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要旨 

 
治療用モノクローナル抗体（monoclonal antibody; mAb）に含まれる切断体は、モニタリングが
必要とされる重要品質特性（critical quality attribute; CQA）の 1つであり、有効性及び安全性のた
めに管理する必要がある。抗体分子においては、ヒンジ領域におけるペプチド結合の切断に加え、

相補性決定領域（Complementarity Determining Region; CDR）におけるペプチド結合の切断もいく
つか報告されている。しかしながら、CDRにペプチド結合の切断（クリップ）を有する抗体分
子（CDRクリップ抗体と称する）は、ペプチド結合の切断を有さない抗体分子（インタクト抗
体と称する）とのサイズの違いが限定的であり、非変性条件下でインタクト抗体から分離するこ

とが難しく、その特性はこれまでにほとんど理解されていなかった。 
本研究では、非変性条件下で CDRクリップ抗体を高純度で単離/回収可能な方法を、適切なサ
イズ排除クロマトグラフィーカラム（Yarra SEC-300）を選定することによって、まず確立した。
また、CDRクリップ抗体では重鎖の Ser105-Ser106間のペプチド結合（CDR H3に存在する）が
切断されていること、切断後も残基 1-105の断片と残基 1-105を欠く抗体分子は非共有結合的に
会合している事を示した。CDRクリップ抗体は Yarra SEC-300カラムでインタクト抗体よりも短
い時間で溶出されるが、クリップの有無にかかわらず流体力学半径に大差はないと考えられるの

で、溶出時間の差は固定相との相互作用（特に疎水性相互作用）の違いに起因すると予想された。

実際に、エタノール（疎水性相互作用を弱める）の移動相への 5%添加が溶出時間の短縮に及ぼ
す効果はインタクト抗体の方が CDRクリップ抗体よりも約 2倍大きかった。 
次に、この方法により単離/回収した CDRクリップ抗体を用いて、CDRにおけるクリップ形成
が抗体分子の機能・性質に与える影響を解析した。その結果、CDRクリップ抗体では、各種機
能の低下が観測された。具体的には、クリップ形成により抗原 (VEGF) への親和性が 2/3に低下
し、胎児性 Fc受容体（neonatal Fc receptor, FcRn; 抗体の血中半減期を延長させる）への親和性も
2/3に低下していることが Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) で明らかになった。更に、
Fcγ受容体（Bリンパ球・マクロファージ・好中球など多種の細胞表面に存在し、免疫系による
保護機能に寄与する）への親和性がクリップ形成により低下していることが FcγRIIIaアフィニテ
ィークロマトグラフィーによって明らかとなった。また、CDRクリップ抗体では、タンパク質
としての安定性の低下も観測された。クリップ形成により、モノマー安定性の低下を反映するダ

イマー化が 10倍以上高まったほか、Fab （antigen binding fragment）ドメインの熱転移温度が
6 °Cも低下した。そのうえ、各種性質の変化［Fabドメインの疎水性低下、メチオニン酸化体・
脱アミド体・シアロ糖鎖・ガラクトシル糖鎖・酸性電荷異性体の増加（等電点の低下）］が観測

された。 
FcRn及び Fcγ受容体への親和性低下は、CDRにおけるクリップ形成が CH2領域まで伝達され
得る可能性を示唆している。そこで、抗体分子の高次構造が CDRのクリップ形成で変化するの
かを水素-重水素交換質量分析（HDX-MS）を用いて解析した。その結果、CDRのクリップ形成
により重鎖及び軽鎖の可変領域（VH/VL）及び CH2ドメインの一部に高次構造変化が認められ
た。すなわち、CDR H3でのクリップ形成が VHドメインの高次構造を変化させるだけでなく、
VLドメイン、更には CH2ドメインの高次構造まで変化させて、FcRn結合や Fcγ受容体結合と
いう活性にまで影響し得ることが明らかとなった。さらに、その変化が抗体分子に様々な影響を

与えている可能性が示唆された。 



   

   

CDR でのクリップ形成が抗体分子の機能・性質にどのような影響を与えるかは今まで解析
出来なかった。そのため、抗体医薬品において CDR クリップ抗体を管理する必要があるか否
かは不明確であった。本研究は、CDR のクリップ形成が、抗体医薬品としての活性・有効
性・安全性・免疫原性・薬物動態、その他各種性質という広い範囲に渡って影響を及ぼすこと

を示した。従って、抗体医薬品において、CDR クリップ抗体の含量を制御し、適切に管理す
る必要があることが明らかとなった。以上のことから、本研究の成果は、抗体医薬品の品質管

理において重要な知見となり、抗体医薬品の有効性・安全性の向上に寄与すると考えられる。 



   

   

Abstract 
Fragments in pharmaceutical monoclonal antibody (mAb) products are one of critical quality attributes 

(CQAs) and are required to be controlled for efficacy and safety. Several mAb fragments derived from clip 

formation in the complementarity determining regions (CDRs), as well as from cleavage in the hinge region, 
have been reported. The properties of CDR-clipped mAbs are, however, not fully understood because of 
difficulties in separating them from intact mAbs under native conditions due to similarities in molecular sizes.  

First, I succeeded in isolating CDR-clipped mAb at a high purity under native conditions by selecting an 
appropriate size exclusion chromatography (SEC) column (Yarra SEC-300), by taking advantage of the 
phenomena that the separation of CDR-clipped mAb from the intact mAb by SEC varied from column to column. 

Then I demonstrated that the peptide bond between Ser105 and Ser106, located in the CDR H3, is cleaved in the 
clipped mAb and that the fragment of residues 1–105 and residual mAb are associated non-covalently in the 

clipped mAb. The clipped mAb elutes earlier than does the intact mAb on the Yarra SEC-300 column. This 
difference in the elution times was expected to be ascribable to the different intermolecular (hydrophobic) 
interactions between mAbs and the stationary phase of the column. In fact, the effect of the addition of 5% 

ethanol in the mobile phase, which weakens the hydrophobic interactions, on the shortening of the elution time, 
was larger for the intact mAb than for the clipped mAb by about a factor of two.  

Second, by comparing the CDR-clipped mAb thus prepared with the intact one, I carried out a comprehensive 

characterization for physicochemical and biological properties of a CDR-clipped mAb. The clip formation was 
found to decrease various activities of the mAb. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) demonstrated 

that the clip formation decreased the affinity of the mAb to the antigen VEGF by about 1/3. ELISA also showed 
that the clip formation decreased the affinity of the mAb to neonatal Fc receptor, FcRn, which serves to elongate 
the half-life of antibody in blood stream, by about 1/3. FcγRIIIa affinity chromatography demonstrated that the 

clip formation lowers the affinity of the mAb to FcγR, which is expressed on the surface of various cells such as 
B lymphocytes, macrophages, and neutrophils, and contribute to various protective functions by immune system. 
In addition, the clip formation results in the lower protein stability of the mAb: the clipped mAb exhibited higher 

tendency to form dimers by a factor of ten or more, the phenomenon reflecting the lowered monomer stability. 
The thermal transition temperature of the antigen binding fragment (Fab) was lowered by 6 °C by the clip 

formation. Furthermore, the clip formation was found to change various properties of mAb: lowered 
hydrophobicity of the Fab domain, the increase in oxidized species, deamidated species, sialylated N-glycan, 
galactosylated N-glycan, and the acidic charge variants. Because FcRn (FcγR) binds IgG by its CH2-CH3 (CH2) 

domain, the clip formation in CDR is considered to change the structure of the CH2–CH3 (CH2) domain to 
decrease the affinity for the FcRn (FcγR). To investigate whether the clip formation in the CDR is propagated to 
the CH2 domain over a 60-Å distance, we compared the higher order structures of the CDR-clipped molecule 

and the intact molecule by hydrogen/deuterium exchange mass spectrometry (HDX-MS). I observed changes in 
the structures of the variable regions of heavy chain and light chain (VH/VL) and the CH2 domain. This 

observation reveals that the structural changes in CDR propagate to the binding interface of IgG to FcRn (FcγR) 
in the CH2 domain. 

My study has demonstrated the clip formation in CDR can influence the efficacy, safety, immunogenicity, 

pharmacokinetics, and other properties of pharmaceutical mAbs. Therefore, the monitoring of the fragments 
produced by clipping in CDR region would be critical to control the quality of pharmaceutical products.  
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1 緒論 

1.1 抗体医薬品の概要 
抗体は、2本の軽鎖（Light chain; LC）及び 2本の重鎖（Heavy chain; HL）からなる計 4本の
ポリペプチド鎖を基本構造とする質量約 150kDa の巨大なタンパク質である（図 1）。翻訳語
修飾として、軽鎖及び重鎖の鎖内、重鎖−軽鎖の鎖間及び重鎖−重鎖の鎖間にはジスルフィド結
合を有し、重鎖 N 末端から約 300 番目のアスパラギン残基には N-結合型糖鎖が結合している。
4本のポリペプチド鎖には、アミノ酸配列が非常に高い相同性を示す定常領域（constant region: 
CH1, CH2, CH3/CL）及びアミノ酸配列の相同性が低い可変領域（variable region: VH/VL）が存
在する。可変部位は抗原結合部位である相補性決定領域（complementarity determining region; 
CDR）を含み（図 2）、CDRは重鎖及び軽鎖にそれぞれ 3箇所ずつ存在する。また、パパイン
によりヒンジ領域の上部で切断した場合に生じる定常領域側を Fc（crystallizable fragment）ド
メイン、抗原結合部位を含む領域側を Fab（antigen binding fragment）ドメインと称する。 

 

図 1 抗体の基本構造 
 

 

図 2 抗体の可変領域の位置及び重鎖 CDRの拡大図 
出典：「相補性決定領域」『フリー百科事典 ウィキペディア日本語版』（http://ja.wikipedia.org/）。
2022 年 5 月 25 日 15 時（日本時間）現在での最新版より改変。 
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抗体は特定の分子を抗原として認識して結合する、細菌及びウイルス等の感染や増殖を防ぐ

等の機能を有し、その抗体の性質を利用した医薬品が抗体医薬品である。治療用モノクローナ

ル抗体（monoclonal antibody; mAb）は、他の治療用タンパク質と同様に、CHO 細胞（チャイ
ニーズハムスター卵巣由来細胞）等に組み換え DNA 技術を適用することにより生産される非
常に複雑な医薬品であり(1,2)、がんや自己免疫疾患などの様々な治療に広く使用されている(3)。

抗体は一般的に血中半減期が長く、特異性が高いため、抗体医薬品は低分子医薬品に比べ、臨

床試験における予想外の安全性リスクは低い(4)。従って、その世界市場は成長し続けている
(3,5,6)（図 3）。 

 

図 3 バイオ医薬品の年間総売上高 
出典：https://bioprocessintl.com 
 

抗体医薬品は、低分子医薬品と比較して、巨大で複雑な分子であるため、多くの物理的及び

化学的要因がその品質に影響する可能性があり、生産・精製・保存の間、及び投与後に生じる

翻訳後修飾（post-translational modification; PTM）の結果、不均一な物質となる (7,8,9,10)。そのた

め、抗体医薬品は複数の品質特性（Quality Attribute; QA）が規定されている（表 1）。品質特
性の中でも、活性・有効性・安全性・免疫原性・薬物動態（pharmcokinetics; PK）に影響を与
える可能性がある特性は、重要品質特性（Critical Quality Attribute; CQA）と呼ばれる。要求さ
れる製品品質を保証するため、CQA は適切な限度内・範囲内・分布内に収まっていることが
求められる (11,12)。CQA は、製造工程及び安定性の観点でのインパクトに基づいたリスクアセ
スメントにより、管理（製品規格による管理）及びモニタリングが必要とされる (13,14)。個々の

CQA を評価するには、適切な分析法が必要であり、各品質特性に対して、複数の分析法が用
いられている(15)。抗体医薬品の各品質特性に対する代表的な分析法を表 2に示す。 
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表 1 抗体医薬品の代表的な品質特性（Quality Attribute; QA） 
分類 品質特性（QA） 

サイズバリアント 凝集体、切断体 
電荷異性体 脱アミド体、異性化（Asp→iso-Asp）、糖化体、C 末端異性体（リジン欠損、

アミド化プロリン）、N 末端異性体（ピログルタミル化） 
酸化体 メチオニン酸化体、トリプトファン酸化体 
糖鎖バリアント N-糖鎖型糖鎖非結合体、糖鎖多型（シアル化、ハイマンノース体、

Afucosylation、Galactosylation） 
システイン結合バリ

アント 
フリーチオール（-SH）、チオエーテル（-S-）、トリスルフィド（-S-S-S-） 

 

表 2 抗体医薬品の代表的な分析方法 
品質特性（QA） 分析法 

凝集体 サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）、多角度光散乱法（MALS）、超遠

心分析（AUC）、フィールドフローフラクショネーション（FFF） 
切断体 サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）、キャピラリーSDS ゲル電気泳動

（CE-SDS）、SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE） 
電荷異性体 等電点電気泳動（IEF）、イオン交換クロマトグラフィー（IEX）、ペプチド

マップ質量分析 
酸化体 疎水クロマトグラフィー（HIC）、逆相クロマトグラフィー（RP-HPLC）、

プロテイン A クロマトグラフィー、ペプチドマップ質量分析 
N 末端・C 末端異性体 イオン交換クロマトグラフィー（IEX）、ペプチドマップ質量分析 
糖化体 ボロネートアフィニティークロマトグラフィー（BAC） 
糖鎖多型 親水性相互作用クロマトグラフィー（HILIC）、逆相クロマトグラフィー

（RP-HPLC） 
フリーチオール 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) 法、4,4'-Dithiodipyridine (4-PDS)法 
 

1.2 抗体医薬品の切断体 
本研究では、抗体医薬品に含まれる切断体に着目した。以下に示すように、切断体は抗体医

薬品において、その活性・有効性・安全性・免疫原性・薬物動態に影響する可能性があること

から、重要品質特性（CQA）の 1つとされている。 
• 活性・有効性：静注用免疫グロブリン製剤において、切断体含量の増加により活性が低下
することが報告されている(16)。 

• 安全性・免疫原性：切断体がエピトープとして認識されることにより抗原性を示す可能性
が報告されている(17)。 

• 薬物動態（PK）：ヒンジ領域の分解で生じた Fab 断片は、PK プロファイルに影響を与え
ることが確認されており、血中半減期は切断部位に依存すると考察されている(18)。 

 

タンパク質のペプチド結合は、生理的条件下では極めて安定であるが、アミノ酸配列（切断

を促進し得る特定の側鎖の存在）、局所構造の柔軟性、溶媒条件（pH 及び温度）、金属やラ
ジカルの存在により、特定の部位が切断されやすくなることがある。Liu らによる包括的な研
究(19)や抗体の切断に関する他の報告(17,20,21,22)によると、mAb のペプチド結合の切断のほとんど
は、アスパラギン酸（Asp）、グリシン（Gly）、セリン（Ser）、チロシン（Thr）、システイ
ン（Cys）及びアスパラギン酸（Asn）残基のいずれかで起こる。ペプチド結合の切断に関与す
る残基及び条件に関する文献の概要を表 3(23)に示す。 
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表 3 ペプチド結合の切断に関与する残基及び条件に関する文献の概要(23) 
残基 ペプチ

ド結合 
切断されやすい残基 解析対象 pH 温度 参考

文献 
Asp Asp-Xaa Xaa: Gly hexapeptide 0.3-10 37 °C 24 
  Xaa: Ser, Gly, Val hexapeptide 1.0, 10.0 70 °C 25 
  Xaa: Tyr, Ser, Phe glucagon 1.0-2.4 60 °C 26 
  Xaa: Pro − − − 27 
  Xaa: Gln, Pro, Lys, Leu decapeptide 4.0-5.5 25 °C, 40 °C, 60 °C 28 
  Xaa: Asp IgG2 5.2 4 °C, 25 °C, 45 °C 22 
 Xaa-Asp Xaa: Pro, Gly hexapeptide 1.0, 10.0 70 °C 25 
Gly Gly-Xaa Xaa: Gly, Ala, Leu, Val dipeptide 12.6 30 °C 29 
 Xaa-Gly Xaa: Ala, Leu, Ser     
Thr Gly-Thr −     
Ser Xaa-Ser Xaa: Gly, Ala, Leu     
 Xaa-Ser − − alkaline − 30 
Cys-Cys Xaa-Cys − IgG1 7-10 45 °C 21 
Asn Asn-Xaa Xaa: Ser, Val, Leu, Pro hexapeptide 7.5, 10 37 °C 31 
 

IgG のペプチド結合の切断箇所について、ヒンジ領域、定常領域及び可変領域に分けて説明
する。 

1） ヒンジ領域 
IgG のヒンジ領域のペプチド結合は非酵素的切断を受け、desFab 及び Fab フラグメ
ントを生成する(17,21,23,32,33)（図 4）。多くの抗体医薬品の処方 pHである pH 5−7では、
切断はヒンジ上部の S219C220D221K222T223H224T225C226配列に均等に分布するが、一般的

には D221−K222間及び H224−T225間でより強い切断が見られる(17,19,34)。また、ヒンジ領域

の切断は、著しい pH 依存性を示す(19,21,32)。通常、pH 6 付近では切断は最小であるが、
塩基性と酸性の両方において、切断は著しく増加する。 
この切断の生成物である desFab及び Fabは、非変性下でサイズ排除クロマトグラフ
ィー（Size Exclusion Chromatography; SEC）によってインタクトな抗体分子から簡単に
分離することが可能であり、これらの生成物の生物活性はそれぞれ低い又は全くない

ことが知られている(18)。従って、ヒンジ領域における抗体分子の切断については広く

研究されており、抗体医薬品において、抗体分子の切断はそのタンパク質の純度及び

均一性を評価するために、モニタリングが必要な重要品質特性（CQA）とされている
(23)。 
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図 4 desFabフラグメント及び Fabフラグメントの構造 
 

2） 定常領域 
ヒンジ領域における切断と比較すると、定常領域におけるペプチド結合の切断に関

する情報は限られている。pH はヒンジ領域の切断と同様に定常領域の切断においても
重要な因子である。pH 7以上では、CH1ドメインの K133STSGGTが、ヒンジ領域を含
む IgG で最も多く存在する切断部位となることが報告されている(19)。また、CH2 ドメ
イン内の G236−G237

