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はじめに

モノクローナル抗体 (mAb) とその誘導体は、バイオ医薬品分子の中でも特に重要であり、幅広いアプリケー
ションで利用されています。近年の mAb 製品の承認件数と販売数の急激な増加に伴い、包括的な分析お
よび特性解析機能のニーズが高まっています。mAb は本質的に不均一な分子で、さまざまなタイプの配列、
修飾、構造変異体で構成されています。タンパク質のグリコシル化は、多くの生物学的プロセスで重要な役
割を果たす mAb の主要な翻訳後修飾 (PTM) の 1 つです。mAb 分子へのグリカン結合の分布と組成は治
療の効果や免疫原性に影響を与えることがあります。このため、一貫性のあるグリコシル化と関連する治療
用 mAb の品質管理は、医薬品の生物学的処理において高い優先事項となっています 1。 

四重極飛行時間型 (Q-TOF) 液体クロマトグラフィー /質量分析計 (LC/MS) システムは、インタクト mAb 
および mAb サブユニットの分析に広く使用されています。これらの機器は広い質量レンジで優れた質量精
度と分離能を備えており、mAb ペプチドシーケンスマッピングの実行、PTM の特性評価に有用です 2 ～ 4。 

Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF を
用いた 3 レベルでのモノクローナル抗体の 
グリコシル化のプロファイリング
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通常、グリカン/グリコフォームの特性解析には 
4 つのレベルの LC/MS ワークフローがありま
す (図 1)。 

• レベル 1 とレベル 2 は、インタクトおよび
還元済みの mAb 分子のグリコフォームの
分析に焦点を当てています。

• レベル 3 は、mAb のタンパク消化から生
成されたグリコペプチドの分析で、一般的
にペプチドシーケンスマッピングワークフ
ローの一部です。

• レベル 4 は、酵素による切断などのメカニ
ズムによって遊離されたグリカンの特性解
析です。

以前のアプリケーションノートで IgG タンパク質
のグリコペプチド分析 (レベル 3) については報
告しているため 5、今回の研究ではその他の 3 
つの主な LC/MS ベースのワークフロー (レベ
ル 1、2、4) を NISTmAb を使用して評価しま
した。3 つのワークフローのアプローチはすべ
て、所定のタンパク質についてグリコシル化の
存在を定量的に理解することを目標としていま
す。ワークフローでは次の機器を使用します。 

• Agilent AssayMAP Bravo Liquid 
Handling Platform

• Agilent 1290 Infinity II LC システム

• Agilent PLRP-S カラムまたは 
AdvanceBio グリカンマッピングカラム

• 高感度な Agilent 蛍光検出器 (FLD)

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

データは 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF で
取り込まれ、Agilent MassHunter BioConfirm 
B.09.00 ソフトウェアで自動解析されます (図 
2)。このソリューションにより、簡便なサンプル
前処理と効率的なデータ採取が可能になり、生
産性が劇的に向上するだけでなく、データ解析
の精度も高まります。

図 1. さまざまなグリコフォーム/グリカンの定量分析のワークフロー
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図 2. mAb グリコフォーム/グリカンの特性解析ワークフローの分析コンポーネント
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分析方法

材料と方法
NISTmAb とも呼ばれている、モノクローナル
抗体の標準品、RM 8671 は米国国立標準技術
研究所 (NIST) から購入しました。2,2,2-トリフ
ルオロエタノール (TFE)、DL-ジチオスレイトー
ル (DTT)、tris(2-カルボキシエチル) ホスフィン
塩酸塩 (TCEP) は Sigma-Aldrich から入手し
ました。Rapid PNGase F は New England 
BioLabs から 購 入しました。GlykoPrep-
plus 高速 N-グリカンサンプル前処理キットと 
InstantPC (96-ct) は ProZyme, Inc. から購
入しました。すべてのワークフローで使用した 
NISTmAb サンプルは 1.0 µg/µL になるように 
DI 水で希釈しました。

サンプル前処理
インタクト mAb グリコフォームの分析ワー
クフローではサンプル前処理が不要でした。
NISTmAb サブユニット (重鎖) のグリコフォー
ムを正確に定量分析するには、完全なタンパ
ク質の還元が必要でした。このため、60 ° C 
での 40 mM DTT による最初の還元反応を 
30 分間実行した後、追加の 25 mM TCEP 反
応 (室温で 30 分) を実行しました。最後に、

