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(57)【要約】
【課題】　薄膜上の分離された糖タンパク質又は多糖類
を選択的に染色でき、かつ、染色後の薄膜を用いて糖鎖
分析が可能な糖タンパク質又は多糖類の検出方法及びそ
の方法に用いるキットを提供する。
【解決手段】　薄膜上の分離された糖タンパク質又は多
糖類を、ジカルボン酸無水物を含む溶液で処理した後、
塩基性色素を含有する溶液を用いて染色することを特徴
とする糖タンパク質又は多糖類の検出方法であって、好
ましくは、前記のジカルボン酸無水物を含む溶液には、
ピリジン等の塩基性溶媒を含有させる。
【選択図】　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　薄膜上の分離された糖タンパク質又は多糖類を、ジカルボン酸無水物を含む溶液で処理
した後、塩基性色素を含有する溶液を用いて染色して検出することを特徴とする糖タンパ
ク質又は多糖類の検出方法。
【請求項２】
　前記ジカルボン酸無水物が、無水コハク酸又は無水マレイン酸であることを特徴とする
請求項１に記載の検出方法。
【請求項３】
　前記ジカルボン酸無水物を含む溶液が、さらに塩基性溶媒を含有することを特徴とする
請求項１又は２に記載の検出方法。
【請求項４】
　前記塩基性溶媒が、ピリジンであることを特徴とする請求項３に記載の検出方法。
【請求項５】
　前記薄膜が、電気泳動用媒体であることを特徴とする請求項１～４のいずれか１項に記
載の検出方法。
【請求項６】
　前記薄膜が、電気泳動用媒体から転写された糖タンパク質又は多糖類を保持する多孔質
疎水性ポリマーからなることを特徴とする請求項１～４のいずれか１項に記載の検出方法
。
【請求項７】
　前記薄膜が、親水性ポリマーを含有する多孔質疎水性ポリマーからなることを特徴とす
る請求項１～５のいずれか１項に記載の検出方法。
【請求項８】
　前記多孔質疎水性ポリマーが、ポリビニリデンジフルオリド（ＰＶＤＦ）であることを
特徴とする請求項６又は７に記載の検出方法。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか１項に記載の検出方法で染色された薄膜を用いて、糖鎖遊離処
理を行うことを特徴とする糖鎖の遊離方法。
【請求項１０】
　請求項９に記載の方法で遊離された糖鎖を用いて、分離された糖タンパク質中又は多糖
類中の糖鎖構造を解析することを特徴とする糖鎖構造の解析方法。
【請求項１１】
　請求項１～８のいずれか１項に記載の検出方法により糖タンパク質又は多糖類を検出す
るのに用いるキットであって、
（１）ジカルボン酸無水物及びジカルボン酸無水物を溶解させる溶液、又はジカルボン酸
無水物を含む溶液、及び（２）塩基性色素、又は塩基性色素を含有する溶液、を含むこと
を特徴とする糖タンパク質又は多糖類の検出用キット。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生体由来試料や食品、医薬品などに存在する糖タンパク質又は多糖類を分離
し検出する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来、生体由来試料や食品、医薬品などに存在する糖タンパク質又は多糖類の分離には
電気泳動法が好ましく用いられており、具体的には、血清糖タンパク質を例にした場合、
ＳＤＳ-ポリアクリルアミドゲル電気泳動、セルロースアセテート膜電気泳動、等電点ゲ
ル電気泳動とＳＤＳ-ポリアクリルアミドゲル電気泳動を組み合わせた２次元電気泳動等
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がある。また、ムチン様糖タンパク質やプロテオグリカン型糖タンパク質を例にした場合
、アガロースゲルもしくはアガロース／ポリアクリルアミド混成ゲルを用いた電気泳動、
又はセルロースアセテート膜を用いた電気泳動等がある。
【０００３】
　さらに、電気泳動法により分離した糖タンパク質の糖鎖を解析するためには、従来公知
の転写法が適用できる。すなわち、電気泳動法により分離された糖タンパク質を、ゲルか