(19,32)及び D270−P271
(35,36,37)の切断は、pH 5 で始まり、pH が下がると

劇的に増加する。重鎖及び軽鎖の両方で他の多くの切断部位(19,38,39,40)、特にドメイン-
ドメイン界面が複数報告されている(19,39)。 

3） 可変領域 
可変領域の中でも、特に相補性決定領域（Complementarity Determining Region; CDR）
は各抗体に固有であるため、ペプチド結合の加水分解に対する感受性も大きく異なる

ことが予想される。IgG ではヒンジ領域での切断に加え、CDR での切断も報告されて
いる(22,41,42,43)。CDR に切断（クリップ）を有する抗体分子（CDR クリップ抗体）の活
性は、クリップを持たないインタクトな抗体分子（インタクト抗体）の活性よりも低

いと予想されるが、その活性及び安定性についてはこれまでにほとんど解明されてい

ない(23)。これは、CDR クリップ抗体とインタクト抗体のサイズの違いが限定的である
ことから、非変性条件下で CDRクリップ抗体をインタクト抗体から分離することが困
難なためである。 

 

抗体分子の切断体は、一般的に、サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）、SDS ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動（Sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis; SDS-PAGE）、
キャピラリーSDSゲル電気泳動（Capillary Electrophoresis Sodium Dodecyl Sulfate; CE-SDS）(44)

等により分析される（表 2）。 
1） SEC 

定量性が良いものの、分離可能な分子はダイマー等の凝集体や Fab・desFab などの分
子サイズがインタクト抗体と大きく異なる切断体に限定されている（図 5）。そのた
め、切断体よりも凝集体の定量法として汎用されている。 

IgG
（インタクト抗体）

Fabフラグメント

desFabフラグメント

S219
C220
D221
K222
T223
H224
T225
C226
P227
P228
C229

S219
C220
D221
K222
T223
H224
T225
C226
P227
P228
C229

ジスルフィド結合
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2） SDS-PAGE 
操作が煩雑であり、分離が悪く、ゲルの画像から定量を行うため定量性が乏しく、定

量法としては適していない。 
3） CE-SDS 

SDS-PAGEと同様に分子ふるい効果を持つ SDS含有ポリマーをキャピラリーに充填す
ることでサンプルを分子サイズで分離する試験法であり、分離能及び定量性が高いこ

とから、現在、抗体医薬品の切断体の定量法として広く用いられている(23)（図 6 及び
図 7）。 

 

図 5 抗体分子の SECのクロマトグラム（insertは拡大図） 
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図 6 抗体分子の非還元 CE-SDSのエレクトロフェログラム（下は拡大図） 
IS：Internal Standard（内部標準）, LMWS：Low Molecular Weight Species, LHHL：重鎖 2 本+軽鎖 2 本, 
HMWS：High Molecular Weight Species, LC：軽鎖, HC：重鎖, HH：重鎖 2 本, HHL：重鎖 2 本+軽鎖 
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図 7 抗体分子の還元 CE-SDSのエレクトロフェログラム（下は拡大図） 
IS：Internal Standard（内部標準）, LMWS：Low Molecular Weight Species, LC：軽鎖, MMWS：Middle 
Molecular Weight Species, NGHC：Non-Glycosylated Heavy Chain（糖鎖非結合重鎖） , HC：重鎖 , 
HMWS：High Molecular Weight Species, HL：重鎖+軽鎖 
 

抗体分子は、重鎖及び軽鎖のそれぞれの鎖内にジスルフィド結合を有する。そのため、鎖内

ジスルフィド結合で結合したシステイン残基とシステイン残基の間のアミノ酸配列上で切断が

生じていた場合、非還元条件では鎖内ジスルフィド結合で繋がっているため、切断体は検出さ

れない（図 8）。一方、還元条件では鎖内ジスルフィド結合が切断されているため、該当する
切断体を検出することが可能となる。従って、抗体分子の CE-SDS 分析は非還元条件及び還元
条件の両方を行うのが一般的である。 
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図 8 鎖内ジスルフィド結合で結合した Cys残基の間のアミノ酸配列上で切断が生じる場合 
 

1.3 本研究の内容・成果 
本研究では、抗体分子の切断体の中でも、非変性条件下での分離が困難であることからその

特性がこれまで解明されていなかった可変領域の CDR に切断（クリップ）を有する抗体分子
（CDRクリップ抗体）について着目した。サンプルには、ベバシズマブ（Avastin®）を用いた。
ベバシズマブは、血管内皮増殖因子（vascular endothelial growth factor; VEGF）を阻害すること
で血管新生を遮断する組換え型ヒト化モノクローナル抗体である。ベバシズマブのパパイン消

化は VHドメインに 1つ又は 2つのクリップをもたらすことが報告されており(45)、ベバシズマ

ブの VH ドメインは熱及びストレスに弱いと予想される。従って、本研究のサンプルとして適
していると判断した。 

CDR クリップ抗体の特性を明らかにするためには、熱等のストレスに晒されていない抗体
医薬品（本研究では市販のベバシズマブ）中にわずかに含まれる CDR クリップ抗体を、界面
活性剤や変性剤を含まない非変性条件下で単離/回収する必要がある。しかしながら、前述し
たとおりこれまでにそのような手法は報告されていない。熱処理により CDR クリップ抗体は
増加するため（後述）、熱処理したベバシズマブを SEC で分析した。カラムには抗体の SEC
分析で最も一般的に使用される TSK G3000SWXLカラムを用いた。図 9 に示すとおり一般的な
SEC の方法ではクリップ体はインタクト抗体と分離されなかった。そこで、CDR クリップ抗
体を単離/回収可能な手法の検討をまず実施した。 

⾮還元条件
ジスルフィド結合

検出不能

検出可能
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図 9 TSK G3000SWXLカラムを用いたベバシズマブの SECのクロマトグラム（insetは拡
大図） 

 
ベバシズマブにおけるクリップ形成を確認するために、ベバシズマブを熱処理し、CE-SDS
により分析したところ、熱処理時間に依存して特定のピークが増加することを確認した。熱処

理時間依存的に増加するピークには、CDR クリップ抗体に由来するものが含まれていると予
想された。そこで、複数の SEC カラムを検討し、熱処理時間依存的に増加するピークと主ピ
ーク（インタクト抗体、モノマー）が明瞭に分離されるカラムを選定した（Phenomenex 社
Yarra SEC-3000）（図 10）。 
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図 10 Yarra SEC-3000カラムを用いたベバシズマブの SECのクロマトグラム（insetは拡
大図） 

赤矢印：熱処理時間依存的に増加するピーク 
 

次に、熱処理依存的に増加するピークに含まれる分子種を質量分析により同定した。その結

果、ベバシズマブの重鎖 VH ドメインに 3 箇所存在する 3 番目の CDR（CDR3）に位置する
Ser105−Ser106 のペプチド結合が切断された抗体分子が含まれることを解明した。ベバシズマ
ブの Fabドメイン及び抗原である VEGFのダイマーの 3Dモデルを図 11に示す。図 11中の「+」
は水分子を示しており、Ser105−Ser106 の付近に加水分解に必要な水分子の存在が確認された。
加えて、Ser105−Ser106 は抗体分子の表面上に存在しており、切断が生じやすい部位であるこ
とが確認された。 

インタクト抗体
(monomer)

di
m

er熱処理なし
50℃, 1W
50℃, 2W



   

12 
 

 

図 11 ベバシズマブの Fabドメイン及び VEGFダイマーの 3Dモデル（PDB coordinate ID: 
6BFT(46)） 

上段：全体図、下段：ベバシズマブ重鎖 Ser105−Ser106 付近の拡大図（PyMOL(47)により作成） 
 

以上の結果から、Yarra SEC-3000 カラムを用いたサイズ排除クロマトグラフィー法により、
抗体医薬品にわずかに含まれる CDR クリップ抗体を、非変性条件下で、純度高く単離/回収す
ることが可能となった。また、CDR クリップ抗体は、通常（非変性条件下）、重鎖 N 末端フ
ラグメントと非共有結合的に会合しており（図 12）、SEC カラム固定相との相互作用が減少
することで、SEC分析時にインタクト抗体よりも早く溶出することが示唆された。 
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図 12 CDRクリップ抗体と重鎖 N末端フラグメントの非共有結合的な会合 
 

次に、確立した方法を用いて CDRクリップ抗体を単離/回収し、CDRにおけるクリップ形成
が抗体分子の機能・性質に与える影響を解析した。その結果、CDR クリップ抗体では、機能
の低下（抗原・胎児性 Fc受容体（neonatal Fc receptor; FcRn）・Fcγ受容体への親和性低下）、
安定性の低下（ダイマー形成促進、Fab ドメインの熱安定性の低下）、その他各種性質の変化
（Fab ドメインの疎水性低下、メチオニン酸化体・脱アミド体・シアロ糖鎖・ガラクトシル糖
鎖・酸性電荷異性体の増加（等電点の低下））が観測された。FcRn 及び Fcγ 受容体との結合
部位は IgG の重鎖の定常領域 CH2-CH3 及び CH2 ドメインに存在する事が知られている
(48,49,50,51)。従って、CDRクリップ抗体における FcRn（Fcγ受容体）への親和性低下は、CDRの
構造変化が CH2領域まで伝達され得る可能性を示している（図 13）。CDRの切断部位と CH2
ドメインとは空間的に 60 Å以上離れている（PDB coordinate ID: 1HZH(52)の場合）（図 14）。
この距離はヘモグロビンの直径（55 Å）よりも長いため、CDR の構造変化が CH2 領域まで伝
達され得るかは興味深い。そこで、抗体分子の高次構造が CDR のクリップ形成で変化するの
かを水素-重水素交換質量分析（HDX-MS）を用いて解析した。その結果、CDR のクリップ形
成により重鎖及び軽鎖の可変領域（VH/VL）及び CH2 ドメインの一部に高次構造変化が認め
られた（図 15）。すなわち、CDR H3でのクリップ形成が VHドメインの高次構造を変化させ
るだけでなく、VL ドメイン、更には CH2 ドメインの高次構造まで変化させて、FcRn 結合や
Fcγ受容体結合という活性にまで影響し得ることが明らかとなった。 

CDRクリップ抗体IgG
（インタクト抗体）

重鎖N末端フラグメント
⾮共有結合的な会合
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図 13 CDRでのクリップ形成が CH2ドメインへ影響を及ぼす可能性 
 

 

図 14 CDRと CH2ドメインの距離（PDB coordinate ID: 1HZH(52)） 
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図 15 CDR H3におけるクリップ形成により構造変化が認められたセグメントを intact 
human IgG b12の結晶構造（PDB coordinate ID: 1HZH(52)）の上にマッピングした図 

マッピングした方の重鎖と軽鎖をそれぞれ palecyan と wheat で表示した。マッピングに用いなかった
方の重鎖と軽鎖をそれぞれ、gray 80%と gray 40%で表示した。 構造変化が認められたセグメントに色
を付け、セグメント番号でラベルした: 1, magenta; 2, violet; 3, orange; 4, yellow; 5, green; 6, cyan; 7, 
marine; 8, firebrick。クリップ形成が起こる CDR H3 を赤で表示した（1HZH では残基 95–102）。詳細
は「3.2.9 項 CDR クリップ形成による抗体分子の高次構造への影響」に記載。 
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2 抗体分子の CDR クリップ部位の同定及び CDR にクリップを有する

抗体分子の非変性条件下における単離方法の確立 
本研究では、CDR クリップ抗体に着目した。なぜならば、抗体医薬品の重要品質特性
（CQA）である切断体の中でも、非変性条件下での分離が困難であることからその特性がこれ
まで解明されていないためである。CDR クリップ抗体の特性を明らかにするためには、熱等
のストレスに晒されていない抗体医薬品中にわずかに含まれる CDR クリップ抗体を、界面活
性剤や変性剤を含まない非変性条件下で単離/回収する必要がある。しかしながら、そのよう
な手法はこれまでに報告されていない。そこで、CDR クリップ抗体の単離可能な手法の構築
を検討した。なお、サンプルには血管内皮増殖因子（VEGF）を阻害することで血管新生を遮
断する組換え型ヒト化モノクローナル抗体であるベバシズマブ（Avastin®）を使用した。ベバ

シズマブのパパイン消化は VHドメインに 1つ又は 2つのクリップをもたらすことが報告され
ている(45)。従って、その VHドメインは熱及びストレスに弱いと予想されることから、本研究
のサンプルとして適していると判断した。 
ベバシズマブについて、50 °C にて 1 週間又は 2 週間インキュベートした熱処理サンプルを
調製し、切断体の定量法として汎用されている CE-SDS により分析を行った。その結果、熱処
理時間依存的に増加するピークが認められ、その泳動位置から CDR クリップ抗体に由来する
ピークであると推定された。目的とするピークに含まれる分子種を同定するには、ピークを回

収し、質量分析での同定が必要である。しかしながら、CE-SDS は、原理上、ピークを分画し
直接同定することができない。そこで、ピーク分画が可能な SEC について、CDR クリップ抗
体を含むピークが単離可能かを 4 種の SEC カラムを用いて検討した。その結果、熱処理時間
依存的に増加するピークと主ピーク（インタクト抗体、モノマー）が明瞭に分離され、純度高

く回収可能なカラムを選定した（Phenomenex 社 Yarra SEC-3000）。次に、熱処理依存的に増
加するピークに含まれる分子種を質量分析により同定し、ベバシズマブの重鎖 VH ドメインの
CDR3 に位置する Ser105−Ser106 のペプチド結合が切断された抗体分子が含まれることを見出
した。 
これは、CDR クリップ抗体を、非変性条件下で、純度高く単離/回収することが可能な手法
として初めての報告である。本試験法が構築されたことにより、これまで特性が明らかにされ

ていなかった CDRクリップ抗体の特性評価を行うことが可能となった。 
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2.1 方法 

2.1.1 熱処理サンプルの調製 
ベバシズマブ（Roche Diagnosticsより購入：25 mg/mLタンパク質、pH 6.2）を、50 °C、暗所
で 1週間及び 2週間加温した後、−80 °Cにて凍結保管した。 

2.1.2 キャピラリードデシル硫酸ナトリウムゲル電気泳動（ Capillary 
Electrophoresis Sodium Dodecyl Sulfate; CE-SDS）(44) 

CE-SDS は、Proteomelab PA800 plus システム及び Laser Induced Fluorescence（LIF）検出器
（AB SCIEX, Inc.）を用い、光源として 488 nmアルゴンレーザー、キャピラリーとして 50 µm 
i.d.のフューズドシリカキャピラリー（AB SCIEX, Inc.）（全長 30 cm、有効長 10 cm）を用い
て実施した。0.1 M 重炭酸ナトリウム水溶液（pH 8.3）で平衡化した Bio-Spin 6 カラム（Bio-
Rad Laboratories, Inc.）にサンプル 100 μgを通過させ、バッファー交換を実施した。バッファー
交換したサンプル 266 µL に、DMSO に溶解した 0.16 M 5-carboxytetramethylrhodamine 
succinimidyl ester（5-TAMRA, SE）溶液（蛍光標識試薬）14 µLを添加し、30 °Cで 30分間加温
した。NAP-5カラム（Cytiva）を使用して過剰な蛍光標識試薬を除去し、バッファーを 85 mM
クエン酸−リン酸緩衝液（pH 6.5）に交換した。非還元用にはヨードアセトアミドを含む SDS
溶液、還元用にはジチオトレイトール（DTT）を含む SDS 溶液を用い、蛍光標識したサンプ
ルとそれぞれ混合して、65 °C でそれぞれ 10 分間又は 5 分間加温した。SDS ゲルバッファー
（AB SCIEX,  Inc.）を、15 kVで 10分間フューズドシリカキャピラリーに充填し、SDS処理し
たサンプル溶液を 10 kVで 10秒間動電学的に注入し、負極性モードにて 15 kVで 20分間泳動
した。 

2.1.3 サイズ排除クロマトグラフィー（Size Exclusion Chromatography; SEC）(53) 
SECは、直列に接続した 2本のカラムを Agilent1100、1200 又は 1260 Infinity高速液体クロマ
トグラフィー（High Performance Liquid Chromatography; HPLC）システム（Agilent Technologies, 
Inc.）に接続して実施した。カラムは、TSK G3000SWXL（7.8×300 mm, 5 µm,  250 Å, Tosoh 
Biosciences）、XBridge Protein BEH（7.8×300 mm, 3.5 µm, 200 Å, Waters）、Yarra SEC-3000
（7.8×300 mm, 3 µm, 290 Å, Phenomenex Inc.）及び AdvanceBio SEC（7.8×300 mm, 2.7 µm, 300 
Å, Agilent Technologies, Inc.）を使用した。移動相は 50 mMリン酸ナトリウム、500 mM塩化ナ
トリウム及び 5% (v/v)エタノールを含む水溶液（pH 7）、又は 50 mM リン酸ナトリウム及び
500 mM塩化ナトリウムを含む水溶液（pH 7）を使用した。注入タンパク質量を 40 μg、流速を
0.5 mL/分、カラム温度を 25 °Cとし、溶出は 215 nmの紫外吸光でモニターした。ピーク分画
時は、Yarra SEC-3000カラムを用い、注入タンパク質量を 1 mg、流速を 1 mL/分とした。ピー
ク分画後、遠心フィルター装置（Amicon-Ultra 30 K; Merck Millipore）を使用してサンプル濃縮
及びバッファー交換を実施し、直ちに分析又は−80 °Cで凍結保管した。リクロマトグラフィー
においては、注入タンパク質量を 20 μg、流速を 1 mL/分とした。  
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2.1.4 インタクト質量分析(54) 
糖鎖を除去した抗体サンプルを調製するために、サンプル 50 μg に 1 ユニットの PNGase F
（Peptide-N4-(N-acetyl-β-glucosaminyl)asparagine amidase F）を添加し、37 °Cで 16時間加温した。
N-結合型糖鎖消化後のサンプル 0.5 μg について、MassPREP™オンライン脱塩カートリッジ
（2.1×5 mm, 20 µm, Waters）を用いて LC-MS分析を実施した。移動相 Aは 0.1% (v/v)ギ酸を含
む水溶液、移動相 Bは 0.1% (v/v)ギ酸を含むアセトニトリル溶液を使用し、表 4に示すとおり
混合比及び流速を変えて濃度勾配を制御した。カラム温度は 80 °C とした。質量分析は、
SYNAPT G2-Si HDMS（Waters）を用い、ESI キャピラリー電圧を 3.2 kV、ソース温度を
120 °C、サンプルコーン電圧を 100 V とし、ポジティブモードで実施した。データは m/z 
500−4500の範囲で取得した。 

