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多量体安定性は，インスリンの作⽤の発現と持続を左右する重要なファクター

質量分析（MS）によるインスリン作⽤
発現時間・持続時間予測
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インスリンアナログ製剤と多量体安定性

4

• 分⼦の多量体安定性が作⽤の発現と持続性を左右
• 作⽤時間の発現と持続性は動物モデルを⽤いて評価
• 分⼦の多量体安定性を評価できれば，作⽤発現・持続時

間を予測できる
NIHS Div. Biol. Chem. & Biologicals
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⽔素重⽔素交換/MS(HDX/MS)による多量体安定性解析
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2O

(10 mM
NH4OAc,pH7.4)

タンパク質
多量体

MS

m/z

m/zのシフト

D2O(-)

D2O(+)相
対

強
度 Quenching

(反応溶液と等量の1 % HCOOH,
50 % CH3CNを 添加)

HDX反応

反応停⽌・側鎖の逆交換
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HDX: hydrogen/deuterium exchange 



インスリンアナログ製剤のHDX/MS
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Lispro
Glulisine 超速効型

HDX反応性は，
多量体安定性を反映

Glargine
NPH
NPL

持効型

中間型

Human insulin （速効型）
Detemir 持効型
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S. Nakazawa et al. Anal. Biochem., 420, 61-67, 2012



インスリンアナログ製剤の多量体安定性解析

6

水素交換数
D∞ Ds Dm Df

Human insulin 20.3 3.9 1.5 3.0 
Lispro 24.5 7.3 2.6 2.5 
Glulisine 24.7 7.2 2.6 2.8 
Glargine 18.0 2.0 1.8 4.2 
Detemir 19.9 3.3 1.6 2.5 
NPH 16.4 1.0 1.8 3.6 
NPL 16.9 1.3 2.0 1.8 

HDXパラメータ

Dt = D∞ − Df·exp(−kft) − Di·exp(−kmt) − Ds·exp(−kst)Dt = D∞ − Df·exp(−kft) − Di·exp(−kmt) − Ds·exp(−kst)
Dt; 反応開始からt min後の交換数
D∞; 最⼤交換数
Df /Dm /Ds , 交換速度が速い/中間/遅い⽔素数 (k>1.0, 0.1<k≤1, k ≤ 0.1)
kf /km /ks; 各群の⽔素の反応速度定数(min-1)

NIHS Div. Biol. Chem. & Biologicals



インスリンアナログ製剤の多量体安定性解析

4

HDXパラメータと最⼤⾎中濃度 (Cmax) 
及び最⼤⾎中濃度到達時間(tmax) の相関性
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重⽔素化したタンパク質のペプチドマッピング

いずれの領域の、
どのような⾼次構造上の差異に由来するか?

↓
重⽔素分布を調べるためペプチドマッピングを⾏った．

intact insulin
HDX Quench & Reduction

LC/MS
40 μl/min, 0.1% HCOOH, 
8-30% CH3CN, 5 min 
gradient, 0℃

10 mM NH4OAc
/99.99% D2O, 5℃

pH 7.0

1:1 volume of 250 mM TCEP-HCl*, 
pH 2.5 ジスルフィド結合の還元

Digestion
Pepsin column, 

0.3% HCOOH, 0℃, 2 min

retention time →
ペプシンによる
断⽚化 消化断⽚の帰属と

重⽔素数の決定

ペプチドマッピングの概要

NIHS Div. Biol. Chem. & Biologicals

*TCEP: tris(2-carboxyethyl)phosphine



インスリンアナログ製剤のペプチドマッピング
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Human insulin (速効型)

Lispro (超速効型)

0.5~1 h

5~15 min

作用発現時間

PK
KP
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S. Nakazawa et al. Biochim. Biophys. Acta, 1834, 1210-1214, 2013
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Human insulinとLisproの重水素分布

Human Insulin
Lispro

A3-6(A1-2)

B22-24
(B25-27)

B28-29
(⼀次構造の
改変部位)
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N末端の2アミ
ノ酸残基は，ク
エンチ時に，逆
交換により重⽔
素を失う．
(Y. Bai, et al. 
Proteins, 17, 
75-86, 1993.)
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A3-6

B22-24

90°

B28-29

Human insulin hexamer

A3-6, B22-24は，改変部位に近い

:⼆量体形成に関わる残基
:六量体形成に関わる残基

A3-6 

B22-24

GIVEQCCTSICSLYQLENYCNChain A

Chain B

205 10 151

1 20 305 10 15 25

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT
B28-29

Lispro 改変部位

Human insulinとLisproの重⽔素分布

S. Yamada,
Diabetes Metab. Syndr. Obes,
2, 111-115, 2009.
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