らポリビニリデンジフルオリド（ＰＶＤＦ、polyvinylidene difluoride）膜に転写した
後、該膜上での酵素反応やアルカリ処理によるβ-エリミネーション(β-elimination)反
応により糖鎖を切り出し、切り出された糖鎖を質量分析計で解析する方法が用いられる。
【０００４】
　また、前述の電気泳動により分離されたタンパク質の分離状態を視覚的にとらえるため
には、通常染色する方法が用いられる。ゲルのまま染色する場合には、クマシ‐ブリリア
ントブルーＲ２５０、アミドブラック、ポンソーＳなどの色素や、銀染色が一般的に利用
されている。膜に転写したタンパク質の染色には、上に示した色素の他、インディアンイ
ンク、ダイレクトブルー７１（ＤＢ７１）などの色素が利用される。特にＤＢ７１は、膜
に転写したタンパク質を簡便かつ迅速に染色する方法として広く使われている。一方、糖
タンパク質又は多糖類を選択的に染色する場合には、過ヨウ素酸酸化により糖部分を酸化
的に分解し、新たに生じるアルデヒド基にアミノ基等の官能基を有する色素を反応させて
シッフ塩基を形成させることにより染色する方法、すなわち、過ヨウ素酸－シッフ塩基（
periodic acid－Schiff base：ＰＡＳ）反応により、電気泳動で分離した糖タンパク質を
赤紫色に染色する方法が一般的に用いられている（非特許文献１参照）。モレキュラープ
ローブス社から市販されているＰｒｏＱＥｍｅｒａｌｄ（Pro-Q　Emerald 488 Glycoprot
ein Gel and Blot Stain Kit）は、アルデヒド基と反応させる色素として蛍光色素をＰＡ
Ｓ反応に利用した染色キットであり、高感度に糖タンパク質を検出できるとされている。
　しかし、この方法は操作が煩雑で結果を得るまでに長時間を要するうえ、糖を分解して
しまうため、染色後は、前述のβ-エリミネーション反応を用いた糖鎖の分析が不可能と
なるという問題がある。
【０００５】
　一方、たとえばムコ多糖等の、酸性の糖タンパク質は、アルシアンブルーなどの塩基性
色素によって染色することが可能であるが（特許文献１参照）、シアル酸、ウロン酸、硫
酸などの酸性残基を持たない中性のムチンや中性の多糖類は、この方法では染色されなか
った。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｂｉｏ-Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，８，４９２-４９５（１９９０）
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特開２００９－２６５０７８号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明は、こうした現状を鑑みてなされたものであって、糖タンパク質又は多糖類を染
色でき、かつ、染色後の薄膜を用いて糖鎖分析が可能な糖タンパク質又は多糖類の検出方
法を提供することを目的とするものである。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、上記目的を達成すべく鋭意研究を重ねた結果、分離された、薄膜上の糖
タンパク質又は多糖類を、塩基性色素を用いて染色する際に、ジカルボン酸無水物を含む
溶液で前処理することにより、酸性残基を持たない中性のムチンや中性の多糖類を染色し
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て検出できることを見いだした。
【００１０】
　本発明はこれらの知見に基づいて完成に至ったものであり、本発明によれば、以下の発
明が提供される。
［１］薄膜上の分離された糖タンパク質又は多糖類を、ジカルボン酸無水物を含む溶液で
処理した後、塩基性色素を含有する溶液を用いて染色して検出することを特徴とする糖タ
ンパク質又は多糖類の検出方法。
［２］前記ジカルボン酸無水物が、無水コハク酸又は無水マレイン酸であることを特徴と
する［１］に記載の検出方法。
［３］前記ジカルボン酸無水物を含む溶液が、さらに塩基性溶媒を含有することを特徴と
