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研究成果の概要（和文）：免疫複合体よりLC(液体クロマトグラフィー)を用いずに抗原（ペプチド・たんぱく
質）を分離し測定する質量分析前処理法を検討した。具体的には変性処理、限外ろ過を行い抗原を分離した。 
比較的夾雑物に強いMALDI-MS(マトリックス支援レーザー脱離イオン化法による質量分析)を用いても理想的条件
を外れると検出データには十分な再現性を得る事が困難であった。 
　さらにより広く腫瘍分泌物、肝疾患マーカー、ビタミンD代謝物等につき質量分析研究を行い査読論文を発表
した。血液培養検体の細菌同定検査におけるMALDI-MSでは特殊なポリマーを用いる事でＬＣによらない前処理法
によって臨床検査レベルの良好な成績を得た。

研究成果の概要（英文）：Pretreatment methods for mass spectrometry to separate and measure antigen 
(peptide / protein) from immunocomplex without LC (liquid chromatography) was studied. Specifically,
 denaturation treatment and ultrafiltration were carried out to separate antigens. Even if MALDI-MS 
(mass spectrometry by matrix assisted laser desorption / ionization method) ,which is relatively 
resistant to contaminants in samples is used, it is difficult to obtain sufficient reproducibility 
for detection data when deviating from the ideal condition.
We further conducted mass spectrometry research on tumor secretion, liver disease marker, vitamin D 
metabolite etc. and published peer reviewed studies. In MALDI - MS in the bacterial identification 
test of blood culture specimens, good results of clinical examination level were obtained by 
pretreatment method not dependent on LC by using special polymer.

研究分野：臨床検査
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者らは、これまで汎 Apolipoprotein 
E(ApoE)抗体による免疫沈降で得られた免疫
複合体からＬＣ（液体クロマトグラフィー）
で抗原である ApoE を分離する、いわゆる
Immuno-MS で血清 ApoE のほぼ全長がリ
シーケンス可能であり、従来のジェノタイピ
ングと同等の情報が得られる DNA-free な
セロタイピングに応用できることを示してき
た。この研究成果の次のステップとして、質
量分析技術を検出系とすることでイムノアッ
セイに、それ単独では容易でない機能性（厳
密な定量性・特異性、高感度化、アイソフォー
ム・タイピングなど）を加えた新たな検査法
を確立することを目指した。 
 
２．研究の目的 
克服すべきポイントは免疫複合体に、いかに
適切・簡便な処理を行って抗原を分離し質量
分析に持ち込むかという点である。本研究は、
Immuno-MS の臨床検査応用に必須であり、
広汎なイムノアッセイの Immuno-MS 化を
可能とするＬＣに依存しない簡便な
免疫複合体の質量分析(MS)前処理法
の確立を研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
既存のイムノアッセイに組み合わ

せ Immuno-MS 化することを念頭に「免
疫複合体の MS 前処理」法の開発を試
みた。研究代表者らは病院検査部に所
属し臨床検査、臨床研究での経験から
臨床検査レベルのイムノアッセイ試
薬の性能の良さ（ＬＣへの非依存性・
簡便な操作・抗体の優秀性を含む）や
操作を熟知していることから、まずは
臨床検査レベルのイムノアッセイ試
薬を用いてＬＣに依存しない「免疫複
合体の MS 前処理」法の開発に取り組
んだ。つまり、既存のイムノアッセイに容易
に組み合わせる事の出来る MS 前処理法の確
立を試みた。取り組みに用いる検体には臨床
検査化に直結できるよう臨床検体（血清・血
漿・全血・尿・脳脊髄液等）を用いた。さらに
研究的なレベルのイムノアッセイや
ポリクローナル抗体について本法と
質量分析計を組み合わせ、良好な感
度・測定対象への特異性・定量性を備
えた Immuno-MS として質の良い測定
を多数の項目で可能とし、臨床研究
を支える基盤技術とすることを狙っ
た。 
 
４．研究成果 
（１） 
本研究においては、免疫複合体より
測定対象系である抗原（ペプチド・た
んぱく質）をＬＣに依存せず簡便に
分離する方法の確立を狙った。既存
のイムノアッセイは定量を目的とし

たものが多く、既存の検出系（濁度計など）で
明確に検出するため、免疫複合体中の抗原と
抗体の質量比は大きく抗体側に傾いている。
したがって単純に免疫複合体を質量分析の対
象としても、観察されるのは抗体由来の部分
が大半を占めると思われ、やはり適切・簡便
な前処理を行って抗体成分を減少させること
が重要と考えられた。 
 申請時には低濃度の SDS と加熱により抗体
を変性させ、その後、限外ろ過で高分子量の
抗体を除去できる可能性を示した。繰り返し
実験を行うと、除去できることが多いものの、
無視できない回数で除去に失敗し、再現性が
悪いことが判明した。したがってこれも申請
時に述べたとおり、抗体を固相化する方法に
切り替えることで再現性および除去効率の改
善に取り組んだが、改善は乏しかった。 
 数々の方法にチャレンジした結果、結局も
っとも再現性良く除去が見込める方法は、輸
血検査で用いられている方法にヒントを得た、
酸で免疫複合体を処理した上で限外ろ過を行
う方法であった（図１）。 

（図１） 
抗体成分を完璧に除去できるとまではいかな
いものの、処理前の免疫複合体では大きく抗
体側に傾いている抗原と抗体の質量比を、こ
の比較的簡便な処理により再現良く大幅に改
善する事が可能であった（図２、図３）。 

（図２）  



（図３） 
 100%純粋な抗原が得られなくとも、精密測
量を観測するという質量分析計の特性から、
この程度の粗精製物でも質量分析で解析対象
にした。しかしながら、比較的夾雑物に強い
といわれている MALDI-MS(マトリックス支援
レーザー脱離イオン化法による質量分析)を
用いても、理想的条件では測定対象の質量分
析が可能なものの、条件を振るとデータが不
安定で十分な再現性を得る事が困難であっ
た。ペプチド（あるいはタンパク質）免疫複
合体の質量分析前処理法としては既に実績の
あるＬＣ（液体クロマトグラフ）が、やはり
手堅い手法であると結論せざるをえなかっ
た。  
 
  一方、免疫複合体よりの精製物を質量分析
の対象とするだけでは無く、より広く腫瘍分
泌物、肝疾患マーカー、神経難病（平山病）、
ビタミン D 代謝物について質量分析研究を行
った。ビタミンＤについては、本邦において
類例のほとんどない大規模他施設共同研究で
中心的な役割を果たし、日本人における血中
濃度分布の報告を行った。MALDI-MS について
は、細菌同定検査においては特殊なポリマー
を用いる事で簡易な質量分析前処理法によっ
て臨床検査レベルの成績が得られることを示
しており、100%本申請の目的に一致するわけ
ではないが、質量分析前処理の分野で、ＬＣ
に依存せず解析精度を大きく向上させる手法
の開発を行い、類似した目的の達成に貢献し
ている。 
 述べた通り、血液たんぱく質の質量分析前
処理法として今回、検討した抗体単独よりも
LC を単独・または抗体などと併用する前処理
法が最も現実的ではある。しかしながら上記
の通りポリマーのような新素材により LC を
代替する簡便な前処理法開発は、アンビエン
トイオン化法の登場により質量分析そのもの
の操作の簡便化が進む現在、なお技術開発の
焦点であり続けると思われる。 
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