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概要

グルタミンとアスパラギンの脱アミド化は、タンパク質に影響を与える最も一般的な分解の 1 つです。
ただし、質量分析による脱アミド化の分析は、未修飾型に対するマスシフトが 1 Da 未満と小さいため
に困難です。部位特異的な脱アミド化の測定には、LC/MS 分析の前のプロテアーゼ消化がよく使用さ
れますが、未修飾型と脱アミド化型がクロマトグラフィー分離されなければ、この方法も失敗する可能
性があります。幸いなことに、電荷表面を持つ C18 カラムを使用すれば、脱アミド化ペプチドとその未
修飾変異体の分離度が劇的に向上します。また移動相の最適化によって、これらの成分の分離度をさら
に制御しやすくなる可能性があります。

Agilent AdvanceBio ペプチドプラスカラムに
よる脱アミド化ペプチドの分離
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はじめに

タンパク質の脱アミド化の分析は、バイオ医薬
品の開発と生産における複数の段階で重要で
す。分析上の観点から言うと、脱アミド化によっ
てアミド基がなくなり新たにカルボン酸性基
が発生するため、IEX や等電点電気泳動など
の電荷に基づくメソッドによって分析できる可
能性があります1。ただし、これらの手法によっ
て必ずしも脱アミド化生成物が分離されるわ
けではないため、タンパク質内の特定の部位
での脱アミド化を確認できない場合がありま
す。このため、多くの分析者はサンプルのプロ
テアーゼ消化を実行し、生成されるペプチド
を逆相 LC/MS で分析します。アスパラギンや
グルタミンの脱アミド化は、未修飾型ペプチド
に対する 0.9840 Da の質量増加によって同定
されます。このような分解部位を含むペプチド
は分離されやすく、それぞれのペプチドの相対
信号強度に基づく相対定量を行うことができ
ます2。ただし、アスパラギン/グルタミンが対
応するカルボン酸性基に変換されても、低 pH 
では疎水性が大きく変化しないため、脱アミド
化ペプチドが非脱アミド化型と共溶出する可
能性があります3。このような共溶出により、図 
1 に示すように、脱アミド化ペプチドの信号が
未修飾型の大量の 13C 同位体と重なってしま
います。これが脱アミド化ペプチドの定量と検
出を妨げたりする可能性があります。

このアプリケーションノートでは、電荷表面を
持つ C18 カラムを使用すると、従来の C18 カ
ラムよりも脱アミド化ペプチドと未修飾型ペプ
チドに対する選択性が大幅に向上することに
ついて紹介します。選択性が向上すると、ペプ
チドレベルでの脱アミド化の検出および定量
機能に対する信頼性が大幅に高まります。

Agilent AdvanceBio ペプチドプラスカラム
はアジレントの表面多孔質 Poroshell 技術に
基づいており、ハイブリッドエンドキャップ処
理された C18 固定相でポアサイズ 100 Å の 
2.7 μm 粒子を修飾することにより、正電荷面
を形成します。このため、従来の C18 カラム
と異なる選択性を得られます。

図 1. 未修飾型と脱アミド化ペプチドのマススペクトラムの比較。 
VVSVLTVLHQDWLNGK（A）と同ペプチドの脱アミド化ペプチド（B）
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実験方法

試料調製
mAb サンプルはチャイニーズハムスター
の卵巣細胞を用いて、発現および精製し
ました。このサンプルをトリプシンで分解
し、試薬グレードの水酸化アンモニウム溶
液（Sigma-Aldrich）で約 pH 11 に調製し、
60 ℃ で 4 時間恒温で保持し、脱アミド化を
促進させました。LC/MS グレードのギ酸（部
品番号 533002）と アセトニトリル（部品番
号 900667）も Sigma-Aldrich から購入し
ました。

装置構成

LC システム
次の構成の Agilent 1290 Infinity II LC シス
テムを使用しました。 

 – Agilent 1290 Infinity II バイナリポンプ
（G4220A）

 – Agilent 1290 Infinity II オートサンプラ
（G4226A）

 – Agilent 1290 Infinity II サーモスタット付
カラムコンパートメント（G1316C）

MS システム
Agilent 6546 LC/Q-TOF

データ処理
LC/MS デ ー タは、Agilent MassHunter 
BioConfirm ソフトウェア（バージョン 10.0 
SP1）と MassHunter Qualitative Analysis 
ソフトウェア（バージョン 10.0）で処理しま
した。

