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Summary

This review provides a comprehensive survey of analytical methods for evaluating the tissue distribution of approved 
antisense oligonucleotides and small interfering RNAs, as well as developmental products still in preclinical and clinical 
trial stages (hereafter referred to as developmental products), based on original research articles, reviews and regulatory 
application documents from the US, EU and Japan.

The analytical methods employed for evaluation can be classified into imaging-based and non-imaging-based methods. 
These can be further subdivided based on the detection strategy: whether they utilize direct labeling for detection, employ 
detection reagents without direct labeling, or detect directly without the use of detection reagents. The imaging-based 
methods utilized for approved drugs were limited to quantitative whole-body autoradiography and microautoradiography 
using radiolabeled substances. In contrast, non-imaging-based methods encompassed various quantitative analytical 
methods, including liquid chromatography (LC) and capillary gel electrophoresis (CGE) coupled with detectors such as 
ultraviolet, fluorescence and mass spectrometric detection, as well as ligand-binding assays (LBAs) including enzyme-
linked immunosorbent assays and electrochemiluminescence. These methods are described and stipulated in bioanalysis 
guidelines in the US, EU and Japan, enabling an objective demonstration of method validity. For developmental products, 
the imaging-based methods included radio-imaging, fluorescence imaging, immunohistochemical staining, in situ 
hybridization and mass spectrometric imaging, in addition to the methods adopted for approved oligonucleotide 
therapeutics. Non-imaging-based methods encompassed LBAs and analytical separation methods via LC or CGE, in 
addition to quantitative polymerase chain reaction. While approved oligonucleotide therapeutics typically adhered to 
stringent analytical method guidelines, employing a limited range of imaging-based methods, developmental products 
utilized a broader selection of both imaging and non-imaging-based methods tailored to specific objectives.

In case studies utilizing the evaluation methods for tissue distribution, research was undertaken to assess the 
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relationship between tissue distribution in target tissues and pharmacological activity or toxicity, as well as the changes in 
overall distribution characteristics due to different drug delivery systems. The selection of evaluation methods was 
determined based on considerations such as whether the distribution assessment focused on the whole body or specific 
tissues, the desired locations within the tissues, and whether sufficient information could be obtained from a sensitivity 
viewpoint.

This review of analytical methods available for evaluation of the tissue distribution of oligonucleotide therapeutics is 
expected to promote an understanding of the characteristics and limitations of the analytical methods and to assist in the 
selection of appropriate evaluation methods aligned with particular study objectives.
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Tissue distribution, Analytical method, Antisense oligonucleotide, Small interfering RNA, Oligonucleotides in 
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略語表
ADRB2 : Adrenergic receptor beta2
αASGPR: Anti-asialoglycoprotein receptor 

antibodies
ASGPR: Asialoglycoprotein receptors
αTfR1: Anti-transferrin receptor 1 antibodies
CFT: Cryo-fluorescence tomography
CGE-UV: Capillary gel electrophoresis-ultraviolet 

detection
Ct: Cycle threshold
Ctnnb1: Cateninβ1
DDS: Drug delivery system
DIG: Digoxigenin
FITC: Fluorescein isothiocyanate
GalNAc: N-acetylgalactosamine
HPLC-UV: High-performance liquid 

chromatography-ultraviolet detection
Hyb-ELISA: Hybridization enzyme-linked 

immune-sorbent assay
Hybridization-LC-FL: Hybridization-liquid 

chromatography-fluorescence detection
ICH: International Council for Harmonisation of 

Technical Requirements for Pharmaceuticals for 
Human Use

ICP-MS: Inductively coupled plasma mass 
spectrometer

IHC: Immunohistochemistry
IMS: Imaging mass spectrometry
ISH: In situ hybridization
IVFI: In vivo fluorescence imaging
LSC: Liquid scintillation counter
LC-FL: Liquid chromatography-fluorescence 

detection
LC-HRAM: Liquid chromatography-high 

resolution accurate mass spectrometry
LC-MS: Liquid chromatography-mass 

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

spectrometry
LSFM: Light sheet fluorescence microscopy

MARG: Micro autoradiography
miRNA: microRNA
2ʼ-MOE: 2ʼ-O-（2-methoxy）ethyl
PALSAR: Probe alternation link self-assembly 

reaction
PET: Positron emission tomography
PLGA: Poly（lactic-co-glycolic acid）
PNA: Peptide nucleic acid
qPCR: Quantitative polymerase chain reaction
QWBA: Quantitative whole-body autoradiography
RISC: RNA-induced silencing complex
siRNA: Small interfering RNA
Sod1: Superoxide dismutase 1
SPECT: Single photon emission computed 

tomography
SSB : Sjögren syndrome antigen B
TTR : Transthyretin

1. 序論

アンチセンス医薬及び small interfering RNA
（siRNA）医薬は，標的遺伝子の発現をRNAレベル
で制御することにより有効性を示す核酸医薬であ
り，近年日米欧での承認品目が増えている．これら
の核酸医薬は標的組織の細胞内に到達して機能する
ことから，薬物動態（吸収，分布，代謝，排泄及び
薬物相互作用）の特性の理解とその適切な評価が，
有効性及び安全性の確保の観点から重要である．こ
れまで，日本製薬工業協会の核酸医薬動態評価タス
クフォース 注）では，既承認の核酸医薬を対象に調査
研究を行い，その薬物動態特性を整理してきた 1-3）．
このうち，「既承認核酸医薬品の組織分布及び血漿
/血清タンパク結合評価に関する調査と考察」では，
既承認のアンチセンス医薬及びsiRNA医薬の組織
分布及び血漿/血清タンパク結合について，日米欧
の承認申請資料をもとに評価手法及び評価結果を調
査し，その特性を整理するとともに，化学構造との
関連を考察してきた 1-3）．

近年の核酸医薬開発においては，新たな修飾核酸
の導入やリガンドの付加，送達キャリアへの搭載な

注） 日本製薬工業協会に設置された核酸医薬の薬物動態評価に関する調査，課題抽出，提言などを行うタスクフォース．2019年に設置され，
2024年7月現在，製薬企業12社が参画している．2024年4月以降は，「核酸医薬品及び遺伝子治療用製品等の薬物動態評価タスク
フォース」に改称され，調査対象を遺伝子治療製品等に広げて活動を行っている．
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ど核酸医薬の高機能化が進んでおり，今後，特定の
組織への指向性を持つ核酸医薬の開発が更に活発化
すると考えられる．このように薬物動態を制御する
デザインが積極的に取り入れられていることから，
核酸医薬の体内分布をより正確に把握することが重
要と考えられ，その評価手法についても体系的に理
解しておくことが望まれる．組織分布や組織中薬物
濃度の評価手法については，低分子医薬に用いられ
る一般的な手法から核酸医薬に特徴的な手法まで幅
広い技術が報告されている．先行して実施した調査
研究 1-3）においては，既承認のアンチセンス医薬及
びsiRNA医薬の組織分布評価に用いられた手法を
調査したが，本稿では臨床試験や前臨床試験の段階
にある開発品（承認されていない核酸医薬）に調査
対象を広げることとした．具体的には，日米欧の承
認申請資料及び核酸医薬開発に関する論文から核酸
医薬の組織分布の評価手法を包括的に抽出し，その
特徴や課題を概説するとともに，組織分布試験の目
的に応じた評価手法の選択やそれらの活用事例につ
いて記載した．

以降では，まず組織分布の評価手法を体系的に分
類し，各評価法の特徴について解説する．その後，

核酸医薬の全身分布及び組織分布の評価に用いられ
た手法について実際の適用事例を紹介する．特に組
織分布の評価では，組織切片を用いて可視化するイ
メージング法と標的組織を摘出して薬物濃度を定量
する生化学的手法（非イメージング法）の事例に分
けて記載する．なお，本稿では評価手法に関連する
略語を多く用いるため，初出において「日本語表記

（英語のフル表記：英語の略語）」もしくは「英語の
フル表記（英語の略語）」で提示し，以降では略語表
に記載した略語を用いることを基本とする．

2. �核酸医薬の組織分布評価に 
用いられる手法の分類

核酸医薬の組織分布の評価手法は，イメージング
法と非イメージング法に大別される，いずれの手法
についても，核酸医薬に直接標識して検出する手
法，標識せずに検出試薬を用いて検出する手法，検
出試薬を用いず直接検出する手法がある（Table 1）．

核酸医薬に直接標識するイメージング法には，放
射性同位体を核酸医薬（オリゴ核酸）に組み込む手
法もしくは付加する手法と蛍光色素をオリゴ核酸の

Table 1　核酸医薬品の組織分布評価に用いられる分析手法の分類

核酸医薬品への直接標識 検出試薬 分析手法

イメージング法

標識有

放射性同位体 不要

QWBA 1）
MARG 1）
PET
SPECT

蛍光色素 不要

IVFI
CFT
共焦点顕微鏡
多光子励起顕微鏡
LSFM

標識無
必要 IHC

ISH

不要 IMS

非イメージング法

標識有 放射性同位体 不要 LSC 1）

標識無

必要
LBA 1）
Hybridization-LC-FL（PNA assay） 1）

qPCR

不要
LC-MS（/MS），LC-HRAM 1）
HPLC-UV 1）
CGE-UV 1）

1）既承認のアンチセンス医薬品（8品目）及びsiRNA医薬品（5品目）の組織分布評価に用いられた分析手法
（2023年3月時点）
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末端等に付加する手法がある．放射性同位体を用い
る手法には，定量的全身オートラジオグラフィー

（quantitative whole-body autoradiography：
QWBA），ミクロオートラジオグラフィー（micro 
autoradiography：MARG），陽電子放出断層撮影

（positron emission tomography：PET）及び単一光
子放射断層撮影（single photon emission computed 
tomography：SPECT）があり，蛍光色素を用いる
手 法 に は，in vivo蛍 光 イ メ ー ジ ン グ（in vivo 
fluorescence imaging：IVFI），クライオ蛍光トモグ
ラフィー（cryo-fluorescence tomography：CFT），
共焦点顕微鏡，多光子励起顕微鏡及び光シート蛍光
顕 微 鏡（light sheet fluorescence microscopy：
LSFM）がある．一方，核酸医薬を直接標識しない
イメージング法には，蛍光標識した抗体などで検出
する免疫組織化学染色（immunohistochemistry：
IHC）及び蛍光標識した核酸で検出するin situハイ
ブリダイゼーション（in situ hybridization：ISH）
法があり，また，検出試薬を使用せず質量分析計で
直接核酸医薬を検出する質量分析イメージング

（imaging mass spectrometry：IMS）がある．上述
した中でPET，SPECT，IVFI，共焦点顕微鏡及び
多光子励起顕微鏡は生きた動物での組織分布評価が
可能なイメージング法である．

非イメージング法は，動物から組織を摘出し，組
織内の核酸医薬を生化学的に定量する手法である．
核酸医薬に直接標識する手法には，放射性同位体を
用 い る 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 測 法（liquid 
scintillation counter：LSC）があり，直接標識しな
い手法には，核酸医薬に対して相補的な配列を持つ
核酸プローブを用いて検出するリガンド結合法

（ligand binding assay：LBA），ハイブリダイゼー
シ ョ ン-液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 蛍 光 検 出

（hybr i d i z a t i o n- l i qu i d  ch r oma t og r aphy-
fluorescence detection：hybridization-LC-FL） 及
び定量 PCR 法（quantitative polymerase chain 
reaction：qPCR）がある．また，直接核酸医薬を検
出する方法には，液体クロマトグラフィー（タンデ
ム）質量分析（LC-（tandem）mass spectrometry：
LC-MS（/MS）），液体クロマトグラフィー高分解能
精密質量分析（LC-high resolution accurate mass 
spectrometry：LC-HRAM），高速液体クロマトグ
ラフィー-紫外吸収検出（high-performance liquid 

chromatography-ultraviolet detection：HPLC-UV）
や キ ャ ピ ラ リ ー ゲ ル 電 気 泳 動-紫 外 吸 収 検 出

（capil lary gel electrophoresis-ultra violet 
detection：CGE-UV）がある．

2023年3月時点における既承認のアンチセンス医
薬（8品目；Mipomersen，Eteplirsen，Nusinersen，
In o t e r s e n，Vo l a n e s o r s e n，Go l o d i r s e n，
Viltolarsen，Casimersen）及びsiRNA医薬（5品目；
Patisiran，Givosiran，Lumasiran，Inclisiran，
Vutrisiran）の組織分布評価に用いられた分析手法
は，イメージング法としてはQWBA及びMARGの
みであった（Table 1）．一方，非イメージング法に
ついては，上記の手法のうち，qPCR以外のすべて
の手法が用いられており，LBAに加えて分離分析
法であるLCもしくはCGEが利用されていた．特に
上記の既承認核酸医薬の13品目中8品目において，
それら分離分析法により組織中における薬剤由来の
成分を分離した後，UV検出器，FL検出器あるい
は質量分析計といった非標識体でも検出可能な装置
を組み合わせることにより，組織中の医薬品（未変
化体）や代謝物の濃度が定量的に評価されていた．

