
1

[ APPLICATION NOTE ]

ウォーターズのソリューション
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SPEクリーンアップキット

CORTECS® UPLC® C18+、 1.6 µm、 
2.1 mm x 50 mmカラム

ACQUITY UPLC®システム

Xevo® TQ-S質量分析計
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アプリケーションのメリット
キットベースの汎用アプローチによる、タン
パク質バイオマーカーの迅速な消化と定量の、
柔軟性、スピードと再現性。

はじめに
シトクロムc（図 1）1 は、酸化的リン酸化とアポトーシスまたはプログラムされ
た細胞死において重要な役割を果たす 2、分子量約 13kDaのミトコンドリアタ
ンパク質です。ミトコンドリアの損傷と関連した疾病の患者において、血漿中
濃度が約2 µg/mL上昇することが報告されています 3。その結果、バイオマー
カー候補としてシトクロムcを正確に定量する技術に高い関心が集まっていま
す。歴史的にシトクロムcはリガンドバインディングアッセイ（LBA）またはウェ
スタンブロッティングで定量されてきました。しかしながらLC-MSによるタ
ンパク質定量は、その多くの利点（例えば、複数成分同時分析、特異性向上、幅
広いダイナミックレンジと迅速メソッド開発）から、ここ数年より一般的になっ
てきています。LC-MSによるタンパク質定量は、一般に酵素消化（通常トリプ
シン使用）によるボトムアップアプローチと消化されたトリプシンペプチドの
測定により行われます。しかしながら、タンパク質消化のワークフローは複雑
で時間を浪費し、複雑な生体試料マトリックス中の高感度で正確な定量のため
に、通常タンパク質消化に24時間以上かかっています。そのため、よりシンプ
ルで標準化されたLC-MSワークフローが強く求められています。本アプリケー
ションノートでは、血漿中シトクロムcの正確な定量のための、ProteinWorks 
eXpress Direct消化キットを使用した迅速（10分）消化と、ProteinWorks 
µElution SPEクリーンアップキットを使った消化ペプチドの精製について紹
介します。
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図 1. シトクロム cの構造
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実験方法

サンプル調製
スタンダードとQCサンプルを調製するために、ウシ心臓由来シトクロムcを様々な濃度（0.5-250.0 µg/mL）で血漿に添加。血漿（35 µL）
をProteinWorks eXpress Direct消化キットを使用して 10分間消化。消化後、シグネチャーペプチドはProteinWorks µElution SPEクリー
ンアップキットとそのプロトコールにより精製。

分析条件
LCシステム： ACQUITY UPLCシステム

検出： Xevo TQ-S質量分析計、ESI+

カラム： CORTECS UPLC C18+、
1.6 µm、2.1 mm × 50 mm

カラム温度： 55℃

サンプル温度： 10℃

注入量： 5 µL

移動相A： 0.1%ギ酸水溶液

移動相B： 0.1%ギ酸含有アセトニトリル溶液

グラジエント

Time 
(min)

Flow rate 
(mL/min)

%A %B Curve

Initial 0.400 98.00 2.00 6
0.50 0.400 98.00 2.00 6
3.75 0.400 60.00 40.00 6
3.80 0.400 10.00 90.00 6
4.35 0.400 10.00 90.00 6
4.40 0.400 98.00 2.00 6
5.00 0.400 98.00 2.00 6

MS条件
キャピラリー電圧（kV）： 3

コーン電圧（V）： 30

ソースオフセット（V）： 50

イオン源温度（℃） 150

脱溶媒温度（℃）： 600

コーンガス流量（L/hr）： 150

脱溶媒ガス流量（L/hr）： 1,000
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結果および考察

質量分析計
シトクロムc定量のためのトリプシンペプチドとそのMRMトランジッションを見つけるために、緩衝液中で予備消化試験を実施しま
した。その結果以下の4つのユニークシグネチャートリプシンペプチドが同定されました：TGPNLHGLFGR、MIFAGIK、EDLIAYLKと
GITWGEETLMEYLENPKK。シトクロムcのアミノ酸配列とユニークシグネチャーペプチド 4（オレンジ色）を図2に示します。3価のプリ
カーサーイオンを使用するGITWトリプシンペプチド以外は、2価のプリカーサーイオンが最も強く、かつ特異性の高いフラグメントを
生成することが分かりました。MS条件を表 1にまとめます。

