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抗体のサブユニット解析編 

 

 

 抗体分子(IgG1)を約 150 kDaのまま測定するインタクト解析では、抗体分子に熱変性以外

の処理を加えないため、測定における人為的な要因による影響をほとんど受けることなく、分

子全体の質量分析が行える。これにより、糖鎖の不均一性を評価することができる（図１）。イ

ンタクト解析の方法については、カラムメーカー等が公表している手法で容易に測定可能な

ため、ここでのプロトコール化は省略する。分解能 70,000の高分解能質量分析計で行うイン

タクト解析では、平均質量 a)で評価することになるのに対し、抗体分子を約 25 kDa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 b)での評価が可能となる。平

均質量での評価の場合、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 0.1 Da程度まで向上する。このことにより、ペプチドまで分解せずと

もサブユニットレベルにおいて、糖鎖やアミノ酸残基の不均一性評価がある程度可能となる。

また、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 Metの酸化

や Asnの脱アミド化を最小限に抑えられることもメリットとなる。  

   我々のラボでは、Bruker製 maXisII質量分析計を用いて抗体の特性解析を行っているが、

日常メンテナンスにおいて分解能約 60,000～70,000を維持できている。今回我々が提示す

るプロトコールでは、標準抗体である NISTmAb RM8671のサブユニット解析において、微量

成分故に検出が難しい高マンノース型糖鎖やシアル酸含有糖鎖に相当する成分まで検出可

能である。更に操作はシンプルであり、抗体医薬の特性解析に有益な方法である。 
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【材料】 

分析カラム：Waters BioResolve RP mAb Polyphenyl，450 Å，2.7 μm，1.0x100 mm 

抗体医薬品：NISTmAb, Humanized IgG1k Monoclonal Antibody, Cat# RM8671, 10 mg/mL 

ギ酸：和光純薬 LC-MS用, Cat# 067-04531 

アセトニトリル：関東化学 LC-MS用 

Tuning Mix (Calibrant)：ESI-L Low Concentration Tuning Mix，アジレント, Cat# G1969-85000 

カゼイン：和光純薬 化学用 

IdeS：FabRICATOR Enzyme (Genovis), Cat# A0-FR1-008, 8x100 U 

EndoS：IgGZERO Enzyme (Genovis), Cat# A0-IZ1-010, 1000 U 

8 M塩酸グアニジン溶液(8M Guanidine HCl)：富士フィルム和光 生化学用, Cat# 071-02891 

Bond-Breaker TCEP solution (0.5 M)：富士フィルム和光, Cat# 207-20151 

1 M Tris-HCl (pH 8.0)：NIPPON GENE, Cat# 312-90061 

脱塩カラム：Zeba Spin Desalting Columns, 7K MWCO, Thermo Scientific, Cat# 89882 

低吸着バイアル 0.6 mL：Maximum Recovery 0.6 mL Microtube, AXY, Cat# MCT-060-L-C 

低吸着バイアル 1.5 mL：プロテオセーブ 1.5 mLマイクロチューブ, 住友ベークライト, Cat# MS-

4125M 

低吸着チップ 200 μL：Maximum Recovery 200 μL Tip, AXY, Cat# T-200-C-L 

低吸着チップ 10 μL：Maximum Recovery 10 μL Tip, AXY, Cat# T-300- L 

LC用低吸着バイアル 0.3 mL：AMR, Cat# PSVial 100 

リン酸緩衝生理食塩水(PBS)：ナカライ, 細胞培養用, Cat# 14249-25 
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0.45 μm遠心フィルター：Ultrafree-MC-HV, Millipore, Cat# UFC30HVNB 

 

<Tips>  

カラムサイズは重要で、径 1 mmのカラムでは Fcサブユニットのテーリングが低減する。可

能な限り高濃度で分析すること。 

 

【装置】 

高分解能質量分析計：Bruker maXisII 

UHPLC：島津 LC20Aシステム（バイオイナート仕様） 

 

