
(57)【要約】

【課題】糖鎖リガンドとの相互作用解析を目指した蛍光

標識糖鎖の固定化技術の開発

【解決手段】　蛍光標識糖鎖のみを認識して結合する特

異的な抗体試薬を調製し、これらの抗体試薬を用いて蛍

光標識糖鎖に化学変化を加えずにそのまま固相表面に固

定化することを特徴とする蛍光標識したオリゴ糖鎖を固

相に固定化する方法。抗体試薬が、糖タンパク質または

糖脂質糖鎖のコア構造の2～７糖に蛍光標識基を結合さ

せ、この蛍光標識基を溶液中に露出した状態になるよう

に、抗原性の少ないタンパク質に結合させた人工抗原を

調製し、これを動物に免疫して作成したポリクロ-ナル

抗体またはモノクローナル抗体である。抗体試薬が、上

記の人工抗原のイムノグロブリン分子、イムノグロブリ

ンからプロテアーゼ処理により生じるF(ab')2フラグメ

ント、グリコシダーゼ処理により生じる脱グリコシル化

フラグメント、および該抗体分子やフラグメントの化学

的重合体、またはアクリルアミドなど高分子との共重合

体からなる群より選ばれる。

【選択図】　　　　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 蛍 光 標 識 糖 鎖 の み を 認 識 し て 結 合 す る 特 異 的 な 抗 体 試 薬 を 調 製 し 、 こ れ ら の 抗 体 試 薬 を
用 い て 蛍 光 標 識 糖 鎖 に 化 学 変 化 を 加 え ず に そ の ま ま 固 相 表 面 に 固 定 化 す る こ と を 特 徴 と す
る 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ 糖 鎖 を 固 相 に 固 定 化 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 抗 体 試 薬 が 、 糖 タ ン パ ク 質 ま た は 糖 脂 質 糖 鎖 の コ ア 構 造 の 2～ ７ 糖 に 蛍 光 標 識 基 を 結 合
さ せ 、 こ の 蛍 光 標 識 基 を 溶 液 中 に 露 出 し た 状 態 に な る よ う に 、 抗 原 性 の 少 な い タ ン パ ク 質
に 結 合 さ せ た 人 工 抗 原 を 調 製 し 、 こ れ を 動 物 に 免 疫 し て 作 成 し た ポ リ ク ロ -ナ ル 抗 体 ま た
は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ の 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ 糖 鎖 を 固 相 に 固 定 化 す る 方 法
。
【 請 求 項 ３ 】
　 抗 体 試 薬 が 、 上 記 の 人 工 抗 原 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン か ら プ ロ テ ア
ー ゼ 処 理 に よ り 生 じ る F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ 処 理 に よ り 生 じ る 脱 グ リ コ
シ ル 化 フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び 該 抗 体 分 子 や フ ラ グ メ ン ト の 化 学 的 重 合 体 、 ま た は ア ク リ ル
ア ミ ド な ど 高 分 子 と の 共 重 合 体 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 ２ の 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ 糖
鎖 を 固 相 に 固 定 化 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 マ イ ク ロ タ イ タ -プ レ ー ト 、 高 分 子 膜 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 支 持 体 ま た は セ ン サ ー チ
ッ プ の 金 表 面 で あ る 固 相 表 面 に 固 定 化 す る 請 求 項 １ ， ２ ま た は ３ の 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ 糖
鎖 を 固 相 に 固 定 化 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 糖 タ ン パ ク 質 ま た は 糖 脂 質 糖 鎖 コ ア 構 造 の 2～ ７ 糖 に 蛍 光 標 識 基 を 結 合 さ せ 、 こ の 蛍 光
標 識 基 を 溶 液 中 に 露 出 し た 状 態 に な る よ う に 、 抗 原 性 の 少 な い タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ た 人
工 抗 原 を 調 製 し 、 こ れ を 動 物 に 免 疫 し て 作 成 し た ポ リ ク ロ -ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 よ り な る 蛍 光 標 識 糖 鎖 の 特 異 的 固 定 化 試 薬 。
【 請 求 項 ６ 】
　 上 記 の 人 工 抗 原 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン か ら プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 に よ
り 生 じ る F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ 処 理 に よ り 生 じ る 脱 グ リ コ シ ル 化 フ ラ グ
メ ン ト 、 お よ び 該 抗 体 分 子 や フ ラ グ メ ン ト の 化 学 的 重 合 体 、 ま た は ア ク リ ル ア ミ ド な ど 高
分 子 と の 共 重 合 体 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 ５ の 蛍 光 標 識 糖 鎖 の 特 異 的 固 定 化 試 薬 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 糖 鎖 リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 解 析 を 目 指 し た 蛍 光 標 識 糖 鎖 の 固 定 化 に 関 す る 。
よ り 詳 細 に は 本 発 明 は 、 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ 糖 鎖 を 蛍 光 標 識 糖 鎖 に 化 学 変 化 を 加 え ず に そ
の ま ま 固 相 表 面 に 固 定 化 す る た め の 特 異 的 固 定 化 試 薬 、 お よ び そ れ を 用 い た 固 定 化 方 法 の
開 発 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 糖 が 持 つ 生 理 機 能 の 発 現 に は 、 多 く の 場 合 、 糖 リ ガ ン ド が 糖 レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 を す
る こ と が 必 須 で あ り 、 糖 レ セ プ タ ー の 探 求 と 機 能 解 析 が 、 糖 鎖 の 機 能 発 現 の 機 序 の 解 明 、
ひ い て は 糖 レ セ プ タ ー を 刺 激 ま た は 不 活 化 す る 薬 物 の 創 生 の た め の 重 要 な ス テ ッ プ で あ り
、 ま た 、 レ セ プ タ ー 側 か ら み れ ば 、 実 際 に 生 体 内 で 機 能 し て い る 真 の リ ガ ン ド の 探 索 、 そ
し て 、 よ り 強 力 な リ ガ ン ド の ス ク リ ー ニ ン グ が 最 も 有 効 な 研 究 戦 略 で あ る と 認 識 さ れ て い
る 。 上 記 の よ う な 糖 機 能 の 探 求 活 動 に 欠 か す こ と が で き な い の が 、 糖 と 糖 レ セ プ タ ー 等 の
