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目的

タンパク質バイオアナリシスにおけるトリプ

シンペプチドのクリーンアップに最適化された

前処理メソッドの性能を示すこと。

背景

典型的なタンパク質バイオアナリシスワークフ

ローでは、未精製の血漿 /血清サンプルを直接

消化するか、アフィニティー精製を実施した後

で消化することが一般的です。アフィニティー

精製により、血漿 /血清サンプルからタンパク

質のクラス （Protein A/G による IgG分画など） 
または特定のターゲットを分離することもでき

ます。タンパク質レベルでのクリーンアップの

度合い～精製無し （直接血漿消化） から特異的

アフィニティー精製まで～によっては、ペプチ

ド濃度を極めて高くすることが可能です。低分

子化合物の SPE では、タンパク質の大部分が

ロードステップで固相を素通りし除去されます。

これに対し、タンパク質バイオアナリシスワー

クフローでは、50 ～ 60 mg/mL のタンパク質か

ら生成する万単位の消化ペプチドがすべて固相

に保持する可能性があります。これがキャパシ

ティにおける大きな問題となります。「低分子」

専門の科学者が思いつく可能性がある解決策は、

たとえば 10、30、60 mg といったさらに充塡量の

多い固相を使用することです。しかし、このよ

うな充塡量の多い固相を使用するには溶離溶媒

を増やし、溶離後にエバポレーション乾固と再

溶解をする必要があります。この方法を高分子

の定量に適用すると、エバポレーション乾固ス

テップにおける吸着により大量のペプチドとタ

ンパク質が失われる可能性があります。したがっ

て、低分子の SPE メソッドと一般に関連付けら

れるエバポレーション乾固ステップを行わない

ようにすることが不可欠です。

タンパク質バイオアナリシスにおける
トリプシンペプチドのクリーンアップに最適化された
ユニバーサルSPEプロトコール

2013年の時点で、338種類の新しいモノクローナル

抗体医薬品が開発されています1。これは開発中のバイオ

医薬品のなかでも最大のクラスとなっています。近年、

LC-MSは、リガンドバインディングアッセイ (LBA)に代

わるバイオ医薬品開発プログラムをサポートする技術

の有力な選択肢となっています。本 LC-MSワークフロー

中の重要な工程のひとつは、トリプシン消化後のペプチ

ド精製です。一般に低分子化合物の前処理では固相抽出

（SPE）が使用されますが、ペプチド精製に同じメソッドと

ガイドラインを適用することはできません。ペプチドの

取扱に関する知識、例えば固相抽出（SPE; solid phase 

extraction）におけるトリプシンペプチドの精製と溶離を

効果的に行う能力が、バイオアナリシスラボにおいて非

常に重要なものとなっています。従来このようなラボで

は、より簡単で単純なサンプル前処理および分析メソッド

が適用される低分子医薬品が研究の中心でした。ペプチド

およびタンパク質のバイオアナリシスに関する専門性を

有する研究者の数は極めて限られており、希少で価値が

高いスキルであるといえます。



タンパク質消化物のロードに対する明確なキャパシティガイドラ

インの必要性に加えて、トリプシンペプチドを標的とする溶離に

最適化されたメソッドも必要です。過剰な消化試薬、消化バッ

ファー、リン脂質、その他の血漿または血清成分を効果的に除く、

汎用プロトコールは、マトリックス効果を低減することによって感

度を高めるだけでなく、システムの頑健性も向上させます。

ソリューション

全部で 17 のシグネチャーペプチド （ジェネリックとユニークの

組み合わせ） を使用して、最適なデバイスフォーマットと SPE プ

ロトコールの開発および検証を行いました。デバイスフォーマッ

トは、タンパク質バイオアナリシス研究においてトリプシンペプ

チドのクリーンアップをターゲットとしたものです。この研究の

成果が、ProteinWorks™ µElution SPE クリーンアップキット （製

品番号 186008304） です。キットの主要な特徴としては、エバ

ポレーションなしで消化物を濃縮する機能、最大限の特異性をも

たらす逆相 -イオン交換ミックスモード保持メカニズム、トリプ

シンペプチドの効果的な精製のために設計されたプロトコールな

どがあります。理想的な固相ケミストリーとして Oasis® MCX が

選択されました。これは、トリプシン消化により生成するペプチ

ドが、塩基性アミノ酸であるアルギニンまたはリジンをカルボキ

