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1. はじめに 

1.1 目的 

本ガイドラインは、化学薬品及び生物薬品（バイオテクノロジー応用製品／生物起源

由来製品）の定量に用いる生体試料中薬物濃度分析法のバリデーション及び実試料分

析への適用のために推奨される指針を示したものである。本ガイドラインに示される

原則を遵守することにより、化学薬品及び生物薬品の開発及び製造販売承認における

生体試料中薬物濃度分析データの質と一貫性を保証することができる。 

生体試料中薬物濃度分析法のバリデーションの目的は、その分析法が使用目的に適し

ていることを立証することにある。本ガイドラインの推奨事項からの変更は、適切な

科学的根拠が示される場合には受け入れられる可能性がある。申請者が代替の方法を

提示又は採用する場合には、分析法バリデーションの方法に関する重要な変更につい

て規制当局と相談することが望ましい。 

1.2 背景 

生体マトリックス中に存在する化学薬品及び生物薬品、並びにその代謝物の濃度測定

は、医薬品開発における重要な要素である。このような濃度測定によって得られる試

験成績は、医薬品の安全性や有効性に関する規制当局の意思決定に寄与する。したが

って、用いる生体試料中薬物濃度分析法は、規制当局による意思決定を支持するデー

タの信頼性を保証するため、その特性が十分に評価され、適切にバリデーションが行

われ、その結果が文書化されることが極めて重要である。 

本ガイドラインは、適切な場合、動物実験のための 3R の原則（動物使用数の削減、

苦痛の軽減、代替法の活用）に従った医薬品の開発が促進されることを意図している。 

1.3 適用範囲 

本ガイドラインは、規制当局の意思決定の根拠として利用が想定される生体試料中薬

物濃度分析法のバリデーション及び実試料分析について記述したものである。本ガイ

ドラインは、規制当局に提出される、医薬品の安全性に関する非臨床試験の実施に関

する基準（GLP）の原則に従って実施される非臨床トキシコキネティクス（TK）試験、

臨床試験の代替として位置づけられる非臨床薬物動態（PK）試験、及び比較バイオア

ベイラビリティ／生物学的同等性（BA／BE）試験を含むすべての相の臨床試験にお

いて得られる生体試料（例えば、血液、血漿、血清、その他の体液、組織）中の化学

薬品及び生物薬品とその代謝物の濃度測定に用いる生体試料中薬物濃度分析法に適

用される。規制当局への提出を目的とする場合、主要なマトリックスについてはフル

バリデーションを実施することが求められる。その他の付加的な位置づけのマトリッ

クスについては、必要に応じ、バリデーションを実施する。 
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規制当局に提出しない試験、又は医薬品の安全性、有効性若しくは電子化された添付

文書（以下、「電子添文」）への記載に関する規制当局の意思決定に用いられない試験

（例えば、探索的に実施する試験）に関して、申請者は社内の意思決定に用いる分析

法の適格性評価の水準を自身で決定してもよい。 

本ガイドラインの内容は、リガンド結合法（LBA）、並びに通常、質量分析法（MS）

との組み合わせで用いられる液体クロマトグラフィー（LC）又はガスクロマトグラフ

ィー（GC）等のクロマトグラフィーによる定量分析に適用される。 

GLP 又は医薬品の臨床試験の実施に関する基準（GCP）に準拠して実施する試験の場

合は、実試料の生体試料中薬物濃度分析においてもそれら基準の要件を満たすことが

求められる。 

バイオマーカーの分析や免疫原性の評価に用いる分析法は、本ガイドラインの適用範

囲には含まれない。 

 

2. 一般的原則 

2.1 分析法開発 

生体試料中薬物濃度分析法開発の目的は、その意図する目的に適した、分析法のデザ

イン、操作条件、限界及び適合性を定めること、並びに分析法のバリデーションを実

施する準備ができていることを確認することにある。 

申請者は、生体試料中薬物濃度分析法の開発前又は開発中に、可能な範囲で、目的の

分析対象物質を理解し（例えば、薬物の物理化学的特性、in vitro 及び in vivo での代

謝、赤血球と血漿間の分布、タンパク結合）、適用可能なすべての既存の分析法の特徴

を考慮することが推奨される。 

分析法開発には、分析対象物質を定量する手順及び条件を特定することも含まれる。

分析法開発には、標準物質、重要試薬、検量線、Quality Control（QC）試料、選択性

及び特異性、感度、真度、精度、回収率、分析対象物質の安定性、Minimum Required 

Dilution（MRD）等の生体試料中薬物濃度分析の項目に関する特性評価を含めること

ができる。 

生体試料中薬物濃度分析法開発においては、広範な記録の保管は必要としない。生体

試料中薬物濃度分析法が開発された後、バリデーションを実施することで、分析法が

実試料の分析に適していることが示される。 

非臨床試験又は臨床試験の実試料を分析中に、分析の中止を必要とするような分析法

の問題が発生した場合、分析法の変更点とその根拠を文書化する必要がある。 
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2.2 分析法バリデーション 

2.2.1 フルバリデーション 

生体試料中薬物濃度分析法のバリデーションは、分析性能の許容度、及び分析結果の

信頼性を保証するために必須である。生体試料中薬物濃度分析法とは、生体試料中の

分析対象物質濃度を測定する一連の手順と定義される。臨床試験及び適用対象となる

非臨床試験において分析対象物質を定量するための分析法を確立する場合には、生体

試料中薬物濃度分析法のフルバリデーションを実施する。文献に公表された分析法を

用いる場合、及び市販されているキットを医薬品の開発段階で生体試料中薬物濃度分

析の目的に用いる場合にも、フルバリデーションを実施する。通常、分析は分析対象

物質ごとに行われるが、場合により、複数の分析対象物質を同時に測定してもよい。

例として、2 種類の薬物、親化合物とその代謝物、又は薬物のエナンチオマー若しく

はアイソマー等を同時に測定することが考えられる。このような場合、バリデーショ

ンと実試料分析に関する原則は、目的とするすべての分析対象物質に適用される。 

フルバリデーションの項目として、クロマトグラフィーを用いた分析法では、特に正

当な理由がない限り、選択性、特異性、マトリックス効果、検量線（応答関数）、定量

範囲（定量下限から定量上限まで）、真度、精度、キャリーオーバー、希釈の妥当性、

安定性、及び再注入再現性を含む必要がある。 

リガンド結合法では、特に正当な理由がない限り、特異性、選択性、検量線（応答関

数）、定量範囲（定量下限から定量上限まで）、真度、精度、キャリーオーバー、希釈

直線性、及び安定性を評価する必要がある。必要な場合、平行性は適切な実試料を入

手できた段階で、評価することができる。 

バリデーションで実施される評価は、実試料分析の作業工程に則したものでなければ

ならない。生体試料中薬物濃度分析法のバリデーションに用いるマトリックスには、

抗凝固剤及び添加剤を含め、分析対象の実試料と同じマトリックスを用いる。状況に

よっては、実試料と同じマトリックスを得ることが困難な場合がある（例えば、組織、

脳脊髄液、胆汁等の希少マトリックス、又は遊離型薬物を測定する場合）。そのような

場合には、分析法バリデーションに代替マトリックスを使用してもよい。 

代替マトリックスを選択する際には、科学的な妥当性を示すべきである。分析法のバ

リデーションの際に、例えば、年齢、民族、性別のような相違は、同一種内であれば、

一般に異なるマトリックスとはみなされない。 

生体試料中薬物濃度分析法及びバリデーション手順を、あらかじめ具体的かつ詳細に

文書として作成しておく。その文書は、試験計画書、試験報告書、ノート又は標準操

作（業務）手順書（SOP）の形式をとってもよい。 
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2.2.2 パーシャルバリデーション 

フルバリデーションがなされた分析法の変更については、パーシャルバリデーション

により変更の影響を評価する場合がある。パーシャルバリデーションは、1 回の真度

及び精度測定からフルバリデーションに近い評価まで、様々な場合がある（6.1 項を

参照）。パーシャルバリデーションの評価項目は、分析法の変更の程度及びその性質

に応じて設定する。 

2.2.3 クロスバリデーション 

クロスバリデーションは、複数の生体試料中薬物濃度分析法及び／又は複数の分析

施設が関わる場合に、報告されたデータがどの程度相関しているかを示すために必

要とされる（6.2 項を参照）。 

 

3. クロマトグラフィー 

3.1 標準物質（標準品） 

分析法バリデーション及び実試料分析では、目的の分析対象物質を含む標準物質の溶

液をブランク生体マトリックスに添加して検量線用標準試料及び QC 試料を調製する。

検量線用標準試料及び QC 試料は別々の標準原液から調製すべきである。ただし、標

準原液の正確な調製及び安定性が検証されている場合は、同じ標準原液から検量線用

標準試料及び QC 試料を調製してもよい。 

試料の前処理中に、適切な内標準物質（IS）をすべての検量線用標準試料、QC 試料

及び実試料に添加する。IS を添加しない場合はその妥当性を示す必要がある。 

標準物質の品質は、分析結果に影響を与え、試験データにも影響を及ぼすことから、

標準物質の特性が十分に解析され、その品質（例えば、純度、同一性）及び IS の適格

性が保証されることが重要である。バリデーション及び実試料分析に用いる標準物質

は、信頼性があり追跡可能な入手先／製造元から調達すべきである。標準物質は分析

対象物質と同一でなければならない。これが可能でない場合でも、品質が保証されて

いる組成の明らかな化合物（例えば、塩、水和物）を用いるべきである。 

使用に適していると判断される標準物質としては、局方標準品、市販の標準物質、又

は自社内若しくは外部機関で製造され十分に特性が解析された標準物質が含まれる。

これら標準物質については、その品質を保証し、純度、保存条件、リテスト日／有効

期限及びロット番号を記載した分析証明書（CoA）又はそれに相当する文書が必要で

ある。 

使用する IS 自身又は不純物が分析を妨害しないこと等、使用に適していることが示

されれば、IS の CoA は必要とされない。 
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検出に MS を用いる場合は、可能な限り、安定同位体標識した分析対象物質を IS と

して用いることが推奨される。ただし、標識標準物質の同位体純度が高く、同位体交

換反応が起こらないことが必須である。非標識の分析対象物質が存在していないかを

確認し、もし検出された場合には、その潜在的な影響を分析法バリデーションにおい

て評価すべきである。 

標準原液及び標準溶液は、CoA に記載されている安定性の保証期間（有効期限又はリ

テスト日までの期間）内の標準物質を用いて調製すべきである。 

3.2 バリデーション 

3.2.1 選択性 

選択性とは、ブランク生体マトリックス中に潜在的な妨害物質が存在する条件下で、

分析対象物質を区別して定量することができる分析法の能力のことである。 

選択性の評価には、少なくとも 6 個体／ロット（非溶血性及び非高脂質性）から得ら

れたブランク試料（分析対象物質及び IS を添加せず前処理したマトリックス試料）

を用いる。希少マトリックスの場合は、個体数を減らすことができる場合がある。ま

た、IS についても選択性を評価すべきである。 

選択性の評価では、ブランク試料中の分析対象物質又は IS の保持時間に、妨害成分

による明らかなレスポンスが観察されないことを示すべきである。妨害成分に由来す

るレスポンスは、各マトリックスにおいて、定量下限の分析対象物質のレスポンスの

20%以下、かつ定量下限試料における IS のレスポンスの 5%以下でなければならない。 

高脂質性マトリックスにおける選択性の評価では、1 個体以上のマトリックスを用い

る。科学的に意味のあるものとするため、バリデーションに用いるマトリックスは、

予測される実試料をできるだけ代表するものとすべきである。トリグリセリド濃度が

異常に高いドナーから得た高脂質性マトリックスを使用する。ドナーから得た高脂質

性マトリックスを使用することが推奨されるが、入手が困難な場合は、実試料を代表

したものではないとしても、トリグリセリドをマトリックスに添加することが許容さ

れる。ただし、薬物が脂質代謝に対する作用を持っている場合、又は対象となる患者

集団が高脂血症者である場合は、添加試料の使用は推奨されない。非臨床試験におい

て、薬物が脂質代謝に影響を与える場合、又は高脂血症を有する特定の系統の動物に

投与する場合以外は、高脂質性マトリックスにおける選択性の評価は必要とされない。 

溶血性マトリックスにおける選択性の評価では、1 個体以上のマトリックスを用いる。

溶血性マトリックスは、溶血させた全血（少なくとも 2% v/v）をマトリックスに添加

して、目視で溶血を識別できる試料を調製する。 
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3.2.2 特異性 

特異性とは、分析対象物質と類縁物質を含む他の物質（例えば、分析対象物質と構造

的に類似した物質、代謝物、異性体、不純物、試料調製中に生成する分解物、又は目

的とする適応症の治療に用いられることが想定される併用薬）を区別して検出する生

体試料中薬物濃度分析法の能力のことである。 

目的の生体マトリックス中に類縁物質の存在が想定される場合、分析法バリデーショ

ンにおいて、又は投与開始前に採取した実試料を用いて、その影響を評価すべきであ

る。LC-MS を用いた分析法における類縁物質の影響の評価には、妨害が予想される類

縁物質と分析対象物質の分子量の比較、及びクロマトグラム上での類縁物質と分析対

象物質の分離が含まれ得る。 

妨害成分に由来するレスポンスは、定量下限における分析対象物質のレスポンスの

20%以下、かつ定量下限試料における IS のレスポンスの 5%以下でなければならない。 

一連の分析段階（抽出操作又は MS イオン源を含む）において、代謝物が親化合物に

逆変換する可能性（例えば、エステル結合を持つ分析対象物質でエステル体からエス

テル代謝物／酸性代謝物に変換する可能性がある不安定な代謝物、不安定な N-オキ

シド若しくはグルクロン酸抱合代謝物、又はラクトン環構造体）についても、該当す

る場合は評価すべきである。この評価は、代謝の評価が十分になされていない新規化

合物の開発初期段階では不可能であろうと認識されている。しかし、この問題の検討

は行うべきであり、必要に応じてパーシャルバリデーションを実施すべきであると考

えられている。もし、逆変換が起こるのであれば、その程度を確認し、生体試料中薬

物濃度分析報告書において試験結果に対する影響を考察する必要がある。 

3.2.3 マトリックス効果 

マトリックス効果とは、分析対象物質のレスポンスがマトリックス試料中の妨害成分、

多くは未同定の成分により影響を受けることをいう。分析法バリデーションにおいて、

異なる個体又はロット間のマトリックス効果を評価する必要がある。 

マトリックス効果は、少なくとも 6個体／ロットから得られたマトリックスを用いて、

それぞれ調製した低濃度及び高濃度の QC 試料を少なくとも 3 回繰り返し分析し評価

する。評価した各マトリックスの個体／ロットについて、真度は理論値の±15%以内、

かつ精度（%CV）は 15%以下でなければならない。希少マトリックスの場合は、個体

数又はロット数を減らすことが許容される場合がある。 

対象患者集団又は特別な患者集団（例えば、肝機能障害患者、腎機能障害患者）から

マトリックスが入手できる場合は、これらの集団においてもマトリックス効果を評価

する必要がある。さらに、溶血性又は高脂質性マトリックス試料を用いたマトリック

ス効果については、ケースバイケースで評価し、特にこれらの条件が当該試験で起こ
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ると予測される場合には、分析法バリデーションにおいて追加で評価することが推奨

