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要約

この試験では、ヒト⾎漿中のセマグルチドを正確に定量するための、Xevo TQ-XS タンデム四重極型質量分析計と 

ACQUITY™ Premier UPLC™ を組み合わせた、⾮常に⾼感度で頑健な分析法の開発およびバリデーションについて紹介

します。LC-MS/MS メソッドでは、ACQUITY Premier Peptide BEH™ C18 カラムを使⽤した質量検出およびクロマトグ

ラフィー分離に最適化されたパラメーターが提⽰されています。イオン対試薬としてジフルオロ酢酸（DFA）を取り⼊

れたことにより、荷電分析種のピーク形状と感度が向上し、ピークがよりシャープになって、イオン化効率が⾼まりま

した。メソッドのバリデーションにより、その選択性、感度、再現性が優れていることが確認され、臨床的妥当性のあ

る濃度範囲（0.1 ng/mL 〜 20 ng/mL）で直線性が評価されています。品質管理（QC）サンプルを使⽤した精度と正確

度（P & A）の評価において⼗分な結果が得られ、% 正確度は許容範囲内であり、変動係数（CV）値は 8% RSD 未満で

した。この開発されたメソッドは、糖尿病管理における研究応⽤および臨床応⽤を前進させ、セマグルチドの正確な定

量のための有⽤なツールになって、バイオアナリシスサイエンスにおけるペプチド分析の進歩に寄与することが⼤いに

期待されます。

アプリケーションのメリット

精密かつ正確な測定：このメソッドにより、0.1 ng/mL という定量下限（LLOQ）濃度のセマグルチドを正確に測定

できる

■

⾮常に特異的で選択的なサンプル前処理：SPE（固相抽出）の使⽤により、サンプル前処理プロセスにおいて⾼い■

1Xevo™ TQ-XS 質量分析計を⽤いたヒト⾎漿中のセマグルチドの定量：⾮常に⾼感度で信頼性の⾼い分析法

http://www.waters.com


特異性と選択性が確保され、分析の前に複雑なサンプルマトリックスから分析種を濃縮して、信頼できる結果が得

られる

クロマトグラフィー分離：⾦属と相互作⽤する化合物の⾮特異的結合を低減するように設計された Premier BEH 

Peptide カラムをクロマトグラフィー分離に使⽤しており、感度が向上し、ピーク形状が改善されている

■

ACQUITY Premier UPLC の使⽤：このシステムには MaxPeak™ 表⾯が取り⼊れられており、これによって、表⾯で

の相互作⽤と吸着が低減し、分析種の回収率、再現性、感度が向上して、キャリーオーバーの影響が最⼩限になる

■

QuanRecovery™ ポリプロピレン製バイアルの使⽤：これらのバイアルは、分析種の吸着を最⼩限に抑え、回収率を

改善し、サンプル分析の再現性を確保するように設計されている。分析種の⾮特異的結合が減少し、サンプル抽出

および分析における回収率が向上する

■

はじめに

グルカゴン様ペプチド-1（GLP-1）アナログであるセマグルチドは、2 型糖尿病および肥満を管理するための有望な治

療選択肢として登場しました。 これは新たに開発された GLP-1 受容体作動薬であり、構造的にリラグルチドと類似し

ていますが、半減期が⻑くなるように改良されています1。 2020 年には、⽶国で T2D ⽤に⼀般的に処⽅される医薬品

のうち 129 番⽬にランクされ、400 万回を超えて処⽅されています。世界の成⼈のほぼ 9% が T2D を罹患しており、

T2D は糖尿病症例の約 90% を占めています2-3。 T2D の管理および関連する合併症の低減には、効果的な⾎糖管理が不

可⽋です。セマグルチドは、ヒトインクレチン GLP-1 と同様に、インスリン分泌と⾎糖除去を促進し、⾎糖管理の改

善につながります。したがって、2 型糖尿病の成⼈患者のダイエットとエクササイズの補助になることが知られていま

す4。その週 1 回の投与で強⼒な⾎糖コントロール効果が、臨床現場で⼤きな注⽬を集めています5-6。 セマグルチドの

安全かつ効果的な臨床管理を確保するには、ヒト⾎漿中のこのペプチドを正確かつ確実に定量することが極めて重要で

す。この試験では、Xevo TQ-XS タンデム四重極型質量分析計を使⽤して、ヒト⾎漿中のセマグルチドの精密定量のた

めの、⾮常に⾼感度で頑健な分析法の開発とバリデーションについて紹介します。分析法の最適化は、複雑な⾎漿サン

プルでの感度の向上、信頼性の⾼い再現性、マトリックス⼲渉の最⼩化の必要性が原動⼒になりました。

メソッドのバリデーションプロセスでは、国際的な規制ガイドラインに厳密に従い、これによってメソッドの精度、正

確度、選択性を保証しました。臨床的に妥当な濃度範囲をカバーするようにキャリブレーションスタンダードを調製し

、品質管理サンプルを取り⼊れてメソッドの頑健性を評価しました。
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図 1.セマグルチドの化学構造。