シル基末端に持ち正電荷を帯びるため、MCX の陽イオン交換基

に結合するためです。さらに、極性の高いペプチドは、従来の逆

相のみの固相よりはるかに効率的に、Oasis MCX にイオン交換に

よってトラップされます。µElution 96 ウェルデバイスフォーマッ

トの特徴は、分析種を最小 25 µL で溶離できることにあり、これに

よりエバポレーションを行わずにサンプル濃縮が可能になります。

96 ウェルのプレートを、減圧または可圧により 20 分以下で処

理でき、自動化も可能です。 

化学的に多様な代表的ペプチドを幅広く使用して、SPE キットの

性能が評価されました。表 1 は評価に使用したペプチドの主要

な特性をまとめたものです。

広範なテストと最適化により、すべてのペプチドについて回収率

は最大になり、サンプルロード量に関するガイドラインが作成さ

れました。開始時のタンパク質含有量に関連する包括的なガイド

ラインは、血漿 /血清の直接消化サンプルと、標的のタンパク質

またはタンパク質のクラスのアフィニティー精製による抽出物の

両方において設定されています。SPE キットの最適化されたプロ

トコールを使用した各ペプチドの回収率を図 1 にまとめます。評

価を行った抗体医薬品のトリプシン消化ペプチドの回収率は平均 

104% 。マウス 由来の Intact mAb Mass Check スタンダードから

のペプチド回収率は平均 84% でした。

表1. ProteinWorks µElution SPE クリーンアップキットの
開発および検証の間にテストされた
シグネチャーペプチドの特性

タンパク質名 ペプチド MW pI 
アミノ酸
残基数 

HPLC
インデックス 

Herceptin FTISADTSK 969 6.2 9 26.5

Humira APYTFGQGTK 1069 9.1 10 39.3

Herceptin DTYIHWVR 1089 7.4 8 31.1

ヒト IgG GPSVFPLAPSSK 1186 9.4 12 54.7

マウス IgG MNSLQTDDTAK 1223 4.1 11 21.5

マウス IgG VNSAAFPAPIEK 1243 6.4 12 47.4

Avastin STAYLQMNSLR 1283 9.2 11 48.4

Avastin FTFSLDTSK 1285 7.3 11 40.5

ヒト IgG STSGGTAALGC[+57.0]LVK 1322 9.4 14 50.8

Humira NSLYLQMNSLR 1339 9.2 11 54.6

Remicade SINSATHYAESVK 1407 7.4 13 7.1

Humira NYLAWYQQKPGK 1496 9.7 12 52.2

ヒト IgG DSTYSLSSTLTLSK 1503 6.2 14 47.8

ヒト IgG VVSVLTVLHQDWLNGK 1808 7.4 16 77.7

マウス IgG SVSELPIMHQDWLNGK 1854 5.5 16 52.5

Remicade DILLTQSPAILSVSPGER 1869 4.3 18 74.2

マウス IgG NTQPIMDTDGSYFVYSK 1966 4.1 17 35.1
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図 1.インフリキシマブ、ベバシズマブ、アダリムマブ、トラスツズマブ、および
Intact mAb Mass Check スタンダードのユニークおよびジェネリックシグネチャー
ペプチドの MCX µElution SPE による回収率

Oasis MCX µElution プレートでの消化済みサンプルの合計タンパ

ク質ロード量が 1.25 mg を超えないようにすることをお勧めします。

また、最善の性能を確保するには、最小 SPE ロード容量を 15 ～ 25 

µL の範囲としてください。表 2 にまとめたサンプルロードガイドラ

インは、ロードする消化ペプチドの最大容量を特定することで最高

の感度が得られるように作成されています。

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186008304
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186008304
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100 MRM of 14 Channels ES+  