Agilent AssayMAP Bravo Liquid Handling 
システム (G5542A) を遊離グリカン定量ワーク
フローで使用しました。サンプル前処理の詳細
な手順については、ProZyme の アプリケーショ
ンノート (製品コード: GPPNG-PC) に記載され
ています。最後のクリーンアップステップ後、遊
離され標識化された N-グリカン溶出の最終濃
度は 1.0 µg/µL でした。

LC/MS 分析
LC/MS 分析は、Agilent 1260 Infinity 蛍光
検出器 (G1321B) 付き 1290 Infinity II LC シ
ステムと、デュアル Agilent Jet Stream イオ
ン 源 付 き 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 
システムを組み合わせて実施しました。イ
ンタクト NISTmAb およ び 還 元 さ れ た 
NISTmAb の LC 分離は、Agilent PLRP-S 
カラム (2.1 × 50 mm、1,000 Å、5 µm) を
使用して得られました。グリカンは、Agilent 
AdvanceBio グリカンマッピングカラム (2.1 × 
100 mm、1.8 µm) を使用して、クロマトグラ
フィー分離されました。蛍光検出器は、PMT 
ゲイン = 10 で、λEx = 285 nm、λEm = 345 
nm に設定しました。表 1 と表 2 は使用した 
LC/MS 分析条件を示しています。インタクトお
よびサブユニット分析では、約 0.5 µg のタンパ
ク質を注入しました。N-グリカンの実験では、1 

～ 2 µg のインタクトタンパク質から遊離したフ
リーなグリカンを注入しました。

データ処理
MassHunter BioConfirm B.09.00 ソフトウェ
アには、主に 3 つのバイオ医薬品分析ワークフ
ロー (インタクト mAb、ペプチドマッピング、遊
離グリカンプロファイリング) の機能があり、今
回の調査においてすべてのデータ処理に使用し
ました。この強力なソフトウェアプログラムによ
り下流のデータ解析が簡素化され、分析対象
の生体分子の自動識別および相対的な定量が
可能になります。遊離グリカンのワークフロー
では、グリカンの正確な同定と確認が可能な 
Agilent パーソナル化合物データベースライブラ
リ (PCDL) のグリカンデータベースを使用しま
した。

表 1. 液体クロマトグラフィーのパラメータ

Agilent 1290 Infinity II LC システム

サンプルタイプ インタクト mAb mAb サブユニット (HC および LC) mAb 遊離グリカン

カラム
Agilent PLRP-S、2.1 × 50 mm、1,000 Å、5 µm 
(p/n PL1912-1502)

Agilent PLRP-S、2.1 × 50 mm、1,000 Å、5 µm 
(p/n PL1912-1502)

Agilent AdvanceBio Glycan Mapping,  
2.1 × 100 mm、1.8 µm (p/n 858700-913)

サーモスタット 4 °C 4 °C 4 °C

溶媒 A 0.1 % ギ酸水溶液 0.1 % ギ酸水溶液
水酸化アンモニウムで pH = 4.5 に調整された 50 mM 
ギ酸

溶媒 B 0.1 % ギ酸 100 % アセトニトリル溶液 0.1 % ギ酸 100 % アセトニトリル溶液 アセトニトリル

グラジエント
0–1 分、0–20 %B 
1–3 分、20–50 %B 
3–4 分、50–70 %B

0 分、25 %B 
5 分、45 %B 
6 分、60 %B 
6–7 分、60 %B

0–0.5 分、75–71 %B 
0.5–16 分、71–67.5 %B 
16–22 分、67.5–60 %B 
22–22.5 分、60–40 %B 
22.5–23.5 分、40 %B (0.7 mL/min) 
23.5–24 分、40–75 %B (0.7 mL/min) 
24–30 分、75 %B (0.9 mL/min)

カラム温度 60 °C 60 °C 40 °C

流量 0.5 mL/min 0.8 mL/min 0.4 mL/min

注入量 0.5 µL 1.0 µL 2.0 µL
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結果と考察

炭水化物の組成、構造、相対量レベルは、治療
用タンパク質の安全性および効能に関する重要
な要素です。グリカンの構造の詳細な研究は、
新薬の発見や開発に役立つ可能性もあります。

インタクトタンパク質レベルでの mAb グリコ
フォームの特性解析は、医薬品のバイオプロセ
ス処理中に mAb グリコシル化を短時間で評価
およびモニタリングするためのメソッドとして普
及しています。

インタクト NISTmAb サンプル は、1290 
Infinity II LC システムと 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF 質量分析計とを組み合わせて使用
し、Agilent PLRP-S カラムで分析しました。
図 3 に示すように、MassHunter BioConfirm 
B.09.00 ソフトウェアの最大エントロピーアル
ゴリズムを使用して質量スペクトルのデコンボ
リューションを実行しました。 

