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概要

このアプリケーションノートでは、Agilent AdvanceBio HIC カラムを用いて、酸化したモノクローナル抗
体 (mAb) の変異体を、ネイティブ型から分離する方法について紹介します。メチオニン、システイン、お
よびトリプトファンなどの露出したアミノ酸側鎖残基の酸化は、mAb における一般的な分解経路であり、
バイオテクノロジーにおける重要な分析的課題を提示します。多くの場合、酸化した mAb は、それらの
ネイティブ型1 と比較して活性が低下しています。したがって、モノクローナル抗体医薬品の治療効果を確
実なものにするためには、このような分解の解析が重要です。mAb におけるアミノ酸残基の酸化は、酸
化した極性の増加、もしくは結果として生じた構造変化2 によっても、mAb の疎水性を変化させる可能性
があります。疎水性の違いに基づいて生体分子を分離する HPLC 法として、逆相および疎水性相互作用
クロマトグラフィー (HIC) が挙げられます。HICは、翻訳後修飾 (PTM) の結果生じた mAb 変異体の特
性分析に適用することができます。AdvanceBio HIC カラムは、未修飾体からの酸化した mAb 変異体
の分離において優れた性能を提供し、mAb をサブユニットまたは他のサンプル前処理メソッドで消化する
ことなく、酸化種を分解することが可能です。 
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モノクローナル抗体 (mAb) の変異体分析
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はじめに

抗体薬複合体 (ADC) や二重特異性抗体 
(bsAb) などの mAb、およびその関連製品は、
最も急速に成長している類の生物学的療法で
す。遺伝子組み換え mAb は、処理中、配送中
および保存中に多くの翻訳後修飾の影響を受
けます。これらの修飾の中で、メチオニン (Met) 
およびトリプトファン (Trp) などの露出したアミ
ノ酸側鎖の酸化が頻繁に生じます。さまざまな
研究者が、mAb の酸化は製品の保存期間お
よび生物活性1,2 に悪影響を及ぼすことを報告
しています。したがって、酸化した mAb 変異
体を検出するための分析メソッドの開発に関心
が集まっています。メチオニン酸化された mAb 
生成物のスルホキシドおよびスルホン側鎖は、
タンパク質構造、安定性および生物学的機能
が変化する可能性のあるネイティブ型と比較し
て、より大きく、より高極性です。逆相液体クロ
マトグラフィー (RPLC) および HIC などの疎水
性に基づく HPLC メソッドは、mAb 変異体の
特性分析に頻繁に用いられます。近年、複数
の研究において、HIC は遺伝子組み換え mAb 
の酸化のモニタリングに応用でき、選択性と容
易さが妥当で、RPLC の優れた代替手段であ
ることが示されています3。

HIC は固定相との疎水性相互作用に基づいて
成分分離を行う点において RPLC と類似して
います。HIC の溶出順序は、タンパク質の相
対的な疎水性に基づいて順位付けされます。
RPLC とは異なり、HIC は有機溶媒や高温を
必要とせず、生理学的な pH で分離を行う非
変性条件で分析可能なため、タンパク質構造
を維持できます。したがって、タンパク質のネ
イティブ型における立体構造の変化は、HIC4 
を用いて分析することが可能です。

AdvanceBio HIC は、mAb および関連製品
の分離用に設計されたシリカベースの HPLC 
カラムです。アジレント独自のユニークな化学
結合相は、mAb および mAb 変異体の分析
において高分離能および期待どおりの選択性
を提供します。このアプリケーションノートで
は、AdvanceBio HIC カラムを用いた、酸化
した NIST mAb 変異体の分離について説明
します。

実験方法

試薬およびサンプル
すべての化学製品および試薬は HPLC グレー
ド以上のものを使用しており、Sigma-Aldrich 
(現 Merck) または VWR Scientific から入手
しました。ヒト化 IgG1k mAb サンプル (製品
番号 8671) は NIST SRM Standards から入
手しました。水は、Milli-Q A10 純水生成装置 
(Millipore) を用いて精製しました。

