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はじめに
モノクローナル抗体 (mAb) ベースの物質は、急速に成長する生物製剤を代表するものであり、臨床
試験とその後の発売の承認を得るために大規模な特性解析が必要になります。精密質量測定は、抗
体の特性解析において難易度の高いステップです。抗体はサイズが大きく、またグリコシル化などの
翻訳後修飾が存在するためです。このような特性は、修飾の位置の判別が複雑になる原因にもなっ
ています。 

抗体の質量測定に関連する課題を克服するために、多数の補足的なアプローチが一般に使用され
ています。抗体は、PNGase F によって処理して N グリカンを除去したり、IdeS などのプロテアーゼで
分解して抗体フラグメントを生成したり、還元して質量測定の前に軽鎖および重鎖を生成したりす
ることができます。これらの手法をさまざまに組み合わせて使用できます。サンプル前処理は、煩雑
であったり、時間がかかったり、再現性が限られていたりすることがあります。このアプリケーション
ノートでは、Agilent AssayMAP Bravo での自動化によってそれらのアプローチをどのように合理化して、
ヒューマンエラーの可能性を減らし、再現性を高め、無人運転の時間を増やすかを示します (図 1 お
よび 2)。 

Agilent AssayMAP 
Bravo Platform 

mAb 特性解析結果
 LC/Q-TOFLC/Q-TOF

図 1.   Agilent AssayMAP Bravo を用いた自動抗体特性解析の統合ワークフロー
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2 種類の既知の抗体を用いるサンプル前処理、
データ採取、データ解析を通じて、未処理サ
ンプルからインタクト質量解析を行うための
完全なソリューションを、アジレントがどのよ
うに提供しているかを説明します。AssayMAP 
ストレプトアビジン (SA-W) カートリッジに結合
されたビオチン化 HER2 ECD (トラスツズマブ) 
またはビオチン化 L タンパク質 (NIST mAb) の
いずれかを使用して、ハーセプチン (トラスツ
ズマブ)、HER2 細胞外領域 (ECD) 特有のモノク
ローナル抗体、NIST モノクローナル抗体参照
物質 8671 を細胞培地の上清から AssayMAP 
Bravo でアフィニティ精製しました。L タンパク
質は、抗体の Kappa 軽鎖のアフィニティ試薬で
す。その後、アフィニティ精製したハーセプチ
ンと NIST mAb の両方を、On-Cartridge Reaction 
(カートリッジでの反応) アプリケーションを用
いて AssayMAP カートリッジで固定化したま
ま、インタクトのままとしたか、PNGase F で脱
グリコシル化したか、または IdeS で分解しま
した。PNGase F 反応および IdeS 反応からの
水溶性反応生成物 (それぞれグリカンおよび 
Fc/2 重鎖フラグメント) が 1 つのプレートで採
取されました。固定化されたインタクト mAb、
脱グリコシル化された mAb、F(ab� )2 フラグメ
ントの半分は、カートリッジから、還元バッファ
を含むウェルに溶出されました。それぞれのサ
ンプルの残りの半分は、非還元バッファに溶出
されました。AssayMAP Bravo ではこれらのス
テップがすべて自動化されました。質量精度
の高いデータを取得するため、これらのステッ
プから得られたタンパク質を UHPLC と Q-TOF 
質量分析装置で分析しました。

カートリッジに結合した 
ECD または L タンパク質

mAb のアフィニティ精製 

酵素なし PNGaseF IdeS

溶出液 フロースルー
mAb
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×2
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×2 ×2 ×2×2 ×2

×1×1 ×2 ×1
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図 2. Agilent AssayMAP Bravo が実施する抗体サンプル前処理

