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研究成果の概要（和文）：抗体医薬品の個別化医療の実現に向けて，標的分子の多様性と抗体との反応性の関係
を明らかにする必要がある．本研究では，抗体医薬品標的タンパク質の糖鎖の多様性を明らかにすることを目的
として，抗体医薬品を用いた免疫沈降，トリプシン消化，アセトン沈殿による糖ペプチドの濃縮，及びLC/MSに
より部位特異的に糖鎖構造を解析する方法を開発した．この方法により，ヒト上皮様細胞癌由来A431細胞株の
EGFRの5結合部位の糖鎖を明らかにし，Asn528に7-9個のGlcNAcと2-6個のFucからなる多様な糖鎖が結合している
ことを確認した．また，ヒト及びBHK細胞由来FcγRの部位特異的糖鎖構造も明らかにした．

研究成果の概要（英文）：For individualized medicine using monoclonal antibody drugs (mAbs)， it is 
important to clarify the diversity of target molecules for mAbs and the relationship between the 
diversity and efficacy and safety of mAb products. To elucidate the glycan diversity on target 
proteins for mAbs， we developed an analytical method for the site-specific glycosylation of 
membrane proteins; this method comprised the extraction of target proteins from the membrane 
fraction by immunoprecipitation with mAbs， trypsin digestion， glycopeptide enrichment by acetone 
precipitation， and LC/MS. Using the method， we successfully demonstrated the glycosylation at 5 
sites of EGFR in A431 cells. It was suggested that Asn 528 is attached to unique glycans bearing 
both 7-9 GlcNAc and 2-6 Fuc residues.  We also showed the site-specific glycosylation of the Fc 
gamma receptor IIIb expressed in Baby hamster kidney cells and in human serum.

研究分野： 糖鎖生物学　質量分析学　バイオ医薬品

キーワード： 糖鎖　質量分析　EGF受容体　抗体医薬品
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１．研究開始当初の背景 
抗体医薬品は関節リウマチや一部の悪性

腫瘍等の治療で優れた臨床効果をあげてい
るが，患者により治療効果が異なること，ま
た過剰な薬効発現や免疫反応の活性化に伴
う有害反応を引き起こすことが知られてい
る．その対策の一つとして，治療効果が期待
される被験者・患者を選別し，適切な用量を
投与する個別化医療が推進されている．個別
化医療の実現に向けて，抗体医薬品の標的の
有無を評価する方法，及び，標的の分子多様
性と薬物との反応性の関係を明らかにする
ことが求められている．現在，遺伝子解析・
発現解析を中心とした個別化医療研究が行
われているが，ゲノム解析結果から治療効
果・有害反応を説明できないケースが多く存
在することがわかってきた． 
多くの標的抗原や，抗体医薬品の薬理作用

や体内動態制御に関与する Fc 受容体（FcR：
Fcγ受容体，FcRn）は糖タンパク質である．
一般に，糖タンパク質の糖鎖は高次構造や分
子間相互作用を制御することにより，タンパ
ク質の機能や体内安定性を調節することが
知られている．また，糖鎖構造や不均一性は
疾患によって変動すること，及び個人によっ
ても異なることが報告されている．糖鎖の機
能と多様性に関するこれらの知見から，標的
抗原および FcR の糖鎖が抗体医薬品の薬効
発現や作用時間を調節している可能性が考
えられ，糖鎖の多様性が薬効や副作用等の個
人差に関与している可能性が強く示唆され
る 

 
２．研究の目的 
これまでに，抗体医薬品の標的抗原である

EGF 受容体 (EGFR)や HER2 において，糖
鎖構造がその機能に影響を及ぼすことなど
が報告されているが，受容体の糖鎖の構造と，
その糖鎖が抗体医薬品との反応性に及ぼす
影響についてはほとんど研究が進んでいな
い．また，EGFR や FcR の糖鎖構造に関す
る研究は遺伝子組換えタンパク質を用いた
ものに限られており，内在性の受容体の糖鎖
構造とその機能については不明な点が多い．   
そこで，本研究では，個別化医療に向けた抗
体医薬品の有効性・安全性確保のため，EGRF
などの標的抗原および FcR の糖鎖構造とそ
の多様性を明らかにすることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養とタンパク質抽出 
細胞試料として，EGFR の過剰発現株として

知られるヒト上皮様細胞癌由来細胞株 
(A431 cell line)を用いた．A431 細胞を播種
し，DMEM 培地 (10% FBS， 1% PS) 中で 70~80%
コンフルエントになるまで培養し，PBS（プ
ロテアーゼ阻害剤含有）で洗浄後，セルスク
レーパーで細胞を回収した．全タンパク質は，
市販の IP RIPA buffer (Thermo Scientific; 
25 mM Tris-HCl， pH 7.4， 150 mM NaCl， 1 

mM EDTA， 1% NP-40， 5% glycerol) を用い
て ， ま た ， 膜 関 連 タ ン パ ク 質 は ，
ProteoExtract Native Membrane Protein 
Extraction Kit (Calbiochem)のプロトコル
に準拠して抽出した． 
 
