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概要

バイオ医薬品製剤における界面活性剤の酸化は、ますます顕在化しており、重大な懸念事項となってき
ています。界面活性剤の酸化が観察された場合に、軽減策を開始するためのスクリーニングメソッドを
確立することは非常に重要です。このアプリケーションノートでは、Agilent AdvanceBio 界面活性剤プ
ロファイリング HPLC カラムを用いた、新しい LC/MS/MS ワークフローを紹介します。

LC/MS/MS によるポリソルベート酸化 
副生成物スクリーニングの複雑さの低減 

Agilent AdvanceBio 界面活性剤プロファイリング  
HPLC カラムの使用
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た。ターゲット分析には、MassHunter Qualitative Analysis 12.0 ソ
フトウェアと、Find by Formula（FBF）アルゴリズムおよび Personal 
Compound Database and Library（PCDL）Manager B.8.00.00 を使
用しました。サスペクト化合物のスクリーニング分析には、PolyMatch 
Flow と Visualizer を使用しました。9ポリエチレングリコール（PEG）と
ポリオキシエチレン（POE）は、化学的に同義語です。PCDL の項目に
は POE という用語が使用されていますが、これはポリソルベートの成分
を説明する際に一般的に使用される用語です。PolyMatch は、すべての
ポリマーを分析できるように設計されているため、PEG という用語を使
用しています。そのため、このアプリケーションノートでは、両方の用語を
互換的に使用しています。

メソッド条件

パラメータ 設定値

カラム
Agilent AdvanceBio 界面活性剤プロファイリング 300 Å、 
3.5 µm、2.1 × 100 mm（部品番号 861775-907）、 
ガード（部品番号 821126-927）付き

移動相 A 10 mM 酢酸アンモニウム

移動相 B メタノール

流量 0.3 mL/min

注入量 2 µL

カラム温度 50 ℃

LC グラジエント

時間（分） %B 
0～ 1  5 
1～ 10  5～ 91 
10～ 14  91 
14～ 14.1  91～ 5 
14.1～ 15  5

ポストタイム 3 分

ニードル洗浄 20:80 メタノール:水、10 秒

表 1. 液体クロマトグラフィーのパラメータ

パラメータ 設定値

イオン源 デュアル Agilent Jet Stream

ガス温度 200 ℃

ガス流量 12 L/min

ネブライザ 30 psig

シースガス温度 350 ℃

シースガス流量 11 L/min

キャピラリ電圧（VCap） 3,500 V

ノズル 0 V

フラグメンタ 145 V

リファレンス質量 121.0509、922.0098

取り込みレート（MS、MS/MS） 5 および 3 スペクトル/秒

MS および MS/MS 範囲 m/z 50～ 3,000 

1 サイクルあたりの最大プリカーサ数 5

コリジョンエネルギー 10、20、40 V

表 2. Agilent 6546 LC/Q-TOF パラメータ。

はじめに

界面活性剤、特にポリソルベートは、タンパク質ベースの治療薬の安定
化において非常に重要な役割を果たしています。残念なことに、界面活
性剤は酸化しやすく、その原因は残留過酸化物、光への曝露、または遷
移金属（特に鉄）などの浸出物です。1ポリソルベートの酸化は、反応性
分解生成物の形成につながり、生物製剤の安定性を損なう可能性がある
ため、生物製剤とその配合物の効能と安全性を維持するうえで課題とな
ります。 

製剤緩衝液中の酸化分解マーカーを迅速かつ明確に同定できるスク
リーニングメソッドを確立することが重要になります。2～ 8スクリーニン
グメソッドを確立することにより、科学者は鉄汚染や酸素曝露の低減
などの軽減策を決定して、バイオ医薬品の長期安定性を確保すること
ができます。このアプリケーションノートでは、AdvanceBio 界面活性
剤プロファイリング HPLC カラム、Agilent 6546 LC/Q-TOF システム、
Agilent MassHunter Qualitative Analysis 12.0 ソフトウェア、および 
PolyMatch9 ソフトウェアを用いた、ポリソルベート酸化マーカーを同定
するためのワークフローを紹介します。

実験方法

材料とサンプル前処理
すべての試薬は Sigma-Aldrich から購入し、移動相はすべて LC/MS グ
レードのものを使用しました。ポリソルベート 80 を、移動相 A で最終 
w/v が 0.02 % になるように希釈しました。ポリソルベート 80 を、3 %
（w/v）の過酸化水素とともに、40 ℃に加熱したウォーターバス内で一
晩インキュベーションしました。

装置構成 
Agilent 1290 Infinity II UHPLC システムを、Agilent 6546 LC/Q-TOF 
システムに結合しました。以下が含まれています。