図 3. インタクト NISTmAb 標準の MS デコンボリュートしたスペクトル (最大エントロピー) および 5 種類の主要なグリコフォームと相対量の表示
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表 2. MS の測定パラメータ

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

サンプルタイプ インタクト mAb
mAb サブユニット  
(HC および LC)

mAb 遊離グリカン

イオン源 デュアル Agilent Jet Stream デュアル Agilent Jet Stream デュアル Agilent Jet Stream

ガス温度 350 °C 350 °C 150 °C

ガス流量 12 L/min 12 L/min 9 L/min

ネブライザ 60 psig 35 psig 35 psig

シースガス温度 400 °C 350 °C 300 °C

シースガス流量 11 L/min 11 L/min 10 L/min

VCap 5,500 V 4,000 V 3,000 V

ノズル電圧 2,000 V 500 V 500 V

フラグメンタ電圧 380 V 180 V 120 V

スキマ電圧 140 V 65 V 65 V

Quad AMU 500 m/z 300 m/z 95 m/z

質量範囲 100-10,000 m/z 100–3,200 m/z 300-1,700 m/z

採取レート 1.0 スペクトル/秒 1.0 スペクトル/秒 2.0 スペクトル/秒

参照質量 922.0098 922.0098 922.0098

取り込みモード
ポジティブ、拡張 (10,000 m/z) 
質量範囲

ポジティブ、標準 (3,200 m/z) 
質量範囲、HiRes (4 Gz)

ポジティブ、低質量範囲、 
HiRes (4 Gz)



5

通常、MS の未加工データを取り込むと、自動
モードで BioConfirm インタクトタンパク質ワー
クフローが使用されます。これにより、スペクト
ルが任意の分離ピークにわたって合計された
後、mAb のインタクト質量としてデコンボリュー
ションされます。次に、測定した質量を、タンパ
ク質データの既知の mAb 配列に基づいた理
論上の質量と照合することによって、生体分子
の各ピークが確認されました。識別されたすべ
てのグリコフォームの相対量も、デコンボリュー
ションされた質量スペクトルのピークの高さま
たはピーク面積を使用して自動的に計算されま
した。BioConfirm では、リストから削除または
リストに追加できる任意のグリコフォームの相
対量率の再計算が可能です。 

図 4 は、0.5 µg オンカラムでサンプルを 10 回
繰り返し注入して得られた NISTmAb の 5 つの
主要なグリコフォームの相対量と再現性をまと
めたものです。ピーク高の分析から得られた定
量の結果は、ピーク面積の計算から得た結果と
類似しましたが、ピーク高の解析結果では精度
がすべてのグリコフォームの平均標準偏差 (SD) 
で 1 % 未満となり、一方、ピーク面積の結果の
平均 SD は約 1.62 % でした。

BioConfirm B.09.00 ソフトウェアの 1 つの機
能として、異なるサンプルの中からグリコフォー
ムを選択して、相対量を比較できる機能があり
ます。図 5 は、2 つの NISTmAb サンプル (1 と 
2) のデコンボリュートしたスペクトルのミラープ
ロットイメージを示しています。詳細な解析に
は、G1F + G1F グリコフォーム (ハイライト) を
選択しました。図 5 の表は、ピーク高およびピー
ク面積データのどちらを使用しても、両方のサ
ンプルがきわめて類似した定量結果になること
を示します。
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図 4. インタクト NISTmAb グリコフォーム分析で得られた定量結果 (10 回繰り返し分析)

図 5. 2 つの NISTmAb サンプル間のグリコフォーム (G1F+G1F) の定量結果の比較
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NISTmAb サンプルは、mAb サブユニットの分
析にも使用しました (レベル 2)。NISTmAb の
重鎖に付加したグリコフォームの正確な定量結
果を得るには、NISTmAb の重鎖 (HC) および
軽鎖 (LC) の均一なフォームを生成することが重
要です。このため、すべての分子内および分子
間のジスルフィド結合による架橋を完全に還元
するために、DTT および TECP 反応との組み
合わせによるタンパク質全体の還元が実行され
ました。図 6A は、2 個の主要なサブユニットが

分離した、還元された NISTmAb のトータルイ
オンクロマトグラムを示しています。きわめて短
い HPLC グラジエントを使用し、液体クロマト
グラフィーでの LC と HC との優れた分離が実
現できました。図 6B は NISTmAb 重鎖 (図 6A 
の薄緑の影) のデコンボリューションしたスペク
トルを示しています。3 つの主要なグリコフォー
ム (G0F、G1F、G2F) が観察され、相対アバン
ダンスが計算されました。 

