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はじめに

糖鎖は核酸やタンパク質に並ぶ“第三の生命鎖”とも呼ば

れ、細胞機能やバイオ医薬品においてその役割が注目され

ています。その中でも、抗体に付加するN-型糖鎖が薬効や

安全性といった医薬品の品質に影響すると知られています。

例えばコアフコシル化糖鎖の増加は抗体依存性細胞傷害

（ADCC）活性を向上させること、末端ガラクトシル化糖

鎖の増加は補体依存性細胞傷害（CDC）活性の向上に寄与

することが知られています1)。そのため、糖鎖プロファイ

ルは、抗体医薬品開発において重要品質特性（CQA）の一

つとして管理され、目的の糖鎖が結合した抗体を安定的に

得るため培養プロセス開発が推進されています。

糖鎖プロファイルの制御を目的とした効率的な培養条件

探索のためには糖鎖が形成される機序に着目した戦略的な

検討が期待されます。そこで、本アプリケーションニュー

スでは糖転移反応（図1）に着目し、原料（糖）・補因子

（金属イオン）・基質（糖ヌクレオチド）といった多成分

を分析しました。さらに、糖鎖形成におけるインプットか

らアウトプットまで多角的に解析した事例をご紹介します。

液体クロマトグラフ質量分析計LCMSTM-8060NX 
高速液体クロマトグラフ NexeraTM

ICP質量分析計ICPMS-2050

本実験では 、ガラクトシル化に着目し、 基質原料 の

Galactoseおよび補因子のMnを表1に記載の条件で培地へ添

加し、CHO-K1細胞IgG生産株をフラスコフェドバッチ培養

しました。図2に示すように培養過程で定期的に培養液をサ

ンプリングし、遠心分離により培養上清および細胞ペレッ

トを回収しました（Biological replicates n=3）。培養上清

は糖、糖鎖、金属イオンの分析に用い、細胞ペレットは糖、

糖ヌクレオチドの分析に用いました。

ガラクトシル化に着目したCHO細胞の培養

抗体の糖鎖プロファイル制御に向けた
糖転移反応に関連する成分群の多角的解析
黒田 博隆1,2,3、岡嶋 麻友1、豊田健一1 、仲康佑1、西風 隆司1 、中家修一1

1 島津製作所、2 大阪大学大学院 工学研究科 生物工学専攻、3 島津分析イノベーション協働研究所

 複数の分析法を組合せることで糖転移反応に関連する原料（糖）・補因子（金属イオン）・基質（糖ヌクレオチド）・

生成物（糖鎖）の多角的な解析が可能になります。

 目的の糖鎖プロファイルを達成するための培養プロセス条件検討に役立ちます。

図 1 糖転移反応の模式図

Glc：Glucose、Gal : Galactose

培養条件

表 1 培養条件

条件1
(Control)

条件2
（+Mn）

条件3
(+Mn/+Gal)

Mn
無添加

(0.7 µM)
終濃度40 µM

Gal
無添加
(0 g/L)

終濃度
5 g/L

播種密度 2.0 x 105 cells/mL

攪拌速度 140 rpm

温度 / 湿
度 / CO2

37 ℃ / 80 % / 5 %

フィード
D-グルコース

(2 g/Lを下回った時点から開始し、
24時間ごとに終濃度4 g/Lになるよう添加)

図 2 培養系の概略図

生 存 率 （ Viability ） お よ び 生 細 胞 濃 度 （ Viable Cell

Concentration ; VCC）の経時変化を図3に示します。Mn添

加条件およびMn/Galactose共添加条件いずれにおいても

Control条件と同等な結果が得られたため、細胞毒性なく成

分添加培養を実施できたと考えられます。

培養結果
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図 3 生存率（Viability）と生細胞濃度（VCC）の経時変化
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培養試料の前処理方法と分析条件

