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略語表 

ADAs：anti-drug antibodies 

BN-PAGE：blue native polyacrylamide gel electrophoresis 

CDR：complementarity determining region 

CBB：coomassie brilliant blue 

DNP：dinitrophenol 

EGFR：epidermal growth factor receptor 

ELISA：enzyme-linked immunosorbent assay 

ESI：electrospray ionization 

Fab：antigen-binding fragment 

Fc：fragment crystallizable 

FCM：flow cytometry 

IC：immune complex 

IS：internal standard 

LC-MS/MS：liquid chromatography tandem-mass spectrometry 

LLOQ：lower limit of quantification 

mAb：monoclonal antibody 

NAb：neutralizing antibody 

PBS：phosphate-buffered saline 

QC：quality control 

SDS：sodium dodecyl sulfate 

SEC：size exclusion chromatography 

SPR：surface plasmon resonance 



   

 

SRM：selected reaction monitoring 

TFA：trifluoroacetic acid 

TNF-：tumor necrosis factor-alpha  



1 

 

序論 

抗体医薬は、遺伝子組み換え技術により人工的に製造された抗体を主成分とする治療薬である。

抗体は異物に対する免疫応答として生体内で産生され、特定の抗原に対して高い親和性を有する

分子として知られており、その特徴から古くから治療への応用が期待されていた。1975 年に

Köhler と Milstein により開発されたハイブリドーマによるモノクローナル抗体作製技術の開発

が起点となり[1]、様々な技術革新を経て医薬品として抗体を製造できるようになり、2000 年以

降、飛躍的に臨床応用研究が進んだ。抗体医薬は高い薬効と少ない副作用が両立した理想的なプ

ロファイルをもつことから世界中で研究開発が進められ、現在までに 30 以上のターゲット分子

に対する抗体が様々な疾患に対して承認を受けている[2,3]。医薬品の売上の中で抗体医薬が占め

る割合が年々高くなっており、その市場規模や実績から創薬の主要なプラットフォームとして確

立されたと言える[4,5]。 

抗体医薬を患者に投与した後、生体内では抗薬物抗体（Anti-drug antibodies, ADAs）が産生

される場合がある[6–8]。ADA 産生は有効性低下や副作用の誘発に繋がることから、臨床上の課

題と認識されている。抗体医薬の開発が始められた当初はマウス由来抗体が利用されており、世

界で初めて承認されたモノクローナル抗体医薬である Muromonab-CD3（OKT3）のようにマウ

ス由来抗体で上市された事例はあるものの、免疫原性の問題から利用に制限があった[9,10]。そ

の後、キメラ抗体、ヒト化抗体、完全ヒト抗体の作製技術が確立され[2]、マウス由来抗体で認め

られた異種タンパク質成分由来の免疫原性は低減した。しかしながら、100%ヒト遺伝子由来の配

列を持つ抗体においても高頻度で ADA 産生が検出される事例も報告されており[11,12]、例えば、

完全ヒト抗体である Adalimumab の ADA 陽性率は、17～87%と報告されている[13,14]。ヒト遺

伝子配列への置換のみでは免疫原性のリスクを抑制するには不十分であると考えられた[15]。現

在までに免疫原性を回避するための定型化された手法はなく、全ての抗体医薬品は潜在的に ADA
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産生のリスクがあると考えられている。抗体医薬の開発において ADA 産生による有効性や安全

性への影響を適切に解析し、リスクを評価することが必要となる。 

ADA 産生による臨床的な影響については多くの報告がある[16,17]。薬物動態への影響として

は抗体医薬のクリアランスを上昇させる事例が多い[18]。抗体医薬に対する中和活性をもった抗

体（Neutralizing antibody, NAb）が産生した場合には薬効減弱の影響が考えられる。また安全

性への影響としてはインフュージョン反応やアレルギー反応への関与が指摘されている[19,20]。

具体例として、腫瘍壊死因子（Tumor necrosis factor-alpha, TNF-）を標的にした抗体医薬にお

いては ADA 産生によるトラフ濃度の低下が認められ、臨床的な効果の減弱に繋がることが知ら

れており、問題視されている[21]。また上皮成長因子受容体（Epidermal Growth Factor Receptor, 

EGFR）を標的としたセツキシマブの antigen-binding fragment（Fab）には、アレルギーの原

因 にな る galactose--1,3-galactose が 存在す る。 galactose--1,3-galactose に対す る

Immunoglobulin E（IgE）を保有する患者にセツキシマブを投与すると、アナフィラキシーを発

症しやすいことが知られている[22]。 

このように治験や臨床研究を通じて ADA 産生による有効性や安全性へのリスクが明確になる

事例もあるが、一方で ADAs の影響が不明確な場合も多い[23]。ADAs の産生頻度が低いため、

関連性を考察するためにはデータが不十分である場合もあるが、陽性事例が十分に集まった試験

においても考察が難しい場合がある[12]。その大きな要因としては、ADAs は個体ごとに結合す

るエピトープや親和性、サブクラスなどが異なり、多様な作用を示すためと考えられている

[19,20,24]。個体ごとに異なる ADAs の影響度を事例毎に評価する必要があり、一貫した結論を

得ることが出来ない研究の難しさが考えられる。また治験においては開発品自体の作用も不明確

であるため、開発品の直接的な作用による所見と ADAs の作用による所見を区別して評価するこ

とは難しい。ADAs に関する研究は発展途上であることから、その作用メカニズムを理解するた

めには、データの蓄積が必要となる。また個別の ADA 作用を考察するためには、ADAs の特性
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を解析できる測定法が必要となる。 

現在の抗体医薬の研究開発においては、開発品ごとに ADA アッセイが構築されている[25,26]。

アッセイの原理としては表面プラズモン共鳴（Surface Plasmon Resonance、SPR）を原理とし

たバイオセンサーを用いた方法や[27]、電気化学発光等を利用したリガンド結合法が主流である

[28,29]。規制当局から治験における評価方法やバリデーション内容を定めたガイドラインが発出

され、年々厳しくなる要求事項に合致したアッセイ系の開発が求められている[30,31]。検出技術

の向上も図られており、例えば試料中に高濃度の抗体医薬が存在した場合には ADAs の検出が阻

害される課題があったが、近年は酸解離を組み込むなどの改善が図られ、実用的な方法として定

着している[32–34]。このように ADAs を検出する方法は確立されつつあるが、これらの方法は

陽性／陰性を判定する定性的な方法である。ADAs の有効性や安全性への影響を考察するために

は、ADAs の特性評価が有用と考えられるが、そのようなアッセイの報告は限定的である。現在

のガイドラインでは ADAs の抗体医薬に対する中和能を評価するよう定めているが[30]、評価系

構築の難易度は高く、全ての開発品で一律に測定されているわけではない。また安全性の観点で

ADAs の特性を解析する方法はほとんど報告がないのが現状である。ADAs の作用を解析し、薬

効や安全性への影響を考察するためには、その特性を分析する新規のアッセイ系確立が喫緊の課

題である。 

生体内で産生された ADAs は抗体医薬と免疫複合体を形成する（Fig. 1）。ADAs が引き起こす

様々な作用は免疫複合体のサイズや濃度などにより説明できる場合がある[35–37]。例えば抗体

医薬も ADAs も多価結合が可能な抗体であることから、結合様式によっては抗体医薬と ADAs が

架橋して大きな免疫複合体を形成することがある [38]。大きな免疫複合体は fragment 

crystallizable（Fc）受容体への親和性向上により、貪食細胞への取り込みが増加し、抗体医薬の

消失を速める可能性がある[35,39]。一例として、サル及びヒトの放射標識抗体を用いた試験では

大きな免疫複合体が血中から速やかに消失することが報告されている[40,41]。また免疫複合体に
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起因する副作用としては III 型アレルギーが良く知られている[42]。循環する免疫複合体が血管

内皮や組織に沈着し、補体経路活性化、好中球減少及び腎炎といった様々な炎症反応が惹起され

る[43,44]。このような炎症反応の起きやすさは免疫複合体の濃度、あるいは構成する ADAs のサ

ブクラスに依存する可能性が考えられる[45,46]。このように免疫複合体のサイズや濃度、サブク

ラス等の情報は ADAs の作用を説明する一助となるため、個体ごとに ADAs の作用を考察するた

めには免疫複合体を定量的に検出し、その特性を評価する方法が有用である。しかしながら抗体

医薬と内因性抗体が高濃度で存在する中で、両者が結合した免疫複合体を特異的に検出する難易

度は高い。現状では、標準的に使用できる免疫複合体測定方法が未確立であり、新しい測定法の

開発が望まれている。 

 

Fig. 1. The impact of immune complex formation on pharmacokinetics, pharmacodynamics, 

and toxicological profiles of therapeutic monoclonal antibodies. 
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このような背景のもとで、本研究では Blue native polyacrylamide gel electrophoresis（BN-

PAGE）によるサイズ分離と Liquid chromatography tandem-mass spectrometry（LC-MS/MS）

によるヒト抗体医薬の特異的な検出を組み合わせた免疫複合体検出法を開発した。従来の ADA

測定法は陽性／陰性を判定する定性的な方法であり、ADAs の作用を特定することは困難であっ

たが、本検出法は免疫複合体のサイズや量を測定可能であり、ADAs の作用を免疫複合体の特徴

に基づいて評価できる。本検出法は動物試料において汎用的に使用可能であり、ADAs が高頻度

で産生される非臨床試験において ADAs の作用を特定するための強力なツールになると考えら

れる。 

本研究では、ヒト抗体医薬を添加したサル血清を用いて、検出法の特異性や定量性などの性能

評価を実施した。また開発した免疫複合体検出法を用いて、ヒト抗体医薬をマウスに投与したと

きに産生する ADAs が薬物動態や安全性に与える影響を評価した。 
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第 1 章 抗体医薬と抗薬物抗体により形成される免疫複合体検出法の開

発 

 

抗体医薬を投与した際に産生される ADAs は薬効や副作用に影響を与えることが知られてい

るが、個体ごとに異なる ADAs の作用を一律に議論し考察することは難しい。多様な ADAs の作

用を個体ごとに考察するためには、抗体医薬と ADAs により形成される免疫複合体のサイズ（二

量体～多量体）や濃度を測定することが有用と考えられる。 

血中には投与された抗体医薬と内因性抗体が高濃度で存在する中で、両者が結合した免疫複合

体を特異的に検出する必要があるため、生体試料中に存在する免疫複合体の検出難易度は非常に

高い。これまでに報告のある免疫複合体の測定法はサイズ分離と特異的検出法を組み合わせた方

法が多い。一例としては、サイズ排除クロマトグラフィー（Size Exclusion Chromatography、

SEC）により免疫複合体をサイズにより分離する方法が報告されている[47,48]。SEC により分

離された免疫複合体を検出する方法としては、そこに含まれる抗体医薬を検出するリガンド結合

法が用いられる場合がある。リガンド結合法は高感度かつ特異的な検出ができるため、生体試料

を用いた分析において汎用されている。しかしながら免疫複合体に含まれる抗体医薬を検出する

場合、検出抗体のエピトープが ADAs によりマスクされることがあるため、必ずしも全ての免疫

複合体を検出できる訳ではない。別の検出方法としては、放射標識した抗体医薬を利用する方法

が報告されている[40]。SEC による分離後、高分子フラクションに存在する抗体医薬の放射能を

測定することで免疫複合体が検出可能であり、リガンド結合法で課題となるエピトープマスクの

問題も回避できる。しかしながら、放射標識体を使用する試験は実施できる施設が限られており

日常的な利用が難しいため、汎用的な方法とは言い難い。サイズで分画せず、補体や Fc 受容体

を利用したリガンド結合法により免疫複合体を直接検出する方法も知られているが[49,50]、サイ

ズ情報が得られないため利用は限定的である。このように現状では、標準的に使用できる免疫複

合体の測定方法が未確立であり、新しい測定法の開発が望まれている。 
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本研究では非臨床試験において ADAs の特性を解析するため、BN-PAGE によるサイズ分離と

