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研究成果の概要（和文）：本研究では，創薬現場，医薬品製造現場，臨床現場での活用を目的とした抗体医薬の
相補性決定領域を特異的に認識する高親和性『抗イディオタイプDNAアプタマー』を計7個獲得し，これらを利用
した(1) 新薬・バイオシミラー開発や臨床現場で利用できる血中薬物濃度分析法，(2) 医薬品製造工程で利用で
きるProcess Analytical Technology（PAT）技術，(3) 治療現場で利用できる簡易診断・コンパニオン診断技術
を開発した。従来の抗体医薬分析の課題であった精度管理，煩雑さ，頑健性課題を克服し，国内外の創薬，医薬
品製造，臨床の現場に新たな価値を提供することができた。

研究成果の概要（英文）：In this research, we have developed seven types of high-affinity "
anti-idiotypic DNA aptamers" that specifically recognize the complementarity-determining regions of 
therapeutic mAbs, and have successfully used them to realize (1) bioanalytical methods for drug 
monitoring in drug development and clinical settings, (2) process analysis technology (PAT) for use 
in the drug manufacturing process, and (3) simple diagnostic methods for point-of-care testing.This 
enables to overcome the problems of "lack of accuracy," "complicated operation," and "low 
robustness" of bioanalysis of therapeutic mAbs, and to provide new value to drug discovery, drug 
manufacturing, and clinical practice in Japan and overseas.

研究分野：分析化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題の遂行により，従来の抗体医薬分析の課題であった精度管理，煩雑さ，頑健性課題を克服し，国内外の創
薬，医薬品製造，臨床の現場に新たな価値を提供することができた。DNAアプタマーは，(1) 配列次第では抗体
以上の親和性が期待できる，(2)自動合成機による化学合成が容易，(3) 高い化学安定性を有する，(4) 均質な
状態で供給可能，などの利点がある。今回開発した抗体医薬やADCに対するアプタマーおよび種々の分析法は，
新規性が高いだけでなく，新薬やバイオシミラー開発期間の効率化，効率的な抗体医薬生産，迅速な薬物治療効
果判定や薬物投与計画策定への貢献が期待できる。

※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 
近年，癌や自己免疫疾患治療などに対する抗体医薬の使用や開発が進み，臨床現場における有
効治療域濃度の評価や投与計画の設定，適正使用を目的とした血中薬物濃度分析の必要性が高
まっている。また，インフリキシマブの特許切れを契機としたバイオシミラー開発競争が熾烈に
なっており，先発品との生物学的同等性評価のための迅速，簡便，高精度な血中薬物濃度分析法
が要求される。さらに低分子薬とは異なり，培養細胞株から産生される抗体医薬は産生細胞株の
ロットの違いや，僅かな培養条件の変化により生成量や構造が大きく変化しうることから，その
製造には極めて繊細な注意が払われ，製造工程の管理・評価における簡易なリアルタイム計測法
が要求される。我々は，抗体医薬 bevacizumabの相補性決定領域（CDR）と特異的に結合する
抗イディオタイプアプタマーを世界で初めて獲得した（特開 2018-027024，Anal. Chem. 91, 
3125–3130 (2019)）。また，本アプタマーを磁気ビーズに固定化したアプタマーアフィニティー
精製により，IgGが多量に含まれる血漿試料から bevacizumabのみを選択的に精製でき定量可
能であることが示され，HPLC フォーマットの実用的なバイオアナリシス法を構築することが
できた（Molecules 24, 857 (2019)）。 
 
２．研究の目的 
本研究では，これまでの研究成果を拡張・発展させ，創薬現場，医薬品製造現場，臨床現場等
での活用を目的として，市販の代表的な抗体医薬の CDRを特異的に認識する『抗イディオタイ
プ DNAアプタマー』を獲得し，これらを利用した(1) 新薬・バイオシミラー開発や臨床現場で
利用できる血中薬物濃度分析法， (2) 医薬品製造工程で利用できる Process Analytical 
Technology（PAT）技術，(3) 治療現場で利用できる簡易診断・コンパニオン診断技術を開発す
る。 
 
３．研究の方法 
1 抗体医薬および ADC に対する抗イディオタイプ DNAアプタマー獲得 
抗体医薬 7種（trastuzumab，infliximab，nivolumab，tocilizumab，rituximab，ramucirumab）
および ADC1 種（trastuzumab emtansine）に対する抗イディオタイプ DNA アプタマーを
SELEX法および新規探索法により探索した。新規探索法では，タンパク質精製用 LC（FPLC）
と超大量 DNAを用いアプタマー候補 DNAの簡便かつ迅速な探索が可能となる。本法は大量の
DNAを必要とするものの従来の SELEX法のように実施者の技量に依存しない汎用性の高い方
法である。次世代シークエンス解析（NGS）により得られた数万種類の配列からの候補配列を絞
り込むためのアルゴリズム（Smart Aptamerなど）の利用，候補配列の抗イディオタイプ性の
評価や，配列改善の指針を得るための in silico 解析フォーマット（HDOCK など）の整備を行
った。 

