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50 l 鎖スフィンゴシン塩基の 2位の炭素の窒素原子に脂肪酸が酸アミド結合している。

親水性の糖質部分は単糖あるいはオリゴ糖がスフィンゴシン塩基の 1位の炭素に結
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合している。脂質部分は生体膜中でコレステロール，リン脂質など脂質 2重層に と

りとまれ，糖鎖部分は大部分細胞の表面に出ているとされており細胞聞の認識に重

要な役割をもっていると考えられている。自然界にはスフィンゴ糖脂質以外にグ り

セロ糖脂質が知られているが，後者は著しく少ない。糖鎖は中性糖以外にアミノ糖

およびシアル酸からなる。スフィンゴ糖脂質は中性糖脂質と酸性糖脂質に大別され

る。酸性糖脂質は硫酸基を有する硫糖脂質とシアル酸を有するガングリオシドに分

類される。糖脂質は主に神経組織に多いが他の臓器を含め動物細胞に普遍的に存在

する1,2)0糖脂質は生体膜の構造を維持するのに役立っているだけでなく，病気例え

ば先天的な酵素欠損による脂質畜積症では糖脂質が畜積される事が知られている3)0

免疫機構に大きくかかわれ 血液型，菌種などの決定因子として重要である九また

細胞の分化p 正常細胞の腫湯細胞への形質転換に関与する。ヒトメラノ、ーマの抗原

はGD3ガングリオシドでありs,s＼またNK細胞のマーカーはアシアロ GM1で、ある7,8)

ことなどが知られ，糖脂質が癌化と深く関連していると考えられている九更にGM1

ガングリオシドはコレラ毒素の リセプターとして働く10,11）ととが知られており，各

種細菌毒素12）， 蛋白性ホルモゾ3），ウイルス14＼ イ ンターフエ ロゾ5うなどと強く結合

する ととが証明されている。近年糖脂質の分離F 精製技術が急速に発展して，種々

の糖脂質の存在が次々と報告される様になり ，種々の機能と関連した糖脂質の化学

構造が重要になっている。 19 6 9年，Samuelsson,Karlssonらにより16, I 7）同時

にグノレコセレプロシド（GlcーCer）， セラミドカ2ガスクロマトグラフィー（ GLC)

一電子衝撃法（ electronimpact ; EI ）ー質量分析法で測定が試みられて以来F 質

量分析法は鋭敏かっ迅速な糖脂質の構造解析法と して重要な位置を占める様になり，

その後装置の改良，高分解能化に伴いp 一連の複合糖脂質への応用が試みられだ？？）

しかし EI法は試料のイオン化に強いエネルギーを要する ととが知られている。



糖脂質は一般に沢山の水酸基を持ち，特にシアル酸をもっガングリオシドは熱に 第

対して不安定である。また複合糖脂質になるに従い EI法では高質量部の分子イオ

ンあるいはフラグメントイオンは殆んど検出不能になり，その有効性は限界があることが証 序

明されている。これに変わるソフトイオン化法として，電界電離法（FieldDesorption; F 

D），電界イオン化法（Fieldionization ; FI），更にご、く最近になり高速中性原子衝撃法

(Fast Atom Bombardment ; F AB）あるいは二次イオン化法（SecondaryIon Ioniza-

ti on ; S I ）等がスフィンゴ糖脂質の構造解析にもちいられる様になった。 CI法

はこれらソフトイオン化法では一番早く利用され， 1974年Markeyらにより始め

て低級糖脂質の測定に応用された25)0 彼らは反応ガスとしてF メタンを使用しているが，

糖脂質の分子イオンは極めて小さく，フラグメントイオンは EI法を変らずそれ程

良い結果は得られていない。彼らによるその後の報告は全くみられない。しかし

C I法は新しいイオン化方式であるので我々の研究室で I9 7 6 年からその特性を

生かし，生体中の生理活性物質の徴量定量法の開発，脂肪酸，リン脂質など単純脂質

および一連のスフィンゴ糖目績の構造解析に応用した結果，糖脂質の構造解析には従来の

E I法にくらべ特に分子イオンが顕著に検出され，スペクトルの再現性も良く，また，複合

糖脂質においても糖鎖の結合様式も非常に明瞭に区別され，脂肪酸やスフィンゴシン塩基の

差異による糖脂質の分子種の測定に非常に有効である事が示されたので本論文で報

告する。 FIあるいは FD法は CI法の後，高分子の分子量測定には有用であるとさ

れ糖脂質の測定に試みられているが，試料に不純物があったりするといちじるしく

再現性が悪く糖脂質は出にくい試料の 1つに数えられている。 1982年になり

RinehartがFAB法をスフィンゴ糖脂質の測定に応用した。この方法は FD,FI 

法に変わるもので高分子蛋白質，糖脂質の分子量の測定に有効であることが報告さ

れている26)0 最近開発された手法でその利用範囲は未知数であるが，近年質量分析

計の高分解能化およびデータシステムの改良により，報告される様になったo 我々

は病気や免疫機構に関与する新しい糖脂質の構造解析にこの方法を応用し p C I法

に劣らず分子量の決定のみならず糖鎖の結合様式についても有効であることが判っ

たので併せて報告する。
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熱に 第 1編化学イオン化質量分析計による糖脂質の構造解析

イオ

が証 序

n;F 

撃法 Field, Munsonら28,29）により開発された化学イオン化とよばれる新しいイオン

.zaー 化法は，メタン，イソブタン，アンモニアで代表される試薬ガスを高圧で電子衝撃

I法 法によりイオン化し，生成された種々の 2次イオンによって試料のイオン化を行う

始め 方法である。試薬イオンを過剰にすると（通常，試料分子の 100～ 1,000倍），非

るが， 常に試料分子のイオン化が促進される。しかもとの場合，イオン化はプロトンの転

れ程 移，ハイドライドの引き抜き，アルキルイオンの転移などに限られることが多いた

し め，特徴としてマススペクトルが非常に単純なものとなれ（M士H）＋，即ち凝似

性を 分子イオン（ Quasi Molecular Ion ; QM＋）を多く生成し，分子イオンの開裂は

指質 あまり起こらない。したがって，生化学領域の試料にみられる熱に対し不安定な化

来の 合物に対しても p 正確な分子量を知ることが出来，また開裂があまり起こらないこと

復合 から，検出感度も一段と高まるので生体中微量成分や薬物の検出および定量へ応用

基の が期待されている29,30)0 定量法の応用例は脳内カテコールアミゾI,32 >, Tーアミノ

で報 酪酸.34,35）等で既に報告した。構造解析への応用は，脂肪酸36-41＞，プロスタグランジ

とさ ゾ2,43＞，リン脂質44），および神経疾患の尿中オリゴ糖45-47）等で有効であることを報

しく 告した。

本論文では更に高分子で複雑な構造をもっ細胞膜に微量に存在する一連のスフィ

., I ンゴ糖脂質の構造解析へ応用したので報告する48-5 2 )0 
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第 1章 ゴーシエ病牌臓クソレコセレプロシドのガスクロマトグ

ラフィー化学イオン 化質量分析

第 1節序

ゴーシエ病は 18 8 2年Gaucherにより肝牌膳，皮膚色素沈着，巨細胞を主症状とする

疾患として最初に報告された常染色体劣性を示す脂質畜積症である。セレプロシド

分解酵素の欠損によってグルコセレプロシド（Glc-CerまたはGL1a）が牌臓p 肝臓

等に畜積する病気であることが知られている53)0 成人型ゴーシエ病患者（ 2 5 歳女

性）から牌臓を摘出後，総脂質を抽出し p 牌臓に畜積している Glc-Cerを精製し，

トリメチルシリル誘導体としてガス クロマトグラフィ（GLC）ー化学イオン化（CI)

質量分析法（MS）で測定した。従来の電子衝撃法（EI) -MSと比較検討した結果，

Glc-Cerの分子量および脂肪酸の差異による分子種の測定に有効であるととが証

明された。

第 2節実験方法

ゴ」シエ病患者の牌臓 88 0 :1から Folchらの方法に従い総脂質を 20倍量の ク

ロロホルム：メタノール（ 2 : 1および 1: 2容比）で抽出後，容媒を蒸発乾国後

残澄をクロロホルム：メタノール（ 2 : 1，容比）にとかし 5分の 1容の水を加え

Folchの分配を行なった54)0 下層に来る組 Glc-Cerを濃縮折出させた（収量約29

SJ）。粗Glc-Cerをクロロホルム：メタノール（ 9 : 1容比）にとかしフロリジル

のカラムにかけ 9: 1および 4: 1 （容比）で溶出させ Glc-Cer純品を得た。

Glc-Cer, 100μ9にトリメチルシリル化剤（ピリジン：ヘキサメチルジシラザン：トリメチ

ノレシラン， 5: 2：し容比） 10 0 μtを加え， 60℃p 1 0分間反応させ， Gleー

Cerのトリ メチルシリル誘導体（ TMS）を作製したo 装置は島津LKB-9000A

化学イオン化質量分析計（ CI-MS）を使用した。 GLCーCI分析には 1.5 % OV 

-1 ( lm×0. 3 cm，内径）のガラスカラムを用い，試料を注入後，カラムオープン

温度を 29 0°から 320℃まで毎分 3℃で昇温した。 CI法の条件は反応ガスとし

- 4 -
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の条件下真空圧 0.7 torr あるいはアンモニアを使用し，メタン，てイソブタン，グ

で測定し た。

電子衝撃法（ EI)-MSはイオン化電圧 70 eVおよびイオン化電流 60 μA，および

加速電圧 3.5KVで測定した。

イオン化電流 50 0 μAおよび加速電圧 3.5KVイオン化電圧 500eV,

実験結果第 3節
ーる

／ド

ンゴジン塩基は 1.3ジヒドゴーシエ病のGlc-CerはスフィGLCの分析にょにF臓

E女 ンゲニン）（約 98 % ）であった。

c22:o,c24:oおよびC24

スフィロキシー 2ーアミノオクタデセン（ C 18 

: 0 ' C20 : 0 ' C18 : 0 ' また脂肪酸は C16し，

CI) 
図 1に Glc-CerのTMS誘導体の GLCによ

図2に図 lのAから Fの主成分のイソブタンCI-MSを示し

lを主成分とする分子種であった。

る分析結果を示した。

た。
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EI-MSではロレ／z400以上は4倍に拡大しない図3に同じ試料の EI-MSを示したo

10倍に拡大しても分子イオンあるいは分子イオンかとピークとして検出されず，

ントイオンは全くメチルシラノール（ TMSOH; m/z 90）がとれたフラグメらトリ

この結果は既に Samuelssonらにより報告されたGlc-Cerの検出されなかった。

EI-MSの結果とよく一致していた16)0 それに対し CI-MSでは凝似分子イオン

メチノレシリノレ基（ TMS; m/z 73）が付加した M+7 3 (QM+;M+l）およびトリ

更に QM＋から TMSOHが脱離されたフラグメントイオンm/z(MH-90）が顕著に

の分子量が容易に決定出ドの長短脂肪酸の差異による Glc-Cer セラミ検出され，

6 





来た。反応ガスをイソプタン，メタン，アンモニアのいずれを使用しても基本的開

裂様式は殆んど同じで，いずれも凝似分子イオンが検出された。図 4fこGlc-Cer 

の開裂様式を示した。 CIおよびEI共にグルコース由来のm/z3 6 1が基準ピ

ークにな っている。m/z311は長鎖スフィンゴシン塩基由来でゴーシエ病 Gle-

CerはC18スフィンゲニンであると推定される。とのことは GL C分析でも証明

された。

271 、～361---
ー～4511. L I ー 3111

I c一一！げて－ a : 
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Fig. 4 Fragmentation of glucocerebrosides by 
GLC-C工massspectrometry. 

