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はじめに

アスパラギン (Asn) の脱アミド化、アスパラギン酸 (Asp) の異性化、メチオニン (Met) の酸化などの修
飾は、遺伝子組み換え抗体の代表的な分解生成物です。過去の研究で、Asn、Asp、Met 残基の分解
は、タンパク質の活性に影響を与える場合があることが示されています 1～ 4。このため、mAb などのタ
ンパク質の新薬候補物質に見られるこれらの修飾は、重要品質特性 (CQA) であり、保管および製剤条
件下で厳密にモニタリングされます。こうした修飾は多くの場合、薬剤開発中に実施されるストレスと強
制分解の研究の中心となります。これらの CQA を評価するには、同定と定量を同時に実施することが
必要です。 

このアプリケーションノートでは、Agilent AssayMAP Bravo Platform、Agilent 1290 Infinity II LC、
Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF、Agilent MassHunter BioConfirm ソフトウェアなどで構
成される統合型ワークフロー (図 1) を用いたペプチドマッピングメソッドにより、遺伝子組み換え mAb 
の化学的に誘導された脱アミド化と酸化の同定と定量を同時に実施しました。

モノクローナル抗体の化学的に誘導された
脱アミド化と酸化の定量 

Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF および 
Agilent MassHunter BioConfirm ソフトウェア

図 1. ペプチドマッピング用の統合ワークフロー
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実験方法

材料
mAb1 サンプルは、サードパーティパート
ナーによって製造、精製された遺伝子組み
換え CHO 培養 IgG1 mAb を用いました。
NISTmAb は、米国国立標準技術研究所 
(NIST) から購入しました。

装置構成
• Agilent AssayMAP Bravo システム 

(G5571AA)

• Agilent 1290 Infinity II LC システム  
(以下の機器で構成) 

• 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)、サンプル冷却 
システム (オプション #100) を搭載

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

• Agilent 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF (G6549A)

• Agilent Jet Stream デュアルエレクトロ
スプレーイオン (ESI) ソース  
(G1958-65268)

化学誘導とサンプル前処理
Asn の脱アミド化を有意なレベルに誘導す
るために、mAb1 サンプルをトリス-HCl バッ
ファシステム (pH 8.7) 中に、高温 (37  ° C) 
で 0 日、3日、6 日、13 日間、暴露しました。
Met の酸化を誘導するために、mAb1 および 
NISTmAb サンプルをさまざまな濃度の酸化
剤 H2O2 (0～ 0.2 % v/v の範囲) を含むトリス
-HCl バッファ中で一晩、室温でインキュベート
しました。すべてのサンプルを、サンプル消化
の前に、– 80 ° C で凍結乾燥させて保管しま
した。

いず れ の サンプル も AssayMAP Bravo 
Platmform を用いて、還元、アルキル化、トリ
プシン消化、脱塩を行いました 5。消化済みサ
ンプルを LC/MS で分析しました。

LC/MS 分析
電荷表面を持つアジレントの逆相 C18 カラム 
(2.1 × 150 mm、2.7 µm) で、30 分のグラ
ジエントを用いて LC 分離を実施しました (表 

1)。6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF で 生
データを取り込みました (表 2)。

表 1. 液体クロマトグラフィーのパラメータ

LC パラメータ

分析カラム 電荷表面を持つアジレントの逆相 C18 カラム

移動相 A H2O、0.1 % ギ酸

移動相 B 90 % アセトニトリルおよび 0.1 % ギ酸水溶液

カラム温度 60 ° C

流量 0.4 mL/min

グラジエント

0.0 分 - 3 %B 
30.0 分 - 22 %B 
32.0 分 - 90 %B 
35.0 分 - 90 %B 
37.0 分 - 3 %B

ストップタイム 40 分

表 2. MS パラメータ

パラメータ 設定値

機器 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF

ガス温度 325 ° C

ドライガス流量 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 0 V

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 300～ 1,700

採取レート 8 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) ナロー (m/z 1.3)

プリカーサ/サイクル 上位 10

コリジョンエネルギー
荷電 2 の場合は 3.1*(m/z)/100+1 
荷電 3 以上の場合は 3.6*(m/z)/100–4.8

MS/MS のスレッシュホールド 1,000 カウントと 0.001 %

ダイナミック排除オン 1 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

Target 25,000 カウント/スペクトル

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 荷電状態、アバンダンスの順: +2、+3、>+3
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データ処理
LC/MS/MS 分析で取り込んだデータを、
MassHunter BioConfirm 10.0 ソフトウェア
によって処理しました。化学的に誘導された脱
アミド化の分析では、検索パラメータをトリプ
シン消化として、セミトリプシンペプチドおよ
び最大 2 つの切断ミスに対応できるように設
定し、システイン (C) のアルキル化および N-
末端 pyroGlu (E/Q) を含む固定修飾、アスパ
ラギン (N) やグルタミン (Q) の脱アミド化、メ
チオニン (M) の酸化を含む可逆修飾の分析を
可能にしました。質量許容範囲は、MS1 では 
10 ppm、MS2 では 20 ppm です。ペプチド
の長さは 5～ 60 アミノ酸 (AA) に制限しまし
た。ペプチドスペクトルマッチは、MS/MS 機
能を用いて、0.1 % の偽発見率 (FDR) でフィ
ルタリングしました。化学的に誘導された酸化
の研究では、検索パラメータを脱アミド化の研
究の場合と同じ設定にしました。ただし、トリ
プトファン (W) の酸化 (+4 Da、+16 Da、また
は +32 Da) を追加しました 6。