する［１］又は［２］に記載の検出方法。
［４］前記塩基性溶媒が、ピリジンであることを特徴とする［３］に記載の検出方法。
［５］前記薄膜が、電気泳動用媒体であることを特徴とする［１］～［４］のいずれかに
記載の検出方法。
［６］前記薄膜が、電気泳動用媒体から転写された糖タンパク質又は多糖類を保持する多
孔質疎水性ポリマーからなることを特徴とする［１］～［４］のいずれかに記載の検出方
法。
［７］前記薄膜が、親水性ポリマーを含有する多孔質疎水性ポリマーからなることを特徴
とする［１］～［５］のいずれか１項に記載の検出方法。
［８］前記多孔質疎水性ポリマーが、ポリビニリデンジフルオリド（ＰＶＤＦ）であるこ
とを特徴とする［６］又は［７］に記載の検出方法。
［９］［１］～［８］のいずれかに記載の検出方法で染色された薄膜を用いて、糖鎖遊離
処理を行うことを特徴とする糖鎖の遊離方法。
［１０］［９］に記載の方法で遊離された糖鎖を用いて、分離された糖タンパク質中又は
多糖類中の糖鎖構造を解析することを特徴とする糖鎖構造の解析方法。
［１１］［１］～［８］のいずれかに記載の検出方法により糖タンパク質又は多糖類を検
出するのに用いるキットであって、
（１）ジカルボン酸無水物及びジカルボン酸無水物を溶解させる溶液、又はジカルボン酸
無水物を含む溶液、及び（２）塩基性色素、又は塩基性色素を含有する溶液、を含むこと
を特徴とする糖タンパク質又は多糖類の検出用キット。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明によれば、塩基性染料を用いて、シアル酸、ウロン酸、硫酸などの酸性残基を持
たない中性のムチンや中性の多糖類を染色することができる。また、本発明によれば、従
来のＰＡＳ反応を用いた方法では不可能であったところの、染色後、薄膜ごとアルカリβ
エリミネーションなどの方法により、コアタンパク質から糖鎖を遊離させて質量分析する
ことが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】市販ＰＳＭを分子マトリクス電気泳動にて展開後、染色した結果を示す図であり
、左側が従来法によるもの、右側が本発明の実施例１によるものである。
【図２】質量分析法による、ＰＳＭに含まれる中性ムチンのＯ結合型糖鎖の分析結果を示
す図であり、上段が本発明の実施例１によるものであり、下段が従来法によるものである
。
【図３】実施例２～４において、化学処理液における溶媒を代えて染色した結果を示す図
。
【図４】キトサンを分子マトリクス電気泳動にて展開後、染色した結果を示す図であり、
左側が従来法によるもの、右側が本発明の実施例５によるものである。
【図５】ＳＤＳ-ポリアクリルアミド電気泳動で展開したヒト血清をＰＶＤＦ膜上に転写
して染色した結果を示す図であり、左側が、従来法のＰｒｏＱＥｍｅｒａｌｄ法によるも
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のであり、中央が従来のアルシアンブルー染色によるもの、右側が本発明の実施例６によ
るものである。
【図６】ＳＤＳ-ポリアクリルアミド電気泳動で展開した市販のオボアルブミンをＰＶＤ
Ｆ膜上に転写して染色した結果を示す図であり、左側が、従来法のアルシアンブルー法に
よるものであり、中央が本発明の実施例７によるものであり、右側が従来のＤＢ-７１法
によるものである。
【図７】質量分析法による、オボアルブミンのＮ結合型糖鎖の分析結果を示す図であり、
上段が本発明の実施例７によるものであり、下段が従来法によるものである。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本発明は、分離された糖タンパク質又は多糖類を染色する検出方法であって、塩基性染
色液を用いて染色する前に、ジカルボン酸無水物を含有する溶液で処理することを特徴と
するものである。
　すなわち、分離された糖タンパク質又は多糖類を、ジカルボン酸無水物を含む溶液で処
理することにより、糖の水酸基とジカルボン酸無水物の縮合反応によりカルボン酸基を生
成させ、その後塩基性染料液を用いて、染色して検出することを特徴とするものである。