表 4 インタクト質量分析の移動相混合比及び流速 
注入後の時間（分） 移動相 A (vol%) 移動相 B (vol%) 流速（ml/分） 

0~0.5 95 5 0.5 
0.5~2.0 95→10 5→90 0.2 
 

2.1.5 ペプチドマップ質量分析(55) 
2 mg/mL に希釈したサンプル 80 µL、変性バッファー（7 M グアニジン塩酸塩及び 0.13 M 

Tris-HCl、pH 8.0）320 μL及び 0.26 M DTT溶液 24 μLを混合し、37 °Cで 60分間加温した。添
加後濃度が 0.54 M となるようにヨードアセトアミド溶液を添加し、37 °Cで 60分間加温した。
次に、消化バッファー（4 M尿素, 0.05 M Tris-HCl、pH 8.0）であらかじめ平衡化した遠心フィ
ルター装置（Amicon-Ultra 10 K, Merck Millipore）にサンプルを通過させ、バッファー交換を実
施した。リシルエンドペプチダーゼ（Lys-C）を酵素対タンパク質量比が 1:20 となるように添
加し、37 °Cで 3時間加温した。1M 塩酸を添加し分解反応をクエンチした。調製したサンプル
について、ZORBAX SB-C18カラム（2.1×100 mm, 3.5 µm, Agilent Technologies, Inc.）を用いて
LC-MS 分析を実施した。移動相 A は 0.1% (v/v)トリフルオロ酢酸を含む水溶液、移動相 B は
0.1% (v/v)トリフルオロ酢酸を含むアセトニトリル溶液を使用し、表 5 に示すとおり混合比を
変えて濃度勾配を制御した。注入タンパク質量を 15 μg、流速を 0.2 mL/分、カラム温度を
50 °C とした。質量分析は、SYNAPT G2 HDMS（Waters）を用い、ESI キャピラリー電圧を 3 
kV、ソース温度を 120 °C、サンプルコーン電圧を 40 Vとし、ポジティブモードで実施した。
データは m/z 100−2500の範囲で取得した。 

表 5 ペプチドマップ質量分析の移動相混合比 
注入後の時間（分） 移動相 A (vol%) 移動相 B (vol%) 

0~6 99 1 
6~84 99→50 1→50 
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2.2 結果及び考察 

2.2.1 熱処理したベバシズマブの CE-SDS分析 
ベバシズマブのクリップ形成を確認するために、熱処理したベバシズマブとコントロールと

して熱処理をしていないベバシズマブを、CE-SDS により分析した。エレクトロフェログラム
を図 16及び図 17に示す。CE-SDSは分子ふるい効果を持つ SDS含有ポリマーをキャピラリー
に充填することでサンプルを分子サイズで分離する試験法であり、小さい分子ほど早く、大き

い分子ほど遅く検出される。一般的に、非還元 CE-SDSでは、主ピーク（インタクトな IgGピ
ーク）より前に検出されるピーク群を Low Molecular Weight Species（LMWS）、後ろに検出さ
れるピークを High Molecular Weight Species（HMWS）と称する。一方、還元 CE-SDSにおいて
は、軽鎖ピークより前に検出されるピーク群を LMWS、軽鎖と重鎖の間に検出されるピーク
群を Middle Molecular Weight Species（MMWS）、重鎖より後ろに検出されるピークを HMWS
と称する。また、重鎖の一部には N-結合型糖鎖が結合していない糖鎖非結合重鎖 Non-
Glycosylated Heavy Chain（NGHC）が存在し、重鎖の直前に検出される。 
非還元 CE-SDS で検出された多くのピークは、7.2 分（①）及び 15.4 分（②）に検出される
ピークを除き、軽鎖（L）及び/又は重鎖（H）のモノマー又はマルチマーであると考えられた
（軽鎖：8.5 分、重鎖：10.2 分、重鎖+重鎖（HH）：13.7 分、重鎖+重鎖+軽鎖（HHL）：14.7
分、インタクトな抗体分子（LHHL; IgG）：15.6分）(44)。還元 CE-SDSで検出された 4つの主
なピークは、軽鎖（8.6 分）、NGHC（10.7 分）、重鎖（11.0 分）及び重鎖+軽鎖（HL）（12.4
分）であると考えられ(56)、7.3分（③）、9.4分、10.1分及び 10.3分（④）に検出されたピーク
は重鎖又は軽鎖由来のフラグメントと考えられた。 
非還元 CE-SDSにおいて 15.4分に検出されたピーク（②）及び還元 CE-SDSにおいて 10.3分
に検出されたピーク（④）は、熱処理時間と共に著しい増加が認められた。ピーク④は軽鎖ピ

ークと重鎖ピークの間に検出されたことから、重鎖由来のフラグメントと考えられた。さらに、

主要なピークの検出位置とその質量及びピーク④の検出位置から、ピーク④の質量は 40.5 kDa
であると推定された。グリコシル化された重鎖の質量は約 51.2 kDaであり、クリップ形成によ
り 40.5 kDa のフラグメントが生成する場合、約 10.7 kDa のフラグメントが同時に生成すると
考えられる。実際に、非還元 CE-SDSで 7.2分（①）、還元 CE-SDSで 7.3分（③）に検出され
る推定質量 10.7 kDaのピークについても熱処理時間と共に増加が認められた。これらの結果と
一致して、非還元 CE-SDSで 15.4分に検出される肩ピーク（②）の質量は、15.6分検出される
主ピーク（IgGピーク）の質量より約 10.7 kDa小さいと推定された。 
なお、還元 CE-SDSにおいて 9.4分及び 10.1分に検出されるピークも熱処理時間と共に増加
したが、10.3 分に検出されるピーク（④）程は顕著に増加しなかった。これらのピークの質量
は 26.3 kDa及び 37.1 kDaと推定され、対応するフラグメントはそれぞれ 9.3分（9.4分に検出
されるピークと重複）及び 8.3分に検出すると推定された。 
ベバシズマブのパパイン消化は VHドメインにおいて 1つ又は 2つのクリップを生成するこ
とが報告されているが(45)、熱処理により VHドメインではより多くのクリップを生成する可能
性がある。非還元 CE-SDSにおいて 15.4分に検出されるピーク（②）及び還元 CE-SDSにおい
て 10.3 分に検出されるピーク（④）の増加が最も顕著であった。従って、これらのピークと、
それぞれに対応する 7.2分（非還元 CE-SDS、①）及び 7.3分（還元 CE-SDS、③）に検出され
るピークに CDR クリップ抗体が含まれる可能性が示唆された。総ピーク面積に対する各ピー
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クの面積%を表 6に示す。①~④のピーク面積%は熱処理時間に依存して増加し、それに伴い、
IgG及び HC+LCの各ピーク面積%の低下が認められた。 

 

図 16 熱処理サンプルの非還元 CE-SDSのエレクトロフェログラム（下は拡大図） 
IS：Internal Standard（内部標準）, LMWS：Low Molecular Weight Species, LHHL：重鎖 2 本+軽鎖 2 本, 
HMWS：High Molecular Weight Species, LC：軽鎖, HC：重鎖, HH：重鎖 2 本, HHL：重鎖 2 本+軽鎖 
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図 17 熱処理サンプルの還元 CE-SDSのエレクトロフェログラム（下は拡大図） 
IS：Internal Standard（内部標準）, LMWS：Low Molecular Weight Species, LC：軽鎖, MMWS：Middle 
Molecular Weight Species, NGHC：Non-Glycosylated Heavy Chain （糖鎖非結合重鎖） , HC：重鎖 , 
HMWS：High Molecular Weight Species, HL：重鎖+軽鎖 
 

表 6 熱処理サンプルの CE-SDSの各ピーク面積% 
ピーク 

サンプル 
非還元 CE-SDS 還元 CE-SDS 

①7.2 分 ②15.4 分 IgG ③7.3 分 ④10.3 分 HC+LC 
コントロール 0.3 ± 0.0 4.8 ± 0.1 91.1 ± 0.1 0.3 ± 0.0 0.9 ± 0.0 94.2 ± 0.1 
50°C, 1週 0.8 ± 0.1 8.3 ± 0.1 84.2 ± 0.1 0.9 ± 0.1 1.9 ± 0.0 90.6 ± 0.1 
50°C, 2週 1.4 ± 0.0 12.9 ± 0.0 75.7 ± 0.1 1.4 ± 0.0 2.9 ± 0.0 86.8 ± 0.1 
繰り返し 3回の測定値の平均値±標準偏差 
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2.2.2 SECカラムの選定 
2.2.1項で CE-SDSにおいて熱処理条件依存的に増加したピークにどのような分子種が含まれ
るかを明らかにするためには、質量分析による同定が必要である。しかしながら、CE-SDS で
検出されるピークは HPLC で検出されるピークと異なり分画が出来ないため、CE-SDS で検出
されるピークを直接同定することは困難である。一方、抗体分子のサイズ不均一性を分析する

ために一般的に使用されている SEC は、ピークの分画が可能であることから、分画したピー
クの質量分析による同定が可能である。SEC による切断体の分離は一般的に不十分であるため、
2.2.1項の CE-SDSにおいて認められた CDRクリップ抗体と推定されるピークとインタクトな
抗体ピークを明確に分離することが出来る SECカラムの選定を試みた。 
抗体の凝集体の分析に最も頻繁に使用されているカラムは TSK G3000SWXL（粒子径 5.0 μm、
細孔径 250 Å）であるが、それ以外に、カラムサイズ（長さ、内径）が同じ XBridge Protein 
BEH（粒子径 3.5 μm、細孔径 200 Å）、Yarra SEC-3000（粒子径 3.0 μm、細孔径 290 Å）、
AdvanceBio SEC（粒子径 2.7 μm、細孔径 300 Å）の計 4種の異なるカラムを用い、熱処理した
ベバシズマブと未処理のベバシズマブを分析した。クロマトグラムを図 18~図 21に示す。TSK 
G3000SWXLカラムは、ダイマー（29分）及び desFabフラグメント（37分）のピークを示し(57)、

50°C における熱処理時間に依存して両ピークの増加が認められた（図 18）。しかし、クリッ
プ抗体に由来すると思われるピークは観察されなかった。XBridge Protein BEHカラムは、TSK 
G3000SWXLと同様のクロマトグラムを示した（図 19）。一方、Yarra SEC-3000 カラムでは、
ダイマーピークとインタクトモノマーピークの間に、TSKG3000SWXL 及び XBridge Protein 
BEH カラムでは認められなかった新規ピーク（34 分）が認められた（図 20、赤矢印で示した
ピーク）。また、このピークは、熱処理時間と共に増加が認められ、2.2.1項の CE-SDS分析で
認められた CDR クリップ抗体に由来するピークと同じ分子種を含むと推定された。また、
AdvanceBio SECカラムで得られたクロマトグラムは、YarraSEC-3000カラムで得られたものと
同様であったが、ダイマーピークとインタクトモノマーピークの間に検出される新規ピークと

インタクトモノマーのピークの分離は、Yarra SEC-3000 カラムを使用した場合に比べ顕著に悪
かった（図 21、赤矢印で示したピーク）。 
以上 4種のカラムは、カラムサイズ（長さ、内径）は同じであるが、粒子径及び細孔径が異
なる。各カラムの充填剤の詳細は公開されていないが、製造元が異なるためその性質は異なる

と推定される。従って、これらの違いが複合的にピークの分離に影響していると考えられ、本

試験結果からカラム毎に分離可能な分子種が異なることが判明した。TSK G3000SWXLカラム

及び XBridge Protein BEHカラムについてはインタクト抗体（モノマー）と desFabの分離には
適しているが、本研究の対象物質である CDR クリップ抗体と推定されるピークの分離には向
いていない。一方で、Yarra SEC-3000 カラムと AdvanceBio SEC カラムはインタクト抗体（モ
ノマー）と desFab の分離は不十分であるが、CDR クリップ抗体と推定されるピークをインタ
クト抗体（モノマー）から分離可能であることが示唆された。さらに、Yarra SEC-3000 カラム
及び AdvanceBio SEC カラムについては、カラムサイズ（長さ、内径）に加え粒子径及び細孔
径もほぼ同じであるが、ピークの保持時間は AdvanceBio SECカラムよりも Yarra SEC-3000カ
ラムの方が遅かった。これは、Yarra SEC-3000 カラムの方が AdvanceBio SEC カラムよりも、
固定相の疎水性が高いためと考えられた。そのため、基質を保持する時間が長くなり、ピーク

分離が向上したと考えられた。従って、CDR クリップ抗体をインタクト抗体から分離するた
めのカラムとして Yarra SEC-3000カラムを選択した。なお、Yarra SEC-3000カラムについて、
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複数のロットを用いてベバシズマブを分析し、いずれの場合もピークの分離は良好であり、ロ

ット間差がないことを確認した。 

 

図 18 熱処理したベバシズマブの TSK G3000SWXLカラムを用いた SECのクロマトグラム
（insetは拡大図） 

 

 

図 19 熱処理したベバシズマブの XBridge Protein BEHカラムを用いた SECのクロマトグ
ラム（insetは拡大図） 
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図 20 熱処理したベバシズマブの Yarra SEC-3000カラムを用いた SECのクロマトグラム
（insetは拡大図） 

新規ピークを赤矢印で示す。 
 

 

図 21 熱処理したベバシズマブの AdvanceBio SECカラムを用いた SECのクロマトグラム
（insetは拡大図） 

新規ピークを赤矢印で示す。 
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SEC のクロマトグラムでは、一般的に高質量の分子は低質量の分子よりも早く溶出する。従
って、クリップされた抗体分子は、インタクトな抗体分子よりも質量的に小さくなるため遅く

溶出すると予想されるが、分子ふるい効果に加え、SEC カラムとタンパク質の疎水性相互及び
静電相互作用などの他の相互作用が分離に寄与することが知られている(58)。加えて、一般的に

流体力学的半径が大きい分子は、小さい分子より早く溶出する。クリップによって生成された

フラグメントが抗体分子に結合している場合、クリップ形成により質量はほとんど変化しない。

しかしながら、露出した CDR ループにおけるクリッピングが分子の構造的なフレキシビリテ
ィーを高め、クリップされた抗体分子の流体力学的半径がわずかに増加し、SEC 分析時にイン
タクトな抗体よりも早く溶出する可能性がある（詳細は 2.2.6項を参照）。 

2.2.3 インタクト質量分析によるクリップを有する抗体分子の同定 
Yarra SEC-3000 カラムを用いた際に、ダイマーピークとインタクトモノマーピークの間に検
出された新規ピークに含まれる分子を同定するため、未処理の（熱処理をしていない）ベバシ

ズマブについて、モノマーピーク（ピーク A）及びその直前に検出されるピーク（ピーク B）
を分画した（図 22）。なお、分画時は注入タンパク質量を 1 mg（通常分析時は 40 μg）とした。
得られた各ピーク画分について、再度 Yarra SEC-3000 カラムで分析し、目的のピークが純度
99%以上で含まれていることを確認した（図 23）。 

 

図 22 ベバシズマブ（熱処理なし）の YarraSEC-3000カラムによる分画ピーク 
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図 23 分画したピークのリクロマトグラム 
 

糖鎖を除去した抗体サンプルを調製するために、各ピーク画分について PNGase Fで N-結合
型糖鎖を切断した後、インタクト質量分析を行った。ピーク A画分のデコンボリューションさ
れたマススペクトルは質量 146314 Daであり、ベバシズマブの脱グリコシル化されたインタク
トモノマー（理論質量：146310 Da）と一致した（図 24）。一方、ピーク B画分のマススペク
トルは、質量 134662及び 11674 Daを示し、それぞれ片側の重鎖 N末端−105残基を欠くクリ
ップされた抗体分子のフラグメント（理論質量：134654 Da）及び重鎖 N 末端−105 残基
（HC1−105）のフラグメント（理論質量：11674 Da）と一致した（図 25）。従って、ピーク B
画分に含まれるこれらのフラグメントは、ベバシズマブ重鎖の CDR3 における Ser105−Ser106
間のペプチド結合の切断によって生じたと考えられた(59)。また、ピーク B 画分中には、イン
タクトモノマーの質量ピークはわずかにしか検出されなかった。これは、Yarra SEC-3000 カラ
ムを用いた場合、未処理の（熱処理をしていない）ベバシズマブ中にわずかに含まれる CDR
クリップ抗体を純度高く単離出来ることを示唆している。 

ピークB画分
ピークA画分
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図 24 SECピーク A画分のインタクト質量分析のマススペクトル 
 

 

図 25 SECピーク B画分のインタクト質量分析のマススペクトル 
 

Ser残基の側鎖は、pH 3-8において Serのヒドロキシル基（OH基）が隣接する N末端ペプチ
ド結合に求核付加してオキサゾリジン中間体を形成し、さらにエステル中間体に転位して、

Xaa-Ser間の切断（加水分解）を促進することが報告されている（図 26）(60)。また、Li らによ
り、モノクローナル抗体（プロダクト名非公開）の重鎖 Ser105–Ser106 において、熱処理依存
的なペプチド結合の切断が報告されている(42)。2.2.1 項の還元 CE-SDS のエレクトロフェログ
ラムにおいて、熱処理時間と共に増加が認められたピークは、軽鎖、糖鎖非結合重鎖（NGHC）
重鎖又は重鎖+軽鎖（HL）には割り当てられなかった。従って、重鎖の CDR3 における
Ser105−Ser106 間のペプチド結合の切断に由来するピークであると考えられる。さらに、Li ら
及び Xaio らの報告ではクリップされた抗体分子は、TSKG3000SWXLカラムを使用した非変性

条件下の SEC では分離できておらず、2 つのフラグメントは逆相 HPLC 及び変性 SEC によっ
て別々に分離された(42,22)。従って、本試験結果は、Yarra SEC-3000のような適切な SECカラム
を使用すると、インタクト抗体と同様の分子サイズを持つ抗体分子を、非変性条件で純度高く

単離できる可能性があることを示唆している。 
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図 26 Xaa-Ser間のペプチド結合切断のメカニズム(60) 
 