ペプチド 分子量 等電点
プリカーサー
イオン
荷電状態

MRM
トランジッション

コーン電圧
（V）

コリジョン
エネルギー
（eV）

プロダクト
イオン帰属

 TGPNLHGLFGR 1168.32 10.2 [M+2H]2+ 584.82>505.90 30 15 [2H+]1/y9
 MIFAGIK 779.01 9.4 [M+2H]2+ 390.23>534.60 30 10 [1H+]1/y5

 EDLIAYLK 964.13 4.3 [M+2H]2+ 482.77>494.30 30 15 [1H+]1/y4

 GITWGEETLMEYLENPKK 2138.43 4.5 [M+3H]3+ 713.35>840.50 30 15 [2H+]1/y14

表 1. プリカーサおよびフラグメントイオンと他の物理化学的特性（分子量、等電点）を含む、シトクロム cトリプシンペプチドの最終MS条件。

図2. ウシ心臓由来シトクロムcのアミノ酸配列。定量に用いたトリプシンペプチドはオレンジ色。

図 3. シトクロム cトリプシンペプチドの UPLCクロマトグラム、CORTECS UPLC C18+、1.6 µm、
2.1 mm × 50 mmカラム使用

MGDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQAPGFSYTDANKN
KGITWGEETLMEYLENPKKYIPGTKMIFAGIKKKGEREDLIAYLKKATNE

クロマトグラフィー分離
シトクロムcトリプシンペプチドの分離は
CORTECS UPLC C18+、1.6 µm、2.1 mm× 50 mm
カラムにより達成されました。CORTECS UPLC 
C18+カラムのソリッドコアパーティクルテクノロ
ジーとパーティクル表面の僅かなプラスチャージの
利点を組み合わせることにより、優れたピーク形状
と狭いピーク幅（ベースラインで3秒以下）、および
マトリックス成分との分離がもたらされました。シ
トクロムcトリプシンペプチドの代表的なクロマト
グラムを図3に示します。TGPNペプチド（保持時間
2.12分）がMIFAペプチド（保持時間2.16分）の直前
に溶出しているのがわかります。
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この2つのペプチドは異なる荷電状態とフラグメン
トイオンから派生する、同一のプリカーサーとフラ
グメントの組み合わせ（390.23>534.6）を共有してい
ます。この共有MRMは、TPNペプチドは3価のプ
リカーサーと [2H+]1/y10フラグメント、MIFAペプ
チドは2価のプリカーサーと [1H+]1/y5フラグメン
トによるものです。CORTECS UPLC C18+カラムを
用いることでBEH C18 300Å（同じく2.1 mm × 50 
mm）では分離出来なかったこの2つのピークを分離
可能でした。以上について図4に示しました。

サンプル前処理
トリプシンペプチドの精製に逆相とイオン交換の保
持能を併せ持つミックスモード固相を使用すること
で特異性を高め、更にµElutionプレートフォーマッ
トによりエバポレーションと再溶解工程を省略する
ことで、ペプチドのロスを最小限にすることが可能
でした。この組み合わせは4つのシトクロムcトリ
プシンペプチド全てに90%以上という優れた回収
率を与えました。MIFA（A）とGITW（B） シトクロ
ムcトリプシンペプチドについて、SPE精製を行っ
た場合と行わなかった場合との比較を図5に示しま
した。どちらのペプチドにおいてもSPEで全く濃縮
を行っていない（100 µLのサンプルをSPEにロード
し、100 µLの溶媒で溶離）にも拘わらずピーク面積
値が2倍以上増大しています。このピーク面積値の
増大は、これらの特異的トランジッションでは見え
ない塩やリン脂質が除去された結果であると推察さ
れます。
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図 4. CORTECS UPLC C18+カラムによる、MIFAGIKシトクロム cトリプシンペプチド（保持
時間 2.16分）の妨害ピーク（保持時間 2.12分）に対する分離と特異性の改善を示す代表的クロ
マトグラム。

