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１．はじめに
糖鎖は主にタンパク質や脂質に共有結合した状

態で存在しており，糖鎖の構造に依存して機能が
調節されていると考えられている．糖鎖生物学の
進展により，生体防御システムや新生糖タンパク
質の品質管理，分化・再生，神経機能の調節など
の様々な局面において，糖鎖の様々な生理的機能
が明らかにされてきた．その中で，免疫グロブリ
ンは，糖鎖の機能が最も研究された糖タンパク質
の一つといっても過言ではない．近年，バイオ医
薬品・抗体−薬物複合体としての抗体の利用が増
加しており，糖鎖の構造とその機能制御にますま
す注目が集まっている．本総説では，抗体に結合
している糖鎖がその機能に及ぼす影響について，
最近の報告をまとめながら，特に立体構造の観点
から議論したい．また，抗体の糖鎖改変技術や分
析技術が進展したことも抗体の糖鎖の構造機能相
関の研究を後押ししており，最後に，筆者らの抗
体糖鎖改変の応用例を紹介したい．

２．抗体の N-結合型糖鎖
抗体分子は，抗原結合を担う Fab 部分とエフェ

クター機能を担う Fc 部分がヒンジ領域で連結され

た基本構造を有している（Fig. 1）．ヒト igg1 を例
にすると，2 本の h 鎖と 2 本の L 鎖がジスルフィ
ド結合で連結しており，Fc 領域の asn297 には 1
対の 2 本鎖糖鎖が結合している．Fc 領域の X 線結
晶構造解析によると，その糖鎖は分子内部に埋も
れた状態で存在しており，ペプチド鎖との相互作
用が広範にわたっている．このことから，糖鎖は
Fc 領域特に ch2 ドメインの立体構造の維持に役割
を果たしていることは予想されてきた．この糖鎖
の機能面における重要性は以前より指摘されてお
り，この糖鎖を取り除くと抗原結合能や protein a
結合能はほとんど影響を受けないものの，Fc 受容
体との結合や補体活性化が著しく低下あるいは喪
失することが報告されてきた．そのため研究者は
糖鎖を欠落させると，Fc の立体構造に変化が及
び，そのためにエフェクター活性が低下するとい
う作業仮説を立てて，研究が進んだ．

Krapp らは様々な糖鎖の長さを結合した Fc を準
備し，各グライコフォームの X 線結晶構造解析を
行い，同時に Fc 受容体との親和性を求めた．1）予
想通り，糖鎖を短く刈り取っていくと Fc 受容体と
の親和性が低下した．構造解析の結果，糖鎖を刈
り取ると，2 つの ch2 ドメイン間の距離が短くな
ることが示された．そのことから，糖鎖はドメイ
ン間の相対配置（4 次構造）の維持に重要であると
提案された．一方で，筆者らは安定同位体 NmR
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法を用いて同様の問題に取り組んだ．2）糖鎖を取り
除くと ch2 ドメインのヒンジ領域下流に由来する
NmR 信号に化学シフト変化が認められた．ヒンジ
領域下流は Fc 受容体の結合部位であることから，
糖鎖はエフェクター部位の高次構造の維持に重要
であると議論した．

その後も，1 対の ch2 ドメイン間の距離によっ
て糖鎖切断による構造変化が議論されてきた．実
際，大腸菌で生産された糖鎖のない human igg1
Fc3）や PNgase F で糖鎖を切断した murine igg1
Fc4）の結晶構造は，closed conformation となって
いた（Pro239−Pro239 cα同士の距離 18.9〜19.6
Å）．そのため，closed conformation は Fc 受容体
との結合に不向きであるという考えが提唱された．

一方でこれらの報告に反する結果も報告された．
糖鎖のない human igg1 Fc の結晶構造が同じく明
らかにされたが，Pro239−Pro239 cα同士の距離は
27.6 Å と open conformation となっていた（PDB
iD: 3DNK）．また PNgase F で処理した human
igg4 Fc においても Pro239−Pro239 cα同士の距離
は 29.1 Å となっており，open conformation であっ
た．5）以上のことから，ch2 ドメイン間の距離で議
論することは問題を含んでおり，むしろ糖鎖を取
り 除 い た Fc は open，close を 含 め た 複 数 の
conformation から成り立っていると考えるのが自
然である．結晶構造で観察された構造はクリスタ
ルパッキングの影響を受けることが予想され，溶

