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［4］解析結果

　糖鎖の 1H − NMR では、炭化水素に由来する 1H ピー

クのみ観測する（3 −［2］参照）。単糖の 1 位（NeuNAc

以外）が低磁場側に、GlcNAc と NeuNAc のアセタミ

ド基メチルが 2.2 ppm 付近に、NeuNAc の 3 位が 1.9 

ppm と 2.6 ppm に比較的単離して観測された。3 〜 4 

ppm 付近では、構成単糖はいずれも 6 員環であり、互

いに似た構造であることから激しい重なりが観測され

た。解析結果の例を Fig.2a に示した。

　また、各種 2 次元 NMR により解析した結果を併せ

て示した。HSQC スペクトル上の相関ピークに帰属し

（Fig.2b）、HMBC スペクトルにより各構成単糖の 1 位
13C と他の構成単糖の相関を解析することで、グリコ

シド結合位置を解析した（Fig.2c）。

　Gal、GlcNAc の 1 位の水酸基の位置は、隣接 1H と

のカップリング（3J HH）による 1 位の 1H ピークの分裂

幅（約 8Hz）からβ−アノマーであると決定した（Fig.2b, 

in box）。Man については、3J HH による 1H ピークの分

裂幅がαとβ−アノマーでほぼ同一であるが、直接結

合する 13C とのカップリング（1J CH）による 1H ピーク

の分裂幅がα−アノマーでは約 170Hz、β−アノマーで

は約 160Hz の分裂を与える。そのため、1J CH で 1H 方

向にピークを分裂した 1H − 13C edited − HSQC スペクト

ルを用いて解析した（Fig.2d）。

　以上より、各構成単糖の帰属、立体異性、グリコシ

ド結合位置の解析手法を導入し、抗体糖鎖の構造解析

技術を構築した（Fig.2e）。

5．微量糖鎖構造解析へ向けた技術基盤の構築

　ここでは 0.1mg 糖鎖の構造解析技術の構築と、更な

る微量糖鎖構造解析の展望について述べる。

［1］不均一サンプリングと圧縮センシング

　NMR の感度は試料量に比例し、基本的には試料量

を 1 ／ 10 にすると感度も 1 ／ 10 となる。そこで、積算

で感度を 10 倍にしようとすると、NMR の感度は積算

回数の平方根に比例して上昇するため、100 倍の積算、

つまり 100 倍の時間が必要である。4 −［3］において、1.0 

mg 糖鎖の各種測定に要した時間は約 1 日であるので、

0.1 mg 糖鎖では 100 日必要と試算される（あくまで単

純に 100 倍した時の試算値である）。これは少なくと

も企業レベルで受託できるタイムスケール（約 3 日）

と比較すると非現実的である。

　この問題について本研究では、不均一サンプリング

（NUS）による高速測定と圧縮センシング（CS）によ

るデータ処理を検討した。NUS と CS は近年の NMR

装置に組み込まれており、比較的簡便に使用可能であ

るというメリットがある。

　NUS は通常の離散的なサンプリングは行わず、同

一のサンプリング空間において測定ポイントをランダ
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ムに“間引く”ことで、分解能を損なわず測定時間を

短縮可能な測定法である。例えば、測定ポイント数を

1 ／ 8 にすると、測定時間を 1 ／ 8 まで短縮でき、節約

した時間を積算や分解能の増加に充てることができる

（Fig.3a,b）。

　NUS により間引いて測定したデータは FFT で処理

できない。そのため CS により、測定したポイントの

データを参照し、間引いた測定ポイントのデータを再

構成することで 2 次元 NMR スペクトルを得た。

［2］0.1 mg 糖鎖の構造解析

　試料調製には 0.1 mg S2G2 を用い、4 −［2］と同様に

実施した。また測定、解析手法としての有用を確認す

るため、G2、SG2Fb、M9 を用いて構造解析を検討した。

［3］NMR 測定及びデータ処理

　装置及び測定法は基本的に 4 −［3］と同一である。測

定項目及びパラメータを Table. 2 にまとめた。NUS

には sine 関数で重み付けした poisson gap sampling を

採用した 6,7）。また、CS には反復再重み付け最小二乗

法（IRLS）8）を用いた。

［4］解析結果

　S2G2 について、1H-NMR スペクトルの他、良好な

各種 2 次元 NMR スペクトルを 3 日以内に取得する

ことに成功し、100％の帰属と構造解析に成功した。

S2G2 の 1H − NMR ス ペ ク ト ル、2D 1H − 13C edited −

HSQC スペクトル及び帰属を Fig.4 に示した。

　また同様に、G2、SG2Fb 及び M9 においても一意

的な構造解析に成功した（Fig.5b,c,d）。このことから、

100 µg の糖鎖試料で構造解析に必要なレベルの各種 2

次元 NMR スペクトルを 3 日以内で取得でき、かつ様々

な抗体糖鎖の構造解析に有用な測定手法であることを

証明した。

　本技術の内、特に 1H − 13C HMBC スペクトルは一意

的なグリコシド結合情報を与える一方で低感度であ

り、これまでに 0.1 mg の抗体糖鎖（10 糖残基程度）

で測定に成功した例は報告されておらず、我々の知る
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限り初めての成功例である。本技術は、抗体医薬品等

から分取した糖鎖の高精度な構造解析に有用であると

考えられる。

［5］更なる微量糖鎖構造解析への展望

　1H − 13C 相関 NMR 測定では、天然存在比 1％程度の
13C 核を用いるために大きく感度を失ってしまう。そ

のため、1H − 1H 相関 NMR 測定のみを用いた測定技術

検討を進めている。今後、1 〜 10 µg 程度でも一意的

な構造解析が可能となれば、今まで解析が困難であっ

た抗体糖鎖の構造解析への糸口となると考えられる。

6．まとめ

　抗体糖鎖の構造を解明する手段として、NMR によ

る糖鎖構造の解析技術を導入した。また、NUS 及び

CS を用いることで 0.1 mg 糖鎖の構造解析を可能し、

様々な糖鎖に有用かつ堅牢な構造解析技術であること

を証明した。

　本手法は、LC − MS 法等と異なり標品が無くても一

意的な構造解析が可能なため、抗体医薬品より分取し

た N −結合型糖鎖の解析手法として有用であると考え

られる。
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