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研究成果の概要（和文）：キャピラリー電気泳動-タンデム質量分析法を組合わせ、多検体処理に適した簡便・迅速な
抗体医薬の精密測定法の構築を行った。Fab由来のペプチドを分離定量するための、測定条件 (緩衝液 pH、濃度、イオ
ン化電圧及び温度) の最適化を行った。続いて、3個のペプチドについてMultiple Reaction Monitoring法で定量性を
確認したところ、1個のペプチドが濃度依存的なピークの増加を示し、サロゲートペプチドとして有望であることがわ
かった。すでに開発している TNF-アルファ;固定化磁気ビーズを用いることで前処理・測定のいずれの段階でも選択性
が向上し、高精度な分析法になると予想される。

研究成果の概要（英文）：We developed capillary electrophoresis-tandem mass spectrometry for determination 
of monoclonal antibody drug in human plasma.  In order to selectively determine the Fab peptides derived f
rom the drug after digestion, measurement parameters were optimized.  Three peptides were selected and wer
e determined if these were useful to monitor as a surrogate peptide.  As a result, the MS signal from one 
peptide was found to increase as the concentration of antibody drug increased.  The combination of this me
thod with the magnetic beads immobilized with TNF-alpha will improved the selectivity for the determinatio
n of the antibody drug.
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１．研究開始当初の背景 
抗体医薬 (mAb) は最も盛んに開発が行わ

れている医薬品群の一つである。その背景と
しては、ヒト化抗体などの抗体製造技術が完
成し、医薬品開発の標的となる疾患関連遺伝
子およびタンパク質が解明され、site-specific 
な治療が可能となった点が挙げられる。既存
の化学合成医薬品では治療が困難な疾病に
おいて標準的治療薬となりつつある  mAb 
も出現し、今後の更なる増加は必至である。
一方、従来の医薬品では血中濃度を測定し、
薬効評価および副作用回避に役立てるのが
一般的であるのに対し、mAb の血中濃度測
定は臨床上ほとんど行われない。しかし、
mAb は組織移行や消失速度が遅いといった
薬物動態的特徴があり、特に抗体の分解抑制
に関与する neonatal Fc receptor が mAb の
血中半減期の長期化に寄与する点からも薬
物動態の大きな個人差が予想される。事実、
mAb を同量投与された患者間で血中濃度に
差があり、濃度が比較的高い患者では寛解お
よび Good Response が得られやすいとの報
告もある。このように血中濃度と薬効との関
係に注目が集まりつつあり、mAb の血中濃
度測定の需要が今後増えるとされている。 
 既存の mAb 測定法は、免疫学的測定法と、
高速液体クロマトグラフィー-タンデム質量
分析(HPLC-MS/MS) 法に大別される [3]。免
疫学的測定法は簡便・迅速測定が可能な反面、
内在性タンパク質が抗原抗体反応に干渉し、
測定の正確さが失われる場合がある。一方、
HPLC-MS/MS 法は血中の mAb をトリプシ
ン消化して得られるペプチドのうち、可変領
域 [Fab] 由来のペプチドを分離定量する。し
かし、酵素消化に 6 時間以上かかる、血中
全タンパク質由来のペプチドが存在し試料
成分が複雑となる、HPLC では迅速分離が難
しい、測定する Fab 由来のペプチドを mAb 
ごとにバイオインフォマティクス的手法で
決定するなど、多検体処理に不向きな面が多
い。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、簡便かつ高選択的な前

処理操作と、圧倒的な分離能を有するキャピ
ラ リ ー 電 気 泳 動 - タ ン デ ム 質 量 分 析 
(CE-MS/MS) 法を組合わせ、多検体処理に適
した簡便・迅速な mAb の精密測定法の構築
を目指す。具体的には、抗 mAb 抗体を固定
化した磁気ビーズにより血中の mAb を選
択的に捕集し、パパイン・トリプシン消化に
より得た mAb の定常領域 (Fc) 由来の複数
のペプチドを、CE-MS/MS で分離定量する 
(右図)。本法の特長は、1) mAb を選択的に捕
集・消化することで、測定試料の成分組成を
単純化、2) 捕集後のパパイン消化で、mAb の 
Fc 由来ペプチドを選択的に獲得、3) マイク