(2) ウエスタンブロッティング解析 
抽出したタンパク質をポリアクリルアミ

ドゲルで分離し，PVDF 膜へ電気的に転写した．
5% Blocking Reagent (GE ヘルスケア)で 4°
C， 16 h 振とうした後，PBS-0.1% Tween 20 
(PBS-T)で洗浄した．希釈した抗 EGFR 抗体 
(Cell signaling)を加え，4°C， 16 h 反応
させた．PBS-T で洗浄した後，希釈した 2 次
抗体を加え，室温で 1 h 反応させた．PBS-T
で洗浄した後，Pierce Western Blotting 
Substrate Plus (Thermo Scientific) によ
り検出し，LAS-3000 により観察した． 
 
(3) 免疫沈降 
抽出したタンパク質溶液を IP RIPA buffer

で希釈し，抗 EGFR 抗体 (Erbitux: MERCK)を
加えて 4°C， 16 h 反応させた．洗浄済みの
Pierce Protein G Magnetic Beads (Thermo 
Scientific) に結合させ，PBS-T で洗浄した
後，0.1 M glycine (pH 2.0) を加えて 20°C， 
10 min，または SDS-PAGE sample buffer を
加えて 98°C， 10 min インキュベートする
ことでタンパク質を回収した．  
 
(4) プロテアーゼ消化と糖ペプチド濃縮 
タンパク質同定用試料は，ゲル内消化の定

法に基づいて調製した．その一方で，部位特
異的な糖鎖構造を推定するため，我々が独自
開発した改良ゲル内消化法 1を用いた．すな
わち，精製されたタンパク質をポリアクリル
アミドゲルで分離し，SimplyBlue SafeStain 
(invitrogen) で染色後，バンドを回収した．
50% acetonitrile (ACN) を 含 む  25 mM 
ammonium bicarbonate を用いて脱色後，ACN
を加えて脱水した．ACN を除去した後，減圧
濃縮遠心エバホレーター (Speed Vac) を用
いて，ゲル片を乾燥させた．guanidine 
hydrochloride (GuHCl) を含む溶液 (10 mM 
DTT， 25 mM ammonium bicarbonate， 0.2 M 
GuHCl) を加えて 56°C， 45 min 処理した後，
iodoacetamide を用いてアルキル化操作を行
った．50% ACN を含む 25 mM ammonium 
bicarbonate を用いてよく洗浄した後，ゲル
片を乾燥させた．乾燥ゲル片に trypsin 溶液 
(5 µg/ml， 25 mM ammonium bicarbonate，
0.1% octyl glucoside)を加え， 37°C で 30 
min 静置し，ゲル片に trypsin 溶液を染み込
ませた．余分な trypsin 溶液を取り除き，25 
mM ammonium bicarbonate でゲル片を覆い，
37°C で 16 h 反応させた．trypsin 消化後，
抽出液 (50~10% ACN) を加え， 10 min 振と
うすることでペプチドを含む抽出液を回収
した．この操作を繰り返し，Speed Vac を用
いて濃縮した． 



改良ゲル内消化と並行して，糖鎖解析用試料
の調製のために，溶液消化と糖ペプチド濃縮
操作を行った．糖ペプチドの濃縮は，我々が
独自開発したアセトン沈殿法 2を用いた．す
なわち，定法に従ってプロテアーゼ消化した
ペプチド試料溶液に，5 倍容の冷アセトンを
加えて−25°Cで 16 hインキュベートした後，
12，000×g， 10 min 遠心することで糖ペプ
チドを沈殿させた． 
 
(5) グリコシダーゼ消化 
抽出した膜関連タンパク質溶液に変性バ

ッファー (5% SDS， 0.4 M DTT)を加え，95°
C で 5 min インキュベートした．変性済みの
膜関連タンパク質，および濃縮した糖ペプチ
ドに各グリコシダーゼ反応バッファー及び
酵素を添加し，37°Cで 16 h 消化した． 
 
(6) 液体クロマトグラフィー/質量分析 
(LC/MS) 
ゲル内消化済み試料および糖ペプチド濃縮
済み試料を PepClean C-18 Spin Column 
(Thermo)で精製後，LC/MS に供した．LC/MS
の条件は以下の通りである． 
 
[EGFR] 
HPLC:  
装置: Ultimate 3000 RSLCnano LC system 
(Thermo Scientific) 
トラップカラム: L-column2 ODS (0.3x5mm， 
5 μm; CERI) 
分析カラム: L-column2 ODS (0.075x150 mm， 
3 μm; CERI) 
溶離液 A: 0.1% formic acid/2% ACN 
溶離液 B: 0.1% formic acid/90% ACN 
グラジェント: 5-65% B (50 min) 
流速: 0.3 μL/min 
 
装 置 : EASY-nLC 1000 system (Thermo 
Scientific) 
ト ラ ッ プ カ ラ ム : Acclaim PepMap 100 
trapping column (75 μm×2 cm， nanoViper; 
Thermo Scientific) 
分析カラム: Nano HPLC Capillary Column (75 
μm×120 mm， 3 μm， C18; Nikkyo Technos) 
溶離液 A: 0.1% formic acid in water 
溶離液 B: 0.1% formic acid in ACN 
グラジェント: 0-45%B (55 min) 
流速: 0.3 μL/min 
 