LC-MS/MS によるヒト抗体医薬の特異的な検出を組み合わせた免疫複合体の検出方法を開発し

た。動物種やヒト抗体医薬の種類によらず汎用的に使用できる検出法を考案した。 

BN-PAGE はタンパク質を未変性状態で分離させる Native-PAGE の一種である[51,52]。

Sodium Dodecyl Sulfate（SDS）-PAGE では SDS による変性により複合体が解離してしまうが、

Native-PAGE ではタンパク質間相互作用を維持した状態で複合体を泳動可能であり、タンパク

質複合体の分析に用いられている。しかしながら、従来から利用されてきた Native-PAGE では

タンパク質表面の荷電状態により泳動位置が決まるため、SDS-PAGE のように分子量に応じた

泳動度が得られる訳ではなく、目的タンパク質の泳動度を予測することが難しい。BN-PAGE で

は泳動時にタンパク質表面に Coomassie Brilliant Blue（CBB）を弱く結合させることで負電荷

を付与する。CBB はタンパク質間相互作用を解離させることなく分子全体を負に帯電させるこ

とができるため、BN-PAGE では複合体を分子量に応じて分離可能である。タンパク質を泳動後

のゲルは CBB により青く染色されることから BN-PAGE と呼ばれている。BN-PAGE は簡便か

つ汎用的に使用可能であり、タンパク質複合体を単一の構成成分からサイズ分離できることから、

本研究では複合体に含まれない遊離型の抗体医薬及び内因性抗体と免疫複合体の分離に BN-

PAGE を用いた。 

BN-PAGE による分離後の免疫複合体の検出には LC-MS/MS を用いた。近年、質量分析装置

を用いて生体試料中のタンパク質を定量する手法が汎用されている。タンパク質をそのまま分析

するインタクト分析のアプローチや、トリプシンに代表される酵素を用いた消化後の特異的なペ

プチドを検出するアプローチが報告されている[53,54]。後者の酵素消化によるアプローチは免疫

沈降等の適切な前処理と組み合わせることにより、従来のリガンド結合法と遜色ない感度や再現

性で測定できるようになった。本検出法においては、BN-PAGE による泳動後にゲルの各レーン

を切り出し、そこに含まれるヒト抗体医薬をトリプシンによる In-gel digestion でヒト抗体由来
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ペプチドに消化した後に LC-MS/MS を用いて定量した[55]。 

本章では、抗体医薬を Phosphate-buffered saline (PBS)、もしくはサル血清に添加して調製し

た試料を用いて開発した免疫複合体検出法の性能を検証した。 
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1.1 実験材料と試験方法 

1.1.1 実験材料 

試薬は特に断らない限り分析用もしくは特級以上のものを使用した。 

 

1.1.1.1 抗体 

下記の抗体を協和キリン株式会社（Tokyo, Japan）及び Abcam（Cambridge, MA, UK）から

入手し、モデル抗体医薬として使用した（Table 1）。 

 

Table 1. Properties of monoclonal antibodies used as drugs in this study. 

Name Species Subclass Antigen Manufacturer 

K804 Mouse/human chimeric 

mAb 

IgG1 DNP Kyowa Kirin 

K806 Mouse/human chimeric 

mAb 

IgG4 DNP Kyowa Kirin 

K809 Rat/human chimeric mAb IgG4 DNP Kyowa Kirin 

K851 Humanized mAb IgG1 DNP Kyowa Kirin 

K853 Humanized mAb IgG4 DNP Kyowa Kirin 

4-4-20 

(IgG1) 

Human mAb IgG1 Fluorescein Abcam 

4-4-20 

(IgG2) 

Human mAb IgG2 Fluorescein Abcam 

4-4-20 

(IgG4) 

Human mAb IgG4 Fluorescein Abcam 

 

下記の抗体を協和キリン株式会社及び Abcam から入手し、モデル ADA として使用した（Table 

2）。 

 

Table 2. Properties of monoclonal antibodies used as anti-drug antibody in this study. 

Name Species Antigen Manufacturer 

K455 Mouse mAb Human kappa light 

chain 

Kyowa Kirin 

K041 Mouse mAb Therapeutic mAb Kyowa Kirin 

4A11 Mouse mAb human IgG Fab fragment Abcam 
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1.1.1.2 マトリクス 

カニクイザルプール血清（サル血清）を株式会社新日本科学（Kagoshima, Japan）から入手し

て使用した。 

 

1.1.1.3 BN-PAGE 

下記の試薬を Thermo Fisher Scientific（Waltham, MA, USA）から入手して使用した。 

 Native PAGE Novex 4-16% Bis-Tris Gels  

 Native PAGE Running Buffer Kit 

 Native PAGE Sample Prep Kit  

 Native Mark unstained protein standard 

 

1.1.1.4 In-gel digestion 

 RapiGest SF (Waters, Milford, MA, USA) 

 No-Weigh Dithiothreitol (Pierce, Rockford, IL, USA) 

 Iodoacetamide (富士フイルム和光純薬, Osaka, Japan) 

 Trypsin/Lys-C Mix, Mass Spec Grade (Promega, Madison, WI, USA) 

 メタノール、液体クロマトグラフィー用 (富士フイルム和光純薬) 

 酢酸、特級 (富士フイルム和光純薬) 

 

1.1.1.5 LC-MS/MS 

 アセトニトリル、LC/MS 用 (関東化学, Tokyo, Japan) 

 ギ酸、LC/MS 用 (富士フイルム和光純薬)  

 内部標準物質（internal standard、IS）：以下の配列の C 末端リジンを安定同位体標識し
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たペプチド の trifluoroacetic acid（TFA）塩、純度 97.65%（Scrum, Tokyo, Japan） 

GFYPSDIAVEWESNGQPENNY[13C6, 15N2]K 

 

1.1.2 BN-PAGE 

BN-PAGE は Thermo Fisher Scientific の NativePAGE™ Bis-Tris Gel System を使用し、メ

ーカーから提供されたプロトコルに従い実施した。血清試料は前処理として PBS を用いて 10～

40 倍に希釈した。全ての試料は Native PAGE Sample Buffer (4×)を用いて希釈後、Native PAGE 

Novex 4-16% Bis-Tris Gel の各ウェルに 15 L を添加した。150V の定電圧で約 100 分間、電気

泳動を実施した。電気泳動後のゲルは固定化溶液（40%メタノール、10%酢酸）で約 15 分間イン

キュベーションした。固定化溶液を廃棄後、脱色溶液（8%酢酸）で少なくとも 60 分間インキュ

ベーションした。その後、ゲルを撮影する場合には ImageQuant LAS 4000（富士フィルム, Tokyo, 

Japan）を用いて画像を取得した。In-gel digestion を実施する場合には次項の操作に従った。 

 

1.1.3 In-gel digestion 

脱色した BN-PAGE ゲルの各レーンについて目的位置のゲルを切り出した。血清試料を泳動す

る場合、内因性タンパク質由来の非特異的なバンドがレーン全体に渡って認められるため、抗体

医薬や免疫複合体の位置を特定することは難しい。そこで、血清試料の泳動時に PBS で調製し

た抗体医薬を同じゲルの任意のウェルに添加し、抗体医薬の泳動位置を確認できるようにした。

抗体医薬の位置を指標に、血清試料のレーンの目的位置を切り出した。1 レーンあたり 1～2 mm

の大きさのゲル片を 10～18 個切り出した。 

各ゲル片は 25 mmol/L ammonium bicarbonate 溶液（200 L）とアセトニトリル（200 L）

を用いて順に 2 回洗浄した。ゲル片を完全に乾燥させた後に 0.1% Rapigest 溶液（100 L）を添

加し、37℃で少なくとも 1 時間インキュベーションした。溶液を廃棄後、ゲル片にアセトニトリ
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ル（100 L）と 25 mmol/L ammonium bicarbonate（100 L）を等量混合した溶液を添加し、

37℃で少なくとも 30 分間インキュベーションした。溶液を廃棄してゲル片を完全に乾燥させた

後に 20 mmol/L dithiothreitol 溶液（100 L）を添加し、60℃で 15 分間インキュベーションし

た。溶液を廃棄後、ゲル片に 180 mmol/L iodoacetamide 溶液（100 L）を添加し、37℃で少な

くとも 30 分間インキュベーションした。溶液を廃棄後、ゲル片を 25 mmol/L ammonium 

bicarbonate 溶液（200 L）とアセトニトリル（200 L）の順に洗浄した。ゲル片を完全に乾燥

させた後に 13 g/mL の Trypsin/Lys-C Mix 溶液（100 L）を添加し、37℃でオーバーナイトイ

ンキュベートした。約 80 L の上清を回収し、62 nmol/L の IS 及び 0.1%ギ酸を含むアセトニト

リル溶液と等量混合した。さらに 0.1%ギ酸と等量混合後、LC-MS/MS に注入し、分析した。 

 

1.1.4 LC-MS/MS 

Ultra-performance liquid chromatography（UPLC）装置として  Acquity UPLC I-Class 

System（Waters）を使用した。質量分析装置として Qtrap 6500（AB Sciex, Framingham, MA, 

USA）を使用した。分析カラムとして Acquity UPLC CSH C18 column （130 Å, 1.7 μm, 2.1 

mm×100 mm）（Waters）を使用した。ガードカラムとして Acquity UPLC CSH C18 VanGuard 

Pre-column （130 Å, 1.7 μm, 2.1 mm×5 mm）（Waters）を使用した。移動相は A（0.1%ギ酸）

と B（0.1%ギ酸を含むアセトニトリル）を使用した。カラム温度は室温、流速は 0.4 mL/min に

設定した。下記のグラジエント条件に従い、溶媒組成を変化させて分析した。 
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Time (min) A (%) B (%) 

0.00 85 15 

6.00 55 45 

6.01 15 85 

8.00 15 85 

8.01 85 15 

10.00 85 15 

 

検出は Electrospray ionization（ESI）プローブを用いて、ポジティブモード、Selected Reaction 

Monitoring（SRM）で下記のイオンを検出した。 

 

Name Sequence 
Monitor ion 

(m/z, Q1/Q3) 

IgG PEP4 GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK 848.943/764.2 

IgG PEP4 IS GFYPSDIAVEWESNGQPENNY[13C6, 15N2]K 851.643/772.2 

 

1.1.5 検出法の性能評価 

下記項目を評価して検出法の性能を検証した。 

（1） BN-PAGE による免疫複合体と遊離型の抗体医薬のサイズ分離 

（2） BN-PAGE と LC-MS/MS を組み合わせた方法によるサル血清中のヒト抗体測定に関す

る特異性 

（3） BN-PAGE と LC-MS/MS を組み合わせた方法によるサル血清中のヒト抗体測定に関す

る定量性 

（4） BN-PAGE と LC-MS/MS を組み合わせた方法によるサル血清中の免疫複合体の検出 

 

1.1.5.1 BN-PAGE による分離 

抗体医薬と ADA により形成される免疫複合体の BN-PAGE による分離能を確認するため、

PBS で調製した抗体医薬及び免疫複合体を含む試料を用いて BN-PAGE を実施し、CBB 染色に
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より評価した。モデル抗体医薬として 4-4-20（IgG4）を用いた。モデル ADA として K455 と

4A11 を用いた。ADA のネガティブコントロール（ヒト抗体医薬に結合しないマウス IgG）とし

て K041 を用いた（data not shown）。 

各試料を 1.1.2 に示した方法に従い、BN-PAGE ゲルに添加し、電気泳動を実施した。電気泳

動後のゲルは固定化溶液（40%メタノール、10%酢酸）で約 15 分間インキュベーションした。固

定化溶液を廃棄後、脱色溶液（8%酢酸）で少なくとも 60 分間インキュベーションした。その後、

ImageQuant LAS 4000 を用いてゲルの画像を取得した。 

 

