
Agilent 6550 Q-TOF 質量分析装置を 
使用したインタクトタンパク質の分析

アプリケーションノート

はじめに

LC/MS は、バイオ医薬品業界で医薬品用タンパク質の分子量の確認に広く使用され
てきました。LC/MS は高速で高精度の比較定量が可能で、精密質量測定は、予想さ
れる翻訳後修飾 (PTM) が目的のタンパク質配列上に発現しているかを確認するうえ
で役立ちます。また、同じサンプル内のさまざまなタンパク質や PTM の相対存在量も
確認できます。高い分離能と高い感度を備えた質量分析装置を使用すれば、このよう

な分析を簡単に行うことができます。このアプリケーションノートでは、Agilent 6550 
Q-TOF 質量分析装置を使用したインタクトタンパク質の分析について説明します。
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実験方法

サンプル
3 % アセトニトリル (ACN) および 96.9 % 
0.1 % ギ酸 (FA) を使用してモノクローナ
ル抗体 (mAb) を 100 µg/mL に希釈しま
した。サンプル注入量は 1 µL (100 ng) に
設定しました。精製したタンパク質サン
プル (P128) を GangaGen Biotechnologies 
Pvt. Ltd から購入し、3 % アセトニトリル 
(ACN) および 96.9 % 0.025 % トリフルオ
ロ酢酸 (TFA) を使用して分析しました。

機器
LC システム 
Agilent 1290 Infinity LC システム

MS システム 
Agilent JetStream を搭載した 
Agilent 6550 iFunnel Q-TOF

結果と考察

タンパク質は、エレクトロスプレーイオ
ン化では多価イオンを形成します。モノ
クローナル抗体などの高分子タンパク
質では、図 1 に示すような電荷分布を示
します。この分布の中心は電荷 48 です。
それぞれのピークを拡大すると、複数の
ピークが観察されますが、これらは mAb 
に結合した異なるグリコフォームの存
在を表しています。Agilent MassHunter 
BioConfirm ソフトウェアのピークモデリ
ングデコンボリューションアルゴリズム
を用いて、スペクトルのデコンボリュー
ションを行います。この結果、複数の電
荷スペクトルが電荷ゼロの質量スペクト
ルに変換されます。図 2 にその結果を示
します。 
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図 1. インタクト mAb の電荷分布の LC/MS 生データ

パラメータ Agilent 1290 LC システム

カラム Agilent Poroshell 300SB C8 1.0 × 75 mm、5 µm または  
Agilent ZORBAX RRHD 300 Diphenyl、2.1 × 100 mm、 
1.8 µm (p/n 858750-944)

カラム温度 80 ºC または 60 ºC

サンプルのサーモスタット 5 ºC

移動相 A 0.1 % ギ酸水溶液または 0.025 % TFA 水溶液

移動相 B 90 % アセトニトリル水溶液 + 0.1 % ギ酸

グラジエント 0～1 分 3 %B
1～5 分 3～90 %B
5～6 分 90 %B
6～7 分 3 %B

ストップタイム 7 分

流速 0.4 mL/min

LC/MS 条件

イオンモード ポジティブイオンモード、ESI (プロファイル)

乾燥ガス温度 290 ºC

乾燥ガス流量 14 L/min 

シースガス温度 400 ºC

シースガス流量 12 L/min

ネブライザ 20 psi

キャピラリの電圧 5,000 V

ノズル 2,000 V

データ解析 LC/MS で取得したデータを、Agilent MassHunter Qualitative 
Analysis ソフトウェア B.06 および Agilent MassHunter 
BioConfirm ソフトウェア B.06 を使用して分析
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この mAb では 5 つの主なグリコフォー
ムが観察されました。図 3 および 4 に、
分子量 26,490 Da の医薬品用タンパク質 
P128 の別の例を示します。

結論

• Agilent 1290 Infinity LC システムを 
Agilent 6550 iFunnel Q-TOF と結合し
て使用した医薬品用タンパク質の分
析について説明しました。

• Agilent 1290 Infinity LC システムは高
速で優れた分離力を、Agilent 6550 
iFunnel Q-TOF は優れた分離能と感度
を提供します。

• Agilent MassHunter BioConfirm ソフ
トウェアによりデータの自動抽出、
デコンボリューション、およびタンパ
ク質の確認を行いました。
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図 2. インタクト mAb をデコンボリューションしたスペクトル。主なピークは 
mAb の主要なグリコフォームです。 
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図 3. P128 の電荷分布の LC/MS 生データ。挿入図は P128 の電荷状態を拡大したもの

図 4. P128 をデコンボリューションしたスペクトル
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