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• Cyclorasine9A5（環状ペプチド）の分析メソッド構築※）

• Thermo Scientific FAIMS Pro Duo インターフェースを利用したメソッド構築

• 高分解能MSによるSurvivor-SIMメソッドの活用

※） AMED創薬基盤推進研究事業の課題である国立医薬品食品衛生研究所が主導する研究班「革新的医薬品開発のための次世代安全性評価法の開発・標準化と基盤データ取得」に参画させていただ

き、齊藤公亮先生ご主導のペプチド医薬品 バイオアナリシス研究班のサブトラックA1に参画してデータ取得させていただいた内容になります。
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Cyclorasin9A5 測定条件
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Thermo Scientific TSQ Altis Plusトリプル四重極質量分析計 + 
Thermo Scientific Vanquish Flex UHPLCシステム

装置

A: 0.2%ギ酸水
B: 0.2%ギ酸含有アセトニトリル

移動相

グラジエント

5 uL注入量

PN: 088647,  mAb Pac RP  2.1 × 100 mm, 4 μm 1500 Å （カラム温度：75 ℃）カラム

Cyclorasin9A5： 529.8 > 524.2 (positive, 3z) 
Cyclorasin9A54(IS)： 549.1 > 543.4 (positive, 3z) 

トランジション（SRM）

5倍量の0.1%ギ酸含有メタノールを添加してボルテックスした後、約等量の0.1%ギ酸水を添加して遠心分離前処理



簡易バリデーション
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選択性

検量線

キャリーオーバー

QC（真度・精度）



カラムの検討
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3z

529.8>524

2z

794.2>773.3

IS 3z

549.2>543.4

Thermo Scientific

Accucore  RP-MS
C4

Thermo Scientific

Accucore  HILIC

Thermo Scientific

MAbPac 1500 Å
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Thermo Scientific MAbPac RP LC カラム
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移動相の検討
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3z

529.8>524

2z

794.2>773.3

IS 3z

549.2>543.4

A:0.1%ギ酸

B：MeOH

A:0.1%ギ酸

B：AcN

A:0.1%酢酸

B：AcN

A:5 mMギ酸アンモ

B：AcN

A:5 mMギ酸アンモ+0.1%ギ酸

B：AcN
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グラジエントの検討
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分析対象化合物であるCyclorasine9A5は流路やカラム内に残存しやすく、グラジエント時間を最適化する必要がありました。
下図に示すのは、10 ng/mLのサンプルを繰り返し測定した後にSolventを測定した際のクロマトグラムで、左に示すのが赤枠で囲む範囲のグラジエント時間
が5 minのクロマトグラム、右に示すのが同グラジエント時間9 minのクロマトグラムです。グラジエント時間が5 minだとシステム内に残存して次の測定に影
響を与える懸念があったため9 minに設定しています。

5 min グラジエント 9 min グラジエント

Analyte

IS

10 ng/mLサンプルを繰り返し測定後のSolventのクロマトグラム
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前処理の検討（AcN）

研究用にのみ使用できます。診断用には使用いただけません。このプレゼンテーションの無断複製・配布は固く禁じられています。© Thermo Fisher Scientific [2024]

3z

529.8>524

2z

794.2>773.3

IS 3z

549.2>543.4

STD

9倍量 AcN

Plasma STD

9倍量 0.1%FA AcN

Plasma STD Plasma

5倍量 0.1%FA AcNで徐タン後に0.1%FA水を添加
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前処理の検討（MeOH）
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3z

529.8>524

2z

794.2>773.3

IS 3z

549.2>543.4

STD

9倍量 MeOH

Plasma STD

9倍量 0.1%FA MeOH

Plasma STD Plasma

5倍量 0.1%FA MeOHで徐タン後に0.1%FA水を添加
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参考：イオンソースの最適時における各価数のモニター
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Positive

3z

VAP 200 ℃

Positive

2z

Negative

2z

VAP 250 ℃ VAP 300 ℃ VAP 350 ℃ VAP 400 ℃

11



12

• Cyclorasine9A5（環状ペプチド）の分析メソッド構築※）

• 細孔径1500 Åのポリマー樹脂を担体としたカラムとギ酸-AcN系移動相の使用

• システムへの残存を抑えるためのグラジエントの工夫

• 回収率およびインジェクションボリュームを考慮した前処理溶媒の選択

• 最適な価数の選択のためのイオンソース最適化時における各価数のモニター

• FAIMS Pro Duo インターフェースを用いたメソッド構築における利点

• 高分解能MSによるSurvivor-SIMメソッドの活用

※） AMED創薬基盤推進研究事業の課題である国立医薬品食品衛生研究所が主導する研究班「革新的医薬品開発のための次世代安全性評価法の開発・標準化と基盤データ取得」に参画させていただ

き、齊藤公亮先生ご主導のペプチド医薬品 バイオアナリシス研究班のサブトラックA1に参画してデータ取得させていただいた内容になります

研究用にのみ使用できます。診断用には使用いただけません。このプレゼンテーションの無断複製・配布は固く禁じられています。© Thermo Fisher Scientific [2024]



FAIMSテクノロジーとは?