分析方法

試薬
遺伝子組み換えヒト HER2 細胞外領域 (ECD) 
は ACRO Biosystems 社 (デラウェア州ニューアー
ク) から購入しました。EZ-Link Sulfo-NHS-LC-
Biotin キットおよび Pierce Biotin Quantitation Kit 
は Thermo Fisher Scientific 社 (ニューヨーク州
グランドアイランド) から購入しました。Rapid 
PNGase F は New England Biolabs 社 (マサチュー
セッツ州イプスウィッチ) から入手しました。
IdeS プロテアーゼは Promega 社 (ウィスコンシ
ン州マディソン) から購入しました。ハーセプ
チン製剤 (トラスツズマブ) は Genentech 社 (カ
リフォルニア州サウスサンフランシスコ) が製
造したものです。モノクローナル抗体参照物
質 8671 は米国国立標準技術研究所 (NIST) か
ら購入しました。使用済み CHO 細胞培地は 
Aldevron 社 (ウィスコンシン州マディソン) から
入手しました。AssayMAP ストレプトアビジン
カートリッジ (SA-W) はアジレント・テクノロ
ジー (カリフォルニア州サンタクララ) から入
手しました。他のすべての化学物質は Sigma-
Aldrich 社 (ミズーリ州セントルイス) から入手し
ました。 

抗体アフィニティカートリッジの生成
ヒト上皮成長因子受容体 (HER2) ECD および L 
タンパク質を、EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin キッ
トを用いてビオチン化しました。HER2 ECD に
対するビオチンのモル比は 9.5 と測定され、L 
タンパク質に対するビオチンのモル比は 5.3 と
測定されました。これらの比率は、Pierce Biotin 
Quantitation Kit の指示に従って測定しました。 
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次に AssayMAP Bravo を使用して、AssayMAP 
Bravo の Immobilization (固定化) アプリケーショ
ン (図 3) により、各ストレプトアビジン (SA-W) 
カートリッジで、2 µg のビオチン化 HER2 ECD 
(表 1 のカラム 1 および 2) と、2 µg のビオチン
化 L タンパク質 (表 1 のカラム 3 および 4) を固
定化しました。低い流速でターゲット分子を効
率よく結合するために必要なビオチン化され
たリガンドの最小質量は、経験的に判別され、
ターゲットに対するビオチン化捕捉リガンドの
モル比がおよそ 5:1 であることが分かりまし
た。短時間で、SA-W カートリッジを 1 % のギ
酸でプライミングおよび平衡化 (デッキロケー
ション 3、図 3) してから、Internal Cartridge 
Wash 1 (内部カートリッジ洗浄 1) ステップを
使用して 50 µL の HEPES バッファで洗浄しまし
た (10 mM の HEPES、150 mM の NaCl、pH 7.4) 
(デッキロケーション 5、洗浄 1)。1 % のギ酸
でのプライミングおよび平衡化は、カートリッ
ジから混入空気を除去し、低 pH 条件で固体
サポートから解離したストレプトアビジンモノ
マーを除去する厳密な洗浄として機能しまし
た。次にカートリッジを HEPES バッファで再平
衡化しました。これにより、カートリッジの樹
脂充填剤に HEPES バッファが供給され、ビオ
チン化抗原を結合する準備ができました。次
に、Load Blocking Reagent (ブロッキング試
薬のロード) ステップを使用して、5 µL/min の
流量で、100 µL の HEPES バッファ中の 2 µg の
ビオチン化 HER2 ECD または L タンパク質を 
SA-W カートリッジにロードしました (デッキ
ロケーション 9)。アフィニティカートリッジの
生成の最後のステップは、Internal Cartridge 
Wash 2 (内部カートリッジ洗浄 2) を使用した 
50 µL の HEPES バッファでの 1 回の洗浄です。
Immobilization (固定化) アプリケーション内の他
のすべてのステップはオフにしたため、自動的
にスキップされました。図 3 に、この分析の実
行に使用された Immobilization (固定化) アプリ
ケーションの設定のスクリーンショットを示し
ます。 

表 1. 実験計画および溶出プレート内の最終サンプル 

カラム 1 および 2 カラム 3 および 4

A インタクトハーセプチン (グリカンあり) インタクト NIST mAb (グリカンあり)

B ハーセプチン LC/HC (グリカンあり) NIST mAb LC/HC (グリカンあり)

C ハーセプチン （グリカンなし） NIST mAb (グリカンなし)