以下の章では，既承認の核酸医薬及び核酸医薬開
発品（承認されていない品目）に用いられている代
表的な分析手法とその例を示し，原理と応用を解説
する．

3. �核酸医薬の組織分布評価に 
用いられる手法の特徴

3.1　イメージングによる評価手法
3.1.1　標識体を用いた評価手法
3.1.1.1　オートラジオグラフィー（QWBA，MARG）

QWBAは低分子医薬の組織分布評価で標準的に
用いられる確立された手法であり，放射性同位体で
標識した薬物を用いて，全身の組織分布や各組織の
薬物濃度を解析する（Table 2）．具体的には，放射
性標識体を動物に投与し，規定時間で安楽死させた
後，凍結乾燥させた全身切片を作製する．これを蛍
光板の上で露光させて画像化し，既知量の放射性標
識体を用いて作製した検量線に基づき定量を行
う 4）．本手法は，組織を破砕する必要がないため，
組織の構造を維持したまま組織分布の定量情報を得
ることができる．MARGはQWBAに比べて解像度
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が高く，細胞レベルでの組織内局在を明らかにする
ことができる手法である 5）（Table 2）．一般的には，
QWBAよりも多量の放射性標識体を投与した動物
から採材した臓器をクリオスタットにより切片化す
る．スライドガラス上の組織切片に核乳剤を塗布し
乾燥させた後，冷所遮光下で露光させる．その組織
切片を現像液に浸し定着させて，露光中に形成した
潜像を銀粒子として可視化する．その後，同組織切
片をヘマトキシリン・エオジン染色などで染色し顕
微鏡下で観察・撮影する．定量的な評価が可能な
QWBAに対してMARGは定性的な評価であるが，
使用する核乳剤の粒子径が小さいため，形成する銀
粒子も小さく解像度の高い分布像が得られる．核酸
医薬の組織内の分布は，毛細血管の内皮細胞の構造
や血管周辺の環境，あるいは組織を構成する細胞毎
の細胞内取り込み機構の違いなどの要因で不均一で
あることが知られるが 6, 7），MARGはこのような組
織分布の偏在性を評価する手法として有用と考えら
れる．

核酸医薬の組織分布評価にQWBA及びMARGを
用いる欠点としては，一般的に放射性標識体の合成
が低分子医薬より難しい点が挙げられる．また，こ
れらの手法では，放射性同位体で標識されたすべて
の薬物関連物質が検出されるが，それが未変化体な
のか代謝物なのかを区別できない欠点を有する．更
に，核酸特有の代謝により標識が外れた代謝物が生
成し，薬物関連物質を網羅的に検出できない可能性
がある．通常，低分子医薬では代謝酵素による代謝
を受けにくい部位に放射性同位体を導入するため，
未変化体に加えて代謝物をin vivoで包括的に検出
することが可能である．一方，核酸医薬はヌクレ
アーゼにより切断されて短鎖化するため，例えば，
核酸医薬の末端を放射性標識した場合，放射性標識
された末端の核酸が脱離し，未標識の代謝物が生じ
たとしても，QWBA及びMARGではこれを検出す
ることができない 8, 9）（Fig. 1A-1）．オリゴ核酸のど
の部位がヌクレアーゼによる代謝を受けやすいかに
ついては，核酸連結部や核酸糖部の化学修飾，ある
いはオリゴ核酸に共有結合したリガンドの有無など
に依存する．オリゴ核酸に標識する前に代謝プロ
ファイリングを明らかにし，代謝の影響を受けにく
いオリゴ核酸の領域に標識することが，より正確な
オリゴ核酸の分布情報を得る上で重要となる．既承

認の核酸医薬で使用されている放射性同位体は3 H
（トリチウム）及び14 Cであるが，3 Hについては，オ
リゴ核酸に導入された3 Hと水分子を構成するHの
同位体交換によりトリチウム水が生成する点や，オ
リゴ核酸への3 Hの導入位置により同位体交換が生
じる確率が異なる点に留意する必要がある 10）．
3.1.1.2　放射性核種イメージング（PET，SPECT）

放射性核種を用いたPETやSPECTに代表される
イメージングは，疾病の診断手法として汎用される
のみならず 11, 12），薬物の組織分布や受容体占有率を
評価するための手法としても活用されている

（Table 2） 13）．PETは，陽電子放射性同位元素を含
む放射性標識体から放出される陽電子が体内の電子
と衝突した後に放出される二つのガンマ線をPET
スキャナーで検出することにより，放射性標識体の
生体内分布及びその経時的変化を定量的に評価する
手法である．一方，SPECTは放射性同位元素から
放射される単一のガンマ線を複数の角度からガンマ
カメラで検出し，得られたデータをトモグラフィー
技術により生体内分布として3次元で可視化する手
法である．PET及びSPECTの利点は，生きた動
物，ひいてはヒトにおいて薬物の生体内分布を非侵
襲的に評価できる点である．一方で，原理上の弱点
としては，1）放射性標識が必要なため短半減期の核
種を用いる場合は評価期間が限られる，2）標識体

（目的薬物に放射性核種を付加した化合物）から標識
部位が部分的に脱離した場合に，目的薬物の分布が
正確に評価できない，3）標識により目的薬物の構造
が一部変化するため，目的薬物の分布特性と異なる
結果が得られる可能性がある，などの点が挙げられ
る（Fig. 1A-2） 14）．解像度は最高でも1 mm程度であ
ることから，組織の詳細な分布評価は難しい．
PETに用いられる核種としては18 F（半減期108.7
分，以下同様），11 C（20.4分），68 Ga（67.7分），64 Cu

（12.7時間）などがある 14, 15）．これらの核種は通常低
分子医薬で用いられる3 Hや14 Cなどの放射性核種に
比べて半減期が短いため，サイクロトロンなどの放
射性同位体合成施設を備えた試験施設で評価する必
要がある．SPECTに用いられる放射性核種として
は123 I（60日），111 In（2.8日），99m Tc（6時間）など
があり 14, 16, 17），PET核種と比較して半減期が長い放
射性核種が適用可能であるため，長期間の評価が可
能である．SPECT核種は原子量が大きく，特にキ
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レート剤が必要な場合は目的薬物と標識体の構造の
差異が大きくなる点に注意が必要である（ただし，
核酸医薬は低分子医薬と比べて分子量が大きいた
め，放射性核種を付加した際の動態特性に与える影
響は低分子医薬と比べると相対的に小さいと考えら
れる）．核酸医薬ではPETに加え，SPECTを用い
た組織分布評価が報告されているが 18），定量性につ
いては一般にSPECTよりPETの方が優れていると
される 14）．

3.1.1.3�　蛍光イメージング（IVFI，CFT，共焦点顕
微鏡，多光子励起顕微鏡，LSFM）

蛍光イメージングは，蛍光物質を付加した核酸医
薬を動物に投与した後に動物あるいは組織に励起光
を照射し，蛍光強度を測定することで，核酸医薬の
生体内分布を把握する手法である（Table 2）．IVFI
は麻酔下で行われるため侵襲性は低く，同一個体か
ら経時的に長期間の情報を得ることが可能である．
また，機種や動物の大きさによっては複数の動物を

� Table 2　イメージング による評価手法

分析法 特徴 利点 欠点 測定対象物 標識，プローブ等の要否 定量性 解像度

QWBA，MARG ・全身切片を作製して専用の露光
プレートを用いて放射性物質で標
識された被験物質の放射能を可視
化する手法（QWBA）
・組織切片を露光させて可視化さ
せると同時に組織染色を行い顕微
鏡下で放射性物質の局在を観察・
撮影する手法（MARG）．一般的
にQWBAよりも多量の放射性物
質を動物に投与する必要がある

・低分子医薬品の組織分布試験で
はゴールドスタンダードな手法
・前処理を含め定型化されている
ため低分子医薬と同じ手法により
結果を取得可能

・一般的に放射性標識体の合成が
低分子医薬より難しい
・放射性標識体が核種（3 H）によ
り同位体交換反応が起こる

・未変化体と代謝物を区別で
きない
・放射性物質の標識が外れた
物質（代謝物等）は検出でき
ない

必要
・被験物質を構成する放射性
核種で置換が必要（核種：3 H，
14 C，32 P）
・Oligomerであり一般的に
代謝安定部位の特定が難しく
放射性標識体の合成が低分子
薬より難しい

有
・QWBAの場合，既知濃度に調
製したサンプルをスポットし検量
線として定量する（ガイドライン
の基準なし）．
・MARGの場合，主に定性的な評
価として行われる．

・QWBAの場合，組織及
び臓器レベルの解像度であ
るが，MARGの場合，細
胞（光学顕微鏡）レベルで
ある

PET，SPECT ・放射性物質で標識した被験物質
の放射能を生きた状態（動物，ヒ
ト）で可視化する手法

・生きた状態（動物，ヒト）で非
侵襲的に分布評価が可能
・放射性標識体の生体内分布を経
時的かつ定量的に評価可能

・短半減期の核種を使う場合は評
価期間が限定される
・放射性標識体から標識部位が部
分的に脱離した場合に，被験物質
の分布が正確に評価できない
・放射性物質の付加により構造が
一部変化するため，目的薬物の分
布特性と異なる結果が得られる可
能性がある

・付加した放射性物質の検出
であり核酸部位の状態（未変
化体，代謝物）が不明である
・付加した放射性物質が外れ
た物質（代謝物等）は検出で
きない

必要
・一般的に以下の放射性物質
を被験物質に付加．
PET： 18F,  11C,  68Ga,  64Cu
SPECT： 125I,  111In,  99mTc

有
・ドーズキャリブレータによる機
器補正

・組織レベル（1 mm）が可
能．専用システムで解析し
て3次元情報が得られる

IVFI，CFT，共焦
点顕微鏡，多光子
励起顕微鏡，
LSFM

・蛍光物質を付加した被験物質を
用いて，全身，臓器，組織切片の
蛍光強度から可視化を行う手法．

・蛍光物質，検出機器の種類が豊
富
・3次元情報を得られる方法に加
えリアルタイムの経時変化情報を
得ることも可能

・自家蛍光（バックグラウンド）
による影響を受ける
・蛍光物質の付加により構造が一
部変化するため，目的薬物の分布
特性と異なる結果が得られる可能
性がある

・付加した蛍光物質の検出で
あり核酸部位の状態（未変化
体，代謝物）が不明である
・付加した蛍光物質が外れた
物質（代謝物等）は検出でき
ない

必要
・被験物質に低分子蛍光物質
を付加（励起波長400～
1700 nm）

半定量
・蛍光シグナル強度の比較が可能
・生体や臓器の場合，臓器の重な
りや厚みによる影響を受ける
・切片の場合，切片の厚み，ピン
ト調整，励起光強度等による影響
を受ける

・In vivoイメージングは生
体，摘出臓器レベル
・蛍光顕微鏡を用いた場合
は細胞小器官レベル

IHC，ISH ・切片を作製し，抗原抗体反応を
利用し被験物質を検出する．抗体
に付加した蛍光物質等を用いて可
視化をする手法（IHC）
・切片を作製し，蛍光物質を付加
した相補鎖プローブを被験物質と
ハイブリダイズさせ，蛍光顕微鏡
を用いて蛍光強度から可視化をす
る手法（ISH）

・組織構造を保持したままの画像
データを取得可能
・検出試薬の標的特異性が高い
・核酸医薬が標的とするRNAや
その遺伝子産物（タンパク質）の
分布を同一試料において可視化可
能
・核酸修飾構造等に共通した抗体
がある場合は使い回し可能（IHC）

・前処理工程が多く煩雑
・実験条件の最適化が必要
・定量性が低い
・標的核酸に応じた特殊な抗体が
必要（IHC）
・感度が低い（これを補う方法と
して，標的核酸を予め増幅する方
法や検出時のシグナルを増幅する
方法などが考案されている）

・未変化体と代謝物を区別で
きない
・未変化体と代謝物で反応性
が異なる抗体や相補鎖プロー
ブを用いれば分離評価可能

必要
・検出プローブ（抗体，相補
鎖）を用意
・検出プローブの設計は被験
物質ごとに行い，化学修飾や
塩基長の影響を受ける（ISH）

半定量
・蛍光等のシグナル強度の比較

・組織構造を保持した画像
データ取得が可能

IMS ・作製した切片にレーザーを当て
イオン化させる．イオン化した試
料中の測定対象質のイオン強度か
ら可視化をする手法

・核酸医薬が標的とするRNAや
その遺伝子産物（タンパク質）の
分布を同一試料において可視化可
能
・塩基配列に依存せず検出が可能

・分解能と感度は課題あり
・スループットが低い
・切片の再利用は不可能

・未変化体，代謝物を分けて
測定することができる
・複数の代謝物の検索，同定
を同時にすることができる

不要
・現状では内部標準物質（内
部標準法）を用いるケースは
少ない

半定量
・組織切片へのマトリックス塗布
技術が測定感度，精度向上のため
に必要
・マトリックスのイオン化効率の
補正が困難

・組織の微細構造レベルで
のイメージングが可能
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同時に観察することも可能である．装置は励起光源
と光を捉えるためのCCDカメラが備えられており，
得られたデータをヒートマップとして個体の画像に
重ね，生体内の濃度勾配として示す方法がよく用い
られる．代表的な装置として，Revvity社のin vivo
イメージングシステムが知られており，豊富な使用
実績を有する．IVFIで使用される励起光は，主に
900 nmまでの近赤外線の波長が用いられる．この
波長は可視光と比較すると組織中での光吸収や散乱