Glc-CerのTMS誘導体の GLC分析では飽和および不飽和脂肪酸をもっ Glc-Cer

は分離されないで同じ保持時間をもつが， CI-M Sでは両者を明瞭に区別出来た。

例えば図 1でピーク 7は2成分あり CI-MSでそれぞれ分子量 1141および 1143

であることがわかり，またピーク10は同様に 1169と1171をもっ分子種が存在

することがわかった。ここで 114 1および 1169はそれぞれ不飽和脂肪酸C2 2: 1 

および C24: 1をもっ Glc-Cerの分子種である。 1143および 1171はそれぞれ刀

飽和脂肪酸をもっ Glc一Cerである。表 1にCI-MSで解明されたゴーシェ病Glc-

Cerの主成分の分子種をまとめた。

-8一





m/ z ( M-4 6 7 ) ( L）およびトリメチノレシラノーノレの脱離に由来するピーク m/z(M- 第

4 6 7 -9 0 ; L-9 0 ）はCI-MSで顕著に検出された。これらのピークはEI-MSでも検

出されたがCI-MSでは更にL+90に相当するフラグメントイオンが検出された。こ

の様な付加イオンが検出されるのも CI-MSの特徴であり ，とれらフラグメントイ 「 第

オンの存在により情報量が多くなに糖脂質の構造解析を容易に行うことが出来た。

第 4節考 察 鎖 J

ーマ

Rauvala により神経組織以外の臓器由来のスフィンゴ糖脂質は脂肪酸は一般的 ； 報f

に長短飽和および不飽和脂肪酸あるいはαーオキシ脂肪酸を有し，長鎖スフィンゴシン ； ガ

塩基は C18スフィンゲニンの分子種であることが指摘されている55)o Samuelsson 体

らが，はじめてこの様な複雑な構造をもっ糖脂質の分子種の測定に GLC-EI-MS シ』

を応用し，成功を収めて以来質量分析法が糖脂質の微量構造解析に広くもちいられ むJ

る様になった16)0 しかしことに示した様に Glc-CerのGLC-EI-MSでは，高質 Mf 

量部のフラグメントイオンはm/z4 0 0以上を 4倍に拡大し てはじめて観察され，

分子イオンは全く観察されなかった。これは EI法はイオン化に強いエネルギーを 第

用いるためと推定される。またセラミド部分の開裂も起り，それ由来のフラグメント

イオンも生成し，複雑なスペクトルを与えた。一方Markeyらがはじめて CI-MS 

で同様の糖脂質を測定しているが，高質量部のフラグメントイオン，分子イオンは

極めて小さく，全体的に EIと類似したマスパターンを示し， CI-MSの有効性を

立証するまでにはいたっていなかった25)0 今回得られた結果は従来の EI法にくら

べCI法の特性が顕著に生かされ，解裂様式は単純であり， GleーCer 分子種の凝

似分子イオンも強く検出され，分子量の決定が容易に出来ただけでなく，フラグメ

ントイオンも強く表われ複雑な脂肪酸構成をもっGleーCer分子種の構造解析に極

めて有効であることが認められた。また GLC分析では飽和および不飽和脂肪酸を

含むGle一Cerの分子種の分析はこのままでは全く分析不可能で、あったが CI-MS 

により両者を分離測定することが出来，微量で未知構造の糖脂質の直接定性分析に

応用が可能であることが推定される。

-10ー
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M- 第 2章 グノレコセレブロシドおよびガラクトセレプロシドの直

も検 ． 接導入系一化学イオン化質量分析i9)

〉・。、ー

トイ I 第 1節 序

来たo

糖脂質は生体膜の微量構成成分で一般に糖鎖は単糖あるいはオリゴ糖である。糖

鎖が 2つ以上になると，どの様な誘導体としても沸点は著しく高くなれガスクロ

マトグラフィー質量分析（GLC-MS）で測定可能なものは限られる。そこで前回

投的 報告したゴーシエ病牌臓グルコセレプロシド（ GI c-Cer ）とウシ脳から精製した

シン ガラクトセレフロシド（ GalーCer ）について，それぞれのトリメチルシリル誘導

rnn 体（ TMS）を作製し， GLCを介さず直接導入系から CI-MSの測定を試みた。ウ

-MS : シ脳 GalーCerは通常の長短飽和および不飽和脂肪酸以外に αーオキシ脂肪酸を含

られ むことを特徴としている。これらセレフeロシドの分子種の直接定性および定量に CI一

高質 M Sが有効であったので報告する。

れ，
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ト
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第 2節 実 験 方 法

ゴーシエ病牌臓からの GleーCerの精製方法は前回報告した。Gal-Cerはウシ

脳総脂質の約 30%を示める主要中性糖脂質である。ウシ脳， 100タから 20倍量

のクロロホルム：メタノ｝ル（ 2 : 1および 1: 1容比）で総脂質を抽出後，抽出

液を直接安藤らの方法56）に従いイオン交換樹脂（ DEAE-Sephadex A-2 5；ア

セテート型）のカラムにかけ，酸性脂質即ちガングリオシドおよびサノレファチドを

吸着させ，素通りの中性糖脂質画分を濃縮し，析出した粗Gal-Cerをイヤトロビ

ーズのカラムにかけ クロロホルム：メタノール（ 9 5 : 5および80:20，容比）で

溶出させ， Gal-Cerの純品を得た。

CI-MSの測定条件は前固とほぼ同様である。反応ガスとしてはイソブタンを使

用し F 試料を TMS化して p ガスクロマトグラフィを介さず直接導入系から測定し

た。

一方GleーCerおよびGal-Cer を3%塩酸メタノールで75℃， 1 0時間メタ



ノリシス後p 溶媒を窒素で蒸発乾固し，残澄を少量のクロロホルムに溶かし，薄層

クロマトグラフィーにのせ，ヘキサン：エーテル：酢酸（ 90:10:1，容比）で展

開し，メタノリシスにより生成された通常の長短飽和および不飽和脂肪酸と αーオ

キシ脂肪酸メチルエステルを分離精製し，後者については TMS誘導体としてGLC

で，それぞれの脂肪酸組成を調べた。使用した装置は島津ガスクロマトグラフ GC5A型を

用い，カラムは 101らEGSS-X(l.5m×0.3cm，内径）を用い， 180℃で測定した。

第 3節実験結果

図 1f・こゴーシエ病牌臓GleーCerの直接導入系からのイソブタンCI-MSの結果

を示した。 4つの顕著なイオン群即ちm/z1128から 12 4 4 , m/ z 9 5 6 から

1 0 8 2 , m/ z 6 6 8から 794，更にm/z5 7 8から 704が高質量部に検出された。

とれらのイオン群は長短飽和および、不飽和脂肪酸の種類による Glc-Cerの分子種

を示し，それぞれ構造解析に有効であった。即ちm/z112 8から 1244 にわたる

イオン群はGleーCer分子と TMS化剤とのイオン分子反応により生成された凝似

＋ 
分子イオン（M+73）であると推定されたo m/z 9 5 6から 1082 のイオン群は

円
ノ
白

唱

E
A





凝似分子イオン（M+ 1 ）＋からトリメチルシラノール（TMS0H;90）がとれたも

のである。 CM+1 ）＋に相当するイオン群は検出されず， TMS誘導体ではとのイ

オンは非常に不安定であろうと推定された。 m/z578から 704にわたるイオン群

は図 2に示す様にグルコース糖鎖由来のイオンm/z46 7がとれて生成されたもの

であり， m/z6 68から 794にわたるイオン群は CIのイオン源内でセラミドと

TM  S化剤とのイオン分子反応で生成された再生イオン群であると推定される。こ

れらイオン群は長短脂肪酸C16:0からC24:0をもっGlcーCerの分子種に由来するも

のと推定された。グルコース糖鎖、由来のフラグメントイオンはm/z467, 361および271

に検出された（図 2）。

m/z 311は長鎖スフィンゴ

シン塩基由来で C18スフィ

ンゲニンと推定される。長短

不飽和脂肪酸をもっGle一

Cerの分子種は飽和脂肪酸を

もつものにくらべ 2マスだけ

低〈観察された。

図3にウシ脳由来Gal一Cer

のCI-M Sの結果を示した。
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GalーCerは通常の長短飽和および不飽和脂肪酸以外に αーオキシ脂肪酸を含むこ

とを特徴とすることは述べた。従って両者に由来する Gal一Cerの分子種に相当す

るイオン群が検出され，さらに複雑になることが予想される。 Gal一CerのTMS

誘導体では凝似分子イオンで比較すると αーオキシ脂肪酸を含むGal一Cer はOH

基が TMS化され丁度 88マスユニッ ト高くシフトされ検出されたので，両者を明瞭

に区別出来た。例えばm/z1160から 1286 は通常の長短飽和および不飽和脂肪

酸をもっGal一Cerのm／令（M+73）＋に相当するイオン群であれ αーオキシ脂肪酸を

もつものはm/z1248から 137 4 ( hM+ 7 3 ／に検出された。 フラグメントイオ

ンも同様αーオキシ脂肪酸をもつものでは 88マスユニット高く観察された。 αーオキ

シ脂肪酸をもっGalーCerのガラクトース糖鎖の脱離による（ hM-467 ）＋に相当

するイオン群は通常の脂肪酸をもっGal-Cerの再生イオン群（M-46 7+9 0 )+ 

と，更にトリメチルシラノールの脱離により生成される（MHー90 ）＋と（ hMH-

9 0 ）＋のイオン群はそれぞれ若干ピークが重復するが， (M-467）＋と（ hM-467 

+9 0 ）＋のイオン群は明瞭に区別され両者の分離定性更にこれらのイオン強度を測

ることにより定量できた。長短不飽和脂肪酸をもっGal-Cerの分子種は両者とも

2マスユニット低く観察されたo 図4にゴーシエ病患者の牌臓から得たGleーCer 

の GLCによる分析結果を示した。それぞれのピークは長短脂肪酸の差異による

Gal-Cerの分子種に相当し，ガスクロマトグラフのパタ ーンは図 1に示した CI 

MSのノ4ターンと良く類似し

ていた。例えば（M+73 )+ 

に相当する m/z1132, 

1160, 1188, 1216, 1230 

および 1244はGL C のピー

ク必 1, 3, 5, 7, 8および

9に相当し，これは脂肪酸

C 1 6 : 0, C 1 8 : 0, C 2 0: 0, 

10 15 20 。 5 

retention time (m五n)

Fig. 4. Gas chromatogram of the trimethylsilyl derivatives of 
glucocerebrosides from the spleen of a patient with Gaucher’s 
disease. Peaks: 1, C16: 2, C11, 3, C18; 4, C19; 5, C20; 6, C21; 7, C22; 
8, C23; 9, C24・Theglucocerebrosides with monounsaturated fatty 
acids cannot be isolated from those with saturated fatty acids as a 
separated peak by GLC. 