される。 

3.2.4 検量線及び定量範囲 

検量線は、分析対象物質の濃度の理論値と分析対象物質に対する分析プラットフォー

ムのレスポンスとの関係を示したものである。既知量の分析対象物質をマトリックス

に添加して調製した検量線用標準試料により、定量範囲にわたって検量線を作成する。

検量線用標準試料の調製には、実試料と同じ生体マトリックスを用いる。定量範囲は、

最も濃度の低い検量線用標準試料である定量下限、及び最も濃度の高い検量線用標準

試料である定量上限により定義される。分析法バリデーションで検討した分析対象物

質ごと、及び分析単位ごとに検量線を作成する必要がある。 

検量線は、ブランク試料、ゼロ試料（IS を添加したブランク試料）、並びに定量下限

及び定量上限を含む 6 濃度以上の検量線用標準試料から構成される。 

濃度とレスポンスの関係を適切に記述する単純な回帰モデルを使用すべきである。回

帰モデルの選定は、文書化された手順に従う必要がある。回帰モデル、重み付け及び

データ変換に関しては、分析法バリデーションにおいて決定する必要がある。検量線

の回帰式の算出には、ブランク試料及びゼロ試料を含めるべきではない。個々の検量

線用標準試料を繰り返し分析してもよいが、その場合は基準を満たしたすべての繰り

返し分析データを用いて回帰分析を行うべきである。 

検量線パラメータ（例えば、線形モデルでは傾き及び切片）は報告書に記載すべきで

ある。また、回帰式から求められた各検量線用標準試料の濃度を、平均真度及び精度

と共に報告すべきである。バリデーションでは数日間に少なくとも 3 回の分析単位を

繰り返し、採用された検量線をすべて報告する必要がある。各検量線用標準試料の濃

度の真度は、定量下限において理論値の±20%以内、定量下限以外においては±15%

以内でなければならない。検量線用標準試料の 75%以上、かつ少なくとも 6 濃度の標

準試料がこの基準を満たさなければならない。 

各濃度の検量線用標準試料について繰り返し分析を行う場合は、濃度ごとに検量線用

標準試料の少なくとも 50%が判定基準（±15%以内又は定量下限においては±20%以

内）を満たす必要がある。これらの基準を満たさない検量線用標準試料がある場合は、

当該試料を棄却し、この試料を除いた検量線を回帰分析を含めて再評価すべきである。

真度及び精度を評価する分析単位において、定量下限又は定量上限の検量線用標準試

料の繰り返し分析の結果がすべて棄却された場合、その分析単位を棄却し、基準を満

たせなかった原因を特定すべきであり、さらに、必要に応じて分析法の変更を行う。

次のバリデーションの分析単位においても基準を満たせなかった場合、バリデーショ

ンの再開前に分析法を変更すべきである。 
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検量線は、少なくとも 1 回は使用時に新たに添加調製した検量線用標準試料を用いて

作成すべきである。その後は、凍結保存した検量線用標準試料を、安定性の保証され

た期間内に用いることができる。 

3.2.5 真度及び精度 

3.2.5.1 QC 試料の調製  

QC 試料は実試料を模すことを意図したものであり、マトリックスに既知量の分析対

象物質を添加して調製する。調製した QC 試料は、実試料で予想される条件下にて保

存し、分析法の妥当性を評価するために分析する。 

分析法の性能と関連しないバイアスを避けるため、検量線用標準試料及び QC 試料は

別々の標準原液から調製すべきである。検量線用標準試料と QC 試料を同一の標準原

液から調製する場合は、標準原液の真度及び安定性が検証されている必要がある。妨

害又はマトリックス効果（3.2.3 項）のない単一個体のブランクマトリックスを用いて

もよい。 

分析法バリデーションにおいては、真度及び精度を評価する分析単位に用いる QC 試

料は、検量線の範囲内の少なくとも 4 濃度で調製すべきである。4 濃度とは、定量下

限、定量下限の 3 倍以内（低濃度 QC 試料）、検量線の範囲の約 30%～50%（中濃度

QC 試料）、及び定量上限の 75%以上（高濃度 QC 試料）とする。 

バリデーションにおける真度及び精度以外の分析単位では、低濃度 QC 試料、中濃度

QC 試料、及び高濃度 QC 試料を 2 回の繰り返し分析により分析してもよい。これら

の QC 試料は、検量線用標準試料とともに、分析単位の採用又は棄却の根拠となるも

のである。 

3.2.5.2 真度及び精度の評価 

真度及び精度は、各分析単位（分析単位内）、及び異なる分析単位（分析単位間）にお

いて、QC 試料を分析して評価する。真度及び精度は、同一の分析単位のデータを用

いて評価する。 

分析単位内の真度及び精度は、分析単位ごとに各 QC 濃度あたり少なくとも 5 回の繰

り返し分析をすることにより評価する。分析単位間の真度及び精度は、各濃度の QC

試料を少なくとも 2 日をかけ 3 分析単位以上で分析し評価する必要がある。分析単位

内での経時的な変化を評価するために、実試料分析で想定される分析単位と同等のサ

イズの分析単位を少なくとも 1 回は分析して QC 試料の真度及び精度を示すことが推

奨される。報告する分析法バリデーションのデータ、並びに真度及び精度の算出結果

には、エラーが明白で記録が残されている場合を除き、判定基準を外れた QC 試料の

結果を含む、すべての結果を含めるべきである。分析単位内の真度及び精度のデータ

は、分析単位ごとに報告すべきである。分析単位内の真度又は精度の判定基準を満た
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すことができなかった分析単位がある場合でも、各 QC 試料濃度における分析単位内

のすべての値を用いて真度及び精度を算出すべきである。分析単位間の真度及び精度

は、すべての分析単位の QC 試料の値を用いて算出すべきである。 

これらの評価に用いる検量線は、少なくとも 1 回の分析単位において、新たに分析対

象物質を添加して調製した検量線用標準試料を用いて作成すべきである。他の分析単

位において検量線用標準試料を使用時に新たに添加調製しない場合は、検量線用標準

試料の凍結保存安定性を示す必要がある。 

各濃度における真度は、定量下限を除いて理論値の±15%以内、定量下限においては

理論値の±20%以内でなければならない。各濃度で評価した精度（%CV）は、定量下

限を除いて 15%以下とし、定量下限では 20%以下とする。バリデーションにおける真

度及び精度以外の分析単位では、すべての QC 試料の少なくとも 3 分の 2 かつ各濃度

の QC 試料における少なくとも 50%が、理論値の±15%以内でなければならない。 

3.2.6 キャリーオーバー 

キャリーオーバーとは、前に分析した試料中の分析対象物質が分析機器に残留するこ

とに起因する測定値の変化である。 

キャリーオーバーは分析法開発の際に評価し、さらに最小化されるべきである。バリ

デーションでは、定量上限の検量線用標準試料を測定した後にブランク試料を測定し、

キャリーオーバーの評価を行う。最高濃度の検量線用標準試料を測定した後のブラン

ク試料におけるキャリーオーバーは、定量下限の分析対象物質のレスポンスの 20%以

下、かつ IS のレスポンスの 5%以下でなければならない。キャリーオーバーの回避が

困難な場合には、実試料を無作為の順で測定すべきではない。キャリーオーバーが真

度及び精度に影響を及ぼさないように、具体的な方法を検討し、バリデートして、実

試料の分析に適用する。対応策の 1 つとして、高濃度が予測される実試料の後、次の

実試料の前に、ブランク試料を注入する方法がある。 

3.2.7 希釈の妥当性  

希釈の妥当性とは、希釈が必要な場合に、試料の希釈手順が分析対象物質の定量値の

真度及び精度に影響を与えないことを確認することである。希釈には、QC 試料の調

製に用いたものと同じ種の同じマトリックスを用いる。 

希釈 QC 試料は、定量上限よりも高い濃度で分析対象物質をマトリックスに添加して

調製し、次にブランクマトリックスで希釈する。分析は、同一分析単位において、希

釈倍率ごとに少なくとも 5 回繰り返し評価し、濃度が検量線範囲内で正確かつ精度良

く測定できることを確認する。実試料分析に適用する希釈倍率及び濃度は、バリデー

ションにより評価した希釈倍率及び濃度の範囲内でなければならない。希釈 QC 試料

の平均真度は理論値の±15%以内であり、精度（%CV）は 15%以下とする。 
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希少なマトリックスの場合、希釈のために代替マトリックスの使用が許容される場合

もある。その場合、代替マトリックスの使用が真度及び精度に影響を与えないことを

実証すべきである。 

3.2.8 安定性 

安定性評価は、試料の調製、前処理から分析に至るまでの各手順や保存条件が、分析

対象物質の濃度に影響を及ぼさないことを保証するために実施する。 

安定性評価における保存及び分析の条件には、試料の保存期間及び温度、試料のマト

リックス、抗凝固剤、並びに容器の材質等、実試料に用いられる条件を反映させるべ

きである。文献に公表されたデータを参照するだけでは十分でない。保存期間に関す

るバリデーションは、実試料の保存期間と同じかそれ以上の期間保存された QC 試料

を用いて実施する。 

マトリックス中の分析対象物質の安定性は、低濃度及び高濃度の QC 試料を用いて評

価する。低濃度及び高濃度の QC 試料の一部を用いて、調製時と評価すべき所定の条

件で保存後に評価を行う。バルク QC 試料は、各濃度につき 1 つずつ調製する。試験

する各濃度について、バルク試料を 3 つ以上に分注して保存し、所定の条件で処理し

た後に分析すべきである。 

保存した QC 試料は、各分析単位内で、使用時に新たに添加した検量線用標準試料、

及び使用時に新たに添加した QC 試料又は安定性が証明された QC 試料と共に分析を

行うべきである。各 QC 濃度における平均濃度は、理論値の±15%以内でなければな

らない。実試料の濃度が検量線の定量範囲の定量上限よりも一貫して高い場合は、そ

うした高濃度を反映できるよう高濃度 QC 試料の濃度を調整すべきである。ただし、

溶解度に限界があるため、この QC 試料の調製は非臨床試験では実施できない可能性

がある。 

配合剤及び電子添文に記載されるような薬物レジメンの場合、マトリックス中の分析

対象物質の凍結融解安定性試験、ベンチトップ安定性試験及び長期保存安定性試験は、

マトリックスにすべての投与薬物を添加した状態で実施すべきである。 

安定性試験は次に掲げる項目について実施すること。 

1) マトリックス中の分析対象物質の安定性 

マトリックス中の凍結融解安定性 

凍結保存状態から試料を繰り返し出し入れすることによる影響を評価するため、

凍結及び融解を複数回繰り返した後の分析対象物質の安定性を評価する。低濃度

及び高濃度のQC 試料について、実試料と同じ手順に従って融解及び分析を行う。

QC 試料は、融解サイクル間で、少なくとも 12 時間凍結状態を維持すべきである。
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凍結融解安定性の評価に用いる QC 試料は、使用時に新たに調製した検量線用標

準試料及び QC 試料又は安定性が証明された QC 試料を用いて評価すべきである。

バリデートする凍結融解サイクル数は、実試料の凍結融解サイクル数と同じかそ

れ以上とする。ただし、少なくとも 3 サイクルは実施すべきである。 

マトリックス中のベンチトップ（短期保存）安定性 

マトリックス中のベンチトップ安定性試験は、施設における実試料の取り扱い条

件を満たすように計画し、実施すべきである。 

低濃度及び高濃度の QC 試料は、実試料と同じ方法で融解し、実試料と同じ温度

で少なくとも同じ時間ベンチトップに保存する必要がある。 

ベンチトップの保存時間は、実際にベンチトップ条件下で試料を取り扱う時間と

すべきであり、ベンチトップ条件に至るまでの時間を足すことは認められない（す

なわち、凍結状態から融解する際に要する時間は加算すべきではない）。 

マトリックス中の長期保存安定性 

冷凍庫保存時におけるマトリックス中の分析対象物質の長期保存安定性を評価す

べきである。低濃度及び高濃度の QC 試料は、実試料と同じ保存条件下で少なく

とも実試料と同じ期間、冷凍庫に保存する必要がある。 

化学薬品については、ある温度（例えば、－20℃）での安定性試験の結果は、より

低い温度（例えば、－70／－80℃）に外挿することができる。 

生物薬品については、ブラケット法を適用することができる。例えば、－70／－

80℃と－20℃での安定性が示されている場合には、実試料がこの温度の間で保存

されるのであれば、その温度の間における安定性を検討する必要はない。 

2) 前処理後試料中の分析対象物質の安定性 

前処理後試料中の安定性は、分析が完了するまでの時間（オートサンプラー／機

器内にある時間）を含め、検討すべきである。以下に例を示す。 

• 実試料分析で使用する保存条件下（抽出乾固物又は試料注入段階）における前

処理後試料中の安定性 

• インジェクター又はオートサンプラーの設定温度における前処理後試料の機

器内／オートサンプラー内安定性 

前処理後試料の保存時間は、実際に所定の保存条件で前処理後試料を保存した時

間としなければならない（すなわち、オートサンプラーの保存時間と他の保存時

間を加算することはできない）。 
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3) 標準原液及び標準溶液中の分析対象物質及び IS の安定性 

分析対象物質及び IS の標準原液及び標準溶液中の安定性は、最低濃度と最高濃度

の溶液を用いて、実試料分析中に用いる保存条件下で評価する。安定性は検出器

からのレスポンスに基づいて評価すべきである。標準原液及び標準溶液の安定性

は、検出器の直線性と測定範囲を考慮して適切に希釈して評価すべきである。安

定性が濃度により変化する場合は、すべての濃度の標準原液及び標準溶液につい

て検討する必要がある。安定性が確認されている分析対象物質の保存条件下にお

いて同位体交換が起こらない安定同位体標識 IS については、さらなる安定性評価

は必要としない。標準物質の有効期限が切れているか、リテスト日を過ぎている

場合、当該ロットの標準物質を用いて調製済みの標準原液の安定性は、標準原液

に対して設定された有効期限又はリテスト日により規定される。標準物質の有効

期限延長のみを目的に、標準物質から標準原液及び標準溶液を調製することは許

容されない。 

さらに、該当する場合は、次の試験を実施する。 

4) 全血中の分析対象物質の安定性  

分析により得られた濃度が試料採取時の被験者／被験動物の血液中分析対象物質

濃度を反映することを保証するため、被験者／被験動物より採取した直後から保

存までのマトリックス（血液）中の分析対象物質の安定性に十分注意を払う必要

がある。 

使用するマトリックスが血漿である場合、血液中の分析対象物質の安定性を分析

法開発（例えば、血液での探索的な分析法の使用）、又は分析法バリデーションの

段階で評価すべきである。その結果はバリデーション報告書に記載する必要があ

る。 

3.2.9 再注入再現性 

分析法の再現性は、QC 試料の繰り返し測定によって評価され、通常は、真度及び精

度の評価に含まれる。しかし、試料が再注入される可能性がある場合（例えば、機器

動作の中断、又は機器の故障のような理由）、再注入前の保存状況で前処理後試料が

使用可能であることを示すために、再注入再現性を評価すべきである。 

再注入再現性は、検量線用標準試料並びに低濃度、中濃度及び高濃度の QC 試料の最

低 5 回の繰り返しからなる分析単位を保存後に再注入することで評価される。再注入

後のQC 試料の真度及び精度により、前処理後試料が再注入可能であるかを確認する。 

その結果は、バリデーション報告書に記載するか、再注入再現性評価を実施した試験

の生体試料中薬物濃度分析報告書に記載すること。 
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3.3 実試料分析 

