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はじめに
ジスルフィド結合の形成は、適切な三次元フォールディングを確立して維持するの

に重要であるため、モノクローナル抗体（mAb）のような治療用タンパク質が機能す

るのに重要なものです。ジスルフィド結合の位置決定およびアサインは、タンパク

質構造解析の重要な側面のひとつです。

しかし、ジスルフィド結合の形成およびジスルフィド結合のスクランブリングは不

完全であるため、多数のシステイン残基を含むタンパク質のジスルフィド対を同定

することは、一般にタンパク質配列の決定よりも多大な時間を要する困難な作業

です1,2。

酵素消化と液体クロマトグラフィー質量分析（LC/MS）法との併用は、ジスルフィド

結合のアサインに対する常法としてよく用いられています 3,4。しかし、LC/MS法に

よるペプチドマッピングは、伝統的にデータの処理および解釈に大きな労力と時

間を要する方法です。

さらに、タンパク質に多数のシステインが含まれているときには、ジスルフィド結

合の可能性があるペプチド異性体の数が有意に多いため、ときにジスルフィド結

合のアサインについて結論を導き出すことができないこともあります1。たとえば、

システイン残基8個を含むタンパク質にはジスルフィド結合の可能性がある配列

組み合わせが計105個あります（これに対して IgG1 mAbには、軽鎖2個および重鎖

2個に32個以上のシステインがあるのが典型です）。

これに加えて、ジスルフィド結合スクランブリングが起こる可能性があるため、手

動で解析を行うときには、ジスルフィド結合のアサインが非常に難しくなります。

ジスルフィド結合によって引き起こされた治療用タンパク質の不均一性を迅速に

評価するには、自動ワークフローの方が望ましいと考えられます。

ウォーターズは、自動データ処理および自動データアノテーションを実施すること

ができるように、データ収集用UPLC®/MSE法および特性解析の目的のためのバイ

オインフォマティクスツールであるMassLynxTMソフトウェア用BioparmaLynxTMアプリ

ケーションマネージャを用いてタンパク質の配列を決定し特徴を明らかにする統

合的ペプチドマッピングワークフローを開発しました 5。

データ依存的でないMSE法によって、バイアスの生じない方法でタンパク質酵素（たと

えば、トリプシン）消化物から溶出したペプチドのプリカーサーおよびフラグメントに

関する質量分析データを収集します 6。統合的ワークフローは、伝統的なペプチド

マッピング法にみられる欠点のほとんどを克服した方法であり7、迅速かつ頑健で、

治療用mAbs5およびサブユニットワクチン8など、組換えタンパク質のルーチン解析
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アプリケーションの利点 
ウォーターズは、多数のシステインを含むタンパク

質を用いて、実用的なジスルフィド結合ペプチド

の自動マッピングまたは自動モニタリングが可能

な統合的アプローチの開発を行いました。

本アプリケーションノートでは、組換え IgG1 mAb を

用いて、高度なLC/MSE ペプチドマッピングワーク

フローによるスクランブル化ジスルフィド結合を

はじめとするジスルフィド結合の検出および同定

について明らかにしています。
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実験方法
LC条件
LCシステム： ACQUITY UPLC

カラム： ACQUITY UPLC BEH300C4、1.7 µm、
2.1 x 150 mm （P/N 186004487） 
または 
ACQUITY UPLC BEH300 C18、1.7 µm、
2.1 x 150 mm （P/N 186003687）

