
Authors: Matthew A. Lauber and Stephan M. Koza

図 1.  インタクトトラスツズマブの HILIC分離。（A）未変性および一部脱グリコシル化したトラス
ツズマブの HILIC蛍光クロマトグラム。（B）未変性トラスツズマブサンプルで分離した主要な分析
種の未加工およびデコンボリューションした ESI MSスペクトル（C）未変性トラスツズマブサンプ
ルで分離した少量分析種の未加工およびデコンボリューションした ESI MSスペクトル。ACQUITY 
UPLC Glycoprotein BEH Amide 300Å 1.7 µmカラムを 80℃で、5 mg/mLのトラスツズマブ 1 µL（水
溶液）を注入して HILIC分離を実施。0.1%（v/v）TFAと 0.3%（v/v）HFIPを含む水溶液（A）および
アセトニトリル溶液（B）を移動相として用いて、流速 0.4 mL/minでサンプルを分離。以下のグラ
ジエント条件を使用：20%A; 0-0.5 分、20-25%A; 0.5-1.0分、25-40%A; 1.0-10.0分、40-100％
A; 10.0-10.5 分、100％ A; 10.5-11.0 分、100％ -20％ A; 11.0-11.5 分、20％ A; 11.5-15.0 分（
再平衡化）。溶出したタンパク質は内部蛍光（Ex 280 nm / Em 320 nm）で検出。     
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目的

ACQUITY UPLC ® Glycoprotein BEH Amide 300Å

カラムと HILIC を用いたインタクト mAbの糖

鎖占有率測定を実証すること

背景

モノクローナル抗体（mAb）は市場において最も

重要な治療薬の 1つです。治療用途として処方

されるこれら mAbは、CHO などの真核細胞株

で発現させることが最も多く、結果として、重

鎖の Fc領域のアスパラギン残基 2か所のコン

センサス部位に N -グリコシル化が見られます。

グリコシル化は薬効、安全性、製造条件の尺度

として用いることができるため、mAb製剤原料

の N 結合型糖鎖プロファイルを特性解析しルー

チンでモニターすることは、多くの場合重要で

す1-2。最近発売した GlycoWorks™ Rapi Fluor-MS™ 

N - Glycan Kitにより、非常に詳細な HIL IC ベー

スの遊離 N 結合型糖鎖分析を容易に行うこと

ができるようになり、それに伴って N グリコ

シル化の不均一性の解析も容易に行えるように

なりました 3-4。一方で、特にグリコシル化が

不完全であると mAbのエフェクター機能を大

きく変化させるため 5、アスパラギン結合部位

がどれだけ N 結合型糖鎖で占有されているの

かを測定することも重要です。従来、この評価

は mAbの還元により得られる重鎖のキャピラ

リー SDSゲル電気泳動法（CE-SDS）の分離によ

り行われていました 6,7。代わりにインタクト

mAbの糖鎖占有率の変異体を直接評価するた

めに、我々は HILICに基づく LC分析法を開発し

ました。このかつてない分離を達成するために、

新規で本目的のために開発を行った HILIC カラ

ムを採用しました。この新規カラム、ACQUITY 

ACQUITY UPLC Glycoprotein BEH Amide 300Å 1.7 µm

カラムを用いたインタクトmAb糖鎖占有率変異体の

かつて無い親水性相互作用クロマトグラフィー

（HILIC）分離

HILICおよび内部蛍光による検出を用いた
インタクトmAbの糖鎖占有率測定  
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図 2 . 4種類のインタクト mAbの HILIC 分析。ベバシズマブ、候補標準物質 NIST IgG 1K、トラスツ
ズマブは、前処理無しに各製剤から 5 mg/mLに希釈して分析。Intact mAb Mass Check Standard （1mg）
は HILIC 分析の前に、6M塩酸グアニジン 500 µLに溶解し、100kDa MWCOポリエーテルスルホン膜
（GE Healthcare Life Sciences, Vivaspin 500）を 3回通してフィルターろ過し、5mg/mLに濃縮
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UPLC Glycoprotein BEH Amide 300Å、1.7 µmカラムは、