液中で優先的に存在する conformation を反映して
いない可能性を十分考慮する必要がある．

以上より，結晶中ではなく溶液中での Fc のコン
フォメーションを調べる手法が重要になる．一つ
のアプローチは X 線小角散乱（SaXS）であり，
本方法は溶液中における高分子の低分解能モデル
を提供する．Borrok らは SaXS により糖鎖の付加
した糖鎖結合型 Fc と糖鎖非結合型 Fc の慣性半径
を求めた．3）その結果，慣性半径は，糖鎖結合型
Fc で 27.4 Å，糖鎖非結合型 Fc で 28.3 Å となった．
Yageta らも独立に SaXS の解析を行い，糖鎖結合
型 Fc で 26.4 Å，糖鎖非結合型 Fc で 28.9 Å の慣性
半径を算出した．6）以上より，糖鎖欠損型では Fc は
より open な conformation になっているといえる．

Fc のドメインの相対配置は安定同位体を利用し
た溶液 NmR によっても解析されている．15N-Tyr
と 15N-Lys で標識した Fc 試料（糖鎖付加型，欠損
型）に対して残余双極子カップリングを指標とし
た解析を行ったところ，両者において顕著な 4 次
構造の変化は見いだされなかった．7）

SaXS も NmR も一つの平均化された構造を仮定
しており，複数の構造の分布を考慮することは通常
困難である．それに対して一分子 FRET は溶液中に
おいて取り得る複数の conformation のヒストグラム
を明らかにすることができるため，各 conformation
の分布を明らかにすることができる．8,9）Fc の
Ser258 を cys に置換し，2 種類の蛍光色素（ド
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Fig. 1.  Basic structure of immunoglobulin（human igg1）and its ch2 domain with N-glycosylation at asn297. ch2 domain
was chosen from the crystal structure of human igg1 Fc fragment（PDB iD: 1Fc1）．36）Peptide is shown with ribbon
and N-glycan with stick representation.



ナーとアクセプター）を導入することにより，ホ
モとヘテロの蛍光色素の組み合わせの Fc を得た．
その後，FRET 効率を糖鎖付加体と糖鎖欠損体で
比較したところ，糖鎖欠損体では，より柔軟性を
獲得し，Fc の構造に多様性の生じることが明らか
になった．以上より，糖鎖欠損型の Fc の結晶構造
は多くの取り得る conformation のうちの一つ

（snap shot）として捉えることができる．
それではなぜ，糖鎖を欠落させると Fc 受容体へ

の親和性が低下するのであろうか？ 糖鎖を除いた
Fc は一連の多くの conformation を取り得るが，糖
鎖結合型は相対的に限られた運動性を有している
ようである．糖鎖欠損型 Fc のその柔軟な性質は
Fc 受容体と相互作用するときに不利に働くことが
考えられる．

もう少し局所的な視点に立った場合，Fc の c�E
ループの相対配置が Fc 受容体との相互作用に重要
であるとの考えがある．糖鎖付加型の Fc と糖鎖欠
損型の Fc を用いて溶液 NmR 法により，該当部分
の運動性を緩和時間を指標に調べたところ，糖鎖
欠損型では c�E ループは糖鎖付加型よりもより柔
軟であることが明らかになった．7）このことは X
線結晶構造解析のデータと一致しており，c�E ルー
プの B factor は糖鎖欠損体の方が糖鎖結合型より
も高くなっている．3）以上より，c�E ループは糖鎖
の存在により安定化されており，その安定化され