実験⽅法

この試験では、標準溶液およびスパイク溶液を、2 %ギ酸を含む⽔とアセトニトリルの 1:1 混合液で希釈しました。0.1 

〜 20 ng/mL の範囲の検量線を作成するために、ヒト⾎漿の被験サンプルに既知量のセマグルチド標準試料をスパイク

しました。さらに、品質管理（QC）サンプルは、0.1 ng/mL（下限 QC）、0.5 ng/mL（低 QC）、5 ng/mL（中 

QC）、20 ng/mL（⾼ QC）の 4 種類のレベルでスパイクしたセマグルチドを使⽤して調製しました。この実験では内

部標準試料は使⽤しませんでした。

サンプル前処理

サンプル前処理を開始する際に、500 µL のヒト⾎漿を取り、等量のアセトニトリルで処理しました。1 分間⼗分にボル

テックス混合した後、サンプルを 10 ℃ で 5 分間、15000 rpm で遠⼼分離しました。

分析条件
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LC 条件

LC システム： FTN SM を搭載した ACQUITY I-Class Premier UPLC

バイアル： Quan Recovery、MaxPeak 12 × 32 mm PP 300 µL 

スクリューキャップバイアル（製品番号

：186009186）

カラム： ACQUITY Premier Peptide BEH C18、300Å、1.7 

µm、2.1 × 100 mm（製品番号 186009494）

カラム温度： 70 ℃

サンプル温度： 10 ℃

注⼊量： 15 μL

移動相 A： 0.4% ギ酸⽔溶液

移動相 B： 0.1% DFA を含むアセトニトリル
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グラジエントテーブル

表 1.セマグルチドの分析における LC グラジエント。

MS 条件

MS システム： Xevo TQ-XS

イオン化モード： エレクトロスプレー（ポジティブイオンモード）

キャピラリー電圧： 3.0 kV

イオン源温度： 150 ℃

脱溶媒温度： 600 ℃

脱溶媒ガス流量： 1100 L/時間

コーンガス流量： 300 L/時間
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コーン電圧： 50 V

表 2.セマグルチド⽤に最適化した MS パラメーター。

MRM メソッド（定量トランジションを太字で⽰します）

表 3.セマグルチド⽤に最適化した MRM トランジション。

最適なデュエルタイムは、各ピークにわたって最低 20 データポイントになるように、オートデュエル機能を使⽤して

⾃動的に設定されました。

データ管理

MS ソフトウェア： MassLynx™ v4.2

インフォマティクス： TargetLynx™ XS

結果および考察

本研究では、⾎漿からのセマグルチドの正確な定量のための完全なサンプル前処理および UPLC LC-MS/MS メソッドを

開発しました。このメソッドには、Oasis 1 cc（30 mg）カートリッジを使⽤したミックスモード SPE 抽出が含まれま

す。

定量は、Xevo TQ-XS タンデム四重極型 MS（ESI+）を使⽤して⾏いました。装置が⽬的のイオンを効率的に検出およ

び定量でき、サンプル中のセマグルチドの同定および定量のための精密かつ正確な結果が得られるようにするには、チ
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ューニングのプロセスが重要です。セマグルチドは、他の多くのペプチドやタンパク質と同様に、その構造と組成によ

り、エレクトロスプレー質量分析計で複数の荷電を⽰します。この現象は、⽣体⾼分⼦（ペプチドやタンパク質など

）に⼀般的であり、質量分析で使⽤するイオン化プロセス（特にエレクトロスプレーイオン化（ESI））の結果です。

セマグルチドは複数の塩基性アミノ酸残基（リジンやアルギニンなど）を含むペプチドであるため、イオン化プロセス

中に複数のプロトンを引き寄せることができます。それぞれのプロトン化により、正に荷電したイオンが⽣じます。そ

の結果、図 2 に⽰すように、質量スペクトルにセマグルチドの複数の異なる多価イオンが⾒られることがあります。特

に、4+ イオンに対応する最も⾼強度のイオン（m/z 1029）を定量⽤に選択しました。 

図 2.セマグルチドの多価イオン。

最適化された MS パラメーターと MRM トランジションを、上記の説明で⾔及した実験セクションの表 2 と表 3 にそれ

ぞれ概説しています。 

クロマトグラフィー分離は、ACQUITY Premier Peptide BEH C18、300 Å、1.7 µm、2.1 × 100 mm）および ACQUITY 

