
概要
このアプリケーションノートでは、一般的な生物薬理学環境で生化学分析の担当者

が実行する、Agilent Easy Access ソフトウェアを使用したモデル治療用タンパク質の
ロット間純度分析方法について説明します。Agilent 1290 Infinity LC システムを Agilent 
6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS と組み合わせ、Agilent Easy Access ソフトウェアが
提供するデータ解析を使用して、タンパク質製剤のロット間純度を分析しました。LC/
MS プラットフォームの優れたクロマトグラフィー分離能と質量真度をパワフルなデー
タ処理機能と組み合わせることで、バッチ間のタンパク質純度を容易かつ迅速に分析

することができました。このアプリケーションではワークフローを単純化し、以降の後

工程の意思決定を高速化します。このソフトウェアは、規制機関により求められるバッ

チの一貫性を確認するためのタンパク質プロファイルの比較に便利です。さらに、ス

ケールアップまたは製造時に精製タンパク質の不純物プロファイルに役立ちます。こ

のデータはバイオシミラーを開発する企業にとって非常に貴重なものとなり、販売前

に行う生成物とオリジナルの化合物との類似性の評価に役立ちます。
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実験方法

サンプル
異なるロットのモデル治療用タンパク質は 
GangaGen Biotechnologies Pvt. Ltd (インド、
バンガロール) から入手しました。

機器
LC システム

Agilent 1290 Infinity LC

はじめに
タンパク質は、医学的利用のために販売前
には生体医薬品分子として厳しい製品試
験を受ける必要があります。治療用タンパ
ク質の製造手順は非常に詳しく定義され
ていますが、製品や工程に関連する不純
物が発生することがあります。pH、温度、
培地の組成変更など、製造工程の些細な
変化でも最終製品の品質に影響を与える
ことがあります。製造工程でのバッチ間変
動は製品の微小不均一性の原因にもなり
ます。したがって、製造工程で実施された
すべての変更を分析することが非常に重
要です。このアプリケーションノートでは、
High Definition Q-TOF に結合された LC を
使用して、モデル治療用タンパク質のロッ
ト間変動を分析する方法について説明し
ます。Easy Access ソフトウェアを使用す
ると、質量分析計の経験が少ないユーザー
でも LC/MS システムを使用して生産性と
効率を向上させることができます。タンパ
ク質の純度分析のための容易で便利なメ
ソッドも提供され、必要に応じてサンプル
をさらに処理するための最適な方法を特
定することができます。

パラメータ Agilent 1290 LC
カラム Agilent Poroshell 300SB-C18、2.1 x 75 mm、5 µm (p/n 660750-902)
カラム温度 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 
移動相 B 90 % アセトニトリル + 0.1 % ギ酸
グラジエント 20 % B で 0 分間

85 % B で 0～15 分
20 % B で 15～16 分

ストップタイム 16 分
流速 0.5 mL/min 
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 350 ºC
乾燥ガス流量 8 L/min 
シースガス温度 350 ºC
シースガス流速 11 L/min
ネブライザ 35 psi
キャピラリの電圧 3,800 V
ノズル 1,000 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.05 および Agilent MassHunter BioConfirm ソフトウェア 
B.05 を使用して分析

表 1. 実験パラメータ

MS システム

Agilent JetStream 技術を利用した  
Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS

分析ソフトウェア

MassHunter Easy Access ソフトウェア 
(B.05.00)

メソッドパラメータを表 1 に示します。
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結果と考察
バイオ医薬品業界の規制要件により、製剤
原料の化学的一貫性と純度のモニタリン
グが日常的に実施されています。薬物の同
一性、強度、品質、純度、および薬効は最
終製品の安全性と効果に関連しているた
め、工程の変更がこれらに与える影響を調
べるために高感度の分析手法が必要です。
高性能液体クロマトグラフィー (HPLC)、質
量分析計 (MS)、核磁気共鳴 (NMR)、およ
びキャピラリ電気泳動などの高感度の分
析手法の向上により、工程の変更がこれ
らの物質に与える影響を評価するための
高真度のメソッドが提供されました。図 1 
に、質量分析の経験が少ない分析担当者
が Agilent MassHunter Easy Access を使用
してタンパク質製品の純度を測定すると
きのワークフローを示します。Easy Access 
ソフトウェアをデータ解析に使用して LC/
MS メソッドを開発し、最適化しました。

