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要　 　 　 約

近年， 様々な疾患における 治療， 予防のためにバイ オ医薬品の研究開発が進んでいる． バイ オ医

薬品やバイ オシミ ラ ーの開発において， 血中濃度を 正確に定量し ， 生体内での動態を 把握する こ と

は重要であ り ， こ れま では， 主にリ ガン ド 結合（ RBA ） 法によ り 測定さ れてき た． 一方で， RBA 法

に比べ選択性が高く ， ダイ ナミ ッ ク レ ン ジが広いなど の理由から ， 三連四重極質量分析計（ LC-MS/

MS） を 用いた選択反応モニタ リ ング（ Selected…reaction…m onitoring,…SRM）…法の有用性が注目さ れ

ている ． そこ で， 令和 4 年度の生物部会では， LC-MS/MSを 用いた抗体医薬品の血中濃度測定技術

の習得を 目指し ， 活動を 行っ たので報告する ． 測定タ ーゲッ ト と する ペプチド （ サロ ゲート ペプチ

ド ） の設定や検体の前処理法， 測定条件の詳細な検討を 行い， 測定法確立の手順を 学んだ． 以上よ

り ， バイ オ医薬品の研究開発に重要と なる 血中濃度測定についての知識と 経験を 深める 事ができ た

と 考えており ， 本研究の中で得ら れた技術や経験は， 富山県内企業など の支援に活用し ていき たい．

Summa ry

I n…recent…years,…research…and…developm ent…of…biopharm aceuticals…for…the…treatm ent…and…

prevention…of…various…diseases…has…advanced.…In…the…developm ent…of…biopharm aceuticals…and…

biosim ilars,…it…is…im portant…to…accurately…quantify…blood…concentrations…and…understand…their…in-

v ivo…kinetics,…and…until…now ,…these…have…been…m easured…m ainly…by…ligand…binding…assay…(RBA )…

techniques.…On…the…other…hand,…the…selective…reaction…m onitoring…(SRM )…m ethod…using…a…triple…

quadrupole…m ass…spectrom eter…(LC-MS/MS)…has…been…attracting…attention…because…of…its…greater…

selectiv ity…and…larger…dynam ic…range…than…the…RBA…approach.…Therefore,…in…this…paper,…w e…report…

on…the…activ ities…of…the…Biolog ical…A nalysis…Group…in…Toyam a…Pharm aceutical…Research…A ssociation…

in…2022…aim ed…at…acquiring…techniques…for…m easuring…blood…concentrations…of…antibody…drugs…using…

LC-M S/M S.…We…learned…the…procedures…for…establishing…the…m easurem ent…m ethod…by…selecting…

the…target…peptides…(surrogate…peptides)…to…be…m easured,…preparation…m ethods…for…the…sam ples,…and…

detailed…exam ination…of…the…m easurem ent…conditions.…We…believe…that…these…studies…help…us…gain…

a…deeper…understanding…of…blood…concentration…m easurem ent,…w hich…is…crucial…for…the…study…and…

developm ent…of…biopharm aceuticals,…and…w e…w ould…like…to…utilize…the…techniques…and…experience…

acquired…through…this…research…to…support…com panies…in…Toyam a…Prefecture.