標 的 物 と の 相 互 作 用 を 測 定 し 、 相 互 作 用 を 定 量 的 に 解 析 す る こ と で あ る 。 こ こ で 「 相 互 作
用 」 と は 、 分 子 間 に 働 く 、 静 電 力 、 共 有 結 合 、 疎 水 結 合 、 フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 力 お よ び 水
素 結 合 の う ち 、 少 な く と も １ つ か ら 生 じ る 分 子 間 力 に 働 く 力 に よ る 作 用 を 意 味 す る 。 具 体
的 な 例 と し て は 、 情 報 伝 達 物 質 の リ ガ ン ド と レ セ プ タ ー と の 間 の 結 合 と 解 離 、 接 着 分 子 と
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そ の 相 手 方 分 子 と の 結 合 と 解 離 、 抗 原 と 抗 体 と の 間 の 結 合 と 解 離 、 酵 素 と 基 質 と の 間 の 結
合 と 解 離 お よ び 酵 素 と 基 質 と の 結 合 と 解 離 の 結 果 生 じ た 基 質 の 分 解 反 応 、 基 質 間 の 転 移 反
応 な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 糖 と 糖 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る レ ク チ ン と の 結 合 と 解 離 、 糖 と
細 胞 ま た は 細 胞 の 断 片 と の 結 合 と 解 離 、 糖 と 高 分 子 と の 結 合 と 解 離 、 デ ン プ ン の ア ル フ ァ
ー 化 等 の よ う な 非 共 有 結 合 に 起 因 す る 構 造 の 変 化 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 生 体 内 に 存 在 す る 複 合 糖 質 の 糖 鎖 は 非 常 に 不 均 一 性 が 高 く 、 糖 鎖 の 微 細 構 造 の 差 も 含 め
た 完 全 な 分 離 ・ 精 製 は 従 来 た い へ ん 困 難 で あ っ た 。 1980年 代 に 我 が 国 で 開 発 さ れ た 2-ア ミ
ノ ピ リ ジ ル 化 (PA化 )を は じ め と す る 糖 鎖 の 蛍 光 標 識 化 技 術 の 開 発 に よ り 、 糖 鎖 の 微 量 検 出
・ 分 離 は 非 常 に 容 易 に な っ た 。 す な わ ち 図 1に 示 す よ う に 、 簡 単 な 標 識 化 操 作 と HPLCに よ
る 分 離 に よ っ て 、 サ ブ ピ コ モ ル レ ベ ル の 極 微 量 し か 含 ま れ な い 糖 鎖 で も 、 構 造 的 に 均 一 な
精 製 糖 鎖 標 品 と し て 得 る こ と が で き る よ う に な っ た 。 得 ら れ た 精 製 蛍 光 標 識 化 糖 鎖 は 、 酵
素 消 化 と HPLCを 組 み 合 わ せ た 溶 出 位 置 の 変 化 を 糖 鎖 マ ッ プ デ ー タ と 比 較 し つ つ 構 造 推 定 す
る 3次 元 糖 鎖 マ ッ プ 分 析 、 な ら び に NMR測 定 に よ っ て 完 全 な 構 造 を 決 定 す る こ と が で き 、 こ
う し て 近 年 は 天 然 に 存 在 す る 複 合 糖 質 の 糖 鎖 構 造 デ ー タ が 豊 富 に 蓄 積 す る よ う に な っ た 。
　 現 在 で は 質 量 分 析 方 法 の 発 展 に よ っ て 複 合 糖 質 か ら き り だ し た 糖 鎖 を 未 標 識 の 混 合 状 態
の ま ま 質 量 測 定 し 、 既 報 の デ ー タ と 一 致 す る 構 造 を も つ 糖 鎖 に つ い て は マ ス ス ペ ク ト ル 上
で の フ ラ グ メ ン ト 化 も 含 め た 質 量 デ ー タ か ら 構 造 を 推 定 で き る よ う に な っ た 。 し か し 新 規
な 構 造 の 糖 鎖 に つ い て は こ の 方 法 が 適 用 で き ず 、 標 識 後 の 構 造 解 析 が 必 要 で あ り 、 糖 鎖 の
蛍 光 標 識 化 と そ の 精 製 は 、 糖 鎖 構 造 解 析 の 目 的 で 現 在 も 使 用 さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ う し て 得 ら れ た 蛍 光 標 識 化 糖 鎖 を 固 相 表 面 に 結 合 で き れ ば 、 糖 鎖 認 識 物 質 と の 相 互 作
用 を 定 量 的 に 解 析 す る こ と が で き る 。
　 し か し 、 図 ２ に 示 す よ う に 、 従 来 の 還 元 末 端 を 介 し て 活 性 基 を 導 入 し た 固 相 に 固 定 化 す
る 方 法 は 、 還 元 末 端 が 誘 導 化 に 使 わ れ て い る 蛍 光 標 識 糖 鎖 に は 適 用 で き な い 。 ま た 標 識 試
薬 を ア ミ ノ 基 に 変 換 す る 化 学 的 方 法 が 報 告 さ れ て い る が 、 煩 雑 な 反 応 操 作 が 必 要 で 収 率 低
下 が 問 題 と な る 。 合 成 糖 鎖 か ら は 、 固 相 表 面 に 結 合 し や す い 人 工 糖 脂 質 や 糖 タ ン パ ク 質 の
形 に 変 換 す る 方 法 も 用 い ら れ て き た が 、 生 体 成 分 か ら 精 製 し た 糖 鎖 で は 、 そ の 前 に 蛍 光 標
識 基 を は ず す 操 作 が 必 須 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 糖 鎖 リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 解 析 を 目 指 し た 蛍 光 標 識 糖 鎖 の 固 定 化 技 術 、 よ り
詳 細 に は 、 糖 タ ン パ ク 質 の N-型 糖 鎖 の み な ら ず 、 糖 タ ン パ ク 質 の O-型 糖 鎖 、 糖 脂 質 糖 鎖 、
多 糖 類 、 遊 離 オ リ ゴ 糖 鎖 か ら 誘 導 し た 、 蛍 光 物 質 を は じ め と す る 種 々 の 低 分 子 標 識 糖 鎖 の
固 定 化 に 適 用 可 能 な 蛍 光 標 識 糖 鎖 の 固 定 化 技 術 の 開 発 を 目 的 と す る 。
　 本 発 明 は 、 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ 糖 鎖 を 蛍 光 標 識 糖 鎖 に 化 学 変 化 を 加 え ず に そ の ま ま 固 相
表 面 に 固 定 化 す る た め の 特 異 的 固 定 化 試 薬 、 お よ び そ れ を 用 い た 固 定 化 方 法 の 提 供 を 目 的
と す る 。
　 本 発 明 は 、 ２ ‐ ア ミ ノ ピ リ ジ ン お よ び そ の 誘 導 体 を 用 い て 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ 糖 鎖 を 蛍
光 標 識 糖 鎖 に 化 学 変 化 を 加 え ず に そ の ま ま マ イ ク ロ タ イ タ -プ レ ー ト 、 高 分 子 膜 、 セ ン サ
ー チ ッ プ の 金 表 面 な ど 、 固 相 表 面 に 固 定 化 す る た め の 特 異 的 固 定 化 試 薬 、 そ れ を 用 い た 固
定 化 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、 以 下 の （ １ ） ～ （ ４ ） の 蛍 光 標 識 し
た オ リ ゴ 糖 鎖 を 固 相 に 固 定 化 す る 方 法 を 要 旨 と す る 。
　 （ １ ） 蛍 光 標 識 糖 鎖 の み を 認 識 し て 結 合 す る 特 異 的 な 抗 体 試 薬 を 調 製 し 、 こ れ ら の 抗 体
試 薬 を 用 い て 蛍 光 標 識 糖 鎖 に 化 学 変 化 を 加 え ず に そ の ま ま 固 相 表 面 に 固 定 化 す る こ と を 特
徴 と す る 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ 糖 鎖 を 固 相 に 固 定 化 す る 方 法 。
