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                                     様式３ 

論  文  内  容  の  要  旨  

氏  名  （   鳥巣 哲生  ）  

論文題名 

 

落下・振とう複合ストレスによるバイオ医薬品の凝集に関する研究 

 

 

論文内容の要旨 

タンパク質凝集体は免疫原性を持つことが指摘されており、薬効の著しい低下やアナフィラキシーショックのよう

な重篤な副作用を引き起こす。そのため、バイオ医薬品に含まれるタンパク質の凝集体は、バイオ医薬品開発におい

て喫緊に解決すべき課題の一つとなっている。本研究では、バイオ医薬品の輸送中に起こるタンパク質の凝集に着目

した。バイオ医薬品は、輸送中に熱、凍結融解、落下、振とうなどのストレスを複合的に受ける可能性があり、その

中でも落下と振とうについては避けることが非常に困難である。これまでに、落下と振とうのそれぞれがタンパク質

の凝集を引き起こすとの報告はあるが、実際の輸送時を想定した落下と振とうの複合的な作用によるタンパク質の凝

集ついては報告がない。そこで本研究では、落下・振とう複合ストレスによる抗体の凝集について検討を行った。本

研究では、摩損度試験機を用いて落下・振とう複合ストレス試験を実施し、生成した凝集体について分析を行った。

摩損度試験機は、錠剤が製造や輸送中に受ける振動や衝撃などの機械的ストレスに対する錠剤の物理的安定性を評価

する機器として広く利用されており、剤形は異なるものの、バイオ医薬製剤も輸送中に錠剤と同様の機械的ストレス

を受けると考えられることから本研究で使用した。 

まず、バイアル中での落下・振とう複合ストレスによるタンパク質凝集体生成について検討した。落下・振とう複

合ストレスにより生成したタンパク質凝集体を、サイズ排除クロマトグラフィー、動的光散乱およびフローイメージ

ング法を用いて分析した。その結果、可溶性の凝集体を経由せず、μmオーダーのタンパク質凝集体が落下・振とう複

合ストレスによって著しく増加することが明らかとなった。また、充填容量が少ないほど落下・振とう複合ストレス

による凝集体生成速度が速いという結果が得られた。抗体溶液の充填容量が少ないほど振とうの効果は高くなり、充

填容量が多いほど落下の効果が高くなることが知られており、振とうストレスが落下・振とう複合ストレスによる凝

集体生成に重要であることが示唆された。一方で、振とうストレスのみではタンパク質凝集体が生成しなかったこと

から、落下ストレスが凝集体生成を引き起こすために必要であることが明らかとなった。落下ストレスはキャビテー

ション発生を通じた立体構造の変化を、振とうストレスは攪拌による壁面からの抗体の剥離をそれぞれ引き起こし、

落下・振とう複合ストレスによるμmオーダーの凝集体生成を促進すると考えられた。落下ストレスによりヒドロキシ

ラジカルが生成することが知られており、ヒドロキシラジカルによる酸化が凝集体生成に寄与している可能性が考え

られたが、LC-MSの結果から、落下に伴って生成したヒドロキシラジカルによる酸化等の化学的修飾は起こらないこと

が明らかとなった。以上の結果から、落下・振とう複合ストレスによるμmオーダーの凝集体の増加は、落下による抗

体の立体構造変化、変性した抗体の壁面への吸着、振とうによる吸着した抗体の壁面からの剥離という経路で起こる

ことが示唆された。 

次に、プレフィルドシリンジ中での落下・振とう複合ストレスによる凝集体生成について検討を行った。共振式質

量測定法の結果から、落下・振とう複合ストレスによる凝集体生成において、落下ストレスは抗体の立体構造の変化

だけでなくnmオーダーの凝集体生成（核形成）を引き起こすことが示された。その他のタンパク質凝集体生成経路に

ついては、バイアルの場合と同様であると考えられた。摺動性を向上させるため、ガラス製プレフィルドシリンジの

内壁にはシリコンオイルが塗布されるが、シリコンオイルの塗布によって、プレフィルドシリンジ内壁への抗体の吸

着量が増加し、落下・振とう複合ストレスにより生成するタンパク質凝集体の量も増加した。非イオン界面活性剤は、

プレフィルドシリンジ内壁などの固液界面や、キャビテーションバブル表面の気液界面を覆うことにより、抗体のプ

レフィルドシリンジ内壁への吸着および落下ストレスによる核形成を抑制し、落下・振とう複合ストレスによるタン

パク質凝集体生成を抑制した。ただし、非イオン界面活性剤の添加によってプレフィルドシリンジ内壁からのシリコ

ンオイルの遊離が促進されることも明らかとなった。シリコンオイルは、アジュバントとしての作用を持ち、免疫原

性を高めるとの報告がある。そのため、非イオン界面活性剤は、タンパク質の凝集を抑制する目的でバイオ医薬品の

添加剤として広く使用されているが、シリコンオイルが塗布されたプレフィルドシリンジを容器として使用する場合



 

