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免責事項

このテクニカルノートに記載したデータでは、サンプル前処理専⽤のキットと、液体クロマトグラフィーおよび質量

分析装置を組み合わせて使⽤して、定量分析を⾏っています。

欧州以外の規制機関は、記載している mAbXmise キットを、診断⽬的では承認していません。分析法の完全な開発

およびバリデーションは、エンドユーザーの責任下で⾏ってください。Promise Proteomics mAbXmise キットは、⼀

部の国では販売されていません。提供状況については、最寄りのウォーターズの営業担当者にお問い合わせください

。

本書はアプリケーションブリーフであり、詳細な実験⽅法のセクションは含まれていません。

要約

モノクローナル抗体医薬品（t-mAb）は、さまざまな疾患の治療に臨床医が使⽤できる、⾰新的な治療ツールになりま

した。個別化医療の時代において、⽤量の最適化およびコスト管理を⽬的として、mAb を測定する必要性に対する認

識が広がっています。リガンド結合アッセイ（LBA）に基づくmAb 測定の⼿法は、⼗分に確⽴されているものの、性

能の悪さ、標準化されていない、限られた数のサンプルを処理する場合の⾼コスト、限られたダイナミックレンジ、交

差反応性の可能性などのいくつかの制限があります。さらに、市販のキットで利⽤できる mAb の数は限られています

。低分⼦のモニタリングに臨床ラボで広く使⽤されているテクノロジーである質量分析は、これらの制限を克服する上
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で興味深い代替⼿段です。このアプリケーションブリーフでは、すぐに使⽤できる市販の mAbXmise キットとタンデ

ム質量分析（LC-MS/MS）を搭載した液体クロマトグラフィーの併⽤が、mAb 測定をシンプルに⾏える⽅法であり、ラ

ボの担当者にとって、分析性能が⾼くかつ使いやすく、柔軟性も⾼いことを実証します。このアプリケーションブリー

フでは、このアプローチを⽤いたインフリキシマブ（IFX）測定に焦点を当てています。

はじめに

t-mAb は、消化管の炎症からさまざまながんに⾄るまで、さまざまな疾患の治療に使⽤される重要なクラスの医薬品で

す。現在、100 を超える抗体医薬品が FDA によって承認されており、過去 5 年間では、毎年平均 10 種類の抗体医薬品

が EU と⽶国で最初の承認を受けています。これらの分⼦は、患者の管理および転帰に変⾰をもたらし、現在では臨床

医が使⽤する主要な治療ツールになっています。t-mAb 濃度と有効性の関係、および免疫原性による有効性の低下が報

告されています。これらの観察結果およびそのコストの⾼さのため、t-mAb を測定する必要性に対する認識が⾼まって

います1。 さらに、⼀部の先駆的な mAb の特許の有効期限が切れた後は、バイオシミラーがますます⼀般的になって

います。特に、IFX には現在、5 種類を超えるバイオシミラーが市販されています。

リガンド結合アッセイは、mAb の濃度測定に使⽤できる最初のアプローチであり、すぐに臨床ラボにおける mAb 測定

の主⼒のテクノロジーになりました。⼀⽅、LBA は、試薬のロット間のばらつきや市販の分析法間の統⼀がなされてい

ないため、再現性が得られないなどの⽋点を伴う場合があります2。 これらの制限を克服するため、低分⼦の分析にす

でに使⽤されているテクノロジーである LC-MS に基づく分析法など、代替のテクノロジーが開発されています。タン

パク質レベルの分析のための LC-MS/MS サロゲートペプチドアプローチは、プロテオミクスの分野では⼗分に確⽴さ

れていますが、まだ臨床における t-mAb のルーチン定量に広く使⽤されてはいません。これは主に、LC-MS/MS を⽤

いたタンパク質の測定に使⽤できる、容易に導⼊できる市販のソリューションが存在しないためです。

IFX 測定における LC-MS/MS および mAbXmise キットの使⽤

IFX は、炎症性の消化管疾患の治療に使⽤される⼗分に確⽴された t-mAb です。IFX 測定のための LC-MS/MS ベースの

分析法の開発が⽂献に記載されています3,4,5,6。 このような分析法は通常、トリプシン消化シグネチャーペプチドの質

量検出を介する LC-MS/MS による濃度測定に基づいており、これによって、IFX 分析に良好な選択性がもたらされるた

め、広いダイナミックレンジにわたる精度および正確性が得られます。LC-MS 分析の前に⾎漿/⾎清サンプルを前処理

するための、すぐに使⽤できる LC-MS キットが最近⼊⼿可能になったことは、確実に mAb 測定に LC-MS アプローチ

をより幅広く採⽤できるようにするための重要な 1 ステップです。LC-MS/MS LDT 分析法の⽇間再現性および使いやす

さは、Promise Proteomics mAbXmise キットなどの市販の LC-MS キットを採⽤することで、最適化できる可能性が

あります。このキットでは、完全⻑の同位体標識 mAb（SIL-mAb）を内部標準として使⽤し、これによって、再現性

が⾼く、頑健で、正確な mAb の定量が可能になります4。 さらに、キットには、ロット間の再現性が⾼い標準試料、

品質管理（QC）、試薬、消耗品が含まれています。このことは、LC-MS プラットホーム全体での分析法の統合に役⽴
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ち、さまざまなラボでの採⽤が容易になります。