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　 （ ２ ） 抗 体 試 薬 が 、 糖 タ ン パ ク 質 ま た は 糖 脂 質 糖 鎖 コ ア 構 造 の 2～ ７ 糖 に 蛍 光 標 識 基 を
結 合 さ せ 、 こ の 蛍 光 標 識 基 を 溶 液 中 に 露 出 し た 状 態 に な る よ う に 、 抗 原 性 の 少 な い タ ン パ
ク 質 に 結 合 さ せ た 人 工 抗 原 を 調 製 し 、 こ れ を 動 物 に 免 疫 し て 作 成 し た ポ リ ク ロ -ナ ル 抗 体
ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 上 記 （ １ ） の 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ 糖 鎖 を 固 相 に 固 定 化 す
る 方 法 。
　 （ ３ ） 抗 体 試 薬 が 、 上 記 の 人 工 抗 原 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン か ら プ
ロ テ ア ー ゼ 処 理 に よ り 生 じ る F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ 処 理 に よ り 生 じ る 脱
グ リ コ シ ル 化 フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び 該 抗 体 分 子 や フ ラ グ メ ン ト の 化 学 的 重 合 体 、 ま た は ア
ク リ ル ア ミ ド な ど 高 分 子 と の 共 重 合 体 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 上 記 （ ２ ） の 蛍 光 標 識 し た
オ リ ゴ 糖 鎖 を 固 相 に 固 定 化 す る 方 法 。
　 （ ４ ） マ イ ク ロ タ イ タ -プ レ ー ト 、 高 分 子 膜 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 支 持 体 ま た は セ ン
サ ー チ ッ プ の 金 表 面 で あ る 固 相 表 面 に 固 定 化 す る 上 記 （ １ ） 、 （ ２ ） ま た は （ ３ ） の 蛍 光
標 識 し た オ リ ゴ 糖 鎖 を 固 相 に 固 定 化 す る 方 法 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 以 下 の （ ５ ） ～ （ ６ ） の 蛍 光 標 識 糖 鎖 の 特 異 的 固 定 化 試 薬 を 要 旨 と す
る 。
　 （ ５ ） 糖 タ ン パ ク 質 ま た は 糖 脂 質 糖 鎖 の コ ア 構 造 の 2～ ７ 糖 に 蛍 光 標 識 基 を 結 合 さ せ 、
こ の 蛍 光 標 識 基 を 溶 液 中 に 露 出 し た 状 態 に な る よ う に 、 抗 原 性 の 少 な い タ ン パ ク 質 に 結 合
さ せ た 人 工 抗 原 を 調 製 し 、 こ れ を 動 物 に 免 疫 し て 作 成 し た ポ リ ク ロ -ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 よ り な る 蛍 光 標 識 糖 鎖 の 特 異 的 固 定 化 試 薬 。
　 （ ６ ） 上 記 の 人 工 抗 原 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン か ら プ ロ テ ア ー ゼ 処
理 に よ り 生 じ る F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ 処 理 に よ り 生 じ る 脱 グ リ コ シ ル 化
フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び 該 抗 体 分 子 や フ ラ グ メ ン ト の 化 学 的 重 合 体 、 ま た は ア ク リ ル ア ミ ド
な ど 高 分 子 と の 共 重 合 体 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 上 記 （ ５ ） の 蛍 光 標 識 糖 鎖 の 特 異 的 固 定
化 試 薬 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 糖 機 能 の 探 求 活 動 に 欠 か す こ と が で き な い の が 、 糖 と 糖 レ セ プ タ ー 等 の 標 的 物 と の 相 互
作 用 の 測 定 の 相 互 作 用 を 定 量 的 に 解 析 す る こ と で あ る と こ ろ 、 本 発 明 は 、 糖 鎖 リ ガ ン ド と
の 相 互 作 用 解 析 を 目 指 し た 蛍 光 標 識 糖 鎖 の 固 定 化 の 技 術 、 よ り 詳 細 に は 、 糖 タ ン パ ク 質 の
N-型 糖 鎖 の み な ら ず 、 糖 タ ン パ ク 質 の O-型 糖 鎖 、 糖 脂 質 糖 鎖 、 多 糖 類 、 遊 離 オ リ ゴ 糖 鎖 か
ら 誘 導 し た 、 蛍 光 物 質 を は じ め と す る 種 々 の 低 分 子 標 識 糖 鎖 の 固 定 化 に 適 用 可 能 な 蛍 光 標
識 糖 鎖 の 固 定 化 の 技 術 を 提 供 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ 糖 鎖 を 蛍 光 標 識 糖 鎖 に 化 学 変 化 を 加 え ず に そ の ま
ま 固 相 表 面 に 固 定 化 す る た め の 特 異 的 固 定 化 試 薬 、 お よ び そ れ を 用 い た 固 定 化 方 法 を 提 供
す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 ２ ‐ ア ミ ノ ピ リ ジ ン お よ び そ の 誘 導 体 を 用 い て 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ 糖
鎖 に 化 学 変 化 を 加 え ず に そ の ま ま マ イ ク ロ タ イ タ -プ レ ー ト 、 高 分 子 膜 、 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 用 支 持 体 、 セ ン サ ー チ ッ プ の 金 表 面 な ど 、 固 相 表 面 に 固 定 化 す る た め の 特 異 的 固 定 化
試 薬 、 そ れ を 用 い た 固 定 化 方 法 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 以 下 に 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 に つ い て 、 説 明 す る 。
　 本 発 明 は 、 蛍 光 標 識 糖 鎖 の み を 認 識 し て 結 合 す る 特 異 的 な 抗 体 試 薬 を 調 製 し 、 こ れ ら の
抗 体 試 薬 を 用 い て 蛍 光 標 識 糖 鎖 に 化 学 変 化 を 加 え ず に そ の ま ま 固 相 表 面 に 固 定 化 す る こ と
を 特 徴 と す る 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ 糖 鎖 を 固 相 に 固 定 化 す る 方 法 で あ る 。
　 本 発 明 者 ら は 蛍 光 標 識 糖 鎖 に 化 学 変 化 を 加 え ず に そ の ま ま 固 相 に 固 定 化 す る 方 法 と し て
、 蛍 光 標 識 糖 鎖 の み を 認 識 し て 結 合 す る 特 異 的 な 抗 体 試 薬 を 調 製 し て 利 用 す る こ と を 考 え
た 。 こ の 目 的 の た め に 、 糖 鎖 還 元 末 端 付 近 の 構 造 － す な わ ち コ ア 構 造 の 2～ ７ 糖 に 蛍 光 標
識 基 を 結 合 さ せ 、 こ の 蛍 光 標 識 基 を 溶 液 中 に 露 出 し た 状 態 に な る よ う に 、 抗 原 性 の 少 な い