実試料の分析は、バリデーションの完了後に実施することができる。しかし、一部の

パラメータについては後の段階で評価が完了することもあると理解されている（例え

ば、長期保存安定性）。生体試料中薬物濃度分析法のバリデーションは、規制当局にデ

ータを提出するまでに完了しているべきである。実試料、QC 試料及び検量線用標準

試料は、バリデートされた分析法に従って前処理すべきである。システム適合性を評

価する場合は、あらかじめ定められた試験計画書又は SOP に従って行う。装置の調整

及び機器性能を含むシステム適合性は、分析単位用の検量線用標準試料及び QC 試料

とは別に試料を準備して評価すべきである。システム適合性の評価に被験者／被験動

物からの試料は使用すべきではない。IS のレスポンスに系統的な変動があるかどうか

を確認するため、実試料の IS のレスポンスをモニタリングすべきである。文書化す

べき項目については表 1 を参照。 

3.3.1 分析単位 

分析単位は、ブランク試料（分析対象物質及び IS を含まないマトリックスを前処理

した試料）、ゼロ試料（IS を添加して前処理したマトリックス）、少なくとも 6 濃度の

検量線用標準試料、少なくとも 3 濃度の QC 試料（低濃度、中濃度及び高濃度）の 2

セット（又は実試料数の少なくとも 5%のいずれか多い方）、並びに分析対象である実

試料から構成される。QC 試料は、分析単位全体の真度及び精度が保証されるように、

分析単位内に分散して配置すべきである。実試料は、常に QC 試料により挟まれてい

るべきである。 

検量線用標準試料及び QC 試料は、標準原液の真度と安定性が検証されていない限り、

別々に調製した標準原液を個別に添加して調製する必要がある。すべての試料（検量

線用標準試料、QC 試料及び実試料）は、実際に分析する順序に従い、単一バッチと

して前処理し抽出されるべきである。複数バッチに分けて前処理した試料を同一分析

単位内で分析することは推奨されない。もし、そうしたアプローチが、例えば、ベン

チトップの安定性による制限のために避けられない場合には、各バッチに低濃度、中

濃度及び高濃度の QC 試料を含めるべきである。 

比較 BA／BE 試験では、ばらつきを減らすため、1 つの分析単位で 1 人の被験者から

のすべての試料を同時に分析することを推奨する。 

実試料の分析中に発生するキャリーオーバーの影響を評価し報告する必要がある

（3.2.6 項を参照）。キャリーオーバーが検出された場合は、測定値への影響を低減す

るか（例えば、実試料を無作為の順で測定しない、又は高濃度が予測される試料の後

にブランク試料を注入する）、報告された濃度の妥当性を生体試料中薬物濃度分析報

告書で示すべきである。 
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3.3.2 分析単位の判定基準 

分析単位の採用又は棄却の判定基準は、試験計画書又は SOP に定めておくこと。1 つ

の分析単位に複数のバッチが含まれる場合、判定基準は分析単位全体及び個別のバッ

チの両方に適用されるべきである。分析単位中の 1 つのバッチが判定基準を満たさず

棄却された場合においても、分析単位として判定基準を満たすことはありえる。棄却

されたバッチの検量線用標準試料は、分析単位内の他のバッチを採用するために使用

することはできない。 

回帰式から求めた検量線用標準試料の濃度の真度は、定量下限では理論値の±20%以

内、その他の濃度では理論値の±15%以内でなければならない。少なくとも 6 濃度を

含む、検量線用標準試料の 75%以上がこの基準を満たすものとする。6 濃度を超える

検量線用標準試料を用い、そのうち基準を満たさなかった試料があった場合、当該検

量線用標準試料を棄却し、当該試料を含めず検量線を再評価して新たな回帰分析を実

施する。 

定量下限の検量線用標準試料が棄却された場合、当該分析単位における新たな定量下

限は、検量線上で、その次に低い濃度で判定基準を満たす検量線用標準試料とする。

この新たな定量下限の検量線用標準試料は、当初の判定基準（すなわち、±15%以内）

を満たすものとする。最高濃度の検量線用標準試料が棄却された場合、当該分析単位

における定量上限は、検量線上で、その次に高い濃度での判定基準を満たす検量線用

標準試料とする。変更された定量範囲には少なくとも 3 つの QC 試料濃度（低濃度、

中濃度及び高濃度）が含まれなければならない。変更された定量範囲から外れた実試

料については、再分析を実施すべきである。複数の検量線用標準試料を用いた場合に、

定量下限又は定量上限の 1 つの試料のみが基準を満たさなかったとしても、定量範囲

を変更する必要はない。 

すべての QC 試料の少なくとも 3 分の 2、かつ各濃度における少なくとも 50%が理論

値の±15%以内でなければならない。これらの基準を満たさない場合は、当該分析単

位を棄却する必要がある。棄却された分析単位の測定を再度実施する場合には、当該

分析単位内のすべての実試料を新たに調製する必要がある。特定し得る技術的な理由

により棄却された場合、当該試料を再注入してもよい。 

希釈して再分析される試料を含む分析単位には、実試料分析における希釈を含む方法

の真度及び精度を検証するため、希釈 QC 試料を含めるべきである。希釈 QC 試料は、

希釈される実試料の濃度（又は定量上限）以上とし、かつ実試料と同じ希釈倍率を用

いて希釈すべきである。1 回の分析単位で複数の希釈倍率を用いる場合、希釈 QC 試

料は最高及び最低の希釈倍率で希釈することでよい。希釈 QC 試料に対する分析単位

内の判定基準は、希釈した実試料の測定結果の採否判断にのみ適用し、分析単位の結

果に適用するものではない。 
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複数の分析対象物質を同時に測定する場合は、測定する分析対象物質ごとに検量線を

作成すべきである。ある分析単位において分析対象物質の 1 つが判定基準を満たすも

のの他の分析対象物質が判定基準を満たさなかった場合、判定基準を満たす分析対象

物質のデータは採用されるべきである。棄却された分析対象物質の定量には、再分析

する分析対象物質のみ、再抽出及び分析が必要である。この再分析された分析対象物

質のデータについてのみ報告する必要がある。 

基準を満たし採用された分析単位における回帰式から求められた検量線用標準試料

の濃度、及び QC 試料の各濃度を報告すべきである。判定基準を満たしたすべての分

析単位における QC 試料全体（分析単位間）の真度と精度を濃度ごとに算出し、生体

試料中薬物濃度分析報告書で報告すべきである（8 項「文書化」及び表 1 を参照）。全

体の平均真度及び／又は精度が 15%の基準を満たさない場合は、逸脱の原因を特定す

るための調査を実施すべきである。比較 BA／BE 試験では、この逸脱はデータの棄却

につながることがある。 

3.3.3 定量範囲 

実試料分析の開始前に実試料中の分析対象物質の濃度範囲が狭いと判明又は想定さ

れる場合は、実試料の濃度を適切に反映させるために、検量線の範囲を狭くするか、

QC 試料の濃度を変更するか、又は適宜、異なる濃度の QC 試料を新たに追加するこ

とが推奨される。 

予定される臨床用量において、実試料分析の開始後に、予期せず実試料の測定値が検

量線の一端に集まってしまった場合、分析を中止し、実試料分析を継続する前に、定

量範囲を狭めるか（すなわち、パーシャルバリデーション）、QC 試料濃度を変更する

か、又は測定された値の範囲内で、設定している検量線に追加濃度の QC 試料を加え

るべきである。検量線の範囲又は QC 試料濃度の最適化前に分析した実試料を再分析

する必要はない。 

実試料中の分析対象物質濃度の多くが定量上限を超えている場合も同様の対応を行

う。すなわち、可能であれば検量線の範囲を変更するか、QC 試料の追加又はその濃

度を変更すべきである。検量線の範囲を変更できない場合、又は定量上限を超える濃

度の試料数が多くない場合は、バリデートされている希釈方法に従い試料を希釈する

必要がある。 

少なくとも 2 つの QC 試料濃度が、測定された実試料の濃度範囲内に入らなければな

らない。検量線の範囲が変更された場合は、応答関数を確認し、真度及び精度を保証

するため、生体試料中薬物濃度分析法を再度バリデート（パーシャルバリデーション）

すべきである。 
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3.3.4 実試料の再分析 

実際の実試料分析の開始前に、想定される実試料の再分析の理由、再分析の回数、及

び報告する定量値を選択する判断基準を試験計画書又は SOP に事前に定義すべきで

ある。実試料中の複数の分析対象物質を分析する場合、1 つの分析対象物質が判定基

準を満たさなかったとしても、判定基準を満たしている他の分析対象物質の結果は棄

却されるべきではない。 

再分析した試料の数（及び試料総数に対する割合）は、生体試料中薬物濃度分析報告

書に報告し考察すべきである。比較 BA／BE 試験の場合は、棄却された分析単位での

値を別表で報告すること。 

以下に、実試料を再分析する理由の具体例を示す。 

• 検量線用標準試料の真度及び／又は QC 試料の真度と精度が判定基準を満たさな

かったことにより、分析単位が棄却された場合 

• 実試料の IS のレスポンスと、検量線用標準試料及び QC 試料の IS のレスポンスと

の間に明らかな差異がある場合（事前に定めた SOP の定義に基づく） 

• 得られた濃度が定量上限を超えている場合 

• 最低濃度の検量線用標準試料が棄却され、変更後の定量下限が他の分析単位に比

べて高くなった分析単位において、得られた濃度が変更後の定量下限よりも低い

場合 

• 不適切な試料注入又は分析機器の不具合が生じた場合 

• 希釈して測定した実試料の濃度が定量下限よりも低い場合 

• 投与前試料、対照群又はプラセボ投与群の試料中に定量可能な量の分析対象物質

が確認された場合 

• クロマトグラムに異常が認められた場合（事前に定めた SOP の定義に基づく） 

比較 BA／BE 試験については、薬物動態学的な理由（例えば、試料の濃度が予測され

るプロファイルと一致しない）による実試料の再分析は、試験結果に偏りを生じさせ

る可能性があるため許容されない。 

再分析した試料はすべて生体試料中薬物濃度分析報告書において特定し、初回定量値、

再分析の理由、再分析で得られた定量値、最終的に採用した定量値、及び採用の妥当

性を記載すべきである。さらに、再分析の理由ごとに再分析した試料総数の要約表も

作成すべきである。初回の分析で報告可能な結果が得られなかった場合（例えば、定

量上限を超える濃度、又は分析機器の不具合）、1 回の再分析で十分である。定量値を
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確認する必要がある場合（例えば、投与前試料が測定可能な濃度を示した場合）、使用

可能な試料量があれば、複数回の分析を行う必要がある。 

臨床試験においては、被験者の安全性が試験のいかなる状況よりも優先されるべきで

ある。したがって、安全性調査目的のため、特定の実試料の再分析を必要とする状況

が起こり得る。 

3.3.5 実試料の再注入 

再注入再現性が、バリデーションにより確立されている、又は以前に実施した生体試

料中薬物濃度分析報告書に報告されている場合、機器の故障に対して前処理後試料を

再注入することができる。分析上の原因を特定することなく、単に検量線用標準試料

又は QC 試料が基準を満たさなかったという理由から、分析単位の全体、又は個別の

検量線用標準試料若しくは QC 試料を再注入することは許容されない。 

3.3.6 クロマトグラムの波形処理 

クロマトグラムの波形処理及び再波形処理は、事前に試験計画書又は SOP に記載す

べきである。あらかじめ記載した手順からのすべての逸脱は、生体試料中薬物濃度分

析報告書において考察する必要がある。手動での波形処理を含む再波形処理を必要と

したクロマトグラムの一覧及び再波形処理の理由を生体試料中薬物濃度分析報告書

に記載すべきである。初回と再波形処理したクロマトグラム、及び初回と再波形処理

した結果は、将来参照できるように保存するとともに、比較 BA／BE 試験では生体試

料中薬物濃度分析報告書に含めて提出する。 

 

4. リガンド結合法 

4.1 主な試薬 

4.1.1 標準物質（標準品） 

標準物質は、その特性が十分に明らかにされ、文書に記録されているべきである（例

えば、CoA、製造元／提供元）。生物薬品は極めて複雑な構造を有しており、生体試料

中薬物濃度分析のための結合試薬との反応性が、原薬の製造プロセスの変更により影

響されることもある。検量線用標準試料及び QC 試料の調製に用いる標準物質の製造

バッチは、可能な限り、非臨床試験及び臨床試験での投与に使用されるものと同じ原

薬バッチ由来であることが推奨される。生体試料中薬物濃度分析に用いる標準物質の

バッチが変更された場合は、分析法の性能に関するパラメータが判定基準内にあるこ

とを保証するため、新しい標準物質を使用する前に、元の標準物質から調製した QC

試料と新しい標準物質から調製した QC 試料を用いた生体試料中薬物濃度分析による

評価を実施すべきである。 
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4.1.2 重要試薬 

結合試薬（例えば、結合タンパク質、アプタマー、抗体、コンジュゲート抗体）や酵

素標識された試薬等の重要試薬は、分析結果に直接的な影響を及ぼすため、その品質

が保証されるべきである。重要試薬は分析対象物質と結合し、相互作用により、分析

対象物質の濃度に応じた測定装置からのシグナルを生じる。重要試薬は、分析法の中

で特定され、定義されるべきである。 

重要試薬に関しては、社内製造品又は市販品に関わらず、信頼性のある入手先を分析

法開発の早期から考慮すべきである。重要試薬のデータシートには、少なくとも、同

一性、入手先、バッチ番号／ロット番号、純度（該当する場合）、濃度（該当する場

合）、及び安定性／リテスト日／保存条件を含めるべきである（表 1 を参照）。その他

の特性について追加が必要になる場合がある。 

重要試薬の元のバッチと新しいバッチとの一貫性を保証するため、重要試薬のライフ

サイクルマネジメントの手順が必要である。試薬の性能は生体試料中薬物濃度分析法

を用いて評価されるべきである。重要試薬に対する軽微な変更は分析法の性能に影響

を与えないと考えられるが、大きな変更は分析法の性能に大きく影響を与える場合が

ある。軽微な変更（例えば、1 つの試薬の入手先の変更）であれば、1 回の真度及び精

度の比較評価で特徴づけのためには十分である。しかし、大きな変更であれば、追加

のバリデーション試験が必要となる。理想的には、新旧試薬を用いた方法の直接比較

により、変更前後の評価を行う。大きな変更の例は、抗体の製造方法の変更、ポリク

ローナル抗体取得のための動物からの追加採血、及びモノクローナル抗体調製のため

の新規クローン取得又は新規の入手先等であるが、これらに限定されない。 

重要試薬の有効期限延長又は変更の根拠として、リテスト日とバリデーションパラメ

ータを文書に記録すべきである。試薬の安定性試験は、生体試料中薬物濃度分析法に

おける性能及び試薬の保存条件に関する一般的なガイダンスに基づくべきである。有

効期限は、供給元が定めたものから延長することができる。重要試薬の有効期限延長

又は変更を裏付けるため、分析法の性能に関するパラメータを文書に記録すべきであ

る。 

4.2 バリデーション 

ほとんどの場合、リガンド結合法にはマイクロタイタープレートが使用され、実試料

は、1試料あたり1ウェル又は複数のウェルを用いて分析することができる。この分析

条件は、試験計画書又はSOPに明記すべきである。分析法開発及び分析法バリデーシ

ョンを1試料あたり1ウェル又は複数のウェルで行う場合は、実試料分析もそれぞれ1

試料あたり1ウェル又は複数のウェルで行うべきである。1試料あたり複数ウェルを用

いる場合は、複数ウェルからのレスポンスの平均値を算出するか、各レスポンスから
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算出された濃度を平均することにより、報告する試料濃度を決定すべきである。デー

