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要　　約
液体クロマトグラフ・飛行時間型質量分析装置（LC-TOF/MS）は，精密質量測定によりタンパ
ク質の構造不均一性を解析可能なことから，タンパク質製剤開発における構造確認や品質評価に威
力を発揮する．
本研究は，標準抗体NISTmAbを用いたLC-TOF/MSによる品質特性解析をテーマとして，本セン
ターで作成した種々の解析プロトコールをブラッシュアップするとともに，新たに，宿主細胞由来
タンパク質の解析のためのプロトコールを作成した．これら分析手法を確立することを通して，タ
ンパク質製剤の品質特性解析における質量分析装置の有用性を確認した．

Summary
Liquid chromatography-time-of-flight mass spectrometry (LC-TOF/MS) is a very useful tool 

for structural confirmation and quality evaluation in protein drug development, because it can 
analyze structural heterogeneity of proteins by accurate mass measurement. 
  This study focused on the quality characterization of the standard antibody, NISTmAb, by 
LC-TOF/MS.  We brushed up protocols that have been already prepared for the measurement 
performed in our center, and also prepared a new protocol for the analysis of host cell-derived 
proteins.  Through the establishment of these analytical methods, we have shown the usefulness 
of mass spectrometry in the characterization of protein drugs.

緒　　言

バイオシミラー開発は，タンパク質の生産とその品
質評価において，低分子医薬品の開発とは異なるノウ
ハウを必要とする．薬事総合研究開発センターでは，
抗体医薬の品質評価を 1つの重要テーマとして位置付
けており，日々，ノウハウの蓄積に取り組んでいる．
これまでに高分解能質量分析計を用いて，抗体分子の
品質特性解析を行うための基本的分析手法を習得し，
更に再現性及び測定感度の向上を目的として，解析方
法のブラッシュアップを進め，これらをプロトコール
化してきた．
令和 2年度の生物部会は，この「抗体分子の品質特
性解析」に関するノウハウを県内製薬企業に共有化す
ることを目的として開催した．内容は，基礎編とし
て， 1）抗体分子を丸ごと測定するインタクト解析，
2）抗体分子を25 kDまで分解して測定するサブユ
ニット解析， 3）抗体分子をペプチドまで分解して測
定するペプチドマッピングを実施した．更に，応用編
として， 4）ペプチドマッピングを応用した糖ペプチ

ド解析， 5）インタクト解析を応用した抗体のオリゴ
マー解析， 6）ペプチドマッピングを応用したホスト
セルタンパク質解析を実施した．これら解析技術の経
験を積み重ねながら，薬事総合研究開発センターのこ
れまでのプロトコールを更にブラッシュアップした．

方　　法

薬事総合研究開発センターのプロトコール（実験マ
ニュアル）に従い実施した．新規プロトコールやバー
ジョンアップしたプロトコールについては，順次改訂
を予定している．（https://www.pref.toyama.jp/1285/
kurashi/kenkou/iryou/1285/research/manual.html）

結果と考察

1 ．インタクト解析 
インタクト解析とは，抗体タンパク質分子をプロテ
アーゼ処理等行わずに丸ごと測定し，質量分析を行う
ことにより，タンパク質の状態（品質）を評価するも

― 43 ―



の．ただし，逆相液体クロマトグラフ（LC）分離時
は80 ℃で加熱し，タンパク質の立体構造を解いた状
態を測定する．熱変性を行わないとLCでの分離効率
が悪くなることに加え，分子表面しかイオン化しない
ため価数が小さくなり，測定範囲（m/z<5000）に収
まらないため，熱変性は必要となる．分解能80,000の
質量分析装置では，50kDa以下のタンパク質であれば，
モノアイソトピック質量の測定が可能であるが，IgG
分子の場合150kDaと大きな分子であるためモノアイ
ソトピック質量は測定できず，平均質量での評価とな
る．従って，インタクト解析では，主要糖鎖の不均一
性を含む主要な構造多様性のみを評価することになる．
今回の測定では，抗体のインタクト分子を評価す
るために質量15万前後のみならず，解離したサブユ
ニットを検出するために，質量計算を 4万以下にまで
範囲を広げた．その結果，Light Chain（LC）単量体
とHeavy Chain（HC）単量体に加え，抗体が半分に
解離したLC 1 -HC 1 を検出できた（図 1，表 1）．一
方，HCの二量体（HC 2 ）やLCが 1本脱離した分子
（LC 1 -HC 2 ）は検出されなかった．また，糖鎖が
付加したHC単量体は検出されなかった．このことは，
糖鎖がHCとLCとの結合安定性に関与している可能性
を示しているかもしれない．