 
1-1 抗体医薬 Nivolumab に対する高親和性 DNA アプタマーの効率的な探索と獲得したアプタマ
ーの結合能評価 
先に我々は bevacizumabに対する抗イディオタイプ DNAアプタマーを獲得し，これを用いた

bevacizumabの血中薬物濃度測定法を報告してきた。本アプタマーの獲得には，SELEX法と呼
ばれるランダムオリゴ配列による結合スクリーニング法を採用したが，アプタマーの獲得には
長期間を要し，かつその成否は実施者の技量に大きく依存していた。本研究では，抗体医薬
nivolumab を標的医薬とし，FPLC による結合スクリーニングと大量 DNA の利用，NGS，さ
らには最適配列探索アルゴリズム SMART-Aptamerを組み合わせることで，実施者の技量に依
存せず，かつ効率的にアプタマー候補配列を獲得することを目的とした。獲得した候補配列につ
いては Enzyme-Linked Aptamer Assay（ELAA）法による結合親和性評価を行い，最も親和性
と特異性に優れた配列は抗 nivolumab アプタマーとして多検体血中薬物濃度分析へと適用した。 
 
1-2 3種抗体医薬に対する高親和性 DNAアプタマーの効率的な探索とその評価 
抗体医薬 Bevacizumabに対する抗イディオタイプ DNAアプタマーを獲得し，血中薬物濃度
分析へと展開してきた。本アプタマーは SELEX法により獲得したが，結合スクリーニングには
長期間を要し，かつその成否は実施者の技量に大きく依存していた。本研究では FPLC による
結合スクリーニングと大量 DNAの利用，NGS，さらには最適配列探索アルゴリズムを組み合わ
せることで，実施者の技量によらず，かつ効率的に抗体医薬に対するアプタマーを獲得した。 
 
2 抗イディオタイプ DNAアプタマーによるバイオアナリシス法の開発 
2-1 吸着抑制処理を備えた遠心ろ過装置を用いる抗体医薬の高感度 LC分析の開発 
我々は先にアフィニティー精製した抗体医薬を遠心ろ過デバイスにより濃縮し，LC分析を行
う高感度な血中薬物濃度分析法を報告した（Chromatography 39, 21 (2018)）。しかしながら，
ろ過デバイスのハウジング部分への抗体医薬の非特異吸着が認められ，低濃度域での定量性に



課題を有していた。そこで本研究では，生体親和性MPCモノマーによる吸着抑制処理を施した
遠心ろ過デバイスを新たに作製し，このデバイスを用いた抗体医薬 trastuzumabの定量性と感
度に優れた LC 分析法を開発し，アフィニティー精製との併用や LC/TOF-MS 分析への利用を
目指した。 
 
2-2 アプタマーアフィニティー精製と trypsin消化－LC-MS/MSによる抗体医薬 bevacizumabの簡
便かつ高選択的な血中薬物濃度定量法の開発 

Trypsin 消化－LC-MS/MS 法による抗体医薬のバイオアナリシスでは，多量の夾雑物や
IgGを含む血液試料の中から目的薬物の消化断片を選択的に LC-MS測定するが，精度や回
収率の維持，感度向上において酵素消化前のアフィニティー精製が有効となる。我々が開発
した抗 bevacizumabアプタマーは，抗抗体と比べ安価かつ均質で物理的安定性に優れてお
り，これを利用するアフィニティー精製法は汎用性と再現性に優れる。アプタマーアフィニ
ティー精製と trypsin固定化モノリススピンカラムによる消化処理を組み合わせた前報告 3)

に対して，本研究では限外濾過濃縮を追加することで，従来法に比べて選択性と感度を向上
させつつ，簡便性と前処理時間の短縮化を実現した bevacizumabのバイオアナリシス法を
構築した。 
 
2-3 抗イディオタイプ DNA アプタマー固定化セファロースを用いる抗体医薬のアフィニティー精製法
の開発 
先行研究で開発したアプタマーアフィニティー精製-高温逆相 LC による血中薬物濃度分析法
は磁気ビーズを担体とすることで良好な精度かつ高い回収率での精製を可能とするが，磁気ビ
ーズは高価であり多量の試料溶液の導入や多検体分析の実施には課題があった。本研究では，安
価かつタンパク質精製において多くの実績があるセファロースを担体として用いるアプタマー
アフィニティー精製法の開発を行った。 