タの評価は、報告する試料濃度を基に行うべきである。 

4.2.1 特異性 

リガンド結合法における特異性は、交差反応性の概念に関連するものである。結合試

薬が標的とする分析対象物質と特異的に結合し、共存する構造的に類似した物質（例

えば、内因性物質、アイソフォーム、又は構造的に類似した併用薬）と交差反応しな

いことが重要である。特異性は、実試料中に存在することが予想される構造的に類似

した物質を予測される最高濃度で添加したブランクマトリックス試料を用いて評価

する。 

実試料において予測される最高濃度で類似物質が存在する条件下において、定量下限

及び定量上限における標的分析対象物質の真度を評価する。類似物質を添加したブラ

ンク試料のレスポンスは定量下限未満でなければならない。類似物質の存在下での標

的分析対象物の真度は、理論値の±25%以内でなければならない。 

非特異的な反応がみられた場合は、ブランクマトリックス中の妨害物質の濃度範囲を

広げて、定量下限及び定量上限における分析対象物質の真度を測定することにより、

分析法への影響を評価すべきである。妨害が認められる類似物質の最低濃度を確認す

ることが必須である。実試料分析において定量下限又は定量上限を調整するか、新た

な方法を検討する等、適切な対策を講じるべきである。 

分析法開発及び分析法バリデーションの初期段階では、これらの「類似物質」を利用

できないことがしばしばある。このような場合、最初のバリデーションが完了した後

に、特異性に関する検討を追加で行うこともできる。 

4.2.2 選択性 

選択性とは、非特異的なマトリックス成分が存在する条件下で、目的の分析対象物質

を識別して検出する分析法の能力である。マトリックスには、目的の分析対象物質の

検出を妨害するかもしれない分解酵素、様々な特性を持つ抗体、リウマチ因子等の非

特異的マトリックス成分が含まれる可能性がある。 

選択性は、問題が生じる場合が多い定量下限で評価すべきであるが、高濃度領域にお

いても評価することが推奨される。したがって、選択性は、少なくとも 10 個体から

得た個別のブランク試料、並びに個別のブランクマトリックスに分析対象物質を定量

下限及び高濃度 QC の濃度で添加した試料を用いて評価する。希少マトリックスの場

合は、個体数を減らすことが受け入れられるかもしれない。ブランク試料のレスポン

スは、少なくとも評価した個体の 80%において定量下限未満でなければならない。 

真度は、少なくとも評価した個体の 80%において、定量下限の場合は理論値の±25%

以内、高濃度 QC の濃度の場合は理論値の±20%以内でなければならない。 
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選択性は、高脂質性試料及び溶血性試料でも評価すべきである（3.2.1 項を参照）。高

脂質性試料及び溶血性試料の評価は、1 個体のマトリックスを用いた 1 回の試験で可

能である。選択性は、関連する患者集団（例えば、腎機能障害患者、肝機能障害患者、

炎症疾患を有する患者、又はがん免疫療法を受けている患者（該当する場合））の検体

でも評価すべきである。関連する患者集団の場合、少なくとも 5 人の患者の試料を用

いるべきである。 

4.2.3 検量線及び定量範囲  

検量線は、分析対象物質の濃度の理論値と分析対象物質に対する分析プラットフォー

ムのレスポンスとの関係を示したものである。既知量の分析対象物質をマトリックス

に添加して調製した検量線用標準試料により、定量範囲にわたって検量線を作成する。

検量線用標準試料の調製には、実試料と同じ生体マトリックスを用いる。定量範囲は、

最も濃度の低い検量線用標準試料である定量下限、及び最も濃度の高い検量線用標準

試料である定量上限により定義される。分析法バリデーションで検討した分析対象物

質ごと、及び分析単位ごとに検量線を作成する必要がある。代替マトリックスの使用

が必要な場合には、科学的な妥当性を示すべきである。 

検量線は、定量下限及び定量上限を含む 6 濃度以上の検量線用標準試料、並びにブラ

ンク試料から構成される。ブランク試料は、検量線パラメータの計算には含めるべき

ではない。カーブフィッティングを向上させるため、検量線の定量下限未満の濃度、

及び定量上限を超える濃度のアンカーポイント試料を用いてもよい。検量線作成のた

めのレスポンスと濃度の関係性は、上下漸近線の近くにデータポイントがある場合、

一般的には 4 又は 5-パラメータロジスティックモデルが当てはまる。他のモデルにつ

いては、その適切性を示すべきである。 

検量線は、分析単位間にばらつきをもたらす要因を考慮して、少なくとも 6 回の分析

単位を数日にわたり評価すべきである。 

回帰式から求めた各検量線用標準試料の濃度の真度及び精度は、定量下限及び定量上

限において理論値の±25%以内、それ以外の濃度では理論値の±20%以内でなければ

ならない。アンカーポイントを除く検量線用標準試料の 75%以上、かつ定量下限及び

定量上限を含む少なくとも 6 濃度の標準試料がこの基準を満たすものとする。アンカ

ーポイントについては、検量線の定量可能な範囲を超えているため、判定基準を必要

としない。 

検量線は、できるだけ使用時に新たに添加調製した検量線用標準試料を用いて作成す

べきである。新たに添加調製した標準試料を用いない場合は、凍結保存した検量線用

標準試料を、安定性の保証された期間内に用いることができる。 
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4.2.4 真度及び精度 

4.2.4.1 QC 試料の調製 

QC 試料は実試料を模すことを意図したものであり、マトリックスに既知量の分析対

象物質を添加して調製する。調製した QC 試料は、実試料で予想される条件下にて保

存し、分析法の妥当性を評価するために分析する。 

QC試料を調製するための希釈系列は、検量線用標準試料を調製する希釈系列とは完

全に独立しているべきである。検量線用標準試料とQC試料を同じ標準原液（又は標準

溶液）から調製する場合は、標準原液（又は標準溶液）の正確な調製と安定性が検証

されている必要がある。検量線の範囲内の少なくとも5濃度でQC試料を調製すべきで

ある。すなわち、定量下限、定量下限の3倍以内（低濃度QC試料）、検量線の範囲の幾

何平均値付近（中濃度QC試料）、定量上限の75%以上（高濃度QC試料）、及び定量上

限の分析対象物質を添加して調製する。 

バリデーションにおける真度及び精度以外の分析単位では、低濃度 QC 試料、中濃度

QC 試料、及び高濃度 QC 試料を 2 回の繰り返し分析により分析してもよい。これら

の QC 試料は、検量線用標準試料とともに、分析単位の採用又は棄却の根拠となるも

のである。 

4.2.4.2 真度及び精度の評価 

真度及び精度は、各分析単位（分析単位内）、及び異なる分析単位（分析単位間）にお

いて、QC 試料を分析して評価する。真度と精度は、同一の分析単位のデータを用い

て評価する。 

真度及び精度は、各濃度（定量下限、低濃度、中濃度、高濃度及び定量上限）の QC

試料について、分析単位あたり少なくとも 3 回繰り返し分析し、少なくとも 6 分析単

位の分析を 2 日又はそれ以上にわたって実施することにより評価する。報告する分析

法バリデーションのデータ、並びに真度及び精度の算出結果には、エラーが明白で記

録が残されている場合を除き、すべての結果を含めるべきである。分析単位内の真度

及び精度のデータは、分析単位ごとに報告すべきである。分析単位内の真度又は精度

の判定基準を満たすことができなかった分析単位があった場合でも、各 QC 試料濃度

における分析単位内のすべての値を用いて真度及び精度を算出すべきである。分析単

位間の真度及び精度は、すべての分析単位の QC 試料の値を用いて算出すべきである。 

分析単位内及び分析単位間の、各濃度における総合的な真度は、定量下限及び定量上

限を除いて理論値の±20%以内、定量下限及び定量上限においては理論値の±25%以

内でなければならない。各濃度のQC試料の分析単位内及び分析単位間の精度は、定量

下限及び定量上限を除いて20%以下とし、定量下限及び定量上限においては25%以下

とする。 
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バリデーションにおける真度及び精度以外の分析単位では、すべての QC 試料の少な

くとも 3 分の 2、かつ各濃度における少なくとも 50%が、理論値の±20%以内でなけ

ればならない。 

さらに、トータルエラー（すなわち、真度（%）及び精度（%）の誤差の絶対値の和）

を評価する。トータルエラーは30%（定量下限及び定量上限では40%）以下とする。 

4.2.5 キャリーオーバー 

リガンド結合法を用いた分析では通常、キャリーオーバーは問題とはならない。しか

し、キャリーオーバーを生じる可能性がある分析プラットフォームの場合は、定量上

限の検量線用標準試料の後にブランク試料を配置することによりキャリーオーバー

の可能性を検討すべきである。ブランク試料のレスポンスは定量下限未満でなければ

ならない。 

4.2.6 希釈直線性及びフック効果 

多くのリガンド結合法による分析では定量範囲が狭いため、分析対象物質の濃度が検

量線の定量範囲内となるよう実試料の希釈が必要となる場合がある。希釈直線性は、

（i）測定値が定量範囲内での希釈により影響されないこと、及び（ii）検量線の定量

上限を超えた実試料濃度が、間違った結果につながるフック効果（すなわち、高濃度

の分析対象物質によるシグナルの抑制）の影響を受けないことを確認するために評価

すべきである。 

希釈 QC 試料の調製には、実試料と同じマトリックスを使用すべきである。 

希釈直線性は、希釈 QC 試料、すなわち定量上限を超える濃度の分析対象物質をマト

リックスに添加した試料を調製し、希釈をしない試料（フック効果の検討のため）、及

び希釈 QC 試料をブランクマトリックスで定量範囲内の濃度に希釈した試料（少なく

とも 3 種の希釈倍率）を用いて評価すべきである。試験するそれぞれの希釈倍率につ

いて、少なくとも 3 つの独立した希釈系列を調製し、実試料分析で使用する繰り返し

回数で評価すべきである。希釈 QC 試料で応答性の低下（フック効果）の有無を確認

し、応答性の低下が観察された場合で、合理的な対策により回避できない場合は、実

試料分析中にこの影響を低減するための対策を講じるべきである。 

希釈倍率で補正した後の各希釈試料の計算された平均濃度は理論濃度の±20%以内

でなければならない。精度は 20%以下とする。 

実試料分析に適用する希釈倍率は、バリデーションにより評価した希釈倍率の範囲内

でなければならない。 



 

25 

4.2.7 安定性 

安定性評価は、試料の調製、前処理から分析に至るまでの各手順や保存条件が、分析

対象物質の濃度に影響を及ぼさないことを保証するために実施する。 

安定性評価における保存及び分析の条件には、試料の保存期間及び温度、試料のマト

リックス、抗凝固剤、並びに容器の材質等、実試料に用いられる条件を反映させるべ

きである。文献に公表されたデータを参照するだけでは十分でない。保存期間に関す

るバリデーションは、実試料の保存期間と同じかそれ以上の期間保存されたQC試料

を用いて実施する。 

評価するマトリックス中の分析対象物質の安定性は、低濃度及び高濃度の QC 試料を

用いて評価すべきである。低濃度及び高濃度の QC 試料の一部を用いて、調製時と評

価すべき所定の条件で保存後に評価を行う。バルク QC 試料は、各濃度につき 1 つず

つ調製する。試験する各濃度について、バルク試料を 3 つ以上に分注して保存し、所

定の条件で処理した後に分析すべきである。 

保存した QC 試料は、各分析単位内で、使用時に新たに添加した検量線用標準試料、

及び使用時に新たに添加した QC 試料又は安定性が証明された QC 試料と共に分析を

行う。検量線用標準試料及び QC 試料は新たに調製したものを使用することが望まし

いが、高分子物質は一晩凍結しておく必要がある場合があると認識されている。凍結

保存して融解した QC 試料を用いる場合は、その妥当性を示すべきであり、凍結融解

安定性を評価する必要がある。QC 試料は、融解サイクル間で、少なくとも 12 時間凍

結状態を維持すべきである。各 QC 濃度における平均濃度は、理論値の±20%以内で

なければならない。 

多くのリガンド結合法による分析では、定量範囲が狭いことにより実試料の希釈が必

要となる可能性があり、実試料の濃度が検量線の定量上限よりも一貫して高い場合が

ある。そのような場合は、QC 試料の濃度が実際の試料の濃度範囲を代表するよう、

適用する希釈倍率を考慮し、QC 試料の濃度を調整すべきである。 

配合剤及び電子添文に記載されるような薬物レジメンの場合、マトリックス中の分析

対象物質の凍結融解安定性試験、ベンチトップ安定性試験及び長期保存安定性試験は、

ケースバイケースで、マトリックスにすべての投与薬物を添加した状態で実施すべき

である。 

3.2.8項で述べたとおり、安定性の検討には、室温又は試料前処理時の温度におけるベ

ンチトップ（短期保存）安定性及び凍結融解安定性を含めるべきである。また、長期

保存安定性も検討すべきである。 

化学薬品については、ある温度（例えば、－20℃）での安定性試験の結果は、より低

い温度（例えば、－70／－80℃）に外挿することができる。 
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生物薬品については、ブラケット法を適用することができる。例えば、－70／－80℃