【調製液】 

移動相 A液：0.1%ギ酸を含む超純水 

移動相 B液：0.1%ギ酸を含むアセトニトリル 

カゼイン溶液：カゼイン 4 mg/mLになるよう 0.1%ギ酸水に溶解後，遠心(14,000g, 5 min)した

上清を 0.45 μm遠心フィルターでろ過する。冷蔵保存して使用する（保存期間

は未検討）。 

IdeS溶液：IdeSの粉末 100 Uを 10 µLの超純水に溶解する。冷蔵で 1 ｶ月程度保存可。 

EndoS溶液：EndoSの粉末 1,000 Uを 50 μLの超純水に溶解する。冷蔵で 1 ｶ月程度保存

可。 

 

<Tips> 

【カラムのコンディショニング】（重要） 

   サブユニット Fc/2の溶出ピークは極めてテーリングを起こしやすい。この対策として、分析

カラムへの非特異的吸着を防ぐ目的で、あらかじめ分析カラムをタンパク質でブロッキングし

ておく必要がある。ブロッキング用タンパク質にはカゼインを用いる。ブロッキング処理しても

長期間カラムを使用していると徐々にタンパク質が溶出し効果が低減してくる。このため、カラ

ム保存後に改めて使用し始める際は、その都度ブロッキング処理をした方がベターと思われ

る。 

 

 分析前のコンディショニングランの例 

 カゼイン溶液 5 μLを 2回注入 → ブランク液 5 μLを 2回注入  

（注：カゼイン溶液を注入するときは、質量分析計の汚染を防ぐため流路バルブを waste側

へ切り替え、質量分析計には導入しないこと） 
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【酵素処理によるサブユニットの調製】 

 IdeSは抗体分子をヒンジ領域で切断することにより 2分割するプロテアーゼである。還元処

理との組み合わせにより、25 kDaのサブユニットレベル(Fc/2, Fd, LC)まで分解できる。EndoS

は特定の N結合型糖鎖をトリミングできるエンドグリコシダーゼである。糖鎖の不均一性を低

減することにより、微量成分を検出し易くするために併用する。 

 

①酵素処理(IdeS単独の場合) 

酵素処理、還元変性処理は図 2のフローチャートを参照。その後の脱塩処理は図 3のフ

ローチャートを参照。 

 

<Tips> 

 脱塩処理を行わないと、グアニジン付加体(+59 Da)c)が検出される。 

 脱塩操作は、できる限り 1 mg/mLに近い高い濃度で行う。0.2 mg/mL以下の濃度では回

収率が低下し希薄溶液となる。その結果、Fc/2サブユニットのピークのテーリングが悪化

する。 
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②酵素処理(IdeS+EndoSの場合) 

IdeS単独処理①と同じ処理を行うが、酵素反応液には次の通り EndoSを追加し、それ以

外は図 2のフローチャートに従う。 

 

酵素反応液： 

NIST mAb (10 mg/mL)        2 µL (20 µg) 

IdeS (10 units/µL)            2 µL (final 1 unit / 1 µg of IgG) 

EndoS (20 units/µL)           1 µL (final 1 unit / 1 µg of IgG) 

PBS                           3 µL 

――――――――――――――――――――――― 

Total                             8 µL 

 

【LC-MS条件】 

流速：                  0.1 mL/min 

カラム温度：           80C 

分析時間：             20 min 

NISTmAb終濃度：    0.4 µg/µL (回収率 100%の場合) 

注入量：               4～20 µL (回収率 100%の場合 1.6～8 µg) 
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<Tips> 

タンパク注入量が少ない、またはタンパク濃度が低いと Fc/2のテーリングが顕著になる。

注入量が多過ぎるとメジャー成分の影響が大きくなり、微量成分の解析が妨害される場合も

あるので、注入量が多ければ良いというものでもなさそうだ。 

 

グラジエント 

       min           B% 
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       14           45 

       14.3         80 

       15.3         80 

       15.6         22 

        20          22 

 

         ➢0.1～0.3 minのタイミングでキャリブレーション液に切り替える。 

 

Bruker TOF/MS (maXisII)の主要パラメータは次の通り(サブユニット抗体測定用)。 

Polarity: positive 

       Mode: MS 

       Capillary: 4500 V 

       Nebrizer: 1.2 

       Dry Gas: 5.0 

       Dry temp: 180 

       Mass Range: 300 to 3,000 m/z 

       Spectra Rate: 1 Hz 

 