1.1.5.2 特異性 

LC-MS/MS による検出能を確認するため、モデル抗体医薬として K804、K806、K851、K853、

4-4-20（IgG1）、4-4-20（IgG2）及び 4-4-20（IgG4）をサル血清に添加した試料を分析した。ネ

ガティブコントロールとして、サル血清を同時に分析した。 

各試料を 1.1.2 に示した方法に従い、BN-PAGE ゲルに添加し、電気泳動を実施した。BN-PAGE

後、各レーンの目的位置付近において 1～2 mm の大きさのゲル片を 10 個切り出し、1.1.3 に示

した方法に従い、In-gel digestion により処理した。各処理溶液について 1.1.4 に示した方法に従

い、LC-MS/MS で分析した。 

 

1.1.5.3 定量性 

LC-MS/MS による定量性を確認するため、K853（モデル抗体医薬）を 10～1000 g/mL の濃

度でサル血清に添加した試料を分析した。ネガティブコントロールとして、サル血清も同時に分

析した。 

各試料を 1.1.2 に示した方法に従い、BN-PAGE ゲルに添加し、電気泳動を実施した。BN-PAGE

後、各レーンの目的位置付近において 1～2 mm の大きさのゲル片を 10 個切り出し、1.1.3 に示
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した方法に従い、In-gel digestion により処理した。各処理溶液について 1.1.4 に示した方法に従

い、LC-MS/MS で分析した。 

 

1.1.5.4 サル血清試料中の免疫複合体検出 

ヒト抗体医薬と ADA により形成される免疫複合体の検出能を確認するため、K853（モデル抗

体医薬）をサル血清に添加した試料、K853 と K455（モデル ADA）をサル血清に添加した試料

を分析した。ネガティブコントロールとして、サル血清も同時に分析した。 

各試料を 1.1.2 に示した方法に従い、BN-PAGE ゲルに添加し、電気泳動を実施した。BN-PAGE

後、高分子量の複合体を含む領域を分析するため、各レーンの目的位置付近からレーン上端まで

を 1～2 mm の大きさのゲル片 18 個に切り出し、1.1.3 に示した方法に従い、In-gel digestion に

より処理した。各処理溶液について 1.1.4 に示した方法に従い、LC-MS/MS で分析した。  
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1.2 実験結果 

1.2.1 検出法の構築 

本研究で開発した免疫複合体検出法を Fig. 2 に示す。サイズ分離方法として BN-PAGE、ヒト

抗体医薬検出方法として LC-MS/MS を用いた。これまでに報告のある免疫複合体のサイズ分離

方法としては SEC を利用したものが多い[47,48]。しかしながら、SEC を用いた生体試料の分析

は一般的ではなく、条件検討の難易度が高いと予測される。本研究では、簡便かつ汎用的なサイ

ズ分離方法として BN-PAGE を選択した。BN-PAGE は実験条件が確立されたキットも市販され

ており、比較的低コストで再現性の高い実験が可能である。 

BN-PAGE を用いたサイズ分離後、ゲルから分析対象となるレーンを切り出した。ゲルの切り

出しには抗体医薬の泳動位置の特定が必要であるが、生体試料を泳動したレーンは内因性タンパ

ク質由来のラダーなバンドが認められるため、抗体医薬の位置特定が困難である。そこで、生体

試料の泳動時に PBS で調製した抗体医薬を同じゲルの別ウェルに添加し泳動することで、抗体

医薬の泳動度を目視で確認できるようにした。切り出したレーンを In-gel digestion 処理に適し

た 1～2mm のゲル片に切り分けてチューブに回収した。その際、高分子量側から低分子量側まで

の順番がわかるようにフラクション番号を付与した。 

In-gel digestion においては変性剤処理によりタンパク質の高次構造を変化させ、還元アルキ

ル化処理により、ジスルフィド結合を切断した。Trypsin/Lys-C を用いて抗体医薬のアルギニン

とリジン残基の C 端側のペプチド結合を切断し、短鎖ペプチドへ消化した。 

LC-MS/MS を用いたヒト抗体医薬の検出では、動物由来試料中においてヒト抗体医薬を汎用的

に検出するため、ヒト IgG の定常領域に存在するヒト特異的な配列のペプチドを選択した。サル

やマウス等の動物由来 IgG に存在せず、ヒト IgG 特異的な配列を検索した結果、候補となるペプ

チドが複数見出されたため、LC-MS/MS による定量性を検討した。その結果、重鎖の Fc ドメイ

ンにある GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK の配列を持つペプチドが再現性よく検出できたた
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め[56,57]、本検出法の定量用ペプチドとして選択した（data not shown）。  
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Fig. 2. Schematic illustration of the method for detecting immune complexes (ICs) in 

biological samples. 
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1.2.2 BN-PAGE による分離 

抗体医薬と ADA により形成される免疫複合体の BN-PAGE による分離能を確認するため、

PBS で調製された試料を BN-PAGE ゲルで泳動し、CBB 染色して評価した。CBB 染色後のゲル

撮影像を Fig. 3 に示す。 

モデル抗体医薬として用いた 4-4-20（ヒト抗体、IgG4）は 242 kDa から 480 kDa の間に主要

なバンドが観察された（Lane 1）。またモデル ADA として用いた K455、4A11、K041（いずれ

もマウス IgG）は 242-720 kDa の範囲でバンドが 1 つ又は 2 つ観察された（Lane 2-5）。バンド

が観察された位置は抗体の分子量である 150 kDa と乖離した。BN-PAGE の泳動度は分子量だけ

ではなく立体構造などにも影響を受けるため、分子量マーカーの泳動度と乖離が生じたと考えら

れる[51]。またマウスモノクローナル抗体である 4A11 においてはバンドが 2 つ観察された（Lane 

4）。一般的にモノクローナル抗体は糖鎖修飾などが不均一な混合物として製造される。4A11 で

認められた 2 つのバンドは泳動度の異なる 2 種の分子種に由来すると考えられた。 

ヒト抗体と結合能を有する K455 及び 4A11 を ADA として 4-4-20 と混合した免疫複合体溶液

では、720 kDa 以上の高分子量の領域に１つ又は複数のバンドが観察された（Lane 6-8）。混合

する K455 の濃度を上げることにより、高分子量の領域のバンド染色が濃くなった。またこれら

のレーンのゲルの上端にもバンドが観察された。一方で、ヒト抗体とは結合能を持たない K041

を ADA として 4-4-20 と混合した溶液では、高分子量の領域にバンドが観察されなかった（Lane 

9）。このことから、K455 及び 4A11 との混合により認められた高分子量の領域のバンドは、4-4-

20 と形成した免疫複合体由来であると考えられた。また分子量の異なる複数の免疫複合体を検出

可能であることが確認できた。 
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Fig. 3. Electrophoresis of the ICs separated from unbound human antibody by BN-PAGE.  

4-4-20 (IgG4) was used as a model drug. K455 and 4A11 were used as ADAs. K041 was used 

as a negative control of ADA. All protein samples were prepared with PBS and then mixed 

with Native PAGE Sample Buffer (4×). Fifteen microliters of each sample was loaded into a 

gel well. The molecular weight markers (lane M) were used, and their molecular weights are 

indicated on the left side. Lane 1: 4-4-20 (200 μg/mL); Lane 2: K455 (100 μg/mL); Lane 3: 

K455 (200 μg/mL); Lane 4: 4A11 (200 μg/mL); Lane 5: K041 (200 μg/mL); Lane 6: Mixture of 

4-4-20 (200 μg/mL) and K455 (100 μg/mL); Lane 7: Mixture of 4-4-20 (200 μg/mL) and K455 

(200 μg/mL); Lane 8: Mixture of 4-4-20 (200 μg/mL) and 4A11 (200 μg/mL); Lane 9: Mixture 

of 4-4-20 (200 μg/mL) and K041 (200 μg/mL). 
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1.2.3 特異性 

サル血清中の K804、K806、K851、K853 及び 4-4-20（IgG1、IgG2、IgG4）を BN-PAGE で

分離後、各抗体位置でゲルを切り出し、In-gel digestion 処理後、LC-MS/MS で分析した。ネガ

ティブコントロールとしてサル血清も同時に分析した。各試料の分析結果を Fig. 4A、典型的な

クロマトグラムを Fig. 4B に示す。 

各抗体をサル血清に添加した試料を分析した結果、いずれの試料に関してもヒト IgG ペプチド

由来のシグナルが明確に観察された。一方、抗体を添加していないサル血清ではシグナルが検出

されなかった。本検出法を用いることで、ヒト IgG と類似構造を持つサル IgG を高濃度に含むサ

ル血清中においても、ヒト抗体を特異的に検出できることを確認した。またマウス/ヒトのキメラ

抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体などの抗体の種類や IgG1、IgG2、IgG4 などの抗体サブクラスによ

らずヒト抗体由来のペプチドを検出可能であることを確認した。LC-MS/MS で検出可能なペプチ

ドの配列を持つ抗体分子であれば、汎用的に本検出法が使用可能であることが示唆された。ただ

し、シグナル強度や最大シグナル強度が得られるフラクションは、抗体ごとに異なる結果であっ

た。免疫複合体分析時には、遊離型の抗体を含む試料も同時に分析し、それらを比較の上で免疫

複合体の有無を判断するのが良いと考えられた。 
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Fig. 4. Specific detection of human monoclonal IgG in monkey serum.  

(A) K804, K806, K851, and K853 were spiked into monkey serum at a concentration of 300 

μg/mL. 4-4-20 (IgG1, IgG2, IgG4) was spiked into monkey serum at a concentration of 200 

μg/mL. Monkey serum was analyzed as a negative control. The y-axis represents the peak 

height ratio of the signature peptide to internal standard. A lower fraction number indicates 

a higher molecular weight. (B) The typical chromatograms of (a) human monoclonal IgG in 

monkey serum (K804, fraction 4) and (b) monkey serum (fraction 4).  
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1.2.4 定量性 

サル血清中の K853（10～1000 g/mL）を BN-PAGE で分離後、K853 の泳動位置でゲルを切

り出し、In-gel digestion 処理後、LC-MS/MS で分析した。ネガティブコントロールとしてサル

血清も同時に分析した。各試料の分析結果を Fig. 5 に示す。 

10 μg/mL の K853 を含むサル血清試料において明確にヒト IgG ペプチド由来のシグナルが観

察された（Fig. 5A）。K853 の濃度が高くなるほど、ヒト IgG ペプチドのシグナルも上昇した。

各試料中の K853 濃度に対して全フラクションのシグナル総和をプロットして直線回帰したとこ

ろ、決定係数は 0.9993 と良好なフィッティングが得られた（Fig. 5B）。試料中の抗体医薬濃度と

シグナル強度に相関関係が認められたことから、各フラクションで得られたシグナルの半定量的

比較も可能であると考えられた。また 10 μg/mL の K853 試料のシグナル総和とサル血清のシグ

ナル総和の比は 6.2 と算出され、十分なシグナルノイズ比が得られたことから、本検出法のヒト

抗体に対する感度は 10 μg/mL であると考えられた。 
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Fig. 5. Quantitativity of the method for K853 in monkey serum.  

(A) K853 was spiked into monkey serum at each concentration. Monkey serum was analyzed 

as a negative control. The y-axis represents the peak height ratio of the signature peptide to 

internal standard. A lower fraction number indicates a higher molecular weight. (B) 

Relationship between K853 concentration and the sum of the height ratio. 
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1.2.5 サル血清試料中の免疫複合体検出 

BN-PAGE と LC-MS/MS を組み合わせた方法による免疫複合体の検出能を確認するため、

K853 のみを添加したサル血清試料及び K853 と K455 により形成される免疫複合体を添加した

サル血清試料を BN-PAGE により分離後、各レーンの K853 の泳動位置からゲル上端までを切り

出し、In-gel digestion 処理後、LC-MS/MS で分析した。ネガティブコントロールとしてサル血

清も同時に分析した。各試料の分析結果を Fig. 6 に示す。 

K853 のみを含む試料を分析した結果、主にフラクション 12 から 15 までの範囲で、ヒト IgG

ペプチド由来の高いシグナルが観察された。それに対してフラクション 1 から 11 までの高分子

量の領域においては、ほとんどシグナルが観察されなかった。一方で K853 と K455 を混合して

免疫複合体を形成させた試料では、フラクション 1 及び 7 の高分子量の領域にヒト IgG ペプチド

由来のシグナルが観察され、免疫複合体に含まれる K853 を検出できたと考えられた。高分子量

の領域におけるシグナルは K455 の添加濃度を上げることにより上昇したことから、免疫複合体

量に応じたシグナルが得られていると考えられた。また各試料に関して、全 18 フラクションの

シグナル合計値を算出したところ、K853 のみを含む試料では 0.0502、K853 と 100 μg/mL の

K455 を含む試料では 0.0464、K853 と 200 μg/mL の K455 を含む試料では 0.0556 であった。

シグナル合計値は K455 の有無にかかわらず同等の値であったことから、本検出法は ADA によ

る干渉を受けずに免疫複合体に含まれるヒト抗体医薬を検出可能であることが示唆された。 
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Fig. 6. IC detection in monkey serum spiked with a mixture of K853 and K455.  

