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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、患者宅での乾燥血液スポット（DBS）採取に基づく来院不要なキナー
ゼ阻害薬（KI）の同時定量系の構築を目的とした。まず、普通郵便によるDBS検体の郵送中に遭遇する環境条件
に関する情報が不足していたため、DBS検体の郵送に使用される封筒内の温度と相対湿度を明らかにした。次
に、造血器腫瘍治療に用いられるBCR-ABLおよびブルトン型チロシンキナーゼ阻害薬（TKI）の血漿、乾燥血漿ス
ポット（DPS）およびDBS中薬物濃度一斉分析法を構築した。また、肺がん治療に用いられる8種のTKIについて、
血清中濃度一斉分析法を構築した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to develop methods for simultaneous determination of kinase
 inhibitors using dried blood spot sampling at patients' homes. Due to the lack of data on the 
environmental conditions encountered during the transportation of DBS samples by regular mail, the 
temperature and relative humidity in the envelopes used to transport DBS specimens were determined. 
Simultaneous measurement methods were developed and validated for BCR-ABL tyrosin kinase inhibitors 
(TKIs) and Bruton's TKI in plasma, dried plasma spots, and DBS. In addition, a simultaneous 
measurement method for 8 TKIs used for treating lung cancer in serum was developed and validated.

研究分野： 臨床薬物動態学、臨床薬理学

キーワード： dried blood spot　dried plasma spot　TDM　分子標的薬　キナーゼ阻害薬　LC-MS/MS

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
普通郵便で郵送されるDBS検体について、郵送中の環境条件を想定した安定性試験実施に必要な温度・湿度条件
を提示することができた。造血器腫瘍治療に用いられるKIについて、様々な試料中の薬物濃度一斉分析条件を確
立した。特に、血液/血漿検体は低温で検査機関まで輸送する必要があるのに対し、DPSやDBSは普通郵便で郵送
が可能であるため、検体輸送コストの低減が期待できる。また、薬物濃度測定機関の集約化が容易になるため、
本研究の成果は施設間誤差を含まないデータに基づく大規模な母集団薬物動態解析や多施設共同研究の推進にも
寄与するものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 様々な癌腫の治療薬であるキナーゼ阻害薬（KI）について、治療薬物モニタリング（TDM）に
基づく投与設計の個別化が有用と考えられている 1。しかし、日本人 KI 服用患者における治療
濃度域に関する情報は不足している。さらに、日常診療で KI服用患者に対して TDM を実践する
ためには前向き臨床試験の実施など更なる知見の蓄積が望まれる。一部の KI の定常状態におけ
る血漿中トラフ濃度測定には、液体クロマトグラフ－タンデム型質量分析計（LC-MS/MS）を用い
た高感度な血中濃度測定系が必要である。しかし、本邦のほとんどの医療機関には LC-MS/MS が
導入されていないことから、自施設内での KI濃度測定が困難である。このことが、日本人 KI 服
用患者における TDM 研究推進の障害の 1つであると考えられる。 
 新たな TDM 用血液検体として dried blood spots（DBS）が注目されている 2,3。糖尿病患者の
自己血糖測定で頻用されている自己指先穿刺法で得られた毛細血管血を用いることで、患者宅
でも薬物濃度測定用の DBS が作成可能である。また、DBS は一般に普通郵便で郵送できるため、
患者宅で作成した DBS を検体として来院不要な TDM 体制が構築可能であると期待される。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、KIを(1)造血器腫瘍に用いられる 6種の KI ならびに(2)肺がん治療に用いら
れる 8種の KIに分類し、血漿/血清、dried plasma spots (DPS)および DBS 中の薬物濃度測定
系を確立することを目的とした。また、最終的に構築を目指す来院不要な TDM 体制において、
DBS は普通郵便で郵送予定である。しかし、日本国内で普通郵便の郵送中に郵便物が曝される環
境条件（温度および相対湿度）に関するデータがなく、DBS 中の薬物安定性試験の実施に必要な
情報が不足していた。このため、高温多湿な夏季に普通郵便で郵送中の DBS 検体が曝される環境
条件についてデータを収集し、DBS 中の薬物安定性試験実施に必要な条件を検討した。 
 
 
３．研究の方法 
(1)普通郵便郵送中の封筒内温度ならびに湿度のモニタリング 
 ジップロック袋に温度・湿度データロガー、乾燥剤、湿度インジケーターを封入した後、定型
サイズの封筒またはレターパックにて①札幌-筑波間、②札幌-鹿児島間で、普通郵便によるデー
タロガーの授受を行った。ジップロック袋には、ガス透過性のある LZ-10 およびガス透過性のな
い AL-10 の 2 種類を用いた。本検討は 2018 年の 7 月～8 月にかけて実施した。外気温が封筒内
の温度に及ぼす影響を検討するため、関連データを気象庁のホームページからダウンロードし、
外気温と封筒内の温度差を計算した。 
 
