
１．はじめに

抗体は Y字型をした免疫グロブリンという糖タンパク質

分子であり（Figure１）、特定の分子を抗原として認識して

結合する。生体内において抗体は細菌、ウイルス、その他微

生物等の感染や増殖を防ぐ役割を果たしている。抗体医薬品

は、特定の抗原への結合や、それに続く免疫機構を介した異

物の除去という抗体の性質を利用した、いわゆるバイオ医薬

品である。抗体医薬品は２０１２年末までに国内で２３品目が承認

されており[1]、国内海外を問わず製薬各社のパイプライン

には多くの抗体医薬品候補が並んでいる。

抗体（IgG）には重鎖の Fc部分の Asn残基（２９７残基目）

に N ―結合型糖鎖を有しており、この糖鎖は抗体分子として

の活性や動態、安全性等に寄与することが報告されている

[2,3]。また、Asn２９７以外のアミノ酸残基に N ―結合型糖鎖や O

―結合型糖鎖が結合する場合もある[4−7]。

Asn２９７の N ―結合型糖鎖の還元末端の N ―アセチルグルコサ

ミン（GlcNAc）残基に付加している Fuc残基（コアフコー

ス）を除去すると抗体依存性細胞障害（ADCC）活性が増強

される[8,9]。また、同 N ―結合型糖鎖のバイセクティング

GlcNAc残基の付加量を増加させることにより、ADCC活性

が増強されることが報告されている[10,11]。一方、ADCC活

性と並ぶエフェクター活性である補体依存性障害（CDC）
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活性については、Fc部分に結合する糖鎖の非還元末端部分

のガラクトース（Gal）残基の付加が影響するとされており、

Gal残基の数が多いほど補体第一成分（C1q）への結合が増

し、結果として CDC活性が増強される[12]（Figure２）。

動態については、ハイマンノース型の N ―結合型糖鎖を有

する抗体は、血中のマクロファージ等の表面に存在するマン

ノースレセプターに結合することで血中からのクリアランス

が速くなるとの報告[13]がある一方、クリアランスには影響

しないとの報告[14]もあり、クリアランスへの影響は抗体毎

に異なる可能性がある。また、相補性決定領域（CDR）に

結合した糖鎖はクリアランスに影響を与えるとの報告がある

[15]。

抗体の糖鎖に免疫原性を有する糖残基が付加することも知

られており、マウスミエローマ細胞（SP2/0細胞や NS0細胞

等）で産生される抗体医薬品に N ―グリコリルノイラミン酸

（Neu5Gc）や Galα1−3Gal等の非ヒト型の糖残基が付加する

場合がある[16,17]。非ヒト型の糖残基は生体内で免疫反応を

引き起こす可能性があり、特段の注意が必要である。実際

に、SP2/0細胞で製造された抗悪性腫瘍剤である Cetuximab

は、Fab部分に結合している N ―結合型糖鎖の一部に Galα1−

3Galを有しており、これが一部の患者でアナフィラキシー

様症状を引き起こすことが報告された[18]。抗体医薬品の合

理的な開発の推進と審査の効率化を図ることを目的に平成２４

年に厚生労働省より発出された「抗体医薬品の品質評価のた

めのガイダンス」[19]においては、

①宿主細胞の選択にあたっては抗体の非ヒト型糖鎖の付加

に関する知見を考慮することが必要な場合もある、

②非ヒト型糖鎖を持つ糖鎖が結合している場合は、その割

合を明らかにするとともに、安全性への影響を考慮する

べき、

③Galα1−3Galを持つことが明らかな場合には、製造にお

ける含量の恒常性が十分に担保されない限り、その存在

量の規格設定が必要である、

と数か所にわたって記載されており、非ヒト型糖鎖による免

疫原性を重要視した内容となっている。

以上示したように、抗体医薬品の糖鎖は活性や動態、安全

性に大きく関係するため、詳細な構造解析が必要である。ま

た、宿主細胞種や培養条件が糖鎖プロファイルや免疫原性を

有する糖鎖の発現に影響することもあるため[20−22]、抗体

医薬品の開発初期から糖鎖構造について留意する必要があ

る。

２．糖鎖解析について

抗体医薬品の糖鎖に関する特性解析としては、①糖含量、

②糖鎖構造、③糖鎖パターン、④糖鎖結合位置、等の情報が

求められている[23]。以降は抗体医薬品の N ―結合型糖鎖の

特性解析について解説する。

２．１．糖含量

糖含量は抗体に結合する全糖鎖を単糖レベルに分解し、各

単糖につき定量を行う。酸やグリコシダーゼを使用して、各

単糖を遊離し、非標識もしくは蛍光物質等で標識したものに

ついて測定を行う。各糖の分離は液体クロマトグラフィー

（HPLC）、キャピラリー電気泳動（CE）、ガスクロマトグラ

フィー等が適用可能であると考えられる[24−29]。抗体医薬
Figure 1. 抗体の構造

Figure 2. 抗体の N ―結合型糖鎖構造と活性への関与

CHROMATOGRAPHY, Vol.34 No.2 (2013)

