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要旨 

重症急性呼吸器症候群コロナウイルス-2（SARS-CoV-2）の mRNA ワクチンが示した臨床効

果は、ワクチン設計開発において新たな方向性を示したと言える。mRNA ワクチン接種により

誘導される中和抗体の知見は、新型コロナウイルス感染症に限らず、より安全で効果的なワク

チンおよび組換え抗体を利用した抗体医薬品の開発に不可欠である。著者らは、mRNA ワク

チンにより誘導される免疫グロブリン（Ig）G の糖鎖修飾に関する理解を深めるために、

BNT162b2（Pfizer/BioNTech） ワクチンを接種したボランティアから、total IgG とともに、2 種の

異なる抗原に対するワクチン誘導型 IgG を単離・精製し、レクチンマイクロアレイにて解析し

た。total IgG を加えた３種 IgG 間の比較解析では、30 ng という微量試料からでも個体間の違

いを超える明瞭な糖鎖プロファイルの違いが見出された。特に IgG 群として均一なプロファイ

ルを示した anti-RBD IgG は、total IgG に比べてフコースが増加し、シアル酸が減少するな

ど、既報と同様の糖鎖変化が観察された。微量成分の糖鎖構造の変化や特徴を鋭敏に検出

するレクチンマイクロアレイは、今後ワクチン副作用との関連やエフェクター活性との関連を大

規模に解析する際にも有用な方法になると期待される。 

 

Abstract 

The outstanding clinical efficacy of mRNA vaccines to the Severe Acute Respiratory 

Syndrome Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) has shown a new direction in vaccine design 

and development. Accumulation of knowledge on neutralizing antibodies induced by 

the mRNA vaccines is necessary to ensure the future development of effective and safe 
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mRNA vaccines, not limited to Coronavirus Disease 2019 (COVID-19). Here we 

performed lectin microarray analysis of vaccine-induced immunoglobulin (Ig) G along 

with total IgG derived from volunteers who were vaccinated with BNT162b2 

(Pfizer/BioNTech) mRNA COVID-19 vaccine. Two types of vaccine-induced IgG to the 

spike and the receptor binding region (RBD) protein of the SARS-CoV-2 were isolated 

for comparative analysis with total IgG, revealing that distinct differences in glycan 

profiles that exceeded the differences among individuals, even from an extremely low 

amount of Ig such as 30 ng of Ig. In particular, the anti-RBD IgG, which demonstrated a 

uniform glycosylation pattern as the IgG group, showed an increase in fucose and a 

decrease in sialic acid compared to the total IgG, indicating similar glycan changes as 

previously reported. The lectin microarray, which can sensitively detect alternations and 

characteristics in glycan structures, might be used for large-scale analysis to assess the 

relationship between vaccine side effects and effector activity in the future. 
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背景 

 新型コロナウイルス感染症（COVID-19）に対する mRNA ワクチンは、COVID-19 の感染抑

制および重症化抑制に大きく貢献するとともに、今後のワクチン開発に大きな可能性を示し

た。ワクチンにより産生される免疫グロブリン（Ig）G は、その中和抗体活性が常に議論の中心

になるが、同時にその抗体が有するエフェクター活性も、臨床的に極めて大切であることは言

うまでもない（1）。IgG の crystallizable fragment （Fc）領域には、良く保存された N 結合型糖

鎖（N 型糖鎖）修飾部位があり、その糖鎖構造は IgG の安定性やエフェクター活性に影響す

ることが知られており、抗体医薬品においても糖鎖構造の確認は必須項目となっている（2）。

一方、体内で作られる IgG についても、糖鎖修飾の変化は自己免疫性疾患や感染、各種が

ん等において重要であると報告されており（3-5）、COVID-19 においても、病気の進行に伴い

IgG 糖鎖がダイナミックに変動することが報告されている（6）。ワクチンで誘導される抗体の糖

鎖を網羅的に調べることは、より効果的で安全なワクチン開発に大きく貢献するだけでなく、抗

体医薬品開発の分野にも有益な情報となるだろう。 

IgG をはじめ糖タンパク質の糖鎖構造解析は、一般的に糖鎖の切り出しを必要とする液体ク

ロマトグラフィーや質量分析、それらの組み合わせといった確立した技術で行われるケースが

多い(1-6)。一方、レクチンの糖鎖認識特異性を利用し糖鎖を切り出すことなく解析するレクチ

ンマイクロアレイ（LMA）も、糖鎖構造の特徴を高次構造も含め簡便に抽出する技術として広く

利用されており、SARS-CoV-2 のスパイクタンパク質糖鎖の解析においても複数のグループ

により報告されている（7,8）。そこで我々は、LMA を利用したワクチン誘導型抗体の大規模解

析を見据え、まずは Pfizer/BioNTech 社の BNT162b2 ワクチンを 2 回ないし 3 回接種した同

一施設のボランティアを対象とした小規模試験により、手法が妥当であるか、また既報と同等

の糖鎖の特徴が LMA で捉えられるか予備的な試験を行ったので報告する。 

 



