
緒言

医薬品開発は、候補化合物を見つける基礎研究の段階か

ら、「選ばれた候補化合物の有効性や安全性などについて動

物を使ってテストする非臨床試験」、とその後に実施される

「動物を使って有効性や安全性が確認できた候補化合物を、

ヒトを対象に実施される有効性や安全性を確認する臨床試

験」とに大まかに分類される。医薬品開発で実施される投薬

試験においては、開発化合物を投与された被検体である動物

やヒトにおける様々な反応が観察される。とりわけ、被検体

から採取された生体試料（血漿、尿、各種組織片など）中に

存在する薬物濃度を測定することは、開発化合物の薬物動態

情報を得るためにたいへん重要である。薬物動態情報とは、

生体内において薬物が処理される過程のことであり、吸収

（Absorption）、分布（Distribution）、代謝（Metabolism）、排

泄（Excretion）それぞれの頭文字をとって、ADMEと略さ

れる。開発化合物の ADMEを評価するために、非臨床試験

や臨床試験から得られる生体試料中の薬物濃度を測定するこ

とをバイオアナリシス（Bioanalysis）と呼び、測定対象とし
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Abstract

The objective of microdose (MD) clinical study is to obtain human pharmacokinetics data at earlier phase of drug development, which is more

informative than animal data to screen new drug candidates and improve success rate of drug development. Currently the MD study is a new

approach for clinical study, which is examined actively in Europe, the USA and Japan. In the MD study, an ultratrace dose of less than one

hundredth of the therapeutic dose of drug is administered to human subject, hence it requires the measurement technology with high sensitiv-

ity. The purpose of this report is to represent the methodologies of high sensitive quantification by LC/MS/MS (liquid chromatography−tan-

dem mass spectrometry) for a microdose clinical trial and we try to mention about availability for cold MD study using LC/MS/MS analysis.
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ては、投与された開発化合物そのものである未変化体以外に