が少なく，組織の透過性が高いが，生体深部の組織
においては，表面組織に比べて感度，定量性並びに
空間分解能が低下する 19, 20）．この課題を改善する技
術としてCFTがある（Table 2）．これは，全身もし
くは組織の凍結薄層切片から蛍光シグナルを検出
し，連続切片の情報を統合することで立体画像とし
て情報を得る手法である．従来の手法では，組織内
での光の吸収・散乱により深部になるほど画質が低
下するが，凍結切片を用いる本手法では画質低下は

� Table 2　イメージング による評価手法

分析法 特徴 利点 欠点 測定対象物 標識，プローブ等の要否 定量性 解像度

QWBA，MARG ・全身切片を作製して専用の露光
プレートを用いて放射性物質で標
識された被験物質の放射能を可視
化する手法（QWBA）
・組織切片を露光させて可視化さ
せると同時に組織染色を行い顕微
鏡下で放射性物質の局在を観察・
撮影する手法（MARG）．一般的
にQWBAよりも多量の放射性物
質を動物に投与する必要がある

・低分子医薬品の組織分布試験で
はゴールドスタンダードな手法
・前処理を含め定型化されている
ため低分子医薬と同じ手法により
結果を取得可能

・一般的に放射性標識体の合成が
低分子医薬より難しい
・放射性標識体が核種（3 H）によ
り同位体交換反応が起こる

・未変化体と代謝物を区別で
きない
・放射性物質の標識が外れた
物質（代謝物等）は検出でき
ない

必要
・被験物質を構成する放射性
核種で置換が必要（核種：3 H，
14 C，32 P）
・Oligomerであり一般的に
代謝安定部位の特定が難しく
放射性標識体の合成が低分子
薬より難しい

有
・QWBAの場合，既知濃度に調
製したサンプルをスポットし検量
線として定量する（ガイドライン
の基準なし）．
・MARGの場合，主に定性的な評
価として行われる．

・QWBAの場合，組織及
び臓器レベルの解像度であ
るが，MARGの場合，細
胞（光学顕微鏡）レベルで
ある

PET，SPECT ・放射性物質で標識した被験物質
の放射能を生きた状態（動物，ヒ
ト）で可視化する手法

・生きた状態（動物，ヒト）で非
侵襲的に分布評価が可能
・放射性標識体の生体内分布を経
時的かつ定量的に評価可能

・短半減期の核種を使う場合は評
価期間が限定される
・放射性標識体から標識部位が部
分的に脱離した場合に，被験物質
の分布が正確に評価できない
・放射性物質の付加により構造が
一部変化するため，目的薬物の分
布特性と異なる結果が得られる可
能性がある

・付加した放射性物質の検出
であり核酸部位の状態（未変
化体，代謝物）が不明である
・付加した放射性物質が外れ
た物質（代謝物等）は検出で
きない

必要
・一般的に以下の放射性物質
を被験物質に付加．
PET： 18F,  11C,  68Ga,  64Cu
SPECT： 125I,  111In,  99mTc

有
・ドーズキャリブレータによる機
器補正

・組織レベル（1 mm）が可
能．専用システムで解析し
て3次元情報が得られる

IVFI，CFT，共焦
点顕微鏡，多光子
励起顕微鏡，
LSFM

・蛍光物質を付加した被験物質を
用いて，全身，臓器，組織切片の
蛍光強度から可視化を行う手法．

・蛍光物質，検出機器の種類が豊
富
・3次元情報を得られる方法に加
えリアルタイムの経時変化情報を
得ることも可能

・自家蛍光（バックグラウンド）
による影響を受ける
・蛍光物質の付加により構造が一
部変化するため，目的薬物の分布
特性と異なる結果が得られる可能
性がある

・付加した蛍光物質の検出で
あり核酸部位の状態（未変化
体，代謝物）が不明である
・付加した蛍光物質が外れた
物質（代謝物等）は検出でき
ない

必要
・被験物質に低分子蛍光物質
を付加（励起波長400～
1700 nm）

半定量
・蛍光シグナル強度の比較が可能
・生体や臓器の場合，臓器の重な
りや厚みによる影響を受ける
・切片の場合，切片の厚み，ピン
ト調整，励起光強度等による影響
を受ける

・In vivoイメージングは生
体，摘出臓器レベル
・蛍光顕微鏡を用いた場合
は細胞小器官レベル

IHC，ISH ・切片を作製し，抗原抗体反応を
利用し被験物質を検出する．抗体
に付加した蛍光物質等を用いて可
視化をする手法（IHC）
・切片を作製し，蛍光物質を付加
した相補鎖プローブを被験物質と
ハイブリダイズさせ，蛍光顕微鏡
を用いて蛍光強度から可視化をす
る手法（ISH）

・組織構造を保持したままの画像
データを取得可能
・検出試薬の標的特異性が高い
・核酸医薬が標的とするRNAや
その遺伝子産物（タンパク質）の
分布を同一試料において可視化可
能
・核酸修飾構造等に共通した抗体
がある場合は使い回し可能（IHC）

・前処理工程が多く煩雑
・実験条件の最適化が必要
・定量性が低い
・標的核酸に応じた特殊な抗体が
必要（IHC）
・感度が低い（これを補う方法と
して，標的核酸を予め増幅する方
法や検出時のシグナルを増幅する
方法などが考案されている）

・未変化体と代謝物を区別で
きない
・未変化体と代謝物で反応性
が異なる抗体や相補鎖プロー
ブを用いれば分離評価可能

必要
・検出プローブ（抗体，相補
鎖）を用意
・検出プローブの設計は被験
物質ごとに行い，化学修飾や
塩基長の影響を受ける（ISH）

半定量
・蛍光等のシグナル強度の比較

・組織構造を保持した画像
データ取得が可能

IMS ・作製した切片にレーザーを当て
イオン化させる．イオン化した試
料中の測定対象質のイオン強度か
ら可視化をする手法

・核酸医薬が標的とするRNAや
その遺伝子産物（タンパク質）の
分布を同一試料において可視化可
能
・塩基配列に依存せず検出が可能

・分解能と感度は課題あり
・スループットが低い
・切片の再利用は不可能

・未変化体，代謝物を分けて
測定することができる
・複数の代謝物の検索，同定
を同時にすることができる

不要
・現状では内部標準物質（内
部標準法）を用いるケースは
少ない

半定量
・組織切片へのマトリックス塗布
技術が測定感度，精度向上のため
に必要
・マトリックスのイオン化効率の
補正が困難

・組織の微細構造レベルで
のイメージングが可能
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抑えられ，マイクロメートルスケールの分解能での
解析が可能である．また，画像のコントラストが明
瞭であり，多色での蛍光検出や切片の明視野画像の
取得も可能である 21）．核酸医薬の実施例としては，
髄腔内に投与されたアンチセンスの脳移行を解析し
た報告がある 22）．

組織及び細胞における局所分布をより詳細に解析
する技術として，共焦点顕微鏡，多光子励起顕微鏡
及びLSFMがある（Table 2）．共焦点顕微鏡は，組
織内部の特定の深さに励起光の焦点を合わせ，そこ
から発する蛍光を集約（焦点を結び）し，ピンホー
ルを通して面像を得るものである．核酸医薬の生体
内分布の評価ではIVFIと同様に，生きた動物を用
いてリアルタイムに局所分布を評価する手法と主要
な臓器を摘出した後に生化学的手法で評価する手法
がある．多光子励起顕微鏡は，単一光子で励起させ
て蛍光を検出するIVFIや共焦点顕微鏡とは異なり，
蛍光物質1分子に対して2個以上の光子が同時に作
用（多光子励起）した際に発せられる蛍光を検出す
る．励起光としては主に1300 nmまでの近赤外線領
域の波長が用いられる．多光子励起を惹起するため

には光子密度を非常に高める必要があるため，光源
には焦点面のみに光子を集約することができる超短
パルスレーザーが採用される．これにより，焦点面
以外では蛍光を発することはなく，照射時間はフェ
ムト秒と短いため，光毒性の影響を受けにくい．こ
の励起光は組織の自家蛍光の影響を受けにくいだけ
でなく，組織内での光の散乱や吸収が少ないため，
組織の深部に届きやすい特性を有している．このた
め，2 mmを超える深い組織領域 23, 24）まで高い時空
間分解能で解析が可能である．多光子励起顕微鏡の
実施例としては，腫瘍周辺リンパ節での免疫細
胞 25），肝臓 26）及び腎臓 27, 28）におけるsiRNAの分布を
解析した報告がある．LSFMは，シート状の励起光
を試料の側面から照射して発せられた蛍光を垂直方
向から検出する手法である．この手法では焦点面以
外には励起光が照射されないため，バックグラウン
ドの蛍光が少なく，退色や光毒性が抑制される．ま
た，焦点が「面」のため，1回の観察で得られる情
報が多く，解析時間が短いという特徴がある 29）．一
方，励起光は組織中で水と組織の屈折率の差により
不規則な方向へ曲げられるため，透明化された組織

検出試薬（抗体）検出タグ（蛍光物質等），18F，125I等の放射性核種または蛍光物質標識，3Hまたは14C等標識，塩基，

(A)-1

標識のみ

(A)-2
標識体

標識外れ

(B)-1

未変化体

代謝物A

代謝物B

(B)-2

n-1欠損体

未変化体
相補鎖プローブ

n-1欠損体

標識体

代謝物1

代謝物2

Fig. 1　核酸医薬品の標識と標識体の検出及び検出試薬を利用した測定の特徴

（A）　核酸医薬品の標識及び標識体の検出．（A）-1 3 H，14 C，又は35 S等の放射性同位元素で標識する場合は一般的
に核酸医薬品を構成する原子を置換する．図は，標識体の一例として，核酸医薬品の末端の核酸を放射性標識し
た構造を示しており，代謝物1及び2は，その放射性標識された末端の核酸が脱離した構造を示す．標識された部
位のみが検出対象のため，標識体と代謝物1は区別なく検出し，代謝物2は検出することができない．（A）-2 18 F，
125 I等の放射性同位元素又は蛍光物質で標識する場合は一般的に核酸医薬品に付加する．図は，標識体の一例とし
て，核酸医薬品の末端に放射性同位元素又は蛍光物質を付加した構造，及び標識のみ脱離した構造を示す．標識
した物質が検出対象のため，代謝等により標識した物質が脱離した場合，標識体と「標識のみ」を区別なく検出し，

「標識外れ」は検出することができない．
（B）　検出試薬を利用した測定の特徴（B）-1 抗原となる部位（修飾核酸部位など）が複数存在し，未変化体（目的
薬物），代謝物を区別なく検出する．図は，未変化体，及び未変化体がヌクレアーゼにより切断されて生成した代
謝物の例（代謝物A及びB）を示す．（B）-2 数塩基欠損した核酸医薬品とも2本鎖を形成し検出することがある．
図は，ヌクレオチド欠損体の一例として，末端の核酸が1個欠損したn-1欠損体を示している．
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を用いて検討されている．透明化された組織であれ
ば，厚みのある試料でも深部観察が可能であること
から，透明化された組織における広視野の高速観察
に適している．これまでに核酸医薬に適用した事例
は報告されていないが，今後，核酸医薬分野での活
用が期待される．
3.1.2　非標識体を用いた評価手法
3.1.2.1　免疫組織化学染色（IHC，ISH）

IHCは，標的分子を認識する抗体を用いて，抗原
抗体反応の原理により標的分子の分布を可視化する
手法である（Table 2） 30）．核酸医薬の組織分布評価
については，当該核酸医薬の構成因子を認識する抗
体が用いられる．IHCでは，組織をパラフィンで包
埋して切片を作製し，脱パラフィン及び内因性ペル
オキシダーゼの不活性化処理の後，プロテイナーゼ
K処理によりヌクレアーゼを不活性化する．更に，
一次抗体及び二次抗体で処理した後，発色反応ある
いは蛍光反応を経て，光学もしくは蛍光顕微鏡によ
り観察する．ISHについても，IHCと同様に組織切
片を作製し前処理を行うが，ISHでは抗体の代わり
に核酸医薬と相補的に結合する核酸プローブを用い
る（Table 2） 31）．プローブは通常ジゴキシゲニン

（Digoxigenin：DIG）などにより標識されており，抗
DIG抗体を用いて発色もしくは蛍光で検出する．
IHC及びISHはいずれも，組織構造を保持したまま
の画像データを取得できることが利点であり，抗体
や核酸プローブの質にも依存するが，一般的には特
異性が高く，高解像度の検出が可能である 32）．上述
の方法では感度が低い場合があるが，これを補う手
法として，標的核酸をあらかじめ増幅する方法や検
出時のシグナルを増幅する方法などが考案されてい
る 30）．IHCやISHでは，組織における核酸医薬の分
布，並びに，核酸医薬が標的とするRNAやその遺
伝子産物（タンパク質）の分布を同一試料において
可視化することができる．すなわち，核酸医薬が標
的組織に到達し，当該部位での標的RNAの発現，
ひいては，対応するタンパク質の発現に影響を与え
ていることを視覚的に把握することができる 33）．
IHC及びISHの欠点としては，1）前処理工程が多く
煩雑であること，2）解析条件により検出感度や解像
度が大きく変化するため条件の最適化が必要である
こと，3）定量性が低いこと，などが挙げられる．