D ハーセプチン LC/HC NIST mAb LC/HC 

E ハーセプチン F(ab’)2 NIST F(ab’)2
F ハーセプチン Fd’、LC NIST Fd’、LC

G
H

TCEP

ECD、ビオチン (2 μg/100 μL) L タンパク質、ビオチン (2 μg/100 μL)

TCEP

TCEP

酵素なし

PNGase F

IdeS

ステップ 1

ステップ 2 ステップ 3

ハーセプチン (2 μg/100 μL) NIST mAb (2 µg/100 µL)

図 3. Agilent AssayMAP Bravo のユーザーインタフェース。抗体アフィニティカートリッジの生成に使用する 
AssayMAP Bravo 上の Immobilization (固定化) アプリケーションの設定画面を示します。
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抗体精製
市販のハーセプチン (トラスツズマブ) およ
び NIST mAb を、脱イオン水に再溶解して 
20 mg/mL とし、分取し、–80 ° C で保管しまし
た。使用直前に、ハーセプチンと NIST mAb を
水で 1 µg/µL に希釈しました。次に、両方の 
mAb を、濃度が 2 µg/100 µL になるように使
用済み CHO 細胞溶解液にスパイクしました。
AssayMAP Bravo 上の Affinity Purification (アフィ
ニティ精製) アプリケーションを使用して、細
胞培地の上清から抗体を精製しました (図 4)。
プライミングと平衡化のステップはオフにしま
した。これらのステップは Immobilization (固定
化) プロトコル中に既に実行されたためです。
次に、ハーセプチン mAb または NIST mAb の
いずれかをスパイクした 100 µL の CHO 細胞溶
解液を、HER2 ECD および L タンパク質アフィニ
ティカートリッジのそれぞれに 3 µL/min でロー
ドし、続いて 10 µL/min で 150 µL HEPES バッファ
洗浄を行いました (Internal Cartridge Wash 1、
内部カートリッジ洗浄 1)。表 1 (ステップ 1) に、
異なるサンプルに対してカートリッジをどのよ
うに使用したかを示します。A から F のカラム 
1 および 2 (12 個のカートリッジ) に、ビオチン
化 HER2 ECD をロードしました。A から F のカ
ラム 3 および 4 (12 個のカートリッジ) に、ビオ
チン化 L タンパク質をロードしました。

カートリッジでの脱グリコシル化および 
IdeS 分解 
ハーセプチンおよび NIST mAb のキャプチャの
後に、On-Cartridge Reaction (カートリッジでの
反応) に備えて 10 µL/min の流量で 50 µL の水
コントロールまたは酵素バッファによりカート
リッジを平衡化しました (図 5)。表 1 (ステップ 
2) に以下の内容を示しています。 

• A 行と B 行のカートリッジは水で平衡化

• C 行と D 行のカートリッジは脱グリコシ
ル化バッファで平衡化 (20 mM のトリス、
pH 8.0)

• E 行と F 行のカートリッジは IdeS タンパ
ク質分解バッファで平衡化 (50 mM のトリ
ス、150 mM の NaCl、pH 6.6)

図 4. 細胞培地の上清から抗体を精製するために使用する Agilent AssayMAP Bravo 上の Affinity 
Purification (アフィニティ精製) アプリケーションの設定画面

図 5. On-Cartridge Reaction (カートリッジでの反応) アプリケーションの設定画面。このケースで
は、mAb の脱グリコシル化 (PNGase F) およびタンパク質分解 (IdeS) に使用されます。

カートリッジを通じて 10 µL/min で 4 µL の熱
水、Rapid PNGase F (1:12)、または IdeS 酵素 
(4 U/µL) を吸引することによって、On-Cartridge 
Reaction (カートリッジでの反応) (図 5) を実施
しました。次に、追加の 2 µL の加熱した酵素