2.2.4 ペプチドマップ質量分析によるクリップ箇所の同定 
抗体分子のような大きな分子において、インタクト質量分析により得られる質量データは、

わずかな測定誤差及びばらつきを有する。そのため、正確なペプチド結合の切断部位は、より

信頼性の高い試験法を用いて決定する必要がある。そこで、Yarra SEC-3000 カラムにより分画
したピーク A画分及びピーク B画分をリシルエンドペプチダーゼ（Lys-C）で消化し、ペプチ
ドマップ質量分析を実施した。Lys-C は、リジン残基の C 末端のペプチド結合を特異的に加水
分解するため、ベバシズマブを Lys-C 消化すると、重鎖 Ser105–Ser106 を含む HC99-127 ペプ
チド断片が生じる。各ピーク画分のクロマトグラム及びピーク B画分のイオンクロマトグラム
を図 27~図 29に示す。ピーク A画分及びピーク B画分のクロマトグラムを比較すると、ピー
ク B画分において 29.2分及び 53.4分に 2つの新規ピークが認められた（図 28中に赤矢印で示
したピーク）。重鎖 Ser105−Ser106 のペプチド結合が切断された抗体分子が Lys-C 消化される
と、HC99–127 ペプチド断片に由来する HC99–105 ペプチド断片（[M+H]+, 886.37）及び
HC106–127ペプチド断片（[M+2H]2+, 1228.60）の 2つのフラグメントが生じる。クロマトグラ
ムにて 29.2 分に検出されたピークのイオンクロマトグラムの m/z は 886.38 であり、これは
HC99−105ペプチド断片の[M+H]+イオンと一致した。また、クロマトグラムにて 53.4分に検出
されたピークのイオンクロマトグラムの m/zは 1229.09であり、これは HC106–127ペプチド断
片の[M+2H]2+イオンと一致した。従って、ペプチドマップ質量分析の結果から、Yarra SEC-
3000 カラムにおいて主ピークの直前に検出されるピーク B には、ベバシズマブ重鎖 CDR3 に
おける Ser105−Ser106間のペプチド結合が切断された分子種が含まれることが証明された。 
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図 27 SECピーク A画分のペプチドマップのクロマトグラム（insetは拡大図） 
 

 

図 28 SECピーク B画分のペプチドマップのクロマトグラム（insetは拡大図） 
ピーク A画分に含まれないピークを赤矢印で示す。 
 

 

図 29 SECピーク B画分のペプチドマップピークの tandem massスペクトル 
左：クロマトグラムの 29.2 分ピーク、右：クロマトグラム 53.4 分のピーク 
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ベバシズマブの Fabドメイン及び抗原である VEGFのダイマーの 3Dモデルを図 30に示す。
図 30 中の「+」は水分子を示しており、Ser105−Ser106 の付近に加水分解に必要な水分子の存
在が確認された。加えて、Ser105−Ser106 は抗体分子の表面上に存在しており、切断が生じや
すい部位であることが確認された。 

 

図 30 ベバシズマブの Fabドメイン及び VEGFダイマーの 3Dモデル（PDB coordinate ID: 
6BFT(46)） 

上段：全体図、下段：ベバシズマブ重鎖 Ser105−Ser106 付近の拡大図（PyMOL(47)により作成） 
 

2.2.5 CDRクリップ抗体と重鎖 N末端フラグメントの結合様式 
2.2.1項において、熱処理したベバシズマブと未処理のベバシズマブについて CE-SDS分析を
行い、クリップ抗体に由来するピークが増加していると推定された（図 16 及び図 17）。また、
2.2.3項及び 2.2.4項において、Yarra SEC-3000カラムを使用した SECのクロマトグラムにおい
て、主ピークの直前に検出されるピーク（図 22 のピーク B）には、重鎖 CDR3 にクリップを
有する抗体分子が含まれていることを証明した（図 25 及び図 29）。そこで、2.2.1 項の CE-
SDS分析において熱処理により顕著な増加が認められたピーク（図 16のピーク①②、図 17の
ピーク③④）が、CDRクリップ抗体に由来するものであるかを確認した。Yarra SEC-3000カラ
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ムを用いた SEC によって分画したピーク A 画分及びピーク B 画分（図 22）を、非還元 CE-
SDS及び還元 CE-SDSで分析した。コントロールとして未分画のベバシズマブを同時に分析し
た。エレクトロフェログラム及び総ピーク面積に対する各ピーク面積%を図 31、図 32 及び表
7に示す。非還元 CE-SDSにおいて 7.2分（①）及び 15.4分（②）に検出されるピーク、及び 
還元 CE-SDSにおいて 7.3分（③）及び 10.3分（④）に検出されるピークは、コントロールサ
ンプルではわずかに認められ、SECピーク A画分ではほとんど検出されなかった。一方、SEC
ピーク B画分については、非還元 CE-SDSにおいて 7.2分（①）及び 15.4分（②）に検出され
るピークが増加し、15.6 分に検出されるインタクトな抗体ピーク（IgG ピーク）は著しい減少
が認められた。さらに、還元 CE-SDSにおいて 7.3分（③）及び 10.3分（④）に検出されるピ
ークの増加及び 11.0 分に検出されるピーク（クリップされていない重鎖）の減少が認められ
た。 
以上の結果から、非還元 CE-SDSにおいて 7.2分（①）及び 15.4分（②）に検出されるピー
クは、それぞれ重鎖 N末端−105残基（HC1−105）のフラグメント及び片側の重鎖 N末端−105
残基を欠くクリップされた抗体分子のフラグメントであると判断した。また、還元 CE-SDS に
おいて 7.3 分（③）及び 10.3 分（④）に検出されるピークは、それぞれ HC1−105 のフラグメ
ント及び重鎖 106−C末端のフラグメントであると判断した。 
抗体の可変ドメインの構造は β 鎖に囲まれた内部の疎水性コアによって安定化されており 

(61)、あるモノクローナル IgG2抗体（詳細は非公開）の重鎖 CDR3の Asp−Asp間のペプチド結
合の切断によって形成された 11 kDa のペプチドフラグメントは残った抗体分子断片へ強く非
共有結合的に会合していることが報告されている(22)。2.2.3 項及び本項の CE-SDS の結果から、
SEC 分析時は単一ピークに含まれていた HC1−105 のフラグメントと CDR クリップ抗体は、
CE-SDS分析により 2つのピークに分離することが明らかとなった。これは、HC1−105のフラ
グメントと CDRクリップ抗体は、通常（非変性条件下）非共有結合的に会合しているが、CE-
SDS 分析時に SDS 処理することで解離したためと考えられる。以上のことから、HC1−105 の
フラグメントと CDR クリップ抗体子は、通常（非変性条件下）、非共有結合的に会合してい
ることが示唆された。 
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図 31 SECピーク画分の非還元 CE-SDSのエレクトロフェログラム（下は拡大図） 
 

①

②

LH
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図 32 SECピーク画分の還元 CE-SDSのエレクトロフェログラム（下は拡大図） 
 

表 7 SECピーク画分の CE-SDSの各ピーク面積% 
ピーク 

サンプル 
非還元 CE-SDS 還元 CE-SDS 

①7.2 分 ②15.4 分 IgG ③7.3 分 ④10.3 分 HC+LC 
コントロール 0.3 ± 0.0 4.8 ± 0.1 91.1 ± 0.1 0.3 ± 0.0 0.9 ± 0.0 94.2 ± 0.1 
SEC ピーク A画分 0.1 ± 0.0 1.5 ± 0.1 95.3 ± 0.1 0.1 ± 0.0 0.3 ± 0.0 94.9 ± 0.1 
SEC ピーク B画分 6.5 ± 0.0  65.4 ± 0.1 24.7 ± 0.1 5.9 ± 0.0 17.1 ± 0.0 71.3 ± 0.2 
繰り返し 3回の測定値の平均値±標準偏差 
 

2.2.6 CDRのクリップ形成による SEC保持時間への影響 
SEC のクロマトグラムでは一般的に高質量の分子は低質量の分子よりも早く溶出する。2.2.5
項で述べたとおり、通常（非変性条件下）、HC1−105 のフラグメントと CDR クリップ抗体子
は解離せずに非共有結合的に会合していることが示唆された。そのため、CDR クリップ抗体

③
④

LC

H
C

IS

コントロール
ピークA画分
ピークB画分
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とインタクト抗体の分子全体のサイズはほぼ変わらず、質量の差はペプチド結合の加水分解に

由来する水 1 分子だけと考えられる。しかしながら、Yarra SEC-3000 カラムを用いた場合、
CDR クリップ抗体を含むピークはインタクト抗体を含むピークと明瞭に分離され、インタク
ト抗体よりも早く溶出された（図 33）。その原因として、CDR のクリップ形成による抗体分
子の流体力学的半径の増加及び SEC カラムの固定相と抗体分子間の相互作用の減弱が考えら
れた。CDR のクリップ形成により抗体分子の流体力学的半径が大きくなる場合、Yarra SEC-
3000カラム以外の SECカラムを用いた場合も CDRクリップ抗体がインタクト抗体より早く溶
出すると考えられる。しかしながら、2.2.2 項に示したとおり TSK G3000SWXL カラム及び

XBridge Protein BEH カラムについてそのような結果は認められなかった。従って、CDR のク
リップ形成により SEC カラムの固定相と抗体分子間の相互作用が減弱し、保持時間が早くな
った可能性が高いと考えられた。そこで、CDR のクリップ形成が、SEC カラムの固定相と抗
体分子間の相互作用（疎水性相互作用及び静電相互作用）に与える影響について以下に考察す

る。 

 

図 33 Yarra SEC-3000カラムにおける CDRクリップ抗体とインタクト抗体の溶出位置 
 

1） 疎水性相互作用 
SEC 分析において、メタノールやエタノールなどの有機溶媒を移動相に添加すると、タンパ
ク質とカラム固定相表面の疎水性相互作用を低減させることが可能である(62)。そこで、ベバシ

ズマブについて、エタノールを含む移動相及び含まない移動相を用いて SEC 分析を行った。
カラムは Yara SEC-3000 カラムを使用した。結果を図 34 及び表 8 に示す。エタノールを含ま
ない移動相と比較して、エタノールを含む移動相を使用した場合、CDR クリップ抗体のピー
ク面積%は変化しなかったが、ダイマーピーク面積%については減少が認められた。ダイマー
形成の一部は疎水性相互作用に由来するため、エタノールにより抗体分子間の界面での疎水性

相互作用が減少したためと考えられた。さらに、エタノールを含まない移動相と比較して、エ

タノールを含む移動相を使用した場合、すべてのピークについて保持時間が早くなった。特に、

インタクト抗体
（monomer
; 146 kDa）

CDRクリップ抗体
(135kDa + 11kDa + 18Da)

dimer

m
AU
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インタクト抗体は移動相へのエタノール添加により保持時間が 1.5 分早くなったのに対し、ダ
イマー及び CDR クリップ抗体のピークはわずかに 0.7 分早くなっただけであった。これはイ
ンタクト抗体がダイマー及び CDRクリップ抗体よりも SECカラム固定相と強く疎水性相互作
用しており、遅く溶出されることを示唆している。 
以上の結果から、CDR のクリップ形成による抗体分子と SEC カラム固定相の疎水性相互作
用の減少が、SEC 分析において CDR クリップ抗体の溶出がインタクト抗体よりも早くなるこ
とに影響を及ぼしていると考えられた。 

 

図 34 ベバシズマブ（熱処理なし）のサイズ排除クロマトグラフィーのクロマトグラム
（insetは拡大図） 

 

表 8 ベバシズマブ（熱処理なし）のサイズ排除クロマトグラフィーの各ピーク面積% 
ピーク 

移動相 
エタノール濃度（%） 

ダイマー CDR クリップ抗体 インタクト抗体 
保持時間

（分） 
ピーク面

積% 
保持時間

（分） 
ピーク面

積% 
保持時間

（分） 
ピーク面

積% 
0 29.1 1.9 34.2 3.1 36.8 93.3 
5 28.4 1.4 33.5 3.2 35.3 93.7 
 

2） 静電相互作用 
ベバシズマブの等電点（Isoelectric Point; pI）は 8.3と報告されている(63)。本研究で使用した

SECの移動相 pHは 7.0であることから、SEC分析（pH 7.0）においてベバシズマブは正の電荷
を帯びる。CDR のクリップにより仮に抗体分子の pI が酸性側にシフトした場合、pH 7.0 にお
ける抗体分子の正の電荷は減少する可能性がある。その場合、抗体分子と SEC カラム固定相
の静電相互作用が減少し、SEC 分析時に CDR クリップ抗体がインタクト抗体よりも早く溶出
される可能性が考えられる（電荷異性体の評価は 3.2.5項で述べる）。 

インタクト抗体CDRクリップ抗体

Ethanol 0%
Ethanol 5%
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2.3 小括 
本研究では、CDR クリップ抗体について着目した。なぜならば、抗体医薬品に含まれる切
断体の中でも、非変性条件下での分離が困難であることからその特性がこれまで解明されてい

ないためである。CDR クリップ抗体の特性を明らかにするためには、熱等のストレスに晒さ
れていない抗体医薬品中にわずかに含まれる CDR クリップ抗体を、界面活性剤や変性剤を含
まない非変性条件下で単離/回収する必要がある。しかしながら、これまでにそのような手法
は報告されていない。そこで、CDRクリップ抗体の単離可能な手法の検討をまず実施した。 
ベバシズマブを加熱処理し、CE-SDS で分析したところ、熱処理時間に依存して増加するピ
ークを認め、CDR クリップ抗体に由来すると推察された。そこで、4 種の SEC カラムを検討
し、熱処理時間依存的に増加するピークと主ピーク（インタクト抗体、モノマー）が明瞭に分

離され、純度高く回収可能なカラム（Phenomenex 社 Yarra SEC-3000）を選定した。次に、熱
処理依存的に増加するピークに含まれる分子種を、質量分析により同定した。その結果、ベバ

シズマブの VHドメインの重鎖 CDR3に位置する Ser105−Ser106間のペプチド結合が切断され
た CDR クリップ抗体が含まれていることを確認した。また、CDR クリップ抗体は、通常（非
変性条件下）、重鎖 N 末端フラグメントと非共有結合的な会合をしており、SEC カラム固定
相との相互作用が減少することで、SEC 分析時にインタクト抗体よりも早く溶出することが示
唆された。 
本研究において構築した Yarra SEC-3000カラムを用いたサイズ排除クロマトグラフィーは、
非変性条件下で、CDR クリップ抗体分子を単離/回収可能とした手法の初めての報告である。
さらに、熱等のストレスを与えていない試料中にわずかに含まれる CDR クリップ抗体を、純
度高く回収できることから、ストレス処理による CDR クリップ抗体以外の切断体やその他不
純物を過剰に含まない、CDRクリップ抗体単独の詳細な特性解析が可能となった。 
そこで、次章では、これまで解明されていなかった CDR クリップ抗体の特性評価を実施し
た。 
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3 CDR にクリップを有する抗体分子の網羅的特性解析 
2章において、Yarra SEC-3000カラムを用いて非変性条件下で CDRクリップ抗体を純度高く
単離可能なサイズ排除クロマトグラフィー法を構築することが出来た。そこで、本章では、構

築した試験法により単離/回収した CDRクリップ抗体を用い、CDRクリップが及ぼす以下の影
響を解析した（詳細は「3.2項 結果及び考察」に記載）。 

1） 安定性への影響 
• 凝集性：免疫原性を誘発する可能性があり、抗体医薬品において厳密な管理が必要
とされるため。 

• 熱安定性：抗体分子の安定性及び凝集形成に関わるため。 
2） 機能への影響 

• 抗原親和性：抗体医薬品としての有効性全体に決定的に影響するため。 
• FcRn親和性：抗体分子の血中寿命に関わるため。 
• Fcγ 受容体親和性：抗体分子を介した貪食など作用機序に関わる重要な機能である
ため。 

• 高次構造：抗体機能の変化と密接に関連するため。 
3） その他各種性質への影響 

• 翻訳後修飾 
– N 末端異性体・C 末端異性体：抗体分子の不均一性に与える影響を評価するため。 
– メチオニン酸化・脱アミド化：抗体分子の血中寿命に関わる FcRn との親和性に
影響する可能性があるため。 

– N-結合型糖鎖：抗体の活性・有効性・安全性・薬物動態に影響する可能性がある
ため。 

• 疎水性：タンパク質の凝集性に関わる性質であるため。 
• 電荷分布：抗体分子の不均一性に与える影響を評価するため。 

 

その結果、 CDR クリップ抗体では、機能の低下、安定性の低下、その他各種性質の変化が
観測された。本研究により、抗体医薬品としての活性・有効性・安全性・免疫原性・薬物動態、

その他各種性質という広い範囲に渡って CDR のクリップ形成は影響を及ぼすことが明らかに
なった。 

3.1 方法 

3.1.1 サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）(53) 
CDR のクリップ形成が抗体の凝集性に及ぼす影響を調べるために凝集体を SEC で解析した。

SECは、直列に接続した 2本の Yarra SEC-3000カラム（7.8×300 mm, 3 µm, Phenomenex Inc.）
を Agilent 1100又は 1200 HPLCシステム（Agilent Technologies, Inc.）に接続して実施した。移
動相は、50 mMリン酸ナトリウム、500 mM塩化ナトリウム及び 5% (v/v)エタノールを含む水
溶液（pH 7.0）を使用した。注入タンパク質量を 20 μg、流速を 1.0 mL/分、カラム温度を
25 °Cとし、溶出は 215 nmの紫外吸光でモニターした。 
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3.1.2 示差走査熱量測定（Differential Scanning Calorimetry; DSC）(45) 
CDR のクリップ形成が抗体の熱安定性に及ぼす影響を調べるために、DSC で解析した。ベ
バシズマブ（Avastin®）の処方媒体（51 mMリン酸ナトリウム、60 mg/mLトレハロース二水和
物及び 0.4 mg/mLポリソルベート 20を含む水溶液（pH 6.2））で 0.5 mg/mLに希釈した抗体を、
マイクロカロリメーター（VP-Capillary, GE Healthcare Biosciences）を使用して 25～100 °Cの温
度範囲で 1 °C/分で加熱し、サーモグラムを取得した。得られたサーモグラムから媒体のサー
モグラムを差し引いた後、ベバシズマブのモル濃度でデータをノーマライズした。 

