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緒　　言

　近年，糖鎖生物学（Glycobiology）は，核酸やタン

パク質に続く第3の分子生物学として大変注目をあびて

いる．糖鎖は，ホルモンの受容体，受精，細胞接着，情

報伝達，細胞間認識癌化，老化，免疫などの重要な生

命現象と深い関わりをもっていることが明らかとなって

いる1）～4）．糖鎖が生体内で生理活性を有する場合，ご

く微量でその活性を示すことが多いため，微量の糖鎖を

効率よく正確に分離・分析することが必要とされている．

しかしながら，糖鎖は，構成糖，糖配列，結合様式，ア

ノマー（anomer），分岐構造などから，多様な構造を

形成する可能性があるため，糖鎖構造を決定することは

とても困難でありかつ煩雑である．

　近年では，著しい様々な分析機器（HPLC，　GC，

NMR，　MS等）の発達によって，これらの機i器を用い
た糖鎖構造研究が行われている5）～10）．そして，単なる

構造解析手段から，生化学，生理学や生物学的な生体調

節機能・高次構造情報を得る“機能解析のための構造解

析”へと発展してきている．質量分析計（マススペクト

ロメーター）においても同様であり，その発展が糖鎖構

造解析に大きく寄与している。

　糖鎖生物学の領域に質量分析計が導入されたのは

Lindbergらによる“単糖のメチル化誘導体をガスク

ロマトグラフィーにより分離し，それを質量分析する”

手法が最初であった11）．その後，Karlssonらによっ

て複合糖質の構造解析が始められ，メチル化した糖脂質

や糖ペプチドを直接高分解能一高分子量（high－mass

range　with　high　resolution）質量分析計で分析し，

分子量及び糖残基の配列を知ることができるようになっ
　12）
　　．つまり，難揮発性物質であり分析が困難であったた

糖及び糖脂質の質量分析は，TMS（トリメチルシリル）

化や完全メチル誘導体化を行うことによって分析が可能

となった．最近では，FAB法（Fast　Atom　Bombard－

ment），　ESI法（Electoron　Spray　Ionization），

MALDI（Matrix－assisted　Laser　Desorption　Ioni－

zation）法などの新しいイオン化法によって，試料を

誘導体とする必要もなく，生体由来の微量成分を測定で

きるようになってきた．

　本研究室では，ウシ及びヒトなどの真獣類の初乳及び

常乳に含まれるオリゴ糖の構造や機能にっいて研究を行

い報告してきた13）’14）．乳中オリゴ糖には様々な生体調

節機能のあることが現在までに明かとされている．例え

ば，ラクチュu一スによる（乳糖不耐症の人はLac）血

中アンモニアの除去作用，Lacのカルシウム及び鉄の

吸収促進作用，ガラクトシルラクトースのビフィズス菌

増殖促進活性等15）’16）が挙げられる．更に，近年では，

シアル酸，シアリルオリゴ糖　シアル酸含有複合糖質の

様々な生体調節機能が報告され16）～18），これらの生体内

での作用メカニズムの解明に注目が集められている．し

かし，これらは微量成分であるため，大量調製が困難で

あることから，なるべく微量で構造解析を行うことがで

きる方法を開発することが必要とされている．そこで，

ウシ初乳に含まれる主要酸性オリゴ糖を精製し，SIMS

による構造解析方法を検討したので報告する．
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実験材料及び方法
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1．実験材料