K853 and K455 were spiked into monkey serum at each concentration. Monkey serum was 

analyzed as a negative control. The y-axis represents the peak height ratio of the signature 

peptide to internal standard. A lower fraction number indicates a higher molecular weight. 

The sums of the height ratio of K853, K853 with K455 100 μg/mL, K853 with K455 200 μg/mL, 

and monkey serum were 0.0502, 0.0464, 0.0556, and 0.00281, respectively.   
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1.3 考察 

本章では BN-PAGE と LC-MS/MS を組み合わせによる動物試料中の抗体医薬と ADAs により

形成される免疫複合体の特異的検出法を開発した。本検出法では BN-PAGE により複合体に含ま

れない遊離型の抗体医薬と免疫複合体を形成する抗体医薬をサイズ分離し、LC-MS/MS を用いて

ヒト抗体の定常鎖に存在する特異的ペプチドを検出することで免疫複合体を測定している。 

LC-MS/MS において検出対象としたペプチドは hIgG1、hIgG2 及び hIgG4 に共通する配列で

あり、抗体医薬汎用的に免疫複合体を測定可能である。また非臨床試験で用いられる典型的な動

物種であるマウス、ラット、ブタ及びサルには存在しない配列であることから、これら動物種の

マトリクスに対しても適用可能である。ヒト試料中では本ペプチド配列を持つ内因性 IgG が存在

するため、そのままでは適用できない。ヒト抗体医薬を区別するために検出ペプチドとして

complementarity determining region（CDR）配列を含むペプチドに変更することで適用可能と

考えられる[58–60]。LC-MS/MS は同一試料の分析において複数のペプチドを同時に検出可能で

あるため、この特性を利用することで抗体医薬以外の免疫複合体の構成成分である ADAs や補体

なども同時に検出することが出来る[61]。例えば動物のイムノグロブリンに特異的なペプチドを

利用し、LC-MS/MS を用いて検出することで、免疫複合体を構成する ADAs のイムノグロブリ

ンの種類（例：IgM や IgG）やサブクラス（例：IgG1~IgG4）が同定可能となる[62]。イムノグ

ロブリンの違いによって Fc 受容体への結合性や補体活性化能が異なることから、ADAs の分子

種はその作用を考察する上で重要な情報となる[63,64]。以上のように本検出法では LC-MS/MS

の検出能を活用することにより、ヒト試料中を含めた免疫複合体の検出が可能であり、ADAs と

その関連分子の実体を明らかできるなど、幅広い研究への応用が可能と考えられる。 

BN-PAGE ではサイズに基づいた分離が可能であることから、免疫複合体の大きさを特定する

ことができる。免疫複合体の大きさは ADAs の薬物動態や安全性に与える影響の程度を決定する

要素と考えられるため、重要な情報と考えられる。例えば大きな免疫複合体は Fc 受容体などを
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介した貪食細胞内への取り込み速度が上がることにより、複合体に含まれる抗体医薬の消失が速

まることが報告されている[39]。一般的に ADAs は抗体医薬の曝露を低下させる事例が多いもの

の、一部 ADAs が曝露に影響しない事例もあり、一様な解釈が難しい状況にある。本検出法によ

り個体ごとに免疫複合体の大きさに基づいた解釈が可能になると考えられる。 

本検出法は ADAs の定量という観点でも優れた方法である。従来から汎用されている ADA 測

定法はリガンド結合法や表面プラズモン共鳴を利用したアッセイであり、ADAs と抗体医薬の結

合を指標に検出する方法である。これらのアッセイは陽性と陰性の判定をする定性的な評価方法

として用いられている。定量という観点では、希釈試験に基づいたタイター評価やシグナルの高

低で ADA 量が判断されることがあるものの、測定の原理上、結合の強弱もシグナル強度に影響

するため、多様な結合性をもつ ADAs の定量性に乏しい。開発した免疫複合体検出法では、遊離

型の抗体医薬と免疫複合体に含まれる抗体医薬を区別できるため、血中に存在する抗体医薬のう

ち免疫複合体を形成している割合を算出可能である。すなわち、ADAs が抗体医薬の一部に結合

しているか、あるいは全ての抗体医薬に結合しているか、といった情報が得られる。ADAs の抗

体医薬に対する影響を半定量的に考察可能である。 

本検出法は少量の試料で分析可能であることから、マウスやラットなど採血量が限られるげっ

歯類にも適用可能である。また全ての試薬や機器が購入可能であるため、質量分析装置を所有す

る施設であれば、測定系のセットアップが可能である。一方でモデル抗体医薬として K853 を用

いた評価では、検出には少なくとも 10 g/mL が必要であり、1 mg/kg 以下の低用量の動物試験

では感度が不足している。感度の改善にあたってはBN-PAGEによる分離能の向上や LC-MS/MS

による検出感度の向上が考えられる。例えば LC-MS/MS の定量用ペプチドの再選択や検出条件

最適化により、数倍の感度向上が容易に達成可能である。今回確立した条件を応用することで、

低用量の試験にも十分対応可能と考えられる。 

  



   

29 

 

1.4 小括 

本章では動物試料中においてヒト抗体医薬と抗薬物抗体により形成される免疫複合体を特異

的に検出する方法を開発した。BN-PAGE による分離を CBB 染色で評価した結果、遊離型の抗

体由来のバンドに対して免疫複合体由来のバンドが明確に高分子量の領域にシフトし、免疫複合

体のサイズ分離が可能であった。BN-PAGE 後の LC-MS/MS によるモデル抗体の検出能を評価

した結果、マウス/ヒトのキメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体をサブクラスによらず検出できた。

またサル血清中のモデルヒト抗体の検出感度は 10 g/mL であった。モデルヒト抗体と ADA を

混合して形成させた免疫複合体を含むサル血清を分析した結果、遊離型のヒト抗体由来のシグナ

ルと免疫複合体由来のシグナルを分別して検出できた。分子量の異なる複数の免疫複合体由来の

シグナルが検出できたことから、免疫複合体のサイズを評価可能であることが示された。免疫複

合体の濃度に応じたシグナルが得られたことから、半定量的な評価が可能であることが示された。

以上より、開発した検出法は動物試料中で免疫複合体を検出可能であり、免疫複合体のサイズや

濃度を測定可能であることが示された。本検出法はヒト抗体医薬の種類によらず汎用的に使用可

能である。また一般的な試薬や機器を用いていることから、特殊な技術が不要で一般的な研究施

設で実施可能である。ヒト抗体医薬の非臨床試験に本検出法用いることで、ADAs による作用を

免疫複合体のサイズや量から考察が可能となり、個体差があり考察が難しかった ADAs の作用へ

の理解を深め、発展途上である ADA 研究を加速化させることが期待される。 
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第 2 章 抗薬物抗体が抗体医薬の薬物動態や安全性に与える影響 

 

動物を用いた非臨床試験は候補医薬品の薬効、安全性及び薬物動態を評価し、ヒトにおける作

用を予測するために不可欠な試験である。ヒト抗体医薬の非臨床試験で大きな問題になるのが

ADAs である。ヒト抗体医薬を動物に投与する試験においては異種タンパク質に対する免疫応答

により、ADAs が産生しやすい状況にある[65]。動物における ADAs の産生頻度は、ヒトにおけ

る免疫原性を予測するものではないことから[66]、非臨床試験において ADAs が高頻度で産生さ

れたとしても医薬品として問題があるわけではない。しかしながら ADAs が薬効や安全性に影響

を与える場合には、医薬品候補抗体の作用を適切に評価できないため、十分なデータが取得でき

ないリスクがある[67]。例えば毒性試験において、ADAs が候補抗体の消失を速める作用を持っ

ていた場合に、十分な曝露が得られずに投与量と毒性の関連を適切に評価できないことになる。

また ADAs に起因するアレルギー反応が生じた場合には候補抗体の毒性と区別が出来ずに誤っ

た考察を導いてしまう可能性がある。 

ADAs による作用は多様であり、同じ ADA 陽性であってもその影響は個体によって異なる。

加えて候補抗体においては、候補抗体自身の作用も不明確であることから、ADA 陽性個体におい

て ADAs の作用のみを区別することは困難である。ヒト抗体医薬の非臨床試験の結果を正確に解

釈する上で大きな障害となる ADAs の作用を適切に把握するためには、ADAs の作用に対する基

本的な情報の蓄積が必要である。現状ではADAsの作用を網羅的に評価した報告は限定的であり、

参照とする情報も少ない。また一般的に用いられる ADA 測定法は陽性判定のみを目的にした定

性的な方法であり、ADA 作用の個体差を説明するデータが取得できないため、ADA 作用の考察

には限界があった。 

本章では、こうした現状の ADA 研究の課題への対応として、ヒト抗体医薬をマウスに投与し

たときに産生される ADAs が薬物動態や安全性に与える影響を多面的に評価した。安全性の観点
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からは免疫複合体形成に伴う III 型アレルギーに着目し、メカニズム研究に汎用されているマウ

スを本研究に用いた[68,69]。ADAs の作用を評価しやすくするため、生体内で抗原の存在しない

DNP に対するヒト抗体を投与した。第 1 章で開発した免疫複合体検出法を用いてマウス試験で

得られた試料を分析することで、ADA 作用の個体差を解析した。  
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2.1 実験材料と試験方法 

試薬は特に断らない限り分析用もしくは特級以上のものを使用した。 

 

2.1.1 実験材料 

下記の抗体を協和キリン株式会社から入手し、モデル抗体医薬として使用した（Table 3）。 

 

Table 3. Properties of monoclonal antibodies used as drugs in this study. 

