
生物学的由来の治療薬開発はかつてないほど重要になっており、最も注目されて
いる分野の 1 つはモノクローナル抗体  ( bAm )  に基づく薬剤です。  このクラスの化合
物は、分子内に固有の複雑さと、製造プロセス中および製造プロセス後に生成され
る可能性のあるバリアントの数により、分離科学者に多くの課題をもたらします。
 bAm  などの糖タンパク質の最も重要な翻訳後修飾の  1  つは、糖鎖結合の追加で
す。  これにより、 bAm  構造が変化する可能性があり、その結果、治療の有効性や
毒性にも影響を与える可能性があります。  この記事では、糖鎖分析の重要性と、
製造後にタンパク質上に形成された糖鎖の種類と性質を正常に決定するために使
用できるアプローチについて概説します。
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糖鎖解析

糖鎖の構成要素は一次糖基または単糖であり、その範囲は広範囲に存在
します。主な識別要因は、環構造 5 (ペントース) または 6 (ヘキソース) に
含まれる炭素数です。 単糖の異なる形態間のその後の区別は、ヒドロキシル
基の相対的な位置に依存します。 糖鎖は、グリコシド結合を介して結合した 
1 つ以上の単糖からなる化合物です。 (図 1) 図 2 は、糖鎖の考えられる
構造のいくつかの例を示しています。

得られる糖鎖構造の複雑さは、完全な化学構造を引き出すことが現実的
ではないことを意味するため、代わりに、さまざまな糖鎖の標準化された図的
表現が  dlefnroK  によって  8791  年に提案されました。3)  

背景

バイオ医薬品市場の成長により、最終製品の品質を保証するプロセスだけで
なく、製造プロセスの理解も大幅に進歩しました。 規制の側面から見ると、こ
れは、バイオ医薬品の純度の決定を目的として特別に設計された ADF  規制
の策定で見ることができます。1) これにより、最終製品の日常分析に使用され
る共通のワークフローが開発されました。 ワークフローにはさまざまな分離技術
が含まれており、それぞれが元のタンパク質に対する共有結合修飾または酵素
修飾のジャンルの特定の分析を対象としています。 このワークフロー内で実行
される最も重要な分析の 1 つは、 bAm  の形状、有効性、毒性に実質的な
影響を与える可能性がある糖鎖構造の分析です。2)

モノクローナル抗体は、独自の白血球をクローニングすることによって生成され
る抗体です。 bAm  は一価の親和性を持ち、抗原の一部にのみ結合します。
 これは、病状のマーカーとして特定の抗原の単離および検出を支援するために
またはシグナル経路を破壊するための治療法として、または病状を引き起こし
ている特定の細胞のアポトーシスを引き起こす標的分子の機能をブロ ックする
ためのいずれかに使用できます。  このレベルの特異性と、より高い純度まで製
造および精製できる能力により、これらの化合物の開発と製造が大幅に増加
しました。  製造プロセスの一部として、タンパク質  ( bAm )  が翻訳後修飾を受
け、タンパク質の一次構造に糖鎖が追加される可能性があります。

        
          

              
            

            
         

           
          

             
         

           
         

       図 1: グリコシド結合生成の反応スキーム

図 2: N-グリカン構造の例



表1: 一連の糖鎖の図的表現と、そのうちの 1 つの分子形態の例。 このリストは完全なものではありませんが、包
括的なリストは参考資料 4 にあります。

表 1 は、より一般的な糖鎖グループの概要とその図を示しています。 この表
記法は、 GFNS  または糖鎖のシンボル命名法と呼ばれることがよくあります。

この表記法を使用すると、得られる糖鎖構造が、存在する単糖の様々な形
態を表す一連の形状と色で表示されます。  糖鎖が直鎖状か分岐状か、どの
時点で分岐が起こるのかなど、糖鎖の全体的な構造も詳しく説明されていま
す。  糖タンパク質では、糖鎖はタンパク質上のさまざまな異なる基を介して結
合できますが、通常、糖鎖は  N  (窒素)  結合または  O  (酸素)  結合を介して
タンパク質構造に結合します。  N結合型糖鎖は、小胞体の側鎖を含むアス
パラギンまたはアルギニンの窒素に結合します。  この修飾は特定のアミノ酸配
列で発生します。  nsA - XAA - reS  または  nsA - XAA - rhT 、 XAA