(2)生体試料中 KI濃度一斉分析法の確立 
①造血器腫瘍治療に用いられる BCR-ABL およびブルトン型チロシンキナーゼ（TKIs）と 
それらの活性代謝物 3種を対象とした血漿中濃度一斉分析法の確立 
 測定対象化合物は、日本国内で臨床使用が可能な 5種の BCR-ABL TKIs（イマチニブ、ダサチ
ニブ、ニロチニブ、ボスチニブおよびポナチニブ）、ブルトン型 TKI であるイブルチニブに加え
て、親化合物よりも半減期が長い活性代謝物である N-脱メチルイマチニブ（N-DI）、N-脱メチル
ポナチニブ（N-DP）ならびにジヒドロジオールイブルチニブ（DHI）とした。150 μL の血漿を
検体としたLC-MS/MSによる9種化合物の同時分析条件を構築した。分析法のバリデーションは、
欧米の規制当局の基準に従った。開発した分析法を用いて、BCR-ABL TKIs またはイブルチニブ
を服用中の患者から得られた血漿中薬物濃度を分析することで、分析法の臨床応用性について
評価した。 
 
②BCR-ABL およびブルトン型 TKIs を対象とした DPS 中濃度一斉分析法の確立 
 ①で対象とした化合物のうち 5種の BCR-ABL TKIs とイブルチニブの計 6種の化合物を測定対
象とした。血漿を 20 μLずつ Whatman 903 protein saver card（Whatman 903）にスポットし、
室温で 3 時間以上風乾することで DPS を作成した。 
2 spots の DPS（40 μLの血漿に相当）から化合物を抽出し、LC-MS/MS により定量した。 

定量法のバリデーションは、欧米の規制当局の基準に従った。また、室温、冷凍庫内での長期保
存に加え、(1)で得られた知見に基づき、ジップロック袋（AL-10）に乾燥剤と Whatman 903、湿
度インジケーターを封入した後、郵送条件を想定した 40℃、相対湿度 90%における 24、48、72
時間後の薬物安定性を確認した。開発した分析法を患者検体の分析に用いた。 
 
 

  



③肺がん治療に用いられる上皮細胞増殖因子受容体（EGFR）TKIs および未分化リンパ腫 
キナーゼ（ALK）阻害薬の血清中濃度一斉分析法の確立 
 肺がん治療に用いられる 5種の EGFR-TKIs（ゲフィチニブ、エルロチニブ、アファチニブ、オ
シメルチニブおよびダコミチニブ）ならびに 3種の ALK 阻害薬（セリチニブ、クリゾチニブおよ
びアレクチニブ）を測定対象とした。100 μLの血清を検体とした LC-MS/MS による一斉分析法
を構築した。分析法のバリデーションは、欧米の規制当局の基準に従った。開発した分析法を用
いて、ゲフィチニブ、エルロチニブ、アファチニブ、オシメルチニブおよびアレクチニブ服用患
者の血清中濃度を測定し、臨床応用性を検討した。 
 
④BCR-ABL およびブルトン型 TKIs を対象とした DBS 中濃度一斉分析法の確立 
 ②と同じ 6種の化合物を測定対象とした。EDTA-2K 含有採血管に採取された静脈血を、マイク
ロピペットで 40 μLずつ Whatman 903 にスポット後、室温で 3時間以上風乾して DBS を作成し
た。検量線作成ならびに quality control 用 DBS は、ヘマトクリット値を 0.40 に調整した溶血
していない健常成人由来の静脈血を用いて作成した。 
 分析法のバリデーションは、欧米の規制当局の基準に加え、国際 TDM 学会の示すガイドライン
4に従った。(1)で得られた知見に基づき、ジップロック袋（AL-10）に乾燥剤と Whatman 903、湿
度インジケーターを封入した後、郵送条件を想定した 40℃、相対湿度 90%における 24、48、72
時間後の薬物安定性を確認した。また、ヘマトクリット値が 0.20、0.30 および 0.50 となる血液
を調製し、ヘマトクリット値が定量結果の真度と精度に及ぼす影響を評価した。 
開発した分析法を患者検体の分析に用いた（図 1）。患者から得られた静脈血のうち、DBS 作成

後の残余血液から血漿画分を分離し、血漿中濃度の測定に用いた。得られた DBS 中濃度と血漿中
濃度の関係性を解析し、(a) 重みづけ Deming 回帰分析および(b) 平均血漿中濃度と平均 DBS 中
濃度の比で表される補正係数（correction factor, CF）を用いるアプローチにより、DBS 中濃
度に基づく血漿中濃度の予測式を導出し、その予測精度について評価した。 