10

20

30

40

50

(4) JP 2005-241389 A 2005.9.8



タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ た 人 工 抗 原 を 発 明 し た 。 適 用 例 と し て 、 複 合 糖 質 の 中 で も っ と も 研
究 の 進 ん で い る 糖 タ ン パ ク 質 の N-型 糖 鎖 コ ア 構 造 を 選 び 、 ピ リ ジ ル ア ミ ノ 標 識 糖 鎖 を 固 定
化 す る た め の 最 適 な 抗 原 を 考 案 し た 。 動 植 物 に 存 在 す る N-型 糖 鎖 の 代 表 的 な コ ア 構 造 3種
類 と 免 疫 す る 動 物 の 血 清 ア ル ブ ミ ン を 用 い て 抗 原 を 調 製 し 、 目 的 の 抗 体 試 薬 を 調 製 す る こ
と に 成 功 し 、 糖 鎖 固 定 化 試 薬 の 有 効 性 が 証 明 さ れ た 。 こ の 調 製 原 理 は 糖 タ ン パ ク 質 の N-型
糖 鎖 の み な ら ず 、 糖 タ ン パ ク 質 の O-型 糖 鎖 、 糖 脂 質 糖 鎖 、 多 糖 類 、 遊 離 オ リ ゴ 糖 鎖 か ら 誘
導 し た 、 蛍 光 物 質 を は じ め と す る 種 々 の 低 分 子 標 識 糖 鎖 の 固 定 化 に も 適 用 可 能 で あ り 、 精
製 糖 鎖 と 糖 鎖 認 識 物 質 の 相 互 作 用 研 究 に 有 用 で あ る 。
　 す な わ ち 、 本 発 明 の 方 法 は 、 抗 体 試 薬 が 、 コ ア 構 造 の 2～ ７ 糖 に 蛍 光 標 識 基 を 結 合 さ せ
、 こ の 蛍 光 標 識 基 を 溶 液 中 に 露 出 し た 状 態 に な る よ う に 、 抗 原 性 の 少 な い タ ン パ ク 質 に 結
合 さ せ た 人 工 抗 原 を 調 製 し 、 こ れ を 動 物 に 免 疫 し て 作 成 し た ポ リ ク ロ -ナ ル 抗 体 ま た は モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 態 様 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ポ リ ク ロ -ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 成 は 、 ジ N-ア セ チ ル キ ト ビ オ ー ス （ G
lcNAc 2 ） を は じ め と す る オ リ ゴ 糖 鎖 の 基 幹 構 造 の 蛍 光 標 識 物 を 、 免 疫 す る 動 物 の 血 清 ア ル
ブ ミ ン を は じ め と す る 免 疫 原 性 の 少 な い タ ン パ ク 質 に 共 有 結 合 さ せ た 人 工 糖 タ ン パ ク 質 抗
原 を 調 製 し 、 こ れ を 動 物 に 免 疫 し て 作 成 し て ポ リ ク ロ -ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 作 成 す る 。
　 そ れ ら の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 な ら び に イ ム ノ グ ロ ブ リ ン か ら プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 に よ
り 生 じ る F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ 処 理 に よ り 生 じ る 脱 グ リ コ シ ル 化 フ ラ グ
メ ン ト 、 お よ び 抗 体 分 子 や フ ラ グ メ ン ト の 化 学 的 重 合 体 、 ま た は ア ク リ ル ア ミ ド な ど 高 分
子 と の 共 重 合 体 よ り 選 ば れ る 抗 体 試 薬 を 用 い て 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ 糖 鎖 を 固 相 化 す る 。 す
な わ ち 、 本 発 明 の 方 法 は 、 抗 体 試 薬 が 、 上 記 の 人 工 抗 原 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 イ ム ノ
グ ロ ブ リ ン か ら プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 に よ り 生 じ る F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ 処
理 に よ り 生 じ る 脱 グ リ コ シ ル 化 フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び 該 抗 体 分 子 や フ ラ グ メ ン ト の 化 学 的
重 合 体 、 ま た は ア ク リ ル ア ミ ド な ど 高 分 子 と の 共 重 合 体 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 態 様 を 特
徴 と す る
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 こ れ ら の 抗 体 試 薬 を 用 い て 蛍 光 標 識 糖 鎖 に 化 学 変 化 を 加 え ず に そ の ま
ま 固 相 表 面 に 固 定 化 す る こ と を 特 徴 と す る 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ 糖 鎖 を 固 相 に 固 定 化 す る 方
法 で あ る 。 好 ま し く は 上 記 の 抗 体 試 薬 を 用 い て 、 2‐ ア ミ ノ ピ リ ジ ン お よ び そ の 誘 導 体 を
用 い て 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ 糖 鎖 を マ イ ク ロ タ イ タ -プ レ ー ト 、 高 分 子 膜 、 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 用 支 持 体 、 セ ン サ ー チ ッ プ の 金 表 面 な ど 、 固 相 表 面 に 固 定 化 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 蛍 光 標 識 糖 鎖 の 特 異 的 固 定 化 試 薬 に 関 す る 。 す な わ ち 、 コ ア 構 造 の 2
～ ７ 糖 に 蛍 光 標 識 基 を 結 合 さ せ 、 こ の 蛍 光 標 識 基 を 溶 液 中 に 露 出 し た 状 態 に な る よ う に 、
抗 原 性 の 少 な い タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ た 人 工 抗 原 を 調 製 し 、 こ れ を 動 物 に 免 疫 し て 作 成 し
た ポ リ ク ロ -ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 よ り な る 蛍 光 標 識 糖 鎖 の 特 異 的 固 定 化 試
薬 の 態 様 を 好 ま し い も の と す る 。 ま た 、 上 記 の 人 工 抗 原 が 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 の み な
ら ず 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン か ら プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 に よ り 生 じ る F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト 、 グ リ
コ シ ダ ー ゼ 処 理 に よ り 生 じ る 脱 グ リ コ シ ル 化 フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び 該 抗 体 分 子 や フ ラ グ メ
ン ト の 化 学 的 重 合 体 、 ま た は ア ク リ ル ア ミ ド な ど 高 分 子 と の 共 重 合 体 か ら な る 群 よ り 選 ば
