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目的

ProteinWorks™ eXpress Direct 消化 キットが、

LC-MS/MS によるモノクローナル抗体 （mAb） 
医薬品の定量において、多様なサンプル容量

でも幅広く適用が可能で、柔軟性を有してい

ることを示します。

背景

過去 10 年間で、MS プラットホームテクノロジー

の感度と使いやすさは着実に向上してきました。

同時に、この感度の向上によって、より少容量

のサンプルへの適用も可能となってきました。

このように、現在ではマイクロサンプリングは

一般的に使用されるものとなっています。マイ

クロサンプリングは、前臨床の段階における齧

歯動物などの小動物からの採血において、動物

の使用を最小限に抑えることができます。ま

た、バイオ医薬品の開発が増えることで、治療

用および内因性のペプチドとタンパク質の定量

における LC-MS の使用も増加しています。タン

パク質およびペプチドの定量分析において、サ

ンプル少容量化の要求は、複雑なワークフロー

と、低分子化合物と比較して低い MS 感度と共

に、大きな課題となります。一部の研究では 

50 µL  未満の容量のサンプル使用が主流になっ

ている一方、他の研究では感度を高めるために

さらに多くのサンプルを必要としています。し

たがって、広範な血漿容量に対応し、誰にでも

簡単に実行できるワークフローからなる、シン

プルなキットベースのアプローチが求められて

います。

ProteinWorks eXpress 消化キットを
使用した抗体定量

近年、ペプチドやタンパク質医薬品のバイオアナリシス

における LC-MSの利用が注目されています。これは、

LC-MS の［ 多成分同時分析可能、優れた特異性、広い

ダイナミックレンジおよびメソッド開発時間の短縮 ］など

の多くのメリットからです。しかしながら、タンパク質の

定量に関しては、感度、サンプルの少容量化、多くの

労力を要する複雑なワークフローなどの課題が依然とし

て存在します。これらは特にリガンド結合アッセイと

対照的であると言えます。そのため、少容量サンプル

［ 50 µL 未満 ］に理想的な、シンプルで適用範囲の広い

標準化されたタンパク質定量ワークフローが強く求めら

れています。



ソリューション

治療用および内因性のタンパク質を定量するため

の LC-MS の使用は着実に拡大していますが、低分子

の LC-MS 分析とは異なり、新しい特有の課題が数多

く発生しています。この方法では、通常、血漿で酵

素消化 （最も一般的なものはトリプシン） を実行し

た後、LC-MS /MSの MRMを使用して 1 つまたは複数

の代表的トリプシンペプチドの定量を実行する必要

があります。本手法の単一の標準ワークフローとい

うものは存在せず、多くの場合、高分子化合物に特

有の複雑かつ面倒なワークフローを学習して実施し

なければなりません。必要なサンプル容量は、アッ

セイまたは感度の要件によって異なります。そのた

め、何から始めればよいのか分かりにくいことがあ

ります。特に、分子量、構造、アミノ酸配列が大き

く異なる可能性がある多様なタンパク質を考慮する

場合は複雑です。このような理由から、モノクロー

ナル抗体医薬品 （血漿量が 70 µL 以下のインフリキ

シマブ、アダリムマブ、ベバシズマブ、トラスツズ

マブ） の同時定量用に、ProteinWorks eXpress Direct 

消化 キット （製品番号 176003695） を使用した、柔

軟性が高く汎用性があるキットベースのサンプル前

処理方法を開発しました。検討した内容を概略しま

す。まず、mAb を 5 ～ 50 µg/mL の濃度で血漿に添

加しました。その後、15、35、70 µL の mAb 添加血

漿を、ProteinWorks eXpress Direct 消化 キットの汎用

プロトコールで直接消化しました。ProteinWorks キッ

トを消化に使用した場合、検討したすべての血漿サ

ンプル容量で、全 mAb 薬品由来の定量用ペプチド

の検量線は R2 ≥ 0.99 の直線性でした （1/x の重み付

けを使用）。各検量線ポイントの平均真度は 99% 以

上でした （表 1）。代表的なインフリキシマブトリプ

シンペプチド （DILLTQSPAILSVSPGER）における各開

始血漿容量の検量線を、図 1 のパネル A～ C に示し

ます。インフリキシマブ、ベバシズマブ、トラスツ

ズマブ、アダリムマブの代表的シグネチャーペプチ

ドの複数の添加濃度におけるクロマトググラムを図 

2 のパネル A～ D に示します。

Compound name: Remicade DILLTQSPAILSVSPGER
Correlation coefficient: r = 0.999301, r^2 = 0.998603
Calibration curve: 353.942 * x + 52.759
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Remicade DILLTQSPAILSVSPGER
Correlation coefficient: r = 0.999181, r^2 = 0.998364
Calibration curve: 399.836 * x + -130.241
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Remicade DILLTQSPAILSVSPGER
Correlation coefficient: r = 0.996727, r^2 = 0.993464
Calibration curve: 186.243 * x + 133.34
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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図 1.  15、35、70 µL の血漿の直接消化における代表的な検量線。インフリキシマブシグネチャー
ペプチド DILLTQSPAILSVSPGER の例

表 1.  ProteinWorks eXpress Direct 消化 キットを使用したインフリキシマブ、
アダリムマブ、トラスツズマブ、ベバシズマブの各開始時血漿容量における
検量線の直線性と平均真度

タンパク質 ペプチド
直線性（ r2）

1 /xで重み付け
平均真度/%

検量線範囲
 5.0 ～ 50.0（µg/mL）

15 µL 
血漿

35 µL 
血漿

70 µL 
血漿

15 µL 
血漿 

35 µL 
血漿

70 µL 
血漿

Infliximab
SINSATHYAESVK 0.999 0.999 0.997 100.00 99.99 99.99

DILLTQSPAILSVSPGER 0.999 0.998 0.994 99.99 100.00 100.01

Trastuzumab

FTISADTSK 0.997 0.993 0.998 100.00 100.01 99.99

DTYIHWVR 0.995 0.995 0.996 100.00 100.02 100.02

IYPTNGYTR 0.998 0.996 0.991 99.98 99.98 98.79

Bevacizumab
STAYLQMNSLR 0.999 0.998 0.995 100.00 100.01 99.99

FTFSLDTSK 0.999 0.999 0.993 100.02 100.00 100.00

Adalimumab
APYTFGQGTK 0.994 0.997 0.995 99.99 99.99 99.99

NYLAWYQQKPGK 0.997 0.998 0.999 99.99 100.02 100.01

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=176003695
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まとめ

本検討の結果、15～70 µL  の範囲の血漿容量に対して、単一のプロトコールを使用した柔軟性のある「キッ

トベース」のアプローチにより、探索研究においてメソッド開発を必要とせず、4 種類のモノクローナル抗体

医薬品を正確に定量できることが確認されました。

図 2.インフリキシマブ、ベバシズマブ、トラスツズマブ、アダリムマブ（15 µ L 開始血漿）の各添加濃度（5 ～ 50 µg/mL）におけるクロマトグラム
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