カラム温度： 65℃

流速： 200 µL/分

注入量： 5 µL （パーシャルループ）

移動相A： 0.1%ギ酸 /水

移動相B： 0.1%ギ酸 /アセトニトリル

グラジエント： 1-40% B/95 分

MS条件
MSシステム： SYNAPT G2 HDMS

イオン化モード： ESI+

データ取得モード： MSE

低衝突エネルギー： 4eV

高衝突エネルギー： 22 eVから48 eVへランピング

キャピラリー電圧： 3.0 kV

コーン電圧： 30 V

スキャンモード： Resolutionモード（分解能≧20000）

データ取得時間： 0.5秒

ソース温度： 100℃

脱溶媒温度： 350℃

質量範囲： 100～ 2500 Da

質量精度： 30秒毎にロックマスチャンネル
からスプレーしたGFPによるロッ
クマス

データマネジメント
MassLynxソフトウェアBiopharmaLynx 1.3アプリケー
ションマネージャ

試薬の調整
RapiGest（Waters, p/n 186001861）とエンドプロテイナー

ゼLys-C（Wako）およびヨードアセトアミド（Sigma）を使

用しました。37℃で50 mMトリス緩衝液（約7.5 pH）を

用い、0.1%RapiGest SFの存在下で18時間、試料（50:1

のタンパク質 /Lys-C）をインキュベートして、IgG1 mAb

トラスツズマブ消化物を調製しました。消化前、80℃

で10分間、タンパク質を変性させました。消化中

に引き起こされる可能性があるアーティファクトスク

ランブリングについて試験するために、アルキル化せ

ずに調製した消化物を直接、消化前に IAMアルキル化

と同時に調製した消化物と比較しました。

に適していることが明らかにされています。さらにこの方法を用いて、IgG1 mAbで

予想されるジスルフィド結合を同定することにも成功しています 9。

本試験では、組換え IgG1 mAbを用いて高度なUPLC/MSEペプチドマッピングワーク

フローによる（スクランブル化ジスルフィド結合をはじめとする）ジスルフィド結合

の検出および同定について明らかにしています。その目的は、多数のシステインを

含むタンパク質を用いて、実用的なジスルフィド結合ペプチドの自動マッピングま

たは自動モニタリングが実行可能な方法を開発することにあります。

統合的ワークフローの意義として、以下の点が挙げられます。

■ SYNAPT® G2 HDMSTMシステムを用いた質量分解能および質量精度の向上 10。分子

量が大きい大型ジスルフィド結合連鎖ペプチドについて質の高いMSEデータを得

るために重要です。

■ ランダムモードでアップグレードしたBiopharmaLynx（version1.3）によるジスルフィ

ド結合の自動アサイン。自動モードで潜在的なスクランブル化ジスルフィド結

合を同定するのに重要です。

タンパク質消化物混合物の複雑性を低下させるために、エンドプロテイナーゼ

Lys-Cを用いてmAbを消化させました。得られた消化物は、ACQUITY UPLC®シス

テムを用いて逆相 LCによって分離したのち、オンラインMSEによる検出および

BiopharmaLynx 1.3による解析を実施しました。試料中の遊離スルフヒドリル基 2を

アルキル化により保護して調製した消化物とアルキル化せずに調製した消化物を

用いて、試料調製段階に形成された可能性があるジスルフィド結合と、mAbの天然

スクランブル化ジスルフィド結合とを識別しました。 

結果および考察
トラスツズマブ抗体は、あらゆる IgG1 mAbと同じように、適切に形成されるときに

は独特のジスルフィド結合が9個認められます。（Lys-Cpによる）in-silico消化では、

予想されたジスルフィド連鎖ペプチド（または独特の結合）8個が消化後に認めら

れています。その内訳は、軽鎖それぞれに2個、重鎖それぞれに4個、軽鎖と重鎖

との間に1個、重鎖2個の間に1個（これには連結しているジスルフィド結合が2個）

となっています。

形成されたジスルフィド結合を同定するのにワークフローが適切に機能している

ことを明らかにするために、まず、取得した LC/MSEデータを用い、BiopharmaLynxに

おいてシステインが適切に結合して予想通りのジスルフィド結合16個を形成した

mAbシーケンスについて検索しました。
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図1. ジスルフィド結合1:K1-1:K4の同定手順。A) 結合の溶出時間を示したUPLC/MSクロマトグラム、B) MSスペクトル、C) BiopharmaLynx

の解析およびアノテーション、D) MSEスペクトル。

図1は、最も大きなジスルフィド結合1:K1-1:K4（分子内軽鎖ジスルフィド結合、モノアイソトピック質量10657.12 

Da）の測定値を示しています。ジスルフィド結合ペプチドは、多価イオンのアイソトープ分離されたMS生データ 

（図1B）から得られたプリカーサー質量MH+（図1C）に基づいて検出され、アノテーションが示されます。さらにそ

のアサインは、（図1Aに印を付けている通り）保持時間アライメントされた、（図1Dに示されているように一価

イオンに電荷を減らしてアイソトープのデコンボリューションも実施した）高エネルギーフラグメンテーション

MSEスペクトルによって確認されました。MSEスペクトルは、2種類のペプチド（1:K1および1:K4）から得られた b/y

イオンを含有しているだけでなく、7019.27Da（1/y39-2/y24）および10431.19Da（1/y39-2/y56）という両ペプチド 

から得られたジスルフィド結合断片に相当するイオンも含有しているため、ジスルフィド結合を示す明白な証

拠が得られます。

分解能が向上したMSによるピーク分離（図1Bの挿入図参照）は、大型ペプチド断片およびプリカーサーの正確な

モノアイソトピック質量を得るのに重要であることを強調するべきです。このような大型ペプチドについて十分 

に分離されたアイソトープパターンが得られれば、インフォマティクスツールによって、1:K1-1:K4のような大型 

ジスルフィド結合を同定することがきわめて容易になります。

同じように、BiopharmaLynxによって、他に予想されたジスルフィド結合が同定されます。同定されたジスルフィド

結合ペプチドすべての質量精度は5.0 ppm以内でした。さらに、BiopharmaLynxによって、ミスクリベージが含ま

れる結合ペプチドのひとつを有するジスルフィド結合ペプチドを同定することもできます。

たとえば、（ミスクリベージのない）ジスルフィド結合2:K7-2:K8も（ミスクリベージが1ヵ所ある）2:K7-2:K8-9も

同定されました（図2Aの対応するピークBおよび C参照）。そのMSEスペクトルは図2Bおよび図2Cにそれぞれ 

図示されており、確実な同定であることがわかります。リジン（K）にプロリン（P）残基が続くときには、Lys-Cまた

はトリプシンなどのプロテアーゼは切断部位を見落としやすいため、この能力は特に重要です。
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図2. ジスルフィド結合2:K7-2:K8および2:K7-2:K8-9の同定と確認。A) BiopharmaLynxの解析およびアノテーション、B 2:K7-2:k8のMSEスペク
トル、C) 2:K7-2:K8-9のMSEスペクトル。

