─

グリコフォーム）の配列解析は大きく進展した．解析ソ

フトウエアが市販され13），糖鎖データベースの整備14）

が進んだからである．グリコフォームの配列推定と定量

解析を実施する際に，ソフトウエアの選択は重要である．

著者らは定性解析用ソフトウエアとして ByonicTMを，

定量解析用ソフトウエアとして Proteome DiscovererTMと

OpenMSを用いている．定性解析においては，使用す
るデータベースに格納されている糖鎖構造の種類に留意

する必要がある．格納されていない糖鎖構造は配列推定

に利用されないが，全糖鎖構造を対象とした検索は膨大

な時間がかかる．定量解析においては，異性体の存在に

よりピーク形状が崩れ，ピークピッキングが困難になる

ことがある．今後もグライコプロテオミクスの環境は急

速に整備されると思うが，その都度，入手可能な解析ソ

フトウエアやデータベースの限界を理解しながら，網羅

的解析に取り組んでいくのが現実的であろう．生体試料

の網羅的解析においては，アミノ酸と単糖の組み合わせ

により推定される糖ペプチド配列候補の数は膨大であ

り，自動解析にはいまだ限界がある．マススペクトルを

目視で確認することが重要である．O結合型糖鎖が結
合したグリコフォーム（O─グリコフォーム）の自動解

析も可能になってきたようである15）．

6　LC/MS/MSを用いた糖ペプチドの解析

同定結果の検証には，MS/MSにおけるペプチドと糖
鎖の開裂について理解しておく必要がある．最後に

CIDによる糖ペプチドの開裂について解説する．

6･1　ペプチドの開裂

ペプチドのMS/MSでは様々な位置で開裂したプロダ
クトイオンが生じる（図 5A）．CIDでは赤で示すペプ
チド結合の開裂が優先される．ペプチド結合が開裂して

生じたイオンで，N末端を含むペプチドフラグメント

図 5　MS/MSで生じるペプチドと糖鎖の代表的開裂
（A）ペプチドの開裂，（B）糖鎖の開裂
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を bイオンと呼ぶ．N末端側から 1番目のペプチド結
合が開裂して生じたイオンを b1，2 番目のペプチド結合
が開裂して生じたイオンを b2 とよぶ．C末端を含むフ
ラグメントは yイオンと呼び，C末端側から 1番目の
ペプチド結合が開裂して生じたイオンを y1，2 番目のペ
プチド結合が開裂して生じたイオンを y2 と呼ぶ．トリ
プシンや Lyc-Cで消化されたペプチドの CIDでは，C
末端が塩基性アミノ酸となっているので，yイオンが比
較的強く検出される．

6･2　糖鎖の開裂，

糖鎖のMS/MSで生じるフラグメントを図 5Bに示

す16）．CIDではグリコシド結合が開裂したフラグメン
トが生じやすい．非還元末端を含む断片を Bイオン，
還元末端を含む断片を Yイオンと呼ぶ．Bイオンの中
には糖鎖に特徴的で診断イオンとして扱われるものがあ

る．N─アセチルヘキソサミン （HexNAc）の m/z 204，
ヘキソース（Hex）-HexNAcの m/z 366，N─アセチルノ

イラミン酸の m/z 292 などが糖鎖診断イオンとして利
用されることが多い．糖鎖抗原の存在を示唆するイオン

が生じることがある．SO3─グルクロン酸（GlcA）─ヘキ
ソース（Hex）-HexNAxのHNK-1 を示唆する m/z 542，
ジシアル酸の m/z 583，シアリルルイス a/xの m/z 803，
SO3-HexNAc-HexNAcの m/z 487 などが代表例である．

図 6　血清グライコプロテオミクスの一例
（A）LC/MSで得られたベースピーククロマトグラム，（B） LC/MS/MSで得られた抽出イオンクロマトグラム（m/z 204），（C）ト
ランスフェリントリプシン消化物 421 ～ 433 番目のペプチドのプロダクトイオンスペクトルとフラグメントの帰属．432 番目の

Asn残基にジシアリル 2本鎖糖鎖が結合している．
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但し，フコースは転位しやすいことに注意が必要であ

る．高エネルギー衝突解離（HCD）を用いると，糖鎖
とペプチドの両方が開裂したピークが得られる．糖鎖に

由来する Bおよび Yイオン，ペプチドに由来する bお
よび yイオン，および糖ペプチドに由来するイオンが混
在し，複雑になる．

6･3　 LC/MS/MSを用いたグライコプロテオミクス
の例

図 6に血清グライコプロテオミクスで得られたクロ

マトグラムと代表的なマススペクトルを示す．ここでは

血清からアセトン沈殿により回収したタンパク質をトリ

プシンと Lys-Cで消化し，セルロール樹脂で濃縮した
N型糖鎖修飾ペプチドを HCDで開裂させた．図 6A
（上段）は全スキャンモードの LC/MSで取得したベー
スピーククロマトグラムであり，図 6A（下段）はデー
タ依存的なMS/MSで得られた抽出イオンクロマトグラ
ム（m/z 204） である．図 6A（下段）のピークが見られ
る保持時間に糖ペプチドに由来するプロダクトイオンス

ペクトルが取得されている．図 6Bは 58 分に溶出され
た糖ペプチドのプロダクトイオンスペクトルである．ス

ペクトル上には糖鎖に特徴的な Bイオンと，ペプチド
と糖鎖の結合が開裂して生じた Y0 イオン（m/z
1476.75），および糖ペプチドイオン（m/z 1679.83, 
1883.91, 2045.96, 2207.99, 2370.04） が検出されてい
る．また，ペプチドに由来する bおよび yイオンも確認
できる．これらフラグメントより，本糖ペプチドはトラ

ンスフェリンの 421～433 番目のペプチドで，432 番

目の Asn残基にジシアリル 2本鎖糖鎖が結合している
ことが推定される．

7　展　　望

糖鎖分析化学の進展により，誰もがヒト血清グライコ

プロテオミクスを実施できるような時代になってきた．

今後，細胞グライコプロテオミクスも可能となり，糖鎖

が関係する様々な生命現象が解明されていくに違いな

い．その成果が，糖鎖を利用した様々なモダリティ開発

につながっていくことを期待したい．
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