生体内で代謝を受けて発生する代謝物も含まれる。また、生

体試料中には生体内化学物質も含まれており、これらの中に

は生体機能反応の指標となる化学物質があるため、これを薬

物作用の評価に利用することができる。このような生体内化

学物質のことをバイオマーカーと呼び、これらの増減を観察

することで疾病に対する医薬品の薬効・薬理作用や毒性評価

の指標として用いることもある。これは従来の ADME評価

とは異なるが、医薬品本来の目的を確認するための重要な要

素であり、薬物動態研究において、今後バイオマーカーは欠

かせない評価対象になると考えられる。このように、生体試

料中からは、開発化合物に関わる様々な情報を得ることがで

きるため、分析機器を駆使した測定技術が発達してきた。中

でも質量分析計による寄与は大きく、今日の医薬品開発にお

いて測定技術の主流となっている。

以下の本文で、マイクロドーズ（Microdose, MD）につい

て概説する。

１．マイクロドーズ（Microdose, MD）に関する世界での取

り組み

医薬品開発の成功確率は、候補化合物を絞り込む探索段階

から数えると五十万分の一とも、百万分の一ともいわれてい

る。何万もの化合物の中からスクリーニングにより選ばれた

候補化合物は、前臨床といわれる動物試験フェーズで少なく

とも１年以上、ヒトへの投与による臨床試験フェーズで７年

近くの年月を費やすため、一つの医薬品が上市されるために

は約１０年もの開発期間が必要となる。また医薬品開発プロ

ジェクト一つあたり百億円近いコストが掛るが、医薬品開発

の成功率は１００％ではないため、中止されたプロジェクトの

開発コストを上乗せすると、一つの医薬品を上市するために

数百億から一千億円もの巨額な投資が必要ともいわれてい

る。このように、医薬品開発における時間とコストはもっと

も重要な課題として認識されている[1]。また、医薬品開発

の成功確率は、ヒト Phase１試験に入った後も１０％に満たな

いとさえいわれている[2]。非臨床段階では、動物による安

全性評価からヒトを対象としたときの安全な投与量と用量範

囲の推定を行う他、病態モデル動物やトランスジェニック動

物を用いた薬効評価も行われる。しかしながら、これらの評

価方法が十分に薬物のヒトへの作用を評価できているとは言

い切れない。そのため、ヒト肝臓組織を用いた in vitro 評価

方法など、開発医薬品によるヒトへの作用の予測に関わる研

究が盛んに行われているが、いまだ方法論が十分に確立され

ているとは言い難い状況である。

マイクロドーズ（Microdose, MD）臨床試験は、動物デー

タだけでは予測が難しいヒトにおける薬物動態に関する情報

を、医薬品の臨床開発の初期段階に得ることで、候補化合物

のスクリーニングや開発の成功率向上を目指す目的で用いら

れる新たな臨床試験の取り組みである。MDの概念は、２００４

年にヨーロッパ医薬品庁（European Medicines Agency,

EMA）から発出された「Position Paper on Non−clinical Safety

Studies to Support Clinical Trials with a Single Microdose」に「ヒ

トにおいて薬理作用を発現すると推定される投与量の１／１００

を超えない用量または１００µgのいずれか少ない用量の被験

物質を健康な被験者に単回投与することにより行われる臨床

試験」と定義されている[3]。これは従来行われてきた臨床

試験、Phase１、２、３との対比から、Phase０とも呼ばれて

いる。従来の臨床開発よりもできるだけ早期にヒトにおける

投与データを得ようとする考えは、かねてより探索的（ex-

ploratory）手法として知られており、それを受けた position

paperが EMAから公示されることにより、ヒトによるMD

臨床試験の実施が世界で初めて公的に認められたのである。

その後、２００６年には、米国食品医薬品局（Food and Drug Ad-

ministration, FDA）から「Guidance for Industry, Investigators,

and Reviewers. Exploratory IND Studies」が公示され、EMAの

MD臨床試験をベースとして、薬理作用を示す投与量で行う

早期探索的臨床試験（Exploratory Investigational New Drug, e−

IND）の概念が提唱された[4]。さらに、２００８年には、日本で

も「マイクロドーズ臨床試験の実施に関するガイダンス」が

発出された[5]。その後、これら日米欧のガイダンスは、医

薬品開発に関連する規制ハーモナイゼーション活動である

ICH（The International Conference on Harmonisation of Technical

Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human

Use）において統一され、ICH−M３（R２）ガイダンスに集約

され、日本では、「医薬品の臨床試験及び製造販売承認申請

のための非臨床安全性試験の実施についてのガイダンス」と

して２０１２年に公表された[6]。

MD臨床試験実施を巡っては、非線形性など多くの問題点

が指摘されており、MD臨床試験への疑念が、実施に対する

否定的意見へとつながっている。世界におけるMD臨床試

験の取り組みにおいても、こうした疑念を検証する目的で実

施された基盤研究がいくつか報告されている。MD臨床試験

に関する世界初の試みは、２００５年英国にて実施された

CREAM（Consortium for Resourcing and Evaluating AMS Micro-

dosing）[7]トライアルであり、その後、２００６年欧州で実施さ

れた EUMAPP（European Microdosing AMS Partnership Pro-

gram）[8]がある。これらのプロジェクトでは、いずれも

AMS（Accelerator Mass Spectrometry）が用いられており、既

承認薬を含む数種の薬剤（CREAM：既承認薬４種、未承認

化合物１種、EUMAPP：既承認薬６種、未承認化合物１種）

についてMD臨床試験を実施した。各薬剤の１４C標識体を

MD経口・静脈投与し、非標識体の経口臨床（治療）用量（一

部静脈投与含む）による結果と比較（一部文献値の比較を含

む）することにより、MDによる線形性について焦点を当て

た。また、MD投与から得られたデータを用いて生物学的利

用能（Bioavailability, BA）やクリアランス、分布容積、半減

期といった PK（Pharmacokinetics）パラメータを算出し、臨
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床用量との比較も行った。その結果、線形性が得られた薬剤