サロゲートペプチド分析法および Promise Proteomics mAbXmise サンプル前処理消耗品を利⽤することで、サンプ

ル前処理、クロマトグラフィー分離、マルチプルリアクションモニタリング（MRM）質量検出によって得られる分析

法の選択性により、トリプシン消化シグナチャーペプチドを使⽤して IFX を測定することができます。

Promise Proteomics mAbXmise キットを⽤いたサンプル前処理

mAbXmise の使⽤説明書（IFU）に従って、LC-MS/MS 分析⽤にサンプルを前処理しました。インフリキシマブ定量の

ワークフローの⼿順を図 1 に⽰します。ワークフローのステップには以下が含まれます： 

1. サンプルの前処理：キャリブレーション試薬および品質管理試料を含む⾎漿サンプル 20 µL を、凍結乾燥した安定同

位体標識インフリキシマブの⼊った mAbXmise プレートに分注します。 

2. サンプルの精製：サンプルを PuriXmise プレートに移してインフリキシマブのイムノキャプチャーを⾏い、マトリ

ックス⼲渉を低減するためにサンプルを洗浄します。サンプルをコレクションプレート中に溶出し、蒸発乾固させます

。 

3. サンプルの消化：サンプルを再懸濁し、プロテアーゼ（CutXmise）をサンプルに添加して、インフリキシマブを⼀

晩消化します。消化を⽌めると、サンプルをすぐに分析できます。

4. LC-MS 分析：LC-MS 装置にサンプルを注⼊して分析し、標識ペプチドおよび⾮標識ペプチドを検出します。インフ

リキシマブおよびその SIL 標準試料のペプチドトランジションを表 1 に⽰します。

mAbXmise キットに含まれるキャリブレーション試薬、QC 試料、内部標準を性能の実証に使⽤しました。キャリブレ

ーション試料の濃度は 2 〜 100 µg/mL、QC 試料の濃度は 4 µg/mL および 25 µg/mL でした。さらに、29 点の IFX の

⾎漿サンプルの分析により、分析で得られた IFX のさまざまなシグネチャーペプチドの濃度間の⽐較が可能になりまし

た。

LC-MS/MS 分析

サンプルは、ACQUITY UPLC™ I-Class FL に注⼊し、実⾏時間 4.5 分のアセトニトリル/⽔/ギ酸のグラジエントを使⽤

して XSelect™ Premier HSS T3、2.1 mm × 50 mm、2.5 µm カラムで分離し、Xevo™ TQ-XS 質量分析計で検出を⾏

いました。サンプルの再分析は、Xevo TQ-S micro 質量分析計と同じセットアップを使⽤して⾏いました。分析に使⽤

したシグネチャーペプチドの MRM トランジションを表 1 に⽰します。
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表 1.  インフリキシマブのシグネチャーペプチド（定量イオンおよび定性イオン）および安定同位体標識

内部標準のトランジション

結果および考察

分析感度およびキャリブレーションの直線性

IFX について複数のトリプシン消化シグネチャーペプチドを測定したところ、IFX のキャリブレーション標準試料（2 µ

g/mL）において、SINSATHYAESVK（SIN）、次いで ASQFVGSSIHWYQQR（ASQ）で最⼤レベルの分析感度が得られ

、Xevo TQ-XS と Xevo TQ-S micro のいずれを使⽤しても最も⾼いピークレスポンスおよびシグナル：ノイズ⽐（S/N 

⽐）が得られることがわかりました。すべてのペプチドで S/N ⽐（PtP）が 10:1 超であり、これらのペプチドがイン

フリキシマブの LoQ（2 µg/mL）としての使⽤に適していることを⽰しています。いずれのシステムでも、検量線は、

各ペプチドについて r2 > 0.998 で、直線性を⽰すことがわかりました。
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図 2.  ACQUITY UPLC I-Class と Xevo TQ-XS（5 µL 注⼊）および Xevo TQ-S micro（15 µL 注⼊）を使⽤

した場合における、5 つの IFX のシグネチャーペプチド（2 µg/mL）についての分析法の分析感度

精度

Xevo TQ-XS および Xevo TQ-S micro の精度を、同梱の QC 物質を使⽤し、4 µg/mL および 25 µg/mL で 5 回繰り返し

にわたって評価しました。QC 濃度全体にわたる合計精度は、IFX のシグネチャーペプチドについて 9.5% CV 以下で、

IFX のノミナル濃度と⽐較して 95 〜 108% という正確性でした（表 2）。このデータは、キットと LC-MS/MS システ

ムの両⽅の⽇内再現性を実証しています。
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表 2.  Xevo TQ-XS および Xevo TQ-S micro を使⽤した、⾎漿中の IFX シグネチャーペプチド

