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研究成果の概要（和文）：近年，抗体医薬の使用が進むにつれ，臨床現場における有効治療域濃度の維持や投与計画の
設定，適正使用などのための血中薬物濃度分析の必要性が高まっている。我々は，アフィニティー精製と高温逆相LC（
HT-RPLC）-蛍光検出を組み合わせた抗体医薬の新規血漿薬物濃度分析法を開発した。我々の分析法は従来法と比べ，簡
便かつ高感度，高精度な血中抗体医薬分析法であり，従来のELISA法やトリプシン消化-LC-MS/MS法に代替しうるポテン
シャルを秘めており，製薬現場，臨床現場等での利用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a simple, sensitive, accurate, and rapid analytical 
method for detecting therapeutic monoclonal antibodies in plasma samples using immunoaffinity 
purification e HT-RPLC with fluorescence detection. We successfully applied both methods to the 
bioanalyses of plasma samples obtained from cancer and RA patients who were administered each drug. The 
methods described here are applicable for planning
optimal therapeutic programs, and also for the evaluation of biological equivalencies in the development 
of biosimilars.

研究分野：物理系薬学

キーワード： 抗体医薬　HPLC分析
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１．研究開始当初の背景 
 近年，抗体医薬の使用が進むにつれ，臨床
現場における有効治療域濃度の維持や投与
計画の設定，適正使用などのための血中薬物
濃度分析の必要性が高まっている。現在，抗
体医薬の血中薬物濃度分析には，主に ELISA
法が用いられている。ELISAは高感度かつハ
イスループットな分析を可能とするが，交叉
反応の可能性や分析精度に問題がある場合
も多い。そのため，ELISAの測定結果を補完
する特異性かつ信頼性の高い分析法の開発
が望まれている。 
 
２．研究の目的 
抗体医薬品に対する新規血中薬物濃度分
析法を開発する。1 つは，改良したトリプシ
ン消化-LC-MS/MS法であり，もう 1つは IgG
に選択的な LC 分離を実現する高温逆相 LC
を利用する。開発した分析法について分析バ
リデーションを実施し，各手法の有用性を実
証する。更に臨床分析への適用として，抗ガ
ン剤および関節リウマチ治療薬投与患者の
血中薬物濃度分析を行う。解析結果を各種診
断マーカーの測定結果と照合し，治療効果の
判定に役立てる。 
 
３．研究の方法 
平成 25年度 
従来法の問題点を克服した簡便かつ迅速
なトリプシン消化 LC-MS/MS による抗体医
薬品の新規血漿中薬物濃度分析法を開発し
た。本法ではトリプシン固定化モノリススピ
ンカラムを用いることで，トリプシン消化処
理の簡便化と時間短縮を図った。また，
MAYI-ODS カラムを分析カラムの前に配置
することで，固相抽出操作のステップを省き，
タンパク質や塩などの夾雑成分によるペプ
チド定量妨害の低減を図った。 
 
平成 26年度 
イムノアフィニティー精製-高温逆相LC法
を構築した。本法では，特異的抗体を修飾し
たアフィニティー磁気ビーズにより，IgG が
多量に存在する血液試料の中から抗体医薬
のみを選択的に捕集する。捕集した抗体医薬
を IgGに対して高い分離と感度が期待できる
高温逆相 LC-蛍光検出により分析することで，
血漿中薬物濃度分析に十分な感度で分析可
能となる。 
 
平成 27年度 
 昨年度開発した分析法は，臨床分析に十分
な感度を有していたが，微量血液試料での分
析や，低用量投与が予想される次世代型抗体
医薬分析に適用するには，更なる高感度検出
化が要求される。そこで，検出感度の向上に
関する検討を行った。 
 
４．研究成果 
平成 25年度 

対象医薬品には，関節リウマチ治療薬であ
る tocilizumab，抗ガン剤である bevacizumab
および cetuximab を用いた。本法は，分析バ
リデーションの構築後，関節リウマチ患者血
漿中の tocilizumab濃度分析に適用し，各種疾
患マーカーとの比較による治療効果判定に
適用できた。 
 
平成 26年度 
アフィニティー精製の迅速化と回収率向
上を期待して，直径約 2.8 μmの磁気微粒子を
アフィニティー精製用担体として使用した。
抗体医薬品には bevacizumabおよび infliximab
を使用した。作製したアフィニティービーズ
により，ヒト血漿中から抗体医薬のみを選択
的に捕集することができ，確立した高温逆相
LC 条件により，血漿成分の妨害を受けるこ
となく抗体医薬品を 15 分以内に分析可能で
あった。また，分析バリデーションを実施し
たところ，1-20 μg/mLの範囲において優れた
定量性，精度が得られた。本法は LC-MS/MS
を用いずとも十分な感度で簡便に血中薬物
濃度分析が可能となることから，臨床現場で
の利用も期待できる。 
 
平成 27年度 
 検出感度向上のための具体的な施策とし
て，(1) o-phthalaldehyde と 2-mercaptoethanol
によるポストカラム蛍光誘導体化，(2) ヒト
IgG の Fc 部位と特異的に結合する Zenon 
Human IgG labeling kitによる蛍光標識法につ
いて検討した。その結果，前者では，ポスト
カラム蛍光誘導体化条件の最適化により，高
温逆相 LC 分析において自然蛍光検出よりも
2 倍以上の高感度化を達成した。後者では，
SEC 分析において抗体医薬との蛍光性複合
体の生成が確認され，自然蛍光検出よりも 10
倍以上の高感度化を達成した。 
以上，これら研究成果により，簡便かつ，
高感度，高精度な血中抗体医薬分析法を確立
することができた。本法は ELISA法やトリプ
シン消化-LC-MS/MS 法に代替するポテンシ
ャルを秘めており，製薬現場，臨床現場での
利用が期待できる。 
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