と非線形の結果となった薬剤が混在したが、ほとんどの薬剤

については、MDから臨床用量時のパラメータを予測できる

と結論づけた。

以下、海外で主流とされる Hot技術についてもっともメイ

ンとなる分析技術について紹介する。

加速器質量分析計：AMS（Accelerator Mass Spectrometry）

試料中にある炭素などの同位体存在比を測定することがで

きる。すなわち、１４C/１２C比を測定することで、１０－１８から１０－２１

モルといった極めて高い測定感度を持つ分析機器である。長

半減期放射性同位体を特異的に測定できる特性を有すること

から、考古学分野で年代測定に用いられてきたが、超微量な

放射線核種を超高感度で測定できるので製薬分野でも利用さ

れてきた経緯がある。１４Cといった長半減期放射線同位体標

識した開発化合物を投与することで、生体試料中の未変化体

を高感度に測定できる他、LCによる分離分取をすることに

より、代謝物を容易に検出できるため、ヒト体内における医

薬品の物質収支（投与された開発化合物が体内でどのように

吸収され、代謝・排泄されるか）を把握するためのマスバラ

ンス試験に活用されている。

陽電子放射断層撮影法：PET（Positron Emission Tomogra-

phy）

陽電子（Positron）検出を利用した断層撮影技術であり、

医療分野において、癌診断や脳機能などのイメージングとし

て活用される。医薬品開発における応用としては、１１Cや１８F

といった半減期の短い陽電子放出核種で標識した開発化合物

を投与することで、体内での組織移行や分布を非侵襲で観察

することができるため、医薬品開発における POC（proof of

concept）評価を的確かつ迅速に行えることが期待される。

２．日本におけるMDの動き

２００８年６月、日本においても厚生労働省からMD臨床試

験に関するガイダンスが公表され、実施に関する基本的な考

え方が示された。先述のような放射線核種を用いる AMSや

PETといった手法のことを Hot技術と呼ぶのに対し、LC/MS

（Liquid chromatograph−mass spectrometer）は非放射性検体の

分析であるため Cold技術と呼ばれる。海外では、MD臨床

試験のみならず、医薬品開発における Hot技術の応用は進ん

でいる。MD臨床試験のトライアルにおいても、AMSが主

流であり、また、MDガイダンスにおいても、EMAから発

出された position paperでは、測定手法として AMSと PET

の Hot技術を言及するに止まっている。日本から発出された

MDガイダンスには、AMSと PETの Hot技術に加え、LC/

MS/MSによる Cold技術についても言及している。以下、LC

/MS/MS（liquid chromatograph−triple quadrupole mass spec-

trometry）について簡単に解説する。

液体クロマトグラフ質量分析計：LC/MS（Liquid chroma-

tograph−mass spectrometer）

液体クロマトグラフに質量分析計を組み合わせた分析法で

あり、測定対象や目的に応じて用いられる質量分析計の種類

もいくつかある。薬物濃度測定といった定量分析にもっとも

用いられているのは、三連四重極型 LC/MS/MSである。プ

レカーサーイオン（precursor ion）から衝突誘起解離（collision

induced dissociation, CID）により得られるプロダクトイオン

（product ion）を選択的に検出する選択反応モニタリング

（selected reaction monitoring, SRM）は、高い選択性とともに

pg/mLオーダーの高感度測定を可能とするため、定量分析に

もっとも活用される。また、高い分解能と質量精度を持つ飛

行時間型（time of flight, TOF）やイオントラップ型の１種で

ある Kingdon trap（orbitrap）といったタイプの質量分析計

は、従来、生体試料中代謝物検索といった定性分析に用いら

れてきたが、昨今の技術力向上により測定感度が向上し、信

頼性も上がったため、定量分析に用いる例も増えてきた。高

分解能を活かすことで、多価イオンとして検出されるペプチ

ドなどの高分子化合物の定量分析に利用される。

３．NEDOマイクロドーズ

海外に遅れること２００８年１０月、NEDO（新エネルギー・産

業技術総合開発機構）のプロジェクト「マイクロドーズ臨床

試験を活用した革新的創薬技術の開発：薬物動態・薬効の定

量的予測技術を基盤として」が開始された。このプロジェク

トは、医薬品の体内動態予測に関する速度論的な解析手法

と、PETを用いた分子イメージング技術を融合させること

によって、新たな創薬技術であるマイクロドーズ臨床試験の

有効性、応用性を飛躍的に向上させ、成功確率の高い医薬品

開発を可能にするという、創薬支援のための画期的な技術の

開発を目的として開始された。本プロジェクトは杉山雄一

（東京大学）をリーダーとして、NEDOから医薬品開発支

援機構（APDD）が委託を受け、国内の医学研究機関と共同

研究契約を結び、国内製薬企業コンソーシアム、臨床試験機

関コンソーシアム及び測定受託会社コンソーシアムの協力に

よって、活動が実施された。その活動のいくつかを以下に紹

介する。

山下（摂南大学）及び森本（大分大学）らは、Ca拮抗薬

３剤（ニフェジピン、ニカルジピン及びジルチアゼム）のカ

セットによる静脈内及び経口のMD投与試験を行った。こ

の試験により、MD臨床試験における BAを算出し、また臨

床用量での値との比較を行った[9,10,11]。この試験は、カ

セットドーズMD投与によって体内動態による化合物選択

が可能であることを示しただけではなく、LC/MS/MS分析を

用いた同時定量によって試験期間及びコストの削減が可能で

あることも実証した。

さらに、山下及び森本らは、MD臨床試験における製剤化
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についても検討を行った。通常、溶液状態で経口投与される

