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本アプリケーションノートでは、BioAccord システムにより、バイオシミラーの開発における遊離糖鎖解析の信頼

性と⽣産性を改善できることを実証します。

SmartMS を搭載した BioAccord システムは、バイオ医薬品の網羅的解析⽤に設計された、使いやすい LC-MS プ

ラットホームソリューションです。これには、N-型糖鎖の同定およびプロファイリングなど、特定の分析に対応す

る分析ワークフローが組み込まれています。BioAccord システム内で、ACQUITY UPLC I-Class PLUS システムと 

ACQUITY RDa 検出器を組み合わせ、UNIFI 科学情報ソフトウェアでコントロールすることで、⾮常に頑健なクロ

マトグラフィー分離および精密質量情報が得られます。ACQUITY RDa 検出器は、⾃動キャリブレーション機能が

内蔵された⼩型のベンチトップ⾶⾏時間型質量検出器で、装置メソッドのセットアップが分かりやすいため（図 1

B および 1C）、MS 装置の操作の複雑性が⼤幅に軽減されます。以上より、⾼品質な LC-FLR および LC-MS データ

を取り込み、包括的なワークフローを使⽤して遊離糖鎖解析に有⽤な結果に変換することができます。そしてこれ

により、製品の品質を下げることなく、バイオシミラー開発にかかる経費や時間を節約することができます。

アプリケーションのメリット

網羅的な N-型糖鎖解析のためのコンプライアンス対応の包括的 LC-FLR-MS ソリューション■

バイオシミラー開発における⽣産性向上のための、サンプル前処理からデータ報告までの⾃動ワークフロー■

遊離糖鎖解析の信頼性を向上させる頑健で特異的なプラットホームソリューション■

はじめに

モノクローナル抗体（mAb）ベースの医薬品は、有効性および特異性が⾼いため、様々な疾患に対する有効な治療

法として定着しています。市販されている mAb ベースの医薬品のうち、数年以内に特許が満了するものが複数あ

ることから、先発品 mAb よりも安価なバイオシミラーの開発のための取り組みがますます盛んになっています。

費⽤が⾼額になる臨床試験の必要性や規模を低減し、医薬品の製品化プロセスを迅速化するため、製薬企業は、網

羅的解析により、先発品とバイオシミラーの分析特性の類似性が⾼いことを実証する必要があります1。グリコシ

ル化は、mAb ベースの医薬品において、その効果および安全性に影響を与えるため、重要品質特性の 1 つとされ

ています。そのため、バイオシミラーの類似性評価および品質保証のため、その特性解析をしっかりと⾏う必要が

あります2。mAb のグリコシル化プロファイルは複雑であるため、従来の LC-蛍光（FLR）ベースのメソッドを特

異性の⾯で補完するために、質量分析法（MS）などの直交的なテクノロジーが⼀般的に使⽤されています。⼀⽅

、⾼分解能 MS は多くの場合、熟練した科学者による装置の操作、データ解析、解釈が必要とされ、時間およびリ

ソースの⾯で負担が⼤きくなっていました。そのため、バイオシミラー開発において、網羅的な糖鎖解析の信頼性

を⾼めることができ、導⼊しやすく拡張性のあるテクノロジーおよびメソッドが強く求められています。

SmartMS を搭載した BioAccord システムは、バイオ医薬品の網羅的解析⽤に設計された、使いやすい LC-MS プ

ラットホームソリューションです。これには、N-型糖鎖の同定およびプロファイリングなど、特定の分析に対応す



る分析ワークフローが組み込まれています。BioAccord システム内で、ACQUITY UPLC I-Class PLUS システムと 

ACQUITY RDa 検出器を組み合わせ、UNIFI 科学情報ソフトウェアでコントロールすることで、⾮常に頑健なクロ

マトグラフィー分離および精密質量情報が得られます（図 1A）。ACQUITY RDa 検出器は、⾃動キャリブレーショ

ン機能が内蔵された⼩型のベンチトップ⾶⾏時間型質量検出器で、装置メソッドのセットアップが分かりやすいた

め（図 1B および 1C）、MS 装置の操作の複雑性が⼤幅に軽減されます。以上より、⾼品質な LC-FLR および LC-