図 1 DBS による患者検体の分析と重みづけ Deming 回帰分析による血漿中濃度予測式の導出 
 
 
４．研究成果 
(1)普通郵便郵送中の封筒内温度ならびに湿度のモニタリング 
 以下の 3点を明らかにした。 
(a) ポスト投函から到着までの間に到達しうる封筒内の最高温度には地域差があり、室温

の上限である 30°Cより高い温度に到達する可能性があること。 
(b) 検体郵送中に到達しうる封筒内温度はおおよそ外気温の±4°Cの範囲であること。 
(c) ジップロック袋のガス透過性の違いが、封筒内部の温度・湿度に及ぼす影響は無視できる 

程度であること。 



以上の結果から、日本国内において普通郵便を介して DBS 検体の授受を行う場合、バリデーシ
ョン時に 40°C、相対湿度 90%の条件下で少なくとも 24 時間程度の安定性試験を実施する必要
があることを示した。 
 
(2)生体試料中 KI濃度一斉分析法の確立 
①造血器腫瘍治療に用いられる BCR-ABL およびブルトン型 TKIs とそれらの活性代謝物 3種を対
象とした血漿中濃度一斉分析法の確立 
 1 測定に要する時間が 7分間の 9種化合物の血漿中濃度一斉分析法を開発した。他の多成分一
斉分析法で頻用されているタンパク沈殿処理では、リン脂質等の夾雑物質の除去が不十分であ
り、分析装置の汚染につながることが欠点であった。一方、夾雑物質の除去に一般的に用いられ
る固相抽出法では、活性化や洗浄工程など煩雑な操作が必要になるという課題があった。そこで、
煩雑な操作が不要な保持液抽出法を前処理に採用することで、精製処理の簡便化を図った。また、
MS/MS 条件を個別にチューニングすることにより、一部化合物の高濃度サンプル分析時の検出器
における飽和現象を回避することに成功した。 
開発した分析法について、欧米の指針に従い、検量線の線形性ならびに真度・精度、キャリー

オーバー、選択性、安定性、回収率およびマトリクス効果について検討し、すべての化合物にお
いてバリデーション基準を満たすことを確認した。各薬剤を服用中の患者から得られた血漿を
検体として薬物濃度を測定した結果、代謝物を含むすべての化合物について、定量が可能であっ
た。以上の結果から、開発した分析法は 6種の KIを服用中の患者を対象とした血漿中濃度分析
に適用可能であることが示された。 
 
②BCR-ABL およびブルトン型 TKIs を対象とした DPS 中濃度一斉分析法の確立 
 1 測定に要する時間が 7 分間の 6 種化合物の DPS 中濃度一斉分析法を開発した。LC-MS/MS 条
件は、①で確立した条件に若干修正を加えた条件とした。DPS からの抽出液を①で用いた保持液
抽出法により精製することで、マトリクス効果の最小化に成功した。 
開発した分析法について、欧米の指針に従い、検量線の線形性ならびに真度・精度、キャリー

オーバー、選択性、安定性、回収率およびマトリクス効果について検討し、すべての化合物にお
いてバリデーション基準を満たすことを確認した。特にイブルチニブは、液状の血漿のまま室温
で保管した際には 24 時間で著しく分解することが知られている 5が、DPS 中では室温で 12 週間
保管後も優れた安定性を示した。すべての KI について、検討した保存条件下で安定であること
が示された。以上の結果から、普通郵便での郵送が定量結果に及ぼす影響は無視できると考えら
れた。 
各薬剤を服用中の患者から得られた血漿で作成した DPS を検体として、薬物濃度を測定した。

全 96 件中 93 件の DPS 中薬物濃度が定量可能であった。定量できなかった 3 件の DPS 検体は、
添付文書に規定の用量の 1/5 のダサチニブを服用中の患者から得られた血漿で作成されていた。
以上の結果から、開発した分析法は対象とした KI について、添付文書に規定の用法・用量で服
用中の患者を対象とした DPS 中濃度分析に適用可能であると考えられた。 
 
③肺がん治療に用いられる EGFR-TKIs および ALK 阻害薬の血清中濃度一斉分析法の確立 
 1 測定に要する時間が 7 分間の 8 種化合物の血清中濃度一斉分析法を開発した。①と同様に、
保持液抽出法を前処理法として採用することで、簡便な前処理操作で適用可能な分析系を確立
した。 
 開発した分析法について、欧米の指針に従い、検量線の線形性ならびに真度・精度、キャリー
オーバー、選択性、安定性、回収率およびマトリクス効果について検討し、すべての化合物にお
いてバリデーション基準を満たすことを確認した。ゲフィチニブ、エルロチニブ、アファチニブ、
オシメルチニブおよびアレクチニブ服用患者の血清中濃度を定量した。すべての化合物につい
て、定量可能であったため、開発した分析法は 5種の KI を服用中の患者を対象とした血清中濃
度分析に適用できると考えられた。しかし、各化合物の測定件数が少ないこと、セリチニブ、ク
リゾチニブおよびダコミチニブについては、患者検体への適用可能性を評価できなかった。この
ため、本定量法の臨床適用に際しては、更なる検証が必要である。 
 