MD臨床試験では、胃酸に対して不安定な薬物や、徐放剤化

等によって吸収をコントロールしている製剤などはその吸収

や体内動態に関して臨床を反映したデータを得ることができ

るかが不明であると考え、エリスロマイシンやシンバスタチ

ンといった化合物を用いてMDによる製剤化の検討を行っ

た。

山下及び森本らによる Ca拮抗薬及び製剤化検討のこれら

二試験のMD臨床試験においては、薬剤の放射性核種のラ

ベル化を行わない方法（Cold）により試験を実施した。いず

れの試験についても、血漿中濃度測定は株式会社住化分析セ

ンターで LC/MS/MS測定を実施し、MD臨床試験において

Cold化合物でも十分な高感度化測定を行うことで、薬物動

態評価が可能であることを示した。これらの試験で用いた高

感度化技術については、次項で紹介する。

一方，池田（横浜薬科大学）らは、１４C標識アセトアミノ

フェン及びトルブタミドを用いたMD臨床試験を実施し、

ヒト代謝物の検索及びマスバランスの評価、薬物間相互作用

及び遺伝子多型の影響の解析が可能であることを実証した

[12,13]。なお、この試験は日本で初めて１４C標識薬剤を人体

に投与したものであり、日本における１４C標識薬剤を用いた

試験実施の手順を明確にした意義は大きい。また、渡辺（理

化学研究所）及び千田（先端医療振興財団）らは、OATP１B３

トランスポーターの基質であるテルミサルタンの１１C標識体

をヒトに投与し、PETで撮影を行うことによって、テルミ

サルタンの全身薬物動態と OATP１B３トランスポーターの機

能評価を行った[14]。

NEDOプロジェクトは３年間にわたり、上記試験を含む

２７の臨床試験が実施され、その成果は２０以上の英文論文とし

て発表された。試験の概要としては、１４C標識体を用いた臨

床試験（AMS）が２件、１１C、１８F標識体を用いた臨床試験

（PET）が８件、非標識体を用いた臨床試験（LC/MS/MS）

が１７件となっている。これらの成果を受け、国内の製薬企業

もMD臨床試験の実施を検討し、既に新薬開発にMD臨床

試験を取り入れた企業もあり、MDへの期待が高まっている

が、実施のハードルが高いことや、MD実施自体のメリット

を疑問視する声も多く、実際の医薬品開発で実用されるに

は、有用性を十分に考慮した活用が必要と考えられる。次

に、MDのための LC/MS/MSによる Cold高感度測定技術に

ついて、実践を踏まえ解説する。

４．LC/MS/MSによる Cold高感度測定技術

バイオアナリシス LC/MS/MS測定における高感度化に対

するアプローチは、およそ以下の三つに分類される。

①前処理における高感度化、②LCにおける高感度化、③

MSにおける高感度化

以下、これらアプローチについて簡単に解説する。

①前処理における高感度化

バイオアナリシスでは、生体試料から測定対象物を効率よ

く抽出することで、より正確な定量値を得ることができる。

そのため、それぞれの測定対象物に適した前処理方法を設定

する必要がある。バイオアナリシスで用いられる一般的な前

処理法として、除タンパク法、液液抽出法、固相抽出法等が

挙げられる。目標とする定量下限濃度（lower limit of quantifi-

cation, LLOQ）の検出感度が十分に確保でき、かつ十分な定

量性を確保できるように、試料量と測定対象物質の効率的な

前処理法を選択しなければならない。高感度化測定を目的と

する前処理方法は、生体試料からの測定対象物の回収率（抽

出率）をできる限り高くする必要があり、また、クロマトグ

ラム上の妨害や測定対象物のイオン化の妨げとなるような生

体試料由来の夾雑物を十分に除去する必要がある。前処理に

おける試料濃縮とは、生体試料から測定対象物質を抽出し、

測定注入試料を調製するまでの過程において、最初に採取し

た生体試料の使用量（サンプリングに供した生体試料量）よ

りも最終的な測定注入試料量を小さくすることで、試料を濃

縮することである。すなわち、血漿などの生体試料の使用量

を可能な限り多くサンプリングし、測定対象物質を効率的に

抽出した溶液を蒸発乾固により留去（Dry up）した後、LC

移動相などの最終溶解液に再溶解するときに、LC注入量を

考慮に入れて、できるだけ少量の溶液に再度溶解する方法を

確立する。このため、高感度化測定法における前処理方法に

は、前処理過程において溶媒の留去が可能な、液液抽出法及

び固相抽出法が、濃縮効果が期待できるという理由でよく利

用される。以下、これら二つの前処理方法について、簡単な

原理と注意点を考察する。

・液液抽出法（Liquid−iquid extraction）

水と混ざらない有機溶媒を用い、物質ごとの脂溶性（溶

解度）の差を利用して生体試料から測定対象物を抽出する

方法。抽出溶媒として、ジエチルエーテルや酢酸エチル、

ヘキサンやこれらの混液等がよく用いられる。液液抽出法

は、有機溶媒の使用量が多く、選択性は低い反面、濃縮効

果が高く、抽出におけるメカニズムが単純であるため、確

実性の高い前処理方法を作成できる可能性が高い。

・固相抽出法（Solid phase extraction）

固相カートリッジにおいて、測定対象物質及び生体試料

中の夾雑物質の固定相との親和性の差を利用して、選択的

に測定対象物の精製及び濃縮を行う方法。固定相にはシリ

カやポリマーといった樹脂に炭化水素鎖やフェニル基等の

疎水性基を導入したものや、同じく樹脂にアミン基やスル

ホン酸といったイオン交換基を導入したものがある。固相

抽出法は、有機溶媒の使用量も少なく、固相カートリッジ

を適切に選択することで、より選択性の高い測定方法を作

成できる。

前処理における高感度化は、試料濃縮以外に、LCにおけ
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るオンライン濃縮も前処理における高感度化のひとつと考え

