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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
バイオ医薬品の研究は近年非常に発展してきました。特に抗体医薬は世界中の多くの製薬会社で研究されています。
今回、主に抗体医薬の分析中心に各種モードでの分析や最近話題のPEG化反応やADC分析まで紹介します。
それでは、・・・・
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
バイオ医薬品分離へのアプローチではＨＰＬＣの各モード別にバイオ医薬品の検討段階から製品管理に至るまでに行われるさまざまな分析例を示しました。
ＳＥＣでは凝集体分析,ＩＥＣではバリアント分析、HICでは末端酸化の確認を酵素分解したフラグメントで確認し、RPCでは還元処理した抗体そのものを分析、ＨＩＬＩＣでは抗体の糖鎖解析の一手段を、また、最近研究が進んでいるといわれるADCの分析や抗体の修飾物の分析を紹介します。
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TSKgel monomer
UltraSW aggregate
(7.8 mm I.D. x 30 cm)

trimer

aggregates

TSKgel monomer
SuperSW mAb HR
(7.8 mm IL.D. x 30 cm)

trimer

aggregates
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Conditions

Column : TSKgel UltraSW Aggregate (7.8 mm I.D. x 30 cm), TSKgel SuperSW mAb HR (7.8 mm 1.D. x 30 cm)
Eluent : 0.05 % NaN,Z&20.2 mol/L Y A BEIE 5 & & (pH6.7)

Flow rate : 0.8 mL/min

Temperature : 25 °C

Detection : UV(280 nm)

Sample : monoclonal 1IgG, mouse-human chimeric 0



プレゼンター
プレゼンテーションのノート
○抗体医薬品の凝集体の分析については、抗体の二量体や、三量体、それ以上の凝集体を精密分析する場合と、二量体と単量体、および単量体の分解物を精密に分離する場合があります。上記のTSKgel UltraSW Aggregateは、従来のカラムに比べ、凝集体間の分離能を向上させたものです。一方TSKgel SuperSW mAb HRは、二量体と単量体および単量体のピークの後ろ側に出てくる分解物を分離するために分離能を向上させたものです。
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Conditions

Column : TSKgel UltraSW Aggregate (7.8 mm 1|.D. x 30 cm)
Eluent :0.05 % NaN,Z&40.2 mol/L Y A B&1E #2E & (pH6.7)
Flow rate :0.2~1.0 mL/min

Temperature :25°C

Detection 1 UV (280 nm)

Sample : monoclonal IgG,human, 5 g/L



プレゼンター
プレゼンテーションのノート
抗体の凝集体では2量体他、多量体の検出が確認できるようになってきました。時間はかかりますが、流速を遅くするとこで5量体のピークトップまで確認できるようになりました。
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Conditions

Column :TSKgel G3000SWy, (7.8 mm I.D. x 30 cm)

Eluent :0.1 mol/L BEEEF R LEEE0.1 mol/ll YAERIEREE R (pH6.7)
Flow rate :1.0 mL/min

Detection :RILUV (280 mm), MALS

Sample :monoclonal IgG

monomer



プレゼンター
プレゼンテーションのノート
○モノクローナル抗体の凝集体の分析については、ＦＤＡより指針が出されており？？？？？、凝集体の量比などを分析する場合は、ＵＶ法を用いたＳＥＣだけでは不十分であり、光散乱検出器を併用した分析が望ましいとされています。これにより検出感度も上がり、絶対分子量の測定が可能となります。

光散乱検出器を用いることで凝集体をより高感度に検出しています。
但し、光散乱の吸光度は分子量比例するため、UVと単純な面積比較はできません。
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Conditions
Column : TSKgel CM-STAT (4.6 mm 1.D. x 10 cm)
Eluent : A; 20 mmol/L MES #&1&i%& (pH6.0)
B; 20 mmol/L MES #&f&%& + 0.5 mol/L NaCl (pH6.0)
Gradient : B conc.(0 min)10 %—(15 min)30 %
Flow rate : 1.0 mL/min, Detection: UV (280 nm), Temperature: 25 °C
Sample : A; 1I9G1, humanized, B; IgG1, humanized, C; IgG1, chimeric,
D; IgG1, chimeric, E;lgG1, chimeric