装置構成
Agilent 1260 Infinity II バイオイナート LC を
次のモジュールで構成しました。

• Agilent 1260 Infinity II バイオイナート
ポンプ (G5654A)

• Agilent 1260 Infinity II バイオイナート
マルチサンプラ (G5668A)、サンプル 
冷却システム (オプション # 100) を搭載

• Agilent 1260 Infinity II マルチカラム
サーモスタット (G7116A)、バイオ 
イナート熱交換器 (オプション # 019) を
搭載

• Agilent 1260 Infinity II ダイオード 
アレイ検出器 WR (G7115A)、バイオ 
イナートフローセル (オプション # 028) 
を搭載

ソフトウェア
Agilent OpenLab 2.2 CDS

t-BHP 処理による mAb 酸化
製剤緩衝液中の 1 mL の NIST mAb 溶液 
(1 mg/mL) を、0.2 % (v/v) の 70 % tert- ブ
チルヒドロペルオキシド (t-BHP) 溶液とともに
室温で 24 時間、インキュベーションしました。
分子量のカットオフ値が 10 kDa の Amicon 
Ultra-10 遠心フィルタを用いて、残留酸化剤
を除去しました。次に、サンプルを 50 % 移動
相 B で緩衝液交換しました。  

図 6 のデータを得るために用いた反応条件は
次の通りです。NIST mAb (1 mg/mL) の 1 mL 
サンプルに 2 % (v/v) の 70 % t-BHP 溶液を添
加し、反応混合物をカラムに注入しました。7 °
C で保存された同一のサンプルバイアルから複
数回の注入を行いました。

H2O2 処理による mAb 酸化
製剤緩衝液中の 1 mL の NIST mAb 溶液 
(1 mg/mL) を、0.2 % (v/v) の 50 % 過酸化
水素 (H2O2) 溶液とともに室温で24時間、イン
キュベーションしました。分子量のカットオフ
値が 10 kDa の Amicon Ultra-10 遠心フィル
タを用いて、残留酸化剤を除去しました。次に、
サンプルを 50 % 移動相 B で緩衝液交換しま
した。 
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結果と考察

タンパク質の酸化は、製剤開発中の安定性試
験やストレスを受けたサンプルで頻繁に観察
されます (例: 過酸化水素 (H2O2) などの化学
酸化剤にさらされたサンプル、紫外線、金属イ
オン)。この研究では、NIST mAb サンプルの
酸化を促進する化学酸化剤として、t-BHP と 
H2O2 を使用しました。これらの試薬は、mAb 
のメチオニン側鎖残基を特異的に酸化する
傾向があることが以前に報告されています。
H2O2 は、よりアクセスしにくい埋没した残基を
より容易に酸化する一方、t-BHP は、より表面
に露出したメチオニン残基7 をターゲットとす
ることが知られています。図 1 に、化学酸化
剤によって誘導されたメチオニン酸化の反応
スキームを示します。

図 2 の NIST mAb (ヒト化 IgG1k) アミノ酸
配列は、mAb の両方の重鎖に位置する 6 つ
の表面アクセス可能なメチオニン残基が存在
することを示しています。多くのヒト IgG1 サ
ブクラス抗体に関する先の研究から、CH2 と 
CH3 領域、または Fc 領域に局在するメチオ
ニン残基は、抗原結合における酸化に非常に
影響を受けやすいことが知られています5 (図 
3)。NIST mAb のケースでは、Met 255 およ
び Met 431 が、酸化されやすいアミノ酸残基
に相当します。 

メソッド条件

HPLC 条件

カラム AdvanceBio HIC、4.6 × 100 mm (部品番号 685975-908)

移動相
溶出液 A) 50 mM のリン酸ナトリウム、pH 7.0 
溶出液 B) 50 mM のリン酸ナトリウム、pH 7.0 に含まれる 2 M の硫酸アンモニウム