結果と考察

脱アミド化ペプチドの分離と同定
Asn の脱アミド化は、タンパク質とペプチドで
一般的に観察される修飾の 1 つです。これは、
バイオ医薬品の製造で、製造方法や保存方法
に問題が生じる主な原因です。Asn 残基の脱
アミド化の原因には、加水分解による Asp の
形成と、環状スクシンイミド中間体によるア
スパラギン酸またはイソアスパラギン酸の形
成があります。脱アミノ化ではシフトがわずか 
0.984 Da のため、異なる種類が共溶出する
場合、脱アミノ化とアスパラギン酸の異性化の
正確な同定と定量が、困難になることがあり
ます。 

定常 CH3 領域中の Asn の脱アミド化は、溶
媒露出として同定され化学的劣化に大きく影
響することが、これまでのレポート 3、4 で示さ
れています。この領域 (重鎖のシーケンス位置 
376–397、GFYPSDIAVEWESN389GQPEN3

94N395YK) と一致する PENNY ペプチドは、3 

個の Asn 残基があり、高 pH に暴露される条
件下で脱アミド化に対してそれぞれが異なる
反応性を持っています。このペプチドを用いて、
アジレントのペプチドマッピングワークフロー
により、Asn 脱アミド化および Asp 異性化の
同定と定量を同時に実施しました。 

 図 2 に、30 分の LC グラジエントを用いた
さまざまな翻訳後修飾 (PTM) 型の PENNY 
ペプチドについて抽出化合物クロマトグラム 
(ECC) を示します。未修飾の野生型 (WT) ペ
プチド、N389 Asn 脱アミド化/Asp 異性化、2 
か所の脱アミド化/Asp 異性体など、7 種類の
異なる PENNY ペプチド型を示しています。こ
の図から、すべての種類が 6 分間の時間枠内
に分離されて存在し、修飾型と未修飾型が十
分に分離されていることが分かります。 
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図 2. 電荷表面を持つ逆相 C18 カラムにおいて、30 分の LC グラジエントを用いた Asn 脱アミド化、Asp 異性化、
野生型の GFYPSDIAVEWESN389GQPEN394N395YK ペプチドの ECC
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MassHunter BioConfirm ソフトウェアは、
PTM 解析のための使いやすいインタフェース
を備えています (図 3)。このソフトウェアの機
能を使用して、生体分子テーブルから目的の
ペプチドをいくつか選択し、MS/MS スペクト
ルを並べて比較することができます。図 4 に、
BioConfirm ソフトウェアを用い、PENNY ペ
プチドの野生型 (WT、RT = 25.55 分) と 2 か
所の脱アミド化型 (N389、N394、RT = 30.97 分) 
の MS/MS スペクトルを比較して示します。フ
ラグメントイオンを詳細に比較するために、ス

ペクトルを同期して拡大表示できます。y3 プ
ロダクトイオンは WT と脱アミド化型のいずれ
でも同じ m/z を示しており、N395 での脱アミ
ド化がないことが確認できます。脱アミド化ペ
プチドで y6 プロダクトイオンは +1 Da の質量
シフト、y10 プロダクトイオンは +2 Da の質量
シフトがあり、その 2 か所の脱アミド化位置は 
N389 と N394 であることがわかります。 

図 2 で示したペプチド型のすべての MS/MS 
スペクトルを、脱アミド化の位置を検証するた
めに確認しました。ほぼすべての脱アミド化型
を、脱アミド化位置とともに明確に同定しま
した。例外は、リテンションタイムが 29.48 分
の 2 か所の脱アミド化型 (N389、N394/N395) で、
N394 または N395 の両義に取れる Asn 脱アミ
ド化位置となっていることです。