ることができる。その他、測定対象物に強イオンを導入する

といった誘導体化による高感度化も考えられるが、分析法の

確立が困難であること、また、反応試薬の除去が必要になる

等前処理操作も煩雑になる可能性が高い。

②LCにおける高感度化

バイオアナリシスにおける LC条件の重要なポイントのひ

とつとしては、生体試料中の夾雑物との分離にある。マト

リックス効果による感度低下を回避するためにも、測定対象

物を LCカラム内で適正に保持させ、生体試料中夾雑物と

ピークが重ならないように分離できる条件を設定することが

望ましい。シャープなピーク形状が得られるような LC条件

を設定することも重要であり、ピーク形状をできるだけ

シャープにすることにより、ピーク高さが得られるため、見

かけ上の感度を少しでも上げることができる。これらの条件

が兼ね揃えられていることもあり、昨今のバイオアナリシス

においてもカラム粒子径２µm付近を用いる超高流速型 LC

がもてはやされた。

もうひとつの重要なポイントは、試料濃縮である。LC−MS

によく用いられる ESI（Electrospray ionization）法では、感

度が試料濃度に依存するため、可能な限り試料を濃縮するこ

とが感度に有利とされている。試料濃縮効果を期待し、より

内径の小さい分析カラムを使用することが多い。また、線速

度を一定に考えた場合、カラム内径を小さくすることで移動

相の流速も低くなるため、イオン化の重要な要素であるイオ

ン蒸発においても有利な条件に近づく。試料濃度の濃縮に

は、前述のような前処理における濃縮が一般的であるが、カ

ラムスイッチング法を組み合わせることで LCにおけるオン

ライン濃縮も可能となる。また、生体試料中の夾雑物との分

離を目的としてカラムスイッチング法が用いられることもあ

るため、LCオンライン前処理の役割としての効果も期待す

ることができる。

カラムスイッチング法として、簡便な手法をふたつ紹介す

る。ひとつはハートカットと呼ばれる手法である。分析カラ

ムへ試料が導入される前に、カラム長１０mmなどのような

ショートカラムをトラップカラムとして用いる。注入された

試料を一旦トラップカラム内で保持させ、測定対象物を含む

分画のみを分析カラムに導入するようプログラミングする。

すなわち、トラップカラムと分析カラムの間にスイッチング

バルブを組み入れ、トラップカラムにおいて測定対象物の保

持時間付近だけを分析カラムと連結するようにプログラミン

グすることで測定試料を効率よく分析カラムに導入する。こ

れにより測定試料のクリーンアップできる他、逆相条件の場

合、トラップカラムにおける移動相の有機溶媒比率を、分析

カラムの移動相よりも低く設定しておくことで、より有機溶

媒リッチな状態下にある分析カラム内に測定試料が導入され

た瞬間にステップグラジエントと同様の効果が得られるた

め、クロマトグラムのピークがシャープとなり、見かけ上の

感度を上げることができる。参考例として、ハートカット法

のカラムスイッチングの配管図を図１に示す。

もうひとつの方法は、バックフラッシュと呼ばれる手法で

ある。前述と同様にカラム長１０mmのようなショートカラム

をトラップカラムに用い、トラップカラムの送液方向を分析

カラム導入時に逆転させる。すなわち、正方向でトラップカ

ラムに十分保持させた後、スイッチバルブを切り替えること

で測定対象物をトラップカラムから逆方向で追い出し、同時

に分析カラムに測定対象物を送り込むようにスイッチングバ

ルブを用いて配置する。前述のように正方向でカラムスイッ

チする方法に比べ、条件を最適化することで夾雑物の除去率

を高くできる他、比較的注入量を多くすることもできるた

め、良好なクリーンアップおよび濃縮方法といえる。スイッ

チング条件として重要なポイントは、トラップカラムで十分

に保持できる条件、すなわち逆相条件の場合、有機溶媒比率

図１．カラムスイッチング配管図例１（ハートカット）
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を低くするなどして、トラップカラムから溶出してこない状