れ る も の で あ る 蛍 光 標 識 糖 鎖 の 特 異 的 固 定 化 試 薬 の 態 様 を 好 ま し い も の と す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 詳 細 を 実 施 例 で 説 明 す る 。 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に よ っ て 何 ら 限 定 さ れ る こ
と は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 《 抗 原 の 調 製 （ 図 ３ 参 照 ） 》
　 ま ず ハ プ テ ン と し て 次 の 3種 類 の PA化 オ リ ゴ 糖 鎖 を 調 製 し た 。
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　 （ １ ） GlcNAcβ 1-4GlcNAc-PA (GlcNAc2 -PA)．
　 市 販 の ジ N-ア セ チ ル キ ト ビ オ ー ス ；  (GlcNAc 2 )を 既 報 の 手 順 〔 TaKaRa PALSTATION mode
l 4000の プ ロ ト コ ー ル 、 ま た は Hase, S. et al., Agric Biol. Chem., 54, 2169-2170 (1
990)〕 に 従 っ て ピ リ ジ ル ア ミ ノ 化 し て 調 製 し た 。 2-ア ミ ノ ピ リ ジ ン は ヘ キ サ ン に よ り 再 結
晶 し た も の を 使 用 し た 。
　 抗 原 の 調 製 の 概 略 は 以 下 の と お り で あ る 。
　 0.5mgの N,N'-ジ ア セ チ ル キ ト ビ オ ー ス に カ ッ プ リ ン グ 試 薬 の 2-ア ミ ノ ピ リ ジ ン 溶 液 （ 1.
5g/500μ l AcOH） 472μ lを 加 え 、 TaKaRa PALSTATION model 4000を 用 い て 反 応 を 行 っ た 。
ま ず 90℃ 、 60分 間 加 熱 し て 、 シ ッ フ 塩 基 を 形 成 し 、 ボ ラ ン ジ メ チ ル ア ミ ン 錯 体 溶 液 （ 100m
g/500μ l AcOH） 472μ lを 加 え 、 80℃ 、 60分 間 還 元 反 応 を 行 っ た 。 反 応 溶 液 に ト リ エ チ ル
ア ミ ン ： メ タ ノ ー ル (= 1： 1) 溶 液 を 40μ l加 え 良 く 撹 拌 し 、 さ ら に ト ル エ ン を 80μ l加 え
、 60℃ で 10分 間 窒 素 気 流 下 で 濃 縮 乾 固 し た 。 こ の 操 作 を 2回 く り 返 し た 後 、 残 渣 に メ タ ノ
ー ル 20μ lを 加 え 、 60℃ で 10分 間 窒 素 気 流 下 で 濃 縮 乾 固 し た 。 液 量 が 微 量 に な る ま で 繰 り
返 し た 後 、 残 渣 に ト ル エ ン を 50μ lを 加 え 、 60℃ で 10分 間 窒 素 気 流 下 で 濃 縮 乾 固 し た 。 さ
ら に 2-ア ミ ノ ピ リ ジ ン を 完 全 に 除 く た め に 10mM NH 4 HCO 3 を 溶 媒 と し て Sephadex G-10カ ラ
ム (1× 27cm)上 で ゲ ル 濾 過 を 行 っ た (Hase, S. et al., Agric Biol. Chem., 54, 2169-217
0 (1990))。 流 速 は 1drop/30secで 、 1mlず つ 分 取 し 、 検 出 は 280nmに お け る 吸 光 度 の 測 定 （
JASCO U-best-55） で 行 っ た 。 GlcNAc 2 -PA画 分 を 集 め て 遠 心 濃 縮 機 で 脱 塩 し た 後 、 溶 液 を p
H 4～ 5に 調 節 し 、 310nmに お け る 吸 光 度 の 測 定 を 行 っ た 。 A 3 1 0 =1.0の 時  0.17μ mol/ml と
し て PA化 糖 鎖 の 濃 度 を 計 算 し た (高 橋 禮 子  化 学 と 生 物  実 験 ラ イ ン 20 糖 タ ン パ ク 質 と 糖 結
合 タ ン パ ク 質  (1992)廣 川 書 房 )。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 （ ２ ） Manα 1-6(Manα 1-3)Manβ 1-4GlcNAcβ １ -4GlcNAc-PA (Man 3 GlcNAc 2 -PA)お よ び Ma
nα 1-6(Manα 1-3)Manβ 1-4GlcNAcβ 1-4(Fucα 1-６ )GlcNAc-PA； (Man 3 FucGlcNAc 2 -PA)．
　 ヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ ン か ら Hohnen Hydraclubの プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て ヒ ド ラ ジ ン 分 解 を
行 い 、 遊 離 し た 糖 鎖 混 合 物 を PA化 し (Hase, S. et al., Agric Biol. Chem., 54, 2169-21
70 (1990))、 二 次 元 糖 鎖 マ ッ プ 法 の 条 件 下 で の 逆 相 HPLC(高 橋 禮 子  化 学 と 生 物  実 験 ラ イ
ン 20 糖 タ ン パ ク 質 と 糖 結 合 タ ン パ ク 質  (1992)廣 川 書 房 )に よ っ て 糖 鎖 構 造 毎 に 分 離 し た
。 主 要 糖 鎖 を さ ら に グ リ コ シ ダ ー ゼ 処 理 す る こ と に よ っ て 上 記 の 2種 類 の 糖 鎖 を 調 製 し た
。 ま た は 市 販 品 の 上 記 糖 鎖 を 購 入 し た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 （ ３ ） Manα １ -6(Manα 1-3)(Xylβ 1-2)Manβ 1-4GlcNAcβ 1-4(Fucα 1-3)GlcNAc-PA ； (M
an 3 XylFucGlcNAc 2  -PA)．
　 エ ン ジ ュ レ ク チ ン （ Ueno M. et al., J. Biol. Chem., 266, 3146-3153(1991)） よ り ヒ
ド ラ ジ ン 分 解 に よ り 遊 離 し た オ リ ゴ 糖 鎖 を PA化 し 逆 相 HPLC(高 橋 禮 子  化 学 と 生 物  実 験 ラ
イ ン 20 糖 タ ン パ ク 質 と 糖 結 合 タ ン パ ク 質  (1992)廣 川 書 房 )に よ っ て 分 離 し た 主 要 糖 鎖 を
用 い た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 記 （ １ ） ～ （ ３ ） の PA-オ リ ゴ 糖 鎖 約 500 pmolを 100μ lの 蒸 留 水 に 溶 解 し 、 0.037％  
メ タ 過 ヨ ウ 素 酸 ナ ト リ ウ ム (NaIO 4 )を 15μ l加 え 、 4℃ で 18時 間 、 過 ヨ ウ 素 酸 酸 化 を 行 い 、
エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 50 pmol加 え て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 次 に ウ サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン (RSA)
 1mgを 加 え 、 1M NaHCO 3 -Na 2 CO 3  (pH 8.3)を 反 応 液 体 積 の 5分 の 1体 積 加 え て 終 濃 度 が 0.2M
と し た 。 NaCNBH 3 を 2mg加 え て 4℃ で 7日 間 振 盪 し 、 シ ッ フ 塩 基 を 還 元 し た 。 限 外 ろ 過 ユ ニ ッ
ト (分 画 分 子 量  10,000の 膜 を も つ 遠 心 式 ま た は 固 定 式 ユ ニ ッ ト 、 Milipore社 )を 用 い て 、
反 応 溶 液 の 溶 媒 を 滅 菌 濾 過 処 理 し た 生 理 食 塩 水 に 置 換 し た 。 PA基 を 最 外 部 に も つ 人 工 糖 タ
ン パ ク 質 （ RSA-GlcNAc 2 -PA， PA-Man 3 XylFucGlcNAc 2 -RSA， お よ び PA-Man 3 FucGlcNAc 2 -RSA