図 3. MassHunter BioConfirm 10.0 ソフトウェアによる PTM の同定および定量のスクリーンショット
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図 4. MassHunter BioConfirm ソフトウェアによるペプチド GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK の野生型と 2 か所の脱アミド化型 (N389、N394、RT = 30.97 分) 
の MS/MS スペクトルの比較。PTM 位置についてさまざまな特徴を持つフラグメントイオンを詳細に比較するための拡大図
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脱アミド化の定量
MassHunter BioConfirm ソフトウェアで
は、修飾を持つすべての残基の PTM の度合
いを、一連のサンプルにわたって定量できま
す。修飾型と未修飾型の和に対する修飾ペプ
チドの % ピーク面積 (またはオプションとし
て % ピーク高) が計算されます。また、比較
結果の概要を表形式で表示できます (図 5)。
この Results Compare テーブルから、全サ
ンプルにおける修飾残基すべての PTM 定量
結果の概要がわかります。BioConfirm では、
Results Compare テーブルの表示に加え、ヒ
ストグラムによる定量結果の視覚化も可能で
す。修飾済み残基のヒストグラムを表示するに
は、Results Compare テーブル中の目的の
残基を含む行をクリックするだけです。 

図 5. PTM 定量の Results Compare テーブル。指定の日数にわたり、 
高 pH 条件に暴露した mAb1 重鎖および軽鎖での Asn 脱アミド化の定量的比較を示しています。
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図 6 は、BioConfirm による、高 pH 条件下で
指定の日数の間暴露した mAb1 重鎖の 3 種
類の Asn 脱アミド化 (N389、N394、N395) の定量
のヒストグラムを示します。日数別に、2 つの
テクニカルレプリケートを実行しました。N389 
は用いた 3 種類の残基の中で脱アミド化レベ
ルが最大です。他のグループにおいてもこれと
同様の結果が得られており、Asn の C-末端の 
Gly では他の残基よりも脱アミド化率が高いこ
とが分かります。また、C 末端の芳香族環を含
む大きな疎水性残基は一般的に、きわめて低
速の脱アミド化と相関付けられます 7、8。N394 
または N395 の脱アミド化位置が不明確な場合
があるため、データ解析でこの 2 か所での脱
アミド化の定量を組み合わせることを考慮する
必要があります。 

ペプチドマッピングワークフローでは、治療用
タンパク質を最初に消化してペプチドフラグメ
ントを生成しますが、これにより不完全な消化
が生じる場合があります。サンプル消化は複
雑なため、PTM 定量で使用されるペプチド型
を検査する必要があります。BioConfirm ソフ
トウェアは、Peptide Relative Quantitation 
Results というタイトルの表を作成して、す
べての修飾残基と対応するペプチドを各デー
タファイルからリスト表示します (図 7)。図 7 
に、8 つのデータファイルにある mAb 重鎖
の N389 の脱アミド化の定量を示します。デー
タファイル内で同定される対応ペプチドすべ
てを表示するには、最新データファイルのサ
ブテーブルを展開します。PTM 定量に用いら
れるペプチド型を自動的に決定するために、
BioConfirm はタンパク質消化と PTM 分析
に関連する一連のルールを適用します。また、
Use for %Quant チェックボックスをクリック
することによって、ペプチド選択を調整できま
す。計算された %Quant、Results Compare 
テーブル、ヒストグラムは、更新された定量結
果と即座に同期します。 
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図 6. MassHunter BioConfirm ソフトウェアを用いた、指定の日数の間、高 pH 条件に暴露した mAb1 重鎖での 
3 種類の Asn 脱アミド化 (N389、N394、N395) の定量のヒストグラム。日数別に、2 つのテクニカルレプリケートを
実行しました。
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酸化の定量
2 つの mAbs (mAb1 と NISTmAb) 中の 
Met 酸化の度合いも、加速された酸化条件下
で評価しました。例えば図 8 は、BioConfirm 
ソフトウェアを用いて、H2O2 暴露の加速に対
する mAb1 と NISTmAb の軽鎖 Met 4 (M4) 
の酸化の定量ヒストグラムを示しています。予
想どおり、H2O2 暴露の加速を受けて、両方の 
mAb の M4 での酸化の度合いが異なる酸化
率で増大しました。

図 7. MassHunter BioConfirm での Peptide Relative Quantitation Results テーブルの一部のスクリーンショット

図 8. MassHunter BioConfirm ソフトウェアを用いた、加速された酸化条件下での mAb1 と NISTmAb の
軽鎖の M4 酸化の定量のヒストグラム
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結論

Agilent AssayMAP Bravo Platform に
よる自動前処理、1290 Infinity II LC によ
る LC 分離、Agilent 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF を用 いた デ ー タ取り込 み、
Agilent MassHunter BioConfirm ソ フ ト
ウェアを用いたデータ解析を含む統合型ワー
クフローを紹介しました。これにより、mAb 
での化学的に誘導される脱アミド化および
酸化の同定と定量を同時に実施できます。
MassHunter BioConfirm 10.0 ソフトウェア
には次の機能があります。 

• データのバッチ処理の自動化

• 統計スコアおよび FDR による 
ペプチドスペクトルの照合

• 結果のテーブルから質量スペクトルと 
クロマトグラムまでが連動した 
ナビゲーション 

• PTM の定量解析

上記の機能を組み合わせることにより、タン
パク質バイオ医薬品の開発と製造におけるペ
プチドマッピングおよび PTM 定量のワークフ
ローを強化することが可能です。 
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