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概要
モノクローナル抗体 (mAb) は研究されているタンパク質ベース生体分子の急成長分野です。タンパ
ク質医薬品は不均一な性質のために、広範な分析特性解析が要求されます。 

液体クロマトグラフィーとエレクトロスプレー質量分析 (LC/MS) との組み合わせによるペプチドマッピ
ングは、mAb の一次配列を確認するためにバイオ医薬品業界が使用する十分に確立した手法です。
包括的な特性解析は、mAb およびその変異体の完全なアミノ酸配列だけでなく、翻訳後修飾 (PTM) 
および位置についての情報も提供します 1-3。しかし、データ処理および結果解析のワークフローが
自動化されていないことが、バイオ医薬品分析や臨床研究ラボの高速化を制限しています。

今回のアプリケーションノートでは、Agilent AssayMAP Bravo 自動分注装置、Agilent 1290 Infinity II 
UHPLC システム、Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF、そして完全な配列マッピング解析のための 
Agilent BioConfirm ソフトウェアによる自動データ解析を使用した、ハイスループットワークフローを開
発しました。

図 1. Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF システム
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実験方法

実験方法
モノクローナル抗体 (mAb) 標準 RM 8671 は米
国国立標準技術研究所 (NIST) から購入しまし
た。DL-ジチオトレイトール (DTT)、ヨードアセト
アミド (IAA)、グアニジン塩酸塩は Sigma-Aldrich 
社から購入しました。高品質質量分析グレー
ドのトリプシン/Lys-C 酵素混合液は Promega 
社から入手しました。AssayMAP C18 カートリッ
ジは Agilent Technologies 社製を使用しました。

Agilent AssayMAP Bravo 自動分注装置を使用
して NIST mAb サンプルの希釈、分解、脱塩を
行いました。サンプルは乾燥させた後、0.1 % 
TFA の DI 水で再懸濁しました。約 0.5 μg の 
mAb 分解サンプルを注入して各 LC/MS/MS 分
析を実行しました。 

LC/MS 分析
LC/MS 分析は、Agilent 1290 Infinity II UHPLC シ
ステムと、Agilent デュアル JetStream ESI ソース
を搭載した Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 
システムとを組み合わせて実行しました。LC 
分離には Agilent AdvanceBio ペプチドマッピン
グカラム (2.1 × 150 mm、2.7 µm) を使用しまし
た。表 1 と表 2 は使用した LC/MS パラメータ
を示しています。 

データ処理
LC/MS/MS か ら の 生 デ ー タ は Agilent 
MassHunter BioConfirm B.08.00 ソフトウェアを使
用して処理しました。優れたアルゴリズムによ
り、下流のデータ解析が簡素化され、理論的
に分解された NIST mAb 配列との比較によりペ
プチドと PTM の自動識別が可能になります。 

表 1. 液体クロマトグラフィーのパラメータ。

表 2. MS のパラメータ

Agilent 1290 Infinity II UHPLC システム

カラム Agilent AdvanceBio ペプチドマッピング、2.1 × 150 mm、2.7 µm (p/n 653750-902)

サーモスタット 4 ° C

溶媒 A 0.1 % ギ酸水溶液

溶媒 B 0.1 % ギ酸 + 90 % アセトニトリル

グラジエント 0 ～ 15 分、0 ～ 40 % B 
15 ～ 18 分、40 ～ 90 % B 
18 ～ 20 分、90 % B

カラム温度 60 ° C

流量 0.4 mL/min

注入量 3.0 µL

Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF システム

ガス温度 325 ° C

乾燥ガス 13 L/min

ネブライザ 35 psig

シースガス温度 275 ° C

シースガス流量 12 L/min

VCap 4,000 V

ノズル電圧 500 V

フラグメンタ電圧 175 V

スキマ 65

Quad AMU 95

参照質量 121.0509、922.0098

取り込みモード 拡張ダイナミックレンジモード (2 GHz)

質量範囲 m/z 100 ～ 1,700

採取レート 5 スペクトル/秒

自動 MS/MS 範囲 m/z 50 ～ 1,700

最小 MS/MS 採取レート 3 スペクトル/秒

Isolation Width (選択幅) 狭い (～ 1.3 m/z)

プリカーサ/サイクル 上位 10

コリジョンエネルギー 3.6*(m/z)/100–4.8

MS/MS のスレッシュホールド 3,000 カウントと 0.001 %

ダイナミック排除 オン、3 回繰り返して 0.2 分間排除

プリカーサアバンダンスベースの 
スキャンスピード

あり

ターゲット 25,000

MS/MS 累積時間制限を使用 あり

純度 100 % 厳重、30 % カットオフ

同位体モデル ペプチド

プリカーサでのソート +2、+3、>+3 のみのアバンダンスによる
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エントによって優れたクロマトグラフィー分離
能を実現しました。NIST mAb 軽鎖と重鎖から
の同定済みペプチドにはそれぞれに該当する
配列番号のラベルが付いています。