2 ．サブユニット解析
抗体分子のインタクト解析では平均分子量でしか評
価できないのに対して，25kDaまで限定分解して測定
するサブユニット解析では，モノアイソトピック質量
での評価が可能となる．平均分子量での評価の場合，
最大 7 Da程度の誤差を許容する必要があるのに対し，
モノアイソトピック質量測定の精度は0.1Da程度まで
向上する．このことにより，糖鎖やアミノ酸残基の不
均一性の評価がサブユニットレベルでもある程度可能
となる．サブユニット解析は，ペプチドマッピングの
操作より簡便でかつ，前処理工程で生ずる人為的なメ
チオニン（M）酸化やアスパラギン（N）脱アミド化
を最小限に抑えることができるのがメリットである．
これまでにNISTmAbで報告された糖鎖構造は多種
多様に及んでおり，概ね47種の構造は確からしいと
されている（参考文献 1）．この糖鎖構造をProtein 
Reference Listに追加入力することにより，我々の解
析システムにおけるプライベートデータベースを拡充
させた．これにより今回の測定では，これまでアサイ
ンされなかった糖鎖をいくつか追加でアサインできる
ようになった（図 2，表 2）．

3 ．ペプチドマッピング

抗体分子の特性解析においてペプチドマッピング
は，アミノ酸配列の確認やアミノ酸残基の修飾割合を
把握する上で重要な解析手法である．今回，抗体量と
して 4μg並びに14μg相当それぞれをLC-MSに注入
したときに得られたデータを比較したところ，14μg
注入では主要ピークが飽和していたため，アミノ酸修
飾率のような量的評価を行うときは 4μg注入の飽和
してないデータを用いることとした． 4μg注入でも
今回の測定ではシーケンスカバー率95%以上，フラグ
メントカバー率は92%以上のデータが取得でき，シー
ケンス評価としても十分であった（図 3）．このデー
タから評価したMの酸化やNの脱アミド化などのアミ
ノ酸修飾率を表 3に示した．なお，モノグリコシル化
はセリン残基（S）とリジン残基（K）にのみ生ずる
可能性を考慮し，他のアミノ酸残基のグリコシル化の
可能性を考慮しなかったことから，推定評価とした．
Kにモノグリコシル化が生じた場合トリプシンによる
切断が行われなくなることから，miss cleavageを含
むペプチドが生ずる．グリコシル化修飾されていない
場合，トリプシンで切断されるため，Kの糖化の修飾
率を同一ペプチドの検出量の比から求めることはでき
なかった．従って，糖化の割合を算出するには，トリ
プシン以外のプロテアーゼを用いる必要があると考え
られる．

4 ．糖ペプチド解析
トリプシン消化によるペプチドマッピングは最も効
率の良い一次構造解析手法である．既知のアミノ酸修
飾は，ペプチドマッピングにより解析可能であるが，
糖鎖修飾を解析しようとする場合，幾つかの問題点に
直面する．糖ペプチドはイオンサプレッションによる
感度低下を招き易く，主に，共溶出する他のペプチド
やトリフルオロ酢酸（TFA），Tris等の影響を受ける
ものと考えられる．また，ペプチドマッピングで通
常用いられるC18カラムの分離条件では，糖鎖の違い
による分離が期待できなことも主な問題点となってい
る．我々はこれまでに，糖ペプチドを濃縮する前処理
を追加することでイオンサプレッションによる感度低
下を抑え，C18カラムの分離効率をわずかながら改善
したLC条件を用いることにより，NISTmAbの糖鎖構
造をペプチドレベルで解析するプロトコールを作成し
ている．
今回の測定では，前処理方法をスピンカラム化して
操作性を向上させるとともに，前述した47種類の糖鎖
構造（参考文献 1）を反映した糖ペプチドをプライ
ベートデータベース化することにより，従来のプロト
コールに比べ，より多くの糖ペプチドを検出できるよ
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図 1．インタクト解析のLC-MSクロマトグラム（ギ酸酸性下，80 ℃の変性条件でタンパク質をLC分離）
NISTmAb 2μg/2μLをBioResolve RP mAb Polyphenylにて分離したときのトータルイオンクロマトグラムを示した．
インタクト抗体（2HC+2LC）の他に，解離したサブユニット（HC, LC, HC+LC）が検出された．