　ウシ初乳（出産後2日目・初産）は，森永乳業株式会

社・栄養研究所から供与された．初乳は搾乳後，直ちに

冷凍し分析時まで一80℃にて保存した．糖標準として分

析に用いたグルコース及びガラクトースは関東化学㈱よ

り，　α。，β一ラクトース，3’一シアリルラクトース，6’一

シアリルラクトース及び6’一シアリルラクトサミンは

SIGMA　CHEMICAL　CO．より購入した．ピリジル

アミノ誘導体化試薬は，GlycoTAG　reagent　Kit（宝

酒造㈱製）を用いた．

2．　乳中粗糖質画分の抽出，分画及び精製方法

　ウシ初乳を37℃に加温し，Folchの分配法によって

粗糖質画分を得た．すなわち，試料に5倍量のクロロホ

ルム：メタノール（2：1，v／v）を加え，充分に掩絆した後，

遠心して，糖質を含む水層（上層）を集め，減圧・濃縮，

凍結乾燥を行い粗糖質画分とした．

　この粗糖質画分を前報13）’14）に従って，Cellulofine

GCL－25－mカラム（100×2．6c血LD．，チッソ㈱製）によっ

て分画を行った．各溶出画分は，シアル酸及び全糖の検

出を行い，各オリゴ糖画分は，凍結乾燥後，イオン交換

カラムクロマトグラフィーの試料とした．

　イオン交換カラムクロマトグラフィーは，ムロマック

1－X（400mesh，1．5cml．D．x25cm）によって行った．

すなわち，10mM酢酸ピリジン緩衝液（pH5．0）で平衡

化し，5℃の低温庫内で，流速1。5ml／min，分画容量

3．2ml，55mMから1250mM酢酸ピリジン緩衝液（pH5．0）

までのリニアグラジェント溶出によって分画した．各溶

出画分はシアル酸の検出を行い，凍結乾燥後，薄層クロ

マトグラフィー（TLC）によって確認した．

3．　HPLCによる精製糖鎖の分析

　ウシ初乳より得た酸性オリゴ糖画分と糖標準を

GlycoTAG（宝酒造㈱製）を用いて糖鎖の還元末端に

2－aminopyridineを還元アミノ化反応で結合させ蛍光

誘導体（PA一オリゴ糖）5）とした．得られたPA一オリゴ

糖試料は，CLASS－LCIO　HPLC（島津製作所製）装置

で2種類のカラム（イオン交換型のPALPAK　Type

Ncolum及び順相型のPALPAK　Type　S　column；

宝酒造㈱製）を用いて分析を行い，2次元糖鎖マップを

作成して6）糖鎖構造解析を行った．溶出条件は，前

報14）と同様に行った．座標平面の糖標準溶出位置及び

未知構造の糖鎖の溶出位置から，糖鎖構造，分子量及び

イオン強度等の推定をするとともに，精製度の確認を行

った．

4．　2次イオン化マススペクトロメトリー（StMS）に

　　よる糖鎖及びPA糖鎖の解析

　精製した乳由来酸性オリゴ糖及びPA酸性オリゴ

糖をFinnigan　TsQ　70（Finnigan，San　Jose，CA）

によって分析を行った．

　サンプルホルダーにメタノールに溶解した試料溶液を

塗布し，溶媒を自然乾燥させた．試料濃度が低いため，

この操作を2回繰り返し，最後に自然乾燥する直前にマ

トリックスであるグリセV・一一ルを添加し，よく混ぜ合わ

せた．このサンプルホルダーを装置に導入して，加速電

圧20keVで中性のセシウム原子を試料に衝突させイオ

ン化を行い測定した．検出は，ポジティブ及びネガティ

ブイオンモードの両方で行った．

結　　果

1．イオン交換カラムクoマトグラフィーによる酸性オ

　　リゴ糖画分のTLC分析

　ウシ初乳から得た粗糖質画分をGCL－25－mゲル濾

過カラムクロマトグラフィーで分画し，シアル酸及び全

糖の発色を行った後，ラクトースより分子量の大きいオ

リゴ糖画分をGI及びGI画分とした．更に，　GH画分

をイオン交換カラムクロマトグラフィーにより分画して，

全糖の発色を行ったところ，6っのピークが得られたの

で，各ピークを順にII～IVIとした．次に，ウシ初乳

の酸性オリゴ糖の主成分であったGII－II及びG　ll　一一

1皿をTLC分析し，シアル酸及び全糖の発色を行っ

た．その結果をFig．1に示した．

　画分GH－II及びGH－1皿は，各々2種及び1種

のシアル酸と全糖の発色が認められたことから，合わせ

て3種類のシアル酸含有オリゴ糖の存在が確認された．

又，標準のオリゴ糖である3’－SL，6’－SL及び6’－SLN

をTLC分析し，デンシトメーターによって測定した

結果と比較したところ，GII－IIのスポットは6’－SL

と6’－SLN標準と，　G　H－1皿は3’－SL標準と同じRf

値を示した．この結果から，G　ll　－I　Iは6’－SLと

6’－SLNの混合物で，その量比は各ピーク面積から推定
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すると1：1．45であった．一方，GH一皿は精製された

