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論文の内容の要旨 

 

質量分析法による免疫グロブリン G の糖鎖解析に関する研究 

益 田 勝 吉 

 
序 

近年、世界的にバイオ医薬品の研究開発が活発になってきている。バイオ医薬品は従来型の

低分子医薬品では治療が困難ながんや自己免疫疾患などの疾病でも対応できる可能性が高く、

またバイオテクノロジー技術の発展に伴い、改変型タンパク質や融合タンパク質などの非天然型

タンパク質医薬品の開発が進んでおり、その重要性がますます増してきている。 

バイオ医薬品の多くは、有効成分が変化しやすいタンパク質製剤であるため、その構造や品

質・有効性・安全性については多角的な特性解析が求められている。さらにタンパク質製剤は、

糖鎖が付加した糖タンパク質であることが多く、糖鎖の構造や存在様式は製品の安定性や機能

に大きく影響する。従って、糖鎖の不均一性やその分布などの構造情報は、製剤の品質保証や

より有効なバイオ医薬品およびバイオ後続品の開発を推し進めるためにも必要不可欠である。 

一方、抗体医薬品は治療薬としてすでに多くが上市され、今後の最も有望なバイオ医薬品で

ある。抗体医薬品で多く使われている免疫グロブリン G（IgG）には、重鎖の 297 番目（Fc 部分）の

Asn 残基に一対の複合型糖鎖が結合しており、これら糖鎖は Fc レセプターとの結合や補体活性

化といった様々なエフェクター機能の発現に不可欠であると同時に、IgG の安定性に寄与している

ことが知られている。従って、新規抗体医薬品の開発をタンパク質工学的手法により行う場合、

IgG の糖タンパク質医薬品としての安定性を保障することは極めて重要であり、糖鎖の均一性な

どの品質管理を含めた高感度、高精度、簡便な分析法の確立が必要不可欠となってきている。 

今般、質量分析（MS）法による生体高分子の構造解析は、FAB、ESI および MALDI などのイ

オン化法の開発により飛躍的に進展している。特に、プロテオミクス研究においてアミノ酸配列や

糖鎖配列を解析する「シークエンス解析」技術の確立により、タンパク質などの生体高分子の高

感度・ハイスループットな解析が可能となってきている。従って、MS はバイオ医薬品の様々な特性

解析の重要なツールとなりうる。 

以上の背景から、本研究では様々な IgG を研究の対象とし、MS を用いて IgG 分子の糖鎖を含

めた高感度、高精度、簡便な分析法を確立することを目的とした。 
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MALDI-QIT-TOFMS による IgG の遊離オリゴ糖のシークエンス解析 

 糖鎖は多くの構造異性体が存在するため、枝分かれなどの複雑な構造では従来の MS/MS 法

により得られる情報のみではシークエンス解析を行うことは困難である。そこで、より積極的にフラ

グメントイオンを生成させることが可能な MALDI-QIT-TOFMS による多段階質量分析（MSn）法を

用いて、IgG から遊離された PA 化オリゴ糖の高感度なシークエンス解析を試みた。 

まずオリゴ糖の高感度分析を検証するため、100 fmol レベルでのMS、MS/MSおよびMS3測定

を行った。その結果、得られた［M＋H］＋イオンはピリジルアミンから誘導した還元末端上に電荷

が局在化する結果として断片化し、主として一連の Y断片を生成した。それとは対照的に、アルカ

リ金属イオンを利用したＮａ付加イオンである［M＋Na］＋イオンは、断片化により若干のクロスリン

グ 0,2A 断片と共に B および Y 断片イオンが複合的に生成することが判明した。ほとんどすべての

断片イオンは、MSn スペクトル間の関係を考慮することにより同定できた。さらに、［M＋Na］＋イオ

ンの MS/MS スペクトル中の各断片イオンの強度比率を求めることができた。これらの結果は、［M

＋Na］＋イオンの MSn分析が［M＋H］＋イオンの MS/MS 分析よりも感度が高く、また構造情報がよ

り豊富であるために複雑なオリゴ糖シークエンス解析に有用であることを示している。さらに、2 種

類の構造異性体のオリゴ糖は、分岐構造は異なるものの［M＋Na］＋イオンからなる MS3 スペクト

ルにおける断片イオンの相対的ピーク強度を比較することにより識別することができた。本研究に

より、IgG に由来する遊離オリゴ糖の構造は、MALDI-QIT-TOFMS を用いた MSn技術により同定

できることを実証した。 

 