 – Agilent 1290 Infinity II ハイスピードポンプ（G7120A）

 – Agilent 1290 Infinity II マルチサンプラ（G7167B） 

 – Agilent 1290 Infinity II サーモスタット付カラムコンパートメント
（G7116B）

ソフトウェア
 – Agilent MassHunter ソフトウェア

 – PolyMatch9 ソフトウェア

LC/MS/MS 分析とデータ処理
LC/MS/MS 分析は、1290 Infinity II UHPLC とデュアル Agilent Jet 
Stream イオン源付き 6546 LC/Q-TOF システムを組み合わせて実施し
ました。データの収集には、Agilent MassHunter Acquisition（11.00）
ワークステーションソフトウェアと Auto MS/MS メソッドを使用しまし
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結果と考察

ポリソルベートの酸化は複雑なプロセスですが、その一因はポリソルベー
トの不均一な構造にあります。ポリソルベートは POE 基の 4 つの異なる
鎖から構成されており、20 個の POE 部位が 4 つの鎖に分かれています。
さらに、各鎖が脂肪酸で終端することができます。酸化は、遊離脂肪酸
の不飽和部位と 20 個の POE 部位のいずれかで発生する可能性があり
ます。さらに複雑なことに、酸化は急進的に誘導されて、伝播し続けるた
め、多数の潜在的な分解生成物が生じる可能性があります。高分解能精
密質量液体クロマトグラフィー /タンデム質量分析（LC/MS/MS）は、こ
の複雑な問題を明確に同定するためにしばしば選択されるメソッドです。
このアプリケーションノートでは、酸化副生成物の同定数を最大化するた
めの 2 つのアプローチについて説明します。 

データ取り込み
ポリソルベートの酸化は複雑であるため、LC/MS/MS の分析時間が長
くなる傾向があります。AdvanceBio 界面活性剤プロファイリングカラム
は、ポリソルベート成分の高分離能分析を短時間で実施するために設計
されました。長さ 100 mm のカラムを選択して、18 分のメソッドで高分
離能を実現しました。データが、ターゲット化合物とサスペクト化合物の
スクリーニングの両方のアプローチに適していることを確認するために、
データを Auto MS/MS で取り込みました。Auto MS/MS はデータ依存
型のメソッドであり、スペクトルごとに上位 5 個のピークが MS/MS の
ターゲットとなり、アクティブな排除が適用されます。コントロールサンプ
ルは購入した直後ではなく、多少、光に曝露されていたため、若干の酸
化が発生した可能性があります。人工的な酸化条件に曝露された酸化サ
ンプルは、より酸化が進んでいることが予想されます。図 1 において、トー
タルイオンクロマトグラムは、繰り返し分析間で高い再現性を示していま
す。特に酸化クロマトグラムでは、モノエステル、ジエステル、トリエステ
ルが溶出する際のシグナルが減少し、クロマトグラムの初期にシグナルが
わずかに増加していることから、何らかの分解が発生していることがわか
ります。

図 1. コントロールサンプルと酸化サンプルのトータルイオンクロマトグラムを比較することにより、何らかの分解が発生していることがわかります。
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ターゲット分析
先に述べたように、ポリソルベートの不均一性と急進的に開始された酸
化プロセスの両方により、何百、場合によっては何千もの潜在的な分解
生成物を伴う複雑なシナリオがもたらされます。既知の分解物が以前に
観察されていれば、ターゲットアプローチを使用することができます。既
知のポリソルベート分解生成物に関する文献は増え続けており、これら
の論文から得られたデータをターゲットアプローチに組み込むことができ
ます。最近発表された論文には、4,800 を超える潜在的な分解生成物が
含まれており、各生成物の診断 MS/MS イオンが示されています。2この
リストに基づいて、PCDL をコンパイルし、Qualitative Analysis 12.0 ソ
フトウェアの FBF アルゴリズムに組み込みました。FBF アルゴリズムは、
質量精度、同位体アバンダンス、スペーシングに基づいて化合物をスコア
化します。さらに、このアルゴリズムには、MS/MS イオンに化学式を割
り当てる機能が備えられています。 

図 2 と 3 は、同定された化合物の一例である、POE1 モノスベリン酸
塩を示しています。コントロールサンプルと酸化サンプルそれぞれにつ
いて、4 回の繰り返し分析でデータを収集しました。コントロールは、少
量のこの化合物の存在を示しており、FBF アルゴリズムで確認されてい
ます。ただし、コントロールでのアバンダンスは、MS/MS をトリガーす
るほど高くはありません。コントロールサンプルの酸化ピークのアバン
ダンスは低いと予想されます。コントロールのリテンションタイムは酸化
サンプルのリテンションタイムと一致しており、FBF スコアは 100 中の 
82.5 であるため、この化合物は高い信頼性で同定できます。これは低
アバンダンスの化合物であるため、同位体忠実度がわずかに低下してお
り、FBF スコアが 90 台ではない理由を説明しています。酸化サンプル
は、コントロールサンプルと比較すると、POE1 モノスベリン酸塩のアバ
ンダンスが 1 桁増加しており、FBF スコアは 99.5 と非常に高くなって
います。参考文献2 の診断 MS/MS イオンが、追加アノテーションされた 
MS/MS ピークとともに存在しています。 