LC/MS解析中に大型ジスルフィド結合ペプチドの溶解性維持を補助するには、試料中に高い比率の有機溶媒（ア

セトニトリル10%以上）が必要であることがわかっています。高濃度有機溶媒の試料緩衝液を使用することの

欠点として、最も小さいジスルフィド結合ペプチド1:K14-2:K13（SFNRGEC=SCDK）がボイド容量に溶出する可能性

があることが挙げられます。
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図3. BiopharmaLynx 1.3データ処理法においてスクランブル化ジスルフィド機能を示したスクリーンキャプチャー。

ジスルフィド結合マッピングの課題として、たとえばスクランブリングによって、予想外に形成されたペプチド

を同定することが挙げられます。このため、次に作成されたのはスクランブル化ジスルフィドの処理方法でした

（図3のハイライト部分参照）。これによって、mAbにあるシステイン2個の間で形成される可能性があるジスル

フィド対をすべて検出し同定することができます。この研究のために、消化前にアルキル化した場合またはアル

キル化していない場合のトラスツズマブの Lys-C消化物を分析しました。
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図4. 自動解析および自動アノテーションを用いて同定したスクランブル化ジスルフィド結合の例。A) BiopharmaLynxの解析およびアノテー
ション、B) スクランブル化ジスルフィド結合1:K13-2:K16のMSEスペクトル。

この新しい方法を用いて、予想されたジスルフィド結合を同定しただけでなく、軽微なスクランブル化ジスルフィド

結合もいくつか検出しました。図4Aは、アルキル化していない消化物で同定されたスクランブル化ジスルフィド

結合3個（1:K13-2:K16、1:K7-2:K21、1:K14-2:K16）をまとめたものです。再度、割り当てを確認するのに高エネルギー

フラグメンテーション（MSE）データを利用しました（例として図4Bに1:K13-2:K16のMSEスペクトルを図示してい

ます）。　

スクランブル化された1:K13-2:K16および1:K14-2:K16は、アルキル化していない消化物のみで同定され、アルキル

化した消化物では検出されなかったため、いずれも試料調製によって取り込まれたアーティファクトである可

能性が示唆されました。スクランブル化ジスルフィド結合1:K7-2:K21はいずれの消化物（アルキル化したものと 

アルキル化していない）でも同定されましたが、その量はアルキル化した試料の方がアルキル化していない試料

よりも大幅に少なくなっています（図4Aの挿入図参照）。予想通り、同定されたスクランブル化ジスルフィド結合 

はすべて、予想されたジスルフィド結合よりも少ないという結果が得られました（図4Aに示されている通り）。

予想されたジスルフィド結合とスクランブル化ジスルフィド結合の測定に成功したことから、統合的ワーク 

フローによってタンパク質のジスルフィド結合に関する自動マッピングが可能であることが明らかになりました。

スクランブル化ジスルフィドの増強機能は、手動による労力を必要とせず、ジスルフィド結合マッピングという

困難な作業に対する完全に自動化されたデータ処理を達成することができます。
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まとめ
質量分解能が高いUPLC/MSEとBiopharmaLynx 1.3とを組み合わせた

統合的ワークフローが、組換え IgG1 mAbのジスルフィド結合を迅速

マッピングするために開発されました。このワークフローによって、

予想ジスルフィド結合ペプチドおよびスクランブル化ジスルフィド

結合ペプチドを同時に同定することが可能であることが明らかにな

りました。ジスルフィド結合連鎖ペプチドのアサインは、正確なMS

測定に基づいて自動化されており、高衝突エネルギーMSEフラグメン

テーションデータによって裏付けられています。

SYNAPT G2 HDMSシステムで向上した質量分解能（Resolutionモードでは

20,000、High Resolutionモードでは40,000）によって、酵素（たとえば

Lys-C）消化物の大型ジスルフィド結合ペプチドに対するMSデータの

質が大幅に改善されます。BiopharmaLynx 1.3に追加されたスクラン

ブル化ジスルフィド機能設定によって、自動モードでタンパク質に

起こる可能性があるジスルフィド結合を同定することが可能になり

ます。

この統合的方法は、多数のジスルフィド結合がみられるmAbsをはじ

めとするタンパク質治療薬のジスルフィド結合に関するルーチンの

マッピングおよびモニタリングに適用するのが望ましいと考えられ

ます。
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