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研究成果の概要（和文）：　
　本研究では、抗体医薬品に付加する糖鎖の薬効や薬物動態に与える影響を明らかにするため、抗CD20モノクローナル
抗体リツキシマブの糖鎖構造の解析を行った。その結果、リツキシマブには数種類の糖鎖修飾体が存在することを明ら
かにした。ラットを用いて動態解析を行い、糖鎖修飾体の相対含有率が経時的に変化することを示した。その経時的変
化は、リツキシマブの体内動態に影響を与えることが明らかになった。以上より、リツキシマブに付加する糖鎖の役割
に関する新しい知見を得た。

研究成果の概要（英文）：
 In current study, we analyzed the carbohydrate structure of anti-CD20 monoclonal antibody rituximab to 
evaluate effect of glycosylation on the efficacy and the pharmacokinetics of antibody preparation. 
Several glycan species were identified in rituximab. The relative content of glycoforms changed in a 
time-dependent mannar. These changes affected to pharmacokinetics of rituximab. In conclusion, we 
obtained novel findings in the role of carbohydrate of rituximab.
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１．研究開始当初の背景 
近年、抗体医薬品はがんや自己免疫疾患の

分野において重要な役割を果たしている。抗
体医薬品は製造段階において動物由来細胞
を用いており、構造上の多様性を有している。
特に抗体の定常部に付加する糖鎖は数十種
におよび、糖鎖の構造は抗体医薬品の薬理活
性に影響することが示唆されている。しかし、
我が国の治験を含む臨床試験においては、多
くの場合、抗原抗体反応に基づいた薬理活性
及び薬物動態の評価が行われているため、糖
鎖等の構造上の変化による薬理活性、薬物動
態への影響は反映されていない。さらに、抗
体医薬品は製造過程だけでなく、投与後生体
内においても糖鎖付加等の修飾を受けるこ
とから、薬効発現の個人差の原因の一つとな
りうる可能性が考えられる。つまり、抗体医
薬品における糖鎖付加の状態を明らかにす
ることは、抗体医薬品の薬効や副作用発現の
個体差の解明につながることが期待される。 
一方、飛行時間型質量分析計 TOF-MS 技術

の進歩により、化合物の精密な質量分析が実
施できる。抗体医薬品のプロテオミクス解析
を可能とする TOF-MS を用いて抗体医薬品へ
の糖鎖付加などの修飾体の構造・性質の解析
を行うことで、抗体医薬品の有効性・安全性
の向上に貢献出来るのではないかと考えら
れた。 
 
 
２．研究の目的 
代表的な抗体医薬品である抗 CD20 モノク

ローナル抗体リツキシマブを用い、TOF-MS 
技術を用いて糖鎖構造を解析し、抗体医薬品
に付加する糖鎖が薬効や薬物動態に与える
影響を明らかにする。さらに、ヒト血中にお
けるリツキシマブの糖鎖構造を調べること
で、生体内での糖鎖構造の変化と役割の解明
を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
TOF-MS を用いてリツキシマブ測定系を構

築し、製剤レベルにおけるリツキシマブの糖
鎖構造を調べる。ラットを用いてリツキシマ
ブ体内動態解析を行い、ELISA 法による血中
濃度の定量と、体内での糖鎖構造の経時的変
化を確かめる。さらに、糖鎖構造と薬理活性
や体内動態との相関を調べる。リツキシマブ
投与症例のヒト血中におけるリツキシマブ
の血中濃度推移や糖鎖構造について検証し、
血中における糖鎖構造の変化を評価する。ヒ
ト血液検体を用いる研究部分に関しては、京
都大学大学院医学研究科・医学部及び医学部
附属病院 医の倫理委員会の承認を得る。 
 
 
４．研究成果 
リツキシマブを酵素であるパパインを用

いて断片化することで TOF-MS におけるリツ

キシマブ測定系を構築し、リツキシマブ製剤
において数種類の糖鎖修飾体が存在するこ
とを明らかにした。 
 
 

図：TOF-MS によるスペクトルとリツキシマブ
に付加する糖鎖修飾体の構造 

 
 
次に、ラット体内において、内因性の IgG

抗体とリツキシマブ抗体を分離し糖鎖構造
の解析を行うために、免疫沈降法を用いてラ
ット血液中からリツキシマブを単離精製す
る方法を確立した。ラットを用いたリツキシ
マブ体内動態解析を行い、ヒトと同様の血中
濃度推移を取ることを確認した。さらに
TOF-MS によって糖鎖修飾体の相対含有率を
測定し、経時的に変化することを明らかにし、
この糖鎖構造の変化は血漿中に存在する酵
素によって引き起こされていることを示し
た。一部の糖鎖構造はリツキシマブのクリア
ランスに影響した。一方、ラット体内におけ
る糖鎖構造の経時的変化が薬理活性に与え
る影響を精査したところ、抗体依存性細胞傷
害（ADCC）活性及び補体依存性細胞傷害（CDC）
活性には影響しないことを明らかにした。 
これらの結果を踏まえ、ヒト血液検体を用

いてELISA法による血中リツキシマブ濃度の
定量と TOF-MS による糖鎖修飾体の構造解析
を行い、現在、その解析と論文投稿の準備を
行っている。 
以上、製剤レベルにおいてもリツキシマブ

には多様な糖鎖修飾体が存在することを明
らかにした。また、生体内においても糖鎖構
造は経時的に変化し、一部の糖鎖構造はリツ
キシマブの体内動態に影響を与えることを
明らかにした。 
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