Name Species Subclass Antigen Manufacturer 

K806 Mouse/human chimeric mAb IgG4 DNP Kyowa Kirin 

K809 Rat/human chimeric mAb IgG4 DNP Kyowa Kirin 

K838 Rabbit/human chimeric mAb IgG4 DNP Kyowa Kirin 

K851 Humanized mAb IgG1 DNP Kyowa Kirin 

K853 Humanized mAb IgG4 DNP Kyowa Kirin 

 

投与媒体は 0.05 mg/mL の Polysorbate 80 を含む PBS を用いた。 

 

2.1.2 動物実験 

動物実験の計画は事前に協和キリン株式会社 動物実験委員会の審査を受け承認を得た。日本

チャールス・リバー株式会社（Yokohama, Japan）より購入した雌性の CD-1 マウス（購入時 6

週齢）を試験に使用した。CD-1 マウスは非近交系の系統であり、臨床で認められる ADA 産生の

個体差を模倣できると考えて使用した。また抗原投与に伴う高い免疫応答も報告されている[68]。 

マウスはステンレスケージにて 4～5 匹ごとの群飼育とした。水及び固形試料は自由摂取とし

た。入荷後、少なくとも 1 週間を馴化期間に設定した。 
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2.1.3 血漿中薬物濃度測定方法 

マウス血漿中の抗体医薬濃度測定には Gyrolab xP workstation（Gyros Protein Technologies, 

Uppsala, Sweden）によるリガンド結合法を用いた。ビオチン標識した抗ヒト IgG サルポリクロ

ーナル抗体（協和キリン）を固相化抗体に用いた。Alexa 647 標識した抗ヒト IgG サルポリクロ

ーナル抗体（協和キリン）を検出抗体に用いた。検量線及び精度管理用の quality control（QC）

試料は Rexxip H（Gyros Protein Technologies）を用いて抗体医薬を希釈して調製した。マウス

血漿試料は Rexxip H を用いて 30~1000 倍希釈した。 

全ての試料は PCR プレートの各 well に添加し、microplate foils を用いて密封した。PCR プ

レート及び Bioaffy 200 CD（Gyros Protein Technologies）を Gyrolab xP workstation にセット

し、Gyrolab Control software による制御のもとで自動測定を行った。Gyrolab xP workstation

のニードル及び Bioaffy 200 CD 内のカラム洗浄には 0.05% Tween 20 を含む PBS を用いた。 

 

2.1.4 ADA 測定方法 

マウス血漿中の ADA 測定には電気化学発光によるリガンド結合法を用いた。遊離型の ADAs

及び抗体医薬と免疫複合体を形成した ADAs の総和であるトータル ADAs を測定するため、前処

理として 10 g/mL の抗体医薬を血漿試料に添加しインキュベーションさせ、免疫複合体を形成

させた。前処理により形成させた免疫複合体をリガンド結合法により検出した。詳細は下記の記

載に従った。 

MSD Gold 96-well Streptavidin plate（Meso scale discovery, Rockville, MD, USA）の各ウェ

ルを 1%Casein/PBS を用いて室温で 1 時間ブロッキングした。0.05% Tween 20 を含む PBS を

用いて 3 回洗浄した後（以降の洗浄は同様の操作とする）、ビオチン標識した抗ヒト IgG ヤギポ

リクローナル抗体（協和キリン）をウェルに添加し、500 rpm の速度で振とうさせながら室温で

約 1 時間固相化させた。洗浄後、前処理後試料をウェルに添加し、500 rpm の速度で振とうさせ
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ながら室温で約 1 時間反応させた。洗浄後、ルテニウム標識した抗マウス IgG ウサギポリクロー

ナル抗体（協和キリン）をウェルに添加し、500 rpm の速度で振とうさせながら室温で約 1 時間

反応させた。洗浄後、read buffer（2×）をウェルに添加し、SECTOR Imager 2400 (Meso scale 

discovery)を用いて、電気化学発光強度を測定した。 

 

2.1.5 免疫複合体検出方法 

マウス血漿中の抗体医薬と ADAs により形成される免疫複合体を、第 1 章で開発した BN-

PAGE と LC-MS/MS を組み合わせた方法により検出した。マウス血漿試料は PBS を用いて 20

倍に希釈後、Native PAGE Sample Buffer (4×)を用いて希釈し、1.1.2 に示した方法に従い、BN-

PAGE ゲルに添加し、電気泳動を実施した。BN-PAGE 後、各レーンの目的位置付近からレーン

上端までを 1～2 mm の大きさのゲル片 16 個に切り出し、1.1.3 に示した方法に従い、In-gel 

digestion により処理した。各処理溶液について 1.1.4 に示した方法により LC-MS/MS で分析し

た。 

 

2.1.6 補体活性測定方法 

マウス血漿中補体経路の活性化を評価するため、補体経路の最終生成物である C5b-9 複合体の

生成量を Enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）で測定した。測定には Classical 

Complement Pathway Assay（Hycult Biotech, Uden, Netherlands）を用いた。測定手順はメー

カーの添付文書に従った。 

 

2.1.7 血漿中クレアチニン濃度測定方法 

マウス血漿中のクレアチニン濃度測定には LC-MS を用いた。検量線はリン酸バッファーにク

レアチニン標準物質（関東化学）を添加して調製した。内標準物質であるクレアチニン-D3 を含
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むアセトニトリルを血漿試料と混合し、除タンパク処理後の上清を LC-MS 分析に供した。 

液体クロマトグラフィー装置として LC-30AD（島津製作所, Kyoto, Japan）を使用した。質量

分析装置として Q Exactive Plus（Thermo Fisher Scientific）を使用した。分析カラムとして

CORTECS UPLC HILIC Column (1.6 m, 2.1 mm×150 mm)（Waters）を使用した。ガードカ

ラムとしてCORTECS UPLC HILIC Van Guard Pre-Column （130 Å, 1.7 m, 2.1 mm×5 mm）

（Waters）を使用した。 

 

2.1.8 血液学的検査 

マウス血液を用いて ADVIA120（Bayer Corporation, Tarrytown, NY, USA）により下記の項

目について測定した。 

 

Item Indication in the table Method 

Red blood cell count RBC FCM method 

Hematocrit Hematocrit Calculated from MCV and RBC 

Hemoglobin Hemoglobin Cyanmethemoglobin method 

Mean corpuscular volume MCV FCM method 

Mean corpuscular hemoglobin MCH Calculated from Hemoglobin and RBC 

Mean corpuscular hemoglobin 

concentration 
MCHC Calculated from Hemoglobin and Hematocrit 

Reticulocyte (percentages and counts) Reticulocyte FCM method 

Platelet count Platelets FCM method 

White blood cell count WBC FCM method 

Hemogram (percentages and counts) Hemogram FCM method 

 

2.1.9 試験スケジュールと測定項目 

本試験では ADAs による抗体医薬の薬物動態や安全性への影響を評価するため、まずマウスに

おいて ADAs を産生させる必要がある。一般的に ADA 産生頻度は高用量よりも低用量、静脈内

投与よりも皮下投与のほうが高い傾向がある[70]。本試験においても 1 週間に 1～2 回の頻度で
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低用量（1 mg/kg）の抗体医薬を皮下投与して、ADA 産生を惹起した。免疫複合体を検出するた

めには、血漿中に高濃度の抗体医薬が存在する必要があることから、ADA 産生がある程度見込ま

れる 2～4 週間後に高用量（50 mg/kg）の抗体医薬を投与し、免疫複合体を検出した。ADAs に

よる薬物動態への影響を評価するため、各投与日の投与前及び高用量投与後の血漿中薬物濃度を

測定した。また ADAs による安全性への影響を評価するため、短期投与試験では補体活性の指標

として C5b-9 複合体量を測定し、長期投与試験では腎機能障害の指標として血漿中クレアチニン

濃度を測定した。また長期投与試験の最終採血時点において臨床検査を実施した。 

 

2.1.9.1 短期試験 

7 日間の馴化後の 16 匹のマウスを無作為に 4 群に分けた（各群 4 匹）。 

初回投与日を Day 0 とした。Days 0、4、7 に K806、K809 及び K838 を 1 mg/kg の用量でマ

ウスに皮下投与した。Day 11 に K806、K809 及び K838 を 50 mg/kg の用量でマウスに皮下投

与した。抗体の各投与日に媒体群に割り当てたマウスに 0.05 mg/mL Polysorbate 80 を含む PBS

を皮下投与した。 
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Group 

Test article on Days 0, 4, 7 Test article 2 on Day 11 
Number of 

animal 

(Animal No.) Name 
Dose 

(mg/kg) 

Dosing 

volume 

(mL/kg) 

Name 
Dose 

(mg/kg) 

Dosing 

volume 

(mL/kg) 

1 Vehicle - 10 Vehicle - 10 
4 

(S1-S4) 

2 K806 1 10 K806 50 10 
4 

(S5-S8) 

3 K809 1 10 K809 50 10 
4 

(S9-S12) 

4 K838 1 10 K838 50 10 
4 

(S13-S16) 

 

各投与日（Days 0、4、7、11）の投与前、Day 12、Day 14 及び Day 18 に尾静脈からヘパリ

ン採血管を用いて採血した。血液試料は 4℃で 5 分間、10000×g の回転数で遠心し、上清を回収

して血漿試料を得た。各試料を用いて下記の分析を実施した。 

 

測定項目 測定対象群 時点 

血漿中薬物濃度 Group 2, 3, 4 Day 4, 7, 11, 12, 14, 18 

ADAs の量 Group 2, 3, 4 Day 0, 4, 7, 11, 14, 18 

免疫複合体の大きさと量 Group 2, 3, 4 Day 12 

補体活性 Group 1, 3, 4 Day 0, 11, 18 

 

2.1.9.2 長期試験 

7 日間の馴化後の 16 匹のマウスを無作為に 4 群に分けた（各群 4 匹）。 

初回投与日を Day 0 とした。Days 0、7、14、21 に K809、K851 及び K853 を 1 mg/kg の用

量でマウスに皮下投与した。Day 28 に K809、K851 及び K853 を 50 mg/kg の用量でマウスに
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皮下投与した。抗体の各投与日に媒体群に割り当てたマウスに 0.05 mg/mL Polysorbate 80 を含

む PBS を皮下投与した。 

 

Group 

Test article on Days 0, 7, 14, 21 Test article 2 on Day 28 
Number of 

animal 

(Animal No.) Name 
Dose 

(mg/kg) 

Dosing 

volume 

(mL/kg) 

Name 
Dose 

(mg/kg) 

Dosing 

volume 

(mL/kg) 

1 Vehicle - 10 Vehicle - 10 
4 

(L1-L4) 

2 K809 1 10 K809 50 10 
4 

(L5-L8) 

3 K851 1 10 K851 50 10 
4 

(L9-L12) 

4 K853 1 10 K853 50 10 
4 

(L13-L16) 

 

各投与日（Days 0、7、14、21、28）の投与前及び Day 28 の投与 4 時間後、6 日後（Day 34）、

8 日後（Day 36）に尾静脈からヘパリン採血管を用いて採血した。血液試料は 4℃で 5 分間、

10000×g の回転数で遠心し、上清を回収して血漿試料を得た。Day 36 では尾静脈採血後に心採

血により血液試料を得た。 

各試料を用いて下記の分析を実施した。臨床検査以外の項目は血漿試料、臨床検査は Day 36

で得た血液試料を用いた。 
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測定項目 測定対象群 時点 

血漿中薬物濃度 Group 2, 3, 4 
Day 7, 14, 21, 28 の投与前、 

Day 28 の投与 4 時間後、Day 34, 36 

ADAs の量 Group 2, 3, 4 Day 7, 14, 21, 28 の投与前、Day 34, 36 

免疫複合体の大きさと量 Group 2, 3, 4 Day 28 の投与 4 時間後、Day 36 

血漿中クレアチニン濃度 Group 1, 4 
Day 0, 7, 14, 21, 28 の投与前、 

Day 28 の投与 4 時間後、Day 34, 36 

臨床検査 Group 1, 2, 3, 4 Day 36 
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2.2 実験結果 

2.2.1 短期試験 

2.2.1.1 血漿中薬物濃度と ADA 産生 

K806、K809 及び K838 を反復投与（1 mg/kg で 3 回、50 mg/kg で 1 回）したときの血漿中

薬物濃度及び ADA シグナルを、それぞれ Fig. 7、Fig. 8 及び Fig. 9 に示す。K806、K809 及び

K838 を 50 mg/kg 投与後の半減期を Table 4 に示す。 

いずれの投与群においても初回投与後及び 2 回目投与後のトラフ濃度は、個体差なく概ね同じ

血漿中薬物濃度であった。しかしながら、3 回目投与後のトラフ濃度は K806 投与群の Animal 

No. S8 において著しい低下が認められ（Fig. 7A）、その他の投与群においても低値を示す個体が

認められた（Fig. 8A、Fig. 9A）。50 mg/kg 投与後の濃度推移から半減期を算出したところ、各

抗体投与群で 7～11 日前後の良好な半減期を示した個体が認められた一方で、2 日前後の短半減

期を示す個体も散見された（Table 4）。 

ADA シグナルは各抗体投与群の全個体で経時的に増加したが、全体として増加の程度は緩や

かであった。K809 投与群の Animal No. S12 及び K838 投与群の Animal No. S13 は、Day 14

前後で急激なシグナル増加が認められた（Fig. 8C、Fig. 9C）。特に Animal No. S12 は ADA シ

グナルが 100 を超えることから他の個体と比較して過剰な ADA 産生が起きたと考えられる。

ADA シグナルの急激な増加が認められた個体についてはいずれも 2 日前後の短半減期を示して

おり、ADA 産生に伴う抗体医薬のクリアランス上昇が示唆された。 

各抗体投与群の薬物動態と ADA 産生の関連を網羅的に検討するため、50 mg/kg 投与 6 日後の

ADA シグナルと血漿中薬物濃度の相関関係を確認したところ、ADA シグナルが高いほど血漿中

薬物濃度が低下する傾向が認められた（Fig. 10）。同様に ADA シグナルと 50 mg/kg 投与後の半

減期に関しても相関関係を確認したところ、ADA シグナルが高いほど半減期が短くなる傾向が

認められた（Fig. 11）。 
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約 2 週間と短期間で実施した試験において、ADA シグナルの上昇は限定的であったものの、

ADA 産生による抗体医薬のクリアランス上昇が示唆された。  
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Fig. 7. Pharmacokinetics of K806 and ADA production against K806 in mice.  