緒　 　 言

近年， 感染症， がん， 自己免疫疾患など ， 様々な疾

患における 治療や予防に向け， 抗体医薬品など のバイ

オ医薬品の研究開発が進んでいる ． バイ オ医薬品やバ

イ オシミ ラ ーの開発においても ， 低分子医薬品と 同様

に， 有効性・ 安全性の評価を 行う ために， 血中濃度を

正確に定量し ， 生体内での動態を 把握する こ と は重要

である ．

抗体医薬品の 血中濃度は， 酵素結合免疫吸着法

（ ELISA ） 等のリ ガ ン ド 結合（ LBA ） 法によ り 測定

さ れる こ と が多い． し かし ながら ， 抗イ ディ オタ イ プ

抗体など の特異性の高い試薬が必要である こ と や， ダ

イ ナミ ッ ク レ ン ジが狭く ， 測定する 血清試料を 最適に

希釈する 必要があ る 点など が欠点と し てあ げら れる．

そこ で， LBA …法を 補完する 目的で， 1.…選択性が高い，

2.…ダイ ナミ ッ ク レ ン ジ が広い， 3.…短期間での測定法

開発が可能， 4.…抗体の複数のド メ イ ン に由来する ペプ

チド を 同時に検出・ 定量でき る ， など の理由から ， 抗

体医薬品の血中濃度測定法と し て ， 三連四重極質量分

析計（ LC-M S/M S） を 用いた 選択反応モニ タ リ ン グ

（ Selected…reaction…m onitoring,…SRM ） 法の有用性が

注目さ れている …( 1 )．

そこ で， 令和 4 年度の生物部会では…LC-M S/M Sを

用いた抗体医薬品の血中濃度測定技術の習得を 目指し

た． 具体的には， 代表的な 抗体医薬品を 試料と し て，

マウ ス 血清およ びヒ ト 血清を 用いて 検量線を 作成し，

抗体医薬品を 投与し たマウ ス の血中濃度の推移につい
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て調べたので報告する ． 本定量法では， 測定タ ーゲッ