図 2. コントロールサンプルと酸化サンプルの POE1 モノスベリン酸塩の抽出イオンクロマトグラム。繰り返し分析では、それぞれ 13.4 % と 1.9 % という高いピーク面積精度を
示しています。
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同定された化合物の 2 番目の例は、一連の同族種である、POE11～
POE15 モノヒドロペルオキシオレイン酸塩であり、それぞれが単一の 
POE 基によって異なっています。この一連の FBF スコアはすべて非常に
高く、96.3～ 99.7 の範囲であり、平均は 98.8 です。図 4 に示すように、
5 つの化合物の 8 回の繰り返し分析すべての質量誤差は 1 ppm 未満で
す。コントロールサンプルでは、ヒドロペルオキシオレイン酸塩種がいく
つか検出されていますが、酸化サンプルでは、ヒドロペルオキシオレイン
酸塩種が一貫して増加しています。ピーク面積の再現性はすべての繰り
返し分析で維持されており、1.9～ 5.9 % RSD の範囲です。図 5 は、酸
化サンプルの 1 つにおける POE13 モノヒドロペルオキシオレイン酸塩の
一例を示しています。ターゲットアプローチを使用することには、いくつか
の利点があります。名前と分子式が提供されていれば、PCDL の設定は
簡単です。FBF アルゴリズムは迅速に処理を行い、サンプル間の差異を
明確に視覚化します。ただし、ライブラリから除外されたターゲットは同
定されません。代替のデータ解析メソッドは、補完的な利点を提供します。

図 3. （A）POE1 モノスベリン酸塩について FBF アルゴリズムでアノテーションした、
MS1 のみのスペクトル結果。酸化サンプルは、アンモニウム付加物を含む化合物の
エビデンスも示しています。酸化サンプルのみが、MS/MS をトリガーするのに十分
なアバンダンスでこの化合物を有していました（B）。

コントロール
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図 4. POE(n) モノヒドロペルオキシオレイン酸塩系列の概要。分解生成物は酸化サンプルで増加しており、優れた再現性を示しています。すべての繰り返し分析において、 
96.3～ 99.7 の範囲の高い FBF スコアを示しており、1 ppm 未満の質量誤差の影響を受けています。
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3 つの MS/MS スペクトルのうち 2 つに存在しており、質量精度は -2.3 ppm 以下です。もう 1 つの MS/MS イオン 323.2572 は、下側のスペクトルに存在しており、 
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サスペクト化合物のスクリーニング分析
ポリソルベートの酸化を分析する場合、ターゲットアプローチは優れた
開始点となりますが、リテンションタイム、タンデム質量スペクトルデー
タ、質量欠損など、いくつかの特徴を考慮したノンターゲットアプロー
チは、より信頼性が高く、新たな分解生成物を同定することができます。
PolyMatch は、質量欠損、リテンションタイム、精密質量など、ポリマー
を分類するための幅広いエビデンスを統合しており、これらのエビデンス
を同族列とともに使用することにより、同じクラスに属する可能性の高い
化学物質群を集めてまとめることができます。MS/MS エビデンスは、ク
ラスレベルまたは種レベルの割り当てに関連する構造情報を提供するこ
とができます。9 

現在、PolyMatch は、フラグメントスクリーニング、同族列検出、および
「一般化」ライブラリを通して、酸化種を含む未知のポリマーの検出に使
用することができます。PEG 関連フラグメントのフラグメントスクリーニン
グによる同族列検出は、既知のポリマー構造を含む PolyMatch ルール
ベースのライブラリに含まれているかどうかに関係なく、PEG 化単位を持
つすべてのポリマーを検出します。さらに、「一般化」ライブラリは、酸化
ポリマーも取り込みます（図 6）。このライブラリには、二重結合等価物、
さまざまな官能基や付加物の添加、PEG 化単位のサイズ、CH2 基の存
在などを特徴とするポリマーが含まれています。図 7 は、PolyMatch ラ
イブラリに含まれている PEG とその特徴の例を示しており、図 10 で同
定されたいくつかの構造の図も含まれています。PolyMatch ライブラリ
には、特定の酸化ポリソルベート種とそのフラグメンテーションパターン
はまだ含まれていませんが、この機能は将来ライブラリの拡張とともに追
加される予定です。このソフトウェアプログラムには、自動ピーク検出、ブ
ランクフィルタリング、アノテーション、視覚化が備えられています。9 