ロ波等を利用することで、酵素消化時間を大
幅に短縮 (6 時間以上 → 20 分以内)、4) Fc 
は各 mAb に共通しており、同一の Fc 由来
ペプチドを定量することでいずれの  mAb 
の血中濃度測定も可能、といった点にある。
HPLC-MS/MS 法では、膨大な数の血中タン
パク消化物が存在する試料中の Fab を測定
するのに対し、本法では新たに考案した前処
理法により mAb を選択的に捕集・消化する
ことで、比較的単純な成分組成の試料中の 
Fc 由来ペプチドを定量する。また、本法は
CE を分離法として採用している。CE は 
HPLC よりもペプチド分離に優れ、HPLC に
比べ 10 倍以上分離能が高く、生体成分の迅
速分離が可能である。加えて、本法では前処
理操作により夾雑成分が大幅に低減されて
いるため、CE による分離時間を秒単位にま
で短縮できると考えている。なお、抗 mAb 
抗体の外部委託作製費は高額であるが、抗 
mAb 抗体を固定化した磁気ビーズは 1 回の
測定にわずかしか使用しない。よって、本法
の最終的な測定費用は約 500 円/1 検体を見積
もっている。 
応募者は CE を基盤に生体成分および薬

物を数分以内で分離分析できる手法をこれ
まで数多く開発し (研究業績参照)、CE の高
い分離能を証明してきた。また、血清中の抗
原-抗体複合体を選択的に捕集し、LC-MS/MS
で抗原を一斉同定する新規プロテオーム解
析法を開発し、関節リウマチに特異的な抗原
を同定している。以上の研究成果と経験が本
研究着想の下地となっている。 
 
３．研究の方法 
本研究ではまず、(1) mAb の Fc 由来ペプ

チドの分離・検出条件を最適化し、CE-MS/MS 
による一斉分析を実現する。次に、(2) 血液
中から mAb を選択的に捕集できる抗 mAb 
抗体固定化磁気ビーズを調製し、mAb の Fc 
由来ペプチドが検出されるか否かを検証す
ることで、選択性を確認する。それと同時に、
マイクロ波照射等による酵素消化時間の大
幅短縮について検討する。 
引き続き、(3) モデル mAb (インフリキシ

マブ、キメラ型抗体) 投与患者の血中濃度測
定を行い、本法の実用性を検証するとともに、
血中濃度と臨床医による効果判定結果とを
比較し、有効血中濃度域の有無を調査する。
(4) インフリキシマブとは異なる mAb (キメ
ラ型抗体、ヒト化抗体およびヒト抗体) につ
いても投与患者の血中濃度測定を行い、全タ
イプの mAb で実用性を評価する。 
 
４．研究成果 
平成24年度はまずmAb の Fc 由来ペプチ

ドを分離定量するための、LC-MS/MS 条件 



(LC 条件：緩衝液 pH 及び濃度；MS/MS 条
件：イオン化電圧及び温度) の最適化を行っ
た。続いて、前処理法 (選択的な mAb 捕集・
酵素消化) を確立する目的で、モデル mAb 
として、関節リウマチ治療薬インフリキシマ
ブを用いた。インフリキシマブのターゲット
である TNF-を、最も高い固定化効率が得ら
れている文献をもとに磁気ビーズへ固定化
した。次に、磁気ビーズによるインフリキシ
マブ捕集後にトリプシン消化を行い、インフ
リキシマブの Fc 由来ペプチドが検出され
るか確認した。具体的には、インフリキシマ
ブ非添加・添加血清をそれぞれ処理し、添加
血清でのみ Fc 由来ペプチドが同定・検出さ
れるか調べたところ、該当するペプチドは検
出されなかった。そこで、各 mAb に共通す
る Fc ではなく、固有のアミノ酸配列に関す
る情報を現在収集しており、これらにターゲ
ットを絞った MRM 分析にて定量を行うため
の予備検討を行った。また、トリプシン消化
の最適化のモデル実験を行い、マイクロ波を
利用することで高効率な消化が達成される
ことを明らかにした。 
前年度の結果を受け、平成 25 年度はまず、

文献から取得したインフリキシマブの配列
情報とヒトタンパク質データベースをもと
に、mAb に固有の Fab 由来ペプチドを 3 個選
別した。次に Fab 由来のペプチドを分離定量
するための、LC-MS/MS 条件 (LC 条件：緩
衝液 pH 及び濃度；MS/MS 条件：イオン化
電圧及び温度) の最適化を改めて行った。続
いて、3 個のペプチドについて Multiple 
Reaction Monitoring 法で定量性を確認したと
ころ、1 個のペプチドが濃度依存的なピーク
の増加を示し、サロゲートペプチドとして有
望であることがわかった。前年度に開発した 
TNF-固定化磁気ビーズを用いることで前処
理・測定のいずれの段階でも選択性が向上し、
高精度な分析法になると予想される。さらに
現在インフリキシマブ投与患者の臨床検体
を収集中であり、治療開始・著効・効果減弱
と血中インフリキシマブ濃度の関連性を調
べる予定である。 
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