ESI
MS

Inner Electrode

Compensation 
Voltage (CV) 

high-Field Asymmetric waveform Ion Mobility Spectrometry

Outer Electrode
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Ion selection using a Compensation Voltage (CV)
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FAIMSテクノロジーとは?
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CV値の設定

1 2 3

1

2
3

8 10
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28H1 LOQ =
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S/N=19

Without the FAIMS Pro Duo 
インターフェース

With the FAIMS Pro Duo 
インターフェース CV=-48V
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NL:3.27e2

• マトリックス： ラット血漿

• 32倍のLOQの改善

LOQ =
1600 ng/mL
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Compensation Voltage（CV）の選択
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FAIMSに期待する効果／Propranolol

Solvent

1 pg/mL

2 pg/mL

FAIMS なし FAIMS あり

1 – 50000 pg/mL5 – 50000 pg/mL

高感度化およびダイナミックレンジの拡大
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ウマ尿サンプル中のペプチド検出／Hexarelin（m/z 444, 2z）

Q3 129

Q3 84

Q3 742

FAIMS なし

分解能 0.7

FAIMS なし

分解能 2.0

FAIMS あり

分解能 0.7

FAIMS あり

分解能 2.0

データ提供元：公益財団法人 競走馬理化学研究所さま
研究用にのみ使用できます。診断用には使用いただけません。このプレゼンテーションの無断複製・配布は固く禁じられています。© Thermo Fisher Scientific [2024]17



Hexarelin／ショルダーピークとの分離

CV -23

CV -9

左図の

Overlay

データ提供元：公益財団法人 競走馬理化学研究所さま
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ウマ尿サンプル中のジペプチド検出／TB-500 M5（m/z 302, 1z）

Q3 128

Q3 147

Q3 156

FAIMS なし

分解能 0.7

FAIMS なし

分解能 2.0

FAIMS あり

分解能 0.7

FAIMS あり

分解能 2.0

データ提供元：公益財団法人 競走馬理化学研究所さま研究用にのみ使用できます。診断用には使用いただけません。このプレゼンテーションの無断複製・配布は固く禁じられています。© Thermo Fisher Scientific [2024]19
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• Cyclorasine9A5（環状ペプチド）の分析メソッド構築※）

• 細孔径1500 Åのポリマー樹脂を担体としたカラムとギ酸系移動相の使用

• システムへの残存を抑えるためのグラジエントの工夫

• 回収率およびインジェクションボリュームを考慮した前処理溶媒の選択

• 最適な価数の選択のためのイオンソース最適化時における各価数のモニター

• FAIMS Pro Duo インターフェースを用いたメソッド構築における利点
• 特異性向上による感度（S/N）向上

• 特異性は低いが強度の高いイオン（インモニウムイオンなど）の利用や分解能を広げることによる感度向上

• 夾雑やショルダーピーク排除による前処理やLC条件の簡略化、選択できる確認イオンの拡充

• 高分解能MSによるSurvivor-SIMメソッドの活用

※） AMED創薬基盤推進研究事業の課題である国立医薬品食品衛生研究所が主導する研究班「革新的医薬品開発のための次世代安全性評価法の開発・標準化と基盤データ取得」に参画させていただき、

齊藤公亮先生ご主導のペプチド医薬品 バイオアナリシス研究班のサブトラックA1に参画してデータ取得させていただいた内容になります。
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精密質量分子式ノミナル質量※

27.9949CO28

28.0061N228

28.0313C2H428

1H :   1.0078 Da
12C : 12.0000 Da
14N : 14.0031 Da
16O : 15.9949 Da

高分解能MSとは
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1H :   1 Da
12C : 12 Da
14N : 14 Da
16O : 16 Da

※ノミナル質量：各元素について、それぞれ天然存在比が最大の同位体の質量に最も近い整数値を用いて計算した質量（マススペクトロメトリー関係用語集より）
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フラグメンテーションによる感度ロス
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プロダクトイオンの測定 ⇒ 選択性：向上、絶対感度：減少

23 研究用にのみ使用できます。診断用には使用いただけません。このプレゼンテーションの無断複製・配布は固く禁じられています。© Thermo Fisher Scientific [2024]



Survivor-SIM／SIMの選択性を向上させる手法

四重極マスフィルターC-trap

Survivor-SIMSurvivor-SIM

• （開裂しにくいイオンに対して）夾雑イオンのみを開裂させ選択性を向上

赤と黄色のイオンの
m/zが非常に近接

24

※メソッドはtMSMS（PRM）
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HRAM-Survivor-SIM

Survivor-SIM／環状ペプチド

HRAM-SIMHRAM-SIM
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環状ペプチド

マスクロマトグラム マススペクトル マスクロマトグラム マススペクトル
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• Cyclorasine9A5（環状ペプチド）の分析メソッド構築※）

• 細孔径1500Åのポリマー樹脂を担体としたカラムとギ酸系移動相の使用

• システムへの残存を抑えるためのグラジエントの工夫

• 回収率およびインジェクションボリュームを考慮した前処理溶媒の選択

• 最適な価数の選択のためのイオンソース最適化時における各価数のモニター

• FAIMS Pro Duo インターフェースを用いたメソッド構築における利点
• 特異性向上による感度（S/N）向上

• 特異性は低いが強度の高いイオン（インモニウムイオンなど）の利用や分解能を広げることによる感度向上

• 夾雑やショルダーピーク排除による前処理やLC条件の簡略化、選択できる確認イオンの拡充

• 高分解能MSによるSurvivor-SIMメソッドの活用

• 高分解能MSはフラグメンテーションに不向きな化合物と相性がよく高感度化が期待できる

• フラグメンテーションされにくい環状ペプチドなどでは、Survivor-SIMメソッドの活用で特異性の向上が期待できる

まとめ

※） AMED創薬基盤推進研究事業の課題である国立医薬品食品衛生研究所が主導する研究班「革新的医薬品開発のための次世代安全性評価法の開発・標準化と基盤データ取得」に参画させていただ

き、齊藤公亮先生ご主導のペプチド医薬品 バイオアナリシス研究班のサブトラックA1に参画してデータ取得させていただいた内容になります。
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