溶液または水を、各カートリッジを通じて 30 
分にわたって吸引しました (使用した酵素の総
体積は 6 µL でした)。 
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両方の吸引ステップ中に、Bravo のデッキロ
ケーション 4 でペルチェ装置を使用して 3 つ
の試薬を 37 ° C まで加熱しました (図 5)。アプ
リケーションフォーム内で温度を 45 ° C に設定
しました。このようにすると、ヒーターからサ
ンプルプレートを通じてカートリッジの樹脂充
填剤に至る熱伝導におけるロスのため、カー
トリッジ内の反応温度が約 37 ° C になるため
です。Reaction Chase (反応追跡) において、分
解の終わりにそれぞれの反応バッファまたは
水コントロール (25 µL) を各カートリッジを通じ
て吸引し、放出されたグリカンまたは Fc を採
取するために、カートリッジを通過した酵素溶
液またはコントロールと結合させました。これ
らの放出された反応生成物を、デッキロケー
ション 7 のフロースルーコレクションプレート
で採取しました。各カートリッジを、1 M NaCl 
を含む HEPES バッファ 50 µL により 10 µL/min 
で洗浄し (デッキロケーション 5、洗浄 1)、続い
て 10 µL/min で 0.003 % のギ酸によって洗浄し
ました (デッキロケーション 6、洗浄 2) (図 5)。
精製された mAb、脱グリコシル化された mAb、
または F(ab� )2 フラグメントを、カートリッジご
とに 15 µL の 1 % ギ酸によって溶出プレート内
の既存の 15 µL の 0.5 % 水酸化アンモニウム
へ溶出し (デッキロケーション 8)、溶離液を中
性化しました。TCEP を溶離液に追加して最終
濃度を 5 mM とし (表 1 のステップ 3、B、D、F 
の各行)、サンプルを室温で 30 分間還元しまし
た。On-Cartridge Reaction (カートリッジでの反
応) アプリケーションの他のすべてのステップ
はオフになっています (図 5)。 

LC/MS 分析
LC/MS 分析は、PLRP-S カラム (PL1912-1502) 
付き Agilent 1290 Infinity II UHPLC システムと、
デュアル Agilent Jet Stream イオン源付き Agilent 
6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF を組み合わせて
実施しました。表 2 と表 3 は使用した LC/MS 
分析条件を示しています。すべてのインタクト 
mAb および脱グリコシル化 mAb サンプルを、5 
分間のグラジエントによって分析しました。す
べての IdeS フラグメントおよび還元した軽鎖と
重鎖を、8.5 分間のグラジエントによって分析
しました。 

表 2. 液体クロマトグラフィーのパラメータ

Agilent 1290 Infinity II UHPLC システム

カラム Agilent PLRP-S、1000 Å、2.1 × 50 mm、8 µm (p/n PL1912-1502)

溶媒 A 0.1 % ギ酸水溶液

溶媒 B 0.1 % ギ酸 ACN

グラジエント 1.インタクト mAb  
時間 (分) B(%) 
0 5 
1 20 
3 50 
4 95 
4.1 5 
5 5

2.還元 mAb  
時間 (分) B(%) 
0 25 
1 25 
6.5 60 
7.5 60 
7.6 25 
8.5 25

カラム温度 インタクト mAb と脱グリコシル化 mAb では 60 ° C、他のサンプルでは 40 ° C

流量 インタクト mAb では 0.5 mL/min、サブユニットでは 0.8 mL/min

注入量 1 µL

表 3. 質量分析計のパラメータ

パラメータ

Agilent 6545XT AdvanceBio Q-TOF

インタクト抗体 F(ab� )2 サブユニット

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 350 ° C

ガス流量 12 L/min 12 L/min 12 L/min

ネブライザ 60 psi 35 psi 35 psi

シースガス温度 400 ° C 400 ° C 400 ° C

シースガス流量 11 L/min 11 L/min 11 L/min

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

ノズル電圧 2,000 V 2,000 V 2,000 V

フラグメンタ電圧 380 V 180 V 180 V
スキマ電圧 140 V 65 V 65 V

質量範囲 800-5,000 m/z 800-5,000 m/z 400-3,200 m/z

スキャン速度 1 スペクトル/秒 1 スペクトル/秒 1 スペクトル/秒

取り込みモード 高 (10,000 m/z)  
質量範囲 

高 (10,000 m/z)  
質量範囲 

標準 (3,200 m/z)  
質量範囲

拡張ダイナミックレンジ 
モード (2 GHz)