3’－SLのみであると考えられた．

3’SL→

6’SLN→
6’SL→

　　　　　　　（1）　　（2）　　（3）　　　　（1）　　（2）　　（3）

Fig．1　Thin　layer　chromatograms　of　GH－I　I　and

　　　GH．1皿

　　　Developping　solvent；EtOH：n－BuOH：Pyri－
　　　dine：W：AA＝・100：10：10：30：3，v／v／v／v／v

　　　Visualized　reagents；

　　　　（a）resorcinol－HCI　reagent

　　　　（b）orcinoLH2SO4　reagent
　　　（1）3’－SL，6’－SL，6’－SLN　Standard

　　　（2）GH－II

　　　（3）GILI皿

2．　HPLCによるPA一酸性オリゴ糖の分析

　ウシ乳中粗糖質画分をゲル濾過カラムクロマトグラフ

ィーを行った後，イオン交換カラムクロマトグラフィー

によって得られた酸性糖質画分（G　ll－IIとG皿一皿）

と標準の3’－SL，6’－SL及び6’－SLNをピリジルアミ

ノ誘導体（PA糖鎖）として，　HPLC（イオン交換型：

PALPAK　TypeN　Column及び順相型：PALPAK

TypeS　Column）によって分析を行った結果をFig．2

に示した．更に，イオン交換型カラムの溶出時間をX軸，

順相型カラムの溶出時間をY軸にとって，二次元の糖鎖

マップとしたものをFig．3に示した．

　G　ll　－1　1は，　Type　Nで29．9分と30．8分に，　Type　S

で14．9分と17．8分にピークが検出され，6’－SLN標準

（Type　N：31．2分，　Type　S：14．0分）及び6’－SL一標準

（Type　N：30．8分，　Type　S：17．8分）の保持時間とほぼ

と一致した．GH－1皿は，　Type　Nで24．9分，　Type　S

で12．7分，3’－SL標準（Type　N：25．5分，　Type　S：12，7

分）とほぼと一致した．この結果と先のTLC分析の結

果を合わせて考えてみると，GH－IIは，6’－SLNと

6’－SLの2種類のオリゴ糖が混在すること，　GH－IM

は，3’－SLが単独であることが確認された．

0　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　40　　　　　　　　　　　60　　　　　　　　　　　80

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mtn
Fig．2　HPLC　profiles　of　PA－derived　　oligo．
　　　saccharides　column；PALPAK　Type　N（250m
　　　x4．6mrn　l．D．）

　　　Asolvent；3％Acetic　Acid・Triethylaminebuffer
　　　　　　（TEAA，pH7．3）：Acetonitrile＝10：80，　v／v

　　　Bsolvent；TEAA：Acetonitrile＝50：50，v／v
　　　flow　rate；1．Oml／min

　　　column　temperature；40℃

　　　EX；310nm　EM；380nm
　　　（a｝PA－6’－SL　Standard

　　　（b）PA－3’－SL　Standard

　　　（c）PA．　GH．II

　　　（d）PA－GH－1皿
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Fig．3　Two－dimensional　sugar　map　of　PA－derived

　　　acidic　oligosaccharides

　　　（口）Standard　（★）Sample
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3．SIMSによる乳中酸性オリゴ糖鎖及びPA一糖鎖の解