MS データを取り込み、包括的なワークフローを使⽤して遊離糖鎖解析に有⽤な結果に変換することができます。

そしてこれにより、製品の品質を下げることなく、バイオシミラー開発にかかる経費や時間を節約することができ

ます。

図 1. BioAccord システム。（A）合理化された遊離糖鎖解析のために統合された装置構成。（B）装置の効率的な

操作のための SmartMS™ による⾃動キャリブレーション機能を⽰す ACQUITY RDa 検出器のセットアップページ。

（C）MS データ取り込み⽤の装置メソッドのページ。遊離糖鎖解析⽤に、低質量範囲のオプション（50〜2000 

m/z）を選択しました。

本アプリケーションノートでは、BioAccord システムにより、バイオシミラーの開発における遊離糖鎖解析の信頼

性と⽣産性を改善できることを実証します。グリコシル化の類似性評価の例として、BioAccord システムを使⽤し

て、インフリキシマブの先発品とバイオシミラーの遊離糖鎖を分析しました。



実験⽅法

化学製品および試薬

インフリキシマブの先発品とバイオシミラーのサンプルは、外部の連携先から提供されました。LC-MS グレードの

⽔およびアセトニトリルは Honeywell 社から購⼊し、そのまま使⽤しました。移動相の調製に、ギ酸アンモニウ

ム濃縮液（製品番号：186007081）を添加剤として使⽤しました。 

サンプル前処理

先発品（Remicade）の 2 つのインフリキシマブのサンプルと、バイオシミラー（Inflectra）の 1 つのサンプルを

、⽔で希釈して最終濃度を 1.5 µg/µL としました。インフリキシマブの N 型糖鎖を 15 µg の希釈 mAb サンプルか

ら遊離させ、Andrew Alliance サンプル⾃動前処理プラットホームで、GlycoWorks RapiFluor-MS N-Glycan キッ

ト（製品番号：176004082）3 を使⽤して標識しました4。各分析で、遊離糖鎖サンプル 2.5 pmol を注⼊しました

。

LC 条件

LC システム： ACQUITY UPLC I-Class PLUS

検出器： ACQUITY FLR 検出器、λex=265 nm、λem=425 

nm、ACQUITY RDa MS 検出器

LC カラム： ACQUITY Glycan BEH Amide、1.7 µm、130 Å、

2.1 × 150 mm（製品番号 186004742）

カラム温度： 60 ℃

サンプルバイアル： 12 × 32 mm ガラスバイアル、トータルリカバリー

（製品番号：600000750cv）

移動相 A： 50 mM ギ酸アンモニウム⽔溶液、pH = 4.4

移動相 B： アセトニトリル

グラジエントテーブル：



時間（分） 流速（mL/分） %A %B

初期条件 0.4 25 75

35 0.4 46 54

36.5 0.2 80 0

39.5 0.2 80 0

43.1 0.2 25 75

47.6 0.4 25 75

55 0.4 25 75

ACQUITY RDa 検出器の設定

マスレンジ： 50〜2000 m/z

取り込みモード： ESI+

データ取得モード： コンティナム

サンプリングレート： 2 Hz

コーン電圧： 45 V（フルスキャン）、80〜100 V（フラグメンテ

ーション）

脱溶媒温度： 300 ℃

キャピラリー電圧： 1.5 kV

ロックマス： ロイシンエンケファリン 50 fmol/μL（0.1% ギ酸含

有 50/50 ⽔/アセトニトリル⽔溶液）

インフォマティクス： UNIFI 1.9.4 内の糖鎖アプリケーションソリューシ

ョン



結果および考察

統合ソリューションである BioAccord システムは、既存の糖鎖解析ワークフローをサポートし、バイオシミラーの

グリコシル化の同定および⽐較を合理化できます5。このワークフローを実証するため、インフリキシマブの先発

品とバイオシミラーから遊離させた RapiFluor-MS 標識 N 型糖鎖を、HILIC で分離し、FLR および BioAccord シス

テムによる MS 検出を直列して⾏いました。RDa 検出器の⾃動キャリブレーションおよび⾃動チューニング機能に

