
TSKgel®  TECHNICAL INFORMATION 

 

TSKgel カラムを用いた抗体医薬品における糖鎖及び凝集体の分析 

Analysis of glycans and aggregates in antibody drugs using TSKgel columns 

 

 抗体医薬品は、Fc領域の糖鎖構造の違いに

より薬効が大きく異なることが知られていま

す。そのため、高品質の抗体医薬品を生産す

るには、糖鎖構造を制御する必要があります。

加えて、免疫原性が縣念される凝集体の形成

を最低限に抑えることも、抗体医薬品の高品

質を維持するための重要なポイントとなりま

す。そこで今回、3 種の TSKgel カラムを用

いて培養日数の異なる細胞培養液上清中の抗

体の糖鎖分析並びに凝集体分析を行い、培養

日数が糖鎖構造、凝集体形成に与える影響を

調べました。 

 抗体の精製には、多孔性の親水性ポリマー

基材に遺伝子組換え Protein A を導入した充

塡剤を充塡した高速・高精度 AFC カラム

TSKgel Protein A-5PW を用いました。抗体の

糖鎖分析には、TSKgel FcR-IIIA-NPR®を用い

ました。このカラムは、Fc 受容体の一つで

ある FcγRIIIa をリガンドとして導入したも

ので、抗体のN-結合型糖鎖に起因するFc 領

域の構造変化を識別して ADCC 活性の異な

る抗体を分離することが可能です。抗体の凝

集体分析には、粒子径が2 μmの高性能SEC

カラム TSKgel UP-SW3000-LS を用いまし

た。装置は株式会社島津製作所製のNexeraTM 

XS inert 及びリキッドハンドラー(LH-40)を

用い、細胞培養上清をサンプルカップにセッ

トした後、抗体精製から複数モードでの分析

までの一連の操作を全自動で連続して行いま

した。 

 図1に培養日数day 4、day 7、day 12の抗

体の精製クロマトグラムを示します。培養日

数が長くなるほど抗体の産生量が増加する様

子が観察されました。 

 TSKgel FcR-IIIA-NPRを用いた抗体の糖鎖

分析では、一般に 3 本のピークが観察され、

抗体依存性細胞傷害活性(ADCC 活性)が高い

成分は溶出の最も遅い Peak 3 として溶出し

ます。今回の測定では、培養日数が長くなる

につれ Peak 3 の比率が減少していることが

わかりました(図2、図4左)。 

 TSKgel UP-SW3000-LSを用いた凝集体分

析においては、培養日数が長くなるに従い、

凝集体の割合が増加しました(図3、図4右)。 

 今回用いた培養条件では、培養日数が長く

なるにつれ抗体生産量は増加したものの、高

活性の抗体の割合は減少しており、凝集体の

割合も上昇したことがわかりました。 

 

図1 TSKgel Protein A-5PW を用いた抗体の精製 

精製条件 

Column : TSKgel ProteinA-5PW (4.6 mm I.D x 3.5 cm) 

Instruments : Nexera XS inert + LH-40 

                 (本システムの設置可能環境は10 ℃以上) 

Temperature  : 20 ℃ 

Injection vol.  : 500 μL 

Mobile phase  : 20 mmol/L sodium phosphate buffer (pH 7.4) 

  : 20 mmol/L sodium phosphate buffer (pH 2.5) 

Gradient : 0-3 min (B; 0 %), 3-5 min (B; 100 %) 

Flow rate : 0.7 mL/min 

Detection : UV (280 nm) (SPD-M40, UHPLC inert cell) 
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図2 TSKgel FcR-IIIAを用いた抗体の糖鎖分析 

糖鎖分析条件 

Column : TSKgel FcR-IIIA-NPR (4.6 mm I.D x 7.5 cm) 

Instruments : Nexera XS inert + LH-40 

                 (本システムの設置可能環境は10 ℃以上) 

Temperature : 20 ℃ 

Injection vol. : 40 μL 

Mobile phase  : 50 mmol/L sodium citrate buffer (pH 6.5) 

 : 50 mmol/L sodium citrate buffer (pH 4.5) 

Gradient : 0-2 min B; 0 %, 2-32 min B; 0 %-100 %, 32-35 min B; 100 % 

Flow rate : 0.5 mL/min 

Detection : UV (280 nm) (SPD-M40, UHPLC inert cell) 

 

図3 TSKgel UP-SW3000-LSを用いた抗体の凝集体の分析 

凝集体分析条件 

Column    :TSKgel UP-SW3000-LS (4.6 mm I.D x 30 cm) 

Instruments   : Nexera XS inert + LH-40 

               (本システムの設置可能環境は10 ℃以上) 

Temperature : 20 ℃ 

Injection vol. : 20 μL 

Mobile phase : 20 mmol/L sodium phosphate buffer (pH 7.4)    

  + 400 mmol/L sodium perchlorate  

Flow rate   : 0.35 mL/min 

Detection : UV (280 nm) (SPD-M40, UHPLC inert cell) 

 

 
図4 糖鎖分析における各ピーク面積 %変化(左)及び凝集体分析における凝集体の面積 %変化(右) 

 

品番 品名 リガンド/官能基 粒子径 カラムサイズ 

0023483 TSKgel Protein A-5PW 組換えProtein A 20 μm 4.6 mm I.D x 3.5 cm 

0023513 TSKgel FcR-IIIA-NPR 組換えFcγRIIIa 5 μm 4.6 mm I.D x 7.5 cm 

0023546 TSKgel UP-SW3000-LS ジオール 2 μm 4.6 mm I.D x 30 cm 
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※ 本アプリケーションは、株式会社島津製作所との協業による成果です。 
 
※“TSKgel”、“NPR”は日本、米国、欧州共同体、中国等における東ソー株式会社の登録商標です。 

※“Nexera”は株式会社島津製作所またはその関係会社の日本および他の国における商標です。 

※ 掲載のデータ等はその数値を保証するものではありません。お客様の使用環境・条件・判断基準に合わせてご確認ください。 

 

※ 掲載のデータ等はその数値を保証するものではありません。お客様の使用環境・条件・判断基準に合わせてご確認ください 
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