図 7. PolyMatch ライブラリには、PEG/POE などの構造や官能基が含まれていま
す。表示されている構造は、PolyMatch により作成された SMILES（Simplified 
Molecular Input Line Entry System）ファイルから生成された後、https://www.
cheminfo.org から描画されました。

図 6. PolyMatch ワークフローの概要。この実験では、完全に自動化された 
PolyMatch Flow インタフェースを使用しました。

*DDA = Data-dependent acquisition,
**IE-DDA = Iterative exclusion data-dependent acquisition
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質量欠損は、ポリソルベート中の繰り返し POE 基を利用するため、特に
強力です。PolyMatch は分解生成物の系列を確認して、視覚的に明確
に表示することができるため、偽陽性の除外が容易になります。図 8A 
は、一連のポリソルベート成分とその繰り返し POE/PEG 単位を示して
おり、ポリソルベート-R1_FA(16:0)-PEG(n) として同定されています。
PolyMatch の命名規則は PCDL とは異なります。そのため、ポリソル
ベート-R1_FA(16:0)-PEG(n) は、図 4 と 5 で参照した POE(n) モノヒド
ロペルオキシオレイン酸塩と同じ構造および系列です。 

AdvanceBio 界面活性剤プロファイリングカラムと PolyMatch ソフト
ウェアを組み合わせることの利点は、図 8B で強調して示されています。
図 8A は、関連するポリソルベート成分の単一系列を示していますが、図 
8B では、質量欠損系列内でクロマトグラフィーにより分離された異性体
のセットが明確に示されています。LC カラムの選択性により、長時間の
メソッドを必要とせずに異性体を分離します。図 9 に、異性体の各セット
から得られた MS/MS スペクトルの一例を示します。上側のスペクトルは
後期に溶出したセットのものであり、フラグメントはほぼアノテーションさ
れています。下側のスペクトルは初期に溶出したセットのものであり、同

じアノテーションがいくつかあります。ただし、この下側のスペクトルには、
m/z 323.2576 という、まだアノテーションされていない高アバンダンス
のピークが含まれており、上側のスペクトルとは大きく異なっています。
文献によると、この MS/MS イオンはケトオレイン酸であり、ポリソルベー
トの酸化のエビデンスとなります。これは、PolyMatch ライブラリに追加
される予定のイオンの一例です。4～ 6

本研究では、主にポリソルベート成分の 1 セットに注目しましたが、他に
も多くの成分が検出されました。PolyMatch では、A～ E という文字に
よるスコアシステムを採用しています。A スコアの化合物は、精密質量と
クラス固有のフラグメンテーションパターンに基づいて、非常に信頼性の
高い同定とみなされます。A スコアの化合物は 261 種類ありました。図 
10 に、これらの高スコア化合物の質量欠損と、対応するリテンションタ
イム対 m/z のプロットを示します。ポリソルベートの酸化は複雑で急進
的なプロセスであるため、酸化の程度を判断するには強力なソフトウェ
アツールが不可欠です。さらに、データ取り込みプロセスを迅速化する、
AdvanceBio 界面活性剤プロファイリングカラムを使用することは非常
に有用です。

図 8. CH2CH2O に正規化された Kendrick 質量プロット（A）は、ポリソルベート-R1_FA(16:0)-PEG(5-18) として同定された一連のポリソルベート成分を示しています。 
リテンションタイム対 m/z のプロット（B）は、質量欠損系列内でクロマトグラフィーにより分離された異性体のセットを示しています。

Nominal mass

N
or

m
al

iz
ed

 m
as

s 
de

fe
ct

 (C
H

2C
H

2O
)

Re
te

nt
io

n 
tim

e

Mass defect plots (normalized to CH2CH2O)

m/z

Retention time versus m/z plot

A B



9

図 10. すべての高スコア化合物の質量欠損と、リテンションタイム対 m/z のプロット
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図 9. 各異性体セットの MS/MS スペクトルとアノテーションされたフラグメントの例。MS/MS では、診断イオン m/z 323.2576 により、下側の化合物が酸化されていることが
確認されています。
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結論

生物製剤や配合物の安定性をモニタリングするラボ向けのスクリー
ニングツールとして、ポリソルベート酸化副生成物を同定するための 
LC/MS/MS ワークフローを開発しました。Agilent AdvanceBio 界面活
性剤プロファイリングカラムでは、ポリソルベート成分の高分離能分析を
短時間で実施できます。Agilent 6546 LC/Q-TOF システムは、分解生
成物を同定するための優れた同位体忠実度により、高分離能の精密質
量データを生成します。Agilent MassHunter Qualitative 12.0 Find by 
Formula（FBF）アルゴリズムは、完全なターゲットアプローチに使用す
ることができ、PolyMatch ソフトウェアは、よりノンターゲットなサスペク
ト化合物のスクリーニングアプローチに最適です。
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