は、シリコンオイル油滴の増加に注意が必要である。シリコンオイルを塗布していないプレフィルドシリンジを使用

した場合、本研究で用いた3種類の抗体の構造安定性およびコロイド安定性と落下・振とう複合ストレスによる凝集体

生成速度に相関が見られた。今後さらに検討を行うことで、構造安定性やコロイド安定性をはじめとする種々の物理

化学的指標から落下・振とう複合ストレスに対する凝集安定性を予測できるようになる可能性がある。 

本研究の結果から、落下と振とうが複合的に作用し、タンパク質凝集体の著しい増加を引き起こすことが明らかと

なった。このような複合的な作用は、個々のストレスに対する安定性試験では評価できないため、複合的なストレス

に対する安定性試験を実施することが重要である。摩損度試験機を用いた落下・振とう複合ストレス試験の再現性は、

これまで実施されてきた振とうストレスや凍結融解ストレスに対する安定性試験の再現性と同等であり、摩損度試験

機を用いることで落下・振とう複合ストレスに対する安定性を再現性良く評価できると考えられる。現在、摩損度試

験機は、低分子医薬品の開発においてのみ使用されているが、今後バイオ医薬品の分野でも活用されることで、より

高品質で安全なバイオ医薬品の開発に繋がると期待される。 
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論文審査の結果の要旨及び担当者  

氏  名  （ 鳥 巣  哲 生     ）  

論文審査担当者 

 （職） 氏        名 

主 査 

副 査 

副 査 

 

教授 

教授 

教授 

 

大久保 忠恭 

赤井 周司 

高木 達也 

 