より、⾼品質の MS データを効率良く得ることができました。UNIFI 内の「糖鎖 FLR および MS 確認」ワークフロ

ーをデータの解釈に使⽤することで、遊離糖鎖の保持時間と精密質量情報を⽤いた⾃動データ解析が可能になりま

した6。 図 2 に⽰すように、糖鎖の保持時間を、デキストランラダー標準試料に対してキャリブレーションし、グ

ルコースユニット数の値（GU 値）に変換し、精密質量情報と組み合わせて UNIFI ソフトウェア内の糖鎖サイエン

スライブラリーを検索してピークを同定します。GU 値を使⽤したライブラリー検索では、分析全体の保持時間の

ばらつきを最⼩限に低減することによって、ピーク割り当ての信頼性が⾼まります。 



図 2. UNIFI インフォマティクスプラットホーム内の遊離糖鎖の⾃動解析



のための統合した「糖鎖 FLR および MS 確認」ワークフロー

図 3 は、インフリキシマブの先発品の解析済み FLR トレースを⽰しています。各ピークが⾃動的に割り当てられ、

糖鎖名および関連する構造情報が注釈付けされています。⾃動データ解析の結果、インフリキシマブの先発品で計 

26 種の N 結合型糖鎖、バイオシミラーで 27 種の N 結合型糖鎖が、10 ppm の質量許容範囲内で同定されました。

これにより、ACQUITY RDa 検出器によって⾼い感度および精度が得られることが実証されました。同定された糖

鎖について、先発品とバイオシミラー mAb の間の糖鎖プロファイルの類似性を、ワークフロー内で⾃動的に評価

することができます。

バイオシミラーの開発時において、重要な糖鎖構造は、しばしば⾼リスクの品質特性にランクされ、FDA が推奨す

る 3 層アプローチによる分析的類似性評価のための同等性試験（第 1 層）が必要になります7。 そのため、バイオ

シミラー mAb の開発を簡素化することのできる、糖鎖プロファイルの定量⽐較の効率的なアプローチが特に重要

です。BioAccord システムのワークフロー内で、定性的および定量的の両⽅のモードで直接⽐較ができます。図 4

A は、2 つのインフリキシマブの先発品サンプル（黒⾊と⾚⾊で表⽰）および 1 つのバイオシミラーのサンプル（

⻘⾊で表⽰）の FLR クロマトグラムの重ね書きで、2 つの先発品 mAb サンプル間の類似性が⾼いことを⽰唆して

います。⼀⽅、図 4A（挿⼊図）のクロマトグラム拡⼤図に⽰すように、先発品とバイオシミラー mAb の間で、複

数のシアル化糖鎖種の相対含有量に差が認められました。差を確認するため、クリック可能なワークフローステッ

プ（図 4B）からサマリープロットにアクセスして、FLR レスポンスまたは選択した糖鎖種の相対存在量を定量的

に⽐較することができます。図 4B の右側に⽰すように、［% 成分量］のサマリープロットで、FA2G1Sg1（F=フ

コース、A2=⼆分岐、G=ガラクトース、Sg=NeuGc）は、2 つの先発品 mAb サンプル間では相対含有量が⼀致して

おり、バイオシミラー mAb では含有量が多いことが分かります。結論として、上記の結果から、バイオシミラー

評価において、LC-MS データを意味のある結果に効率的に変換する BioAccord システムの性能が実証されました

。



図 3.解析結果の確認。(A) クリック可能なワークフローステップ、解析済みクロマトグラム、同定されたピークの

ライブラリー検索結果が表⽰されている［レビュー］タブ。(B) 糖鎖名、GU 値、および関連する構造情報が注釈付

けされた同定済みピークを⽰す、［レビュー］ タブの解析済み FLR トレース。構造が過密に表⽰されるのを避け

るため、IBM 接続アイコンの上にマウスを移動することで、糖鎖構造の詳細を表⽰することができます。CFG また

はオックスフォード表⽰法のいずれかを選択するオプションがあります（このアプリケーションノートの図では、

CFG を使⽤しています）。



図 4.インフリキシマブの先発品サンプルとバイオシミラーサンプルにおける糖鎖プロファイルの⽐較。(A) FLR ク

ロマトグラムの重ね書き。クロマトグラム拡⼤図には、低含量の糖鎖種の領域が⽰されています。(B) クリック可