 
3 DNAアプタマーを利用した抗体医薬の製造現場における簡易 FRET定量法の開発 
バイオ医薬品の製造工程において継続的な検査および監視を行う PATは，製造プロセスの設
計，解析，管理に有用な分析法としてその重要性が高まっている。本研究では抗体医薬原薬製造
時の簡易定量および品質評価のための PAT である蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）を利用し
たアプタマーセンシング法を開発した。本法では，抗体医薬 bevacizumabの相補性決定領域を
特異的に認識する抗イディオタイプ DNA アプタマーを利用し，bevacizumab 分子に 2 種の異
なる蛍光標識（FITC，TAMRA）アプタマーが両方結合したときに両蛍光団の近接により生じる
FRETから bevacizumabを簡易定量した。 
 
4 抗イディオタイプ DNA アプタマーを捕捉分子とする抗体医薬濃度定量用イムノクロマトグラフィー法
の開発 
抗体医薬の利用が進むにつれ血中濃度が有効治療域濃度に達しているかを簡易に判定し治療
方針の決定をサポートできる測定法の需要が高まっている。現在，イムノクロマトグラフィー法
による infliximab の簡易血中濃度判定キット（レミチェック Q）が市販されているが，抗体医
薬の捕捉に抗抗体を使用するため保存や均質性，精度管理に注意を払う必要がある。本研究では，
bevacizumab に対する抗イディオタイプ DNA アプタマーを捕捉分子とするイムノクロマトグ
ラフィー法を開発した。DNAアプタマーは化学合成可能なため均質かつ化学的・物理的にも安
定であり，安価でもあることからキットの保存性向上やロット間差の解消，低コスト化が期待で
きる。 
 
４．研究成果 
1 抗体医薬および ADC に対する抗イディオタイプ DNAアプタマー獲得 
獲得した配列はいずれも解離定数が 10-200 nM程度と一部は改良の余地があるものの，標的
医薬に対して高い親和性を有していた。また，これら配列は，in silicoドッキングシミュレーシ
ョンの結果から，いずれも可変部に結合することが示唆されその高い特異性が示唆された。 
また，これまで属人化されていた DNAアプタマー探索プロトコルの一般化を目指し，タンパ
ク質精製用クロマトグラフによる結合スクリーニングと大量 DNA の利用，NGS 解析，さらに
は SMART-Aptamerを組み合わせることで，実施者の技量に依存せず，かつ効率的なアプタマ
ー探索法を開発した。従来，アプタマーの探索方法である SELEX法によるスクリーニングの成
否は実施者の技量に大きく依存していたことからこの課題克服を図った。改良法では，SELEX
法で 2ヶ月以上かかる操作を 2日まで短縮でき，NGS解析により nivolumabの場合，約 80,000
個の配列を得た。また，SMART-Aptamer による解析を行うことで解析時間は約 1 日となり，
迅速かつ正確に高親和性アプタマーの同定を可能にした。今後，更なる対象抗体医薬の拡大や，
自己抗体，疾患関連タンパクに対する特異性の高い DNAアプタマーの獲得に繋がる知見や技術
的ノウハウを得ることができた。 
 



1-1 抗体医薬 Nivolumab に対する高親和性 DNA アプタマーの効率的な探索と獲得したアプタマ
ーの結合能評価 

NGS解析で得られた約 80,000個の配列に対して SMART-Aptamerによる解析を行い，スコ
ア上位かつ G4構造をとらない 30配列を選択した。これらの配列に対し ELAA法による結合能
評価実験を行った結果，5 つの配列が nivolumab と高い結合親和性を示した。最も親和性に優
れた抗 nivolumabアプタマーの Kd値は 99 nMと算出され，血漿試料中においても nivolumab
と特異的に結合し，血中薬物濃度分析に十分適用可能であることが示された。 
 
1-2 3種抗体医薬に対する高親和性 DNAアプタマーの効率的な探索とその評価 

NGS により得られた約 62,000 個の配列のうち SMART-Aptamer 解析でスコア上位かつ G4
構造をとらない 45配列を選択した。これらを ELAA法により結合評価した結果，Kd＝20 ～ 50 
nM程度の高親和性アプタマー獲得した。これらアプタマーは血清試料中においても標的医薬と
選択的に結合したことから血中薬物濃度分析への適用性が示唆された。 
 