結果と考察

表 1 のとおり、mAb 消化物から、部分的に脱
アミド化している 5 種類のペプチド（A, B, C, 
D, E）が同定されました。これらのペプチドを
用いて、未修飾のペプチドからその脱アミド化
ペプチドを分離する際に、カラムと移動相の選
択がどのように影響するかを調べました。 

LC/MS 条件

パラメータ Agilent 1290 Infinity II LC

カラム
Agilent AdvanceBio ペプチドプラス、2.1 × 150 mm、（p/n 695775-949） 
Agilent AdvanceBio ペプチドマッピングカラム、2.1 × 150 mm、（p/n 653750-902）

カラム温度 60 ℃

移動相
A）0.1 % ギ酸水溶液 
B）0.1 % ギ酸アセトニトリル溶液

流量 0.4 mL/min

グラジエント

時間（分） % B 
0 3 
2 3 
40 40 
50.5 100 
53 3

ポストタイム 7 分

注入量 3 µL 

パラメータ Agilent 6546 Q-TOF

イオン源 Agilent Jet Stream を使用

ガス温度 323 ℃

ドライガス流量 13 L/min

ネブライザガス 35 psi

シースガス温度 275 ℃

シースガス流量 11 L/min

キャピラリー電圧 4,000 V 

ノズル電圧 0 V

フラグメンタ 125 V

スキマ電圧 65 V

Oct 1 RF Vpp 750 V

質量範囲 m/z 300～ 1,700

MS スキャンレート（スペクトル/秒） 5

取り込みモード
ポジティブモード、拡張ダイナミックレンジ（2 GHz） 
セントロイドデータ形式

ペプチド シーケンス（非脱アミド化型） [M+2H]2+ の m/z

A NQVSLTCLVK 581.8103

B FNWYVDGVEVHNAK 839.4047

C VVSVLTVLHQDWLNGK 904.5071

D NTAYLQMNSLR 655.8300

E GLEWVGYIDPSNGETTYNQK 1136.0323

表 1.
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カラムタイプ
図 2 は、2 種類の C18 カラムを用いたペプチ
ドとその脱アミド化ペプチドの分離を示したも
のです。ギ酸を加えた水/アセトニトリルグラジ
エントによる一般的な LC/MS 分析メソッドを
使用しています。

AdvanceBio ペプチドマッピングカラムでは、
2.7 µm の表面多孔質粒子に基づくエンド
キャップ処理された C18 シリカ（ポアサイズ 
120 Å）を使用しています。このカラムでは通
常、脱アミド化ペプチドが未修飾型より少し遅
れて溶出しました。いずれのケースでも、2 種
類以上の脱アミド化ペプチドが検出されてい
ます。これはアスパラギンがアスパラギン酸と
イソアスパラギン酸に変換された可能性が高
いことを示しています。ただし、ペプチド D で
は 1 種類の脱アミド化変異体が未修飾型の
前に溶出しており、ペプチド C および E では、
脱アミド化ペプチドと未修飾型が共溶出して
います。この結果から、標準的な C18 カラム
では、脱アミド化ペプチドが未修飾型から分
離されない場合があります。

もう一方の AdvanceBio ペプチドプラスカラ
ムは同じタイプの粒子に正電荷した表面を持
ち、官能基 C18とエンドキャップも同等です。
このカラムでは、すべての脱アミド化変異体
を未修飾型から確実に分離できました。また、
全 5 種類のペプチドのすべての脱アミド化ペ
プチドが未修飾型より後に溶出しました。

この 2 種類のカラム間で挙動が異なる理由と
して、一般的に正電荷を持つ C18 固定相は
標準的な C18 固定相よりもペプチドの保持力
が低いことが考えられます。保持力低下の原
因は、ペプチドとのイオン性相互作用である
可能性があります。ペプチドは通常、0.1 % の
ギ酸があればプラスに帯電するからです4。こ
のような保持力低下効果は強塩基性ペプチド
では強くなり、ペプチドに含まれる酸性アミノ
酸が多くなるほど弱くなります。脱アミド化に
よって酸性基が増えるため、脱アミド化ペプチ
ドの塩基性が未修飾型より低くなり、正電荷
面を持つカラムでの保持力が増大します。