） を 得 た (図 ４ )。
　 RSAに 結 合 し た GlcNAc 2 -PAの 量 は 、 反 応 溶 液 か ら 限 外 濾 過 の 濾 液 の A280を 引 い て 概 算 し
た 。 そ の 結 果 、 結 合 し た GlcNAc 2 -PAは 、 RSA1モ ル 当 り 4～ 8モ ル と 計 算 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 《 抗 体 の 作 成 》
　 （ 1） ウ サ ギ へ の 免 疫
　 RSA-GlcNAc 2 -PA (RSA-GlcNAc 2 -PA=8.3： 1)の 生 理 食 塩 水 溶 液 120μ l (RSAと し て 100μ g
を 含 む )に ア ジ ュ バ ン ト (TiterMax Gold, CytRx社 ) 120μ lを よ く 混 和 さ せ た も の を 100μ l
ず つ 、 ウ サ ギ の 左 右 大 腿 筋 に 注 射 し 、 そ の 後 3週 間 毎 に 同 様 に 100μ lず つ 追 加 免 疫 し た 。 2
度 目 の 免 疫 の 1週 間 後 か ら 1～ 2日 間 隔 で ウ サ ギ の 耳 よ り 血 清 分 離 剤 入 り ス ピ ッ ツ 管 (栄 研 器
材 株 式 会 社 )に 採 血 し 、 抗 RSA-GlcNAc 2 -PA抗 血 清 を 得 た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 《 ELISA法 に よ る 抗 血 清 の 検 定 》
　 （ １ ） 抗 血 漿 と 免 疫 前 血 清 と の 比 較
　 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 抗 原 糖 タ ン パ ク 質 (RSA-GlcNAc 2 -PA)ま た は RSA溶 液 (10μ g/
ml)を 50μ l/wellで 加 え 、 4℃ で 一 晩 固 定 化 し た 。 ブ ラ ン ク に は PBSを 用 い た 。 PBS 200μ l/
wellで 3回 洗 浄 後 、 3% BSA / PBS (200μ l/well)を 加 え 、 4℃ で 2時 間 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ
た 。 1次 抗 体 と し て ウ サ ギ 抗 RSA-GlcNAc 2 -PA抗 血 清 ま た は 免 疫 前 血 清 の 2倍 希 釈 列 （ 2 - 1 ～ 2
- 1 2 ） 100μ l/wellを 加 え 、 室 温 で 1時 間 反 応 さ せ た 。 PBS 200μ l/wellで 3回 洗 浄 し 、 3% BS
A/PBS (200μ l/well) で 4℃ 、 一 晩 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 2次 抗 体 の HRP-ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG抗
体 を 100μ l/well加 え 、 室 温 で 1時 間 反 応 さ せ た 後 、 PBSで 4回 洗 浄 し 、 OPD/H 2 O 2 を 200μ l/w
ell加 え て 発 色 さ せ た 。 2M H 2 SO 4  50μ l/wellで 停 止 し 、 BIO-RAD Model 3550 Microplate 
Readerを 用 い て 490nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。
　 そ の 結 果 、 図 5に 示 す よ う に 、 抗 血 清 は 抗 原 人 工 糖 タ ン パ ク 質 (RSA-GlcNAc 2 -PA)と コ ン
ト ロ ー ル の RSAに 対 し て 濃 度 依 存 的 に 結 合 し て い る が 、 そ の 結 合 量 に は 差 が 見 ら れ た 。 一
方 、 免 疫 前 血 清 は 抗 原 、 RSAと も に ほ と ん ど 反 応 性 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 （ ２ ） 抗 血 清 の 力 価 測 定
　 初 回 免 疫 か ら 31 , 34 , 36 , 39 , 41 , 52 , 54 , 56 , 60日 後 に 採 血 し た ウ サ ギ 抗 RS
A-GlcNAc 2 -PA抗 血 清 を 用 い て 、 4倍 希 釈 列 (4 - 3 ～ 4 - 6 )を 作 り 、 上 記 の (１ )と 同 様 に し て 測
定 し た 。 ど の 抗 血 清 も 1000倍 希 釈 で も 抗 原 反 応 性 が 検 出 可 能 （ A 4 9 0 >0.1） で あ る こ と が 示
さ れ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 《 プ ロ テ イ ン Aセ フ ァ ロ ー ス に よ る IgGの 精 製 》
　 ウ サ ギ 抗 RSA-GlcNAc 2 -PA抗 血 清  12mlを 0.45μ mの フ ィ ル タ ー に 通 し 、 あ ら か じ め 0.1M 
ク エ ン 酸 -リ ン 酸 緩 衝 液  (CPB, pH 3.5, お よ び pH 4.5) で 洗 浄 し 、 20mM PB (pH 7.3) で
平 衡 化 し た プ ロ テ イ ン Aカ ラ ム （ HiTrap proteinA column； 1ml、 Pharmacia） に か け た 。 2
0mM PB (pH 7.3) で 十 分 洗 浄 後 、 0.1M CPB (pH 4.5) で 流 速 約 1ml/min、 1ml/フ ラ ク シ ョ
ン で IgGを 溶 出 し 、 0.1M CPB (pH 3.5) で 完 全 に 溶 出 し た 。 あ ら か じ め エ ッ ペ ン ド ル フ チ
ュ ー ブ に 1M TBS (pH 9.0) 200μ lを 加 え て お き 、 溶 出 液 を 中 和 し た 。 280nmに お け る 吸 光
度 を 測 定 す る こ と に よ り IgGを 検 出 し た 。 A 2 8 0 =1.35の 時 、 1mg/ml と し て タ ン パ ク 濃 度 を
計 算 し た (3)。
　 そ の 溶 出 曲 線 を 図 6に 示 す 。 A280の 測 定 は ハ ー フ セ ル で 行 っ た 。 抗 血 清 23mlよ り IgG 34.
5mgが 精 製 さ れ 、 こ の IgG画 分 を ELISAお よ び 次 の F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト の 調 製 に 用 い た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 《 F(ab') 2 の 調 製 》
　 抗 体 自 身 の 糖 鎖 に よ る 反 応 性 の 妨 害 を 抑 え る た め に IgGフ ラ ク シ ョ ン か ら ペ プ シ ン 消 化
を 行 い 、 Fc領 域 を 除 い た F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト を 調 製 し た 。 こ れ に 先 立 っ て IgG中 の 特 異 抗
体 の 割 合 を 高 め る た め 、 RSA認 識 抗 体 を 除 去 し た 。 RSAを ホ ル ミ ル Sepharoseに 還 元 ア ミ ノ
化 に よ っ て 固 定 化 し て （ 5） RSA-Sepharoseカ ラ ム を 調 製 し 、 IgGを こ の カ ラ ム に 通 し て 素
通 り 画 分 を 集 め 、 RSAを 認 識 ・ 結 合 す る IgG画 分 を 除 去 し た 。
　 (1) ペ プ シ ン 消 化
RSA-Sepharoseカ ラ ム か ら の 素 通 り の IgG画 分 を 濃 縮 し た 溶 液 (3.9mg / 550ml AcONa
buffer (pH 4.5))に 、 ペ プ シ ン 50mgを 加 え 37℃ , 20時 間 消 化 し た 。
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　 (2) N-グ リ カ ナ ー ゼ 消 化
　  ペ プ シ ン 消 化 後 の フ ラ グ メ ン ト に つ い て 、 さ ら に N-グ リ カ ナ ー ゼ 消 化 を 行 っ た 。 F(ab'