3.1.3 ペプチドマップ質量分析(55)による各異性体・修飾体含量の算出 
2.1.5 項で実施したペプチドマップ質量分析の結果から、インタクト抗体及び CDR クリップ
抗体について、以下の式により各異性体・修飾体（N 末端異性体・C 末端異性体・メチオニン
酸化体・脱アミド体）の含量を算出した。 

• N末端異性体・C末端異性体： 
各修飾体の含量 (%) = 修飾された修飾部位を含むペプチドのMS Intensity ÷ 修飾部位を含
む全ペプチドのMS Intensityの合計× 100 

• メチオニン酸化体・脱アミド体： 
各異性体の含量 (%) = C末端（又は N末端）が異性体 XであるペプチドのMS Intensity ÷ C
末端（又は N末端）を含む全ペプチドのMS Intensityの合計× 100 

3.1.4 糖鎖プロファイル試験(64) 
CDR のクリップ形成が抗体に結合した N-結合型糖鎖の組成に及ぼす影響を調べるために、
糖鎖のプロファイルを解析した。始めに抗体を還元処理するため、236 μg のサンプルを 1 μL
の 2-メルカプトエタノールと混合し、37 °Cで 5分間加温した。次に、N-結合型糖鎖を遊離さ
せるため、20ユニットの PNGase Fを添加後、37 °Cで 19時間加温した。次に、遊離した糖鎖
を蛍光標識するため、サンプル溶液を減圧下で乾固させた後、標識溶液（2-AB 10 mg 及びシ
アノ水素化ホウ素ナトリウム 10 mgを 70:30 (v/v) DMSO：酢酸 100 μLに溶解したもの）10 μL
で溶解して、37 °Cで 19時間加温した。次に 20 μLの水を加え、1 mLの洗浄液（95%アセトニ
トリル）を加えた。サンプル溶液をあらかじめ洗浄液で平衡化した Oasis HLB Vacカートリッ
ジ（Waters）に通過させ、洗浄液による洗浄後、N-結合型糖鎖を 1 mL の溶出液（20%アセト
ニトリル）で回収した。溶出液を減圧下で乾固させた後、100 μL の水で溶解した。調製した
20 μLのサンプルを、Hypersil ODSカラム（4×250 mm, 3 μm, Thermo Fisher Scientific）を接続
した Agilent HPLC 1100 システム（Agilent Technologies, Inc.）で分析した。移動相 A は 0.1% 
(v/v)酢酸を含む水溶液、移動相 Bは 0.1% (v/v)酢酸を含む 90%アセトニトリル溶液を使用し、
表 9に示すとおり混合比を変えて濃度勾配を制御した。流速を 0.2 mL/分、カラム温度を 25 °C
とし、溶出は励起波長 330 nm及び蛍光波長 420 nmでモニターした。 

表 9 糖鎖プロファイル試験の移動相混合比 
注入後の時間（分） 移動相 A (vol%) 移動相 B (vol%) 

0~5 95 5 
5~95 95→89.6 5→10.4 
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3.1.5 疎水クロマトグラフィー（Hydrophobic Interaction Chromatography; HIC）
(65) 

CDRのクリップ形成が抗体の疎水性に及ぼす影響を調べるために、HICで解析した。一般的
に Fab（antigen binding fragment）ドメイン及び Fc（crystallizable fragment）ドメインを得るた
めに消化酵素としてパパインが使用されるが、ベバシズマブではパパインにより Fabドメイン
でクリップが生成することが報告されている(45)。従って、本研究においては、IgG1 のヒンジ
領域の Lys-Thr 間のペプチド結合を特異的に切断することが報告されているリシルエンドペプ
チダーゼ（Lys-C）を使用した(66)。100 mM トリス緩衝液（pH 7.75）で 5 mg/mLに希釈したサ
ンプルに、Lys-Cを酵素対タンパク質量比が 1:200となるように添加し、37 °Cで 30分間加温
した後、氷冷した。Lys-C消化後のサンプル 19 μgについて、PolyPROPYLA™カラム（4.6×100 
mm, 3 µm, PolyLC Inc.）を接続した Agilent 1200 HPLCシステム（Agilent Technologies, Inc.）で
分析した。移動相 Aは 20 mMリン酸二水素ナトリウム二水和物及び 2 M硫酸アンモニウムを
含む水溶液（pH 6.0）、移動相 B は 20 mM リン酸二水素ナトリウム二水和物を含む水溶液
（pH 6.0）を使用し、表 10に示すとおり混合比を変えて濃度勾配を制御した。流速を 1 mL/分、
カラム温度を 30 °Cとし、溶出は 215 nmの紫外吸光でモニターした。 

表 10 疎水クロマトグラフィーの移動相混合比 
注入後の時間（分） 移動相 A (vol%) 移動相 B (vol%) 

0~5 90 10 
5~45 90→0 10→100 
 

3.1.6 イメージキャピラリー等電点電気泳動（ Imaged Capillary Isoelectric 
Focusing; icIEF）(67) 

CDR のクリップ形成が抗体の電荷分布に及ぼす影響を調べるために、icIEF で解析した。水
で 0.6 mg/mLに希釈した抗体 20 μLと 1% メチルセルロース、両性電解質（pH 3-10及び pH 8-
10.5）及び pIマーカー（7.05及び 9.50）を含む溶液 80 μLを混合した。陽極液として 80 mM
リン酸を含む 0.1% メチルセルロース溶液、陰極液として 0.1 M水酸化ナトリウムを含む 0.1% 
メチルセルロース溶液を充填した Maurice icIEFカートリッジ（ProteinSimple）を Mauriceシス
テム（ProteinSimple）にセットし、前述のサンプルを分離して、280 nmの紫外吸光でモニター
した。1500 Vで 1分間 プレフォーカシングを行った後、3000 Vで 4.5分間フォーカシングを
実施した。 

3.1.7 抗原アフィニティーEnzyme-Linked Immuno Sorbent Assay（ELISA）(68) 
CDR のクリップ形成が抗体の抗原結合能に及ぼす影響を調べるために、ELISA で解析した。

10% (v/v)カゼインを含む PBSを用い、抗体濃度が 1800、600、200、67、22、7.4、2.5及び 0.8 
ng/mL になるように段階希釈した。これらの抗体溶液各 100 µL を、rhVEGF-A165（vascular 
endothelial growth factor-A165, human, recombinant, 富士フイルム和光純薬）でプレコートした 96
ウェルマイクロプレートに添加し、約 25 °Cで 1時間インキュベートした。インキュベート後
のプレートを 0.05% (v/v) Tween 20を含む PBS（PBST）で 2回洗浄し、100 μLの検出抗体溶液
（西洋ワサビペルオキシダーゼ（Horseradish Peroxidase; HRP）標識ヤギ抗ヒト IgG F(ab’)2フラ

グメント）（Peroxidase-conjugated AffiniPure F(ab')2 Fragment Goat Anti-Human IgG, Fcγ Fragment 
Specific, Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.）を添加し、約 25 °Cで 1時間インキュベー
トした。インキュベート後のプレートを PBSTで 4回洗浄し、100 μLのペルオキシダーゼ基質
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（TMB Microwell Peroxidase Substrate System, SeraCare Life Sciences）を添加し、約 25 °Cで 15
分間インキュベートした。50 µL の停止溶液（0.5 M 硫酸）を添加し、マイクロプレートリー
ダーを使用して、波長 450 nmにおける吸光度を測定した。試料タンパク質濃度（ng/mL）の対
数を横軸、得られたレスポンス（吸光度）を縦軸にプロットし、4−パラメーターロジスティッ
ク回帰式により検量線を作成した。検量線から算出された各試料の EC50を比較した。 

y = (A−D) ÷ (1 + (x ÷ C)B) + D 
• y：レスポンス（吸光度） 
• x：試料濃度 
• A：下方漸近線 
• B：直線部分の傾き 
• C： EC50（最大レスポンスの 50%に相当するレスポンスを与える試料濃度） 
• D：上方漸近線 

3.1.8 胎児性 Fc受容体（FcRn）アフィニティーELISA(68) 
CDRのクリップ形成が抗体の FcRn結合能に及ぼす影響を調べるために、ELISAで解析した。

0.1% (v/v) カゼインを含むリン酸緩衝液（pH 6.0）を用い、抗体濃度が 60000、12000、2400、
480、96、19.2、3.84 及び 0.77 ng/mL になるように段階希釈した。希釈した抗体溶液各 50 µL
を、抗 β2 ミクログロブリン抗体（β2 microglobulin antibody, GeneTex, Inc.）でプレコートした
96 ウェルマイクロプレートに添加し、さらに FcRn タンパク質溶液（北山ラベス）及び検出抗
体溶液（Peroxidase AffiniPure Goat Anti-Human IgG, Fcγ fragment specific, Jackson Immuno 
Research Laboratories, Inc.）の混合液 50 μLを添加して、約 25 °Cで 2時間インキュベートした。
FcRnは α鎖及び β2ミクログロブリンのヘテロダイマーであるため、FcRnに結合したサンプル
抗体は、抗 β2 ミクログロブリン抗体を介してプレートに結合して、定量される。インキュベ
ート後のプレートを 0.05% (v/v) Tween 20を含むリン酸緩衝液（pH 6.0）で 4回洗浄し、100 μL
のペルオキシダーゼ基質（1-Ste™ Ultra TMB-ELISA Substrate Solution, Thermo Fisher Scientific）
を添加し、約 25 °Cで 30分インキュベートした。50 µLの停止溶液（0.5 M硫酸）を添加し、
マイクロプレートリーダーを使用して、波長 450 nm における吸光度を測定した。試料タンパ
ク質濃度（ng/mL）の対数を横軸、得られたレスポンス（吸光度）を縦軸にプロットし、4−パ
ラメーターロジスティック回帰式により検量線を作成した。検量線から算出された各試料の

EC50を比較した。 
y = (A−D) ÷ (1 + (x ÷ C)B) + D 
• y：レスポンス（吸光度） 
• x：試料濃度 
• A：下方漸近線 
• B：直線部分の傾き 
• C： EC50（最大レスポンスの 50%に相当するレスポンスを与える試料濃度） 
• D：上方漸近線 

3.1.9 FcγRIIIaアフィニティークロマトグラフィー(69) 
CDRのクリップ形成が抗体の Fcγ受容体結合能に及ぼす影響を調べるために、アフィニティ
ークロマトグラフィーで解析した。FcγRIIIa アフィニティークロマトグラフィーは、
TSKgelFcR-IIIA-NPRカラム（4.6×75 mm, 5 µm, Tosoh Biosciences）を Agilent 1100 HPLCシス
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テム（Agilent Technologies, Inc.）に接続して実施した。移動相 A は 50 mM クエン酸緩衝液
（pH 6.5）、移動相 Bは 50 mMクエン酸緩衝液（pH 4.5）を使用し、表 11に示すとおり混合
比を変えて濃度勾配を制御した。注入タンパク質量を 20 μg、流速を 1 mL/分、カラム温度を
25 °Cとし、溶出は 280 nmの紫外吸光でモニターした。 

表 11 FcγRIIIaアフィニティークロマトグラフィーの移動相混合比 
注入後の時間（分） 移動相 A (vol%) 移動相 B (vol%) 

0~2 100 0 
2~20 100→0 0→100 
 

3.1.10 水 素 - 重 水 素 交 換 質 量 分 析 （ Hydrogen/Deuterium Exchange Mass 
Spectrometry; HDX-MS）(70) 

CDR のクリップ形成が抗体分子全体の高次構造に及ぼす影響を調べるために、HDX-MS で
解析した。ベバシズマブ（Avastin®）の処方で使われている媒体からポリソルベート 20を除い
たブランク溶液（51 mMリン酸ナトリウム及び 60 mg/mLトレハロース二水和物を含む水溶液
（pH 6.2））で 3 mg/mLに希釈したサンプルを、ブランク溶液又は重水素化溶液（51 mMリン
酸ナトリウム及び 60 mg/mL トレハロース二水和物を含む重水素溶液（pH 6.2））を用いてそ
れぞれ 20倍希釈した。20倍希釈したサンプルを 25 °Cで 0分（重水素化なし）、0.5、2、12、
60 及び 240 分間インキュベートして、水素-重水素交換反応を進行させた。その後、4 °C にお
いて等量のクエンチ溶液（100 mM リン酸カリウム、2 M グアニジン塩酸塩、0.5 M トリス（2-
カルボキシエチル）ホスフィン塩酸塩、pH 2.3）を添加し、クエンチした。クエンチしたサン
プル 80 μLをペプシン固定化カラム（Enzymate BEH Pepsin Column, 2.1×30 mm, 5 μm, Waters）
に注入し、ペプシン消化を 20 °C、pH 2.5で 4分間行い、消化したペプチドを流速 250 μL/分で
溶出した。消化したペプチドについて、ACQUITY UPLC BEH C18 カラム（1.0×100 mm, 1.7 
μm, Waters）を接続した UPLC システム（Waters）を用いて LC-MS を実施した。移動相 A は
0.1% (v/v) ギ酸を含む水溶液、移動相 Bは 0.1% (v/v) ギ酸を含むアセトニトリル溶液を使用し、
表 12に示すとおり混合比を変えて濃度勾配を制御した。流速を 30 μL/分、カラム温度を 0 °C
とした。質量分析は、SYNAPT G2 HDMS（Waters）を用い、ESI キャピラリー電圧を 3 kV、
ソース温度を 90 °C、サンプルコーン電圧を 40 Vとし、ポジティブモードで実施した。データ
は m/z 50−1950 の範囲で取得した。データ分析には、ソフトウェアパッケージ ProteinLynx 
Global SERVERバージョン 3.0（Waters）及び DynamXバージョン 2.0（Waters）を使用した。
3つの独立した試験結果について、95%の信頼度で t検定を行い、少なくとも 2つの時点で 5%
を超えるパーセント差を有意であると判定した。 

表 12 HDX-MSの移動相混合比 
注入後の時間（分） 移動相 A (vol%) 移動相 B (vol%) 

0~6 92→60 8→40 
6~6.5 60→10 40→90 
6.5~8 10 90 
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3.2 結果及び考察 

3.2.1 CDRクリップ形成によるダイマー形成の促進 
抗体医薬品において、凝集体は切断体と同様に重要品質特性（CQA）の 1つである(13)。凝集

体は、治療用タンパク質製剤において免疫原性を誘発することが報告されおり(71)、その存在は

有害事象の可能性を高めるとされている(72)。2014 年には米国食品医薬品局（Food and Drug 
Administration; FDA）より Guidance for Industry Immunogenicity assessment for therapeutic protein 
products が発表され、治療用タンパク質製剤に含まれる凝集体の適切なモニタリングと低減の
必要性が述べられている(73)。 
そこで、CDR にクリップが生じることで抗体分子の凝集体形成に影響があるか否かを評価
した。Yarra SEC-3000カラムで分画したインタクト抗体及び CDRクリップ抗体を 2−8 °Cで 16
箇月又は 24 箇月保管した後、SEC で分析して、ダイマーピークの面積%を算出した。コント
ロールとして未分画のベバシズマブを同様に保管し、分析した。結果を図 35~図 37 及び表 13
に示す。コントロール及びインタクト抗体においては、24 箇月保管後のダイマーピークの増
加はほとんど認められなかった。一方、CDR クリップ抗体においては、ダイマーピークが顕
著に増加した。この結果は、CDR におけるクリップ形成によりダイマー形成が促進されるこ
とを示唆している。従って、CDR のクリップ形成は、ダイマー形成の促進を誘導し、免疫原
性につながる可能性のある重要な品質変化をもたらすことが示唆された。IgG2 mAb の重鎖
CDR3 の切断は凝集を引き起こさない例が報告されており(22)、本研究において得られた結果は、

CDRクリップ抗体の凝集形成に関する新たな知見である。 

 

図 35 コントロールの 2−8°C 保管品の SECのクロマトグラム（insetは拡大図） 
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図 36 インタクト抗体の 2−8°C 保管品の SECのクロマトグラム（insetは拡大図） 
 

 

図 37 CDRクリップ抗体の 2−8°C 保管品の SECのクロマトグラム（insetは拡大図） 
 

表 13 2−8°C保管品の SECのダイマーピーク面積% 
試料 開始時 16箇月 24箇月 

コントロール 1.6 ± 0.0 No Data 1.7 ± 0.0 
インタクト抗体 0.1 ± 0.0 0.2 ± 0.0 0.3 ± 0.0 
CDR クリップ抗体 1.2 ± 0.0 4.6 ± 0.0 7.0 ± 0.0 
繰り返し 3回の測定値の平均値±標準偏差 
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3.2.2 CDRクリップ形成による Fabドメインの熱安定性低下 
CDR におけるクリップ形成が抗体分子の熱安定性に影響するか否かを評価するため、Yarra 

SEC-3000 カラムで分画したインタクト抗体及び CDR クリップ抗体を、示差走査熱量計（DSC）
により分析した。コントロールとして未分画のベバシズマブも同時に分析した。サーモグラム

を図 38に示す。コントロール及びインタクト抗体のサーモグラムにおいて、73 °Cで大きな転
移を、84 °C で小さな転移が認められた。73 °C における転移は、Fab 及び CH2 ドメイン、
84 °C のピークは CH3 ドメインの融解に起因することが報告されている(45)。一方、CDR クリ
ップ抗体のサーモグラムにおいては、73 °C における転移のピーク高さがインタクト抗体の約
50%と小さく、67°C付近に肩が認められた。 
以上の結果から、CDR のクリップ形成により抗体分子の Fab ドメインの熱安定性が低下し
たことが示唆された。この結果は、パパイン消化により生じたインタクトな Fabとクリップさ
れた Fabを含むベバシズマブの Fabフラグメントの DSCにおいて、2つのピーク転移が認めた
Ionescu らの報告と一致していた(45)。また、タンパク質は熱安定性が低いと凝集しやすくなる

傾向があるので、この DSCの結果は、3.2.1項で示した CDRクリップ抗体におけるダイマー形
成促進の結果と一致している。 

 