C 2 2 : 0, C 2 3 : 0および c24:oをもっGLCーCe rと推定された。図 4でGlC 

-Ce rのTM S誘導体の GL Cでは長短飽和および不飽和脂肪酸をもっ

G lc-Cerは分離されていない。とのととは既に前回報告した48レしかしながらCI 
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-MSでは長短不飽和脂肪酸をもつものは 2マスユニット低く検出されるので両者

を明瞭に区別可能であった。ガスクロ マ トグラフをもちいないで，直接定性分析が

可能であるのは CIの特性と考えられる。長短脂肪酸の分子種によるイ オ ンの出方

は（MH -9 0 ) + , ( M -4 6 7 tおよび再生イオン（M-46 7+9 0 ）＋のイオン群に

おいても同様であった。

表 lに Glc-C erをメタノ リシスして F 脂肪酸メチルエステルを GLCで間接的

に分析した結果と直接CI-MSを用いて ，フラグメント イオン群rrν／z(M-467)+ 

で定量した結果を比較検討した。ゴーシエ病牌臓の Glc-Cerはc22:oをもつもの

が主成分で更に c16:o,c1s:o, c20:o, c22:o, c24:oが多いことが両方の方法で

確認され，両者でそれぞれの比は非常によく類似しているととが証明された。同様

の解析 をウシ脳由来の Gal-Cerで行なった。 図 5に GalーCerのTMS誘導体の

Table 1 Molecular species of glucocerebrosides from 
the spleen of Gaucher’s disease 

Fatty acid a GLCb Mass Spectrometry ・ 

C16:0 10.5 12.2 
C16:l 1.8 1.4 
C17:0 1.1 0.6 
C18:0 10.5 1 1. 7 
C19:0 0.2 
C20:0 11. 1 8 •. 3 
C20: 1 1.8 0.6 
C22:0 30.5 28.7 
C22: 1 4.7 1. 7 
C23:0 5.3 5. 1 
C23:1 1.4 1.0 
C24:0 13.5 18.0 
C24: 1 4.0 8.2 
C25:0 2.3 2.0 

aValues of the DI-CI mass spectrometry are expressed 
as peak intensity percent of total glucocerebrosides. 
Values of the D工ーCImass spectrometry were calculated 
frf)m the ion groups at m/ z (M-46 7) +. 

'"'GLC values are expressed as weight percent of total 
fatty acids from glucocerebrosides. 
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GL  C分析の結果を示した。 G1 cーCerに比べ Gal一Cerはαーオキシ脂肪酸をも

つものも含まれ，それぞれまた長鎖飽和および不飽和脂肪酸を有するものがありさら

に複雑である。 GL  C分析ではこれら分子種をもっ GalーCerは全く分離されず，

同一の保持時間を有する。図 5でピーク 1,2, 3，ι5,6,7,8 および 9は長鎖飽

和および不飽和脂肪酸C18,Cl 9, 

C20, C21, C22, C23, C24, C25, C26 

をもっ Gal一Cer分子種であると

推定された。これら分子種を完全

に分離するには脂肪酸の分析を行

なわねばならない。 CI-MSでは

直接これら分子種をもっGal-Cer
。

10 15 

retention time (min) 
20 

でα

であ・

表；

Gal・ 

直接

析に

第41

セ

む分二

を直接定量することが出来た。即 Fig. 5. Gas chromatogram of the trimethylsilyl derivatives of れたc
galactocerebrosides from the white matter of bovine brain. 

ち通常の飽和および不飽和脂肪酸 ；念品ミヰヰぶよぶよね；ム品三x~：3~ぷ；；， ~o~~＇. 塩酸
4- a urated, and saturated fatty acids have the same GLC 

をもっGal一Cerはm/Z ( M-4 6 7 ) + retention times. 

Table 2 Molecular species of galactocerebrosides from the 
white matter of bovine brain 

Mass Spectrometry 
a GLCb 

Fatty acid Normal Hydroxy Normal . Hydroxy 

C18:0 11.0 12. 1 12.9 17.8 
C18: 1 3.6 3.9 1.0 0. 1 
C21: 0 0.7 1.0 
C22:0 8.5 5.9 9.4 , 1. 2 

C22: 1 5.0 1.8 1.8 1.8 
C23:0 3.6 7.3 8.0 9.0 
C23: 1 2.4 
C24:0 23.4 35.3 23.7 39.6 
C24: 1 34.0 15.2 37.4 13.4 
C25:0 6.0 5.8 4.0 4.0 
C25: 1 2.0 3.0 0.6 0.9 
C26:0 2.2 4.5 0.6 0.9 
C26: 1 1. s 

aValues of the D工ーCImass spectrometry are expressed as 
peak intensity percent of total galactocei:ebrosides. Values 
of the DI-CI mass spectrometry were calculated from the ion 
groups at m/z (M-467)+ for galactocereb;osides with non-
hydroxy fatty acids and m/z (hM-467+90) for galactocerebro-
sid予swith hydroxy fatty acids. 

DValues of gas chromatography were expressed as weight 
percent of total fatty acids from galactocerebrosides. 
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でαーオキシ脂肪酸をもつものは m/z ( h M-4 6 7 + 9 0 ／で直接同時分析が可能

であった。

表2にCI-MSでの直接定量した結果とGLCで脂肪酸を分析した結果を示したo

Gal-Cerにおいても 2つの方法で、非常に良く一致した結果が得られ， CI-MSで

直接F GalーCerが脂肪酸 C24をもつものが主成分であると推定出来， GLC分

析にくらべより多くの情報が得られた。

第4節考 察

セレブロシドの GL Cで測定できなかった長短飽和およびそノ不飽和脂肪酸を含

む分子量がCI-MSでは 2マスユニットの差で測定が直接出来，組成比がもとめら

れたo 更に通常の脂肪酸と αーオキシ脂肪酸をもっ Gal-Cerは，従来の方法では，

塩酸メタノールで加水分解後得られた脂肪酸メチルエステルとして両者を分離後α

ーオキシ脂肪酸は TMS誘導体として別々に GLC分析しでもとめていたが，直接

導入系による CI-MSではそのまま TMS誘導体として 88マスユニ ットの差で直接

分離定量が出来るなど分析時間は著しく短縮されることが期待される。しかも凝似

分子イオン， トリメチルシラノールの脱離したフラグメントイオンや糖鎖由来のピ

ークはGL CーCI-MS にくらべ強く検出され，より簡便かつ迅速な分子量の測定

が可能であり，生体中の低級糖脂質の構造解析定量分析など応用範囲が広がると推

定される。

また従来は通常の長短脂肪酸と αーオキシ脂肪酸の割合は GLC分析あるいは比

色定量などにより間接的にもとめていたが，両者の比も直接CI-MSで測定でき，

質量分析法の利点であろう。

CI-MSの再現性はEI-MS にくらべ劣るとされていたが，凝似分子イオンおよ

びフラグメントイオン共に長短脂肪酸によるピークは，それぞれイオン強度は変わ

らず徴量直接定量分析にも応用が可能であることが示された。
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第 3章 複合糖脂質の化学イオン化質量分析

第 1節序

前報でイソブタン）化学イオン化質量分析（ CI-MS）で長短飽和および不飽和

脂肪酸のみならずαーオキシ脂肪酸をもっセレプロシド分子種の構造解析および直接定

量にトリメチルシリル（ TMS）誘導体の有効性を報告した49）。 しかし生体膜のスフ

ィンゴ糖脂質には，オリゴ糖が付いた複合糖脂質が多数存在する。これらの化合物

では TMS誘導体として測定すると分子量が多きくなりすぎ，高質量部での感度が

著しく低下することが推定された。完全メチル誘導体はそれ程分子量は大きくなら

ず， TMS誘導体とくらべて揮発性もそれ程変らず，複合糖脂質の分析には適して

いると推定される。 ウシ脳由来がガラクトセレプロシ ド（GalーCerまたはGL1b）お

よびプタあるいはヒツジ由来の赤血球膜複合糖脂質について，一部薄層クロマトグ

ラフィーを用いて，通常の長短脂肪酸をもっ糖脂質と αーオキシ脂肪酸をもっ糖脂

質とにそれぞれ分離精製後，完全メチル誘導体として，反応ガスとしてアンモニア

を用い，直接導入系から CI-MSで測定した結果p 複合糖脂質の構造解析にも応用

出来るととを示したo

第 2節実験方法

ゴーシエ病牌臓Glc-Cer ( GL1a ）から武富ら57）の方法に従いp サイコシン（グ

ルコシルスフィンゴシン）を得， Sharomら58）の方法に従い，当モル量のパルミチ

ン酸をサイコシンのピリジン溶液に加え，同じく当モル量のジシクロヘキシルカル

ボジミドを加え，室温で 24時間反応させ，粗パルミトイルGLia を合成したo 粗

パルミトイルGL1a をケイ酸カラムグロマトグラフィーにかけ，クロロホルム：メ

タノール（ 9 : 1，容比）で溶出し p パルミトイルGLiaを精製した（収率は 25

9ら）。ウシ脳Ga1 -C er ( G L1 b ）の精製方法は前報で報告した。ラクトシルセラミ

ド（ GL2a），ガラクトシルラクトシルセラミド（ GL3）およびグロボシド（GL4) 

はプタ赤血球膜から，更にホルスマン糖脂質（ GLs）はヒツジ赤血球膜から，宮武
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ら59）の方法に従い，赤血球膜ゴーストから 20倍容の クロロホルム：メタノ ール

(2:1, 1:1容比）で総脂質を抽出し，弱アルカリ水解をして過剰のリン脂質

を除去し，ケイ酸およびフロリジルカラムクロマトグラフィーにかけ，それぞれの

純品を得た。得られた中性糖脂質はシリカゲル薄層クロマトグラフィーでは， 2つ

のバンドに分かれる。これは脂肪酸の種類特に通常の長短飽和および不飽和脂肪酸

をもつものと同じく長短飽和および不飽和αーオキシ脂肪酸をもつものに由来する

と推定されている。それぞれの糖脂質を薄層クロマトグラフィーにより，クロロホ

ルム：メタノール：水（ 65:25:4，容比）で展開して，それぞれの上下のバン

ドをかきとり，再度，ケイ酸カラムにかけ，クロロホルム：メタノ ール混液 95 : 

5から 35:65に段階的に量比を変えて，それぞれ精製した。得られた糖脂質純品

を箱守らの方法に従い，ジメチルスルホキサイドにとかし，メチルカルバニオンと

ヨーカメチルで糖脂質の完全メチル誘導体を作製した60~ 糖脂質の完全メチル誘導

体はこのままでは副産物など不純物を多く含むので測定に少なからず影響をおよぼ

すのでF 薄層クロマトグラフィーでクロロホルム：メタノール（ 9 : 1 ，容比）で

展開し，各々精製した。質量分析計の測定条件は前報とほぼ同様である49）。加速電

圧は 1.75KVで測定した。試料50～100μタを直接導入系からイオン源に入れ，

イオン源の温度を 10 0 °から 400℃まで，毎分 50℃の割合で昇温し p マスパター

ンを連続的に測定した。反応ガスとしてはアンモニアを用いた。マスマーカはパー

フルオロケラセンおよびイソペンタデカフルオロへプチルーs－トリアジン（ M羽r

118 5 ）で補正した。

第 3節実験結果

図 1に精製した糖脂質純品の薄層クロマトグラフィーの結果を示した。いずれも

単一のバンドであったo GL1b,GL2a，およびGL3の2つのバン ドはとれら糖脂質の

長短脂肪酸および αーオキシ脂肪酸をもっ分子種であると推定された。図 2に合成した

パノレミトイルGleーCer (GL1a）の CI-MSを示した。凝似分子イオン （M+H/

はm/z7 8 4に，またアンモニア分子が分子イオンに付加したと推定される（M+18）十

がm/z8 0 1に検出されたが，これらイオンは著しく小さかった。しかし（M+H/
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からメタノール分子が順次脱離されたm/z 7 5 2 ( MH -3 2 ／およびM/Z 720 

(MH-32×2 ）＋が検出 された。前者は基準ピークになった。 この基準ピークから

グルコール分子； m/z219がとれたセラミドに相当するイオンm/z5 3 3も非常

に強く検出された。 m/z2 5 3は長鎖スフィンゴシン塩基由来で C18スフィンゲニ

ンであるととがわかった。グルコース糖鎖はロレ／z2 1 9および 187(219ー32;

2 1 9ーCH30H ）＋ に検出された。

図3にウシ脳か ら精製したGal- Cer (GL1b ）の通常の長短脂肪酸を有する GL1b

とαーオキ シ脂肪酸 を有する GL1bのCI-MSの結果を示した。図 3Aでは 2つの

顕著な イオ ン群， 即ちm/z7 5 2から 906および、m/z5 3 3から 687 にわたるイ

オン群が検出された。 前者は（MH-32; MH-CH30H ）＋に相当するイオン群で，

2 3 4 5 6 7 8 

Fig. 1 Thin-layer chromatogram of isolated glycosphingolipids. 