MS: 
装置: LTQ-FT (Thermo Scientific) 
スプレー電圧: 1.8 kV 
スキャン範囲: ペプチド; 400-2，000， 糖
ペプチド; 700-2，000 
分解能: 100，000 (Positive ion mode) 
衝突エネルギー: 35% 
装置: Q Exactive mass spectrometer (Thermo 
Scientific) 
イ オ ン 源 : Nanospray Flex Ion Source 

(Thermo Scientific) 
スプレー電圧: 2.0 kV 
スキャン範囲: 400-2，000 
分解能: 70，000 
Normalized collision energy (NCE): 27% 
 
(7) 部位特異的糖鎖構造解析 
タンパク質の部位特異的な糖鎖構造解析

は，以下の 2ステップで実施した． 
①脱糖鎖 (+) 試料を用いたペプチド同定 
sequest によるデータベース検索により，脱
糖鎖で生じた脱アミド化ペプチドを同定し，
ペプチドの溶出時間および切断パターンに
関する情報を得た．  
②脱糖鎖 (−) 試料を用いた糖ペプチド解析 
得られたプロダクトイオンスペクトルから，
366.14 (Hex-HexNAc)を代表とする糖ペプチ
ドの診断イオン，および ペプチドに還元末
端側の GlcNAc が付加した[Peptide + GlcNAc 
+ H]+ に基づきペプチド部分を同定し，算出
された糖鎖部分の精密質量から糖鎖組成を
推定した． 
 
４．研究成果 
(1) 抗体医薬品を用いた免疫沈降法の確立 
A431 細胞株より抽出した膜タンパク質画分
を用いて，抗体医薬品セツキシマブと
Protein G 磁気ビーズによる免疫沈降系を確
立した（図１A）．この系を用いて精製した
EGFR のウエスタンブロッティング像を図１B
に示す．170-kDa 付近に主要なシグナルが検
出されたため，ポリアクリルアミドゲルで分
離・染色した後，ゲル内消化法によりタンパ
ク質を断片化し，LC-MS で解析した．データ
ベース検索の結果，精製されたこの成分は
EGFR であると同定された． 

 
(2) EGFR 糖鎖構造解析 
グリコシダーゼ消化により EGFR 糖鎖の構造
特性を明らかにした．用いたグリコシダーゼ
は，主にすべての N-結合型糖鎖を切断する
N-glycosidase F (PNGase F)，および高マン
ノース型糖鎖を切断する Endoglycosidase H 
(EndoH)である．抽出した膜タンパク質に対
して，変性・未変性条件下で酵素消化を行い，
ウエスタンブロッティングで解析した．その
結果，PNGase F 処理により明らかな分子量シ
フトが生じ，また，Endo H 消化によっても一
部糖鎖の切断が認められた（図２）．この結
果は，EGFR には，複数の結合部位に N-糖鎖
が付加しており，その一部に高マンノース型



糖鎖が存在することを示唆している． 

 
詳細な部位特異的な糖鎖構造を推定するた
めに，改良ゲル内消化法により得られた EGFR
糖ペプチドを LC/MS で解析した．代表的な
EGFR 糖ペプチドのプロダクトイオンスペク
トルを図３に示す．EGFR には，10 箇所の N-
結合型糖鎖付加部位が存在するとされてい
る．その内，Asn352，Asn361，Asn444，Asn528，
Asn603 に付加する詳細な糖鎖構造を推定す
ることができた．Asn352およびAsn361には，
主に高マンノース型糖鎖，また，Asn444，
Asn528，Asn603 には主に複合型糖鎖の付加が
認められた．この結果は，グリコシダーゼを
用いた構造特性解析の結果を支持する．興味
深いことに，Asn528 には 7-9 個の GlcNAc と
2-6 個の Fuc からなる多様な糖鎖が結合して
いることが明らかとなった．Asn528 は，EGFR
の domain 4 領域に存在することから，細胞
膜上の他の糖タンパク質や糖脂質との相互
作用に糖鎖が関与する可能性が示唆された． 

 
(3) FcγR の糖鎖解析 
FcγR の詳細な糖鎖構造を推定するために，
BHK細胞由来及びヒト由来FcRを解析した．
BHK 細胞由来 FcγR は，プロテアーゼ消化後
LC/MS により，また,ヒト血清由来 FcγRはプ
ロテアーゼ消化後，糖ペプチドをアセトン沈
殿法で濃縮し，LC/MS により解析した．その
結果，FcγR上に存在するすべての N-結合型
糖鎖の詳細構造を明らかにすることができ
た．また，ある特定の結合部位に結合してい
る糖鎖の不均一性が高くなっていることが
明らかになった 3, 4． 

 
本研究の成果により，細胞膜上受容体を含む
抗体医薬品の標的分子の詳細な部位特異的
な糖鎖構造解析が可能になった．糖鎖が異な
る標的分子の存在が示唆される結果も得ら
れており，今後，これらの分子の解析を進め
ることで，抗体医薬品の個別化医療推進に貢
献できると期待される． 
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