IHC解析において，核酸医薬を構成する修飾核酸

を認識する抗体を用いた場合，当該修飾核酸を有す
る物質の全てを検出するため，未変化体と代謝物を
分離して検出することは困難である．このような抗
体の具体例としては，抗ホスホロチオアート抗体や
抗糖部修飾核酸抗体〔例えば抗2ʼ-O-（2-methoxy）
ethyl（2ʼ-MOE）抗体〕がある．また，ISHにおいて
も，核酸プローブが代謝物にも十分に結合する場合
は，両者を分離して検出することは一般的には困難
である（Fig. 1B-1）．このため，未変化体と代謝物
を可能な限り区別して検出する核酸プローブの開発
が行われている．IHC及びISHの活用事例として
は，がんや中枢などの組織における核酸医薬の分布
と標的遺伝子の発現低下をIHCとISHを組み合わ
せて取得し，核酸医薬の分布と薬効を併せて考察し
た研究が報告されている 34）．
3.1.2.2　質量分析イメージング（IMS）

IMSは，組織切片上のイオン化可能な生体分子
の分布を質量電荷比に基づいて検出する分子マッピ
ング法である（Table 2）．IMSは，核酸医薬を標識
する必要がなく，核酸医薬とその代謝物を同時検出
できる．また，核酸医薬の標的RNAやその遺伝子
産物であるタンパク質，あるいは薬効に付随するバ
イオマーカーなどについても同時に検出可能であ
る．このように，核酸医薬とその代謝物並びに内因
性物質の複合的イメージングが原理的に可能である
ため，病態解析，作用機序解析，薬物動態解析，副
作用予測，薬理作用解析などへ活用が期待されてい
る．IMS解析では，組織を切片化し，組織の構造
を維持したまま，核酸医薬の分布情報を定性的に得
ることが可能である．IMSの利点としては，質量
分析を基本原理とするため，未変化体と代謝物を区
別し，組織における各分子の局在を解析できる点が
挙げられる．現時点で既承認核酸医薬の組織分布評
価への活用例はないが，開発段階のアンチセンスの
評価への活用例はあり 35-37），核酸医薬の不均一な組
織分布を把握する上で有用な解析手法になると考え
られる．

3.2　非イメージングによる評価手法
3.2.1　標識体を用いた評価手法
3.2.1.1　液体シンチレーション計測法（LSC）

LSCは，放射性同位体で標識した薬物を投与し
た動物から各組織を採材し，組織を溶解させた後，
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必要に応じて脱色させて，放射能を測定する手法で
ある（Table 3） 5）．イメージングで全身分布を解析
する前述のQWBA及びMARGに対して，本手法で
は組織を取り出すため，一般的に組織摘出法と呼ば
れている 36）．QWBAと異なり，濃度情報が対象組
織に限定されるものの，定量性が高いという利点を
有する．核酸医薬は不均一な組織分布を示すことが
知られているが，LSCではこのような組織内の偏
在性に関する情報が失われることに注意が必要であ

る．LSCでは放射標識薬物を用いることから，
QWBAと同様に，未変化体と代謝物が区別できな
い点や標識部位が外れた代謝物を検出できない点が
欠点として挙げられる（Fig. 1A-1）．また，標識位
置や放射性同位体の安定性に注意が必要である．
3.2.2　非標識体を用いた評価手法
3.2.2.1　リガンド結合法（LBA）

LBAは，被験物質に特異的に結合する試薬を用
いて被験物質を検出する手法である（Table 3）．一

� Table 3　非イメージング による評価手法

分析法 特徴 利点 欠点 測定対象物 標識，プローブ等の要否 定量性

LSC ・試料を溶解させ放射性物質で標
識された被験物質の放射能を定量
する手法

・低分子薬の組織分布試験では
ゴールドスタンダードな手法
・前処理を含め定型化されている
ため低分子医薬と同じ手法により
結果を取得できる

・一般的に放射性標識体の合成が
低分子医薬より難しい
・放射性標識体が核種（3 H）によ
り同位体交換反応が起こる
・摘出組織の濃度情報しか得られ
ない

・未変化体と代謝物を区別できない
・放射性物質の標識が外れた物質（代謝
物等）は検出できない

必要
・被験物質を構成する放射性核種で置換
が必要（核種：3 H，14 C，32 P）
・Oligomerであり一般的に代謝安定部位
の特定が難しく放射性物質標識体の合成
が低分子薬より難しい

有
・LSCでは，臓器・組織中の放射能を測
定し，放射性標識体の比放射能を用いて
薬物濃度を算出する

LBA ・相補鎖プローブを作成し被験物
質にハイブリダイズさせて，相補
鎖プローブに付加した蛍光あるい
は化学発光などにより定量する手
法（cutting assay, ligation assay, 
dual hybridization assayなどが
ある）

・測定法のバリデーションは，
ICH-M10のバイオアナリシスに
関するガイドラインを参考にする
ことができる（申請対応が可能）
・組織ホモジネートなど濁度が高
い試料の測定に強い（開発初期に
使える）
・LC-MS（/MS）に比べ高感度，
高スループットである

・組織ごとに前処理条件の最適化
が必要であり，検討に時間がかか
る場合がある
・代謝物との分離が難しい
・定量範囲（dynamic range）が
狭い場合がある

・末端が数塩基欠損した代謝物との分離
は難しく，代謝物込みの濃度になる場合
がある

必要
・被験物質を検出する相補鎖プローブが
必要
・プローブの設計は被験物質ごとに行
い，化学修飾や塩基長の影響を受ける

有
・既知濃度に調製したサンプルを検量線
として定量する

Hybridization-
LC-FL

・試料中の被験物質に蛍光物質を
付加した相補鎖プローブをハイブ
リダイズさせる．LCを用いて測
定対象を分離し，蛍光検出器を用
いて蛍光強度から定量する手法

・LC-MS（/MS）に比べ高感度，
高スループットであり，前処理が
簡便である

・短塩基長の核酸測定は，相補鎖
がハイブリダイズしないため，困
難となる
・陰イオン交換クロマトグラ
フィーによる測定のため，代謝物
との分離には条件検討が必要とな
る

・LC条件によっては代謝物との分離測
定が可能

必要
・被験物質を検出する相補鎖プローブが
必要

有
・既知濃度に調製したサンプルを検量線
として定量する

qPCR ・被験物質の塩基配列を指数関数
的に増幅させる酵素反応を蛍光物
質を用いて閾値までモニターす
る．閾値に達した時のサイクル数

（増幅回数）をもとに定量する手法

・高感度であり，多検体処理が可
能
・定量範囲が広い

・短塩基長の核酸測定は，プライ
マー・プローブの設計が困難
・核酸医薬に導入された修飾核酸
が核酸増幅反応を阻害する
・各組織でのマトリックス効果に
より，qPCRの効率やCt値に影響
が出る

・適切にプライマーとプローブを設計す
ることで未変化体と代謝物をそれぞれ測
定可能

必要
・増幅，検出するプライマー，プローブ
が必要
・プライマー，プローブの設計は被験物
質ごとに行う，化学修飾や塩基長の影響
を受ける

有
・既知濃度に調製したサンプルを検量線
として定量することが可能
・内標準物質や外部スパイクコントロー
ル遺伝子等を用いて定量する

LC-MS ・LCを用いて試料中の被験物質
を分離し，MSを用いてイオン化
された測定対象物質のイオン強度
から定量する手法
・MSはタンデム質量分析計，
オービトラップ型質量分析計，飛
行時間型質量分析計等があり質量
分解能が異なる

・測定法のバリデーションは
ICH-M10のバイオアナリシスに
関するガイドラインを参考にする
ことができる（申請対応が可能）
・塩基配列に依存せず，定量でき
る
・メソッド開発に特殊試薬を準備
する必要がなく，早期開発品の濃
度測定に適している
・質量を検出するため，特異性の
高い測定が可能である

・LBAと比較すると測定感度は低
い
・測定のスループットが悪い（前
処理及び分析が複雑）
・機器への吸着対応，イオンペア
試薬の検討など測定対象物質によ
り測定条件の難易度が上がる

・未変化体，代謝物を分けて測定するこ
とができる（siRNA（2本鎖）はアンチセ
ンス鎖及びセンス鎖に分離して測定する
必要がある）
・複数の代謝物の検索，同定を同時にす
ることができる

不要
・内部標準法の場合は内部標準物質（IS）
が必要

有
・内部標準法を用いることで夾雑成分の
シグナルと分離が可能
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般には抗原抗体反応を利用するが，核酸医薬の場合
は相補的な配列を有する核酸プローブを用いて，蛍
光あるいは化学発光などにより検出するハイブリダ
イ ゼ ー シ ョ ンELISA法（Hybridization enzyme-
linked immune-sorbent assay：Hyb-ELISA） 38）が広
く用いられる．Hyb-ELISAは，プローブの設計方
法により，cutting assay，ligation assay及びdual 
hybridization assayなどに分類される（Fig. 2） 39）．
核酸医薬投与後の組織を採取して破砕し，核酸プ

ローブと核酸医薬を相補結合させた後，その蛍光あ
るいは化学発光などを測定する．組織を事前に破砕
する工程が含まれるため，組織中での薬剤の濃度が
不均一であったとしても，得られる結果は組織中の
平均濃度となる．測定感度や定量範囲は設計した核
酸プローブの結合能や標識方法などに依存するが，
一般的には検出感度が高いと考えられる 39）．また，
プローブは核酸医薬の塩基配列に基づいて設計され
るため，特異性は高い．一方，核酸医薬は生体内で

� Table 3　非イメージング による評価手法

分析法 特徴 利点 欠点 測定対象物 標識，プローブ等の要否 定量性

LSC ・試料を溶解させ放射性物質で標
識された被験物質の放射能を定量
する手法

・低分子薬の組織分布試験では
ゴールドスタンダードな手法
・前処理を含め定型化されている
ため低分子医薬と同じ手法により
結果を取得できる

・一般的に放射性標識体の合成が
低分子医薬より難しい
・放射性標識体が核種（3 H）によ
り同位体交換反応が起こる
・摘出組織の濃度情報しか得られ
ない

・未変化体と代謝物を区別できない
・放射性物質の標識が外れた物質（代謝
物等）は検出できない

必要
・被験物質を構成する放射性核種で置換
が必要（核種：3 H，14 C，32 P）
・Oligomerであり一般的に代謝安定部位
の特定が難しく放射性物質標識体の合成
が低分子薬より難しい

有
・LSCでは，臓器・組織中の放射能を測
定し，放射性標識体の比放射能を用いて
薬物濃度を算出する

LBA ・相補鎖プローブを作成し被験物
質にハイブリダイズさせて，相補
鎖プローブに付加した蛍光あるい
は化学発光などにより定量する手
法（cutting assay, ligation assay, 
dual hybridization assayなどが
ある）

・測定法のバリデーションは，
ICH-M10のバイオアナリシスに
関するガイドラインを参考にする
ことができる（申請対応が可能）
・組織ホモジネートなど濁度が高
い試料の測定に強い（開発初期に
使える）
・LC-MS（/MS）に比べ高感度，
高スループットである

・組織ごとに前処理条件の最適化
が必要であり，検討に時間がかか
る場合がある
・代謝物との分離が難しい
・定量範囲（dynamic range）が
狭い場合がある

・末端が数塩基欠損した代謝物との分離
は難しく，代謝物込みの濃度になる場合
がある

必要
・被験物質を検出する相補鎖プローブが
必要
・プローブの設計は被験物質ごとに行
い，化学修飾や塩基長の影響を受ける

有
・既知濃度に調製したサンプルを検量線
として定量する

Hybridization-
LC-FL

・試料中の被験物質に蛍光物質を
付加した相補鎖プローブをハイブ
リダイズさせる．LCを用いて測
定対象を分離し，蛍光検出器を用
いて蛍光強度から定量する手法

・LC-MS（/MS）に比べ高感度，
高スループットであり，前処理が
簡便である

・短塩基長の核酸測定は，相補鎖
がハイブリダイズしないため，困
難となる
・陰イオン交換クロマトグラ
フィーによる測定のため，代謝物
との分離には条件検討が必要とな
る

・LC条件によっては代謝物との分離測
定が可能

必要
・被験物質を検出する相補鎖プローブが
必要

有
・既知濃度に調製したサンプルを検量線
として定量する

qPCR ・被験物質の塩基配列を指数関数
的に増幅させる酵素反応を蛍光物
質を用いて閾値までモニターす
る．閾値に達した時のサイクル数

（増幅回数）をもとに定量する手法

・高感度であり，多検体処理が可
能
・定量範囲が広い

・短塩基長の核酸測定は，プライ
マー・プローブの設計が困難
・核酸医薬に導入された修飾核酸
が核酸増幅反応を阻害する
・各組織でのマトリックス効果に
より，qPCRの効率やCt値に影響
が出る