図 38 各抗体の DSCサーモグラム 
 

3.2.3 CDRクリップ形成による翻訳後修飾の変化 
CHO細胞等に組み換え DNA技術を適用することにより生産される治療用モノクローナル抗
体は、生産・精製・保存の間、及び投与後に生じる翻訳後修飾（post-translational modification; 
PTM）の結果、不均一な物質となる(7,8,9,10)。そこで、代表的な翻訳後修飾である N 末端異性化、
C 末端異性化、メチオニン酸化、脱アミド化及び N-結合型糖鎖多型について、CDR のクリッ
プ形成による影響を評価した。 

73℃

84℃
67℃

コントロール
インタクト抗体

CDRクリップ抗体
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3.2.3.1 N末端異性化・C末端異性化・メチオニン酸化・脱アミド化 
CDR におけるクリップ形成が抗体分子の N 末端異性化・C 末端異性化・メチオニン酸化及
び脱アミド化に影響するか否かを評価するため、2.2.4 項で実施したペプチドマップ質量分析
の結果を解析し、各異性体・修飾体の含量を算出した。なお、ペプチドマップ質量分析におけ

る重鎖及び軽鎖のカバレッジは、インタクト抗体及び CDRクリップ抗体共に 100%であった。
各修飾体の定量結果を表 14 に示す。N 末端異性化（ピログルタミル化）及び C 末端異性化
（リジン欠損、アミド化プロリン）について違いは認められなかった。一方で、CH2 ドメイン
に位置する Met258及び CH3ドメインに位置する Met434の酸化、並びに CH2ドメインに位置
する Asn321の脱アミドについては、インタクト抗体に比べ CDRクリップ抗体では増加が認め
られた。なお、定常領域の Met 残基が酸化された場合、FcRn への結合能の低下することが報
告されており(74)、CDR クリップ抗体では FcRn 親和性の低下が認められた（詳細は 3.2.7 項を
参照）。 
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表 14 N末端異性体・C末端異性体・メチオニン酸化体・脱アミド体の含量（%） 
試料 N 末端異性体 C 末端異性体 メチオニン酸化体 脱アミド体 

 Glu1 pGlua1 Lys453 Gly452 aProb451 Met258 Met434 Asn321 Asn390/395/396 
インタクト抗体 98.9 1.1 N.D. 100.0 N.D. 18.5 5.7 17.3 N.D. 
CDR クリップ抗体 99.0 1.0 N.D. 100.0 N.D. 27.0 12.0 20.1 N.D. 
N.D. =Not Detected 
a: pyroglutamic acid 
b: amidated proline 
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3.2.3.2 N-結合型糖鎖多型 
CDR におけるクリップ形成が抗体分子の N-結合型糖鎖多型へ影響するか否かを評価するた
め、Yarra SEC-3000 カラムで分画した CDR クリップ抗体分子及びインタクト抗体について、
糖鎖プロファイル試験法により N-結合型糖鎖を解析した。コントロールとして、未分画のベ
バシズマブも同様に分析した。結果を図 39及び表 15に示す。コントロール及びインタクト抗
体と比べ、CDRクリップ抗体では、シアロ糖鎖（SA）及びガラクトシル糖鎖（G2F、G1F）に
ついてわずかな増加が認められた（それに伴い、G0Fは減少した）。 

  

図 39 各抗体の糖鎖プロファイルのクロマトグラム（下は拡大図） 
 

表 15 糖鎖プロファイルの各ピーク面積% 
ピーク 

試料 
SA M5 G1 G0 G2F G1F G0Fa 

コントロール 0.1 ± 0.1 0.6 ± 0.0 0.1 ± 0.0 1.4 ± 0.0 0.7 ± 0.0 9.8 ± 0.0 84.3 ± 0.1 
インタクト抗体 0.1 ± 0.0 0.6 ± 0.0 0.1 ± 0.0 1.4 ± 0.0 0.7 ± 0.0 9.8 ± 0.0 84.2 ± 0.1 
CDR クリップ抗体 0.4 ± 0.0 0.7 ± 0.0 0.1 ± 0.0 1.6 ± 0.1 1.0 ± 0.0 11.3 ± 0.0 81.8 ± 0.1 
繰り返し 3回の測定値の平均値±標準偏差 
a：図 39 における G0F’ピークを含む 
SA：シアロ糖鎖、M5：マンノース 5、G0F'：試料調製時の蛍光標識により生じる G0F の異性体ピー
ク、G1：非還元末端にガラクトースが 1 つ結合したデフコシル型糖鎖、G0：非還元末端にガラクト
ースが結合していないデフコシル型糖鎖、G2F：非還元末端にガラクトースが 2 個結合したフコシル
型糖鎖、G1F：非還元末端にガラクトースが 1 個結合したフコシル型糖鎖、G0F：非還元末端にガラ
クトースが結合していないフコシル型糖鎖 
 

コントロール
インタクト抗体
CDRクリップ抗体
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3.2.4 CDRクリップ形成による Fabドメインの疎水性低下 
CDR におけるクリップ形成が抗体分子の疎水性に影響するか否かを評価するため、Yarra 

SEC-3000カラムで分画したインタクト抗体及び CDRクリップ抗体について疎水性を評価した。
また、コントロールとして未分画のベバシズマブを使用した。抗体をリシルエンドペプチダー

ゼ（Lys-C）で消化し、ヒンジ領域の Lys-Thr間の切断により生じた Fcドメイン及び Fabドメ
インを疎水クロマトグラフィー（HIC）により分離した。クロマトグラムを図 40に示す。コン
トロール及びインタクト抗体では、Fcピーク及び Fabピークがそれぞれ 22.9分及び 28.8分に
検出された。一方、CDR クリップ抗体ではインタクト抗体と比較して、28.8 分に検出された
Fab ピークが減少し、22.1 分に検出されたピークが増加した。疎水クロマトグラフィーでは疎
水性の低い分子が先に溶出される。そのため、本試験結果は、CDR のクリップ形成により、
抗体分子の Fabドメインの疎水性が低下したことを示している。この結果は、2.2.6項 1）にお
ける CDRのクリップ形成による抗体分子と SECカラム固定相の疎水性相互作用の低下と一致
している。 

 

図 40 Fc及び Fabドメインの HICクロマトグラム 
 

3.2.5 CDRクリップ形成による酸性電荷異性体の増加（等電点の低下） 
抗体医薬品において、電荷異性体は重要品質特性（CQA）になり得る潜在的重要品質特性
（potential critical quality attribute; pCQA）とされている(13)。CDRにおけるクリップ形成が抗体
分子の電荷分布に影響するか否かを評価するため、Yarra SEC-3000 カラムで分画したインタク
ト抗体及び CDR クリップ抗体をイメージキャピラリー等電点電気泳動（icIEF）で分析した。
コントロールとして未分画のベバシズマブも同時に分析した。エレクトロフェログラム及び各

ピーク面積%を図 41及び表 16に示す。その結果、コントロール及びインタクト抗体と比較し、
CDR クリップ抗体では酸性電荷異性体の顕著な増加が認められた。また、エレクトロフェロ
グラムの主ピークから得られた等電点（Isoelectric Point; pI）を表 17 に示す。コントロール及

Fab

FcCDRクリップFab

コントロール
インタクト抗体
CDRクリップ抗体
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びインタクト抗体の pI は、それぞれ 8.119 と 8.114 であった。一方、CDR クリップ抗体の pI
は 7.955であった。本試験結果より、CDRのクリップ形成により抗体分子の酸性電荷変異体が
増加し、pIが酸性側にシフトすることが示された。 

 

図 41 各抗体の icIEFエレクトロフェログラム 
 

表 16 icIEFの各ピーク面積% 
試料 酸性ピーク面積% 主ピーク面積% 塩基性ピーク面積% 

コントロール 30.4 64.0 5.6 
インタクト抗体 38.0 57.7 4.3 
CDR クリップ抗体 85.8 12.1 2.0 
 

表 17 等電点（pI） 
試料 等電点（pI） 

コントロール 8.119 
インタクト抗体 8.114 
CDR クリップ抗体 7.955 
 

CDR のクリップ形成による酸性電荷変異体増加（pI 低下）の原因として考えられる点を以
下に挙げるが、いずれも寄与している可能性は低いと考えられる。 

• 3.2.3.1 項におけるペプチドマップ質量分析の解析結果から、CDR クリップ抗体では脱ア
ミド体がわずかに増加していた。脱アミド化により抗体に負電荷が誘導されると、陽イオ

ン交換クロマトグラフィーや等電点電気泳動における酸性電荷異性体が生じることが報告

されている(8)。しかしながら、CDR クリップ抗体における脱アミド体の増加は、ごくわず
かであり、icIEF 分析時の酸性ピーク面積%の顕著な増加に寄与しているとは考えにくい。 

• 3.2.3.2 項における糖鎖プロファイル試験の結果から、CDR クリップ抗体ではシアロ糖鎖
のわずかな増加が認められた。シアル酸の存在は、負電荷を導入するため、シアル酸を持

pI
マ
ー
カー

pI
マ
ー
カー

主ピーク

酸性ピーク

塩基性ピーク

コントロール
インタクト抗体
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つ抗体分子は陽イオン交換クロマトグラフィーにおいて早く溶出し、等電点電気泳動では

酸性方向への移動が速くなる(75,76)。しかしながら、CDR クリップ抗体とインタクト抗体
のシアロ糖鎖の差は、わずかに 0.3%であり、icIEF 分析時の酸性ピーク面積%の顕著な増
加に寄与しているとは考えにくい。 

 

CDR のクリップ形成による酸性電荷変異体増加（pI 低下）が抗体分子に与える可能性につ
いて以下に考察する。 

• タンパク質の等電点に近い pH では、タンパク質の正味電荷はゼロに近く、タンパク質の
双極子モーメントによる静電引力がタンパク質間相互作用を支配する。これにより、分子

が非特異的に凝集し、溶解度が低くなることがある(77)。ベバシズマブの製剤処方媒体の

pHは 6.2であり、クリップ形成による塩基性から酸性側への等電点のわずかなシフトは、
抗体分子間の静電反発力を低下させダイマー形成を促進させる可能性がある。3.2.1 項で
は、CDR クリップ抗体におけるダイマー形成の促進が認められている。しかしながら、
CDRでのクリップ形成により、抗体分子の pIが変化したものの、ベバシズマブの処方 pH
からは依然として 1.5 単位以上離れており、pI の変化はダイマー体形成の促進に影響して
いないと考えられる。 

• 2.2.6 項 2）で述べたとおり、CDR のクリップにより抗体分子の pI が酸性側にシフトする
場合、SEC 分析時（移動相 pH 7.0）における CDR クリップ抗体分子の正の電荷はインタ
クト抗体よりも減少する。今回 2.2.2項で用いた 4種類の SECカラムは、耐圧性の要求か
ら、シリカゲルをベースとする充填剤を用いている。シリカゲルはその表面に残存するシ

ラノール基の解離（pKa, 3.5–4.0）により部分的に負電荷を帯びる(78)。CDR クリップ抗体
の pIが酸性側にシフトした（抗体の正電荷が減少した）という icIEFの結果は、抗体分子
とカラム固定相との静電引力が減少することを示唆する。従って、Yarra SEC-3000 カラム
のクロマトグラムにおいて、CDR クリップ抗体がインタクト抗体よりも早く溶出した一
因としてクリップ形成による pI値の低下も考えられる。 

3.2.6 CDRクリップ形成による抗原親和性の低下 
CDR におけるクリップ形成が抗体分子と抗原の親和性に影響するか否かを評価するため、
インタクト抗体及び CDRクリップ抗体について、抗原に対する親和性を ELISAにより評価し
た。ベバシズマブの抗原である血管内皮細胞増殖因子（VEGF）を固相化したプレートに、段
階希釈した抗体を添加し、ホースラディッシュペルオキシダーゼ（HRP）標識抗体を添加後、
吸光度を測定した。得られた吸光度から 4-パラメーター用量反応曲線を作成した（図 42）。
インタクト抗体及び CDRクリップ抗体の EC50（最大レスポンスの 50%に相当するレスポンス
を与える試料濃度）を表 18に示す。その結果、CDRクリップ抗体の EC50は、インタクト抗体

の EC50に比べ約 1.5倍高く、これは CDRクリップ抗体の抗原親和性が、インタクト抗体に比
べ約 3分の 2に低下したことを示す。従って、CDRにおけるクリップ形成は、抗体の基本性能
である抗原親和性を低下させることが確認された。なお、非変性条件下で HICにより分画され
た軽鎖 CDR1にクリップを有する IgG2において、標的分子への親和性が約 10%低下したこと
が以前に報告されている(40)。 
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図 42 抗原アフィニティーELISAの用量反応曲線（繰り返し 1回目） 
紫色（□）：インタクト抗体、橙色（△）：CDR クリップ抗体 
 

表 18 抗原親和性 
試料 EC50（ng/mL）a EC50（×10−10 M）a 

インタクト抗体 19.8 ± 1.2 1.35 ± 0.08 
CDR クリップ抗体 29.5 ± 1.9** 2.01 ± 0.13** 
a：繰り返し 3回の測定値の平均値±標準偏差 
**p値<0.01 
 

3.2.7 CDRクリップ形成による FcRn親和性の低下 
胎児性 Fc 受容体（FcRn）は、内皮細胞及び骨髄由来細胞のリソソームでの IgG の分解を減
少させることにより、IgG の半減期を延長することが知られている(79,80)。FcRn は α 鎖及び β2
ミクログロブリン（β2m）のヘテロダイマーであり、IgG の結合には β2m も関与している。そ
こで、CDRにおけるクリップ形成が抗体分子の FcRnへの親和性に影響するか否かを評価する
ため、インタクト抗体及び CDRクリップ抗体の FcRnに対する親和性を、抗 β2ミクログロブ
リン抗体を用いて ELISAにより評価した。抗 β2ミクログロブリン抗体を固相化したプレート
に FcRn、段階希釈した抗体、HRP 標識抗体を添加し、吸光度を測定した。得られた吸光度か
ら 4-パラメーターの用量反応曲線を作成した（図 43）。インタクト抗体及び CDRクリップ抗
体の EC50（最大レスポンスの 50%に相当するレスポンスを与える試料濃度）を表 19に示す。
その結果、CDRクリップ抗体の EC50は、インタクト抗体の EC50に比べ約 1.5倍高く、これは
CDRクリップ抗体の FcRnへの親和性が、インタクト抗体の約 3分の 2に低下したことを示す。
従って、CDR におけるクリップ形成は、FcRn に対する抗体の親和性を低下させることが確認
された。 

FcRnは CH2-CH3ドメインの表面で IgGに結合するため(48,49,50)、CDRにおけるクリップ形成
が CH2及び/又は CH3ドメインの構造を変化させ、その結果、抗体分子の FcRnへの親和性を

試料濃度 (ng/mL)

吸
光
度



   

52 
 

低下させた可能性が考えられた。加えて、定常領域の Met 残基が酸化された場合、FcRn への
結合能が低下することが報告されている(74) 。3.2.3.1項において CDRクリップ形成により CH2
ドメインに位置する Met258及び CH3ドメインに位置する Met434の酸化体の増加が認められ
ていることから、酸化体の増加も FcRn 親和性に影響を与えていると考えられた（詳細は
3.2.10項を参照）。 

FcRn への親和性低下により、抗体の血中半減期が減少する可能性があることから、CDR の
クリップ形成により抗体医薬品の薬物動態に影響を与える可能性が示唆された。 

 

図 43 FcRnアフィニティーELISAの用量反応曲線（繰り返し 1回目） 
茶色（〇）：インタクト抗体、緑色（◇）：CDR クリップ抗体 
 

表 19 FcRn親和性 
試料 EC50（ng/mL）a EC50（×10−10 M）a 

インタクト抗体 66.3 ± 2.9 4.52 ± 0.20 
CDR クリップ抗体 97.1 ± 7.1** 6.62 ± 0.48** 
a：繰り返し 3回の測定値の平均値±標準偏差 
**p値<0.01 
 

3.2.8 CDRクリップ形成による Fcγ受容体親和性の低下 
抗体は、抗原を結合する役割に加え、Fc 受容体（FcR）と相互作用することによって免疫応
答を制御している。IgGの Fc受容体である Fcγ受容体（FcγR）は、Bリンパ球、マクロファー
ジ、好中球など多種の細胞表面に存在し、免疫系による保護機能に寄与している。さらに、

Fcγ受容体は、IgGの Fc部分に対する親和性の程度と、それが引き起こすシグナル伝達経路の
種類、即ち活性型か阻害型かによってさらに分類される（活性化受容体：FcγRI、FcγRIIA、
FcγRIIC、FcγRIIIA、FcγRIIIB；抑制受容体：FcγRIIB）(81)。ベバシズマブは、VEGF 産生細胞
又は標的細胞のいずれにおいても細胞又は補体を介した細胞毒性を示さないが、ヒト Fcγ 受容

試料濃度 (ng/mL)

吸
光
度



   

53 
 

体及び補体タンパク質 C1qに結合する能力を有しており(82)、多くの抗体医薬品において Fcγ受
容体との親和性は作用機序（Mechanism of action; MoA）に関わる重要な機能である。 
そこで、CDRでのクリップ形成が抗体分子の Fcγ受容体の親和性に影響を与えるか否かを評
価した。インタクト抗体及び CDR クリップ抗体について、非多孔性の親水性ポリマー基材に、
遺伝子組換えヒト FcγRIIIa をリガンドとして導入した TSKgel FcRIIIA NPRカラムを用いて、
FcγRIIIa アフィニティークロマトグラフィーを行った。コントロールとして未分画のベバシズ
マブを同時に分析した。クロマトグラム及び主ピークの保持時間を図 44 及び表 20 に示す。
TSKgel-FcR-IIIA-NPR カラムを用いた FcγRIIIa アフィニティークロマトグラフィーは、IgG の
保持時間と FcγRIIIa親和性に正の相関があることが報告されている(69)。コントロール及びイン

タクト抗体と比較して、CDR クリップ抗体の主ピークは早く溶出した。従って、CDR におけ
るクリップ形成が抗体分子の FcγRIIIaへの親和性を低下させることが示唆された。 

 