と－20℃での安定性が示されている場合には、実試料がこの温度の間で保存されてい

るのであれば、この温度の間における安定性を検討する必要はない。 

4.3 実試料分析 

実試料の分析は、バリデーションの完了後に実施することができる。しかし、一部の

パラメータについては後の段階で評価が完了することもあると理解されている（例え

ば、長期保存安定性）。生体試料中薬物濃度分析法のバリデーションは、規制当局にデ

ータを提出するまでに完了しているべきである。実試料、QC 試料及び検量線用標準

試料は、バリデートされた分析法に従って前処理すべきである。文書化すべき項目に

ついては表 1 を参照。 

4.3.1 分析単位 

分析単位は、ブランク試料、少なくとも 6 濃度の検量線用標準試料、少なくとも 3 濃

度の QC 試料（低濃度、中濃度及び高濃度）の 2 セット（又は実試料数の少なくとも

5%のいずれか多い方）、並びに分析対象である実試料から構成される。ブランク試料

は、検量線パラメータの計算には含めるべきではない。QC 試料は、分析単位全体の

真度及び精度が保証されるように、実試料が常に QC 試料により挟まれるように考慮

して、分析単位の中に配置すべきである。 

リガンド結合法にはマイクロタイタープレートが最もよく用いられる。分析単位は、

1 つかそれ以上のプレートから構成される。典型的には、各プレートに検量線用標準

試料及びQC試料のセットが個別に含まれる。各プレートに検量線用標準試料及びQC

試料が含まれている場合には、各プレートごとに評価すべきである。しかし、分析プ

ラットフォームによっては、測定試料数が制限される場合がある。その場合、検量線

用標準試料のセットを最初と最後のプレートに配置してもよいが、QC 試料は各プレ

ートに配置すべきである。QC 試料は少なくとも各プレートの実試料の始め（前）と

終わり（後）に配置すべきである。各プレートの QC 試料及び各検量線は、分析単位

の判定基準を満たすべきである（4.3.2 項を参照）。濃度計算では、検量線用標準試料

を統合して 1 回の回帰分析を実施すべきである。統合した検量線が判定基準を満たさ

ない場合、分析単位全体が棄却される。 

4.3.2 分析単位の判定基準 

分析単位の採用又は棄却の判定基準は、試験計画書又は SOP に定めておくこと。1 つ

の分析単位に複数のバッチが含まれる場合、判定基準は分析単位全体及び個別のバッ

チの両方に適用されるべきである。分析単位中の 1 つのバッチが判定基準を満たさず

棄却された場合においても、分析単位として判定基準を満たすことはありえる。棄却

されたバッチの検量線用標準試料は、分析単位内の他のバッチを採用するために使用

することはできない。 
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回帰式から求めた検量線用標準試料の濃度の真度は、定量下限及び定量上限では理論

値の±25%以内、その他の濃度では理論値の±20%以内でなければならない。検量線

用標準試料の 75%以上、かつ少なくとも 6 濃度がこの基準を満たすものとする。この

要件はアンカー検量線用標準試料には適用されない。6 濃度を超える検量線用標準試

料を用い、そのうち基準を満たさなかった試料があった場合、当該検量線用標準試料

を棄却し、当該試料を含めずに検量線を再評価して新たな回帰分析を実施する。 

定量下限の検量線用標準試料が棄却された場合、当該分析単位における新たな定量下

限は、検量線上で、その次に低い濃度で判定基準を満たす検量線用標準試料とする。

最高濃度の検量線用標準試料が棄却された場合、当該分析単位における新たな定量上

限は、検量線上で、その次に高い濃度で判定基準を満たす検量線用標準試料とする。

この新たな定量下限及び定量上限の検量線用標準試料は、当初の判定基準（すなわち、

±20%以内）を満たすものとする。変更された定量範囲にはすべての QC 試料濃度（低

濃度、中濃度及び高濃度）が含まれなければならない。変更された定量範囲から外れ

た実試料については、再分析を実施すべきである。 

各分析単位には少なくとも 3 濃度の QC 試料（低濃度、中濃度及び高濃度）を含むべ

きである。実試料分析において、試料ごとに用いるウェルの数に関して、検量線用標

準試料及び QC 試料は実試料での分析を反映したものとする。すべての QC 試料の少

なくとも 3 分の 2、かつ各濃度における少なくとも 50%が理論値の±20%以内でなけ

ればならない。これらの基準を使用しない場合はその妥当性を示し、SOP 又は試験計

画書で事前に定義しておくべきである。 

判定基準を満たしたすべての分析単位における QC 試料全体の平均真度と精度を濃度

ごとに算出し、生体試料中薬物濃度分析報告書に報告すべきである。全体の平均真度

及び／又は精度が 20%を超える場合は、逸脱の原因を特定するための追加調査を実施

すべきである。比較 BA／BE 試験では、この逸脱はデータの棄却につながることがあ

る。 

4.3.3 定量範囲  

少なくとも 2 つの QC 試料濃度が、測定された実試料の濃度範囲内に入らなければな

らない。予定される臨床用量において、実試料分析の開始後に、予期せず実試料の測

定値が検量線の一端に集まってしまった場合、分析を中止し、実試料分析を継続する

前に、定量範囲を狭めるか（すなわち、パーシャルバリデーション）、QC 試料濃度を

変更するか、又は測定された値の範囲内で、設定している検量線に追加濃度の QC 試

料を加えるべきである。検量線の範囲又は QC 試料濃度の最適化前に分析した実試料

を再分析する必要はない。 
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4.3.4 実試料の再分析 

実際の実試料分析の開始前に、想定される実試料の再分析の理由、再分析の回数、及

び報告する定量値を選択する判断基準を試験計画書又は SOP に事前に定義すべきで

ある。 

再分析した試料の数（及び試料総数に対する割合）は、生体試料中薬物濃度分析報告

書に報告し考察すべきである。比較 BA／BE 試験の場合は、棄却された分析単位での

値を別表で報告すること。 

以下に、実試料を再分析する理由の具体例を示す。 

• 検量線用標準試料の真度及び／又は QC 試料の真度と精度が判定基準を満たさな

かったことにより、分析単位が棄却された場合 

• 得られた濃度が定量上限を超えている場合 

• 最低濃度の検量線用標準試料が棄却され、変更後の定量下限が他の分析単位に比

べて高くなった分析単位において、得られた濃度が変更後の定量下限よりも低い

場合 

• 分析機器の不具合が生じた場合 

• 希釈して測定した実試料の濃度が定量下限よりも低い場合 

• 投与前試料、対照群又はプラセボ投与群の試料中に定量可能な量の分析対象物質

が確認された場合 

• 試料分析を複数ウェルで実施した時、繰り返し分析の 1 つが事前に定めた判定基

準を満たさないことにより報告可能な結果が得られなかった場合（例えば、ウェ

ル間の極端な乖離、又は繰り返し分析の 1 つが定量上限を超えたか定量下限を下

回った場合） 

比較 BA／BE 試験については、薬物動態学的な理由（例えば、試料の濃度が予測され

るプロファイルと一致しない）による実試料の再分析は、試験結果に偏りを生じさせ

る可能性があるため許容されない。 

再分析した試料はすべて生体試料中薬物濃度分析報告書において特定し、初回定量値、

再分析の理由、再分析で得られた定量値、最終的に採用した定量値、及び採用の妥当

性を記載すべきである。さらに、再分析の理由ごとに再分析した試料総数の要約表も

作成すべきである。初回の分析で報告可能な結果が得られなかった場合（例えば、定

量上限を超える濃度、又はウェル間の極端な乖離）、1 回の再分析で十分である。試料

の分析は、試料ごとに初回の分析と同じウェルの数を用いて実施すべきである。定量
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値を確認する必要がある場合（例えば、投与前試料が測定可能な濃度を示した場合）、

使用可能な試料量があれば、複数回の分析を行う必要がある。 

臨床試験においては、被験者の安全性が試験のいかなる状況よりも優先されるべきで

ある。したがって、調査目的のため、特定の実試料の再分析を必要とする状況が起こ

り得る。 

 

5. Incurred Sample Reanalysis（ISR） 

実試料の挙動は、分析法バリデーション時に用いられる、ブランクマトリックスに添

加して調製した検量線用標準試料及び QC 試料の挙動とは異なる場合がある。タンパ

ク結合の違い、既知又は未知の代謝物の逆変換、試料の不均一性、併用薬又は実試料

特有の生体成分等は、実試料分析における分析対象物質の測定値に影響する可能性が

ある。ISR は、報告された実試料中の分析対象物質濃度の信頼性を検証することを目

的としている。 

ISR は少なくとも以下の状況下において実施する。 

• 本ガイドラインが適用される非臨床試験については、一般に、ISR は少なくとも動

物種ごとに 1 回実施されるべきである。 

• すべての主要な比較 BA／BE 試験 

• ヒトにおける最初の臨床試験 

• 患者を対象とした主要な初期の臨床試験、患者集団ごとに 1 回 

• 肝機能障害患者や腎機能障害患者を対象とした最初の試験又は主要な試験 

ISR は、試験で得られた試料の一部を、別の分析単位（すなわち、初回の分析単位と

は異なる分析単位）で、異なる日に、同じ生体試料中薬物濃度分析法を用いて再分析

をすることにより実施される。 

ISR を実施する範囲は、分析対象物質及び実試料に依存し、分析法及び分析対象物質

に関する十分な理解に基づいて決定されるべきである。ただし、実試料総数が 1000 以

下の場合は少なくとも試料数の 10%、実試料総数が 1000 を超える場合は少なくとも

1000 試料の 10%（100 試料）に 1000 試料を超える試料数の 5%を加えた試料数を再分

析して評価する。ISR に供する実試料を選択するための客観的な基準は、試験計画書

又は SOP にあらかじめ定義しておくべきである。被験者／被験動物は実薬投与群か

ら可能な限り無作為に選択されるべきであるが、濃度プロファイルが適切に含まれる

ようにすることが重要である。したがって、ISR のための実試料は、最高濃度（Cmax）
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付近及び消失相の試料を選択することが推奨される。さらに、選択した実試料は、試

験全体を代表しているべきである。 

複数の試料をプールすることは、異常値の発見の妨げとなることがあるため行わない

こと。ISR 試料及び QC 試料は、初回分析時と同じ方法で前処理し、分析されるべき

である。ISR は分析対象物質の安定性が保証された期間内に実施する必要があるが、

初回分析と同じ日に実施してはならない。 

初回定量値と再分析定量値との乖離度（%）は、以下の計算式により、両者の平均値

に対する値として算出する。 

乖離度（%） =
再分析定量値 − 初回定量値

両者の平均値
  ×  100 

クロマトグラフィーでは、ISR 試料数の少なくとも 3 分の 2 において、乖離度が±20%

以内でなければならない。リガンド結合法では、ISR 試料数の少なくとも 3 分の 2 に

おいて、乖離度が±30%以内でなければならない。 

ISR の総合的な結果が判定基準を満たさなかった場合は、調査して原因を是正すべき

である。調査がどのように開始され、実施されるかを示す SOP を作成すべきである。

調査によって ISR 不成立の原因を特定できない場合、ISR 不成立が試験の妥当性に与

える潜在的な影響についても生体試料中薬物濃度分析報告書に記載すべきである。

ISR が判定基準を満たしていても、複数の試料の結果間に大きな又は系統的な乖離が

ある場合には、分析上の問題を示唆している可能性があるため、さらに調査を実施す

ることが望ましい。 

留意すべき傾向として以下の事例を挙げることができる。 

• 1 個体からのすべての ISR 試料が判定基準を満たさない。 

• 1 分析単位のすべての ISR 試料が判定基準を満たさない。 

試験とあらゆる調査を再構築できるよう、ISR 評価のすべての側面を文書化する必要

がある。個々の試料について、初回定量値から大きな乖離（例えば、50%を超えるよ

うな「外れ値」）を示す場合であっても、元の試料の再分析を始めるべきでなく、調査

は必要としない。また、元の実試料データを ISR 試料のデータに置き換えるべきでは

ない。 
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6. パーシャルバリデーション及びクロスバリデーション 

6.1 パーシャルバリデーション 

すでにフルバリデーションを実施した生体試料中薬物濃度分析法を変更する場合は、

パーシャルバリデーションを実施して、変更の影響を評価する。パーシャルバリデー

ションは、１回の分析単位内の真度及び精度による評価から、フルバリデーションと

ほぼ同様の評価まで、様々な場合がある。ある施設において安定性が確立された場合、

必ずしも他の施設で繰り返す必要はない。 

以下に、クロマトグラフィーにおいて、パーシャルバリデーションの対象に分類され

る典型的な生体試料中薬物濃度分析法の変更の事例を示すが、これらに限定されるも

のではない。 

• 同じ分析法での分析施設の変更（すなわち、施設間の生体試料中薬物濃度分析法

の移管） 

• 分析手法の変更（例えば、検出システム又はプラットフォームの変更） 

• 試料前処理手順の変更 

• 試料量の変更（例えば、小児由来試料における少量化） 

• 定量濃度範囲の変更 

• 生体試料中の抗凝固剤の変更（例えば、ヘパリンからエチレンジアミン四酢酸

（EDTA）への変更）（ただしカウンターイオンの変更は含まない） 

• 同一の種における、あるマトリックスから別のマトリックスへの変更（例えば、ヒ

トの血漿から血清若しくは脳脊髄液への切り替え）、又は同じマトリックスにおけ

る種の変更（例えば、ラットの血漿からマウスの血漿への切り替え） 

• 試料保存条件の変更 

以下に、リガンド結合法において、パーシャルバリデーションの対象に分類される典

型的な生体試料中薬物濃度分析法の変更の事例を示すが、これらに限定されるもので

はない。 

• リガンド結合法に使用する重要試薬の変更（例えば、ロット変更） 

• MRD の変更 

• 試料保存条件の変更 

• 定量濃度範囲の変更 

• 分析手法の変更（例えば、検出システム又はプラットフォームの変更） 
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• 同じ分析法での分析施設の変更（すなわち、施設間の生体試料中薬物濃度分析法

の移管） 

• 試料前処理手順の変更 

• 生体試料中の抗凝固剤の変更（例えば、ヘパリンから EDTA への変更）（ただしカ

ウンターイオンの変更は含まない） 

パーシャルバリデーションのパラメータは、フルバリデーションの基準を満たさなけ

ればならない。基準が満たされない場合は、追加の検討とバリデーションが必要であ

る。 

6.2 クロスバリデーション 

クロスバリデーションは、複数の生体試料中薬物濃度分析法及び／又は複数の分析施

設が関与している場合に、報告されたデータがどのように相関しているかを示すため

に必要である。 

以下の状況では、クロスバリデーションが必要となる。 

• 同一試験内で、それぞれフルバリデーションされた異なる分析法によりデータを

取得する場合 

• 同一試験内で、同一の生体試料中薬物濃度分析法を用いて異なる分析施設からデ

ータを取得する場合 

• 特定の用法用量又は安全性、有効性、電子添文の記載内容に関する規制当局によ

る意思決定を支持するために統合又は比較される予定の複数の試験間において、

それぞれフルバリデーションされた異なる分析法によりデータを取得する場合 

フルバリデーションされた異なる方法から得られたデータが試験間で統合されない

場合、一般にクロスバリデーションは必要ない。 

可能であれば、クロスバリデーションは、実試料を分析する前に実施する。 

クロスバリデーションは、同一 QC 試料（低濃度、中濃度及び高濃度）を少なくとも

3 回繰り返し分析し、更に（可能であれば）実試料の濃度範囲全体が含まれるような

実試料（n≧30）を両方の分析法又は両方の施設において測定して評価すること。 

バイアスは、Bland-Altman プロット又は Deming 回帰により評価することができる。

その他に二つの分析法間の一致度を適切に評価できる方法（例えば、一致相関係数）

を使用してもよい。あるいは、バイアスを評価するその他の方法として、各分析法を

用いて測定した実試料の濃度を時間に対してプロットすることも可能であろう。 
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1 つの比較 BA／BE 試験においては、同一の分析対象物質の測定に、複数の生体試料