2-1 吸着抑制処理を備えた遠心ろ過装置を用いる抗体医薬の高感度 LC分析の開発 

MPCモノマーによるコーティングを施した遠心ろ過デバイスの利用により，特に低濃度域で
の吸着抑制効果が認められ，trastuzumab溶液を 0.2 - 10 μg/mLの範囲で良好な直線性（r2 ＝
1.000）で定量できた。このとき平均濃縮倍率は 25倍程度となり，高感度化が達成できた。他の
抗体医薬（bevacizumab，rituximab，nivolumab）についても同様に r2 ≧ 0.996 以上と良好
な直線性が認められ，平均濃縮倍率も約 25倍となった。本法はアフィニティー精製法と組み合
わせた血中薬物濃度測定法としての利用が期待できる。また，LC-TOF-MSや LC-UV検出器を
用いたインタクト抗体医薬分析における感度不足改善のための前処理法としても期待できる。
【成果論文 Chromatography 41, 123 (2020)】 
 
2-2 アプタマーアフィニティー精製と trypsin消化－LC-MS/MSによる抗体医薬 bevacizumabの簡
便かつ高選択的な血中薬物濃度定量法の開発 
アプタマーアフィニティー精製により血漿中から bevacizumabを選択的に捕集できた。続く
限外濾過処理により，溶出液成分の高濃度塩や尿素が除去でき，消化反応の効率化に繋がった。
血漿中 bevacizumab 定量範囲は 5 - 50 µg/mL であり，実検体を測定する上で十分な値を示し
た。本法は臨床現場における治療効果判定や創薬現場における薬物動態・毒性解析，バイオシミ
ラーの同等性評価などへの利用が期待できる。 
 
2-3 抗イディオタイプ DNA アプタマー固定化セファロースを用いる抗体医薬のアフィニティー精製法
の開発 
構築したアフィニティー精製法により，多量の夾雑物を含む血清試料から bevacizumabを単
一なピークとして分析できた。各種溶出剤（酸，有機溶媒，NaCl，チオシアン酸アンモニウム，
尿素）を検討した結果，10 M尿素と 3M NaClを含む溶液において最大の回収率が得られた。5
～100 µg/mL の範囲における bevacizumab の平均回収率は約 73％であり，良好な精度（RSD
≦5.6％）と直線性（R2＝0.9997）を与えた。構築した精製法は多量の試料導入が可能であるた
め，抗体医薬に対する我々の定量性に優れた濃縮法と組み合わせることで 20倍程度の高感度化
が期待できる。 
 
3 DNAアプタマーを利用した抗体医薬の製造現場における簡易 FRET定量法の開発 

Bevacizumabを含む試料溶液と蛍光標識 DNAアプタマー溶液との混合反応液に 498 nmの
励起光を照射すると，525 nm の FITC 由来蛍光が bevacizumab 濃度依存的に減少し，FRET
現象に基づく 580 nmの TAMRA由来蛍光が増大した。4-logistic modelにより作成した検量線
から bevacizumabの定量下限は 50 μg/mL，定量上限は 1000 μg/mL，真度は±11.6%以下，相
関係数は R2 = 0.998であり，製造現場での PATに十分な性能を有していた。培地試料中に他の
抗体医薬（nivolumab）が 20%量共存した場合においても 80 ~ 800 μg/mLの範囲で真度±11.0%
以下で正確に bevacizumabを定量可能であった。開発した分析法は，蛍光標識アプタマー溶液
と培地試料の混合のみで簡便かつ正確に培地中 bevacizumabの定量を可能とするものであり，
抗体医薬原薬製造現場における PATとしての利用が期待できる。 
 
4 抗イディオタイプ DNA アプタマーを捕捉分子とする抗体医薬濃度定量用イムノクロマトグラフィー法
の開発 
抗 bevacizumabアプタマーの biotin標識体を streptavidinが修飾された粒子径 30 nmの金
ナノ粒子と反応させ，glass fiber製の conjugation pad上にスポットした。 cellulose fiber製の
sample padよりスポットした 200 µLの bevacizumab含有溶液は conjugation pad上で反応し
た後，ニトロセルロース膜上で 100 mM PBS buffer（pH 7.4）により展開された。Test spotに
は 40 µgの protein Aを，control spotには 25 µgの bevacizumabをそれぞれ塗布し，両スポッ
トに生じた赤色を目視で観察した。さらに専用ブース内で iPhone SE を用い撮影した画像を



Image Jで解析し定量性を評価した。画像解析の結果，作製したキットは bevacizumab濃度 0 
~ 200 µg/mLの範囲で R²＝0.945の定量性を示した。抗体医薬添加血清試料の直接導入では定
量性が不十分だったためサンプルの希釈法を検討した。その結果，抗体医薬添加血清試料におい
ても R²＝0.980の定量性を示した。 
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