【００１４】
　具体的には、分離された糖タンパク質又は多糖類を含む薄膜を乾燥した後、ジカルボン
酸無水物を含む溶液（以下、「化学処理液」という。）に該乾燥した薄膜を一定時間浸し
、浸された薄膜を、塩基性色素を含有する溶液に一定時間浸し、最後に有機溶媒を含む洗
浄液で洗浄することにより、薄膜上の糖タンパク質又は多糖類を染色し、検出する。
【００１５】
　本発明において、ジカルボン酸無水物は、特に限定されないが、例えば、反応が容易に
進行するという点から、無水コハク酸及び無水マレイン酸が好適に用いられる。
　本発明において用いられる前記の化学処理液は、ジカルボン酸無水物を溶解した溶液で
あり、また、本発明においては、化学処理液中に、ジカルボン酸無水物の縮合反応の反応
効率を高める目的で、ピリジン、ピコリン、ルチジン、コリジンなどの塩基性溶媒を含有
させることが好ましい。また、さらに反応効率を高める目的でジメチルアミノピリジンな
どの塩基性触媒を該溶液に添加してもよい。
【００１６】
　ピリジンなどの塩基性溶媒は、これだけをジカルボン酸無水物の溶媒として用いると、
電気泳動後の化学処理において染色の際にバックグラウンドが高くなるため、他の溶媒と
混合して化学処理液の溶媒として用いられる。
　溶媒又は混合溶媒に用いる溶媒としては、ジカルボン酸無水物を溶解し、ピリジンなど
の塩基性溶媒と相溶性があり、且つ、染色の際にバックグラウンドが高くならないもので
あれば特に限定されないが、好ましくは、アセトニトリル、メチルエチルケトン、アセト
ン、ジオキサン等が用いられる。
　具体的には、例えば、アセトニトリル、メチルエチルケトン、アセトン、ジオキサン等
の溶媒、或いは、ピリジンとアセトニトリルの混合溶媒、ピリジンとメチルエチルケトン
の混合溶媒、ピリジンとアセトンの混合溶媒、又はピリジンとジオキサンとの混合溶媒等
が用いられる。混合溶媒におけるピリジンなどの塩基性溶媒と溶媒の混合割合は、１：１
～１：１１であり、好ましくは、１：４である。
　そして、前記溶媒又は塩基性溶媒との混合溶媒に対して、ジカルボン酸を、２０～２０
０ｍｇ／ｍＬ、好ましくは、１００ｍｇ／ｍＬとなるように溶解したものが、化学処理液
として用いられる。
【００１７】
　糖タンパク質又は多糖類は、薄膜上に分離された状態で存在していれば良く、その分離
方法は特に限定されないが、好ましくは、電気泳動法などが用いられる。
　本発明において、分離に分子マトリクス電気泳動を行う場合は、用いる装置としては、
従来のセルロースアセテート膜電気泳動装置をそのまま用いることができ、具体的には、
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EPC105AA型セルロースアセテート膜電気泳動装置（アドバンテック）などが使用できる。
また分離にゲル電気泳動を行う場合は、従来のゲル電気泳動装置、従来のブロッティング
装置をそのまま用いることができる。具体的には、例えばＡＥ-６５３１Ｐ/Ｍ型ミニスラ
ブ電気泳動槽（アトー）でゲル電気泳動後、分離したタンパク質をブロッティング装置、
例えばＡＥ-６６８５セミドライブロッティング装置（アトー）によりＰＶＤＦ膜に転写
する方法が使用できる。
【００１８】
　本発明の検出方法において、上記のようにして分離された糖タンパク質又は多糖類の染
色は、電気泳動媒体として用いたアガロースゲル、アガロース／ポリアクリルアミド混成
ゲル等のゲルからなる薄膜、又はセルロースアセテート膜等の薄膜上では行なうことがで
きない。
　しかし、分離された糖タンパク質又は多糖類を、上記ゲルから、タンパク質を疎水性相
互作用によって強く結合保持する性質を有するＰＶＤＦ等の疎水性多孔質ポリマー膜に転
写した後、該疎水性多孔質ポリマー膜上で染色を行なうことができる。
【００１９】
　本発明において、電気泳動用媒体として、特許文献１に記載された、親水性ポリマーを
含有させた、ＰＶＤＦ等の疎水性の多孔質ポリマーからなる薄膜を用いた場合には、転写
することなく該薄膜上で染色した後、該薄膜を用いて、アルカリβエリミネーションなど
の方法により、コアタンパク質から糖鎖を遊離させて質量分析することができるので、特