「一一一一一十 一

Lane 1, GL1b wi乞hnonhydroxy fatty acid; 2, GL1b with 
hydroxy fatty acid; 3, GL2a with nonhydroxy fatty acids; 
4, GLza with hydroxy fatty acid; 5, GL3 with nonhydroxy 
fatty acid; 6, GL3 with enriched with hydroxy fatty 
acid; 7, GL4; 8, GL5・ GL1bwas obtained from bovine 
brain white matter. GL2a, GL3 and GL4 were obtained 
from hog erythrocyte membranes. GL5 was obtained from 
sheep erythrocyte membranes. The plate was developed 
with a solvent system of chloroform:methanol:water 
65:25:4 (by volume). Glycosphingolipids were visualized 
by anthrone sulfuric acid reagent. 
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後者はセラミドの分子種に相当する。とれらのイオン群は脂肪酸 C16:0から c21:

Oに相当する GL1bの分子種であると推定された。同じように図 3Bのオキシ脂肪

酸をもっ，図 1で薄層クロマトグラフィーで下のパンドGL1bは図 3A にくらべい

いずれも 30マスユニット高くシフトして観察された。即ち脱 メタノールされた

m/z 8 1 0から 936にわたるイオン群（ hMH-3 2 ）＋と m/z5 6 3から 71 7にわ

たるセラミドのイオン群になり，とれらはそれぞれαーオキシ脂肪酸C18:0から

c27: oをもっGLibの分子種であると推定された。ウシ脳の GLibは両者とも脂肪

酸C24:0およびC24:1 をもっ分子種が高い割合を占めていたom/z 5 0 0 以下の

低質量部ではガラクトース由来のピーク m/z2 1 9 , 1 8 7が，またスフイゴシン由来

のピークm/z2 5 3が観察された。
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図 4f.こプタ赤血球由来LacーCer (GL2a）の薄層クロマトグラフィーの上下のノミ

ンドの CI-MSを示した。両者ともに， 3つのイオン群に分けられ，それぞれ両者

の差は 30マスユニット， αーオキシ脂肪酸をもっ下のパンドの GL2 aで高質量部

にシフトしていた。脂肪酸はC18:0から C26:0にわたり，両者ともに C24: 1, 

C24: 0をもっ GL2aが主成分で、あった。他に C22:0 , C23: 0およびC26:0をもっ

GL2aの分子種があるととがわかった。

図 5は同様に， Gb3一Cer即ちGL3の薄層クロマトグラフィ ーの上下のパ ンドの

CI-MSを示したが， 4つのイオン群に分けられた。両者ではやはり 30マスユニ

ット，後者で高質量部にシフトされたマスパターンが得られ，下のバンドは αーオキ

シ脂肪酸を主成分とする GL3と推定された。しかしながら薄層クロマトグラフィー

では単一なパンドであったが，通常の長短飽和および不飽和脂肪酸をもっ GL3も検

出され，以前として混合物であると推定された。両者ともに GL2aと同様C24: 0, 

C24: 1を主成分とする GL3で、あることが証明さ れた。

図 6および図7にプタ赤血球膜グロボシド CGL4）およびホノレスマン抗原糖脂質

( GLs）の CI-MSを示した。
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これら糖脂質は薄層クロマトグラフィーで分離精製しなかったので，通常の脂肪酸

GL4およびGLs

共に 5つのイオン群が検出された。両者共，脱メタノールに起因するイオン群，即

ち通常の脂肪酸をもつものでは（MH-32 tあるいは αーオキシ脂肪酸をもつもの

では（MH-32tあるいは αーオキシ』旨肪酸をもつものでは（ hMH-3 2 ）＋が 10 

をもつものと αーオキシ脂肪酸をもつものと区別されていない。

倍に拡大して明瞭に検出され， いずれの場合も p やはり脂肪酸 C24 : 0 , C 24 : 1を主

GLsでは特徴として，末端のN－アセチルがラク成分とする複合糖脂質であった。

1分子は

による解裂様

トサミンどうしの結合が他のグリゴシド結合にくらべて著しく強い様で，

ずれたイオン群は検出されなかった。図 8にGLsの構造と CI-MS 

式を示した。

C2JH47 

竺：＞：HJ ~2倒3 C別問川 町側3 C:,H20CH3 十0

CH30ゾ 九 CHJ(// ヘ:CH3q／一＼・，，.／ーーへι； ／一一＼ .: 干CHJ

~we. A I:, j：刀、K l,o’し川、I__ ~O- CH2CHCHCH•C”(CH2)i2CH3 
モり〆しo－判一一／： 、;v: ' HJ j'：「巴竺＿／ i OCHJ 

CHJCO~ c”3CO~ ; OCH 3; OC町 OCH3:
C r , ”3 CHJ; (d) : (c) ; (b) ; (a) 

MW ・1797 ’－ ••) 1289 ・ー，toss : ... s81 ：ー， 677 

附 ・32：山 ギ32 ~32 st引 t-32

fragmentation of GL5 with C24:0. Principal 8 Fig. 

察

生体膜の中性糖脂質は複雑で多くの分子種からなることは述べた。従って αーオ

キシ酸の存在を考慮して理想的にはトリメチルシリル誘導体（ TMS）が良いであろ

う。反面分析には分子量が大きくなれ復合糖脂質になるにしたがい問題となろう。

本論文では完全メチノレ誘導体は TMS誘導体にくらべ分子イオンは小さいが脱メタ

ノールされたイオン群（阻ト 32または hMH-32 tが明瞭に検出され，複合糖脂質

考第 4節
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セラミド骨格をもっフラグメの分子量が決定出来，糖鎖が末端から順番にとれて，

〉・

、ーントイオン群が特徴的に生成され糖鎖構造解析が容易であるととが証明された。

の方法の欠点は完全メチル誘導体では通常の長短飽和および不飽和脂肪酸をもつも

一緒に分析すのと αーオキシ脂肪酸をもつものとの差は 30マスユニットになり，

自然界の糖脂質は偶数脂肪酸が多く，従っ

て炭素数による脂肪酸相互の差異は丁度 28マスユニットで原理的には通常の長短
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飽和脂肪酸とオキシ脂肪酸の長短モノ飽和脂肪酸をもつものとは同一の質量数にな 第 4

るはずで重なって測定されるo幸にして多くの糖脂質はそノ不飽和脂肪酸をもつものは

C24: 1を除いて少ない。 GL4あるいは GLsで直接CI-MSで測定した結果C24を 第十

もつものは一般に大きな比率を示すが互に分離されて観察されるので，複合糖脂質

においても，本法は直接定性分析が可能であると推定された。もちろん正確に糖脂 I i i 

質の分子種を分析するには本論文で示した様にあらかじめシリカゲル薄層クロマト 毒素

グラフィーを併用して，分子種を分離して CI-MSで個別測定すれば可能であるこ グリ

とが証明された。Karlsson らもホウ酸を塗布したシリカゲルカラムを用いて，あ セプ

らかじめ糖脂質の分子種を分離後個別定性分析を行なっておりヤ複雑な分子種の測 って1

定にはこれらの併用は良い方法であろうと推定される。 は分1
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こな 第4章 GM1ガングリオシドの化学イオン化質量分ず1)