材料と方法 

COVID-19 ワクチン接種者の血液試料の準備 

SARS-CoV-2 に対する mRNA ワクチン（Pfizer/BioNTech, BNT162b2）接種者からの採血は、

本人同意の元、トルコ Hacettepe 大学病院の倫理的規制に則り実施した（プロジェクト番号：

GO 21/1428、承認番号：16969557-2266）。本ワクチンを 2 回もしくは 3 回接種したボランティ

アから、18 条件の全血試料を準備した（表 1）。 試料は、解析の準備が整うまで抗凝固剤

（EDTA）を含む採血チューブ内にて冷凍保管した。 

 

血液試料の前処理 

血液試料は溶解後、遠心分離用チューブにて 2,000×g, 15 分間遠心した。上清を回収し、

PBS にて 10 倍量に希釈した後、さらに 15,000×g, 15 分間遠心した。回収した上清を 10 倍

希釈試料として、以降の実験に使用した。 

 

ワクチン誘導型 IgG 存在量の確認（ELISA 法） 

血液試料中のワクチンに対する IgG の存在量は、既報論文に従い SARS-CoV-2 の spike S1

（Acro Biosystems, S1N-C52H3）または RBD（Acro Biosystems, SPD-C52H3）リコンビナントタ

ンパク質をキャプチャリング抗原とした酵素結合免疫吸着測定 (Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay：ELISA 法) 法にて確認した(9)。ネガティブコントロール（NC）として

SARS-CoV-2 のヌクレオカプシドリコンビナントタンパク質（Acro Biosystems, NUN-C5227）を

キャプチャリング抗原とした系でも測定を行った。検体試料は、10 倍希釈試料を PBS で 5 倍

量に希釈して使用し、それぞれ市販の抗 SARS-CoV-2 S1 抗体（The Native Antigen 

Company, MAB12422-100）、抗 RBD 抗体（eEnzyme, SCV2-RBD-100m）または抗 SARS-

CoV-2 ヌクレオカプシド抗体（Biosystems, NUN-S41-100 ug）をスタンダードに試料中の IgG

濃度を求めた。 

 

Total IgG および COVID-19 ワクチン誘導型 IgG の精製 

Total IgG およびワクチン誘導型 IgG は、図 1 に示す通り二段階で精製した。初めに Protein 

G セファロースにより total IgG を回収し、次にビオチン化 SARS-CoV-2 抗原（S1 または RBD

リコンビナントタンパク質）を結合させたストレプトアビジン結合ビーズを用いて、total IgG から

目的抗体を精製した。目的抗体のタンパク濃度および純度を確認し、Cy3 標識後に一定量を

LMA に供した。 

 

 

 

 



 

図 1  COVID-19 ワクチン誘導型 IgG の精製と確認の流れ 

 

▪ total IgG の精製と確認 

Poly-Prep® Chromatography Columns（バイオ・ラッド・ラボラトリーズ株式会社）（以下、カラム）

へ Protein G Sepharose 4 Fast Flow（Cytiva）（以下、セファロース）1 mL 相当を充填し、洗浄

バッファー（20 mM sodium phosphate, pH 7.0）で平衡化を行った。サンプル 10 倍希釈試料を

6.4 mL をロードした後、5 カラム相当の洗浄バッファーで洗浄操作を行い、溶出バッファー

（0.1 M glycine-HCl, pH 2.7） 5 mL を加え溶出した。溶出画分は中和バッファー（1 M Tris-

HCl, pH 9.0）を 0.5 mL を事前に入れたチューブに集め、速やかに中和させた。得られた溶

出液は、 Micro BCA™ Protein Assay Kit（サーモフィッシャーサイエンティフィック株式会社）

にてタンパク質量を測定し、加えて 20 ng 相当分を SDS-PAGE にて泳動し、銀染色にて純度

を確認し、これを total IgG 分画とした。 

 