図4に示すように、培養上清を1(v/v)%硝酸と0.5(v/v)%塩

酸の混合酸で20倍希釈し分析試料としました。

分析にはICPMS-2050を用い、アプリケーションニュース

01-00712と同様の分析条件（表2）2)で、各分析試料中の

Mn濃度を測定しました。

培養上清中の金属イオン分析（ICP-MS）

培養上清中のタンパク質除去のため、図5に示すように培

養上清とアセトニトリルを混合し遠心分離したのち、その

上清を回収しました。回収した上清を10倍希釈し分析試料

としました。

分 析に は LCMS-8060 を用 い 、LC/MS/MS メ ソ ッド パ ッ

ケージ 糖・糖ヌクレオチドに登録された分析条件で、各分

析試料中のGalactoseの相対濃度を測定しました。

培養上清中の糖分析（LC-MS/MS）

図 4 培養上清中の金属分析用前処理の概略図

図 5 培養上清中の糖分析用前処理の概略図

図 7 EZGlyco ｍAb-N Kit with 2-AB を用いた培養上清の前処理

培 養 上 清 中 の 抗 体 精 製 、 糖 鎖 の 遊 離 、 蛍 光 標 識 は

EZGlyco ｍAb-N Kit with 2-AB（住友ベークライト）を用い

て実施しました。本キットでの前処理フローを図7に示し

ます。今回アプライした抗体量は3 - 10 µg程度でした。

分析にはNexera XRを用い、表3の分析条件で分析しまし

た。本条件での糖鎖標準試料の分析結果を図8に示しまし

た。

培養上清中抗体の糖鎖分析（HPLC-RF）

表 3 糖鎖の分析条件

*2 P/N : 227-30951-02

System : Nexera XR

Column : Shim-packTM GIST-HP Amide [Metal free] 
(100 mm×2.1 mmI.D.,1.9 µm)*2

Mobile phases : A) 100 mM  ammonium formate（pH4.4)

: B) Acetonitrile

Time program : B Conc.78%（0 min)→69%（50 min)→
50%（50.01-55 min)→78%（55.01-62 min)

Column temp. : 40 ℃

Flow rate : 0.5 mL/min

Injection Volume : 1 µL

Detection : Fluorescence (Ex. 330 nm, Em. 420 nm)
(using RF-20Axs, semi-microcell)

図6に示すように、サンプリング後すぐに細胞ペレットを

冷溶媒で懸濁し細胞代謝を停止させました。その後、メタ

ノールや水を用いて細胞内成分を抽出しました。遠心エバ

ポレーターにより溶媒乾固したのち、水で再溶解し分析試

料としました。本プロトコルの詳細はLC/MS/MSメソッド

パッケージ 糖・糖ヌクレオチドの取扱説明書に記載してい

ます。

分 析に は LCMS-8060 を用 い 、LC/MS/MS メ ソ ッド パ ッ

ケージ 糖・糖ヌクレオチドに登録された分析条件で、各分

析試料中のGalactoseやUDP-Galactose（糖鎖へのガラク

トース転移の反応基質）の相対濃度を測定しました*1。

細胞内の糖・糖ヌクレオチド分析（LC-MS/MS）

図 6 細胞内の糖・糖ヌクレオチド分析用前処理の概略図

表2 金属イオンの分析条件

System : ICPMS-2050

RF power : 1.20 kW

Sampling depth : 7.0 mm

Plasma gas flow rate : 9.0 L/min

Auxiliary gas flowrate : 1.10 L/min

Carrier Gas Flowrate : 0.60 L/min

Dilution Gas Flowrate : 0.25 L/min

Pump Speed : 15 r.p.m.

Collision / Reaction Gas : He / H2

*1 単糖類と糖ヌクレオチド類は別の分析条件です。

図 8 糖鎖標準試料のクロマトグラム

ピーク５，6ではGalactoseの構造異性体が分離検出されています。

（G1：G1a, G1b、G1F：G1Fa, G1Fb）



Application 
News

 

