
抗体药物偶联物（Antibody drug conjugate：ADC）是
一种在 21世纪出现的抗体与药物相结合的药剂。通过抗体的
高选择性和小分子药物本身的药效，与传统小分子药物相比，
ADC有望可以实现更加高效的抗癌作用。目前 ADC已经有几
种产品上市，但是在将其他化合物与蛋白质进行人工偶联时，
该化合物偶联到了什么程度，是在哪个位点偶联的，都是药剂
重要的质量特性之一。

在本文中，我们将为您介绍一种使用 MALDI-TOF MS分析
在研究用标准抗体中人为偶联了低分子量化合物的仿制 ADC

的实例。
S. Nakaya

■非还原状态下低分子化合物修饰抗 
    体的质谱分析

使用 Seki等人的方法 1），将在色氨酸残基上修饰有 Me-

fluorescein-ABNO 基团的标准抗体（图 1，NISTmab, Humanized 

IgG κ monoclonal antibody, RM8671）及未处理的标准抗体（各
0.5 μL）分别与基质溶液（10 mg/mL芥子酸、50％乙腈、0.1％
三氟乙酸）等体积混合后，滴加到MALDI靶板上进行质谱分析。
质谱分析使用的是台式MALDI-TOF MS“MALDI-8020”（图 2）。

图 1 抗体的 Me-fluorescein-ABNO修饰

图 2 台式 MALDI-TOF MS“MALDI-8020”外观

通过将非还原状态的修饰处理抗体与未处理抗体的 MS质
谱进行比较，如图 3所示，相对于未处理抗体，在修饰处理抗
体中检测到了相当于三个修饰基团的质量差信号。

图 3 修饰处理抗体与未处理抗体的质谱图
（上：修饰处理抗体、下：未处理抗体）

MALDI-TOF 质量分析法

化学修饰抗体的简易质谱测定
－使用台式MALDI-TOF MS进行修饰有无、修饰数量的确认－
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抗体に薬物を結合させた抗体薬物複合体（Antibody drug 
conjugate: ADC）は、抗体の持つ高い選択性と低分子薬剤の
効果を組み合わせることで、従来の低分子医薬品よりも、よ
り効果的な抗癌作用が期待される医薬品として 2000 年代に
登場しました。すでにいくつかの製品が市場に出ていますが、
ADC のようにタンパク質に別の化合物を人為的に結合させ
る場合、その化合物がどの程度結合しているか、またどの部
分に結合しているか、ということは重要な品質特性の一つと
なります。 

そこで、本稿では研究用標準抗体に低分子化合物を人為的
に結合させた疑似 ADC を作成し、卓上型 MALDI-TOF MS を
用いて分析した事例を報告します。 

S. Nakaya 
 
 
 非還元状態での低分子化合物修飾抗体の
質量分析 

Seki らの手法 1)で Me-fluorescein-ABNO をトリプトファン
残基に修飾させた標準抗体（図 1、NISTmab, Humanized IgG κ 
monoclonal antibody, RM8671）および未処理の標準抗体（各
0.5 μL）を、それぞれマトリックス溶液（10 mg/mL シナピ
ン酸、50 %アセトニトリル、0.1 %トリフルオロ酢酸）と混合
した後、MALDI ターゲットプレートに搭載して質量分析を
行いました。分析には卓上型 MADLI-TOF MS “MALDI-8020”
（図 2）を用いました。 

 

 
図 1 抗体の Me-fluorescein-ABNO 修飾 

 
図 2 卓上型 MADLI-TOF MS “MALDI-8020” 外観 

 
非還元状態での修飾処理抗体と未処理抗体の MS スペクト

ルを比較したところ、図 3 に示したように、修飾処理抗体で
は、未処理抗体に対して修飾基約 3 つ分の質量差を持ったシ
グナルが検出されました。 

 

 
図 3 修飾処理抗体と未処理抗体のマススペクトル 

（上：修飾処理抗体、下：未処理抗体） 
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质量相差约
3个修饰基团
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■实施了还原处理的抗体的质谱分析
在修饰处理抗体及未处理抗体（各 4 μL）中分别加入 50 

mM DTT水溶液（1 μL），在 57℃条件下进行 1小时的还原处理。
取各反应溶液（0.5 μL）滴加到MALDI靶板上，覆盖 0.5 μL的基
质溶液（10 mg/mL芥子酸、50％乙腈、0.1％三氟乙酸），干燥
后进行质谱分析。

从测定结果来看（图 4），修饰处理抗体和未处理抗体的轻
链（m/z ~23160）未发现变化。但是，对于重链 (m/z ~51,000 & 

~52,000)来说，修饰处理抗体中检测到了与未处理抗体相比约一
个修饰基团和约两个修饰基团的质量偏移信号。

由图 3、图 4的结果可知对于本次实验中使用的修饰处理抗
体来说：（i）添加三个Me-fluorescein-ABNO基团的成分占比最多，

参考文献
1)  Y Seki. T Ishiyama. D Sasaki. J Abe. Y Sohma. K Oisaki. and M Kanai., Transition Metal-Free Tryptophan-Selective Bioconjugation of Proteins.  
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图 4 还原处理后的修饰处理抗体与未处理抗体的质谱图
（上：修饰处理抗体、下：未处理抗体）

图 5 在本次的分析中推测为主要成分的修饰处理抗体的模式图
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 還元処理した抗体の質量分析 
修飾処理抗体および未処理抗体（各 4 μL）に、それぞれ

50 mM DTT 水溶液（1 μL）を加え、57 ℃で 1 時間還元処理
した後、各反応溶液（0.5 μL）を MALDI ターゲットプレー
トに搭載しました。さらに 0.5 μL のマトリックス溶液
（10 mg/mL シナピン酸、50 %アセトニトリル、0.1 %トリフ
ルオロ酢酸）を重層し、乾燥後に質量分析を行いました。 

測定の結果、図 4 に示したように、抗体の軽鎖については修
飾処理抗体および未処理抗体とで変化は見られませんでした
が、重鎖に関して、修飾処理抗体では未処理抗体のシグナルか
ら修飾基約 1 つ分および 2 つ分マスシフトしたシグナルが検出
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（ii）化学修饰只出现在抗体的重链中；（iii）而且，在构成抗体
分子的两条重链中，一条只在一处发生了修饰，另一条在两处了
发生修饰（图 5）。

这次使用的标准抗体中共有 22个能够结合Me-fluorescein-

ABNO的色氨酸残基，但其中仅有 3个色氨酸被修饰的抗体检
测到的丰度最高。这可能是由于抗体的立体结构限制了 Me-

fluorescein-ABNO的进入。
台式MALDI-TOF MS“MALDI-8020”的一个重要特点是样品

的快速导入，使用者可以从导入样品后的数分钟内开始分析，提
高了实验效率。在这里，我们以发生修饰的单克隆抗体为例，证
明MALDI-8020可以快速、简便地确定抗体中小分子修饰的程度。