) 2  0.62mg/190μ l PBS (pH 7.4) に N-グ リ カ ナ ー ゼ (ロ シ ュ ・ デ ィ ア グ ノ ス テ ィ ク ス )5uni
t を 加 え て 37℃ で 3日 間 消 化 し た 。
　 (1)と (2)で そ れ ぞ れ 消 化 前 後 の IgGを SDS-PAGEに か け 、 PVDF膜 に 転 写 し て 、 ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 限 定 分 解 を 確 認 し た 。 図 7に 示 す よ う に 、 中 央 の ConA染 色 の 結 果 よ
り 、 酵 素 消 化 し F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト に す る こ と で 、 抗 体 の 糖 鎖 が 大 部 分 除 去 さ れ た こ と
が 分 か っ た が 、 F(ab') 2 に は ま だ 糖 鎖 が 残 っ て お り 、 N-グ リ カ ナ ー ゼ 消 化 に よ っ て も 完 全
に は 無 く な ら な か っ た 。 抗 F(ab') 2 抗 体 と の 反 応 性 よ り 、 F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト の 生 成 が 確
認 さ れ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 《 ポ リ ク ロ -ナ ル ウ サ ギ IgG抗 体 を 用 い て 固 定 化 し た PA化 糖 鎖 と レ ク チ ン と の 相 互 作 用 解
析 (ELISA法 )》
　 （ １ ） GlcNAc 2 -PAと PVLと の 反 応 性
　  マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 実 施 例 １ で 精 製 し た IgG(10μ g/ml)を 100μ l/wellを 4℃ で
一 晩 固 定 化 し 、 GlcNAc 2 -PA 100μ lを 加 え て 室 温 で 1時 間 反 応 さ せ た 後 、 3% BSA / PBS で
室 温 で 1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 Biotin-PVL (10μ g/ml)を 100μ l加 え 、 室 温 で 1時 間 反 応
さ せ 、 PBSで 洗 浄 （ 300μ l/well× 2回 ） し 、 3% BSA/PBS (300μ l/well)で 室 温 で 1時 間 ブ ロ
ッ キ ン グ し た 。 ABC-HRP(1800倍 希 釈 )を 100μ l/wellを 加 え 室 温 で 1時 間 反 応 さ せ た 後 、 PBS
 300μ lで 3回 洗 浄 し 、 OPD/H 2 O 2  200μ lで 発 色 さ せ 、 2M H 2 SO 4  50μ lを 加 え て 停 止 し 、 490
nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 （ ２ ） エ ン ジ ュ レ ク チ ン (Sophoragrin)主 要 糖 鎖 と ConAと の 反 応 性
　 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 実 施 例 １ で 精 製 し た IgG(10μ g/ml)を 100μ l/well加 え 、 4
℃ で 一 晩 固 定 化 し 、 PBS(0.05% Tween20)で 洗 浄 し た 。 PA-Sophoragrin major 糖 鎖 100μ l
加 え て 室 温 で 1時 間 反 応 さ せ た 後 、 3% BSA/PBSで 4℃ で 2時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 Biotin-Co
nA 100μ lを 加 え 、 室 温 で 1時 間 反 応 さ せ た 。 以 降 の 洗 浄 、 ブ ロ ッ キ ン グ 、 発 色 お よ び 測 定
操 作 は 上 記 の （ 1） と 同 様 に 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ＜ 結 果 ＞
　 作 成 し た 抗 糖 鎖 抗 体 の 実 用 性 を 見 る た め に 、 精 製 し た RSA-GlcNAc 2 -PA-IgGに よ り PA化 糖
鎖 を 固 定 化 し て レ ク チ ン と の 反 応 性 を ELISAで 調 べ た 。 ブ ラ ン ク を PA化 糖 鎖 な し に 設 定 し
た 。 使 用 し た レ ク チ ン の 特 異 性 を 表 １ に ま と め て 示 し た 。 GlcNAc 2 -PAと PVLと の 反 応 性 に
つ い て 調 べ た 結 果 を 図 8に 示 し た 。 濃 度 依 存 的 に 結 合 量 が 増 加 し て い る こ と か ら 、 作 成 し
た 抗 体 に よ っ て PA化 糖 鎖 を 固 定 化 す る こ と が 出 来 た こ と が 示 さ れ た 。
　 ま た 同 様 に PA-Sophoragrin 主 要 糖 鎖 -ConAと の 反 応 性 に つ い て 調 べ た 。 図 9に 示 す よ う
に 、 PA-糖 鎖 の 濃 度 依 存 的 に 結 合 量 が 増 加 し て い る こ と か ら 、 糖 鎖 を 固 定 化 す る こ と が 出
来 た こ と が 示 さ れ た が 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 値 も 非 常 に 高 く な っ て し ま っ た 。 こ れ は 抗 体
自 身 の も つ 糖 鎖 が 主 に ConA結 合 性 の 複 合 型 2本 鎖 で あ る こ と （ Taniguchi et al., Biochem
istry, 24, 5551-5557(1985)） に よ る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　  《 F(ab') 2 に よ り 固 定 化 し た PA化 糖 鎖 と レ ク チ ン と の 反 応 性 の 測 定 (ELISA法 )》
　 （ １ ） GlcNAc2-PAと PVL お よ び ConAと の 反 応 性
　 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 実 施 例 １ で 調 製 し た F(ab') 2 、 N-Glycanase 消 化 F(ab') 2 、
お よ び intact IgG(各 10μ g/ml)を そ れ ぞ れ 100μ l/wellで 4℃ で 一 晩 固 定 化 し た 。 各 ウ エ ル
に GlcNAc 2 -PA 100μ l/well を 加 え て 室 温 で 1時 間 反 応 さ せ た 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ し 、 biotin
-PVL ま た は biotin-ConA 100μ lを 加 え 、 室 温 で 1時 間 反 応 さ せ た 。 以 降 の 洗 浄 、 ブ ロ ッ キ
ン グ 、 発 色 お よ び 測 定 操 作 は 実 施 例 ２ と 同 様 に 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト に よ り PA化 糖 鎖 を 固 定 化 し て レ ク チ ン と の 反 応 性 を 検 出 し た 。 Glc
NAc 2 -PAと PVLと の 反 応 性 に つ い て 調 べ た 結 果 を 図 10に 示 し た 。 0-20pmol/wellの GlcNAc 2 -P
Aの 濃 度 範 囲 で 糖 鎖 の 濃 度 依 存 的 な 結 合 が 示 さ れ た 。 ま た F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト に す る こ と
で バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 高 さ を 改 善 で き た 。
　 同 様 の 方 法 で GlcNAc 2 -PAと ConAと の 反 応 性 に つ い て 調 べ た 結 果 を 図 11に 示 し た 。 F(ab')