 
はプロリン

を除く任意のアミノ酸です。  糖鎖は、N-セチルガラクトサミン、ガラクトース、ノ
イラミン酸、N-アセチルグルコサミン、フコース、マンノース、およ び他の単糖で
構成されます。

          
          

         
           

         
           
          

           
          
       

          
          

        
     
   

          
      

         

図 3: モノクローナル抗体のグリコシル化領域を示す概略図

bAm  では、図 3  に示すように、糖鎖結合は結晶化可能領域  ( cF )
 

で発生し
ます。

グリコシル化は、抗体依存性細胞媒介細胞傷害 ( CCDA ) や補体依存性
細胞傷害 ( CDC ) の媒介など、 bAm  の安定性と機能に大きな影響を与え
るため、バイオ医薬品のグリコシル化プロファイルの決定は不可欠です。5) N-グ
リコシル化は bAm  の構造を安定化します。  、折り畳まれにくくなり6)、凝集し
にくくなります。7)

       
       

        
      
      

             
         

          
        
         

       
        

         
          

      
          
        
          

          

O-結合型糖鎖は、セリン、スレオニン、チロシン、ヒドロキシリシン、またはヒド
ロキシプロリン側鎖のヒドロキシル酸素に結合します。 N-糖鎖とは異なり、
糖鎖が結合する特定のアミノ酸配列は決定されていません。

bAm  N-糖鎖のアフコシル化により、白血球エフェクター細胞の表面に存在す
る受容体に対する bAm  の結合親和性が増加し、 CCDA  が強化される可
能性があります。8,9)

いくつかの研究は、糖鎖上の末端シアル酸残基が抗炎症反応を媒介し、生
体内での CCDA  を減少させ、 0) 1 アレルギー反応を抑制することを示唆してい
ます。 1)1

ガラクトシル化は CCDA に影響を与えません。 ただし、N-糖鎖上のガラクトー
ス残基の存在は、 CDC 21 、 3)1  または抗炎症活性の増加につながる可能性が
あります。 4)1

高マンノース N-糖鎖は、血液からの bAm  のクリアランスの加速と相関し、薬
物の循環半減期を短縮することが示されています。 51 - 7)1

Fc = 結晶化可能なフラグメント、Fab = 抗原結合フラグメント、Hc = 重鎖、Lc = 軽鎖



したがって、グリコシル化パターンの制御とモニタリング能力

           
           

           
           

        
         

          
         

         
            
           

          
   

– インタクトなたんぱく質の分析

    

– トリプシン消化後に形成される糖ペプチドの分析

        

– esaGNP  F の酵素作用によって形成され放出された N-糖鎖の分析

         
  

これらのアプローチのうち後者は、バイオ医薬品業界で最も好まれており、得ら
れる N-糖鎖は通常、蛍光マーカー (一般に 2- AA  – 2 アミノ安息香酸また
は 2- BA  – 2 アミノベンズアミド) でタグ付けされます。 (図 4) VU  または可
視範囲では強く吸収されず、質量分析計内であまり強くイオン化されません。 
2 AA  および 2 BA  は質量分析タグとしても使用できますが、より高いレベルの
感度を提供する質量分析検出を使用した糖鎖測定には、一連の代替誘導
体化試薬が利用されています。 9)1           

       
          

          
           

          
           

         
         

       

図 4: 糖鎖解析で一般的に使用される 2- BA  蛍光タグによるグルコースの誘導体化

一連の糖鎖の好ましい分離モードは、 CILIH  (親水性相互作用液体クロマ
トグラフィー) です。 蛍光タグや質量分析タグの追加は糖鎖の全体的な極性
に影響を与えず、分配係数が低いため、 CILIH  はこれらの非常に極性の高
い分子を分離するための理想的なアプローチです。 02 , 1)2 実際、最初に報告
されたアプリケーションは、 CILIH  は糖の分析用であり、食品業界で一般的に
使用されているアプローチであり、通常は中性極性固定相を使用します。 こ
の形態の糖鎖は帯電しないため、帯電した CILIH  固定相を使用しても分
離には何の利点もありません。