nano ESI-Q-TOFMS による IgG の Fc 糖型の定量解析 

これまで、タンパク質中の糖鎖の存在割合などの構造情報を得るためには、タンパク質から切

り出した糖鎖の還元末端を PA化誘導体に調製し、HPLC を用いて高感度に分析する方法がある

が、誘導体化に時間を要することや一分子中に複数個の糖鎖結合部位が存在する場合は、従

来の方法での解析は極めて困難となる。そこで IgG の Fc から直接糖鎖の構造情報を得るために、

nano ESI イオン化法を適応して IgG の Fc 糖型の存在様式について解析を試みた。 

Fc 糖型のグライコシレーションプロファイル解析 

IgG の Fc/2 フラグメントを用いて、遊離オリゴ糖の HPLC 溶出プロファイルと nano ESI-MS を詳

細に比較解析した結果、Fc/2 フラグメントの nano ESI マススペクトルは、HPLC 溶出プロファイル

から得られる糖鎖の個々の割合を忠実に反映していることが明らかとなり、nano ESI-MS を用い

ることにより、IgG の Fc から直接糖型の個々のグライコシレーションプロファイルの割合を定量的

に求めることができることを見出した。本研究により、これまで多くのバイオ医薬品の構造特性解

析のボトルネックとなっていた糖鎖分析の時間が大幅に短縮できるようになり、今後迅速且つ簡

便な手法として広く利用されていくものと思われる。 

Fc 中の糖鎖のペアリングに関するグライコフォーム解析 

IgG Fc フラグメントを用いて、Fc フラグメントと Fc/2 フラグメントの nano ESI-MS を詳細に比較

解析した結果、Fcに結合している糖鎖のペアは同一な糖鎖構造の組み合わせが存在する場合と、

異なった糖鎖構造の組み合わせが存在することが明らかとなった。すなわち、IgG には糖鎖が対

称な構造をもつ分子種と非対称な分子種とが混在していることを見出した。また、それぞれの糖
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鎖の組み合せの比率は、ランダムな組み合わせで期待されるものとは有意に異なったグライコフ

ォームの分布を示しており、それぞれの分子種はノンランダムな組み合わせで存在していることが

明らかとなった。本研究により、IgG Fc 糖鎖の一分子中の完全なグライコフォームの存在様式を

正確に求めることに成功した。本研究のように糖鎖の存在様式を詳細に観察することは、ある特

定の治療目的に最も有効な Fc 糖型を利用することを意図とする抗体医薬品の開発や製剤の安

定した品質の管理を行う上で大変重要であり、今後は抗体医薬品のみならず他のバイオ医薬品

や後続品などの開発においても、より有用な構造情報を提供するものと思われる。 

 

MS による IgG の変異に伴う翻訳後修飾の構造解析 

CH1 ドメインが欠落したマウス IgG 変異体の翻訳後修飾解析 

近年、抗体工学技術の進歩に伴い改変型抗体を用いた新薬の開発が進んでおり、Fv 抗体を

例に分子の小型化や低価格化を目指したドメインの削除による種々の変異体作製が行われてい

る。そこで CH1 ドメインが欠落したマウス IgG2a 変異体（以下 IgG2a(s)変異体と略す）を研究の対

象とし、ドメインの欠落に伴う影響について MS を用いた解析を試みた。 

IgG2a(s)変異体を様々な酵素を用いてフラグメント化を行い、MS による詳細な解析を試みた結

果、重鎖の約 14 % が Thr220A に Gal と GalNAc からなる２糖を結合していることを見出した。本

研究により、IgG2a(s)変異体は CH1 ドメインの欠落の結果として、ヒンジ領域（Thr220A）に O グル

コシル化されることが明らかとなった。 

糖鎖を欠落したマウス IgG 変異体の翻訳後修飾解析 

糖タンパク質医薬品において、糖鎖はタンパク質の安定性や血中でのクリアランスなどにおい

て重要な役割を果たしている。従って、バイオ医薬品開発において糖タンパク質糖鎖の有無によ

る活性確認は重要な課題の一つである。そこでＩｇG 糖鎖の結合部位である Asn297 を遺伝子工

学的に Ala に置換した IgG2b 変異体（以下 N297A 変異体と略す）を研究の対象とし、糖鎖の欠落

に伴う変化について MS を用いた解析を試みた。 

N297A 変異体の Fc/2 フラグメントの nanoESI-MS 及び野生型とのペプチドマッピングによる詳

細な解析を試みた結果、Tyr296 の約 80%が硫酸化されていることを見出した。本研究により、 

N297A 変異体は糖鎖の欠落の結果として、Fc 中の本来の糖鎖結合部位の N 末端に隣接する

Tyr296 が１箇所硫酸化されていることが明らかとなった。 

本研究結果は、ドメインや糖鎖の欠落に伴う変異は翻訳段階後の予期しない変異を誘発し、

そのタンパク質の機能性、免疫反応性さらには薬剤性などの性状に影響を及ぼす可能性がある

ことを示している。今後このような MS を用いた詳細な解析は、構造特性や品質管理を行う上

でますます必要不可欠になると思われる。 

 

本研究により、MS を用いて様々な IgG から糖鎖の微視的ならびに巨視的不均一性などのグラ

イコフォームに関する情報を得ることに成功した。今後はすべての糖タンパク質の生物学的活性

を、単に遊離された糖鎖組成よりもこのような糖タンパク質分子丸ごとのグライコフォームと関連

づけることが必要であり、疾病解明や治療、診断などを目的としたバイオ医薬品開発において、

本研究により確立した迅速且つ高精度・高感度分析法は重要な役割を果たすものと思われる。 