拡張ダイナミックレンジ
モード (2 GHz)

高分解能  
(4 GHz)
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データ解析
トータルイオンクロマトグラム (TIC) のピーク
ごとのスペクトルを抽出し、Agilent MassHunter 
BioConfirm の最大エントロピーアルゴリズムを
用いてデコンボリュートしました。表 4 に、デ
コンボリューションのパラメータを示します。 

結果と考察
2 種のモノクローナル抗体について未加工サ
ンプルからデータ解析までの統合された精密
質量測定ワークフローのパフォーマンスを示し
ます。ハーセプチンの例では、固有の抗体抗
原相互作用をどのように使用すると、複雑な
マトリックスから特定の抗体を精製して、その
後の質量の特性解析に利用できるかを示しま
す。NIST mAb は、幅広い抗体に結合する汎用
性の高いアフィニティリガンド (抗体の Kappa 

表 4. 最大エントロピーデコンボリューションのパラメータ

パラメータ

最大エントロピーデコンボリューションの設定

インタクト mAb F(ab�)2 LCHC サブユニット

質量範囲 (Da) 140-160 K 90-110 K 20-60 K 21-28 K

質量ステップ (Da) 1 1 1 1

限られた m/z 範囲の使用 2,000～4,500 1,800～3,000 900～2,600 1,000～2,600

ベースライン係数 3.5 6.0 6.0 6.0

付加物 プロトン プロトン プロトン プロトン

同位体幅 自動 自動 自動 自動

0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0
4.5
5.0

148,000 148,500

0
1
2
3
4
5
6
7

23,420 23,440 23,460 23,480 23,500 23,520

0

0.5

1.0

1.5

50,600 50,700 50,800 50,900

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

2.0

2.0 2.2 2.4 2.6 2.8 3.0 3.2 3.4
0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

29
65

.47
12

30
25

.97
29

29
07

.32
60

30
89

.00
10

28
51

.45
93

31
54

.72
69

32
23

.33
20

32
94

.94
74

27
45

.90
88

26
47

.90
92

33
69

.80
20

34
48

.15
51

35
34

.09
38

25
56

.58
42

36
16

.38
10

37
06

.64
73

24
71

.40
05

38
01

.71
77

2,600 2,800 3,000 3,200 3,400 3,600 3,800

0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6
1.8
2.0

2.0 2.2 2.4 2.6 2.8 3.0 3.2 3.4 3.6

0

1

2

3

4

5

6

13
79

.77
17

13
03

.16
28

14
65

.92
44

15
63

.58
55

16
75

.21
45

12
34

.62
86

19
54

.23
18

18
03

.99
56

11
72

.95
25

11
17

.15
35

15
11

.44
65

14
30

.39
32

16
09

.30
80

17
63

.18
31

19
10

.65
52

1,100 1,200 1,300 1,400 1,500 1,600 1,700 1,800 1,900

0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
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図 6. 1A、2A) ECD で精製されたインタクトハーセプチンおよび還元ハーセプチンの TIC。1B、2B、2D) インタクトハーセプチンおよび還元ハーセプチンの質量スペクトル。
1C、2C、2E) インタクトハーセプチンおよび還元ハーセプチンのデコンボリュートしたスペクトル。LC = 軽鎖、HC = 重鎖

軽鎖の L タンパク質アフィニティ ) も精製ツー
ルとして使用でき、その際に抗体固有の試薬
を生成する必要がないことを示しています。
ハーセプチン (トラスツズマブ) および NIST mAb 
標準品を、アフィニティ精製するか、脱グリコ
シル化するか、または IdeS で分解し、その後 

AssayMAP Bravo プラットフォームを用いて還元
しました (表 1 および図 2)。次に、LC/MS 分析
を実施しました。その結果を図 6 から図 11 に
示します。 
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た質量差は、軽鎖でも重鎖でも観測されませ
んでした。代わりに、ハーセプチン軽鎖のナト
リウム付加体では中性分子質量が 23,461.68 
(図 6-2C)、ハーセプチン重鎖のナトリウム付加
体では 50,617.69 (図 6-2E) であることを明確に
確認できました。 