に好ましい。
　該疎水性の多孔質ポリマー膜上に、親水性のポリマーを含有させる方法としては、具体
的には、疎水性の多孔質ポリマー膜を親水性ポリマー溶液中に浸漬する方法、疎水性の多
孔質ポリマー膜上に親水性ポリマーを塗布する方法等の方法が挙げられる。
【００２０】
　含有させる親水性ポリマーとしては、ポリマーの構成ユニットに酸素や窒素のようなヘ
テロ原子を少なくとも一つ含むポリマーであって、水接触角が６０°以下の、水との親和
性を有するポリマーである。例としてポリビニルピロリドン、ポリビニルアルコール、ポ
リアクリルアミド、ポリエチレングリコール、ポリエチレンオキシドなどが挙げられるが
、特に、ポリビニルピロリドン、ポリビニルアルコール、ポリエチレングリコールが、分
離能の点から好ましく、最も好ましいのは、ポリビニルアルコールである。なお、本発明
の目的からみて、本発明に用いる親水性ポリマーには、デキストリン等の多糖系のポリマ
ーが含まれないことは当然のことである。
　また、その他の親水性ポリマーのうち、ポリエチレングリコール(ＰＥＧ)、ポリビニル
ピロリドン(ＰＶＰ)、或いは、ポリ２-ヒドロキシエチルメタクリレート(２ＨＥＭＡ)は
、いずれも、単独で用いた場合には、分離能が不十分であるが、ＰＶＡと混合することに
より、あるいはビニルアルコールとの共重合ポリマーとして使用することにより分離能が
改善され、ＰＶＡのみの場合とほぼ同様の良好な泳動パターンを得ることができる。
【００２１】
　分離された糖タンパク質又は多糖類を含有するこれらの薄膜は、電気泳動後あるいはＰ
ＶＤＦ膜等の疎水性ポリマー薄膜への転写後、乾燥することにより薄膜に残留する水分を
除去し、その後ジカルボン酸無水物を含む化学処理液を用いて処理するのが好ましい。乾
燥条件は、薄膜から水分を除去できる方法であれば特に限定されないが、例えば室温で１
時間、風乾する方法、あるいはアセトン中に５分間浸漬した後、室温で１０分間乾燥する
方法、さらに２０分間、８０℃で加熱乾燥する方法等が挙げられる。
【００２２】
　また、ジカルボン酸無水物を含む化学処理液を用いた処理方法としては、特に限定され
ないが、該溶液中に、上記の乾燥した薄膜を一定時間浸漬する方法が、簡便な方法として
好ましい。浸漬する時間は、室温で３０分以上あればよいが、好ましくは室温で２時間が
好ましい。
【００２３】
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　化学処理液に浸漬された薄膜は、次いで、塩基性色素を含有する溶液に一定時間浸漬し
、最後に有機溶媒を含む洗浄液で洗浄することにより、薄膜上の糖タンパク質および多糖
類を染色する。
　用いる塩基性色素は、特に限定されないが、一般的には、フタロシアニン色素の一種で
ある、アルシアンブルーが用いられる。
　また、溶液には、０.１％酢酸水溶液に溶解した０.１％アルシアンブルー溶液が用いら
れる。
　さらに、有機溶剤を含む洗浄液としては、メタノールが一般的に用いられる。
【００２４】
　本発明の方法により染色された糖タンパク質または多糖類は、染色されたスポットを薄
膜ごと切り出して、糖タンパク質の場合はアルカリβエリミネーションなどの方法により
コアタンパク質から糖鎖を遊離させ、多糖類の場合は水溶液による抽出などの方法により
回収し、質量分析等の方法により、糖鎖分析に適用される。
【実施例】
【００２５】
　以下、本発明を実施例に基づいて説明するが、本発明はこれらの実施例に限定されるも
のではない。
　〈実施例１〉
　本実施例では市販ブタ胃ムチン（ＰＳＭ）を用いて、ＰＶＤＦ膜上におけるムチンおよ
びグリコサミノグリカン類の検出を検討した。
（分子マトリクス電気泳動による市販ＰＳＭの分離）
　特許文献１の方法に従って、市販のＰＳＭ（タイプIII、シグマアルドリッチ社製）を
分子マトリクス電気泳動法により、以下のようにして分離した。
　用いた分子マトリクス電気泳動膜は、ＰＶＤＦ膜（Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ-Ｐ，ミリポア