④BCR-ABL およびブルトン型 TKIs を対象とした DBS 中濃度一斉分析法の確立 
 1 測定に要する時間が 7 分間の 6 種化合物の DBS 中濃度一斉分析法を開発した。LC-MS/MS 条
件は、②で確立した条件とした。DBS からの抽出液を保持液抽出法により精製することで、マト
リクス効果の最小化に成功した。 
 開発した分析法について、欧米の指針に従い、検量線の線形性ならびに真度・精度、キャリー
オーバー、選択性、安定性、回収率およびマトリクス効果について検討し、すべての化合物にお
いてバリデーション基準を満たすことを確認した。国際 TDM 学会の示すガイドライン 4に従い、
ヘマトクリット値が測定結果の真度ならびに精度に及ぼす影響を検討した結果、ヘマトクリッ
ト値が 0.20-0.50 の範囲内で有意な影響は認めなかった。 
 



 郵送中の環境条件を想定した 40℃、相対湿度 90%において、すべての化合物は 72 時間後も安
定であった。このことから、普通郵便での検体授受が可能であると考えられた。室温条件下では、
イブルチニブは 8週間、その他の化合物は 12 週間経過時点でも安定であった。以上の結果から、
DBS 検体受領後に室温保管する場合、イブルチニブ服用患者の DBS 検体は作成後 8週間以内に分
析する必要があることを明らかにした。 
 確立した分析法により、患者から得られた DBS 中薬物濃度（n = 96）を測定した結果、低用量
のダサチニブ服用患者から得られた 3 件の検体を除く 93 件で DBS 中薬物濃度を定量できた。イ
ブルチニブ（n = 2）を除く 5種類の BCR-ABL TKIs について、重みづけ Deming 回帰分析を行っ
た。また、平均血漿中濃度と平均 DBS 中濃度の比により CF を算出した。得られた回帰式ならび
に CF を用いて DBS 中濃度から予測した血漿中濃度（EPC）について、median percent predictive 
error (MPPE) および median absolute percent predictive error (MAPE)を用いて予測性能を
評価した（表 1）。いずれの算出法を用いた場合も、同程度の bias および precision を有してい
たが、いずれの薬剤についても少数例での結果であるため、さらに例数を集積して検討する必要
がある。 
 
 

表 1 回帰式および CFで得られた EPC の予測性能 

化合物 n 
回帰式で得られた EPC  CF で得られた EPC 

MPPE (%) MAPE (%)  MPPE (%) MAPE (%) 

ボスチニブ 19 3.8 11.2  4.0 9.7 

ダサチニブ 26 2.5 17.0  −6.0 20.1 

イマチニブ 9 2.3 7.1  1.4 6.4 

ニロチニブ 22 1.5 10.3  3.0 16.4 

ポナチニブ 15 1.1 7.7  0.2 5.4 

MPPE (%) = median 
EPC −  血漿中濃度の実測値

血漿中濃度の実測値
×100 

MAPE (%) = median 
|EPC −  血漿中濃度の実測値|

血漿中濃度の実測値
×100 

 
 
 確立した手法は BCR-ABL およびブルトン型 TKIs を承認用量で服用中の患者から得られた静脈
血で作成した DBS 中の薬物濃度定量に適用可能であることが示された。しかし、DBS 中薬物濃度
に基づく血漿中濃度の予測精度については、更なる検証が必要である。 
次に、確立した手法について、自己指先穿刺により得られる毛細血管血で作成された DBS

（finger-prick DBS）中薬物濃度の定量法への拡張を試みた。ろ紙を使用して finger-prick DBS
を作成する場合、DBS 毎に血液容量が一定しない問題が生じる。このため、一定容量の血液を採
取可能なデバイスである Mitra Clamshell（Neoteryx, USA）を用いて、1スポット当たり 20 μL
の血液からなる finger-prick DBS を作成することとした。現在、自己指先穿刺による採血と
Mitra Clamshellで作成した DBSを検体とした来院不要なTDM体制の構築と実現可能性評価を目
的として、「患者宅で作成した finger-prick DBS を検体とした来院不要な TDM 体制の実現可能
性を検討する臨床試験」（UMIN000045520）を実施中である。 
 
 
【引用文献】 
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