・適切にプライマーとプローブを設計す
ることで未変化体と代謝物をそれぞれ測
定可能

必要
・増幅，検出するプライマー，プローブ
が必要
・プライマー，プローブの設計は被験物
質ごとに行う，化学修飾や塩基長の影響
を受ける

有
・既知濃度に調製したサンプルを検量線
として定量することが可能
・内標準物質や外部スパイクコントロー
ル遺伝子等を用いて定量する

LC-MS ・LCを用いて試料中の被験物質
を分離し，MSを用いてイオン化
された測定対象物質のイオン強度
から定量する手法
・MSはタンデム質量分析計，
オービトラップ型質量分析計，飛
行時間型質量分析計等があり質量
分解能が異なる

・測定法のバリデーションは
ICH-M10のバイオアナリシスに
関するガイドラインを参考にする
ことができる（申請対応が可能）
・塩基配列に依存せず，定量でき
る
・メソッド開発に特殊試薬を準備
する必要がなく，早期開発品の濃
度測定に適している
・質量を検出するため，特異性の
高い測定が可能である

・LBAと比較すると測定感度は低
い
・測定のスループットが悪い（前
処理及び分析が複雑）
・機器への吸着対応，イオンペア
試薬の検討など測定対象物質によ
り測定条件の難易度が上がる

・未変化体，代謝物を分けて測定するこ
とができる（siRNA（2本鎖）はアンチセ
ンス鎖及びセンス鎖に分離して測定する
必要がある）
・複数の代謝物の検索，同定を同時にす
ることができる

不要
・内部標準法の場合は内部標準物質（IS）
が必要

有
・内部標準法を用いることで夾雑成分の
シグナルと分離が可能
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エキソヌクレアーゼやエンドヌクレアーゼにより段
階的に代謝されることが知られており，例えば末端
の1塩基が切断された代謝物に対してもプローブが
結合しうるため，未変化体と代謝物の分離が困難で
ある場合が多い（Fig. 1B-2）．Cutting assayでは，
未変化体に加えて3ʼ末端あるいは5ʼ末端が切断され
た代謝物も検出されるのに対し，ligation assayで
は3ʼ末端の塩基が切断された代謝物は検出されない
ため，ligation assayの方が未変化体に対する選択
性が高い．Dual hybridization assayでは3΄末端あ
るいは5΄末端が切断された代謝物も検出するが，
cutting assayやligation assayとは異なり，ヌクレ
アーゼやリガーゼなどを用いた酵素反応を必要とし
ない利点がある．

Hyb-ELISAは生体マトリックスの影響を受ける
ため，組織ごとにminimum required dilutionの設
定を含めて前処理法を最適化する必要がある．その

ため，評価組織が多い場合は組織毎の条件設定に時
間を要する可能性が考えられる．近年開発された
probe alternation link self-assembly reaction

（PALSAR）法では，オリゴDNAプローブを用いた
自己集合体形成により検出強度が増強されるため，
感度が高い（Fig. 3） 40）．一般にマトリックスの影響
を低減するため検体は希釈されるが，検出対象も同
時に希釈されるため，結果的に核酸医薬の定量下限

（希釈前の核酸医薬濃度に換算した値）は高くなる．
従来のHyb-ELISA法に比べて高感度なPALSAR
法では，検体を希釈したとしても定量下限が影響を
受けにくい可能性がある．
3.2.2.2�　ハイブリダイゼーション-液体クロマトグ

ラフィー蛍光検出法（hybridization-LC-FL）
本法は，蛍光標識体を結合させた相補鎖核酸プ

ローブを用い，イオン交換クロマトグラフィーの原
理で分離定量する手法である（Table 3）．ペプチド

Fig. 2　Hyb-ELISAの分類及びプローブの設計方法

アンチセンス医薬品を例に示す．siRNA等2本鎖の核酸医薬品はガイド鎖が主に測定対象とされる．
（A）1．検出タグを付加した相補鎖をプレートに固相する（捕捉プローブ）．2．アンチセンス医薬品とハイブリダ
イズする．ハイブリダイズしなかった捕捉プローブをヌクレアーゼで切断する．3．切断された検出タグ付きの補
足プローブは洗浄工程で除かれる．

（B）1．アンチセンス医薬品の相補鎖に検出プローブをハイブリダイズさせる任意の配列を数塩基付加したプロー
ブをプレートに固相する（捕捉プローブ）．付加した任意の配列の相補鎖に検出タグを付加した検出プローブを作
製する．2．ハイブリダイズしアンチセンス医薬品と検出プローブをライゲーション（結合）する．3．結合できな
かった検出プローブは，洗浄工程で除かれる．

（C）1．アンチセンス医薬品の半分程度の相補鎖をプレートに固相する（捕捉プローブ）．捕捉プローブに用いてい
ない配列から検出プローブを作製する．2．アンチセンスとハイブリダイズする．3．ハイブリダイズしなかった
検出プローブは，洗浄工程で除かれる．

3.

捕捉プローブ

アンチセンス医薬品

検出プローブ

アンチセンス医薬品

検出プローブ

アンチセンス医薬品

1.

2.

3.

1.

2.

1.

2.

3.

付加配列

検出されない 検出されない検出されない

捕捉プローブ 捕捉プローブ

（A）Cu�ng assay （B）Liga�on assay （C）Dual Hybridiza�on assay
付加配列

検出タグ（蛍光物質等），塩基， ホスホジエステル結合，ヌクレアーゼ，
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核酸（peptide nucleic acid：PNA）で構成されるプ
ローブを用いる場合は，PNAアッセイと呼ばれて
いる（Fig. 4）．PNA鎖にはリン酸部位の電荷が存在
しないため，静電反発の影響が小さくなり，PNA/
DNAの2本鎖はDNA/DNAの2本鎖よりも強い結
合性を有する．前処理にて測定対象と核酸プローブ
を相補的に結合させた後，陰イオン交換クロマトグ
ラフィーで分離測定し，標識した蛍光物質を測定す
ることで核酸医薬を定量する．陰イオン交換クロマ
トグラフィーを用いた蛍光測定であるため，生体試
料中からの前処理は簡便であり，高感度な測定が可
能である 41）．また，LC条件を最適化することで，
代謝物との分離定量も可能となる．陰イオン交換ク
ロマトグラフィーでは，核酸プローブが結合した核
酸医薬とイオン交換体との間のアニオン相互作用が

未変化体と代謝物の分離に大きく影響するため，核
酸医薬の配列によっては，カラム分離に時間を要す
る場合がある．既承認siRNA医薬であるpatisiran
及びgivosiranでは蛍光標識を施した核酸プローブ
を利用したhybridization-LC-FLにより，ラット及
びサルの肝組織中siRNA濃度が定量的に評価され
ている 1-3）．既承認薬での報告例はまだ少数ではあ
るが，簡便で高感度な手法であり，今後の更なる応
用の展開が期待される．
3.2.2.3　定量PCR法（qPCR）

qPCRは，標的DNAを特異的に認識するプライ
マーを用いて標的DNAを増幅し，その増幅反応を
蛍光プローブ等によってリアルタイムに検出する手
法である（Table 3）．核酸増幅が指数関数的に起こ
る領域において一定の増幅産物量になるサイクル数

（Cycle threshold：Ct値）と初発のDNA濃度の関係
から検量線を作成し，標的DNAを定量する．リア
ルタイムPCRとも呼ばれ，特に感度面で優れてい
る 42）．

qPCRを核酸医薬の定量に適用しようとした場
合，塩基長が十数から数十塩基長であるため，プラ
イマー・プローブの設計が困難である．また，核酸

検出タグ（蛍光物質等）塩基，

1. 2.

3.

5’ 3’

検出
プローブ

捕捉
プローブ

核酸医薬品

相補な領域

5’ 3’

Fig. 3　PALSAR法

1. 検出タグを付加した三つの相補的な領域をもつ1対のDNAプ
ローブを作製する．2. DNAプローブの相補な領域同士をハイブ
リダイズする．3. 2.の反応を繰り返すことで検出プローブにハニ
カム構造が複数形成しシグナルを増強する．

検出タグ（蛍光物質）PNA，

siRNA医薬品

PNAプローブ

ガイド鎖

パッセンジャー鎖

3.

1.

2.

塩基，

Fig. 4　�ペプチド核酸プローブを用いたHybridization-
LC-FL法（PNAアッセイ）

1. siRNA医薬品のガイド鎖の相補鎖をPNAを用いて作製し蛍光
物質を付加する．2. 熱変性させ2本鎖のsiRNA医薬品を1本鎖に
解離させる．3. ハイブリダイズしてイオン交換クロマトグラ
フィーで測定する．このときPNA/核酸の結合は核酸/核酸より
も強くPNA/ガイド鎖の2本鎖を形成する．
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医薬に導入された修飾核酸が核酸増幅反応を阻害す
ると考えられる．これらの問題を解決するための改
良 が 近 年 試 み ら れ て お り，qPCRの 原 理 で
microRNA（miRNA）やsiRNA，あるいはアンチセ
ンスを定量する手法が報告されている 43）．Stem-
loop RT-qPCR法はmiRNAを定量する技術として
開発されたもので，siRNAのガイド鎖を定量する
手法として応用されている（Fig. 5A） 43）．siRNAの
ガイド鎖の3΄末側の配列に部分的に相補結合するス
テムループ型のプライマー（stem-loop primer）を
用いて，ガイド鎖に相補的なcDNAを生成し，そ
の後qPCRによって定量する方法である．siRNA投
与後の肝臓中及びRNA-induced silencing complex

（RISC）中のガイド鎖の濃度推移を定量した事例な
どが報告されている 44）．また，Stem-loop primer
を用いた逆転写反応では，glycol nucleic acidで化
学修飾された核酸を鋳型とした場合にはcDNAの
産生効率が低下したとの報告 43）があり，化学修飾が
逆転写反応効率に与える影響についても留意が必要
である．

同 様 にmiRNAの 定 量 技 術 と し て 開 発 さ れ た
SplintR-ligation qPCR法は，アンチセンスの定量
に応用可能との報告がある 45）（Fig. 5B）．SplintR-
ligation qPCR法では，オリゴヌクレオチド結合

（OB）ドメイン，リンカー，プライマー結合（PB）

ドメインで構成される2種のプローブをアンチセン
ス上で連結することで，標的アンチセンスと同じ分
子数で，かつ，アンチセンスよりも長いDNA鎖を
新たに生成し，これをqPCRで測定することにより
アンチセンスを定量する．SplintR ligaseはウイル
ス由来の酵素で，RNAテンプレート上でDNAの3ʼ
及 び5ʼ末 端 を 連 結 す る 機 能 を 有 す る．SplintR-
ligation qPCR法により，マウス組織中の2ʼ-MOE
修飾アンチセンスの濃度を定量した事例がある 45）．
様々な化学修飾のオリゴ核酸で定量可能であること
が 確 認 さ れ て い る 一 方 で， 立 体 的 に か さ 高 い
2ʼ-MOE修飾では連結反応の効率が低下し，検出感
度が下がることが報告されている．このことから，
連結反応に対する化学修飾の影響を考慮しつつ，検
量線の作成等の観点から適切に定量系を構築する必
要がある．

また，組織切片上で核酸医薬の濃度を放射能とし
て検出するQWBA等の手法を，qPCRによる核酸
検出で代替したwhole-body scanning PCRという
手法も報告されている 46）．本手法では，オリゴ核酸
の抽出に適した溶解液等を添加した1536ウェルプ
レートに動物の全身切片をのせて上からシールし，
ローラーを用いて切片をプレートに押し付けること
で各ウェルに全身切片の断片を分配する．その後，
各ウェルの断片に含まれる核酸医薬の量をqPCRで

Fig. 5　qPCRを応用した核酸医薬の定量法

（A）1. siRNAのガイド鎖の3ʼ末端にRTプライマーがプライミングする．2. 酵素反応により，オリゴ核酸
の相補鎖を伸長する．3. qPCR法で定量する．

（B）1. OBとアンチセンスをハイブリダイズする．2. プローブAとプローブBをSplintR ligaseでライゲー
ション（結合）する．3. qPCR法で定量する．

3ʼ

（A） Stem-loop RT-qPCR
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定量する．Whole-body scanning PCR法でsiRNA
の全身分布を評価した事例が報告されており，腎臓
や肝臓への分布が認められている．トリチウム体を
用いたQWBAとの比較から，一部分布に差が認め
られており，これは代謝物の検出の有無などによる
と考察されている．

なお，一般的に組織試料のqPCR測定では，測定
対象とする組織間の成分の違いによる核酸抽出法の
回収率の低下やCt値のばらつき（マトリックス効果）
が問題となることがある．このようなマトリックス
効果を回避又は補正するために，内標準物質や外部
スパイクコントロール遺伝子が利用されることもあ
る．核酸医薬の定量にqPCR法を適用する場合にお
いても，これらの点に留意することは再現性や頑健
性の高いqPCR法を構築する上で非常に重要である．

以上のように，核酸医薬を構成する短鎖のオリゴ
核酸を伸長したり，より長鎖の相補的なオリゴ核酸
に置き換えたりする等の工夫により，核酸医薬の組
織分布評価にqPCRを応用する技術が活用されつつ
ある．従来法との比較や標準化などを含め，今後の
更なる応用の展開が期待される．
3.2.2.4�　液体クロマトグラフィー質量分析�

（LC-MS）
LC-MSは，試料中の各成分をカラム固定相と移

動相に対する親和性の差によってLCで分離した
後，エレクトロスプレーイオン化法にて気相イオン
とし，そのイオン強度を相対質量電荷数比（m/z）
に従って検出する手法である．特異性が高い，標識
体やプローブなどの特殊試薬を必要としないなどの
特徴を有し（Table 3），低分子医薬や抗体医薬の生
体試料中薬物濃度測定に使用されている．核酸医薬
の定量分析においてもLC-MSは汎用されており，
申請データにも用いられている 3）．既に上市されて
いる核酸医薬は20塩基長前後の1本鎖あるいは2本
鎖のオリゴ核酸で構成されており，モルフォリノオ
リゴを除いてそれぞれの分子内に負に帯電するリン
酸基（PO 4H）やチオリン酸基（PSO 3H）を1本鎖あ
たり20箇所程度有する．このことから核酸医薬で
は，1）複数箇所で脱プロトン化した様々な価数のイ
オンを持つオリゴ核酸が一連のシリーズとして検出
され，そこに2）ナトリウムイオンやカリウムイオ
ンなどのカチオン付加体が加わる．更には，3）それ
らの同位体を含むイオンが検出される．これらの要

因により質量スペクトルが複雑となるため，低分子
医薬に比べてイオン強度が分散され，LC-MS分析
の検出感度が低くなる傾向がある．しかしながら，
近年のタンデム質量分析計の感度向上，飛行時間型
質量分析計やオービットラップ型質量分析計といっ
た高分解能質量分析計の使用によるイオン選択性の
向上及び生体試料の前処理技術の進歩により，イオ
ン対逆相LC-MS分析を使用した核酸医薬の定量分
析において，1 ng/mL以下の高感度で信頼性の高
い分析法が報告されるようになっている 47）．

生体試料中の医薬品の濃度測定では，目的の医薬
品（未変化体）やその代謝物を分離し，生体成分と
区別する必要がある．核酸医薬には一般的に修飾核
酸が使用されており，チオリン酸基など天然の核酸
には存在しない構造が存在することから，これによ
り核酸医薬を生体試料から選択的に検出することが
可能になる．測定の感度を向上させるために，
multiple reaction monitoringやmultiple reaction 
monitoring with high resolutionなどの手法を用い，
修飾核酸固有のプロダクトイオン（チオリン酸基の
場合PSO 2

 －，m/z 95）を選択することで，S/N比が
上がり，より低い定量下限値が期待できる 48, 49）．

LC-MS分析は血漿及び尿のみならず組織中の薬
物濃度測定も可能であり，既承認核酸医薬の組織分
布評価に汎用されている（Table 1）．LC-MS分析は
組織中薬物の未変化体及び代謝物を区別して定量す
ることが可能であるため，薬効及び毒性試験におい
て，それらを区別して評価するときには有用な分析
法である 37）．一方，測定試料の作製にあたって一定
量の組織を破砕する必要があることから，LC-MS
分析は組織中薬物の不均一な局在を把握する方法と
しては適さないことに留意する必要がある．

3.3　小括
核酸医薬の組織分布の評価に用いられる手法は，

イメージング法と非イメージング法に大別され，そ
れぞれについて更に，直接標識して検出する手法，
標識せずに検出試薬を用いて検出する手法，検出試
薬を用いずに直接検出する手法に分類することがで
きる（Table 1）．イメージングによる評価手法は，
組織構造を維持したまま分布の情報を得ることがで
きる（Table 2）．加えてPETやSPECT，並びに一
部の蛍光イメージングでは，生きた動物を用いて同
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一個体で経時的に分布を評価することが可能であ
る．QWBA，PET及 びSPECTは 定 量 的 で あ り，
定量性の担保を目的としたバリデーションは不要で
ある．一方，標識体の合成が必要である，代謝物と
の区別がつかない，標識が外れたものは追跡できな
いなどの欠点がある．IHC，ISH及びIMSは被験物
質の標識体を使用せずに組織構造を維持したまま分
布情報を得ることができるが，一般的に定量性は高
くない．IHC及びISHは被験物質と代謝物を必ずし
も区別できないが，IMSは質量分析を用いるため，
両者を分離評価することが可能である．非イメージ
ングによる評価手法はいずれも高い定量性を有する
特徴があるが，組織を採取して溶解又は破砕した試
料を用いるため，同一個体における経時的な組織分
布を評価することができないだけでなく，組織内の
不均一な分布を評価することも困難である（Table 
3）．LSCは定型化された定量法であり，医薬品申
請における実績は多数存在するが，QWBAと同様
に 上 述 の 欠 点 を 有 す る． 分 離 分 析 手 法 で あ る
HPLC-UV，LC-MS，CGE-UV及びhybridization-
LC-FLは，未変化体と代謝物との分離定量が可能
であり，高い特異性を有する．一方，検出器によっ
ては感度が不十分である場合がある．LBAやqPCR
は高感度で定量できることが特徴であり，多検体に
も対応可能な処理能力を有するが，一般的には代謝
物との分離が困難であるなどの欠点を抱えている．

本稿で触れた手法にはそれぞれ利点と欠点があ
り，2次元の分布情報の有無，解像度，感度，特異
性，定量性など評価目的に応じた選択が重要とな
る．また，標識体の合成難易度や測定法構築の煩雑
さなども手法選択の要素になり得る．LC-MS及び
LBAはInternational Council for Harmonisation of 
Technical Requirements for Pharmaceuticals for 
Human Use（ICH）から発出されたガイドラインが
存在するため 50），この基準を満たす測定法を構築す
ることにより，新薬臨床試験開始申請時あるいは承
認申請時において規制要件に沿ったデータを提出す
ることが可能である．本稿で触れた以外にも，UV 
light after ionic chromatographic separation，定量
HPLC 法，inductively coupled plasma mass 
spectrometer（ICP-MS），X-ray fluorescence 
microscopyなどの手法が核酸医薬の組織分布評価
に用いられている．今後，核酸医薬の組織分布評価

への適用事例が増えることによって，産官学での議
論が活発化し，ガイドラインの発出等に繋がること
が期待される．

4. 組織分布評価の適用事例

本章では前章で述べてきた組織分布評価法の適用
事例について，全身分布評価の事例と組織分布評価
の事例に分けて紹介する．

4.1　全身分布評価の事例
全身分布評価は医薬品の体内動態を全身レベルで

評価するものであり，標的組織を含む主要組織への
分布及びその持続性を評価するとともに，想定外の
組織への分布の有無等を確認する目的で用いられ
る．

既承認のアンチセンス医薬及びsiRNA医薬を合
わせた13品目中，局所投与されるnusinersenを除
く12品目でQWBAが用いられており 3），低分子医
薬と同様に核酸医薬でもQWBAが全身分布評価に
標準的に用いられていることがわかる．また，既承
認品目だけでなく，アンチセンスの臨床開発品

（renadirsen）や前臨床段階のsiRNA医薬候補品に
ついてもQWBAが用いられている 10, 51, 52）．一方，
前章で述べたように，QWBAは1）放射性標識体の
合成の難易度やコストの観点から探索研究段階では
使用しにくい，2）同一個体での経時的変化が評価で
きない，3）ヒトには適用できないなどの課題があ
る．そのため，比較的合成が容易な蛍光標識体や
PETなどの放射性核種を用いた評価も行われてい
る．それらを含めて以下に事例を紹介する．

前述の通り，既承認の全身投与型アンチセンス医
薬では，3 Hもしくは14 C標識体を用いたQWBAが
行われており，最も高濃度に分布した組織が全ての
薬剤で腎臓，次いで肝臓であった．脳への移行性は
低く，全身から脳へのアンチセンスの移行が血液脳
関門により制限されていると考えられている 2）．
DMD遺伝子に対するアンチセンスとして臨床開発
されていたrenadirsenについても同様に，14 C標識
体を用いたQWBAにより，中枢・大腸を除く広い
組織への分布，特に腎臓と膀胱への高い集積が認め
られた．化合物が血中から消失した後も標的組織で
ある筋肉への分布は持続し，最終評価時点（投与後
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336時間）まで横隔膜，心臓，骨格筋への分布が確
認された．この筋肉組織における長い半減期は，薬
効の持続を支持する結果として考察されていた 51）．
一方，BCL2遺伝子を標的としたアンチセンス搭載
リポソーム製剤であるBP-1002は，32 P標識リポ
ソーム製剤を投与したマウスでの組織中濃度（心臓，
腎臓，肝臓，肺，脾臓，骨髄，血液）をLSCにより
解析しており，投与後4時間及び24時間では肝臓と
脾臓で，投与後48時間では肺で高い分布が認めら
れたが，腎臓への移行は限定的であった 53）．これは
アンチセンス単独投与の一般的な組織分布とは異な
る結果であり，リポソームがアンチセンスの組織分
布に大きく影響したと考えられる．また，BP-1002
と同様にLSCによりアンチセンス製剤の組織分布
を評価した事例として，ATP結合カセットBサブ
ファミリー1（ABCB1）のmRNAを標的とした3 H
標識アンチセンスのナノゲル（ポリエチレングリ
コールとポリエチレンイミンが共有結合された構成
成分からなるナノスケールサイズの陽電荷粒子） 54）

や35 S標識アンチセンスを含有させた葉酸受容体標
的リポソーム 55）が報告されている．

siRNAの全身分布評価においてもアンチセンス
と同様にQWBAが用いられている．具体的な事例
と し て， 多 剤 耐 性 タ ン パ ク 質4を コ ー ド す る
ABCC4 mRNAに対するsiRNA（各鎖の3ʼ末端に
dTdTのオーバーハング配列を有する）及びシェー
グレン症候群抗原BをコードするSSB mRNAに対
するsiRNA（ピリミジン核酸の糖部が2ʼ-O-methyl
修飾されている）の3 H標識体について，マウスにお
ける全身分布がQWBAで評価されている 10）．両者
では化学修飾や配列が異なるが，組織分布の違いは
少なく，組織中放射能濃度が最も高かったのは腎
臓，次いで唾液腺，脾臓，肝臓の順であり，中枢神
経系の組織では低濃度であった．また，SSBについ
ては，このものに対する3 H標識siRNAを用いて，
それを内包させた脂質ナノ粒子についてのマウス全
身分布がQWBAにて評価されている 56）．放射能濃
度が高かった組織は脾臓，肝臓，腎臓，唾液腺の順
であり，3 H標識siRNAのみの組織分布と異なる結
果を示し脂質ナノ粒子により組織分布が変化するこ
とが示された．N-acetylgalactosamine（GalNAc）-
siRNAであるgivosiran，inclisiran，lumasiran及び
vutrisiranは，肝実質細胞に特異的に発現するアシ

ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 受 容 体（asialoglycoprotein 
receptors：ASGPR）を介して肝臓選択的に取り込
まれるように設計されており，実際ラットやサルを
用いたQWBAで肝臓に高い放射能濃度が観察され
た 3）．

蛍光イメージングについては，核酸医薬の全身分
布を把握する手法としてIVFIが用いられる．IVFI
の中でも生きた動物を用いて全身分布を評価する手
法と主要な臓器を摘出した後に評価を行う手法があ
る 57-61）．一例として，インスリン様成長因子1受容
体をコードするIGF1R mRNAに対するアンチセン
ス（CT-102）の報告がある 58）．この報告では，Cy5.5
標識したCT-102を種々のリポソームに封入し，
IVFIによりリポソーム組成の違いが生体内分布に
与える影響が評価されている．静脈内投与後の生体
マウス全身の蛍光強度の半減期には大きな違いがな
かったが，肝臓に高い分布が認められた．更に，摘
出した臓器の解析からリポソーム組成の違いによる
肝臓の蛍光強度に差が認められ，抗腫瘍試験におい
て肝細胞癌の腫瘍縮小効果にも違いが観察された．

PETを用いて全身分布評価を行った事例として
は，バキュロウイルスIAPリピート含有5（BIRC5）
のmRNAを標的としたアンチセンス（LY2181308）
及びトランスフォーミング増殖因子β2（TGFB2）
のmRNAを標的としたアンチセンス（trabedersen）
の報告がある 62, 63）．11 Cで標識したLY2181308を固
形がん患者へ1 mg未満のマイクロドーズで投与し
たPET試験では，腎臓及び肝臓へ最も高い分布が
認められ，腫瘍には中程度の分布，肺と筋肉で最も
分 布 が 低 か っ た． ま た，750 mgの 非 標 識
LY2181308を反復投与後に11 C-LY2181308を投与し
た際には，腫瘍へのより高い分布が認められ，薬効
用量では薬効に望ましい薬物動態プロファイルを有
することが示唆された 62）．一方，リポソームに封入
された64 Cu-trabedersenを担癌マウスに静脈内投
与したPET試験では，同条件でのLC-MS/MSによ
る未変化体濃度との比較が行われた．その結果，腎
臓や腫瘍中においては投与後48時間まではLC-
MS/MSによる未変化体の濃度推移がPETと同様
であったのに対し，肝臓においてはLC-MS/MSに
より検出される未変化体の方がPETシグナルより
早く低下した 63）．このように，未変化体が消失した
後に標識を含む代謝物が組織に残存するケースがあ
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ると考えられるため，PETによる分布評価の結果
の解釈には注意が必要である．