【データ解析】 

   データ解析方法は、ソフトウエアによって異なるため詳述しない。現在、我々が使用してい

るマニュアル用解析ソフト（Bruker製 DataAnalysis®）による解析処理の流れは次の通り。 

 

1．測定ごとのキャリブレーションデータを使って、測定データごとに再キャリブレーション。 

2．トータルイオンクロマトで溶出ピークを確認。 

3．範囲を指定して Spectral deconvolution。 

4．検出された成分のモノアイソトピック質量の計算。 

5．モノアイソトピック質量の値から成分を同定。 
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 マニュアル解析用ソフトに加えて、自動解析ソフト（Bruker製 BiopharmaCompass®）を使うこ

とにより、ルーチンな解析が容易になる。この場合、あらかじめ登録しておいた Protein 

Reference Listに対して検索を行うため、含有する可能性のある成分情報を集めて Protein 

Reference Listを充実させることが必要である。我々は NISTmAbのサブユニット解析のために

約 130成分の Protein Reference Listを作成した。IdeS処理のみの全サブユニットにおける成

分リストを表 1に、IdeS と EndoS とを組み合わせたとき、トリミングされた糖鎖まで含めた Fc

サブユニットの成分リストを表 2に示した。 
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【結果】 

 マニュアル解析ソフト DataAnalysis®での解析結果の一例を図 4に示した。データ解析は溶

出ピークごとに分けて処理する。Protein Reference Listに対して検索することにより、溶出順

に Fc/2、LC、Fdの各サブユニットについて主要成分を検出することができた。一方、各ピーク

のテーリング部分や微小ピークを解析することにより微量成分を同定することができた。例え

ば、溶出時間 5.1 min～5.3 minのショルダーピークについては、微量成分である G1糖鎖付

加 Fcサブユニット（Lys脱離体）、G2糖鎖付加 Fcサブユニット（Lys脱離体）を 0.1 Da以下の

誤差で検出することができた。 
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 自動解析ソフト BiophramaCompass®での解析結果の一例を図 5に示した。同様に 5.15 

min～5.25 minのショルダーピークのみをデータ処理することにより、G1や G2糖鎖が付加し

た微量成分の検出が可能であった。 
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  本プロトコールによるサブユニット解析で検出された糖鎖のバリエーション、アミノ酸残基の

バリエーションを図 6にまとめた。IdeS処理のみの試料からは、シアル酸含有糖鎖に相当す

る微量成分が検出されており、他方で、IdeS と EndoSを組み合わせることにより、それまで検

出できなかった高マンノース型の糖鎖修飾に相当する成分も検出可能であった。 
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【考察】  

 本プロトコールを用いることにより、ペプチドマッピングや遊離糖鎖解析まで行わなくても、

図 6に示したように糖鎖の不均一性について解析できることがわかった。この簡便なサブユ

ニット解析により得られる各成分の検出量を比較することによって、複数ロット間での一次的

な品質評価が可能となる。しかしながら、サブユニット解析のみではアミノ酸残基の微小な変

化（脱アミド化等）を検出するには不十分であるため、可能な限り詳細な品質評価を行うため

には、ペプチドマッピングや遊離糖鎖解析のデータも併せて評価する必要がある。 

 

＊用語説明 

a) 平均分子量：通常の分子量 

b) モノアイソトピック質量：天然存在比が最も多い 12C, 1H, 14N, 16Oから構成される質量 

c) IdeS：抗体分子をおよそ半分に切断できる極めて特異性の高い酵素。認識部位は、N

末・・・XXXXX | GPSVFLFPXXX・・・C末、至適 pHは 6.5～7、分子量は 37 kDa。 

d)付加イオン：通常はプロトンが付加(+1 Da)して１価の陽イオンとして検出されるが、Naが付

加(+23 Da)、Kが付加(+40 Da)、グアニジンが付加(+59 Da)、トリフルオロ酢酸が付加(+114 Da)

したイオンが検出されることがある。 

 