ト と する 抗体由来のペプチド （ サロ ゲート ペプチド ）

の設定が重要と なる ため， その方法論についても 議論

し た．

以上によ り ， バイ オ医薬品の研究開発に重要と なる

血中濃度測定についての知識と 経験を 深める 事ができ

たと 考えている ．

方法及び結果

1 ． 使用した抗体医薬品

本研究では， 抗体医薬品の例と し て， リ ツ キシマブ

の点滴静注液を 使用し た． リ ツ キシマブは， ヒ ト …B細

胞表面に存在する …CD20…に結合する 抗ヒ ト …CD20…抗

体であ り ， CD20…陽性の…B…細胞性非ホ ジ キ ン リ ン パ

腫や免疫抑制状態下の…CD20…陽性…B…細胞性リ ン パ増

殖性疾患等に適用さ れる ． ま た， こ の抗体はマウ ス 由

来である が， 定常領域を ヒ ト の…IgG 1（ 重鎖），Igk（ 軽

鎖） と 置換し たヒ ト ･マウ ス キ メ ラ 抗体であ り ， こ の

領域はヒ ト 由来である こ と が特徴である ．

2 ． LC-M S/M S 用サンプルの測定前処理

リ ツ キ シ マ ブ を マ ウ ス ， ま た は ヒ ト 血清と 混合

し ， 内部標準物質であ る 安定同位体元素ラ ベル抗体

（ SIL-A b）（ PROM ISE…A dvanced…Proteom ics） を …

5 …µg/m L…にな る よ う に加え， リ ツ キ シ マ ブの終濃

度 が…0 ， 0.05， 0.2， 0.5， 1.0， 5.0， 10.0， 25.0， 50.0，

75.0， 100.0…µ g/m L…に な る よ う に 調製し た（ 血清は…

10…倍希釈で測定する た め， 検量線も …10…倍希釈で作

成）． 次に， 国立医薬品食品衛生研究所（ 国衛研） を

含むグ ループから の引用文献…( 2 )…にあ る 条件に従っ

て ， 8.1…m m ol/L…T r is…( 2 -carbox y ethy l)…phosph ine…

hydrochloride…(TCEP)…水溶液で…60℃， 30…分間還元

処 理 を 行 い， 19.4…m m ol/L…Iodoacetam ide…(IA M )…水

溶液で遮光下， 37℃， 30…分間ア ルキ ル化処理を 行っ

た． その後， 31.0…µ g/m L…ト リ プシン 水溶液にて37℃，

4 …時間消化処理を 行い， Oasis…HLB…µ Elution…plate

（ Waters） を 用いて ペプチド 精製を 行っ た（ 図 1 ）．

そ の 後， マ ウ ス 血清サ ン プ ルに つい て は， 0.1% …ギ

酸（ FA ）： 0.1% …FA /100% …ア セ ト ニ ト リ ル（ CA N）

= 3 :1 の溶媒を ， ヒ ト 血清サン プルについては， 0.1% …

FA ： 0.1% …FA /100% …A CN= 95:1 の溶媒を 用いて， 溶

媒置換を 行っ た．

本研究では， 内部標準物質と し て， 安定同位体ラ ベ

ルさ れたリ ツ キ シマブ（ SIL-A b） を 用いた． …リ ツ キ

シ マブは市販さ れた 抗体医薬品であ る た め， SIL-A b…

が安価で入手可能である が， 抗体医薬品の開発初期段

階においては， SIL-A b…の新規作製コ ス ト が大き く な

る こ と が課題である ． こ の対策と し て， 酵素消化等の

前処理段階の効率等が補正でき ない点に注意が必要と

なる が， サロ ゲート ペプチド を 安定同位体ラ ベルし て

合成し （ SIL-peptide）， 内部標準物質と し て使用する

こ と も 考えら れる ．

図1. LC-M S/M S用サンプルの測定前処理

3 ． サロゲート ペプチド 候補の設定

LC-M S/M S…を 用いた抗体濃度測定では， SRM …法に

おいて， 分析対象に特徴的な配列を 有し ， 定量値を 算

出する た めに測定タ ーゲッ ト と する ， ト リ プシ ン で

切断さ れた ペプチド であ る サロ ゲート ペプチド の設

定が必要であ る ． ま ず， マウ ス 血清試料の場合は， リ

ツ キシマブの定常領域はヒ ト …IgG 1 （ 重鎖）， Igk（ 軽

鎖） であ る た め， こ の領域に設定可能であ る ． 一方

で， ヒ ト 血清試料の場合は， 定常領域では血清中の抗

体と の区別がつかなく なる ため， よ り 特異性の高い配

列を 設定する こ と が必要と な る ． こ のた め， 多く の

場合， 可変領域の相補性決定部位…（ Com plem entarity-

determ ining…regions;…CDR） のペプチド を 選択する こ

と が望ま し いと 考えら れる ． サロ ゲート ペプチド は下

記の手順に従い設定し た…( 1 )．

①　 …抗体の重鎖と 軽鎖のアミ ノ 酸配列から …CDR…領

域な ど の特徴を 調べた 後に（ IM GT…w eb…site;…

https://w w w .im gt.org/）， サン プル前処理での
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ト リ プシ ン 消化によ っ て 生成する ペプチド 断