表 1．インタクト解析結果

BioPharmaCompass®を用いて，質量<40,000はモノアイソトピック質量にて，質量>40,000は平均質量にて評価した．
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表 2．サブユニット解析結果

BioPharmaCompass®を用いて，保持時間4.0－12.0minを一度にデータ処理した．

図 2．サブユニット解析のLC-MSクロマトグラム
（限定分解した25kDのサブユニット 3種をギ酸酸性下80 ℃の変性条件でLC分離）

NISTmAb 20μgをIdeSにより限定分解，変性還元処理，脱塩処理後，4μg相当をBioResolve RP mAb Polyphenylにて
分離したときのトータルイオンクロマトグラムを示した．
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図 3．ペプチドマッピングのLC-MSクロマトグラム
（抗体を変性条件下，トリプシンによりペプチドに分解したものをギ酸酸性下LC分離）

NISTmAb 50μgを還元変性後，脱塩処理し，トリプシン消化後，4μg相当をAQUITY UPLC BEH C18にて分離した
ときのベースピーククロマトグラムを示した．この時のシーケンスカバー率（SC）は>98%，フラグメントカバー率
（FragCov）は>92%であった．

表 3．ペプチドマッピングから算出したアミノ酸修飾率

1）Mの酸化，Nの脱アミド化，S，Kのモノグリコシル化の可能性を考慮したときにアサインされたアミノ酸残基を示した．
2） 同一ペプチド同一価数の修飾体と非修飾体とのピーク強度比から修飾率を算出した．
3） フラグメントイオンから修飾アミノ酸残基が特定できた場合，太字で示した．
4） C末K脱離に関しては，同一価数を考慮せず，ピーク強度比を算出した．
5） グリコシル化については推定評価であるため，「？」を付した．
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うになった（表 4，図 4）．

5 ．オリゴマー解析
抗体医薬に含まれる凝集体は，抗原性の原因にな
る可能性が指摘されており，評価が必要である．質
量分析で行える凝集体評価は，粒子径 1～100 nm程
度を分析対象とするサイズ排除クロマトグラフィー
（SEC）によるオリゴマー（ 2量体， 3量体等）の評
価に留まる．これまでに我々は，SECとインタクト質

量分析（MS）とを組み合わせて行うオリゴマーの測
定法についてプロトコール化している．
今回の測定では，酸性条件下で60 ℃加熱処理した

NISTmAbの強制劣化物についてSEC-MSを用いて測
定することにより，ダイマーの形成し始めからオリゴ
マー形成に至る過程を分子量変化で捉えることを試み
た（図 5 a）．その結果，ギ酸酸性下の加熱処理により
ダイマー形成が起こり，ギ酸濃度を高めた酸性度の強
い条件においてダイマー形成が促進された．また，オ

表 4．糖ペプチド解析結果

MetaboScape®を用いて，各種糖ペプチドの精密質量からペプチドをアサインした．

図 4．微量糖ペプチドのマスクロマトグラム例
NISTmAb 50μgを処理して得たペプチドマッピング用試料について，微結晶セルロースを充填したスピンカラムを用い
て糖ペプチドを濃縮後，20μg相当をAQUITY UPLC BEH C18にて分離したときのマスクロマトグラム．検出限界付近
のマイナー糖ペプチドを例示した．
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リゴマー形成の初期段階では，疎水性相互作用等によ
る可逆的ダイマーが形成され，酸性度のより強い条件
下では分子間ジスルフィド結合による不可逆的ダイ

マーに至ることが質量測定から推察された（図 5 b，
c）．
6 ．宿主細胞由来タンパク質の解析

図 5 a．抗体分子のサイズ排除クロマトグラフィ（SEC）-MSクロマトグラム
（抗体をネイティブ条件下でSEC分離後，ギ酸酸性としイオン化）

NISTmAb 20μgを加熱処理した後，10μg相当をAQUITY UPLC Protein BEH SECにて分離した時のクロマトグラム
（m/z 3000-6000）を示した．FA：ギ酸，AcOH：酢酸．