態で分析カラムにスイッチする条件を設定することであり、

かつ、分析カラムには確実にスイッチする条件が必要なた

め、トラップカラムからは簡単に溶出しない条件と分析カラ

ムにスイッチするときは瞬時に溶出される条件を組み合わせ

ることにある。参考例として、バックフラッシュ法のカラム

スイッチングの配管図を図２に示す。

このように、カラムスイッチングによるオンライン濃縮や

クリーンアップは、確実性の高い高感度化法としてよく用い

られる。上記に紹介した方法は、いずれもカラムスイッチン

グ法としては、もっとも簡便なものであり、トラップカラム

と分析カラムの条件設定をうまく組み合わせることで数倍程

度の高感度化は容易に達成することができる。他にもカラム

を三本使用するなど、より複雑なカラムスイッチング法を採

用することで十倍以上の高感度化が見込まれるシステムを構

築することも可能である。しかしながら、分析条件の検討に

はかなり細かな条件設定をしなければならない上、ルーチン

分析において装置を常に良質な状態に保たなければならない

など、通常の分析カラム１本のみを用いる測定系と比べて注

意すべき点も多い。バイオアナリシスのように crudeな試料

を扱う分析系においては、LC流路内の汚れに十分留意する

必要があり、カラムスイッチングのような複雑なシステムの

場合、キャリーオーバーなど試料の汚染によるシステムトラ

ブルを誘発することも多いため、堅牢性の高い分析結果を維

持するためには、システムチェックなどによるより一層の注

意が必要とされる。

③MSにおける高感度化

ESI法の場合、LC移動相には、測定対象物のイオン化が

少しでも優位に働くような工夫がなされる。そのため、逆相

条件においては、メタノールやアセトニトリルといった有機

溶媒と酢酸、ギ酸、アンモニア水や各種アンモニウム塩を用

いた揮発性バッファーが用いられる。不揮発性塩は、気相イ

オンの生成を妨げる他、装置イオン源の汚染にもつながるた

め、使用されない。移動相の液性は、測定対象物の物性を考

慮する必要がある。すなわち、塩基性化合物の場合は、プロ

トン付加しやすいように酸を加え、酸性化合物の場合は、移

動相の液性をアルカリ側にすることでイオン化を促進させ

る。ただし、測定対象物がイオン型の状態であることは、

ODSのような逆相系 LCカラムにおいて保持を小さくする

ことにもなるため、LCにおける保持とMSにおけるイオン

化しやすさとの均衡をうまく保つ必要がある。

安定的に感度を保つためには、イオン源のスプレー状態を

観察することも重要である。かつての装置においては、スプ

レーノズルの角度やイオン導入口までの距離などを十分に検

討する必要があったが、昨今の装置ではイオン源がかなり改

良されたおかげもあり、その必要性はかなり低くなった。し

かしながら、現在の装置でイオン源のすべての問題が解消さ

れたわけではないため、スプレーノズルの位置や先端の状態

を仔細に最適化することが、化合物や移動相条件によって

は、感度に大きく影響しうるということを認識しておく必要

がある。

ESI法は、ソフトイオン化法であるため、正イオンモード

では、質量Mの分子に対して、［M＋H］＋のプロトン化分子

を、負イオンでは、［M－H］－の脱プロトン分子を検出する。

他にも、Naが付加した［M＋Na］＋も検出されることがある

ため、適宜、モニターイオンの最適化を検討する必要があ

る。また、移動相にアルキルアミンのような付加イオンとな

る試薬を添加することで、通常のプロトン化分子あるいは脱

プロトン化分子よりも高感度にイオンを検出できる可能性が

ある。以下のシンバスタチンのMD臨床試験において、そ

の具体的事例を紹介する。

以上、バイオアナリシス LC/MS/MS測定における高感度

化に対するアプローチとして、前処理、LCおよびMSの三

つの側面から解説した。要点をまとめると、高感度化という

図２．カラムスイッチング配管図例２（バックフラッシュ）

CHROMATOGRAPHY, Vol.34 No.3 (2013)