質量 AdvanceBio Q-TOF システムを使用してこ
れらの問題を解決しました。さらに、Agilent 
MassHunter BioConfirm B.08 ソフトウェアによる
自動データ処理ワークフローがデータマイニ
ング全体および結果の真度を飛躍的に向上さ
せました。図 2 は、トリプシン/Lys-C で分解さ
れた NIST mAb からのペプチドの抽出化合物ク
ロマトグラム (ECC) です。わずか 15 分のグラジ

結果と考察
サンプル前処理およびさまざまに修飾され
た何百ものペプチドのデータ解析が必要な
ために、抗体の包括的なペプチドマッピン
グは複雑で時間のかかるプロセスとなるこ
とがあります。今回の実験では、ハイスルー
プットの AssayMAP Bravo 液体ハンドリングシ
ステム、Agilent Infinity II UHPLC、Agilent 精密

図 2. Agilent AdvanceBio ペプチドマッピングカラムを用いて分離したトリプシン/Lys-C 分解済み NIST mAb 標準 RM 8671 からのペプチドの ECC。
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致したペプチドの配列、修飾およびマッチスコ
アを含むペプチドの詳細情報を即座に確認で
きます。これにより、個別のペプチドの MS お
よび MS/MS スペクトルとサンプルの TIC を確
認できます。さらに、フラグメントイオンに伴う
プリカーサ分子のアバンダンスも相対的な定
量分析用に提供されます。

示しています。同定されたペプチドのほとんど
が優れた質量精度を示し、誤差は 1 ppm 未満
でした。ペプチドを同定した後、mAb 配列のカ
バーマップが自動的にレポートされました。図 
3B では、15 分の UHPLC グラジエントを使用し
た NIST mAb に関する 99.4 % の配列のカバー
が示されています。

BioConfirm でのペプチドマッピングの結果のサ
マリ (図 4) では、質量、リテンションタイム、一

今回のペプチドマッピングワークフローでは、
すべての一致したペプチドは MS 質量誤差が 
< 5 ppm で MS/MS スペクトルを 1 つ以上確認
することを必要としました。BioConfirm スコア
算出のアルゴリズムは、b および y フラグメン
トイオンの存在、インモニウムイオン、質量精
度、MS/MS ピーク強度やその他のパラメータ
要素を考慮します。図 3A は、BioConfirm ソフ
トウェアで同定したペプチドの詳細な例を表

図 3A. NIST mAb 分解物からのすべての一致したペプチドの詳細をまとめた Agilent MassHunter BioConfirm B.08 ペプチドマッピングの結果の 
表の例。同定済みペプチドのほとんどが質量精度 1 ppm 未満です (赤色の枠)。
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図 3B. NIST mAb の配列のカバーのサマリ

図 4. 代表的なペプチドマッピングの結果とタンパク質の配列のカバーを示す、Agilent MassHunter BioConfirm B.08 ソフトウェアのスクリーンショット
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図 5 は、未変性のペプチド (m/z = 631.6385、
+3 のプリカーサ) と Met-酸化ペプチド (m/z = 
636.9698、+3 のプリカーサ) の MS/MS スペク
トル比較を示しています。b4 ～ b7 のフラグメン
トイオン (緑色の枠) の大きな違い (+15.99 Da) 
は未変性種と修飾フォームを明確に区別し、
軽鎖の Met-4 が酸化の位置であることを示し
ています。

同様に、図 6 は、未変性ペプチドと脱アミド化
ペプチドの MS/MS スペクトルを示しています。
b2 ～ b3 フラグメントイオン (紫色の枠) はすべ
て 0.98 Da の特徴的な質量シフトを示し、脱ア
ミド化が明らかに存在しています。さらに、ほ
とんどの y イオン (y4 ～ y8、赤で強調表示) は
未変性フォーム (トップパネル) と同じままで 
(y10 イオンを除く)、重鎖の Asn-364 位置で脱ア
ミド化が生じたことは明らかです。

図 5. 翻訳後修飾 (メチオニン酸化) の解析。未変性ペプチドと Met-酸化ペプチドの MS/MS スペクトル  
(軽鎖ペプチド 1 ～ 18)。上段: 未変性ペプチド、下段: Met 4 で酸化 (緑色の枠内は確認されたフラグメントイオン)。
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図 6. 翻訳後修飾 (脱アミド化) の解析。未変性ペプチドと脱アミド化ペプチドの MS/MS スペクトル  
(重鎖: 364 ～ 373)。上段: 未変性ペプチド、下段 Asn 364 での脱アミド化ペプチド。
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結論
自動サンプル前処理、高速分離、信頼性の高
い検出、合理化された処理により、ペプチド
マッピングプロセスを、時間のかかる煩わしい
作業からルーチンワークフローへと実現可能
にするのは、Agilent AssayMAP Bravo から始ま
り Agilent MassHunter BioConfirm B.08 でのデー
タ処理までを通して提供されるプロセスの各
コンポーネントの信頼できる特質および高い
性能です。全分析時間は、Agilent 1290 Infinity II 
UHPLC と Agilent AdvanceBio ペプチドマッピ
ングカラムの分離能力および MassHunter 
BioConfirm の自動処理能力によってきわめて
短縮されています。また、完全なタンパク分解
物の分析時にみられる均一な精度の分析結
果により、Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 
の真度と分解能を実証しました。 
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