mAbが固定相のポアの大半にアクセスでき、拡散の

制限により大きく分離が損なわれることのないワイ

ドポアアミド固定相が充塡されています。 

ソリューション

インタクトの mAbに対して 2.1 × 150 mmワイドポ

ア BEH Amideカラム（流速：0.4 mL/min、カラム温度：

80℃）を用いたハイスループット高分離 HILIC 分離

を確立しました。さらに、HILIC グラジエント初期

組成に用いられる高い有機溶媒比率における mAb

の溶解性を向上するために、2種類の移動相添加剤、

0.1%トリフルオロ酢酸（TFA）および 0.3%ヘキサフ

ルオロイソプロパノール（HFIP）を用いました。この

LC分析法の感度を向上させるために、インタクトタ

ンパク質はその内部蛍光を用いて検出を行いました。

ピーク積算に望ましい最適なシグナルノイズ比と一

貫してフラットなクロマトグラフィーベースライン

が得られる励起および蛍光波長はそれぞれ 280 nm、

320 nmでした。この 15分の LC分析法から得られ

た代表的なクロマトグラムを 1Aに示しました。3

種類のクロマトグラムを示しています。１番上のク

ロマトグラムは製剤を希釈して注入したトラスツズ

マブの結果を示していますが、他の 2つのクロマト

グラムは PNGase Fで一部脱グリコシル化した後のト

ラスツズマブサンプルの結果を示しています。脱グ

リコシル化したトラスツズマブサンプルは、mAbの

糖鎖占有率変異体が分離していると予想される通り、

HILIC プロファイルに特徴的な 3つのピークをはっ

きりと示しています。純粋なトラスツズマブのサン

プルには、オンライン MS分析の結果で確認した通

り、全て占有された形態および１つ占有された形態

（1%）のみが測定可能なレベルで含まれていました。

主要な LCピークに対応するデコンボリューション

した MSスペクトルは、148,057 Daおよび 148,221 

Daなど、トラスツズマブの主要なグライコフォーム

の理論分子量の 2 Da以内の質量が示されました（図

1B）9。一方で、分子量が少し小さい保持の弱いピー

クのデコンボリューションした MSスペクトルは不

均一性が低減し、約 1000から 2000 Da小さい質量

を示しており、糖鎖が１か所占有した形態と一致し

ていました（図 1C）。このサンプルでは、完全に脱

グリコシル化した形態は検出されませんでした。こ

のデータは、同じ速度でどちらの部位も脱グリコシ

ル化されるとした場合に予測されるよりも完全に脱グリコシル化した形態の量は

少ないという興味深い結果を示しています。この例では、完全に脱グリコシル化

した形態の観測されたレベルは、予測されるよりも約 1/3少ないという結果でし

た。これは、一方の N 結合型糖鎖の消化脱離速度がもう一方よりも遅い、もし

くは最初の N 結合型糖鎖の脱離により、残りの N 結合型糖鎖の消化脱離速度が

低減する可能性を示唆しています。

この技術の他の mAbに対する適用性を評価するために、3種類のさらなる mAb

サンプルを分析しました。トラスツズマブ、ベバシズマブ、候補標準物質 IgG1K、

マウス IgG1（Intact mAb Mass Check Standard、製品番号 :186006552）の結果を図

2に示しました。HIL IC 蛍光クロマトグラムの積算により、これらサンプルは相

対存在比 0.7-4.9％の範囲で 1N -糖鎖（不完全なグリコシル化）変異体を含むこと

が示されました。これらの結果は、この HILIC 分析法が mAbの不完全なグリコ

シル化に関して 1%のレベルまでの 1N -糖鎖形態を評価できる魅力的な技術とな

ることを示唆しています。0N -糖鎖の形態に関する検出限界はさらに低い可能性

があります。これらのサンプルの中で、ベバシズマブは 0N -糖鎖形態の存在比

が最も高い可能性が予測されます。実際、ベバシズマブのプロファイルでは、非

常に小さく全体のプロファイルの中で 0.05％のレベルではありますが、0N -糖

鎖種と一致した保持時間にピークが存在します。これらの結果は、0N -糖鎖種の

レベルは統計的な予測よりも低いことを示唆しています。しかしながら、実際に

統計的な予測よりも低いのかどうかを確認するには、この分析の定量限界の厳密

な決定および推定される 0N -糖鎖種ピークの同定について評価する必要があり

ます。

mAb糖鎖占有率を測定するこのストラテジーは、必要であったとしても最小限

のサンプル調製で良いというのが最も魅力的な点です。部分的に断片化や還元さ

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006552
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れた mAb種により、夾雑が見られるケースはあり

ました。その場合は、Intact mAb Mass Check Standard

のように、100 kDa MWCOポリエーテルスルホン膜

による遠心ろ過のクリーンアップといったシンプ

ルな手段で、夾雑を十分に最小限に抑えられます。

HILIC 分離の独自の選択性を考えると、オフライン

もしくはオンラインの 2D-LC を実施し、サイズ排

除もしくは逆相分離とワイドポア Amide HILIC 分離

を組み合わせることでも、夾雑成分に対応できます。

今後は、（シアリダーセもしくは他のエキソグリコ

シダーゼを用いて）糖鎖不均一性を低減し、mAb糖

鎖占有変異体をよりきっちりと分離する、また、こ

の分離を Fcサブユニットを生成する酵素と組み合わ

せて使用するなど検討を行います。

まとめ

グリコシル化の不均一性のプロファイルに加えて、糖鎖占有率の測定も重要です。

ここでは、高分子 HILIC 分離のために設計された Glycoprotein BEH Amide カラ

ムが、インタクト mAbサンプル中の不完全な N-結合型糖鎖占有率の直接的な

定量に使用できることを示しました。還元 mAbの従来からの CE-SDS分離とは

異なり、この技術ではインタクト mAbの糖鎖の占有率に関する性質（例えば

1N -糖鎖種 vs. 0N -糖鎖種など ）について、非推定の評価が行えます。ここで紹

介した HILIC の方法は MSにも適合するため、得られたピークの帰属を容易に

確認できます。 
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