(A) Plasma concentrations of K806 during repeated subcutaneous administration of K806. 

(B) Plasma concentration-time profiles of K806 after the last dose at 50 mg/kg. (C) The time 

course of the ADA level (SN ratio) during repeated subcutaneous administration of K806.   

1

10

100

1000

0 7 14 21

P
la

sm
a

 c
o

n
c
e
n

tr
a

ti
o

n
 (
μ

g
/m

L
)

Time (day)

No. S5

No. S6

No. S7

No. S8

10

100

1000

10 12 14 16 18 20

P
la

sm
a

 c
o

n
c
e
n

tr
a

ti
o

n
 (
μ

g
/m

L
)

Time (day)

No. S5

No. S6

No. S7

No. S8

1

10

100

1000

0 7 14 21

S
ig

n
a

l 
to

 n
o

is
e 

r
a

ti
o

Time (day)

No. S5

No. S6

No. S7

No. S8

A 

B 

C 



   

43 

 

 

 

 

Fig. 8. Pharmacokinetics of K809 and ADA production against K809 in mice.  

(A) Plasma concentrations of K809 during repeated subcutaneous administration of K809. 

(B) Plasma concentration-time profiles of K809 after the last dose at 50 mg/kg. (C) The time 

course of the ADA level (SN ratio) during repeated subcutaneous administration of K809.   

1

10

100

1000

0 7 14 21

P
la

sm
a

 c
o

n
c
e
n

tr
a

ti
o

n
 (
μ

g
/m

L
)

Time (day)

No. S9

No. S10

No. S11

No. S12

10

100

1000

10 12 14 16 18 20

P
la

sm
a

 c
o

n
c
e
n

tr
a

ti
o

n
 (
μ

g
/m

L
)

Time (day)

No. S9

No. S10

No. S11

No. S12

1

10

100

1000

0 7 14 21

S
ig

n
a

l 
to

 n
o

is
e 

r
a

ti
o

Time (day)

No. S9

No. S10

No. S11

No. S12

B 

C 

A 



   

44 

 

 

 

 

Fig. 9. Pharmacokinetics of K838 and ADA production against K838 in mice.  

(A) Plasma concentrations of K838 during repeated subcutaneous administration of K838. 

(B) Plasma concentration-time profiles of K838 after the last dose at 50 mg/kg. (C) The time 

course of the ADA level (SN ratio) during repeated subcutaneous administration of K838. 
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Fig. 10. Relationship between drug concentration and signal to noise ratio of anti-drug 

antibody. 

 

 

Fig. 11. Relationship between half-life and signal to noise ratio of anti-drug antibody. 
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Table 4. Half-lifes of K806, K809, and K838 after the last dose at 50 mg/kg. 

Test article 
Animal  

Number 

Half-life 

(day) 

K806 

S5 10.9  

S6 5.98  

S7 7.04  

S8 4.13  

K809 

S9 2.34  

S10 4.98  

S11 11.2  

S12 2.02  

K838 

S13 1.68  

S14 3.16  

S15 6.91  

S16 3.75  
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2.2.1.2 免疫複合体 

K809 投与群及び K838 投与群の 50 mg/kg 投与 1 日後の血漿試料を用いて免疫複合体を測定

した（Fig. 12、Fig. 13）。K806 投与群に関しては、K806 を BN-PAGE で泳動した際に高分子量

の領域においても遊離型の K806 に由来するシグナルが認められ、免疫複合体の評価が難しいと

考えられたため、評価対象から除外した（data not shown）。 

分析の結果、K809 投与群の Animal No. S10 と Animal No. S12 において、免疫複合体が検出

された（Fig. 12）。いずれの個体においても、血漿中に存在する抗体医薬の一部が免疫複合体を

形成しており、サイズに関しては小さな免疫複合体のみが検出された。K838 投与群においては、

いずれの個体でも免疫複合体は検出されなかった（Fig. 13）。 

分析対象とした 50 mg/kg 投与 1 日後はいずれの個体でも ADA シグナルが明確に上昇してい

ないことから、ADA 産生量が低いため免疫複合体が形成していないものと考えられる。免疫複合

体の作用を考察するためには、さらに ADA 産生を惹起する必要があると考えられた。 

  



   

48 

 

 

 

 

 

Fig. 12. IC detection in mouse plasma on Day 12 after repeated subcutaneous administration 

of K809 to mice.  

The y-axis represents the peak height ratio of the signature peptide to internal standard. A 

lower fraction number indicates a higher molecular weight. 
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Fig. 13. IC detection in mouse plasma on Day 12 after repeated subcutaneous administration 

of K838 to mice.  

The y-axis represents the peak height ratio of the signature peptide to internal standard. A 

lower fraction number indicates a higher molecular weight. 
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2.2.1.3 補体活性 

マウス血漿中補体経路の活性化を評価するため、補体経路の最終生成物である C5b-9 複合体の

生成量を ELISA で測定した（Fig. 14）。顕著な ADA 産生を示した個体が含まれる K809 投与群

及び K838 投与群の全個体を対象に Day 0、Day 11、Day 18 を測定した。またネガティブコン

トロールとして媒体群を測定した。 

K809 投与群の Animal No. S10 及び Animal No. S12 の Day 11 において、陽性対照と同等の

吸光度が観察され、一過性の C5b-9 複合体量の上昇が認められた（Fig. 14B）。その他の個体の

吸光度は Day 0 で測定したベースラインの吸光度である 0.2～0.8 の範囲であり、陽性対照の吸

光度と比較して低値であった。C5b-9 複合体量の上昇が認められた 2 個体は免疫複合体が検出さ

れており（Fig. 12）、免疫複合体の形成による補体経路活性化の結果、C5b-9 複合体量が上昇し

たと考えられる。免疫複合体は血管内皮や組織に沈着して III 型アレルギーを誘発することが知

られており、本試験においても免疫複合体の曝露に伴い、同様の炎症反応が起きたと推察される。  
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Fig. 14. Complement pathway activity during repeated subcutaneous administration of K809 

and K838 to mice.  

The dashed line represents the signal of the positive control in the kit. 
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2.2.2 長期試験 

短期試験では ADA 産生頻度や産生量が不十分であり、免疫複合体の形成も限定的であったた

め、その作用を十分に評価できなかった。ADA 産生が十分な条件で免疫複合体の作用を評価する

ため、低用量投与条件として 1 mg/kg の週 1 回反復投与を 1 カ月間に設定して ADA 産生を誘導

できる長期試験を実施した。 

 

2.2.2.1 血漿中薬物濃度と ADA 産生 

K809、K851 及び K853 を反復投与（1 mg/kg で 4 回、50 mg/kg で 1 回）したときの血漿中

薬物濃度及び ADA シグナルをそれぞれ Fig. 15、Fig. 16 及び Fig. 17 に示す。 

K809 を 1 mg/kg で反復投与したときの Day 7 における血漿中薬物濃度（初回投与後のトラフ

濃度）は、個体差なく概ね同じ値であった。2 回目投与以降のトラフ濃度は Animal No. L7 を除

いた 3 例において著しく低下した（Fig. 15A）。50 mg/kg 投与後の薬物濃度推移も Animal No. 

L7 を除いた 3 例は著しく低かった（Fig. 15B）。 

Animal No. L7 を除く 3 個体では Day 14 から急激な ADA 産生が認められた（Fig. 15C）。

ADA シグナルは Day 21 以降で概ね頭打ちになり、一定の高値を持続した。ADA 産生個体では

血漿中薬物濃度の低下が認められており、ADAs による K809 のクリアランス上昇が示唆された。 
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Fig. 15. Pharmacokinetics of K809 and ADA production against K809 in mice.  

(A) Trough concentrations of K809 during repeated subcutaneous administration of K809. 

(B) Plasma concentration-time profiles of K809 after the last dose at 50 mg/kg. (C) The time 

course of the ADA level (SN ratio) during repeated subcutaneous administration of K809. 
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K851 を 1 mg/kg で反復投与したときの各トラフ濃度は、初回投与時から個体差が認められた

（Fig. 16A）。2 回目以降も継続的に個体差が散見されたが、特定個体の顕著な濃度低下は認めら

れなかった。50 mg/kg 投与後の薬物濃度は Animal No. L9 と Animal No. L10 において低値で

あった（Fig. 16B）。 

Animal No. L11 と Animal No. L12 において、Day28 から急激な ADA 産生が認められた（Fig. 

16C）。当該 2 個体は ADAs が高値にもかかわらず、ADA 産生の低い Animal No. L9 と Animal 

No. L10 に比べて 50 mg/kg 投与後の薬物濃度は高値を示した。他の投与群において考察されて

いる ADA 作用による抗体医薬のクリアランス上昇とは異なる結果であり、ADA 存在下でも血漿

中薬物濃度が維持される逆の結果となった。 
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Fig. 16. Pharmacokinetics of K851 and ADA production against K851 in mice.  

(A) Trough concentrations of K851 during repeated subcutaneous administration of K851. 

(B) Plasma concentration-time profiles of K851 after the last dose at 50 mg/kg. (C) The time 

course of the ADA level (SN ratio) during repeated subcutaneous administration of K851. 
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K853 を 1 mg/kg で反復投与したときの Day 7 における血漿中薬物濃度（初回投与後のトラフ

濃度）は、個体差なく概ね同じ値であった（Fig. 17A）。2 回目投与以降のトラフ濃度は Animal 

No. L14 及び Animal No. L15 において著しく低下した。両個体ともに Day 21 では定量下限未

満になったが、Animal No. L14 のみ Day 28 で再び濃度が検出された。50 mg/kg 投与後の薬物

濃度は Animal No. L15 のみ低値であった（Fig. 17B）。 

Animal No. L14 と Animal No. L15 において、Day 14 から急激な ADA 産生が認められ、Day 

28 以降でおおむね頭打ちになり一定の高値を持続した（Fig. 17C）。当該 2 個体は ADA 産生が

高い点で共通しているものの、50 mg/kg 投与後の薬物濃度に関して Animal No. L14 では高値、

Animal No. L15 では低値を示しており、ADAs の作用が異なることが示唆された。 
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Fig. 17. Pharmacokinetics of K853 and ADA production against K853 in mice.  

(A) Trough concentrations of K853 during repeated subcutaneous administration of K853. 