2 フ ラ グ メ ン ト に す る こ と で 、 1 pmolの PA化 糖 鎖 で も 高 感 度 に 検 出 す る こ と が で き た 。 さ
ら に N-グ リ カ ナ ー ゼ 消 化 し た F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト を 用 い る こ と に よ り バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
の 値 を よ り 低 下 さ せ る こ と が で き た が 、 同 時 に PA化 糖 鎖 の 検 出 感 度 （ ブ ラ ン ク と の 吸 光 度
差 ） も 低 下 し た 。 こ れ は F(ab') 2 に 存 在 す る N-型 糖 鎖 が 抗 原 認 識 に 関 与 し て い る た め と 考
え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 《 抗 原 糖 鎖 と F(ab') 2 と の 親 和 性 》
　 抗 原 に 使 用 し た GlcNAc 2 -PAと F(ab') 2 と の 親 和 性 を 、 BIACORE 2000を 使 用 し て 表 面 プ ラ
ズ モ ン 共 鳴 法 （ SPR） に よ り 測 定 し た 。 CM5セ ン サ ー チ ッ プ に BIACOREの 標 準 プ ロ ト コ ー ル
に 従 っ て 、 F(ab') 2 ま た は IgGを EDC/N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド を 用 い て 固 定 化 し 、 残 存
活 性 基 を エ タ ノ ー ル ア ミ ン で ブ ロ ッ ク し た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て は BSAを 同 じ 方 法 で フ ロ
ー セ ル に 固 定 化 し て 用 い た 。 F(ab') 2 、 IgGお よ び BSAの フ ロ ー セ ル へ の 固 定 化 量 を そ れ ぞ
れ 、 表 １ に 示 し た 。 ア ナ ラ イ ト と し て GlcNAc 2 -PA溶 液 （ 50-600 pmol/ml） ま た は GlcNAc３
-PA溶 液 （ 1-36 pmol/ml） を 10 ml/minの 流 速 で 25℃ で 流 し て 、 結 合 と 解 離 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 〈 結 果 〉
　 F(ab') 2 固 定 化 セ ル へ の 結 合 か ら コ ン ト ロ ー ル セ ル へ の 結 合 を 差 し 引 い た 結 合 量 (RU: re
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sonance unit) を 図 １ ２ に 示 す 。 PA化 糖 鎖 の 濃 度 依 存 的 に F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト へ の 結 合
が 観 測 さ れ た 。 こ の 結 果 か ら 、 BIA evaluation 3.1ソ フ ト を 用 い て 、 グ ロ ー バ ル フ ィ ッ テ
ィ ン グ に よ り 、 解 離 定 数 K D を 求 め た と こ ろ 、 約 10 - 9 ～ 10 - 1 0 Mの K D 値 が 得 ら れ 、 高 い 親 和 性
で PA-糖 鎖 と 結 合 す る こ と が 示 さ れ た 。 F(ab') 2 、 お よ び IgGに 対 す る GlcNAc 2 -PA、 GlcNAc３
-PAの KDを 表 ２ に ま と め た 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ １ 】
　 以 上 の 結 果 か ら 、 IgG、 な ら び に IgGか ら 調 製 し た F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト は 、 PA化 糖 鎖 と
特 異 的 に 結 合 し 、 マ イ ク ロ タ イ タ -プ レ ー ト な ど の 固 相 表 面 に PA化 糖 鎖 を 固 定 化 し て 、 相
互 作 用 解 析 を 行 う 目 的 に 利 用 で き る こ と が 示 さ れ た 。 SPRの 結 果 か ら 解 離 速 度 が か な り 速
い こ と が 示 さ れ た の で 、 解 離 速 度 を 小 さ く し て よ り 強 い 結 合 試 薬 と す る た め 、 化 学 的 な 重
合 操 作 に よ る 親 和 性 の 向 上 を は か る こ と が で き る 。 こ の 方 法 と し て は 、 ペ プ チ ド 中 の ア ミ
ノ 基 を グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド な ど の 二 価 架 橋 試 薬 に よ り 架 橋 す る こ と に よ る IgG分 子 ま た は F
(ab') 2 の 重 合 、 直 鎖 状 の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド や メ チ ル ビ ニ ル エ ー テ ル ／ 無 水 マ レ イ ン 酸 コ
ポ リ マ ー (商 品 名 ： Gantrez AN119、 五 協 産 業 )な ど に IgGま た は F(ab') 2 を 多 数 結 合 さ せ 、
多 価 の 効 果 で 親 和 性 の 向 上 を は か る こ と が 考 え ら れ る 。 ま た Fc領 域 の 糖 鎖 を 利 用 し て 、 Ig
G分 子 同 士 を 重 合 さ せ る 方 法 は 親 和 性 の 向 上 と 同 時 に 抗 体 自 身 の 糖 鎖 に よ る バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド の 高 さ を 低 下 さ せ る た め 、 有 効 と 考 え ら れ る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 糖 機 能 の 探 求 活 動 に 欠 か す こ と が で き な い の が 、 糖 と 糖 レ セ プ タ ー 等 の 標 的 物 と の 相 互
作 用 を 測 定 し 、 相 互 作 用 を 定 量 的 に 解 析 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 者 ら は 蛍 光 標 識 糖 鎖 に 化 学 変 化 を 加 え ず に そ の ま ま 固 相 に 固 定 化 す る 方 法 と し て
、 蛍 光 標 識 糖 鎖 の み を 認 識 し て 結 合 す る 特 異 的 な 抗 体 試 薬 を 調 製 し て 利 用 す る こ と を 考 え
た 。 こ の 目 的 の た め に 、 糖 鎖 還 元 末 端 付 近 の 構 造 － す な わ ち コ ア 構 造 の 2～ ７ 糖 に 蛍 光 標
識 基 を 結 合 さ せ 、 こ の 蛍 光 標 識 基 を 溶 液 中 に 露 出 し た 状 態 に な る よ う に 、 抗 原 性 の 少 な い
タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ た 人 工 抗 原 を 発 明 し た 。 適 用 例 と し て 、 複 合 糖 質 の 中 で も っ と も 研
究 の 進 ん で い る 糖 タ ン パ ク 質 の N-型 糖 鎖 コ ア 構 造 を 選 び 、 ピ リ ジ ル ア ミ ノ 標 識 糖 鎖 を 固 定
化 す る た め の 最 適 な 抗 原 を 考 案 し た 。 動 植 物 に 存 在 す る N-型 糖 鎖 の 代 表 的 な コ ア 構 造 3種
類 と 免 疫 す る 動 物 の 血 清 ア ル ブ ミ ン を 用 い て 抗 原 を 調 製 し 、 目 的 の 抗 体 試 薬 を 調 製 す る こ
と に 成 功 し 、 糖 鎖 固 定 化 試 薬 の 有 効 性 が 証 明 さ れ た 。 こ の 調 製 原 理 は 糖 タ ン パ ク 質 の N-型
糖 鎖 の み な ら ず 、 糖 タ ン パ ク 質 の O-型 糖 鎖 、 糖 脂 質 糖 鎖 、 多 糖 類 、 遊 離 オ リ ゴ 糖 鎖 か ら 誘
導 し た 、 蛍 光 物 質 を は じ め と す る 種 々 の 低 分 子 標 識 糖 鎖 の 固 定 化 に も 適 用 可 能 で あ り 、 精
製 糖 鎖 と 糖 鎖 認 識 物 質 の 相 互 作 用 研 究 に 有 用 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ ０ ３ ３ 】
【 図 １ 】 従 来 の 複 合 糖 質 糖 鎖 の 構 造 解 析 と 研 究 の 手 順 を 説 明 す る 図 面 で あ る 。
【 図 ２ 】 従 来 の オ リ ゴ 糖 鎖 の 固 定 化 方 法 を 説 明 す る 図 面 で あ る 。
【 図 ３ 】 実 施 例 に お い て 抗 原 作 成 に 用 い た オ リ ゴ 糖 鎖 を 示 す 図 面 で あ る 。
【 図 ４ 】 抗 原 調 製 と 免 疫 を 説 明 す る 図 面 で あ る 。
【 図 ５ 】 抗 原 と 抗 血 清 お よ び 免 疫 前 血 清 と の 反 応 性 を 示 す 図 面 で あ る 。
【 図 ６ 】 プ ロ テ イ ン -セ フ ァ ロ ー ス に よ る PA-GlcNAc 2 -RSA IgGの 精 製 を 示 す 図 面 で あ る 。
【 図 ７ 】 F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト の 調 製 を 説 明 す る 図 面 で あ る 。
【 図 ８ 】 IgGを 固 定 化 試 薬 に 用 い た GlcNAc 2 -PAと PVLと の 相 互 作 用 解 析 （ ELISA法 ） の 結 果
を 示 す 図 面 で あ る 。
【 図 ９ 】 IgGを 固 定 化 試 薬 に 用 い た Sophoragrin 主 要 糖 鎖 -PAと ConAと の 相 互 作 用 解 析 （ EL
ISA法 ） の 結 果 を 示 す 図 面 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 F(ab') 2 を 固 定 化 試 薬 に 用 い た GlcNAc 2 -PAと PVLと の 相 互 作 用 解 析 （ ELISA法 ）
の 結 果 を 示 す 図 面 で あ る 。
【 図 １ １ 】 F(ab') 2 を 固 定 化 試 薬 に 用 い た GlcNAc 2 -PAと ConAと の 相 互 作 用 解 析 （ ELISA法 ）
の 結 果 を 示 す 図 面 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 F(ab') 2 と PA-GlcNAc 2 と の SPRに よ る 相 互 作 用 解 析 の 結 果 を 示 す 図 面 で あ る 。
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】
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【 図 ５ 】
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【 図 ７ 】
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【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】
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