CILIH  分離モードでは、固定相は分析対象分子だけでなく移動相とも相互
作用します。(図 5) 固定相は極性または荷電種であり、移動相のより極性
の高い水性成分を優先的に引き付け、その結果、固定相基質材料の周囲
に水分が豊富な層が形成されます。これは液液分配に非常に似ているため、
分離の最初の段階は液液分離と考えることができ、その後、分析物分子のそ
の後の保持がどのように起こるかを決定する固定相の表面による吸着プロセ
スが続きます。 2)2
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図 5: CILIH  モードにおけるさまざまな種類の極性分析物と固定相間の相互作用の概略図 32

ロットのリリース仕様
を確実に遵守し、有効性を保護し、毒性を軽減するには、適切なレベルの糖
鎖形成が必要です。

上記からわかるように、N-糖鎖は mAb の潜在的な有効性と毒性に重
大な影響を与えるため、N-糖鎖のレベルと組成を注意深く監視する必
要があります。これらは製造中に翻訳後修飾 (PTM) プロセスによって
生成される可能性があるためです。生物由来製品の生産に関する世界的
規制の一部である  ICH  (Q6B)18)  では、生物由来製品の特性
評価と確認の一部として炭水化物の含有量と構造を決定する必要が
あると述べています。mAb の糖鎖構造は重要な品質属性 (CQA) で
あり、定期的に監視する必要があります。 N-糖鎖のレベルを分析する
ために使用できるさまざまな分析アプローチがあります。



HILIC分離モードを理解する

yellaCcM  と eueN  は、典型的な CILIH  条件下でシリカ表面に水分が豊
富な層が存在することを実証しました。 4)　2 また、移動相中の水含有量が 
03 % まで増加するにつれて水分が豊富な層の厚さが増加することも観察で
きま した。著者らは、含水量が高くなると親水性分配が主な保持メカニズム
であるが、含水量が減少するにつれて他の相互作用（水素結合など）の関
連性が高まる可能性があるという間接的な証拠を提供しました。

 

CILIH  の保持メカニズムを理解すると、一連のグリカンを溶出するクロマト
グラフィー条件をより適切に設計できるようになります。 この理解は、分解
されたデキストランに由来する一連の糖鎖の分離を開発するために適用さ
れています。

糖鎖アプリケーション

CILIH  は放出された N-糖鎖の理想的な分離モードであり、理想的なカラム
は中性だが極性の固定相です。 考えられる糖鎖構造の数は膨大であり、特
定のカラムが特定の糖鎖構造を分離できることを実証することは現実的では
ないため、代わりに、カラムの適用性を実証するために、増加する数の糖鎖ユ
ニット（GU）を含む一連の糖鎖が分離されます。

 

図 6: 3 つの異なるバッチの充填剤を充填した 3 つの rotnavA ® ECA ® nacylG  
カラムでのデキストラン ラダー標準の分離

CONDITIONS 

Column:  Avantor® ACE® 1.7 Glycan

Cat No.:  EXL-1716-1002

Dimensions: 100 x 2.1 mm

Mobile Phases: A: 100 mM ammonium formate (pH 4.5)
 B: MeCN

Gradient: 

Flow Rate: 0.5 mL/min

Injection: 1 µL

Temperature: 55 °C

Detection: FLD, λex 260 nm, λem 430 nm

Sample:  2-AB labelled Dextran Ladder standard

Time (mins) %B
0 75
24 52.5
24.2 40
24.4 40
24.6 75

その後、McCalley は、親水性分配相互作用、吸着、イオン相互作用、さら
には疎水性相互作用の組み合わせからなる非常に複雑な機構の存在を実
証しました。25) Buszewski と Noga は、さまざまな  HILIC  保持モデルの広
範なレビューを実施しました。  分析物の特性、移動相の組成、固定相の性
質に関するものです。26) 図 6 は、サンプルの主な供給源がデキストランの部分加水分解に由来するた