(B) Plasma concentration-time profiles of K853 after the last dose at 50 mg/kg. (C) The time 

course of the ADA level (SN ratio) during repeated subcutaneous administration of K853. 
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各抗体投与群の薬物動態と ADA 産生の関連を網羅的に検討するため、1 mg/kg 投与後の ADA

シグナルと血漿中薬物濃度の相関関係を確認した（Fig. 18）。全体としては ADA シグナルが高い

ほど血漿中薬物濃度が低下する傾向が認められたが、試験後半の ADA シグナルが高い領域にお

いて、血漿中薬物濃度が高い個体が散見された。同様に ADA シグナルと 50 mg/kg 投与後の血漿

中薬物濃度に関しても相関関係を確認したところ、ADA シグナルが高値にもかかわらず血漿中

薬物濃度が高い個体が散見された。また ADA 陽性かつ血漿中薬物濃度が維持されたのは、ヒト

化抗体を投与した群であった。 

以上より、抗体 1 mg/kg の週 1 回反復投与を 1 カ月継続することにより、各群ともに半数以

上の個体で急激な ADA 産生が認められた。陽性個体の ADA シグナルは 100 を超えており、薬

物動態への影響も認められたことから、血漿中薬物濃度に相当する量の ADAs が産生されたと考

えられた。ADAs による薬物動態や安全性への影響を評価するには十分な ADA 産生量と陽性個

体数であると判断できた。ADAs による薬物動態への影響としては、従来から報告されている

ADA 産生に伴う血漿中薬物濃度の低下が認められた一方で、Day 28 前後から高い ADA 産生が

認められるにもかかわらず、薬物濃度が高値を維持する個体が散見された。1 カ月を超える長期

試験では、試験期間中に ADAs の性質が変化する場合があることが示唆された。 
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Fig. 18. Relationship between drug concentration and signal to noise ratio of anti-drug 

antibody 

  

0.1

1

10

100

1 10 100 1000

T
ro

u
g
h

 d
ru

g
 c

o
n

ce
n

tr
a
ti

o
n

 (
m

g
/m

L
)

Signal to noise ratio of ADA

K809, 1 mg/kg

No. L5

No. L6

No. L7

No. L8

0.1

1

10

100

1000

1 10 100 1000

T
ro

u
g
h

 d
ru

g
 c

o
n

ce
n

tr
a
ti

o
n

 (
m

g
/m

L
)

Signal to noise ratio of ADA

K809, 50 mg/kg

No. L5

No. L6

No. L7

No. L8

0.1

1

10

100

1 10 100 1000

T
ro

u
g
h

 d
ru

g
 c

o
n

ce
n

tr
a
ti

o
n

 (
m

g
/m

L
)

Signal to noise ratio of ADA

K851, 1mg/kg

No. L9

No. L10

No. L11

No. L12

100

1000

1 10 100 1000

T
ro

u
g
h

 d
ru

g
 c

o
n

ce
n

tr
a
ti

o
n

 (
m

g
/m

L
)

Signal to noise ratio of ADA

K851, 50 mg/kg

No. L9

No. L10

No. L11

No. L12

0.1

1

10

100

1 10 100 1000

T
ro

u
g
h

 d
ru

g
 c

o
n

ce
n

tr
a
ti

o
n

 (
m

g
/m

L
)

Signal to noise ratio of ADA

K853, 1 mg/kg

No. L13

No. L14

No. L15

No. L16

100

1000

1 10 100 1000 10000

T
ro

u
g
h

 d
ru

g
 c

o
n

ce
n

tr
a
ti

o
n

 (
m

g
/m

L
)

Signal to noise ratio of ADA

K853, 50 mg/kg

No. L13

No. L14

No. L15

No. L16



   

60 

 

2.2.2.2 免疫複合体 

抗体を 50 mg/kg の用量で投与した 4 時間後（Day 28）及び 8 日後（Day 36）の血漿試料を用

いて免疫複合体を測定した。3 種の抗体投与群の中で、K853 投与群に関して Day 28 の結果を

Fig. 19、Day 36 の結果を Fig. 20 に示す。なお K809 投与群において顕著な ADA 産生を示した

個体は血漿中薬物濃度が低かったため全フラクションでシグナルが検出されなかった（data not 

shown）。K851 投与群に関しては、K851 を BN-PAGE で泳動した際に高分子量の領域において

も遊離型の K851 に由来するシグナルが認められ、免疫複合体の評価が難しいと考えられたため、

評価対象から除外した（data not shown）。 

K853 を 50 mg/kg の用量で投与した 4 時間後（Day 28）に採取した血漿試料を用いて免疫複

合体を分析したところ、Animal No. L14 と Animal No. L15 において、明確に免疫複合体が検出

された（Fig. 19）。Animal No. L14 ではフラクション 6 及びフラクション 8 前後に分子量の異な

る 2 種の免疫複合体が確認され、小さな免疫複合体の形成が示唆された。Animal No. L15 では

フラクション 5 及びフラクション 8 前後に 2 種の免疫複合体が確認されたことに加えて、最も分

子量が大きいフラクション 1 に免疫複合体由来のシグナルが検出された。フラクション 1 には

BN-PAGE による電気泳動でゲルをほとんど移動していない分子量の大きなタンパク質が存在す

ることから、大きな免疫複合体の形成が示唆される。またこのフラクション 1 のシグナルが最も

高いことから、Animal No. L15 では主に大きな免疫複合体が形成していたと考えられた。 

K853 を 50 mg/kg の用量で投与した 8 日後（Day 36）に採取した血漿試料を用いて免疫複合

体を分析したところ、Animal No. L14 では投与 4 時間後と同様のフラクションに免疫複合体が

確認されたため（Fig. 20）、本個体では投与直後から 8 日目まで一貫して小さなサイズの免疫複

合体が形成していたことが示唆された。Animal No. L15 は投与 8 日後において血漿中薬物濃度

が低かっため全フラクションでシグナルが検出されなかった。 

小さな免疫複合体のみが検出された Animal No. L14 では、50 mg/kg 投与後の血漿中薬物濃度
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推移は ADA 陰性個体と同等であった。一方で、大きな免疫複合体が検出された Animal No. L15

では、顕著な血漿中薬物濃度の低下が認められた（Fig. 17B）。免疫複合体はサイズが大きくなる

ほど、Fc 受容体などを介した貪食細胞への取り込みが増加し、クリアランスが大きくなることが

推察されることから[39]、2 個体で認められた ADAs の薬物動態への影響の違いは、免疫複合体

の大きさの違いに起因することが示唆された。  
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Fig. 19. IC detection in mouse plasma on Day 28 after repeated subcutaneous administration 

of K853 to mice.  

The y-axis represents the peak height ratio of the signature peptide to internal standard. A 

lower fraction number indicates a higher molecular weight. 
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Fig. 20. IC detection in mouse plasma on Day 36 after repeated subcutaneous administration 

of K853 to mice.  

The y-axis represents the peak height ratio of the signature peptide to internal standard. A 

lower fraction number indicates a higher molecular weight. 
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2.2.2.3 血漿中クレアチニン濃度 

ADAs の腎臓への影響を評価するため、腎機能の指標である血漿中クレアチニン濃度を LC-MS

を用いて測定した（Fig. 21）。測定対象群は K853 投与群と媒体群とした。 

K853 投与群の Animal No. L14 と Animal No. L15 において一過性のクレアチニン濃度上昇

が認められた（Fig. 21B）。クレアチニン濃度のピークは、Animal No. L14 は Day 14 前後、

Animal No. L15 は Day 28 の 50 mg/kg 投与 4 時間後であった。K853 投与群のその他の個体及

び媒体投与群の全個体では、クレアチン濃度が明確に上昇した個体は認められなかった。 

Animal No. L14 と Animal No. L15 はともに免疫複合体が検出された個体であり、Animal No. 

L15 では、クレアチニン濃度のピーク時点（Day 28）において大きな免疫複合体が検出された。

Animal No. L14 では、クレアチニン濃度のピーク時点（Day 14）では血漿中薬物濃度が定量下

限以下であり、免疫複合体の評価ができなかった。 

 

   

Fig. 21. The creatinine concentration in mouse plasma during and after repeated 

subcutaneous administration of K853.  

An LC-MS/MS-based assay was used to determine the creatinine concentration during 

repeated subcutaneous administration of vehicle (PBST) (A) or K853 (B). 
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2.2.2.4 血液学的検査 

ADAs の血液学的検査の値に対する影響を評価するため、全群について血液学的検査を実施し

た（Table 5）。その結果、抗体投与群の好酸球が高値を示す傾向が確認された。また明確ではな

いものの、ADA 陽性個体において高値を示す傾向が確認された。TNF-に対する抗体医薬にお

いて ADA 産生に伴う好酸球上昇を示唆する報告もあり[71]、本試験で認められた好酸球上昇は

ADAs による二次的な作用の可能性が示唆された。その他の検査値に関しては、媒体群と抗体投

与群において顕著な差は認められなかった。 
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Table 5. Hematological examination on Day 36 after repeated subcutaneous administration 

of vehicle or anti-DNP antibodies to mice 

Animal  

Number 

RBC 

(×106/μL) 

Hemoglobin 

(g/dL) 

Hematocrit 

(%) 

MCV 

(fL) 

MCH 

(pg) 

MCHC 

(g/dL) 

Platelets 

(×103/μL) 

L1 8.25  12.2  35.2  42.7  14.8  34.7  1018  

L2 7.58  11.6  33.8  44.6  15.3  34.3  1040  

L3 8.16  11.9  36.3  44.5  14.6  32.8  568  

L4 7.47  11.6  34.3  45.9  15.5  33.8  1060  

L5 8.00  12.7  37.8  47.3  15.9  33.6  1116  

L6 8.07  11.6  35.7  44.2  14.4  32.5  1178  

L7 7.82  12.6  36.8  47.1  16.1  34.2  1249  

L8 8.07  12.0  36.1  44.7  14.9  33.2  1135  

L9 7.77  12.4  36.2  46.6  16.0  34.3  1196  

L10 7.40  11.1  33.4  45.1  15.0  33.2  1075  

L11 7.71  11.4  33.6  43.6  14.8  33.9  1007  

L12 7.49  10.9  32.6  43.5  14.6  33.4  1119  

L13 7.36  11.4  33.3  45.2  15.5  34.2  1068  

L14 7.20  11.1  32.5  45.1  15.4  34.2  1045  

L15 7.35  11.6  33.8  46.0  15.8  34.3  740  

L16 7.98  11.4  34.4  43.1  14.3  33.1  1187  

 

Animal  

Number 

PDW 

(fL) 

MPV 

(fL) 

PCT 

(%) 

NRBC 

(%) 

NRBC 

(×103/μL) 

Reticulocytes 

(×109/L) 

Reticulocytes 

(%) 

IRF 

(pg) 

L1 7.2  7.0  0.69  0.7  0.01  2.68  221.1  61.4  

L2 6.5  6.8  0.67  0.7  0.01  3.38  256.2  57.5  

L3 7.6  7.5  0.28  0.0  0.00  1.44  117.5  44.5  

L4 6.4  6.8  0.78  0.3  0.01  5.10  381.0  67.6  

L5 6.2  6.7  0.81  0.7  0.03  7.34  587.2  62.4  

L6 7.1  7.3  0.59  0.7  0.03  6.26  505.2  63.8  

L7 6.1  6.4  0.76  0.2  0.01  2.36  184.6  42.7  

L8 6.7  7.2  0.89  0.6  0.02  2.88  232.4  55.6  

L9 6.8  7.1  0.75  1.0  0.01  5.97  463.9  60.0  

L10 6.0  6.5  0.59  0.0  0.00  3.26  241.2  63.0  

L11 6.5  7.0  0.67  0.3  0.02  2.59  199.7  55.9  

L12 6.2  6.8  0.66  0.0  0.00  4.60  344.5  57.5  

L13 6.3  6.8  0.64  0.7  0.02  4.32  318.0  64.7  

L14 5.8  6.5  0.58  0.9  0.03  4.16  299.5  61.0  

L15 7.3  7.5  0.60  0.7  0.02  5.78  424.8  60.2  

L16 6.5  6.7  0.71  0.4  0.01  4.34  346.3  58.5  
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Animal  

Number 

WBC 

(×103/μL) 

Neutrophils 

(%) 

Lymphocytes 

(%) 

Monocytes 

(%) 

Eosinophils 

(%) 

Basophils 

(%) 

L1 1.34  23.1  70.9  3.0  3.0  0.0  

L2 1.41  23.5  72.3  1.4  2.8  0.0  

L3 3.62  7.1  86.5  3.6  2.8  0.0  

L4 3.09  10.0  86.1  1.6  2.3  0.0  

L5 4.14  9.1  74.9  2.2  13.8  0.0  

L6 4.17  6.5  83.5  2.6  7.4  0.0  

L7 4.81  8.9  79.2  2.3  9.6  0.0  

L8 3.51  12.9  81.2  1.1  4.8  0.0  

L9 1.05  25.6  64.8  2.9  6.7  0.0  

L10 2.07  19.9  76.3  1.4  2.4  0.0  

L11 6.99  4.4  81.0  1.3  13.3  0.0  

L12 1.53  14.4  83.0  1.3  1.3  0.0  

L13 2.74  20.7  74.5  2.6  2.2  0.0  

L14 3.28  18.0  76.2  1.5  4.3  0.0  

L15 3.07  17.9  64.2  8.8  9.1  0.0  

L16 2.79  8.9  86.4  1.1  3.6  0.0  

 