―１４６―



観点から、前処理においては、生体試料から測定対象物を効

率よく抽出でき、且つ試料を濃縮する方法が効果的であり、

LCにおいても何らかの手段において試料濃縮することが高

感度化に優位に働くが、MSのイオン化に優位な条件を考慮

に入れた LC条件を構築する必要があり、測定対象物のイオ

ン化とクロマトグラフィックな状態とのバランスを総合的に

熟慮した分析条件を設定する必要がある。

LC/MS/MSによるバイオアナリシスにおいて、MD臨床試

験ほど高感度化技術が必要とされる事例はないといって過言

でない。そこで、上記のような高感度技術を駆使した事例と

して、次にシンバスタチンのMD臨床試験での分析法開発

について紹介する。

④ヒト血漿中シンバスタチンの高感度定量法の開発

シンバスタチンの構造式を図３に示す。MD臨床試験にお

いて必要な LLOQは、各化合物のインタビューフォームか

ら、MD用量における予想 Cmaxを算出した。一般的に薬物動

態解析を行うためには、少なくとも Cmaxの１０分の１の LLOQ

を測定する必要があるといわれている。MD臨床試験におい

ては、個体差の影響などを加味し、十分な定量性を担保する

ためには、予想 Cmaxからさらに２０～５０分の１までの LLOQ

を確保する必要があると考え、シンバスタチンの目標 LLOQ

を５pg/mLと設定した。検討の結果、前処理に使用する血漿

量は０．５mLとし、シンバスタチンは酸性条件下 t－ブチルメ

チルエーテルで効率よく抽出されることを確認した。また、

LC条件においては、ODSカラムにおいてシンバスタチンが

十分に保持されることを確認した。しかし、MS条件におい

て、シンバスタチンの選択性に問題があり、また感度も不十

分なため、目標とする LLOQが確保できないことが明らか

となった。そこで筆者らは、シクロヘキサンジオールの構造

を有する化合物がナトリウムやアルキルアミンと付加イオン

を形成しやすいという報告を参考とし[15]、移動相にメチル

アミンを添加し、シンバスタチンのメチルアミン付加イオン

を観察したところ、感度は約１０倍に向上し、かつ、モニター

イオンが変わったことにより、選択性の問題も解消できた。

その他、細かな条件検討を行うことで目標を上回る２pg/mL

の LLOQを確保する堅牢性の高い分析法を開発した。分析

法バリデーションを実施後、MD臨床試験の測定を行い、定

量値を得ることができた。

５．MDにおける今後の展望

海外で Hot技術からMD臨床試験への試みが始まったこ

とはすでに述べたとおりである。Hot技術は Cold技術に比

べ、選択性が高く、測定感度が高い。AMSに LCの分離技

術を組み合わせることで、未変化体と代謝物を分けて測定す

ることができるが、PETは未変化体と代謝物を分けること

ができない。また、Hot技術においては、開発化合物の放射

線標識体を準備するための費用と時間が別に必要となる他、

特別な施設・設備（いずれも国内普及台数は豊富でなく、医

薬品開発に用いることのできる施設はさらに限定される）を

用いる必要があるため試験実施費用が高くなる。Cold技術

は、標識体を準備する必要はなく、LC/MSといった一般的

な装置（国内普及台数は潤沢であり、医薬品開発に用いるこ

とのできる施設も多い）でも行えるため、Hot技術と比べ、

試験実施費用は安価になる。しかしながら、代謝物測定など

に特殊な技術が必要となる他、感度面でも Hot技術には劣る

ため、データから得られる情報が少なくなるという欠点もあ

る。また、日本は世界唯一の被爆国であることから、放射線

に対する抵抗感が大きいため、Hot技術の実施が進んでいな

いとも言われている。MD臨床試験における AMS、PETお

よび LC/MS/MSの比較を表１にまとめた。

MD臨床試験を実施するメリットは、医薬品開発の成功率