図 44 各抗体の FcγRIIIaアフィニティークロマトグラフィーのクロマトグラム 
 

表 20 FcγRIIIaアフィニティークロマトグラフィーにおける主ピークの保持時間 
試料 保持時間（分） 

コントロール 9.456 
インタクト抗体 9.446 
CDR クリップ抗体 9.132 
 

また、IgG の N-結合型糖鎖の構成成分は、FcγRIIIa 親和性及び本アフィニティーカラムにお
ける IgGの保持時間に影響を与えることが報告されている(69,83)。3.2.3.2項で実施した糖鎖プロ
ファイル試験により、CDR クリップ抗体では、シアロ糖鎖及びガラクトシル糖鎖についてわ
ずかな増加が認められた。しかしながら、CDRクリップ抗体において認められた Fcγ受容体に
対する親和性低下は、シアロ糖鎖及びガラクトシル糖鎖の増加には起因しないと、以下の理由

より考えられる。 
• CDR クリップ抗体のシアロ糖鎖の含有量はインタクト抗体より多いが、シアル化は

FcγRIIIaに対する IgG分子の親和性に影響を与えないことが報告されている(83)。 

コントロール
インタクト抗体

CDRクリップ抗体
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• 非還元末端のガラクトース残基含有量は IgGの FcγRIIIaへの親和性と正の相関があること
が報告されているが(69)、CDR クリップ抗体はインタクト抗体よりもガラクトース含有量
が多い。 
ヒト Fcγ受容体は主に CH2ドメインにより IgGに結合するため(51)、重鎖 CDR3でのクリッ
プ形成により、CH2ドメインの構造が変化して、抗体分子の FcγRIIIaへの親和性が低下したと
考えられた。この結果は、Fcγ 受容体を介した抗体の各種機能が広く低下する可能性を示唆し
ている。 

3.2.9 CDRクリップ形成による抗体分子の高次構造への影響 
FcRnとの結合部位は IgG重鎖の定常領域 CH2-CH3ドメインに存在し、Fcγ受容体との結合
部位は CH2 ドメインに存在する事が知られている(48,49,50,51)。従って、CDR クリップ抗体にお
ける FcRnや Fcγ受容体への親和性低下は、CDRの構造変化が CH2領域まで伝達され得る可能
性を示唆している（図 45）。CDRの切断部位と CH2 ドメインとは空間的に 60 Å以上離れて
いる（PDB coordinate ID: 1HZH(52)の場合）（図 46）。この距離はヘモグロビンの直径（55 Å）
よりも長いため、CDR の構造変化が CH2 領域まで伝達され得るかは検討する必要がある。そ
こで、抗体分子の高次構造が CDRのクリップ形成で変化するのかを解析した。 

 

図 45 CDRでのクリップ形成が CH2ドメインへ影響を及ぼす可能性 
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図 46 CDRと CH2ドメインの距離（PDB coordinate ID: 1HZH(52)） 
 

タンパク質の高次構造解析には、円偏光二色性（circular dichroism; CD）、蛍光、フーリエ
変換赤外分光（Fourier Transform Infrared Spectroscopy; FTIR）、DSC、等温熱量測定、超遠心法
（AUC）、SEC等がある。これらの手法により得られるのは分子全体の構造情報に限定され、
タンパク質構造のわずかな違いや部分的な違いを検出するには適していない。2.2.6 項におい
て述べたとおり、CDR のクリップ形成により抗体分子の流体力学的半径が増加している可能
性は低く、分子全体の構造変化は生じていない可能性が高い。従って、本研究における高次構

造評価にこれらの手法を用いるのは適さないと考えられた。 
高い分解能で高次構造を評価出来る方法に X 線結晶構造解析や核磁気共鳴（NMR）がある。
しかし、全長の抗体は結晶化が困難である。また、クリスタルパッキングの影響で溶液中の構

造を反映しない可能性もある。一方、NMR は高濃度のサンプルが必要なだけでなく、サンプ
ルを予め安定同位体でラベルしておく必要がある。そこで何れの方法も CDR クリップ抗体の
高次構造解析には適用が困難である。 
近年、タンパク質の高次構造を評価する手法として、水素／重水素交換－質量分析（HDX-

MS）が認識されてきた。水素交換法は、1950 年代初頭に Linderstrøm-Lang によって考案され、
彼とその共同研究者たちによって研究が進められた。Lang は、水素-重水素交換を測定する全
く新しい方法を開発し、研究所の同僚と共に、様々な溶液条件下で複数のタンパク質やペプチ

ドの水素交換について研究を行った(84,85,86)。しかしながら、この技術は非常に難しく、実験的

なアーティファクトが起こりやすかった。1960 年代には、放射性同位体であるトリチウムと
その液体シンチレーション計数による測定が可能になり、アーティファクトがなく、正確なト

リチウムゲルろ過 HX法が Englanderにより報告され(87)、その後 20年間水素交換研究の主流と
なった。さらに、水素交換は質量分析を組み合わせた手法である HDX-MS を用いることで、
質量以上に様々な情報を得ることが可能となる。例えば、フォールディング/アンフォールデ
ィング、コンフォメーション変化、構造の不均一性、結合及び凝集の影響などを調べるために

用いられてきた(88)。1993年には、Zhang と Smithにより、重水素標識の後にペプシン消化を行
い、タンパク質を断片化することで分解能を上げ、局所的な情報を得ることが出来る方法が報

告された(70)。この手法はタンパク質の原子座標を与えることは出来ないが、ペプチドレベルの

分解能で構造変化を捉えることが可能であることから、本研究では HDX-MS を用いて高次構
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造の評価を行うこととした。HDX-MSは、特に他の手法に比べサンプル使用量が少ないこと、
分子量の大きなタンパク質に適用できること、短時間で解析できること等が主な利点として挙

げられる。現在、抗体については運動性評価(89)、エピトープマッピング(90,91)、凝集体の特性解

析(92)など、種々の応用が報告されている。 
タンパク質における HDX-MS では、試料を重水で希釈することでペプチド結合のアミド軽
水素が重水素に交換される。その交換速度はアミド水素の周辺環境に依存し、水素結合に関与

せずタンパク質表面に位置しているアミド水素の交換速度は大きい。一方、水素結合している

アミド水素やタンパク質内部にあるアミド水素の交換速度は小さい。そこで、重水素化速度を

評価することにより高次構造に関する情報を得ることが出来る。なお、アミノ酸側鎖の水酸

基・チオール基・アミノ基などの水素も重水素化されるが、アミド水素に比べて交換速度は圧

倒的に大きい。そこで、重水素化反応後のペプシン消化・HPLC 分離の過程で軽水素へ逆交換
される。このように、HDX-MSはアミド水素の環境にフォーカスして解析出来る手法である。
HDX-MSで解析した交換速度パターンと NMRで解析した交換速度パターンとの良い一致がカ
ルモジュリンについて報告されている(93)。 
なお、HDX-MS は、溶液中のタンパク質の水素/重水素交換速度の変化について評価を行う
という性質上、動的な構造変化の情報は得られるが、立体構造そのもの（すなわち、各原子の

座標）を決定することはできない。そのため、HDX-MSのデータを「定量的」な議論に利用す
ることは通常難しく、「定性的」な分析に留める傾向がある。しかしながら、本研究では、

CDR クリップ形成による構造変化及びその部位を解析することが目的であることから、HDX-
MS を適用した。なお、クライオ電子顕微鏡（cryo-EM）法は、構造多型を直接評価出来るた
め(94)、CDR のクリップ形成により抗体分子のダイナミクスがそのように変化するのかを解析
出来ると考えられる。2章で示したとおり、本研究により、適切な SECカラムを選定すること
で CDR にクリップを持つ抗体分子を高純度で単離可能になったことから、今後 cryo-EM 法に
より抗体分子のダイナミクスへの影響を解析出来るようになると期待される。 

 
インタクト抗体及び CDRクリップ抗体を重水で調製した溶媒で希釈し、25 °Cにおいて 0分
（重水素化なし）、0.5、2、12、60及び 240分間、重水素化反応を行った。その後、サンプル
を 4 °C に移しクエンチ溶液を添加して反応を停止した。次にペプシン固定化カラムを用いて
サンプルをペプシン消化し、得られたペプチド断片を、逆相カラムを用いた LC-MS により分
離し、各ペプチド断片の質量を求めた。分子の外側に位置する水素は重水への交換速度が速く、

内側に位置する水素の交換速度は遅いため、インタクト抗体と CDR クリップ抗体について各
ペプチド断片の重水への交換速度を比較することで、CDR におけるクリップ形成が抗体分子
の局所的な高次構造に与える影響を確認することが可能となる。 
各サンプルの重水素取り込み量を比較したバタフライプロットを図 47及び図 48に示す。横
軸は検出されたペプチド断片、縦軸は各ペプチド断片の相対的な重水素取り込み量、灰色の棒

グラフは 2つのサンプル間の重水素化量の差の合計を示す。本試験においては、高いスコアの
シーケンスカバレッジが達成され（重鎖：90.3%、軽鎖：94.9%）、重鎖及び軽鎖共に CDR を
含むペプチド断片が検出された（図 49 及び図 50）。一方、ヒンジ領域のシーケンスカバレッ
ジは低かった。この結果は、ベバシズマブの HDX-MS 分析に関する以前の報告と一致してい
る(92,95)。 
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インタクト抗体と CDR クリップ抗体の重水素取り込み量を比較し、違いが認められたペプ
チド断片を以下に、各ペプチド断片の重水素取り込み量を図 51及び図 52に示す。 

• インタクト抗体と比較して CDR クリップ抗体の重水素取り込み量の増加が認められたペ
プチド断片 

• 重鎖可変（Variable Heavy Chain; VH）領域：Leu4−Leu18、Asp111−Leu118 及び
Val119−Ala124 

• 重鎖定常領域 CH2ドメイン：Ile259−Thr266及び His316−Glu324 
• 軽鎖可変（Variable Light Chain; VL）領域：His55−Asp70 

• インタクト抗体と比較して CDR クリップ抗体の重水素取り込み量の減少が認められたペ
プチド断片 

• VHドメイン：Trp47−Thr53 
• CH2ドメイン：Cys267−His274 

インタクト抗体と比較して CDR クリップ抗体の重水素取り込み量の増加が認められたペプ
チド断片は、CDR のクリップ形成により、これらのペプチド付近の部位が相対的に外側に露
出したことを示唆している。一方、インタクト抗体と比較して CDR クリップを抗体の重水素
取り込み量の減少が認められたペプチド断片は 、CDR のクリップ形成により、これらのペプ
チド付近の部位が相対的に内側に位置したことを示唆している。 
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図 47 HDX-MSのバタフライプロット（重鎖） 
緑：重水素取り込み時間 0.5 分、橙：重水素取り込み時間 2 分、青：重水素取り込み時間 12 分、灰：重水素取り込み時間 60 分、赤：重水素取り込み時間
240 分、灰色の棒：インタクト抗体と CDR クリップ抗体の重水素化量の差の合計 
赤枠：インタクト抗体と比較して CDR クリップ抗体の重水素取り込み量の増加が認められたペプチド断片、青枠：インタクト抗体と比較して CDR クリップ
抗体の重水素取り込み量の減少が認められたペプチド断片 
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図 47 HDX-MSのバタフライプロット（重鎖）（続き） 
緑：重水素取り込み時間 0.5 分、橙：重水素取り込み時間 2 分、青：重水素取り込み時間 12 分、灰：重水素取り込み時間 60 分、赤：重水素取り込み時間
240 分、灰色の棒：インタクト抗体と CDR クリップ抗体の重水素化量の差の合計 
赤枠：インタクト抗体と比較して CDR クリップ抗体の重水素取り込み量の増加が認められたペプチド断片、青枠：インタクト抗体と比較して CDR クリップ
抗体の重水素取り込み量の減少が認められたペプチド断片 
  

CH2 domain
CH3 domain
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図 48 HDX-MSのバタフライプロット（軽鎖） 
緑：重水素取り込み時間 0.5 分、橙：重水素取り込み時間 2 分、青：重水素取り込み時間 12 分、灰：重水素取り込み時間 60 分、赤：重水素取り込み時間
240 分、灰色の棒：インタクト抗体と CDR クリップ抗体の重水素化量の差の合計 
赤枠：インタクト抗体と比較して CDR クリップ抗体の重水素取り込み量の増加が認められたペプチド断片 
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図 49 HDX-MSのカバレッジマップ（重鎖） 
赤枠：インタクト抗体と比較して CDR クリップ抗体の重水素取り込み量の増加が認められたペプチ
ド断片、青枠：インタクト抗体と比較して CDR クリップ抗体の重水素取り込み量の減少が認められ
たペプチド断片 
赤文字は CDR を示す。検出されなかったアミノ酸を無地で示す。太い青の縦線は重鎖 CDR3 の切断
箇所を示す。各ドメインは以前報告されたレポートを参照した(96,97)。 
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図 50 HDX-MSのカバレッジマップ（軽鎖） 
赤枠：インタクト抗体と比較して CDR クリップ抗体の重水素取り込み量の増加が認められたペプチ
ド断片 
赤文字は CDR を示す。検出されなかったアミノ酸を無地で示す。各ドメインは以前報告されたレポ
ートを参照した(96,97)。 
 

 
 

 

図 51 HDX-MSにおける各ペプチド断片の重水素取り込み量（重鎖） 
青：インタクト抗体、赤：CDR クリップ抗体 
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図 51 HDX-MSにおける各ペプチド断片の重水素取り込み量（重鎖）（続き） 
青：インタクト抗体、赤：CDR クリップ抗体 
 

 

図 52 HDX-MSにおける各ペプチド断片の重水素取り込み量（軽鎖） 
青：インタクト抗体、赤：CDR クリップ抗体 
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以上のとおり、HDX-MS の結果から、CDR のクリップ形成により重鎖及び軽鎖の可変領域
（VH/VL）及び CH2 ドメインの一部に高次構造変化が認められた（図 53）。すなわち、CDR 
H3でのクリップ形成が VHドメインの高次構造を変化させるだけでなく、VLドメイン、更に
は CH2ドメインの高次構造まで変化させて、FcRn結合や Fcγ受容体結合という活性にまで影
響し得ることが明らかとなった。考察については 3.2.10項にて述べる。 

 

図 53 CDR H3におけるクリップ形成により構造変化が認められたセグメントを intact 
human IgG b12（PDB coordinate ID: 1HZH(52)）の結晶構造の上にマッピングした図 

マッピングした方の重鎖と軽鎖をそれぞれ palecyan と wheat で表示した。マッピングに用いなかった
方の重鎖と軽鎖をそれぞれ、gray 80%と gray 40%で表示した。構造変化が認められたセグメントに色
を付け、セグメント番号でラベルした。クリップ形成が起こる CDR H3 を赤で表示した（1HZH では
残基 95−102）。各セグメントの残基番号、アミノ酸配列と色は表 21 を参照のこと。 
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表 21 CDR H3 のクリップ形成で高次構造が変化する bevacizumab のセグメントに対応す
る intact human IgG b12（PDB coordinate ID: 1HZH(52)）のセグメント 

Segment# domain mAb residues amino acid sequence color used（図 53） 
1 VH bevacizumabb L4-L18 LVESGGGLVQPGGSL − 
  1HZHc L4-V18 LVQSGAEVKKPGASV magenta 
2 VH bevacizumabb W47-T53 WVGWINT − 
  1HZHc W47-P52A WMGWINP violet 
3 VH bevacizumabb D111-L118 DVWGQGTL − 
  1HZHc D101-T108 DVWGKGTT orange 
4 VH bevacizumabb V119-A124 VTVSSA − 
  1HZHc V109-A114 VIVSSA yellow 
5 CH2 bevacizumabb I259-T266 ISRTPEVT − 
  1HZHc I266-T273 ISRTPEVT green 
6 CH2 bevacizumabb C267-H274 CVVVDVSH − 
  1HZHc C274-H281 CVVVDVSH cyan 
7 CH2 bevacizumabb H316-E324 HQDWLNGKE − 
  1HZHc H329-E337 HQDWLNGKE marine 
8 VL bevacizumabb H55-D70 HSGVPSRFSGSGSGTD − 
  1HZHc A55-D70 ASGISDRFSGSGSGTD firebrick 
a：同一の残基に下線を付けた。 
b：bevacizumab の残基番号に insertion code やギャップは存在しない。 
c：Kabat numbering convention(98)を採用している 1HZH の残基番号には、多くの insertion code やギャッ
プが存在する。bevacizumab と human IgG b12 は同じ IgG1 サブクラスに属するが、この convention の
ために、1HZH の残基番号と bevacizumab の残基番号が異なることがある。アミノ酸配列のアライン
メントは https://www.uniprot.org/align で実施した。 
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3.2.10 CDRクリップ形成による構造変化と抗体分子の機能・性質への影響 
3.2.9項における HDX-MSの結果から、CDRのクリップ形成により重鎖及び軽鎖の可変領域
（VH/VL）及び CH2 ドメインの一部に高次構造変化が認められた。表 22 に示す HDX-MS 及
び 3.2.1~3.2.8 項で得られた結果から、CDR におけるクリップ形成が抗体分子にどのような影
響を与えるかを本項にて考察する。 

表 22 CDRクリップ形成による構造変化と抗体分子の機能・性質への影響 
項目 CDR クリップ形成による影響 参照項 

機能の低下 抗原親和性 低下 3.2.6 
 FcRn 親和性 低下 3.2.7 
 Fcγ受容体親和性 低下 3.2.8 
安定性の低

下 
ダイマー形成 促進 3.2.1 
熱安定性 Fab ドメインの熱安定性：低下 3.2.2 

その他各種

性質の変化 
疎水性 Fab ドメインの疎水性：低下 3.2.4 
翻訳後 
修飾 

N 末端異性化・C 末

端異性化・メチオニ

ン酸化・脱アミド化 

N 末端異性化及び C 末端異性化：変化なし 
メチオニン酸化及び脱アミド化：増加 

3.2.3.1 

N-結合型糖鎖 シアロ糖鎖及びガラクトシル糖鎖：増加 3.2.3.2 
電荷異性体（等電点） 酸性電荷異性体：増加（等電点：低下） 3.2.5 

高次構造  重水素取り込みが増加したペプチド断片

（相対的に外側に露出）： 
・VH ドメイン：Leu4−Leu18、
Asp111−Leu118及び Val119−Ala124 
・CH2 ドメイン：Ile259−Thr266及び
His316−Glu324 
・VL ドメイン：His55−Asp70 
重水素取り込みが減少したペプチド断片

（相対的に内側に位置）： 
・VH ドメイン：Trp47−Thr53 
・CH2 ドメイン：Cys267−His274 

3.2.9 

 