　　析

　糖標準のLacとPA－LacをSIMSによって，ポ

ジティブモードで測定した結果をFig．4に示した．　Lac

とPA－Lacは，各々m／z　342とm／z　420に，分子

イオンである［M＋H］＋が検出された。又，PA－Lac

ではm／z241に［Glc十PA］＋のフラグメントイオン

が検出された．これらの結果から，オリゴ糖単独より

PA一誘導体とした方が，分子イオンが明確に検出され，

更にフラグメントイオンも検出されることが判った．従っ

て，オリゴ糖をSIMSによって分析する場合は，　PA

誘導体として分析を行うこととした．

　ウシ初乳中から得たG　ll　－1　1及びGH－1皿をPA一

誘導体として，ポジティブモード及びネガティブモード

でSIMSによる分析をした結果をFig．5，6に示した．

　GH－I　Iは，　TLC，　HPLC分析の結果から，6’－SL

と6’－SLNの混在していることが明らかである．ポジ

ティブモードで分析したところm／z712とm／z753に

PA－6’－SLとPA－6’－SLNの分子イオンである

Lac（MVV342）

鳶爆ゆ
PA－Lac（MW420）

Lac　　雪彊

［M＋H］＋が検出された．また，m／z241とm／z282

に［Glc＋PA］＋，［GlcNAc＋PA］＋のフラグメントイ

オンが検出された．一方，ネガティブモードでは，m／z

710，m／z751にPA－6’－SLとPA－6’－SLNの分子イ

オンである［M－H］“が検出された．更に，m／z308に

［NANA］’のフラグメントイオンが検出された．以上

の結果から，GII－I　Iは，6’－SLと6’－SLNの混合物

であることがSIMSによっても明らかとすることがで

きた．

　GII－1皿は，　TLCとHPLCによる分析結果から，

3’．SLであることが明らかとなっている．ポジティブ

モードで分析したところm／z712にPA－3’－SLの

分子イオンである［M＋H］“が検出された．また，

m／z241に［Glc＋PA］＋のフラグメントイオンが検出

された．一方，ネガティブモードでは，m／z710に

PA－3’－SLの分子イオンである［M－H］，が検出された．

更に，m／z308に［NANA］一のフラグメントイオンが

検出された．よって，画分II』は，精製された3’－SL

であることが認められた．
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Fig．4　Positive　ion　mass　spectrum　of　lactose

　　　and　PA－derived　lactose　by　SIMS
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Fig．5　Positive　and　Negative　ion　mass　spectrum
　　　of　PA－derived　G　ll－I　I（6’SL＆6’－SLN）frac－

　　　tion　by　SIMS
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PA・3㌧SL（MW711）
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　（3｝シアル酸とアミノ糖を含むオリゴ糖をSIMSで

分析する場合，シアル酸を含んだ糖鎖に関する情報は，

ネガティブモード，アミノ糖を含んだ糖鎖に関する情報

はポジティブモードで測定すると多く得られ，検出感度

も高かった．

　（4）SIMSによってオリゴ糖の構造解析を行う場合

は，糖組成によって測定方法を選択することが重要であ

った．
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Fig．6　Positive　and　Negative　ion　mass　spectrum
　　　of　PA－derived　G∬－1皿fraction（3’SL）by