―８４―



品では、N ―アセチルガラクトサミンが含まれていないこと

を示すことで、O ―結合型糖鎖が結合していないことを証明

しているケースが多い[30]。

２．２．糖鎖構造

糖鎖構造については、N ―グリコシダーゼ F（PNGase F）

やヒドラジン等を用いて遊離させた糖鎖を直接または還元末

端を標識し、HPLCで分離し、各ピーク成分を質量分析装置

（MS）等を用いて構造解析する。別の手段としては、リシ

ルエンドペプチダーゼ（Lys−C）等のプロテアーゼで糖ペプ

チド断片としたものをMS等で解析するのが一般的であると

考えられる。HPLCでの分離は逆相、順相、イオン交換及び

親水性相互作用クロマトグラフィー等が適していると思われ

るが[31−36]、逆相 HPLCはシアル酸等を結合する酸性糖鎖

のピーク形状がブロードとなる上、G1と G1’等の異性体の

分離が困難、もしくは不十分である。順相 HPLCは G1と

Man5、G2とMan6のピークが重なる、イオン交換 HPLCは

カラムからの溶出液が塩を含むので直接MSへ接続ができな

い。したがって、それぞれの分離法の特徴を見極め、目的に

合わせて適切な分離モードを選択もしくは複数の分離モード

を組み合わせる必要がある。MSによる各糖鎖の構造同定に

ついては、MS測定ではMan残基と Gal残基の識別や結合位

置及び結合様式の特定が不可能である（Table１に示した各

組の糖鎖は質量が同一となるため識別が不可能）ことから、

必要に応じてガラクトシダーゼやマンノシダーゼ、フコシ

ダーゼ等の特異的酵素による消化を組み合わせた同定を実施

するべきである。また、Fc領域の Asn２９７以外のアミノ酸に糖

鎖が結合する場合もあるが、その場合は Fc領域の糖鎖とは

構造が大きく異なり、複雑な糖鎖が結合する可能性もある

[37]。また Asn２９７に Neu5Gcや Galα1−3Gal等の免疫原性を有

する糖残基が結合している場合は免疫反応を誘発する可能性

は高くないようであるが、Asn２９７以外に結合した糖鎖は免疫

反応を誘発する可能性がある[38,39]。従って Asn２９７以外に糖

鎖が結合した抗体を開発するときには、糖鎖構造の解析及び

管理がきわめて重要になる。

免疫原性を有する糖鎖構造は上記の詳細な構造解析を通し

て明らかになるが、開発初期の段階で細胞種の選択や培養条

件の至適化を行う際に、併せてこれらの糖鎖情報を収集する

必要がある。筆者らは、アフィニティーキャピラリー電気泳

動を用いて、これらを簡便に検出できる方法を開発した

[40]。抗体医薬品に PNGaseFを作用させて糖鎖を遊離させ、

還元末端を 8−amino−1,3,6−pyrenetrisulfonic acid（APTS）で

標識したものを、あらかじめ抗 Neu5Gc抗体又は αガラクト

シダーゼを注入したキャピラリー管に注入し電圧を印加して

分離を行うと、Neu5Gc又は Galα1−3Galを有する糖鎖のピー

クのみが選択的に消失することから、これらの免疫原性を有

する糖鎖の存在が簡単に確認できる。マウスミエローマ細胞

である NS0細胞で製造された Palivizumabでは Neu5Gc、

Galα1−3Gal共に検出されたが、チャイニーズハムスター卵

巣（CHO）細胞で製造された Rituximabではいずれの糖鎖も

検出されなかった。Figure３に、Palivizumab中の Galα1−3Gal

を有する糖鎖（x、y及び z）を αガラクトシダーゼを用い

て検出した結果を示す。

一方、糖鎖の有無や構造が活性と相関せず、糖鎖プロファ

イル分析法について規格試験としての設定を避けたい場合

は、上記の構造解析に加え、糖鎖除去前後や糖鎖ヘテロ体組

成比率の異なるロットでの活性比較や毒性評価等、有効性及

び安全性との相関が無いこと及びロット間の糖鎖プロファイ

ルの恒常性を評価しておく必要がある。

２．３．糖鎖パターン

製造ロットごとの各ピーク割合（糖鎖パターン）を明らか

にして、その恒常性を評価する目的で HPLC、CE及びMS

が主に使用されている。また、糖鎖パターンを規格試験とし

て設定する場合は、パターンの同等性や各ピークの割合につ

いて、非臨床試験や臨床試験での投与実績及び製造プロセス

においての実績値や分析での振れ幅等に基づいて判定基準を

設ける必要がある。前述の通り、非還元末端の β―結合 Gal

残基、バイセクティング GlcNAcやコア Fucは薬理活性に、

Neu5Gcや Galα1−3Galの存在は免疫原性に関与することか