C 行および D 行 (表 1) で、精製されたインタク
ト mAb サンプルにカートリッジでの脱グリコ
シル化が実施され、サンプルの半分は TCEP に
よって還元されました (表 1 の B、D、F の各行)。
脱グリコシル化ハーセプチンと脱グリコシル化 
NIST mAb のどちらも、デコンボリュートしたス
ペクトルで、グリカンなしの 1 つの大きなピー
クを示しました (図 7-1C および 10-1C)。 

TCEP を用いて精製インタクト mAb を室温で還
元した後に、8.5 分のグラジエントで UHPLC に
より軽鎖と重鎖を分離しました (表 2 のグラジ
エント 2 で mAb を還元)。デコンボリュートし
た軽鎖質量はどちらも、ハーセプチン軽鎖の
場合には 23,439.36 で 4.3 ppm (図 6-2C)、NIST 
mAb の場合には 23,124.00 で 2.39 ppm という
良好な質量精度を示しました (図 9-2C)。この
結果では、TCEP が、両方の軽鎖で 2 つの鎖内
ジスルフィド結合を保持しながら、軽鎖と重鎖
の間の鎖間ジスルフィド結合のみを還元した
ことも示しました。重鎖質量を調査したとき
に、両方の抗体における重鎖で鎖内ジスルフィ
ド結合が還元されました。その際、中性分子
質量がハーセプチンでは 50,596.95 (14.6 ppm) 
(図 6-2E)、NIST mAb では 50,901.81 (0.18 ppm) 
(図 9-2E) でした。インタクトハーセプチンの理
論上の質量と測定された質量の間に観測され

精製されたインタクトハーセプチン (図 6-1) 
および NIST mAb (図 9-1) を、LC/Q-TOF によっ
て分析しました。いずれも UHPLC 分離後に
示したピークは 1 つのみでした。このこと
は、AssayMAP Bravo でアフィニティ精製を実
施すると、高度に精製された mAb が得られ
ることを示します。図 6-1C および図 9-1C の
デコンボリュートした Q-TOF MS スペクトルか
ら、インタクトハーセプチンでは中性分子質
量が 148,062.20、インタクト NIST mAb では 
148,040.02 (4.02 ppm) であることがわかりま
す。精製されたハーセプチンの質量は、理論
値 148,058.83 を数ダルトン超えていました。こ
の非特異的な付加体は、イオン源で完全に
脱溶媒化されずに、インタクト質量レベルで
部分的に分離される可能性があります。しか
し、NIST mAb は精製後に良好な質量精度を示
し、Affinity Purification (アフィニティ精製) アプリ
ケーションが有用であることを実証しました。 

図 7. 1A、2A) PNGase F を用いたカートリッジでの脱グリコシル化後の、ECD で精製されたインタクトハーセプチンおよび還元ハーセプチンの TIC。
1B、2B、2D) 脱グリコシル化ハーセプチン、LC、および HC の質量スペクトル。1C、2C、2E) 脱グリコシル化ハーセプチン、LC、および HC のデコンボリュートしたスペクトル。
LC = 軽鎖、HC = 重鎖
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図 8. 1A、2A) カートリッジでの IdeS 反応および還元後の、ECD で精製されたハーセプチンからのサブユニットの TIC。
1B、1D、2B、2D、2F) ハーセプチンサブユニットの質量スペクトル。1C、1E、2C、2E、2G) ハーセプチンサブユニットのデコンボリュートしたスペクトル 
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図 9. 1A、2A) L タンパク質で精製されたインタクト NIST mAb および還元 NIST mAb の TIC。1B、2B、2D) インタクト NIST mAb および還元 NIST mAb の質量スペクトル。 
1C、2C、2E) インタクト NIST mAb および還元 NIST mAb のデコンボリュートしたスペクトル。LC = 軽鎖、HC = 重鎖
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両方の脱グリコシル化した mAb で、デコンボ
リュートした質量は、理論値よりもおよそ 3 Da 
大きく、マスシフトは約 20 ppm です。これは、
イオン源で完全に脱溶媒化されずに、インタ
クト質量レベルで部分的に分離された非特異
的な付加体である可能性があります。軽鎖と
重鎖のデコンボリュートした質量により、mAb 
がより明確になりました。還元されたサンプル
を、8.5 分間のグラジエントで分析しました (表 
2)。図 7-2C および図 10-2C のデコンボリュー
トしたスペクトルは、中性分子質量がハーセ
プチン軽鎖では 23,439.35 (4.1 ppm) で、NIST 
mAb 軽鎖では 23,124.12 (7.7 ppm) であったこ
とを示しています。この結果は、図 6-2C およ
び図 9-2C の結果と一致しています。図 7-2E 
および図 10-2E のデコンボリュートしたスペク
トルは、中性分子質量がハーセプチン重鎖で
は 49,152.77 (2 ppm) で、NIST mAb 重鎖では 
49,457.87 (12.16 ppm) であったことを示してい