▪ 抗原結合 SA ビーズによるワクチン誘導型 IgG の精製 

SARS-CoV-2 S1 抗原（Acro Biosystems, S1N-C52H3）および SARS-CoV-2 RBD 抗原（Acro 

Biosystems, SPD-C52H3）各 100 µg を、Biotin Labeling Kit - NH2 キット（株式会社同仁化学



研究所）の説明書にしたがってビオチン標識し、抗体捕捉用のアフィニティー抗原として準備

した。total IgG 分画 77 µL を、準備したビオチン化抗原 2 µg とともに、Final 1 % Triton X-100

の条件下にて、サーモミキサー（エッペンドルフ株式会社）で、1,400 rpm、4℃にて一晩ミキシ

ングした。上記チューブに、洗浄済みの Dynabeads MyOne Streptavidin T1（以下、SA ビー

ズ）(Thermo Fisher (VERITAS), DB65601)を 10 µL (100 µg)加えて、1,400 rpm、4℃にて 30

分間ミキシングした。TBSTx （1% Triton X-100 in TBS）にて 3 回洗浄後、溶出バッファー（0.1 

M Glycine-HCl, pH 2.7）を 20 µL 加えて 1,400 rpm、4℃にて 10 分間ミキシングした。上清を

回収して 2 µL の中和バッファー（1 M Tris-HCl, pH 9.0）と混和し、溶出物とした。 

 

Total IgG およびワクチン誘導型 IgG の LMA 解析 

同一検体につき 2 通りの方法で精製したワクチン誘導型 IgG、および血中の total IgG の合計

3 群について LMA 解析を行った。分析量は事前の検討により、シグナルの強い３レクチン

（LEL、STL、UDA）については飽和するがマイナーなレクチンシグナルも拾える量として、30 

ng/well 条件を選択した。 

 

▪ 精製 IgG 量の見積および LMA 測定 

IgG は Cy3 標識した上で LMA 解析に供した。ワクチン誘導型 IgG の精製物に含まれる Tris

は標識反応を阻害するため、予め限外ろ過カラム（メルク株式会社）を使用して PBS にバッフ

ァー置換し、この時点の IgG 溶液濃度および純度を銀染色で確認した。BCA 定量（total 

IgG）または銀染色(ワクチン誘導型 IgG)より見積もられた 100 ng 相当（total または anti-S1 

IgG）、70 ng 相当（anti-RBD IgG）の精製 IgG を PBS で 18 µL に調整し、10 µg Cy3-SE 

（Cytiva, PA23001）/PBS 溶液 2 µL で、遮光下 25℃にて 1 時間標識した。ＩｇＧ量が上記量以

下の検体は、溶出物全量を使用した。Probing Solution（株式会社グライコテクニカ） 80 µL を

加え、遮光下で室温 30 分以上反応させた（余剰な Cy3-SE の不活性化）。LecChip（株式会

社グライコテクニカ）はＰｒｏｂｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎで 3 回洗浄後、Cy3 標識した精製ＩｇＧ 30 ng 相当

を Probing Solution で 100 µL に調整し、アプライした。銀染色による見積が 30 ng 以下の検

体は 100 µL 全量をアプライした。20℃、一晩反応後、GlycoStation Reader（株式会社グライコ

テクニカ）にて蛍光スキャンした。 

 

▪ データ解析 

得られた蛍光輝度を専用の解析ソフト（GlycoStation ToolsPro）にて数値化し、バックグラウン

ドを差し引いた Net Intensity を解析に使用した。またダイナミックレンジを上げるため、既報

(10)に従い露光条件の異なるデータ（998 msec, 6,988 msec）を統合し、Net Intensity 1,000 以

上をシグナル有効範囲として扱った。また糖鎖修飾のバランスを比較する際は、レクチンシグ

ナル平均値で規格化した Average normalized intensity を使用した。その際のレクチンシグナ

ル平均値は、シグナル飽和が予想された 3 レクチン（LEL、STL、UDA）を除いた 42 レクチン

の値を用いた。なお Average normalized intensity は、シグナルが著しく低かった 2 検体（陰性

試料および精製 IgG 量の少なかった検体）を除く 17 検体を対象とした。次の主成分解析にお



いては、シグナルが低く、有効範囲以下となる検体が多数を占めるレクチンは対象から除外し

た。具体的には、3 種 IgG のうち 2 種以上で、17 検体平均値が 1,500 未満となる 13 レクチン

（LTL、UEA_I、MAL_I、GSL-II、EEL、PWM、PNA、MPA、VVA、DBA、PTL_I、GSL_I_A4、

GSL_I_B4）を除外した。主成分解析は、統計解析ソフト JMP（SAS Institute Japan 株式会社）を

用いて行った。 

 