図 2. Agilent AdvanceBio ペプチドマッピングカラムと Agilent AdvanceBio ペプチドプラスカラムの比較。 
未修飾ペプチド（各ペプチドは、表 １ のアルファベットを表記）とその脱アミド化ペプチド（表 １ のアルファベット
に * を示す）を同条件（0.1 % のギ酸による移動相調整）で分離した。
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脱アミド化ペプチドと未修飾型に対する選択
性が向上すれば、正電荷面を持つカラムでこ
れらの成分が共溶出する可能性が大幅に低く
なるため、質量スペクトルの重なりによる問題
を解消できます。

移動相
AdvanceBio ペプチドプラスカラムで 0.1 % 
のギ酸を使用することで、5 種類のペプチドの
脱アミド化ペプチドと未修飾型を確実に分離
できましたが、移動相の選択も分離に大きな
影響を与えます。

図 3 上側は、水性移動相と有機移動相にそれ
ぞれ 0.05 %、0.1 %、0.3 % のギ酸を加えた
場合のペプチド C とその脱アミノ化型（Ｃ*）
の分離を示したものです。ギ酸の濃度を 0.05 
% に下げると選択性と分離度が向上し、0.3 
% に上げると分離度が若干低下します。ぺプ
チド E でも同様のパターンが見られます。

ギ酸は LC/MS ペプチド分離の移動相調整剤
としてよく使用されますが、ピーク形状の改善
のためにトリフルオロ酢酸（TFA）が使用さ
れる場合もあります（ただし TFA を使用する
と ESI-MS 感度に悪影響を及ぼす可能性が
あります）5 。TFA を使用するとギ酸より移動
相の pH が下がるため、脱アミド化によるカル
ボン酸のイオン化が抑制されます。また、TFA 
はギ酸より強力なイオンペア試薬として作用
するため、イオン性相互作用の影響を軽減で
きることが報告されています。AdvanceBio 
ペプチドプラスカラムでは、このような作用が
脱アミド化ペプチドとその未修飾型の分離度
に影響する可能性があります。

図 3. Agilent AdvanceBio ペプチドプラスで移動相調整剤であるギ酸 (FA) の濃度を上げた場合のペプチドの分離。
各ペプチドは、表 １ のアルファベットを表記し、脱アミノ化ペプチドは、* を示す。
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図 4 では 0.1 %  TFA と0.1 %ギ酸を比較しま
した。0.1％のTFA条件では、未修飾型に対す
る脱アミド化ペプチドの選択性が大幅に低下
しました。ペプチド A では、未修飾型と脱アミ
ド化ペプチド間のベースラインが縮小しただ
けでした。一方、ペプチド C では、脱アミド化
ペプチドの 1 つが未修飾型より早く溶出しま
した。また、ペプチド E では、1 つの脱アミド
化ペプチドにおいて未修飾型との間の分離が
失われました。 

全 体 的 に、AdvanceBio Peptide Plus で
は、脱アミド化ペプチドが未修飾型より後に
溶出するという一般的なパターンが 0.1 % 
の TFA 条件でも維持されました。ただし、
AdvanceBio Peptide Plus で TFA を使用す
ると、ギ酸と比べて共溶出の可能性が大幅に
高くなることを認識しておく必要があります。

結論

AdvanceBio ペプチドプラスカラムは、
LC/MS 分析に適した 0.1 ％ギ酸を利用した
条件で標準的な C18 カラムと比べて、未修飾
型に対する脱アミド化ペプチドの選択性が向
上します。このため質量スペクトル重なりの問
題が解消され、マニュアルまたは自動分析ソ
フトウェアで脱アミド化型ペプチドの検出と定
量の信頼性が大幅に向上します。選択性は、
移動相調整剤であるギ酸の濃度の増減によっ
て変わる可能性があります。これらの結果は、
LC/MS を用いたタンパク質の脱アミド化の分
析に役立つ可能性があります。詳細について
は、アプリケーションノート「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」を参照してください2。 
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図 4. Agilent AdvanceBio ペプチドプラスの移動相の比較。図左側（溶出が早い条件）は 0.1 ％ギ酸、図右
側（溶出が遅い条件）は 0.1 % TFA を移動相に利用した分析。各ペプチドは、表 １ のアルファベットを表記
し、脱アミノ化ペプチドは * を示す。 
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