さらに、10 回の繰り返し測定からの 3 つのグ
リコフォームの平均の相対量の値もそれぞれ 
39.14 %、47.68 %、13.18 % と計算されました。
これらの結果の平均 SD は 0.24 % 未満でした 
(図 7)。

遊離グリカンの分析 (レベル 4) のために、
UHPLC、Agilent AssayMAP Bravo Liquid 
Handling Platform、6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF、自動データ処理用の MassHunter 
BioConfirm ソフトウェアを統合してワークフ
ローソリューションを開発しました 4。簡単に

図 6. トータルイオンクロマトグラム (A)、および NISTmAb サブユニットの MS デコンボリューション (B)
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説明すると、PNGaseF によって NISTmAb の 
N-グリカンを酵素により遊離した後、蛍光タグ 
(InstantPC) で標識化し、LC-FLD と LC/MS 
で分析しました。AssayMAP Bravo Liquid 
Handling システム (G5542A) をハイスループッ
ト方式で使用して、すべてのサンプル前処理が
実行されました。グリカンの精密質量情報およ
び構造情報が含まれているパーソナル化合物

データベース (PCD) を使用して、Agilent 独自
の Find by Formula アルゴリズムによる同定が
実行されました。

図 8 は、NISTmAb の N-グリカンの代表的な
クロマトグラム (FLD および MS EIC) を示して
います。FLD クロマトグラム (図 8 の上の図、拡
大図) から、15 個以上のグリカンピークが検出

されたことがわかります。G0F および G1F イ
ソ型、G2F などの主要な存在量の多いグリカン
のグリコシル化パターンは、蛍光データと MS 
データの間で類似しました。 
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図 8. NISTmAb からの InstantPC 標識化された N-グリカンの FLD クロマトグラムと質量スペクトル (EIC)



図 9 は、NISTmAb サンプルの N-グリカンの
相対合計 % を存在量が多い順に 4 番目まで示
しています。また、これらのグリコフォームの相
対量 (%) の結果と NISTmAb サブユニットワー
クフロー (レベル 2) の結果は類似しました。レ
ベル 2 と 4 での結果のわずかな違いは、定量
分析で使用したレベル 2 サンプルで、小さな
グリコフォームのピークを除外したことが原因
であると考えられます。しかし、AdvanceBio 
Glycan Mapping カラムを使用したことで、
G1F アイソフォームの優れたクロマトグラフィー
による分離と正確な定量が得られました。全体
として、このアプローチにより、不完全な mAb 
還元を原因とするサンプルの不均質性のために
生じるグリカンピークの割り当てとピーク定量
についての不確実性を解消することもできます。

結論

Agilent AssayMAP Bravo Liquid Handling 
Platform、UHPLC テクノロジー、Agilent 
6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF、Agilent 
MassHunter BioConfirm ソフトウェアを統合
することによって、抗体のグリコフォームを特性
評価するための包括的なワークフローソリュー
ションを開発しました。このアプローチで得られ
る柔軟なワークフローにより、次の 4 つの異な
る分析レベルでグリカンの相対的な定量を求め
ることができます。 

• インタクト mAb ワークフローでは、イン
タクト mAb の主要なグリコフォームを短
時間で評価できました。同じサンプルのさ
まざまなタイムポイントから、または異な
るバッチサンプルから得られた同じグリコ
フォームを、簡単にモニタリングし比較で
きます。

• mAb のサブユニットのワークフローでは、
G0F、G1F、G2F などの個々のグリカンに
ついて詳細な定量情報を得られます。この
ワークフローは全体的にスループットが高
いため、二重特異性 mAb を含む大部分
の mAb とその変異体の精密質量測定に
最適なメソッドです。 

• ペプチドマッピングワークフローによる
グリコペプチド分析では、グリカンの相
対的な定量だけでなく、N-グリコシル化
の部位の情報も得られました。Agilent 
AdvanceBio Glycan Mapping (HILIC) 
カラムは、親水性のグリコペプチドにおけ
る強力なリテンションと向上した分離能を
示しました。

• 遊離グリカンのワークフローは、蛍光検
出と質量分析検出の両方を使用し、グリ
カン分析のための高い分析感度と最適な
定量を提供しました。グリカン (G1F アイ
ソフォーム) の優れた分離と BioConfirm 
B.09.00 で提供されるグリカンのデータ
ベースの使用により、同定と相対定量にお
いて正確なグリカンプロファイリングが可
能になりました。
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図 9. NISTmAb の遊離されたグリカンワークフローからの定量結果
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