1） ダイマー形成の促進 
Zhangらは、ベバシズマブの Fabフラグメントの CDR内の 3つのペプチド（CDR L2
を含む LC48−54、CDR H1を含む HC27−35及び CDR H2を含む HC54−64）において、
凝集後に溶媒保護が増加（重水素取り込みが低下）すること、これが熱ストレスによ

る抗体分子の凝集の原因となる分子間相互作用に寄与する可能性があることを報告し

た(92)。3.2.9項における HDX-MSの結果から、CDR H2を含む Trp47−Thr53のペプチド
断片において、インタクト抗体と比較して CDRクリップ抗体の重水素取り込み量の減
少が認められた（図 51）。一方で、CDR L2及び CDR H1においては、有意な変化を
示すペプチド断片は認められなかった。熱ストレスと CDR H3 のクリップ形成は何れ
も凝集を誘導するが、熱ストレスによる構造変化とクリップ形成によって引き起こさ

れる構造変化は同じではないことを、この違いは示唆している（表 13 及び図 37）。
他の抗体分子と直接的にダイマー形成に関与するセグメントは、HDX-MS 分析により
溶媒保護の増加を示すと予想される。CDR H3 におけるクリップ形成により溶媒保護
が増加したセグメントは、CDR H2のみであったため、3.2.9項における HDX-MSデー
タの高いカバー率（90%以上）を考慮すると、このセグメントがダイマー形成の部位



   

67 
 

である可能性は十分にあると考えられる。従って、重鎖 CDR3 のクリップ形成により、
CDR H2 を含む Trp47−Thr53 付近が内側に位置することで、溶媒へのアクセシビリテ
ィーが低下し、抗体分子の凝集を誘発した可能性が高いと考えられた。 

CDR のクリップ形成により Fab ドメインの熱安定性低下が確認されているが（3.2.2
項）、一般的に、熱安定性が低いタンパク質は凝集しやすい。 
以上のように、重鎖 CDR3のクリップ形成により、凝集に関わる CDR H2の構造変
化（溶媒へのアクセシビリティー低下）及び Fab ドメインの熱安定性低下が生じて、
ダイマー形成が促進されたと考えられる。 

 
2）  メチオニン酸化の増加 

3.2.3.1 項において、CDR クリップ抗体では、CH2 ドメインに位置する Met258 及び
CH3 ドメインに位置する Met434 の酸化体の増加が認められた。これらのメチオニン
残基が酸化を受けやすいのは、CH2-CH3 ドメインの表面に近く、露出しているからだ
と予想されている (8)。3.2.9 項における HDX-MS の結果から、Met258 近傍の
Ile259−Thr266 ペプチド断片において、インタクト抗体と比較して CDR クリップ抗体
の重水素取り込み量の増加が認められた（図 51）。このことは、重鎖 CDR3のクリッ
プ形成により CH2 ドメインの Ile259−Thr266 付近が相対的に外側に露出したことを示
唆しており、その結果、Met258における酸化が促進したと考えられた。 
なお、メチオニン酸化増加による FcRn親和性への影響は、本項 6）にて後述する。 

 
3） シアロ糖鎖及びガラクトシル糖鎖の増加 

3.2.3.2項において、CDRクリップ抗体の N-結合型糖鎖は、インタクト抗体に比べ、
シアロ糖鎖（SA）及びガラクトシル糖鎖（G2F、G1F）についてわずかな増加が認め
られた（それに伴い、G0F は減少した）。ベバシズマブの N-結合型糖鎖の結合部位は、
重鎖 Asn303 である。 3.2.9 項における HDX-MS の結果から、Asn303 近傍の
His316−Glu324 ペプチド断片において、インタクト抗体と比較して CDR クリップ抗体
の重水素取り込み量の増加が認められた（図 51）。これは、重鎖 CDR3のクリップ形
成により CH2ドメインの His316−Glu324付近が相対的に外側に露出したことを示唆し
ている。その結果、シアル酸転移酵素やガラクトース転移酵素が抗体分子の N-結合型
糖鎖にアクセスしやすくなり、シアロ糖鎖（SA）及びガラクトシル糖鎖（G2F、G1F）
がわずかに増加したと考えられた。 

 
4） 酸性電荷異性体の増加（等電点の低下） 

3.2.5項において、CDRクリップ抗体では酸性電荷異性体が増加（等電点が低下）し
ていることが確認された。3.2.9 項における HDX-MS の結果から、CDR クリップ抗体
において重水素取り込み量の増加が認められた重鎖 Leu4−Leu18、Asp111−Leu118、
Ile259−Thr266、His316−Glu324 及び軽鎖 His55−Asp70 のペプチド断片には、酸性アミ
ノ酸であるアスパラギン酸及びグルタミン酸が含まれている。従って、重鎖 CDR3 の
クリップ形成により酸性アミノ酸残基が相対的に外側に露出したことが酸性電荷の増

加に寄与していると考えられた。なお、酸性電荷異性体の増加にはシアロ糖鎖や脱ア

ミド体が関係すると考えられるが(8,75,76)、CDR でのクリップ形成によるシアロ糖鎖や
脱アミド体の増加はわずかであり（3.2.3 項）、酸性電荷異性体の増加（等電点の低下）
には影響していないと考えられた。 
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5） 抗原への親和性低下 
ベバシズマブとその抗原である VEGFとの結合には、重鎖 1つ目の CDR（CDR H1）
の Asn31及び Tyr32、重鎖 2つ目の CDR（CDR H2）の Trp50及び Asn52、重鎖 3つ目
の CDR（CDR H3）の Tyr95, Ser100B及び Trp100D、軽鎖 3つ目の CDR（CDR L3）の
Trp96 の寄与が大きい(99)。3.2.9 項における HDX-MS の結果から、VH ドメインに位置
する重鎖 CDR2 を含む Trp47−Thr53 のペプチド断片において、インタクト抗体と比較
して CDR クリップ抗体の重水素取り込み量の減少が認められた（図 51）。この結果
は、重鎖 CDR3 のクリップ形成により、VEGF との結合に関わる VH ドメインの
Trp47−Thr53 付近が内側に位置することで、3.2.6 項に示す抗原に対する抗原親和性低
下を誘発した可能性を示唆している。 

 

6） FcRnへの親和性低下 
Ile253、His310及び His435に変異を有する組換え Fcフラグメントでは、マウスにお
いて FcRnに対する親和性の低下及び FcRnを介した機能が低下することが報告されて
いる  (48,49,50)。これらの残基は、それぞれベバシズマブ重鎖の Ile259、His316 及び
His441 に相当する。3.2.9 項における HDX-MS の結果から、CH2 ドメインに存在する
Ile259を含む Ile259−Thr266及び His316を含む His316−Glu324のペプチド断片において、
インタクト抗体に比較して CDRクリップ抗体の重水素取り込み量の増加が認められた
（図 51）。この結果は、重鎖 CDR3のクリップ形成により、CH2ドメインの局所的な
高次構造変化（Ile259−Thr266及び His316−Glu324付近が外側に露出）が生じ、3.2.7項
における抗体分子の FcRn への親和性の低下を誘発した可能性が高いことを強く示唆
している。 
また、定常領域の Met残基が酸化された場合、FcRnへの結合能の低下が報告されて
いる(74) 。3.2.3.1項において、CDRクリップ抗体では CH2ドメインに位置する Met258
及び CH3 ドメインに位置する Met434 の酸化体の増加が認められた。これは、重鎖
CDR3 のクリップ形成により CH2 ドメインの Ile259−Thr266 付近が相対的に外側に露
出し、Met258における酸化が促進したためと考えらえた。 
以上の結果から、CDR クリップ形成により、CH2 ドメインの構造変化、及びそれに
伴うメチオニン酸化の増加により FcRn親和性が低下したと考えられた。 

FcRn への親和性低下により、抗体の血中半減期が減少する可能性があることから、
CDR のクリップ形成は抗体医薬品の薬物動態に影響を及ぼす可能性があると示唆され
た。 

 
7） Fcγ受容体への親和性低下 

各種 Fcγ受容体との相互作用に関与するヒト IgG1のアミノ酸残基を同定するため、
Shieldsらはヒト IgG1の点変異体（主に Ala変異体）を作成し、以下について報告して
いる (51)。 
• すべての Fcγ 受容体と直接相互作用する可能性のある IgG1 のアミノ酸残基：

Leu234−Pro238、Ala327及び Pro329（場合により Asp265も） 
• 影響を与える可能性がある部位：Asp265及び Asn297 
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• Ser239、Ser267（Gly 変異の場合のみ）、His268、Glu293、Gln295、Tyr296、
Arg301、Val303、Lys338 及び Asp376 を Ala に置換することで、FcγRIIIa への結合
が 40%以上減少した。 

• 対照的に、T256A、K290A、S298A、E333A、K334A 及び A339T の変異体では
FcγRIIIaへの結合が向上した。 
ヒト化抗 IgE-E27 IgG1の Thr256、Asp 265、Ser 267及び His 268(51)は、それぞれベバ

シズマブ重鎖の Thr262、Asp 271、Ser 273 及び His274 に相当する。3.2.9 項における
HDX-MSの結果から、CH2ドメインに存在する Thr262を含む Ile259−Thr266のペプチ
ド断片において、インタクト抗体に比較して CDRクリップ抗体では重水素取り込み量
の増加が認められた（図 51）。一方、CH2ドメインに存在する Asp 271、Ser 273及び
His 274を含む Cys267−His274のペプチド断片においては、インタクト抗体に比較して
CDRクリップ抗体では重水素取り込み量の減少が認められた（図 51）。この結果は、
重鎖 CDR3 のクリップ形成により、CH2 ドメインにおける局所的な高次構造変化
（Ile259−Thr266 付近が外側に露出し、Cys267−His274 付近が内側に位置）を誘発し、
3.2.8 項における FcγRIIIa への親和性低下が生じたと考えられた。これは CDR のクリ
ップ形成により、Fcγ 受容体を介した抗体の各種機能が広く低下する可能性を示唆し
ている。 
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3.3 小括 
抗体医薬品に含まれる切断体の中でも、CDR に切断（クリップ）を有する抗体分子の存在
は、これまでに複数報告されているが、その活性及び安定性についてはこれまでにほとんど解

明されていない。これは、CDR クリップ抗体とインタクト抗体のサイズの違いが限定的であ
ることから、非変性条件下で CDR クリップ抗体をインタクト抗体から分離することが困難な
ためである。2 章で示したとおり、Yarra SEC-3000 カラムを用いたサイズ排除クロマトグラフ
ィー法により、抗体医薬品にわずかに含まれる CDR クリップ抗体を、非変性条件下で、純度
高く単離/回収することが可能となった。そこで、本章では、Yarra SEC-3000カラムにより単離
/回収した CDR クリップ抗体について、抗体分子の機能・安定性・その他各種性質について解
析を行い、インタクト抗体と比較した。その結果、CDR のクリップ形成による以下の影響を
観測した。 

• 機能の低下：抗原・FcRn・Fcγ受容体への親和性低下 
• 安定性の低下：ダイマー形成促進、Fabドメインの熱安定性の低下 
• その他各種性質の変化：Fab ドメインの疎水性低下、メチオニン酸化体・脱アミド体・シ
アロ糖鎖・ガラクトシル糖鎖・酸性電荷異性体の増加（等電点の低下） 

FcRn及び Fcγ受容体との結合部位は IgGの重鎖の定常領域 CH2-CH3及び CH2ドメインに存
在する事が知られている。従って、CDRクリップ抗体における FcRn及び Fcγ受容体への親和
性低下は、CDR におけるクリップ形成が CH2 領域まで伝達され得る可能性を示唆している。
CDR の切断部位と CH2 ドメインとは空間的に 60 Å 以上離れているため、CDR の構造変化が
CH2 領域まで伝達され得るかを検討する必要があった。そこで、抗体分子の高次構造が CDR
のクリップ形成で変化するのかを HDX-MS を用いて解析した。その結果、CDR のクリップ形
成により重鎖及び軽鎖の可変領域（VH/VL）及び CH2 ドメインの一部に高次構造変化が認め
られた。本研究により、CDR H3 でのクリップ形成が VH ドメインの高次構造を変化させるだ
けでなく、VLドメイン、更には CH2ドメインの高次構造まで変化させて、FcRn結合や Fcγ受
容体結合という活性にまで影響し得ることが明らかとなった。 
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4 結論 
抗体医薬品において、切断体は、活性・有効性・安全性・免疫原性・薬物動態に影響する可

能性があることから、重要品質特性（CQA）の 1 つとされている。IgG のヒンジ領域における
ペプチド結合は非酵素的切断を受け、desFab 及び Fab フラグメントを生成する(17,21,23,32,33)。こ

の切断の生成物である desFab 及び Fab は、非変性条件下でサイズ排除クロマトグラフィー
（SEC）によってインタクトな抗体分子（インタクト抗体）から簡単に分離することが可能で
あり、これらの生成物の生物活性はそれぞれ低下又は全くないことが知られている(18)。IgG で
はヒンジ領域での切断に加え、相補性決定領域（CDR）での切断も報告されている(22,41,42,43)。

CDR に切断（クリップ）を有する抗体分子（CDR クリップ抗体）の活性はインタクトな抗体
分子の活性よりも低いと予想されるが、その活性及び安定性についてはこれまでにほとんど解

明されていなかった(23)。その要因は、CDR クリップ抗体とインタクト抗体のサイズの違いが
限定的であるため、非変性条件下で CDR クリップ抗体をインタクト抗体から分離することが
困難なためである。そこで、本研究では、抗体分子の切断体の中でも、非変性条件下での分離

が困難であることからその特性がこれまで解明されていなかった CDR クリップ抗体について
着目した。 

CDR クリップ抗体の特性を明らかにするためには、熱等のストレスに晒されていない抗体
医薬品中にわずかに含まれる CDR クリップ抗体を、界面活性剤や変性剤を含まない非変性条
件下で単離/回収する必要がある。しかしながら、これまでにそのような手法は報告されてい
ない。そこで、まず CDR クリップ抗体を含む抗体医薬品（ベバシズマブ）を選定し、非変性
条件下での単離/回収方法を、4 種の SEC カラムを検討して実施した。その結果、Yarra SEC-
3000 カラムを用いたサイズ排除クロマトグラフィー法により、ベバシズマブの重鎖 CDR3 の
Ser105−Ser106 間のペプチド結合が切断された CDR クリップ抗体を非変性条件下で単離/回収
する手法を確立することに成功した。なお、CDR クリップ抗体は、通常（非変性条件下）、
重鎖 N 末端フラグメントと非共有結合的な会合をしており、SEC カラム固定相との相互作用
が減少することで、SEC 分析時にインタクト抗体よりも早く溶出することが示唆された。本サ
イズ排除クロマトグラフィー法は、試料中にわずかに含まれる CDR クリップ抗体を、熱処理
等で増加させることなく未処理のまま純度高く回収することが可能である。このことから、ス

トレス処理による CDR クリップ抗体以外の切断体やその他不純物を過剰に含まない、CDR ク
リップ抗体単独の詳細な特性解析が可能となった。 
確立したサイズ排除クロマトグラフィー法を用いて CDR クリップ抗体を単離/回収し、CDR
におけるクリップ形成が抗体分子の機能・性質に与える影響を解析した。その結果、機能の低

下（抗原・胎児性 Fc受容体（neonatal Fc receptor; FcRn）・Fcγ受容体への親和性低下）、安定
性の低下（ダイマー形成促進、Fab （antigen binding fragment）ドメインの熱安定性の低下）、
その他各種性質の変化（Fab ドメインの疎水性低下、メチオニン酸化体・脱アミド体・シアロ
糖鎖・ガラクトシル糖鎖・酸性電荷異性体の増加（等電点の低下））が観測された。FcRn 及
び Fcγ 受容体への親和性低下は、CDR の構造変化が CH2 領域まで伝達され得る可能性を示唆
しており、抗体分子の高次構造が CDR のクリップ形成で変化するのかを水素-重水素交換質量
分析（HDX-MS）を用いて解析した。その結果、CDR のクリップ形成により重鎖及び軽鎖の
可変領域（VH/VL）及び CH2ドメインの一部に高次構造変化が認められた。即ち、CDR H3で
のクリップ形成が VH ドメインの高次構造を変化させるだけでなく、VL ドメイン、更には 
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CH2 ドメインの高次構造まで変化させて、FcRn 結合や Fcγ 受容体結合という活性にまで影響
し得ることが明らかとなった。さらに、その変化が抗体分子に様々な影響を与えている可能性

が示唆された。本研究により見出された CDR クリップ形成による抗体分子への影響とそれら
の相関を図 54に示す。 

CDR でのクリップ形成が抗体分子の機能・性質にどのような影響を与えるかは、これまで
CDR クリップ抗体を単離/回収可能な手法がなく解析出来なかった。そのため、抗体医薬品に
おいて CDR クリップ抗体を管理する必要があるか否かは不明確であった。本研究は、CDR の
クリップ形成が、抗体医薬品としての活性・有効性・安全性・免疫原性・薬物動態、その他各

種性質という広い範囲に渡って影響を及ぼすことを見出した。従って、抗体医薬品において、

CDR クリップ抗体の含量を制御し、適切に管理する必要があることが明らかとなった。以上
のことから、本研究の成果は、抗体医薬品の品質管理において重要な知見となり、抗体医薬品

の有効性・安全性の向上に寄与すると考えられる。 

 

図 54 CDRクリップ形成による抗体分子への影響とそれらの相関 
矢印（黒）：CDR クリップ形成により影響を与えていると考えられる相関 
矢印（灰）：CDR クリップ形成による影響はない（又は可能性が低い）と考えられる相関 
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5 論文 
関連論文 
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of a Monoclonal Antibody Variant Species with a Clipping in the Complementarity Determining 

Region Isolated by Size Exclusion Chromatography Under Native Conditions. J Pharm Sci. 

2021;110:3367-3374. 

2. Atsumi Y, Yamada A, Kojima Y, Yagi Y, Nishimura K, Wakamatsu K. Clip Formation in the 

Complementarity Determining Region of Bevacizumab Lowers Monomer Stability and Affinity for 

both FcRn and FcγR: A Comprehensive Characterization of the Clipped Variant Including its Higher 

Order Structure. J Pharm Sci.（印刷中）. 
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