論文審査の結果の要旨 

 本研究で申請者は、抗体などのタンパク質を主成分とするバイオ医薬品に対する落下・振とう複合ストレスの影響

を解明するために、様々な物理化学的分析手法を駆使して落下・振とうによるバイオ医薬品の凝集機構を明らかにし

た。タンパク質凝集体は免疫原性を持つことが指摘されており、薬効の著しい低下やアナフィラキシーショックのよ

うな重篤な副作用を引き起こすため、バイオ医薬品に含まれるタンパク質の凝集体は、バイオ医薬品開発において喫

緊に解決すべき課題の一つとなっている。本研究では、バイオ医薬品の輸送中に発生するタンパク質の凝集に着目し

ている。バイオ医薬品は、輸送中に熱、凍結融解、落下、振とうなどのストレスを複合的に受ける可能性があり、そ

の中でも落下と振とうについては避けることが非常に困難である。これまでに、落下若しくは振とうのそれぞれがタ

ンパク質の凝集を引き起こすとの報告はなされてきたが、実際の輸送時に想定される落下と振とうの複合的な作用に

よるタンパク質の凝集ついての研究報告は無かった。そこで本研究では、落下・振とう複合ストレスによる抗体の凝

集について検討を行い、摩損度試験機を用いて落下・振とう複合ストレス試験を実施し、生成した凝集体について分

析を行った。摩損度試験機は、低分子錠剤が製造や輸送中に受ける振動や衝撃などの機械的ストレスに対する錠剤の

物理的安定性を評価する機器として広く利用されており、剤形は異なるものの、バイオ医薬製剤も輸送中に錠剤と同

様の力学的ストレスを受けると考え本研究で使用されている。 

 まず、バイアル中での落下・振とう複合ストレスによるタンパク質凝集体生成について検討が行われた。落下・振

とう複合ストレスにより生成したタンパク質凝集体を、サイズ排除クロマトグラフィー、動的光散乱およびフローイ

メージング法を用いて分析している。その結果、可溶性の凝集体を経由せず、マイクロメートルオーダーのタンパク

質凝集体が落下・振とう複合ストレスによって著しく増加することが明らかとなった。また、充填容量が少ないほど

落下・振とう複合ストレスによる凝集体生成速度が速いという結果が得られた。抗体溶液の充填容量が少ないほど振

とうの効果は高くなり、充填容量が多いほど落下の効果が高くなるため、振とうストレスが落下・振とう複合ストレ

スによる凝集体生成に重要であることが示された。一方で、振とうストレスのみではタンパク質凝集体が生成しなか

ったことから、落下ストレスが凝集体生成を引き起こすために必要であることが明らかとなった。落下ストレスはキ

ャビテーション発生を通じた立体構造の変化を、振とうストレスは攪拌による壁面からの抗体の剥離をそれぞれ引き

起こし、落下・振とう複合ストレスによる凝集体生成を促進することが示された。落下ストレスによりヒドロキシラ

ジカルが生成することから、ヒドロキシラジカルによる酸化が凝集体生成に寄与している可能性が考えられたが、

LC-MSの結果から、落下に伴って生成したヒドロキシラジカルによる酸化等の化学的修飾は起こらないことが明らかと

なった。以上の成果から、落下・振とう複合ストレスによるマイクロメートルオーダーの凝集体の増加は、落下によ

る抗体の立体構造変化、変性した抗体の壁面への吸着、振とうによる吸着した抗体の壁面からの剥離という経路で起

こることが示された。 

次に、プレフィルドシリンジ中での落下・振とう複合ストレスによる凝集体生成について検討がなされた。共振式質

量測定法の結果から、落下・振とう複合ストレスによる凝集体生成において、落下ストレスは抗体の立体構造の変化

だけでなくナノメートルオーダーの凝集体生成（核形成）を引き起こすことが示された。その他のタンパク質凝集体

生成経路については、バイアルの場合と同様であった。摺動性を向上させるため、ガラス製プレフィルドシリンジの

内壁にはシリコンオイルが塗布されるが、シリコンオイルの塗布によって、プレフィルドシリンジ内壁への抗体の吸

着量が増加し、落下・振とう複合ストレスにより生成するタンパク質凝集体の量も増加した。非イオン界面活性剤は、



 

プレフィルドシリンジ内壁などの固液界面や、キャビテーションバブル表面の気液界面を覆うことにより、抗体のプ

レフィルドシリンジ内壁への吸着および落下ストレスによる核形成を抑制し、落下・振とう複合ストレスによるタン

パク質凝集体生成を抑制していた。また、非イオン界面活性剤の添加によってプレフィルドシリンジ内壁からのシリ

コンオイルの遊離が促進されることも明らかとなった。シリコンオイルは、アジュバントとしての作用を持ち、免疫

原性を高めるため、非イオン界面活性剤は、タンパク質の凝集を抑制する目的でバイオ医薬品の添加剤として広く使

用されているが、シリコンオイルが塗布されたプレフィルドシリンジを容器として使用する場合は、シリコンオイル

油滴の増加量に注意が必要であることが分かった。シリコンオイルを塗布していないプレフィルドシリンジを使用し

た場合、本研究で用いた3種類の抗体の構造安定性およびコロイド安定性と落下・振とう複合ストレスによる凝集体生

成速度に相関が見られた。今回の成果により、構造安定性やコロイド安定性をはじめとする種々の物理化学的指標か

ら落下・振とう複合ストレスに対する凝集安定性を予測できることが示された。 

 本研究の結果から、落下と振とうが複合的に作用し、タンパク質凝集体の著しい増加を引き起こすことが明らかと

なった。このような複合的な作用は、個々のストレスに対する安定性試験では評価できないため、複合的なストレス

に対する新たな安定性試験を実施することの重要性が示された。摩損度試験機を用いた落下・振とう複合ストレス試

験の再現性は、これまで実施されてきた振とうストレスや凍結融解ストレスに対する安定性試験の再現性と同等であ

り、摩損度試験機を用いることで落下・振とう複合ストレスに対する安定性を再現性良く評価できることが明らかと

なった。現在、摩損度試験機は、低分子医薬品の開発においてのみ使用されているが、今後バイオ医薬品の分野でも

活用されることで、より高品質で安全なバイオ医薬品の開発に繋がる。 

 上記成果は落下・振とう複合ストレスによる凝集体生成機構の物理化学的基盤を明らかにしたもので、その意義は

大きく、バイオ医薬品の開発に関して有用な知見を与えるものであると考えられ博士（薬科学）の学位論文に値する

ものと認める。 

 