社製）を適した大きさに切り取り、メタノールに数分間浸した後、０.２５％のポリビニ
ルアルコールを含む泳動用緩衝液（０.１Ｍピリジン－ギ酸緩衝液、ｐＨ４.０）に３０分
間浸すことにより作成した。
　電気泳動に供する試料の前処理として、ＰＳＭ（１００μｇ）を２０ｍＭジチオトレイ
トールおよび８Ｍ尿素を含む０.１Ｍトリス-塩酸緩衝液（ｐＨ８.６、１０μＬ）に溶解
し、室温で３時間放置した後、２５０ｍＭヨードアセタミド水溶液（１μＬ、最終濃度２
５ｍＭ）を加え、室温で１時間、暗所にて静置させた。こうして得られたＰＳＭ溶液を分
析試料として用いた。
　試料溶液の一部（１μＬ）を、前記の分子マトリクス電気泳動膜上の陰極側の端から１
.５ｃｍの位置にスポットし、電気泳動に供した。泳動槽には、セルロースアセテート膜
電気泳動装置（ＥＰＣ１０５ＡＡ型、アドバンテック社製）を使用し、通電条件は、膜の
幅１ｃｍあたり１.０ｍＡとし、泳動時間は３０分間とした。
【００２６】
　（膜の化学処理）
　泳動後の膜をアセトン中で３０分間振とう後、８０℃に調整したヒートブロックにて２
０分間乾燥した。この膜を化学処理液に室温で２時間浸した。化学処理液は、ピリジンと
アセトニトリルの１：４の混合溶媒に、無水コハク酸を１００ｍｇ／ｍＬになるように溶
解させた溶液を用いた。
【００２７】
　（染色）
　化学処理後の膜を、０.１％酢酸に溶解した０.１％アルシアンブルー８ＧＸ溶液中で２
０分間振とうした。その後、膜をとりだしメタノールで1分間洗浄した。
【００２８】
　（染色結果）
　染色結果を図１に示す。上のスポットから順に、コンドロイチン硫酸型プロテオグリカ
ン、ヒアルロン酸、酸性糖鎖を有するムチン、中性糖鎖のみを有するムチン、であること
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が特許文献１の実施例に記載されている。
　図１の左の図は、化学処理液による前処理を行わない従来法でアルシアンブルー染色し
た結果であり、中性ムチンのスポットが全く染色されていない。一方、右の図は、本発明
の方法でアルシアンブルー染色した結果であり、中性ムチンを含む全てのスポットを染色
することができた。
【００２９】
　（糖鎖分析）
　次に、前記の本発明の方法により染色されたＰＳＭの中性ムチンのスポットを切り取り
、膜ごとアルカリによるβ-エリミネーション反応を行い、ムチンのコアタンパク質から
糖鎖を遊離させた。得られた糖鎖の完全メチル化誘導体を質量分析計で測定した結果を図
２（上）に示す。また、従来の方法（特許文献１）により、ＰＳＭの中性ムチンのスポッ
トから遊離させた糖鎖の完全メチル化誘導体を質量分析計で測定した結果を図２（下）に
示す。図２に示すとおり、本発明の方法で染色したスポットから得られたスペクトルは、
従来の方法を用いて得られたスペクトルと同様であり、同じ糖鎖が検出された。
　この結果、本発明の方法により染色されたムチンは、染色後、質量分析によるＯ結合型
糖鎖の糖鎖分析にも使用できることが分かった。
【００３０】
　〈実施例２〉
　実施例１の膜の化学処理液における「ピリジンとアセトニトリルの１：４の混合溶媒」
を「ピリジンとメチルエチルケトンの１：４の混合溶媒」に代えた以外は実施例１と全く
同様に処理し、同様な結果を得た。図３参照。
【００３１】
　〈実施例３〉
　実施例１の膜の化学処理液における「ピリジンとアセトニトリルの１：４の混合溶媒」
を「ピリジンとアセトンの１：４の混合溶媒」に代えた以外は実施例１と全く同様に処理
し、同様な結果を得た。図３参照。
【００３２】
　〈実施例４〉
　実施例１の膜の化学処理液における「ピリジンとアセトニトリルの１：４の混合溶媒」
を「ピリジンとジオキサンの１：４の混合溶媒」に代えた以外は実施例１と全く同様に処
理し、同様な結果を得た。図３参照。
【００３３】
　〈実施例５〉
　本実施例ではキトサンを用いて、ＰＶＤＦ膜上における多糖の検出を検討した。
（分子マトリクス電気泳動による市販キトサンの分離）
　分子マトリクス電気泳動膜は実施例１に記載した方法により作成した。キトサン試料（
キトサン１０：和光純薬工業）を泳動用緩衝液（０.１Ｍピリジン－ギ酸緩衝液、ｐＨ４.