ます。脱グリコシル化の後に、TCEP は 2 つの
重鎖内で 2 つの鎖内ジスルフィド結合を還元
できたと思われます。その原因は、脱グリコシ
ル化によって重鎖のフォールディング全体が変
わり、TCEP 還元においてより多くのスペースが
開いたためであると考えられます。これは、1 
つのジスルフィド結合のみが還元された、グリ
コシル化重鎖のデコンボリュートした質量か
ら得られた結果 (図 6-2E および図 9-2E) とは
異なります。

カートリッジでの IdeS 反応により、30 分以内
に、両方の mAb の Fc および F(ab� )2 フラグメ
ントが生成されました。AssayMAP Bravo アプリ
ケーションでは、フロースルーで Fc を採取する
か、combine with elute (溶出液と結合) の機
能を用いて溶出液プレートでそれを F(ab� )2 に
結合させることができました (図 5)。この実験
では、フロースルーで Fc を採取し、溶出プレー

トで F(ab� )2 フラグメントを採取することを選
択しました。図 8-1A および図 11-1A は、両方
の mAb からの Fc および F(ab� )2 のトータルイ
オンクロマトグラム (TIC) の重なりを示します。
デコンボリュートしたスペクトルは、ハーセプ
チン Fc (G0F) では中性分子質量が 25,232.39 
(2.52 ppm) で、NIST mAb Fc (G0F) では 25,232.41 
(2 ppm) であったことを示しました。2 つの mAb 
は実際に Fc 領域で同一のアミノ酸配列を持っ
ています。このことが実験結果によってさらに
確認されました。デコンボリュートしたスペク
トルは、ハーセプチン F(ab� )2 の中性分子質量
が 97,630.17 (2.27 ppm) であることを示しまし
た (図 8-1E)。理論値は 97,629.95 です。デコン
ボリュートした NIST F(ab� )2 (図 11-1E) は、中
性分子質量が 97,610.84 (2.97 ppm) であること
を示しました。理論値は 97,610.55 です。 
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8-2G)。リテンションタイム 2.62 分でのピーク
は、1 つの鎖内ジスルフィド結合がある Fd� で
あり、中性分子質量は 25,381.61 (6.3 ppm) で
す (スペクトルは示されていません)。デコンボ
リュートした質量が 25,685.34 (0.9 ppm) であっ
た NIST mAb Fd� (図 11-2A) には、2 つの鎖内ジ
スルフィド結合が含まれています (図 11-2G)。 

しました。これは図 9-2C および図 10-2C と一
致しています。ハーセプチン Fd� の TIC は、Fd� 
の 2 つのジスルフィド結合部位に対応するリ
テンションタイム 2.55 分および 2.62 分でピー
クの割れを示しました (図 8-2A)。リテンション
タイム 2.55 分でのピークは、中性分子質量が 
25,379.87 (4.6 ppm) であることを示しました。
理論値は 25,379.75 です。このピークは、2 つ
の鎖内ジスルフィド結合がある Fd� でした (図 
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図 10. 1A、2A) PNGase F を用いたカートリッジでの脱グリコシル化後の、L タンパク質で精製されたインタクト NIST mAb および還元 NIST mAb の TIC。 
1B、2B、2D) 脱グリコシル化 NIST mAb、LC、および HC の質量スペクトル。1C、2C、2E) 脱グリコシル化 NIST mAb、LC、および HC のデコンボリュートしたスペクトル。 
LC = 軽鎖、HC = 重鎖 