た conformation は Fc 受容体との相互作用界面を
形成するのに必須であると考察できる．

３．抗体のグライコフォームとエフェクター活性
の相関

ⅰ フコース残基の影響
抗体に結合している糖鎖が大きく注目を集める

きっかけになったのは，フコース残基と Fc 受容体
との相互作用の関係が報告されたことにある．Fc
に結合している糖鎖のコアフコース（Fucα1-6）を
欠損させると，Fc 受容体との親和性が上昇し，結
果として抗体依存性細胞障害活性（aDcc）が 50
〜100 倍程度上昇する．10,11）この発見は，抗体医薬
品の開発を刺激する結果となった．フコースの含
量を調節することにより，目的のエフェクター活
性を達成することにつながるからである．それで
は，なぜフコース一残基を除いただけで Fc 受容体
との親和性が上昇するのか，そのメカニズムの解
明が待たれた．最近になり，フコース欠損型 Fc と
Fc 受容体の複合体の結晶構造解析が 3 つのグルー
プ に よ っ て 報 告 さ れ た （Fig. 2）．2011 年 に
Ferrara らはフコースの欠損した human igg1 Fc
と 高 マ ン ノ ー ス 型 糖 鎖 の 付 加 し た Fc 受 容 体

（cD16a）との結晶構造を解いたところ，興味深い
ことに分子間の広範な糖鎖−糖鎖相互作用が観測
された．12）比較のためにフコース結合型の Fc と
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Fig. 2.  Three independent reports showing the crystal structure of human afucosylated igg1-Fc in complex with Fc
receptor. intermolecular glycan-glycan interaction was observed for the first two cases（left12）and middle13））but recent
report shows no electron density of N-glycan from Fc receptor（right14））．Peptide is shown with ribbon and N-glycan
with stick representation. Bound water molecules are shown as small red spheres.



Fc 受容体の結晶構造を解析したところ，その糖鎖
−糖鎖相互作用の接触面積は有意に減弱しており，
フコースの存在は適切な糖鎖−糖鎖相互作用を妨
げていると考察された．時を同じくして mizushima
らもフコース欠損型 Fc と複合型糖鎖修飾を受けた
Fc 受容体との結晶構造解析を行った．13）この 2 つ
の報告で Fc 受容体側の糖鎖の種類は異なるものの

（高マンノース型 vs 複合型），mizushima らの明ら
かにした構造においても糖鎖−糖鎖相互作用が観
測された．これらの報告から，糖鎖−糖鎖相互作
用が親和性に貢献しており，フコースはその相互作
用を妨げるように寄与しているとの認識になった．

しかし最近になり，Falconer らはフコース欠損型
とオリゴマンノース型糖鎖の付加した Fc 受容体

（cD16a）との複合体の結晶構造を明らかにした．14）

複合体において，既報と異なり Fc 受容体上の
asn162 に結合している糖鎖は直接結合している
glcNac1 残基しか観測されなかった．分子間の糖
鎖−糖鎖相互作用が観測されなかった理由につい
ては不明であるが，一つの可能性として，既報で
報告された糖鎖−糖鎖相互作用はクリスタルコン
タクトに由来する可能性がある．この点を検証す
るために，複合体において分子動力学計算が実施
された．Fc のフコースが欠損している場合，Fc 受
容体の asn162 に結合している糖鎖の可動域は
10800 Å3 であるのに対し，フコースが結合してい
る Fc の場合は，Fc 受容体の糖鎖の可動域が 9100
Å3 にまで減弱した．このことより，Fc のフコース
残基は Fc 受容体の糖鎖の可動域を減らすことによ
り，エネルギー的（エントロピー的）に不利に
なっていると考察した．この考え方は，分子間の
糖鎖−糖鎖相互作用が親和性に寄与しているとの
結果 12,13）と反するものであり，依然としてコンセ
ンサスは出ていないのが現状である．注意しなけ
ればならないのは，先にも述べたように結晶構造
は複数の構造群のうちのスナップショットを反映
している可能性があり，クリスタルコンタクトの
影響も無視できない．そのため，今後は溶液中に
おけるダイナミクスを考慮した解析が必要になる
と思われる．
ⅱ シアル酸残基の影響
もう一つの論点として Fc に結合している糖鎖の

シアル酸残基の影響である．これは Fc の糖鎖に
α2-6Neu5ac を 含 ん だ iVig（ intravenous
immunoglobulin g）はコントロールの iVig と比較

