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目的

マウスのインタクトモノクローナル抗体がジェ

ネリック内標準として、またタンパク質バイオ

アナリシスにおけるワークフローチェックとシス

テム性能評価用スタンダードとして有用性があ

ることを示します。

背景

低分子のバイオアナリシスを行っている科学者

がタンパク質のバイオアナリシス研究を行う必

要性に直面した場合、問題は容易ではないかも

しれません。最初に直面する課題の 1 つは、内

標準（ IS）の選択です。シンプルで簡単な低分

子用のワークフローが一般的になっている一方、

タンパク質の定量には消化やアフィニティー精

製などの馴染みのないプロセスが多く含まれま

す。これらのプロセスの有効性をモニターする

には、適切な内標準を使用する必要があります。

同位体標識や末端アミノ酸残基が延長されたシ

グネチャーペプチドなどのオプションは、消化

効率の補正、あるいはタンパク質のプルダウン

アッセイにおいてはあまり有効ではありません。

代替ペプチドアプローチによるタンパク質定量

の最適な IS はタンパク質です。SILu™ Mab など

の標識付き抗体 IS はありますが、極めて高価な

場合があります。

タンパク質の定量ワークフローは複雑で多くの課題が

あり、その中でも内標準の選択や分析能力の証明に関

する課題は少なくありません。長い間、リガンド結合法 

(LBA) が高分子定量のゴールドスタンダードでしたが、

LC-MS は、特異性の改善、真度および精度の改善、

さらに標準化が難しい事が多い生物学的試薬の長い開発

スケジュールを回避できることにより、分析法の第一

の選択肢となりました。

LC-MS によるタンパク質バイオアナリシスには明らかな

メリットがあるものの、比較的新しい技術であり、従来

の低分子用のトレーニングを受けた科学者（タンパク質

などの高分子の取扱に慣れていない科学者）によって実

施されることが多くあります。

ウォーターズは LC-MSによるタンパク質バイオアナリシス

をサポートすることを目的として、マウス由来モノクロー

ナル抗体スタンダードを開発しました。抗体医薬品創薬

研究のためのジェネリック内標準として、またこうした

新しいワークフローの技能評価をする上で使用すること

ができます。
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また、タンパク質バイオアナリシスワークフロー