は

4を 第 1節序

質

脂

ト

迫

田

喜

コ

マ

〉と

あ

〉測

1 9 7 1年 VanHeynigenらがシアル酸をもっ糖脂質即ちガングリオシドがコレラ

毒素を不活性化することを報告したI0)0 その後，この不活性化は毒素と GM1ガン

グリオシドが結合したことにより起ることを見い出し，ガングリオシドの種々のリ

セプターとしての機能が注目される様になった11)0 ガングりオシドはシアル酸を持

っているため，非常に熱に対して不安定で，中性糖脂質にくらべ，従来のEI法で

は分析しにくい化合物に属する様であるo Karlssonらが 1973年， GM1 ガング

リオシドを高分解能電子衝撃法（ EI）で報告している。彼らは GM1ガングリオシド

を完全メチル誘導体として測定を試みたが，分子イオンは全く検出されず， m/z

1000以上の高質量部はフラグメントイオンは出現していなかった。これはシアル

酸がカルボキシル基を持っていると推定して，水酸化リチュームアルミニウムでカ

ルボキ、ンル基を還元して糖アルコールにかえ， トリメチルシリル（TMS）誘導体と

して高質量部のフラグメントイオンと分子イオンを検出してい：ll,62）。化学イオン

化（ CI）法は，イオン分子反応にもとずいているので，ガングリオシドの様な化合

物に対しても， EI法で測定できなかった完全メチル誘導体で，分子イオン，有効な

高質量部のフラグメントイオンを顕著に測定できたので報告する。

第 2節実験方法

ウシ脳からクロロホルム：メタノール溶液で総脂質を抽出し，抽出液をDEAE-

セファデックスAー 25 （アセテート型）のカラムにかけ，中性糖脂質画分を除去

後， 0.2 M 酸ナトリウムのメタノ 」ル溶液を流し， GM1ガングリオシドを含む酸

性糖脂質画分を得た56)0 酸性画分は，水に対して透析脱塩後，桃井らの方法に従い，

イヤトロビーズのカラムにかけ，クロロホルム：メタノール：水（ 65:35:2と

45:55:4，容比）で、連続的に溶出させ， GM1ガングリオシド純品を得た63)0

GM1ガングリオシドの完全メチル誘導体の作製は安藤らの方法制）に従った。 即ち，

円ペ
uqu 



GM1ガングリオシド， 50μタ，をジメチルスルホキサイド 50 μP,にとかし，それぞ

れ 100 μP,のジメチルホノレムアミドおよびナトリウムハイドライド（呼1/mtジメチ

ルホルムアミド溶液）を加え， 30分間氷中に放置後，ヨーカメチル 150μP,を加え

30分間氷中に放置した。この操作を 2度繰り返し，メチル化を完了した。クロロ

ホルム 3mtと水 3mtを加え， GM1完全メチル誘導体をクロロホルム層に回収した。

一部を水酸化リチウムアルミ ニウム（ Li AlH4 ）のエーテル溶液で， 3時間

室温で処理し，シアル酸のカルボキ、ンル基を還元し，糖アノレコールとし還元型の

GM1ガングリオシド誘導体を作製した。この方法で同時にス フィンゴシン塩基の酸

アミドも還元されるぺ両者をシリカゲノレ薄層クロマトグラフィーをもちいて，ク

ロロホルム：メタノール： nーヘキサン（ 4:1:2，容比）で展開して，精製し

たoまた還元型GM1ガングリオシドは一部シリル化剤を加え，還元型GM1ガングリオ

シドの TMS誘導体を作製した。質量分析計の測定条件は前報SO）と同様に行なった。

反応ガスとしてはアンモニアを用いた。マスマーカの補正にトリパーフルオロノニ

ール－ sートリアジン（l¥,1W: 1 4 8 5 ）およびウルトラマーカ（MW:1621）を使

用した。

第 3節実験結 果

中枢神経由来の GM1ガングリオシドは長鎖スフィ ンゴシン塩基は C18およびC20

スフィンゲニンからなりその比は約 1: 1でp 他の塩基は 5%以下である。また脂肪

酸は大部ステアリン酸（ 9 0 %以上）である64-6~）従って長鎖スフィンゴシン塩基の

差異による主として 2つの分子種によるフラグメントイオンが検出されることが予

想された。

図1にGM1ガγグリオシドの完全メチル誘導体の CI-MSのパター ンを示したo

E I法では全く不可能であった，分子イオンが顕著に検出出来た。GM1ガングリオ

シドの場合， m/z(MH-3 2; MH-CH30H／に相当するイオンがm/z179 4 お

よび 1822t；：，また中性糖脂質では検出しにくかったm/z(M+Htもm/z・1 s2 6と

18 5 4に検出された。特徴として GM1オリゴ糖鎖の シアノレ酸がまずはずれて，セラ

ミド骨格を保持したままの形で， l個 1個末端の糖鎖からはずれた。とれらフラグ

A

－
 

n
4
U
 





メソトイオンはスフィンゴシン塩基の差異を反映して，主として 2本強く観察され

た。 m/z 576と60 4, m/ z  7 6 5と79 3 , m/z  9 5 4と982およびm/z1199 

と1227はそれぞれ，セラミド，グルコシルセラミド，ラクトシルセラミド，ガン

グリオーNートリオシルセラミドおよびガングリオ－Nーテトラオ シルセラミト

と推定された。また糖鎖由来のフラグメソトイオンも観察され， m/z 4 6 4は末端の

2糖（ガラクトース－Nーアセチルガラクトサミン分子）と推定される。シアル酸

はm/z 3 7 6および 344(376-32; 376ーCH30H ）＋に強く検出された。図 2

tこC20ス、フィン

ゲニンおよびス

テアリン酸をも

っGM1ガングリ

オシドの構造と

開裂様式を示し

た。図3に還元型

GM1 ガングリ

オシドのメチ
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Fig. 2 Fragmentation diagram of the completely methylated 
GM1 ganglioside with C20 sph1ngos1ne. 

ル誘導体の CI 

-M  S を示した。予想に反して還元型GM，カーングリオシドの CI-MSでは完全メチ

ノレ誘導体にくらべ，分子イオン（M+H)+ ; m / z  1756と17 8 4はいくらか小さ

しまた（MHー32 ）＋に相当するイオンは殆んど検出されなかった。一方脱シアノレ酸

されたアシアロ GM1に相当する m/z 1422および 14 5 0は強く検出された。完全

メチノレ誘導体にくらべ，セラミド骨格を有するフラグメントイオン以外に末端の糖

鎖由来の解裂によるフラグメントイオンも検出された。即ち m/z 4 5 0, 6 4 0 お

よび 844 は2糖， 3糖および4糖（ガングリオ－ Nーテトラオース）と推定され

た。シアル酸を含む 5糖に相当するフラグメントイオンm/z 1 1 7 7 , 1 1 9 3および

1207が検出され，完全メチル誘導にくらべ，スペクトルは若干複雑であった。

シアル酸由来のピークは還元されm/z3 3 4 にまた末端のガラクトース~－N －アセチ

ルガラクトサミン由来のピークはm/z4 5 0 に検出された。図 4にC20スフィンゲ

ニンおよびステアリン酸もつ還元型GM1ガングリオシドの開裂機構を示した。図5にKarlsson
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Fig. 4 Fragmentation diagram of the methylated and reduced 
GM1 ganglioside with C20 sphingosine. 

らが高分解能EI-MSで祖l挺した方法に従い，メチノLイ悦愛GMlガングリオシドのシアル酸

をLiALH4で還元し，糖アルコールとし TMS誘導体として CI-MSで測定した結果

を示したo この操作で脂肪酸の酸アミド結合も還元さる。 CI-MSの結果は Karls-

sonらの結果と非常に良く似ていて，末端のオリゴ糖鎖由来の解裂によるフラグメ

ントイオンが強く検出され62/ 反面セラミド骨格を有するフラグメントイオンは殆

＋ 
んど検出されなかった。凝似分子イオン（M+H) ;m/z 1828と18 5 6 および

CM+ 7 3) + ; m/z 1 9 0 0と19 2 8が特徴的に検出された。 シアル酸をもっ糖鎖

はm/z 1 0 4 5 , 1 0 6 1 , 1 2 4 9および 12 6 5に検出された。 2糖， 3糖および 4

糖に相当するイオンはm/z450,640および 844にそれぞれ検出された。シア

ル酸は TMS誘導体となり m/z406に検出された。図 6にC20スフィンゲニンおよび

ステアリン酸をもっ還元型GM1ガングリオシドのトリメチルシリル誘導体の解裂様

式を示した。高質部で観察される m/z1574はGM1のオリゴ糖鎖に脂肪酸 ：ステアリン

酸がついたフラグメソトイオンと推定され， EI-MSにおいても特側句に検出されている62）。
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第 4章考察

Karlssonらの報告では GM1ガングリオシドの完全メチル誘導体，還元型共に分

子イオンは高分解能の E I-MSを使用したにもかかわらずフラグメントイオンも

m/z 1000以上は著しく小さく判別すること は不可能であった。また還元型の

GM1ガングリオシドの TMS誘導体では分子イオンが検出されているが著しく小さ

い62)0 我々が使用している CI -MSは低分解で最大質量数m/z2 0 0 0までしか測

定出来ないが， CI法では，との様に熱に対し不安定なガングリオシドも容易に分

子量の測定が出来るのは利点であろう。本論文では GM1ガングリオシ ドの完全メチ

ル誘導体，還元型および還元後 TMS誘導体で測定したがいずれの場合も分子イオ

ンは顕著に観察され，分子量の決定にはそれぞれ差異は認められなかった。しかし

3つの誘導体で著しくフラグメントイオンの生成が異なれ完全メチル誘導体では

従来の中性糖脂質に見られる様なセラミド骨格を有する形で糖鎖がとれている。還

元型ではセラミドを含む糖鎖構造を保持するイオンと末端糖鎖がはずれて解裂した，

2糖や3糖が見られた。シアル酸のカルボキシル基を還元後糖アルコールにして

TMS誘導体とした場合は全くセラ ミド骨格を完全に有するものは検出されず，末端

の糖鎖由来のイオンが優位であった。 TMS誘導体の CI-MSは非常に EI-MSと

類似した多くフラグメントイオンを与え，解裂様式は 3者の中では非常に複雑であ
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ったo 3者の誘導体では完全メチル体が一番優れている様であった。また， 3者の

誘導体で著しく開裂様式が異なるのは興味深い。いろいろ誘導体の種類で使い分け

が出来るのは CI-MSの特徴であろう。
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第 5章 ガングリオシドの化学イオン化質量分ポ2)

第 1節序

ガングリオシドのシアル酸は主としてNーアセチノレノイラミン酸（NeuAc）と N

ーグリコルノイラミソ酸（NeuGc）がある。 NeuGcはNeuAcが水酸化され生成

されるが，ヒトおよびニワトリはこの酵素はなく， NeuGc をもっガングリオシド

は存在しないといわれている。最近NeuGcをもっ，ガングリオシドのいくつかが

Hangan tzi:tiーDeicher (HD）抗原となりうることから，ヒトの癌細胞にその存

在が報告されF NeuGc をもっガングリオシドの構造が注目されている67)0 我々は

種々の生体膜からNeuGeをもっガングリオシドを精製し，それらの構造を調べた侍；2)

これらNeuGc をもっガングリオシドの機能は全くわかっていない。その中で，山

川らによりウマの赤血球で発見された NeuGcをもっGM/3＞は現在では HD-1抗原

として注目されている。一方，箱守らにより培養細胞で正常では長鎖の酸性糖脂質

が見られるが，細胞をウイルスなどでトランスホームすると GM3など糖鎖の短いも

のに変化するととが発見され74）叉最近ではヒト白血球細胞の分化誘導に GM3が関係

することが報告されている75)0 本論文ではウシ副腎髄質の主成分である GM3ガング

リオシドおよびウシ脳由来ジシアロガングリオシド（ GD,aおよびGD1b ）を精製し

てMSで解析した結果これらの構造異性体についても明瞭に区別出来有用であるこ

とを示した。 GM3はNeuGcおよびNeuA cの分子種であり， GD1bとGD1bはシア

ル酸の結合が異なる異性体である。

第 2節実験方法

Gぬガングリオシドはウシ副腎髄質から，一方 GD,aおよびGD1bガングリオシドは

前報と同じ様に DEAEーセフアデックスA - 25およびイアトロビーズカラムマトグ

ラフィーにより精製した51)0 ガングリオシドの構成脂肪酸，糖および長鎖スフィ

ンゴシン塩基の組成はガスクロマトグラフィー（ GLC）で調べた68)0 シアル酸の種

類はYuらの方法に従い，ガングリオシドを 0.05 N塩基メタノールで弱酸水解後，
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遊離したシアル酸をトリメチルシリル誘導体として GLCで調べた76)0 ガングリオ

シドの完全メチル誘導体の作製は前報に従って行なった51~ CI -MSの測定の条件

は前報と同じである。マスマーカはトリバーフルオロノニールー Sートリアジンお

よびウルトラマーカで補正した。反応ガスはアンモニアを使用した。プロープ温度

を270℃から 330℃に昇温し各試料を 10回測定した後平均してマスパターンを

作製した。

第 3節実験結果

L edeen らの報告ではウシ副腎髄質からの Gぬ（へマトシド）は総ガングリオシ

ドの約 92 %を占めNeuAcとNeuGe をもつものが約 2: 3の割合であることが

しられている77)0 脂肪酸は長短飽和および不飽和脂肪酸を含み共に C16:0, C18: 0 

C23: 0，α4: 0およびC24:1が主成分で， 長鎖スフィンゴシンは C18:1であるα

ーオキシ脂肪酸は含まない78)0 図 lおよび 2にNeuAcおよび、NeuGcを含むGM3カe

ングリオシドの完全メチル誘導体の CI-MSを示した。それぞれの図の上にネルボ

ン酸（ C24:0）と C18スフィンゲニンとした場合の GM3ガングリオシドの解裂様式

を示したo GM1ガングリオシドで確認された様に GM3の完全メチル誘導体でセラミ

ド骨格をもっ 5つの顕著なイオン群が検出された。凝似分子イオン（M+H)+:Joよび

脱メタノール分子に担当する（ MH-3 2; MH-CH30H ）＋に相当するイオン群は丁

度NeuAcおよび、NeuGcをもっGMaで 30 マスユニット異なれ後者で高磁場に

シフトしている。図 1でm/z1 3 4 6から 14 6 2に相当する（M+H／と m/z

1314から 14 3 0に相当する脱メタノ｝ルピーク（MH-32 ）＋は脂肪酸C16:0か

らC24:0にわたる GM3 (NeuAc・）の分子種である。図 2に示す様に GM3(NeuGc)