して抗炎症活性が 10 倍程度有意に高いとの報告が
きっかけとなっている．15,16）iVig をシアリダーゼ
で処理したところ，iVig の抗炎症活性は失われ
た．17）どのようにしてシアリル化が Fc の活性を制
御しているかは依然として不明であるが，いくつ
かのメカニズムが提唱され，議論されてきた．一
つの仮説は，シアル酸の付加した igg-Fc が特定の
受容体によって認識されるというものである．in
vivo の実験において Fc の抗炎症作用を発揮するに
はマウス c 型レクチン受容体である SigN-R1 が必
要であるとの報告がある．18）SigN-R1 のヒトオル
ソログは Dc-SigN であり，シアリル化 Fc と結合
することが提案された．18）後に Sondermann らは
α2-6Neu5ac を導入した Fc は igE 受容体である
cD23 に結合することを細胞を用いた ELiSa に
よって示した．19）これはシアリル化が Fc の構造変
化を誘起し，それによって受容体と結合するよう
になるというモデルである．しかしながら，これ
らの結果に対立する結果も提示されており，20,21）

さらなる解析が必要であると思われる．また，こ
れまでいくつかのシアル酸を含む Fc の結晶構造解
析がなされているが，22-24）概してシアリル化 Fc は
シアル酸を含まない Fc の結晶構造のばらつきの程
度であり，有意な変化があるとは結論しにくい．
Bjorkmann らはシアリル化が Fc の ch2 ドメイン
の柔軟性を増加させ，抗炎症活性を増大させてい
るという仮説を提示しているが，23）現在のところ，
なぜ構造の柔軟性が受容体結合に影響するのかを
説明するデータはない．したがって，現時点では
シアリル化 igg の抗炎症活性の活性上昇のメカニ
ズムは依然として未解決の問題である．

４．抗体の糖鎖改変による抗体−薬物複合体の作製
抗体の Fc に結合している 2 本鎖糖鎖は，ガラク

トース，フコース，bisecting glcNac の有無など
により不均一性を示している．これだけでも
4×2×2＝16 通りの糖鎖が存在することになる．抗
体分子中，糖鎖は 1 組のペアとして存在している
ので 16×16＝256 通りの抗体分子種が存在する計
算になる．そのため，抗体は少しずつエフェク
ター活性の異なる分子種の総和であるといえる．

とりわけ，抗体を医薬品として取り扱う場合も，
糖鎖の構造に関する情報をあらかじめ入手してお
くことが望ましい．品質管理の面からもロット間
で糖鎖の組成を一定に保つことが重要になる．抗
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体を発現する宿主によっては α1-3gal や Neu5gc
（N-グリコリルノイラミン酸）などヒトによって抗
原性を有する糖残基を含む場合も存在し，抗体医薬
品の副作用につながる．そのため，抗原性を有する
糖鎖を極力減らすような技術開発も必要になる．

抗体の各糖鎖構造がその機能に及ぼす影響を調
べるためには，糖鎖が不均一の抗体を使うのでは
なく，目的の糖鎖構造を有した均一の抗体を準備
する必要がある．筆者らは，ガラクトース転移酵
素，ガラクトシダーゼ，ヘキソサミダーゼ，エン
ドグリコシダーゼ D，PNgase F などによって抗体
の糖鎖改変と NmR 解析を行ってきた．2,25-28）最近
になり，抗体の糖鎖を特異的に切断するバクテリ
ア由来のエンド型酵素 EndoS が発見され，29）抗体
の糖鎖リモデリングにおいて重要な役割を果たす
ようになった．特に EndoS の活性部位に存在する
アミノ酸残基を変異された EndoS 変異体（例えば
EndoS D233Q）は目的の糖鎖を抗体に付加するこ
とが可能である．30）以下に抗体の糖鎖切断と糖鎖
付加の条件検討を示す．31）

ヒト igg1 を EndoS もしくは PNgase F と混和
し，インキュベーションした．反応液から一部を
サンプリングし，ワイドボアの親水性カラムの接
続された uPLc システムにて糖鎖の切断をリアル

タイムでモニターした（Fig. 3）．その結果，糖鎖
の切断に伴い，保持時間の変化が認められ，10 分
間で EndoS による切断が完了していることを確認
した．質量分析によっても糖鎖が切断されている
ことを確認した．

