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抗体の糖ペプチド解析編 (Ver.2) 

 

  

 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よい、タンパク質の１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、いくつかの問題点に直面する。そもそも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やすく、主に、共溶出する他のペプチドや 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ほとんど期待できなことも主な問題点となっている。今回、これら問

題点を克服し、糖ペプチドの解析を可能にするプロトコールを作成した。すなわち、糖ペプチド

を濃縮する前処理を追加することにより、共溶出する成分による影響を抑え、かつ C18カラ

ムの分離条件を一部改変することにより、NISTmAbの糖鎖構造をペプチドレベルで解析する

方法となっている。 

NIST mAbは世界中のラボが測定対象としており、様々な糖鎖構造が報告されている。最

近それらの情報をまとめ、NIST mAbの糖鎖を評価した総説が発表された（参考文献 1）。これ

によると NIST mAbにはおよそ 50種類程度の糖鎖構造を含有している。本プロトコールで

は、これら構造をデータベースとして質量分析結果を検索することにより、このうち 40種類程

度の糖ペプチドが検出可能であった。 

 

<Tips> 

2020年に公開した Ver.1からの主な変更点は、① 糖ペプチド濃縮処理をバッチ法からスピ

ンカラム法に変更したこと、② NIST mAbについて、これまでに報告されている 57種類の糖

鎖構造に対して検索したこと、の 2点である。  

 

【材料】 

微結晶セルロース：Alfa Aesar, Cat#A117730(Lot#102221810) 

空スピンカラム：MobiSpinColumn”F”, MoBiTec #M105010S 

0.22 m 遠心フィルター：Ultrafree HC-GV, Millipore, #UFC30GVNB 

 

その他、抗体標品、分析カラム、移動相溶媒、トリプシン、グアニジン、ヨードアセトアミド、

DTT、トリス緩衝液、脱塩カラム等は「ペプチドマッピング基礎編」と同じ。 

 

【装置】 

質量分析計、LCシステム、遠心エバポレータは「ペプチドマッピング基礎編」と同じ。 
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【調製液】 

80% アセトアミド, 3%ギ酸 

100% アセトニトリル, 3%ギ酸 

80% アセトニトリル 

20% アセトニトリル 

 

移動相液、トリプシン溶液、ヨードアセトアミド溶液、DTT溶液等は「ペプチドマッピング基礎

編」と同じ。 

 

【酵素処理によるペプチドの調製】 

 「抗体のペプチドマッピング」と同様に還元変性トリプシン処理を行い、得られたトリプシン消

化物について、微結晶セルロースを用いて糖ペプチドを濃縮する。 

 

<Tips> 

糖ペプチドが特異的にセルロースに吸着するわけではないことに留意する。 

 

①酵素処理方法 

 ペプチドマッピングと同じ操作を行い、トリプシン処理液約 70 µL を得る。(終タンパク濃度：

最大 50 µg/70 µL)。半分（35 µL）は通常のペプチドマッピング用試料として、残り半分(35 µL)を

糖ペプチド解析用試料として用いる（－70C保存）。 

 

②微結晶セルロースによる糖ペプチドの濃縮 

 糖ペプチドの濃縮方法は図 1のフローチャートを参照。 
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【LC-MS条件】 

 流速：       0.1 mL/min  

   カラム温度：    20C 

 分析時間：       65 min 

 注入量：         10～20 µL 

 

グラジエント 

 min        B% 

 0            2 

 0.5         4 

 15          6 

 30          20 

 50          40 

 51          98 

 58          98 

 59          2 

 65          2 

   

  ➢52～52.3minのタイミングでキャリブレーション液に切り替える。 
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<Tips> 

 カラム温度について、ペプチドマッピングの 55℃に比べて 20℃に下げることにより、わずか

ではあるが糖ペプチドが分離傾向を示す。ピークトップがわずかにずれるだけでもインソース

フラグメンテーション a)由来のシグナルと区別するには有効である。ただし、圧力は 50 MPa

程度まで上昇するので注意が必要。 

 

Bruker TOF/MS (maXisII)の主要パラメータは「ペプチドマッピング基礎編」と同じ。 

 

【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とおり。 

 

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. ベースピーククロマトを表示させ全溶出ピークを確認。 

3. モノアイソトピック質量の値と溶出時間から糖ペプチドを同定。 

 

 NISTmAbの N結合糖鎖について、これまで報告されている糖鎖構造（表 1）から（参考文献

1, 2）、糖ペプチドとしてのモノアイソトピック質量を算出した（図 2）。 実際の測定において、

NISTmAb由来糖ペプチドのほとんどは３価イオンで検出された。一方、自動解析ソフト

（Bruker製 BiopharmaCompass®）では、検出量が小さい糖ペプチドを捉えることができなかっ

たため、MS/MS フラグメントイオンについてもマニュアル解析でその妥当性を評価する必要

があった。 
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【結果】 

 NISTmAb 10 µg に相当する試料を注入して測定したときの、糖ペプチドに相当する代表的

なマスクロマトグラムを図 3に示した。糖鎖が付加していないペプチドとシアル酸が付加した

糖ペプチドに関しては LC上で分離するが、他の糖ペプチドはほぼ同じ保持時間で溶出した。

本プロトコールを用いた解析で検出された全糖鎖種を表 2に示した。特に、マイナー糖鎖種

についてはそのマスクロマトグラムを図 4に示した。 
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【考察】  

 糖鎖の不均一性評価法として一般的に行われる遊離糖鎖解析では、糖鎖の結合位置が特

定できないことや、糖鎖修飾の割合も明らかにできない等の限界がある。一方、糖ペプチドマ

ッピングでは、結合位置やその修飾割合を明らかにできることから、極めて有効な手段と考え

られている。ところが、通常のペプチドマッピングにおいて糖ペプチドを再現性良く測定するこ

とは困難であった。通常のペプチドマッピングでも糖ペプチドは検出されることがあるものの、

サンプル溶解液や流路の長さ等、実験条件が変わると全く検出されなくなることがあった。今

回提示したプロトコールを用いると、注入量を増しても再現よく糖ペプチドが検出されており、

糖鎖構造の不均一性を糖ペプチドレベルで評価することが出来る。 

 

【参考文献】 
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＊用語説明 

a) インソースフラグメンテーション： 分子をイオン化するために高温、高電圧をかけたときに

起こる分子のフラグメント化。MS/MSスペクトルを測定するために意図してフラグメント化させ

るのとは違い、熱等に弱い化合物が意図せずフラグメント化してしまう現象。 

 


