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● TSKgel  FcR − IIIA − NPR を用いた血中 IgG 分離
　パターン測定による疾患検査法の開発

研究企画部　オープンイノベーション推進グループ　　秋山　泰之
バイオサイエンス事業部　第一開発部　技術グループ　　森本　篤史

1．はじめに

　液性免疫の重要な要素の一つである抗体（図１）は、

中和活性、補体依存性細胞傷害活性（CDC 活性）、抗

体依存性細胞傷害活性（ADCC 活性）などの免疫活性

に深く関与している 1）。特に、抗体の Fc 領域に付与

する糖鎖構造によって、抗体の活性が大きく影響を受

けることがわかっており 2）、広く利用されている抗体

医薬品の薬効にも影響を与えることから、品質管理に

おけるリスク因子として注目されている。ヒト体内で

産生される抗体に結合している糖鎖構造においても、

性別 3）、年齢 3，4）、妊娠 5）、自己免疫疾患 6）、癌 6）な

ど疾患を含めた身体的変化との関連性が報告されてい

る。これまでの報告では、主に抗体に結合した糖鎖構

造を質量分析計により測定しており、測定に係る作業

の煩雑さ、前処理から解析結果を得るまでの時間の長

さから、糖鎖構造に着目した臨床研究は多くなく、ま

た体内における糖鎖構造変化のメカニズムは未だ明ら

かにされていない。

　そこで当社では、抗体の活性に関わる Fc レセプター

（FcR）の中でも、ADCC 活性に深く関与している Fc

γRIIIa を担体表面に固定化した、アフィニティ分析

カラム TSKgel FcR − IIIA − NPR を用いたヒト血中抗体

の測定法を構築した。本カラムは抗体医薬品の品質管

理や品質向上に向けて商品化した製品であるが、ヒト

血中抗体においても適用可能であることを実証した。

本手法により、血中抗体の糖鎖構造に基づく ADCC

活性の違いを迅速、簡便に明らかにすることが可能と

なる。本稿では、本カラムを用いた血中抗体測定にお

ける基本的性能と、臨床検体を用いた応用例について

述べる。

　なお、本技術はヒト体内で産生される抗体活性の臨

床的有用性およびメカニズム解明に資するものであ

り、SDGs が定める国際目標の内、「すべての人に健

康と福祉を」への貢献が期待できる。

2．基本原理

　抗体による免疫活性の一つである ADCC 活性は、

抗体分子がターゲット細胞上の抗原に結合するだけで

なく、細胞傷害活性を有するエフェクター細胞との結

合に依存して、活性が変わると考えられている。その

結合は、エフェクター細胞上の FcR と抗体の Fc 領域

との結合であり、特にナチュラルキラー細胞（NK 細胞）

上の FcγRIIIa との結合が重要とされている 7）。Fcγ

RIIIa と抗体の Fc 領域との結合が強いほど、ADCC 活

性が強くなることが知られており、その結合能に Fc

領域に結合した糖鎖構造が影響を与えていることが報

告されている 8，9）。例えば、糖鎖構造としてフコース

が結合していると ADCC 活性が低下し、ガラクトー

スが結合すると ADCC 活性が向上することが明らか

となっている 2）。

　本稿で用いている TSKgel FcR − IIIA − NPR は、Fcγ

RIIIa との親和性の違いに基づいて抗体を分離するこ

とができるカラムであり、抗体の ADCC 活性に基づ

いた分析を可能とする 10）。本カラムは、非多孔質性の

親水性ポリマー基材に、遺伝子組換えヒト FcγRIIIa

の細胞外領域をリガンドとして導入した担体を充填し

た HPLC 用カラムである。中性条件で多くの抗体が

FcγRIIIa リガンドに吸着し、酸性条件にすることで溶

出するため、2 液グラジェントが可能な HPLC システ

ムを用いることで、迅速、簡便に測定することが可能

である 11）。
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図１　抗体の構造
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3．基本的性能