(MMEERRIEZHER HAFLOIERICKVES,



プレゼンター
プレゼンテーションのノート
このクロマトグラムは、現在市販され、実際に治療に用いられているキメラ、あるいはヒト化抗体を成分とする抗体医薬５種を入手し、分析を行った結果です。カラムは陽イオン交換クロマトグラフィー用カラムであるTSKgel CM-STATを用いました。移動相には20mM MES(モルホリノエチルアミノエタンスルホン酸）ｐH6.0を使用し、 10%から30%まで15分のリニアグラジエントにより測定しています。TSKgel CM-STATは非多孔質性のイオン交換担体を充填した高分離カラムで、抗体医薬の分析では多くの場合最も良好な分離を結果を示します。いずれの医薬抗体も複数のピークが観測されることがわかりました。特に、抗体医薬Eではこのようにピークが3本に明確に分かれています。塩グラジエントについては、ＣＭタイプのほうが、ＳＰタイプのカラムより分離に優れているようです。
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Conditions
Column : TSKgel SP-STAT (4.6 mm I.D. x 10 cm), TSKgel CM-STAT (4.6 mm 1.D. x 10 cm)
Eluent : A; 10 mmol/L NaCl #&¢ 20 mM MES + 20 mmol/L HEPES #£& % (pH5.4)
B; 10 mmol/L NaCl #&d 20 mM MES + 20 mmol/L HEPES #&%&i%& (pH9.0)
Gradient  : B conc.(0 min)0 %—(30 min) 100 %
Flow rate : 1.0 mL/min
Detection : UV (280 nm)
Sample : monoclonal 1gG



プレゼンター
プレゼンテーションのノート
抗体医薬品のIEC分析です。ＰHのグラジエントを用いて抗体のバリアントが確認できています。pH5近辺で緩衝能があるMESとｐH8.5付近で緩衝能があるHEPESの両方を用いて溶離液を作製しています。強陽イオン交換体においては、ｐＨグラジエント分離した場合、同じ条件では、ややｐＨのグラジエントが緩やかに形成される傾向があり、外見上は、ＳＰタイプのほうが、やや分離が良いように思えます。
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0.01 % t-BHP Conditions
Column : TSKgel Butyl-NPR (4.6 mm |.D. x 3.5 cm)
Eluent : A; 2 mol/lL (NH,),SO, #&&
20 mmol/L Y A BRI #E &% (pH7.0)
B; 20 mmol/L YA BIE#E & & (pH7.0)

Gradient : B conc.(0 min)25 %—(10 min)60 %
% t- [
M Flowrate  :1.0 mL/min
Detection : UV (214 nm)

Temperature : 35 °C
~Sample CAEER, -BHPZ A TBIL#E. /1 E e

0 min L1t

UV 214 nm (mAU)

t-BHP : t-Butyl hydroperoxide



プレゼンター
プレゼンテーションのノート
この図は、抗体医薬品のＭｅｔ酸化の度合いをＨＩＣで分析した例です。タンパク質のアミノ酸配列のうち、Ｍｅｔが酸化される場合があり、この抗体医薬品では、Ｆｃ部分のＭｅｔ酸化が報告されています。抗体をt-butylhydro peroxideで酸化処理した後、パパイン消化した試料を分離すると、Fc断片が３つのピークに分離されてきます。このピークは、配列の255番目と431番目のＭｅｔ部分が酸化されていないもの、1箇所Ｍｅｔ酸化したもの、2箇所Ｍｅｔ酸化したを示します。どちらのＭｅｔが酸化されているかは不明です。Ｍｅｔ酸化による疎水性の影響は大きいとは考えにくく、Ｍｅｔ酸化におけるＳ＝Ｏの形成が、水和や他のアミノ酸残基と親水結合を形成することにより、Fc断片のタンパク質全体の構造変化に関与しているのではないかと推察されています。


Conditions
Column : TSKgel ProteinC4-300(4.6 mm 1.D. x 15 cm)
Eluent : A; H,O/CH;CN/TFA=90/10/0.05(v/v/v)
B; H,O/CH;CN/TFA=20/80/0.05(v/v/v)
Gradient; : B conc.(0 min)0 %—(45 min)100 %
Flow rate :1.0 mL/min
Detection : UV(215 nm)
Temperature : 50 °C
Sample : monoclonal IgG,mouse, ZTTLELI-HD

LUV 215 nm



プレゼンター
プレゼンテーションのノート
逆相クロマト用のカラムプロテインC-300のカラムを使い還元処理した抗体を分析してみました。抗体の精製度の確認や部分的な変性等の確認に使えそうです。
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Conditions
Column : TSKgel Amide-80 2 um (2.0 mm I.D. x 15 cm)
Eluent :A; 50 mmol/L FEE7 > E=") L(pH7.5)
B; 7Er=FJJIL
Gradient : B conc.(0-5 min)75 %—(30 min)50 %
Flow rate : 0.3 mL/min
Temperature :40 °C
Sample : 2-AB{ENZE! #5485 (EFIgG)(Ludger, cat. #CLIBN-IGG-01)
~80 pg(80 %7 r=FJIJLTHFR)
Detection : (A); FLD(ex. 330 nm, em. 420 nm)
(B); MS,ESI positive,SIM

Fluorescence

me:

——1584.60
—— 894.35
873.85
— 97540
~—— 954.85
1056.40
~——1026.85
——1099.90
1201.45
—1172.40
1245.45
1347.00