め、糖鎖ラダーまたはこの場合はデキストラン ラダーと呼ばれることが多い共役
糖鎖ユニット ( UG ) の数が増加する一連のクロマトグラムの結果を示していま
す。



分離には、 rotnavA ® ECA ® n acylG  カラムで比較的浅い勾配を使用し
て、強溶媒には 001  Mm ギ酸アンモニウム (水溶液) を使用します。 
2- BA  標識糖鎖の親水性は、糖鎖単位の数が増加するにつれて増加する
ことがわかります。 すべての場合において優れたピーク形状が得られ、カラム
間のバッチ間の再現性も非常に良好です。 

グルコース単位の数と保持時間を校正することが可能で、結果として次のよ
うな関係が得られます。

Ln(GU) = atr5 + btr4 + ctr3 + dtr2 + etr1 + constant

この検量線を使用して未知のサンプルの UG  値を決定し、データベースからの
一致する UG  値に基づいて推定構造を割り当てることができます。 ただし、検
量線は一連の糖鎖 (この場合は一連の直鎖状グルコース単位) に固有のもの
であり、別の一連の糖鎖単位には適用できないことに注意してください。 図 7 
は、糖鎖単位に使用される検量線の 3 つのオーバーレイを示しています。 検
量線を SM  同定と組み合わせて使用すると、 CLPH  カラムから溶出される未
知の糖鎖構造を確認できます。 

図 7: rotnavA ® ECA ® nacylG  カラムの 3 つのバッチ上のデキストラン ラダー標準から生成された 3 つのキャリブ
レーション ラインを重ね合わせたもので、糖鎖ユニットの数と保持時間の関係を示しています。

結論

本稿は、糖鎖分析の重要性を検討し、重要な品質分析に対する規制要求
に準拠するためにバイオ医薬品業界内で使用される一般的なアプローチを紹
介しました。  酵素的に切断された糖鎖にタグを付け、その後蛍光検出を備え
た  CILIH  を使用して分離するアプローチが議論されており、 rotnavA ®  ECA
®  nacylG  カラムを使用した例が示されています。  このカラムは非常に高い安
定性と優れたバッチ間の再現性を備えており、糖鎖ラダーの高い分離能によっ
て実証されているように、日常的な糖鎖の分離に最適です。  

Calibration coefficient
a b c d e r2

Batch 1 0.00003 -0.00136 0.02622 -0.23596 1.06166 0.996
Batch 2 0.00002 -0.00122 0.02396 -0.22078 1.02167 0.996
Batch 3 0.00003 -0.00143 0.02715 -0.24160 1.08258 0.997
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量線を SM  同定と組み合わせて使用すると、 CLPH  カラムから溶出される未
知の糖鎖構造を確認できます。 

図 7: rotnavA ® ECA ® nacylG  カラムの 3 つのバッチ上のデキストラン ラダー標準から生成された 3 つのキャリブ
レーション ラインを重ね合わせたもので、糖鎖ユニットの数と保持時間の関係を示しています。

結論

本稿は、糖鎖分析の重要性を検討し、重要な品質分析に対する規制要求
に準拠するためにバイオ医薬品業界内で使用される一般的なアプローチを紹
介しました。  酵素的に切断された糖鎖にタグを付け、その後蛍光検出を備え
た  CILIH  を使用して分離するアプローチが議論されており、 rotnavA ®  ECA
®  nacylG  カラムを使用した例が示されています。  このカラムは非常に高い安
定性と優れたバッチ間の再現性を備えており、糖鎖ラダーの高い分離能によっ
て実証されているように、日常的な糖鎖の分離に最適です。  

Calibration coefficient
a b c d e r2

Batch 1 0.00003 -0.00136 0.02622 -0.23596 1.06166 0.996
Batch 2 0.00002 -0.00122 0.02396 -0.22078 1.02167 0.996
Batch 3 0.00003 -0.00143 0.02715 -0.24160 1.08258 0.997
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Avantor社はバイオ医薬品製造市場における世界有数のサプライヤで、30ヵ国以上に200を超える拠点で展開しています。cGMP製造施設
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◦	ミキシングバッグ	
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◦	ウイルス不活化試薬　
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◦	ハードウェア	
◦	制御システム　
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