では，これらのイオン群は 30マスユニットだけ高くシフトして検出される。それ

ぞれの脱メタノールピーク； MHー32から生成されたフラグメントイオンは両者共に

変らずp m/z 5 4 8から 66 0, m/z 7 3 7から 849およびm/z9 4 1から 1053

に表われるイオン群はそれぞれセラミド，グルコシルセラミドおよびラクトシルセ

ラミドの分子種に相当する。 これら 3つのイオン群のイオン強度はセレプロシドの

TMS誘導体で得られた成績49）と同様，再現性があり，表 1に示すように定量性が
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例えばm/z5 4 8 , 5 7 6 , 6 3 2および 660はそれぞれ脂肪酸Cl6:0 , あったo

GL Cによる脂肪酸の測をもっセラミドに相当する。C18: 0, C22: 0およびC24:0 

Ledeenらの文献78）ともよく一致しており CI-MS 定結果と良く一致しており，また

有効性が認められた。を測定することにより直接分子種の割合を見ることが出来p

グルコシルセラシドおよびラクトシルセラミドに相当するフラグメントイオンにつ

図 1で低磁場に見られるm/z3 7 6および 344(376-32;いても同様であった。
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3 7 6-CH30H ／はNeuA c由来であり，図 2のGM3(1、feuG c ）ではこれらイオン

はm/z4 0 6および 374 にシフトしている。同様にガラクトースーシアル酸由来

のピークは GM3(NeuA c）でm/z5 8 0にGM3(NeuG c）ではm/z6 1 0に検出さ

れ，両者の区別が容易に出来，構造解析に有効であることが示された。図3および

4にGD1 aとGD1bのCI-MSを示したo ウシGM1ガングリオシドと同様，脂肪酸

はステアリン酸で，ほぼ同じ比率の CI8およびc20スフィンゲニンを含むことが知

られている66)0 従ってこれらのガングリオシドでは両者長鎖スフィンゴシン塩基の

差異による分子種に相当するイオンが28マスユニットはなれて優位に検出された。

図 3および 4に GD1aおよび GD1bの C20 ス フィン ゲ ニンお よ びステ

アリン酸を有する分子種の解裂機構を示した。 m/z 2000 以上は使用した

機種のマスマーカの限界から分子量の測定は出来なかった。しかしシアル酸が 1分

子はずれた GM1ガングリオシドに相当するイオンm/z1839および 1807(1839

-3 2 ）＋が検出され，これらは c20スフィンゲニンをもつものと推定された。セラ

ミド，グルコシルセラミド，ラクトシルセラミド，ガングリオ－ N－トリオシルセ

ラミドに相当するイオン群はm/z5 7 6と60 4, m/z 7 6 5と79 3 , m/z 9 5 4 

と982さらにm/z1199と1227にそれぞれ 2本づっ検出され，これらは C20お

よびC20スフィンゲニンを主成分とするととが証明された。またこれらのイオンは

GM1ガングリオシドの完全メチル誘導体の CI-MSでも観察されている51)oGD1aと

GD1bの差異は 2分子付いているシアル酸の脱離に由来するイオンに顕著である。

即ち GD1bではm/z1418と1446これは GM1 ガングオシド（ガングリオ－Nー

テトラオース）を示すイオンであるが，これらのイオンが検出された。このことに

より， 2分子のシアル酸は互にグリコシル結合しており，ガングリオシドの 2つあ

るガラクトース分子の l方についていることが推定された。一方GD1aではm/z

1403と 1431に検出され， 2つのシアル酸分子は，異なったガラクトース 2分子

についていることが示唆された。更に GD1b ではm/z705が検出され，これは 2

分子のシアル酸はグリコ、ンル結合してジシアリル型であることが推定され，前者の

結果と併わせて， GD1bの構造が推定されたo更に低磁場側のフラグメントイオン

を比較すると GD1aではm/z548 が検出され，これはガラクトースーシアノレ酸分

子に由来することが推定された。また両者の差異は GD1aでm/z450更に GD1bでは
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CI-MSはシアル酸をもっ複合糖脂質；ガングリオシドの分子量の測定，シアノレ

酸の分子種および結合の異なる構造異性体の構造解析にも有効であることが証明さ

れた。シアル酸のグリコ、ンル結合は他の糖鎖にくらべ弱い様でシアル酸残基由来の

フラグメントが強く観察され，中性糖脂質と同様セラミドの解裂は起らず，骨格が

保持されており，スペクトルが単純で解析し易いo NeuA cとNeuGcをもっG113

ではメチル誘導体にすると丁度 30マスユニ ット異なり ，後者で高質量部にシフト

することがわかり，両者を明瞭に区別することが出来た。NeuGc をもっガングリ

オシド生体に多く存在するのでこの様な化合物の構造解析に利用出来ると考えられ

る。シアル酸の結合が異なるジシナロガングリオシドでは，シアル酸が 1分子とれ

たそノシアロガングリオシドで差がみられた。また 2分子付いているシアル酸に由 ガ

来するイオンに顕著であった。使用した機種のマスマ｝カの限界により分子イオン を

は検出されなかった。しかし多くの情報が得られ，とのままでも構造解析は容易に ｜ で

m/z 4 6 4が特徴的でいずれも末端のガラクトース－ Nーアセチノレガラクトサミン

分子に由来するピークであるが，これらのイオンはGDraおよびGD1b の構造異性

体を区別する非常に有効で、あった。

第 4節考 察

出来ると推定された。更にシアノレ酸を含むポリシアロガングリオシドについても応

用が可能であろうと推定された。一方分子量の大きい複合糖脂質の構造解析として，

セラミド部分をオゾンで化学的に分解してはずじてしまい低分子化したオ リゴ糖を

糖アノレコールに変えメチル誘導体として測定するのも良い方法である。即ち GD1a

とGD1bのオリゴ糖では凝似分子イオン（ M+H／とアンモニアが付加した (M+ 

NHa ）＋がm/z16 4 2と1659に顕著に検出された。両者は基本的にはガングリオ

シドで観察された糖鎖由来のフラグメントイオンで差異がみられたが，それぞれ相

当するフラグメン トイオ ンがより強く検出され，複合糖脂質の糖鎖構造を正確に解

析するのには良い方法であろうと推定された79,80)0 
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第 2編 高速中性原子衝撃質量分析計による糖脂質の構造解析

1 9 8 1年 Barbe rらにより開発された高速中性原子衝撃法（ FastAtom Bomb-

a r dm en t ; FA B ）と呼ばれる最新のイオン化法はアルゴンあるいはキセノガスを

イオン化して得られる一次イオン粒子を中性のアノレゴンあるいはキセノンガスち衝

突させ，生成した中性原子ビームを高速（通常 3～ 10 keV）で粘性の高い難揮発性

のグリセリンなどのマトリックスを一緒にまぜた試料に照射し試料をイオン化させ

る方法である81)0 高分子の極性の高い熱分解し易い試料でも誘導体にせず，そのま

まの分子量の測定が可能で， FI法やFD法にくらべ，同時にフラグメントイオ

ンも多数高質量部に検出され，しかもこれらのイオンは比較的長時間安定であるこ

とが証明され，急速に高分子の蛋白質など生化学試料の分子量の測定および構造

解析に応用されている。糖脂質への応用は 1982年Rinehar tが報告している26)

が従来の EIおよびCI法くらべ，応用範囲はかなり未知数であるが，少しづ、つ報告

告される様になった82也 8~

本論文では高分解能負イオン FAB-MSを使ってクロム親和性細胞から見つかった

ガン抗原糖脂質， IgM-M蛋白と結合するヒト末梢神経組織由来のグノレクロン酸

をもっ新しい酸性糖脂質および中枢神経系ガングリオシドの構造解析に応用したの

で報告する。

F
h
d
 



第 1章 クロム親和性細胞（PC12細胞）の主要糖脂質；グロボ

ンドの高速中性原子衝撃一質量分ザ9,90)

第 1節序

PC12細胞はラ ット副腎髄質由来のク ロム親和性細胞（ phe o chromo cy toma 

Cells ）のクローン細胞（ガン細砲）である。発生学的には外匪葉起源であれ交

感神経系に属し F C aイオン，カテコールアミンやATP などが貯蔵されている細

胞としてしられている。 Nerve Growth Factorなどにより形態学的，生理学的

に変わることがわかれ正常の副腎由来のクロム親和性穎粒細胞に見られる機能を

有することから，神経細胞のそテ。ルとして注目され，細胞膜の構造あるいは構成成

分の研究が進められている94，て） Ma rgoli S らは糖蛋白質の構造と最近， フコース

をもっガングリオシドがあることを報告している96,97》以外に少ない。我々は PC 

12細胞の中性糖脂質画分を薄層クロマ トグラフィーで調べた所，異常に畜積され

る糖脂質があることを見い出し，高速中性原子衝撃一質量分析計（ FAE-MS）で

この中性糖脂質の構造を調べた。

第 2節実験 方 法

大量培養により得た PC12細胞（ 7 4 5m~蛋白）からクロロホルム：メタノール

で総脂質を抽出した（収量 675mg）。次に DEAEーセファデックスA-25のカラ

ムにかけ，酸性脂質を除去後中性糖脂質画分を得た。弱アルカリ水解によりリン脂

質を除去後，イアトロビーズのカラム（ 10 'J, 1×40 cm）にかけ，クロロホルム

：メ タノール（ 4:1, 1:1およ び 1: 3，容比）を 50 mtづっ加え，フラクシ

ョンコレクターにより糖脂質画分を順番に溶出させたo 主要糖脂質はクロロホルム

：メタノール（ 1 : 1 ，容比）のフラクションに溶出精製された。収量は 6mgで中

性糖脂質画分の約80 %に相当した。精製した糖脂質， 50 μ'J，を クロロホルム：

メタノール（ 2 : 1，容比） 1 0 μifことかし， トリエタノールアミン：テトラメチ

ル尿素（ 1 : 1，容比）を 2μi加え，質量分析用試料とした。 装置は日本電子製
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(HXlOO型）大型高分解能負イオンFAB-MSを使用し，試料を 1μ.e試料台に塗

布しキセノンガスを用い 6KeVで照射し，負イオンFABマススペクトルを測定した。

第 3節 実験結果および考察

図 lに PC12細胞由来主要糖脂質の FAB-MSを示した。 FAB-MSでは 5つ顕

著なイオン群が検出された。これらのイオン群はm/z 5 3 6から 648, m/z698 

から 810, m/z 8 6 0から 97 2, m/z 102 2から 1134およびm/z1225か ら

2a7 

一一一 Cer－一一一 ー一一一－Cer-glc －ーーー

100 
100T一一

800 

ーーー－ Cer司 glc-gal－ーーー -Cer-glc-gal-gal - -Cer-glc-gal-gal-galNAc -

( H -H ) 50 

己宝8 8号回日早99}6974,

8白白 900 

10,22 , l司；？白 A 日34 11同会

1000 11白8 12目白 13白白 141'.El白 15Q0
I ml，、

Fig. 1 Negative ion fast atom bombardment mass spectrum 

of major neutral sphingoglycolipid from PC 12 
pheochromocytoma cells. 