向上にあることは、すでに述べた通りである。MD臨床試験

の実施は、通常の医薬品開発に開発費用や期間が追加される

といったデメリットがよく取り上げられる他、たったひとつ

のMD臨床試験のデータから開発の go/no goを判断するこ

とは難しいため、MD臨床試験自体を否定する意見は、医薬

品研究者から多く聞かれる。これに対し、MD臨床試験を推

進する意見として、候補化合物のヒトデータを早期に取得す

ることで、ヒトにおける薬物動態上の予測性が上がり、それ

により医薬品開発の成功確率が高めることができるため、結

果として、全社的に医薬品開発費用を抑えることができると

主張する。しかし実際には、国内MDガイドラインが制定

されて以来、国内で実際の医薬品開発においてMD臨床試

験が実施されたのは、２０１３年１１月時点で２試験だけである。

しかしながら、MD臨床試験の全てにおいて興味が失われて

いるというわけではない。とりわけ製薬会社から高い関心を

得ているのが、PETイメージング技術を用いた開発医薬品

の POC評価である。また、MD臨床試験におけるヒト代謝

物の確認にも注目度が高い。これは、医薬品開発における

MD臨床試験そのものの実施以上に、ヒト試験において得ら

れるデータの有用性をどう医薬品開発に活かすかといった視

点で、MD臨床試験によってアプローチ可能となる新技術に

注目が集まっていると考えることができる。典型的事例とし図３．Structure of simvastatin
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て挙げられるのが、１４C標識化合物の静脈投与による ivト

レーサー技術である[16]。これは臨床用量の薬物を経口投与

した被験者に１４C標識した薬物を静脈投与することにより、

絶対的生物学的利用能を求める技術であり、その手法には

MDから得られたノウハウが下地になっている。こうした

MD臨床試験そのものではなく、MDによって得られた成果

やノウハウから実際の医薬品開発で用いられるような新技術

を生み出されることに期待したい。

もうひとつの視点として、Position paperに定めるような１

型MD臨床試験ではなく、より確実なヒト薬物動態データ

が期待できる３および４型といった臨床用量に近い試験の活

用といった実用性が求められていると考えられる。極微量投

与で実施される１型MD臨床試験では、ヒト薬物動態デー

タが得られるインパクトは決して小さいわけではない。しか

しながら、医薬品開発に求められている判断材料として十分

とは言い切れない。ヒト臨床試験においてもっとも重要な

POC評価を的確に行える指標が医薬品開発には求められて

いる。現在もっと注目度の高い指標としてバイオマーカーが

挙げられる[17,18]。薬効や疾病そのものの状態を反映する生

体内成分を観察することより、薬物投与試験における候補化

合物の POC評価を的確に行おうとする試みはすでに多くの

試験において実施されている。そうした観点からも、１型

MD臨床試験よりも３および４型といった早期探索的臨床試

験を従来の臨床試験に組み入れるといったMDの活用方法

も考えられないだろうか。

まとめ

その後、NEDOプロジェクトの成果は大きく評価され、

国内における議論は一気に高まった。中でも注目を浴びたの

が、LC/MS/MSによる Cold高感度化測定である。世界トッ

プクラスともいわれる日本の高感度化測定技術によって、

MD臨床試験の実施が Coldでも十分可能であることを証明

したという意味でも NEDOプロジェクトの意義は大きい。

今後、さらにMDにおいて培われた高感度化測定技術が医

薬品開発に大きく寄与することに期待したい。
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