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電荷バリアント分析

PTM

翻訳後修飾 (PTM)

• シアル酸付加

• 脱アミド

• リン酸化

• etc

mRNAスプライスバリアント

変異タンパク質

電荷バリアントは等電点 (pI) の値に基づいて同定できる。

電荷バリアント分析は新規バイオマーカー開発のカギ
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キャピラリー等電点電気泳動 (CIEF)

純粋なタンパク質試料にしか適用できない。

Mack et al. 2009

抗体医薬のＣＩＥＦによる分析例
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従来の技術の例

天然型

組換え型
(rEPO)

rEPO 陰性 rEPO ドーピング陽性Lasne & de Ceaurriz, 2000

濃縮
スラブゲル
等電点電気泳動

転写と免疫染色

尿中エリスロポエチン (EPO) のドーピング検査
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従来技術の問題点

• 時間がかかる（2〜3日）

– ゲル電気泳動（数時間）＋転写（数時間）＋免疫染色（数時間）

• 技術と手間が必要

– 習熟を要す。うまい人と下手な人。

• 試料と試薬がたくさん必要

– 患者への負担。高価な抗体試薬。多量の緩衝液の準備。

• 再現性、定量性が低い

– 結果が時として不明確。再実験が必要。
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新技術の特長

従来技術１：ゲル電気泳動

• ２〜３日

• 技術と手間が必要

• 試料がたくさん必要

• 再現性、定量性が低い

• 高価 （試薬･人件費）

新技術

• １０分

• 自動分析

• 1 fmol (30 pg)

• 相対標準偏差 10％以内

• 安価な装置 300〜500万円

従来技術２： LC-MS

• 装置・維持費が高額

• ペプチドに分解するため分

子全体の情報が得られない

従来技術３： Protein Simple 製品

• ３〜５ 時間

• 装置が高額 1000〜1500万円

• 試料の 1/1000 しか分析できな

い
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提案する２つの新技術

• APCIEF：CIEFにおける選択的検出

– Affinity Probe + CIEF

–目的タンパク質をアフィニティープローブ（AP) と
の複合体としてCIEFで分離検出

• ACCIEF：CIEFを前処理と一体化

– Affinity Capture + CIEF

– CIEF用キャピラリーの一部で目的タンパク質を特
異的に捕捉し、そのままCIEFで分離検出
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提案技術１： ＡＰＣＩＥＦ

3日におよぶ
実験操作

１時間に短縮

APCIEFは自動
化可能で定量
性も高い

例： ＥＰＯ のドーピング検査
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アフィニティープローブ (AP)

Fd      (VH-CH1)-VPRDCGC*
|

kappa  (VL-CL)-SFNRNECSASGADHHHHHH

pI 6.1

抗原結
合部位

蛍光標識

AP: 蛍光標識組換え Fab
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APCIEF 分析例

rEPO 10 nM, AP 50 nM

エリスロポエチン

10



APCIEF 検量線

AP 50 nM

分離時間 7.2 min

y = 1.0399x - 2.8149

R2 = 0.9997
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Shimura, K. and  Kasai, K. Electrophoresis. 2014;35:840-845. 

インスリンに対する APCIEF の検量線
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提案技術２： ＡＣＣＩＥＦ

アフィニティーカラム IEF用キャピラリー

＋ ー

両性担体陽極液 pH 勾配

標的１

標的２

ＡＣＣＩＥＦ (Affinity Capture + CIEF) 
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ＡＣＣＩＥＦ 分析例 50 nM rFab
4 min 注入
(0.47 µL)

5 nM rFab
40 min 注入
(4.7 µL)

50 nM rFab
50% 血清中
4 min 注入

抗ペプチドタグ抗体固定化
カラムを用いたＡＣＣＩＥＦ
による組換えＦａｂの捕捉

と分離。両脇の小さなピー
クは等電点マーカー（pI 
9.56 と pI 3.64）。

13



免疫電気泳動装置の構成

抗
体
カ
ラ
ム

キャピラリー

境界検出器
（非接触電気伝導度検出器）

走査型検出器（蛍光、ＵＶ吸収）

圧力制御
システム

ＡＰＣＩＥＦ と ＡＣＣＩＥＦ

に最適な等電点電気
泳動装置

特徴

１ 境界検出器

２ 走査型検出器

14



免疫電気泳動装置のプロトタイプ

日栄工業株式会社（福島市）と共同開発
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想定される用途

1. タンパク質電荷バリアントの分布パターンに基づく新
しいバイオマーカーの開発

2. リン酸化タンパク質解析（細胞内シグナル伝達解析）

3. タンパク質医薬の電荷バリアント分析

4. タンパク質医薬投与患者の個別薬物動態解析

5. タンパク質医薬ドーピング検査（EPO, 成長ホルモン)

6. ELISAが困難な免疫分析
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実用化に向けた課題

1. 走査型UV吸光検出または走査型UV蛍光検

出システムの開発

2. 多検体自動切替型固相抽出カラムの開発

3. 抗体メーカーによるアフィニティープローブ（標

識抗体断片）の販売
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装置（福島県立医科大学 、日栄工業株式会社 ）
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発明者 志村清仁、長井俊彦、福原修一、瀬戸善一

2016年3月 米国国内移行
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産学連携の経歴

1995-1999 分子バイオホトニクスとの共同研究 「APCIEF、ペプチド等電点
マーカーの開発」

2003-2004 カンタムデザイン･ジャパンとの共同研究 「マルチキャピラリー
電気泳動装置によるタンパク質相互作用のモーメント解析法の
開発」

2005-2008 シャープ株式会社との共同研究 「等電点電気泳動チップの開
発」

2011-2012 JST A-Step 「迅速かつ高精度で容易なEPOドーピング検査法
の開発」

2014-2015 日栄工業株式会社 「免疫電気泳動装置の共同開発」

2014 JST 外国特許出願支援制度による免疫電気泳動装置関連特許
のPCT出願
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企業への期待

• 共同研究

• 共同開発

• ライセンシング（装置開発、製造、販売）

• 販売代理

• アフィニティープローブ（標識抗体）作製販売
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お問い合わせ先

福島県立医科大学

事務局 医療研究推進課

産学官連携コーディネーター

増井誠一郎（ますい せいいちろう）

TEL：024-547-1791

FAX：024-581-5163

E-mail：semasui@fmu.ac.jp
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