ら、各医薬品の特性に応じて、これらの割合をきちんと管理

することを考える必要がある。また、Asn２９７以外のアミノ酸

に糖鎖が結合している場合には、糖鎖結合部位ごとに糖鎖パ

ターンを評価する必要がある。結合部位ごとの糖鎖パターン

Table 1. 抗体医薬品で発現する可能性のある同一質量の N ―結合型糖鎖の例

Manα1

\

6
Galβ1−4GlcNAcβ1−2Manα1/3

±Fucα1

\

6
Manβ1−4GlcNAcβ1−4GlcNAc

＝ Manα1−6/3Manα1

\

6
GlcNAcβ1−2Manα1/3

±Fucα1

\

6
Manβ1−4GlcNAcβ1−4GlcNAc

Manα1−6/3Manα1

\

6
Galβ1−4GlcNAcβ1−2Manα1/3

±Fucα1

\

6
Manβ1−4GlcNAcβ1−4GlcNAc

＝
Manα1

\

6
Manα1/3

Manα1

\

6

GlcNAcβ1−2Manα1/3

±Fucα1

\

6
Manβ1−4GlcNAcβ1−4GlcNAc
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評価は、プロテアーゼ消化後のペプチドマップから明らかに

する。すなわち、HPLCで各糖ペプチド断片を分離し、直接

MSによるパターン評価や、各糖ペプチドのフラクションを

回収した後に前述の方法で糖鎖パターンの評価を行う。

２．４．糖鎖結合位置

糖鎖結合位置については、cDNA配列やアミノ酸配列上の

Asn−X−Ser/Thr配列からの推定ではなく、直接的な糖鎖結合

アミノ酸の同定が必要である。プロテアーゼ消化により抗体

をペプチド断片とした後、糖鎖が結合した断片につき、タン

デム質量分析（MS/MS）やプロテインシーケンサによる糖

鎖結合位置の同定を行う。MS/MSを用いて糖鎖結合位置を

決定するには、Endo−H等のグリコシダーゼにより、還元末

端側の GlcNAcを１残基残したペプチド断片を調製し、ETD

（電子移動解離）や ECD（電子捕獲解離）等のフラグメン

ト化法を用いて GlcNAcが結合したアミノ酸を決定する方法

や、１８O標識水存在下での N ―グリコシダーゼ消化により、

糖鎖が結合していたアミノ酸残基に１８Oを導入して、それを

Figure 3. アフィニティーキャピラリー電気泳動を用いた抗体医薬品中の Galα1−3Galの検出。
Palivizumabのピーク X、Y、Z（最上段）が α−Galactosdidaseを導入した結果（２段目）、消失した。
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検出する方法などがある[41]。なお、Asn２９７以外に糖鎖が結

合している場合、Asn−X−Ser/Thr配列ではない部分に N ―結

合型糖鎖が結合した抗体も確認されていることから[4,5]、糖

鎖結合位置の同定は慎重に行う必要がある。

糖鎖構造の解析に加えて、糖鎖の結合率も調査する必要が

ある。Asn２９７の糖鎖が欠損すると活性の低下・消失や熱安定

性の低下、重合体の増加などを引き起こす例があり[42−49]、

また、Asn２９７以外の糖鎖についても活性や動態に関わる場合

もある[15,50]。糖鎖の結合率の評価には SDS−PAGEやキャ

ピラリー SDSゲル電気泳動（CE−SDS）が用いられている。

３．まとめ

抗体医薬品の糖鎖はエリスロポエチン等の糖鎖と比較する

と、単純なように見えるが、様々な形で有効性及び安全性に

直接関与しているため、医薬品の生産細胞、培養方法、作用

機序、投与方法、投与量等様々なファクターを考慮した上

で、特性解析を実施する必要がある。この特性解析には糖含

量、糖鎖構造、糖鎖パターン、糖鎖結合位置、糖鎖結合率等

の情報を含める必要がある。

糖鎖構造の結合位置・結合様式の同定については、データ

の取得に長い時間を要する。現在、MS/MSフラグメントと

データベースの照合による同定法等が開発されているが、そ

のデータベースは広く認知されておらず、また科学的な妥当

性の説明が困難であるため、現時点では医薬品の申請に採用

するのは難しいのではないか。しかし、将来的にはMS/MS

フラグメント解析により、結合位置・結合様式の正確な情報

が簡便かつ短時間に得られるような技術及び情報が確立され

ることを期待したい。
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