には多くのセグメントや各セグメント内に複数の

ステップが存在するだけでなく、ワークフローの

かなりの部分は一般的な低分子バイオアナリシス

の担当者にとって未知の技術で構成されています。

不慣れなステップに加え、多くの特殊な（生物学的

なものも含む）試薬を前調製する必要性により、エ

ラー、精度低下、再現性低下などが生じる可能性が

あります。特性が明らかとなっているワークフロー

チェック用標準と、キットおよびプロトコールの

使用は、プロセスの習得と検証のみならず、分析

技能の証明においても理想的な方法です。

ソリューション

ウォーターズは、ProteinWorks™ eXpress Digest キット

と共に使用するジェネリック内標準およびタンパク質

バイオアナリシスの技能評価とワークフローチェッ

クのツールとして、マウス由来インタクトモノクロー

ナル抗体（製品番号 186006552）を開発および検証し

てきました。このスタンダードを繰り返し使用して、

これらのワークフローに対するシステムの準備状況

と正常性を確認することもできます。このマウス抗

体は、サンプル前処理の前に添加して、複数の段階

からなる複雑なワークフローのすべてのステップに

おける変化や、サンプルロスを効率的かつ効果的に

補正することができ、代替ペプチドアプローチによ

る抗体定量に理想的な内標準です。また、本マウス

抗体を内標準として使用することにより、血漿から

のタンパク質医薬品のアフィニティー精製 （使用さ

れている場合）における効率、回収率、その他の変

化を補正することもできます。さらに、抗体アナロ

グ医薬品定量に必要な、消化効率や容量の変化に対

する補正に理想的であり、探索研究用に適した汎用 

IS です。なお、IS として使用する場合は、血漿中の最

終濃度を 20 ～ 50 µg/mL にすることをお勧めします。 

マウス抗体の適用範囲を広げるため、このマウ

ス抗体から複数のシグネチャーペプチドを識別

しました。使用されているシグネチャーペプチ

ドに応じて、ヒト、ラット、または他の種での

特異性を獲得できます。たとえば、重鎖からの 

SVSELPIMHQDWLNGK および VNSAAFPAPIEK ペプ

チドはラット、ヒト、およびマウスの血漿において

特異的です。MNSLQTDDTAK ペプチドはヒトとマウ

スでは特異的ですがラットの血漿では特異的ではありません。最後のペプチド 

NTQPIMDTDGSYFVYSK も、ヒトとマウスの血漿では特異的ですが、ラットでは

必ずしも特異的ではありません。ワークフローの性能を確認およびモニターする

ために、MRM およびクロマトグラフィーテスト条件が提供されています。本マ

ウス由来インタクトモノクローナル抗体の一次配列と、使用可能なシグネチャー

ペプチドを図 1 に示します。本抗体を ProteinWorks eXpress 消化キットと共にそ

のプロトコールに従って使用すると、ヒト化モノクローナル抗体タイプの医薬

品からのユニークおよびジェネリック両方のシグネチャーペプチドと同じ保持

時間に、シグネチャーペプチドが溶出します。たとえば、図 2 は、ProteinWorks 

eXpress消化キットで推奨されるクロマトグラフィー条件での、マウスペプチド

の溶出プロファイルと、トラスツズマブ、インフリキシマブ、アダリムマブ、ベ

バシズマブなど抗体医薬品の複数の代表的なユニークおよびジェネリックシグネ

チャーペプチドを比較したものを示します。さらにウォーターズアプリケーショ

ンノート 720005535JAに示されているように、内標準として使用することで、

インフリキシマブに対して真度および精度における変動が 10%以内で、10 ng/

mL の定量限界を可能にしました。   

図 1.マウス由来インタクトモノクローナル抗体標準のシーケンスとシグネチャーペプチドオプ
ション

Murine mAb Light chain:
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQYIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSG
TDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGAGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKD
INVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC 
Murine mAb Heavy chain:
QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLLGYGVNWVRQPPGQGLEWLMGIWGDGSTDYNSALKSRISITK
DNSKSQVFLKMNSLQTDDTAKYYCTRAPYGKQYFAYWGQGTLVTVSAAKTTPPSVYPLAPGSAAQTDSMVTL
GCLVKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIVP
RDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAHTQPREEQFN
STFRSVSELPIMHQDWLNGKEFKCRVNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCMITDFF
PEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMDTDGSYFVYSKLNVQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPG

Conserved region: blue         Signature
Variable regions: in orange       
Signature peptides: BOXED   Generic  
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図 2. マウス由来インタクトモノクローナル抗体のシグネチャーペプチドのクロマトグラフィー
溶出プロファイル （上段） と、さまざまな 抗体医薬品のシグネチャーペプチド （下段） の比較
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Generic Signature 

 

Retention Time
(min)

5 SINSATHYAESVK* 4.22
6 DSTYSLSSTLTLSK 5.43
7 GPSVFPLAPSSK 5.48
8 DILLTQSPAILSVSPGER* 6.02
9 VVSVLTVLHQDWLNGK 6.16

mAb Peptides

Retention Time
(min)

1 MNSLQTDDTAK 4.06
2 VNSAAFPAPIEK 5.07
3 NTQPIMDTDGSYFVYSK 5.37
4 SVSELPIMHQDWLNGK 5.66

Murine mAb IS Peptides

✔ Generic Internal Standard
✔ Workflow Check Standard

まとめ

マウス由来インタクトモノクローナル抗体が開発され、指定されている MRM お

よび LC条件と組み合わせて、タンパク質バイオアナリシスワークフローにおけ

る汎用 IS、またはワークフローと分析システムのチェック用標準として使用で

きます。ProteinWorks eXpress 消化キットのユニバーサルな実証済みプロトコー

ルと、測定済みのロット追跡可能な試薬を併用することで、マウス由来インタ

クトモノクローナル抗体は、タンパク質バイオアナリシスを簡潔にし、経験の

浅いユーザーでも探索研究において高品質のデータをすばやく取得可能にします。

さらに、この汎用抗体を使用することにより、分析者の技能と LC-MS システムの

性能を評価することができます。