中薬物濃度分析法の使用を避けることが強く推奨される。 

 

7. 考慮すべき追加事項 

7.1 内因性分子でもある分析対象物質のための分析法 

分析対象物質が内因性分子（補充療法等）であり、分析法が治療薬と内因性分子を識

別することができない場合、分析対象物質の測定真度が問題となる。さらに、分析対

象物質の内因性濃度は、年齢、性別、人種、日内変動、疾病又は薬物治療の副作用等

により変動することがある。本項では、内因性分子でもある分析対象物質の濃度を評

価するために使用される可能性のあるいくつかの方法について説明する。注意点とし

て、バイオマーカーは本ガイドラインの適用範囲外である。 

検量線用標準試料及び QC 試料の調製に使用するための生体マトリックスは、入手可

能であれば、実試料と同じもの（すなわち、真の生体マトリックス）とし、3 項及び

4 項で述べたようにマトリックス効果及び妨害がないものとすべきである。選択した

生体マトリックス中の分析対象物質の内因性濃度は、適切なシグナル／ノイズ比を得

るため、十分に低い必要がある（例えば、定量下限の 20%未満）。 

妨害のないマトリックスが入手できない場合、以下の方法（代替マトリックス法、代

替分析対象物質法、バックグラウンド減算法及び標準物質添加法）で実試料中の分析

対象物質の濃度を算出することができる。 

1) 代替マトリックス法 

検量線用標準試料のマトリックスとして代替マトリックスを用いる。代替マ

トリックスは、単純な緩衝液や真の生体マトリックスを模した人工マトリッ

クスから、内因性分子を除去したマトリックスや他の種のマトリックスまで

多様なものがある。 

2) 代替分析対象物質法 

質量分析法において、安定同位体標識した分析対象物質を、内因性分析対象

物質の定量のための検量線を作成する代替標準物質として用いる。この方法

において、真の分析対象物質及び代替分析対象物質は、分子量を除く物理化

学的特性が同じであると仮定されている。ただし、同位体の標準物質は保持

時間とMS感度が異なる可能性があるため、この方法を適用する前提として、

標識分析対象物質と非標識分析対象物質のMSレスポンスの比率（すなわち、

レスポンス係数）が 1 に近く、検量線範囲全体において一定であるべきであ
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る。レスポンス係数がこの要件を満たしていない場合は、それを検量線の回

帰式に組み込むべきである。 

3) バックグラウンド減算法 

プールしたマトリックス／代表的なマトリックスで測定された内因性分析

対象物質の濃度を、標準物質を添加して測定された濃度から差し引き、その

差分を用いて検量線を作成する。 

標準物質の添加前にブランクマトリックスの希釈によりバックグラウンド

濃度を低下させる場合（例えば、より低い定量下限が必要とされる場合）、実

試料と検量線用標準試料のマトリックスの組成が異なるため、回収率及びマ

トリックス効果が異なる可能性がある。このような違いを考慮した上で、分

析法の検証を行うべきである。 

4) 標準物質添加法 

標準物質添加法は、線形応答を有する分析プラットフォームにのみ適用され

る。一般的に標準物質添加法は、検量線用標準試料や QC 試料の調製に使用

する真のマトリックス中の内因性分析対象物質の濃度を定量するために使

用される。しかし、この方法は、実試料の測定にも利用可能である。この方

法では、すべての実試料を等量に分割する。分割した試料のうち 1 つの試料

を除き、すべての試料に様々な既知の量の分析対象標準物質を添加し、真の

ブランクマトリックス又は実試料ごとに検量線を作成する（例えば、3～5 ポ

イント）。次に、当該実試料について作成した、標準物質による検量線の負の

x 切片から、ブランクマトリックス中の内因性濃度又は実試料の濃度を求め

る。 

内因性分子でもある分析対象物質の分析法バリデーションに関しては、3項及び4項に

示したバリデーションに加え、以下の事項について考慮する必要がある。 

7.1.1 内因性分子でもある分析対象物質のための分析法における QC 試料 

QC試料を調製する前に、生体マトリックス中の分析対象物質の内因性濃度を評価す

べきである。妨害性を有する内因性分析対象物質の濃度が可能な限り低いマトリック

スを用いるべきである。QC試料の濃度は、真のマトリックス中の内因性濃度を考慮に

入れ、予測される実試料の濃度を代表すべきである。 

QC 試料は、実試料に類似し、同じマトリックスで調製されるべきである。原則とし

て、バリデーションに使用するすべての濃度の QC 試料は、未添加の真の生体マトリ

ックス（可能な場合、定量下限と低濃度 QC 試料との間の濃度の内因性 QC 試料を用

いる）、及び真の生体マトリックスに既知量の真の分析対象物質を添加したもの（低

濃度 QC 試料、中濃度 QC 試料及び高濃度 QC 試料）を分注したものとすべきである。
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添加試料（例えば、定量下限、低濃度 QC 試料）においては、添加量は内因性濃度の

3 倍以上又は内因性濃度と統計学的に異なる濃度となる十分な量とする。複数ロット、

代替ベンダー、低濃度の分析対象物質を含む可能性のある特別な集団のマトリックス

等の選択肢を用いても、内因性濃度が非常に高く、真のマトリックスで低濃度 QC 試

料を調製することができない場合は、希釈（代替）マトリックスを使用してもよい。 

7.1.2 内因性分子でもある分析対象物質のための分析法における選択性、回収率及び

マトリックス効果 

選択性の評価は、妨害物質を含まないマトリックスを使えない場合、複雑なものとな

る。クロマトグラフィーにおいては、分析法バリデーションの一部として、数人のド

ナー（少なくとも正常ブランク 6 個体、溶血性ブランク 1 個体、及び高脂質性ブラン

ク 1 個体）から採取したマトリックスを、識別可能な検出システム（例えば、タンデ

ム質量分析法（MS／MS））により分析して、ピーク純度を検討すべきである。科学的

に妥当であれば他の方法を考慮してもよい。 

標準物質添加法及びバックグラウンド減算法では、実試料及び検量線用標準試料で同

じ生体マトリックス及び分析対象物質が用いられることから、実試料及び検量線用標

準試料において同じ回収率とマトリックス効果が得られる。しかし、内因性成分が完

全に同一でない場合（例えば、組換えタンパク質）、回収率の潜在的な差は、平行性試

験で評価すべきである。代替マトリックス法及び代替分析対象物質法では、マトリッ

クス効果及び回収率が検量線用標準試料と実試料との間で異なる可能性がある。主に

定量下限濃度で、マトリックス効果が真度と精度に影響を与えないことを確認するた

め、マトリックス効果を評価すべきである。 

• 代替マトリックス法を用いる場合、代替マトリックスと真のマトリックスの双

方におけるマトリックス効果及び回収率の違いの影響を評価すべきである。こ

れは、代替検量線に対して、マトリックスに分析対象物質を添加した QC 試料、

内因性マトリックスのみ、代替マトリックスのみに分析対象物質を添加した試

料を用いた実験で調べる。 

• クロマトグラフィー／質量分析法において代替分析対象物質法を用いる場合、

代替分析対象物質と真の内因性分析対象物質の間のマトリックス効果や回収

率の違いの影響を評価すべきである。これは、代替検量線に対して、マトリッ

クスに分析対象物質を添加した QC 試料、内因性マトリックスのみ、マトリッ

クスに代替分析対象物質を添加した試料を用いた実験で調べる。 

• 特定の状況では、内因性濃度が高く、定量下限を変更する必要が生じ、代替マ

トリックスによる QC 試料の希釈が必要な場合がある（例えば、バックグラウ

ンド減算法）。このような場合、入手可能であれば、定量下限と低濃度 QC 試料



 

36 

の間の内因性濃度を有する真の生体マトリックスを用いて、回収率とマトリッ

クス効果の実験を繰り返す。 

クロマトグラフィー及びリガンド結合法の判定基準については、それぞれ 3 項及び 4

項を参照。 

生体マトリックスの組成が分析法の性能に影響を与える可能性があるため、各試料が

それ自体の検量線で分析される標準物質添加法を除き、少なくとも 6（クロマトグラ

フィー）／10（リガンド結合法）個体のドナーから得たマトリックスを用いて検討す

る必要がある。 

7.1.3 内因性分子でもある分析対象物質のための分析法における平行性 

平行性は、分析対象物質濃度の変化に対するレスポンスの変化が、分析法の範囲にわ

たって、代替マトリックスと真の生体マトリックス間で同等であることを保証するも

のである。リガンド結合法及びクロマトグラフィーでは平行性の評価が異なることを

考慮して、代替マトリックス法及び代替分析対象物質法において平行性を評価すべき

である。 

7.1.4 内因性分子でもある分析対象物質のための分析法における真度及び精度 

真度及び精度は、クロマトグラフィー及びリガンド結合法において、それぞれ 3 項及

び 4 項で示された基準を満たす必要がある。 

代替マトリックス法又は代替分析対象物質法を用いる場合の真度及び精度の評価は、

代替検量線に対して QC 試料を定量することにより実施する。 

ブランクマトリックス中の内因性分子の濃度を定量し、これを添加試料中の総濃度か

ら差し引く。真度は、内因性濃度の分析対象物質を含むマトリックスに真の分析対象

物質を添加したQC試料を使用する場合、以下の式で計算することが推奨される。  

真度 (%) = 100 ×
（添加試料中の測定濃度 − 内因性濃度）

添加濃度
 

添加されていない又は内因性QC試料の分析では、精度のみ算出できる。 

7.1.5 内因性分子でもある分析対象物質のための分析法における安定性  

実試料を可能な限り再現するために、安定性は、真の生体マトリックス中の真の分析

対象物質、添加されていない／内因性 QC 試料（内因性分子を含むブランクマトリッ

クス）、及び 7.1.1 項で定義されている添加された低濃度 QC 試料及び高濃度 QC 試料

で評価すべきである。しかし、代替マトリックスを検量線用標準試料として用いる場

合、代替マトリックス中の分析対象物質の安定性が真の生体マトリックス中の安定性

とは異なる可能性もあるため、代替マトリックス中の安定性も示すべきである。 
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7.2 平行性 

平行性とは、分析対象物質の測定に対する希釈の影響を検出するための、検量線と系

列希釈した実試料との平行な関係と定義される。PK 評価のための生体試料中薬物濃

度分析法において平行性の欠如が認められることはまれであるが、リガンド結合法に

おける平行性は、例えば、実試料の分析時にマトリックス成分による妨害（例えば、

内因性結合タンパク質の存在）が疑われるような場合に、ケースバイケースで評価す

べきである。平行性の検討結果、又は平行性を検討しないことの妥当性を、生体試料

中薬物濃度分析報告書中に記載する必要がある。分析法によっては、ある患者集団で

平行性が示されても、別の患者集団では平行性を欠くことがある。一般に、分析法開

発中又はバリデーション中は実試料を入手できないため、平行性の評価は実試料の分

析時に実施する。高濃度（Cmaxに近いものが望ましい）の実試料を、ブランクマトリ

ックスで少なくとも 3 濃度に希釈する必要がある。希釈系列の試料間の逆算濃度の一

致度は、30% CV 以下とする。ただし、この 30%という判定基準を適用し、これに適

合した場合でも、非平行性を示す傾向が認められることがあるので、データを慎重に

モニタリングすべきである。直線性を保持した試料の希釈ができない場合（すなわち、

非平行性を有する場合）に結果を報告する手順について、あらかじめ定義しておく必

要がある。 

7.3 回収率 

分析法に抽出操作が含まれている場合は、回収率（抽出効率）を評価する。回収率は、

既知量の分析対象物質が、分析法における試料の抽出及び前処理過程を経て得られる

割合（%）として報告される。回収率は、分析対象物質を生体試料に添加し前処理し

たときのレスポンスと、ブランク試料を前処理した後に分析対象物質を添加したとき

のレスポンスとを比較することにより算出される。分析対象物質の回収率は 100%で

ある必要はないが、分析対象物質及び IS（使用する場合）の回収率は一定である必要

がある。回収率は、複数の濃度、通常は 3 濃度（低濃度、中濃度及び高濃度）の抽出

試料の分析結果を比較して評価することが推奨される。 

7.4 Minimum Required Dilution（MRD） 

MRD とは、リガンド結合法を用いた分析において、バックグラウンドシグナルやマ

トリックスによる妨害を軽減するため、緩衝液で生体試料を希釈する際に適用される

希釈倍率である。MRD は、検量線用標準試料及び QC 試料を含むすべての試料で同

一でなければならず、分析法開発の際に決定しなければならない。分析法を確立した

後に MRD を変更する場合は、パーシャルバリデーションが必要となる。MRD は、分

析法のバリデーション報告書において規定する必要がある。 
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7.5 市販及び診断用キット 

市販又は診断用キット（以下、キットという。）は、医療現場における患者の診断用と

して、新しい化学薬品又は生物薬品と同時に開発されることがある。ガイドラインの

本項における推奨事項は、医療現場での診断を目的としたキット（例えば、コンパニ

オン診断薬又はコンプリメンタリー診断薬キット）の開発には適用されない。これら

キットの開発に関する規制上の要件については適切なガイドラインを参照すること。 

新規医薬品の開発段階において、化学薬品又は生物薬品の濃度測定のために、あるキ

ットを（新しい分析法を開発する代わりに）別の目的で使用する、又は、「研究目的

用」キットを使用する場合、申請者は本ガイドラインに規定されている医薬品開発の

ための基準に適合することを保証するために、当該キットのバリデーションで評価す

る必要がある。 

以下に、キットを用いた分析法のバリデーションに関連して考慮すべき事項を示すが、

これらに限定されるものではない。 

• キット内の標準物質が実試料中の分析対象物質と異なる場合、キットに含まれる

試薬を用いて分析性能の違いを評価すべきである。実試料を分析する施設での使

用条件下で、キット分析法の特異性、真度、精度及び安定性を示す。キットの取扱

説明書に記載されている前処理手順を変更する場合は、その内容を完全にバリデ

ートすべきである。 

• 少数の検量線用標準試料を用いるキット（例えば、1～2 点で構成される検量線）

では、定量範囲全体にわたって十分な数の標準試料を用いて検量線を確立するた

め、試験実施施設でのバリデーションを実施すべきである。 

• 実際の QC 試料濃度を把握しておくべきである。QC 試料の濃度を範囲で表すこと

は定量目的で使用するには不十分である。範囲で示されている場合、キットに含

まれる QC 試料とは別に、既知濃度の QC 試料を調製して用いる必要がある。 

• 検量線用標準試料及び QC 試料は、実試料と同じマトリックスを用いて調製すべ

きである。実試料と異なるマトリックスを用いて調製された検量線用標準試料及

び QC 試料が使われているキットの場合は、その妥当性を検証し、適切な試験を

実施すべきである。 

• 1 試験中に複数ロットのキットを用いる場合は、キットに含まれるすべての重要

試薬について、ロット間のばらつき及び同等性を調べておくべきである。 

• 複数のアッセイプレートを用いるキットの場合は、分析法の真度をモニターする

ためプレートごとに十分な繰り返し数の QC 試料を用いるべきである。また、個

別のプレート及び分析単位全体に対する判定基準を設定すべきである。 
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7.6 新技術又は代替技術 