能なワークフローステップの⼀部のサマリープロットの例。バイオシミラー mAb では糖鎖 FA2G1Sg1（Sg は N-グ

リコリルノイラミン酸）の含有量が増加していることがわかります。

バイオシミラー mAb の遊離糖鎖解析を⾏う際、同重体糖鎖など、正確な割り当てが困難な MS スペクトルを持つ

糖鎖に遭遇することがよくあり、これにより糖鎖分析結果が⼀致しなくなることがあります。⾼コリジョンエネル

ギーフラグメンテーションは、類似構造の同重体糖鎖の識別によく使われる MS ベースの⽅法です。ACQUITY RDa 

検出器により、別のスキャンモードで、プリカーサーイオンを事前選択することなく、低コリジョンエネネルギー

と⾼コリジョンエネルギーの MS フラグメンテーションスペクトルを取り込むことができるため、追加の診断フラ

グメントイオンが得られ、構造割り当ての信頼性が向上します。（注記：糖鎖 GU サイエンスライブラリーでは、



分⼦量の確認に低エネルギー MS チャンネルがデフォルトで使⽤されています）。図 5 に、糖鎖の重要なペアの同

定に MS フラグメンテーションデータを使⽤した例を⽰します。図 5A に⽰すように、糖鎖 FA2G2 は、その免疫原

性異性体 FA2G1Ga1（G1Ga1 = Gal-α (1,3)-Gal）に⾮常に近接して溶出しており、結果として⾮常に類似した GU 

値になります。同時に取り込まれた MS フラグメンテーションデータから、同重体糖鎖の構造を識別することがで

きます。図 5B に⽰すように、両⽅のピークについて⾼品質 MS フルスキャンとフラグメンテーションデータが得

られました。ここで、ショルダーピークの MS フラグメンテーションスペクトルで最も優勢なフラグメントイオン

として α-1,3 ガラクトースの診断イオン（m/z 528）が観察され、FA2G1Ga1 と同定されました3。そのために、

BioAccord システムは、結果を詳しく調べる柔軟性を提供し、バイオシミラー開発における遊離糖鎖解析の頑健性

および信頼性が向上しました。 



図 5. マニュアルのデータ調査のための［インベスティゲイト］タブ下のさらなる詳細。(A) インフリキシマブ先発

品の遊離糖鎖の MS（TIC）クロマトグラム。クロマトグラム拡⼤図には、2 種類の同重体糖鎖（FA2G1Ga1 および 

FA2G2）の XIC が⽰されています。(B) FA2G1Ga1 および FA2G2 の MS フルスキャンおよびフラグメンテーション

データには、α-1,3 ガラクトースの診断イオン（m/z 528）が⽰されています。

糖鎖解析をさらに迅速にするために、UNIFI ソフトウェアは分析レポートを⾃動作成でき、データのレビュー、共

有、ファイリングが簡素化されます。UNIFI ソフトウェアのレポート機能について説明するために、カスタマイズ

可能なテンプレートを使って、糖鎖解析の結果をまとめたレポートを作成しました。図 6 に⽰すように、レポート

は、解析情報、クロマトグラム、サマリーテーブルを含む様式になっており、すべてのサンプルで同定された N 型

糖鎖の相対含有量の直接⽐較が表⽰されています。異なる糖鎖のグループに基づいた⽐較も、レポートに含まれて

います。ラボによって異なる要件に適合させ、分析結果のレビューを簡素化するためにその他の必要な情報が含ま



れるよう、レポートをカスタマイズできます。

図 6. 分析結果のレポート（抜粋）。カスタマイズ可能なレポートには、サンプルリスト、クロマトグラム、サマリ

ーテーブルが表⽰されており、簡単にすべてのサンプルの差異を確認できるようになっています。

まとめ

本研究により、BioAccord システムによる網羅的な蛍光標識遊離糖鎖解析が、効率の良いワークフローであること

が実証されました。統合されたワークフロー内で、N-結合型糖鎖の頑健性の⾼い分離および精密質量測定が達成で

きて⾃動的に分析結果に変換され、糖鎖のアイデンティティーおよび含有量の差の判定が可能になりました。結論

として、BioAccord システムにより、バイオ類似性評価のワークフローを簡素化し、バイオシミラー mAb 開発に

おける遊離糖鎖解析の⽣産性よび信頼性を向上できます。
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