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修飾ペプチド
Modified Peptides

ペプチドは、⼆個以上のアミノ酸がペプチド結合した化合物の総称です。たんぱく質は様々な翻訳後修飾を受け、その機能を発揮しま
す。ここでは、代表的な翻訳後修飾を加えたペプチドを、メタルフリーカラムを⽤いて液体クロマトグラフィー/質量分析法(LC/MS/MS)
により、MRMモードで⼀⻫分析を⾏いました。
ステンレスカラムとメタルフリーカラム、酸性条件とアルカリ性条件で⽐較しました。

メタルフリーカラムでは、修飾ペプチドのシャープなピークが得られ、キャリーオーバーも減少しました。これは内⾯に⾦属を使⽤していないこ
とに起因します。メタルフリーなシステム環境と、L-column3 メタルフリーカラムの組合せで再現性の良い結果が得られます。

キーワード : C18, ODS, オクタデシルシリル化シリガケル, ペプチド, 修飾ペプチド, メタルフリーカラム
Key words : Octadecyl silanized silica gel, Peptides, Modified peptides, Metal-free column
Column : L-column3 C18 (USP category: L1)

[ Analytical conditions (Fig.1) ]
Column : L-column3 C18 (C18, 3 μm, 12 nm); 2.0 mm I.D. or 2.1 mm I.D.×50 mm L.
Eluent : A: CH3CN; B: 5 mM HCOOH in H2O (pH 3)

A/B, 2/98-40/60 (0-10 min)
Flow rate : 0.2 mL/min
Temperature : 40 ℃
Detection : ESI-MS/MS (+)
Injection volume : 1 μL (1 pmol/μL, 0.1% HCOOH in H2O)
System : LC: Ultimate 3000 Bio RS (Thermo Fisher Scientific K.K.); MS/MS: 3200 QTRAP (SCIEX)
Sample : Peptide Sequence

1. Oxidized ACTH (1-10) : 酸化ペプチド SYS-M(O)-EHFRWG
2. Glycosylated EPO (117-131) : グリコシル化ペプチド EAISPPDAA-S(GalNAc)-AAPLR
3. Phosphorylated AngiotensinⅡ : リン酸化ペプチド DRV(pY)IHPF
4. Nitrated AngiotensinⅠ : ニトロ化ペプチド DRV-Y(NO2)-IHPFHL
5. Methylated Substance P : メチル化ペプチド RPKPQQFFGL-M(OMe)
6. Acetylated Calcitonin (15-29) : アセチル化ペプチド DFN-K(Ac)-FHTFPQTAIGV

XIC of +EMS: 658.2 to 658.7 Da from Sample 5 (P1711 SUS 5mM FA 2-40% pepmix 002) of L3 pep190129.wiff (Turbo Spray) Max. 5.6e6 cps.
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XIC of +EMS: 658.2 to 658.7 Da from Sample 37 (P1709 MF 5mM FA 2-40% pepmix 002) of L3 pep190129.wiff (Turbo Spray) Max. 4.3e6 cps.
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Fig.1 MS chromatograms of Peptides.
(Acidic eluent pH 3)

① SUS column
2.1 mm I.D.×50 mm L. (Cat. No. 811140)

② Metal-free column
2.0 mm I.D.×50 mm L. (Cat. No. 861140)
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Max 2.3 e7cps. Max 2.2 e7cps.
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ペプチドはギ酸やTFAなど酸性条件で分析するのが⼀般的ですが、L-column3 メタルフリーカラムは、アルカリ性条件でも⾼耐久
性なので、アンモニア溶液を溶離液に⽤いることもできます(Fig.2②)。
これにより、感度のさらなる向上と分離挙動を変えることができます。

XIC of +EMS: 658.2 to 658.7 Da from Sample 15 (P1711 SUS 5mM NH4OH 2-40% pepmix 002) of L3 pep190129.wiff (Turbo Spray) Max. 1.9e7 cps.

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5
Time, min

0.0

2.0e6

4.0e6

6.0e6

8.0e6

1.0e7

1.2e7

1.4e7

1.6e7

1.8e7

2.0e7

2.2e7

2.4e7

2.6e7

2.8e7

In
te

ns
ity

, c
p

s

6.33

XIC of +EMS: 658.2 to 658.7 Da from Sample 27 (P1709 MF 5mM NH4OH 2-40% pepmix 002) of L3 pep190129.wiff (Turbo Spray) Max. 1.9e7 cps.
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Fig.2 MS chromatograms of Peptides.
(Alkaline eluent pH 10)

① SUS column
2.1 mm I.D.×50 mm L. (Cat. No. 811140)

② Metal-free column
2.0 mm I.D.×50 mm L. (Cat. No. 861140)
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Max 2.8 e7cps. Max 3.2 e7cps.

※アンモニア溶液において(Fig.2 ①②)メチル化ペプチド(Peak No.5)は
メチル基が外れるため、検出しませんでした。

[ Analytical conditions (Fig.2) ]
Column : L-column3 C18 (C18, 3 μm, 12 nm); 2.0 mm I.D. or 2.1 mm I.D.×50 mm L.
Eluent : A: CH3CN; B: NH3 in H2O (pH 10)

A/B, 2/98-40/60 (0-10 min)
Flow rate : 0.2 mL/min
Temperature : 40 ℃
Detection : ESI-MS/MS (+)
Injection volume : 1 μL (1 pmol/μL, 0.1% HCOOH in H2O)
System : LC: Ultimate 3000 Bio RS (Thermo Fisher Scientific K.K.); MS/MS: 3200 QTRAP (SCIEX)
Sample : Peptide Sequence

1. Oxidized ACTH (1-10) : 酸化ペプチド SYS-M(O)-EHFRWG
2. Glycosylated EPO (117-131) : グリコシル化ペプチド EAISPPDAA-S(GalNAc)-AAPLR
3. Phosphorylated AngiotensinⅡ : リン酸化ペプチド DRV(pY)IHPF
4. Nitrated AngiotensinⅠ : ニトロ化ペプチド DRV-Y(NO2)-IHPFHL
5. Methylated Substance P : メチル化ペプチド RPKPQQFFGL-M(OMe)
6. Acetylated Calcitonin (15-29) : アセチル化ペプチド DFN-K(Ac)-FHTFPQTAIGV

Fig.1 5 mM HCOOH in H2O (pH 3) Fig.2 5 mM NH3 in H2O (pH 10)
①ステンレスカラム ①ステンレスカラム②メタルフリーカラム ②メタルフリーカラム
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