医薬品開発の開始時から、1 つの新技術又は代替技術のみを生体試料中薬物濃度分析

技術として用いる場合、既存技術とのクロスバリデーションは必要とされない。 

一つの医薬品の開発に 2 種類の生体試料中薬物濃度分析技術を使用する場合、解釈困

難なデータが生じる可能性がある。このことは、1 つのプラットフォームから得られ

た薬物濃度が、他のプラットフォームからのものと異なる場合に起こり得る。したが

って、医薬品開発において、新規又は代替の分析プラットフォームをそれまでに用い

ていたプラットフォームから変更するときは、潜在的な違いが十分に理解されている

ことが重要である。それまでのプラットフォーム／技術から得られたデータと、新規

又は代替プラットフォーム／技術から得られたデータについて、クロスバリデートす

べきである。医薬品開発の早期に規制当局からの助言を求めることが望ましい。比較

BA／BE 試験においては、二つの分析法又は技術の使用を避けることが強く推奨され

る。 

規制下のバイオアナリシスに新技術を使用する場合は、あらかじめ分析法開発及びバ

リデーションで妥当性が示された判定基準により裏付けられるべきである。 

7.6.1 乾燥試料法 

乾燥試料法（Dried Matrix Methods、DMM）は、薬物分析用のマイクロサンプリング技

術として少量血液試料の採取、保存及び輸送の容易さ等の利点を有する試料採取方法

である。LC-MS 又はリガンド結合法に対する一般的な分析法バリデーションに加え、

DMM を規制当局への申請を目的とした試験に用いる場合は、その使用の前に以下の

ような項目についてさらなるバリデーションが必要である。 

• ヘマトクリット（特に、全血をカードにスポットする場合） 

• 試料の均一性（特に、カード／デバイス上の試料の一部を切り取る場合） 

• 乾燥マトリックスからの試料の抽出 

• ISR 用の DMM 試料採取 

o ISR 用として十分な試料の量又は繰り返し数を確保するよう注意す

る。 

o 試料を複数回パンチして評価するか、2 測定分採取する。 

同じ臨床試験又は非臨床試験において典型的な液体の試料（例えば、血漿試料）に加

えて DMM を用いる場合、既述のとおり（6.2 項を参照）これら 2 つの方法をクロス

バリデートすべきである。非臨床 TK 試験については、「「トキシコキネティクス（毒

性試験における全身的暴露の評価）に関するガイダンス」におけるマイクロサンプリ
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ング手法の利用に関する質疑応答集（Q&A）について」（平成 31 年 3 月 15 日付け厚

生労働省医薬・生活衛生局医薬品審査管理課事務連絡）の 4.1 項を参照すること。医

薬品開発の早期に規制当局からの助言を求めることが推奨される。 

 

8. 文書化 

適切にバリデートされた分析法には、一般的内容及び具体的内容を記した SOP、並び

に適切な記録の管理・保存が必須である。生体試料中薬物濃度分析法のバリデーショ

ンに関連して得られたデータは、記録され、監査及び査察に利用可能とすべきである。

表 1 は、規制当局に提出する資料として推奨される文書項目及び分析施設の査察時に

利用可能とすべき文書項目を示している。これらの文書項目は、分析施設又は他の安

全な場所に保管してもよい。この場合は、要求に応じて直ちに提示できる状態とする

こと。 

試験が実施され、報告されたとおりに試験を再構築するために必要となるすべての試

験関連文書は、安全な環境下で保持されるべきである。関連文書には、少なくとも原

データ、試験計画書及び報告書、手順・操作・環境上の事項を裏付ける記録、並びに

すべての関係者間の通信記録が含まれるが、これらに限定されない。 

文書の形式（すなわち、紙又は電子）にかかわらず、記録はデータの発生と同時に行

われるべきであり、その後の変更により元のデータが不明瞭になってはならない。デ

ータを変更又は再処理する場合の根拠を十分詳細に文書化する必要があり、また、初

回の記録を保持すべきである。 

8.1 要約情報 

要約情報として、CTD（Common Technical Document）若しくは eCTD（electronic CTD）

の 2.6.4／2.7.1 又は報告書に以下の項目を含めること。 

• 各試験において用いられた分析法の要約を含める。要約には、分析法のタ

イトル、分析法識別コード、分析法の種類、生体試料中薬物濃度分析報告書

コード、分析法の発効日、及び関連するバリデーション報告書のコードを

含める。 

• パーシャルバリデーション報告書及びクロスバリデーション報告書を含め

て、関連するすべてのバリデーション報告書の要約表を分析対象物質ごと

に作成する。この表には、分析法識別コード、分析法の種類、新しい分析法

バリデーション又は追加バリデーションの理由（例えば、定量下限を下げ

るため）を含める。分析法に対し加えられた変更は明確に記載する。 
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• 1 つの分析法において、分析法、バリデーション報告書及び生体試料中薬物

濃度分析報告書に異なるコードが使われている場合は、複数の識別コード

を相互参照する要約表を作成する。 

• 分析法変更に関する考察（例えば、分析法の開発経緯、変更理由、特筆すべ

き事項） 

• 比較 BA／BE 試験については、過去 3 年間及び試験終了後 1 年間に規制当

局の施設査察が実施された場合、各分析施設の施設査察の一覧（日付及び

結果を含む）。 

8.2 バリデーション報告書及び生体試料中薬物濃度分析報告書のための文書項目 

表 1 にバリデーション報告書及び生体試料中薬物濃度分析報告書において推奨され

る項目を示した。
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表 1：文書項目及び報告項目 

項目 分析施設における文書項目 バリデーション報告書* 生体試料中薬物濃度分析報告書* 

クロマトグラフ
ィーのシステム
適合性 

• システム適合性試験を実施した
日付、時間、使用した試料 

• 該当なし • 該当なし 

概要 

分析法の開発経
緯 

• 分析法の開発経緯（例えば、変
更履歴、もしあれば特筆すべき
事項とそれを裏付けるデータ） 

• 該当なし • 該当なし 

標準物質（標準
品） 

• 品質（純度を含む）、安定性／有
効期限／リテスト日、バッチ／
ロット番号、製造者又は入手先
を証明する CoA 又はそれに代
わる文書 

• 受領、使用、保存条件の記録 

• 有効期限切れの場合、再発行さ
れた CoA、又は品質及び同一性
のリテスト結果とリテスト日 

• バッチ／ロット番号、入手先／製
造元、品質（純度を含む）、保存条
件及び有効期限／リテスト日を示
す CoA の写し若しくはそれに代わ
る文書、又は本情報の一覧表 

• 有効期限切れの場合、使用時にお
ける品質と安定性、リテスト日及
びリテストの結果 

• バッチ／ロット番号、入手先／製造
元、品質（純度を含む）、保存条件
及び有効期限／リテスト日を示す
CoA の写し若しくはそれに代わる
文書、又は本情報の一覧表 

• 有効期限切れの場合、使用時におけ
る品質と安定性、リテスト日及びリ
テストの結果 

IS • IS の品質又は適格性の証明 

• 受領、使用、保存条件の記録 

• 試薬又は IS の名称 

• 製造元／提供元 

• 試薬又は IS の名称 

• 製造元／提供元 
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表 1（続）：文書項目及び報告項目 

項目 分析施設における文書項目 バリデーション報告書* 生体試料中薬物濃度分析報告書* 

重要試薬 • 試薬の名称 

• バッチ／ロット番号 

• 入手先／製造元 

• 濃度（該当する場合） 

• リテスト日（有効期限） 

• 保存条件 

• 試薬の名称 

• バッチ／ロット番号 

• 入手先／製造元 

• 濃度（該当する場合） 

• リテスト日（有効期限） 

• 保存条件 

• 試薬の名称 

• バッチ／ロット番号 

• 入手先／製造元 

• 濃度（該当する場合） 

• リテスト日（有効期限） 

• 保存条件 

標準原液／標準
溶液 

• 標準原液／標準溶液の調製及び
使用の記録 

• 保管場所及び保存条件 

• 調製した溶液の安定性が担保され
た期間内に使用されたことを示す
記録 

• 標準原液／標準溶液の安定性 

• 保存条件 

• 調製した溶液の安定性が担保され
た期間内に使用されたことを示す
記録 

• 標準原液／標準溶液の安定性† 

• 保存条件† 

ブランクマトリ
ックス 

• マトリックスの由来及び種類等
の情報、ロット番号、受領日、保
存条件及び入手先／供給業者の
記録 

• 由来及び種類等の情報、ロット番
号及び受領日 

• 由来及び種類等の情報、ロット番号
及び受領日†† 

検量線用標準試
料及び QC 試料 

• 調製の記録及び調製日 

• 保存温度の記録（例えば、入出
庫日の記録、分析担当者、温度、
冷凍庫） 

• マトリックスを含む調製の記録 

• バッチ番号、調製日及び安定性が
担保された期間 

• 保存条件（温度、日付、期間等） 

• 調製の記録† 

• 調製日及び安定性が担保された期
間 

• 保存条件† 
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表 1（続）：文書項目及び報告項目 

項目 分析施設における文書項目 バリデーション報告書* 生体試料中薬物濃度分析報告書* 

標準操作（業務）
手順書（SOP; 手
順書） 

以下の項目を含む分析に関するす
べての手順 

• 方法／手順（バリデーション
／実試料分析） 

• 判定基準（例えば、分析単位、
検量線、QC 試料） 

• 使用機器 

• 再分析 

• ISR 

• SOP の変更履歴（変更内容、
日付、理由等） 

• 分析手順の詳細な記述 • 分析に使用した手順／分析計画書
の一覧 

試料の追跡 • 実試料の受領及び受領時の状態 

• 試料の輸送及び受領状況を示す
記録。試料の一覧及び紛失事由 

• 保管場所（例えば、冷凍庫内の
場所） 

• QC 試料、検量線用標準試料及び
実試料の追跡記録 

• QC 試料、検量線用標準試料の冷
凍庫保管記録、及び実試料の冷
凍庫からの入出庫の記録 

• 該当なし すべての試験： 

• 試料の受領日、試料数 

• 試料の受取時の状態 

• 分析施設における保存条件及び場
所 

• 保存：試料採取から分析までの合計
期間 

• 計画していた保存条件からの逸脱
の一覧及び想定される影響 

さらに、比較 BA／BE 試験は以下を含
む： 

• 被験者 ID 
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表 1（続）：文書項目及び報告項目 

項目 分析施設における文書項目 バリデーション報告書* 生体試料中薬物濃度分析報告書* 

分析 • クロマトグラフィーのシステム
適合性を確認する文書記録及び
データ 

• 分析単位ごとの、分析日を含む
機器の使用記録 

• 分析単位ごとの、抽出日を含む
検量線用標準試料、QC 試料及び
実試料に関する前処理操作の文
書記録を含む試料抽出の記録 

• 分析単位ごとの、QC 試料ロット
及び検量線用標準試料ロット並
びに実試料の識別番号 

• 機器の設定及び保守管理の文書
記録 

• 実 験 室 情 報 管 理 シ ス テ ム
（LIMS） 

• 以下の文書記録及びデータを含
むバリデーション情報： 

o 選択性、特異性、感度、真
度及び精度、キャリーオ
ーバー、希釈の妥当性／
希釈直線性、回収率、マ
トリックス効果 

o ベンチトップ、凍結融解、
長期、抽出物及び標準原
液の安定性 

o パーシャル／クロスバリ
デーション（該当する場
合） 

すべての試験： 

• すべての分析単位（棄却した分析
単位を含む）及び分析日を示す表 

• 採用されたすべての分析単位の検
量線用標準試料濃度及び応答関数
の結果（検量線パラメータ）を真度
及び精度と共に示す表 

• 分析単位内及び分析単位間の QC
試料の結果及び検量線用標準試料
（真度及び精度の分析単位のも
の）を示す表。判定基準から逸脱し
た値を明示すること。 

• リガンド結合法ではトータルエラ
ーの値を含める。 

• 選択性、特異性、希釈直線性及び感
度（定量下限）、キャリーオーバー
及び回収率のデータ。ベンチトッ
プ、凍結融解、長期、抽出物及び標
準原液の安定性 

• パーシャル／クロスバリデーショ
ン（該当する場合） 

• バリデーションを追加した場合は
別途報告書を添付する。 

さらに、比較 BA／BE 試験は以下を含
む： 

• 比較 BA／BE 試験では、分析単位
ごとの機器 ID† 

• 採 用 及 び 棄 却 さ れ た す べ て
（100%）の分析サマリー表 

すべての試験： 

• すべての分析単位、判定（採用及び
棄却）、棄却の理由及び分析日を示
す表 

• 採用されたすべての分析単位の検
量線用標準試料濃度及び応答関数
の結果（検量線パラメータ）を真度
及び精度と共に示す表 

• QC 試料の真度及び精度の測定結
果を含むすべての採用された分析
単位の全体的な（分析単位間の）
QC 試料の結果、並びに採用された
分析単位間における真度及び精度
の結果を示す表 

• 再注入した分析単位の結果と再注
入を実施した理由を含む再注入分
析単位の表 

• QC 試料のグラフによる傾向分析
（推奨事項） 

• 実試料中濃度定量値の表 

さらに、比較 BA／BE 試験は以下を
含む： 

• 比較 BA／BE 試験では、分析単位
ごとの機器 ID† 

• 棄却された分析単位を含む各分析
単位における ISレスポンスのプロ
ット 

• 採 用 及 び 棄 却 さ れ た す べ て
（100%）の分析サマリー表 
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表 1（続）：文書項目及び報告項目 

項目 分析施設における文書項目 バリデーション報告書* 生体試料中薬物濃度分析報告書* 

クロマトグラム
及び再波形処理 

• 電子監査証跡  

• 採用及び棄却された分析単位
における初回及び再波形処理
したすべて（100%）の e-クロ
マトグラム 

• 再波形処理の理由 

• 再波形処理の方法と、採用及
び棄却されたすべて（100%）
の分析サマリー表（検量線、回
帰式、重み付け関数、分析対象
物質及び IS のレスポンスと保
持時間、レスポンス比及び波
形処理法を含む） 