片を in…silicoで予想する （ Expasy…PeptideM ass…

w eb…site;…http s://w eb .ex pasy .or g /pep tide_

m ass/）．

②　 …LC-M S/M S…で の フ ルス キ ャ ン 解析か ら ピ ー

ク 強度やフ ラ グ メ ン テ ーシ ョ ン パ タ ーン 等…

（ M A SCOT…softw are（ M atrix…Science）） を 基

準に候補を 設定する ．

③　 …実際に…SRM …法によ る 解析を 行っ てマト リ ッ ク

ス 成分から 検出さ れないこ と など を 基準にサロ

ゲート ペプチド を 設定する ．

ま ず， ア ミ ノ 酸の ピ ーク やフ ラ グ メ ン テ ーシ ョ

ン の 情 報 を 網 羅 的 に 得 る た め に， LC-M S/M S…

（ オ ービ ト ラ ッ プ 型質量分析計（ nanoLC（ A M R）

-…Orbitrap…Fusion…Lum os…Tribrid…質 量 分 析 計

（ Therm o…Fisher…Scientif ic）） を 用い て フ ル ス キ ャ

ン デ ー タ の 取 得 と 解 析 を 行 い， 重 鎖 の プ リ カ ー

サ ーイ オ ン の…T otal…Ion…Intensity…の グ ラ フ を 示し

た（ 図 2 A ）． ヒ ト 血清中サ ロ ゲ ート ペプ チ ド 候補

と な る 可変領域で は， m /z…597.94:…3 価の ペプ チ ド …

A SGYT FT SY NM HW VK（ pA SG） やm /z…1092.02:…

2 価 の ペ プ チ ド …GLEWIGA IYPGNGDTSYNQK

（ pGLE） が 比 較 的 高 い…Total…Ion…Intensity…を 示

し ， マ ウ ス 血 清 中 の サ ロ ゲ ー ト ペ プ チ ド 候 補 と

な る 定 常 領 域 で は， m /z…603.34:…3 価 の ペ プ チ ド …

VVSVLTVLHQDWLNGK（ pVVS） やm /z…559.94:…3 …

価のペプチド …FNWYVDGVEVHNA K（ pFNW） が比

較的高い値を 示し た． 一方， 図 2 B…に示すよ う に， 軽

鎖において は， ヒ ト 血清中のサロ ゲート ペプチド 候

補と なる 可変領域では， m /z…803.89:…2 価のペプチド …

FSGSGSGTSYSLT ISR（ pFSG） やm /z…960.09:…3 価の

ペ プ チ ド …VEA EDA A TYYCQQWTSNPPTFGGGTK

図2. リ ツキシマブ重鎖 (A ) と軽鎖 (B ) のプリカーサーイオンのTo ta l Io n In te n s ity
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（ pVEA ） が 比 較 的 高 い…Total…Ion…Intensity…を

示 し ， マ ウ ス 血 清 中 の サ ロ ゲ ー ト ペ プ チ ド 候 補

と な る 定 常 領 域 で は，…m /z…973.51: 2 価 の ペ プ チ ド …

TVA A PSVFIFPPSDEQLK（ pTVA ） が 比 較 的 高

い値を 示し た． 次に， こ れら のプリ カ ーサーイ オン

の…M S/M S…フ ラ グ メ ン テ ーシ ョ ン 後の プ ロ ダ ク ト

イ オ ン の ピ ーク データ を 図 3 A -G…に 示し た． ①…特

定の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン が 強く 検出さ れて い る こ

と ， ②…ペプチド 数が…10…前後である こ と の…2 …点を 指

標…( 1 )…に解析し た と こ ろ ， 図 3 A の…pA SG…と 図 3 C…

の…pVVS…が該当し たため， マウ ス 血清中リ ツ キ シ マ

ブ の 測 定 で は…pVVS（ VVSVLT VLHQDWLNGK），

ヒ ト 血 清 中 リ ツ キ シ マ ブ の 測 定 で は…pA SG

（ A SGYTFTSYNM HWVK） を サロ ゲ ート ペプチド

候補と し て設定し た…(図 4 )．

4 ． LC， およびMS の測定条件の検討

LC-M S/M S（ 三連四重極質量分析計（ Xevo…TQ-XS,…

A CQUITY…UPLC…H-Class（ Waters）））…を 用いて条件

検討を 行い， サロ ゲート ペプチド と 測定条件の組み合

図3. サロゲート ペプチド 候補のプロダクト イオンのピーク
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図 4. リ ツキシマブのアミ ノ 酸配列とサロゲート ペプチド 候補

図 5. LC-M S/M Sによる血中リ ツキシマブ濃度測定の測定条件
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わせを 決定し た（ 図 5 ）． 測定にマト リ ッ ク ス 成分が