流量 0.3 ～ 0.5 mL/min

カラム温度 25 °C

注入量 5 µL

最終サンプル濃度 1 mg/mL

検出 UV、220 nm

グラジエントプロファイル

流量: 0.5 mL/min

時間 %A %B 
0 50 50 
20 100 0 
25 100 0 
30 50 50 
40 50 50

より浅いグラジエント

流量: 0.3 mL/min

時間 %A %B 
0 40 60 
40 90 10 
45 90 10 
50 40 60 
60 40 60

図 2. NIST mAb アミノ酸配列

図 1. 化学酸化剤によって誘発されるメチオニン酸化
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図 3. Fc 領域に位置するメチオニン残基は、ヒト IgG1 mAb において酸化の影響を最も受けやすくなります。
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AdvanceBio HIC カラムは、塩濃度の低い初
期条件下において、酸化した mAb 変異体を
未処理の mAb サンプルから分離することが
できました。報告された実験条件下において 
NIST mAb を t-BHP で酸化すると、おそらく
立体構造の変化が原因で、より短いリテンショ
ンタイムで複数のピークが生じました。1 から 
6 とラベルされた、リテンションタイムの短い
ピークを示す HIC クロマトグラム (図 4) は、
mAb の酸化されたメチオニン残基の結果を示
し、リテンションタイムが約 12.6 分のピーク 
7 は非酸化 mAb に相当します。H2O2 処理さ
れた mAb サンプルでは完全酸化が起こり、3 
つのピークがより短いリテンションタイムで溶
出し、メチオニン残基のより積極的な酸化が示
されました。2 つの異なる酸化試薬を用いてイ
ンキュベーションした IgG1k mAb サンプルの
クロマトグラムにおけるこれらの違いは、以前
に報告されたように6、メチオニン残基の溶媒
アクセスのしやすさ、および酸化剤の立体構造
の制限によって反応に影響が出ることを示唆
しています。

分離能をさらに向上させるために、より流速
を下げ、より浅いグラジエントを使用しまし
た。流速 0.3mL/min で、初期濃度が 1.2 M 
の硫酸アンモニウムを 25mM/min の緩やか
なグラジエント比率で使用すると、比較的短
い分析時間でより良好な分離が達成されまし
た (図 5)。このクロマトグラムでは、未処理の 
mAb サンプルから多数の mAb 酸化種が明確
に観察されました。
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NIST mAb - コントロールサンプル
NIST mAb + 0.2 % (v/v) t-BHP (24 時間)
NIST mAb + 0.2 % (v/v) H2O2 (24 時間)

図 4. 低い初期塩濃度による、酸化された NIST mAb 変異体の分離

図 5. 浅いグラジエントを用いて酸化された NIST mAb 変異体の分離
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図 6 では、NIST mAb サンプルを 2 % (v/v) 
の t-BHP とともにインキュベーションし、より
浅いグラジェント条件を用いてさまざまな時点
で酸化反応をモニタリングしました。クロマト
グラムの重ね表示に示されているように、mAb 
酸化は t-BHP インキュベーション時間ととも
に進行しました。数時間以内の酸化反応で多
数の mAb 酸化種が観察されました。これは、
以前報告されたように、mAb サンプルの両方
の重鎖の表面にアクセス可能なメチオニン残
基が、ランダムに酸化される可能性があること
を示唆しています5。10 時間以上反応させた 

時間 %A %B

0 40 60

40 90 10

45 90 10

50 40 60

60 40 60

25 mM/min

図 6. t-BHP で酸化された mAb 反応のモニタリング
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mAb サンプルのさらなる酸化は、ピークのブ
ロード化をもたらす強制酸化を示します。構造
の深部に存在するメチオニン残基の酸化は、よ
り劇的な構造変化をもたらし、mAb が部分的
にアンフォールドする要因となる可能性がある
と以前から推測されています7。部分的にアン
フォールドした mAb は、より構造変化が起こ
りやすく、その結果、ピークが広がり、リテンショ
ンタイムのシフトが大きくなります。

結論

AdvanceBio HIC カラムにより、酸化した 
mAb 変異体をネイティブ型から分離できるこ
とが実証されました。AdvanceBio HIC カラ
ムを使用することで、比較的短い分析時間を
維持しながら、より遅い流速とより浅いグラジ
エント条件で、酸化 mAb 変異体の最適な分
離を達成することができました。
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