０）に０.５ｍｇ／ｍＬの濃度になるように溶解させて得られたキトサン溶液を分析試料
として用いた。試料溶液の一部（１μＬ）を、前記の分子マトリクス電気泳動膜上にスポ
ットし、電気泳動に供した。試料のスポット位置は膜の陽極側の端から１.５ｃｍの位置
とし、それ以外の泳動条件は実施例1に記載の方法と同様に行った。
【００３４】
　（膜の化学処理および染色）
　泳動後の膜を室温にて自然乾燥させた。乾燥以外の条件については、この膜を実施例１
と同様に化学処理液にて処理し染色した。
【００３５】
　（染色結果）
　染色結果を図４に示す。図４の左の図は、化学処理液による前処理を行わない従来法で
アルシアンブルー染色した結果であり、キトサンのスポットが全く染色されていない。一
方、右の図は、本発明の方法でアルシアンブルー染色した結果であり、キトサンのスポッ
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トを染色することができたことがわかる。
【００３６】
　〈実施例６〉
　本実施例ではヒト血清を用いて、ＰＶＤＦ膜上における糖タンパク質の検出を検討した
。
（ヒト血清のＳＤＳ-ポリアクリルアミド電気泳動）
市販ヒト血清を２-メルカプトエタノールとＳＤＳを含む変性用緩衝液を用いて２０倍に
希釈し、９５℃で５分間処理した。その溶液の４μＬをゲル濃度１２.５％のＳＤＳ－ポ
リアクリルアミドゲルにアプライし、ＳＤＳ-ＰＡＧＥ用のトリス・グリシン泳動緩衝液
を用いて２０分間電気泳動を行った。
【００３７】
（血清タンパク質のＰＶＤＦ膜への転写）
　電気泳動終了後のゲルを市販のＰＶＤＦ膜（イモビロン-Ｐ, ミリポア社製）に重ね、
ＮｕＰＡＧＥ（登録商標）トランスファー緩衝液（インビトロジェン社製）を用いて電気
的に血清タンパク質を、ゲルからＰＶＤＦ支持体上に転写した。
【００３８】
（膜の化学処理）
　本実施例では、前記実施例１～４において行った化学処理液による処理の前に、予備処
理液による処理を行った。
　すなわち、転写後の膜を室温で乾燥後、予備処理液に室温で３時間浸した。予備処理液
は、蒸留水とアセトニトリル１：４の混合溶液に、無水酢酸を１００ｍｇ／ｍＬになるよ
うに添加した溶液を用いた。その後、膜を取り出し、ドラフト中で室温にて乾燥後、実施
例１で用いた化学処理液に室温で２時間浸した。
【００３９】
　（染色）
　実施例１と同様の方法で、化学処理後の膜を染色した。
【００４０】
　（染色結果）
　染色結果を図５に示す。図５の左の図は、ＰｒｏＱＥｍｅｒａｌｄ（Pro-Q Emerald
488 Glycoprotein Gel and Blot Stain Kit、モレキュラープローブス社）により染色し
た結果であり、血清中の糖タンパク質が染色されている。中央の図は、前記の化学処理を
行わない従来法でアルシアンブルー染色した結果であり、一部の酸性タンパク質のみが染
色されている。一方、右の図は、本発明の方法でアルシアンブルー染色した結果であり、
ＰｒｏＱＥｍｅｒａｌｄにより染色した結果とほぼ同様の染色結果が得られた。
【００４１】
　〈実施例７〉
　本実施例では市販ニワトリ由来卵白アルブミン（オボアルブミン）を用いて、ＰＶＤＦ
膜上における糖タンパク質の検出およびＮ結合型糖鎖の解析を検討した。