図 5 b．0.5%ギ酸添加，60 ℃ , 30分処理によって生ずるダイマーの質量スペクトル
0.5%ギ酸，60 ℃，30分処理後に形成されるダイマーは，酸性条件でのイオン化時にはモノマーに解離し得ることから，
解離性ダイマーが生成したものと判断した．
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動物培養細胞に特定のタンパク質を産生させ，高度
に精製したタンパク質製剤であっても，微量の宿主細
胞由来タンパク質（Host Cell Proteins, HCP）の混入
は避けられない．HCP不純物はELISAにより品質管
理が行われているが，課題も多く，より正確なHCP
評価には質量分析手法が適していると考えられてい
る．NISTmAbについて質量分析計を用いてHCPを測
定した報告のうち，2017年にHuangら（参考文献 2）
は， 1 ppm以上のレベルで検出されるHCPは50種程
度に及ぶことを報告している．このうち10 ppmレベ
ル以上のHCPは 8種類程度検出されている．質量分析
によるHCP解析の多くは，感度の高いオービトラッ
プ型質量分析計やナノLCを組み合わせたプロテオミ
クス用システムにより行われているが，我々のシステ
ムはコンベンショナルLCにQ-TOFを組み合わせた装
置であり，プロテオーム解析レベルの高感度性能を備
えていない．そこで，本システムを用いたHCP測定
の限界を把握することも含め，比較的少ない100μg
のNISTmAbを測定試料とした方法のプロトコール化
を検討した．その結果，Huangらの方法を参考にした
時，簡便で再現性良くHCP解析ができたことからプロ
トコールとして採用することとした．
更に今回の測定では，トリプシンとNISTmAbの
量比を400: 1 に下げ，ノイズデータをカットオフすべ
く，かつシグナルthresholdを上げる等の改変を加え
ることにより，より効率的なHCP由来ペプチドの質量

データを取得することができた（図 6）．これにより，
Huangらが報告した20 ppm以上含まれるHCP定量値
について，Huangらの報告値（参考文献 2）により近
い値を導き出すことができた（表 5 a，b）．

結　　語

薬事総合研究開発センターのLC-TOF/MSシステム
を用いて，抗体医薬の特性解析を目的とした一連のプ
ロトコールをブラッシュアップすることができた．本
研究を通して，タンパク質分析におけるLC-TOF/MS
装置の性能とその限界について理解を深めることがき
た．本研究の成果は，抗体医薬のみなら全てのタンパ
ク製剤の特性解析や品質評価にも適用できるものであ
る．日進月歩で進むこの分野において，我々は創薬支
援の立場から，新規プロトコールの追加や既存プロト
コールのブラッシュアップ作業を続けていく必要があ
ると考えている．
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図 5 c． 3%ギ酸添加，60 ℃，60分処理によって生ずるオリゴマーの質量スペクトル
3%ギ酸，60 ℃，60分処理後に形成されるダイマーやオリゴマーは，酸性条件でのイオン化時にダイマーの質量として
測定されることから，非解離性ダイマーが生成したものと判断した．
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図 6．宿主細胞由来タンパク質（HPC）のためのペプチドマッピング
Huangらの方法を改変して，前処理，測定，解析を行った．NISTmAb 100μgを非変性下，トリプシン処理した全量を
AQUITY UPLC BEH C18にて分離した時のベースピーククロマトグラム．この時，クロマト上で確認されるメジャー
ピークはNISTmAb由来ペプチドであり，HCP由来ペプチドは微小ピークとして検出された．

表 5 a．MASCOT®によるタンパク質同定
MASCOT解析でヒットした上位11種類のタンパク質を示した．Huangらの報告した上位4種類に相当するHCP（●）を
検出できた．他は抗体由来ペプチド，または，混入ケラチン等であった．

表 5 b． NISTmAbに含まれるマウス細胞由来タンパク質の評価
各タンパク質に対してヒットしたペプチドのうち検出量の多い上位 3つのピーク面積の平均値をそのタンパク質の量に
相当すると仮定して，内部標準βカゼインを基準に含有量を評価した．
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