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MALDI-TOF 質量分析法 
 

小型MALDIデジタルイオントラップ質量分析計
"MALDImini™-1"を用いたN-結合型糖鎖解析 
‒ シアル酸結合様式異性体の識別と構造推定 ‒ 

 

LAAN-A-TM077

タンパク質に対する N-結合型糖鎖修飾は様々な生体現象
に関与することが知られています。特に、糖鎖末端に存在す
るシアル酸とその結合様式は、抗原性やウイルス感染など、
多くの疾患にかかわる重要な因子であることが知られてい
ます。 

シアル酸結合様式の判別にはHPLCが主に用いられますが、
シアル酸を多く有する糖鎖の場合は判別が困難である等の
技術的課題がありました。近年では糖鎖の分析に質量分析計
が広く利用されるようになりましたが、シアル酸残基はその
不安定さから分析途上で脱離しやすく、また結合異性体が区
別できないといった課題があります。 

本稿では、血清由来の N-結合型糖鎖に対して、当社で開発
したシアル酸結合様式特異的修飾法を用いてシアル酸残基
を安定化し、小型 MALDI デジタルイオントラップ質量分析
計"MALDImini-1"で検出・解析を行った例をご紹介します。 

 

T. Nishikaze 
 
 
糖タンパク質からのN-結合型糖鎖の 
切り出し 

血清は研究用に市販されているものを用いました。まず、
市販血清 5 μL を SDS（Sodium dodecyl sulfate）と DTT
（Dithiothreitol）により変性・還元し、NP-40（Nonidet P-40）
を添加後、PNGaseF（Peptide-N-glycosidase F）を加え 37 ℃
で18時間反応させることで糖タンパク質からN-結合型糖鎖
を切り出しました。 

 
 
シアル酸結合様式特異的修飾法 

当社開発のシアル酸結合様式特異的修飾法（SALSA 法＊1）
は、シアル酸を化学的に中性化しシアル酸の脱離を防ぐだけ
でなく、結合様式に応じた質量変化を与えることで本来質量
が同じであるシアル酸結合異性体をMSで区別できるように
する技術です（図 1）1)、2)。 

糖タンパク質から切り出した N-結合型糖鎖のうち 4 μL
を直接 SALSA の反応溶液 20 μL と混合し、室温で一時間反
応させました。その後、ラクトン構造の安定化試薬を加え、
軽く混合した後、GL-Tip Amide（GL サイエンス）を用いて
過剰試薬を除きました。 

 

＊1 特許第 06135710 号 

 
図 1 シアル酸結合様式特異的修飾法 SALSA の概要図。 

二段階の反応により、α2,6-シアル酸はイソプロピルアミン（iPA）で 
アミド化、α2,3-シアル酸はメチルアミン（MA）でアミド化することで

質量差を生じさせ、MS で区別を可能にします。 
 
 
糖鎖の2AB標識とMALDIプレートへの
搭載 

シアル酸結合様式特異的に修飾した糖鎖の還元末端を 2-
aminobenzamide（2AB）でラベル化しました。その後、GL-
Tip Amide を用いて過剰試薬を除きました。 

サンプル溶液（0.5 μL）を MALDI ターゲットプレートに
搭載し、そこにマトリックス溶液（0.5 μL）を重層して乾燥
させた後、小型 MALDI-DIT 質量分析計"MALDImini-1"（図 2）
を用いて MSn分析を行いました。 

マトリックスには塩化ナトリウムを添加した CHCA（α-
cyano-4-hydroxycinnamic acid）を用いました。 

 

＊ "MALDImini-1"の詳細については、アプリケーションニュース B100 を
ご参照下さい。 

 

 
図 2 小型 MALDI-DIT 質量分析計"MALDImini™-1"本体外観 
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図 3 MALDImini-1 で取得した血清糖タンパク質由来 N-結合型糖鎖のマススペクトル（MS） 

 
 

MS2分析によるシアル酸結合様式の確認 
血清糖タンパク質由来 N-結合型糖鎖からは、複合型糖鎖

を中心とした、二分岐・三分岐など様々な糖鎖が検出されま
した（図 3）。 

MALDImini-1 で取得した三分岐糖鎖の MS2 スペクトル比
較を図 4 に示しました。この二つの糖鎖は 28Da 差で検出さ
れていることから、α2,3-/α2,6-のみが異なる糖鎖であるこ
とが推測できます。MS2では修飾されたシアル酸に相当する
質量がニュートラルロスしており、シアル酸の結合様式の違
いを裏付けるデータが得られました。m/z 3117.1 はα2,3-/α
2,6-の混合、m/z 3145.2 はα2,6-のみであることが分かりま
した。 

 

 
図 4 MS で検出された三分岐糖鎖 m/z 3117.1 と 3145.2 の MS2マス 
スペクトルの比較。非還元末端のシアル酸脱離ニュートラルロスの 

質量から、その結合様式が判別できる。 
 

MSn分析による糖鎖構造解析 
糖鎖の MS2解析では、グリコシル結合の開裂によるフラグ

メントイオンが多く検出されますが、糖鎖のように同じ質量
の残基を多く含む場合、糖鎖のどの部分から生じたフラグメ
ントイオンであるか、判断が難しい場合があります。 

MS3を行うことで、フラグメントイオンの由来を明確にで
きます（図 5）。例えば m/z 2448.1 の二本鎖糖鎖の MS2 に
おける m/z 720.0 のフラグメントイオンは、非還元末端側か
らの逐次的な糖鎖脱離では説明できません。そこで、シアル
酸を含むフラグメントイオン（m/z 2107.0）と含まないフラ
グメントイオン（m/z 1783.9）の MS3を比較すると、後者か
らはm/z 720.0のフラグメントイオンが検出されませんでし
た。このことから、m/z 720.0 のフラグメントイオンがシア
ル酸を含む非還元末端側の三糖に由来することがわかりま
した。また、フラグメントイオン m/z 1053.4 の MS3からは
N-結合型糖鎖のコア構造の解析が可能でした。 

 

 
図 5 MS で検出された二本鎖糖鎖 m/z 2448.1 の MSnマススペクトル 
 
まとめ 

今回の実験で示したように、SALSA 法によるシアル酸の安
定化と小型 MALDI-DIT 質量分析計"MALDImini-1"によるMS3

分析の組み合わせは、シアル酸の結合様式を含んだ糖鎖構造
解析に対しての有効な手段であるといえます。 
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