次に EndoS 変異体（D233Q）を用いることによ
り，抗体への糖鎖導入を試みた．この場合，糖鎖
供与体として，酵素反応の活性中間体とされてい
るオキサゾリン糖鎖を用いた．オキサゾリン糖鎖
の Lys アミノ基との副反応 32,33）を抑制するために，
ph などの条件検討を行った結果，3 時間程度で副
反応を抑えつつ，目的の糖鎖を asn297 に導入する
ことに成功した．得られた糖鎖付加体の均一性は，
質量分析によっても確認された．このようなス
テップを経ることにより，目的の糖鎖構造を有す
る抗体を準備することが可能になった．現在この
ような手法を用いて抗体の糖鎖構造と機能の相関
を調べた報告は増えている．

さて，本手法は抗体−薬物複合体の合成に応用
することが可能である．あらかじめ糖鎖の非還元
末端に薬物を導入しておき，それを EndoS 変異体
で導入することができれば，均一な抗体−薬物複
合体の合成が可能になる．2 本鎖糖鎖に薬物を 2 つ
導入した場合，抗体 1 分子あたり 4 分子の薬物を
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Fig. 3.  Real time monitoring of N-glycan cleavage and addition by uPLc.31）antibody peaks were detected using
fluorescence from tryptophan residues. 



導入することになり，薬物−抗体比をばらつきな
く固定することが可能になる．実際，このように
して得られた抗体−薬物複合体は質量分析の結果，
4 分子の薬物が抗体に結合していた（Fig. 4）．31）均
一な構造であることは，安定した薬効の発揮につ
ながると期待される．

５．今後の展望
X 線結晶構造解析は，その都度我々に明確な像

を提供し，作用原理について一定の答えを出して
きた．まさに構造生物学の成果である．そのため，
生命原理の解明を X 線結晶構造解析に依存してき
たのは揺るぎない事実である．しかしながら，糖
鎖の役割を解明しようとすると，糖鎖は電子密度
像を与えない場合が多く，その役割を明確に説明
できない場合が多く存在する．最も研究が進んで
いる抗体分子ですら，本総説で述べたように糖鎖
の作用メカニズムは不明な点が残されている．こ
の問題を解決するためには，X 線結晶構造解析に
加えて，ダイナミクスを加味した手法を取り入れ
ることが間違いなく必要である．溶液 NmR に加
えて，最近原子分解能を提供するようになったク
ライオ電子顕微鏡も役割を果たすようになるであ
ろう．糖鎖がマルチドメインタンパク質のダイナ
ミクスを制御し，ひいては活性を制御していると
いう報告例もある．34）また，糖鎖構造に依存した
受容体の構造活性相関を丁寧に解析した報告も存

在する．35）このように糖鎖の作動メカニズムまで
踏み込んだ報告例は現状限られている．

その一つの要因としては，目的の糖鎖構造を
もったタンパク質の調製の難しさにある．特定の
糖転移酵素が欠損した細胞を宿主として用いるこ
とにより，均一な糖鎖構造を有する糖タンパク質
の 発 現 は 可 能 で は あ る が ，そ の 糖 鎖 構 造 は
man5glcNac2 などに限られ（gnT-i 欠損の場合），
特に複合型糖鎖の均一な糖鎖を含む糖タンパク質
を得ることは現時点では困難である．その状況で
エンドグリコシダーゼとオキサゾリン糖鎖を用い
た糖鎖改変技術はまさにブレークスルーであり，
糖タンパク質の構造機能相関の研究に適合するも
のである．今後，この技術を発展させつつ，糖タ
ンパク質糖鎖の構造活性相関を NmR や分子動力
学計算によって解明していくことが重要になるで
あろう．
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研でのプロジェクト研究の推進にあたり，谷口直
之先生，伊藤幸成先生には多大なるお力添えをい
ただきました．抗体の糖鎖改変と抗体薬物複合体
については眞鍋史乃先生と進めた共同成果であり，
国立がん研究センター・株式会社伏見製薬所・日
本ウォーターズ株式会社との共同研究になります．

 16                                                                     山口　芳樹

Fig. 4.  Deconvoluted ESi-mS spectra of Trastuzumab（herceptin）modified with azide-containing glycans（upper）and
of aDc comprising mmaE with linker via N-glycan（lower）．31）mmaE（monomethyl auristatin E）is an anti-cancer
drug which inhibits polymerization of tubulin. 



この場を借りて改めてお礼申し上げます．長きに
わたり励ましの言葉をいただきました荒田洋治先
生のご冥福を心からお祈り申し上げます．
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