SPECTを用いた全身分布評価も複数報告されて
いる 22, 64-67）．1例として，アミロイド前駆体タンパ
ク質pre-mRNAを標的とする111 In標識アンチセン
スの投与経路の検討事例を挙げる 64）．マウス脳室内
投与では，髄腔内投与に比べて大脳皮質や小脳等の
脳の各部位での放射活性が高かったのに対し，脊髄
では低く，脳や脊髄以外の全身の臓器の放射活性は
両投与経路間でほぼ同じであった．SPECTで全身
分布を測定する利点は，同じ動物で経時的に繰り返
し全身の放射活性を測定できる点である．この研究
では，投与後4日間にわたり観察されているが，ア
ンチセンスを脳室内に投与後，トレーサーが中枢神
経系にとどまる一方，それ以外の他の臓器からは急
速に減少することが示されている．

上記のように核酸医薬の全身分布評価は，標的組
織以外の組織を含めた包括的な分布，あるいは，化
学修飾や薬物送達システム（drug delivery system：
DDS）が組織分布に与える影響を評価するために実
施されている．主な手法としては核酸医薬の放射性
標識体もしくは蛍光標識体を用いる試験が多く，放
射性標識体を用いた評価手法としては，動物の全身
切片で評価するQWBA，生きた動物のまま評価可
能なIVFIやPET，SPECTなどのイメージング，
あるいは，摘出組織の放射能測定を行うLSCが用
いられていた．

4.2　組織内分布評価の事例
核酸医薬は一般に組織内での分解や組織外への放

出の速度が遅いことから，薬効を保持した核酸医薬
が組織内に蓄積しやすいという性質を有する．この
ことから，核酸医薬の組織分布評価は，その薬効の
持続性や毒性を予見する上で慎重な検討が必要であ
る．核酸医薬の開発過程において組織分布評価は，
DDS技術の妥当性の確認や薬効の持続性，毒性発
現等の考察などの目的に応じ，評価手法が選択され
ている．上述のとおり，組織分布の評価手法は，分
布を可視化するイメージング法と生化学的に薬物濃
度の解析する非イメージング法に大別され（Table 
1），いずれについても，核酸医薬に直接標識して検
出する手法（標識体を用いた手法），標識せずに核酸
プローブや抗体などの検出試薬を用いて検出する手

法（検出試薬を用いた手法），検出試薬を用いず核酸
医薬を直接検出する手法がある．以下では，それぞ
れのケースに分けて組織内分布の評価事例を紹介す
る．
4.2.1　イメージング法による分布評価事例
4.2.1.1�　イメージング法：標識体を用いた分布評価

事例
標識体を用いた組織分布のイメージングには，

QWBAと同様にオートラジオグラフィーを用いる
MARGが活用される．サイトメガロウイルス誘発
網膜炎に対する14 C標識アンチセンス（GEM132）の
事例では，MARGにより，ウサギの硝子体内に投
与したアンチセンスの組織分布が解析された 68）．
GEM132は網膜層全体（内核層，叢状層，神経節細
胞層，視神経線維層）に分布が認められ，特に網膜
の外核層と内核層において，高濃度で，かつ斑状の
分布が観察された．これらの分布は軽度の網膜変性
が認められた部位と一致しており，アンチセンスの
局在が毒性発現の原因になっていると推定された．
他の事例として，生分解性ポリマーである乳酸グリ
コール酸共重合体（poly（lactic-co-glycolic acid）：
PLGA）に内包された核酸医薬の徐放性の評価に
MARGが活用されている 69）．3 H標識アンチセンス
内包PLGA製剤をマウスに皮下投与し，肝臓及び
腎臓における組織分布をMARGで評価した結果，
近位尿細管，肝類洞内皮細胞及びクッパー細胞で高
い分布が観察された．一方，遠位尿細管及び糸球
体，肝実質細胞への分布はわずかであった．アンチ
センス単体で投与した場合には24時間以内に組織
から消失したのに対し，PLGA製剤では投与後7日
でも臓器内及び投与部位に残存しており，PLGAに
よる製剤化がアンチセンスの持続的送達に有用であ
ることが示された．

研究開発段階においては，蛍光標識体を付加した
核酸医薬を用いたイメージングが分布評価に広く用
いられている．3.1.1.3で述べたように一般的にCFT
は全身分布の評価だけでなく，組織における局所分
布を評価する手法として用いられている．具体例と
しては，髄腔内に投与したアンチセンスの脳内分布
をCFTにより経時的に解析した報告がある 25）．
GABA A受 容 体α1サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る
GABRA1 mRNAに対するCy7標識アンチセンス
は，髄腔内投与後に脳脊髄液を介して脳実質表面へ
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浸透し，時間の経過とともに脳深部に達したが，線
条体や小脳深部は他の脳深部領域よりもアンチセン
スの蓄積量が少なかった．CFTの特徴は任意の2次
元画像と3次元画像が得られることであり，2次元
画像からは脳実質表面から深部への浸透が，3次元
画像からは投与早期から主要な脳動脈に存在するこ
とが明らかになった．他の蛍光イメージング法であ
る共焦点顕微鏡を用いた実施例としては，Cy5標識
siRNA搭載ポリマーミセルをマウスに投与した後
の腫瘍内の分布を，生きた動物を用いて経時的に解
析した報告がある 70）．本薬剤のポリマーには，一部
の腫瘍細胞や腫瘍血管に発現することが知られるイ
ンテグリンと親和性を有するArg-Gly-Asp（RGD）
の環状ペプチドが付加されている．顕微鏡観察は，
皮下腫瘍モデルをskin flap法（皮下腫瘍を囲むよう
に切開し腫瘍表面を露出させる手法）で露出させて
行われた．皮下腫瘍モデルマウスに投与されたCy5
標識siRNAは腫瘍と腫瘍血管に集積していたが，
正常組織である耳介皮膚血管には集積していないこ
とから，腫瘍特異的な集積を示すことが示唆され
た．また，蛍光標識アンチセンスを動物に投与した
後，主要な臓器を摘出し，組織切片を用いて分布を
解析した事例がある（脈絡叢 71），網膜 72, 73），腫瘍 74），
脳 75））．一例として，レーバー先天性黒内障に対す
るアンチセンス（sepofarsen）を6-carboxyfluorescein
で蛍光標識し，硝子体内に投与した際の組織内分布
を解析した報告がある 72）．マウス及びウサギの硝子
体に蛍光標識アンチセンスを投与した後，網膜の凍
結切片を共焦点顕微鏡によるイメージングの結果，
網膜外顆粒層の核内に蛍光シグナルが確認され，薬
効を支持する分布が確認された．また，2光子励起
顕微鏡によるイメージングではシグナル伝達兼転写
活性化因子3（STAT3）のmRNAを標的とした
siRNAの腫瘍関連ミエロイド細胞への分布を解析
した報告がある 25）．具体的には，Toll様受容体9ア
ゴニストであるCpGオリゴヌクレオチドをリンカー
で 結 合 さ せ たsiRNAをfluorescein isothiocyanate

（FITC）で蛍光標識し，B16担癌マウスの腫瘍周囲
に直接投与した後に2光子励起顕微鏡によるイメー
ジングを実施した．その結果，腫瘍を潅流するリン
パ 節 に お い てFITC陽 性 細 胞 が 増 加 し て お り，
FITC陽性細胞においては，核内小胞周辺でsiRNA
の蓄積が観察された．

その他の事例として，金原子で標識されたナノ粒
子 製 剤 の 分 布 評 価 が 報 告 さ れ て い る．B-cell 
lymphoma 2-like 12（BCL2L12）のmRNAを標的
としたsiRNAの金ナノ粒子製剤（NU-0129） 76）を膠
芽腫患者に静脈内投与し，脳内の腫瘍への金成分の
到達及び分布を蛍光X線顕微鏡により評価したと
ころ，金ナノ粒子が腫瘍血管周辺及び腫瘍部位に分
布していた．更に銀染色では，金ナノ粒子が腫瘍細
胞の核外の領域に存在すること，腫瘍関連内皮細胞
及びマクロファージにも分布することが示唆され
た．ICP-MSにより腫瘍内の金ナノ粒子の濃度が定
量されており，腫瘍内へのNU-0129の取り込みが
BCL2L12のタンパク質の発現低下と相関してい
た．
4.2.1.2�　イメージング法：検出試薬を用いた分布評

価事例
次に，抗体や核酸プローブなどの検出試薬を用い

た分布評価として，IHC（抗体を使用）やISH（核
酸プローブを使用）による分布評価の事例を紹介す
る．

IHCを用いた分布評価の事例として，siRNAを
ウサギに免疫して取得した抗siRNAポリクローナ
ル抗体とHRP標識抗ウサギIgG二次抗体を用いて，
siRNAの組織内分布を評価した研究が報告されて
いる 77）．具体的には，2ʼ-O-hexadecyl（C16）が付
加されたsuperoxide dismutase 1（Sod1）のmRNA
を標的としたsiRNAをラットに髄腔内投与し，そ
の脳内分布をIHCにて解析した結果 77），1）非修飾
siRNAに比べてC16-siRNAは脳に広範に分布する
こと，2）細胞種選択的マーカーとの共染色により，
C16-siRNAが神経細胞，アストロサイト及びマイ
クログリア細胞に取り込まれることが示された．ま
た，siRNAが分布する領域において，標的である
Sod1 mRNAの発現低下が確認された．

ISHについても，中枢における組織内分布を評価
した事例が報告されている 78）．筋萎縮性側索硬化症
の原因遺伝子C9orf72の異常伸長リピートを含む転
写産物を選択的に抑制するアンチセンス（WVE-
004）をマウスの脳室に投与し，アンチセンスに特異
的に結合する核酸プローブを用いて脳内の分布を解
析 し た と こ ろ， 標 的 組 織 で あ る 脊 髄 細 胞 中 に
WVE-004が検出された．更に，Hyb-ELISAによ
る解析から，大脳皮質及び脊髄におけるWVE-004
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濃度は投与後24週まで持続されることが示された．
Fluorescence in situ hybridizationについては，

皮膚のVII型コラーゲン遺伝子COL7A1を標的と
したアンチセンス（QR-313）を搭載したゲル製剤の
評価に適用した事例が報告されている 79）．ブタにお
いて，QR-313をカルボマー系ハイドロゲル製剤と
混合して塗布した後，アンチセンスと相補的に結合
する蛍光標識核酸プローブを用いて，アンチセンス
の皮膚への浸透を評価した．その結果，QR-313は
無傷の表皮には浸透しなかったが，創傷皮膚では，
表皮及び隣接する真皮に分布が確認された．また，
この分布に従い，創傷床において標的遺伝子に対す
る目的の薬理作用（エクソンスキップ活性）が確認
された．
4.2.1.3�　イメージング法：核酸医薬を直接検出する

分布評価事例
核酸医薬を組織切片から直接検出する方法とし

て，マウス腎皮質への分布 80），ラットにおける肝及
び腎 65）あるいは網膜への分布 35）に質量分析イメージ
ングを活用した事例が報告されている．具体的に
は，腎毒性を示すアンチセンスの腎組織における分
布が質量分析イメージングにより評価され，全身投
与性のアンチセンスの特徴的な分布とされる腎皮質
への蓄積が確認されている 37）．当該論文では更に，
質量分析イメージングを用いた分布評価の結果が
LC-MS/MSによる定量結果や免疫染色による解析
結果と類似していることを示し，質量分析イメージ
ングを用いた分布評価の妥当性を確認している．ま
た，マウスにLocked Nucleic Acid（LNA）-アンチ
センスを静脈内投与した後，腎臓を摘出し，質量分
析イメージングを実施した事例では，アンチセンス
の未変化体が腎皮質に分布することに加え，3ʼ末端
からデオキシグアノシンチオリン酸が外れた代謝物
も同時に確認された 80）．このように，質量分析イ
メージングでは鎖長の異なるアンチセンスの分布を
区別して同時に検出可能であることから，代謝物を
含めた腎毒性の考察に有用である．
4.2.2�　非イメージング法（生化学的手法）による分

布評価事例
本章ではイメージングを用いない分布評価，すな

わち，摘出した組織を破砕する生化学的手法で薬物
濃度を解析した分布評価の事例を，核酸プローブや
抗体などの検出試薬を用いた手法と核酸医薬を直接

検出する手法に分けて紹介する．
4.2.2.1�　非イメージング法：検出試薬を用いた分布

評価事例
検出試薬を用いて各組織の核酸医薬濃度を生化学

的に定量する手法として，qPCR法やハイブリダイ
ゼーション技術を用いた測定法は高感度であり，微
量の生体試料から組織濃度を定量することが可能で
ある．具体例としては，特定の組織への送達向上を
企図して抗体を結合したsiRNAの組織分布をqPCR
法により評価した事例が報告されている．Catenin
β1（Ctnnb1）のmRNAを標的とするsiRNAにanti-
transferrin receptor 1 antibodies（αTfR1）もしくは
anti-asialoglycoprotein receptor antibodies