1337でありそれぞれセラミド，クソレコシルセラミド，ラクトシルセラミ ド，グロ

ボトリオシルセラミトツおよびグロポテトラオシルセラミド（グロボシド）と推定

された。負イオンFAB-MSでは分子イオンは（M-H）ーとして検出される。高質

量部のm/z 1 2 2 5 , 1 2 5 3 , 1 2 8 1 , 1 3 0 9 , 1 3 3 5および 1337は脂肪酸C16:0, 

c1s: o, c20: o, c22: o, c24: 1および C24:0を分子種とするグロボシ ドであるこ

とが証明された。なお PC12細胞から精製された糖脂質はシリカゲル薄層クロマト

グラフィーでブタ赤血球膜由来の標準物質グロボシドと Rf値は全く同一であるこ

と， 0.1 N塩酸で 10 0℃， 30分間PC12細胞糖脂質を弱酸水解後， FAB-MS

でも確認されたクソレコシルセラミド，ラクトシルセラミドp グロボトリオシルセラ

ミドが酸水解物として生成されることを確認したoまたGLC 分析で糖組成は グノレ コ

ース p ガラクト ースおよびNーアセチルガラクトサミンが検出され，それぞれの比
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は 1: 2 : 1で赤血球膜グロボシド標準物質と一致した。スフィンゴシン塩基は通 第

常の C18スフィンゲニンであった。脂肪酸は C16:0 ( 1 0 9ら） , C18 : 0 ( 1 6 % ) 

C 20: 0 ( 2 3 % ) , C24: 1 ( 1 7 % ）およびC24:0 ( 2 4 % ）で赤血球膜由来のグロポ

シドにみられる αーオキシ脂肪酸は 5%以下であった。図2にPC 12細胞から単離 : 第 1

したグロボシドの構造を示したo

戸~

Fig.2 Structure of globoside from PC 12 cells: 
GalNAc(S1-3)Gal（α1-4)Gal(S1-4)Glc(S1-1’）ceramide. 

グロボシドは山川らにより，ヒト赤血球膜の主要糖脂質であることが報告さ れてい

るめ。箱守らによりハムスターNI L細胞でグロボシドを培地に加えると細胞の粘

着性が増加し，癌化にみられる様な細胞の癒着あるいは融合が起ることが報告され？）

PC12細胞ではグロボシドが腫蕩細胞のマーカあるいは癌化になんらかの寄与が推

定される。 FAE-MSによる測定の結果は CI-MSで見られた様にセラミド骨格を

保持した形で糖鎖が末端からはずれ，糖鎖構造が明瞭に解析出来た。 FAB-MSで

は，低磁場の方はマトリックスの影響で殆んどフラグメントイオンの帰属は不可能

であった。
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第 2章 ヒト末梢神経由来グノレクロン酸を有する酸性糖脂質の

高速中性原子衝撃－質量分析計91,92)

第 1節序

形質細胞系異常増殖症はM蛋白血症として知られている。とれらの疾患の約 1割

は脱髄性の神経炎を伴う99,10~) M蛋白が脱髄に直接関与している報告は少ないが，

M蛋白は神経と強く反応する。最近になり髄鞘の成分である MyelinAssociated 

G ly cop rote in (MAG ）がM蛋白と結合することが報告されている101-103~ 我々は

ヒト末梢神経に同じ様に M蛋白と強く結合する酸性糖脂質があることを発足七lOf,:1~5)

このものは末端に グルクロン酸をもついままで報告されていない糖脂質であった。

この酸性糖間質の機能は全くわかっていないが，これらの疾患でM蛋白の異常増加

に強く関係していると推定される106~ 高速中性原子衝撃－質量分析計（ FAB-MS)

を使い，この酸性糖脂質の構造解析を行なった。

第 2節実験方法

ヒト末梢神経の馬尾神経組織 150タからクロロホルム：メタノール（ 2 : 1 , 

1 : 2，容比）で総脂質を抽出後，アセトン分画し，組糖指質画分を得，次にイオ

ン交換樹脂（ DEA EーセファデンクスA-25）のカラムにかけ，中性糖脂質画分を

溶出後，酢酸ソーダを含むメタ’ノール溶液を 0から 0.4 Mまで連続的に変え酸性糖

脂質画分を得た。 IgM-M蛋白と結合する酸性糖脂質は親和性が強く，シアル酸 4

個に相当するガングリオシド画分に溶出された。この分画を集め蒸留水に対して透析し，

脱塩後イアトロピ｝ズおよび高速液体クロマトグラフィーにより，酸性糖脂質を精

製した。収量は 4却であった。精製した酸性糖脂質 50μタをクロロホルム：メタノ

ール（ 2 : 1 ，容比） 2 0 µ~ にとかし，その 2 μfにトリエタノールアミン 2μ£ を

加え，ステンレス製の試料台に塗布し，質量分析の試料とした。装置はデータシス

テム（VG11/250型）の付いた ZAB社大型高感度FAB-MS(VGZAB-HF型）

を使用した。キセノンガスを用い中性電子ビーム 9KeVで試料を照射し，負イオン

FABマススペクトルを測定した。
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第 3節実験結果と考察

図 1に末梢神経由来酸性糖脂質の FAB-MSを示した。酸性糖脂質は糖鎖 5つあ

ることが示された。即ち脂肪酸の分子種による 6つの顕著なイオン，セラミドp セ
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Fig. 1 Negative ion fast atom bombardment mass spectrum 
of glucuronic acid sulfate-containing paragloboside 
from human cauda equina. 

ラミドモノ，ジF トリ，テトラおよびペンタサツカライドに相当するイオン群が検

出された。分子イオンはrn/z(M-H）ーとして検出され， rn/z1510, 1566, 159 

2および 15 9 4はそれぞれ脂肪酸C18:0 , C22: 0 , C24: 1およ びC24:0 をもっ酸

性糖脂質であることが，構成脂肪酸およびスフィンゴシン塩基の GLC により証明

された。 αーオキシ脂肪酸をもっ分子種は検出されなかった。使用した ZA B社の

装置は大型コンビュータがついているのでマトリックス由来のピークを除去するこ

とが可能でイl£磁場に現われるフラグメントイオンも帰属が容易に出来た。即ちフラ

グメントイオンm/z97は末端の糖鎖に硫酸基の存在が推定された。硫酸基の存在
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は赤外吸収スペクトルで 12 4 0 cm -iおよび 820cm-1に特徴的なピークが検出され

マススペクトルの解析から，末端から硫酸基を有する酸性糖質（m/z確認された。

あ

セ
ヘキソース（m/z1 6 3) ,Nーアセチルヘキソサミン（ m/z 2 0 3），ヘキ2 5 7 ) , 

のJI贋の糖鎖構造を有する糖脂質とソース（m/z16 3），ヘキソ」ス（m/z 1 6 3) 

遊離した単糖を推定されたo 酸性糖脂質を 3%塩酸メタノールでメタノリシス後，

末端のキヤピラリ GLC-CI-MSで測定した所，トリメチルシリル誘導体として，

糖鎖はいままで糖脂質では報告されていないグノレクロン酸であるこ とが判ったo 構

グノレコースおよびN－アセチルグルコサミンカ“ラクト ース，成糖はグルクロン酸，

からなりそれぞれの比は 1: 2 : 1 : 1であった。従っ て末端に硫酸基をもっグルグロ

／、フ

グロポシドの骨格は脱硫酸後スミス分解して得られた糖脂質は抗パラグロボシドモ

ノクロナ ール抗体で染色される ことから免疫化学的に証明した。硫酸基の位置は同

ン酸を有するパラグロボシド（Cer-glc-gal-glcNAc-gal）と推定された。

全く分解されなか硫酸基をはずさずに酸性糖脂質をスミス分解した結果じ様に，

水酸化ホウ素ナトリウムさらに酸性糖脂質の完全メチル誘導体を，ったこと，

(NaBH4) 単糖の糖アノレ末端のグルクロン酸のカルボキシル基を還元した後，で，

により 3および 6ヌケのグルアセチル誘導体として GLC-EI-MSコールを得，

グルクロン酸の 3位に付いていることを証明コースを新らたに検出たことにより，

したo 図 2に推定構造を示した。病気との関係は全くわかっていないが， M蛋白

血紫搬出法でM蛋白の血中濃度

を下げると多発性神経炎で症状が改善されるという報告がある 100〕。抗MAGあるい

免疫調節機能に何ら

が直接脱髄に関係しているという証明は少ない吟

は酸性糖脂質抗体がNK （ナチュナルキラー〉活性を抑制し，

即ちM蛋白異常排世に関与していると推定される。かの影響，検

う耕輔L；端拠品~~~·
59 

酸

明

の
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Structure of glucuronic acid sulfate-containing 
paragloboside from human cauda equina. 
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第 3章 ヒト脳モノシアロガングリオシド GM1aおよび GM1b

の高速中性原子衝撃一質量分析93)

第 1節序

GM1 ( GM1a）は中枢神経系の主要ガ ングリオシドであることが知られ，コレラ

毒素のリセプターであることが報告されている10, 11 )0 ヒト脳の GM1ガングリオシド

画分から，神経系ではいままで全く報告されていない GM1bガングリオシドを検出

した。 GM1bはGM1aの構造異性体でシアル酸は末端のガラクトースに付いており

Stoffynらがラット脳ホモジネートを用いて，アシアロ GM1（ガングリオ－Nーテ

トラオシルセラミド）と CMPーシアル酸を基質にして，生合成したものでシアリ

ダーゼ感受性のガングリオシドとして報告し10てその存在も示唆されていたが，神

経系には報告されていなかった。最近になり，前駆体のアシアロ GM1がラット脳髄

鞘に微量することが発見され，益々 GM1bの存在の可能性が示唆された1ぺFAB-

MSで脳モノシアロガングリオシドの構造解析を行な った。

第 2節実験方法

ヒト成人脳， 2.3 K9からクロロホルム：メタノールで総脂質を抽出し，安藤らの

方法109）に従い， DEAEーセファデックスAー25カラムにかけ中性糖脂質画分を除

去後， 0.2 M酢酸 ソーダのメタノール溶液を流しガングリオシド画分を得，透析脱

塩後，再びDEAEーセファデックスのカラムにかけ，酢酸ソーダのメタノール溶液

を0.05 Mから 0.3Mまで連続的に濃度を変え，モノシアロガングリオシド画分を得

た。この画分を脱塩後，イアトロビーズのカラムにかけ，クロロホルム：メタノー

ル ：水の系で同様に連続的にそれぞれの比を 65:35:4から 35:65:5（容比）

に変え， GM1ガングリオシド画分を得た。 GM1bはGM1( GM1a）の主要ピークの

テーリング部分に溶出されたのでこの画分を再度イアトロビーズのカラムにかけ，

nープロパノール：水（ 85:15，容比）で溶出させGM1bを精製した。収量は 6

TTlfJであった。精製したそれぞれのそノシアロガングリオシド，約 50μ9，をクロロホ
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脱
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を得

ノー

）

の

’