図 2 に Easy Access ソ フト ウ ェ ア の 
Administrator (管 理 者) ウ ィン ド ウ の 
Method (メソッド) タブを示します。この
タブに入力されている最適化されたメ
ソッドパラメータを表 1 に示します。こ
れらの機器条件を使用し、Agilent 6530 
Accurate-Mass Q-TOF LC/MS に結合され
た Agilent 1290 Infinity LC で各バッチを分
析しました。メソッドを最適化し、保存す
ると、図 1 に示すように次のシーケンスが
開始されます。この実験では、3 つの異な
るロット (前臨床、非 GMP、GMP) のモデル
治療用タンパク質の純度を分析しました。

図 1. ロット間タンパク質分析のための Easy 
Access のワークフロー

Easy Access を起動する

詳細 (サンプル情報、
サンプル位置など) を入力する

サンプルを
オートサンプラに配置する

OK ボタンをクリックして
分析を開始する

分析完了後、
分析レポートが含まれるメールが

研究者に送信される

図 2. MassHunter Easy Access の Administrator (管理者) ウィンドウ、Methods (メソッド) タブを表示
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サンプルをオートサンプラに入れた後、サ
ンプルの詳細、サンプル位置、ノートブッ
ク番号、および実験対象タンパク質の分析
メソッドを分析担当者が Easy Access ウィ
ンドウ (図 3) に入力し、分析を開始しまし
た。分析完了時にレポートとデータをユー
ザーにメールで送信するようにシステムを
構成しました。

図 4 に、1 サンプル分析の結果についてカ
スタマイズしたレポートの例と、前臨床サ
ンプルのタンパク質を同定したマッチシー
ケンスを示します。カスタマイズしたレポー
トにはデータファイル名、サンプル名、サ
ンプル位置、取り込みおよびデータ解析に
使用したメソッドが含まれます。レポート
には、一致したタンパク質配列をリストし
た表に加えて、タンパク質のさまざまな分
子種 (インタクトまたは付加分子種) とその
相対存在量をリストした化合物表も含まれ
ます。また、同定された化合物のトータル
イオンクロマトグラム (TIC) およびトータ
ルコンパウンドクロマトグラム (TCC) も含
まれます。最後に、図 4 に示すレポートに
は、インタクト質量でも既知のタンパク質
修飾でも対象のタンパク質に一致しなかっ
た不純物が含まれ、工程に関連する不純物
がサンプル内に含まれることを示唆してい
ます。

図 4. 修飾/インタクトタンパク質および不純物を予測するサンプル情報、サンプル位置、およびメソッド
を示すカスタムレポート

図 3. サンプル位置、ノートブック番号、およびメソッドを示す MassHunter Easy Access ユーザーウィン
ドウ



5

このようなレポートは、精製や他の処理メ
ソッドを研究者が最適化する場合に役立
ち、今後のバッチから製品不純物を除去
するために必要な工程の調整を特定する
ことができます。表 2 の結果からわかるよ
うに、前臨床サンプルの後に分析した非 
GMP および GMP のロットは 100 % の純度
を示しました。

結論
このアプリケーションノートでは、ロット
間精製メソッドの一貫性を示すために 
Agilent MassHunter Easy Access ソ フ ト
ウェアを使用する方法について説明しまし
た。Easy Access ソフトウェアは、LC/MS 
技術の経験が少ない分析担当者が LC/
MS データを解析する際に便利な方法を
提供することが証明されました。このソフ
トウェアは分析時間を短縮し、ラボの生産
性を向上します。この分析のデータが示す
ように、Agilent 1290 Infinity LC を Agilent 
6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS に結合
することによって優れた分離と質量真度が
実現します。このようなデータはロット間
一貫性をサポートし、結果として、必要な
工程の調整を決定する際に役立ちます。最
後に、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
ができます。

* タンパク質の純度には、分析レポートに示す
ようにタンパク質のすべての分子種 (インタ
クトおよび付加分子種) が含まれます。

表 2. 分析したロットのタンパク質純度 

ロット名 純度 * (%)

前臨床 92

非 GMP 100

GMP 100
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