影響し ないこ と を 確認し ， サロ ゲート ペプチド を 図 4 …

で示し たペプチド に決定し た．

サロ ゲート ペプチド の選定について ， 本研究ではフ

ルス キ ャ ン 解析結果から 選定し たが， 引用文献…( 2 )，

( 3 )…と 同一のペプチド が選定さ れた．

5 ． マウス血清， およびヒ ト 血清を用いた検量線の作成

設定し た サロ ゲート ペプチド を 用いて マウ ス （ 図

6 A ） およ びヒ ト （ 図 6 B） 血清中のリ ツ キ シマブ濃

度測定用の検量線を …0.5， 1.0， 5.0， 10.0， 50.0， 100.0，

250.0， 500.0， 750.0…およ び…1000.0…µ g/m L…で 作成し

た． マウ ス 血清では…0.5–1000…µg/m L， ヒ ト 血清では…

1.0–1000…µg/m Lの範囲で…1 /X 2 …の重みづけで…r> 0.99…

の 検量線を 作成で き ， 各々のプ ロ ッ ト の真度が…±

20% 以内であ っ た． こ のこ と から ， 血清 1 µL…を 用い

て， マウ ス では…0.5…µ g/m L， ヒ ト では…1.0…µ g/m L…の

定量下限（ LLOQ） で濃度測定が可能であっ た．

本研究では， 富山県薬事総合研究開発セン タ ーに設

置さ れた装置を 用いて， LC-M S/M Sの測定条件を 検討

し ， 最適化を 行っ た． こ の条件は， 引用文献…( 2 )，( 3 )…

の条件と 一致する も のではなく ， 使用する 機器におい

て最適化を 行う 必要がある こ と が確認さ れた． ま た，

ヒ ト 血清中のリ ツ キシマブの測定について ， 引用文献…

( 3 )…においてはPeptide…A dsorption-Controlled…(PA C)-

LC…の系を 用いた測定系を 用いる こ と で， サン プルの

測定機器等へのペプチド の吸着を 防ぎ測定系の感度を

向上さ せる こ と に成功し て いる ． 本研究で我々はイ

ン フ ラ の関係から こ の系を 採用でき なかっ たが， サン

プルを 溶媒置換操作と …LC…のグラ ジエン ト 開始時のア

セト ニ ト リ ル濃度を 最適化する こ と で， 目標と し た…

LLOQ…を ク リ ア する 感度を 得る こ と に成功し た ． し

かし ながら ， 条件検討には時間を 要し たこ と から ， 今

後は…PA C-LC…シ ス テム の導入について も 検討し てい

き たい．

6 ． LC-M S/M S， および E L ISA を用いたリ ツキシ

マブ投与マウスの血中濃度測定

マ ウ ス の尾静脈よ り ， リ ツ キ シ マ ブを…50…ま た は…

150…µ g…投与し ， 0 ， 2 ， 5 ， 24， 72およ び192時間後

に約…20…µ Lを 尾採血し （ 図 7 A ）， 血清中リ ツ キ シ マ

ブ濃度を …LC-M S/M S…を 用いて測定し た（ 図 7 B）． ま

図 6. リ ツキシマブ血清濃度の検量線

図7. マウスのリツキシマブ血中濃度推移
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た， 抗イ ディ オタ イ プ抗体を 用いた 市販…ELISA …kit

（ A ybay…Im m unoGuide…Ritux im ab…ELISA （ m A b-

based）） によ り ， 血清中リ ツ キ シ マブ濃度を 測定し

（ 図 7 C）， 結果を 比較検討し た． その結果， 血清中

リ ツ キ シマブの濃度推移は同様の傾向が認めら れた．

こ のこ と から ， 本研究で確立し た…LC-M S/M S…を 用い

たリ ツ キシマブ濃度測定法の妥当性を 示すこ と ができ

たと 考えている ．

本研究では， LC-M S/M S…での測定結果は， ELISA …

での測定結果と 同様の血中濃度推移を 示し ただけでな

く ， 血中濃度値も 類似の値であ っ た． し かし ながら ，

LC-M S/M S…での測定は， サロ ゲート ペプチド の濃度

測定系であ り ， ELISA …での測定は， 抗イ ディ オタ イ

プ抗体が結合する 部位のペプチド だけでなく ， 二次抗

体が認識する 定常領域ま でを 含む抗体分子のみを 検出

する 系である こ と から ， 測定値に違いが生じ る 可能性

がある こ と に注意が必要である と 考えら れる ．

ま と め

抗体医薬品は， タ ン パク 質である が故に生体内にお

いて非自己と し て分解さ れやすかっ たり ， ま た， 逆に

自己と し て保護さ れ， 分解さ れにく かっ たり する ． こ

のこ と から ， 開発段階な ど において 有効性・ 安全性

の評価を 行う ために， 血中濃度を 正確に定量し ， 生体

内での動態を 把握する こ と は非常に重要である ． 令和…

4 …年度の生物部会では， 血中濃度測定について の知

識と 経験を 深める 事ができ た ． 今後， 本研究の中で得

ら れた技術的知識や情報を 積極的に活用し ， 抗体医薬

品だけでなく ， タ ン パク 質製剤やペプチド 医薬品の濃

度測定に関する 相談に対応し ， 富山県内企業等の支援

に繋げたいと 考えている ．
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