6

比

ク

け

ま

ロホ

ルム：メタノール溶液（ 2 : 1，容比） 2 Oμ.eにとかし，その 5μ,e にトリエタノ

ールアミン 2μ,e を加え，少量のテトラメチル尿素を加え，試料台に塗布し，日本電

子製高分解能FAB-MS(HXlOOXL）で測定したo キセノンガスを用い，中性電

速ビーム6Kevに設定したo

第 3節 実験結果および考察

図 1にGM1aとGM1bの構造と負イオンFAB-MSの測定結果を示した。 GM1a

およびGM1bは共に脂肪酸はステアリン酸であり，スフィンゴシン塩基は C18およ

びC20スフィンゲニンである。従ってスフィンゴジン塩基の差異による主要な 2つ

のイオンが検出された。図 lAのGM1bでは主要なイオン群は 6つ顕著に検出出来

た0 ・これらのイオン群はセラミド（a），グノレコシルセラミド（b)' ラクトシルセラ

ミド（c）ガングリオ－ N－トリオシルセラミド（d)＇ガングリオシル－ Nーテトラ

オシルセラミド（e）であると推定された。分子イオンは両者共に（M-H）ー として

観察され， m/z15 4 4および 1572はそれぞれC18およびC20スフィンゲニンを，

更に脂肪酸ステアリン酸をもっ分子種と推定されたo GM1bでは末端のシアル酸が

はじめに開裂を受け，ガラクトース， Nーアセチルガラク卜サミン，ガラクトース

ク。ルコースの順に開裂され，これらのフラグメントイオンはそれぞれm/z IO 9 1 

とII 1 9, m/ z 8 8 8と9I 6, m/z 7 2 6と754さらにnレ／z5 6 4と59 2 にな

ることが推定されp FAB-MSで構造解析が可能であると証明された。しかしGM1a

の場合は分子イオン（M-H）一，セラミド（a）およびグノレコシルセラミド（b）は顕著

に観察されたが，少々複雑で末端のガラクトース分子の開裂がはじめに起る様であ

る。このイオンはm/zI 3 8 2および I4 1 0に検出された。このイオンから更に開

裂を受けて，シアル酸を保持するフラグメントイオンも観察されたo GM1b と同じ

様にシアル酸残基がはじめにはずれた系路も小さいながら観察された。 GM1aガン

グリオシドの構造解析は， CI法の方がシアル酸残基の開裂がはじめに起り，セラ

ミド骨格を保持したまま糖鎖がはずれたイオンが優位でマスパターンは非常に単純

でFAB-MSより解析し易い様である51)0 ガングリオシドの FAB-MSは中性糖脂

質の場合に比べフラグメントイオンおよび分子イオンの解析は複雑である。シアル

n
H
d
 

ph
u
 





かわりにはかなり小さくなり，分子イオンは（M-Hf酸が 2個以上ついた場合，

しかも(M+2Na-H), ・……ぃ等の凝似分子イオンが検出され，(M+Na-H) , 

それぞれから由来したフラグメントイオンがいずれも Naイオンが付加しており，

ンゴシン塩基の種類の差によるガングオシド分子種の解析に脂肪酸あるいはスフィ

ガングリオシドは腹水肝癌細駒AHーGM1b は十分注意をしなければならない87)0

マウスミエロイド白血病細胞111）など癌細胞にみとめられ，最近マウス牌i7 9 7 41ぺ
阪12）などの免疫系にもその存在が確認され細胞の突然変異や癌細駒の粘着性を抑え

このガングリ

オシドは自己免疫疾患などの神経系，免疫系の共通抗原の可能性が示唆されたo

ることも報告されている108,113,ll4~ 今回神経系に見つかったことから，

－
d
w
F
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電子衝撃法（ E I法）は長い歴史があれ有機，物理，無機化学，薬学などの広

い領域で利用されていた。測定試料特有のフラグメントイオンを与え，沢山のデ｝

タ集も集積されている。多くの未知の試料もマススペクトルをとることにより，こ

れをもとにして同定される確率は高い。例えば，糖脂質の糖鎖構造を調べる上で糖

鎖の結合がどうなっているかを知る方法として糖鎖の水酸基を完全メチノレ誘導体と

して酸で加水分解後，単糖を得て還元して糖アルコールにして，グリコシル結合由

来のメチル化されていない残りの水酸基をアセチル化してGLC-MSで調べること

により，結合様式を決定できるが，どの様な機種を使用しても， EI-MSはそれぞ

れの糖アルコールに特有のフラグメントイオンを与え，直ちにデータ集あるいは文

献から決定出来る。 EI法はスペクトルの再現性は非常に良い反面，熱分解し易い

難揮発性のものの測定に限界がある様である。自然科学の分野には，この様な化合

物は非常に多い。これらの要求に答える様に質量分析計の改良特にイオン化の方法

の改良が行なわれ，いままで測定出来なかった化合物も測定出来る様になり，生体

微量成分の分子量の測定および、定量に益々，質量分析法の重要性は高まりつつある。

これらのイオン化法はソフトイオン化と呼ばれ，代表的なものは CI, FD, FI, 

FAB,SI（二次イオン化法）などであるが，年々新しいイオン化法が報告されて

いる。ソフトイオン化法の多くはスペクトルの再現性は著しく劣る。一般には機種

を変えただけで，フラグメントイオンの出方p 開裂様式も異なることもある。 CI 

法は問機種を使用していれぼ，比較的良い方である。勿論反応ガスや誘導体を変え

るとマスパターンは変わる。逆にこれらの特性を利用して異性体の構造解析や分子

量の決定，微量定量に応用出来る。 CI法にひき続き導入されたFD,FI法は高分

子の化合物の分子量の決定には有効とされているが，一般に生体試料の測定では再

現性はかなり劣る。試料に不純物が入っていると全く測定できなかったり，スペク

トルに影響を与える様である。 FABあるいは SI法についても，標準試料について

は安定したスペクトルを与えるが，同じことがいえそうである。また，同一の試料で

も機種によりかなり限定される様で大型の高分解能質量分析計を使用した方が良い

結果がえられる様である。生体試料を取り扱っている者には目的のものがどの位の

円

LFO
 



分子量であるのかp また生理活性物質など定量したいと考えている者には，どの機

種でどのイオン化法が一番強い分子イオンが出るかあるいは強いフラグメントイオ

ンが出易いかということが重要である。観察された分子イオンあるいはフラグメン

トイオンがどの様な機構で生成するか正確な理論づけが出来なくても，有益な情報

がえられればよい。今後も質量分析法の改良は益々進むであろう。それに従って機

種およびソフトイオン化の撰択範囲は益々広がり試行錯誤が当分続くであろう。

本論文では生体膜の微量構成成分ながら最近多くの生理活性が注目されている糖

脂質を材料にして，それら微量構造解析の方法としてソフトイオン化ー質量分析法

を応用した成績をまとめたo 要約すると（1)C I法は試料とメタン，イソブタン，ア

ンモニアなど反応ガスとのイオンモレキュラー反応にもとずいている。従って EI 

法で測定しにくい化合物に対しても有効である。スペクトルにも EIマスにくらべ

単純で解析が容易である。 Q Mなど分子イオン領域および高質量部のフラグメント

イオンも強く，検出され易い。糖脂質は分子量が大きく分子イオンも出現しにくく，

解析困難な場合が多い，特に熱分解し易いシアル酸を含む糖脂質の完全メチル化誘

導体は分子イオンの検出はもちろんF 高質量部のフラグメントイオンも出現せず構

造解析は困難と思われる。 CI法ではこの様な化合物にも有効であることを示したo

(2) FA B 法はキャノンやアルゴンの中性原子ビームを高速でグリセロールなどマト

リックスをまぜた試料に照射して，イオン化させる方法で 難揮発性のものに特に

有効で，全く誘導体とせず分子量の測定が可能であるが，中性糖脂質ではCI法と

変わらない開裂様式を与えた。しかしシアル酸を含むガングリオシドではシアル酸

残基を多く含む複合糖脂質ではNaイオンが付加した分子イオン，フラグメントイ

オンが検出され，複雑な脂肪酸，長鎖スフィンゴシン塩基を有する糖脂質の分子種

の構造解析には限界がある様に思われる。

-63 -



謝 辞

終りに臨み，本論文作製に際して終始御懇篤なる御指導と御高配を賜わりました

千葉大学薬学部 北川晴雄教授に深く感謝の意を表します。

また本研究を行うに当り 終始御懇篤なる御指導を賜わりました。東京都臨床医

学総合研究所 山川民夫所長，鈴木明身室長ならびに新潟大学医学部神経内科 宮

武正教授，エール大学医学部神経内科 Robert K. Yu教授，東京都老人総合研究

所臨床生化学安藤進室長および国立病院医療センター 臨床生化学大島美

恵子室長に深く感謝の意を表します。

さらに本研究に当って研究面で終始助力を賜わりました東京都臨床医学総合研究

所鈴木賞先生に深く感謝申し上げます。

-64 -



掲 載 雑誌目録

1. 第 1編，第 1章の内容は Chem.Phys. Lipids 19: 289-299 (1977) に下記

表題で掲載されたものである。

Combined gas chromatography-chemical ionization mass 

spectrometry of sphingolipids. 1. Glucosyl sphingosine, 

ceramides and cerebrosides of the spleen in Gaucher's dise-

ase.本論文ではグルコセレブロシドに関する化学イオン化質量分析のデータ

のみ掲載した。

2. 第1編，第 2章の内容は J.Lipid Res ・

で掲載されたものである。

19:370-374(1978）に下記表題

Characterization of trimethylsilyl derivatives of cerebrosides 

by direct inlet-chemical ionization mass spectrometry. 

3. 第 1編，第 3章の内容は J.Lipid Res. 21:879-887(1980）に下記表

題で掲載されたものである。

Characterization of glycosphingolipids by direct inlet 

ch em i ca 1 i on i z a t i on ma s s s p e ct r om et r y. 

4. 第 1編，第 4章の内容は J.Lipid Res. 23:437-442(1982）に下記表

題で掲載されたものである。

Characterization of GM1 ganglioside by direct inlet 

chemical ionization mass spectrometry. 

5. 第 1編，第 5章の内容は J.Lipid Res. 25: 1090-1101 (1984）下記表

題で掲載されたものである。

Characteriz.:ation of gangliosides by direct inlet chemical 

ionization mass spectrometry. 
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6. 第2編，第 1章の内容は Lipid sに下記表題で掲載予定である。

Lipid analyses of pheochromocytoma PC 12 cells: Characte ri za -

tion of globoside as a major neutral glycolipid. 本論文では高速

中性原子衝撃一質量分析のデー タのみ掲載した。

7. 第2編，第 2章の内容は Ne u r o 1 o gy 3 5 : 1 4 2 0 -1 4 2 4 ( 1 9 8 5 ）に下記表

題で掲載されたものである。また J.Biol.Chem. に下記表題で投稿中である。

The neuropathy of plasma cell dyscrasia: Binding of IgM 

M-proteins to peripheral nerve glycolipid-s. 

Characterization of glucuronic acid sulfate-containing 

glycolipids reacting with monoclonal IgM M-proteins in 

patients with neuropathy. 

本論文では高速中性原子衝撃ー質量分析のデータのみ掲載した。

8. 第2編，第 3章の内容は J.LipidRes ・に下記表題で掲載予定である。

I s o 1 a ti on and c ha r a c t e r i z a t i o n o f gang 1 i o s i d e G M1 b f r om 

normal human brain. 本論文では高速中性原子衝撃ー質量分析のデータの

み掲載した。
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