（SIN、GLE、DIL、SAV、ASA）（4 µg/mL および 25 µg/mL）の 5 回繰り返し分析にわた

る精度および正確性

ペプチドの⽐較

29 点の IFX ⾎漿サンプルの LC-MS/MS 分析を⾏い、IFX のさまざまなトリプシン消化シグネチャーペプチドを⽐較し

ました。図 3 に、Xevo TQ-XS 分析で得られた IFX のシグネチャーペプチドの間に⾒られた違いを⽰しており、SIN ペ

プチドは、サンプル中の他のペプチドと⽐較して低濃度でした。29 サンプルにわたる 5 種類のペプチドの平均再現性
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（CV 29%）は、SIN 以外の 4 種類のペプチドの平均再現性（CV 10%）と⽐較して、はるかに⾼いことがわかりました

。

図 3.  29 点の IFX ⾎漿サンプルの LC-MS/MS シグネチャーペプチド濃度の⽐較

IFX SIN ペプチドの濃度減少は、脱アミド化の受けやすさによって説明できる可能性があります。未処理の⾎漿サンプ

ル中のアスパラギン-セリン（NS）モチーフでの脱アミド化の結果、分⼦量が 0.98 Da 増加します。これにより、⼀部

の MRM トランジションのための IFX SIN ⾮標識ペプチドが減少しますが、スパイク物質を含むキャリブレーション試

薬および QC 物質によって補正されません7。 このデータおよび補⾜情報に基づき、ラボにおいては、この分析法の⽬

的のために、インフリキシマブの定量に使⽤するペプチドを評価および選択することを推奨します。

結論

LC-MS/MS テクノロジーを使⽤して mAb 医薬品を定量するためのソリューションが、臨床試験で使⽤できるようにな

りました。このアプリケーションブリーフでは、サンプル前処理⽤の市販のキットを使⽤した⾎漿中のインフリキシマ

ブの定量およびそれに続く LC-MS/MS の例を⽰しています。
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Promise Proteomics mAbXmise キットを使⽤することで、分析が利⽤しやすく容易に導⼊できるようになります。ま

た、このキットは⾃動化にも適しています。測定範囲が 2 µg/mL 〜 100 µg/mL に拡張されたため、イムノアッセイで

時折⾒られる希釈が不要になり、⾼濃度サンプルの処理時間が向上します。さらに、希釈および再分析が減ることで、

キットが利⽤しやすくなり、コスト管理にも役⽴ちます。このキットは、正しく選択したペプチドのターゲット LC-

MS/MS 分析のための、IFX のイムノキャプチャーおよびトリプシン消化の⽇間再現性を⾼めるのに役⽴ちます。このキ

ットで使⽤するプロセスは、直接消化サロゲートペプチドワークフローと⽐較して、マトリックス⼲渉が低減して分析

感度が向上し、より少ないサンプル量で済むようになります。

この分析法は、予想範囲にわたって IFX を定量できるダイナミックレンジ、および⾎漿サンプル中の低レベルの IFX サ

ロゲートペプチドを定量できる選択性および分析感度を有する Xevo TQ-XS 質量分析計および Xevo TQ-S micro 質量

分析計の両⽅で実⾏できることが実証されています。
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特記事項

このアプリケーションブリーフは研究⽬的のみに使⽤してください。診断⽤には使⽤できません。

ヨーロッパでは、mAbXmise キットは専⾨のラボでの使⽤を⽬的とする体外診断⽤医療機器です。mAbXmise キットに

より、モノクローナル抗体の⾎漿中濃度を決定できます。分析性能は、装置の特性およびその設定によって決まります

。分析法のバリデーションは、内部慣⾏に従って実施するものとします。詳細については、それぞれに固有の指⽰を参

照してください。PROMISE Proteomics 製品は世界中で販売されていますが、それぞれの国における製品の使⽤、応⽤

、⼊⼿可能性は、各国の規制登録の状況によって異なります。製品は登録されておらず、その他の製品もすべて研究⽬

的のみに使⽤してください。製造者 PROMISE PROTEOMICS SAS 7, parvis Louis Néel • 38040 Grenoble France • Phone 

+33 4 38 02 36 50 • contact@promise-proteomics.com • RCS Grenoble B 433 546 504 

ソリューション提供製品

ACQUITY UPLC I-Class PLUS システム <https://www.waters.com/134613317>

Xevo TQ-XS タンデム四重極質量分析計 <https://www.waters.com/134889751>

Xevo TQ-S micro タンデム四重極質量分析計 <https://www.waters.com/134798856>

MassLynx MS ソフトウェア <https://www.waters.com/513662>

TargetLynx <https://www.waters.com/513791>
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