糖転移反応に関わる各種成分の分析結果

Mn添加条件と無添加条件でMnの初期濃度が50倍以上異

なるので、比較しやすいよう初期濃度を0としたときの経

時変化を図9に示しました。さらに、1細胞あたりのMn取

込み速度を0時間と264時間の測定値より算出し、図10に示

しました。図9, 10の結果より、Mnを添加した条件(Mnのみ

添加およびMnとGalactoseを共添加)では、Control条件に

比べてより多くのMnが細胞内に取り込まれることが示さ

れました。

なお、MnとGalactoseを共添加した条件(+Mn/+Gal)での

96時間培養の試料において高い測定値が記録されましたが、

内標準元素を除いて、同時に測定したその他の全元素で同

様の傾向を示したため、本測定値は試料調製工程での誤差

と考えられます。

培養上清中のMn分析結果

図 9 Mn濃度の経時変化（初期濃度からの差分を表示）

図 10 1細胞あたりのMn比取込み速度（Controlを1として表記）

図11、図12に培養上清および細胞内分析用の試料測定時

のマスクロマトグラムを示しました。メソッドパッケージ

糖・糖ヌクレオチドを用いることで、目的としたGalactose

やUDP-Galactoseを各異性体から分離して測定することが出

来ました。

細胞内外の糖・糖ヌクレオチドの分析結果

図 11 培養上清試料のマスクロマトグラム

図 12 細胞内抽出物試料のマスクロマトグラム

図13に細胞内外のGalactoseとUDP-Galactoseの時系列変

化を示します。培養上清の分析結果より、MnとGalactose

を添加培養した条件(+Mn/+Gal)では、Galactoseが培養に伴

い消費されることが示されました。さらに取り込まれた

GalactoseがUDP-Galactose（Galactose転移反応の基質）に

変換されたことも示唆されました。

増殖期と定常期の試料について、条件間の糖鎖プロファ

イルを比較しました（図14）。その結果、ガラクトシル化

糖 鎖 で あ る G1F*3 と G2F の 割 合 が +Mn/+Gal > +Mn >

Controlの順に多くなることが示されました。さらに、Mn

とGalactoseを添加培養した条件(+Mn/+Gal)でのみ、定常期

でもガラクトシル化糖鎖の割合が維持されました。

培養上清中抗体の糖鎖プロファイル

図 13 細胞内外の糖・糖ヌクレオチドの経時変化

図 14 培養上清中抗体の糖鎖プロファイル

*3 G1F：G1FaとG1Fbの合算値を記載
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まとめ
本アプリケーションニュースでは抗体のN-型糖鎖形成に

関わる糖転移反応に着目し、その原料（糖）や補因子（金

属イオン）を添加して培養した試料を分析しました。特に

今回はケーススタディとしてガラクトシル化に着目し、原

料（Galactose）、補因子（Mn）、基質（UDP-Galactose）

といった多成分を分析することで、ガラクトシル化糖鎖形

成に関するインプットからアウトプットまでの流れを捉え

ることができました。

抗体の糖鎖プロファイルの制御は難易度の高い課題です

が、このように糖転移反応に関わる多成分を分析すること

で糖鎖プロファイル変化の根拠を得ることができ、糖鎖プ

ロファイル制御に向けた戦略的な培養条件検討を可能にし

ます。

関連製品

糖はエネルギー代謝やペントースリン酸経路にも利用

されるため、糖の代謝をより深く理解するには、本アプ

リケーションニュースで用いたメソッドパッケージによ

る糖・糖ヌクレオチドの分析に加え、代謝成分の分析も

有用な情報を提供すると期待されます。

図15に示すように、LC/MS/MSメソッドパッケージ 細

胞培養プロファイリングやLC/MS/MSメソッドパッケー

ジ 一次代謝物は、糖代謝に関連する細胞内外の多成分分

析をより充実させ、糖鎖プロファイルの制御に向けた培

養条件検討に深い洞察を与えます。

〇LC/MS/MSメソッドパッケージ
細胞培養プロファイリング

〇LC/MS/MSメソッドパッケージ 一次代謝物

図 15 糖代謝に関連するLC/MS/MSメソッドパッケージ



関連製品 一部の製品は新しいモデルにアップデートされている場合があります。

 LCMS-8060NX
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ICP質量分析計
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レオチド
LabSolutions™ LCMS用

 MUP-3100
抗体糖鎖自動前処理装置

 LCMS-TQ RX シリー
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トリプル四重極質量分析計
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