結果 

本研究で解析した COVID-19 ワクチン接種後の 18 検体および COVID-19 陰性市販血漿 1

検体の検体情報、ELISA 法にて測定した血液試料中の anti-S1、anti-RBD、および anti-

Nucleocapsid IgG 濃度、およびアフィニティー精製により回収された anti-S1 および anti-RBD 

IgG 量を表 1 に示した。ELISA にて推定された血液試料中の anti-S1、anti-RBD IgG 濃度は

互いに近い値が得られた。またアフィニティー精製後、銀染色により見積もられた anti-S1、

anti-RBD IgG 量は、ELISA 測定による血液試料中の IgG 濃度と強く相関しており、精製法と

して概ね良好であることが推測された。anti-RBD IgG の回収量は anti-S1 IgG よりも全体的に

少ない結果であった。ELISA 測定にて検出限界以下となった 1 検体（#3）については、精製

IgG の銀染色においても検出限界以下であった。 

  

   *は、ワクチン接種回数が異なる同一検体であることを示す。 

表１ 検体情報および血中ＩｇＧ濃度（ELISA測定値）、精製ＩｇＧ量 

 



 精製したワクチン誘導型 IgG について LMA を行った。図 S1 に 19 検体の total、anti-S1 お

よび anti-RBD IgG の Net Intensity（バックグラウンドを差し引いた後の蛍光輝度値）を示し

た。また、本研究で使用した LMA に搭載されている 45 レクチンが認識する糖鎖構造の代表

例を表 S１に示した。19 検体由来の IgG について、total、anti-S1 および anti-RBD IgG を並

べると、検体間でも IgG 種間でも糖鎖プロファイルに違いが認められたが、概観としては検体

および IgG 種を通じて一定の傾向があり、O-結合型糖鎖（O 型糖鎖）認識レクチン群のシグ

ナルは総じて低目で N 型糖鎖がメジャーであること、N 型糖鎖に関しては、コアフコース、シア

ル酸、ラクトサミン、マンノースを認識するレクチンシグナルが検出されるなど、IgG の糖鎖修飾

に関する既報(11,12)と一致する傾向が認められた。また anti-S1 IgG はシグナル強度が全体

的に低く、total IgG や anti-RBD IgG と比べて糖鎖修飾量が少ないことが予想された。陰性試

料である#19 と、ワクチン誘導型 IgG 回収量の少なかった#3 については、anti-S1 と anti-RBD 

IgG のシグナルが得られない、もしくは著しく低かった。 

 

図 2  主成分解析および 3 群 IgG の Average normalized intensity 

図 2-1 

図 2-2 



 糖鎖修飾のバランスを比較するために Average normalized intensity（42 レクチン平均値で

規格化した値）で、検体間、IgG 種間の糖鎖プロファイルに何らかの傾向が捉えられるか、主

成分解析を行った（図２-1）。その結果、total IgG と anti-S1、 anti-RBD IgG はそれぞれ独立

したグループに分類された。これらの IgG を特徴づけている糖鎖構造としては、anti-RBD IgG

のフコース修飾（AOL、AAL、PSA）、末端 GlcNAc 構造（WGA、ABA）、anti-S1 IgG のシアル

酸（SNA、SSA、TJA-I）、total IgG の末端ガラクトース（PHA(E)、DSA、RCA120）等が示唆され

た。レクチン別に 3 種 IgG の平均値を比較すると、これらのレクチンでは IgG 群間で有意な差

が認められることが確認された（図 2-2）。 

 次に、検体間で量的に差が見られる構造や、安定的に見られる構造に特徴がないか、規格

化後のレクチンシグナルを、主に認識する糖鎖構造別に合算し色分けしたものを図 3 に示し

た。これを見ると、total IgG と anti-RBD IgG は主成分解析で示された通り 17 検体の糖鎖組

成が比較的揃っているが、anti-S1 IgG は検体間の変動が大きく、中でもシアル酸シグナルの

割合が 10～50％程度と大きく変動していることが推測された。一方でシアル酸に比べると、フ

コースやラクトサミンの割合は比較的安定していることも推測された。 

 

図 3  検体別の糖鎖組成概要図 

 