I-Class Premier UPLC クロマトグラフィーシステムを使⽤して⾏いました。ACQUITY Premier カラムおよびクロマト

グラフィーシステムは、⾦属と相互作⽤する化合物の⾮特異的結合を低減するように設計されたハードウェアテクノロ

ジーで製造されているため、感度が向上し、クロマトグラフィーピーク形状が改善されます。このカラムはペプチドの

分離専⽤に設計されており、ペプチドと疎⽔性相互作⽤することで、より良好な保持と選択性が得られます。このカラ

ムにより、マトリックスからのセマグルチドの分離において、⾼い分離能、感度、再現性が得られました。
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これに加えて、荷電分析種のピーク形状を改善するためのイオン対試薬として、ジフルオロ酢酸（DFA）を移動相中に

使⽤しました。DFA とのイオン対の形成により、イオン化効率が向上し、質量分析計の感度が向上しました。また、

DFA によりプロトン化が促進されて固定相との望ましくない⼆次相互作⽤が防⽌されるため、ピークテーリングを低減

するのにも役⽴ちました（参考⽂献 7）。

開発したメソッドは、優れた選択性と感度、再現性を⽰しました。図 3 に、マトリックスブランク試料および 0.1 

ng/mL の定量下限（LLOQ）濃度になるようにスパイクしたサンプルの代表的なクロマトグラムを⽰します。分析種は

、マトリックス⼲渉のない、優れた対称性のピークとして 2.71 分に現れました。さらに、スムージングなしで、

LLOQ（0.1 ng/mL）でのシグナル対ノイズ⽐（S/N）が 30 を超えました。

図 3.マトリックスブランク試料および定量下限濃度になるようにスパイクしたサンプルの代表的なクロマ

トグラム。

0.1 ng/mL 〜 20 ng/mL の濃度範囲で直線性を評価したところ、0.999 という優れた相関係数が得られました。この範

囲内の代表的な検量線を図 4 に⽰します。
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図 4.セマグルチドの検量線。

精度と正確度（P & A）の評価では、QC サンプルを 4 種類のレベル（0.1 ng（LLOQQC）、0.5 ng（LQC）、5 

ng（MQC）、20 ng（HQC））になるようにスパイクしました。3 つの別々の P & A バッチを、別の化学者が別々の機

会に処理しました。結果は表 4 にまとめています。

すべての QC レベルで、事前にスパイクした⾎漿サンプルの % 正確度は、それぞれの QC レベルにおける許容範囲内で

した。3 つのバッチすべてにおいて、各 QC レベルでの変動係数は 8% RSD 未満でした。さらに、3 つのバッチすべて

における 4 種類の QC レベルでの平均正確度は 92% 〜 106% の範囲であり、バイオアナリシスバリデーションガイド

ラインに概説されている合否基準を満たしていました。
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表 4.3 つの個別の P & A バッチから得られた品質管理の結果のサマリー。
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結論

結論として、⾎漿由来のセマグルチドを正確に定量するための、包括的で頑健なサンプル前処理および UPLC LC-

MS/MS メソッドが開発されました。精密で正確な結果を得るために重要なチューニングプロセスを⾏うことで、Xevo 

TQ-XS タンデム四重極型 MS（ESI+）により、⾼感度で信頼性の⾼いセマグルチドの定量を⾏えました。

MaxPeak 表⾯を採⽤した ACQUITY Premier UPLC クロマトグラフィーシステムおよびカラムを使⽤することで、表⾯

での相互作⽤と分析種の吸着を効果的に低減することができました。MaxPeak 表⾯の組み込みにより、分析種の回収

率の向上、再現性の向上、感度の向上、キャリーオーバーの影響低減が実現しました。

ACQUITY Premier Peptide BEH C18 カラムを使⽤したクロマトグラフィー分離により、優れた保持、選択性、感度が

得られ、複雑なペプチド混合物の効率的な分離が可能になりました。イオン対試薬としてジフルオロ酢酸（DFA）を含

めたことで、逆相 LC における荷電分析種のピーク形状と感度がさらに向上し、質量分析計でのピークがよりシャープ

になるとともにイオン化効率が向上しました。

バリデーション結果により、0.1 ng/mL 〜 20 ng/mL の濃度範囲にわたって直線性、精度、正確度が優れていたことか

ら、このメソッドが優れていることが実証されました。異なる QC レベルにおける % 正確度および変動係数が合否基

準を満たしており、ヒト⾎漿中のセマグルチドの信頼性および再現性の⾼い定量が保証されます。 

この開発されたメソッドは、糖尿病管理の分野における研究応⽤および臨床応⽤を前進させることが⼤いに期待されま

す。このメソッドの頑健さと感度により、セマグルチドの正確な定量のための有⽤なツールが提供され、これによって

安全で効果的な医薬品の使⽤が裏付けられ、バイオアナリシスサイエンスにおけるペプチド分析の発展に寄与します。
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