すべての試験： 

• 代表的なクロマトグラム（初回及
び再波形処理したクロマトグラ
ム） 

• 再波形処理の理由 

• クロマトグラムを補足資料として
提出してもよい。 

さらに、比較 BA／BE 試験は以下を含
む： 

• 採用及び棄却された分析単位にお
ける初回及び再波形処理したすべ
て（100%）のクロマトグラム 

• 採用及び棄却された分析単位のす
べて（100%）の分析サマリー表 

すべての試験： 

• クロマトグラムを補足資料として
提出してもよい。 

• 比較 BA／BE 試験以外の試験で
は、申請資料に提出した試験の実
試料の 5%を無作為に抽出したク
ロマトグラム 

• 再波形処理の理由 

• マニュアル再波形処理を行ったク
ロマトグラムの識別と考察 

• 再波形処理の SOP（該当する場合） 

さらに、比較 BA／BE 試験は以下を含
む： 

• すべて（100%）のクロマトグラム 

• 初回と再波形処理したクロマトグ
ラム及び初回と再波形処理の結果 

• 採用及び棄却された分析単位のす
べて（100%）の分析サマリー表 
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表 1（続）：文書項目及び報告項目 

項目 分析施設における文書項目 バリデーション報告書* 生体試料中薬物濃度分析報告書* 

手順書からの逸
脱 

• 逸脱／予期しない事象の発生時
の記録 

• 予期しない事象の調査 

• 影響の評価 

• 逸脱に関する記述 

• 試験結果への影響 

• 重要な調査結果の記述及びそれを
支持するデータ 

• 逸脱に関する記述 

• 試験結果への影響 

• 重要な調査結果の記述及びそれ
を支持するデータ 

再分析 • 再分析を実施する際の手順書
（再分析理由の定義等） 

• 再分析データのすべて（100%）
を保持する。 

• 再分析の理由に関する実施時の
記録 

• 該当なし すべての試験： 

• 試料 ID、再分析の理由、初回分析
及び再分析の値、報告値を採用し
た理由及び分析単位 ID を示す表 

さらに、比較 BA／BE 試験は、以下
を含む： 

• 比較 BA／BE 試験では、棄却した
分析単位で得られた値も別の表
で記載すること。 

ISR • ISR の手順 

• ISR データ：分析単位 ID、分析
サマリー表、クロマトグラム又
はその他の電子機器データのフ
ァイル 

• ISR 不成立に関する調査結果の
文書（該当する場合） 

• 該当なし • ISR データの表（初回分析及び再
分析の値とそれぞれの分析単位
ID、乖離度（%）、基準適合割合
（%）） 

• ISR 不成立に関する調査結果（該
当する場合）†† 
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表 1（続）：文書項目及び報告項目 

項目 分析施設における文書項目 バリデーション報告書* 生体試料中薬物濃度分析報告書* 

通信記録 • 試験／分析に関する関係者間
（申請者、医薬品開発業務受託
機関、コンサルタント）の通信 

• 該当なし • 該当なし 

監査及び査察 • 監査及び査察の証拠 • 該当なし／eCTD に含めるべき要
約情報については、8.1 項を参照の
こと。 

• 該当なし／eCTD に含めるべき要
約情報については、8.1 項を参照
のこと。 

*申請者は、バリデーション報告書及び生体試料中薬物濃度分析報告書として提出する要約データを裏付けるために、分析施設にお

いてデータを保管すること。バリデーション報告書及び生体試料中薬物濃度分析報告書を申請資料に含めるべきである。 

†バリデーション報告書を添付又はリンクしてもよい。 

††バリデーション報告書又は生体試料中薬物濃度分析報告書のいずれかに含めて提出する。



 

 

9. 用語集 

真度 Accuracy： 

測定値と、理論値又は規定の条件で得られた（若しくは特定の方法により測定された）

既知の真の値との一致の程度。本文書では、真度を理論値に対するパーセントで表す。 

真度（%）＝（測定値／理論値）×100 

 

分析 Analysis： 

試料の前処理／希釈から分析機器による測定までを含めた一連の分析のプロセス。 

 

分析対象物質 Analyte： 

生体マトリックス中に存在し、測定対象となる特定の物質。代謝されていない薬物、

生体分子、その誘導体又は代謝物等を含む。 

 

分析単位 Analytical Run（“Run”ともいう）： 

分析結果の妥当性を保証するための適切な数の検量線用標準試料及び QC 試料から構

成される分析用試料と実試料の一連の試料からなるセット。複数の分析単位の分析を

1 日で完了することもあれば、1 分析単位を数日かけて完了することもある。 

 

アンカー検量線用標準試料／アンカーポイント  Anchor Calibration Standards／

Anchor Points： 

リガンド結合法における検量線のカーブフィッティングを向上させるため、検量線の

定量下限未満の濃度、又は定量上限を超える濃度の分析対象物質を添加し分析される

試料のセット。 

 

（生体試料中薬物濃度分析における）バッチ Batch (for Bioanalysis)： 

同一条件のもと、同じグループの試験実施者により、同じ試薬を用いて一定期間内に

処理された、QC 試料及び実試料、場合によってはブランク試料、ゼロ試料、検量線

用標準試料から構成される試料群。 

 

（標準物質（標準品）及び試薬における）バッチ Batch (for Reference Standards and 

Reagents)： 

1 つの工程又は一連の工程により、規定範囲内に収まる均質性を有するよう製造され

た物質の特定量の単位。ロットともいう。 

 

バイアス Bias： 

母集団のパラメータの値を過大又は過小に推定する測定過程の傾向。 
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生体試料中薬物濃度分析法 Bioanalytical Method： 

生体マトリックス中の分析対象物質の定量分析に用いられる分析法。 

 

生物薬品（バイオテクノロジー応用製品／生物起源由来製品） Biological Drugs： 

生体や細胞から作られる医薬品（例えば、タンパク質医薬品）。 

 

生体マトリックス Biological Matrix： 

血液、血清、血漿、尿等の生体試料であるが、これらに限定されない。 

 

結合試薬 Binding Reagent： 

リガンド結合法を用いた生体試料中薬物濃度分析法において、分析対象物質と結合す

る試薬。 

 

ブランク試料 Blank Sample： 

分析対象物質、IS、追加・代替マトリックスや緩衝液が添加されていない生体マトリ

ックスの試料。 

 

検量線 Calibration Curve： 

一定の定量範囲内における、検量線用標準試料中の分析対象物質濃度（量）と分析機

器のレスポンス（例えば、ピークの面積、高さ、シグナル）との関係性。標準曲線と

もいう。 

 

定量範囲 Calibration Range： 

検量線用標準試料の上限と下限（これらの濃度を含む）の、濃度（量）の範囲。 

 

検量線用標準試料 Calibration Standard： 

既知量の分析対象物質が添加されたマトリックス。検量線用標準試料は検量線の作成

に用いられる。 

 

キャリーオーバー Carry-over： 

前に分析した試料の影響により、その後の試料で分析対象物質のシグナルがあらわれ

ること。 

 

化学薬品 Chemical Drugs： 

化学的に合成された医薬品。 
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重要試薬 Critical Reagent： 

リガンド結合法に用いる重要試薬は、分析結果に直接影響を及ぼすもので、結合試薬

（例えば、抗体、結合タンパク質、ペプチド）や酵素成分を有する試薬が含まれる。 

 

クロスバリデーション Cross Validation： 

2 つの生体試料中薬物濃度分析法を用いる場合、又は異なる分析施設で同じ生体試料

中薬物濃度分析法を用いる場合において、異なる分析法間／施設間で報告されるデー

タが同等であることを確認するために潜在的なバイアスの評価を行うこと。 

 

希釈の妥当性 Dilution Integrity： 

試料の希釈手順が、分析対象物質の測定値に影響を与えないことを確認するためにそ

の手順を評価すること。 

 

希釈直線性 Dilution Linearity： 

リガンド結合法において、検量線の定量上限を超えた試料をプロゾーン効果（フック

効果）の影響なく適切に分析できること、そして測定濃度が定量範囲内で希釈による

影響を受けないことを示すこと。 

 

希釈倍率 Dilution Factor： 

試料が希釈される倍率を表す。 

 

フルバリデーション Full Validation： 

分析法を実試料分析に適用する時に、分析法の完全性が保証されるよう、すべてのバ

リデーション項目について評価・確認すること。 

 

フック効果 Hook Effect： 

特定の分析対象物質の濃度が非常に高い場合に、レスポンスが抑制されること。結合

試薬と分析対象物質を液相中で反応させるリガンド結合法で生じ得る。プロゾーン効

果ともいう。 

 

投与後試料 Incurred Sample： 

試験において、被験者又は被験動物から得られた試料。 

 

Incurred Sample Reanalysis（ISR）： 

初回定量値の再現性を確認するため、別の分析単位で、異なる日に、投与後試料の一

部を再分析すること。 
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妨害物質 Interfering Substance： 

マトリックス中に存在し、分析対象物質の定量に影響を及ぼす可能性がある物質。 

 

内標準物質 Internal Standard（IS）： 

目的とする分析対象物質の定量を容易にするため、一定の既知濃度で検量線用標準試

料、QC 試料及び実試料に添加される、構造が類似した物質又は安定同位体で標識し

た物質。 

 

リガンド結合法 Ligand Binding Assay（LBA）： 

分析対象物質に特異的に結合する試薬を利用して目的とする分析対象物質を分析す

る方法。分析対象物質の検出には酵素標識、放射性同位元素標識、蛍光標識、発光標

識等を施した試薬を用いる。反応は、マイクロタイタープレート、試験管、ディスク

等で行う。 

 

定量下限 Lower Limit of Quantification（LLOQ）： 

試料中における分析対象物質を、事前に定めた真度及び精度で定量することができる

最も低い濃度。 

 

マトリックス効果 Matrix Effect： 

試料中の意図しない分析対象物質又は他の妨害物質の存在による、分析対象物質のレ

スポンスへの直接的又は間接的な影響又は妨害。 

 

Minimum Required Dilution（MRD）： 

リガンド結合法を用いた分析において、緩衝液により生体試料を希釈する際の最初の

希釈倍率。MRD は、必ずしも試料を分析できる最終の希釈倍率である必要はないが、

検量線用標準試料やQC 試料も含むすべての試料で同一でなければならない。ただし、

試料によってはさらに希釈が必要な場合がある。 

 

理論値 Nominal Concentration： 

理論的又は想定される濃度。 

 

平行性 Parallelism： 

投与後試料の段階希釈により得られる応答曲線が検量線と平行であることを示すこ

と。平行性は、マトリックス効果が生じる可能性を検出できる性能特性の 1つである。 

 

パーシャルバリデーション Partial Validation： 

フルバリデーション後に分析法を変更する際、一部のバリデーションパラメータを選

択して、評価・確認すること。 
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精度 Precision： 

一連の分析における測定値間の一致度（すなわち、ばらつきの程度）。変動係数（CV）

又は相対標準偏差（RSD）のパーセントで表される。 

精度（%CV）＝（標準偏差／平均値）×100 

 

前処理後試料 Processed Sample： 

種々の操作（例えば、抽出、希釈、濃縮）を経た最終段階の試料。 

 

QC 試料 Quality Control Sample (QC)： 

既知量の分析対象物質を添加した生体マトリックス。生体試料中薬物濃度分析法の性

能をモニターし、それぞれのバッチ又は分析単位における未知試料の測定結果の完全

性及び妥当性を評価するために用いられる。 

 

再分析 Reanalysis／Repeat Analysis： 

以前に分析された試料の追加評価。 

 

回収率 Recovery： 

分析過程における抽出効率。既知量の分析対象物質が当該分析法の抽出及び前処理過

程を経て得られる割合（%）で表される。 

 

標準物質（標準品） Reference Standard： 

検量線用標準試料及び QC 試料の調製に使用される、純度及び同一性が確認され、十

分に特性評価された物質。 

 

再波形処理 Reintegration： 

クロマトグラムのピークの初回の波形処理を変更すること。 

 

繰り返し Replicate： 

試料、検量線用標準試料又は QC 試料を複数回測定するうちの１測定分。 

 

再現性 Reproducibility： 

実験を繰り返したときに一貫した結果が得られる程度。 

 

応答関数 Response Function： 

検量線用標準試料中の分析対象物質濃度（量）と分析機器のレスポンス（例えば、ピ

ーク面積若しくは高さの比、又はシグナル）の関係を適切に表す数式。応答関数は検

量線の範囲内で定義する。検量線の説明を参照。 
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分析サマリー表 Run Summary Table： 

分析単位内の個々の試料、QC 試料及び検量線用標準試料からの全データを表形式で

出力したもの（例えば、クロマトグラフィーでは、保持時間、分析対象物質及び IS の

レスポンス、濃度、希釈倍率（該当する場合）。リガンド結合法では、分析対象物質の

レスポンス、濃度、希釈倍率）。 

 

選択性 Selectivity： 

生体マトリックス中に妨害物質が存在する条件下で（非特異的妨害）、分析対象物質

を区別して定量することができる分析法の能力。 

 

感度 Sensitivity： 

許容可能な真度及び精度で測定できる最も低い分析対象物質濃度（すなわち、定量下

限）。 

 

特異性 Specificity： 

分析対象物質を、類縁物質を含むその他の物質（例えば、分析対象物質と構造的に類

似した物質、代謝物、異性体、不純物、併用薬）と区別して検出する分析法の能力。 

 

安定性 Stability： 

あるマトリックス中の分析対象物質が、保存開始時と比較して、特定の保存及び使用

条件下で、一定の期間保存後に損なわれていないこと（分解していないこと）を表す

尺度。 

 

標準曲線 Standard Curve： 

一定の定量範囲内における、検量線用標準試料中の分析対象物質濃度（量）と分析機

器のレスポンス（例えば、ピークの面積、高さ、シグナル）との関係性。検量線とも

いう。 

 

標準操作（業務）手順書 Standard Operating Procedure（SOP）： 

特定の機能及び／又は操作が、一定の水準で実施されるように、文書化された詳細な

手順書。 

 

標準原液 Stock Solution： 

分析対象物質を既知の濃度で溶媒又は混合溶媒に溶解した溶液であり、検量線用標準

試料又は QC 試料を調製するために使用される。 

 

実試料 Study Samples： 

非臨床試験又は臨床試験に組み入れられた被験動物又は被験者から得られた試料。 
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代替マトリックス Surrogate Matrix： 

実試料マトリックスの入手が困難な場合（例えば、組織、脳脊髄液、胆汁）、又は実試

料マトリックスに妨害性を示す内因性の分析対象物質が含まれている場合に、本来の

マトリックスの代わりとして用いられるマトリックス。 

 

システム適合性 System Suitability： 

分析単位の前に、調製された添加試料を分析することにより分析機器の性能（例えば、

シグナル／ノイズ比、ピーク形状、保持時間）を確認すること。実試料分析の一部と

はしない。 

 

トータルエラー Total Error： 

真度（%）及び精度（%）の誤差の絶対値の和。トータルエラーは誤差（％）で表す。 

 

定量上限 Upper Limit of Quantification（ULOQ）： 

試料中における分析対象物質を、事前に定めた真度及び精度で定量することができる

最も高い濃度。 

 

バリデーション Validation： 

生体試料中薬物濃度分析法が意図する目的に適していることを示すこと。 

 

標準溶液 Working Solution： 

標準原液を適切な溶媒で希釈して調製した非マトリックス溶液。主として、検量線用

標準試料及び QC 試料を調製するためマトリックスに添加される。 

 

ゼロ試料 Zero Sample： 

IS を添加したブランク試料。 


	日薬連発第771号.pdf
	061204_事_「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」について.pdf