Animal  

Number 

Neutrophils 

(×103/μL) 

Lymphocytes 

(×103/μL) 

Monocytes 

(×103/μL) 

Eosinophils 

(×103/μL) 

Basophils 

(×103/μL) 

L1 0.31  0.95  0.04  0.04  0.00  

L2 0.33  1.02  0.02  0.04  0.00  

L3 0.26  3.13  0.13  0.10  0.00  

L4 0.31  2.66  0.05  0.07  0.00  

L5 0.38  3.10  0.09  0.57  0.00  

L6 0.27  3.48  0.11  0.31  0.00  

L7 0.43  3.81  0.11  0.46  0.00  

L8 0.45  2.85  0.04  0.17  0.00  

L9 0.27  0.68  0.03  0.07  0.00  

L10 0.41  1.58  0.03  0.05  0.00  

L11 0.31  5.66  0.09  0.93  0.00  

L12 0.22  1.27  0.02  0.02  0.00  

L13 0.57  2.04  0.07  0.06  0.00  

L14 0.59  2.50  0.05  0.14  0.00  

L15 0.55  1.97  0.27  0.28  0.00  

L16 0.25  2.41  0.03  0.10  0.00  
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2.3 考察 

本章では ADAs による抗体医薬の薬物動態や安全性への影響を評価するため、マウスにヒト抗

体を投与して ADA 産生下における血中薬物濃度や安全性に関するパラメーターを分析した。

ADA 作用を評価しやすくするため、生体内に抗原がなく薬理作用を持たない DNP に対するヒト

抗体をマウスに投与した。免疫誘導が起きやすい投与方法として低用量の反復皮下投与により

ADA 産生を惹起させた後、高用量投与による評価を実施した。試験期間の異なる 2 つの試験に

より、ADAs の短期的な影響と長期的な影響を考察した。 

低用量の抗体を反復皮下投与することにより、すべての個体で ADA シグナルが上昇した。し

かしながら、短期試験では全体としてシグナルの上昇が限定的であり、初回投与から 2 週間以降

において一部の個体のみで顕著な ADA 産生が認められた。一方で ADA 産生を惹起させる期間

を 1 カ月に延長した長期試験では顕著な ADA 産生を示す個体が散見された。本試験系において

は、試験期間が 2 週間を超える時点から抗体医薬の反復投与に伴う過剰な ADA 産生のリスクが

高くなることが示唆された。長期投与試験においては、ADA シグナルが上昇後、低下に転じた個

体も認められており、試験期間の途中で ADA 産生量が低下する場合があることが示唆された。 

ADA 産生により薬物動態には明確な影響が認められた。特に短期試験においては例外なく

ADA 陽性個体において血漿中薬物濃度の低下が認められた。長期投与試験では、ADA 産生によ

る血漿中薬物濃度の低下が概ね認められているものの、ADA 陽性個体において濃度維持が認め

られる個体も散見され、長期投与により ADAs の質が変化した可能性が示唆された。特に興味深

かったのは長期投与試験における Animal No. L14 の血漿中薬物濃度の経時的変化であった。当

該個体は Day 14 以降、一旦は濃度低下が認められたが、Day 28 以降で回復し、以降は高濃度を

維持した（Fig. 17A）。初回投与から概ね 1 カ月が経過した時点で ADAs の質が変化したことが

示唆される事例であった。ADAs の産生過程は通常の免疫反応と同様に、当初は IgM が惹起さ

れ、数週間が経過すると IgG へのクラススイッチが起き、親和性成熟の過程を経て、選択的な
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ADAs のみが血中に存在するものと考えられる[72–74]。今回マウスで認められた 1 カ月前後に

おける ADAs の質の変化も ADAs の成熟過程で性質が変化したものと考えられる。  

K853 投与群の ADA 陽性と判定された 2 個体において、Animal No. L14 は小さな免疫複合体

のみが検出され血漿中薬物濃度が維持されており、一方 Animal No. L15 は大きな免疫複合体が

検出され血漿中薬物濃度の低下が認められた。大きな免疫複合体は多数の Fc を含むことから Fc

受容体に対する結合性が増強され、マクロファージなどの貪食細胞への取り込みが速くなること

が報告されている[39]。本研究で認められた Animal No. L15 の濃度低下も大きな免疫複合体形

成による貪食細胞への取り込み促進が示唆される。50 mg/kg を投与した場合、投与直後の血漿中

薬物濃度としては 1 mg/mL 前後と想定される。そのような高い血漿中薬物濃度にも関わらず濃

度低下が認められており、血中に存在する抗体医薬の半分以上がADAsと結合していることから、

ADAs が相当量産生されていることが示された。一般的な非臨床試験でも高用量の試験が行われ

るため、ADA 産生による影響は無視できないことが予想される。 

ADAs の腎機能への影響を評価するため、K853 投与群のクレアチニン濃度を測定した結果、

ADA 陽性個体である Animal No. L14 と Animal No. L15 で一過性の上昇が認められた。Animal 

No. L15 は Day 28 においてクレアチニン濃度のピークが認められており、大きな免疫複合体が

検出された時点と一致した。Animal No. L14 は Day 14 においてクレアチニン濃度のピークが認

められているが、同時点では免疫複合体の分析を実施していなかった。血漿中薬物濃度のデータ

から免疫複合体のサイズを考察すると、Day 14 では濃度低下が認められていることから大きな

免疫複合体の形成が推測される。Day 28 時点では小さな免疫複合体のみが認められ、クレアチニ

ン濃度も低下している。以上を合わせて考察すると、免疫複合体の中でも大きな複合体が腎機能

障害に影響している可能性が考えられた。 
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2.4 小括 

試験期間の異なる 2 つのマウス試験において、ADAs による薬物動態と安全性への影響を評価

した。 

抗体医薬を 2 週間、低用量反復投与して ADAs を誘導した短期投与試験では、ADA 産生は比

較的限定的であったが、薬物動態への影響が明確に認められた。ADA 産生量に応じて例外なく血

漿中薬物濃度が低下した。一部の個体では免疫複合体が検出されており、当該個体において補体

経路の活性化が検出された。免疫複合体の形成に伴う、III 型アレルギー反応の惹起が示唆され

た。 

さらなる ADA 惹起を目的に、抗体医薬を 4 週間、低用量反復投与して ADA 産生を惹起した

長期投与試験では、ADA 産生頻度が上昇し、産生量も増加した。ADA 産生に伴い大部分の個体

で血漿中薬物濃度の低下が認められたが、後期になると ADA 陽性でも濃度が高い個体が散見さ

れた。試験期間中に ADAs の特性が変化し、薬物動態への影響が小さくなる場合があることが示

された。一部の個体では免疫複合体が検出されており、大きな免疫複合体が検出された個体では

低曝露を示し、小さな免疫複合体が検出された個体では陰性個体と同程度の曝露を示した。形成

する免疫複合体のサイズによりADAsの薬物動態への影響が異なることが示唆された。またADA

産生に伴うクレアチニン濃度の上昇が認められた。データは不十分であるものの、大きな免疫複

合体の形成とクレアチニン上昇のタイミングが一致しており、ADAs の腎機能への影響について

も免疫複合体のサイズの重要性が示唆された。 
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総括 

抗体医薬を投与した際に産生される ADAs は有効性の低下や副作用の誘発に繋がることから、

臨床上の課題と認識されている。ヒト抗体医薬を動物に投与する非臨床試験においても異種タン

パク質に対する免疫応答により ADAs が産生しやすい状況にあり、候補医薬品の適切な評価の妨

げとなっている。ADA 産生による有効性や安全性へのインパクトに関しては多くの報告例があ

るが、ADAs は個体ごとに性質が異なり多様な作用を示すため一律に評価することが難しい。そ

の作用メカニズムを理解するためにはデータの蓄積が必要であり、個別の ADA 作用を考察する

ためには ADAs の特性を解析できる測定法が必要である。 

本研究では、ADA 研究の課題へのアプローチとして、生体試料中において免疫複合体の大きさ

と量を測定するアッセイを開発した。従来の ADA アッセイは陽性／陰性のみを判定する定性的

なアッセイであり、作用の異なる ADAs が産生された場合でも区別ができないため、ADAs の影

響に関する考察が難しかった。開発したアッセイでは免疫複合体の大きさと量により ADAs を特

徴付けることができる。ADAs が示す多様な作用は免疫複合体形成の結果であり、その大きさや

量を測定することで多様な ADAs の作用を個別に考察することが可能となる。 

第 1 章では、BN-PAGE と LC-MS/MS を組み合わせた免疫複合体検出法の性能を検証した。

特異性を評価した結果、本検出法はヒト抗体医薬の種類によらず汎用的に使用可能であることが

示された。定量性を評価した結果、モデルヒト抗体の検出感度は 10 g/mL であり、抗体濃度に

応じたシグナルが得られたことから半定量的な評価が可能であることが示された。モデルヒト抗

体と ADA を混合して形成させた免疫複合体を含むサル血清を分析した結果、遊離型のヒト抗体

由来のシグナルと免疫複合体由来のシグナルを分別して検出できた。本検出法は動物試料中で免

疫複合体を検出可能であり、免疫複合体のサイズや濃度を測定可能であることが示された。ヒト

抗体医薬の非臨床試験に本検出法用いることで、ADAs による作用を免疫複合体のサイズや量か
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ら考察が可能となる。個体間で多様な ADAs の作用を説明するための有力なツールとなることが

示唆された。 

第 2 章では、ヒト抗体医薬をマウスに投与したときに産生される ADAs が薬物動態や安全性に

与える影響を多面的に評価した。短期試験においては ADA 産生量と抗体医薬の曝露低下が相関

関係にあるものの、1 カ月を超える長期試験においては、ADA 高産生にもかかわらず曝露が維持

される個体が認められた。長期投与に伴い ADAs の特性が変化する可能性が示唆された。免疫複

合体検出法による検討により、曝露低下を示した個体では大きな免疫複合体が検出され、曝露が

維持された個体では小さな免疫複合体のみが検出された。免疫複合体の大きさにより、ADAs の

薬物動態への影響が変わることが示唆された。また免疫複合体が検出された個体のみで補体活性

の上昇が認められた。腎機能の指標としてクレアチニン濃度を検討したところ、ADA 産生とクレ

アチニン濃度上昇の関連性が認められた。特に大きな免疫複合体が腎機能障害に関与しているこ

とが示唆された。これら補体活性の上昇や腎機能障害は典型的な III型アレルギーの所見であり、

免疫複合体の曝露により炎症反応が惹起されたことが示唆された。ADA 陽性個体の中で ADAs

の薬物動態や安全性へのインパクトが異なる事例において、免疫複合体の特性を分析することで

個体差を説明できることが示された。 

開発した免疫複合体検出法を用いることにより、非臨床試験における ADAs の作用を免疫複合

体の量や大きさから考察できるようになった。本検出法を用いることにより、これまで個体差が

あり考察が難しかった ADAs の薬物動態への影響や III 型アレルギーへの関与について免疫複合

体のデータに基づいて説明が可能となる。創薬において非臨床試験は有効性や安全性を検討し、

ヒトへの作用を予測する上で不可欠な試験である。医薬品候補抗体を動物に投与する試験では

ADAs が産生される場合が多く、ADAs の多様な作用により試験結果の解釈が困難になることが

ある。本検出法により測定された免疫複合体の量や大きさに基づいて個体ごとの ADAs の作用を

明確化することにより、試験結果に対する ADAs の影響を判断可能となり、ひいては医薬品候補
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抗体の適切な評価に繋がると期待される。本検出法は LC-MS/MS の検出法を工夫することによ

り、臨床検体の評価や複合体構成分子の同定も可能になることから拡張性が高く、ADA 研究を加

速化させる強力なツールになると考えられる。 
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