Intensity

min



プレゼンター
プレゼンテーションのノート
2- アミノベンズアミド（2-AB）化した糖鎖
をTSKgel Amide-80 2μm（2.0 mm I.D. × 15 cm） で分離し、蛍光と質量分析（MS）で検出した例です。測定試料は、市販のヒトIgG 由来N- 結合型糖鎖（Ludger社IgG N glycan library）を、糖鎖精製ラベル化キット（住友ベークライト社 BlotGlyco®）を用いて2-AB 化することにより調製しました。検出にMS を用いることによって、得られたm/z 情報から各ピークの構造を推定することができます
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
抗体をペプシン分解させ、TOYOPEARL　ProteinL650FでFabプライム2を精製し、試料としました。これにTCEPを反応させ、S-S結合を切断し、その後PEG－マレインアミドを反応させ、PEG化Fabプライムを得ました。
Fab2nhaS-Sが4つある。40倍等量TCEPをいれているので　Fab2に対しては160倍等量入れている。
同様に　Fab2はS-Sが切れて-Sが8個あるのでPEG　maleimideを5倍等量入れているのでFabに対して40倍等量入れている


これはIgGの構造を模式的に示した図です。抗体はこのように2本のヘビーチェーンと2本のライトチェーンとからなり、これらがジスルフィド結合により結合した構造をしています。抗原結合部位はこの２ヶ所になります。抗体は分子量１５万と非常に大きく、細胞組織への透過性の向上などのため、フラグメント化もしばしば行われます。抗体のフラグメント化にはペプシンやパパインなどの酵素が広く使用されています。ペプシンを用いて抗体を消化した場合、抗体はこの位置で選択的に切断され、分子量約11万のF(ab’)2が得られます。分子量5万のFcはさらに細かく断片化されます。一方パパインを用いて消化した場合、この位置で選択的に切断され、２つの分子量約5万のFabおよび１つのFcが得られます。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
通常偶数個のPEGが導入されます。しかしTCEPを過剰に反応させるとPEGの反応阻害等もあり、奇数個のPEG導入物も確認できました。
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Conditions
Column : TSKgel Butyl-NPR (4.6 mm |.D. x 10 cm)
Eluent : (A); 1.5 mol/L (NH,),SO, #&&>
25 mmol/L Y A B&IE#EE &R (pH7.0)
(B); 25 mmol/L Y A BRIE#E &% (pHT7.0)
Gradient : B conc.(0 min)0 %—(20 min)75 %
Flow rate : 1.0 mL/min
Temperature :35°C
Detection : UV(280 nm)
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
TCEPは抗体に対しての量（等量ベース）
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Trastuzumab
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Conditions
Column
Eluent

Gradient
Flow rate
Detection
Sample

: TSKgel Butyl-NPR (4.6 mm |.D. x 10 cm)
: A; 1.5 mol/L (NH,),SO, % & 225 mmol/L Y A BEIE#E &% (pH7.0)

B: 2-70/%/—)LI25 mmol/L Y A BEiE 4B & (pH7.0) =2/8

: B conc.(0 min)0 % —(20 min)100 %

: 0.5 mL/min

: UV(280 nm)

: Trastuzumab, ADC(Trastuzumab-vcMMAE)




ADCd))J S (

Coditions

Trastuzumab Column : TSKgel UP-SW3000 (4.6 mm |.D. x 30 cm)

Eluent : (A); 20 mmol/L YA E&IE#E & & + 0.3 mol/L NaCl (pH7.0)
(B); 2-7A/X/—)L/20 mmol/L Y A E§1E#EE & + 0.3 mol/L

NaCl (pH7.0)=15/85

Flow rate :0.175 mL/min

Temperature :25°C

Detection : UV(280 nm)

Sample : Trastuzumab, T-DM1(trastuzumab emtansine)
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
抗体のトラスツズマブにリンカーを反応させ、その後、DM1を導入しました。その試料をSECで分析しました。一般的な条件ではリンカーやＤＭ１の影響で疎水的に相互作用し少しブロードに溶出しますが、２プロパノーるを溶離液に加えることでシャープなピークが得られました。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
各種モードでの抗体分析の重要性。




バイオ医薬品分離へのアプローチではＨＰＬＣの各モード別にバイオ医薬品の検討段階から製品管理に至るまでに行われるさまざまな分析例を示しました。
ＳＥＣでは凝集体分析から分解物の確認分析、ＩＥＣではバリアント分析、HICでは末端酸化の確認を酵素分解したフラグメントで確認し、RPCでは還元処理した抗体そのものを分析、ＨＩＬＩＣではこうたいの糖鎖解析を一手段を、また、最近研究が進んでいるといわれるADCの分析や抗体の修飾物の分析を紹介しました。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
弊社のホームページです。
イベント情報やアプリケーションデータ
ベースなどが無料で利用できます。
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