F(ab� )2 サンプルの還元により、両方の mAb か
ら軽鎖と Fd� フラグメントが良好な質量精度
で生成されました。デコンボリュートしたスペ
クトル (図 8-2E) は、ハーセプチン軽鎖の中性
分子質量が 23,439.36 (4.62 ppm) であることを
示しました。これは図 6-2C および図 7-2C と
一致しています。デコンボリュートしたスペク
トル (図 11-2E) は、NIST mAb 軽鎖の中性分子
質量が 23,124.02 (3.24 ppm) であることも示
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図 11. 1A、2A) L タンパク質で精製された NIST mAb からのサブユニットの TIC。1B、1D、2B、2D、2F) NIST mAb サブユニットの質量スペクトル。 
1C、1E、2C、2E、2G) NIST mAb サブユニットのデコンボリュートしたスペクトル



結論
Agilent AssayMAP Bravo Platform は、モノクロー
ナル抗体の特性解析の統合ワークフローの主
要な構成要素であり、広範なインタクト mAb 
質量測定が含まれています。サンプル前処理
の自動化、ヒューマンエラーの低減、再現性
の確保が可能になり、分析者がその場を離れ
て他の作業を実行できるようになります (図 1 
および 2)。現在の分析で、AssayMAP Bravo を
使用してサンプル前処理の 4 つのカラムを完
了するのに全体で 5.5 時間必要でした。同じ
数のサンプルを手動で前処理すると、少なくと
も 1 日かかります。サンプル前処理の 12 個の
カラムのすべて (プレート全体) が必要な場合
でも、AssayMAP Bravo で必要な処理時間はお
よそ 5～ 6 時間のままです。しかし、プレート
全体を手動でサンプル前処理すると、1 日を超
えるコンスタントなベンチワーク時間が必要
になります。AssayMAP Bravo は、ワークフロー
全体を自動化し、結果を得るまでの時間を短
縮する、使いやすいプラットフォームを提供し
ます。AssayMAP Bravo は、マイクロクロマトグ
ラフィーカートリッジを用いたタンパク質とペ
プチドのサンプル前処理、シンプルで信頼性の
高い自動処理、アプリケーションベースのユー
ザーインタフェースに特化して設計されていま
す。アジレントは、AssayMAP Bravo での自動化
されたアフィニティ精製と酵素分解を、UHPLC、
Agilent AdvanceBio Q-TOF、使いやすい Agilent 
MassHunter BioConfirm ソフトウェアと統合する
ことによって、抗体特性解析のための包括的
なソリューションを提供します。 

また、このワークフローは汎用性が高く、イン
タクト抗体とサブユニットタンパク質の両方の
質量解析を実施できます。広範な特性解析研
究のニーズに対応できるよう、カートリッジで
の脱グリコシル化、IdeS プロテアーゼによるタ
ンパク質分解、またはサブユニットを遊離する
ための還元処理を実行したり、3 つのすべての
ステップを一緒に実行したりする柔軟性も備
えています。ECD と L タンパク質の両方が、使
用済み CHO セルメディアから高い純度で mAb 
を精製できます。 

この統合的なアプローチにより、抗体前処理
をバッチ間で比較するための高スループット解
析も可能になります。クロマトグラフィー分離
能が優れているため、インタクト抗体とそれら
の軽鎖および重鎖サブユニット (さまざまなジ
スルフィド形態を含む) を高速かつ効率的に分
離できます。Agilent AdvanceBio Q-TOF は、高分
解能スペクトルを生成して、タンパク質質量解
析で高い質量精度を達成します。MassHunter 
BioConfirm データ分析ソフトウェアは、自動化
されたデータ抽出、デコンボリューション、配
列マッチングを含む、包括的なタンパク質分析
ワークフローを実現します。 
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