考察 

COVID-19 ワクチンに対する IgG の糖鎖解析は、mRNA ワクチンのデザイン設計において有

用な情報を与えてくれる。我々は、多検体を対象にした糖鎖解析を簡便かつ高感度に実施す

る方法を確立するために、微量成分の検出を得意とする LMA を利用した実験モデルをデザ

インした。精製されたワクチン誘導型 IgG は、期待通り 30 ng という微量試料でも、末端シアル

酸修飾やコアフコース修飾をはじめとする様々な糖鎖修飾が見出された。 



 本研究では、2 種の抗原を用いた二通りの手法でワクチン誘導型 IgG を精製し、total IgG と

合わせて糖鎖解析を行ったが、3 種 IgG 間で特徴的な違いが確認された。特に主成分解析

の結果は、total IgG と anti-RBD IgG は 17 検体の特徴が極めて近いことを示している。加え

て、anti-RBD IgG の糖鎖は、total IgG に比べフコース修飾が増加し、かつ N 型糖鎖の末端

構造がシアル酸もしくはガラクトースから GlcNAc 構造に変化していることが示唆された。

COVID-19 ワクチン誘導型 IgG の糖鎖構造については、質量分析による解析においても、

total IgG に比べ anti-RBD IgG のフコースが増加することや（13）、mRNA ワクチン接種後の

spike-specific IgG でフコースが増加しシアル酸が減少すること（14）等が報告されており、今

回の LMA 解析では同様の変化が捉えられたと考えられる。フコースやシアル酸とともに報告

の多いバイセクト糖鎖に関しては、本構造を認識するレクチン（PHAE、Calsepa）に同調した動

きが確認されなかった。レクチンの糖鎖認識は抗体の抗原認識に比べて広く緩いという特徴を

考慮すると、他の構造を合わせて見ている可能性も考えられるため、バイセクト構造の変動に

ついては慎重な解釈が必要である。 

 anti-S1 IgG と anti-RBD IgG は、捕捉抗原が異なるだけでどちらもワクチン誘導型ＩｇＧと考

えられるが、anti-S1 IgG は、検体を通じて糖鎖修飾量が少なく、またそのプロファイルも anti-

RBD IgG と異なっていた点は大変興味深い。RBD はＳタンパク質の一部のため、2 種の精製

IgG は近い IgG 群が得られると予想されたが、COVID-19 anti-S と anti-RBD 中和抗体は完

全にエピトープが異なるという報告（15）もあり、今回も少し異なる IgG 群が回収された可能性

は否定できない。またサブタイプとして異なる IgG が得られた可能性も考えられる。 

 糖鎖プロファイル全体の中ではメジャーではないが、O 型糖鎖の存在も示唆された。IgG Fc

領域における糖鎖修飾はＮ型であることが知られているが、Ｆａｂ領域については配列によりＯ

型糖鎖も付加されることが知られており、これらの O 型糖鎖シグナルは、Fab 領域の糖鎖を検

出したと考えられた。LMA 上のレクチンは、生体内での糖鎖認識同様、分析対象分子上のア

クセスできる糖鎖を検出するため、Fc、Fab のどちらも、そして N 型糖鎖も O 型糖鎖も同時に

検出できることがメリットでもあるが、両者を分けて分析したい場合は、プロテアーゼ等により抗

体を断片化して解析することも有効と考えられる。 

 45 種のレクチンに対する結合性の違いから、抗体の種類により糖鎖構造に一定の傾向があ

ること、また同じ種類の中でも個体間で量的な差の見られる構造と比較的安定的に見られる構

造があることなどが推測された。感染またはワクチン接種により誘導される IgG 糖鎖はダイナミ

ックに変化することが報告されており（6,16）、また生体内の IgG 糖鎖は疾患もしくは生理的変

化に連動して変化することも報告されている（3-5）。COVID-19 においてはワクチン接種により

心筋炎の頻度が高まるとの報告もあるが、その関連性や機序はいまだ十分に明らかにされて

いない。本研究は、手法確認を目的とした予備的検証のため、精製した IgG の中和活性やエ

フェクター活性については調べておらず、また検体数も限られているが、今後精製抗体の中

和活性試験を含めて、年齢、性別、ワクチン接種回数などを考慮した多検体を対象とした実験

デザインを組むことで、より効果的で安全なワクチン開発につながる新たな知見が得られると

期待される。 
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図 S1 19 検体の total/anti-S1/anti-RBD IgG のレクチンシグナル 

ワクチン接種後の 18 検体および市販血漿 1 検体由来の total IgG、anti-S1 IgG および anti-

RBD IgG の 45 レクチンシグナル。特別記載がないものは 30 ng/well で分析した。値はバック

グラウンドを差し引いた Net Intensity、露光時間 998-6,988 msec の統合データとして示した。 

 