　（オボアルブミンのＳＤＳ-ポリアクリルアミド電気泳動）
　市販ニワトリ由来卵白アルブミン（５ｍｇ、グレードＶ、シグマ社製）を１ｍＬの蒸留
水に溶解させ、２-メルカプトエタノールとＳＤＳを含む変性用緩衝液を用いて２倍に希
釈し、９５℃で５分間処理した。その溶液の４μＬをゲル濃度１２.５％のＳＤＳ-ポリア
クリルアミドゲルにアプライし、ＳＤＳ-ＰＡＧＥ用のトリス・グリシン泳動緩衝液を用
いて２０分間電気泳動を行った。
【００４２】
　（オボアルブミンのＰＶＤＦ膜への転写）
　電気泳動終了後のゲルを市販のＰＶＤＦ膜（イモビロン-Ｐ，ミリポア社製）に重ね、
ＮｕＰＡＧＥ（登録商標）トランスファー緩衝液（インビトロジェン社製）を用いて泳動
分離されたオボアルブミンを電気的に、ゲルからＰＶＤＦ支持体上に転写した。
【００４３】
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　（膜の化学処理）
　転写後の膜を室温で乾燥後、予備処理液に室温で２時間浸した。予備処理液は、アセト
ニトリルとメタノール１：４の混合溶液に、無水酢酸を１００ｍｇ／ｍＬになるように溶
解させた溶液を用いた。その後、膜を取り出し、ドラフト中で室温にて乾燥後、実施例１
で用いた化学処理液に室温で２時間浸した。
【００４４】
　（染色）
　実施例１と同様の方法で、化学処理後の膜を染色した。
【００４５】
　（染色結果）
　染色結果を図６に示す。図６の左のレーンは、前記の化学処理を行わない従来法でアル
シアンブルーにより染色した結果であり、オボアルブミンは全く染色されていない。中央
のレーンは、本発明の方法でアルシアンブルー染色した結果であり、従来法でダイレクト
ブルー（ＤＢ-７１）により染色した結果とほぼ同様の染色結果が得られた。
【００４６】
　（糖鎖分析）
　分子量４４０００に相当する染色されたスポットを膜から切り出し１.５ｍＬのサンプ
ルチューブに入れ、１０μＬの０.２５％ポリビニルアルコールを添加した後、１０μＬ
の５０ｍＭ水酸化ナトリウム溶液に浸して４５℃にて１時間放置した。ついで、１％酢酸
にて中和した後、５０ｍＭ重炭酸アンモニウム溶液に溶解した２ｍＵのＰＮＧａｓｅＦ（
タカラバイオ社製）をスポット膜に添加し、３７℃にて１６時間インキュベートした。サ
ンプルチューブ内の残液を別のチューブに移し、スポット膜を２００μＬの蒸留水で２回
洗浄し、洗液を残液と合わせ１％酢酸にてｐＨ５に調整した。この溶液を陽イオン交換固
相抽出カートリッジ（Ｏａｓｉｓ　ＭＣＸ、ウォーターズ社製）に供し、蒸留水１ｍＬに
て洗浄した。ろ液と洗液を合わせて凍結乾燥し、得られた残渣を完全メチル化した後、質
量分析計で測定した。
　得られた質量分析スペクトルを図７に示す。本発明の方法により染色されたスポットか
ら得られたＮ結合型糖鎖のシグナル（図７上段）と従来法であるＤＢ-７１で染色された
スポットから得られたＮ結合型糖鎖のシグナル（図７下段）は同一であった。
　したがって、本発明の方法により染色された糖タンパク質は、染色後、質量分析による
Ｎ結合型糖鎖の糖鎖分析にも使用できることが分かった。
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