748.4 > 301.19 (Humira NYLAWYQQKPGK LC) 
1.72e6 3.89 

MRM of 14 Channels ES+  
535.3 > 901.44 (Humira APYTFGQGTK LC) 

3.99e6 3.23 

MRM of 14 Channels ES+  
642.3 > 748.45 (Avastin STAYLQMNSLR) 

6.98e6 4.03 

MRM of 14 Channels ES+ 
523.3 > 797.48 (Avastin FTFSLDTSK HC) 

2.78e7 4.45 

MRM of 14 Channels ES+  
545.3 > 597.3 (Herceptin DTYIHWVR HC) 

2.98e6 4.01 

MRM of 14 Channels ES+  
485.2 > 721.4 (Herceptin FTISADTSK HC)

1.21e7
3.35

MRM of 14 Channels ES+  
633.1 > 731.8 (Remicade  DILLTQSPAILSVSPGER) 

5.74e6 

MRM of 14 Channels ES+  
469.6 > 603.8 (Remicade SINSATHYAESVK ) 

3.84e7 2.83 

表 2. ベバシズマブ、トラスツズマブ、アダリムバブおよびインフリキシマブを含む血漿消化サン
プル中の代表的ユニークシグネチャーペプチドの LC /MS クロマトグラム

表 2. ProteinWorks µElution SPE クリーンアップキットにおける
消化後上清の最大推奨ロード容量

Oasis MCX µElution プレート 消化後上清の最大推奨ロード容量

 SPE ロード容量（µL）

血漿/血清の初期容量（µL）* 直接消化** アフィニティー精製後の消化†

15 110-200 消化上清の全量

25 70-140 消化上清の全量 

35 50-100 消化上清の全量

50 35-70 170-200

70 25-50 120-200

* ProteinWorks eXpress 消化キットとプロトコールによるタンパク質消化またはアフィニティー精製
  のために使用した血漿 /血清の初期容量（最終的な消化容量は 200 µL）
** 血漿 /血清中の総タンパク質含有量（75 mg/mL） に基づく値
† Protein A/Gによるアフィニティー精製後の血漿中の総タンパク質含有量 （15 mg/mL） に基づく値、
アフィニティー精製で得られたタンパク質の全量が消化に使用されたと仮定

まとめ

ProteinWorks µElution SPE クリーンアップキットを

使用することにより、ベバシズマブ、トラスツズ

マブ、アダリムマブ、インフリキシマブ、および

Intact mAb Mass Check スタンダードの血漿消化物

からトリプシンペプチドが良好に分離されました。

シンプルな 96 ウェル µElution フォーマットにより、

エバポレーションや再溶解の必要無く消化サンプ

ルを 20 分未満でクリーンアップおよび濃縮でき、

低濃度の貴重なトリプシンペプチドが回収されます。

さらに、本キットでは、ミックスモード SPEの直

交性を利用し、イオン交換によりトリプシンペプ

チドを選択的に抽出し、低濃度タンパク質バイオ

アナリシスに必要とされる特異性が確保されます。

また本キットのサンプルロードガイドラインと最

適化されたアプローチにより、経験の浅いユーザー

でも簡単かつ迅速に効果的なタンパク質消化物の

クリーンアップを行うことができます。これにより、

困難なタンパク質バイオアナリシス研究において、

可能な限り最高の再現性と最高のペプチド回収率

を示すデータが得られます。
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インフリキシマブ、トラスツズマブ、アダリムマブ、ベバシズマブ、および

Intact mAb Mass Check スタンダードを添加後、血漿を消化しました。ProteinWorks 

SPE クリーンアップキットにより、トリプシンペプチドは、消化試薬（ロードお

よび洗浄ステップの間に除去されます）およびリン脂質 （ペプチドの溶出後も固

相に残留します）から分離され、濃縮されました。血漿消化サンプルから抽出さ

れたシグネチャーペプチドのクロマトグラフィー純度を図 2 に示します。