　　　SIMS

　又，ウシ乳中のオリゴ糖に結合するシアル酸は，

NANAとNGNAの2種類が存在する．この2種の
シアル酸の質量数の差は16であるが，Fig．5及びFig．6

には，分析結果よりNANAの結合したオリゴ糖の質

量数のみが検出されたことから，NGNAの結合したオ

リゴ糖の可能性はほとんどなく，G　ll　－1　1とG】1－IMは

ともにNANAのタイプのシアル酸が結合したシアリ

ルオリゴ糖であった．

　以上のオリゴ糖のSIMSによる分析結果から，次の

ことが判明した．

　（1）SIMS分析の試料は，糖鎖をPA一糖鎖とした方

が分子イオンやフラグメントイオンに関する情報が豊富

であった．

　（2）PA一糖鎖はポジティブモードとネガティブモー

ド共に分子イオンが測定されるが，シアル酸の結合した

オリゴ糖は，ネガティブモードの方が分子イオンやフラ

グメントイオンに関する情報が得やすいことが判明し

た．

　従来，複合糖質，特に糖脂質にっいてはSIMSによ

る構造解析方法が検討されているが，オリゴ糖にっいて

はあまり報告がない．そこで，オリゴ糖を質量分析計

（SIMS）で構造解析する方法を検討した．

　ウシ初乳から抽出，分画したPA・オリゴ糖をHPLC

分析，2次元糖鎖マップの作成を行い，精製度を確認し

た．その結果，GII－I　I画分は6’－SLと6’－SLN，

GH－IM画分は3’－SLであることが判明した．　G　ll　－I

I（6’－SLと6’－SLN）は，　PALPAK　TypeN　column

を用いて分析したところ1ピークとして検出された．し

かしながら，PALPAK　TypeS　columnを用い分析

し，2次元糖鎖マップとして表すと，2種のオリゴ糖の

混合物であった．これらの試料を用いて，質量分析計

（SIMS）による構造解析法を検討した．まず，　Lacと

PA－LacをSIMSでポジティブイオンを検出したとこ

ろ，PA一誘導体とした場合に強い分子イオンが認められ，

Lacの場合との差は非常に大きかった．このことは，

複合糖質の質量分析計での構造解析の進歩が大きいこと

と関係あるものと思われる．すなわち，糖鎖の還元末端

に，他の物質が結合している場合の方が，理由は明確で

はないが，分子イオンやフラグメントイオンが得やすい

ものと考えられる．従って，ウシ初乳より得た微量酸性

オリゴ糖をピリジルアミノ誘導体としてSIMS分析を

行った．測定は，ポジティブモード及びネガティブモー

ドで測定を行い，3’－SL，6’－SLや6’－SLNの分子イ

オン［M＋H］＋あるいは［M－H］一を検出することが

できた．アミノ基を含む化合物である［GlcNAc－PA］

はポジティブモードで測定すると感度が上昇し，カルボ

キシル基をもっている［NANA－Lac］や［NANA］な

どは，溶液中で負の電荷を帯びているため，ネガティブ

モードで測定すると感度が上昇した．よって，シアル酸，

リン酸基や硫酸基等が結合したオリゴ糖をSIMSによっ

（27）
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て分析する場合は，ネガティブモードで刻定した方が糖

鎖構造に関する情報が多く得られるものと考えられた．

しかし，シアル酸結合型オリゴ糖と同条件で，ウシ乳中

に特異的に含有されているリン酸基結合型オリゴ糖の

SIMS分析を試みたところ，分子イオン及びフラグメ

ントイオン共に検出することができなかった．このこと

から，リン酸基結合型オリゴ糖の性質（塩基性度・酸性

度・疎水度・親水度・イオン解離性・会合性）などの情

報からそれに適したイオン化法の検討が今後の課題となっ

た．一方，アミノ糖を含有したオリゴ糖をSIMSによっ

て構造解析する場合，フラグメントイオンに関する情報

を充分得るためには，ポジティブモードとネガティブモー

ドの両方で測定を行う必要があると思われた．又，本研

究室で，MALDI－TOF　MSを用いた糖鎖分析を試みた

ところ，PA一誘導体化することなく容易に測定を行うこ

とができた19）．試料の調製のしやすさ・測定可能質量

範囲の広さ，微量での測定・不純物が混在していても測

定可能であるなどの利点から糖鎖分析にこの手法も有効

であることがわかった．このことから，いくっかのMS

分析による結果を組み合わせることによりFAB－

mappingの作成も可能となることが予測された．

　糖質は，その分岐構造・結合様式・置換基の多さから

構造解析がとても困難である．質量分析法は，数年の間

に発展を成し得，その試料の種類や知りたい情報など用

途に応じてイオン化法をうまく選択できるようになって

きている20）．しかしながら，乳中オリゴ糖の構造解析

は専ら，酵素法，HPLC，　GC，　NMRを用いたものが多

く，質量分析を用いた手法は，あまり報告されていない．

・今後は，糖鎖構造，糖質の結合位，分岐鎖あるいは糖

質と他の成分の組み合わせによる機能性の発現を追求し

ていく予定である．
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Abstract

　Acidic　oligosaccharides　in　bovine　colostrum

were　extracted　and　purified　by　column

chromatographies．　The　method　of　the　structural

analysis　of　these　oligosaccharides　was　investi－

gated　with　Secondary　Ion　Mass　Spectrometry

（SIMS）．　Free　and　pyridylamino（PA）－derived

lactose　were　analyzed　under　the　same　analytical

condition　by　SIMS．　On　positive　ion　mass　spec－

trum，　PA－derived　lactose　showed　more　intensive

molecular　and　fragment　ions　than　free　lactose．

From　this　result，　acidic　oligosaccharides　were

analyzed　in　PA－derived　oligosaccharides　（3㌧

SL，6’－SL　and　6’－SLN），　and　ions　produced　by

SIMS　were　detected　with　both　positive　and　nega－

tive　ion　mode．　Though，　with　both　ion　modes，

molecular　and　fragment　ions　were　detected，

oligosaccharides　binded　sialic　acid　showed　that

Qn　mass　spectrum　determined　with　negative

mode　each　ion　was　detected　more　intensively

than　on　that　with　positive　mode．　But　in　the　case

of　oligosaccharides　containing　ami耳o－sugar，

mass　spectrum　determined　with　positive　ion

mode　showed　the　intensive　ions　of　both　molecu－

lar　and　fragment．　In　this　studies，　the　structure

of　acidic　oligosaccharides　is　able　to　be　eluci－

dated　with　rapidity　and　convenience　by　SIMS．
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