［1］標準的分離条件

　 本 稿 で 用 い た カ ラ ム は、4.6mmI.D. × 7.5cm の

PEEK 製カラムである TSKgel FcR − IIIA − NPR に充填

した担体を、4.6mmI.D. × 5cm のステンレス製カラム

に再充填することで得たカラムを用いている。分離能

は低下するものの、分析時間を従来の 3 分の 2 である

約 20 分で測定が可能である迅速性を優先して、本カ

ラムを用いた。

　溶離液は、サンプル導入時の吸着用溶離液（溶離液

A）として 100mM NaCl を含む 10mM クエン酸緩衝液

（pH6.5）、溶出用溶離液（溶離液 B）として 500mM 

NaCl を含む 10mM クエン酸緩衝液（pH4.5）を用いた。

　測定に用いた血液サンプルは、血液を遠心すること

で得た血清を溶離液 A で 20 倍に希釈した後、0.45μm

のフィルターで処理したサンプルを用いている。血液

サンプルの導入量は 10μl としている。

　血液サンプル導入後、不純物が素通りするまで溶

離液 A で平衡化し、その後溶離液 B をグラジェント

で流すことによって血中抗体の分離パターンを得た

（図２）。溶離液 B でのグラジェントを開始してから

得られるピークを溶出時間の早い順に第 1、第 2、第

3 ピークと定義し、全ピーク面積で各ピーク面積の値

を割った値をピーク面積％とした。また異なる検体の

血液サンプルを測定すると、検体毎に抗体分離パター

ンの形状が異なることが確認された（図３）。この結

果から、ヒト血中抗体の分離パターンを取得すること

が可能であり、さらに血中抗体の本カラムとの結合能

の個人差を評価可能であることが確認できた。

［2］溶出時間の補正と測定再現性

　HPLC における測定値は、溶離液組成の変動、カラ

ムのロット、カラムへの夾雑物の付着等、様々な要因

で変動する可能性がある。日内差、日間差を抑えるた

め、補正のための標品を血液サンプル測定毎に測定す

ることで、血中抗体の分離パターンを補正した。

　補正で用いる標品としては、市販の抗体医薬品 X を

用い、標品測定で得られる 3 つのピーク時間と基準と

なる各ピーク時間との差異（図４）から得られる単回

帰式を基に、標品測定直後に測定した血液サンプル

の溶出時間を補正することで、測定間差を補正した

（図５）。基準となる各ピーク時間は、特定時点の標品

の測定結果の値を用いればよく、本評価では、カラム

使用開始日に測定した標品の結果を基に求めた。クオ

リティーコントロールとして、同一検体の血液サンプ

ルを各測定日の開始直後、終了直前、中間時点の 3 点
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で測定することで、血中抗体分離パターンの各ピーク

面積％の変動度を評価した（図６）。各ピーク面積％

の平均値± 10％以内にどの測定値も収まっており、

日間変動度も CV 値 10％以下であることから、安定し

た測定が可能であることが確認できた。

［3］血中抗体の安定性

　血中抗体の保存における分離パターン変化を評価し

た。採血から血清に分離するまでの時間、および血清

分離後の保存期間においても変動は見られないことか

ら、血中抗体の安定性の高さを確認した（図７）。

［4］抗体糖鎖構造と抗体分離パターンとの相関

　血中抗体分離パターンから得られるピーク面積％

と、抗体結合糖鎖比率との相関を評価した（図８）。

抗体結合糖鎖は質量分析計を用いて抗体から切り出し

た糖鎖を測定した。その結果、ガラクトースが結合し

た糖鎖の割合と、第 3 ピーク面積％とが有意に正の相

関を示すことがわかり、糖鎖の違いを抗体分離パター

ンが反映していることを確認した。

4．応用例

［1］肺がん患者の血中抗体評価

　和歌山県立医科大学で収集した非小細胞肺がん患者

（NSCLC）の血清 96 例、慢性閉塞性肺疾患（COPD）

の血清 42 例、東北メディカル・メガバンク機構より
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分譲を受けた健常者の血清 50 例について（表１）、血

中抗体分離パターンを測定した。

　その結果、健常者検体および COPD 検体では、第

3 ピーク面積％（ADCC 活性の高い IgG の割合）に違

いは見られなかったが、NSCLC 患者では第 3 ピーク

面積％が有意に低下した（図９）。喫煙歴等の臨床背

景の似ている COPD、NSCLC 患者間においても有意

差があることから、肺疾患の中でもがん疾患特異的に

値が変動したと考えられる。

［2］肺がん患者の生存予後予測評価

　 免 疫 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト 阻 害 剤（ICI） 投 与 後 の

NSCLC 患者の無増悪生存期間および全生存期間を、

全患者の ICI 投与前の血中抗体分離パターンの第 3

ピーク面積％の中央値を閾値として高値、低値の 2 群

に分けた患者集団で評価した（図 10）。

　その結果、無増悪生存期間に有意差は見られなかっ

たが、全生存期間において投与前の第 3 ピーク面積％

の値が低い群で有意に生存予後が悪いことが明らかと

なった（図 10 A，C）。ICI 投与前に化学療法を受けて

いた検体のみで評価した結果、全生存期間の P 値はよ
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り低い値となった（図 10 B，D）。この結果は、血中

抗体分離パターンががん患者の予後バイオマーカーと

しての可能性を秘めていることを示している。

5．おわりに

　本稿では、アフィニティ分析カラム TSKgel FcR −

IIIA − NPR を用いたヒト血中抗体測定における基本的

性能と、臨床検体を用いた応用例について報告した。

従来、抗体の糖鎖構造解析や活性解析には煩雑な作業

や、解析結果を得るまでの長い時間が必要であったが、

本カラムを用いた新規分析法では簡易な前処理を行っ

た後、HPLC で測定するのみであることから、簡便、

迅速に安定した結果を得ることができる。また血中抗

体分離パターンの相違や変動を基に、疾患の発生、進

行評価にも応用できる可能性があることから、今後ヒ

ト体内で産生された抗体活性を測定することの臨床有

用性および抗体糖鎖構造の変動メカニズム解明の一助

になることを期待したい。
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年齢［中央値（幅）］
性別［n（％）］
　男性
喫煙歴［n（％）］
　現在もしくは元喫煙者
Pack year［中央値（幅）］

検体数 健常者（N＝50）
69.5（60－74）

10（20.0）

0（0）
0（0）

COPD（N＝42）
75（53－90）

37（88.1）

42（100）
55.75（14.5－132）

NSCLC（N＝96）
70（49－91）

75（78.1）

76（79.2）
40.7（0－147）

表１　評価に用いた各検体情報

（A） 全集団

無
増

悪
生

存
率［

％
］ 100

80

60

40

20

0
0 180 360 540 720 900 1080 1260 1440

期間［days］

High
Low

HR, 0.848
95％ Cl, 0.547 －1.32
Log－rank P＝0.4571

No. at risk
Low
High

48
48

14
17

8
10

5
6

2
5

2
3

2
2

1
1

（B） 化学療法治療歴集団

無
増

悪
生

存
率［

％
］

100

80

60

40

20

0
0 180 360 540 720 900 1080 1260 1440

期間［days］

High
Low

HR, 0.955
95％ Cl, 0.587 －1.55
Log－rank P＝0.1510

No. at risk
Low
High

37
38

9
13

5
7

2
5

2
4

2
3

2
2

1
1

（C） 全集団
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（D） 化学療法治療歴集団
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図 10　ICI 投与後の無増悪生存期間（A，B）、全生存期間（C，D）




