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抗体の LC/MS分析 
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液体クロマトグラフィー質量分析法(LC/MS)は、タンパク質同定や翻訳後修飾解析のため
の強力なツールとして広く利用されており、バイオ医薬品の特性解析・試験においても、

既にペプチドマッピングなどに導入されている。本シンポジウムでは、タイプの異なる検

出器を有する２種の ESIMS、すなわち、ESI-QqTOF MS/MS (QSTAR, AppliedBiosystems)
及び ESI-QIT MS (LTQ, Thermoelectron)を用いて抗体を分析した例を紹介しながら、バイ
オ医薬品の特性解析・品質評価における LC/MSの可能性について述べたい。 
 
一次構造、類縁物質、及び不純物 
図１は、QqTOFタイプの LC/MS/MSを用いて得られた市販のヒト IgGのペプチドマッ
プである。ここで得られたMSMSデータを用いてMascotによるデータベース検索を行っ
たところ、IgGに属する様々な分子種が同定された。図２は、データベース検索の結果、最
も高いスコアが得られたタンパク質(IgG2 H鎖)の一次構造を示したもので、下線部は同定
されたペプチド断片を表している。

N 結合糖鎖を含むペプチドを除く

IgG H鎖定常部が高い coverageで同
定されていることがわかる。アミノ

酸配列が決定されている抗体医薬の

場合、その配列を予めデータベース

に入力しておくことによって、可変

部を含むより高い coverageが得られ
ることが期待される。また、翻訳後

修飾に関する情報をデータベースに

追加しておくことによって、翻訳修

飾の種類やその位置を確認することも可

能である。以上の結果は、LC/MS を用い
た抗体医薬のペプチドマッピングは、一次

構造確認はもちろん、確認試験、類縁物質、

不純物試験としての可能性も秘めている

ことを示唆するものである。 
 

図１ IgGのペプチドマップ 

図２ 同定された IgG2 H鎖(AAH41037)の一次構造 



 36

糖鎖 
LC/MS/MS を用いて得られ
たペプチドマップには、糖鎖に

関する情報も含まれている。ペ

プチドマップから糖鎖の情報

を引き出すためには、まず、無

数のペプチドのマススペクト

ルの中から、糖ペプチド由来の

マススペクトルを選び出す必

要がある。糖ペプチドを特定す

る方法として、プリカーサーイ

オンスキャン、データ依存的

CID-MS/MS、及びインソース
CIDなどが利用されている。い
ずれも糖鎖に特徴的なオキソ

ニウムイオンを指標として糖ペプチドを特定する方法である。 
図３は LC/ESI-QqTOF MS/MSを用いて得られたモノクローナル抗体のペプチドマップ
において糖ペプチドと特定されたピークのマススペクトルである。糖ペプチドの計算値と

ペプチドの理論値の差（糖鎖の分子量）から、結合している糖鎖構造とその分布を知るこ

とができる。 
図４はLC/ESI-QITMSを用いたモノクローナル抗体のペプチドマッピングで検出された
糖ペプチドイオンのMS2, MS3, MS4スペクトルを示したものである。糖鎖の分子量に加え

て単糖配列が確認でき

ることから、より詳細

な糖鎖構造情報が得ら

れることがわかる。  
 
以 上 の よ う に

LC/MS/MS は、一度の
分析で多くの情報を提

供してくれることから、

今後、抗体医薬の特性

解析や試験法の効率化

に大いに役立つものと

期待される。 
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000

m/z

0

50

100
0

50

100

Re
la

tiv
e 

A
bu

nd
an

ce

0

50

100
1200.492+

1119.302+

1099.032+

1017.732+ 1507.611+1360.601+

366.15
893.212+ 1888.181+

528.14

1098.932+

1025.992+ 1360.491+
1127.552+ 1507.591+

944.562+

528.00 690.13 893.162+ 1564.701+366.14 1888.981+1669.751+

1360.531+

1025.992+944.522+

1506.531+

863.27
690.09527.90365.95

1127.082+

863.722+

MS2

MS3

MS4

MSn spectrum of m/z 868.29 EEQFNSTFR
(peptide MW: 1156.5)

RR

R

R

R R

R

RR

R
R

R

R

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000
m/z

0

50

100
0

50

100

Re
la

tiv
e 

A
bu

nd
an

ce

0

50

100
1200.492+

1119.302+

1099.032+

1017.732+ 1507.611+1360.601+

366.15
893.212+ 1888.181+

528.14

1098.932+

1025.992+ 1360.491+
1127.552+ 1507.591+

944.562+

528.00 690.13 893.162+ 1564.701+366.14 1888.981+1669.751+

1360.531+

1025.992+944.522+

1506.531+

863.27
690.09527.90365.95

1127.082+

863.722+

MS2

MS3

MS4

MSn spectrum of m/z 868.29 EEQFNSTFREEQFNSTFR
(peptide MW: 1156.5)

RRRR

RR

RR

RR RR

RR

RRRR

RR
RR

RR

RR

m/z

+TOF MS: from 16 to 19 min

1000 1200 1400 1600 1800

EEQFNSTFR

: NeuAc

: Gal

: Man

: GlcNAc

: Fuc

Peptide MW: 1156.5

1463.6(2)1200.0(2) 1309.5(2)

1281.0(2)

1228.5(2)

1301.5(2)

1382.6(2)

Re
la

tiv
e 

in
te

ns
ity

m/z

+TOF MS: from 16 to 19 min

1000 1200 1400 1600 1800

EEQFNSTFREEQFNSTFR

: NeuAc

: Gal

: Man

: GlcNAc

: Fuc

: NeuAc

: Gal

: Man

: GlcNAc

: Fuc

Peptide MW: 1156.5

1463.6(2)1200.0(2) 1309.5(2)

1281.0(2)

1228.5(2)

1301.5(2)

1382.6(2)

Re
la

tiv
e 

in
te

ns
ity

図３ モノクローナル抗体の糖ペプチドのMSスペクトル 

図４ モノクローナル抗体の糖ペプチド(m/z868.29)のMS2, MS3, MS4スペクトル 