（αASGPR）を結合させた薬剤（αTfR1-siCtnnb1及
びαASGPR-siCtnnb1）をマウスに静脈内投与した4
日後の腓腹筋，心筋及び肝臓を採取し，組織中の
siRNA濃度をstem-loop qPCR法により定量した．
腓腹筋及び心筋におけるαTfR1-siCtnnb1濃度はα
ASGPR-siCtnnb1濃度と比較して8.6倍及び1.6倍高
かった．一方，肝臓におけるαASGPR-siCtnnb1濃
度はαTfR1-siCtnnb1濃度と比較して6.1倍高かっ
た．これらの結果は，筋肉におけるTfR1及び肝臓
におけるASGPRの発現に依存する取り込みが寄与
していると考察された 81）．

更に微小な組織分布として，腫瘍組織，肝細胞や
細胞内局所における核酸医薬の分布も評価されてい
る．Kirsten rat sarcomaウイルス癌遺伝子ホモロ
グ（KRAS）G12D変異を有するmRNAを標的とし
たsiRNAを生分解性のポリマーマトリックスに搭
載した製剤であるsiG12D-LODERについて，腫瘍
におけるsiRNAの分布と薬効の関係を調べた研究
が報告されている 82）．膵臓がん細胞を皮下に移植し
たマウスモデルの腫瘍中に，siG12D-LODERを埋
め込み，投与7日後に腫瘍を採材した．埋め込んだ
位置からの距離を1 mmごとに腫瘍サンプルを分離
採取し，qPCRによってsiRNAのガイド鎖を定量し
た結果，腫瘍全体にsiRNAが分布したことを確認
でき，特に埋め込んだ部位から1 mmにおいて最も
高濃度であった．siG12D-LODERを埋め込んだエ
リアを中心に腫瘍の壊死が認められ，siRNAの分
布と薬効の関係が評価された．

細胞内のRISCに取り込まれたsiRNAを定量的に
評価する事例も報告されている．肝臓を標的とする
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GalNAcを付加したリポ蛋白（a）をコードするLPA 
mRNAを標的としたsiRNA（olpasiran）を，カニク
イ ザ ル に 皮 下 投 与 し， 投 与 後57日 の 肝 臓 中 の
siRNA濃度及びRISCに結合したガイド鎖濃度を
Hyb-ELISA及 びstem-loop PCR法 に よ り 測 定 し
た．この結果，RISCに結合したolpasiran濃度は肝
臓中の濃度と比較して微量であることが確認され
た．一方で，薬力学的マーカーであるリポ蛋白（a）
については，投与後5～8週間（56日）に渡って強力
に血清中濃度を減少させることが示されており，
RISCに結合した微量のolpasiranが寄与していると
考えられた 83）．

Adrenergic receptor beta2（ADRB2）のmRNA
を標的とするsiRNA（SYL040012）をウサギに点眼
投与した報告においては，hybridization-LC-FLを
用いて，眼内組織及びその他の主要組織中のガイド
鎖 の 濃 度 が 測 定 さ れ た． 測 定 に お い て は，
SYL040012と細胞質で生成するSYL040012の5ʼリ
ン酸化体が分離定量された．SYL040012は点眼後
すぐに前眼部組織である角膜や虹彩及び毛様体に分
布が認められた．ADRB2は全身に発現している
が，点眼後30分のSYL040012濃度は角膜組織で約
200 ng/g tissueであるのに対し血漿，腎臓，肝臓
及び肺は1.69 ng/g tissue以下とほとんど検出され
ておらず，眼部以外の組織でのADRB2の阻害によ
る作用発現の可能性は低いことが示された 84）．

2023年に米国で承認されたAKCEA-TTR-L RX

（eplontersen）はTransthyretin（TTR）のmRNA
を標的とし，inotersenにGalNAcを付加した肝実
質細胞への指向性が高いアンチセンスである．
GalNAcの デ リ バ リ ー 効 果 を 検 証 す る 目 的 で，
hTTR-Tg マウスに，AKCEA-TTR-L RX 及び
inotersenを1.4μmol/kg単回投与した後に，肝臓の
総細胞，肝実質細胞及び肝非実質細胞における薬物
量がHyb-ELISA法により測定された．肝臓の総細
胞へのAKCEA-TTR-L RXとinotersenの分布は同
様であったが，肝実質細胞への分布はAKCEA-
TTR-L RXがinotersenに 比 べ 約3倍 高 か っ た． 一
方，肝非実質細胞への分布はinotersenがAKCEA-
TTR-L RXよりも高かった．これらの結果から，
GalNacの付加によりアンチセンスの肝実質細胞へ
の送達が促進されていることが示され，AKCEA-
TTR-L RXはinotersenより低用量あるいは低投与頻

度で有効性を示す可能性が示唆された 85）．実際に
inotersenは週に1回284 mgを皮下投与しているの
に対して，eplontersenとして米国で承認された
AKCEA-TTR-L RXの 用 法 及 び 用 量 は 月 に1回
45 mgを皮下投与することとなっており，用量及び
投与頻度ともにinotersenよりも低くなっている．
4.2.2.2�　非イメージング法：核酸医薬を直接検出す

る分布評価事例
核酸医薬を組織から直接検出する方法として，

HPLC-UV及びLC-MS/MSの活用事例も報告され
ている．インスリン受容体基質1（IRS-1）のmRNA
を標的とするアンチセンス（aganirsen）では，ウサ
ギに点眼投与後の網膜への分布評価が実施され
た 86）．薬効発現部位である網膜を摘出したサンプル
のUV検出イオンクロマトグラフィーによる定量の
結果，0.83％の網膜移行率が確認された．虚血性網
膜症モデルラットに本剤を点眼することにより，網
膜血管新生が有意に阻害された．

GalNAc-アンチセンスであるISIS681257をサル
に皮下投与後，血漿，肝臓及び腎臓中の未変化体の
ISIS681257及びGalNAc部位が消失した非結合型
ISIS681257を，LC-MS/MSによって定量した．皮
下投与後，ISIS681257は急速に体循環に吸収され，
投与後数時間で最高血漿中濃度に達し，肝臓及び腎
臓 中 に 速 や か に 分 布 し た． 組 織 に 分 布 す る と
ISIS681257に結合するGalNAcは数分から数時間以
内に急速に切断され，投与後48時間の組織におい
ては非結合型ISIS681257のみが検出されており，
その後，非結合型ISIS681257は約30日の半減期で
組織からゆっくりと消失することが確認されてい
る 87）．

5. 考察

核酸医薬は低分子医薬と比較して水溶性が高く，
受動拡散ではなく複数の細胞膜上受容体を介したエ
ンドサイトーシスにより組織移行する 6）．我々は，
以前発表した総説「アンチセンス医薬品の薬物動態
評価の現状」において，既承認アンチセンス医薬の
薬物動態特性を記載し 2），この中で，nusinersen以
外のアンチセンス医薬6品目（いずれもアンチセン
ス単独で投与される）が，動物種に関係なく腎臓に
最も高濃度に分布することを述べた．これ以外の近
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年 承 認 さ れ た 核 酸 医 薬 を み る と，lipid 
nanoparticle-patisiran及びgivosiranなどのGalNAc-
siRNAは， そ れ ぞ れApolipoprotein E受 容 体 や
Low density lipoprotein受容体，及びASGPRを介
したエンドサイトーシスにより，標的組織である肝
細胞に高濃度に取り込まれる特性を持っている 88）．
このように現時点では肝臓への送達技術が実用化さ
れた段階であるが，核酸医薬はDDSにより分布特
性を大きく変えられる可能性があり，送達技術につ
いての研究が世界で盛んになされている 89, 90）．これ
らの送達技術による分布特性の変化や，薬物動態/
薬力学的特性，オンターゲット及びオフターゲット
毒性を考察する上で，核酸医薬の分布評価は必要不
可欠であることは言うまでもない．

規制面をみると，本邦においては「非臨床薬物動
態試験ガイドラインについて」（医薬審第496号，平
成10年6月26日）において被験物質の各種臓器及び
組織への分布，経時的変化並びに必要に応じて蓄積
性を明確にするための分布試験の実施が言及されて
いる．また，「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」（ICH M3（R2））において，通常では第Ⅲ
相試験前までに毒性試験の動物種における分布を含
む薬物動態情報の取得が求められている．これらは
主に低分子医薬を意図して発出されたものである
が，「遺伝子治療製品の非臨床生体内分布の考え方」

（ICH S12，Step 5）が示されたように，核酸医薬に
ついても特徴的な分布特性をどのように評価すべき
か議論することが望まれる．また，「リポソーム製
剤の開発に関するガイドライン」（薬生審査発0328
第19号，平成28年3月28日）において，「リポソー
ム構成成分が安全性に影響を与えると予測されるの
であれば，構成成分の分布，代謝及び排泄経路につ
いても必要に応じて評価する」とされており，送達
キャリアなど薬物本体以外で薬物動態特性に影響を
与える成分についての評価の重要性が言及されてい
る．

本研究では，2023年3月時点における既承認の核
酸医薬（アンチセンス医薬及びsiRNA医薬）並びに
その開発品（承認されていない品目）の分布評価に
着目し，用いられている手法について整理を行っ
た．既承認核酸医薬においてはQWBAがほとんど
の場合で用いられ，次いでLCやCGEとUVやFL

検出器，あるいはMS/MSやHRAMなどの質量分
析計を組み合わせた分析法，更にnusinersenの場
合はHyb-ELISAやElectrochemiluminescenceなど
のLBAが用いられていた．QWBA等の放射性標識
体を用いた分析法の場合はバリデーションが不要で
あり，上述の分離分析法やLBAでは「生体試料中薬
物濃度分析法バリデーション及び実試料分析に関す
るガイドライン」（ICH M10）に従って各分析法の
バリデーションが実施されていると考えられ，手法
の妥当性について客観的な評価が可能である．その
ため，核酸医薬品の承認申請用の分布分析法として
用いられたと考えられる．

一方で開発品については，既承認薬で用いられる
手法であるオートラジオグラフィー（QWBAや
MARG）以外にも，全身分布を検討する分析法とし
て蛍光イメージングや放射性核種イメージングが用
いられていた．更に，組織分布を検討する分析法と
してIHC/ISH，蛍光イメージング，質量分析イ
メージングなどの画像情報を取得するイメージング
法や，LC-MS及びqPCRなどの定量情報を取得す
る非イメージング法が用いられていた．開発品の分
布評価については，標的組織への分布と薬効及び毒
性の関連を考察するために検討された例の他，単純
にDDSによる全身分布特性の変化などを検討され
た例も多くみられた．評価手法の選択については，
評価対象が全身であるか特定の組織であるかに加
え，組織の中でも細胞間あるいは細胞内局在のどの
レベルで検出したいか，更には感度面で目的に応じ
た十分な情報が得られるかが重要な要素と考えられ
る．

今後，核酸医薬は様々な送達技術が検討され，標
的組織や分布特性が多様になっていくと考えられ
る．しかしながら，既承認核酸医薬で頻用されるイ
メージング法のQWBAを例に考えると，標識体合
成の難易度や標識箇所の設定の問題，感度面での課
題（一般的に検出限界は数μg/g程度）があり，規
制面で受入れられるとはいえ，開発期間を通じて最
良の方法とは言い難い．先に述べた「非臨床薬物動
態試験ガイドラインについて」では，分布評価にお
ける臓器内及び組織内濃度の検討項目において，

「定量的全身オートラジオグラフィー等，新しい技
法も適切にバリデートされたものであるならば，臓
器内及び組織内濃度を測定する方法として利用して
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も良い」と注釈に記載されており，規制側がQWBA
以外の新しい手法を受け入れる余地があることが示
されている．一方で，開発品で用いられていた放射
性核種イメージング，蛍光イメージング，IHC/
ISH及び質量分析イメージングなどの手法は，現状
QWBAと比べて定量性に課題があり，バリデー
ションの方法論が整備されていないため，規制面で
の対応が十分とは言えない状況にある．まずは，開
発者と規制側がお互いにこれらの新しい評価手法の
特徴や限界を理解し，核酸医薬に最適な手法の適用
に向けて，必要な規制面での対応を議論していくこ
とが重要と考えられる．

昨今の分析技術の進歩は目まぐるしく，今後登場
する新たな分析法も含めて，どのような分布特性を
示したいか，そのデータを何に使いたいかなどの

「目的」を第一に考え，目的に応じた分析手法を選択
すること，及び，その評価の妥当性と結果の合理性
を説明し，事例と知識を蓄積していくことが重要に
なると考えられる．

6. 結論

本稿では，既承認核酸医薬のみならず，臨床開発
や前臨床段階で用いられている核酸医薬の開発品の
組織分布評価法を網羅的に調査し，その手法の分類
と特徴をまとめ，適用事例を示した．既承認薬では
規制面を意識し，イメージング法の中でも限られた
手法でしか評価されていなかったが，臨床開発品や
前臨床段階の開発品では目的に応じて幅広い手法が
採用されていた．今後，特定の組織への標的指向性
を持つ核酸医薬の臨床開発が盛んになると考えら
れ，より正確な組織分布を把握することが重要とな
る．組織分布評価に用いられる手法の特性を理解し
た上で，目的に応じた手法を選択していくことが重
要であるとともに，分析機器の発展に伴い新たに生
み出される分析法を核酸医薬の開発に積極的に取り
入れる試みも行っていく必要があると考えられる．
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