図 5. µElution SPEキット精製による、MIFA（A）と GITW（B）ペプチド感度向上
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直線性、精度および真度
35 µLの血漿の消化と、それに続くSPE精製は、2回分析による検量線に優れた直線性と 10%未満の相対標準偏差（RSD）を与えました。
1/x 2の重み付けによる4つのトリプシンペプチドの直線性は r 2>0.99でした。検量線の評価結果を表2に示します。QCサンプルの評価
結果は表3に示しました。4つ全てのペプチドにおいて、全てのQCレベルで、平均相対標準偏差2.5%と共に、優れた真度と精度を示
しました。図6のAとBはEDLIとGITWペプチドの、血漿中0.5および2.0 µg/mL濃度における、ブランク血漿との感度比較を示して
います。一般的に定量下限値（LOQ）および検出下限値（LOD）はブランクマトリックスサンプルの5倍および3倍の面積値で与えられま
す。2.0 µg/mL濃度におけるEDLIとGITWペプチドの場合、報告されたLOQにおけるペプチドピーク面積値はブランク血漿サンプル
の25倍および31倍でした。LODとして報告された最少濃度は0.5 µg/mLでした。この濃度におけるペプチドピーク面積値はブランク
血漿サンプルの7.5倍および8.3倍でした。以上の結果を前述の定義（定量下限値（LOQ）および検出下限値（LOD）はブランクマトリックス
サンプルの5倍および3倍の面積値）に外挿すると、概算LODは0.2 µg/mL相当となります。

ペプチド 検量線範囲
(µg/mL) 検出下限値 重み付け 直線性（r 2） 全測定値の

平均真度（%）

 TGPNLHGLFGR 2.0-250 2.0 1/x2 0.996 100.01
 MIFAGIK 2.0-250 0.5 1/x2 0.998 100.86

 EDLIAYLK 2.0-250 0.5 1/x2 0.999 99.99

 GITWGEETLMEYLENPKK 2.0-250 0.5 1/x2 0.999 100.00

ペプチド QC添加濃度
(µg/mL)

平均QC濃度
(µg/mL) 標準偏差 相対標準偏差 平均真度

TGPNLHGLFGR

3.000 2.850 0.058 2.03 93.93
15.000 15.800 0.503 3.19 105.60

75.000 79.500 1.457 1.83 104.83

200.000 186.200 2.858 1.54 93.90

MIFAGIK

3.000 2.900 0.058 1.99 95.50
15.000 15.150 1.136 7.50 102.63
75.000 81.450 1.513 1.86 108.30

200.000 194.050 6.058 3.12 98.03

EDLIAYLK

3.000 2.700 0.000 0.00 90.00
15.000 14.400 0.503 3.50 97.70
75.000 76.150 0.874 1.15 101.37

200.000 184.300 6.306 3.42 93.83

GITWGEETLMEYLENPKK

3.000 2.750 0.058 2.10 91.67
15.000 14.500 0.346 2.39 98.03
75.000 77.200 1.069 1.39 102.47

200.000 187.300 6.080 3.25 95.27

表 2.定量に用いたシトクロム cトリプシンペプチドの検量線の直線性、ダイナミックレンジおよび統計値。血漿サンプルは ProteinWorks eXpress Direct消化キット
と ProteinWorks µElution SPEクリーンアップキットを使用して、消化および精製。

表 3.血漿中シトクロム c定量に用いたシトクロム cトリプシンペプチドの QCサンプル統計値。
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結論
本研究はタンパク質バイオマーカー、シトクロムcの迅速で正確かつ精度の高い
定量法コンセプトを実証しています。ProteinWorks eXpresss消化キット（10分
消化）とµElution SPEクリーンアップキット（SPE処理時間 15分）の組み合わせ
により40分以内にサンプル調製を全て完了すると同時に、5分のLC-MSメソッド
により96wellプレートで処理された全てのサンプルを8時間で分析することを
可能にします。このキットアプローチをタンパク質定量に使用することで、メソッド
開発が不要となり、バイオアナリシスラボの経験が多い少ないに依らず、頑健で
正確かつ精度の高いデータを 1桁または2桁の再現性ですぐに入手可能となります。
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図 6. 定量下限値（2.0 µg/mL）
および検出下限値（0.5 µg/mL）
における、MIFA（A）、GITW（B）
ペプチドの感度を示すクロマ
トグラム
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